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SEZNAM OKRAJSAV

a - velika polos v elipsi, ki obkroza delec
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ang. — anglesko
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EMS — ucinkovita izbira modela

FSR — postopna vkljucitvena regresija

HR — Hausnerjevo razmerje

J — hitrost jedrenja

Konc. lakt. — koncentracija laktoze v raztopini laktoze
KS — kristalizacijski sistem

Maglo — Masa vseh pridobljenih aglomeratov
Miak — Masa raztopljene laktoze

N — Stevilo eksperimentov

NQPRD — normalni kvantilni graf za porazdelitev rezidualov



p — Stevilo faktorjev
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PSD — porazdelitev velikosti delcev
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Y — izkoristek

vy — medfazna napetost

AG' — aktivacijska energija



u — kemijski potencial
v —molski volumen
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POVZETEK

Sferi¢na kristalizacija je metoda nacértovanja delcev, s katero lahko izboljsamo pretocne
lastnosti delcev in njihovo stisljivost. Kljub prednostim, sferi¢na kristalizacija Se vedno ni
pogosto uporabljena v farmacevtski industriji. Mozen razlog je pomanjkanje razumevanja
procesa. Znanje o procesu lahko naju¢inkoviteje pridobimo z nac¢rtovanjem eksperimentov,
pri ¢emer je dokonéni presejalni nacrt (ang. »definitive screening design«; DSD) priporo€ljiv
pristop. V nasi Studiji smo nacrtovali DSD za proces sferi¢ne kristalizacije laktoze, pri ¢emer
smo kot netopilo uporabili aceton. Proucevali smo vplive koncentracije raztopine laktoze
(Konc. lakt.), volumskega razmerja med netopilom in celotnim kristalizacijskim sistemom
(V razmerje), temperature kristalizacijskega sistema (Temp.), hitrosti dodajanja raztopine v
netopilo (v(dod)), hitrosti mesanja (v(mes)) in ¢asa mesanja po celotnem dodatku raztopine
(t(dod.mes)) (faktorji) na izkoristek procesa, parametre velikosti delcev D10, D50, D90,
porazdelitev velikosti delcev (PSD), morfoloske lastnosti (ovalnost in hrapavost delcev) in
Hausnerjevo razmerje, ki podaja informacijo o preto¢nih lastnostih delcev (odzivi). S
pomocjo dobljenih rezultatov smo dolodili faktorje z najvecjim vplivom na posamezne
odzive in za vsak odziv naredili statisti¢ni model. Na izkoristek procesa imajo najvecji vpliv
faktorji Konc. lakt. (negativen kvadratni u¢inek), V razmerje (z visanjem povecuje izkoristek)
in Temp. (z visanjem zmanjSuje izkoristek). Vsi aktivni faktorji so v medsebojnih
interakcijah, ki bistveno vplivajo na izkoristek. Na D10 in PSD najbolj vpliva v(mes) (z
visanjem znizuje D10 in zvisuje PSD), na D50 pozitiven kvadratni u¢inek Konc. lakt., na
D90 pa interakcije posameznih faktorjev. Ovalnost delcev se z zviSevanjem Konc.lakt.
povecuje, z zviSevanjem t(dod.mes) znizuje, pomemben vpliv pa imajo tudi interakcije med
faktorji. Na hrapavost delcev vplivata Temp, in V razmerje, ki jo z zviSevanjem zniZujeta.
Hausnerjevo razmerje se z zvisevanjem Temp. znizuje in z zviSevanjem V razmerja zvisuje,
pomemben vpliv pa ima Se dvofaktorska interakcija. Vplive faktorjev lahko razlagamo z
njihovim vplivom na prenasicenje in na sile, ki delujejo na delce v kristalizacijskem sistemu.
Glede na obliko osnovnih kristalov smo sfericne aglomerate razdelili v $tiri morfoloSke
skupine (Prizme, Piramide, Iglice in Ostali). Ugotovili smo, da obstaja doloc¢en trend
vrednosti nekaterih procesnih parametrov pri Prizmah in Iglicah ter da oblika osnovnih

kristalov lahko vpliva na strukturo sferi¢nih aglomeratov in posledi¢no na njihove lastnosti.

Kljuéne besede: sferi¢na kristalizacija, laktoza, nacrtovanje eksperimentov, definitive

screening design, statisticni model
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ABSTRACT

Spherical crystallization is a method for particle engineering, which enables the
improvement of flowability and compressibility of particles. However, despite advantages
spherical crystallization is still not very common in the pharmaceutical industry. A possible
reason could be lack of process understanding. Process knowledge is most efficiently
obtained by implementing design of experiments approach, among which definitive
screening design (DSD) has gained considerable attention in recent time. In our study, we
designed DSD for the process of spherical crystallization, wherein acetone was used as
antisolvent. We studied the effects of lactose solution concentration (Conc. lact.), volume
ratio between antisolvent and the whole crystallization system (V ratio), temperature of the
crystallization system (Temp.), velocity of the lactose solution addition to the antisolvent
(v(add)), agitation speed (v(agi)) and agitation time after the complete addition of the lactose
solution (t(add.agi)) (factors) on process yield, particle size parameters D10, D50, D90,
particle size distribution (span), morphological properties (roundness, solidity) and Hausner
ratio, which gives us information about the flowability of the particles (responses). We
determined the factors with the largest influence on individual responses and made a
statistical model for each response. The greatest influence on yield have factors Conc. lact.
(negative quadratic effect), V ratio (with increasing increases yield) and Temp. (with
increasing decreases yield). All mentioned factors are in reciprocal interactions, which also
have a major effect on the yield. The largest influence on D10 and span has v(agi) (with
increasing decreases D10 and increases span), on D50 positive quadratic effect of Conc. lact.
and on D90 interactions between factors. Roundness increases with increasing Conc. lact.,
decreases with increasing t(add.agi), important are also interactions between factors. Solidity
decreases with increasing Temp. and V ratio. Hausner ratio decreases with increasing Temp.
and decreases with increasing V ratio, important influence has also two-factor interaction.
Based on the crystal habit, we classified spherical agglomerates into four morphological
groups (Prisms, Pyramids, Needles and Others). We observed a certain trend in values of
some process parameters in Prisms and Needles and that the crystal habit can influence the

structure of the spherical agglomerates and consequently also their properties.

Keywords: spherical crystallization, lactose, design of experiments, definitive screening
design, statistical model

VII
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1. UVOD

Tablete so najbolj zazelena farmacevtska oblika v farmacevtski industriji (1). Razlog je v
relativno nizkih stroskih proizvodnje, pakiranja in transporta, v manj zahtevnih
administracijskih postopkih med proizvodnjo in dobri stabilnosti. Prav tako je aplikacija
tablet peroralna, kar je najpogostej$i nacin dostave zdravilne ucinkovine. Preferen¢na
metoda izdelave tablet je direktno tabletiranje, saj je stroskovno uéinkovitejSe in je
validacija procesa enostavnejSa v primerjavi s preostalimi procesi preoblikovanja delcev
pred konénim stiskanjem zmesi v tableto (mokra ali suha granulacija ...) Direktno
tabletiranje aktivnih ucinkovin je mozno, ko ima tabletirna zmes dobre pretoc¢ne in
kompresibilne lastnosti, kar je problem pri mnogih zdravillnih u¢inkovinah (1). Na te
sekundarne fizikalno-kemijske lastnosti vplivajo primarne fizikalno-kemijske lastnosti, kot
so velikost, porazdelitev velikosti, oblika, gostota, poroznost in morfologija delcev (2).
Obicajno lahko te lastnosti zdravilne u¢inkovine izboljsamo z dodatkom ustreznih pomoznih
snovi ali z inZeniringom delcev, pri ¢emer je najpogostejsa metoda mokro granuliranje.
Dodatek polnil (pomozna snov) v preveliki koli¢ini ni najbolj$a metoda, ker prinasa veliko
kon¢no maso tablete, kar ni zazeleno (1). Mokro granuliranje je energetsko potratno, prav
tako pa lahko vpliva na stabilnost uéinkovin, ki so obcutljive na vlago ali povisano

temperaturo (3).

Sferi¢na kristalizacija je metoda, ki omogoca doseganje Zelene velikosti delcev, izboljSanje
pretocnih in kompresibilnostnih lastnosti delcev, vplivamo pa lahko tudi na profil sprosc¢anja
zdravilne ucinkovine (3). Najpogosteje jo uporabljamo za izboljSanje lastnosti aktivnih
ucéinkovin, saj omogoca aglomeracijo Kristalov direktno v reaktorju, kjer lahko kontroliramo
tudi lastnosti nastalih aglomeratov. Poleg tega pa jo lahko uporabimo tudi za izdelavo delcev
pomoznih snovi, ki imajo boljSe mehanske lastnosti (kompresibilnost in kompaktibilnost)
kot delci, pripravljeni z drugimi metodami (npr. granulacija, susenje z razprSevanjem ...)
(4). Kljub nastetim prednostim sferi¢na kristalizacija Se vedno ni pogosto uporabljena
metoda v farmacevtski industriji. IzboljSanje razumevanja procesa in vpliva procesnih
parametrov na pridobljene delce lahko olaj$a implementacijo v industriji (5). Zeleno znanje
najenostavneje pridobimo z izvedbo ustrezno zastavljenih eksperimentov (6). Z
nacrtovanjem eksperimentov (ang. »Design of Experiments«; DOE) lahko proucujemo
lastnosti sistema, postavimo in ovrednotimo meje sistema glede na Zelene lastnosti produkta,

hkrati pa pridobimo najvec statisticno relevantnih podatkov za ustrezno nacrtovanje zelenih
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lastnosti sistema. V uporabi je veliko razlicnih metod DOE-a, relativno nova in vedno bolj
priporocljiva metoda za ugotavljanje vpliva ¢im ve¢ procesnih parametrov na merjen odziv

s ¢im manj eksperimenti pa je dokon¢ni presejalni nacrt (ang. »Definitive Screening Design«;

DSD) (7).
1.1. KRISTALIZACIJA

Kristalizacija je definirana kot fazna sprememba, v kateri iz raztopine dobimo kristalini¢no
snov (8). Kristal je homogena, anizotropna trdna snov, katere gradniki (atomi, ioni ali

molekule) so urejeni v osnovno celico, ki se ponavlja po celotni kristalni mrezi (9,10).

Da kristalizacija potece, je najprej potrebno prenasic¢enje raztopine, temu sledi jedrenje in na

koncu kristalna rast.
1.1.1. Prenasi¢enje

Nasi¢ena raztopina je pri doloceni temperaturi v termodinami¢nem ravnotezju s trdno fazo.
Kljub temu lahko s po€asnim ohlajanjem nasicene raztopine brez meSanja pripravimo
raztopino, v kateri je raztopljeno vec topljenca kot v nasiceni raztopini. Tak$ne raztopine so

prenasic¢ene (11).

Prenasiéenje (S) je gonilna sila kristalizacije in je nujno za njen potek. Definiramo ga lahko
kot razliko med kemijskim potencialom topljenca v prenasiceni raztopini in kemijskim
potencialom topljenca v nasiceni raztopini (Ap), ki je v termodinami¢nem ravnoteZju s trdno

fazo (enacba 1):

A N
S = eR—;E enacba 1

pri ¢emer je R plinska konstanta, T pa temperatura merjenja v kelvinih (11).

Ceprav je enacba 1 termodinami¢no natancnejSa, se za opis prenasi¢enja zaradi prakti¢nih

razlogov pogosteje uporabljajo naslednje enacbe (8,11):

e Razlika v koncentraciji (Ac) med prenasi¢eno raztopino (c) in nasi¢eno raztopino (c”)
(enacba 2)
Ac=c—c" enacCba 2

e Koli¢nik med koncentracijo prenasi¢ene in nasi¢ene raztopine (enacba 3)
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c
§S=—= enacba 3
c
e Relativno prenasicenje (o) (enacba 4)
A
G:_Czs_l enacba 4
C*

Prenasi¢enje lahko ustvarimo na naslednje nacine (8):
e Sprememba temperature (najveckrat ohlajanje)
e Izparevanje topila
e Spreminjanje sestave topila (dodatek netopila)
e Kemijska reakcija

Pri procesu kristalizacije je stopnja prenasi¢enja izrednega pomena, ker doloca kriti¢ni
polmer jedra, hitrost jedrenja in hitrost rasti kristalov posledi¢no pa tudi obliko, velikost in

porazdelitev velikosti nastalih kristalov (8,11).
1.1.2. Jedrenje

Prenasi¢ene raztopine so lahko metastabilne ali nestabilne. Metastabilno ravnoteZje pomeni,
da ima sistem energijo, ki je enaka lokalnemu minimumu, ni pa to najmanj$a mozna prosta
energija v sistemu (slika 1). Manjse spremembe v metastabilnem ravnotezju vodijo vV
povedanje proste energije, zato se sistem povrne v prvotno stanje. Ce pa je sprememba vedja
(potrebna je aktivacijska energija), sistem preide v stabilno ravnotezje. Ko je sistem v
nestabilnem ravnotezju, ze vsaka najmanjSa sprememba vodi do spremembe

termodinamskega ravnotezja (8).

|

prosta @\ =0 @z Meececcce---aa- I

nestabilno

s aktivacijska
energija 5
energija

metastabilno
stabilno

Slika 1: Shematska predstavitev termodinamskih ravnotezij



Danijel Videc Magistrska naloga

Zgoraj opisane spremembe termodinamskih ravnoteZzij pri kristalizaciji lahko ponazorimo s
topnostnim diagramom na sliki 2. V tocki A je sistem nenasicen in je v stabilnem podro¢ju.
Ce sistem ohlajamo, dosezemo najprej stanje nasi¢enosti (spodnja meja metastabilnega
podrocja) in pozneje prenasicenosti. V tocki B je sistem rahlo prenasi¢en in se nahaja v
metastabilnem podrocju. V tej tocki je malo verjetno, da bo poteklo spontano (homogeno)
jedrenje oz. bi moralo za to prete¢i ve¢ dni. Ce sistem ohlajamo dalje, pridemo do tocke C,
kjer je spontano jedrenje bolj verjetno in bi poteklo v krajSem casu. Ko dosezemo zgornjo
mejo metastabilnega podrocja, preidemo v nestabilno podrocje. Tam potece spontano
jedrenje takoj. Jedrenje in poznejSa rast kristalov sta tako mehanizma, s katerima sistem

preide nazaj v stabilno stanje, ki je energetsko ugodnejse (8,11).
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Slika 2: Primer topnostnega diagrama

Samo dosezeno stanje prenasi¢enja torej ni zadosten razlog, da zac¢ne sistem Kristalizirati.
Preden lahko nastanejo kristali, morajo biti v raztopini prisotna jedra, ki delujejo kot centri
kristalizacije. Proces nastajanja kristalizacijskega jedra imenujemo jedrenje (11). Nastane
lahko z ve¢ razlicnimi mehanizmi. Lahko je primarno (potece brez prisotnosti kristalov
topljenca v raztopini) ali sekundarno (potece v prisotnosti kristalov topljenca ali drugih
kristalov v raztopini). Ti kristali delujejo kot katalizatorji jedrenja, zato to potece pri nizjem
prenasi¢enju kot primarno (8). Primarno jedrenje lahko potece po homogenem mehanizmu

(spontano, odvisno samo od stopnje prenasic¢enja) ali po heterogenem mehanizmu (Sprozeno
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s prisotnostjo necistot, tujih delcev ali hrapavosti povrsin reakcijskih posod) (12). Prosta
energija, potrebna za jedrenje je pri heterogenem mehanizmu nizja, kar pomeni, da jedrenje
poteCe pri nizjem prenasicenju. Sekundarno jedrenje je lahko posledica abrazije vecjih
kristalov zaradi hitrega meSanja, trkov kristalov v sistemu (kontaktna nukleacija) ali gojenja,
kjer v nasieno raztopino dodamo kristale snovi, ki bo kristalizirala. Gojenje je lahko
namerno ali nenamerno. Namerno je zelo pogosta metoda v industriji, ker omogoca boljsi
nadzor procesa, po drugi strani pa nenamerno pogosto povzroca Stevilne tezave (npr.

nastajanje nezelenega polimorfa) (11).

Ceprav je homogeno jedrenje redko in v praksi tezko dosegljivo, ve¢ina nukleacijskih teorij
razlaga prav to. Sicer mehanizem jedrenja $e ni natan¢no poznan, najbolj verjetno pa je, da
se molekule topljenca ena za drugo zdruzujejo v jedro, ki tako raste. Proces poteka zelo hitro
in se dogaja predvsem v obmocjih vecje prenasi¢enosti (energija sistema je pri konstantnih
pogojih sicer konstantna, kljub temu pa znotraj sistema prihaja do nihanj energije, kar
privede do lokalnih obmo¢ij, ki so bolj ali manj prenasi¢ena). Stevilna jedra ne zrastejo
dovolj, da bi postala stabilna, zato se raztopijo. Ce pa jedro zraste do kriti¢ne velikosti,
postane stabilno tudi v povpre¢nih pogojih in pozneje zraste v kristal. Slika 3 prikazuje
diagram proste energije jedrenja. Kriti¢ni polmer je meja, ko z rastjo jedra prosta energija
zatne padati, kar je energetsko ugodno in je nadaljnja rast posledi¢no spontan proces. Pri
velikostih, manj$ih od kriticnega polmera pa je rast jedra energetsko neugodna, zato se jedra
raztopijo. S tem lahko razlozimo tudi obstoj metastabilnega obmocja pri prenasic¢enih

raztopinah.

prosta Gibbsova energija, AG

polmer jedra, r.

Slika 3: Diagram proste energije jedrenja
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Velikost kriti¢énega polmera (rc) lahko zapiSemo z enacbo 5 (11):

_ 2yv
e = kTins

kjer je y medfazna napetost med povrsino jedra in kristalizacijskim topilom, v molski

enacba 5

volumen topljenca in k Boltzmannova konstanta. Prav tako predpostavimo, da je jedro
popolna krogla. 1z tega je razvidno, da so za manjsi kriticni polmer (bolj ugodno za jedrenje)

bolj ugodni vecje prenasicenje, vi§ja temperatura in manjSa medfazna napetost.

