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Fokus: Messen/Steuern/Regeln PhCI 'm

Partikelanalyse von
Proteinldsungen

Analyse von hochviskosen Flussigkeiten in der Pharmaproduktion

Sandra Suresh ¢ PAMAS Partikelmess- und Analysesysteme GmbH, Rutesheim

Korrespondenz: Sandra Suresh, Marketing Manager, PAMAS Partikelmess- und Analysesysteme GmbH, DieselstraBe 10,
71277 Rutesheim; e-mail: sandra.suresh@pamas.de

Zusammenfassung

Key Words

Pharmazeutische Flissigkeiten werden in der Regel nach der Pharmakopde USP 788 auf
Partikel gepriift. Die Norm erlaubt die Reinheitskontrolle per Lichtabschattungspartikel-
zahler und per Mikroskop. Da sich die Fliissigkeiten, die in der pharmazeutischen Indus-
trie zum Einsatz kommen, in ihrer Konsistenz und Beschaffenheit unterscheiden, werden
Hersteller von Messinstrumenten vor neue Herausforderungen gestellt. Die Gerate missen
so konzipiert sein, dass sie Fliissigkeiten von unterschiedlicher Viskositat und unterschied-
lichem Verschmutzungsgrad analysieren kénnen. Speziell im pharmazeutischen Bereich
muss auch das vorhandene Probenvolumen bei der Auswahl eines geeigneten Analysege-
rats berlicksichtigt werden. Am Beispiel von Proteinlésungen wird hier aufgezeigt, welche
besonderen Merkmale ein automatischer Partikelzahler aufweisen muss, um prazise
Messergebnisse Gber den Partikelgehalt der Flissigkeit liefern zu kénnen.

1. Einleitung

Pharmazeutische Fliissigkeiten kon-
nen sowohl mit einem Partikelzédhler
als auch mit einem Mikroskop ana-
lysiert werden. Da die mikroskopi-
sche Analyse einen hohen Zeit- und
Arbeitsaufwand mit sich bringt und
mitunter auch sehr subjektiv ist, wird
die Methode der optischen Partikel-
zdhlung in der Praxis normalerweise
bevorzugt. Optische Partikelzéhler
arbeiten mit Licht. Im Gerét befinden
sich ein Sender, meist eine Laserdio-
de, und ein Empfanger, der das Signal
detektiert (eine Fotodiode). Je nach
Art der zugrunde liegenden Technik
unterscheidet man Extinktionspar-
tikelzéhler, die auf dem Lichtblocka-
deprinzip basieren, von Partikelzih-
lern, bei denen eine Lichtstreuung
zum Einsatz kommt.

2. Methoden der
optischen Partikelzidhlung

Extinktionspartikelzéhler messen
nach dem Abschattungsprinzip. Ab-

TechnoPharm 7, Nr. 3, 152-156 (2017)

© ECV e Editio Cantor Verlag Aulendorf (Germany)

bildung 1 zeigt, wie der Laserstrahl
der Laserdiode dabei die Messzelle
des Sensors durchleuchtet und auf
die Fotodiode fallt.

Beim Durchstromen der Messzelle
verursachen die Partikel in der Fliis-
sigkeit eine Abschattung und damit
eine Schwéchung des Laserstrahls. Es
fallt also weniger Licht auf die Fo-
todiode und der Fotostrom sinkt.
Durch die Sensorelektronik wird die-
ser Strom in Spannung umgewandelt
und als Signal sichtbar gemacht. Gro-
Bere Partikel schatten mehr Licht ab.
Die Fliache des Schattens représen-
tiert also die Grole des Partikels.
Bei der Projektion des Schattens auf
die Fotodiode wird die dritte Dimen-
sion des Partikels eliminiert.

Beleuchtete Partikel lenken das
Licht aus seiner urspriinglichen
Ausbreitungsrichtung ab und streuen
es in verschiedene Richtungen. Ein
Streulichtsensor macht sich dieses
Prinzip zunutze und misst nur das
gestreute Licht. Wie bei Extinktions-
partikelzdhlern passieren die Partikel
auf ihrem Durchflusspfad auch beim

Proteinlésungen

Messtechnik

Partikelmessung
Reinheitskontrolle
pharmazeutische Flissigkeiten
Verschmutzungsanalyse
Partikelzahler

USP 788

Streulichtsensor ein intensiv beleuch-
tetes Volumen in der Messzelle. Aller-
dings wird in diesem Fall nicht das
abgeschattete Licht ausgewertet, son-
dern das gestreute Licht (Abb. 2). Das
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Abbildung 1: Die Grafik veranschaulicht das Prinzip der Lichtabschattung, auf dem
Extinktionspartikelzihlern basieren. Ein Partikel in der Sensormesszelle erzeugt einen
Schatten auf der Fotodiode. Die Fliiche des Schattens reprisentiert die GrifSe des Par-
tikels (Quelle aller Abbildungen: PAMAS Partikelmess- und Analysesysteme GmbH).

