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Validacién de métodos de medida paralatécnicade ©

difraccion laser

Introduccidén

Con la introduccion de la 1SO
13320-1 (Particle size andlisis —
Laser Diffraction methods) y la
NIST 960-1 (Practice Guide
Particle size Characterization) el
usuario de un equipo de difraccion
laser dispone de una gran
informacién tedrica y una buena
guia sobre la toma de muestra y la
dispersion  posterior para la
medida. Sin embargo la cantidad
de informacién disponible sobre
como validar el método de andlisis
esta muy limitada.

Pero, ¢ para qué establecer un
método validado? El objetivo de la
creacion de un método validado
es averiguar el grado de robustez
e integridad de un método de
analisis de tamafio de particula,
investigando sobre aquellos
parametros que pudieran causar
variacion en el tamafio de
particula calculado finalmente. De
ésta forma, determinamos una
serie de variables clave que
generan variabilidad en los
resultados y por tanto deben ser
controladas como parte del
procedimiento de medida.

La implementacion de un estudio
de validacion es un requerimiento
absoluto en la industria
farmacéutica y de importancia
creciente en todas las partes del
proceso de fabricacién, donde la
necesidad de una consistencia de
los resultados es de extrema
importancia para asegurar una
produccién y control de calidad
eficientes.

Los usuarios de instrumentos de
difraccion laser para aplicaciones
de caracterizacion de particulas
disponen de una informacion rica
sobre teoria y tecnologia asi como
guias sobre el muestreo y la
dispersion (1ISO13320-1 Particle
Size Analisis-Laser Diffraction
Methods, N.I.S.T. 960-1 Particle
Size Characterization Practice

Guide y la USP-NF Light
Diffraction Measurement of
Particle Size). En 1999 la
Pharmaceutical Analytical
Sciences Group (P.A.S.G.)
estableci6 algunas guias de como
el proceso deberia ser seguido
durante la validacion del método,
aungue no proporcioné suficiente
detalle respecto a los
experimentos que deben
realizarse actualmente. El trabajo
realizado es reconstruido aqui con
algunos ejemplos préacticos de
como una validacion debe ser
realizada.

No obstante es necesario indicar
que siguiendo los procedimientos
que indicamos a continuacién, no
se puede garantizar que un
cuerpo auditor apruebe dicho
método. Cualquier estudio
adicional reforzara cada caso para
un método més adecuado.

Validacion del método

El desarrollo de un método
validado deberia ser realizado
sobre un instrumento  cuyo
hardware y software han sido
validados periddicamente a través
de los procesos de regulacion
especificos de cada actividad
industrial, en particular y para la
industria farmacéutica
instalaciones 'y modos de
operacion tipo 1Q/OQ, asi como
chequeo anual con la ayuda de
estandares QAS y/o latex
monomodales. También es
esencial el cumplimiento del
software con la norma 21 CFR
parte 11 como parte de la regla de
la FDA respecto al uso de los
resultados y firmas electrénicas.

Para estudiar el grado de robustez
e integridad debemos analizar
aquellos parametros que afectan
al resultado final del analisis de
tamafio de particulas calculado.
De ésta forma, cuando validamos
un método de Difraccion Laser
para caracterizacion de particulas
debemos considerar las siguientes

Principales variables:

+ Muestreo

+ Preparacion de la muestra

+ Rango de medida del equipo

+ Especificidad-Técnica apropiada
+ Robustez

+ Linearidad y Obscuracion

+ Reproducibilidad

+ Precision intermedia

Muestreo

El primer paso que cualquier
analista realizara es la extraccion
de una muestra representativa del
proceso o lugar de origen. Si la
muestra que hemos obtenido no
es representativa el resultado
puede resultar ser atipico y el
experimento ser un ejercicio sin
sentido. La cuestion que cualquier
analista deberia hacerse antes de
obtener la muestra es: “¢ Esta
pequefia bolsa de muestra es
representativa del proceso de
producciéon?”. Ademas, durante el
transporte de la muestra hasta el
laboratorio de andlisis puede
ocurrir una recolocacion de las
particulas de la muestra,
moviéndose las mas grandes
hacia la parte superior del
contenedor o frasco, mientras que
en suspensiones ocurre lo
contrario, las mas grandes tienden
a sedimentar. En cada caso el
material debe ser muestreado de
tal forma que se elimine la
tendencia causada por éstos
fenébmenos.

