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SEZNAM OKRAJSAV

SEM - vrsti¢ni elektronski mikroskop (angl.: Scanning Electron Microscope)

DMSO - dimetilsulfoksid
THEF - tetrahidrofuran

PDI - polidisperzni indeks
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POVZETEK

V procesu obarjanja se raztopljena snov iz raztopine izlo¢i v trdni obliki. Kadar molekule
ne tvorijo tridimenzionalno urejenih struktur, se iz raztopine obori amorfna snov. V
primeru, ko se molekule povezujejo v urejeno kristalno resSetko, poteka kristalizacija in
nastajajo kristali.

V diplomski nalogi smo zdravilno ucinkovino iz raztopine oborili z uporabo preto¢nega
mikroreaktorja. V ta namen smo sestavili aparat iz dveh Crpalk, cevk, ¢a$ in preto¢nega
mikroreaktorja. Do obarjanja je priSlo v kapilarah preto¢nega mikroreaktorja, ko sta se
zdruzila raztopina zdravilne ucinkovine in netopilo. Z dodatkom netopila smo zmanjSali
topnost ucinkovine, povzrocili prenasi¢enje in posledi¢no obarjanje delcev karvedilola.
Pretoka topila in netopila smo v ustreznem razmerju uravnali s pomocjo ¢rpalk tako, da je
bilo obarjanje spontano in hitro. Vzporedno smo obarjanje karvedilola in ketoprofena
izvajali v bucki in rezultate obeh postopkov primerjali med seboj. Delce dobljene z
obarjanjem v preto¢nem mikroreaktorju in obarjanjem v bucki smo nato analizirali z
vrsti¢no elektronsko mikroskopijo in s fotonsko korelacijsko spektroskopijo. Razvili smo
metode za pripravo vzorcev za vrsti¢ni elektronski mikroskop. V ta namen smo koloidno
disperzijo delcev ucinkovine kapljali v tekoCi dusSik in izvedli liofilizacijo. Druga metoda
je obsegala kapljanje koloidne disperzije na nu€o pokrito z membranskim filtrom, ki smo
ga po susSenju uporabili za analizo delcev z vrsticno elektronsko mikroskopijo. Analiza
vzorcev, ki smo jih pripravili z obarjanjem v bucki, je pokazala, da v zacetku kristalizacije
nastanejo delci u€inkovine nanometrskih velikosti, ki pa s Casom hitro rastejo, saj smo po 5
minutah dobili delce velike od 1 do 3 pum. Osnovni delci dobljeni z obarjanjem Vv
preto¢nem mikroreaktorju so enotnih oblik in velikosti okrog 500 nm, vendar tvorijo
agregate, ki doseZejo velikost nekaj mikrometrov. Tako pripravljeni delci imajo vecjo
specificno povrsino kot delci dobljeni z obarjanjem v bucki. Ugotovili smo, da fotonska
korelacijske spektroskopija ni primerna metoda za analizo delcev, katerih velikost se s
¢asom relativno hitro spreminja. Analiza vzorca namrec traja priblizno 5 minut, v tem ¢asu
pa delci zrastejo iz nanometrskih velikosti v mikronske delce. Bolj primerna je metoda
analize delcev z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom, saj lahko delce analiziramo takoj po
njihovem nastanku in za analizo zadostuje ena kapljica vzorca. V primeru fotonske
korelacijske spektroskopije pa potrebujemo najmanj 1 mL vzorca.

Predvidevamo, da je v tako razvitem preto¢nem mikroreaktorju mogoce ponovljivo izdelati

delce Zelenih velikosti, morfologije in kristalne oblike.

\%
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ABSTRACT

In precipitation process the molecules are coming out of solution and forming a solid. If
the molecules are not packed in a regular three-dimensional structure, these types of solids
are termed amorphous solids. If the molecules are packed in a crystal lattice, the crystals
occur.

In our thesis, we tried to implement crystallization by using a microfluidic flow reactor.
Therefore, we created an apparatus consisting of two pumps, tubes, cups and a microfluidic
flow reactor. The onset of precipitation in the microfluidic flow reactor's capillaries
occurred when the drug solution and the antisolvent were combined. By adding
antisolvent, we have reduced drug solubility, causing supersaturation and consequently
particle precipitation of carvedilol. The flow of solvent and antisolvent were controlled in
proportion using pumps for spontaneous and rapid precipitation. Parallel precipitation of
carvedilol and ketoprofen was implemented in a flask and the results were compared with
each other. Particles obtained during precipitation in the microfluidic flow reactor and
precipitation in a flask were analyzed by scanning electron microscopy and by photon
correlation spectroscopy. We have developed methods for sample preparation for a
scanning electron microscope. The frist method involved dripping a colloidal dispersion of
the drug particles in liquid nitrogen and implementing lyophilization. The second method
consisted of dropping a colloidal dispersion on a flask covered with a membrane filter
which was dried then used for particle analysis via scanning electron microscopy. Analysis
of the samples which were prepared by precipitation in the flask showed that, at the
beginning of crystallization, the drug particles were nanometer-sized, but grew quickly
over time. After 5 minutes, we observed particles which had grown from 1 to 3 um. Basic
particles obtained by precipitation using the microfluidic flow reactor displayed the same
shape and size up to around 500 nm, but subsequently formed aggregates the size of
several micrometers. In such a way, our prepared particles had larger specific surfaces than
the particles prepared by precipitation in the flask. Our conclusion is that photon
correlation spectroscopy is not a suitable method for particle analysis when particle size is
changing relatively quickly. The sample is analyzed for about 5 minutes, during which the
particles grow from the nanometer-sized particles in the micron. A more appropriate
method of particle analysis should utilize a scanning electron microscope because

theparticles can be analyzed immediately after creation, and one drop of sample is
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sufficient for analysis, whereas photon correlation spectroscopy requires least a 1 mL
sample.
We assume that, in our microfluidic flow reactor, it's possible to reproduce particles of

desirable size, morphology and crystal form.
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1. UVOD

Slaba vodotopnost zdravilnih ucinkovin je pogosto povezana z nizko biolosko
uporabnostjo. Ker se v razvoju zdravil pojavlja vse ve¢ takSnih zdravilnih ucinkovin,
Zelimo izboljSati njihovo raztapljanje. Po evropski farmakopeji med skoraj netopne
ucinkovine uvrS€amo tiste, kjer se 1g ucinkovine raztopi v ve¢ kot 10000 mL topila (1).
Vse pogosteje kot slabo topno ucinkovino obravnavamo tisto, ki v gastrointestinalni

tekoCini potrebuje veC Casa za raztapljanje, kot za absorpcijo (2).

Topnost ucinkovin lahko izboljSamo z ve¢ metodami. Ena izmed metod za izboljSanje
topnosti je zmanjSanje velikosti delcev do nanometrskih velikosti. Z zmanjSanjem
delcev povecamo specificno povrsino topljenca, kar izboljSa topnost. Nanodelce lahko
pripravimo z dvema tehnologijama, in sicer z zmanjSevanjem vecjih delcev (od "zgoraj-
navzdol"; angl.: top-down - tehnologija) ali z obarjanjem delcev (angl.: bottom-up -
tehnologija). Pri prvi delce mehansko manjSamo z mletjem in homogeniziranjem. Pri drugi
metodi delce izgrajujemo iz molekul, ki jih najprej raztopimo v topilu in potem oborimo na
primer z dodatkom netopila. Zaradi veCje porabe Casa in energije, vnasanja necistot,
elektrostati¢énih ucinkov pri uporabi metod zmanjSevanja vecjih delcev, se pojavlja vse
veCje zanimanje za "bottom-up" tehnologijo, oziroma obarjanje delcev zdravilnih

uc¢inkovin koloidnih velikosti (3,4).
1.1. Kiristalizacija

Kiristali so trdne snovi, kjer so atomi urejeni v periodi¢no ponavljajo¢em se vzorcu, ki se
razteza v treh dimenzijah. Snovi, kjer so atomi urejeni le na kratkih razdaljah, so
nekristalinicne oziroma amorfne. Tvorba kristalov oziroma kristalizacija je proces, v
katerem se kristali oborijo iz plinaste, tekoCe ali trdne faze. Med teko€o fazo spadajo tako
taline kot raztopine. Kristalizacija iz raztopine je ena izmed najpomembnejSih v
farmacevtski industriji, saj z njo izoliramo majhne organske zdravilne u¢inkovine (5,7).

Kristalizacijo izvedemo iz prenasicene raztopine. Kadar v topilu raztopimo maksimalno
koli¢ino topljenca, govorimo o nasiceni raztopini. Da lahko izpadejo kristali, potrebujemo
prenasiceno raztopino, kar pomeni, da je v topilu ve¢ topljenca, kot se ga lahko raztopi.
PrenasiCenje lahko ustvarimo namerno ali nenamerno; z odstranjevanjem topila (suSenje z

zamrzovanjem, susSenje z razprSevanjem, suSenje granulata), z manjSanjem topnosti (z
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ohlajevanjem raztopine, z dodatkom topila, ki se meSa z osnovnim topilom, vendar se
topljenec v njem slabSe topi in ga zato imenujemo netopilo, s spremembo pH) (5-8).
Pretvorba spojine v kristalno obliko je odvisna od kineticne stabilnosti prenasi¢enega

stanja in je regulirana z mehanizmom in kinetiko nukleacije (7).

1.1.1. Prenasicenje
Kristalna snov je posledica agregacije molekul v raztopini, ki vodi v nastanek jeder. Za
nastanek in rast kristalov pa moramo molekule topljenca spremeniti v termodinami¢no

nestabilno stanje. To pa doseZemo s prenasi¢enjem (8). Prenasi¢enje opisuje slika 1.

=

koncentracija

f.
temperatura —»

Slika 1: Topnostni diagram spojine pri razli¢nih temperaturah (9).

Na sliki 1 lo¢imo tri obmocja. Stabilno obmocje je pod mejo topnosti (neprekinjena
krivulja), kjer ni moZnosti za nukleacijo ali rast kristalov. Obstojeci kristali se raztopijo.
Prenasiceno metastabilno obmocje je obmocje, kjer je mozZna rast, ni pa spontane
nukleacije, ker je energijsko zahtevnejSa od rasti kristalov. To obmocje se nahaja med
krivuljo topnosti in krivuljo, ki predstavlja mejo nukleacije. Tretje obmocje je nestabilno
prenasiceno obmocje. Nukleacija v tem obmocju poteka spontano in hitro, prav tako tudi

rast kristalov (9).

Osnovna gonilna sila kristalizacije je prenasicenje, ki jo lahko doseZemo z zniZanjem
topnosti topljenca ali s poveCanjem koncentracije topljenca. Koncentracijo lahko
poveCamo z izhlapevanjem topila (daljica AC' na sliki 1). Metode, ki zmanjSajo topnost
topljenca, so ohlajanje nasiCene raztopine (na sliki 1 ohlajanje nasi¢ene raztopine
predstavlja daljica AC), dodatek netopila, sprememba pH, dodatek ionov, ki prispevajo k
zniZanju topnosti topljenca (izsoljevanje). Daljica AC" na sliki predstavlja kombinacijo

dveh metod, in sicer ohlajanje in izhlapevanje topila (5,8,9).
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S povecanjem stopnje prenasicenja se skrajSa indukcijski ¢as. To je Cas, ki je potreben, da
v prenasiéeni raztopini nastane prvo jedro (7). Stevilo molekul, ki so potrebne za nastanek
uCinkovitega klastra, to je klastra, ki ne razpade, je obratno sorazmerno stopnji

prenasicenja (8).

