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Uvod

Miseni praskovych smési je jeden z klicovych stupii
pfi vyrobé 1ékové formy, jemuz je ve farmaceutické tech-
nologii vénovéna velka pozornost'™. V soucasné dobé je
sméfovano znaéné usili na vyvoj vhodnych analytickych
postupti a technik, které by umoznily pfimou, rychlou
a nedestruktivni analyzu misiciho procesu. Mezi analytic-
ké metody vhodné pro studium praskovych smési patii
Ramanova spektroskopie. Jedna se o metodu procesni
analytické technologie (process analytical technology,
PAT), umoziujici bezkontaktné monitorovat priibéh celé-
ho misiciho procesu a studovat souvislosti mezi fyzikalné-
chemickymi a vyrobnimi proménnymi®.

Pti vyhodnoceni spekter vice-komponentnich smési je
nutné vyuzit metody vicerozmérné analyzy dat. Nejcastéji
pouzivana je metoda c¢asteCnych nejmensich Ctvercl
(partial least squares), ktera umoziuje vyjadfit zavislosti
mezi matici spektralnich dat a matici hodnot koncentraci
pomoci redukovaného poctu latentnich proménnych. Ka-
libraci ziskany model 1ze zpétné vyuzit k predikci hodnot
koncentrace latek v piisluiné pragkové smési’.

Kvalita vyvinutého modelu je zna¢né odvisla od pou-
zité kalibracni procedury. V literatufe je popsana fada ka-
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libracnich technik pro tvorbu modell na zjisténi obsahu
praskovych smési. Nékteré techniky vyuzivaji jednorazoveé
pripravenych kalibragnich fad'?, jiné zohlediiuji proménli-
vost homogenity vzorkii v ¢ase®, v pristupech viak chybi
zohlednéni vlivu fazi miseni na prabéh kalibrace®’.

Na homogenitu vzorku maji vliv tfi fize miseni. Roz-
liSuji se na konvekei, difuzi a stiih. Konvektivné-difuzni
miseni je specifické pro bubnové misice, kdy v prvni fazi
dochazi ke stfetu tokid praskl a jejich rychlému smiseni,
pozdéji se uplatiuje zejména difuze charakteristicka na-
hodnym preskupovanim jednotlivych ¢astic praskut. Stiiho-
va faze nastava jako duasledek tecné sily, ktera je zptisobe-
na pohybujici se plochou ¢asti misice, napt. lopatky. Tato
faze miseni je zna¢n¢ G¢inna pii miseni koheznich materi-
alt a praskd se $patnymi tokovymi vlastnostmi™’.

Cilem prace je popsat moznosti bezkontaktni Rama-
novy spektroskopie pfi studiu miseni praSkovych smési.
V préaci jsou pouzity dvé modelové praskové smeési iden-
tického chemického sloZeni, ale liSici se velikosti Castic
prasku. Prvni ¢ast prace popisuje vyvoj kalibra¢nich mo-
delt pro zjiStovani koncentrace 1é¢iva v modelovych smé-
sich, se zaméfenim na zjisténi vlivu pouzitého mechanis-
mu miseni. Dal$i ¢ast prace se vénuje studiu vlivu miseni
a vlivu vibraci na homogenitu modelovych smési. Vibrace
jsou bézné u nékterych technologickych zafizeni, jako
nasypky rotacnich tabletovacich pfistrojii a mohou vyustit
az v segregaci smési'".

Experimentalni ¢ast
Material a slozeni smési

Askorbova kyselina — AK (Ascorbic acid — fine gra-
nular, Takeda); Laktosa 80 (Pharmatose 80M, Fonterra
Excipients); Laktosa 200 (Pharmatose 200M, Fonterra
Excipients). Fyzikalni vlastnosti praska shrnuje tab. I.

Ke studiu miseni byly zvoleny dvé modelové smési
stejného chemického slozeni, hmotnostniho poméru 60 %
kyseliny askorbové a 40 % laktosy, lisici se v pouzitych
sitovych frakcich laktosy. Smés A obsahuje hrubozrnnou
sitovou frakci Laktosa 80, o velikosti ¢astic 250-350 um.
Smés B obsahuje jemnozrnnou frakci Laktosa 200, o veli-
kosti ¢astic <90 pm.