Existen diferentes tipos de
dispositivos que extraen partes de
una muestra de nuestro proceso
(Cone & Quartering, Scoop
Sampling, Table Sampling, etc),
pero se ha comprobado tras
estudios de investigacion
realizados, que el sistema
denominado “Spinning Rifflers”
denominado Divisor de muestras,
genera submuestras de polvo
cuya variacion es la mas pequefia
respecto a la producida con el
resto sistemas de extraccion.



Y por tanto constituye el método
mas reproducible de obtencion de
muestras representativas de una
muestra global del proceso. Este
tipo de sistemas trabaja
extraordinariamente siempre y
cuando las particulas estén
correctamente dispersadas y
presenten un buen grado de
fluidez. Un pequefio inconveniente
es la gran cantidad de tiempo que
puede tomar en hacer la divisién
de la muestra si las cantidades de
las que hablamos son grandes.

Method Relative Standard
Deviation (%)
Cone & Quartering 6.81
Scoop Sampling 5.14
Table Sampling 2.09
Chute Riffling 1.01
Spinning Riffling 0.13

Tabla 1: Variabilidad asociada a
diferentes métodos de muestreo.

Preparacién de la muestra

Una de las definiciones dadas
para éste parametro podria ser:
“pretratamiento y presentacion de
la muestra sobre la técnica de
medida de una forma adecuada”.
Esto dependera del interés
particular del usuario. En la mayor
parte de las veces el usuario
estard interesado en conocer el
tamafio de particula primario y por
tanto la muestra deberia ser
dispersada para éste proposito.
En otras ocasiones es el estado
natural aglomerado el que
interesa. En cualquier caso, el
medio de dispersion (aire para via
seca o liquido) no deberia causar
cambios irreversibles sobre la
particula: disolucion, molienda o
agregacion. Desde luego, el
procedimiento completo de
preparacion de la muestra deberia
ser ejecutado como parte del
método de desarrollo en lugar del
método de validacion.

Rango de medida

Idealmente el rango de medida del
instrumento deberia cubrir el
rango completo de tamafio de
particula de la muestra. Con los
ultimos desarrollos en instrumen-

tacion de Difraccion Laser como el
Mastersizer 2000, que cubre un
rango de medida entre 20 nmy
2000 micras, no deberia presentar
problemas para la mayoria de las
muestras (farmacéuticas,
minerales, cerdmicas,
construccion, alimentacion,
quimicas...). En instrumentos
antiguos y algunos modernos
también, en los que hay que usar
dos lentes para cubrir la muestra
completa, el resultado dependera
de los algoritmos matematicos
aplicados para la rutina de
mezclado y por tanto se debera
contemplar el error afiadido.

Especificidad

¢Hemos escogido la técnica mas
apropiada para la medida de
tamafio de particulas de nuestros
productos?

No existe un requerimiento
estricto para responder a ésta
pregunta, ya que se asume que el
operador esté utilizando la técnica
mas apropiada para el material
gue estéa siendo analizado.
Obviamente la técnica escogida
deberia estar establecida en el
método de desarrollo. Y desde
luego para una misma muestra se
generaran diferentes respuestas
segun la técnica escogida.
Ademas, debido a la propia
naturaleza de la técnica de
difraccion laser, es dificil
desarrollar un método de analisis
de tamafio de particula que
distinga la dispersion de luz de
diferentes componentes dentro de
la dosificacion de un producto. En
el caso de una suspension, puede
ser necesario preparar una
mezcla de placebo y analizarlo
separadamente.