1.1.2. Nukleacija
Nukleacija je proces, v katerem nastanejo majhna jedra premera nekaj nanometrov in so
osnova za rast kristalov. Jedra nastanejo s povezovanjem molekul ali ionov v prenasiceni
raztopini, talini ali plinu (10). Ce jedro obravnavamo kot sferi¢no telo, lahko dolo¢imo
kriti€ni polmer (r.), ki je potreben za njegov obstoj. Kriti¢ni polmer dolo¢imo tako, da
odvajamo funkcijo spremembe Gibbsove proste energije po polmeru. Maksimum te
funkcije predstavlja kriticni polmer, kar je prikazano na sliki 2. AG* predstavlja

aktivacijsko energijo za nastanek jedra kriti¢ne velikosti (12).

.
prispevek ,*
: .
povrsine -
.

AG(r)

prispevek ™.
.
volumna

polmer jedra

Slika 2: Sprememba Gibbsove proste energije nukleacije kot funkcija velikosti jedra (11).

Nukleacijo lahko delimo na primarno, kjer so kristali spojine v raztopini odsotni in

sekundarno, kjer so Ze prisotni kristali (5).

Primarna nukleacija

Primarno nukleacijo razdelimo na homogeno in heterogeno nukleacijo. O homogeni
nukleaciji govorimo takrat, kadar le-ta poteCe brez vplivov trdne faze katerekoli snovi.
Torej v raztopini nimamo prisotnih niti kristalov, ki jih Zelimo obarjati, niti delcev druge
tuje snovi. V primeru prisotnosti tujih delcev, kot so prah, koloidi in druge necistote, je
nukleacija pospesSena in jo imenujemo heterogena nukleacija (5). Prisotni tuji delci delujejo

kot katalizatorji, ki zmanjSajo energijsko oviro za nastanek jeder (8).
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Homogena nukleacija

Homogena nukleacija zelo redko potece v vecjih volumnih (ve¢jih od 100 ul) (16). Med
dejavnike, ki vplivajo na hitrost homogene nukleacije, uvrs¢amo molekulski ali ionski
transport, viskoznost, prenasicenje, topnost, temperaturo, medfazna napetost med trdno
snovjo 1in tekocino (8,13). Kinetiko nukleacije lahko eksperimentalno dolo¢imo z
merjenjem hitrosti nukleacije, indukcijskega Casa in Sirino metastabilnega obmocja kot
funkcijo zaCetnega prenasicenja. Hitrost nukleacije naras¢a s povecevanjem prenasicenja,
kadar so ostali parametri konstantni. Pri konstantnem prenasic¢enju pa se hitrost nukleacije
poveca s poveCanjem topnosti, s ¢imer se pove€a moznost trkov med molekulami. S
spremembami topila ali raztopine lahko pove¢amo topnost in s tem zmanjSamo medfazno
energijo in povecamo afiniteto med medijem in kristali. Posledi¢no se za spontano
nukleacijo s pove€anjem topnosti zniZa potrebno prenasicenje (8).

Ostwaldovo pravilo pravi, da sistem, ki zapuS€a nestabilno stanje, ne iSCe najbolj
stabilnega stanja, ampak najbliZje metastabilno stanje, ki ga doseZe z minimalno izgubo
proste energije. Nestabilna trdna oblika spojine z najvisjo topnostjo se obori pred obliko, ki
je termodinamsko bolj stabilna, kar pomeni, da sta nukleacija in rast kristala
termodinamsko nestabilne oblike z najvi§jo topnostjo hitrejsi kot pri ostalih trdnih oblikah
z nizjo topnostjo. Ostwaldovo pravilo pa ni splosno, ker sta tvorba in rast trdne faze
pogojeni s kinetiko nukleacije in rasti pod dolo¢enimi eksperimentalnimi pogoji (8).

Na hitrost nukleacije in rasti kristalov prav tako vplivajo interakcije med topilom in
topljencem na dva nacina. Molekule topljenca so v topilu povezane z molekulami topila.
Te molekule topila se morajo odstraniti, da pride do interakcije in posledi¢no do
kristalizacije. Lahko so molekule topila adsorbirane na povrsino jedra oziroma na povrSino
rastoega kristala. Molekule topljenca morajo izriniti adsorbirane molekule topila s
povrSine rastocega kristala in se vgraditi v kristalno mrezo. Moc¢nejSe kot so interakcije
med topljencem in topilom, pocasnejsa je nukleacija in rast kristalov (14).

Optimalna temperatura nukleacije v praksi je temperatura, pod katero tekoc¢ina ni prevec
viskozna in nad katero molekularno gibanje ne prepreci formiranja kristala (15).
Pomemben parameter, ki vpliva na mehanizem in kinetiko nukleacije, je volumen
raztopine, v katerem se pojavijo jedra kristalov. Dispergiranje, kjer vecji volumen
raztopine pretvorimo v drobne kapljice, je ucinkovit mehanizem za doseganje velikih
prenasicenj oziroma podhladitve. Za preuCevanje homogene nukleacije uporabljamo ta

mehanizem, saj nam omogoc¢a nadzor nad Cistoto, velikostjo delcev in morfologijo. Zaradi
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velikega prenasicenja so tako dobljeni kristali lahko zelo majhni (nanometrskih velikosti).
Zaradi nizke stopnje difuzije, ki ovira razvoj klastrov v Casu izvajanja poskusa, lahko

izoliramo amorfno obliko spojine (8).

Heterogena nukleacija

Nukleacija v heterogenem sistemu potece pri niZji stopnji prenasic¢enja kot v homogenem
sistemu. Pomozne snovi (substrati), ki jih dodamo raztopini, zniZajo energijo potrebno za
potek nukleacije (10,15). Volmer je leta 1939 ugotovil, da je niZanje proste energije
odvisno od sti¢nega kota (oziroma kota mocenja) trdne faze (15).

Reaktivnost povrSin snovi, ki jih dodamo za sprozitev nukleacije, vpliva na izolacijo Zelene
kristalne modifikacije in na pretvorbe te modifikacije, ker se zniZa prosta energija za
tvorbo dvodimenzionalnega jedra. Stevilne $tudije so dokazale vpliv parametrov kristalne
mreze, topografije substrata oziroma snovi, ki jih dodamo, kristalnih simetrij in
medmolekulskih interakcij na nukleacijo povzro¢eno s povrsino substrata (8).

S heterogeno nukleacijo lahko izdelamo metastabilne kristalne oblike, ki se v vodi bolje
topijo kot stabilne oblike kristalov. To pa doseZemo z dodatkom semen oziroma delcev

spojine z ustrezno polimorfno obliko (16).

Sekundarna nukleacija

Sekundarna nukleacija je izraz za nukleacijo, ki potece ob prisotnosti kristalov snovi v
raztopini. Kristali izvirajo iz prenasicene raztopine in imajo kataliti¢ni u¢inek, kar poment,
da kristalizacija poteCe pri niZjem prenasi¢enju kot spontana kristalizacija (8,10). Ta tip
kristalizacije je pomemben v industriji.

V literaturi najdemo vec teorij razlage sekundarne nukleacije. Razdelimo jih lahko v dve
kategoriji. Prva sledi izvoru sekundarnega jedra do mati¢nega kristala. V to kategorijo
spadajo prasno gojenje, igliCasto gojenje in gojenje s trkom. Po drugi, sekundarna jedra
lahko izhajajo tudi iz topljenca v tekoCem stanju. V to kategorijo spada s strigom tekocine
povzrocena nukleacija in nukleacija koncentracijskega gradienta necistote (15).

Pri praSnem gojenju sekundarna jedra izvirajo iz semen kristalov. Drobni kristali,
sekundarna jedra, se oblikujejo na povrSini med rastjo dodanih kristalov — semen ali kot
posledica razdrobljenosti med shranjevanjem. Ce ta jedra damo v raztopino, delujejo kot
nukleacijska jedra in so ve€ja od kriticne velikosti jedra, zato je hitrost nukleacije
neodvisna od stopnje prenasienja ali meSanja raztopine. Pri visoki prenasienosti se

oblikujejo iglicasti ali dendriticni kristali. Ti kristali v raztopini fragmentirajo in sluZijo kot
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nukleacijska jedra. Ta pojav imenujemo igliCasto gojenje kristalov. Pri Se vecjem
prenasicenju se oblikujejo nepravilni polikristalni agregati. Drobljenje polikristalov lahko
vodi v nastanek nukleacijskih jeder. To imenujemo polikristalno gojenje kristalov. Pri
visoki hitrosti meSanja pride do makroabrazije oziroma obrabe kristalov. Pojav delcev je
posledica zaokroZevanja robov kristalov. Delci, ki nastanejo pri nukleaciji z obrabo, sluZijo
kot kristalizacijska jedra. Hitrost nukleacije je odvisna od kristalne trdote in koncentracije
suspenzije. Sti¢na nukleacija je verjetno najpomembne;jsi vir sekundarnih jeder v industriji.
V posodi za kristalizacijo lahko pride do treh vrst stika, in sicer kristal-kristal, kristal-
meSalo, kristal-stena posode za kristalizacijo. Sekundarna jedra lahko nastajajo z
mikroabrazijo ali pa iz adsorbiranih plasti topljenca, ki Se niso kristalizirale (15).

Teorija koncentracijskega gradienta nelistote pravi, da je raztopina bolj strukturirana v
blizini kristala, kar poveca lokalno prenasicenost tekoCine v blizini kristala, ki je vir
kristalizacijskih jeder. Raztopljene necistote zavirajo hitrost nukleacije. Necistote so lahko
vgrajene v kristalno povrsino in ustvarijo razliko v koncentracijskem gradientu, kar poveca
verjetnost nukleacije. Poskus nukleacije kalijevega klorida v prisotnosti svinca kot
necistote, je to teorijo potrdil. Z meSanjem raztopine izgine koncentracijski gradient
necistot in nukleacija se upocCasni. Do kristalizacijskih jeder lahko pride tudi s strigom
tekoCine na povrSini kristala. Pri visoki prenasienosti na povrSini kristala rastejo
dendriti¢ni kristali, ki se odlomijo zaradi striznega toka tekoCine in so vir jeder. Drugi
mehanizem pa je, ko strizni tok odplavi plast adsorbiranih molekul nazaj v raztopino, kjer

lahko zrastejo v nove kristale (15).

1.1.3. Rast kristalov

Nastanek stabilnih jeder je pogoj za priCetek rasti makroskopskih kristalov. Rast kristalov
urejajo notranji in zunanji dejavniki. Notranji dejavniki, kot so tridimenzionalna struktura
kristala in kristalni defekti dolo¢ajo naravo in jakost medmolekularnih povezav med
povrsino kristala in raztopino. Zunanji dejavniki, kot so temperatura, prenasi¢enost, topilo,
prisotnost necistot, vplivajo na tip interakcije (8).

Hitrost rasti kristala pri linearni rasti kristala izrazamo kot hitrost rasti znacilnih dimenzij
kristala na enoto ¢asa. V primeru okroglega kristala je to premer, v primeru ostalih oblik je
to druga najvecja dimenzija. Drugi nacin za izraZanje hitrosti rasti kristala je spreminjanje

mase kristala v odvisnosti od Casa (15).
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Kristal raste v smeri pravokotno na povrSino ploskve kristala. Rastoc¢i kristal ima vec
povrSin oziroma ploskev, ki rastejo, vendar na obliko kristala vpliva ploskev, ki raste
najpocasneje. Najpoc€asneje pa vedno raste najvecja ploskev (6,15,19). Obstaja ve€ teorij
rasti kristala. Molekula (enota rasti) iz raztopine se mora najprej desolvatirati in se
adsorbirati na povrSino kristala. Potem migrira do podrocja, kjer obstajajo tako imenovane
zanke, kamor se lahko vgradi. Enota kristala ima nato tri moZnosti, kot je prikazano na
sliki 3, da se vgradi v kristal.

