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POVZETEK

Liofilizacija je tehnoloski proces suSenja z zmrzovanjem, pri katerem s sublimacijo
odstranimo vodo iz ledu. Formulacijo pretvorimo v suho praskasto snov in tako pove¢amo
stabilnost izdelka. V sklopu diplomskega dela smo preucevali vpliv sestave topila (razli¢na
razmerja etanola v vodi) in pogojev ohlajanja na lastnosti liofilizatov. Kot modelni sistem
sSmo izbrali manitol. Manitol je pogosto uporabljena pomozna snov pri procesu liofilizacije
zaradi svojih lastnosti, kot so velika tendenca kristalizacije in visoka temperatura
kristalizacije oz. talis¢a. Take lastnosti omogocajo izbor optimalnih pogojev procesa, npr.
nizjih temperatur susenja in dajejo eleganten videz kon¢nega izdelka. Manitol izkazuje
polimorfizem. Znanih je ve¢ kristalnih oblik manitola; alfa, beta in delta. Obstaja lahko

tudi v obliki hemihidrata ali amorfnega manitola.

S statisti¢cnimi metodami smo vrednotili vpliv koncentracije etanolne raztopine in hitrosti
ohlajanja na maso in vsebnost vode v liofilizatih ter polimorfizem in morfologijo manitola.
Kristalne oblike manitola smo dolocali z razlicnimi metodami (termi¢na analiza, ramanska
spektroskopija in rentgenska praskovna difrakcija) ter jih kvalitatitvno in kvantitavno
primerjali. Z metodo elektronske mikroskopije smo vrednotili morfoloske znacilnosti
liofilizatov. Ugotovili smo, da ima dodatek etanola kot sotopila bistveno ve¢ji vpliv na
lastnosti liofilizatov kot hitrost ohlajanja. Etanol je imel pomemben vpliv na vizualni
izgled liofilizatov, pojavnost razli¢nih kristalnih oblik manitola in morfologijo. Liofilizati,
ki so bili izdelani iz raztopine z ve¢jim delezm etanola niso tvorili ¢vrste pogace, temvec
sipko snov. Pri pogojih zmrzovanja se je izlocilo najve¢ delta kristalne oblike, razmerje
beta in alfa kristalne oblike manitola pa je bilo odvisno predvsem od koncentracije etanola.
Ugotovili smo, da lahko iz polimorfne sestave liofilizata sklepamo na sestavo topila.
Hitrost ohlajanja pa ni izkazala statisticno pomemebnega vpliva na lastnosti liofilizatov

zaradi omejenega prenosa toplote med policami in dnom viale.

Poleg lastnosti liofilizatov smo preucevali tudi zmrzovanje manitola iz vodnih in etanolno-
vodnih raztopin z metodo krioramanske spektroskopije. Opisali smo dva mozna nacina
kristalizacije manitola v povezavi s pojavnostjo razli¢nih kristalnih oblik, ter potrdili
prisotnost manitol hemihidrata pri pogojih zmrzovanja. Ker manitol hemihidrata v konénih

liofilizatih nismo zaznali, sklepamo, da med susenjem pretvori v drugo kristalno obliko.
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ABSTRACT

Lyophilization also known as freeze-drying is a technological process based on the
principle of ice sublimation, without entering the liquid stage. Lyophilization is an
important and well-established process to improve long-term stability of labile products.
The main purpose of this thesis was to study the influence of solvent composition and
cooling conditions on lyophilisate properties. Mantiol was chosen as a model system.
Mannitol is the most common bulking agent used for lyophilized formulations because of
its crystallization properties and its high crystallization and melting temperature. Mannitol
has 5 solid state forms: three crystalline anhydrous forms, alpha- o, beta- B and delta- &

form, hemihydrate form and an amorphous state.

Statistical methods were used to evaluate the impact of ethanol concentration as co-solvent
and cooling rate on mass, water content, polymorphism and morphology. Crystalline forms
of mannitol were determined by a variety of methods such as thermal analysis, Raman
spectroscopy and X-ray powder diffraction and were then compared. With scanning

electron microscope morphological characteristics of lyophilisates were determined.

Addition of ethanol as co-solvent was determined to have a much larger impact on the
lyophilisate properties as cooling rate has. It was statistically proven that ethanol has a
significant impact on the visual appearance of lyophilisates, on different crystalline forms
and morphology. Lyophilisates containing a higher proportion of ethanol had not form a
solid cake but rather a particulate material. In freezing conditions ethanol concentration
affected the ratio of polymorphs appearance. At sub-ambient conditions 6 from was mostly
detected. The ratio of individual forms mainly depended on ethanol concentration in
formulation. It was acknowledged that from polymorphic composition of lyophilisate the
solvent composition can be determined. On the other hand cooling rate have not show any
statistically significant impact on lyophilisate properties due to the limited heat transfer

between the shelves and the vial bottom.

The crystallization of mannitol from aqueous and ethanol solution was studied using cryo-
Raman spectroscopy. Two possible ways of crystallization of mannitol were determined in
relation to the occurrence of different crystalline forms. At sub-ambient conditions
mannitol hemihydrate was detected. Since mannitol hemihydrate was not detected in final
lyophilisate products it was assumed that it was converted into another crystalline form

during the drying process.