Streulichtsensor / Funktionsprinzip

Lichtfalle

Abbildung 2: Streulichtsensoren messen nur das Licht, das von Partikeln gestreut wird.
Eine Lichtfalle verhindert, dass nicht gestreutes Licht vom Sensor erfasst wird.

nicht abgelenkte bzw. nicht gestreute
Licht, das die Messzelle ohne Partikel
durchstrahlt, wird von einer Lichtfalle
absorbiert. Falls sich keine Partikel in
der Messzelle befinden, wird das Licht
also vollstédndig von der Lichtfalle ab-
sorbiert.

Partikelzdhler, die nach dem
Streulichtprinzip arbeiten, erfassen
das von den Partikeln gestreute Licht
und werten es messtechnisch aus.
Dabei wird die Intensitit des Streu-
lichts als Maf3 fiir die Partikelgrofie
interpretiert. Fiir die Zuordnung in
Grofenklassen werden die Streulicht-
impulse entsprechend ihrer Hohe
klassiert und als Zahlereignisse in

entsprechende Klassen aufsummiert.
Die Anzahl der gezéhlten Streulicht-
impulse entspricht also dem quanti-
tativen Partikelgehalt bzw. der An-
zahl der Partikel. Wie beim Extinkti-
onsverfahren kann der Partikelzidhler
diese Angaben wiederum in die Par-
tikelkonzentration pro ml umrech-
nen, falls die Durchflussrate durch
den Sensor (Volumen pro Messdauer)
bekannt ist.

3. Grenzen der optischen
Partikelmessung

Im pharmazeutischen Bereich wer-
den iiblicherweise Lichtabschat-
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tungspartikelzéhler verwendet, da
der Einsatz von Streulichtsensoren
gemifd der Pharmakopée USP 788
[1] nicht zuléssig ist. Die Zuordnung
des Sensorsignals zur Partikelgrole
wird bei der Kalibrierung bestimmt.
Dabei wird das elektrische Signal in
einen Partikeldurchmesser iiber-
setzt. Fiir Anwendungen im pharma-
zeutischen Bereich werden die Sen-
soren geméfd USP 788 mit monodis-
persen Latexpartikeln in den Gré-
enklassen 10 pum, 15 pm und 25 um
kalibriert, wobei jeder Partikelgrofie
ein entsprechender Spannungswert
zugeordnet wird. Aus diesen einzel-
nen Spannungswerten wird dann die
Kalibrierkurve erstellt. Nach erfolgter
Kalibrierung gibt die Hohe des Sen-
sorsignals Aufschluss iiber die Par-
tikelgrofie.

An ihre Grenzen st6f3t die auto-
matische Partikelzédhlung, wenn sich
zu viele Partikel pro ml in der Fliis-
sigkeit befinden. Man spricht in die-
sem Fall von Koinzidenz. Eine zu
hohe Partikelkonzentration erhéht
den Koinzidenzfehler. Im Koinzi-
denzfall flielen 2 oder mehrere
kleine Partikel gleichzeitig durch
das beleuchtete Volumen der Sensor-
zelle. Der Lichtstrahl, der auf die Par-
tikel féllt, wirft dann mehr als einen
Schatten auf den Detektor. Die
Schatten koénnen sich auch iiber-
lagern. Dadurch werden mehrere
kleinere Partikelschatten als ein gro-
eres Partikel ausgewertet. Bei einer
Partikelverteilung in mehreren Kana-
len bzw. Groflenklassen zeigt das
Messergebnis daher mehr groflere
Partikel und weniger kleinere Par-
tikel an. Eine steigende Koinzidenz
fithrt daher zu falschen Messwerten.
Je stérker die Verschmutzung der
Fliissigkeit (also je mehr Partikel
sich in der Probe befinden), desto
hoher ist auch die Wahrscheinlich-
keit fiir das Auftreten von Koinzi-
denzfillen. Die Messgenauigkeit von
Partikelsensoren ist daher in Abhén-
gigkeit vom Koinzidenzfehler ange-
geben. Die Maximalkonzentration
des Partikelsensors gibt an, fiir wel-
che Partikelanzahl pro ml eine be-
stimmte, durch Koinzidenz bedingte
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Abbildung 3: Die Partikelform hat Einfluss auf das Messergebnis. Je nachdem, in welcher
Ausrichtung die Partikel durch die Messzelle fliefSen, wird auf die Fotodiode ein Schatten

unterschiedlicher GrifSe projiziert.