ROBUSTEZ

La robustez de un método
analitico es una indicacién
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mezcla de diferentes substancias
y los indices de refraccion y
proporciones de los materiales
son conocidas, el indice de
refraccion de la mezcla puede ser
asumido como la media segun las
proporciones predeterminadas, al
igual que hemos hecho con los
dos dispersantes usados a
diferentes proporciones.

¢ Coémo seleccionar el IL.R.
imaginario (Absorcion)?

El I.R. imaginario es mas dificil de
evaluar, pero para su uso en la
medida de tamafio de particulas
por tecnologia de Difraccion Laser
representa la cantidad de luz
absorbida por la particula cuando
se esté realizando una medida. La
absorcion puede ser estimada
observando la particula sobre el
dispersante con la ayuda de un
microscopio éptico.

Si la particula es de tipo esférica
como ocurre por ejemplo en un
latex de poliestireno o en
emulsiones de tipo globular y
aparece transparente bajo la
observacion en el microscopio,
significa que absorbe muy poco y
por tanto el valor del I.R.
imaginario o absorcién estara en
torno a valores entre 0.00 y 0.01.

Si la particula es molida o siendo
transparente presenta formas
irregulares entonces la luz sera
absorbida por las irregularidades
de su superficie y por tanto el
valor de la absorcién sera algo
superior, entorno al 0.1.

Para materiales submicrénicos, la
seleccion del I.R. imaginario o
absorcion seréa crucial en la
obtencion de una respuesta
correcta.

No obstante, podemos usar de
nuevo el equipo Mastersizer para
encontrar el mejor dato de
absorcion. Veadmoslo con un
ejemplo: una muestra de leche, en
la que no se observaba una
pequefia porcion de material
grueso correspondiente a la
fraccion cremosa y que el cliente
estaba seguro de su existencia.
Inicialmente se midi6 con la
siguiente presentacion optica:
I.R.=1.47 (conocido y obtenido de
la bibliografia) y Abs.=0.1.



El valor correspondiente al I.R. era
real pero habia cierta duda en el
valor de la absorcion. Asi la
distribucion obtenida segln ésta
presentacion 6ptica se muestra en
la figura 2.

Examinando la grafica
correspondiente a los datos de
dispersion de luz y “fit”, podemos
ver que la presentacion optica
escogida no es la mas correcta
(Figura 3). Esto lo podemos ver
porque las lineas roja y verde no
coinciden en la parte de la
derecha, es decir, precisamente
en la zona de los detectores que
coinciden con las particulas
submicrénicas, generando un
valor del “Residual” muy alto que
corresponde a una ajuste (fit)
malo. En éste caso se obtenia un
valor del Residual del 16.6%.
Observando los datos de los
canales mas altos podemos ver
que los desajustes mas grandes
se encuentran en unos pocos
canales. Como regla general, si la
linea roja es superior a la verde
sobre los dltimos canales, el I.R.
imaginario (absorcién) aplicado es
demasiado alto y, si es inferior la
absorcion aplicada es demasiado
baja.

Siguiendo ésta sencilla regla y
recalculando los valores para un
I.R.=1.47 y Abs.=0.001
obtenemos la grafica del fit
correspondiente a la Figura 4, en
la que ahora se observa un valor
del “weighted residual” mas
aceptable (2.7) y las lineas roja'y
verde de la grafica del “fit”
coinciden bastante bien. Y ahora
el resultado es el esperado
(Figura 5), en el que se observa la
distribucién mayoritaria de las
micelas de caseinay el pequefio
pico de particulas méas gruesas
que corresponden a los globulos
de grasa presentes en la leche.
Por tanto podemos concluir que el
resultado ha cambiado
drasticamente segun lo esperado
para ésta muestra.

