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POVZETEK

Mletje je farmacevtski industrijski proces, ki se v prvi vrsti uporablja za zmanjSevanje
velikosti delcev, tako z namenom izboljSanja raztapljanja zdravilnih u¢inkovin kot tudi z
namenom doseganja Zelenih lastnosti pomoznih snovi za uporabo v tehnoloskih procesih.
Kljub temu, da proces mletja Ze dolga leta intenzivno raziskujemo na ve¢ nivojih, pa
pogosto Se vedno temelji na empiri¢nih podatkih za vsako preiskovano snov posebe;.

V diplomski nalogi smo proucevali, kako proces mletja ter procesni pogoji vplivajo na
velikost in morfologijo produkta. Proucevali smo karvedilol, glutarno kislino, fumarno
kislino, sukcinsko kislino in oksalno kislino. Z metodo laserske difrakcije smo proucevali
velikost delcev pred in po mletju pri razlicnih temperaturah, z uporabo elektronske
mikroskopije pa morfolgijo delcev. Rezultati kazejo, da ucinkovitost mletja narasca z
nizanjem temperature. Prav tako lahko mletje in pogoji mletja izrazito vplivajo na povrsino
novonstalih delcev in s tem na njihove lastnosti. S termi¢no analizo smo testirali vzorce ter
zaznali nestabilno amorfno stanje karvedilola, ki pri sobnihpogojih hitrospontano

rekristalizira.

Proucevali smo tudi vpliv Sestih pomoznih snovi na rezultat mletja binarne zmesi s
karvedilolom. Z uporabo natrijevega klorida smo v primerjavi z ostalimi uporabljenimi
pomoznimi snovmi dobili vecje delce karvedilola, kar nakazuje, da pomozna snov lahko
vpliva na velikost delcev produkta. Hkrati pa smo pokazali, da nekatere pomozne snovi

spremenijo morfoloske znacilnosti delcev karvedilola.

Zaradi preprostosti metode je smiselno nadaljevati zastavljeno raziskavo, ki bo pokazala in
dodatno razjasnila, kakSen je vpliv dodajanja pomoznih snovi k materialu, ki ga meljemo.
Hkrati pa rezultati vpliva temperature na mletje zahtevajo dodatne raziskave procesa
mletja, predvsem z vidika doseganja Zelenih lastnosti mletega materiala ter energijske

ucinkovitosti procesa.
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ABSTRACT

Milling in pharmaceutical industry is primarily used to reduce the particle size so as to
improve the dissolution of the active substances as well as for the purpose of achieving the
desired properties of the excipients used in the technological processes. Despite the fact
that the milling process has been thoroughly studied on several levels, it is often still based

on empirical data for each substance separately.

The aim of this thesis was to study the effect of process of milling and processing
conditions on the size and morphology of the product. We used carvedilol, glutaric acid,
fumaric acid, succinic acid and oxalic acid. The particle size before and after milling at
different temperatures was determined using the method of laser diffraction. The
morphology of the samples was studied using electron microscopy. The results showed
that the effectiveness of grinding increases with decreasing temperature. Furthermore,
milling and milling conditions markedly affect the surface of milled particles and
consequently their properties. The thermal analysis was used to test samples of carvedilol.
Unstable amorphous state was detected which is the reason for spontaneous

recrystallization of carvedilol even at room temperature.

We studied the effect of excipients on the result of milling of binary mixtures of carvedilol
and six excipients. The use of sodium chloride as an excipient results in larger particles of
carvedilol, suggesting that the excipient can affect the particle size of the product. At the
same time, we have shown that certain excipients alter the morphological characteristics of

the particles of carvedilol.

Due to the simplicity of the method it is sensible to continue conceived the study, which
will assess and further clarify the effect of the addition of excipients to the material to be
milled. At the same time, the results of the effect of temperature on milling call for further
study of the process of milling, especially in terms of achieving the desired characteristics

of the studied material and energy efficiency of the process itself.
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SEZNAM OKRAJSAV IN ENOT

alLM - o.— laktoza monohidrat
BIK - narijev bikarbonat
BU - bioloska uporabnost
CIT - citronska kislina
CYP - citokrom P450
DSC - diferen¢na dinami¢na kaloremetrija (angl. differential scanning calorimetry)
E - Young-ov modul (proznostni modul) [Pa]
) - omejitveni faktor (angl. constraint factor)
FUM - fumarna kislina
GIT - gastrointestinalni trakt
GLU - glutarna kislina
H - trdota (hardness) [Pa]
- joule
K - kelvin
Kc -kriti¢ni obremenitveni intenzivnostni faktor [Pa/m?]
KAR - karvedilol
kg - kilogram (10° g)
LD - laserska difrakcija (angl. laser diffraction)
MIE - minimalna energija vziga (angl. minimum ignition energy)
MALE - maleinska kislina
MALO - malonska kislina
um - mikrometer (10 m)
NaCl - natrijev klorid
OKS - oksalna kislina
Pa - Pascal [N/m?]
RI - refrakcijski indeks
SEM - vrstiéni elektronski mikroskop (angl. scanning electron microscope)
oy - natezna trdnost [N/m?, Pa]
SUK - sukcinska kislina
VIN - vinska kislina
ZU - zdravilna uc¢inkovina
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1 UvOD

Kakovost farmacevtskih izdelkov je poleg njihove uéinkovitosti in varnosti eden od
glavnih dejavnikov v fazi razvoja, proizvodnje in trzenja. Tako postajajo zahteve po
kakovosti izdelkov in kontinuiranemu doseganju le-te v farmacevtski industriji ¢edalje bolj
striktne. Na podro¢ju zdravilnih u¢inkovin in pomoznih snovi, ki vstopajo v tehnoloSke
procese pogosto Zelimo zagotavljati ozko porazdelitev veliksoti delcev z znanimi
lastnostmi. Po kristalizaciji moramo izolirane delce pogosto tehnolosko obdelati, predvsem

v smislu zagotavljanja ustrezne velikosti delcev in povrSinske energije (1).

1.1 Mletje v farmaciji

Mletje je najstarejSi mehanski postopek za zmanjSevanje velikosti delcev trdnih snovi in
predstavlja pomemben proces v proizvodnji kon¢nega produkta. Primarno se mletje
uporablja za zmanjSevanje velikosti delcev in za povecanje povrSine ter s tem povezanim
izbolj$anjem raztapljanja zdravilnih u¢inkovin (2) (3).

Velikost delcev zdravilne ucinkovine je pomemben dejavnik pri procesih formulacije
farmacevtskih oblik, saj vpliva na uc¢inkovitost mesanja u¢inkovine s pomoznimi snovmi,
stisljivost tabletirne mase, preto¢ne lastnosti prahov in lastnosti suspenzij. Da bi zadostili
formulacijskim zahtevam, so potrebni delci zdravilne ucinkovine ustrezne velikosti.
Pogosto se v zadnji stopnji proizvodnje zdravilne u¢inkovine uporablja mletje z namenom
normalizacije velikosti delcev med serijami, zozanja porazdelitve velikosti delcev
(doseganjeboljsih preto¢nih lastnosti) ali priprave delcev podobne velikosti kot so delci
pomozne snovi (4) (5).

Hitrost raztapljanja je sorazmerna topnosti zdravilne u¢inkovine kot tudi povrsini delcev
(Fick-ov zakon, Noyes-Whitney-jeva enacba), zato z mletjem, s tem, ko povec¢amo skupno
povrsino delcev, neposredno vplivamo na hitrost raztapljanja (4).

Mletje se uporablja tudi za zmanjSevanje velikosti delcev z namenom lajSanja in ciljanja
dostave zdravilnih u¢inkovin v telesu. Praski za inhalacijo za dostavo ucinkovine v pljuca
morajo biti ustreznih dimenzij, obic¢ajno med 1 in 6 um, da lahko dosezejo ciljano podrocje
v pljucih, kar lahko zagotovimo z nadzorovanim mletjem (1).

Mletje pa lahko vpliva tudi na druge lastnosti, kot sta pretocnost in stabilnost. V raziskavi
so Florence in sodelavci opazili spremembo v kristalni strukturi digoksina med mletjem.

Do podobnih ugotovitev sta z u¢inkovino metisazon prisla tudi Lee in Hersey. Topnost in
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bioloska uporabnost omenjenih slabo topnih u¢inkovin se je z mletjem povecala. Muller in
Polke v svoji raziskavi navajata, da telo drobne amorfne delce absorbira hitreje kot vecje
kristalne snovi (5), (6).

Mletje se uporablja tudi kot metoda za izdelavo kokristalov. To so kristalini¢éne snovi,
sestavljene iz najmanj dveh razlicnih komponent (atom, molekula, ion), ki sta (so)
povezani z medmolekulskimi interakcijami. Mletje kot alternativna metoda pripravi
kokristalov iz raztopine ponuja dolo¢ene prednosti. Z mletjem se izognemo tvorbi
solvatov, ki so v prizvodnji kokristalov nezazeleni, prav tako pa se izognemo teZzavam s
topnostjo komponent v toplih za kokristalizacijo. Zaradi odsotnosti topil pa je ta metoda
favorizirana tudi z okoljskega vidika (7), (8), (9), (10), (11). Kokristale lahko pripravimo s
suhim mletjem ali pa z dodatkom tekocine. Rehder in sodelavci so v raziskavi pokazali, da
lahko na ta nacin pripravimo kokristale piracetama s citronsko oziroma vinsko kislino,
tvorba kokristalov pa je hitrejSa v primeru mletja z dodatkom minimalne koli¢ine tekocine
(12).

1.2 Proces mletja
Procese mletja lahko v grobem razdelimo na podlagi medija, v katerem proces mletja
poteka, in sicer na vlazno, kjer je medij teko¢, in suho mletje, kjer kot medij uporabljamo
razliéne pline. V obeh skupinah prihaja do zmanjSevanja velikost delcev zaradi trkov
delcev z elementi mlina kot tudi zaradi trkov med delci samimi, s tem da igrajo pri
vlaznem mletju pomembno vlogo tudi strizne sile v teko€ini ter kavitacija (4).
Drug nacin delitve procesov mletja temelji na mehanizmih, preko katerih prihaja do
zmanjSanja velikosti delcev. Kot glavne mehanizme literatura navaja ve¢ mehanizmov,
opozoriti pa velja, da je lahko pri enem samem postopku mletja ali eni sami napravi
vpletenih ve¢ mehanizmov (4), (13):
e Udarjanje (angl. impact) — sila udarca deluje pravokotno na povrsino delca. Lahko
pride do trkov med delci ali med delci in stenami komore mlina.
e Obraba (angl. attrition) — zmanjSanje delcev doseZzemo z uporabo sile, ki je vzporedna
povrsini delca.
e Stiskanje (angl. compression) — sila pri stiskanju deluje proti sredi$¢u delca.

e Rezanje (angl. cutting, shear) - dosezemo z delovanjem strizne sile.
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ZmanjSanje velikosti delcev zahteva delovanje mehanske sile na delce, ki jih meljemo, pri
¢emer prihaja do deformacije povrsine in/ali notranjosti delcev. V Preglednici 1 so zbrani
primeri poteka mletja (14).

Preglednica 1: Mehanizem mletja (14).

Mehanizem . . Delec med .
mletja Vhodni material obremenitvijo Produkt mletja

Slabljenje % w
(Weakening)

Pokanje

(Cracking) W tﬁ
Lomljenje [7
(Breaking) tlf tl
Drobljenje tf

(Crumbling) coasone
Krusenje {tf <j <
(Chipping) >
Deljenje g
(Splitting) g eQAn/P
Razpad W Q
(Disintegrating)

Do slabljenja prihaja zaradi ponavljajocih se obremenitev, z vsakim ciklom obremenitve

pa je material bolj utrujen, ¢eprav na koncu obdrzi svojo prvotno obliko. Ce material
odpove zaradi prevelike obremenitve, pride do poka delca, delec pa vseeno obdrZi svojo
obliko, saj zaradi nezadostne koli¢ine prejete energije, razpoka ne napreduje preko
celotnega delca. Ce pa je koli¢ina dovedene energije zadostna, pride do loma na dva
manjSa delca. Do drobljenja prihaja, ¢e je dovedena koli¢ina energije ravno zadostna, da
poskoduje povrsino delca. Produkt predstavlja mnozica finih delcev ter rahlo zmanjSan
vhodni delec. Pri delcih nepravilnih oblih pogosto prihaja do odpadanja robov, kar
imenujemo krusenje. Pri viSanju dovedene enargije pa se lahko delec razdeli na vec
manjSih delcev ali pa pride do razpada delca, kadar koli¢ina dovedene energije znatno
presega energijo, potrebno za nastanek razpok ali lom delca. V slednjem primeru je
rezultat mletja ve¢ fragmentov razli¢nih velikosti (14).