\
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SEZNAM OKRAJSAV

To Temperatura trojne tocke vode

Ta Temperatura temperiranja

Tg Temperatura steklastega prehoda raztopine

Teu Temperatura evtekti¢ne tocke raztopine

Tp Temperatura produkta

Tc Temperatura kolapsa

DSC Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (ang.
Differential Scanning Calorimetry)

XRD Rentgenska praskovna difrakcija (ang. X-
Ray diffraction)

SEM Vrsti¢ni elektronski mikroskop (ang.
Scanning electron microscope)

Vil
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1. UVOD

1.1. PROCES LIOFILIZACIJE

Beseda liofilizacija izhaja iz gri¢ine in v prevodu pomeni »spraviti snov v stanje, da se
laZje razpusti«. Danes s tem izrazom opiSemo postopek dehidracije raztopin organskih ali
bioloskih molekul, ki jih z odstranitvijo vode s sublimacijo pretvorimo v trdno praskasto
snov, z namenom povecanja stabilnosti in/ali povecanja topnosti. Proces je sestavljen iz
treh stopenj, globokega zmrzovanja, primarnega susenja in sekundarnega susenja. Produkt
naprej globoko zamrznemo, da se vsa voda iz raztopine izlo¢i v obliki ledenih kristalov.
Nato sledi faza primarnega susenja, kjer pri znizanem tlakom led sublimira, s sekundarnim
suSenjem pa s procesom difuzije in desoprcije odstranimo Se preostalo vodo. Po
zakljucenem procesu dobimo trdno snov v obliki pogace, ki ima na svoji povrsini pore, kar

poveca afiniteto do topila ob ponovnem stiku. (1, 2)

1.1.1. Prednosti in slabosti

Proces liofilizacije je dolgotrajen in drag proces, zato ga uporabljamo v primeru, ko cena
izdelka upravi¢i njegovo uporabo oz. kadar ne moremo izdelati raztopin za parenteralno

aplikacijo zaradi termolabilnosti zdravilne u¢inkovine, predvsem z vidika sterilizacije. (3)

Poglavitna prednost liofilizacije pa je ravno v povecanju stabilnosti pripravka, zaradi
imobilizacije vzorca med zmrzovanjem, vakuumskega suSenja v odsotnosti kisikove
atmosfere in nizkih temperatur procesa. Na ta na¢in prepre¢imo interakcije med kemijsko
reaktivnimi snovmi in zmanjsamo moznost oksidacij. Nastali liofilizat ima visoko
poroznost in je liofilen, kar omogoca hitro in enostavno rekonstitucijo v raztopino.
Dodatno prednost pa predstavlja natan¢no in ponovljivo odmerjanje tudi zelo majhnih

odmerkov zdravilnih u¢inkovin. (3).

S tehniko liofilizacije tako pove¢amo dolgoro¢no stabilnost u¢inkovin in s tem izboljsamo

pogoje shranjevanja in transporta. To je bistvenega pomena predvsem pri bioloskih
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snoveh, kot so cepiva, tkivni ekstrakti, transplantacijska tkiva, antibiotiki, bakterijske

kulture in bioloska zdravila. (1, 2)

1.1.2. Podrocja uporabe

Razvoj procesa lioflizacije sega v prvo polovico 20. stoletja. V laboratoriju so proces
uporabljali Ze pred prvo svetovno vojno, po vojni pa se je njena uporaba razsirila tudi na
industrijo. Poleg proizvodnje medicinsko-farmacevtskih in veterinarskih pripravkov, se je
tehnika izkazala za uporabno tudi na podrocju prehrane. Znani liofilizati so instant kava,

mleko v prahu, ¢aj, zaimbe, gobe, koncentrirani sadni sokovi itd. (1)

V kemiji se liofilizacija uporablja za susenje obcutljivih snovi, suSenje v odsotnosti kisika,
ohranjanje radikalov. Na podro¢ju sodne medicine in patologije, za pripravo vzorcev
bioloskih tkiv za ctioloske in citokemicne preiskave, na podro¢ju mikrobiologije, na
bakterioloskih in viroloskih institutih, kjer ga koristijo predvsem za skladiS¢enje sevov
bakterij, virusov, gliv, celic in pripravo gojiS¢. Na tej osnovi se pripravlja tudi izdelke, ki
vsebujejo doloceno Stevilo zivih mikroorganizmov (kot npr., oslabljene vakcine in

probioti¢ni izdelki). (1)

1.2. FAZA ZMRZOVANJA

Faza zmrzovanja pri procesu liofilizacije velja za najbolj kriti¢éno fazo celotnega procesa,
ker nacin zmrzovanja bistveno vpliva na fazo susenja in posledi¢no na kon¢no kakovost
izdelka. Glavni cilj faze zmrzovanja je odstraniti ¢im veéji delez vode iz formulacije in je
zato to najvecji dehidracijski korak procesa. Voda se izlo¢a v obliki ledenih kristalov in s
tem pride do povecanja koncentracije topljenca, ki se izlo¢a v trdnem stanju. Pri kriti¢ni
koncentraciji in ustrezni temperaturi bo koncentrirana raztopina presla evtekti¢no
zmrzovanje ali bo podvrZena steklastemu prehodu. Raztopina lahko zmrzne po enemu od

obeh mehanizmov, najveckrat pa po kombinaciji obeh.(2- 4)