Tabulka I

Fyzikalni vlastnosti praski

Vzorek Sitova frakce [pum] Hustota Setfesnd hustota ~ Hausnertiv pomér  Charakteristika
Castice [g cm™] [g cm™] toku

Laktosa 80 250-350 1,532+0,003 0,829+0,000 1,09+0,00 vyborny

Laktosa 200 <90 1,544+0,003 0,630+0,002 1,17+0,01 dobry

AK 250-350 1,688+0,001 0,970+0,000 1,11+0,00 vyborny
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Vyvoj modeld

Vicerozmérna kalibra¢ni metoda ¢astecnych nejmen-
Sich ¢tverct, PLS, se pouzila pro konstrukci modeld vysti-
hujicich zavislost mezi spektralnimi daty (matice X)
a hmotnostnimi koncentracemi AK (matice Y). Cilem bylo
vyvinout model pro kazdou modelovou smes, A resp. B.

K méfeni slouzil Ramantv spektroskop — RXN
(Raman RXN, Kaiser Optical Systems) se sondou (PhAT
system probehead, Kaiser Optical Systems) s laserem
o vlnové délce 785 nm a Siice paprsku 6 mm. Detegovalo
se emitované zafeni Ramanova posunu v oblasti vinovych
délek 0-1920 nm.

Vzorky kalibra¢ni fady se navazily do 20ml vialek,
kde zabiraly pfiblizné tfetinu objemu (5,0 g). Pro kazdou
modelovou smés, A resp. B, se pfipravila jedna kalibra¢ni
tfada, kazda po 9 vzorcich, obsahujici AK v rozsahu hmot-
nostnich koncentraci 60+15 %. K piipravé kalibracnich
vzorkl se pouzil homogenizér Turbula — T2C (T2C, WAB
AG Machinenfabrik) a dale hfidelové michadlo — RZR
(RZR 2020, Heidolph). Nejprve se vialky vlozily do nado-
by T2C vystlané latkou, kde se misilo 60 s pii 48 ot./min.
Poté se vialky vyjmuly, provedlo se skenovani sondou
RXN jedenkrat ze stfedu kazdé vialky a pak se obsah kaz-
dé vialky misil 15 s rotujici lopatkou RZR pti 400 ot./min,
poté se znovu misilo v T2C a nasledné provedlo skenovéani
sondou RXN. Proces se nékolikrat opakoval, tak jak uvadi
schéma z obr. 1a).

Vyhodnoceni naméfenych spekter probéhlo v progra-
mu Unscrambler 10.2. (Camo Inc.). Schéma vyvoje vy-
sledného modelu znazorfiuje obr. 1b). Pro kazdou smés
zv1ast, A resp. B, se sestrojil tivodni model ze spekter
naméfenych ve vSech Casech kalibraéni procedury. Spektra
se predem upravila standardizaci optické drahy (standard
normal variate), redukujici posuny zakladni linie zpisobe-
né nestejnym rozptylem odraZeného zéfeni™’. Matice X
uvodniho modelu obsahovala spektra z 9 koncentracnich
hladin a 6 Cast, celkové 54 spekter. Z téchto spekter se
vybrala ta, jejichz zbytkovy rozptyl (residual variance)
pfislusnych koncentraci v matici Y se nelisil od primérné-
ho zbytkového rozptylu o vice nez dvojnasobek hodnoty

a0 @@E% @@@@

Laboratorni pfistroje a postupy

smérodatné odchylky. Timto postupem lze ve vicerozmeér-
né analyze odstranit odlehlé hodnoty7. Vybrana spektra se
v kazdé koncentracni hladiné zprimérovala do jediného
a pouzila se pro konstrukci vysledného modelu. Takto se
postupovalo pro kazdou modelovou smés zv1ast’.