Fehlerquote bei der Partikelzdhlung
zu erwarten ist.

Begrenzt wird die statistische Re-
levanz der Messergebnisse einer au-
tomatischen Partikelanalyse auch
durch die Form der zu messenden
Partikel. Die Partikelform hat Ein-
fluss auf die Reproduzierbarkeit der
Messungen. Bei nicht kugelférmigen
Partikeln wird die Partikelgrofle je
nach Ausrichtung unterschiedlich
bewertet. Falls die Partikelform von
der Kugelform abweicht (etwa bei
flachen oder faserformigen Par-
tikeln), kann die individuelle Aus-
richtung der einzelnen Partikel zu
Schwankungen der Messergebnisse
fithren. Denn wenn der Partikel mit
maximaler Projektionsfliche zur
Lichtquelle durch die Messzelle
flie8t, wird ein grolerer Schatten
auf die Fotodiode projiziert als bei
minimaler Projektion (Abb.3). In
der Praxis tritt dieser Fall jedoch
nur sehr selten auf, da sehr kleine
Partikel naturgemaf’ meist kugelfor-
mig sind.

4. Kriterien fur die
Sensorauswahl

Die Auswahl des geeigneten Partikel-
sensors erfolgt bei pharmazeuti-
schen Anwendungen anhand der
Partikelkonzentration, der vorhande-
nen Probenmenge sowie der Viskosi-
tat der Fliissigkeit.
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Handelt es sich um Fliissigkeiten
mit einer hohen Partikelkonzentra-
tion, sollte ein Sensor mit einer relativ
kleinen Messzellen6ffnung gewdéhlt
werden, um den Koinzidenzfehler zu
reduzieren. Pharmazeutische Fliissig-
keiten weisen i.d.R. jedoch ohnehin
hohe Reinheit auf. Gemaf§ USP 788
sind z.B. fiir Behéltervolumen von
weniger bzw. genau 100 ml hochstens
6 000 Partikel pro Behalter fiir Par-
tikelgrof3en > 10 pm erlaubt. Von Par-
tikeln, die grofier als 25 pm sind, darf
ein Behilter hochstens 600 Partikel
enthalten. In Anbetracht der geringen
Partikelkonzentration von pharma-
zeutischen Fliissigkeiten sind Stan-
dardsensoren mit einem Messzellen-
durchmesser von 0,5 mm fiir die Ana-
lyse am besten geeignet.

Das Kriterium der vorhandenen
Probenmenge ist insbesondere bei
kostspieligen Probenfliissigkeiten
von Bedeutung. Wenn die vorhan-
dene Probenmenge begrenzt ist,
kommt es bei der Analyse darauf an,
moglichst jeden Tropfen der Fliissig-
keit fiir die Analyse nutzen zu kon-
nen. Automatische Partikelzdhler
koénnen zu diesem Zweck mit einer
speziellen Vorrichtung fiir geringe
Probenmengen ausgeriistet werden.
Das Totvolumen wird bei dieser be-
sonderen Art der Probenzufithrung
auf ein Minimum reduziert, so dass
fiir die Partikelanalyse nur wenige ml
Fliissigkeit benotigt werden.

Die Viskositédt der zu analysieren-
den Fliissigkeit muss bei der Auswahl
des geeigneten Messsystems eben-
falls beriicksichtigt werden. Wahrend
niederviskose Fliissigkeiten ohne
Druckzufuhr durch den Sensor gelei-
tet werden koénnen, ist bei héhervis-
kosen Fliissigkeiten eine zusétzliche
Druckunterstiitzung notwendig. Par-
tikelzéhler werden zu diesem Zweck
mit einem Druckbehélter ausgestat-
tet. Hierbei handelt es sich um eine
Probenkammer, in der sowohl ein
Uberdruck als auch ein Vakuum er-
zeugt werden konnen. Uberdruck
wird gebildet, um hoéherviskose Fliis-
sigkeiten fiir die Messung durch den
Sensor beférdern zu kénnen. Die Va-
kuumfunktion wird verwendet, um
Gasblasen aus der Probenfliissigkeit
zu entfernen.