Glavna dejavnika faze zmrzovanja sta hitrost ohlajanja in stopnja podhladitve raztopine,
pomembno vlogo pa imata tudi koncna temperatura zmrzovanja in koncentracija

topljencev v raztopini. (4)
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Vpliv hitrosti ohlajanja

V sploSnem velja, da pocasnejSa stopnja ohlajanja (ki je definirana kot hitrost ohlajanja
raztopine) vodi v visjo stopnjo zmrzovanja (ki je definirana kot hitrost rasti kristalov iz Ze
nastalih kristalizacijskih jeder -klic). Pri takem procesu kristalizacije nastane malo klic in
te nemoteno rastejo. Kristali, ki nastanejo so pravilnih dendriti¢nih oblik in v zmrznjeni
pogaci tvorijo ledene kanale. Pri hitrem ohlajanju pa pride do tvorbe vecjega Stevila

manjsih kristalov nepravilnih dendriti¢nih oblik, Ki pa ne rastejo. (4, 5)

Vpliv stopnje podhladitve

Pri vedji stopnji podhladitve, ko ima vsa voda v raztopini temperaturo nizjo od temperature
trojne tocke vode -Tp, nastanejo manjsi kristali enakih velikosti. Pogaca, ki nastane ima

puhast videz. (6)

Pri manjsih podhladitvah pa pride do podhladitve samo doloCenega dela raztopine,
nastajajo vedji kristali enakih velikosti. Preostala voda zmrzne pri temperaturi okoli nicle in
nastanejo kristali razli¢nih velikosti. Dobimo heterogene kristale in grobo obliko kon¢ne

pogace. Razliko v videzu konéne pogace prikazuje slika 1. (6)

r )

LG

. |ﬁ

Slika 1: Struktura bolj homogenih kristalov enakomernih velikosti pri vecji stopnji
podhladitve (levo), struktura heterogenih kristalov pri niZji stopnji podhladitve (desno); A.

Homogeni del, B. Heterogeni del

Pri farmacevtskih izdelkih so bolj zazeleni vecji Kristali, ki nastajajo pri manjsih
podhladitvah. Z zmanjSanjem podhladtive vplivamo tudi na hitrost primarnega susenja.

Vegdji kristali izkazujejo namre¢ manjSo upornost proti tokom vodnih par pri sublimaciji in
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za seboj puscajo veéje pore, kar poveca poroznost. Obratno pa velja za pripravke iz
organskega materiala, predvsem terapevtske beljakovine. Tukaj je zaZelena ¢im hitrejsa
zamrznitev, da kristali, ki nastajajo ne bi poskodovali oz.spremenili strukturo beljakovine.
(4,7)

1.2.1. Fizikalno kemijske osnove liofilizacije

1.2.1.1. Zmrzovanje vode in meSanice voda-etanol

Zmrzovanje vode

Cista voda ima temperaturo zmrzi§¢a in temperaturo taljenja pri To, tj. pri temperaturi 0°C.
Kadar cista voda doseze temperaturo 0°C, pride do nastanka ledenih Kkristalov.
Temperatura vode pade pod ni¢lo Sele ko se vsa voda spremeni v led (podobno velja pri

taljenju ledu s povecanjem temperature nad niclo). (8)

Pri ohlajanju ¢iste vode pri atmosferskem tlaku in pod temperaturo Ty pa lahko pride do
nastanka ne-ravnoteznega, meta-stabilnega stanja, ki ga imenujemo podhlajena talina. To
pomeni, da pri temperaturi Ty, kjer je ravnotezje med tekoco in trdno fazo (ravnotezna
temperatura zmris¢a) voda ne zamrzne. Ce v takem sistemu nimamo prisotnih
kristalizacijskih jeder, se kristali za¢nejo tvorit Sele pri to¢ki homogene kristalizacijske
temperature, tj. pri -40°C. Stopnja podhladitve je definirana kot razlika med ravnotezno
temperaturo zmrzis¢a in dejansko temperaturo pri kateri se zacno tvoriti Kristali. Odvisna
je od lastnosti raztopine in procesa. Visja kot je stopnja podhladitve (pri hitrejSem
ohlajanju), vec toplote se sprosti pri kristalizaciji, ki jo vzorec absorbira in ve¢ vode lahko
naenkrat zamrzne. Molekule vode v podhlajeni talini tvorijo ledu podobne agregate ali t.i.
klastre, ki so med seboj povezani z vodikovimi vezmi. Tvorba takih Klastrov —
kristalizacijskih jeder je gonilna sila kristalizacije. Rast takih formacij v Stevilu in velikosti

pa je bolj favorizirana pri nizjih temperaturah. (4, 7)

V farmacevtskih pripravkih, tudi takih, ki vsebujejo sterilno vodo, pride do adsorpcije
»necistoc«, ki delujejo kot sprozilci heterogene kristalizacije, na povrsini ledu-podobnim
klastrom. Prisotnost mikronskih necisto¢ zvisa zmrzis¢e raztopine. Kot necistoce tukaj

razumemo povrsino vsebnika - viale ali tuje delce prisotne v vodi. Verjetnost prisotnosti
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takih necistot je ve€ja na laboratorijskem nivoju kot proizvodnem. Temperature

kristalizacije so torej v povprecju lahko nizje na proizvodnem nivoju. (7)