Enota rasti se lahko pritrdi na tako imenovano teraso, kjer imata rastoCi kristal in enota
rasti le ena sticno povrSino. Lahko se pritrdi na stopnico, kjer sta prisotni dve sticni
povrsini ali pa se pritrdi v kot, kjer so tri sti¢ne povrSine. Enota rasti, ki ima najve¢ sti¢nih
povrsin z rasto¢im kristalom, se najmocneje veze na povrsino, kar pomeni, da je slednji
primer energijsko najugodnejsi (9,15). Obstaja pa Se ena moZnost, in sicer, da se enota rasti

vrne nazaj v raztopino, kar se lazje zgodi pri Sibkih vezeh (12).
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Slika 3: Vgraditev enote rasti kristala na povrSino rastocega kristala (9).

Rast kristalov iz prenasi¢ene raztopine je mozZna, ker je tok molekul, ki se povezejo s
povrsSino kristala, vecji kot tok molekul, ki se sprostijo s povrSine kristala nazaj v
raztopino. Tok molekul na povrSini kristala je odvisen od koncentracije topljenca, zato

bodo dobro topni kristali pri enaki stopnji prenasiCenja rasli hitreje kot slabo topni (12).

Rast kristalov lahko opiSemo z razlicnimi modeli rasti. Med najbolj raziskanimi mehanizmi

sta dvodimenzionalna rast in s spiralna rast kristalov.

Dvodimenzionalna rast kristalov
Kristali rastejo tako, da se enote rasti vgrajujejo v kristal na podrocju Ze obstojecih stopnic,
vendar ¢e nove stopnice ne nastajajo, kristal neha rasti, ko se povrSina terase izgradi.

MozZnost, da nastanejo nove stopnice, je tvorba enoslojnih oto¢kov na povrSini kristala
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imenovanih tudi dvodimenzionalna jedra. OtoCke tvorijo enote rasti, ki ne najdejo takoj
podrocja za vgradnjo in se adsorbirajo na molekule na povrSini kristala. Ti otoc¢ki potem
postanejo vir novih "stopnic in kotov", v katere se lahko ujamejo nove enote rasti, dokler se
ne prekrije celotna povrSina kristala. Ta dvodimenzionalni mehanizem rasti je poznan tudi
pod imenom "rojstvo in Sirjenje" (angl.: birth and spread). Dvodimenzionalno rast lahko
pricakujemo le pri visokem prenasicenju, saj se jedro tezko oblikuje na Ze obstojeci

povrsini kristala (9,12).

Slika 4: Nastanek dvodimenzionalnega otocka na povrSini kristala (18).

Spiralna rast

Kristali niso popolni. Nepravilnosti, ki se pojavijo v kristalu, omogocijo njegovo rast.
Opisemo jih z Burton-Cabrera-Frank modelom (17,18). Prekinitve kristalne mreZe v obliki
vijaCnih motenj so stalen vir spiralno urejenih stopnic, zato lahko rast kristala poteka tudi
pri nizkem prenasicenju (12,15,18). PovrSina postane spiralno stopnisce, ki je lahko levo
ali desno suc¢no, odvisno od motnje v kristalni mrezi. Ko se plast izgradi, je motnja Se
vedno prisotna, le da je eno plast visje (1515). Pri spiralni rasti nikoli ne nastane

popolnoma gladka povrSina kristala, saj rast poteka v obliki spiralnega stopnisca (18).

Slika 5: Spiralna rast kristala (18).

1.1.4. Kiristali
Kristali, produkt procesa kristalizacije, so trdne snovi, v katerih so atomi, ioni ali molekule

urejeni v pravilne tridimenzionalne strukture. Pri kristalih je ta ureditev pravilna na daljSe
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razdalje. Obicajno so kristali zgrajeni iz ravnih ploskev, ki leZijo pod razli¢nimi koti ena na
drugo (6,20).

Ceprav so kristalne reSetke urejene na dalj$e razdalje, pa lahko imajo kristali, ki so zgrajeni
iz enake kemijske entitete, razlicen ponavljajo¢i se 3D vzorec, kar imenujemo
polimorfizem. Lahko pa imajo enak vzorec, vendar tvorijo delce razlicnih oblik
(morfologija kristalov). Z gradniki kristalov se lahko v kristalne mreZe ujame tudi topilo in
govorimo o solvatih oziroma v primeru vode o hidratih (6). Tako imajo kristali, ki so enake

kemijske sestave, razli¢ne lastnosti.

Polimorfizem

Polimorfizem je pojav, da spojina obstaja v ve¢ kot eni kristalni obliki. Ce se pogoji, pri
katerih izvajamo kristalizacijo, spremenijo, bodo lahko molekule tvorile kristal z
drugacnim ponavljajoim se vzorcem, kot pri osnovnih pogojih. Tako na polimorfizem
vpliva zamenjava topila, spremembe meSanja, prisotnost drugih necistot ter spremembe v
temperaturi in tlaku (6,21).

Vsaka polimorfna oblika spojine ima drugacne fizikalno-kemijske lastnosti. Razlicna je
temperatura taljenja, temperatura sublimacije, toplotna kapaciteta, toplotna prevodnost,
gostota, trdnost, oblika, barva, lomni koli¢nik, topnost, hitrost raztapljanja, stabilnost in
reaktivnost trdne oblike. Zato ima polimorfizem tudi vpliv na u¢inkovitost in delovanje
zdravilnih ucinkovin (22). Tako imajo Studije polimorfizma pomembno vlogo v razvoju
zdravila (23).

Spojine lahko tvorijo ve¢ polimorfnih oblik, ki pa niso enako stabilne. Metastabilne
polimorfne oblike se s¢asoma pretvorijo v bolj stabilno obliko. Nekatere se pretvorijo
takoj, pri nekaterih pa je ¢as polimorfne transformacije daljsi (6). NajstabilnejSa oblika ima
najnizjo prosto energijo pri dani temperaturi (18). Metastabilne oblike so obicajno bolj
topne in se hitreje raztapljajo kot stabilna oblika. Za ucinkovine z nizko vodotopnostjo je
pomembno, da je polimorfizem dobro nadzorovan, saj s tem zagotovimo, da je ves cas
uporabnosti zdravila bioloSka uporabnost enaka. Kadar je pri vseh temperaturah stabilna le
ena oblika, govorimo o monotropnem sistemu. V nasprotnem primeru pa o enantiotropnem
sistemu, kar pomeni, da so pri razlicnih temperaturah stabilne razli¢ne polimorfne oblike
(6).

Spojine lahko kristalizirajo v dve kristalni obliki, ki sta si zrcalni sliki. Taki obliki

imenujemo enantiomera oziroma opti¢na izomera. Molekule obeh oblik so zgrajene iz
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enakih atomov in funkcionalnih skupin, le da so prostorsko razli¢no razporejene (10). Obe
obliki imata enako topnost, temperaturo taljenja ter se ne moreta transformirati iz ene
oblike v drugo, zato ti dve obliki nista prava polimorfa (18). Znacilnost enantiomerov je
razli¢na opti¢na aktivnost. Enantiomera razli¢no suceta ravnino polarizirane svetlobe. En
jo sue v desno (desnosucni enantiomer), drugi pa v levo (levosu¢ni enantiomer). Kadar
opticno aktivne molekule kristalizirajo v obe kristalni obliki, govorimo o racemni zmesi.
Pri nekaterih zdravilnih u¢inkovinah je u€inkovita le ena enantiomerna oblika, v dolo¢enih
primerih je lahko ena izmed oblik celo strupena (primer talidomida). V taksSnih primerih je

pomembno, da izoliramo le u€inkovito in neskodljivo obliko.

Morfologija kristalov

Oblika kristalov je odvisna od hitrosti rasti razli¢nih povrSin kristala. Nekatere povrSine
kristala rastejo zelo hitro in imajo zelo majhen, oziroma nimajo vpliva na obliko rastocega
kristala. Najve¢ji vpliv na njegovo obliko imajo pocasi rastoc¢e povrsine (18). Ponavljajoc¢o
se osnovno enoto kristala lahko opiSemo s tremi vektorji (a, b in ¢, ki so obi¢ajno izrazeni
v dolzini) in koti med njimi (a,B,y). Obstaja 6 razli¢nih kristalnih sistemov: kubicni,
tetragonalni, ortorombski, monoklinski, triklinski in heksagonalni. Ti sistemi se razlikujejo
po notranji zgradbi in prostorski ureditvi. Ceprav se ne spremeni notranja ureditev, lahko
imajo kristali razli¢no zunanjo ureditev, ki se izraza v obliki oziroma morfologiji kristala

(6,21).

Solvati in hidrati

Snov lahko kristalizira tudi tako, da v reSetko ujame molekule topila. Ce je topilo voda,
nastajajo hidrati. Solvati pa je bolj splosSno ime in se uporablja za vsa ostala topila (6).
Solvati in hidrati niso polimorfne oblike, ker se njihova kemijska sestava razlikuje od
mati¢ne spojine. Imajo pa nekatere podobne znacilnosti kot polimorfi, in sicer se lahko
pretvorijo v bolj stabilno obliko (18). Hidrati oziroma solvati imajo drugacne lastnosti kot
brezvodne oblike oziroma oblike brez prisotnosti topila v kristalni mrezi. Govorimo o
psevdopolimorfizmu. Zaradi toksi¢nosti organskih topil se v zdravilih pojavljajo predvsem
hidrati u¢inkovin. Glede na Stevilo molekul vode, ki se skupaj z molekulo gradbene enote
kristala ujamejo v kristalno mrezo, lo¢imo: monohidrate (ena molekula vode), dihidrate
dve molekuli vode), trihidrate (tri molekule vode), hemihidrate (ena molekula vode z
dvema molekulama gradbene enote), lahko pa vsebujejo tudi vecje Stevilo molekul vode.

Molekula vode lahko tvori vodikovo vez med dvema gradbenima molekulama, kar ucvrsti

10
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kristalno reSetko. Tako je raztapljanje hidrata praviloma pocasnejSe od brezvodne oblike.
V nekaterih primerih pa se lahko hidratna oblika raztaplja hitreje kot brezvodna. Molekule
vode v teh primerih preprecijo optimalne interakcije med gradniki, kar oslabi kristalno

mrezo (primer je eritromicin) (6).

Proucevanije kristalizacije

V farmacevtski industriji je poznavanje velikosti delcev, polimorfnih oblik in morfologije
kljucnega pomena za zagotavljanje konstantne kakovosti zdravila. Tehnik, ki nam
omogocajo proucevanje kristalizacije in kristalov, je veliko.

Velikost delcev lahko dolo¢imo z mehanskimi, fizikalnimi in opti¢énimi metodami. Med
mehanske metode priStevamo metodo sejanja, ki je enostavna metoda in se pogosto
uporablja. Slabost te metode je, da ni primerna za delce manjSe od S5um in je dolgotrajna.
Druga metoda je analiza posedanja delcev. Delci se v tekocini posedajo na dno s
konstantno hitrostjo. Velikost delcev izraCunamo iz izmerjene hitrosti posedanja. Vendar
ima tudi ta metoda veliko omejitev. Fizikalne metode za merjenje velikosti delcev pa so
metode, kjer merimo dinamicno sipanje svetlobe. Optine metode omogocajo meritev
Siroke porazdelitve velikosti delcev. Analiza vzorca pa potece hitro. Opti¢ne instrumente
razdelimo v dve skupini, in sicer instrumenti, ki merijo sipanje svetlobe in opti€ne sisteme,
ki so sposobni zajemati tako majhen volumen, da lahko zaznajo vsak delec posebej in mu
izmerijo velikost. Ti sistemi v doloCenem volumnu delce prestejejo in jih porazdelijo na
obmocja velikosti ter dolocijo koncentracijo delcev v suspenziji (24). Glavne omejitve
opticnih metod pa so nesferi¢nost delcev in nestabilnost vzorcev med meritvijo.