Uvodni model smé&si A resp. B se pouzil k hodnoceni
vlivu mechanismu miseni na homogenitu pfislusné kalib-
racni fady. Parovym t-testem (QC Expert 3.2, TriloByte)
se hodnotila vyznamnost rozdilu stfednich hodnot zbytko-
vého rozptylu koncentraci od nuly (a=0,05; n=28), a to
mezi ¢asy s vlivem konvektivné-difuzniho miseni (60, 300
a 600 s) a casy ovlivnénymi stfihovym misenim (90, 330
a 630 s).

Validace modelu

Jako metoda pro externi validaci vyslednych kalibrac-
nich modelt se pouzila UV-Vis spektrofotometrie
(UV-1600 PC Spectrophotometer, VWR). Pro kazdou
modelovou smés, A. resp. B, se pripravila valida¢ni fada
obsahujici 10 vzorku, jejiz slozeni pokryvalo cely rozsah
hmotnostnich koncentraci AK, tedy 60+15 %. Vzorky
o hmotnosti 50 g se navazily do 100ml 1ékovek a poté
umistily do T2C, kde se misily 300 s bez preruseni. Poté se
provedla tfi méfeni sondou RXN okolo stfedu lékovky
v odstupu 120° po pomyslné kruznici odpovidajici ptibliz-
né polovin€ polomeéru lékovky. Takto se promeéfilo pribliz-
né 25 % povrchu praskové smési. Kazda tfi spektra se
zprimé&rovala do jediného. Z povrchu celé prométené ob-
lasti se dale odebralo Spachtli ptiblizné piesné 500 mg
prasku, které se poté rozpustilo ve vodném roztoku 0,01 M
kyseliny fosfore¢né prostém oxidu uhli¢it¢ého. M¢fila se
absorbance kyseliny askorbové pifi 244 nm. Kvantifikace
se provedla na zakladé kalibracni ptimky, ktera byla line-
arni v rozsahu 0 az 18 pg ml™' (1=0,999). Pii validaci me-
tody se pouzil test regresni rovnici a dale analyza vytéz-
nosti (QC Expert 3.2, TriloByte) 12,
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Obr. 1. (a) Schematické znazornéni pribéhu kalibracni procedury s uvedenymi ¢asy (v sekundach) miseni homogenizérem Turbu-
la (KD) a hiidelovym michadlem (S) a ¢asy méieni sondou Ramanova spektrometru (M). (b) Znazornéni vyvoje vysledného PLS

modelu z naméienych spekter
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Studium vlivu miseni a vibraci na homogenitu
praskové smeési

Vyvinuté a validované modely se néasledné aplikovaly
pfi studiu vlivu miseni a vlivu vibraci na homogenitu pras-
kovych smési. Kazdad modelova smés, A resp. B, se homo-
genizovala v T2S ve dvou nezévislych bézich. Homogeni-
zace probihala ve 100ml Sirokouhlé 1ékovce s 50 g prasko-
vé smési. Lékovky se vlozily do T2S a v ¢asech 5, 30, 60,
180, 300, 420, 600, 900, 1200, 1500 a 1800 s se miseni
prerusilo, 1€ékovka se vyjmula a obsah proméfil sondou
RXN ze tiech mist, zpisobem popsanym v kapitole Vali-
dace modeli. Spektra po Upravé standardizaci optické
drahy se nasledné hodnotila vyvinutym a validovanym
modelem. Pro kazdy Cas se ziskaly tfi hodnoty hmotnost-
nich koncentraci AK, které se vynesly do grafu v zavislosti
na Case.

Po skonéeni homogenizace se 1ékovky ptremistily na
svrchni plochu sitovaciho pfistroje (Fritch Analysette,
Fritch) za ucelem aplikace vibraci. Intenzita byla nastave-
na na ¢tvrtinu vykonu pfi frekvenci 50 Hz, coz odpovida
amplitudé 0,7 mm. Lékovky podlozené 1 c¢cm tlustou neo-
prenovou destickou se nechaly stat volné na plose sitovaci-
ho pfistroje. V casovych intervalech 30, 120, 300, 600,
900, 1200, 1500 a 1800 s se lékovky opatrné ve vodorovné
poloze premistily pod sondu RXN. Méfeni a vyhodnoceni
se provedlo stejnym zptisobem jako v piipadé studia vlivu
miseni.