Materiale lahko, glede na c¢asovni potek deformacije v odvisnosti od obremenitve,
razvrstimo v spekter od elasticnih do plasti¢nih. Pri obremenitvah, nizjih od obremenitev,
kjer prihaja do loma, se popolnoma elasti¢ne substance deformirajo, po razbremenitvi pa se
povrnejo v prvotno stanje. V nasprotju pa ostanejo popolnoma plastiéne substance po
razbremenitvi deformirane. Vecina trdnih snovi, ki se uporabljajo v farmaciji, se nahaja

med omenjenima ekstremoma. Tudi lastnosti spojine, kot so Young-ov modul, krusljivost

3
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(angl. friability) in odpornost na lomljenje, igrajo pomembno vlogo v procesu tako
vlaznega kot suhega mletja (4) (15).

Cilj mletja je v vecini primerov doseganje specifikacij glede velikost delcev, kar lahko
izrazimo kot sprejemljiv interval povprec¢ne velikosti delcev (angl. mean particle sizes) ali
kot omejitev vsebnosti velikih ali majhnih delcev. Ker tudi pri najbolj zahtevnih tehnikah
ne moremo proizvesti specificno Vvelikih delcev, je rezultat mletja vedno material,
sestavljen iz razli¢no velikih delcev. Porazdelitev velikost v mnogo primerih sledi naravni
logaritemski distribuciji, ni pa nenavadno, da dosezemo bimodalnoporazdelitev (4).

Poleg lastnosti snovi pa so pomemben dejavnik tudi procesni parametri ter okoljski
dejavniki. Med prve priStevamo nacin obremenitve delcev (stiskanje, strizna sila),
intenziteto mletja in ¢as mletja, okoljske dejavnike pa obicajno povezujemo s prisotnostjo
vlage ali povrsSinsko aktivnih snovi. Popolno razumevanje procesa je zaradi kompleksnosti
otezeno in ga do dolocene mere lahko opiSemo samo na ravni posameznih delcev (16).
Proces mletja vsebuje tudi nekatere pomanjkljivosti. Tako ne moremo kontrolirati oblike
nastalih delcev, prav tako tezko vplivamo na porazdelitev velikosti delcev. Izbor pogojev
in parametrov mletja ve¢inoma temelji na empiri¢nih podatkih, kar prinasa visje stroske in
ceno koncénega produkta. Pomanjkljivost mletja je tudi izkoristek, ki je lahko nizji kot pri
ostalih fazah proizvodnje. Nekatere surovine pa ze same po sebi niso primerne za mletje.
Take so na primer u¢inkovine z nizko odpornostjo na povisan tlak, kjer lahko pride do
amorfizacije, snovi, kjer prihaja do taljenja ali prehoda iz ene polimorfne oblike v drugo,
tudi do termi¢nega razpada ucinkovine. Problemati¢ne so lahko tudi u¢inkovine v obliki

hidratov, kjer se uc¢inkovine tekom mletja lahko delno ali popolnoma dehidratirajo (5).

1.3 Energija pri mletju

Eden od ciljev mletja je zmanjSanje velikosti delcev s porabo minimalne koli¢ine dovedene
energije. Na splosno velja, da je energija, ki je potrebna, da dobimo delce dolocene
velikosti, odvisna od velikosti delcev, ki jih meljemo. S povezavo med energijo mletja in
velikostjo delcev se ukvarja vec teorij, ki poizkusajo proces mletja matemati¢no opisati (2)
(3) (17).

Rittinger-jev zakon pravi, da je energija sorazmerna novonastali povrsini, specifi¢na

povrsina pa obratno sorazmerna velikosti delcev. Energija mletja je definirana v Enacbi 1:

% = CR(SP - Sf) Enacba 1




Primoz Novak Diplomska naloga

kjer je E/M specifi¢na enrgija mletja, Cr predstavlja Rattingerjevo konstanto, ki je odvisna
od lastnosti materiala, S¢ in S, pa specificno povr§ino vhodnega materiala oziroma
produkta.

Rittingerjev model je uporaben predvsem pri finem mletju, kjer je povecanje povrsine
delcev na enoto mase veliko. Ker pa se pri mletju le del dovedene energije porabi za
zmanjSanje velikosti delcev, je skupna energija mletja znatno visja od tiste, potrebne za
nastanek nove povrsine (2) (3) (17).

Kick-ov zakon trdi, da je energija, uporabljena za zmanjSanje velikosti delcev, sorazmerna
razmerju velikosti delcev med vhodnim materialom in kon¢nim produktom ne glede na
velikost vhodnega materiala. Specifi¢na energija mletja je podana v Enacbi 2:

% = Ckln (x—f> Enacba 2

Xp

kjer je x; velikost delcev vhodnega materiala, x, velikost delcev produkta, Ck pa predstavlja
Kick-ovo konstanto, ki je odvisna od mletega materiala (2) (3) (17).

Bond-ov zakon mletje opisuje kot vmesno stopnjo (angl. intermediate stage) v procesu
drobljenja neskon¢no velikega delca do neskonéno veliko delcev z ni¢elno velikostjo. Po
Bond-ovi teoriji je skupna koli¢ina dela, opravljenega za lom delcev, obratno sorazmerna s
kvadratnim korenom velikosti delcev produkta, sorazmerna z dolzino razpok v materialu in
sorazmerna s kvadratnim korenom novonastale povrsine, kot sledi iz Enacbe 3:

_w (2o 10 _ (g2 1/2) }
w=w,( e mo) = Cy (sp s, Enacba 3

kjer je W(kWh/t) vloZeno delo, Fg in Pgy velikost delcev vhodnega materiala oziroma
produkta v um, ki v 80% prehajajo skozi sito z rezami 100 um, Wi(kWh/t) pa predstavlja
Bond-ov indeks, ki predstavlja potrebno energijo za zmanjSanje enote mase od neskonéno
velikih delcev do velikosti, kjer 80% delcev prehaja skozi sito z rezami 100 pum (2) (3)
(17).

Holme-jev zakon predstavlja modifikacijo Bond-ovega zakona.

W =W, (g - %) Enacba 4

kjer r predstavlja tabelirane vrednosti, dolo¢ene za posamezen material (2) (3) (17).
Chen in sodelavci so proucevali vpliv frekvence mletja in koli¢ine polnenja a-laktoze

monohidrata («LM) na mletje v oscilacijskem mlinu. Pri manjsi koli¢ini mletega materiala
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in visjih frekvencah se razultati najbolje prilegajo Rittinger-jevemu zakonu, kar ustreza
predpostavki, da je pri teh pogojih fragmentacija delcev prevladujo¢i mehanizem. Pri veéji
koli¢ini mletega materiala in niZjih frekvencah pa najboljSe ujemanje daje Kick-ov model,
poglaviten mehanizem pa je obraba (17).

Ceprav z nobenim pristopom ne moremo popolnoma natanéno napovedati velikosti delcev
glede na vloZeno energijo, pa iz vseh izhaja, da je za doseganje manjSih velikosti delcev
potreben vecji energijski vlozek (2) (3) (18) (17) (19).

1.4 Vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti snovi na izid mletja

ZmanjSevanje velikosti delcev danes v veliki meri Se vedno temelji na empiri¢nih
ugotovitvah, pri ¢emer se pogoji mletja ugotavljajo za vsak material posebej v t.i. pilotnih
poizkusih. Hkrati pa trendi po maksimizaciji proizvodnih kapacitet in minimizaciji porabe
energije tezijo k skrajSanju Casa, namenjenega za razvoj izdelka, zato je potreba po
poglobljenem poznavanju zakonitosti procesov mletja vse vecja (1).

V splosnem velja, da je obnaSanje materiala med mletjem oziroma izid mletja odvisen od
njegovih mehanskih lastnosti, procesnih parametrov mletja, kot so na primer intenzivnost
mletja, hitrost udarjanja, temperatura ter vplivi okolja. V teoriji mletja se obic¢ajno najvecji
vpliv na izid mletja pripisuje elasti¢no-plasticnim lastnostim snovi, ki jo meljemo, saj naj
bi te dolocale odpornost materiala proti mletju in s tem vplivale na zmanjSanje velikosti
delcev.

Mehanski karakteristiki, pomembni za lom delcev med mletjem, sta odpornost na
lomljenje (angl. fracture strength) in obnaSanje med deformacijo (angl. deformation
behaviour). Odpornost na lomljenje lahko podamo kot kriticno natezno trdnost (angl.
critical tensile stress), ki predstavlja energijo, ki je potrebna za sprozitev loma. ObnaSanje
med deformacijo pa lahko razdelimo na elasti¢no (krhko) in neelasti¢no. Neelasticen odziv
vkljucuje semikrhko, plasticno in navidezno krhko obnaSanje, kjer gre pri slednjem za
postopno akumulacijo poskodb v obliki razpok (20). Lastnosti materiala, kot so trdnost (H,
angl.hardness), togost (angl.stiffness) in Zilavost (angl.toughness) naj bi tako imele velik
vpliv na izid mletja, saj dolo¢ajo, v kaksSni meri bo prihajalo do nastanka razpok v
materialu in napredovanja le-teh med mletjem. Poznavanje teh lastnosti je zelo dobrodoslo
tekom razvoja in optimizacije procesa mletja (21) (22). Vendar pa Studije kazejo, da poleg
omenjenih parametrov na rezultat mletja vplivajo tudi predhodne nepravilnosti in razpoke
v materialu. V¢asih prav slednjima pripisujejo celo vecji vpliv na obnaSanje med mletjem

kot samim mehanskim lastnostim materiala (1).
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1.41 Trdota

Trdota ni prava notranja lastnost materiala, saj je pri realnih materialih odvisna od vpliva
mej med zrni, napak in razpok ter medsebojnega delovanja razli¢nih odzivov, ki so zelo
kompleksni. Trdota materiala (H) je definirana kot razmerje med maksimalno
obremenitvijo (Pmax) in kontaktno povrSino (A;) med indenterjem, s katerim merimo
lastnost materiala, in vzorcem pri maksimalni obremenitvi (Enac¢ba 5). Trdota opisuje
odpornost materialana plasti¢no oz. trajno deformacijo, poleg tega pa preizkus trdote

zagotavlja tudi informacije o elasti¢nih lastnostih materiala (21) (23).

Pmax
Ac

H = Enacba 5

Pri meritvah trdote, Se posebej pri dolocanju mikro oziroma nanotrdote, prihaja do
precejs$njih odstopanjrezultatov, zaradi Cesar je potrebnih ve¢ zaporednih meritev, dobljene
rezultate pa je potrebno jemati z doloCeno previdnostjo ter jih pravilno ovrednotiti.
Zaprimerljivost rezultatov je potrebno natan¢no predpisati pogoje merjenja, Se

posebejobremenitev (23).

Metode merjenja trdote lahko razdelimo v tri skupine:

* metoda razenja, je najstarejsi nacin merjenja trdote. Z uporabo 10-stopenjske Mohs-ove
lestvice trdote in sposobnostjo enega telesa da razi drugo telo lahko materiale
ovrednotimo glede na njihovo trdoto (18). Lestvica trdote je prikazana v Preglednici 2.

* metode dinami¢nega ali odbojnega merjenja, Kjer se objekt standardne mase in dimenzij
odbije od povrSine preizkuSanca, pri cemer je njegov odboj oz. viSina merilo za trdoto
materiala preizkusanca.

* metode stati¢nega vtiskovanja pa temeljijo na pritiskanju kroglice ali diamantne konice
v obliki stozca ali piramide v preiskovani material. Zveza med celotno obremenitvijo in
povrsino ali globino vtiska predstavlja merilo trdote. Stati¢no vtiskovanje se uporablja
za doloc¢anje trdote vseh materialov razen polimerov (22) (23). Primer dolocanja trdote

z metodo stati¢nega vtiskovanja je prikazan na Sliki 1.