Za proucevanje polimorfnih oblik uporabljamo naslednje metode: mikroskop z ogrevano
mizico, s katerim lahko opazujemo spreminjanje polimorfnih oblik med segrevanjem;
termicno analizo in X-Zarkovno kristalografijo. Med termi¢nimi analizami je
najuporabnejSa  diferenéna dinami¢na kalorimetrija (angl.: differential scanning
calorimetry, DSC), s pomocjo katere proucujemo stabilnost polimorfnih oblik, dolo¢amo
entalpijo taljenja, temperaturo talisc¢a in toplotno kapaciteto, identificiramo solvate oziroma
hidrate. X-Zarkovna kristalografija omogoc¢a proucevanje urejenosti atomov v kristalni
strukturi. Uporabni sta tudi infrardeca spektroskopija in jedrska magnetna resonanca
(angl.: nuclear magnetic resonance, NMR), ki omogocata spremljanje strukture
polimorfnih oblik in solvatov. Polimorfne oblike lahko lo¢imo tudi na osnovi helijeve

gostote in z nekaterimi drugimi tehnikami (25).

11
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Za opis oblike kristalov se najpogosteje uporabljata opticni in elektronski mikroskop (25).
Z opticnim mikroskopom lahko opazujemo rast kristalov, vendar se problemi pojavijo pri
delcih nano velikosti, ki jih s tem mikroskopom ne moremo opazovati. Vrsti¢ni elektronski
mikroskop (angl.: Scanning Electron Microscope, SEM) za opazovanje povrSine uporablja

curek elektronov in nam omogoca velike povecave ter vizualizacijo nanodelcev.
1.2.  Preto¢ni mikroreaktorji

Pretocni mikroreaktorji so naprave, ki jih uporabljamo na razli¢nih podrocjih, kot sta
kemijska sinteza ali obarjanje delcev. Z njimi lahko izdelujemo delce velikosti od nekaj
deset nanometrov do 1000 um. Sirina velikostnega intervala je ozka. Preto¢ni
mikroreaktorji omogocajo tudi nadzor nad obliko delcev. Mozna pa je tudi transformacija
v industrijsko uporabo. TakSne naprave so se prvi¢ pojavile v 90-ih letih 20. stoletja (4,

26).

1.2.1. Zgradba preto¢nega mikroreaktorja

Pretocni mikroreaktor je obiCajno narejen iz stekla. Zgrajen je iz dveh (lahko tudi vec)
vhodnih tankih kapilar in ene izhodne kot je prikazano na sliki 6. Vhodni kapilari se lahko
zdruzita v izhodno v obliki ¢rke Y ali T. V takSnem preto€nem mikroreaktorju lahko
zdravilno ucinkovino obarjamo tako, da skozi vhodni kapilari uvajamo dve tekoc¢ini, ki se
meSata. Skozi eno uvajamo raztopino ucinkovine, skozi drugo pa tekocino, v kateri
ucinkovina ni topna (netopilo). Prenasi¢enje doseZzemo, ko se kapilari zdruZita in pride do
meSanja teh dveh tekoCin. Med obema teko¢inama nastane tako imenovana difuzijska

plast, kjer se tekoc¢ini meSata in je prikazana na sliki 7.

netopilo raztopina V
ucinkovine
| ——

~— vstopni | |
kot netopilo | difuzijska raztopina
aeze I plast : ucinkovine
nukleacija ;\ notranji | I
in rast & premer . " | .
0 1
nanomtletrski . | -.;':. |
delci e o o o jeee |
1 . [ ]
Slika 6: Zgradba preto¢nega mikroreaktorja (4). Slika 7: Izvodilna kapilara (3).

Ker je pretok v pretocnem mikroreaktorju laminaren in ne turbulenten, je meSanje

posledica prehoda molekul v difuzijsko plast. Da se v preto¢nem mikroreaktorju Y oblike
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tvorijo delci enotne velikosti, mora biti indukcijski ¢as kristalizacije daljsi kot ¢as meSanja.
Vzdolz skupne kapilare pride do nukleacije in rasti kristala. Na obarjanje v preto¢nem
mikroreaktorju vplivata predvsem razmerje pretokov topila in netopila ter vstopni kot, to je

kot med vhodnima kapilarama. Notranji premer kapilare ima manjsi vpliv (3,4).

1.2.2. Dejavniki, ki vplivajo na velikost delcev pri obarjanju v preto¢nem

mikroreaktorju

Pretok topila in netopila ima najvecji vpliv na velikost delcev. Velikost delcev pada z
veCanjem pretoka netopila, ker s tem pove€amo njegov volumen. Vecji volumen netopila
poveca stopnjo prenasi¢enja in zmanjSa koncentracijo topljenca na povrSini rastoCega
kristala. Prevladuje nukleacija. Vecji pretok raztopine pa ima ravno obraten vpliv na
velikost delcev, kar pomeni, da prevladuje rast kristalov in nastanejo vecji delci. Vpliv
vhodnega kota na velikost delcev je manjSi. OstrejSi vhodni kot omogoca, da tekocini
teCeta vzdolz kapilare ne da bi vplivali druga na drugo. Pri vecjih vhodnih kotih se
pojavljajo ve¢ja mirujoca podroc¢ja, kjer je pretok zelo poCasen ali pa ga ni. Povzroci
nastanek vecjih delcev (4). Pri opazovanju velikosti delcev hidrokortizona, ki nastane v
mikroreaktorju pri vhodnem kotu 50°, so ugotovili, da se nekoliko raz$iri porazdelitev
velikosti delcev (3). Vpliv notranjega premera kapilare pretocnega mikroreaktorja je
kompleksen. SploSno pa velja, da z zmanjSanjem premera malo zmanjSamo velikost
delcev. Krajsi cas zadrZevanja delca v pretocnem mikroreaktorju zmanjSa mozZnost rasti.
Vecja koncentracija raztopine se izraza v VviSji stopnji prenasi¢enja. Ker nukleacija

prevladuje nad rastjo kristalov, nastajajo manjsi delci (3,4).
1.3. Modelni u¢inkovini

Modelna ucinkovina karvedilol (slika 8) spada v farmakoterapevtsko skupino zaviralcev
adrenergicnih receptorjev alfa in beta. Uporablja se za zdravljenje esencialne hipertenzije,
angine pektoris, kroni¢nega srénega popuscanja ter oslabelega delovanja sréne miSice po
sr¢nem infarktu. Najvecji dovoljeni odmerek karvedilola je 25 mg 2-krat na dan (27). Po
evropski farmakopeji ga uvr§¢amo med ucinkovine, ki so v vodi skoraj netopne. Spada v
razred II po biofarmacevtskem sistemu klasifikacije, to je med ucinkovine s slabo

topnostjo in visoko permeabilnostjo.
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Slika 8: Strukturna formula karvedilola.

Druga modelna uc¢inkovina ketoprofen (slika 9) spada v farmakoterapevtsko skupino
nesteroidnih protivnetnih zdravil in je derivat propionske kisline. Deluje protivnetno in
lajSa bolecCino ter zniZuje poviSano telesno temperaturo. Najvecji dovoljeni dnevni
odmerek ketoprofena je 200 mg (28). Tako kot karvedilol, tudi ketoprofen uvr§¢amo med v

vodi skoraj netopne ucinkovine in v skupino II po biofarmacevtskem sistemu klasifikacije.

Slika 9: Strukturna formula ketoprofena.
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2. NAMEN DELA

Namen dela je postavitev aparata s pretocnim mikroreaktorjem, izdelava delcev modelne
zdravilne ucinkovine z obarjanjem v tem mikroreaktorju in razvoj metod za analizo
oborjenih delcev. Aparaturo bomo sestavili iz dveh crpalk, pretocnega mikroreaktorja,
razli¢nih cevk in dveh c¢aS. Zdravilno u¢inkovino bomo raztopili v topilu in jo oborili z
dodatkom netopila, ki se s topilom meSa. Obarjanje oziroma kristalizacijo bomo izvajali v
preto¢nem mikroreaktorju in za primerjavo vzporedno tudi v bucki. Za nase delo bomo
izbrali topila, v katerih se u¢inkovina dobro raztaplja in topila, ki se s prvimi mesajo hkrati
pa ucinkovine ne topijo. Modelni uc¢inkovini, ki ju bomo uporabljali pri naSem delu sta
kravedilol in ketoprofen. Kot topilo, kjer se karvedilol dobro raztaplja, bomo uporabili
dioksan kot netopilo pa cikloheksan. Pri ketoprofenu pa bomo kot topilo uporabili
dimetilsulfoksid in pre¢is¢eno vodo kot netopilo. V topilu bomo raztopili toliko
ucinkovine, da bomo ob dodatku netopila dosegli 10-kratno oziroma 20-kratno
prenasicenje. Razvili bomo metode za suSenje delcev, ki bodo omogocale njihovo analizo z
vrsticnim elektronskim mikroskopom. V ta namen bomo uporabili filtriranje koloidnih
disperzij delcev z uporabo membranskih filtrov s premerom por 0,2 um in liofilizacijo. Z
elektronskim mikroskopom bomo proucevali velikost in obliko delcev ucinkovine, ki jih
bomo dobili z obarjanjem v preto¢nem mikroreaktorju in dobljene rezultate primerjali z

rezultati, ki jih dobimo z obarjanjem v bucki.
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3. EKSPERIMENTALNO DELO

3.1. Materiali

Ucinkovina

Uporabili smo zdravilni u¢inkovini karvedilol in ketoprofen.
Topila

Kot topilo smo v primeru karvedilola uporabili dioksan (Merck, Nemcija; kakovost >=
99,5 %).

V primeru ketoprofena pa dimetilsulfoksid (Merck, Nemcija; kakovost >= 99,9 %).
Netopila

Za netopilo v primeru karvedilola smo uporabili cikloheksan (Merck, Nemcija; kakovost
>= 99,5 %).

Za ketoprofen pa precis¢eno vodo.

Filtri
- Minisart® SRP 25 0,2 um (politetrafluoroetilen (PTFE), hidrofoben);
- Millipore™: Isopore™ membranski filter 0,2 pm (polikarbonat, hidrofilen);

- Millipore™: Omnipore ™ membranski filter 0,2 pm (politetrafluoroetilen,

hidrofilen);
Cevke
- Silikonske cevke (Ismatec, Nemcija);
- Tygon HC F-4040-A (Ismatec, Nemcija);
Ostali materiali:
- Brizga BD Plastipak 2,5 mL (Becton, Dickinson and Company, Spanija);

- Dvostranski prevodni ogljikov trak 12 mm (Oxon, Oxford instruments, Velika

Britanija).
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3.2. Aparature

Za izvajanje eksperimentalnega dela smo uporabljali naslednje aparature:

Vrsticni elektronski mikroskop (SEM): FE-SEM, Supra 35 VP, Carl Zeiss,

Nemcija;

- Naprava za dolocanje velikosti delcev z lasersko difrakcijo: Zetasizer Nano ZS,

Malvern, Velika Britanija;
- Magnetno mesalo MM-531, Zelezniki, Slovenija;

- Spektrofotometer: Hewlett Packard, HP 8453, UV-Visible spectroscopy system,

Nemcija;
- Crpalka z brizgo Syringe Pump Control Unit Inotech, Svica;
- Peristalticna ¢rpalka IKA WERKE, Nemcija;
- Analizna tehtnica AG 245, Metler Toledo, Svica;
- Analizna tehtnica A-150-sx, Cobos, gpanija;
- Preto¢ni mikroreaktor, Dolomite, Velika Britanija;

- SuSilnik na vroci zrak Silencio 1200, Braun, Irska;

Liofilizator Heto PowerDry LL.1500 Freeze Dryer, Thermo Electron, Nemcija.