Confirmando las diferentes
opciones

Los métodos descritos
previamente (“index matching” y
test “Becke line”) pueden usarse

01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Lait ecreme, date per 19/02/00, Stabilac, 21 Jan 2000 13:47:28

Figura 2: Milk con 1.47 y 0.1

0

2
% /

Light Energy

15
10

5

0
1357 911 14 17 20 23 26 20 32 35 38 41 44 47 50
Detector Number

it data(weighted)
—Lait ecreme, date per 19/02/00, Stabilac, 21 Jan 2000 13:47:28

Figura 3: Fitcon 1.47y 0.1

Light Energy

1357 911 14 17 20 23 2 29 32 35 38 41 44 47 50
Detector Number

Fit dataweighted)
—Lait ecreme, date per 19/02/00, Stabilac, 21 Jan 2000 13:47:28

Figura 4: Milk con 1.47 y 0.001

Volume (%)
s o
S

%ot 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Tait ecreme, date per 19/02/00, Stabilac, 21 Jan 2000 13:47:28

Figura 5: Milk con 1.47 y 0.001

usarse para confirmar el modelo
Optico aplicado en el sistema.
También existe otro método en el
gue se juega con la concentracién
de volumen calculada por el
equipo. Este método fue mostrado
por “Lips et al” (Lips, A. , Hart,
P.M. and Evans, I.D., Proceedings
of the 5th European Symposium in
Particle Characterisation, 1992,
443, Nurnberg Messe, Nurnberg)
y determina la concentracion real
de un sistema de particulas
esféricas suspendidas en un
liquido a través del Coeficiente de
Extincion medido por el equipo
segun la teoria “Mie”. Ademas se
comprobd que para particulas en
forma de esferoides aplastados
con una relacion de forma de 5:1,
el error fue solo del 10%, por lo
que se concluy6 que éste método
realizado con el Mastersizer era
vélido para calcular la
concentracion de la muestra en el
momento de la medida.

Asi, en los dispositivos
Mastersizer puede obtenerse una
ecuacion de calculo de la
concentracidn comhinando la
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teoria “Mie” de dispersion de luz 'y
la ley de “Beer-Lambert”
obteniéndose la siguiente formula:

o= 100 loge (1- Obscuration)
- -—Sb ViQi

2 di

donde c es la concentracion (%), b
es la longitud del haz del laser, Vi
es el resultado en volumen
correspondiente a la banda i, Qi
es el coeficiente de extinciéon de la
banda de tamafio iy d; es el
didmetro medio de la banda de
tamafio i. El coeficiente de
extincion es una medida de la
eficiencia de la dispersion de luz
de una particula a un tamafio
determinado.

La ecuacion muestra la relacién
entre la concentracion de volumen
y la obscuracion medidas como
parte de un experimento normal
en el Mastersizer. De ésta forma
podemos comparar la
concentracion real de laboratorio y
la calculada por el equipo para
establecer un apropiado |.R.

Cogemos una cantidad de
muestra determinada y la
afadimos a un volumen de
dispersante equivalente al que
utilizamos en la medida con el
equipo, de forma que podemos
obtener el valor tedrico de la
concentracion en %. Después
medimos la muestra en el equipo
a la misma proporcién y
comparamos los resultados de
ambas concentraciones (tedrica 'y
medida). Para un material esférico
0 con tendencia a la esfericidad
podemos obtener una diferencia
del 10% entre ambos resultados
con un apropiado I.R. Y por tanto
podemos lograr encontrar un |.R.
aproximado de la muestra que
genere un dato de concentracién
similar al tedrico, por lo que
encontraremos un valor de I.R. de
la particula medida apropiado
para la medida de tamafio con la
tecnologia de Difraccion Laser.
Observaremos un grado de
disparidad en funcién de la
esfericidad del material, pero ain
siendo la aproximacion menor, a
efectos de medida de tamafio de
particula es perfectamente valido
para el calculo del I.R.