Hitrost jedrenja (J) je Stevilo jeder, ki se ustvarijo na enoto ¢asa na enoto volumna. Lahko jo

opiSemo z enacbo 6 (11):

16my3v? | AG' .
] = Ae 3K3T3(ns)2" kT enacba 6

kjer je A predeksponentni faktor in AG' aktivacijska energija za molekulsko gibanje do
nastajajoCega jedra. Pri normalni viskoznosti medija prevladuje prvi eksponentni ¢len, kar
pomeni, da so za vi§jo hitrost jedrenja bolj ugodni vecje prenasi¢enje, visja temperatura in
manj$a medfazna napetost. Hitrost jedrenja pa se z veCanjem prenasic¢enja ne visa v nedogled,
saj je na doloceni tocki viskoznost medija tako velika (zelo velik AG'), da je oteZeno gibanje
molekul do nastajajocega jedra in posledicno zacne hitrost jedrenja padati. V enacbi 6
vidimo, da je ob velikem prenasi¢enju prvi eksponentni ¢len zelo majhen in posledi¢no

postane dominanten drugi eksponentni ¢len, kar privede do nizje hitrosti jedrenja (11).
1.1.3. Rast kristalov

Takoj po nastanku stabilnih kristalnih jeder za¢nejo ti rasti v kristale vidnih velikosti (11).
Rast kristalov skupaj z jedrenjem pomembno vpliva na velikost, porazdelitev velikosti,
Cistost in morfologijo kristalov. Med rastjo kristalov poteka ve¢ procesov, ki jih razlagajo
Stevilne teorije, zaradi kompleksnosti pa ni $e nobena uveljavljena kot najbolj pravilna.
Najbolj verjetno je, da je moznih veé¢ razliénih moznosti in kombinacij procesov, ki so
odvisne od pogojev kristalizacije, topila in snovi, ki kristalizira. VVseeno lahko kristalno rast
v grobem razdelimo na prenos gradnikov (molekul topljenca) do kristala in vgradnje v
kristalno resetko. Oboje vpliva tudi na hitrost rasti kristala, ki jo lahko merimo s spremembo
dolzine doloc¢ene dimenzije Kkristala (linearna rast) ali s spremembo mase kristala na enoto
Casa (8,11). Procesni parametri, ki vplivajo na hitrost rasti kristala, so stopnja prenasicenja,
temperatura, hitrost mesanja (vpliva na prenos gradnikov do kristala) in prisotnost necistot.

Kot Ze omenjeno, obstaja vec teorij rasti kristalov, ki jih lahko zdruzimo v tri skupine (11,12):
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e Teorije povrSinske napetosti, ki predpostavljajo, da je oblika rastoCega kristala
posledica iskanja najnizjega energetskega stanja. Te teorije se sicer vedno bolj

opuscajo.

e Difuzijske teorije, ki trdijo da je omejujo¢ dejavnik Kristalne rasti difuzija topljenca

do povrsine kristala.

e Adsorpcijske teorije, ki trdijo, da je vkljucitev molekule topljenca na povrsino

kristala proces, ki najbolj vpliva na hitrost kristalne rasti.
1.2.  SFERICNA KRISTALIZACIJA

Sferi¢na kristalizacija (ang. »spherical crystallization«; SC) je proces, s katerim med
kristalizacijo pridobimo vecje, sferiéne kompaktne delce, imenovane sferi¢ni aglomerati (3).
Prva sta koncept leta 1974 razvila Kawashima in Capes (13), kot novo tehniko za izbolj$anje
fizikalnih lastnosti kristalnega praska. Z njo lahko pripravimo delce, z izboljSanimi
preto¢nimi lastnostmi in dobro stisljivostjo, kar sta najpomembne;jsi lastnosti tabletirne
zmesi za uspesno tabletiranje. Prednosti in slabosti metode so nastete v preglednici 1. V
sistemu hkrati potekajo nastanek in rast kristalov ter aglomeracija le-teh (14). Proces rasti
sferi¢nih aglomeratov lahko razdelimo na §tiri zaporedne stopnje, ki so: obmocje flokulacije
(ang. »flocculation zone«), obmocje nicte rasti (ang. »zero growth zone«), obmocje hitre
rasti (ang. »fast growth zone«) in obmocje konstantne velikosti (ang. »constant size zone).
V obmoc¢ju flokulacije vezivna tekoc¢ina izpodrine teko¢ino na povrS$ini nastalih kristalov in
jih s tvorbo pendularnih tekoc¢inskih mostickov poveze v rahle flokule. V obmocju nicte rasti
se rahli flokuli preoblikujejo v tesno zbite aglomerate, pri ¢emer se iz flokulov iztisne
preostala tekocina. Tako na povr$ini aglomeratov in v porah ostane le vezivna tekocina.
Gonilna sila preoblikovanja so strizne sile, povzrotene z meSanjem, ki povzrocajo trke
peleta-peleta in peleta-mesalo. Obmogje nicte rasti je stopnja, ki doloca hitrost procesa in jo
lahko nadzorujemo s hitrostjo meSanja. Temu sledi obmod¢je hitre rasti, ko se nastali
aglomearati zdruzujejo ob trkih (koalescenca). Pogoj za uspesno zdruzitev je dovolj vezivne
tekocine na povrsini aglomeratov. V obmocju konstante velikosti sferi¢ni aglomerati
prenehajo rasti ali pa se njihova velikost malo zmanjSa. Razlog je v vzpostavitvi ravnotezja
med koalescenco in razpadom sferi¢nih aglomeratov, ki poteka zaradi striznih sil v sistemu

(1,15).
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Preglednica I: Prednosti in slabosti sferi¢ne kristalizacije

Prednosti

izboljSanje preto¢nih lastnosti delcev,
zaradi sferi¢nih delcev. (3,15-17)

izboljSana kompaktibilnost in
kompresibilnost delcev (3)

moznost vpliva na profil spros¢anja (3)

relativno hitra in enostavna izvedba
(3,16)

moznost prekrivanja okusa (15,18)

moznost zdruzitve ve¢  procesov
(sinteza,  kristalizacija, locevanje,

aglomeracija) v en proces (16)

lahko se wuporabi tudi za pripravo
mikrospuzev (ang. »microsponge«),
mikrosfer, nanosfer, nanodelcev in
mikropelet (18)

Slabosti

trenutno Se ni dovolj sistemati¢nega
znanja o vseh procesih, ki potekajo, kar
pomeni vsaj delni razvoj z metodo
poskusov in napak (5)

tezavna izbira primernih topil (18)
tezavna optimizacija
parametrov (18)

velika poraba organskih topil (19)

procesnih

Proces sferi¢ne kristalizacije potece pri pravih eksperimentalnih pogojih (sestava topila,

temperatura sistema, stopnja prenasi¢enja, hitrost mesanja) (3). V preglednici Il so nasteti

vplivi razli¢nih procesnih parametrov na lastnosti dobljenih sferi¢nih aglomeratov, ki so bili

ugotovljeni v preteklih raziskavah. V oklepaju so zapisane metode sfericne kristalizacije, pri

katerih je bil omenjen vpliv opazen.

Preglednica Il: Vpliv procesnih parametrov na lastnosti sferi¢nih aglomeratov.

Procesni parameter

Vpliv na lastnost sfericnih aglomeratov

Hitrost meSanja

Z vecanjem hitrosti meSanja se zaradi vecjih striznih sil viSa
hitrost rasti in manjSa velikost delcev. Prav tako nastajajo manj
porozni mehanskim
obremenitvam. (SC, SA, QESD) (1,13,15-17,20,21).

Pri nizjih hitrostih mesanja lahko nastajajo bolj nepravilne sfere.
(SC) (1)

Pri visjih hitrostih mesanja nastajajo manjsi delci, bolj nepravilnih
oblik. (QESD) (14)

S hitrej$im meSanjem se poveca nasipna gostota. (QESD) (17)

aglomerati, ki so bolj odporni proti
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T1-T2
(T1 = temperatura
raztopine substance;

T, = temperatura

Vecdja je razlika, manj$i aglomerati nastajajo. (SA) (16)
Razmerje vpliva na obliko in strukturo. (QESD) (14)
Manjsa je razlika, hitrejSi je masni transport topil, pride tudi do

ve¢jih aglomeratov. Prav tako je skorja votlih sferi¢nih

netopila) aglomeratov bolj debela, sfericni aglomerati so posledi¢no bolj
gosti. (QESD) (20)
Pri nizji razliki so ploskve kristalov v delcih zaznavne, pri visji pa
so ploskve posSevne in neorganizirane. (QESD) (20)

Koli¢insko Vec je topila, manjSo nasipno gostoto imajo aglomerati. Razlog je

razmerje med
topilom in

netopilom

v tem, da so aglomerati vecji in bolj podolgovati, kar jim daje
slabse preto¢ne lastnosti. (SA) (22)

Vec je topila, vedji kristali nastajajo in sferi¢ni aglomerati so bolj
kristalini¢ni. Posledi¢no se zniza hitrost raztapljanja. (SA) (22)
Vec je topila, manjsi delci nastajajo, ker je difuzija topil zaradi
boljSega mesanja topil hitrejsa (QESD) (17)

Vel je topila, vecdji delci nastajajo, sferi¢nost je manjsa, nastaja
tudi ve¢ nevotlih sferi¢nih aglomeratov, ki so vedno bolj gosti.
Razlog za nasproten uc¢inek deleza topila na velikost delcev med
tem in zgornjim primerom bi lahko bil v drugaéni izbiri topila in
netopila (pri tem primeru se topilo in netopilo meSata v vseh
razmerjih, pri zgornjem pa ne, zato je pri tem primeru difuzija pri
ve¢jem delezu topila pocasnejSa, saj jo doloca razlika v
koncentraciji topil in ne hitrost mesanja) (QESD) (20)

Vec je topila, vecji delci nastajajo, ker topilo deluje kot vezivo.
Prav tako so delci bolj sferi¢ni, a je vpliv mali. Posledi¢no se
izboljSujejo tudi pretocne lastnosti, na neki tocki ve€anja koli¢ine
dobrega topila pa se zacnejo poslabsevati, ker so povrsine delcev

vedno bolj hrapave. (CCA) (23)

Temperatura

sistema

Vpliva na obliko, velikost in teksturo sferi¢nih aglomeratov. (SC)
(21)

Pri nizjih temperaturah nastajajo vecji delci. (SC) (1)

Koli¢ina dodanega

emulgatorja

Emulgatorji preprecujejo preveliko koalescenco in posledi¢no

dobimo manjSe delce. V kolik$ni meri preprecujejo koalescenco,
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je odvisno od vrednosti HLB (Zelimo, da je ¢im blizje substanci,
ki kristalizira in aglomerira). Vpliv ima tudi lipofilnost netopila.
Koalescenco bolje preprecujejo emulgatorji z manjSo molsko
maso, ker hitreje difundirajo do povrSine aglomeratov. (QESD)
()

Dodan emulgator zmanjsuje izkoristek. Razlog je povecana
topnost in vecje lepljenje na stene zaradi lepljivega polimernega
ovoja. (QESD) (5)

Z visokim delezem emulgatorja nastajajo vecji delci, ki imajo
nizjo nasipno gostoto. (QESD) (20)

Pri ve¢jih koncentracijah emulgatorja nastajajo vec;ji delci, s §irSo

porazdelitvijo velikosti. (QESD) (24)

Koli¢ina vezivne

tekocine

Manj je vezivne tekocCine, manjsi so aglomerati. (SA) (16)

Ce je vezivne teko¢ine premalo, aglomeracija ne potece, &e je je
prevec, nastajajo kepe. (QESD) (14)

Ce se doda vse naenkrat, nastanejo kristali nepravilnih oblik, ¢e se
dodaja postopoma pa nastanejo sferi¢ni aglomerati (QESD) (14)
Vec¢ kot je dodanega polimera (PEG), vecji delci nastajajo, ker
lahko PEG deluje kot vezivo. Prav tako so delci bolj sferi¢ni, ker
se PEG adsorbira na povrSino aglomeratov in kontrolira oz.

blokira rast kristalov. (CCA) (23)

Cas procesa

Vpliva na odpornost sferi¢nih aglomeratov na mehanski stres.
(SC) (21)

Dlje kot proces traja, vecji delci nastajajo. (SC, QESD) (1,24)

Ce proces prekinemo prehitro, ne nastanejo sferi¢ni aglomerati.
(QESD) (14)

Velikost kapljice

nasicene raztopine

Povprecna velikost delca sovpada z velikostjo kapljice nasicene
raztopine. Velikost kapljice je odvisna od polmera kapilare, kar
pomeni, da vecji kot je polmer kapilare, vecji so dobljeni delci
(QESD) (20,25)

10
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Hitrost dodajanja | Nasipna in zbita gostota se zmanjSujeta z vecjo hitrostjo
raztopine substance | dodajanja. (QESD) (20)

Vv netopilo

Koncentracija Ko se zniza, se zmanjSa deleZ primarnih kristalov (QESD). (20)

substance v dobrem

topilu

Najpogostejsi metodi sfericne kristalizacije sta sfericna aglomeracija (ang. »spherical
agglomeration«; SA) in difuzija topila iz kvaziemulzije (ang. »quasi-emulsion solvent
diffusion«; QESD). Pri obeh procesih imamo dobro in slabo topilo oz. netopilo. Dobro topilo
raztopi spojino, ki jo zelimo sferi¢no kristalizirati, netopilo pa zmanjsa topnost topljenca in
povzro¢i prenasi¢enje (3). Ostali tehniki sferi¢ne kristalizacije sta Se kristalo-ko-
aglomeracija (ang. »crystalo-co-agglomeration«; CCA) in sistem z difuzijo amonijaka (ang.

»ammonia diffusion system«), ki sta redkeje uporabljeni izpeljanki prvih dveh (3).
1.2.1. Sferi¢na aglomeracija

V procesu sfericne aglomeracije najprej raztopimo izbrano spojino v dobrem topilu,
dobljeno raztopino pa nato postopno dodajamo v netopilo, ki se mora mesati z dobrim
topilom. Afiniteta med obema topiloma mora biti veé¢ja kot afiniteta med dobrim topilom in
izbrano spojino, kar omogo¢i hiter nastanek prenasicenja in takojSnjo precipitacijo kristalov.
Dodamo $e vezivno tekoc¢ino (ang. »bridging liquid«), ki deluje kot vezivo in spodbuja
aglomeracijo. Veze po mehanizmu tvorbe tekoCinskih mosti¢kov, ki nastanejo zaradi
kapilarnih sil in medfazne napetosti med trdno in tekoco fazo. Pri tem je pomembno, da se

vezivna tekoc¢ina ne mesa z netopilom in da dobro moci nastale kristale. (3)
1.2.2. Difuzija topila iz kvaziemulzije

Pogoj za to metodo je, da so interakcije med izbrano spojino in dobrim topilom vecje, kot
interakcije med dobrim topilom in netopilom. V postopku najprej raztopimo izbrano spojino
v dobrem topilu, dobljeno raztopimo pa postopoma dispergiramo v netopilo, kjer nastajajo
kvaziemulzijske kapljice, kljub temu da se lahko dobro topilo in netopilo mesata. Razlog za
nastanek nestabilne emulzije so velike medfazne napetosti med dobrim topilom in netopilom.
Dobro topilo postopoma difundira iz kapljic v netopilo, hkrati pa netopilo difundira v

kapljice, kjer zniZa topnost spojine in povzro€i prenasicenje, kar privede do kristalizacije

11
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spojine v kapljici (slika 4). Poleg masnega transporta topil prenasicenje povzroca tudi
toplotni transport (20). Zaostanek dobrega topila v kapljici deluje kot vezivna tekocina, ki
nastale kristale veZe v aglomerat. Ce je potrebno, lahko v sistem dodamo emulgator, ki

zagotavlja potrebno stabilnost kvaziemulzije za ustrezno difuzijo netopila v dispergirane

Raztopina
substance
Netopilo \

kapljice. (3)

b . . Nastanek kapljic
> s oo | kvaziemulzije
v
P Topilo
Netopilo
v
e Kristalizacija in
@’ aglomeracija

v

0 Sfericni aglomerat

Slika 4: Proces difuzije topila iz kvaziemulzije
1.3. NACRTOVANJE EKSPERIMENTOV

Nacrtovanje eksperimentov je proces nacrtovanja, oblikovanja in analiziranja eksperimentov,
z namenom uspesnega in ucinkovitega pridobivanja veljavnega ter objektivnega rezultata
(26). Za izboljsavo procesov in zagotavljanje stalne kakovosti produkta je nujno
razumevanje vpliva glavnih procesnih parametrov (faktorjev) na lastnosti koncnega
produkta (odzivi). Pri tem nam je DOE lahko v veliko pomo¢ kot zelo uporabna statisti¢na
metoda, ki jo lahko uporabljamo pri odkrivanju novih procesov ali pri izboljSanju
razumevanja ze obstojecih procesov. Temu lahko sledi Se optimizacija, s katero doseZemo
najboljSo mozno uéinkovitost procesa. DOE je tako lahko koristno orodje pri razvoju
izdelkov z vgrajeno kakovostjo (ang. »Quality by Design«). Glavna prednost DOE-a pred
alternativno metodo poskusov in napak je, da obi¢ajno pridemo do Zelenih in kvalitetnih
informacij z manj poskusi, s ¢cimer privaréujemo c¢as in denar (26). Na sliki 5 je prikazan

splosni postopek DOE-a.

12
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Klju€ ni zasnovni stopniji (pomembno je znanje o procesu)

opis >>N>> vedos S rreqnis> Na@

Doloéitev cilia, kdelva naérta Faktorji so Dobociter Uporaba modlela =
faktorjev in eksperimentov in  nastavljeni glede ~ MAtematicnega  optimzacio ali
odzivov ocena njegove na na nacrt. model = najbolgim - napoved Zelenega
primemosti Merjenje odzivov prilega em: . octiva
eksparimantalnim
poclatkom

Kljué ni matematic ni stopnji (priporocliva uporaba
racunalngkih statstenih progra mov)

Slika 5: Splosni postopek DOE-a

V uporabi so Stevilni tipi eksperimentalnih naértov, osredotocili pa se bomo na dokon¢ni

presejalni nacrt.
1.3.1. Dokonc¢ni presejalni nacrt

DSD spada med presejalne nacrte, ki se uporabljajo predvsem na zacetku eksperimentalnega
dela za dolocanje faktorjev, ki imajo najvedji u¢inek na merjen odziv (7). DSD sta leta 2011
predstavila Jones in Nachtsheim (27). Gre za majhen nacrt (vsebuje malo S$tevilo
eksperimentov za studijo relativno veliko faktorjev), ki omogoca nedvoumno dolocitev
aktivnih glavnih u¢inkov (ang. »main effect«), aktivnih kvadratnih ué¢inkov (ang. »quadratic
effect«) in aktivnih dvofaktorskih interakcij (ang. »two-factor interactions«) v prisotnosti
zmernega principa redkosti uéinka (ang. »sparsity of effects«) (27). Uporabljamo ga lahko
za vse kombinacije zveznih (ang. »continuous«) ali opisnih (ang. »categorical«) faktorjev na
dveh nivojih, najbolj u€inkovit pa je, ko imamo vecino zveznih faktorjev. Nacrt je zasnovan
na treh nivojih zveznih faktorjev, kar nam omogo¢a tudi dologitev kvadratnih u¢inkov. Ce
so vsi faktorji zvezni, lahko stevilo eksperimentov (N) izraCunamo po enacbi 7 za sodo
Stevilo faktorjev (p) in po enacbi 8 za liho Stevilo faktorjev (7). V primeru, da imamo prisotne

tudi opisne faktorje, se stevilo eksperimentov poveca za 1 (28).