3.3. Metode
3.3.1. Izbira topila in netopila za obarjanje zdravilne u¢inkovine

Izbira topila in netopila za obarjanje karvedilola

Najprej smo proucili, v katerih topilih se karvedilol raztaplja in v katerih ni topen. Poskuse
smo izvedli pri sobni temperaturi. V majhno ¢aso smo dali mililiter topila in za konico
spatule karvedilola, kar je pribliZzno 50 mg karvedilola. Rezultati poskusov topnosti so
zbrani v preglednici I. Glede na to, ali se je v topilu raztopila koli¢ina ene spatule
ucinkovine oziroma vec¢ (ve¢ kot 50 mg), smo oznacili, da se u¢inkovina topi zelo dobro.

Ce se je raztopila koli¢ina u¢inkovine na konici spatule, smo oznacili, da se uc¢inkovina
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topi dobro. Ce smo morali ob meSanju ¢aSo Se stresati, smo oznacili, da se ucinkovina
slabo topi. V primeru, ko se ucinkovina v danem topilu sploh ni raztapljala, smo topilo

oznacili kot netopilo.

Preglednica I: Topnost karvedilola v razli¢nih topilih.

se topi zelo se topi se topi se ne
TOPILO dobro dobro slabo topi
n-propanol +
aceton +
etilacetat +
kloroform +
nonan +
dimetilsulfoksid +
n-heksan +
1-propanol +
acetonitril +
metanol +
etanol +
1,2-prpandiol +
1-butanol +
tetrahidrofuran +
2-propanol +
absolutni etanol +
dioksan +
cikloheksan +

Nato smo preverjali, katera topila in netopila se meSajo. Na podlagi teh poskusov smo
najprej izbrali kot topilo butanol in kot netopilo heksan. Pri izbiri topil smo upoStevali tudi,
da je topilo lahko hlapno in ¢im manj nevarno. Ugotovili smo, da izbrana kombinacija topil
ni ustrezna, saj ob dodatku heksana k raztopini u€inkovine v butanolu niso izpadli kristali.
To pomeni, da z uporabo teh topil nismo dosegli dovolj velikega prenasicenja. Kot
naslednje topilo smo izbrali tetrahidrofuran (THF), saj je v njem karvedilol zelo dobro
topen in tako lahko doseZemo vecja prenasicenja kot v primeru uporabe butanola. Tudi s
THF so se pojavile tezave. THF je namreC raztapljal cevke nase aparature. Cevke, ki so
inertne na THF pa z ekonomskega staliS¢a niso bile dostopne. Spet smo zamenjali topilo in
izbrali dioksan. V primeru dioksana so se problemi pojavili, ko smo zmesali v dioksanu
raztopljeno uc¢inkovino in heksan. Na dnu ¢ase so se pojavile drobne kapljice, ki so motile

meritve. V Casu meSanja raztopine in netopila je najverjetneje prislo do tvorbe emulzije,
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kar je vidno na sliki 10. Tako smo na koncu za nadaljnje delo izbrali topilo dioksan in kot

netopilo cikloheksan.

Slika 10: Nastanek emulzije po dodatku heksana k raztopini karvedilola v dioksanu.

Izbira topila in netopila za obarjanje ketoprofena

Na enak nacin kot pri karvedilolu smo izbrali topilo in netopilo tudi za ketoprofen. Najprej
smo ocenili, v katerih topilih se ketoprofen dobro topi in v katerih ni topen. Ugotovili smo,
da se ketoprofen dobro topi v dioksanu, acetonu in DMSO. Netopen pa je v heksanu,
cikloheksanu in preciS€eni vodi. Nato smo preverili, katera topila in netopila se med seboj
mesSajo. Kot topilo smo izbrali dimetilsulfoksid (DMSO), kot netopilo pa precisc¢eno vodo.
Glede na to, da ketoprofena nismo obarjali v preto¢nem mikroreaktorju, tudi pri izbiri topil

nismo bili tako omejeni.

3.3.2. Dolocanje topnosti zdravilne ucinkovine v topilu in zmesi topila in

netopila

Dolocanje topnosti karvedilola v topilu in zmesi topila in netopila

Topnost karvedilola v topilu in zmesi topila in netopila smo dolocili s pomocjo UV
spektrofotometra pri valovni dolZini 332 nm. Najprej smo pripravili standardne raztopine
karvedilola v topilu in zmesi topil (dioksan : cikloheksan = 1:3) ter izdelali umeritvene
krivulje. Nato smo pripravili nasi¢eni raztopini karvedilola v samem topilu in v zmesi
topila in netopila v razmerju 1:3. Raztopini smo meSali na magnetnem meSalu pri sobni
temperaturi in jih po 3 dneh filtrirali skozi filter SRP 25 0,2 um iz politetrafluoroetilenskih
vlaken, ustrezno red¢ili in izmerili njihovo absorbanco pri valovni dolZini 332 nm in tako
dolocili topnost. Topnost karvedilola v dioksanu je 230,5 g/L. Topnost karvedilola v zmesi

topil dioksana in cikloheksana v razmerju 1:3 je 1,4 g/L.
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Dolocanje topnosti ketoprofena v topilu in zmesi topila in netopila

Z UV spektrofotometrom smo najprej posneli spekter ketoprofena in izbrali valovno
dolzino 262 nm, pri kateri smo izvajali meritve topnosti. Izmerili smo topnost ketoprofena
v topilu in zmesi topila in netopila v razmerju 1:3. Najprej smo pripravili standardne
raztopine ketoprofena v topilu in zmesi topil (DMSO : precisc¢ena voda = 1:3) ter izdelali
umeritvene krivulje. Pripravili smo nasi¢eni raztopini ketoprofena v samem topilu in v
zmesi topila in netopila v razmerju 1:3. Raztopini smo mesSali na magnetnem mesalu pri
sobni temperaturi in jih po 24 urah filtrirali skozi filter SRP 25 0,2 um, ustrezno red¢ili in
izmerili njihovo absorbanco pri valovni dolZini 262 nm. Topnost ketoprofena v DMSO je

542 g/L. Topnost ketoprofena v zmesi topil DMSO in precis¢ene vode v razmerju 1:3 je

1,2 g/L.

3.3.3. Obarjanje delcev karvedilola in ketoprofena v bucki
Pripravili smo raztopino zdravilne u¢inkovine v topilu in ji nato dodali trikratno koli¢ino
netopila. Raztopini karvedilola v dioksanu smo dodali trikratno koli¢ino cikloheksana, v
primeru ketoprofena pa smo raztopini ketoprfoena v DMSO dodali trikratno koli¢ino
prec¢iScene vode. Na tak nacin smo ugotavljali, ali do obarjanja sploh pride, kako veliki
delci pri tem nastanejo ter kako se s Casom njihova velikost spreminja. Obarjanje
ucinkovine v bucki smo videli kot pomotnitev disperzije. Te disperzije so sluzile razvoju
analiznih metod za suSenje delcev in njihovo opazovanje pod vrsticnim elektronskim
mikroskopom ter za merjenje povprecne velikost delcev s fotonsko korelacijsko

spektroskopijo.
3.3.4. Obarjanje delcev v preto¢nem mikroreaktorju

Dolocanje pretokov

Dolocanje pretokov je bil pomemben del za izvedbo eksperimentalnega dela. Z natan¢nim
merjenjem pretokov smo Zeleli dose¢i razmerje topila in netopila v zmesi, ki zagotavlja
Zeleno prenasicenje. Pretok topila z raztopljeno ucinkovino je moral biti 3-krat nizji od
pretoka netopila. Pretoke smo dolocili tako, da smo najprej izmerili pretok netopila na
peristaltini Crpalki z uporabo razli¢nih hitrosti vrtenja. Nato pa smo izmerili pretoke Se za
potisno ¢rpalko tako, da smo spreminjali hitrost potiskanja bata v brizgi. Pretok smo

dolocili z merjenjem cCasa, ki je potreben, da iz izvodilne cevke na pretocnem
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mikroreaktorju v merilno bucko nakaplja 10 mL topila oziroma netopila. Pretoka smo
izracunali po enacbi 1:

®=10 mL/t (1)
kjer je: @......pretok topila oz netopila (mL/min)

t...... Cas, potreben za pretok 10 mL topila oziroma netopila (min)

Sestava aparata s preto¢nim mikroreaktorjem
Glavni namen diplomske naloge je bil sestaviti aparaturo za obarjanje delcev. Pri
sestavljanju smo naleteli na kar nekaj teZav. Najprej so se problemi pojavili s silikonskimi

cevkami na majhni peristalti¢ni ¢rpalki (slika 11), saj jih je topilo THF raztapljalo.

4 3

Slika 11: Miniaturna peristalticna ¢rpalka.

Ob zamenjavi topila cevke vseeno niso bile primerne, ker so se pojavili mehurcki zraka pri
kateremkoli topilu, kjer se je karvedilol dobro raztapljal. In ker na teh majhnih ¢rpalkah
nismo mogli zamenjati cevk, smo izbrali peristalti¢ni Crpalki Ika. Tukaj se je najprej
pojavil problem z uravnavanjem pretokov. Tako smo peristalticno ¢rpalko, ki je v pretocni
mikroreaktorr potiskala ratopino uc¢inkovine v dioksanu, zamenjali za Inotechovo potisno
¢rpalko z brizgo (injekcijsko ¢rpalko), s katero smo lahko dokaj natan¢no uravnavali
pretok. V naslednjem koraku smo morali poiskati ustrezne cevke za peristalticno Crpalko.
Izbrati smo morali takSne, ki so primerne za uporabljeno netopilo. Izbrali smo cevke
Tygon. Cevke smo nato vpeli v mikrofuidni reaktor. Koncna aparatura je bila sestavljena

tako, kot kaze slika 12.
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i érp alka

Slika 12: Sestava aparature z mirofluidnim reaktorjem za obarjanje delcev z uporabo dveh

Crpalk.

vvvvv

kot je prikazano na slikah 13A in 13B. Najprej smo dolocili pretok topila in netopila.
Pomembno je bilo, da sta v razmerju 1:3, saj smo le tako lahko dosegli Zeleno prenasic¢enje
ucinkovine. Pretok cikloheksana je bil 3-krat vecji od pretoka dioksana. Problemi, ki so se
pojavili tukaj, so bili povezani z meSanjem raztopine in netopila. Pri zacetnih nekoliko
vi§jih pretokih 0,38 mL/min za netopilo in 0,13 mL/min za topilo ni pri§lo do meSanja in s
tem do obarjanja. Iz izvodilne cevke so namre¢ kapljale prozorne kapljice. Ugotovili smo,
da pri vecjih pretokih raztopina zavira oziroma potiska netopilo v nasprotni smeri od
Zelene. Najprej smo poskusili zamenjati cevke vhodnih mikrokapilar. Tako je raztopina
pritekla pravokotno na netopilo in smer nadaljnjega toka. Vendar ta sprememba ni ugodno
vplivala na pretoke, v tem primeru je namre¢ netopilo potisnilo raztopino nazaj proti
potisni Crpalki, ki je zaCela preskakovati. Zato smo zopet zamenjali cevke (tako kot je
prikazano na sliki 13B) in je netopilo teklo pravokotno na smer skupnega toka, saj je
peristalticna ¢rpalka manj obcutljiva na spremembe tlaka, do katerih prihaja v pretocnem
mikroreaktorju. Problem z meSanjem in obarjanjem smo skuSali reSiti z zniZanjem

pretokov. Omejitveni faktor je bil pretok netopila. Peristaltino ¢rpalko smo nastavili na

v
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¢rpalko pa smo nastavili na trikrat niZji pretok. Na ta nacin smo dosegli, da se je
ucinkovina zacela obarjati v pretocnem mikroreaktorju. Vendar obarjanje vseeno ni
potekalo idealno, saj se je u¢inkovina obarjala le nekaj sekund po zdruZzitvi raztopine in

netopila. Potem pa je raztopina zacela zavirati pretok netopila.