Primoz Novak Diplomska naloga

Preglednica 2: Mohs-ova lestvica trdote (24).

Material(mineral) Mohs-ova trdota A
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Slika 1: Grafi¢ni prikaz dolo¢anja trdote z
metodo stati¢nega vtiskovanja (21).

1.4.2 Young-ov modul

Young-ov modul (E, proznostni modul, elasti¢ni modul) je lastnost materiala, podana kot
razmerje med natezno napetostjo in relativnim raztezkom v mejah elasti¢ne deformacije
materiala (Enacba 6). E je odvisen od jakosti vezi med atomi oziroma molekulami. V
praksi se uporablja kot merilo elasti¢nosti materiala. Mo¢nej$e kot so vezi v materialu,

teZje se te vezi raztegnejo, kar se izraza v visjih vrednostih Young-ovega modula (17) (25).

natezna napetost .
= Enacba 6

relativni raztezek

1.4.3 Natezna trdnost in Kriti¢ni obremenitveni intenzivnostni faktor

Natezna trdnost (angl. yield stress, o,) je mehanska lastnost materiala, definirana kot
napetost, pri kateri pride do ireverzibilne plasticne deformacije ali loma delca. Izracunamo
jo lahko preko trdote materiala (H) in omejitvenega faktorja(¢) z uporabo Enacbe 7.
Natezna trdnost je odvisna od temperature. Z niZzanjem temperature se zmanjsuje gibljivost

gradnikov in posledi¢no povecuje natezna trdnost (17) (22) (26).

H
Oy = 5 Enacba 7

Kriti¢ni obremenitveni intenzivnostni faktor (angl. critical stress intensity factor, K¢) pa
predstavlja odpornost materiala na rast razpok. Doloc¢anje K¢ finih prahov je naceloma zelo
teZavno. Tehnika z uporabo nanoindenterja je uporabna le v primeru, ¢e je v delcih, kljub
velikosti, Se vedno obstaja moznost nastanka razpok. Nekateri materiali se namre¢ mocno
deformirajo Se preden pride do pokanja delcev, zato z nanoindenterjem pogosto ne

pridemo v obmogje, kjer se zacnejo pojvljati razpoke (17).
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1.4.4 Velikost in morfologijadelcev

Velikost delcev vpliva na Stevilne lastnosti materiala in karakteristike lomljenja.
Porazdelitev energije loma delcev je mocno odvisna od velikosti izhodnih delcev. Z
zmanjSanjem delcev prihaja do premika specificne energije loma k vi§jim vrednostim
(Slika 2). Podobne rezultate lahko opazimo tudi za trdnost delca (angl. particle strength).
Porast trdnosti delca z manjSanjem velikosti delcev je signifikanten predvsem pri krhkih
materialih in je posledica dejstva, da se v vsakem trdnem materialu pojavljajo
nepravilnosti, pore in meje med zrni. Posledica te strukturne nehomogenosti materiala se
kaze v neelasti¢nih deformacijah in tvorbi razpok. Ker se Stevilo strukturnih nepravilnosti
zmanjSuje sorazmerno z velikostjo delca, je za tvorbo razpoke potrebna viSja obremenitev
¢im finejsi je material, ki ga meljemo. Posledi¢no je za mletje manjSih delcev potrebno

dovesti vec energije (27).
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Slika 2: Porazdelitve verjetnosti loma razli¢no velikih delcev minerala sienita (27).

Na rezultate mletja pa lahko vpliva tudi sama morfologija delcev. Na primer, pri mletju
ucinkovine, ki kristalizira v obliki igli¢astih kristalov, pricakujemo le majhno povecanje
skupne povrSine delcev v primerjavi z ucinkovino, ki tvori heksagonalne Kkristale.
Opazovanje teh fizikalnih lastnosti in njihovega vpliva na proces mletja nam lahko ponudi

uporabne podatke za razvoj metode mletja (5).

1.5 Vpliv okolja na rezultat mletja

Okoljske vplive obi¢ajno povezujemo s temperaturo mletja, prisotnostjo vlage ter
prisotnostjo povrsinsko aktivnih snovi. Popolno razumevanje vplivov posameznih
dejavnikov je ponavadi nemogocCe v tako kompleksnem procesu, kot je mletje. Za
podrobnejSe razumevanje procesa mletja je potrebno dejavnike ovrednotiti na mikro
nivoju, to je enem samem delcu, ki je podvrzen obremenitvi (angl. single particle impact
test) (27).
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1.6 Metode mletja

1.6.1 Vlazno mletje

Pri vlaznem mletju delce suspendiramo v teko¢em mediju tako, da nastane nekaksSna
»brozga«. Zaradi vecje toplotne prevodnosti tekocin je vlazno mletje bolj primerno za
mletje u¢inkovin, obcutljivih na poviSano temperaturo. Zaradi velikih sil na delce lahko
pride lokalno do precej visokih temperatur, kar lahko povzro¢i kemijski razpad, fazni
prehod, prehod iz kristalne v amorfno obliko, tudi taljenje, ¢e gre za uc¢inkovino z nizkim
taliS¢em. Ustrezno temperaturo lahko dosezemo s predhodnim ohlajevanjem zmesi in/ali z
uporabo hladilnika na izhodu iz mlina. Vendar pa lahko izmenjavanje visjih in nizjih
temperatur tekom mletja privede do »kalilnega u¢inka«, kar ima za posledico nastanek
vecjih delcev. Ta ucinek je pomemben predvsem pri submikronskih velikostih delcev, pa
tudi pri materialih, katerih topnost je moc¢no odvisna od temperature, kadar le-ta ni
ustrezno nadzorovana. ZmanjSanje delcev tekom mletja je odvisno od ¢asa zadrzevanja
brozge v sistemu (4). Vlazno mletje se priporo¢a kot metoda izbora za mletje vnetljivih in
eksplozivnih snovi ter u¢inkovin z mo¢nim ucinkom, Kjer rokovanje s suho snovjo ni
zazeleno (6) (28).

1.6.1.1 Mlini za vlazno mletje tipa rotor - stator

Mlini tega tipa se lahko, poleg mletja, uporabljajo tudi za pripravo emulzij in suspenzij,
homogenizacijo, raztapljanje in izvedbo kemijskih reakcij. Do zmanjSanja velikosti delcev
pride zaradi trkov med delci, med delci in steno posode, delovanja striznih sil, turbulence
in kavitacije, prevladujo¢i mehanizem pa je odvisen od vrste mlina. Na mehanizem
zmanjSanja delcev vpliva tudi trdota in morfologija snovi, ki jo meljemo. Tako pri trdih
substancah s kockastimi kristali pri¢akujemo, da bo prevladovala obraba pred lomljenjem
in rezanjem. V to skupino priStevamo nazobc¢ane linearne in koloidne mline (4) (5) (13)
(29). Parametri, ki vplivajo na izid mletja, in njihovi vplivi so podani v Preglednici 3.

Ta metoda mletja je uporabna, kadar zelimo konéni produkt z zmerno specifi¢no povrsino
(1-2g/m?) in velikostjo delcev do nekaj 10um, vendar pa sta iroka porazdelitev velikosti
delcev ali nezadostno zmanjSanje velikosti lahko pomanjkljivosti, zaradi katerih metoda za

dolo¢ene namene ni uporabna (4)

10
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Preglednica 3: Parametri mletja in vpliv na povprecno velikost delcev (4).

Parameter mietja Ucinek na produkt mletja
Hitrost rotorja Vecja hitrost poveca hitrost mletja ter zmanjSa velikost
delcev

Razmik med rotorjem in | ManjSi razmik poveca hitrost mletja ter zmanjSa velikost
statorjem delcev

Oblika rotorja in statorja, | Predvsem na hitrost mletja, tudi na velikost delcev v
oblika zob ravnotezju

Temperatura PoviSana temperatura poveca dispergiranost delcev v
mediju, a lahko zmanjSa Cistost produkta in povzroci
raztapljanje manjSih delcev.

Gostota brozge Vecja gostota poveca hitrost mletja, ponavadi pa ne vpliva
na velikost delcev

Cas zadrzevanja v mlinu | Dalj§i das mletja (manjsi pretok) daje delce manjsih velikosti
(pretok skozi mlin)

1.6.1.2 Krogli¢ni mlini

Ta tip mlina se uporablja tako za vlazno kot suho mletje. Lo¢imo rotirajo¢e in vibrirajoce
kroglicne mline. Rotirajo¢i krogli¢ni mlin in ima valjasto ali stoz¢asto komoro, Ki je
napolnjena z elementi za mletje, ki so lahko razli¢nih velikosti, oblik in materialov.
Elementi za mletje (polnilo) obicajno zavzemajo med 30 in 50 odstotki prostornine
komore. Pri vrtenju komore elementi mletja padajo na delce trdne snovi z razli¢ne viSine,
odvisno od hitrosti komore, in jih drobijo. Pri vibrirajo¢em kroglicnem mlinu pa komora
mlina vibrira v vertikalni smeri, zato elementi za mletje v njej poskakujejo in padajo na
delce mletega materiala in jih tako zmanjSujejo (5) (28).

Na ucinkovitost mletja ima velik vpliv izbira elementov za mletje. Po literaturnih podatkih
so najbolj ucinkoviti in najveckrat uporabljani elementi za mletje kroglaste oblike,
velikosti od 0,2 - 130 mm, obi¢ajno do 6 mm, v uporabi pa so tudi kockasti in valjasti
elementi. Materiali, ki se uporabljajo za izdelavo elementov za mletje, se razlikujejo po
gostoti in so nasteti po padajoc¢ih gostotah: razli¢ne vrste jekla, ZrO,, ZrSiO,4, Al;O3, SiO,,
kaljeno steklo, politetrafluoroetilen (PTFE) in polistiren. Poleg tega na u¢inkovitost mletja
vplivajo tudi hitrost vrtenja komore mlina, koli¢ina elementov za mletje, koliina trdne
snovi, ¢as mletja, koncentracija trdne snovi v mediju ter mehanske lastnosti snovi, ki jo
meljemo (4) (30). Parametri, ki vplivajo na kon¢no velikost delcev in njihovi vplivi so

podani v Preglednici 4.
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Metodo vlaznega mletja s kroglicnim mlinom lahko nadgradimo z uporabo hladilne
tekoCine kot medija za mletje in na ta nacin izvedemo mletje pri izredno nizkih

temperaturah, kar je uporabno za termolabilne u¢inkovine (5).

Preglednica 4: Parametri mletja in vpliv na velikost delcev pri mletju s krogli¢nim mlinom (4).

Parameter mletja Ucinek na velikost delcev
Velikost elementov za
mletje

Manj3a velikost elementov za polnjenje daje manjSe delce

Vecja gostota ne da vedno manjsih delcev. V nekaterih

Gostota elementov za o L. e s
primerih so z uporabo elementov vecje gostote dobili bol;

mletje

J grobe delce
Delez elementov za Za zadostno ucinkovitost mletja naj bi elementi mletja
mletje zavzemali vsaj 30 do 50 % prostornine komore

Hitrost vrtenja komore | Pri ve¢jih hitrostih je u¢inkovitost mletja vecja

Visja temperatura poveca dispergiranost delcev v mediju, a

Temperatura lahko zmanjsa €istost produkta in povzroci raztapljanje manjSih
delcev.
Cas mletja Po daljsem ¢asu mletja lahko doseZemo manjSe delce

TeZzavo pogosto predstavlja odstranjevanje zmlete udinkovine iz zmesi za mletje ter
kontaminacija produkta s tezkimi kovinami, ¢emur je potrebno posvetiti posebno
pozornost predvsem pri mletju snovi za parenteralno uporabo. Pri uporabi elementov za
mletje iz natrijevega stekla lahko oksidi alkalijskih kovin prav tako prehajajo v zmes, kar
predstavlja problem predvsem pri mletju snovi, ki so ob¢utljive na povisan pH (4) (30).