N=2p+1 enacba 7
N=2p+3 enacba 8
Nacrt pri zasnovi uporablja konferen¢ne matrike (ang. »conference matrices«) (29).
Predpogoj, da metoda deluje, je sodo stevilo faktorjev. Ce je 3tevilo faktorjev p v raziskavi

liho, uporabimo konferen¢no matriko za p + 1 faktorjev in zbriSemo zadnji stolpec. Struktura

13



Danijel Videc Magistrska naloga

DSD-ja za 12 faktorjev je prikazana na sliki 6. Ce Zelimo imeti randomiziran nacrt, je treba
vrstice nakljuéno premesati (29). Priporocljivo je tudi dodajanje dodatnih eksperimentov
(ang. »Extra Runs«; ER) v nadrt, saj lahko samo z nekaj dodatnimi eksperimenti z veliko
verjetnostjo dolo¢imo veliko ve¢ u¢inkov, prav tako pa lahko izraGunamo tudi varianco brez
ponavljanja centralnih eksperimentov (7,30). Dodatni eksperimenti so ustvarjeni s pomocjo
navideznih faktorjev (ang. »fake factors«). Postopek je podoben kot pri ustvarjanju nacrta
za liho Stevilo faktorjev. Za vsak dodan navidezni faktor sta v nacrt dodana dva dodatna
eksperimenta. Omeniti je treba Se, da so nacrti za 4 ali manj faktorjev oblikovani po osnovi

nacrta za 5 faktorjev. Razlog je v slabsi lo¢ljivosti u¢inkov drugega reda (7,27).

1 T2 X3 Ty Ty Ty Ty Iy ITp Ty T11 Tz
0 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 -1 1 -1 =1 1 -1 1 1 1 1
1 1 0 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 0 1 1 -1 =1 =1 -1 1 1
1 1 -1 -1 ] 1 -1 1 1 1 -1 -1
1 1 1 -1 1 0 1 1 -1 -1 1 -1
C 1120 1 1 -1 0 1 1 -1 1 -4
1 1 1 1 -1 -1 =1 ] 1 -1 -1 1
1 1 1 1 -1 1 -1 -1 0 1 I -1
1 1 =1 1 -1 1 1 1 -1 0 -1 1
1 -1 1 -1 1 -1 =1 1 -1 1 0 1
1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 ]
C ............................................................
D= (—C g -1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1
0 -1 0 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
-1 -1 o -1 -1 1 -1 1 1 1 1 1
-1 -1 1 0 -1 -1 1 1 1 1 -1 -

-1 =1 1 1 =1 1 -1 -1 -1 1

-C 1 -1 =1 1 1 o -1 -1 1 1 -1

Slika 6: Strukura DSD-ja (D) za 12 faktorjev

DSD je alternativa standardnim presejalnim nacrtom (ang. »Standard Screening Designs«;
SSD), med katerimi sta pogosto uporabljena delni faktorski nacrt (ang. »fractional factorial
design«) in Plackett-Burmanov nacrt (ang. »Placket-Burman design«) (27). Glavne

prednosti DSD-ja pred SSD-ji so prikazane v preglednici IlI:
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Preglednica I1l: Glavne prednosti DSD-ja pred SSD-ji (7):

DSD SSD
Med glavnimi ucinki in | Vedno Velja samo za nacrte z
dvofaktorskimi interakcijami  ni lo¢ljivostjo IV ali
mesSanja visje
Med glavnimi ucinki in kvadratnimi | Vedno Kvadratnih  uc¢inkov

ucinki ni meSanja

ne moremo dolociti

Med dvema dvofaktorskima

interakcijama ni popolnega meSanja

Vedno, lahko pa sta v

korelaciji

Velja samo za nacrte z

loCljivostjo V ali visje

Med dvofaktorskimi interakcijami in

kvadratnimi uc¢inki ni popolnega

mesSanja

Vedno, lahko pa sta v
korelaciji

Kvadratnih  udinkov

ne moremo dolod¢iti

V modelu, Ki vsebuje samo glavne in
kvadratne uéinke, lahko dolo¢imo vse

kvadratne ucinke

Vedno

Nikoli

Kot je razvidno iz preglednice Ill, je lahko pri SSD-jih pogosto prisotno meSanje (ang.

»confounding«). MeSanje pomeni, da med seboj ne moremo razlo¢iti dveh ucinkov (npr.

glavnega ucinka faktorja med u¢inkom dvofaktorske interakcije) na merjen odziv. Stopnjo

mesanja opisuje lo¢ljivost (26). Ce so uginki, ki jih ne moremo razlogiti, precej veliki, so

potrebni dodatni eksperimenti, kar je lahko ¢asovno in finan¢no potratno. Pri DSD-ju se

temu izognemo. MeSanje je sicer pri SSD-jih z visjo loc¢ljivostjo manj pogosto, a se z

visanjem locljivosti hitro veca tudi stevilo eksperimentov (7).

v e

bi imeli tri nivoje (nizji, srednji in visji), kot jih imajo pri DSD-ju. TeZava faktorjev z dvema

nivojema je, da ne morejo zaznati nelinearnosti, ki je v realnosti pogosta. Sicer se lahko doda

centralne tocke, s katerimi je mozno nelinearnost zaznati, $e vedno pa ne moremo dologiti

faktorjev, ki so za nelinearnost odgovorni (ne moremo dolo¢iti kvadratnih ucinkov) (7).
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2. NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je poglobitev znanja in razumevanja 0 procesu sferi¢ne
kristalizacije. To bomo storili s pristopom nacrtovanja eksperimentov, s pomoc¢jo katerih
zelimo ¢im bolje ovrednotiti vpliv posameznih procesnih parametrov sferi¢ne kristalizacije
(koncentracija raztopine laktoze (Konc. lakt), volumsko razmerje med netopilom in celotnim
sistemom (V razmerje), temperatura kristalizacijskega sistema (Temp.), hitrost dodajanja
raztopine laktoze v netopilo (v(dod)), hitrost mesanja (v(mes)), ¢as meSanja po celotnem
dodatku raztopine laktoze (t(dod.mes.)) na lastnosti dobljenih sferi¢nih aglomeratov laktoze
(velikost, porazdelitev velikosti, oblika, pretocne lastnosti, specific(na povrSina in

morfologija).

Uporabili bomo metodo dokonénega presejalnega naérta. Zelimo dobiti statisti¢ni model s
¢im boljSo napovedno vrednostjo, s katerim bi lahko napovedali vrednosti procesnih
parametrov za izdelavo sferi¢nih aglomeratov laktoze z zelenimi lastnostmi, ki so lahko

potencialno uporabni v farmacevtski industriji.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge so bili uporabljeni naslednji materiali:

e Laktoza NF 200 mesh, FrieslandCampina, Nizozemska

e 100 % aceton, Merck, Nemcija

e 96 % etanol, Merck, Nemcija

e 100 % izopropanol, Merck, Nemcija

o Filter za filtracijo, Sartorius Stedim 388, Sartorius, Nemcija

e PreciSéena voda

3.2. APARATURE
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge so bile uporabljene naslednje aparature:

e pretocna Crpalka, notranji premer cevke 2 mm, IKA, Nemcija
e termostat, Julabo F12-ED, Nem¢ija
e mehansko mesalo, IKA Eurostar power control-visc P1, Nemcija

e turbinsko mesalo (4 lopatice, premer mesala = 5 centimetrov, naklon lopatic = 30°,
Sirina lopatic = 7 mm)

e grelnik z magnetnim meSalom, IKA RCT basic, Nemcija

¢ analizna tehtnica, A&D GH-300 (320 g; 0,1 mg), Japonska

e tehtnica, Kern PFB (1200 g; 0,01 g), Nem¢ija

e 1000 mL ¢asa, premer dna 10 cm

e sistem za vakuumsko filtracijo, Sartorius, Nemdija

e laboratorijski suSilnik SP-45, Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija

e sejalna sita (1,14 mm, 1 mm, 800 um, 500 um, 250 um, 200 um, 80 um), Retsch,
Nemcija

e naprava za dolocanje zbitega volumna, VanKel model 50-1100, ZDA

e plasti¢ni 100 mL merilni valj za dolocanje zbitega volumna (notranji premer = 28
mm, viSina do oznake 100 mL = 17,7 mm)
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e svetlobni mikroskop, Olympus SZX12, Japonska

fotoaparat na svetlobnem mikroskopu, Olympus XC50, Japonska

o laserski difraktor, Malvern Mastersizer S, Velika Britanija

e termo-gravimetri¢na tehtnica, Biichi moisture analyser B-302, Svica

o vrsti¢ni elektronski mikroskop SEM Supra 35 VP, Carl Zeiss, Nemcija

e naprava za analizo specifi¢ne povrsSine praskov (Micromeritics TriStar 3000, USA

e helijev piknometer, AccuPyc 1330, Micromeritics, ZDA

3.3. METODE DELA

3.3.1.  Sferi¢na kristalizacija

Postopek sferi¢ne kristalizacije smo priredili glede na predhoden postopek, razvit v nasem
laboratoriju (4). Gre za metodo difuzije topila iz kvaziemulzije. Predpisano maso laktoze
smo raztopili v ¢asi med segrevanjem v predpisanem volumnu precis¢ene vode. Raztopino
smo celoten Cas eksperimenta meSali z magnetnim meSalom. V 1000 mL ¢aSo smo vlili
predpisano koli¢ino netopila in ¢aSo namestili v termostat, ki je vzdrzeval zeleno
temperaturo. V ¢aso smo na predpisano vi§ino namestili ¢ mehansko mesalo s turbinskim
nastavkom, ki smo ga nastavili na Zeleno hitrost vrtenja. Raztopino laktoze smo v ¢aso z
netopilom dodajali pri temperaturi 65— 75 °C. Po vsej dodani raztopini laktoze smo dodatno
mesali Se predpisan Cas, nato pa smo proces ustavili in suspenzijo vakuumsko filtrirali.
Dobljene sfericne aglomerate smo susili na pladnju v laboratorijskem susilniku (Kambi¢ SP-
45) priblizno 105 minut pri 40 °C. Pred meritvijo fizikalnih lastnosti smo delce ro¢no
presejali skozi sito 1000 um, da smo lo¢ili med seboj sprijete delce. Preostanek na situ smo
pri izracunu izkoristka upostevali, pri nadaljnjin meritvah preostanka na situ nismo

upostevali.
3.3.1.1. Proucevanje vpliva razli¢nih netopil

Najprej smo izvedli sfericno kristalizacijo pod enakimi pogoji (zaradi tezav s pretocno
¢rpalko nam je sicer variirala hitrost dodajanja raztopine laktoze v netopilo) v razli¢nih
netopilih in primerjali lastnosti nastalih sferi¢nih aglomeratov. Pogoje smo povzeli po
literaturi, kjer so izvajali sferi¢no kristalizacijo v 96 % etanolu (4). Vrednosti procesnih

parametrov in izbira netopil so prikazani v preglednici IV.
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Preglednica IV: Vrednosti procesnih parametrov pri eksperimentih z razlicnimi netopili

Procesne spremenljivke 100 % 96 % 100 % 96 %
izopropanol | etanol Aceton aceton

m(laktoza) [g] 50 50 50 50

V(preciS¢ena voda) [mL] 220 220 220 220

V(netopilo) [mL] 500 500 500 500

Temperatura KS-ja [°C] 10 10 10 10

Hitrost dodajanja raztopine | 4,2 3,6 3,3 1,8

laktoze v netopilo [mL/min]

Hitrost meSanja 350 350 350 350

[obratov/min]

Polozaj meSala nad dnom 45 45 45 45

[cm]

Cas meSanja po celotnem 30 30 30 30

dodatku raztopine laktoze

[min]

3.3.2. Laserska difrakcija

Sferi¢nim aglomeratom smo z lasersko difrakcijo (Malvern Mastersizer S) izmerili premere
D10, D50 in D90. D10/D50/D90 pomeni premer delca, od katerega ima manjs$i premer
10/50/90 % delez delcev v merjenem vzorcu. Iz pridobljenih podatkov smo po enacbi 9
izracunali tudi porazdelitev velikosti delcev (PSD). Nizja, kot je dobljena vrednost, ozja oz.
bolj enakomerna je porazdelitev. V mokro celico za analizo vzorca smo nalili izopropanol
do ustrezne visine in vanj vsuli primerno koli¢ino vzorca. Mesalo v mokri celici za analizo
vzorca smo nastavili na 1500 obratov na minuto. Kot gostoto laktoze smo vnesli vrednost
1,55 g/mL, za refrakcijski indeks laktoze vrednost 1,356, za izopropanol pa 1,33. Po minuti
dispergiranja vzorca smo izmerili iskane vrednosti. Za vsak vzorec smo izmerili 3 meritve

in izracunali povprecje.

pSD D90 — D10 “ba 9
= enacba
D50
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3.3.3. PretocCne lastnosti

Delcem smo najprej dolocili nasipno (pnas) in zbito gostoto (pzvi). Znano maso vzorca smo s
pomocjo prepognjenega lista papirja pocasi pod kotom vsuli v plasti¢ni 100 mL merilni valj.
Pri tem smo pazili, da postopek poteka s ¢im manj tresljaji. Nasipni volumen (Vnas) SMO
odcitali na 0,5 mL natancno. Nato smo merilni valj postavili v napravo za doloCanje zbitega
volumna (VanKel model 50-1100) in ga stresali s 1250 udarci s hitrostjo 250 udarcev/min.
Po stresanju smo od¢itali zbiti volumen (Vzbi) na 0,5 mL natan¢no. Meritve vsakega vzorca
smo izvedli v treh ponovitvah in izracunali povprecje. Iz pridobljenih podatkov smo po

enacbah 10 in 11 izracunali nasipno in zbito gostoto ter po enac¢bi 12 (31) Hausnerjevo

razmerje.
m
Pnas = enac¢ba 10
Vnas
m
Pzbi = enac¢ba 11
Vzbi
p .
HR = 22 enacba 12
pnas

3.3.4. lzguba po susenju

Za dolocanje izgube vlage po susenju smo uporabili termo-gravimetri¢no tehtnico (Biichi
moisture analyser B-302). Natehtali smo 1-2 grama posameznega vzorca in 15 minut susili
pri 85 °C. Med suSenjem topilo izhlapeva iz vzorca, kar zniza maso na tehtnici. Rezultat je

bil prikazan kot odstotek zniZane mase.
3.3.5. Svetlobna mikroskopija

Vsak vzorec smo pogledali pod svetlobnim mikroskopom (Olympus SZX12) v dveh nanosih.
Vsak nanos smo po celotni povrs$ini pregledali pod 16-, 40- in 90-kratno povecavo. Pri vsaki
povecavi smo s fotoaparatom, ki je bil povezan z mikroskopom (Olympus XC50), zajeli

nekaj slik.
3.3.6. Slikovna analiza

Slike, zajete pod svetlobnim mikroskopom, smo analizirali s programsko opremo za
slikovno analizo Fiji. Vse slike, ki smo jih analizirali, so bile zajete pod 40-kratno povecavo.

Zavsak vzorec smo analizirali to¢no 100 delcev, pri ¢emer so bile uporabljene slike razlicnih
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nanosov vzorca. Vsaka slika je bila v celoti pregledana, pri ¢emer smo iz analize odstranili
vse delce, ki niso bili izolirani oz. ki so se z drugim delcem stikali ali prekrivali. Da smo se
izognili analizi primarnih delcev, smo analizirali samo delce, ki so bili ve&ji od 5000 pm? ali
od 7000 pm? na doloéenih slikah. Program je po ena¢bah 13 in 14 (32) izmeril ter izradunal
ovalnost in hrapavost vsakega posameznega delca. Rezultat za posamezen vzorec smo podali

kot povprecno vrednost stotih izmerjenih delcev.

Ovalnost = 4 * enacba 13
T * a?
pri cemer je S povrsina, a pa velika polos v elipsi, ki obkroza delec.
S
Hrapavost = < enacba 14
c

pri ¢emer je Sc konveksna povrSina (povrSina, ki jo obsega konveksna ogrinjaca).
3.3.7.  Elektronska vrsticna mikroskopija

Morfologijo sferi¢nih aglomeratov smo opazovali pod vrsti¢nim elektronskim mikroskopom
(SEM) (Supra 35 VP, Carl Zeiss) in zajeli slike reprezentativnih delcev. Delci so bili
naneseni na dvostranski ogljikov lepilni trak. Uporabljali smo 200-, 250- in 500-kratno
povecavo pri pospesevalni napetosti 1,00 kV, delovna razdalja pa je variirala med 2,9 in 5,6

mm.
3.3.8. Prava gostota

Pravo gostoto izbranih sferi¢nih aglomeratov smo doloc¢ili s helijevim piknometrom
(AccuPyc 1330, Micromeritics). Prazno kalibrirano celico za vzorec smo napolnili do dveh
tretjin z natan¢no znano maso vzorca. Helijev piknometer doloc¢i volumen vzorca v celici in
nato na podlagi znane mase poda pravo gostoto vzorca. Pri vsakem vzorcu je piknometer

izvedel iz tri meritve in izracunal povpredje.
3.3.9. Specifi¢na povrsina

Izbranim vzorcem smo izmerili specifi¢no povr§ino po Brunauer-Emmett-Teller (BET) (33)
metodi. Adsorpcijske in desorpcijske izoterme dusika smo pridobili pri temperaturi 77 K in

relativnem tlaku med 0,03 in 0,3. Pred meritvijo so bili vzorci ¢ez no¢ suseni v susilniku pri
90 °C.
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3.3.10. Dokonc¢ni presejalni nacrt

Pred izdelavo nacrta smo s pomocjo literature in preliminarnih eksperimentov dolocili 6
procesnih parametrov (faktorjev), katerih vpliv na fizikalne lastnosti sfericnih aglomeratov
bomo preverjali (preglednica V). Prav tako smo dolo¢ili maksimalne in minimalne vrednosti
faktorjev, pri katerih ¢ vedno v vsaki mozni kombinaciji nastavljenih vrednosti dobimo
sferi¢ne aglomerate (preglednica V). Nato smo postavili dokon¢ni presejalni nacrt s pomocjo

statisti¢ne programske opreme JMP 13 (preglednica VI).