B

NETOPILO

> —
RAZTOPINA |
—_>

Slika 13: Pretocni mikroreaktor (A: pretocni mikroreaktor, ki smo ga uporabljali za

obarjanje; B: skica preto¢nega mikroreaktorja).

3.3.5. Razvoj metod za preucevanje velikosti in oblike oborjenih delcev

Fotonska korelacijska spektroskopija

Z metodo imenovano dinami¢no sipanje svetlobe ali fotonska korelacijska spektroskopija
merimo delce v obmocju 1-1000 nm. S fotonsko korelacijsko spektroskopijo merimo
Brownovo gibanje delcev, ki je naklju¢no gibanje in nastane zaradi obstreljevanja z
molekulami medija, ki obdajajo delce. Vecji kot so delci, poCasnejSe je gibanje. Z
laserskim Zarkom svetimo na vzorec skozi le¢e. Vzorec je koloidna raztopina preiskovanih
delcev dispergiranih v vodi ali kakem drugem topilu v stekleni ali plasti¢ni kiveti. Svetloba
na vzorcu mocno sipa, kar opazimo kot svetlo ¢rto, ki se razteza od enega do drugega roba
kivete. Sipano svetlobo detektiramo s fotopomnozZevalko in nato signal prenesemo na
raCunalnik z vgrajenim Kkorelatorjem. Korelator kot vmesnik v raCunalniku prevede
intenziteto signala sipane svetlobe v digitalni signal, ki ga s programsko opremo
analiziramo in dobimo podatke o povprecni velikosti delcev, polidisperznosti vzorca,
prisotnosti sedimentov oziroma agregatov, itd. (29).

Povprec€no velikost delcev, ki smo jih dobili z meSanjem raztopine in netopila v bucki, smo
izmerili s fotonsko korelacijsko spektroskopijo ob razlicnih casih. Prvo meritev smo
izvedli takoj, ko smo zmesali raztopino z netopilom, drugo po 6 minutah, tretjo po 12
minutah in Cetrto po 20 minutah po dodatku netopila. Na tak nacin smo opazovali, kako se

delci ve€ajo oziroma rastejo s Casom. Za eno meritev smo v povprecju potrebovali 5 minut.
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Najbolj pa nas je zanimala velikost delcev takoj po dodatku netopila, saj je bil Cas

zadrZevanja v mikrokapilari pretoCnega mikroreaktorja le nekaj sekund.

Vrsticni elektronski mikroskop

Pri vrsticnem elektronskem mikroskopu uporabljamo zelo tanek curek elektronov, ki
potuje po povrsini vzorca. Elektronski snop se premika po vzorcu v obliki zaporednih
vrstic. Pri tem elektroni reagirajo s povrSjem vzorca. SEM analizira elektrone odbite od
vzorca in na ta nacin doloca topologijo povrSine. SEM obi¢ajno vsebuje tri konveksne
magnetne leCe, ki sluZijo zbiranju in zoZenju elektronskega snopa. Ob interakciji
elektronskega snopa z vzorcem pride do razli¢nih reakcij (ionizacija vzorca, zavorno
sevanje, katodoluminescenca, emitiranje Augerjevih elektronov). Vse te procese lahko
merimo in iz njih dobimo podatke o povrsini. Emitirane ali odbite elektrone in fotone, ki so
posledica interakcije elektronskega snopa s povrSino, najveckrat detektiramo s
scintilacijskimi detektorji. Izmerjene energije in koli¢ina detektiranih delcev nam opisujejo
obliko povrsine vzorca in njegovo kemijsko sestavo (30).

Ob ustrezni pripravi vzorca smo lahko velikost in morfologijo delcev opazovali z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom (SEM) takoj po dodatku netopila. Vzorce smo pripravili na dva
razli¢na nalina, in sicer z nuCanjem ali z liofilizacijo, saj direktni nanos na dvostranski

ogljikov trak s slede¢im susenjem ni bil uporaben zaradi topil, ki so ga raztapljala.

Filtriranje delcev iz organskih topil

Z metodo filtriranja oborjenih delcev iz organskih topil smo pripravili vzorce za vrsti¢ni
elektronski mikroskop. Za izvajanje te metode smo potrebovali nuco in membranske filtre
ter vodno ¢rpalko. Na membranski filter smo kapljali disperzijo delcev. Podtlak, ki ga je
ustvarjala teko€a voda, je odtegnil topilo skozi pore filtra, delci pa so se ujeli na filter. Dele
filtra, kjer so bili ujeti delci, smo nato prenesli na nosilce za vrsti¢ni elektronski mikroskop
in jih analizirali.

Nekaj kapljic vzorca pripravljenega v bucki smo nanesli na filter in odnucali topilo. Vzorec
smo nanesli ob Casu 0, 5, 10 in 15 minut po dodatku netopila k 10-krat prenasiceni
raztopini karvedilola oziroma ketoprofena. Filter smo nanesli na nosilce in ga analizirali z
vrsti¢nim elektronskim mikroskopom.

Na enak nacin kot delce pridobljene z obarjanjem v bucki, smo pridobili tudi delce

oborjene v preto¢nem mikroreaktorju.
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Liofilizacija iz organskih topil

Liofilizacija ali suSenje z zamrzovanjem je metoda, s katero najpogosteje odstranimo topilo
iz termolabilnih materialov. Temelji na zamrznitvi topila, kateri sledi znizevanje tlaka in
dodajanje dovolj velike koliine toplote, da zamrznjeno topilo v materialu sublimira. Za
zamrzovanje lahko uporabimo suhi led in metanol (ledeno-alkoholna kopel) ali tekoci
dusik. Material moramo ohladiti pod njegovo trojno tocko. Le tako lahko zagotovimo
sublimacijo topila in se izognemo taljenju. Med fazo primarnega susenja zniZzamo tlak in
dovedemo dovolj toplote, da topilo sublimira. Pri sekundarnem suSenju pa lahko dvignemo
temperaturo tudi do 0°C ali celo ve&. Tako ostranimo $e nezamrznjene molekule topila
(31).

Vzorce karvedilola pridobljenega z obarjanjem v pretonem mikroreaktorju smo tudi
liofilizirali z liofilizatorjem ter v bucki, s pomocjo vodne ¢rpalke. V obeh primerih smo za
zamrzovanje raztopine uporabili tekoCi duSik. Liofilizat smo analizirali z vrsticnim

elektronskim mikroskopom.

25



Vida Furek Diplomska naloga

REZULTATI IN RAZPRAVA
3.4. Obarjanje delcev v bucki

3.4.1. Merjenje velikosti delcev karvedilola oborjenih v bucki s fotonsko

korelacijsko spektroskopijo

Velikosti delcev, ki so nastali pri obarjanju v bucki, smo merili s fotonsko korelacijsko
spektroskopijo. Bela oborina je nastala, ko smo raztopini dodali netopilo. Merili smo
povprecno velikost delcev pri 10-kratnem prenasi¢enju in pri 20-kratnem prenasicenju
karvedilola. Stopnjo prenasi¢enja smo izracunali po naslednji enacbi:
S=c/cy (2)
Kjer je: S.....stopnja prenasicenja

c.....trenutna koncentracija (g/L)

Co....ravnotezna koncentracija (g/L)
Povprec¢no velikost delcev smo izmerili po 5, 11, 17 in 25 minutah po dodatku netopila k
10-krat oziroma 20-krat prenasiceni raztopini karvedilola v dioksanu. Rezultati so podani v

preglednici II in II1.

Preglednica II: Meritve povprecne velikosti delcev oborjenih v bucki pri 10-kratnem
prenasicenju karvedilola v zmesi topil (dioksan: cikloheksan = 1:3) v razlicnih ¢asovnih

intervalih od pri¢etka obarjanja.

casovni interval od povprecna
pricetka obarjanja velikost sipanje
[min] [um] [keps] PDI
MERITEV 1
0-5 1,95 194 0,04
6-11 2,68 138 1
12-17 3,54 128 0,44
20-25 4,13 232 0,24
MERITEV 2
0-5 2,48 205 0,56
6-11 2,99 202 0,58
12-17 3,54 145 0,24
20-25 3,95 198 0,16

*keps: angl.: "kilo couts per second"

*PDI polidisperzni indeks
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Preglednica III: Meritve povprecne velikosti delcev oborjenih v bucki pri 20-kratnem
prenasicenju karvedilola v zmesi topil (dioksan: cikloheksan = 1:3) v razli¢nih ¢asovnih

intervalih od pricetka obarjanja.

casovni interval od povprecna
pricetka obarjanja velikost sipanje
[min] [um] [keps] PDI
MERITEV 1
0-5 3,66 154 1
6-11 5,30 146 0,05
12-17 10,17 170 0,43
20-25 83,22 250 1
MERITEV 2
0-5 2,91 67 1
6-11 2,52 280 0,02
12-17 3,10 73 1
20-25 22,13 403 0,48

Iz dobljenih meritev zbranih v preglednici II in III ter diagramu 1 opazimo, da nismo dobili
taksnih rezultatov, kot smo pricakovali. Pri ve¢jem prenasi¢enju smo namrec dobili vecje
delce namesto manjSih. Vzrok je najverjetneje povezovanje kristalov v vecje aglomerate,
saj smo pri vi§jem prenasic¢enju po 12. minuti opazili, da so se delci tako povecali, da so
presegli merilno obmocje. Rezultat je posledica relativno dolgega merjenja, ki ga zahteva
metoda in hitre rasti in s tem spreminjanja velikosti delcev. Pri ve¢jem prenasicenju je bila
kristalizacija manj nadzorovana. Glede na polidisperzni indeks (PDI) lahko sklepamo, da
so delci dobljeni z obarjanjem v bucki zelo razli¢nih velikosti. Padanje sipanja kaZe na
pojav sedimentacije delcev v vzorcu ali raztapljanje delcev. Naras¢anje pa je lahko
povezano z agregacijo, flokulacijo ali prisotnost mehurckov zraka v vzorcu. Pri naSih
vzorcih je lahko prisotno oboje. Najprej vzorec sedimentira, potem pa zacnejo nastajati

agregati.
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* Pri 20—kratnem prenasic¢enju je enota 10 pm
Diagram 1: Povpre¢na velikost delcev oborjenih v bucki v odvisnosti od ¢asa pri 10-

kratnem in 20-kratnem prenasic¢enju karvedilola.

Povprecna velikost delcev je s ¢asom rasla, zato smo vzorce Zeleli stabilizirati. Poskusno
smo dodali pomoZne snovi, in sicer Lutrol F 127 in Kollidon 12 PF, vendar stabilizatorja
skupaj z ucinkovino nista bila ucinkovita (diagram 2). Merili smo povprecno velikost
delcev dobljenih z obarjanjem v bucki. 10-krat prenasi¢enemu karvedilolu smo dodali
Kollidon 12 PF in izmerili povpre¢no velikost. Potem smo 10-krat prenasi¢enemu
karvedilolu dodali Lutrol F 127. Pri tretjem vzorcu pa smo dodali oba stabilizatorja skupaj.
Iz diagrama 2 lahko razberemo, da bi bil najucinkovitejSi Lutrol F 127, kjer se velikost
delcev najmanj spreminja, vendar ni idealen, saj pri enem vzorcu velikost raste, pri drugem
pa najprej delci nekoliko zrastejo, potem pa se manjSajo. Lahko, da dodatek pomoZzZne

snovi povzro¢i raztapljanje ucinkovine.
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Diagram 2: Povprecna velikost delcev v odvisnosti od €asa pri 10-kratnem prenasi¢enju

karvedilola ob dodatku pomoZnih snovi.