S kroglicnim mlinom za vlazno mletje lahko pripravimo delce povprecne velikosti 1-2 pm,
pa vse do nanometrskih velikosti z uporabo ustreznih elementov za mletje ali razli¢nih
dodatkov v suspenzijo za mletje. Z uporabo te tehnike in elementi za mletje iz polistirena,
pre¢no premezenega z divinilbenzenom, so Bruno in sodelavci pripravili delce s povpre¢no

velikostjo 180 nm ter z opazno niZjo stopnjo kontaminacije s tezkimi kovinami (30).

1.6.1.3 Hidrodinamiéni mlini

Se ena metoda, s katero lahko proizvedemo delce manjse od 1um, je tako imenovana
homogenizacija. To dosezemo z iztiskanjem suspenzije pod visokim tlakom skozi majhno
odprtino. Prihaja do izredno visokih striznih obremenitev in kavitacije, kar povzroci
zmanjSevanje delcev, suspendiranih v mediju. Kavitacija je tvorba parnih mehurckov, ko
tlak v tekoc¢ini pade pod vrednost parnega tlaka, ter nadaljnja implozija le-teh zaradi
viSjega tlaka v okolici. Kavitacija ustvarja visoke lokalne temperature, turbulence in
udarne valove, zaradi ¢esar pride do zmanjSanja delcev. Z uporabo kavitacijskin mlinov
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lahko delce zmanjSamo do velikost 4-6 pum, tezavo pa lahko predstavlja dodaten korak
mletja delcev, preden lahko uporabimo to tehniko, predvsem z vidika preprecevanja

zamas$itve naprave. Kljub temu pa predhodno mletje zmanjsa skupni ¢as mletja (4) (13).

1.6.2 Suho mletje

Pri suhem mletju so delci v direktnem stiku z deli mlina ali pa jih nosi tok zraka ali
inertnega plina. Do manjSanja velikosti delcev prihaja zaradi trkov delcev z deli mlina in
delci med seboj. Ta nacin mletje se kljub nekaterim pomanjkljivostim pogosto uporablja v
farmacevtski industriji. Pri mletju pogosto prihaja do zastajanja materiala v mlinu, kar
vpliva na ucinkovitost mletja, lahko pa pride do aglomeracije delcev zaradi
elektrostatskega naboja, ustvarjenega med mletjem. Zaradi sproS¢ene toplote lahko
temperatura naraste tudi na 40 - 60 °C, kar predstavlja dodatno omejitev, saj lahko pride do
taljenja, termicnega razpada, amorfizacije, spremembe kristalne strukture ali oddajanja
vezane kristalne vode. Ze majhne koli¢ine amorfne snovi lahko povzrogijo zaplete tekom
mletja, saj lahko zamasijo reze za pretok plina ali dodajanje materiala. Za mletje snovi, Ki
so podvrzene termi¢nemu razpadu ali fizikalnim spremembam, predstavlja moznost
metoda kriomletja, kjer vhodno snov pred mletjem ohladimo z uporabo tekocega dusika,
lahko pa se hladi plin, ki se uporablja za mletje (npr. v mlinih na zra¢ni tok) (4) (15). Vrste

mlinov za suho mletje so predstavljene v Preglednici 5.

Preglednica 5: Vrste mlinov za suho mletje glede na velikosti, ki jih lahko dosezemo, ter
trdoto materiala, ki ga lahko meljemo (4).

Vrsta mlina Najma_njéa doseZena Primerno za_trdote
velikost (um) (Mohs-ova lestvica trdote)

Zobati mlin 10-50 do 3

Mlin kladivar 10-75 do 6

Mlin na zra¢ni tok 2 do 10

Krogli¢ni mlin <1 do8

Pri suhem mletju nastaja tudi vecja koli¢ina finega prahu, ki lahko predstavlja doloceno
tveganje pri rokovanju, saj so nekateri prahovi v ustrezni koncentraciji z zrakom
eksplozivni. Pri podjetju Merck & Co. navajajo, da je pri 20 % ucinkovin iz naklju¢nega
seta ucinkovin, ki jih proizvajajo, minimalna energija vziga (MIE, angl. minimal ignition
energy) manjsa ali enaka 10 mJ. MIE manjSa od 20 mJ nakazuje, da Ze nizko energijski

vir, npr. stati¢na elektrika, lahko povzroc¢ijo eksplozijo. Ve¢ja koli¢ina prahov pa lahko
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predstavlja tudi vpliv na okolje in zaposlene, zato je potrebno pri uporabi teh metod
dodatno poskrbeti za ustrezno zas¢ito. Vprasanje o ustreznosti suhega mletja se pojavlja

tudi pri mletju uc¢inkovin z mo¢nim uc¢inkom (4) (15).

1.6.2.1 Mlini na udarec

Princip mletja v mlinih na udarec predstavlja udarjanje vrtecih delov mlina ob delce snovi
ter udarjanje med delci. Na sliki 3 in 4 sta prikazana primera mlina na udarec. Pri mlinu
kladivarju delci vstopajo v mlin na zgornji strani komore, kjer pridejo v stik z rotirajo¢imi
kladivi, mleti delci pa se izlo¢ajo skozi mrezo v zbiralno posodo. Velikost delcev produkta
je odvisna od velikosti reZze na izstopni mrezi, oblike rez, pretoka zraka ter od kota, pod
katerim delci padajo na mrezo. Pri ve¢ji hitrosti kladiv padajo delci na mrezo pod vecjim

kotom, zato se z nara$¢anjem hitrosti velikost izlo¢enih delcev zmanjSuje (4) (13).

Zobati mlin je sestavljen iz stati¢ne in rotirajoCe plosée s konicami v veéih izmeni¢nih
obodih. Delce dodajamo v mlin skozi odprtino v sredini statorja, nato pa zaradi
centrifugalne sile potujejo proti obodu. Na velikost izhodnih delcev vpliva hitrost vrtenja,
hitrost dovajanja delcev ter pretok plina skozi mlin, ki vpliva na ¢as zadrZzevanja v mlinu.
ManjSe delce doseZzemo pri visjih hitrostih vrtenja ter manjSih hitrostih dovajanja delcev ter
pretoku plina. Poseben tip je mlin z zraénim selektorjem (angl. air-classifying mill, mill
with dynamic selector), kjer se za nadziranje velikosti izstopnih delcev uporablja tok plina,
Ki je speljan preko komore mlina in odnasa delce, ko postanejo ti zadosti majhni (4) (13).

Ohigji rotor in gonilna gred
~—_ kladivo
: ~¥5) |
Lhd
~ o
‘ o) S
nemlet? o T
delci “% 3. -.‘.-;:‘:"-,'-_‘_‘f:“*\_ﬁmletidelci
Slika 3: Primer zobatega mlina (31). Slika 4: Shema mlina kladivarja (32).

Nakach M. in sodelavci so v raziskavi proucevali vpliv parametrov mletja na razli¢nih tipih
mlinov. Uporabili so tri razlicne zobate mline, mlin kladivar ter zobati mlin z dinami¢nim
selektorjem, ki ima na obodu mlina rotirajoci selektor, preko katerega lahko z zracnim

tokom preidejo samo dovolj mahni delci. Za uporabljene zobate mline so pokazali, da je
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sprememba specifi¢ne povrSine produkta linearno odvisna od kvadrata obodne hitrosti
(Slika 5). V primeru zobatega mlina z zra¢nim selektorjem se je izkazalo, da ima obodna
hitrost rotirajoe plosce malo, hitrost polnjenja pa prakticno nima vpliva na kvaliteto
produkta. Le-ta je odvisna predvsem od pretoka zraka skozi mlin in hitrosti zbiralnega
obroca. Na Sliki 6 je prikazana sprememba specificne povrSine v odvisnosti od razmerja

pretok zraka/(hitrost selektorja)? v zobatem mlinu z dinami¢nim selektorjem (33).

s 10,00

06 & 4

05 . . 1,04

AS g4 ' FORPLEX simple rotor 100 mm AS

[m2/g] 03 @ Alpine Simple rotor 160 mm [mZ/g] 0,10

0.2 AAIpine Double rotor 250 mm

0,1 0,01

04 n t ' ' 4 1,00E-06 1,00E-05 1,00E-04 1,00E-04
0 10000 20000 30000 40000 50000 pretok zraka/(hitrost selektorja)?
V2 [m%s?] [m*hrpm?]

Slika 5: Novonastala specifi¢na povr§ina kot Slika 6: Novonastala specifi¢na povrsina
funkcija kvadrata obodne hitrosti za tri kot funkcija pretoka zraka/(hitrost
proucevane zobate mline (33). selektorja)® (33).

1.6.2.2 Milini na zracni tok

Pri mletju na zracni tok (angl. air jet milling) se energija za zmanjSevanje velikosti delcev
prenasa preko hitro se gibajocega stisnjenega zraka ali inertnega plina, npr. dusika. Delci
nemletega materiala v komoro mlina vstopajo zaradi podtlaka, ki ga ustvari hiter tok zraka.
Osnovni mehanizem zmanjSevanja velikosti delcev pri mlinih tega tipa je udarjanje delcev
med seboj in ob steno komore mlina (34).

Mlin na zracni tok odlikuje hitro in ucinkovito mletje, dosezemo pa lahko delce velikosti
manjSe od 10 um. Mlini na zra¢ni tok na splo§no omogocajo dobro kontrolo nad velikostjo
delcev, so primerni za Sirok razpon trdot materialov, hkrati pa so konstrukcijsko relativno

preprosti in energetsko ucinkoviti (35) (36).

1.6.2.3 Valjcni mlini

Pri valjénih mlinih prihaja do zmanjeSevanja velikosti delcev zaradi visokih tla¢nih
obremenitev, ki povzro¢ijo nastanek majhnih razpok in posledi¢no razpad na finejSe delce.
Ta tip mlina je primeren predvsem za mletje grobih frakcij, pogosto pa se uporablja kot
predstopnja v sklopu z drugimi vrstami mlinov, pa tudi za homogenizacijo, npr. v

proizvodnji poltrdnih farmacevskih izdelkov (28).
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2 NAMEN DELA

Diplomska naloga bo sestavljena iz dveh delov. V prvem delu bomo preverili vpliv
temperature na izid mletja B-zaviralca karvedilola in razli¢nih farmacevtsko sprejemljivih
pomoznih snovi. Uporabili bomo karvedilol ter pomozne snovi z razli¢nimi fizikalni
lastnostmi: glutarna kislina, fumarna kislina, sukcinska kislina, oksalna kislina. VVzorce
bomo mleli pri sobni temperaturi (25 °C) in pri nizji temperaturi (4 °C). Vse vzorce bomo
mleli razli¢no dolgo ¢asa, in sicer 5 minut ter 60 minut v intervalih po 10 min, z zadosti
dolgim premorom med posameznimi intervali v izogib pregrevanju zmesi za mletje.

V drugem delu bomo preverili vpliv razli¢nih farmacevtsko sprejemljivih pomoznih snovi
na mletje karvedilola. Te pomozne snovi bomo uporabili kot polnilo pri mletju karvedilola
tako, da bomo polovico koli¢ine karvedilola zamenjali s pomoZzno snovjo. Vse zmesi bomo
mleli pri isti temperaturi enako dolgo Casa.

Vzorce bomo analizirali z elektronskim mikroskopom, z DSC kalorimetrom ter z metodo
laserske difrakcije. Z elektronsko mikroskopijo bomo dolocili morfologijo delcev ter
morebitne nepravilnosti in razpoke v kristalih. Z metodo DSC bomo preverili morebitne
prehode iz amorfne v kristalno obliko in obratno, laserska difrakcija pa je hitra, enostavna
in ucinkovita metoda za dolocanje porazdelitve velikosti delcev. Vzorcem bomo izmerili

tudi gostoto.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Preiskovani materiali
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje spojine:
- karvedilol (Merck, Nemcija);
- glutarna kislina (Merck, Nemcija);
- fumarna kislina (Merck, Nemcija);
- sukcinska kislina (Sigma Aldrich Chemie, Nemcija);

- oksalna kislina (Kemika, Hrvaska).

3.1.2 Topila in pomozne snovi
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednja topila in pomozne snovi:
- aceton (Panreac, Spanija):;
- heksan (Merck, Nemcija);
- preciScena voda,
- Na-SDS (Merck, Nemcija);
- citronska kislina, monohidrat (Pharmachem, Slovenija);
- maleinska kislina (Fluka, Nemcija);
- malonska kislina (Merck, Nemcija);
- vinska kislina (Lex, Slovenija);
- natrijev hidrogen karbonat (Lex, Slovenija);

- natrijev Kklorid (Lex, Slovenija).