Preglednica V: Izbrani faktorji in njihove ekstremne vrednosti

Faktor -1 0 1
Koncentracija laktoze v raztopini laktoze [g/ml |0,2 0,25 0,3
raztopine]

Volumsko razmerje med netopilom in celotnim KS-jem | 0,3 0,5 0,7
Temperatura KS-ja [°C] 5 15 25
Hitrost dodajanja raztopine laktoze v netopilo [mL/min] | 2,1 59 9,7
Hitrost meSanja [obratov/min] 300 550 800
Cas meSanja po celotnem dodatku raztopine laktoze | 40 80 120
[min]

Preglednica VI: Dokon¢ni presejalni nacrt

Eksperiment | Konc. |V Temp | v(dod) v(mes) t(dod.
lak. razmerje | [°C] [mL/min] | [obrati/min] | mes)
[a/mL] [min]
DSD001 0,2 0,3 5 9,7 300 120
DSD002 0,2 0,7 15 2,1 300 120
DSD003 0,3 0,5 25 9,7 300 120
DSD004 0,3 0,7 5 9,7 300 40
DSD005 0,25 0,3 5 2,1 300 40
DSD006 0,2 0,7 5 9,7 800 80
DSD007 0,2 0,7 25 5,9 300 40
DSD008 0,3 0,7 5 2,1 550 120
DSD009 0,3 0,3 25 2,1 300 80
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DSD010 0,3 0,3 15 9,7 800 40
DSDO011 0,3 0,7 25 2,1 800 40
DSDO012 0,3 0,3 5 5,9 800 120
DSD013 0,2 0,3 25 2,1 800 120
DSD014 0,25 0,5 15 5,9 550 80
DSDO015 0,2 0,5 5 2,1 800 40
DSD016 0,25 0,7 25 9,7 800 120
DSDO017 0,2 0,3 25 9,7 550 40

Postavili smo naslednje pogoje kristalizacije, ki smo jih ohranjali pri vseh nadaljnjih

eksperimentih. Kon¢ni volumen kristalizacijskega sistema (KS) je bil 750 mL, kot netopilo

smo uporabili 95 % aceton. Zaradi razli¢nih zacetnih viSin gladine netopila v KS, ki so

posledica razli¢nih volumskih razmerij, je bila Zelena kon¢na viSina meSala v nekaterih

primerih neustrezna (nad zacetno gladino netopila), zato smo morali zacetno viSino ustrezno

prilagoditi (preglednica VI1I). Kon¢na viSina mesala je bila nastavljena na sredino visine

gladine KS, saj so takrat strizne sile pri gladini in na dnu ¢ase primerljive.

Preglednica VII: Visina meSala glede na V razmerje

V razmerje Visina mesala* na zac¢etku | ViSina meSala* po dodani
eksperimenta [mm] celotni koli¢ini raztopine
laktoze [mm]
0,3 22,2 50,5
0,5 36,3 50,5
0,7 50,5 50,5

* viSina meSala je merjena od dna CaSe, do najvi§je tocke mesala

Pri dobljenih sferi¢nih aglomeratih smo preverjali vpliv procesnih parametrov na naslednje

odzive:
e |zkoristek
e D10
e D50
e D90
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e Porazdelitev velikosti delcev
e Hausnerjevo razmerje (HR)
e Ovalnost (ang. »Roundness«)
e Hrapavost (ang. »Solidity«)
3.3.11. Analiza dokon¢nega presejalnega nacrta

Literatura predlaga analizo dokonc¢nega presejalnega nacrta z metodo ucinkovita izbira
modela (ang. »effective model selection for DSDs«; EMS) ali postopna vkljucitvena
regresija (ang. »forward stepwise regression«; FSR) (7,27,28,30). Ker EMS bolje izkoristi
strukturo DSD-ja, je to metoda prvega izbora (7,30). V primeru, da je aktivnih ué¢inkov manj
kot polovica Stevila eksperimentov, sta prisotni najve¢ dve dvofaktorski interakciji in najvec
en kvadratni ucinek, pa je tudi FSR primerljiv (7). Ti pogoji so bili izpolnjeni pri veéini nasih

odzivov (izjema je izkoristek).

Za vsako lastnost 0z. odziv sferi¢nih aglomeratov laktoze smo rezultate meritev analizirali z
obema metodama in ustvarili statisticni model. Dobljene statistiéne modele smo analizirali
in rezultate med seboj primerjali. Pri odzivih, kjer so rezultati analize namigovali na potrebo
po transformaciji podatkov (slabo prileganje modela eksperimentalnim podatkom, vzorec
lijaka pri analizi rezidualov, Box-Cox transformacija z vrednostjo best A, ki ni blizu 1 (34))
smo le-te predhodno transformirali z ustrezno metodo (transformacija, ki popravi prileganje
modela eksperimentalnim podatkov, dobimo ustrezno analizo rezidualov in Box-Cox
transformacija ima vrednost best A okoli 1) in jih prav tako z obema metodama analizirali in
ustvarili ter analizirali statisticni model. Rezultate analiz statisticnih modelov smo na koncu
med seboj primerjali in na podlagi tega izbrali najboljsi statisticni model za posamezen odziv.

Izbrane modele smo na koncu uporabili tudi za optimizacijo izbranega odziva.
3.3.11.1. Ucinkovita izbira modela

Analizo smo izvedli s programsko opremo JMP 13. Postopek smo povzeli po literaturi (7).
Pri metodi EMS velja uc¢inek dednosti (ang. »heredity effect«), kar pomeni, da v primeru, da
je v model vkljucen uc¢inek drugega reda (dvofaktorska interakcija ali kvadratni u¢inek),
morajo biti v model vkljuceni tudi vsi u€inki prvega reda, ki so vsebovani v u¢inkih drugega
reda. Primer: Ce je v model vkljudena dvofaktorska interakcija Konc. lakt.*Temp. morata

biti v model vklju¢ena tudi glavna uc¢inka Konc. lakt. in Temp. Metoda nam za vsak uc¢inek
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poda p-vrednost, ki je izraCunana S pomocjo razmerja med oceno velikosti u¢inka in
standardno napako ter s pomocjo prostostnih stopenj za napako. Aktivni ucinki so vsi, ki
imajo p-vrednost nizjo od mejne vrednosti 0,05. Iz izbranih u¢inkov smo izlo¢ili vse uéinke,
ki so imeli p-vrednost ve¢jo kot 0,05 (razen dolo¢enih glavnih ucinkov zaradi ucinka

dednosti) in iz preostalih u¢inkov naredili statisti¢éni model. (7).
3.3.11.2.  Postopna vkljucitvena regresija

Analizo smo izvedli s programsko opremo JMP 13. Pogoje za izvedbo smo povzeli po
literaturi (7). Za Stopping Rule smo izbrali Minimum AICc, za Rules pa Combine. S Stopping
Rule doloc¢imo kriterij, po katerih se izbere model. V primeru, ko izberemo Minimum AlCc,
se v model vklju¢ijo u¢inki z najnizjo vrednostjo Akiake informacijskega kriterija s
korekcijo (ang. »Akaike information criterion with correction«; AlCc), ki je kazalec, ki se
uporablja za primerjavo kvalitete statistiénih modelov (nizji kot je, boljsi je model) (35,36).
MozZnost Combine pomeni, da velja u¢inek dednosti. Metoda nam za vsak uc¢inek poda tudi
p-vrednost, ki predstavlja stopnjo znacilnosti, pridobljeno s f-testom z ni¢elno hipotezo.
Nicelna hipoteza pravi, da je resni¢na vrednost ucinka enaka 0, alternativna hipoteza pa, da
resni¢na vrednost uéinka ni enaka 0 in je torej ucinek aktiven. p-vrednosti ne smemo jemati
kot ¢isto to¢ne stopnje znacilnosti, ker podatki nimajo F-porazdelitve. Kljub temu literatura
FSR priporoca kot eno od metod za dolocanje aktivnih u¢inkov pri DSD-ju (37). Iz izbranih
ucinkov smo izlocili vse ucinke, ki so imeli p-vrednost vec¢jo kot 0,05 (razen dolocenih

glavnih u¢inkov zaradi u¢inka dednosti) in iz preostalih u¢inkov naredili statistiéni model.
3.3.11.3.  Analiza statisti¢nih modelov

Analizo statisticnih modelov smo izvedli s programsko opremo JMP 13. Pri izbiri
najboljSega modela smo zeleli, da se izbran model ¢im bolje prilega eksperimentalnim
podatkom in da je njegova analiza rezidualov ¢im bolj ustrezna, kar kaze na primernost
izbranega modela. Vsak model smo analizirali graficno in numeri¢no. Opravili smo

naslednje analize (37):
e Test neskladnosti (ang. »lack of fit test«)
e Box-Cox transformacija (ang. »Box-Cox transformation«) (38)

e R?
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e Prilagojen R? (»ang. R? adjusted«) - poda nam oceno za prileganje modela
eksperimentalnim podatkom. V idealnem modelu bi imel vrednost 1. Sicer gre za
bolj$o oceno prileganja modela kot R2, saj nima lazno visjih vrednosti na ra¢un

nesignifikantnih spremenljivk, ki so vklju¢ene v model.
e Povprecni odziv
e Koren srednje kvadratne napake (ang. »Root mean square error«; RMSE)
e Analiza variance (ANOVA) (39)
e AlCc

e Bayesovski informacijski kriterij (ang. Bayesian information criterion; BIC) -
podobno kot AlCc, je tudi BIC kazalec, ki se uporablja za primerjavo kvalitete

statisticnih modelov. Nizji kot je, boljsi je model (37,40))
e Durbin-Watson test (41,42)

e Graf dejanskih v odvisnosti od napovedanih vrednosti (ang. »Actual by predicted

plot«)

e Grafrezidualov v odvisnosti od napovedanih vrednosti (ang. »Residual by predicted

plot«)
e Studentizirani reziduali (ang. »Studentized residuals«)
e Grafrezidualov v odvisnosti od zaporedja eksperimenta (ang. »Residual by row plot«)
e Porazdelitev rezidualov
e Shapiro-Wilk-ov test normalnosti (SWT) (43)

e Normalni kvantilni graf za porazdelitev rezidualov (ang. »Normal quantile plot for
residual distribution«) (44)

3.3.11.4.  Optimizacija in preverjanje modela

Po izvedenem DSD-ju smo glede na rezultate analiz DSD-ja izvedli Se tri eksperimente, s
katerimi smo preverjali ustreznost izbranih modelov (preglednica VIII). Dva eksperimenta
sta bila hkrati tudi optimizaciji (optimizacija 1 in 2). Pri optimizaciji 1 smo optimizirali samo

izkoristek, pri drugem pa smo z enako pomembnostjo hkrati optimizirali izkoristek in D10
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(zeleli smo ¢im manjSega). Nastavljene vrednosti faktorjev za optimizacijo 1 in 2

(preglednica VI1II) smo dobili s pomocjo programske opreme JMP 13.

Preglednica VI1II: Nastavljene vrednosti faktorjev pri eksperimentih optimizacije

Eksperiment Konc. \/ Temp v(dod) v(mes) t(dod.
lakt. razmerje mes)
Optimizacija1” | 0,239 0,7 5 5,9 550 80
Optimizacija 2” | 0,255 0,7 5 5,9 800 40
Eksperiment 3° | 0,29 0,4 20 7,8 450 40

Vrednosti, ki so v preglednici VIII zapisane lezece, predstavljajo vrednosti faktorjev, za
katere smo ugotovili, da signifikantno vplivajo na Zelen odziv. Pri eksperimentu optimizacija
1, smo nesignifikantne faktorje nastavili na srednje vrednosti, pri optimizaciji 2 pa smo
faktor v(dod) nastavili na srednjo vrednost, t(dod.meS) pa na nizjo vrednost, da smo skrajsali
Cas celotnega procesa. Vrednosti faktorjev pri eksperimentu 3 smo dolo¢ili tako, da so bile
na drugi strani obmocja spreminjanja vrednosti faktorjev kot pri optimizaciji 1 in 2, saj smo

tako lahko preverili pravilnost modelov pri ¢im bolj razli¢nih vrednostih faktorjev.
3.3.12. Metoda glavnih komponent

Metoda glavnih komponent (ang. »Principal Component Analysis«; PCA) je statisti¢na
metoda, ki zmanjsa Stevilo spremenljivk, pri ¢emer ohrani ¢im ve¢ variance, ki jo
spremenljivke povzrocajo (23). Z vpeljavo glavnih komponent nam omogoca lazjo graficno
predstavitev podatkov in njihovo laZzje razumevanje. PCA smo naredili s pomodjo
programske opreme JMP 13, pri ¢emer smo uporabili metodo korelacije, ki nam
standardizira podatke, kar je potrebno v nasem primeru, ker imamo razli¢ne povpre¢ne

vrednosti vklju€enih spremenljivk (npr. 553 pum pri D90 in 0,74 pri ovalnosti) (45).
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

41. 1ZBIRANETOPILA

Netopilo pri procesu sferi¢ne kristalizacije vpliva na prenasi¢enje substance, ki kristalizira,
mozen pa je tudi vpliv na morfologijo in druge lastnosti sferi¢nih aglomeratov. Za netopila
smo izbrali 96 % etanol, izopropanol, aceton in 96 % aceton. Razlogi za izbiro so bili, da se
vsa izbrana netopila v vseh razmerjih mesajo z vodo (46), da je topnost laktoze v izbranih
topilih zelo slaba in med seboj primerljiva (12,35,36) ter da so izbrana topila ena
najpogosteje uporabljenih organskih topil v farmacevtski industriji, prav tako so po ICH
Q3C smernicah (regulatorni dokument s smernicami za farmacevtsko industrijo) vsa
uvrséena v III. skupino topil. To pomeni, da je dovoljena dnevna izpostavljenost teh topil
najve¢ 50 mg, prav tako so se topila pokazala kot manj strupena pri kratkotrajnih studijah in
kot negativna pri genotoksi¢nih Studijah. Ko so vsa uporabljena topila v proizvodnji iz IlI.
skupine, se lahko za analizo zaostalih topil v vzorcu uporabi metoda izgube po susenju, kar
je hiter, poceni in enostaven proces (19,24,49). Po izvedbi kristalizacije v razli¢nih netopilih
smo izracunali izkoristek procesa, ovrednotili smo velikost dobljenih sferi¢nih aglomeratov
(preglednica IX) in opazovali njihovo morfologijo z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom
(Slika 7).

Preglednica IX: Lastnosti sferi¢nih aglomeratov pri razli¢nih netopilih

Parameter 100 % 96 % etanol | 100 % aceton | 96 % aceton
izopropanol

Izkoristek [%0] 31,30 39,60 27,89 30,03

D10 [pm] 64,83 125,07 56,43 142,77

D50 [um] 207,42 228,65 237,04 274,71

D90 [um] 427,82 343,26 371,40 389,07

PSD 1,75 0,95 1,33 0,90

Pri uporabi vseh izbranih netopil smo dobili sfericne aglomerate. Njihove lastnosti so bile
primerljive. Najve¢ji izkoristek pri uporabljenih pogojih kristalizacije smo dobili pri 96 %
etanolu, najsirSo porazdelitev velikosti smo izmerili delcem, dobljenim pri uporabi 100 %

izopropanola. Sicer bi pri vseh netopilih glede na topnost laktoze pri¢akovali bistveno visje
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izkoristke (visje od 95 %) iz Cesar lahko zaklju¢imo, da na izkoristek vplivajo Se druge

spremenljivke poleg topnosti.

R R i
Slika 7: Slika sferi¢nih aglomeratov laktoze pod elektronskim mikroskopom, ki so bili

pridobljeni z uporabo razli¢nih netopil: A) 100 % izopropanol; B) 96 % etanol; C) 100 %

aceton; D) 96 % aceton

Morfologija sferi¢nih aglomeratov se med posameznimi eksperimenti vidno razlikuje (slika
7). Pri vseh je sicer vidna sferi¢na oblika, najbolj sferi¢ni delci pa so nastali pri uporabi 96
% etanola. Glavne razlike so v usmerjenosti in obliki primarnih kristalov. Kristali pri 100 %
izopropanolu in 96 % etanolu so z najdaljSo stranico priblizno vzporedni s polmerom
sfericnega aglomerata, medtem ko so kristali pri obeh koncentracijah acetona z najdaljso
stranico priblizno pravokotni na polmer sfericnega aglomerata. Kristali pri 100 %
izopropanolu so v obliki 4-strane prizme, ki ima osnovno ploskev, podobno pravokotniku.
Kristali so relativno veliki, prav tako jih je vecina podobne velikosti, kar otezuje dobro
zapolnitev sfere in s tem poveCuje intrapartikularno poroznost sferi¢nih aglomeratov.
Kristali pri 96 % etanolu so v obliki 4-strane prizme, ki ima osnovno ploskev, podobno

pravokotniku. V primerjavi s kristali pri 100 % izopropanolu so manjsi, posledi¢no pa lahko
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bolje zapolnijo prostor v sfericnem aglomeratu, kar se kaze v manjsi intrapartikularni
poroznosti kot pri 100 % izopropanolu. Pri 100 % acetonu so kristali v obliki na eni strani
rahlo zasiljene 4-strane prizme, ki ima osnovno ploskev, podobno kvadratu, pri 96 % acetonu
pa so kristali ¢ bolj zaSiljeni in posledi¢no v obliki 4-strane piramide, ki ima osnovno
ploskev, podobno kvadratu. VV obeh primerih, ko je bil za netopilo uporabljen aceton, so

nastali sferi¢ni aglomerati z manj$o intraparikularno poroznostjo.

Glede na zgornje ugotovitve lahko sklepamo, da ima netopilo pomemben vpliv predvsem na
morfologijo sferi¢nih aglomeratov. Ce primerjamo rezultate pri 100 % in 96 % acetonu,
lahko vidimo, da lahko na morfologijo sfericnih aglomeratov vpliva tudi prisotnost vode v
netopilu. Ker so bile na sferi¢nih aglomeratih laktoze z uporabo 96 % etanola kot netopila
ze izvedene raziskave (4), smo se odlo¢ili, da raziskave nadaljujemo z acetonom, saj so bile
opazne najvecje razlike glede na 96 % etanol. Koncentracijo uporabljenega acetona smo

dolo¢ili z dodatnimi preliminarnimi eksperimenti.
4.2. DOLOCANJE EKSTREMNIH VREDNOSTI FAKTORJEV

Pri na¢rtovanju DSD-ja je bilo treba dolociti maksimalne in minimalne vrednosti faktorjev,
pri katerih Se vedno v vsaki mozni kombinaciji nastavljenih vrednosti dobimo sferi¢ne
aglomerate. Pri DSD-ju je zaradi majhnega Stevila eksperimentov to §e posebno pomembno,
saj vsak eksperiment, pri katerem ne moremo izmeriti Zzelenega odziva, bistveno zmanjsa

statistiéno moc¢ nacrta.

Pri procesu sferi¢ne kristalizacije dobimo sferi¢ne aglomerate samo pri ustreznih pogojih.
Pri dolo¢anju ekstremnih vrednosti sta bila faktorja v(dod) in t(dod.mes) vedno nastavljena
na 9,7 mL/min in 30 min, saj ta faktorja v okviru zastavljenih vrednosti nimata klju¢nega
vpliva na izvedljivost procesa. Ostale faktorje smo nastavili tako, da smo dobili zgornje in
spodnje ekstremne pogoje (preglednica X) ter iskali njihove ekstremne vrednosti. Dobljene

ekstremne vrednosti faktorjev so prikazane v preglednici V.

Pri zgornjih ekstremnih pogojih smo opazili, da se je vsa oborjena laktoza prijela na stene
case in na mesalo, lahko smo dobili tudi velike sprijete kepe. Razlog bi lahko bil v
prevelikem prenasi¢enju KS-ja ali v prepo¢asnem mesanju, ki ni povzrocilo dovolj velikih

striznih sil, da se delci ne bi mogli adherirati na stene casSe.
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Preglednica X: Vrednosti faktorjev pri zgornjih in spodnjih ekstremnih pogojih

Faktor Zgornji Spodnji
ekstremni pogoji | ekstremni pogoji

Koncentracija laktoze v raztopini laktoze 1 -1

Volumsko razmerje med netopilom in 1 -1

celotnim KS-jem

Temperatura KS-ja -1 1

Hitrost meSanja -1 1

Pri spodnjih ekstremnih pogojih pa zaradi premajhnega prenasi¢enja laktoza sploh ni
kristalizirala. Opazili smo tudi, da je kristalizacija lazje potekla pri poCasnejSem meSanju,
kar je presenetljivo, saj naj bi hitrejSe meSanje povzroc€alo hitrejSo nukleacijo zaradi vec
mehanskih motenj v KS-ju in hitrej$o rast kristalov zaradi hitrejSega prenosa gradnikov do
kristalov. Razlog, da hitrejSe meSanje otezuje kristalizacijo, bi lahko bil, da meSanje
povzro¢a razgradnjo nastajajocega jedra. Podoben pojav sta opisala Ze Mullin in Raven

(1962) (11,50).