3.4.2. Merjenje velikosti delcev ketoprofena oborjenih v bucki s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo

Velikosti delcev ketoprofena, ki so nastali pri obarjanju v bucki, smo merili s fotonsko

korelacijsko spektroskopijo. Pripravili smo 10-krat in 20-krat prenasi¢eno raztopino

ketoprofena v zmesi topil DMSO in preciS¢ena voda v razmerju 1:3. Povprecno velikost

delcev smo izmerili 5, 11, 17 in 25 minut po dodatku netopila. Rezultati so zbrani v

preglednici IV in V.
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Preglednica IV: Meritve povprecne velikosti delcev 10-krat prenasiCene raztopine

Mev W

ketoprofena oborjenega v bucki v zmesi topil (DMSO : preciS€ena voda = 1:3) v razli¢nih

casovnih intervalih od pri¢etka obarjanja.

¢asovni interval od povprecna
pricetka obarjanja velikost count rate
[min] [um] [keps] PDI
MERITEV 1
0-5 1,50 357 0,20
6-11 1,81 268 0,26
12-17 1,89 214 0,24
20-25 2,25 297 0,18
MERITEV 2
0-5 1,34 267 0,14
6-11 1,82 325 0,15
12-17 2,00 274 0,14
20-25 2,30 267 0,12

Preglednica V: Meritve povprecne velikosti delcev 20-krat prenasi¢ene raztopine
ketoprofena oborjenega v bucki v zmesi topil (DMSO : preciS€ena voda = 1:3) v razli¢nih

casovnih intervalih od pri¢etka obarjanja.

casovni interval od povprecna
pricetka obarjanja velikost count rate
[min] [um] [keps] PDI
MERITEV 1
0-5 1,40 439 0,27
6-11 1,59 397 0,27
12-17 1,95 403 0,23
20-25 1,96 326 0,26
MERITEV 2
0-5 1,49 209 0,27
6-11 1,89 186 0,27
12-17 2,01 173 0,26
20-25 2,35 171 0,23

Glede na dobljene rezultate lahko opazimo, da so delci bolj enotnih velikosti kot pri
karvedilolu, saj polidisperzni indeks (PDI) ne presega vrednosti 0,27. Na diagramu 3
vidimo, da so delci 10-krat in 20-krat prenasi¢ene raztopine ketoprofena priblizno enakih
velikosti, kar tudi ni v skladu s teorijo, kjer bi morali biti delci oborjeni iz raztopine z 20-
kratnim prenasi¢enjem ketoprofena manjsi od delcev oborjenih iz raztopine z 10-kratnim

prenasicenjem.
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Diagram 3: Povprecna velikost delcev oborjenih v bucki v odvisnosti od ¢asa pri 10-krat in

20-krat prenasi¢enem ketoprofenu v topilu (DMSO : preciS¢ena voda = 1:3).

Rezultati, pridobljeni s fotonsko korelacijsko spektroskopijo, kazejo, da delci v prvih petih
minutah zrastejo do velikosti okrog 2 pm v primeru karvedilola in 1,5 pm v primeru
ketoprofena. Poleg tega smo ugotovili, da se delci s Casom spreminjajo pri vseh vzorcih ter
da ponovljivost med vzorci ni najboljSa. Ker se delci s Casom hitro spreminjajo in ker je
meritev relativno dolga, nam ne poda vrednosti povprecne velikosti delcev takoj po
njihovem nastanku. Zaradi teh razlogov izbrana metoda ni primerna za analizo velikosti

delcev oborjenih v pretoénem mikroreaktorju.

3.4.3. Opazovanje delcev oborjenih v bucki z vrsticnim elektronskim
mikroskopom

Zaradi uporabe razli¢nih zmesi topil smo pri pripravi vzorcev s filtriranjem preverili
kompatibilnost topil s filtri. Uporabili smo dva razli¢na filtra. Preverili smo kompatibilnost
polikarbonatnega filtra Isopore (slika 14A) in teflonskega filtra Omnipore (slika 14B) z
dioksanom, cikloheksanom, dimetilsulfoksidom in prec¢is¢eno vodo. Ugotovili smo, da
topilo dioksan raztaplja polikarbonatni filter, zato za filtriranje disperzije karvedilola ta
filter ni bil primeren. Ustrezal pa je v primeru disperzije ketoprofena. Za filtriranje delcev
karvedilola smo uporabili teflonski filter Cigar sestava je kompatibilna z dioksanom in
cikloheksanom. Polikarbonatni filter je hidrofilen, ni higroskopen, kar omogoca hitrejse

suSenje filtra in je predvsem zaradi gladke povrSine primeren za opazovanje z opti¢nim in
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elektronskim mikroskopom. Premer por je 0.2 um. Teflonski filter ima precej hrapavo
povrsSino in je manj primeren za opazovanje z vrsticnim elektronskim mikroskopom. Filter
je narejen iz politetrafluoroetilena, ki je kemijsko kompatibilen z mnogimi topili. Velikost

por je enaka kot pri polikrabonatnem filtru.

BHT = 13 si g
W WD =4 mi i if L i y |
; J y. { 77 ~ i

Slika 14: Elektronsko mikroskopska slika A: polkarbonatnega filtra (32) in B: teflonskega
filtra (povecava 20000x).

Opazovanje delcev karvedilola oborjenega v bucki z wvrsticnim elektronskim
mikroskopom

Pri vzorcih nas je zanimala predvsem velikost, oblika delcev in njihovo spreminjanje s
c¢asom. Delce, ki smo jih dobili z obarjanjem v bucki, smo na teflonski filter nanesli ob
casu 0, 5, 10 in 15 minut po dodatku netopila k 10-krat prenasiCeni raztopini karvedilola.
Na sliki 15 vidimo, kako se mreZza filtra nekoliko deformira takoj ob stiku z oborjenimi
delci v zmesi topil. Najverjetneje jo je obdal karvedilol. Slike 15-18 dokazujejo, da s
casom delci rastejo. V zacetku so bolj okroglih oblik, nato pa dobijo izgled kristalov.
Rezultati velikosti delcev dobljenih z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom se ujemajo z

rezultati dolo¢anja velikosti delcev s fotonsko korelacijsko spektroskopijo.
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Slika 15: Elektronsko mikroskopska slika delca karvedilola na teflonskem filtru oborjenih

v bucki iz zmesi topil (dioksan : cikloheksan = 1:3) ob ¢asu 0 minut (povecava 20000x).

Slika 16: Elektronsko mikroskopska slika delcev karvedilola na teflonskem filtru oborjenih

v bucki iz zmesi topil (dioksan : cikloheksan = 1:3) ob ¢asu 5 minut (povecava 20000x).

Slika 17: Elektronsko mikroskopska slika delcev karvedilola na teflonskem filtru oborjenih
v bucki iz zmesi topil (dioksan : cikloheksan = 1:3) ob ¢asu 10 minut pri 20000x (A) in
10000x povecavi (B).
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Slika 18: Elektronsko mikroskopska slika delcev karvedilola na teflonskem filtru oborjenih

v bucki iz zmesi topil (dioksan : cikloheksan = 1:3) ob ¢asu 15 minut (povecava 20000x).

Opazovanje delcev ketoprofena oborjenega v bucki z vrsticnim elektronskim
mikroskopom

Ketoprofen, ki smo ga obarjali v bucki, smo podobno kot karvedilol pripravili za
opazovanje z vrstinim elektronskim mikroskopom. Pripravili smo 10-krat prenasic¢eno
raztopino ketoprofena v DMSO in dodali pre€is¢eno vodo. Vzorec smo kapljali na
polikarbonatni filter takoj po dodatku preciS¢ene vode in po 5 ter 10 minutah. Topilo smo
odnucali. Nato smo posusen filter nanesli na nosilce in ga analizirali z vrsticnim
elektronskim mikroskopom. Slika 14A prikazuje povrsino filtra s porami velikosti 0,2 um.
Na sliki 19 so opazni nanodelci ketoprofena, ki so se ujeli na filter. Delci so se po 5
minutah povecali do velikosti 2 mikrometrov (slika 20). Po 10 minutah pa lahko opazimo,
da smo imeli prisotne velike in majhne delce (slika 21). Ce primerjamo te rezultate z
rezultati, ki smo jih dobili s fotonsko korelacijsko spektroskopijo, ugotovimo, da so
podobni. Pri prvi meritvi s fotonsko korelacijsko spektroskopijo smo dobili povprecno
velikost delcev okrog 1.5 pm. Na sliki 20 so rezultati temu zelo podobni, saj lahko vidimo

delce velikosti od 1 do 2 um.
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delci ketoprofena

EHT= 130k SignalA=s ?ix Signal = 00000 Mag= 50.00KX  Date :14 Oct 2010
& WD = 424 \ File Name = ketopfof 10x dmsﬁ Omin04 tif oy
Y —-}e E e 5

Slika 19: Elektronsko mikroskopska slika delcev ketoprofena na polikarbonatnem filtru
oborjenih v bucki iz zmesi topil (DMSO : preciS€ena voda = 1:3) ob €asu O minut

(povecava 50000x).

Slika 20: Elektronsko mikroskopska slika delcev ketoprofena na polikarbonatnem filtru
oborjenih v bucki iz zmesi topil (DMSO : preciS€ena voda = 1:3) ob €asu 5 minut

(povecava 20000x)
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EMT= 100KV SignalA = SE2  Mix Signal =0.0000 - Mag = 10.00KX ~ . Date14 Oct 2010
WD = 42mm- _ File Name = ketoprof 10xp dmsoh13 10min0 tif

Slika 21: Elektronsko mikroskopski sliki majhnih in velikih delcev ketoprofena na
polikarbonatnem filtru oborjenih v bucki iz zmesi topil (DMSO : preciS¢ena voda = 1:3) ob

¢asu 10 minut (A: majhni delci pri 20000x; B: veliki delec pri 10000x povecavi).

3.5. Obarjanje delcev karvedilola v preto¢nem mikroreaktorju

Pretok topila je znaSal 0,039 mL/min, pretok netopila pa 0,11 mL/min. Ugotovili smo, da
pretokov zaradi omejitev ¢rpalk ne moremo najbolj natanéno uravnavati. Pri peristalti¢ni
¢rpalki smo opazili pulziranje. Pri potisni €rpalki pa smo opazili, da je bila raztopina
karvedilola v dioksanu precej lepljiva in je nekoliko deformirala gumijasti bat na brizgi,
zato Crpalka ni ves €as enakomerno potiskala raztopine. Pulziranje je najverjetneje ustvaril
visok tlak v reaktorju in ta je potisnil tok raztopine nazaj proti brizgi in potisna ¢rpalka ni

mogla premagati te ovire. Tak pulz se je pojavljal v povprecju na 30 sekund.

Vzorce izdelane v pretoCnem mikroreaktorju ni bilo mogoce analizirati s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo, saj nasa aparatura ni delovala pravilno dovolj ¢asa, da bi lahko
zbrali 1 mL vzorca, ki je potreben za analizo. Drug razlog je zamudnost zbiranja in samega
merjenja velikosti delcev s fotonsko korelacijsko spektroskopijo. Predvidevamo, da bi bili
rezultati podobni tistim, ki smo jih dobili z merjenjem velikosti delcev oborjenih v bucki.
Tako smo velikost delcev ocenjevali le z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom. Zeleli smo
ugotoviti velikost delcev takoj po izhodu iz mikrofluidnega reaktorja, zato smo uporabili
druge ustrezne metode.

Karvedilol smo v preto¢nem mikroreaktorju obarjali pri 10-kratnem prenasicenju. Najprej
smo nastavili pretoke tako, da je bilo razmerje topila in netopila pribliZzno 1:3, potem pa
smo zaceli z obarjanjem. Kapljice oborjenega karvedilola so bile bele barve. TakSne

kapljice smo najprej lovili na teflonski filter, ki smo ga poloZili na nu€o. Da je topilo ¢im
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prej izhlapelo, smo zraven nuce uporabili Se suSilnik s toplim zrakom kot je prikazano na

sliki 22.

Slika 22: Priprava vzorca za vrsti¢ni elektronski mikroskop s kapljanjem disperzije delcev

na filter.