Po tvorbi kristalizacijskih jeder pride do rasti kristalov. Ker je kristalizacija eksotermen
proces, za¢ne temperatura vzorca med procesom naraScati proti To. Toplota se med
procesom liofilizacije odvaja s hlajenjem polic in temperatura spet pade, ko se proces
kristalizacije zakljuc¢i. Temperaturne spremembe med procesom liofilizacije prikazuje slika
2.(4)

Trel - B ¢

Temperaturni
profil ohlajanja
vzorca

-10-
- [¢]

20 -

Temperaturni profil
ohlajanja polic

0.6 6% ' ba 0.9 1.0
t [min]

Slika 2: Temperaturni profil vzorca med procesom liofilizacije. 1.Podhladitev, 2.Zacetek
kristalizacije, 3. Dvig temperature proti T zaradi sproscene toplote pri kristalizaciji, 4.-5.

Padec temperature po koncani kristalizaciji (4)

Zmrzovanje lahko poteka po dveh mehanizmih, po t.i. globalnem (angl. global
supercooling) ali lokalnem mehanizmu podhladitve (angl. local supercooling). Pri
pocasnem ohlajanju s policami pride do globalne podhladitve. Nivo podhladitve in proces
strjevanja poteceta po celotnem volumnu. Pri hitrem ohlajanju, npr. ohlajanju polic s
teko¢im dusikom, pa je podhladitev prisotna le lokalno in na teh podrocjih pride do
kristalizacije. (4) Nastanek oz. pristonost kristalizacijskih jeder v raztopini pri homogeni
kristalizaciji je stohasti¢en ali slu¢ajen proces, kar pomeni, da se proces spreminja s krajem

in ¢asom. (9)

V praksi se zaradi stohasti¢nosti procesa kristalizacije soo¢amo s teZzavo variabilnosti med
vialami iste serije (intervariabilnost) in/ali variabilnostjo znotraj ene same viale

(intravariabilnost). Enotnost znotraj serije in znotraj viale lahko pove¢amo S temperiranjem

5
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vzorca, razliénimi tehnikami nadzorovane kristalizacije ali dodatkom organskih sotopil

(npr. etanol ali terc-butanol). (4)

Zmrzovanje meSanice voda-etanol

Pri ohlajanju etanolno-vodne raztopine, pa velja, da taka raztopina zmrzne pri
temperaturah pod ni¢. Voda zmrzne pri visjih tempraturah kot raztopina, kar pomeni, da se
na zacetku tvorijo Cisti kristali ledu, v raztopini pa se povecuje koncentracija etanola (ta je
vecja kot koncentracija etanola na zacetku). »Koncentrirana« raztopina zmrzne pri nizjih
temperaturah.(8) Tocka zmrzis¢a je odvisna od sestave topila. Slika 3 prikazuje fazni

diagram trdno-tekoce za binarno mesanico vode in etanola.
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Slika 3: Fazni diagram binarne mesanice vode in etanola (10)

1.2.1.2. Zmrzovanje raztopin pri procesu liofilizacije

Pri zmrzovanju raztopin pride najprej do podhladitve in tvorbe kristalizacijskih jeder ledu.
Led, ki nastane, ima gosto heksagonalno strukturo, v katero se molekule topljenca ne
morejo vriniti in njihova koncentracija se v intersticijskih prostorih poveca. Taksna fazna

lo¢itev je nujen pogoj za uspesnost liofilizacije. (3, 4)

Koncentracija topljenca se hitro poveCuje dokler ne doseze kriticne tocke - t.i.
kriokoncentracije. Po dosegu kriti¢ne tocke, se koncentracija topljenca ne povecuje vec.
Kon¢na koncentracija raztopine je faktor temperature in je neodvisna od zacetne
koncentracije. Pri pogojih kriticne koncentracije in dane temperature lahko potece

evtektiCna kristalizacija ali pa pride do steklastega prehoda topljenca. Steklast prehod je
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stanje povecane viskoznosti snovi z elasticnimi lastnostmi, ki pa na pogled zgleda kot trdna

snov - t.i. trdna raztopina. Diagrama evtekti¢nega zmrzovanja prikazuje slika 4. (3, 4)

Sistem lahko obstaja v popolnoma trdnem stanju samo pod tocko evtekti¢ne temperature.
V sploSnem velja, da je temperatura evtekticne tocke visja pri nizji topnosti topljenca v
vodi. Pomembna razlika med evtekti¢no kristalizacijo in steklastim prehodom je v sestavi
snovi, Ki nastane in njenega vpliva na fazi suSenja. Kristalna snov, ki nastane z evtekti¢no
kristalizacijo je sestavljena iz majhnih kristalov ledu in topljenca. Vsa voda je tukaj
prisotna v trdnem stanju in jo lahko uspe$no odstranimo s primarnim susenjem. Amorfno
ali steklasto snov pa tvori trdna raztopina topljenca. Ker tukaj ostane velik delez vode

nezamrznjen, je poleg primarnega potrebno se sekundarno susenje z difuziijo in desorpcijo.