Med preliminarnimi eksperimenti smo spreminjali tudi koncentracijo acetona (netopilo).
Koncentracija netopila skupaj s temperaturo in koncentracijo raztopine laktoze vpliva na
stopnjo prenasi¢enja. Ugotovili smo, da je sistem bolj robusten pri uporabi 95 % acetona,

zato smo za DSD izbrali to koncentracijo.

43. DSD

Rezultati DSD-ja so podani lo¢eno glede na vpliv faktorjev na posamezen odziv. Za vsak
0dziv je na kratko predstavljena primerjava analiz statisticnih modelov in izbira najboljSega
modela. Pri vsakem odzivu so predstavljeni tudi vsi aktivni uéinki faktorjev na odziv in
mozna razlaga zanje. Razvr$€eni so glede na oceno velikosti vpliva, ki je hkrati tudi
koeficient u¢inka v enacbi statisticnega modela. Predznak ocene nam pove, ali je u€inek

pozitiven ali negativen.

Glavni uéinek je udinek faktorja na odziv, ki ne uposteva ucinkov ostalih faktorjev. Ce je
glavni ucinek faktorja (npr. Konc. lakt.) pozitiven, pomeni, da z vecanjem faktorja odziv
raste. Obratno velja, e je glavni udinek negativen. Ce je pri nekem faktorju prisoten tudi

kvadratni uc¢inek (npr. Konc. lakt.*Konc. lakt.), pomeni, da je funkcija, ki ponazarja vpliv
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faktorja na odziv, kvadratna. Ce je kvadratni uéinek pozitiven, ima kvadratna funkcija
minimum in je konkavna, ¢e pa je negativen, ima maksimum in je konveksna. Ce je med
dvema faktorjema prisotna interakcija (npr. Konc. lakt.*Temp.), pomeni, da je vpliv prvega

faktorja na odziv, odvisen od vrednosti drugega faktorja in obratno

Za lazjo primerjavo velikosti u¢inkov med razli¢nimi odzivi lahko pogledamo relativno

oceno, ki jo izracunamo po enacbi 15:

Ocena

Relativna ocena = —— ; enacba 15
Povpreclni odziv

Pri vsakem ucinku je prikazana tudi p-vrednost, ki jo lahko pridobimo razlicno glede na
analizno metodo (EMS ali FSR), kot je to razloZzeno v poglavjih 3.3.11.1. in 3.3.11.2.
Predstavljena je $e prilagojena mo¢, ki predstavlja retrospektivno mo¢ testa za dani ucinek.
Pove nam, kaks$na je verjetnost, da bo ucinek statisticno signifikanten, ¢e naredimo enak test
na novem vzorcu z enako variabilnostjo, ki je vzet iz populacije, ki ima enake statisticne
lastnosti kot na§ vzorec. Ce je prilagojena mo¢ ve&ja kot 0,50 pomeni, da bi bil u¢inek
ponovno signifikanten, kar nam daje dodatno zaupanje v verodostojnost analize (37). Na
koncu ovrednotimo napovedno mo¢ modela za posamezen odziv $e na praktiénem primeru.
Pri vsakem odzivu je prikazana primerjava napovedane in dejanske vrednosti odziva, ki smo

jo dobili z dodatnimi tremi eksperimenti za preverjanje modela.
4.3.1. lzkoristek

Izkoristek (Y) je zelo pomemben v vsaki proizvodnji, saj nam boljsi izkoristek zagotavlja
boljso ekonomicnost procesa. Slab izkoristek je lahko tudi podatek, ki nam pokaze, da je

trenutni proces mozno Se izboljSati.
Izkoristek smo izracunali z enacbo 16:

m,

glo v

Y= —" enacba 16
Mgk

pri Cemer je maglo Masa vseh pridobljenih aglomeratov in mia masa raztopljene laktoze.

4.3.1.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Po analizah netransformiranih podatkov z EMS in FSR je bil boljsi model, ki je bil narejen
z metodo FSR. Poleg tega so rezultati Box-Cox transformacije (best Aems = 0,594, best Arsr

=0,732) in graf rezidualov v odvisnosti od napovedanih vrednosti (vzorec lijaka) namigovali
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na transformacijo s kvadratnim korenom, ki smo jo tudi izvedli. S transformiranimi podatki
z metodo FSR nismo dobili nobenega signifikantnega u¢inka, z metodo EMS pa smo dobili
relativno dober model. Po primerjavi modela s transformiranimi (EMS) in
netransformiranimi (FSR) podatki smo lahko transformacijo tudi upravicili, saj smo imeli
pri. modelu s transformiranimi podatki bistveno boljse prileganje eksperimentalnim
podatkom (nizja AICc in BIC ter vi§ja R? in prilagojen R?), dobili smo ve¢ signifikantnih
odzivov (pri netransformiranih podatkih samo enega, kar je v nasprotju s pric¢akovanji in
teoretsko razlago), nizji RMSE in ustrezen Durbin-Watson test (merilo avtokorelacije), ki je
bil pri netransformiranih podatkih neustrezen. Edina slabost transformiranega modela je bila,
da je bila distribucija rezidualov manj normalna kot pri netransformiranem (SWT, NQPRD),
Se vedno pa je bila na meji normalne porazdelitve (SWT 0,05). Ker smo ugotovili, da so v
modelu prisotne tri dvofaktorske interakcije, lahko zaklju¢imo, da metoda FSR ni enako
dobra kot EMS. Tako smo za najboljsi statisticni model izbrali model, ki je bil narejen z

metodo EMS in ki je imel podatke transformirane s kvadratnim korenom.
4.3.1.2. AKtivni u€inki

V preglednici X1 so podani aktivni glavni u¢inki Konc. lakt., V razmerje in Temp, njihov
vpliv na izkoristek pa lahko razlozimo z njihovim vplivom na prenasicenje V
kristalizacijskem sistemu (vecje prenasi¢enje praviloma izboljSuje izkoristek). Konc. lakt.
vpliva na prenasicenje neposredno, V razmerje in Temp. pa posredno z vplivom na topnost
laktoze. Identificirali smo tudi negativni kvadratni u¢inek Konc. lakt.*Konc. lakt. To pomeni,
da ima funkcija odvisnosti izkoristka od faktorja Konc. lakt. maksimum in je izkoristek
najboljsi pri doloCeni vmesni vrednosti faktorja. Razlog za padanje izkoristka ob
povecevanju faktorja Konc. lakt. po doseZeni doloceni tocki bi lahko bil, da je sistem Ze
preve¢ prenasicen in se zacnejo sferi¢ni aglomerati lepiti na stene ¢ase in na mesalo. Kot je
vidno na grafih D, E, F, G, H in | na sliki 8, je kvadratni efekt bolj izrazen pri nizjih
vrednostih faktorja Temp. in vis§jih vrednostih faktorja V razmerje, saj je takrat prenasicenje
veéje. Z veCanjem faktorja V razmerje se izboljSuje izkoristek, saj se s tem povecuje delez
acetona, ki v kristalizacijskem sistemu deluje kot netopilo in laktozi posledi¢no znizuje
topnost. Vecji je delez acetona, niZja je topnost laktoze, posledi¢no se prenasicenje veca, kar
izboljsa tudi izkoristek. Z ve¢anjem faktorja Temp. se izkoristek poslabsuje, saj je topnost
laktoze odvisna od temperature. Pri visjih temperaturah je topnost laktoze vecja, kar privede

do manjSega prenasicenja in posledi¢no do nizZjega izkoristka.
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Preglednica XI: Aktivni ucinki faktorjev na izkoristek

Ucinek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢
Konc. lakt.*Konc. lakt. | -1,53 -0,3120 0,041 0,3792
V razmerje*Temp. -1,02 -0,2071 0,0079 0,7119
Konc. lakt. 0,93 0,1892 0,0048 0,7918
V razmerje 0,91 0,1848 0,0055 0,7712
Konc. lakt.*Temp. 0,84 0,1704 0,0146 0,5942
Konc.lakt.*V razmerje | -0,77 -0,1575 0,0212 0,5174
Temp. -0,75 -0,1525 0,0151 0,5865

Ker vsi glavni u€inki vplivajo na prenasienje, SO vsak z vsakim tudi v dvofaktorski
interakciji. Interakcije imajo velik vpliv na celokupen ucinek faktorjev na izkoristek, zaradi
Cesar ta zelo variira glede na vrednosti treh signifikantnih faktorjev. Predviden izkoristek
najlazje prikazemo z grafi odzivne povrSine (ang. »response surface«) (slika 8). Pri grafih
na sliki 8 je treba biti pozoren na skalo, saj izkoristek zaradi boljse lo¢ljivosti ni vedno
prikazan na enaki skali, prav tako pa je graf odzivne povrSine ekstrapoliran do $e bolj
ekstremnih vrednosti, kot so bile uporabljene pri DSD-ju (Konc. lakt. (0,19 — 0,31); Temp.
(2,5 — 27,5); V razmerje (0,25 — 0,75). Ce je ekstrapolacija res upravi¢ena, bi bilo treba
preveriti eksperimentalno, grafe pa bomo komentirali samo v okviru ekstremnih vrednosti,

ki so bile uporabljene pri DSD-ju.

VERS

Na grafu A vidimo, da je najvisji izkoristek (64 %) pri V razmerju 0,7 in Temp. 5 °C, najnizji
(2 %) pa pri V razmerju 0,3 in Temp 25 °C. To si lahko razlagamo s spremembami v
prenasicenju. Na grafu B vidimo, da je najvisji izkoristek (78 %) pri V razmerju 0,7 in Temp.
5 °C, najnizji (25 %) pa pri V razmerju 0,3 in Temp. 25 °C. Tudi tukaj si graf lahko razlagamo
s spremembami v prenasi¢enju. Graf B je zelo podoben grafu A, le da ima vi§je izkoristke
zaradi vecje Konc. lakt. Na grafu C vidimo obliko sedla, z najvisjima izkoristkoma pri V
razmerju 0,7 in Temp. 5 °C (44 %) ter pri V razmerju 0,3 in Temp. 25 °C (43 %) in najnizjima
izkoristkoma pri V razmerju 0,3 in Temp. 5 °C (19 %) ter V razmerju 0,7 in Temp. 25 °C
(23 %). Graf C se po obliki zelo razlikuje od grafov A in B, razlog za to pa je, da so
interakcije med faktorjem Konc. lakt. in ostalima faktorjema veliko manj izrazene pri Konc.

lakt. 0,3 g/mL, kot pa pri 0,25 ali pri 0,2 g/mL (slika 9). Mozna razlaga bi lahko bila, da je
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koli¢ina laktoze, vnesene v kristalizacijski sistem pri vrednosti faktorja Konc. lakt. 0,3 g/mL,
tako velika, da ni potrebe po dodatnem znizevanju topnosti. DoseZen je plato vpliva Konc.
lakt. na izkoristek. Pri niZjih vrednostih Konc. lakt. faktorja VV razmerje in Temp. vplivata
na vpliv Konc. lakt. na izkoristek in ga z zniZanjem topnosti (zviSevanje V razmerja in
znizevanje Temp.) izenacita z vplivom pri vrednosti faktorja Konc. lakt. 0,3 g/mL. Obratno

velja za zviSevanje topnosti (znizevanje V razmerja in zvisevanje Temp.).

Zaradi manj$e prisotnosti interakcij s faktorjem Konc. lakt. je tudi razlika med najmanjSim
in najvec¢jim izkoristkom na grafu C veliko manjSa kot na grafih A in B. Zanimivo je, da
dobimo najvecja izkoristka pri dveh razli¢nih ekstremih, ki ustvarjajo stanje najvecjega (V
razmerje 0,7 in Temp. 5 °C) in najmanjSega (V razmerje 0,3 in Temp. 25 °C) prenasiéenja.
MozZna razlaga je, da je pri najve¢jem prenasicenju sistem ze prevec prenasicen in se sferi¢ni
aglomerati prijemajo na stene ¢aSe in na mesalo, kar znizuje izkoristek, Se vedno pa je ta
relativno velik. Pri najmanjSem prenasicenju pa je izkoristek vseeno zadovoljiv, ker Konc.
lakt. 0,3 g/mL Ze sama ustvari zadostno prenasi¢enje. Pri vmesnih vrednostih prenasi¢enja
(V razmerje 0,3 in Temp. 5 °C ter V razmerje 0,7 in Temp. 25 °C) je izkoristek najmanjsi.
Razlog so interakcije med faktorjema V razmerje in Temp. (slika 9). Pri vrednostih faktorja
V razmerje 0,7 naraséanje faktorja Temp. bistveno zmanjsa vpliv faktorja V razmerje na
izkoristek, posledi¢no se ta znizuje. Interakcijo si lahko razlagamo s tem, da pri visjih
temperaturah netopila to manj zniza topnost laktoze in ima posledi¢no manjsi vpliv na
prenasiCenje in izkoristek. Obratno velja za nizje temperature netopila. Pri vrednostih
faktorja V razmerje 0,3 ta interakcija nima tako velikega vpliva, saj je netopila manj in ima
Ze v osnovi manjsi vpliv, posledi¢no se tudi vpliv Temp. nanj manj pozna. Pri vrednostih
faktorja Temp. 5 °C, znizevanje faktorja V razmerje bistveno zmanjsa vpliv faktorja Temp.
na izkoristek, posledi¢no se ta zniZzuje. MozZna razlaga za interakcijo bi lahko bila naslednja.
Na zacetku procesa je v kristalizacijskem sistemu, ki ima temperaturo uravnano s pomocjo
termostata, samo 95 % aceton. Ko v sistem dodajamo vroco raztopino laktoze, temperatura
sistema rahlo naraste. Temperatura bolj naraste pri nizjem volumskem razmerju, saj je tam
na zafetku manj netopila, prav tako dodamo ve¢ vroce raztopine, ki je termostat ne more
ohladiti takoj. Zato ima pri nizjem V razmerju Temp. bistveno manjsi vpliv na izkoristek,
obratno pa velja pri vi§jem V razmerju. Pri vrednostih faktorja Temp. 25 °C, ta interakcija
nima tako velikega vpliva, mozen razlog bi lahko bil, da temperaturna razlika med

kristalizacijskim sistemom in raztopino laktoze ni tako velika.
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Na grafu D vidimo, da je najvisji izkoristek (43 %) pri Temp 25 °C in Konc. lakt. 0,29 g/mL,
Temp. je vedno bolj prisoten tudi kvadratni u¢inek Konc. lakt.*Konc. lakt., kar je na grafu
razvidno kot ukrivljenost. Vidimo, da Temp. nima velikega vpliva na izkoristek in je ta
odvisen predvsem od Konc. lakt. Razlog je v interakciji med V razmerjem in Temp. (slika
9), saj ima Temp. pri V razmerju 0,3 bistveno manjsi vpliv na izkoristek kot pri visjih
vrednostih (razlaga interakcije je podana pri razlagi grafa C). Na grafu E vidimo, da je
najvisji izkoristek (48 %) pri Temp. 5 °C in Konc. lakt. 0,25 g/mL, najnizji (5 %) pa pri
enakih vrednostih faktorjev Temp. in Konc. lakt. kot pri grafu D. Lepse kot na grafu D je

viden kvadratni u¢inek Konc. lakt.*Konc. lakt, kar lahko vidimo tudi z znizanjem optimalne

ey

ey

izkoristek v vseh kombinacijah pogojev v zastavljenih okvirjih. Razlog za to lahko is¢emo
v izredno pozitivnem vplivu interakcije med faktorjema Temp. in V razmerjem na izkoristek
pri tak$nih nastavljenih vrednostih (slika 9). Razlaga interakcije je podana pri razlagi grafa
C. Najnizji izkoristek (2 %) je pri enakih vrednostih faktorjev Temp. in Konc. lakt. kot pri
grafu D in E. V primerjavi z grafoma D in E je lepo viden povecan vpliv faktorja Temp.
Razlog je ze omenjeni interakciji z V razmerjem. Ker so pogoji bolj ekstremni je tudi
kvadratni uc¢inek Konc. lakt.*Konc. lakt. bolj izrazen, kar lahko vidimo tudi z znizanjem
optimalne vrednosti Konc. lakt. v primerjavi z vrednostjo pri grafih D in E. Da so pri grafih
D, E in F najnizje vrednosti izkoristka pri enakih pogojih, si lahko razloZimo z interakcijo
med Temp. in Konc. lakt. pri vrednosti 0,2 g/mL (zviSevanje Temp. znizuje vpliv faktorja
Konc. lakt. pri vrednosti 0,2 g/mL na izkoristek). Interakcija je podrobneje razlozena pri

razlagi grafa C.