5. Partikelanalyse von
Proteinlésungen

Vor Herausforderungen werden Her-
steller von Partikelzédhlsystemen ge-
stellt, wenn mehrere Kriterien gleich-
zeitig erfiillt werden miissen. Ein sol-
cher Fall tritt ein, wenn z.B. Protein-
losungen analysiert werden sollen.
Bei Proteinen handelt es sich um or-
ganische Eiweifimolekiile mit einer
hohen Dichte. Da die Dichte die Vis-
kositét bedingt, haben Proteinlosun-
gen fiir gewohnlich eine héhere Vis-
kositdt. Neben der hohen Viskositét
spielt bei Proteinlgsungen auch die
geringe Probenmenge eine Rolle. In
der Praxis sind oftmals nur wenige
ml der teuren Fliissigkeit vorhanden.

Wenn viele Anforderungen gleich-
zeitig erfiillt werden miissen, wird es
fir den Anwender schwierig, ein ge-
eignetes Partikelzahlsystem fiir sei-
nen spezifischen Anwendungsbereich
zu finden. So gibt es z.B. eine Vielzahl
an Partikelzahlsystemen fiir kleine
Probenmengen sowie eine grofie Aus-
wahl an Analysesystemen fiir hoher-
viskose Probenfliissigkeiten, aber fiir
die Kombination von héherviskosen
Probenfliissigkeiten in geringen Pro-
benmengen existieren auf dem Markt
kaum geeignete Produkte.

Suresh e Partikelanalyse von Proteinlésungen
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Abbildung 4: Das Schema veranschaulicht einen Messvorgang mit einem druckunterstiitzten Partikelzéihler. Mit der integrierten Spritze
(rechts im Schema) wird eine konstant gleichbleibende Durchflussrate erzeugt.

Dass eine automatische Partikel-
analyse hoherviskoser Fliissigkeiten
ohne Druckunterstiitzung nicht
moglich ist, wurde im Jahr 2014 in
einer Studie des Arzneimittelher-
stellers Coriolis Pharma [2] nach-
gewiesen. Bei einer Vergleichsmes-
sung fand ein Forschungsteam des
Unternehmens heraus, dass zu we-
nige Partikel gezdhlt werden, wenn
bei hoherviskosen Probenfliissigkei-
ten ohne Druck gemessen wird. Als
Ursache fiir die Fehlmessungen wur-
den in der Studie Luftblasen identifi-
ziert, die als Folge von Unterdruck
bei der Probenzufuhr von zéhflief3en-
den Probenfliissigkeiten entstehen.
Wegen der eingeschlossenen Luft
fliefit dabei weniger Fliissigkeit
durch den Partikelzéhler und es wer-
den weniger Partikel gezéhlt. Im Um-
kehrschluss wiesen die Forscher
auch nach, dass prizise Messergeb-
nisse von hoherviskosen Proteinl6-
sungen mit einer geeigneten Druck-
unterstiitzung realisiert werden kon-
nen.

Im Rahmen der Studie verglich
die Forschungsgruppe Lichtabschat-
tungspartikelzdhler, die mit und
ohne Druckfunktion ausgestattet wa-

ren. Die Partikel wurden im kalibrier-
ten Messbereich zwischen 1 und
200 pm gezéhlt und in Groflenklas-
sen eingeteilt. Abbildung 4 zeigt den
schematischen Aufbau eines Par-
tikelzdhlers, der mit einer Druck-
unterstiitzung ausgestattet wurde.
Der Kompressor (links im Bild)
baut Druck auf und beférdert die
Probenfliissigkeit durch den Sensor.
Dariiber hinaus verfiigt der Kom-
pressor iiber eine Vakuumfunktion,
mit der die Probe vor der Messung
entgast werden kann, um Luftblasen
zu entfernen. Bei Partikelzéhlern
ohne Pumpe erfolgt die Probenzu-
fuhr drucklos. Drucklose und druck-
unterstiitzte Partikelzéhler sind mit
einer Spritze (rechts im Bild) aus-
gestattet, die fiir eine konstant
gleichbleibende Durchflussrate und
fiir ein exaktes Messvolumen sorgt.

Um die These zur Partikelanalyse
von hdherviskosen Probenfliissig-
keiten zu bestétigen, analysierte
das Forschungsteam von Coriolis
Pharma Proteinldsungen unter-
schiedlicher Viskositdt mit und
ohne Druckunterstiitzung. Nach Er-
fassung des Blindwerts wurde den
Proteinlésungen eine zuvor be-

Suresh e Partikelanalyse von Proteinlésungen

stimmte, bekannte Partikelmenge
von monodispersen Latexpartikeln
mit einer Grofle von 2 pm bei-
gemischt, so dass sich eine Partikel-
konzentration von 80 000 Partikeln
pro ml ergab. Die Partikelkonzentra-
tion wurde rechnerisch und mit ei-
ner Probe von Reinstwasser nach-
gewiesen. Die Messergebnisse von
druckunterstiitzten und drucklosen
Messungen wurden anschliefSend
miteinander verglichen.