3.1.3 Laboratorijski priborinnaprave
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednji laboratorijski pribor:
- steklovino (¢ase, merilne valje, epruvete, erlenmajerice);
- spatule;
- plasticne kapalke;
- aceton v prsilki;
- Skarje, ura;
- obojestranski ogljikov lepilni trak, 12 mm (Oxon, Oxford instruments, Velika

Britanija).
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Pri eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje aparature:

analizno tehtnico, AND GH-300 FC, A&D Instruments Ltd, Kanada;

tehtnico Exacta 2200 EB, Zelezniki, Slovenija;

analizno tehtnico Mettler Toledo AG 245, Svica;

vibracijski krogli¢ni mlin Pulverisette 0, Fritsch, Nemc¢ija;

helijev piknometer AccuPyc 1330, Micrometrics, ZDA,

infrardeci termometer IR 1200-50D, Voltcraft, Nemcija;

laserski difraktometer Malvern Mastersizer S, opremljen s programsko opremo
Mastersizer S v2.19 in QSpec enoto za dispergiranje majhnih volumnov, Velika
Britanija;

osebni racunalnik z nameScenim operacijskim sistemom Windows XP, povezan z
laserskim difraktometrom;

diferen¢ni dinami¢ni kalorimeter Mettler Toledo, DSC 1 opremljen s programsko
opremo STAR® software (Svica)

magnetno mesalo RCT basic, IKA, Nemcija;

vrsti¢ni elektronski mikroskop (SEM): FE-SEM, Supra 35 VP, Carl Zeiss,
Nemcija;

ultrazvo¢no kadicko Sonis 2, Iskra Pio, Slovenija.

3.2 Karvedilol

3.2.1 Osnovni podatki

IUPAC ime: 1-(karbazol-4-iloksi)-3-[[2-(2-metoksifenoksi)etil]amino]-2-propanol
Molekulska formula: C24H26N204

Molekulska masa: 406,48 g/mol

ATC oznaka: CO7TAG02

Temperatura talis¢a: 114-115 °C (37)

Strukturna formula: Q
OH -
HN O O\/K/N\/\O
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3.2.2 Delovanje in uporaba

Karvedilol spada med neselektivne adrenergi¢ne zaviralce z vazodilatacijskim u¢inkom,;
neselektivno zavira f-adrenergi¢ne receptorje ter selektivno aj-adrenergi¢ne receptorje.
Ima tudi antioksidativne in antiproliferativne lastnosti. Kemijsko gledano je ucinkovina
karvedilol racemat, enantiomera se razlikujeta po ucinkih in po presnovi. Enantiomer S(-)
zavira tako /- kot as-adrenergi¢ne receptorje, enantiomer R(+) pa zavira le aj-adrenergicne
receptorje. S kardioselektivnim zaviranjem [-receptorjev znizuje arterijski krvni tlak,
zmanjSuje sréno frekvenco in minutni volumen srca in znizuje tlak v pljuéni arteriji in
desnem atriju. Z zaviranjem ay-receptorjev pa povzroca periferno vazodilatacijo in s tem
zmanjsa sistemski zilni upor. Zaradi teh ucinkov razbremeni sréno misSico in preprecuje
nastanek angine pektoris (38) (39).

Karvedilol se dobro absorbira iz prebavnega trakta, vendar se ga zaradi u¢inka prvega
prehoda metabolizira kar 70%, predvsem s pomocjo jetrnih encimov CYP2D6 ter
CYP2CO9. Pri tem nastanejo tudi trije aktivni presnovki, ki zavirajo adrenergi¢ne receptorje
beta; eden izmed njih (4’- hidroksifenilni derivat) kar 13-krat mo¢neje kot karvedilol.
Aktivni presnovki delujejo v primerjavi s karvedilolom le Sibko vazodilatacijsko. Presnova
je stereoselektivna, zato je plazemska koncentracija karvedilola R(+) dva- do trikrat vecja
od karvedilola S(-). Plazemska koncentracija aktivnih presnovkov je priblizno 10-krat
manjSa od koncentracije karvedilola. Ve¢ kot 98% ucinkovine je vezane na plazemske
proteine. Bioloski razpolovni ¢as ucinkovine znasa 6 do 10 ur. Karvedilol vsebuje a-
hidroksi sekundarno aminsko skupino, katere pKa je 7,8. Topnost karvedilola v nevtralnem
in alkalnem pH je razmeroma nizka, pri pH 9,0 znaSa <1 pug/mL. (38) (39).

Karvedilol se uporablja za zdravljenjeesencialne hipertenzije, kroni¢éne angine pektoris,
kroni¢nega srénega popuscanja. Uporablja se tudi za zdravljenje po miokardnem infarktu z
dokazano disfunkcijo levega srénega prekata. PriporoCeni najvecji dnevni odmerek
karvedilola je 2x25 mg (38) (39).
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3.3 Metode

3.3.1 Priprava fizikalnih zmesi

Binarne fizikalne zmesi smo pripravili tako, da smoz analitsko tehtnic AND GH-300 FC,
proizvajalca A&D Instruments Ltd (Kanada) zatehtali koli¢ino ucinkovine in pomozne
snovi v doloCenem razmerju ter jo nasuli v terilnico in homogeno premesali s plasti¢no

kartico.

3.3.2 Mletje

Shema vibrirajocega kroglicnega mlina z eno kroglo je prikazana na Sliki 7. Mlin je
sestavljen iz terilnice iz nerjavnega jekla s polkrozno odprtino za mletje s prostornino 230
mL ter 50 mm kroglice iz nerjavnega jekla z maso 505 g. Mlin je izdelan iz nerjavnega
jekla z namenom minimizirati odstopanje delov mlina v vzorec med mletjm. Terilnica je s
pokrovom pri¢vrS¢ena na vibrirajo¢o plos¢o vibracijskega stresalnika Pulverisettee 0
(Fritsch, Nemcija), (Slika 8), ki niha v vertikani smeri. Zaradi nihanja kroglica v posodi
poskakuje ter udarja ob delce na dnu posode, sprosc¢ena kineti¢na energija pa se porabi za
zmanjSanje velikosti delcev, del pa se je sprosti v obliki toplote, ki se kaZze v poviSanju
temperature vzorca med mletjem. Na zaCetku je zmanj$anje velikosti posledica udarjanja
krogle ob delce, kasneje pa zaradi drgnenja delcev ob kroglo in dno moznarja. Material se
zaradi vibracij tudi nenehno poseda in s tem premesa (40).

V poskusih, ki smo jih izvajali, smo uporabili po 2 grama ciste snovi oziroma 1 g KAR in
1 g pomozne snovi v binarnih zmeseh. Vse vzorce smo mleli pri frekvenci 3.000 — 3.600
nihajev/min ter pri amplitudi 1 mm. Amplitudo stresanja oz. mletja smo dolocili s
spomocjo 3 stopenjske vizualne skale. Vzorce smo mleli razli¢no dolgo, in sicer 5 minut
ter 60 minut v intrevalih 6 krat 10 minut s 50 minutnim premorom z namenom prepreciti
prekomerno segrevanje vzorca. Temperaturo med mletjem smo spremljali z infrarde¢im
brezkontaktnim termometrom IR 1200-50D, proizvajalca Voltcraft (Nemcija), in ni nikoli
presegla 30 °C med mletjem pri sobni tempereturi in 9 °C med mletjem pri nizji
temperaturi. Pred mletjm pri niZji temperaturi smo vzorec, moznar, kroglico za mletje ter
pokrov mlina v hladni sobi ohladili na 4 °C.

Drugo serijo vzorcev pa smo mleli 5 minut pri temperaturi 25 °C.
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Slika 7: Shematski prikaz mozZnarja krogli¢nega Slika 8: Vibracijski krogli¢ni mlin Pulverisette
mlina. 0 Fritsch (15).

3.3.3 Dolocanje prave gostote s helijevim piknometrom

V kalibrirano aluminijasto celico helijevega piknometra AccuPyc 1330, proizvajalca
Micrometrics (ZDA), smo zatehtali med 1,000 in 2,000 g vzorca in izvedli meritev. Med
posameznimi meritvami smo celico za vzorec temeljito sprali z demineralizirano vodo ter
acetonom, do suhega posusili s susilnikom na vroc€i zrak in ohladili na sobno temperaturo.
Piknometer med vsak meritvijo izvede tri ponovitve in poda rezultat kot povprecje treh

meritev. Za vsak vzorec smo izvedli dve paralelni meritvi.

3.3.4 Dolocanje porazdelitve velikosti delcev z lasersko difrakcijo

Po mletju vsakega vzorca smo dolocili porazdelitev velikosti delcev z uporabo laserskega
difraktometra Malvern Mastersizer S s QS enoto za dispergiranje (Malvern Instruments,
UK). Ker so vse pomozne snovi vsaj delno topne v vodi, smo kot tekoc¢ino za dispergiranje
uporabili n-heksan za vse Ciste spojine, ter pre¢is¢eno vodo za karvedilol in binarne zmesi.
Na ta nacin se pomozna snov raztopi v vodi in dolo¢imo lahko velikostno porazdelitev
delcev karvedilola. Za noZevo konico vzorca smo v ultrazvoéni kadic¢ki Sonis 2,
proizvajalca Iskra Pio (Slovenija), dispergirali v ustreznem mediju ter vnesli v enoto za
dispergiranje do nasic¢enja laserja med 10 in 20%. Meritve smo izvedli pri hitrosti vrtenja
meSala 1400 obratov na minuto. Pri meritvah smo dolocali velikost, pod katero lezi 10%
vzorca (dio), 50% (dso) in 90% (dgo) ter povprecno velikost (dpov). VS parametre smo za
vsak vzorec dolocili trikrat. Lomni koli¢niki proucevanih snovi in ostali parametri meritev

so podani v Preglednici 6.

21



Primoz Novak

Diplomska naloga

Preglednica 6: Lomni koli¢niki uporabljenih materialov ter parametri meritev.

Parametri meritve

Material R Medl  (RlyoreaiR I nvigers R e
Voda 1,3290 (41)
n-heksan 1,3840 (42)
karvedilol 1,6570 (43) voda/n-heksan 1,657; 0,1000; 1,330/1,380
glutarna kislina 1,4770 (44) n-heksan 1,477; 0,1000; 1,380
fumarna kislina 1,5260 (45) n-heksan 1,526; 0,1000; 1,380
sukcinska kislina 1,4780 (46) n-heksan 1,478; 0,1000; 1,380
oksalna kislina 1,4800 (47) n-heksan 1,480; 0,1000; 1,380
citronska kislina 1,5750 (48) voda 1,657; 0,1000; 1,330
maleinska kislina 1,5260 (49) voda 1,657; 0,1000; 1,330
malonska kislina 1,4790 (50) voda 1,657; 0,1000; 1,330
(x)-vinska kislina 1,5860 (51) voda 1,657; 0,1000; 1,330
NaHCO; 1,5000 (52) voda 1,657; 0,1000; 1,330
NaCl 1,5400 (53) voda 1,657; 0,1000; 1,330

3.3.5 Vrsti¢na elektronska mikroskopija

Vzorce smo analizirali z vrsticnim elektronskim mikroskopom (SEM, angl. Scanning
Electron Microscope). Praskaste delce smoprilepili na obojestranski ogljikov lepilni trak
(12 mm, Oxon, Oxford instruments, UK). Slike smo posneli na sistemu Supra 32VP (Zeiss,
Oberkochen, Nemcija) s pospesSevalno hitrostjo 1,0 kV in sekundarnim detektorjem na

Kemijskem institutu v Ljubljani.

3.3.6 DSC termi¢na analiza

DSC krivuljesmo izdelali z instrumentom Mettler-Toledo Differential Scanning
Calorimeter DSC1, opremljenim s programsko opremo STARe Software v9.30. Meritve so
bile izvedene v duSikovi atmosferi, pretok dusika je znaSal 40 ml/min. Hitrost segrevanja ja

znaSala 3 K/min.
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4 REZULTATI

4.1 Ponovljivost mletja in dolo¢anja velikosti delcev

4.1.1 Ponovljivost merjenja porazdelitve velikosti delcev z lasersko difrakcijo

Preglednica 7: Primerjava porazdelitve velikost delcev karvedilola, mletega 5 minut pri 25 °C, glede na

uporabo ultrazvoka ter medija za dispergiranje.