Na grafu G lahko vidimo, da najvisji izkoristek (79 %) pri V razmerju 0,7 in Konc. lakt. 0,24
g/mL, kar so enaki pogoji kot pri najvi§jem izkoristku pri grafu F. Najnizji izkoristek (7 %)
je pri V razmerju 0,3 in Konc. lakt. 0,2 g/mL. Na grafu H vidimo, da je najvisji izkoristek
(50 %) pri V razmerju 0,7 in Konc. lakt. 0,25 g/mL, najnizji izkoristek (4 %) pa je pri enakih
vrednostih faktorjev V razmerje in Konc. lakt. kot pri grafu G. Ce primerjamo najvisja
izkoristka pri grafih G in H, vidimo, da je izkoristek pri grafu H niZji zaradi visje vrednosti
Temp. Ostala faktorja imata podobne vrednosti, vrednost Konc. lakt. je pri grafu H malo
vi§ja, ker pogoji niso tako ekstremni in je kvadratni uc¢inek Konc. lakt.*Konc. lakt. malo

manj izrazen. Na grafu I vidimo, da je najvisji izkoristek (43 %) pri V razmerju 0,3 in Konc.
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Slika 8: Grafi odzivne povrsine za izkoristek: A, B, C) Odvisnost izkoristka od faktorjev

Temp. in V razmerje pri dolo¢eni vrednosti faktorja Konc. lakt.: A) Konc. lakt. = 0,2 g/mL;

B) Konc. lakt. = 0,25 g/mL; C) Konc. lakt. = 0,3 g/mL; D, E, F) Odvisnosti izkoristka od

faktorjev Temp. in Konc .lakt. pri dolo¢eni vrednosti faktorja V razmerje: D) V razmerje =
0,3; E) V razmerje = 0,5; F) V razmerje = 0,7; G, H, 1) Odvisnost izkoristka od faktorjev V
razmerje in Konc. lakt. pri dolo¢eni vrednosti faktorja Temp.: G) Temp. =5 °C; H) Temp. =

15°C; 1) Temp. =25 °C

lakt. 0,3 g/mL, najnizji izkoristek (2 %) pa je pri enakih vrednostih faktorjev V razmerje in

Konc. lakt. kot pri grafih G in H. Najvisji izkoristek je tokrat pri V razmerju 0,3, razlog je v

izkoristki pri enakih vrednostih faktorjev V razmerje in Konc. lakt. (0,3 in 0,2 g/mL). Razlog
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je v interakciji med V razmerjem in Konec. lakt. pri vrednosti 0,2 g/mL (znizevanje V
razmerja znizuje vpliv Konc. lakt pri vrednosti 0,2 g/mL na izkoristek), ki je podrobneje

razloZena pri razlagi grafa C.
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Slika 9: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na izkoristek
4.3.1.3. Napovedna mo¢ modela

Na sliki 10 je graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih in napovedanih vrednosti
kvadratnega korena izkoristka. Rdec¢a premica na grafu predstavlja scenarij popolnega
ujemanja (Zelimo, da so tocke na grafu ¢im blizje tej premici), modra premica pa scenarij,

ko vsi ucinki, ki so vklju¢eni v.model, na merjen odziv nimajo vpliva (zelimo, da so tocke

Kvadratni koren izkoristka
(eksperimentalno)
o = N WA O N OO W

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kvadratni koren izkoristka {napovedano)
RMSE=0,9354 R~2=0,87 prilagojen R*2=0,78

Slika 10: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti kvadratnega korena

izkoristka od napovedanih vrednosti kvadratnega korena izkoristka. Rdeca premica
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predstavlja scenarij popolnega ujemanja, modra premica Scenarij, ko vsi ucinki, ki so
vkljuc¢eni v model, na merjen odziv nimajo vpliva. Modra premica lezi na viSini y osi, ki
predstavlja povpreCen odziv. Modra zvezdica predstavlja eksperiment Optimizacija 1,

vijoliéna eksperiment Optimizacija 2 in zelena Eksperiment 3.

od te premice oddaljene bolj kot od rdece). Modra premica lezi na vi$ini y osi, ki predstavlja
povprecen odziv. Na grafu so prikazane tudi vrednosti, dobljene z dodatnimi eksperimenti
za preverjanje modela. Modra zvezdica predstavlja eksperiment Optimizacija 1, vijoli¢na
eksperiment Optimizacija 2 in zelena Eksperiment 3. S pomocjo teh toc¢k lahko ocenimo
napovedno mo¢ modela, s pomoc¢jo tock iz DSD-ja lahko ocenimo prileganje modela
eksperimentalnim vrednostim. Vidimo, da je ujemanje rezultatov DSD-ja dobro, prav tako
vse tri zvezdice lezijo prakti¢no na rdeci premici, kar nakazuje na zelo dobro napovedno
mo¢ modela. Optimizacija izkoristka je uspela, dobili smo 84 % izkoristek, kar je dobro.

Tudi optimizacija izkoristka pri eksperimentu optimizacija 2 je uspela, sicer smo tukaj

env e

43.2. D10

4.3.2.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Po analizah podatkov z EMS in FSR je bil boljsi model, ki je bil narejen z metodo FSR, saj
so eksperimentalni podatki bolje prilegali modelu (nizja AICc in BIC ter visja R? in
prilagojen R?), nizja varianca (nizji RMSE), bolj normalna porazdelitev rezidualov (pri
porazdelitvi rezidualov ni osamelca, kot pri EMS analizi). Rezultati analize ne namigujejo

na transformacijo, zato je nismo izvedli.
4.3.2.2. Aktivni uéinki

Aktivni uéinki faktorjev na D10 so prikazani v preglednici XII. Aktivni glavni uéinki so
v(mes) in V razmerje, Konc. lakt. In Temp. Z vecanjem faktorja v(mes), D10 pada. Razlog
je v ve¢jih striznih silah v kristalizacijskem sistemu, ki nastanejo ob hitrejsem mesanju. Delci
posledi¢no z vecjo hitrostjo tr¢ijo v druge delce ali ob mesalo in stene caSe, pri cemer lahko
pride do abrazije ter nastanka manjsih delcev, prav tako je verjetno, da se poveca sila upora,
ki deluje na delce. Zaradi hitrejSega mesanja so lahko delci tudi bolj konsolidirani, kar prav

tako zmanjsa njihovo velikost.
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Z vecanjem faktorja V razmerje D10 pada. Z ve¢anjem V razmerja povecujemo prenasicenje,
pri cemer faza jedrenja v Kkristalizacijskem sistemu bolj pripomore pri vzpostavitvi
ravnoteznega stanja kot sama rast kristalov. Nastane veliko kristalizacijskih jeder, a vsa ne
zrastejo do velike velikosti, ker zmanjka gradnikov za rast kristalov. Posledi¢no imamo v

sistemu veliko majhnih kristalov, ki tvorijo tudi manjSe sferi¢ne aglomerate.

Z vecanjem faktorja Konc. lakt., D10 narasca, saj imamo v sistemu ve¢ laktoze in lahko delci
zrastejo do vecje velikosti. Faktor Temp. je kot glavni u¢inek vklju¢en predvsem zaradi
ucinka dednosti, njegov glavni vpliv na D10 pa se kaze v dvofaktorski interakciji Konc.

lakt.*Temp.

Preglednica XII: Aktivni u¢inki faktorjev na D10

Ucinek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

v(mes) -41,00 -0,4184 0,0002 0,9920

Konc. lakt.*Temp. 36,01 0,3675 0,0010 0,9408

V razmerje -28,74 -0,2933 0,0029 0,8519

Konc. lakt. 14,81 0,1512 0,0749 0,2696

Temp. 10,48 0,1070 0,1914 0,1078

Na sliki 11 je prikazan graf odzivne povrsine za D10 v odvisnosti od v(mes) in V razmerja,
ki sta najbolj signifikantna glavna uc¢inka. Vidimo, da najve¢ji D10 (168 pm) dobimo pri V
razmerju 0,3 in v(mes) 300 obratov/min, najmanj$i D10 (28 pm) pa pri V razmerju 0,7 in
v(mes) 800 obratov/min, kar sovpada z zgornjimi ugotovitvami. Na velikost D10 ima vpliv
tudi dvofaktorska interakcija Konc. lakt.*Temp. (slika 12). Pri Konc. lakt. 0,2 g/mL visanje
Temp. manjSa D10, pri Konc. lakt. 0,3 g/mL pa ga veca. Interakcijo si lahko razloZzimo z
vplivom obeh faktorjev na prenasicenje. Pri Konc. lakt. 0,3 g/mL viSanje faktorja Temp.
zmanjSuje prenasicenje, zaradi ¢esar se manj laktoze prijema na stene Case in na mesalo,
posledi¢no pa je vec laktoze na voljo za rast sferi¢nih aglomeratov. Pri Pri Konc. lakt. 0,2
g/mL, pa viSanje Temp. Ze tako zniza prenasicenje, da je gradnikov za rast vedno manj, kar
je razlog za nastanek manjsih sferi¢nih aglomeratov. Enako razlago lahko podamo za vpliv
Konc. lakt. na vpliv Temp. na D10, saj so dvofaktorske interakcije vzajemne. Najvecji D10

tako dobimo pri V razmerju 0,3, v(mes) 300 obratov/min, Konc. lakt. 0,3 g/mL in Temp. 25
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°C. Najmanj$i D10 pa dobimo pri vrednostih V razmerja 0,7, v(mes) 800 obratov/min, Konc.

lakt. 0,2 g/mL in Temp. 25 °C.
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Slika 11: Graf odzivne povrsine za parameter velikosti D10 v odvisnosti od v(mes) in V
razmerja (Konc. lakt = 0,25 g/mL, Temp. = 15 °C)
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Slika 12: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na D10

4.3.2.3.

Napovedna mo¢ modela

“Pje| -duoy

‘dwa]

Na sliki 13 lahko vidimo graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti D10 od

napovedanih vrednosti D10. Vrednosti, dobljene z DSD-jem relativno dobro sovpadajo z

rdeco Crto, kar kaze na dobro prileganje podatkov. Vidimo, da smo za Optimizacijo 2

relativno dobro napovedali vrednost D10, pri Optimizaciji 1 in Eksperimentu 3 pa je bila

napoved veliko previsoka. Zanimivo je, da sta bili vrednosti D10 pri obeh eksperimentih

optimizacije zelo podobni (0,84 in 0,62 um). Mogoce so razlog za tako nizek D10 v obeh

primerih ekstremni pogoji, ki smo jih ustvarili, da bi dobili ¢im vec¢;ji izkoristek.
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Slika 13: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti D10 od napovedanih
vrednosti D10

433. D50

4.3.3.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Boljsi model smo dobili z metodo FSR, ker smo z metodo EMS lahko v model vkljucili
samo en ucinek, zaradi ¢esar se model ni dobro prilegal eksperimentalnim podatkom. Z
metodo FSR smo dobili vigja R? in prilagojen R?, nizjo varianco (nizji RMSE), in bolj
ustrezno analizo rezidualov (bolj normalna porazdelitev rezidualov in lepsi graf rezidualov
v odvisnosti od napovedanih vrednosti). Ker porazdelitev rezidualov pri metodi EMS ni bila
normalna in je rezultat Cox-Box transformation (best A = -0,867) namigoval na inverzno
transformacijo, smo to transformacijo tudi izvedli. Rezultati analize modela iz
transformiranih podatkov niso bili bistveno boljsi od netransformiranih, zato smo za

najboljsi model izbrali model po metodi FSR.
4.3.3.2. Aktivni udinki

Aktivni ucinki faktorjev na D50 so prikazani v preglednici XIII. Aktivna glavna ucinka sta
v(mes) in Konc. lakt., pri ¢emer je Konc. lakt. kot glavni u¢inek vklju¢en zaradi ucinka
dednosti, njegov glavni vpliv pa se kaze kot kvadratni u¢inek. Na sliki 14 je razvidno, da je
prisoten pozitivni kvadratni ucinek faktorja Konc. lakt. D50 v odvisnosti od Konc. lakt. je
razlaga je, da pri niZjih koncentracijah laktoze v sistemu nastane manj jeder, ki pa potem

zrastejo do vecje velikosti in se povezujejo v vecje sfericne aglomerate v primerjavi z visjimi
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Preglednica XIII: Aktivni u¢inki faktorjev na D50

U¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

Konc. lakt.*Konc. lakt. | 68,03 0,2314 0,0450 0,3775

v(mes) -44,16 -0,1502 0,00450 0,7892

Konc. lakt. 7,431 0,02527 0,574 0,0500

koncentracijami, kjer nastane ve¢ jeder in je na voljo manj gradnikov, da bi delci zrastli do
enakih velikosti, verjetno pa dobimo vecje Stevilo manjsih sferi¢nih aglomeratov. Ko se
koncentracija laktoze $e naprej povecuje, olitno spet za¢ne prevladovati Kristalna rast,
¢eprav se prenasi¢enje povecuje in bi pri¢akovali, da bi Se bolj prevladovalo jedrenje. To si
lahko razlozimo z vplivom kvadratnega u¢inka Konc. lakt na izkoristek (preglednica XI),
kjer je ucinek nasproten (negativen) kot pri D50. Razlaga za nizje izkoristke pri vecjem
faktorju Konc. lakt. je, da je sistem Ze preve¢ prenasicen in se zacnejo sferi¢ni aglomerati
lepiti na stene ¢ase in na meSalo. Verjetno se na ta na¢in tudi izgubljajo prosta jedra v sistemu
in dobimo podobno razmerje med Stevilom jeder in koncentracije laktoze v sistemu kot pri
nizjih koncentracijah laktoze. Zanimivo je, da kvadratni u¢inek Konc. lakt. pri odzivu D10
ni prisoten in se D10 z zviSevanjem Konc. lakt. povecuje. To kaZe, da so vplivi Konc. lakt.

razli¢ni na delce razli¢nih velikosti.
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Slika 14: Graf odzivne povrsine za parameter velikosti D50 v odvisnosti od v(mes) in Konc.

lakt.
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Z vecanjem faktorja v(mes) velikost D50 pada. To lahko razloZimo podobno kot pri vplivu
faktorja v(mes§) na D10. S hitrejSim meSanjem pride do povecanja striznih sil v
kristalizacijskem sistemu, kar povzroci, da delci z vecjo hitrostjo tré¢ijo v druge delce ali v
mesalo in steno Case, poveca se tudi sila upora na delce. Pri tem pride do abrazije delcev
(nastanejo novi, manjsi delci, kar vpliva na D10) in posledi¢nega zmanjSanja velikosti

prvotnega delca.
4.3.3.3. Napovedna mo¢ modela

Na sliki 15 lahko vidimo, da vse to¢ke iz treh dodatnih eksperimentov za preverjanje modela
relativno dobro sovpadajo z modelom. Sicer smo pri obeh eksperimentih optimizacije
napovedali rahlo previsoko vrednost, pri Eksperimentu 3 pa se napoved to¢no ujema z
rezultatom. Razvidno je tudi, da je prilaganje modela podatkom, pridobljenih iz DSD-ja

slabse kot pri modelih za odziva D10 in izkoristek.
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Slika 15: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti D50 od napovedanih
vrednosti D50

434. D90

4.3.4.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Boljsi model smo pridobili po metodi FSR, ker se lepsSe prilega eksperimentalnim podatkom
(visji R? in prilagojen R?, visji BIC, vendar nizji AICc), ima niZjo varianco (nizji RMSE) in
ima bolj ustrezen graf rezidualov v odvisnosti od zaporedja eksperimenta. Slabost modela
je, da ima rahlo pozitivno avtokorelacijo (Durbin-Watson test = 1,25). Rezultati analiz na

transformacijo niso namigovali, zato je nismo izvedli.
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4.3.4.2. Aktivni udinki

V preglednici X1V so vidni faktorji, ki so vklju¢eni v model. Vsi glavni u¢inki (Konc. lakt.,
V razmerje in Temp.) so nesignifikantni in so vkljuCeni zaradi ucinka dednosti. Najvecji
vpliv na D90 ima interakcija V razmerje*Temp. (sliki 16 in 17). Pri VV razmerju 0,7
zviSevanje Temp. znizuje D90, pri V razmerju 0,3 pa ga zviSuje. Mozna razlaga je, da pri V
razmerju 0,7 zviSevanje Temp. znizuje prenasicenje, zaradi esar je v sistemu na voljo manj
laktoze za rast sferi¢nih aglomeratov. Pri V razmerju 0,3 pa se prenasicenje ze tako zniza,
da je rast kristalov bolj favorizirana kot jedrenje, in nastane manj kristalizacijskih jeder, ki
zrastejo do vecjih kristalov ter se povezujejo v vecje sfericne aglomerate. Enako lahko

razlozimo tudi vpliv V razmerja na Temp. saj sta interakciji vzajemni.

Preglednica X1V: Aktivni uéinki faktorjev na D90

U¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

V razmerje*Temp. -84,15 -0,1522 0,0011 0,9378

Konc. lakt.*V razmerje | -46,90 -0,08485 0,0322 0,4387

Konc. lakt. 14,65 0,02651 0,4195 0,05

V razmerje -8,316 -0,01504 0,6434 0,05

Temp. -3,596 -0,006505 0,8407 0,05

oot 7 o5 ey,

Slika 16: Graf odzivne povrSine za parameter velikosti D90 v odvisnosti od Temp. in V

razmerja (Konc. lakt. = 0,25 g/mL)
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Na D90 signifikantno vpliva tudi interakcija Konc. lakt.*V razmerje (sliki 16 in 17). Pri
Konc. lakt. 0,2 g/mL zviSevanje V razmerja zviSuje D90, pri Konc. lakt. 0,3 g/mL pa ga
znizuje. Mozna razlaga bi lahko bila, da je sistem pri Konc. lakt. 0,3 g/mL Ze tako prenasicen,
da zviSevanje V razmerja prevec prenasici sistem in se zacne laktoza prijemati na stene Case
in na mesalo. Posledicno imamo manj gradnikov za rast sferi¢énih aglomeratov, mozno pa je
tudi, da se najbolj prijemajo najvecji delci, zaradi ¢esar se zmanjsa D90. Pri Konc. lakt 0,2
g/mL pa prenasicenje $e ni preveliko, zviSevanje V razmerja pa ga poveca, kar povzroci, da
je na voljo ve¢ laktoze za rast sferi¢nih aglomeratov. Enako lahko razlozimo vpliv Konc.

lakt. na V razmerje, saj sta interakciji vzajemni.
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Slika 17: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na D90
4.3.4.3. Napovedna mo¢ modela
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Slika 18: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti D90 od napovedanih
vrednosti D90
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Na sliki 18 vidimo prileganje modela vrednostim pridobljenim z DSD-jem in dodatnimi
eksperimenti. VVrednosti, pridobljene z DSD-jem, sicer jasno kazejo trend ob modelu, vseeno
pa so doloc¢ene tocke od modela relativno oddaljene. Vidimo, da je model dobro napovedal
vse vrednosti, pridobljene z dodatnimi eksperimenti, iz ¢esar lahko sklenemo, da ima dobro

napovedno moc.
4.3.5. Porazdelitev velikosti delcev

4.3.5.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Model, pridobljen po metodi EMS, je imel samo en signifikanten ucinek (v(mes)), zaradi
Cesar je imel model, pridobljen po metodi FSR boljse prileganje eksperimentalnim podatkom
(nizja AICc in BIC ter visja R? in prilagojen R?), prav tako pa tudi nizjo varianco (niZji
RMSE) in bolj primerno grafi¢no analizo podatkov (graf dejanskih v odvisnosti od
napovedanih vrednosti in graf rezidualov v odvisnosti od napovedanih vrednosti). Glede na

rezultate analiz transformacija ni bila potrebna.
4.3.5.2. Aktivni uéinki

Aktivni uéinki faktorjev na PSD so prikazani v preglednici XV. Edini signifikantni glavni
ucinek je bil faktor v(mes), faktorja Temp. in Konc. lakt. pa sta kot glavna faktorja vkljucena
zaradi u¢inka dednosti. Z vi§jo hitrostjo mesanja se PSD S§iri. Verjeten razlog je v tem, da se
z veCanjem faktorja v(mes) znizujemo D10 (razlaga podana pri razlagi aktivnih ucinkov
faktorjev na D10), na D90 pa ne vplivamo, zaradi ¢esar se PSD §iri. S hitrej$im meSanjem
povzro¢imo tudi hitrejSo rast kristalov in sferi¢nih aglomeratov, kar privede do vecjih razlik
v velikosti delcev kot pri pocasnejSem meSanju. Vecji kristali in vecji sferi¢ni aglomerati

namrecC rastejo hitreje kot manjsi.