(4)

T[°C]

kiivulja zmizovanja

Kiivulja topnosti

L e S e . \

Evtektiéna tocka

C.

Sestava [%]

Slika 4: Diagram evtekti¢nega zmrzovanja prikazuje obnasanje dvokomponentnega
sistema, topila in topljenca. Pri padcu temperature pri ohlajanju zacne topilo - voda
zmrzovati pri temperaturi T Sistem nato sledi krivulji zmrzovanja, kjer se povecuje

koncentracija topljenca do toc¢ke (Teyu. Ceu), kjer potece evtekti¢na kristalizacija.(3)
1.2.1.3. Temperiranje ali dvofazno zmrzovanje (ang. »Annealing«)

Temperiranje vzorca je vrinjen procesni korak po dosezeni kon¢ni toc¢ki zmrzovanja in
pred zafetkom primarnega suSenja. Temperaturo produkta dvignemo na doloc¢eno

temperaturo temperiranja — T, ki je nizja od temperature trojne toc¢ke vode - T in visja od



T. Bartoli¢ Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

temperature steklastega prehoda snovi - T4. Na ta nacin pride do Kristalizacije pomoznih
snovi, ki lahko na zacetku izkazujejo amorfne lastnosti (nad temperaturo steklastega
prehoda pride do taljenja takih snovi in kasneje do ponovne rekristalizacije) oz. pospesene
ali uspesnejse kristalizacije pomoznih snovi (kot sta npr. manitol ali glicin). Manjsi kristali
se prej stalijo kot vecji in s tem Se poveca sticna povrsina med vodo in ledom. Sistem nato
spet ohladimo. Med ponovnim ohlajanjem pride do Ostwaldove rasti kristalov, tj. do rasti
veCjih kristalov na racun topljenja manjsih, in sticna povr§ina se ponovno zmanjsa.
Dobimo vecje kristale, ki predstavljajo potencialna nova mesta kristalizacije in rezultat je
bolj homogena porazdelitev velikosti ledenih delcev. Temperaturo T, zadrzujemo nekaj
¢asa (za volumen polnitve 1 cm ali ve¢ 2h), nato pa jo spet spustimo do kon¢ne tocke
zmrzovanja.V primeru, da snov, ki jo uporabimo ne kristalizira med fazo zmrzovanja
temve¢ med fazo primarnega susSenja, lahko pride med procesom do lomljenja vial. (4, 7,
11, 12)

1.2.2. Modifikacije faze zmrzovanja -nadzorovana nukleacija

Razvitih je bilo vec stevilo metod z namenom optimizacije in bolj nadzorovane nukleacije.
Nadzorovana nukleacija pa mora biti pri tem neodvisna od opreme - liofilizatorja, tipa in

velikosti viale, volumna polnitve, formulacije in geometrije ¢epa za lifolizacijo. (4)

Najvecja izziva nadzorovane nukleacije sta 100% uspeh procesa in moznost spremljanja
kristalizacije kot dogodka. Kristalizacijo kot dogodek lahko spremljamo z uporabo
termoclenov, katerih slabost je invazivnost njihove uporabe. Za spremljanje procesa jih
moramo potopiti v raztopino za liofilizacijo - v viale. S tem poseZemo v sam proces
kristalizacije, saj termocleni delujejo kot zunanji sprozilci Kristalizacije. Z uporabo
termoclenov pa lahko spremljamo samo doloceno Stevilo vial na serijo. Ena izmed bolj
sodobnih in drazjih metod spremljanja procesa nukleacije pa je vgrajena kamera v komori

liofilizatorja. (7)

Zmrzovanje s policami (angl. shelf-ramped freezing)

Gre za osnovno ohlajanje vial s policami liofilizatorja, ki jih temperiramo s pomocjo
raunalniSkega programa. S to metodo ne moremo nadzorovati nukleacije. Temperatura
tukaj pada linearno. Hitrosti zmrzovanja so razmeroma nizke, v povpre¢ju med 0.1 in
5°C/min, odvisno od zmogljivosti liofilizatorja. Police ne dosegajo visokih hitrosti

zmrzovanja zaradi nizke konduktivnosti vode oz. ledu, njune visoke toplotne kapacitete in

8
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omejene prevodnosti med polico in vialami. Za zagotavljanje popolnega strjevanja,
moramo vzorce ohladiti pod temperaturo steklastega prehoda - T4 za amorfne in pod T, za
kristalne snovi. Vecinoma se kot najnizjo temperaturo programa uporabljajo temperature
od -40 do -50°C, ker so to najnizje temperature, ki jih liofilizator lahko doseze (brez
dodatnega hlajenja z uporabo tekocega dusika). Popolno strjevanje zahteva tudi izbor
ustrezne dolzine faze. Cas strjevanja je odvisen od volumna polnjenja. Velja, da vedji kot
je volumen polnjenja, veC Casa je potrebnega za popolno zamrznitev raztopine v viali. V
literaturi je mogoce zaslediti priporocilo, da vzorce z volumnom polnjenja do 1 cm,
pustimo temperirati eno uro na najnizji temperaturi, vzorce z volumnom polnjenja vecjim
od 1 cm pa do 2h. Za dosego bolj homogenega zmrzovanja pa vzorce pustimo od 15 do 30
minut na znizani temperaturi polic, med 5 in 10°C ali pa med -5 in -10°C za 30 do 60 min

preden za¢nemo z nalaganjem — to imenujemo faza nalaganja. (4)