Medij Ultrazvok Opov (UM)  dio (M) dso (UM)  dgo (M)
povpredje (um) 511,80 202,44 543,29 751,02
nasicen heksan brez  SD (um) +36,86  +7593 #4361  +28,70
RSD (%) +7.2 +3751 8,03 +3,82
povprec¢je (um) 408,15 81,48 437,24 711,54
nenasicen heksan brez  SD (um) +190,87 #9844  #263,77 +154,47
RSD (%) +46,77 +120,82 +60,33 +21,71
povprecje (um) 294,53 10,14 292,16 595,41
nasi¢en heksan Smin  SD (um) +152,66  +9,05  #210,02 +218,02
RSD (%) +51,83 +89,26 +71,88 +36,62
povprecje (um) 142,60 8,22 108,03 333,13
nenasiCen heksan Smin  SD (um) +5,71 +0,74 +1,93 +17,97
RSD (%) +4,00 +9,06 +1,79 +5,39

Izbor netopila kot medija za dispergiranje igra pri dolocanju velikosti delcev z lasersko
difrakcijo pomembno vlogo, prav tako odlocitev za uporabo ultrazvoka za dispergiranje
delcev. Razutalti meritev so prikazani v Preglednici 7. Dolo¢ili Smo dpoy, dig, Oso in dgg
vrednosti delcev KAR, mletega 5 minut pri 25 °C. Kot netopilo smo enkrat uporabili n-
heksan, drugi¢ pa n-heksan, nasi¢en s KAR, z in brez uporabe ultrazvo¢ne kadicke, v kateri
smo vzorce dispergirali. Z uporabo ultrazvoka smo ne glede na medij dolocili nizje
vrednosti za vse doloCevane parametre, kar je bilo pri¢akovano, saj z ultrazvokom
razdremo aglomerate, ki so nastali med mletjem. Z uporabo nasi¢enega heksana smo v
obeh primerih izmerili visje vrednosti za vse dolo¢evane parametre. Vzrok lahko lezi v
spremenjenem refrakcijskem indeksu s KAR nasi¢enega netopila ali pa je tekom meritve
prislo do obarjanja raztopljenega KAR na merjene delce. Najbolj ponovljive rezultate daje
kombinacija nenasi¢enega n-heksana in 5 minutne uporabo ultrazvoka, zato smo to tehniko

uporabili za vse preostale meritve.
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Preglednica 8: Porazdelitev velikosti delcev izhodnega karvedilola ter karvedilola, mletega 5
in 10 minut pri 25 °C, merjeno v vodi, z uporabo Na-SDS.

Cas mletja (min) Ponovitev ~ dpo, (M) dio (Um) dso (Um) dgo (Um)
1 62,56 10,52 57,62 118,36
2 66,63 9,39 48,54 118,32
0 3 61,30 8,93 50,96 124,77
SD (um) 2,79 +0,82 4,70 3,71
RSD (%) +4,39% +8,51% +8,98% +3,08%
1 51,20 0,46 47,63 97,43
2 52,61 0,43 49,47 99,43
5 3 48,30 0,45 45,51 93,29
SD (um) 2,20 0,02 +1,98 3,13
RSD (%) +4,33% +3,42% +4,17% +3,24%
1 38,09 0,31 31,43 86,50
2 38,69 0,32 32,10 86,62
10 3 37,86 0,32 32,35 83,05
SD (um) 0,43 0,01 0,48 2,03
RSD (%) +1,12% +1,82% +1,49% +2,37%

Za zagotovitev ponovljivosti dolocanja porazdelitve velikosti delcev z lasersko difrakcijo,
kjer smo kot netopilo uporabili vodo, smo trem vzorcem (izhodni karvedilol ter karvedilol
mlet 5 oz. 10 minut pri enakih pogojih pri 25 °C in enaki amplitudi stresanja mlina)
doloCili dpoy, dig, Oso in dgo. Povzetek teh meritev skupaj s standardnim odklonom in
relativnim standardnim odklonom je podan v Preglednici 8. Ponovljivost meritev, izrazena
s standardnim odklonom, je primerljiva z rezultati meritev, ki so jih izvedli Kwan in

sodelavci (5).

4.1.2 Ponovljivost mletja

Preglednica 9: Porazdelitev velikosti delcev treh vzorcev karvedilola, mletega 5 minut pri
25°C.

Ponovitev dpov(tm) dio(um) dso(um) dgo(m)
1 38,85 0,37 33,73 82,31
2 40,53 0,39 38,32 78,76
3 41,24 0,36 39,71 79,90
SD (um) 11,23 0,02 +3,13 +1,81
RSD (%) +3,06% +4,29% +8,39% +2,26%

Za zagotovitev ponovljivosti poizkusov mletja smo tri vzorce karvedilola mleli 5 minut pri
enakih pogojih pri 25 °C in enaki amplitudi stresanja mlina. Dolo¢ili SMO dpoy, d10, dsp IN
dgo. Povzetek teh meritev skupaj s standardnim odklonom ter relativnim standardnim
odklonom je podan v Preglednici 9. Do primerljivih rezultatov glede ponovljivosti mletja

mikrokristalne celuloze v oscilacijskem mlinu je priSel Kwan v svoji raziskavi.
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4.2 Dolocanje gostote €istih spojin s helijevim piknometrom
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Slika 9: Gostote karevedilola, glutarne kisline, sukcinske kisline, fumarne Kisline ter oksalne kisline, v
odvisnosti od ¢asa in temperature mletja.

Z dolocanjem prave gostote vzorcev s helijevim piknometrom smo Zeleli ugotoviti, ali
prihaja tekom procesa mletja do sprememb, ki vplivajo na pravo gostoto snovi. Tekom
procesa mletja namre¢ lahko prihaja do sprememb v kristalni strukturi (amorfizacije
vzorca, oddajanja kristalno vezane vode, desorpcije vode iz hidratov...), kar lahko vodi do
spremembe gostote. Cao v svoji raziskavi poroa o spremembi prave gostote med

kristalini¢nim in amorfnim materialom po z mletjem inducirani amorfizaciji (54).

Dolo¢ili smo pravo gostoto izhodnim vzorcem, ter vzorcem, mletih 5 oziroma 60 min pri
25 °Cin 4 °C. Omenjenih vzorcev na podlagi izmerjenih gostot nismo mogli locevati med
seboj. Pokazali smo, da, vkolikor prihaja tekom procesa mletja do sprememb v strukturi
delcev, se te spremembe ne odrazajo v pravi gostoti (Slika 9). Vodoravne ¢rte predstavljajo
literaturne podatke o gostotah preiskovanih snovi (55)(56)(57)(58)(59)(60)(61)(62)(63)
(64). ManjSe odstopanje opazimo pri meritvi gostote KAR, mletega 60 min pri 4°C, vendar
lahko to odstopanje pripiSemo napaki merjenja.
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4.3 Termicna analiza karvedilola

karvedilol original
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STAR® SW 9.30
Slika 10: DSC krivulji izhodnega karvedilola ter karvedilola, mletega 5 minut pri 25 °C.

S termicno analizo smo Zeleli ugotoviti, ali pri mletju karvedilola prihaja do sprememb, ki
bi lahko vplivale na obnasanje te u€inkovine tekom mletja ter na sam rezultat mletja (na
primer amorfizacija, polimorfizem). Rezultati analize izhodnega karvedilola ter
karvedilova, mletega 5 minut pri 25 °C, so prikazani na Slika 10. Pri izhodnem karvedilolu
zaznamo taliS¢e pri 115 °C. Pri mletem karvedilolu zaznamo pri temperaturi 44 °C blag
dvig bazne linije, ki oznacuje temperaturo steklastega prehoda, ter eksotermen vrh pri 60
°C, ki nakazuje na spontano rekristalizacijo karvedilola. TaliS¢e mletega karvedilola
zaznamo pri 112 °C. Literaturni podatki sicer navajajo taliS¢e karvedilola pri temperaturi
med 114-115 °C.

Temperatura steklastega prehoda pri karvedilolu je relativno nizka, zato lahko hitro pride
do rekristalizacije. Termi¢na analiza je pokazala, da lahko z mletjem nastaja amorfen

karvedilol, ki pa se v kratkem Casu zaradi nizke temperature steklastega prehoda spontano

pretvori v kristalno obliko.
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4.4 Dolocanje porazdelitve velikosti delcev karvedilola, mletega pri razli¢nih

temperaturah

4.4.1 Analiza z lasersko difrakcijo
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Slika 11: Vrednost ds, (levo) in dyo (desno) KAR, mletega pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v
heksanu.

Velikost delcev in s tem neposredno povezana povrSina je bistvenega pomena za
raztapljanje uc¢inkovine. Z lasersko difrakcijo smo proucevali velikosti delcev karvedilola v
odvisnosti od ¢asa mletja in temeperature med mletjem. Belezili smo dsg, dig, oo,
povpre¢no velikost delcev ter porazdelitev velikosti delcev karvedilola. dso predstavlja
velikost delca, od katerega je polovico delcev manjSih (mediana), dj velikost delca, od

katerega je manjSih 10% delcev, ter dg velikost, ki zajame 90% vsej delcev.

Slika 11 prikazuje vrednosti mediane in dip izhodnega karvedilola, ter karvedilola, mletega
5 oziroma 60 minut pri 25 °C in 4 °C. Pri nizji temperaturi smo tako izmerili nizje
vrednosti obeh parametrov, kar pomeni, je daje mletje pri nizji temperaturi manjSe delce in
je bolj ucinkovito glede na vlozeno energijo. Z nizanjem temperature prihaja do
zmanjSanja elasticnosti materiala in posledicno zmanjSanja porabe energije za elasti¢ne
deformacije, ta energija pa se lahko porabi za deformacije delcev, ki vodijo v zmanjSanje
velikosti delcev. Po 60 minutah mletja pri vi§ji temperaturi pa smo dobili delce, katerih
povprecna velikost je ve¢ja od izhodnih. 1z tega ter dejstva, da smo pri nizji temperaturi po
60 minutah mletja dobili pricakovano manjse delce, lahko sklepamo, da prihaja do
povecanja velikosti delcev s podaljSevanjem ¢asom mletja pri 25 °C zaradi taljenja vzorca.
Med mletjem prihaja zaradi dovajanja mehanske energije do sproScanja toplote, tako da

lahko temperatura na mikro nivoju preseZe talis¢e in prihaja do aglomeracije.
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Slika 12: Porazdelitev velikosti KAR pred in po mletju pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v heksanu
(KUM - kumulativne porazdelitvene frekvence).

Na Sliki 12 je prikazana porazdelitev veliksoti delcev karvedilola v odvisnosti od ¢asa
mletja ter temperature mletja. Podatki kaZejo, da prihaja pri mletju pri nizji temperaturi do
relativno enakomernega zmanjSevanja delcev vseh frakcij. Po 5 minutah mletja smo pri
vseh vzorcih dobili podoben odstotek delcev, manjSih od 10 um, vendar pa lahko pri vi§ji
temperaturi mletja glede na nemleto uc¢inkovino opazimo porast deleZza delcev, vecjih od
90 wm. Po 60 minutah mletja lahko opazimo rahlo povecanje delcev, manjsih od 20 um ter
hkrati izrazit premik v smeri vecjih delcev, iz Cesar lahko sklepamo, da je povecanje

povprecne velikosti delcev odgovoren proces aglomeracije predvsem vecjih delcev.

4.4.2 Opti¢na analiza z elektronskim mikroskopom

Slika 13 prikazuje delce KAR, mletega razli¢no dolgo €asa pri razliénih temperaturah.
Delci izhodnega KAR so nepravilnih oblik, z zaobljenimi robovi, velikosti ve¢inoma med
30 in 50 um. Na povrsini velikih delcev vidimo adherirane delce nanometrskih velikosti.
Med delci KAR, mletega 5 min pri 25 °C, opazimo delce s porozno povrsino, ki so
zlepljeni v vecje skupke. Pri KAR, mletem 5 minut pri 4 °C, pa vidimo vecinoma delce v
velikosti 10 in 20 pm ter manj poroznih delcev. Po 60 minutah mletja pri 25 °C dobimo
velike porozne delce, ki so zdruzeni v vecje agregate, velikosti preko 100 um. Prav tako
vidimo porozne delce pri KAR, mletem 60 minut pri 4 °C, le da v tem primeru delci niso
povezani v agregate.