Preglednica XV: Aktivni u¢inki faktorjev na PSD

Uc¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

v(mes) 0,3273 0,2056 0,0001 0,9972

Konc. lakt.*Temp. -0,2741 -0,1722 0,0009 0,9473

Konc. lakt.*v(mes) -0,2050 -0,12877 0,0063 0,7438

Temp. -0,09532 -0,05989 0,1147 0,1912

Konc. lakt. -0,03051 -0,01917 0,5944 0,05
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Na PSD vplivata tudi dve dvofaktorski interakciji in sicer Konc. lakt*Temp. ter Konc.
lakt*v(mes) (sliki 19 in 20). Pri Konc. lakt. 0,2 g/mL visanje Temp. visa PSD (niza D10),
pri Konc. lakt. 0,3 g/mL pa ga niza (ve¢a D10). Ponovno je razlog za vpliv interakcije na
PSD vpliv na D10, kjer je prisotna enaka interakcija (razlaga interakcije je podana pri razlagi
aktivnih u¢inkov faktorjev na D10). Ce pogledamo interakcijo Konc. lakt.*v(mes) vidimo,
da visanje hitrosti mesanja pri Konc. lakt. 0,3 g/mL pocasneje dviguje PSD kot pri Konc.
lakt. 0,2 g/mL. MoZna razlaga bi lahko bila, da je pri vis$ji koncentraciji laktoze v sistemu na
voljo ve¢ gradnikov in lahko drobni delci, ki nastajajo z abrazijo zaradi hitrega mesanja bolj
zrastejo kot pri Konc. lakt 0,2 g/mL. Enako lahko razlozimo vpliv Konc. lakt. na v(mes), saj
so dvofaktorske interakcije vzajemne.

Slika 19: Graf odzivne povrsine za PSD v odvisnosti od v(mes) in Konc. lakt. (Temp. = 15
OC)
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Slika 20: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na PSD
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4.3.5.3. Napovedna mo¢ modela

Ceprav so bili prileganje modela eksperimentalnim vrednostim (slika 21) in prilagojene mo¢i
aktivnih faktorjev (preglednica XV) za PSD zelo dobri, smo vrednosti PSD pri obeh
eksperimentih optimizacije zelo slabo napovedali. VV obeh primerih je bil PSD veliko visji
kot napovedano, razlog je v nizjih D10 in D50. Ker smo pri Eksperimentu 3 podali solidno
napoved, pri eksperimentih optimizacije pa zelo slabo, lahko sklepamo, da model ne more

posnemati ekstremnih pogojev, pri katerih sta bila izvedena eksperimenta optimizacije.

PSD (eksperimentalno)

1 1.5 2 2,5
PSD (napovedano)
RMSE=0,2082 RSq=0,86 prilagojen R"2=0,79

Slika 21: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti za PSD od napovedanih
vrednosti za PSD

4.3.6. Ovalnost

4.3.6.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Z metodo EMS nismo dobili nobenega aktivnega u¢inka, z metodo FSR pa smo ustvarili
zadovoljiv model. Ker je rezultat Box-Cox transformacije (best Arsr = 2) namigoval na
kvadratno transformacijo, smo to tudi izvedli, a je bil dobljen model prakti¢no enak

prvotnemu, zato smo ohranili model z netransformiranimi podatki.
4.3.6.2. Aktivni uéinki

V preglednici XV1 so prikazani aktivni uéinki faktorjev na ovalnost. Glavni uéinki, ki Smo
jih vkljuéili v model so t(dod.mes), Konc.lakt in Temp. Dlje ¢asa kot dodatno meSamo
kristalizacijski sistem po celotni dodatni raztopini laktoze, manj so delci ovalni. Na prvi

pogled bi sicer z daljSim dodatnim meSanjem pricakovali bolj okrogle aglomerate, ampak
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ocitno ni tako. Mozna razlaga je, da potovanje delcev ni povsem nakljucno, ampak se pri
meSanju ustvari vrtinec, v katerem potujejo vecino Casa. OcCitno potem sile delujejo
predvsem na stranske dele delca in ga naredijo bolj aerodinami¢nega in posledi¢no manj
ovalnega. Visja je koncentracija laktoze, bolj so delci ovalni. Mozna razlaga je naslednja.
Ko je v kristalizacijski sistemu vnesene ve¢ laktoze, so sfericni aglomerati Stevilénejsi.
Posledi¢no je je v toku vrtinca ujet le manjsi delez delcev in je gibanje delcev bolj neurejeno,
zaradi Cesar so delci povprecno bolj ovalni. Glavni u¢inek Temp. ni signifikanten in je v

model vkljucen zaradi u¢inka dednosti.

Preglednica XVI: Aktivni ucinki faktorjev na ovalnost

Uc¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

Konc. lakt.*Temp. 0,03460 0,04692 0,0004 0,9825

Konc. lakt.*t(dod. mes) | 0,01920 0,02603 0,0167 0,571

t(dod. me3) -0,01590 -0,02156 0,0266 0,4776

Konc. lakt. 0,01381 0,01873 0,0482 0,3568

Temp. -0,009304 -0,01261 0,1626 0,1329

5 02 (\('

Slika 22: Graf odzivne povr$ine za ovalnost v odvisnosti od Konc. lakt. in Temp. (t(dod.mes)

= 80 min)

Najvecji vpliv na ovalnost imata interakciji Konc. lakt.*Temp. in Konc. lakt.*t(dod. mes)

(sliki 22 in 23). Pri Konc. lakt. 0,3 g/mL se z zviSevanjem Temp. ovalnost poveéuje, pri
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Konc. lakt. 0,2 g/mL pa se znizuje. Za razlago interakcije bi bile potrebne dodatne raziskave
glede gibanja delcev med sferi¢no kristalizacijo in silah, ki vplivajo nanje. Pri Konc. lakt.
0,3 g/mL, t(dod.me$) nima vpliva na ovalnost, pri Konc. lakt. 0,2 g¢/mL pa jo z zviSevanjem

znizuje. Interakcija je logicna, ¢e pogledamo razlage glavnih ucinkov Konc. lakt. in

t(dod.mes).
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Slika 23: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na ovalnost

4.3.6.3. Napovedna mo¢ modela

Model se lepo prilega eksperimentalnim podatkom, pridobljenim z DSD-jem, in dodatnemu

Eksperimentu 3 (slika 24). Pri analizi podatkov smo zaznali tudi 2 osamelca (DSDO007 in

Ovalnost (eksperimentalno)

0,65

0,8

0,75

0,7

0.65 0,7 0,75

0,8

Ovalnost (napovedano)
RMSE=0,0233 R*2=0,80 prilagojen R*2=0,71

Slika 24: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti ovalnosti od napovedanih

vrednosti ovalnosti
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DSDO017), ki pa smo ju pustili v modelu. Z odstranitvijo bi sicer izboljsali prileganje modela
eksperimentalnim podatkom, pridobljenih z DSD-jem, ne bi pa to vplivalo na prileganje
eksperimentalnim podatkom, pridobljenimi z dodatnimi eksperimenti. Cilj modela je, da se
bo ¢im bolje prilegal ¢im ve¢ eksperimentom in ne samo tistim, s pomocjo katerih smo model
ustvarili. Tudi oba eksperimenta optimizacije sta se pokazala kot osamelca, kar kaze na to,
da na§ model sicer lepo napoveduje ovalnost sferi¢nih aglomeratov v ve¢jem delu obmocja

eksperimentalnih vrednosti, na nekaterih obmocjih pa se napovedna moc poslabsa.
4.3.7. Hrapavost

4.3.7.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Z obema metodama analize DSD-ja smo dobili ista aktivna ucinka (preglednica XVII) in
posledi¢no isti model. Sicer se ucinek V razmerje ni izkazal kot signifikanten (p = 0,0723),
a smo ga izjemoma vseeno vkljucili v model, ker bi bil drugace v model vklju¢en samo en
ucinek, kar bi povzrocilo zelo slabo prileganje modela eksperimentalnim vrednostim. Ker je
rezultat Box Cox transformation (best A = 2) namigoval na kvadratno transformacijo, smo
to tudi izvedli, a je bil dobljen model prakti¢no enak prvotnemu, zato smo ohranili model z

nespremenjenimi podatki.
4.3.7.2. Aktivna udinka

Aktivna glavna ucinka v modelu sta faktorja Temp. in V razmerje (preglednica XVII). Z
visanjem Temp. dobimo bolj hrapave povrsine sferi¢nih aglomeratov (slika 25). To si lahko
razlozimo z vplivom temperature na viskoznost. Z visanjem temperature sistema pada
viskoznost, s tem naras¢a Reynoldsovo Stevilo, s ¢imer pada sila upora tekocine na delce.
Zaradi manjSih striznih sil, ki delujejo na delce, imajo ti bolj hrapavo povrSino. Najvecja
verjetnost za abrazijo je ravno pri izrastkih na sferiénem aglomeratu, zato z ve€anjem

striznih sil na delec povzro¢imo, da ima ta manj hrapavo povrsino.

Preglednica XVII: Aktivna u¢inka faktorjev na hrapavost

Uc¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

Temp. -0,02272 -0,02656 0,0177 0,5644

V razmerje -0,01524 -0,01781 0,0723 0,2863
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Z visanjem V razmerja dobimo bolj hrapave povrsine sferi¢nih aglomeratov (Slika 25). Spet
si lahko pojav razlozimo z zmanjSanjem viskoznosti, saj ima aceton nizjo dinami¢no

viskoznost kot voda (46).

Slika 25: Graf odzivne povrSine za hrapavost

4.3.7.3. Napovedna mo¢ modela
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Slika 26: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti hrapavosti od napovedanih
vrednosti hrapavosti

Dobili smo model s slabsim prileganjem (niZji prilagojen R?) eksperimentalnim vrednostim,
pridobljenih z DSD-jem (slika 26). Ce pogledamo napovedno moé¢ modela, vidimo, da smo

to¢no vrednost napovedali samo Optimizaciji 2, pri Optimizaciji 1 smo napovedali previsoko
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vrednost, pri Eksperimentu 3 pa prenizko, iz ¢esar lahko zaklju¢imo, da je napovedna mo¢

modela slabsa.
4.3.8. Hausnerjevo razmerje

4.3.8.1. Izbira najboljSega statisticnega modela

Ker smo pri treh eksperimentih dobili premalo produkta, analize rezultatov z metodo EMS
nismo mogli izvesti, saj zahteva rezultate meritev vseh eksperimentov DSD-ja. Z metodo

FSR smo dobili zadovoljiv model, transformacija podatkov ni bila potrebna.
4.3.8.2. Aktivni uéinki

Aktivni ucinki faktorjev na HR so prikazani v preglednici XVIII. Aktivna glavna ucinka sta
V razmerje in Temp, v model pa je zaradi u¢inka dednosti vkljucen $e glavni ué¢inek Konc.
lakt. Vplive faktorjev na preto¢ne lastnosti si lahko razlagamo z vplivom na primarne
fizikalne lastnosti delcev, ki potem vplivajo tudi na preto¢ne lastnosti delcev. Z ve¢anjem V
razmerja naras¢a HR, kar pomeni, da je razlika v nasipni in zbiti gostoti vecja, kar nakazuje
na slabse preto¢ne lastnosti praska. Pojav lahko razlozimo z vplivom V razmerja na D10 in
hrapavost. Z vecanjem V razmerja se D10 zniZa in poveca hrapavost. Zmanj$anje velikosti
delcev obicajno poslabsa preto¢ne lastnosti, enak uc¢inek ima tudi ve¢ja hrapavost, saj je med

delci ve¢ trenja (51).

Z visanjem Temp. HR pada, kar nakazuje na bolj$e pretocne lastnosti delcev. Pojav si lahko
razlozimo z vplivom Temp. na D10 in hrapavost. Z viSanjem Temp. hrapavost pada, kar naj
bi poslabsalo preto¢ne lastnosti (51), hkrati pa D10 nara$ca, kar naj bi preto¢ne lastnosti

izboljsalo. Oc¢itno tukaj prevlada vpliv na D10.

Preglednica XVIII: Aktivni u¢inki faktorjev na HR

U¢inek Ocena Relativna p-vrednost Prilagojena
ocena mo¢

Konc. lakt.*V razmerje | -0,04186 -0,03098 0,0007 0,9724

V razmerje 0,03516 0,02601 0,0011 0,9495

Temp. -0,02884 -0,02134 0,0026 0,8714

Konc. lakt. 0,0005772 0,0004270 0,9386 0,05
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ev e

HR (1,28) pri Temp. 25 °C in V razmerju 0,3, najvisji (1,41) pa pri Temp 5 °C in V razmerju
0,7, kar sovpada z zgornjimi ugotovitvami. Sicer je prisotna tudi interakcija Konc. lakt*V

ratio (slika 28). Pri V razmerju 0,3 z naras¢anjem Konc. lakt. HR narasc¢a, pri V razmerju

03

Slika 27: Graf odzivne povrsine za Hausnerjevo razmerje (Konc. lakt = 0,25 g/mL)

0,7 pa HR z narascanjem Konc. lakt. pada. To interakcijo smo zasledili samo $e pri vplivu
faktorjev na izkoristek, pri vplivu faktorjev na velikost, porazdelitev velikosti ali obliko pa
je nismo zasledili. Ker so te primarne fizikalno-kemijske lastnosti klju¢ne pri razumevanju
preto¢nih lastnosti, interakcije Konc. lakt*V razmerje brez nadaljnjih $tudij ne moremo
pri Temp. 25 °C, V razmerju 0,3 in Konc. lakt 0,2 g/mL, s ¢imer bi dobili delce z zmernimi
(angl. fair) preto¢nimi lastnostmi (31). Najvisji HR (1,45) bi dobili pri Temp. 5 °C, V
razmerju 0,7 in Konc. lakt 0,2 g/mL.

1,45 0,2
1.4 3
e 1,35 Konc. lakt. 03 R
T —
1,3 o
1,25 &
1,45
1,4
! <
e 1,35 % V ratio a
T 13 =
1,25
NN OO ANM <t 1N WO I~
oNNANNITNS oo g o
OO OO (=]

Slika 28: Interakcije med faktorji in njihov vpliv na Hausnerjevo razmerje
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4.3.8.3. Napovedna mo¢ modela

Kot lahko vidimo na sliki 29, smo dobili model z zelo dobrim prileganjem vrednostim DSD-
ja, prav tako smo za vse tri dodatne eksperimente zelo dobro napovedali vrednosti HR, iz
¢esar lahko zaklju¢imo, da ima model za HR dobro napovedno moc¢, kar smo glede na analize

modela tudi pri¢akovali.

1,45
14
1,35

13

HR (eksperimentalno)

1,25

1,25 13 1,35 14 1,45
HR (napovedano)
RMSE=0,0229 R~=0,88 prilagojen R*2=0,82

Slika 29: Graf odvisnosti eksperimentalno dobljenih vrednosti HR od napovedanih vrednosti
HR

4.3.9. Povzetek rezultatov statisticnega vrednotenja DSD-ja

Ceprav literatura predlaga EMS kot metodo analize DSD-ja prvega izbora, v preglednici
XIX vidimo, da se je kot boljsa metoda veckrat izkazal FSR. Glede na tri dodatne
eksperimente in glede na ujemanje modela z eksperimentalnimi vrednostmi, pridobljenimi z
DSD-jem, smo videli, da se je napovedna mo¢ modelov razlikovala glede na odzive. V
preglednici XIX je napovedna mo¢ opisana opisno, s prilagojenim R? (uposteva
eksperimente DSD-ja), s koeficientom variacije korena srednje kvadratne napake za
eksperimente DSD-ja (CV(RMSE)psp) in s koeficientom variacije korena srednje kvadratne
napake za dodatne eksperimente (CV(RMSE)pop). CV(RMSE) nam poda normalizirano
vrednost RMSE (delimo ga s povpreéno vrednostjo odziva), kar nam omogoca lazjo
primerjavo RMSE med odzivi. Idealen model bi imel prilagojen R?1 in CV(RMSE)psp ter
CV(RMSE)pop 0.

Ce upostevamo relativno nizko Stevilo eksperimentov, ki smo jih izvedli za izdelavo

modelov, smo lahko generalno gledano z modeli zadovoljni. Pri modelih s slab$o napovedno
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mocjo bi bilo smiselno izvesti dodatne eksperimente, da bi lahko naredili bolj$i model. Prav
tako bi bilo treba za boljSo oceno napovedne moc¢i modela izvesti ve¢ eksperimentov. Odzive
bi bilo treba napovedovati pri ¢im bolj razli¢nih vrednostih, kar je slabost nasih dveh
eksperimentov optimizacije, ki imata relativno podobne vrednosti faktorjev in posledicno

tudi podobne napovedane vrednosti.

Preglednica XIX: Povzetek izbranih najboljsih statistiénih modelov in napovedne moci

modela pri posameznem odzivu

Odziv Metoda Napovedna Prilagojen | CV(RMSE)psp | CV(RMSE)bob
mo¢ R?
Izkoristek EMS Dobra 0,78 19,07 7,15
(transformacija s
kvadratnim
korenom)
D10 FSR Srednje 0,80 28,76 67,03
dobra
D50 FSR Srednje 0,47 16,39 9,94
dobra
D90 FSR Srednje 0,53 11,83 8,75
dobra
PSD FSR Srednje 0,79 13,08 71,13
dobra
Ovalnost FSR Srednje 0,71 3,16 571
dobra
Hrapavost FSR Slaba 0,39 3,42 4,43
Hausnerjevo | FSR Dobra 0,82 1,69 1,51
razmerje

V preglednici XX je predstavljen povzetek celokupnih vplivov faktorjev na posamezen
odziv. Celokupni vpliv faktorja na posamezen odziv predstavlja prispevek vseh ucinkov, ki
vsebujejo izbran faktor, na spreminjanje posameznega odziva. Rezultat je predstavljen kot
razmerje vsote vseh ucinkov, ki vsebujejo izbran faktor, in vsote vseh u¢inkov (tudi tistih,
ki ne vsebujejo izbranega faktorja) na spreminjanje odziva (52). V zadnji vrstici je
predstavljena tudi vsota celokupnih vplivov faktorja na vse odzive. S pomoc¢jo vsote lahko

faktorje razvrstimo glede na pomembnost za vse lastnosti hkrati.
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Kot najpomembnejsi za vse odzive so se izkazali Temp., Konc. lakt. in V razmerje, ki vsi
vplivajo na prenasicenje sistema. Posledicno so se za proces kot pomembne velikokrat
izkazale interakcije med njimi. V vecCini primerov se je pokazalo, da imajo interakcije celo
vedji vpliv na posamezen odziv, kot pa ga imajo glavni u¢inki. Za faktor Konc. lakt. smo pri
odzivih izkoristek in D50 zaznali tudi kvadratni ucinek, Cesar pri drugih faktorjih nismo
zaznali. Cetrti najpomembne;jsi faktor za vse odzive je faktor hitrost mesanja, ki vpliva na
velikost, porazdelitev velikosti in obliko delcev, kar so logi¢ni vplivi. Hitrost meSanja je
odvisna tudi od lastnosti mesala, ker bi meSalo drugacnih dimenzij povzrocalo drugacne
hidrodinamicne sile in bi po vsej verjetnosti dobili drugaéne delce ali pa vsaj drugacne vplive
faktorja hitrosti mesanja. Faktor t(dod.me$) vpliva samo na ovalnost, faktor v(dod) pa v
preiskovalnem obmocju nima signifikantnega vpliva na noben odziv. To si lahko razloZzimo
tako, da faktor nima nobenega neposrednega vpliva na prenasicenje, razmerje komponent v
sistemu ali na strizne sile. Sicer vpliva na hitrost spreminjanja prenasi¢enja in razmerja
komponent v sistemu (kinetiko prenasi¢enja), kar pa glede na nase rezultate ne igra
pomembne vloge. Z vsako dodano kapljico se povecata koncentraciji laktoze in vode v
sistemu. Vecja koncentracija laktoze povecuje prenasicenje, vecja koncentracija vode pa ga
zmanjSuje. Ali se sistem pomika v smer povecanja ali zmanjSanja prenasic¢enja, je odvisno

od faktorjev Konc. lakt. in V razmerja.