Vysledky a diskuse
Vyvoj modelt

Ze vzorkll kalibracnich sad se naméfila spektra,
ze kterych se nejprve sestrojily ivodni modely pro smés A
resp. B. Z téchto modell se na zakladé maximalnich hod-
not zbytkového rozptylu koncentraci vybrala spektra vhod-
na pro konstrukci vyslednych modeld. Vyfadila se 4 spek-
tra z celkového poctu 54 spekter kalibracni fady smési A,
resp. 3 spektra z 54 spekter smési B.

Dale se statisticky hodnotil vliv mechanismu miseni
na homogenitu kalibracnich fad. Zjistilo se, Ze rozdil stfed-
nich  hodnot  zbytkového  rozptylu  koncentraci
v porovnavanych ¢asech miseni se velmi vyznamné li§i od
nuly u smési B (P<0,01), u smési A je nevyznamny
(P=0,37). Zarazenim stfihového miseni se tedy vyznamné
zlepSila homogenita smési B obsahujici podil jemnozrnné
frakce pod 90 um. To lze vysvétlit tim, Ze jemné castice
jsou vazany siln€js§imi koheznimi silami, maji mensi vol-
nost pohybu (viz tab. I), a tudiz stiihovy efekt mé vliv na
jejich rozmiseni. Z vysledki plyne, Ze pro praskové smési
s obsahem jemnozrnnych frakci je vhodné pii piipravé
kalibraénich vzorki zatazovat miseni stfihem, coz je aktu-
alni u vétSiny praSkovych smési ve farmaceutické techno-
logii.
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Validace modela

Oveéteni kvality vyslednych modelti probéhlo externi
validaci porovnavajici hodnoty koncentraci AK predikova-
nych modelem a zjiSténych UV-Vis spektrofotometrii.
Testem regresni rovnici (n=10, a=0,05) se podafilo vylou-
Cit konstantni i soustavnou chybu méfeni u obou modeli
(intervaly spolehlivosti pro smérnici a absolutni ¢len zahr-
nuji hodnotu 1 resp. 0; r > 0,998). Primérna vytéznost
a jeji pravdépodobna chyba aritmetického primeéru pro
model smési A resp. B je 100,16+0,15 % a 99,80+0,22 %.
Nasledné se provedl parovy t-test srovnavajici predikova-
né koncentrace s referenénimi (n=10, a=0,05). Vysledky
potvrzuji, ze u obou modelii jsou rozdily mezi koncentra-
cemi AK predikovanymi a zjisténymi referenéni metodou
statisticky nevyznamné.
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Obr. 2. (a) Hmotnostni zlomek (w) AK v zavislosti na case
miseni smési A; (b) Hmotnostni zlomek AK v zavislosti na
¢ase miseni smési B; v kazdém ¢ase provedena tii méfeni; nomi-
nalni koncentrace (—), prvni Sarze (®), druha Sarze (o)
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Obr. 3. (a) Hmotnostni zlomek (w) AK v pribéhu pisobeni
vibraci na smés A; (b) Hmotnostni zlomek AK v pribéhu
pisobeni vibraci na smés B; v kazdém Case provedena tii méfe-
ni; nominalni koncentrace (—), prvni $arze (@), druha sarze (o)

Studium vlivu miseni a vibraci na homogenitu
praskové smeési

Pribéh miseni dvou Sarzi od kazdé modelové smési A
resp. B zobrazuje obr. 2. U obou smési je v prvni minuté
patrna prudka zména homogenity, ktera je charakteristicka
pro konvektivni fizi miseni. U smési A obsahujici hru-
bozrnné prasky pozorujeme pozdéji pribéh s kolisanim
koncentrace kolem nominalni hodnoty, coz by se dalo
vysvétlit opakovanou zménou homogenity smési. U smési
B obsahujici hrubé i jemné prasky se ob¢ Sarze zdaji nejvi-
ce homogenni v ¢ase 420 s, kdy jsou obsahy AK nejblize
nominalni hodnoté a maji minimalni rozptyl. Nasledné
miseni vede u obou $arzi k odchylovani od nominalni hod-
noty az do 1500 s, coz lze vysvétlit postupnou segregaci
smési. Ke konci miseni l1ze pozorovat opétovné zlepsSeni
homogenity.