Delci, ki smo jih dobili z obarjanjem v preto€nem mikroreaktorju so bili v primerjavi z
delci oborjenimi v bucki bolj enotnih velikosti in oblike. Opazili smo skupke okroglih
nanodelceve kot je vidno na sliki 23. Osnovni delci so manj$i od 500 nm in tvorijo
agregate. Da bi preprecili njihovo nastajanje, bi verjetno morali dodati pomoZne snovi. Ko
oborjena teko€ina pritece v izvodilno cevko, delci Ze pricnejo rasti in se lepijo med seboj,
saj je ta cevka SirSa od mikrokapilare pretocnega mikroreaktorja. Ker obarjanje poteka s
stalno hitrostjo predvidevamo, da lahko na ta nacin ponovljivo izdelujemo delce enakih

velikosti in oblik.
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Slika 23: Elektronsko mikroskopska slika delcev karvedilola na teflonskem filtru
oborjenega v pretocnem mikroreaktorju iz zmesi topil dioksan : cikloheksan = 1:3

(povecava 50000x).

Vzorce za vrsticni elektronski mikroskop smo pripravili Se z liofilizacijo. Kapljice
oborjenega karvedilola, ki so kapljale iz izvodilne cevke smo lovili v erlenmajerico s
teko¢im duSikom (slika 24A). Erlenmajerice smo nato polozili v transportno posodo s
teko¢im duSikom in jih odnesli na Kemijski inStitut. Nekatere vzorce pa smo liofilizirali v

naSem laboratoriju z uporabo vodne ¢rpalke in bucke (slika 24B).

Slika 24: Postopek liofilizacije: slika A prikazuje lovljenje vzorca v tekoc¢i duSik

(zamrzovanje), slika B pa odstranjevanje topila z liofilizacijo s pomocjo vodne ¢rpalke.
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Slike 25-27 prikazujejo delce dobljene z uporabo liofilizatorja. Opazili smo, da delci
agregirajo. Posamezni delci so manjSi od 1 um, agregati pa so bili razli¢nih velikosti. Na
sliki 27 lahko opazimo takSne agregirane delce, za katere predvidevamo, da imajo veliko

specifi€no povrsino. Na podlagi tega lahko pricakujemo, da se uc¢inkovina v taki obliki tudi

hitreje raztaplja.

EHT = 1.00kV Signal A=SE2 Mix Signal=0.0000 Mag= 50.00°K X Date :22 Oct 2010
D= 33mm File Name = 10x karve 3 liof ki75tif

Slika 25: Elektronsko mikroskopska slika delcev pridobljenih v pretoénem mikroreaktorju
pri 10-kratnem prenasi¢enju karvedilola (razmerje pretokov raztopine karvedilola v

dioksanu in cikloheksana je 1:3) posuSenih v liofilizatorju (povecava 50000x).

pe | > 5 &
1 pm { EHTE 1.00 kY _#Signal A= SE2 M OWEQ = 30.00 KX ‘ D’ﬂ’l’e 22 Oct 2010
80 D= g2 ile'Name = 10x karvef i \ 5
P : %2 File Name = 10x karve " » > 4
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Slika 26: Elektronsko mikroskopska slika delcev pridobljenih v pretoénem mikroreaktorju
pri 10-kratnem prenasi¢enju karvedilola (razmerje pretokov raztopine karvedilola v

dioksanu in cikloheksana je 1:3) posuSenih v liofilizatorju (povecava 20000x).
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Slika 27: Elektronsko mikroskopska slika delcev pridobljenih v pretoénem mikroreaktorju
pri 10-kratnem prenasi¢enju karvedilola (razmerje pretokov raztopine karvedilola v

dioksanu in cikloheksana je 1:3) posusenih v liofilizatorju (povecava 5000x).

Rezultati liofilizacije v bucki so podobni rezultatom suSenja v liofilizatorju. Prav tako smo
opazili agregacijo delcev (slika 28). Delci so podobnih velikosti in oblik. Tudi ta vzorec

ima veliko specifi¢no povrsino.

2 pi . #EHT = 1.00kV Signal A= SE2 Mix Signal = 0.0000 Mag= 20.00 KX Date :22 Oct 2010
‘ WD = 4?“"" File Name = 10x karve 3 liof lab69.tif
-

Slika 28: Elektronsko mikroskopska slika delcev pridobljenih v pretoénem mikroreaktorju

pri 10-kratnem prenasi¢enju karvedilola (razmerje pretokov raztopine karvedilola v

dioksanu in cikloheksana je 1:3) liofiliziranega v bucki (povecava 20000x).
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Slika 29: Elektronsko mikroskopska slika delcev pridobljenih v pretocnem mikroreaktorju
pri 10-kratnem prenasi¢enju karvedilola (razmerje pretokov raztopine karvedilola v

dioksanu in cikloheksana je 1:3) liofiliziranega v bucki (povecava 5000x).

Rezultati analize vzorcev pridobljenih z liofilizacijo in s filtriranjem so podobni. Delci so
vecinoma manjsi od 1um in agregirajo. Po obliki niso vsi enaki. Na slika 29 lahko opazimo
sfere, sfere z izrastki in delce nepravilnih oblik. Specifi¢na povrSina liofiliziranega vzorca
je velika.

Z uporabljenimi metodami za pripravo vzorcev lahko dobro preuc¢ujemo velikost, obliko in
morfologijo delcev. Prednost teh metod v primerjavi s fotonsko korelacijsko
spektroskopijo je, da lahko delce opazujemo ob Casu njihovega nastanka. Rezultati vzorcev
karvedilola pripravljenih z obarjanjem v bucki, ki smo jih analizirali s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo ob casu 0 in z vrsticnim elektronskim mikroskopom po 5
minutah so podobni. Analiza s fotonsko korelacijsko spektroskopijo poteka priblizno 5
minut. Po tem ¢asu smo dobili povpre¢no velikost delcev okoli 2um (preglednica II). Ce ta
rezultat primerjamo s tistim, ki smo ga dobili z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom pri 5
minutah (slika 15), vidimo, da je zelo podoben.

V preto¢nem mikroreaktorju lahko ponovljivo izdelujemo delce in jih analiziramo Ze nekaj
sekund po nastanku. Tako lahko na izhodu zbiramo koloidno disperzijo delcev in jih takoj

suSimo, kar je pri obarjanju v bucki mnogo tezje.
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3.3. Moznosti izboljSave aparature obarjanja delcev v preto¢nem

mikroreaktorju

Med izvajanjem eksperimentalnega dela diplomske naloge smo opazili kar nekaj tezav, ki
so bile povezane s sestavo preto¢nega mikroreaktorja za obarjanje delcev. ManjSe tezave
smo poskusili odpraviti tekom izvajanja eksperimentalnega dela. To so bile tezave
povezane s cevkami, z njihovimi spoji in delno tudi s ¢rpalkami. Nekaterih pa v tako
kratkem ¢asu nismo mogli odpraviti, saj je potrebno narociti doloc¢ene dele, ki predstavljajo
osrednji del aparature. Najprej bi bilo potrebno zamenjati peristalticno ¢rpalko s potisno, s
¢imer bi odpravili pulziranje in izboljSali natancnost nastavitev pretokov. Z zamenjavo
pretocnega mikroreaktorja v obliki ¢rke T za mikroreaktor v obliki ¢rke Y, bi omogocili
boljSe mesSanje in enake moZnosti pretoka obeh tekocin, tako netopila kot raztopine
ucinkovine, saj se pretocni mikroreaktor s spojem mikrokapilar v obliki ¢rke T

najpogosteje uporablja za pripravo mikroemulzij iz dveh ne-meSajocih se tekocin (33).
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4. ZAKLJUCEK

V okviru diplomske naloge smo sestavili aparat s pretocnim mikroreaktorjem za obarjanje
delcev. Delce smo za primerjavo obarjali Se v bucki, kjer je obarjanje manj nadzorovano
kot v primeru uporabe mikroreaktorja. Razvili smo tudi metodi za proucevanje velikosti in
morfologije delcev ter metodi za pripravo vzorcev za vrsticni elektronski mikroskop.
Karvedilol in ketoprofen, obe v vodi tezko topni uc¢inkovini, smo obarjali v bucki. Dobili
smo delce nepravilnih oblik in velikosti od nekaj 100 nm do 1 um, ki so s ¢asom hitro
rasli. S tehniko obarjanja karvedilola v pretocnem mikroreaktorju so nastali delci manjsi od
500 nm, vendar so tvorili agregate. Delci, ki smo jih pripravili z obarjanjem v preto¢nem
mikroreaktorju, so bili v primerjavi z delci, ki smo jih oborili v bucki bolj enotnih oblik in
velikosti. Tudi delci oborjeni v bucki agregirajo, vendar predvidevamo, da je njihova
specificna povrSina mnogo manjSa kot v primeru obarjanja delcev v pretocnem
mikroreaktorju. PriCakujemo, da se bodo delci pridobljeni z obarjanjem v pretoCnem
mikroreaktorju bolje raztapljali.

Za preucevanje velikosti delcev smo uporabili fotonsko korelacijsko spektroskopijo in
vrsti¢ni elektronski mikroskop. Z obema metodama dobljeni rezultati obarjanja delcev v
bucki 5 minut po dodatku netopila so med seboj primerljivi. S fotonsko korelacijsko
spektroskopijo ne moremo dobiti podatkov o velikosti delcev takoj po njithovem nastanku.
V primeru obarjanja delcev v pretonem mikroreaktorju ta metoda za analizo velikosti
delcev ni bila uporabna zaradi dveh razlogov. Prvi razlog je, da bi za zbiranje vzorca
potrebovali 7 minut, za analizo pa Se dodatnih 5 minut. V tem casu bi delci rasli in
agregirali. Drug razlog pa je, da izvedba naSe aparature s preto¢nim mikroreaktorjem ni
dovoljevala, da bi zbrali 1 mL vzorca za analizo. Ugotovili smo, da fotonska korelacijska
spektroskopija ni primerna metoda za analizo delcev, katerih velikost se s Casom relativno
hitro spreminja.

Razvili smo dve metodi za pripravo vzorcev za vrstini elektronski mikroskop, in sicer
liofilizacijo ter filtriranje delcev iz organskih topil. Ugotovili smo, da obe metodi za
pripravo vzorcev za analizo z vrsticnim elektronskim mikroskopom dajeta podobne
rezultate in sta primerni za analizo delcev. Razlika je le v tem, da je liofilizacija v
primerjavi s filtracijo dolgotrajnejSa in drazja. Vzorec smo morali najprej zamrzniti v
tekocem dusSiku, potem pa odstraniti topilo, kar je energijsko potraten proces. Pri filtriranju

se problemi pojavijo pri izbiri filtrov, saj vsi zaradi nekompatibilnosti z razli¢nimi topili,
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niso enako primerni za pripravo vzorcev. Obe metodi sta dali dobre in podobne rezultate.
Vrsti¢na elektronska mikroskopija je primernejSa metoda proucevanja velikosti delcev kot
fotonska korelacijska spektroskopija. Slabost te metode je subjektivnost. Ne poda to¢ne
vrednosti velikosti delcev, ampak velikost lahko le ocenimo. Analizirati moramo vec
vzorcev in jih primerjati med seboj. Prednost te metode pred fotonsko korelacijsko
spektroskopijo je moZnost, da delce proucujemo takoj po njihovem nastanku in da nam
omogoca proucevanje morfologije delcev ob enostavnem spreminjanju pogojev za njihov
nastanek.

S preoblikovanjem aparata s preto¢nim mikroreaktorjem za obarjanje delcev bo mogoce v
prihodnjih raziskavah proucevati vpliv pogojev izdelave na velikost in morfologijo delcev

ter moznosti njihove stabilizacije z uporabo razlicnih pomoZnih snovi.
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