Delci karvedilola so kvadrastih oblik, zaradi ¢esar lahko pricakujemo, da z zmanjSanjem
velikosti delcev bistveno povecamo povrsSino in s tem pospeSimo raztapljanje. Prav tako je

opazna spremeba povrSine delcev med mletjem. Porozni delci imajo vecjo povrsino od
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delcev primerljive velkosti z gladko povrsino. Ta sprememba morfologije delcev prav tako

lahko vpliva na izboljSano raztapljanje.

Slika 13: Zgoraj levo - KAR,
nemlet. Zgoraj sredina — KAR, |#
mlet 5 min pri 25 °C. Zgoraj
desno — KAR, mlet 60 minut pri |§&
25 °C. Spodaj sredina — KAR, |#5
mlet 5 minut pri 4 °C. Spodaj
desno — KAR, mlet 60 min pri 4 |8
°C. Vse 2000x povecava.

4.5 Dolocanje porazdelitve velikosti delcev glutarne Kkisline, mlete pri

razli¢nih temperaturah

45.1 Analiza z lasersko difrakcijo
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Slika 14: Vrednost ds, (levo) in dy (desno) GLU, mlete pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v heksanu.

Na Sliki1l4 vidimo rezultate meritev velikost delcev izhodne glutarne kisline, predstavljeno
kot dso in dio, ter glutarne kisline, mlete 5 oziroma 60 minut pri 25 °C in 4 °C. V obeh
primerih smo, glede na merjene parametre, dosegli koncno velikost delcev ze po petih
minutah mletja. Pri niZji temperaturi smo obakrat izmerili niZje vrednosti obeh parametrov,
kar potrjuje dosedajSnje ugotovitve, da lahko pri niZji temeperaturi z enakim energijskim
vloZkom dobimo manjSe delce, hkrati pa rezultati kazejo, da lahko z niZanjem temperature
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med mletjem dosezemo velikosti delcev, ki jih ne moremo pridobiti s podaljSevanjem casa

mletja pri visji temperaturi.
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Slika 15: Porazdelitev velikosti delcev GLU pred in po mletju pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v
heksanu (KUM - kumulativne porazdelitvene frekvence).

Iz Slike 15 je razvidno, da je vecina delcev izhodne snovi vecjih od 600 um. Po 5 minutah
mletja pri nizji temperaturi smo Ze dosegli limito mletja, pri visoki temperaturi pa smo po
60-ih minutah mletja dobili vec¢ji odstotek frakcije med 10 in 60 pum ter malenkostno
manjSe delce v razredu nad 150 um. Odstotek delcev, manjSih od 10 um, je po mletju pri

nizji temperaturi bistveno vec¢ji.

4.5.2 Opti¢na analiza z elektronskim mikroskopom

Slika 16: Zgoraj levo - GLU,]
nemleta, 150x povedava. Zgoraj
sredina — GLU, mleta 5 min pri
25 °C. Zgoraj desno — GLU,
mleta 60 min pri 25 °C. Spodaj
sredina — GLU, mleta 5 min pri 4 “
°C. Spodaj desno — GLU, mleta |9
60 min pri 4 °C. Vse 2000x |{
povecava. .
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Slika 16 prikazuje delce izhodne glutarne kisline, ter glutarne kisline, mlete 5 in 60 minut
pri razliénih temperaturah. Delci izhodne glutarne kisline so nepravilnih oblik, z ostrimi
robovi, velikosti ve¢inoma nad 300 pum. Na povrSini velikih delcev vidimo adherirane
manjSe delce.

V vseh vzorcih mlete GLU opazamo porozne delce, ki jih v izhodni spojini nismo zaznali.
Delez poroznih delcev naraS€a s Casom trajanja mletja. Prav tako opazimo vecji delez
poroznih delcev v vzorcih, mletih pri niZji temperaturi. 1z tega lahko sklepamo, da je do
spremembe povrsine prislo preko taljenja, saj prihaja zaradi nizje temperature sistema do
taljenja le na povrsini delcev. Zato tudi tezje pride do aglomeracije, kar se kaze v manjsih
delcih, pridobljenih pri nizji temperaturi..

Limito mletja glutarne kisline smo dosegli Ze po 5-ih minutah mletja, vsa nadalje dovedena
mehanska energija pa ima za posledico spremembo povrSine delcev glutarne Kisline.

Za dokon¢no potrditev te domneve bi bilo potrebno narediti primerjalno DSC analizo med

izhodno snovjo ter mletimi vzoreci.

4.6 Dolocanje porazdelitve velikosti delcev fumarne Kkisline, mlete pri

razli¢nih temperaturah

4.6.1 Analiza z lasersko difrakcijo
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Slika 17: Vrednost ds, (levo) in djo (desno) FUM, mlete pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v heksanu.

Slika 17 predstavlja rezultate analize velikosti delcev fumarne kisline z laserskim
difraktometrom. Opazimo lahko, da smo kon¢no vrednost djg prakticno dosegli ze po petih
minutah mletja, medtem ko se je vrednost dso Se zmanjSevala tekom 60 minutnega mletja.
Zaradi dejstva, da je za mletje manjSih delcev potrebno dovesti ve¢ energije kot za mletje

vecjih, bi sklepali, da bo najprej prislo do zmanjsanja vecjih delcev.
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Pri manjsih delcih smo dosegli limito mletja v krajSem casu kot pri vecjih. Na podlagi teh
rezultatov pa lahko sklepamo, da je FUM relativno mehka snov, kjer je energija, potrebna

za zacetek loma, v povprecju manjsa kot pri GLU.
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Slika 18: Porazdelitev velikosti delcev FUM pred in po mletju pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v
heksanu (KUM - kumulativne porazdelitvene frekvence).

Rezultati meritev porazdelitve velikosti delcev fumarne kisline z laserko difrakcijo so
prikazani na Sliki 18. Ponovno opazamo, da smo pri nizji temperaturi dosegli znatno
manjSe delce. Pri mletju pri 25 °C smo dobili v obeh primerih podoben delez delcev,
manjSih od 10 um, pri 4 °C pa se je delez te frakcije poveceval tudi po prvih petih minutah
mletja.

Pri manjsih delcih smo dosegli limito mletja v krajSem casu kot pri vecjih. Na podlagi teh
rezultatov pa lahko sklepamo, da je FUM relativno mehka snov, Kkjer je energija, potrebna
za zacetek loma, v povprecju manjsa kot pri GLU.

Pri obeh vzorcih mletih 60 minut lahko opazimo rahlo odstopanje od normalne
razporeditve velikosti delcev v obmoc¢ju nad 200 um (25 °C) oz 100 um (4 °C). Iz tega

lahko sklepamo na aglomeracijo vecjih delcev.

4.6.2 Opti¢na analiza z elektronskim mikroskopom

Na Sliki 19 prikazuje delce izhodne fumarne kisline, ter fumarne kisline, mlete 5 in 60
minut pri 25 °C in 4 °C. Delci nemlete fumarne kisline so nepravilnih oblik z zaokrozenimi
ploskvami in ostrimi robovi. Na prelomih delcev vidni vzporedne linije, ki prestavljajo
meje heksagonalnih kristalov, ki tvorijo posemezen delec. Pri mletju pri visji temperaturi

se velikost delcev zmanjSuje sorazmerno s ¢asom mletja, aglomeriranih delcev ne
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opazimo. Pri vzorcu, mletem 5 minut lahko opazimo delec s porozno povrsino, ki se
bistveno razlikuje od nemletih delcev.

V vzorcu, mletem 60 minut pri 4 °C vidimo popolnoma porozne delce. Podobno kot v
primeru glutarne Kisline lahko sklepamo, da je prislo do spremembe povrsine delca potem,
ko smo Ze dosegli limito mletja, in je ta sprememba posledica taljenja vzorca zaradi

ponavaljajo¢e mehanske obremenitve.

nemleta, 150x povecava. Zgoraj |
sredina — FUM, mleta 5 min pri |3%
25 °C. Zgoraj desno — FUM, |
mleta 60 min pri 25 °C. Spodaj .
sredina — FUM, mleta 5 min pri | ¢
4 °C. Spodaj desno — FUM, mleta | ¥
60 min pri 4 °C. Vse 2000x
povecava.

4.7 Dolocanje porazdelitve velikosti delcev oksalne kisline, mlete pri razli¢nih

temperaturah

4.7.1 Analiza z lasersko difrakcijo

izg 1 #25°C 70 P 425°C
.6 e4°C £ 601 ¢ e4°C
£ 140 ¢ g
= = 50 -
> 120 - >
%100 : % 40 -
T 80 - o 30 1
8 60 - ) i
= 404 ¢ . £ 20
© 7 * ]
> 50 > 10 A
0 T T T O . T T F
0 20 40 60 0 20 40 60
cas mletja (min) cas mletja (min)

Slika 20: Vrednost ds, (levo) in di (desno) OKS, mlete pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v heksanu.

Na Sliki 20 so predstavljeni rezultati meritev dsp in dio oksalne kisline v odvisnosti od ¢asa
in temperaure mletja. Vrednost dio prakticno doseze minimalno kon¢no vrdnost po 5

minutah mletja pri 4 °C, medtem ko je sprememba dio pri 25 °C minimalna. Po 60-ih
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minutah mletja se ti dve vrednosti izenacita. Vrednost dsp po 5 minutah mletja pri visji
temperaturi naraste, medtem ko se pri nizji temeperaturi v prvih minutah mletja ta vrednost
hitro zniza ter nato z daljSim ¢asom mletja pocasi pada. Za mletje oksalne kisline ne

moremo trditi, da smo dosegli limito mletja.
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Slika 21: Porazdelitev velikosti delcev OKS pred in po mletju pri 25 °C in 4 °C, izmerjeno v
heksanu (KUM - kumulativne porazdelitvene frekvence).

Pri proucevanju razultatov analize porazdelitve velikosti delcev oksalne kisline (Slika 21)
opazimo rahel premik k ve¢jim delcem po 5-minutnem mletju pri 25 °C, predvsem na
ra¢un aglomeracije delcev, manjsih od 40 pm, in delcev, ve¢jih od 150 pm. Po 60 minutah
mletja pri visji temperaturi pa je opazen znaten premik v smeri manjsSih delcev. Pri mletju
pri 4 °C pa najvecjo spremembo opazimo tekom prvih 5 minut mletja. 60 minut mletja
oksalne kisline pri niZji temperaturi pa se kaze v povecanju deleza delcev, manjsih od 80

um ter v zmanjSanju deleza delcev, vecjih od 100 um.

4.7.2 Optic¢na analiza z elektronskim mikroskopom

Opti¢na analiza vzorcev oksalne kisline, mlete pri razli¢nih temperaturah razli¢no dolgo
Casa nam daje zanimiv vpogled v obnaSanje delcev na mikro nivoju. Na sliki nemlete
oksalne kisline vidimo aglomerate delcev v velikosti od 50 do 100 um, ki so sestavljeni iz
mikrometrskih delcev enakomernih pravokotnih oblik, ki oblikujejo nekaksno tri
dimenzionalno votlo strukturo. V vzorcu, mletem 5 minut pri sobni temperaturi vidimo

posamezne palicaste delce, velike 30 do 40 um ter ve¢je aglomerate, v vzorcu, mletem 60
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minut pri isti temperaturi pa so vidni pretezno 10 do 50 pm delci s porozno povrsino (Slika
22).

Z mletjem pri nizji temperaturi smo v obeh primerih dosegli manjSe delce kot pri visji
temperaturi, hkrati pa je bila sprememba povrsine bolj ocitna pri nizjih temperaturah, kar

potrjuje prejSnje domneve, da delce s hrapavo povrsino laZze pridobimo pri niZjih

temperaturah.