Wie die Messergebnisse zeigten,
waren beide Arten von Partikelzéhlern
dazu in der Lage, den Partikelgehalt
von 80 000 Partikeln pro ml in den
niedrigviskosen Proben korrekt zu be-
stimmen. Drucklose und druckunter-
stiitzte Partikelzéhler lieferten dabei
ahnliche Werte wie bei der Testmes-
sung mit Reinstwasser. Bei der Ana-
lyse von hoherviskosen Fliissigkeiten
deckte sich die gemessene Partikel-
konzentration jedoch nicht mit der
erwarteten Partikelanzahl. Drucklose
Partikelzéhler detektierten hier eine
weit geringere Anzahl an Partikeln
(z.B. 40 000 Partikel pro ml), wihrend
Partikelzdhler mit Druckunterstiit-
zung auch hoherviskose Proben feh-
lerfrei messen konnten.
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Abbildung 5: Fiir die Analyse von Pro-
teinlésungen werden Partikelziihlsysteme
mit einer kleineren Druckkammer aus-
gestalttel. So kénnen auch geringere Pro-
benmengen hiherer Viskositit unter
Druck analysiert werden.

Die Studie zeigte, dass nur ein Par-
tikelzdhler mit Druckfunktion dazu
in der Lage ist, hoherviskose Protein-
l6sungen fehlerfrei zu messen. Die
Partikelanalyse ohne Druckunter-
stiitzung fithrt zu fehlerhaften Mess-
ergebnissen, die von Luftblasen ver-
ursacht werden: Es werden zu wenige
Partikel gezédhlt, weil anstelle der
Probenfliissigkeit infolge des Unter-
drucks Luft und keine Probenfliissig-
keit in den Partikelzéhler gelangt. In
der Folge werden weniger Partikel
gemessen als in der Probe tatsichlich
vorhanden sind.

Um Fehlmessungen zu vermeiden,
schlagen die Autoren der Studie 3
Lésungsansitze vor: Anstelle eines
Lichtabschattungspartikelzihlers
kénnten die Partikel etwa mit einem
Mikroskop gemessen werden. Die
mikroskopische Analyse ist nach
USP 788 zwar zuldssig, aber - wie
eingangs erwidhnt - sehr zeit- und
arbeitsintensiv. Zudem erméglicht
sie keine objektive Auswertung.
Eine alternative Methode zur Par-
tikelbestimmung sehen die Autoren
in der Verdiinnung mit einem nied-
rigviskosen Losungsmittel, wobei
auch dieses Verfahren Nachteile mit
sich bringt: Die Verdiinnung beein-
trdchtigt die statistische Relevanz
des Messergebnisses, indem sie
die Partikelkonzentration und die
Verteilung der Partikel verfilscht.
Der statistische Verdiinnungsfehler
kann zwar korrigiert werden, indem
der Messvorgang verldngert wird und
mehr Probenfliissigkeit analysiert
wird. Allerdings ist eine solche Ver-
lingerung der Messung in der Praxis
kaum realisierbar. Die automatische
Partikelanalyse mit Druckunterstiit-
zung stellt nach Ansicht der Autoren
die einzige Methode dar, um héher-
viskose Proteinlésungen fehlerfrei zu
messen.

6. Schlussfolgerung

Um Fehlmessungen zu vermeiden,
sollte das fiir die Partikelanalyse ver-
wendete Messgerit so spezifisch wie
moglich an die Art der Anwendung

und an die Beschaffenheit der Probe
angepasst werden. Fiir die Analyse
von héherviskosen Probenfliissigkei-
ten sollten Partikelzahlgerite idea-
lerweise mit einer Druckkammer
ausgestattet sein. Der Behélter wird
fiir die Probenzufithrung unter Druck
gesetzt, so dass auch hdherviskose
Fliissigkeiten zum Sensor geleitet
werden konnen, ohne Luftblasen zu
bilden. Kostspielige Probenfliissig-
keiten, von denen nur geringe Pro-
benmengen zur Verfiigung stehen,
werden mit Hilfe einer speziellen
Probenzufuhr zum Sensor gefiihrt,
so dass sich das Totvolumen auf ein
Minimum reduziert. Proteinlésun-
gen konnen nur mit speziell aus-
gestatteten Partikelzéhlern analy-
siert werden, weil bei dieser Anwen-
dung neben der hohen Viskositit
auch eine geringe Probenmenge be-
riicksichtigt werden muss. Fiir die
Partikelanalyse von Proteinlésungen
eignen sich Analysegerite mit einem
kleinen Druckbehélter (Abb. 5).
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