Predhodno ohaljene police (angl. pre-cooled shelf method)

Police predhodno ohladimo na zeleno kon¢no temperaturo (od -40 do -45°C) in nato nanje
polozimo napolnjene viale. Pri tej metodi se znacilno poviSa temperatura zmrzi$ca
raztopine (na pribl. -9.5°C) v primerjavi z navadnim ohlajevanjem s policami liofilizatorja.
Hitrost zmrzovanja je pri tej metodi pocasnejSa zaradi zmanjSanega nivoja podhladitve.
Med vialami je velika variabilnost - heterogenost. Pri uporabi metode in pri prenosu na
industrijski nivo pa velja posebna pozornost, da hladne police ne ustvarjajo meglice ob

stiku z vlaznim zrakom. (4, 7)

Uporaba organskih sotopil (angl. non-aqueous co-solvents)

Uporaba sotopil v formulacijah ima tako prednosti kot slabosti. Prednosti dodatka so,
povecanje hitrosti sublimacije, kar vodi v krajsi Cas suSenja; povecanje mocljivosti;
izboljsanje lastnosti rekonsitutcije; povecanje topnosti zdravilnih uéinkovin ali pomoznih
snovi v raztopini; pove€anje mikrobioloske stabilnosti. Na drugi strani pa kot slabost velja
omeniti potenicalno nevarnost ostanka rezidualnih topil, ki je lahko neustrezna s

toksikolosko-regulatornega vidika. (4)

Najbolj uporabljeno organsko sotopilo v formulacijah je terc-butanol. Dobro se mesa z
vodo, ima visoko tocko zmrzisca (24°C) in visok parni tlak pri sobni temperaturi (26.8 mm

Hg). Velik, a za enkrat Se zelo neraziskan potencial, izkazuje tudi etanol. Glavna ovira pri
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izbiri etanola je njegova nizka temperatura zmrzis$ca, kar posledicno zahteva vecje

zmoznosti kondenzatorja. (4, 13)

Pri izboru organskega so topila pa je pomembno to, da izbrano topilo popolnoma zmrzne v

samem procesu, ker lahko nepopolna zmrznitev vodi do opti¢no neustrezne pogace. (4)

1.3. FAZI SUSENJA

1.3.1. Primarno suSenje

Faza primarnega susenja je najdalj$a in energijsko najbolj potratna faza procesa. Kriti¢ni
parametri procesa so izbor temperature in tlaka suSenja, ki so znacilni za vsako

formulacijo, volumen polnjenja in tip viale posebej. (3)

Pri primarnem susenju poteka proces sublimacije ledu, prehod iz trdnega v plinasto stanje
brez pojava vmesnega tekoCega stanja. Je endotermen proces, kar pomeni, da se toplota
tekom procesa porablja, zato temperaturo polic, ko spustimo tlak v komori pod vrednost
parnega tlaka ledu, dvignemo. Zelimo si dosei ravnotezje med porabo toplote za
evaporacijo in dovedeno toploto, ki jo dovajamo s kondukcijo, radiacijo in konvekcijo, da
ohranimo konstantno temperaturo povrsine produkta. Procese, ki potekajo med primarnim

suSenjem prikazuje slika 5. (3, 4)

( ) radiacija

evapordcija

/ /

konvekcija

kondukcija

5 5

Slika 5: Prenos toplote pri primarnem susenju
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Hitrost prenosa vodne pare znotraj komore na kondenzator je funkcija stopnje podtlaka. Na
kondenzatorju vodne pare kondenzirajo in se kasneje izlocajo iz sistema v obliki odpadne
vode. Prehod vode iz parne v tekoCo fazo je eksotermen proces, zato je kondenzator
neprestano hlajen, da ne pride do nasi¢enja vodnih par v komori nad produktom. (3) Po
kon¢anem primarnem suSenju produkt lahko vsebuje od 15 do 20% vlage v obliki

nezmrznjene amorfne vode, ki jo odstranimo s fazo sekundarnega suSenja. (4)

Sublimacijo ali hitrost primarnega susenja opisemo z naslednjo enacbo:

dm Po — Pc
dt  Rp +Rs
Enacba 1

Kjer je P, ravnotezni parni tlak ledu pri dani temperaturi produkta, P tlak v komori, Ry
upor nastale trdne plasti na povrsini na prenos vlage, Rs pa upor ¢epa viale. 1z enacbe je
razvidno, da je proces suSenja neposredno povezan s procesom zmrzovanja - preko Ry
parametra. Pri produktih, kjer pri zmrzovanju nastane vecja specifiéna povrsina in manjse
pore je upornost proti prenosu vlage vecja, kar zmanjSa hitrost suSenja. Za doseganje
vec¢jih hitrosti primarnega susenja so torej ugodnejse nizje hitrosti zmrzovanja 0z. nastanek
ve¢jih kristalov. (4, 7) Proces primarnega susenja se zakljuci, ko se izenaci temperatura

produkta — Tp, s temperaturo polic. (14)