Preglednica XX: Povzetek celokupnih vplivov faktorjev na posamezen odziv

Konc.lakt. |V razmerje | Temp. |v(dod) | v(mes) | t(dod.mesS)

Izkoristek | 0,399 0,573 0,531 / / /

D10 0,331 0,211 0,299 |/ 0,427 /

D50 0,314 / / / 0,684 /

D90 0,247 0,971 0,748 / / /

PSD 0,463 / 0,331 |/ 0,668 /

Ovalnost 0,806 / 0,586 |/ 0,436 0,310
Hrapavost |/ 0,332 0,701 / / /

HR 0,413 0,773 0,234 / / /

Vsota 2,973 2,86 3,43 0 2,215 0,31

Tako faktor v(dod) kot faktor t(dod.mes) vplivata na celotno trajanje procesa, pri cemer je

faktor v(dod) odvisen od faktorja V razmerje (nizje je V razmerje, vecji vpliv na celotno
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trajanje procesa bo imel v(dod)). Iz nasih rezultatov lahko tako zaklju¢imo, da trajanje
procesa nima bistvenega vpliva na katerikoli merjen odziv. To si lahko razlagamo tako, da
kristalizacija in poznejsa tvorba aglomeratov poteceta dovolj hitro, da podaljSevanje procesa,
v primeru nasih eksperimentalnih pogojev, na lastnosti sfericnih aglomeratov nima vpliva.
Daljse trajanje procesa pomeni tudi daljSe trajanje delovanja striznih sil, ki lahko povzroc¢ajo
abrazijo delcev ter nastanek manjsih delcev. Ker pa trajanje na noben parameter velikost
delcev (D10, D50, D90) ni imelo vpliva, lahko predvidevamo, da se med abrazijo in rastjo
delcev vzpostavi ravnotezje. Treba je omeniti Se, da smo tekom preliminarnih eksperimentov
ugotovili, da je za potek celotnega procesa vseeno potreben nek minimalen ¢as, ki pa smo

ga v primeru DSD-ja vedno presegli.

Ce ocenimo DSD kot presejalni naért, lahko vidimo, da smo z relativno malo eksperimenti
zaznali precej aktivnih u€inkov, pri ¢emer smo lahko podrobno tudi preudili interakcije in
kvadratne ucinke. Ugotovili smo, kateri faktorji imajo najvecji vpliv na lastnosti sferi¢nih
aglomeratov, s pomocjo izbranih faktorjev smo naredili tudi statisti¢cne modele, pri Katerih
so bili doloceni dobri, druge pa bi lahko Se izboljsali. Iz tega lahko zaklju¢imo, da je DSD v
prvi vrsti Se vedno presejalni nacrt, za natan¢nejSe modeliranje in preucevanje vpliva
faktorjev pa so tudi tukaj potrebni dodatni poskusi z najpomembnejsimi faktorji (npr. polni
faktorski nacrt (ang. »Full factorial design«)). Z dodatnimi poskusi bi lahko tudi razsirili

preiskovalno obmocje.

Treba se je zavedati tudi omejitev, ki jih prinasa DOE na splosno. V magistrski nalogi so

bile najvecje omejitve naslednje:

e treba je bilo postaviti ekstremne vrednosti faktorjev tako, da smo v vsaki
kombinaciji faktorjev dobili sfericne aglomerate, kar nam je precej zozilo

preiskovalno obmocje

e za ustrezno postavljen DOE in interpretacijo rezultatov je treba precej statisticnega

znanja

e pojavi se tezava, ko se zeleni odziv tezko natan¢no ovrednoti z eno Stevilko (npr.

slike SEM).
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44. PRAVA GOSTOTA

Petim vzorcem, ki smo jih dobili pri DSD-ju, smo pomerili pravo gostoto s helijevim
piknometrom. Povprecna prava gostota sferi¢nih aglomeratov iz laktoze je bila 1,556 g/mL
(koeficient variacije (CV) = 1,08 %), kar je zelo blizu literaturni vrednosti prave gostote za
laktozo (1,525) (53). 1z tega lahko zaklju¢imo, da sferi¢na kristalizacija in spreminjanje

procesnih parametrov na pravo gostoto nima bistvenega vpliva.
45. VRSTICNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Sferi¢ne aglomerate vsake serije smo slikali pod SEM in med seboj primerjali morfologijo
delcev. Obliko in povrsino sferi¢nih aglomeratov smo sicer opisali ze z odzivoma ovalnost
in hrapavost pri DSD-ju, nismo pa podrobneje opisali strukture sferiénih aglomeratov, ker
je to lastnost tezko natanéneje opisati z eno samo Stevilko. Glede na prevladujoco obliko
osnovnih gradnikov (kristalov) smo sferi¢ne aglomerate razdelili v $tiri morfoloske skupine

(Prizme, Piramide, Iglice in Ostali; slika 30).

20 um

Ostali
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Prizme imajo dve osnovni ploskvi in §tiri stranske ploskve, piramide imajo eno osnovno
ploskev, §tiri stranske ploskve in zaSiljen vrh, iglice pa imajo dva zaSiljena vrha in Stiri
stranske ploskve. V skupino Ostali spadajo sfericni aglomerati, ki jih zaradi
nerazpoznavnosti osnovnih ploskev ali meSanega tipa nismo mogli uvrstiti nikamor. Za
nadaljnje primerjave skupine Ostali nismo upostevali. Predpostavili smo, da se zaradi
razliéne oblike osnovnih gradnikov ti zdruzujejo drugace, kar vodi do razli¢nih lastnostih

kon¢nega sfericnega aglomerata.

Znotraj morfoloskih skupin smo primerjali procesne pogoje, pod katerimi so bili delci
proizvedeni (preglednica XXI). Z modro barvo so oznacene vrednosti posameznega faktorja,
ki so pri posamezni morfoloski skupini vse enake, z zeleno barvo pa so oznacene enake
vrednosti posameznega faktorja, ki pri posamezni morfoloski skupini predstavljajo vsaj 75
% vseh vrednosti. Trende smo ugotovili pri obeh ekstremnih oblikah, Prizmah in Iglicah. Pri
Piramidah trenda nismo mogli izlus¢iti, ta skupina ima tudi najve¢ predstavnikov, ki se med
sabo najbolj razlikujejo, gre za nekaksno vmesno fazo med kvadri in iglicami, zato je tudi

tezko najti kakSen trend pri parametrih.

Preglednica XXI: Procesnih pogoji razliénih morfoloskih skupin

Eksperiment | Konc. lak. | V razmerje | Temp | v(dod) v(mes) | t(dod. meS)
Prizme

DSD001 0,2 0,3 5 9,7 300 120
DSDO005 0,25 0,3 5 2,1 300 40
DSDO010 0,3 0,3 15 9,7 800 40
DSD017 0,2 0,3 25 9,7 550 40
Piramide

DSDO009 0,3 0,3 25 2,1 300 80
DSD011 0,3 0,7 25 2,1 800 40
DSDO012 0,3 0,3 5 59 800 120
DSD014 0,25 0,5 15 59 550 80
DSD015 0,2 0,5 5 2,1 800 40
DSDO016 0,25 0,7 25 9,7 800 120
Iglice

DSD002 0,2 0,7 15 2,1 300 120
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DSDO007 0,2 0,7 25 5,9 300 40
DSDO008 0,3 0,7 5 2,1 550 120
DSDO013 0,2 0,3 25 2,1 800 120

Pri Prizmah smo ugotovili, da je V razmerje v vseh primerih 0,3. To si lahko razlagamo s
tem, da je prisotno manjSe prenasicenje, kar pomeni, da kristali rastejo pocasneje in
posledi¢no bolj enakomerno v vse smeri. Pri treh od Stirih primerov je v(dod) 9,7 mL/min.
Hitro dodajanje raztopine laktoze v kristalizacijski sistem pomeni, da se hitreje pomikamo
iz nestabilnega v metastabilno stanje oz. se veliko prenasicenje hitreje niza, posledi¢no
kristali rastejo pocasneje in bolj enakomerno. Ta ucinek velja za na$§ primer (nizje
koncentracije raztopine laktoze in omejitev visanja hitrosti dodajanja raztopine laktoze). Ce
bi v sistem dodajali raztopino laktoze z ve¢jo koncentracijo, bi bil vpliv redéenja netopila
manjsi od vpliva dodajanja laktoze v sistem in bi se prenasi¢enje z dodajanjem zviSevalo.
Ugotovili smo Se, da je bil faktor t(dod.meS) pri treh od Stirih primerov 40 min, za kar

nimamo logi¢ne razlage.

Pri Iglicah smo opazili, da so bili pri treh od stirih eksperimentov V razmerje 0,7, v(dod) 2,1
mL/min, t(dod.me$) 120 min in Konc. lakt. 0,2 g/mL. V razmerje, v(dod) in t(dod.me§) imajo
vrednosti na drugem ekstremu kot pri Prizmah, kar je logi¢no, glede na to, da je tudi
morfologija osnovnih kristalov najbolj razlicna. V razmerje 0,7 si lahko razlagamo s
poveCanjem prenasiCenja in posledi¢éno hitro rastjo kristala, ki zaradi tega raste
neenakomerno v vse smeri. Ker najbolj raste samo v eno smer, dobimo kristale v obliki iglic.
Na podoben nacin lahko razlozimo tudi vrednost faktorja v(dod) 2,1 mL/min, saj s tem stanje
velikega prenasicenja traja dlje Casa in kristali dlje ¢asa preferen¢no hitreje rastejo v eno
smer. Vrednost faktorja t(dod.me$) 120 min, si podobno kot pri Prizmah $e ne znamo
razloziti. Glede na to, da se ta faktor pojavi pri Iglicah in Prizmah in da so vrednosti obratne,
izgleda, da ima vpliv na morfologijo kristalov. Vrednost faktorja Konc. lakt. 0,2 g/mL s
prenasi¢enjem tezko razlagamo; ker ta faktor pri kvadrih ni prisoten, je mozno tudi, da gre

za nakljucje, saj imamo majhen vzorec.

Da bi potrdili naso predpostavko o tem, da oblika osnovnega kristala vpliva na lastnosti
sferi¢nih aglomeratov, smo naredili analizo glavnih komponent (ang. »Principal component

analysis«, PCA), pri ¢emer smo lastnosti (odzive) sferi¢nih aglomeratov zdruzili v tri glavne
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komponente, ki nam opisejo 85,8 % variacijo podatkov (slika 31). Rumene tocke

predstavljajo Prizme, zelene Piramide, modre Iglice in ¢rne Ostale.

Na glavno komponento 1 imajo najvecji vpliv PSD, D10 in HR, na glavno komponento 2
ovalnost, hrapavost in izkoristek ter na glavno komponento 3 D90 in D50 (slika 31, modro
ozadje). Tako nam glavna komponenta 1 v grobem predstavlja velikost najmanjsih delcev in
porazdelitev velikosti, glavna komponenta 2. obliko sfericnih aglomeratov, glavna
komponenta 3 pa velikost vecjih delcev. Na sliki 31 (rumeno ozadje) vidimo, da se sferi¢ni
aglomerati iz nasih morfoloskih skupin po velikosti manjsih delcev in porazdelitvi velikosti
(glavna komponenta 1) ne zdruzujejo v skupine. Po velikosti vecjih delcev (glavna
komponenta 3) lahko lo¢imo Iglice in Ostale (vecje velikosti) od Prizem in Piramid. Ta
ugotovitev namiguje na vec¢jo sorodnost Ostalih z Iglicami kot s Prizmami ali Piramidami,
kar je opazno tudi na SEM slikah (slika 30). Na sliki 31 (rumeno ozadje) je razvidno tudi,
da po obliki (glavna komponenta 2) izstopajo sferi¢ni aglomerati iz morfoloske skupine
Iglice (so manj ovalne in bolj hrapave). To potrjuje naSo domnevo, da lahko oblika
osnovnega kristala vpliva tudi na morfoloske lastnosti sferi¢nih aglomeratov. Med
skupinama Prizme in Piramide ni vidnih razlik, saj so v dvorazseznem prostoru relativno
skupaj, kar si lahko razlagamo z manjSo razliko v obliki osnovnega kristala, ki se potem tudi

v morfologiji sferi¢nih aglomeratov ne odraza.

Ce primerjamo ugotovitve o vplivu faktorjev iz morfoloskih skupin in iz DSD-ja, vidimo,
da se precej razlikujejo. Pri DSD-ju faktorja v(dod) in t(dod.me$) nista imela aktivnega
ucinka pri niti enem odzivu, medtem ko pri morfoloSkih skupinah igrata pomembno vlogo.
Prav tako je bil najpogostejsi faktor z aktivnim u¢inkom pri DSD-ju Temp., pri morfoloskih
skupinah pa ni tako pomemben. Razlike si lahko razlozimo s tem, da smo pri morfoloskih
skupinah gledali samo obliko osnovnega kristala, pri DSD-ju pa lastnosti sferi¢nih
aglomeratov. Ceprav smo pokazali, da lahko oblika osnovnega kristala vpliva tudi na
lastnosti sferi¢nih aglomeratov, se je treba zavedati, da so bili kriteriji za sprejem aktivnega
ucinka pri DSD-ju bistveno strozji, prav tako je bil vzorec vecji, meritve pa so bile opravljene
s pomoc¢jo merilnih naprav (pri morfoloskih skupinah smo obliko osnovnega kristala ocenili
sami). Zato je treba rezultate, pridobljene s pomocjo morfoloskih skupin, jemati z rezervo,
vseeno pa smo dobili zanimive in logi¢ne ugotovitve, ki pa bi jih bilo za bolj gotove

zakljucke potrebno bolj raziskati.
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Slika 31: Matrica projekcij vzorcev sferi¢nih aglomeratov v prostor prvih treh komponent

(rumeno ozadje) in vpliv prvotnih spremenljivk na glavne komponente 1, 2 in 3 (modro

ozadje)
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4.6. SPECIFICNA POVRSINA

Stirim vzorcem iz razli¢nih morfologkih skupin (dva iz skupine piramid) smo z metodo BET
izmerili specifi¢cno povrsino (SSA) (preglednica XXII). Vse vzorce smo pred analizo
presejali skozi siti 200 in 80 um, na analizo pa smo dali frakcijo z velikostjo med 80 in 200
um. Vzorci so imeli tako primerljive velikosti, torej lahko trdimo, da smo primerjali
specificno povrsino glede na morfologijo delcev. Vidimo, da se SSA po morfoloskih
najvi$jega pa tisti iz morfoloske skupine Iglice. Taksni rezultati so bili glede na SEM slike
pricakovani, saj izgleda povrSina pri sfericnih aglomeratih iz morfoloske skupine Prizme

manj razgibana kot pri sfericnih aglomeratih iz morfoloske skupine Iglice.

Preglednica XXII: SSA vzorcev iz razli¢nih morfoloskih skupin

Morfoloska skupina SSA [m?/g]
Prizme (DSDO05) 0,5580
Piramide (DSD009 in DSD016) 0,5608 in 0,8395
Iglice (DSD008) 1,2412
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5. SKLEP

S pomoc¢jo DSD-ja nam je uspelo narediti vec statisticnih modelov za proces sferi¢ne
kristalizacije laktoze, s katerimi lahko nacrtujemo in napovedujemo lastnosti dobljenih
sferi¢nih aglomeratov, ki so lahko potencialno uporabni za razli¢ne aplikacije pri trdnih

farmacevtskih oblikah.

Ceprav literatura predlaga EMS kot metodo prvega izbora pri analizi DSD, se je kot boljsa
metoda veckrat izkazal FSR. Dobili smo dva modela (izkoristek, Hausnerjevo razmerje) z
dobrim ujemanjem vrednosti, pridobljenih z DSD-jem in hkrati z dobro napovedno mocjo,
Ostali modeli so bili slabsi, zaradi Cesar bi bilo z namenom izboljSave smiselno izvesti
dodatne eksperimente. Prav tako bi bilo treba za boljSo oceno napovedne moé¢i modela
izvesti ve¢ eksperimentov, pri katerih odzive napovedujemo, ti eksperimenti pa bi morali

imeti nastavljene ¢im bolj razli¢ne vrednosti procesnih parametrov.

Glede na obliko osnovnih kristalov smo sferi¢ne aglomerate razdelili v §tiri morfoloske
skupine (Prizme, Piramide, Iglice in Ostali). Ugotovili smo, da obstaja dolo¢en trend
nastavitev nekaterih procesnih parametrov pri morfoloskih skupinah Prizme in Iglice.
Potrdili smo naso domnevo, da lahko oblika osnovnih kristalov vpliva na strukturo sferi¢nih

aglomeratov in posledi¢no tudi na njihove lastnosti.

Na koncu lahko ocenimo, da smo s pomocjo nacrtovanja eksperimentov bolje spoznali
proces sferi¢ne kristalizacije laktoze, kar je bil tudi cilj magistrske naloge. Za Se bolj
poglobljeno razumevanje procesa, bi bile potrebne nadaljnje Studije. Nekteri predlogi so

naslednji:

e Lahko bi naredili popolni faktorski nacrt, pri ¢emer bi preverjali vpliv Stirih faktorjev

z nave¢jim vplivom na proces (Konc. lakt, Temp., V razmerje, v(mes))

e Lahko bi optimizirali metodo suSenja, saj se uporabljena metoda ni izkazala za
najboljSo

e Zaizbrane procesne pogoje bi lahko dolocili to¢no topnost laktoze (med procesom)

in $irino metastabilnega obmocja laktoze.

e Kiistalizacijo in aglomeracijo bi lahko spremljali Ze med procesom v razlicnih

casovnih tockah in izracunali kinetiko rasti kristalov pri posameznih pogojih.
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e Proces bi lahko dopolnili z recikliranjem acetona, s ¢imer bi izboljsali ekonomic¢nost.

e Lahko bi natanéneje preucili gibanje delcev v sistemu in sile, ki nanje delujejo. Pri
tem ima pomemben vpliv oblika meSala in njegov poloZzaj, zato bi lahko podrobneje

preucili tudi to.

e Proces bolje poznamo samo znotraj eksperimentalnih meja, zato bi lahko preverili,

ali lahko rezultate tudi ekstrapoliramo.

e Lahko bi preucevali vpliv vezivne tekoCine in emulgatorjev na proces.
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