Plisobeni vibraci na modelové smési znazornuje
obr. 3. Je patrné, ze hodnoty hmotnostni koncentrace AK
obou Sarzi smési A se méni vyraznéji, nez smési B, kde
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jsou téméf konstantni po celou dobu plisobeni vibraci.
Pribéh se dale hodnotil metodou jedno-faktorové analyzy
rozptylu. Potvrdilo se, Ze vyznamny rozdil ve stfednich
hodnotéach (a=0,05) hmotnostnich koncentraci AK se nale-
zl u obou Sarzi smési A, nikoliv u smési B. Z vysledki 1ze
vyvodit, Ze obsah jemné sitové frakce (pod 90 um) snizuje
volnost pohybu castic (tab. I), coZz vysledné omezuje
schopnost preskupovani ¢éstic a tim zménu homogenity.
Jemnozrnné praSky jsou tedy vhodné&jsi pro procesy, kde
pusobi vibrace, jako napt. pInéni neékterych typt tabletova-
cich strojli ve farmacii.

Zavér

Prvni c¢ésti pfispévku popisuji vyvoj, optimalizaci
a validaci kalibrac¢ni procedury pro ziskani modell predi-
kujicich obsah kyseliny askorbové v praskovych smésich.
Pouziti inovativniho postupu, vyuzivajiciho stiithové mise-
ni, vedlo k vyznamnému zlepSeni kvality kalibrac¢nich fad
praskovych smési s obsahem jemnozrnnych c¢astic pod
90 um. Toho lze prakticky vyuzit pfi vyvoji metod proces-
ni analytické technologie ve farmaceutickém pramyslu,
kde se pfi vyrobé pevnych lékovych forem hojné vyuziva
jemnozrnnych praski. Zminény postup kalibrace, vyuziva-
jici malych objemt kalibracnich vzorkd, mutize nalézt
uplatnéni pfi tvorbé modeltl i pro vice-komponentni smési,
nebo kalibraci vzorkid s problematickymi tokovymi vlast-
nostmi.

V dalsi casti piispévku se vysledné modely aplikova-
ly na studium vlivu miseni a vibraci na homogenitu pras-
kovych smési. Zjistilo se, ze pusobenim vibraci dochazi
k statisticky vyznamné zméné koncentrace kyseliny askor-
bové u smési slozené z hrubozrnnych ¢astic nad 250 um.
Tyto ¢astice maji vétsi volnost pohybu a jsou nachylnéjsi
k rozvrstvovani, na rozdil od smési s obsahem jemnozrn-
nych castic, kde plisobeni vibraci nemélo vliv na zménu
koncentrace. Dosazené vysledky dokladaji moznosti Ra-
manovy spektroskopie jako metody procesni analytické
technologie.

Seznam zkratek

AK askorbova kyselina
T28 homogenizér Turbula
RZR stfihové michadlo
RXN Ramaniiv spektroskop

NaSemu velkému podékovani se tési Dr. Jaakko Aal-
tonen a cely Ustav technologie lékii University Helsinky za
poskytnuti zdzemi pii méreni experimentdlnich dat.
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P. DoleZel and J. Muselik (Department of Pharma-
ceutics, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno): The Use of Raman
Spectroscopy in the Study of Mixing Mechanisms for
Powder Blends

The article describes the development of calibration
procedures for quantitative evaluation of powder blends
utilizing non-contact probe of Raman spectrometer. Two
model blends containing ascorbic acid and lactose were
chosen. They differed in the used sieve fractions. A new
procedure combining convective-diffusive and shear mix-
ing was used for the development of PLS (partial least
squares regression) calibration methods. This procedure
significantly improves the homogeneity of the mixtures
containing fine particles of the size below 100 pum. The
newly developed methods were further utilized to study
blending and the impact of vibrations on the powder blend.
The results imply that the particles size has a statistically
significant impact on the change of homogeneity in the
course of vibration action. The results demonstrated the
potential of Raman spectroscopy to be used as a PAT
(process analytical technology) method in pharmaceutical
analysis.