1.3.1.1. Izbor temperature in tlaka susenja

Tp mora biti v ravnotezju s hitrostjo prenosa toplote in njenim odvajanjem s sublimacijo, ki
je neposredno povezana s hitrostjo prenosa mase z vodno paro. Zelimo, da je temperatura
produkta ¢im vi§ja, vendar hkrati dovolj nizka, da ne preseze temperature kolapsa - T, 0z.

temperature evtekti¢nega taljenja. (4)

Optimalni temperaturni profil pri konstantnem dovajanju toplote bi bil uporaba visje
temperature na zacetku faze zaradi manjSe upornosti toku par in vecje evaporacije, ter nizje
temperature proti koncu faze zaradi povecane upornosti in zmanj$anje evaporacije. Pri tem
pa moramo biti pozorni na dve omejitvi. Pri previsoki zacetni temperaturi lahko pride do
taljenja ledu ali pa do prevelike obremenitve kondenzatorja zaradi prevelikega toka par.

Zato raje uporabljamo niZje temperature na zacetku ter postopno visanje proti koncu.

11
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Za izbor tlaka velja, da se z znizanjem parnega tlaka komore, poveca tlacna razlika med
parnim tlakom vodne pare v viali in komoro. VVodne pare iz viale tako hitreje prehajajo v

komoro in s tem pospesijo sublimacijo. (14)

Temperatura kolapsa —T,

Temperatura kolapsa je definirana kot najvisja dovoljena temperatura med fazo suSenja, Ki
jo lahko dosezemo, ne da bi se pri tem porusil videz pogace. SuSenje nad temperaturo
kolapsa ima lahko za posledico izgubo strukture pogace, veéjo vsebnost vode v konénem
produktu, daljsi ¢as rekonstitucije zaradi zmanjSanje poroznosti ali izgubo aktivnosti pri
terapevtskih beljakovinah. Pri popolnoma amorfnem produktu velja, da je Tc enaka
temperaturi steklastega prehoda plus dve stopinji, enacba 2. Za popolnoma evtekti¢en

produkt ali evtekticne zmes pa je Tc enaka temperaturi evtekti¢ne tocke, enacba 3. (2)
Tc=Tg+ 2°C
Tc =Teu

Enacbi2in3

1.1.1. Sekundarno suSenje

S sekundarnim susenjem odstranimo $e preostalo vodo v produktu. VVoda se lahko nahaja v
obliki vezane vode ali kot ostanek topila — rezidualna voda. Ve¢ji problem pa predstavlja v
produktu vezana voda, ker vpliva na stabilnost. Funckija sekundarnega susenja je
zmanj$anje vsebnosti vode do te meje, da se onemogoc¢i mikrobioloska rast. Pri
sekundarnem susenju lahko spreminjamo parameter temperature. Produktu dovajamo
toploto preko segrevanja polic, predvsem z radiacijo in kondukcijo. Voda se iz produkta
odstranjuje s procesom difuzije in desorpcije. Faza sekundarnega suSenja je relativno

kratka v primerjavi s fazo primarnega susenja. (3, 15)

Po koncanem suSenju viale zapremo v inertni duSikovi atmosferi. Doseganje nizkih

vsebnosti vode v kon¢nem produktu je izrednega pomena za dolgoro¢no stabilnost izdelka.

(3, 15)
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1.4.LIOFILIZATI KOT ZDRAVILA

Ucinkovine, ki so prisotne na trgu v obliki liofilizatov za rekonstitucijo raztopin, so
ucinkovine za zdravljenje tumorjev, bakterijskih ali virusnih okuzb, hipertenzije,

avtoimunskih bolezni, erektilne disfunkcije in druge. (16)

Kot farmacevtske ucinkovine v takih izdelkih lahko nastopajo manjs$e molekule sinteznega
izvora ali vecje —kot so beljakovine (bioloska zdravila). Za ustrezen kon¢ni izgled in
aktivnost zdravila po rekonsitutciji pa je potreben pravilen izbor pomoznih snovi v
formulaciji. Pomozne snovi v liofilizatih imajo predvsem vlogo polnil (sladkorji,
aminokisline, polimeri), sotopil (kompleksirajoci ioni, povrSinko aktivne snovi, organska
sotopila), pufrov (za pripravo raztopin za liofilizacijo in za ohranjanje primernega pH
rekonsitucijske raztopine), snovi za izotoniziranje, konzervansov (predvsem v ve¢odmerih
rekonsitucijskih raztopinah) in modifikatorjev temperature kolapsa. Uporaba primernih
pomoznih snovi se ve¢inoma odraza v ustrezenen izgledu kon¢nega izdelka — eleganten
videz pogace, stablinosti kon¢nega izdelka, ¢as rekonstitucije in za razvoj bolj robusntega

in hkrati ekonomsko ugodnejsega procesa liofilizacije. (16)