Slika 22: Zgoraj levo - OKS,|
nemleta. Zgoraj sredina — OKS, :
mleta 5 min pri 25 °C. Zgoraj ;Q ;
desno — OKS, mleta 60 minut pri &=
25 °C. Spodaj sredina — OKS, ft
mleta 5 minut pri 4 °C. Spodaj \"‘».\
desno — OKS, mleta 60 min pri 4 -
°C. Vse 2000x povecava. .

4.8 Analiza binarnih zmesi karvedilola

4.8.1 Dolocanje gostote binarnih zmesi karvedilola s helijevim piknometrom

1,6500
~ ® KAR+GLU
—
[J B KAR+FUM
1,5500
i KAR+OKS ¢ KAR+SUK
. X KAR+OKS
1,4500 i KAR+CIT
! i KAR+FUM ® KAR+MALE
T KAR+MALE
1,4000 ° ARssUK | KARFMALO A KAR+MALO
13500 & i KAR+GLU ¢ KAR+VIN
® KAR+BIK
1,3000 T ' ' "| & KAR+NaCl
0 2 4 6 8

Slika 23: Gostote binarnih zmesi karevedilola v odvisnosti od ¢asa mletja.
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Z analizo prave gostote binarnih zmesi karvedilola (Slika 23) smo zeleli ugotoviti, ali je
mogoce zaznati spremembe, nastale kot posledice mletja karvedilola s pomozno snovjo.
Tekom mletja namre¢ lahko prihaja do nastankov kokristalov, kar bi lahko vodilo v
spremembo gostote. Pavlin v svoji diplomski nalogi poro¢a o moznostih izdelave binarnih

kokristalov karvedilola z metodo mletja (65).

Dolocili smo pravo gostoto fizikalnim zmesem iz izhodnih surovin ter zmesem, mletih 5
minut. Dobljene rezultate smo primerjali s teoreticno izracunanimi gostotami za
posamezno binarno zmes. Teoreticne gostote smo izracunali iz literaturno dostopnih
podatkov o gostotah snovi, masnega deleza posamezne komponente v zmesi ter
predpostavki, da v fizikalni zmesi ne potekajo procesi, ki bi lahko vplivali na spremembo
prave gostote.
(55)(56)(57)(58)(59)(60)(61)(62)(63)(64).

Vodoravne ¢{rte predstavljajo teoreticne gostote binarnih zmesi

Meritev gostote binarne zmesi KAR + GLU in KAR + SUK, mletih 5 minut, nismo
opravili, saj je prislo do taljenja sestavin in zato meritev gostote s helijevim piknometrom
ni bila izvedljiva. Ostali podatki so prikazani na Sliki 23 in kaZzejo veliko mero ujemanja z

izracunanimi teoreti¢nimi gostotami.

4.8.2 Dolocanje velikosti delcev karvedilola po mletju binarnih zmesi

Preglednica 10: Porazdelitev velikosti delcev karvedilola ter binarnih zmesi karvedilola s
pomoznimi snovmi, mletih 5 minut pri 25 °C. Izmerjeno v vodi.

Cas Tmletja
Material mletja ey dpov (UM)  dig (UM) dso (MM) dgo (M)
: O
(min)
KAR 0 69,09+£498 7,71+£0,19 32,07+0,37 273,21+ 32,62
KAR 5 25°C 53,18+1,60 6,01+£0,14 3750+0,74 120,66 +5,94
KAR + BIK 5 25°C 4259+1,00 3,69+0,30 31,82+0,05 78,79 £ 1,00
KAR + CIT 5 25°C 37,11+198 0,51+0,01 25,78+0,22 73,16 £ 4,63
KAR + MALE 5 25°C 7,31+0,11 0,15+0,01 0,34+0,01 0,81+0,01
KAR + MALO 5 25°C 42,26+7,61 0,10+£0,00 0,24+0,01 250,33+21,94
KAR + NaCl 5 25°C 47,81+£0,32 9,73+0,45 43,09+0,07 90,90 £ 0,87
KAR + VIN 5 25°C 37,76 £1,33 0,11+£0,01 0,27+0,02 68,90 £ 5,52

Binarne zmesi smo mleli karvedilola in pomozne snovi smo mleli 5 minut pri 25 °C. Te
rezultate smo nato primerjali z vrednostmi porazdelitve velikosti delcev karvedilola, ki

smo ga mleli 5 minut.
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V Preglednici 10 so zbrani rezultati dolo¢anja vrednosti dpoy, 1o, dso IN dgo, SKupaj s
standardnim odklonom. Izstopajo predvsem rezultati meritev zmesi karvedilola z MALE,
MALO in VIN.

100 -
90 - /
80 -
70 -
:,\? 60 - karvedilol 5 min KUM
E’ 50 - k + bikarbonat 5 min KUM
TE 40 - k + citronska 5 min KUM
k + maleinska 5 min KUM
30 -
k + malonska 5 min KUM
20 -
k + NaCl 5 min KUM
10 k + vinska 5 min KUM
0 1 T T T 1
0,01 0,1 1 . 0 100 1000
velikost delcev (lp.m)

Slika 24: Porazdelitev velikosti delcev izhodnega karvedilola ter binarnih zmesi karvedilola,
mletih 5 minut pri 25 °C, izmerjeno v vodi (KUM - kumulativne porazdelitvene frekvence).

Rezultati analize binarnih zmesi karvedilola z lasersko difrakcijo so grafi¢no prikazani na
Sliki 24, kjer prav tako iztopajo rezultati prej omenjenih snovi. Po mletju KAR skupaj z
MALE, MALO in VIN opazimo, da je krivulja porazdelitve velikosti delcev pomaknjena
izrazito v levo, kar kaze na prisotnost delcev, ve¢inoma manjs$ih od 1 um. Ti rezultati na
prvi pogled kaZejo na ogromno spremembo v procesu mletja karvedilola z omenjenimi
snovmi. Tehten razmislek pa nas vodi do zakljucka, da gre za napako metode. Omenjene
tri snovi so kisline, ki po dispergiranju vzorca v netopilu zadosti spremenijo pH mikro
okolja, da pride do raztapljanja karvedilola. Karvedilol je v nevtralnih vodnih raztopinah
sicer prakti¢no netopen, se pa topnost in hitrost raztapljanja veca z niZanjem pH. Na hitrost
raztapljanja lahko vpliva tudi Na-SDS, povrSinsko aktivna snov, ki smo jo uporabili za
povecanje mocenja delcev karvedilola. Znano je namre¢, da dodatek povrSinsko aktivne

snovi kot tudi samo dodatek pomozne snovi lahko poveca hitrost raztapljanja (66)(67).

Mletje v kombinaciji s citronsko kislino daje vecji odstotek delcev manjsih od 10 pm kot v
primeru mletja ekvivalentne koli¢ine Cistega karvedilola. Z uporabo natrijevega klorida kot

pomozne snovi pa smo dobili delce ve¢je kot pri mletju Cistega karvedilola. 1z tega lahko
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sklepamo, da gre v primeru NaCl za elasticen material, ki je tezaven za mletje in absorbira

veliko energije, ki se ne uporabi za mletje karvedilola.

Za rezultate meritev porazdelitve velikosti delcev karvedilola po mletju z natrijevim
hidrogen karbonatom pa lahko re€emo, da je porazdelitev velikosti delcev enaka

porazdelitvi velikosti delcev Cistega karvedilola po enakem ¢asu mletja.

Iz omenjenih rezultatov ni mogoc¢e podati enozna¢nega zakljucka. Ker gre pri karvedilolu
in ostalih snoveh za realne vzorce, je multimodalna razporaditev velkosti povsem obicajna.
Ker se za mletje manjSih delcev porabi ve¢ energije na enoto, je mozno, da heterogenost
preiskovanih materialov onemogoca bolj natanéne pogled na problem. Veéje delce
naceloma lazje meljemo, zato je mozno, da s tem, ko le-ti razpadajo na veliko Stevilo
manjSih, prekrijejo prekrijejo spremembe delcev manjSih velikosti. Za bolj podrobno
razlago bi bilo potrebno poizkus ponoviti z oZjimi velikostnimi porazdelitvami posameznih
snovi z uporabo samo doloc¢enih frakcij. Hkrati pa bi bilo potrebno dolo¢iti Young-ov
modul, ki je merilo elasti¢nih lastnosti material, ter trdoto posameznih snovi, saj bi nam to

dalo dodatno merilo za vrednotenje preiskovanega problema.

4.8.3 Opticna analiza z elektronskim mikroskopom

Slika 25: Zgoraj levo -KAR +|
VIN. Zgoraj sredina — KAR +
MALE. Zgoraj desno — KAR +
CIT. Vse mleto 5 minut pri 25°C
Spodaj sredina — KAR + MALE,
Fl-zmes. Spodaj desno — KAR +
MALE, mleto 5 min pri 25 °C.|&
Vse 2000x povecava.

Pri mletju karvedilola s pomoZnimi snovmi opazamo, da prihaja do tvorbe aglomeratov, pri
¢emer se delci pomozne snovi adherirajo na delce karvedilola. V zgornji vrsti na Sliki 25
so od leve proti desni prikazani vzorci zmesi KAR + VIN, KAR + MALE ter KAR + CIT.

Slike teh vzorcev so bile posnete takoj po mletju.
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V spodnji vrsti pa je posnetek vzorca fizikalne zmesi izhodnega karvedilola in maleinske
Kisline (levo) ter iste zmesi po 5 minutnem mletju pri 25 °C (desno) po raztapljanju
pomozne snovi v vodi ter filtriranju preostalih delcev.

Maleinska kislina je v vodi dobro topna, zato lahko v mikro okolju pride do zadostnega
znizanja pH-ja, ki lahko privede do raztapljanja sicer v vodi netopnega karvedilola. To
domnevo potrjuje tudi dejstvo, da so opazovani delci prakticno identi¢ni v mletem in

nemletem vzorcu.
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5 SKLEP

Proucevali smo vpliv temperature na mletje u¢inkovine karvedilola ter Stirih pomoznih
snovi ter vpliv pomozne snovi na rezultat mletja binarne zmesi karvedilola in Sestih
pomoznih snovi. Preizkuse smo izvajali z uporabo laserske difrakcije, analize gostote,

vizualne analize z elektronskim mikroskopom ter diferen¢no dinamic¢no kalorimetrijo.

Kljub morfoloskim spremembam delcev ni prislo do spremembe prave gostote vzorcev, ne
glede na ¢as in temperaturo mletja. Podobno nismo opazili spremembe pravih gostot med
mletjem binarnih zmesi karvedilola. Zaklju¢imo lahko, da morebitne spremembe

molekulske strukture v delcih z merjenjem gostote nismo zaznali.

Rezultati termic¢ne analize karvedilola kazejo na spremembe inducirane z mletjem. Pri
mletem karvedilolu smo zaznali amorfnost vzorca, ki pri segrevanju kristalizira. Amorfno
stanje karvedilola je nestabilno. Rekristalizacija spontano in hitro potece ze pri sobni

temperaturi.

Proucevanje morfoloskih lastnosti delcev v kombinaciji z analizo porazdelitve velikosti nas
vodijo do sklepa, da temperatura bistveno vpliva na izid mletja, tako glede same
porazdelitve velikosti delcev kot tudi njihove morfologije. Ugotovili smo, da z zniZzanjem
temperature med mletjem lahko hitreje in energetsko ucinkoviteje dosezemo Zelene cilje
mletja. Hkrati pa smo pokazali, da pri niZji temperaturi mletja nastanejo bolj porozni delci

s hrapavo povrsino, kar je posledica hitrejSega ohlajanja staljene povrSine delcev.

Z uporabo natrijevega klorida smo v primerjavi z ostalimi uporabljenimi pomoznimi
snovmi sicer dobili ve¢je delce karvedilola, vendar to nakazuje, da pomozna snov lahko
vpliva na velikost delcev produkta. Zaradi preprostosti metode je smiselno nadaljevati
zastavljeno raziskavo, ki bo pokazala in dodatno razjasnila, kakSen je vpliv dodajanja
pomoznih snovi k materialu, ki ga meljemo. Po drugi strani pa smo pokazali, da dolo¢ene
pomozne snovi lahko drasti¢no povecajo hitrost raztapljanja nekaterih slabo topnih snovi,
kar klice po dodatnem raziskovanju vpliva pomoznih snovi, morfologije in temperature na

hitrost raztapljanja.
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