Najpogosteje uporabljene pomozne snovi so polnila. Ta se pri liofilizaciji uporabljajo
predvsem v formulacijah u€inkovin z mo¢nim u¢inkom. Polnila imajo pomembno vlogo
tudi pri kon¢nem izgledu liofilizata. Lahko kristalizirajo in s tem omog¢ajo nastanek por za
odvajanje vlage tekom procesa (ustrezna struktura za proces sublimacije) ali pa ostanejo v
amorfnem stanju, kar je predvsem priporo¢ljivo za forumlacije z beljakovinami (ohranitev
aktivnosti). (4) Najpogosteje uporabljena polnila so manitol, glicin, glukoza, saharoza,
laktoza, trehaloza in dekstran. Nekatere snovi, kot npr. manitol, pa lahko med procesom
kristalizacije kristalizirajo v razli¢nih Kristalnih oblikah, kar ima lahko za posledico

zmanj$ano stabilnost konénega izdelka pri pogojih shranjevanja in transporta. (16)

1.4.1. Polimorfizem

Kristali

Snovi v trdnem agregatnem stanju se lahko pojavljajo v dveh oblikah, amorfni in kristalni.
Za amorfno obliko je znacilno, da so atomi v snovi nakljuéno urejeni brez reda v dolgem
dosegu in so podobno neurejeni kot atomi v raztopini. Pri kristalih pa so atomi urejeni po

pravilnem ponavljajocem se vzorcu, ki se translacijsko $iri v prostor. Najman;jsi element
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kristala imenujemo osnovna celica. Dimenzije osnovne celice so opisane s tremi osmi a, b,
c ter koti med njimi - alfa, beta in gama. Razmerja med osmi in koti med njimi pa dolocajo
sedem razlicnih kristalnih oblik, kubi¢no, tetragonalno, trigonalno, heksagonalno,

triklinsko in najbolj pojavni obliki, ortorombsko in monoklinsko. (6, 17)

Polimorfi

Polimorfizem je zmoznost trdne snovi, da se lahko pojavlja v razli¢nih kristalnih oblikah,
kar je lahko posledica vecih razlicnih dejavnikov, spremembe konformacije molekule,
povezovanje molekul v razli¢nih smereh, tautomerije, razli¢nih vzorcev povezovanja preko
vodikovih vezi. Polimorfi se medseboj razlikujejo v fizikalnih lastnostih kot so, topnost,
hitrost raztapljanja in temperatura taliSa ter odzivih v spektroskopskih (IR, Raman,
NMR), difrakcijskih (rentgenska praskovna difrakcija) in mikroskopskih lastnostih
(atomski mikroskop, vrsti¢ni elektronski mikroskop). V naravi velja tendenca, ki jo je
opisal Wilhelm Ostwald in sicer, da najprej kristalizira najbolj nestabilen polimorf in ne
najbolj stabilen. (18, 19)
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2. NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je preuciti vpliv dveh dejavnikov, sestave topila in hitrosti

ohlajanja na fizikalno kemijske lastnosti liofilizatov manitola.

Izbrali smo formulacijo z manitolom, ki daje z izbranim liofilizacijakim ciklom bel in
homogen izdelek v obliki pogace. Z manitolom bomo pripravili etanolno-vodne raztopine z
razlicnimi koncentracijami etanola. Pripravljene raztopine bomo nato liofilizirali po
razli¢nih liofilizacijskih ciklih, pri katerih bomo varirali le fazo ohlajanja (razli¢ne hitrosti
ohlajanja, predhodno ohlajene police). Parametrov primarnega in sekundarnega suSenja ne
bomo spreminjali. Raztopine bomo ohlajali po programu s policami, za doseganje visjih
hitrosti pa bomo uporabili teko¢i dusik. Posebej bomo proucevali fazo zmrzovanja in
vrednotili posamezne parametre, kot so maksimalna hitrost ohlajanja posameznih raztopin,
temperatura zmrzi$¢a in razne opisne spremembe. Vrednotili bomo tudi vpliv predhodno

ohlajenih polic, kot eno izmed metod nadzorovane nukleacije.

Pripravili bomo raztopine manitola v vodi in meSanici vode in etanola ter preucevali

kristalizacijo z metodo krioramanske spektroskopije.

V naslednji stopnji bo sledilo vrednotenje kon¢nega izdelka. Liofilizate bomo takoj po
zakljucku cikla liofilizacije vizualno pregledali in jih stehtali. S titracijo po Karl-Fischerju
bomo vrednotili ostanek vode po susenju v kon¢nem produktu. Liofilizatom bomo nato
dolocali kristalno sturkutro z ramanskim mikroskopom, rentgensko praskovno difrakcijo in
diferen¢no dinamic¢no kalorimetrijo ter morfoloske lastnosti z vrsti¢énim elektronskim

mikroskopom.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI IN NJIHOVE LASTNOSTI

3.1.1. Izbira pomoZnih snovi

Manitol za injekcije

Manitol (D-manitol) je organska spojina z molekulsko formulo CgHg(OH)s , po IUPAC-u
heksanl,2,3,4,5,6-heksol. Kemijsko spada med alkohole. Je bel, kristalinicen prah brez
vonja in s sladkim okusom. V farmaciji se uporablja pri osmoterapiji za zniZevanje
povisanega intrakranialnega pristika po poskodah glave, pri zdravljenju oligurije kot

posledice zmanjSane zmogljivosti ledvic, zauzit peros pa deluje kot odvajalo.

Kot polnilo se lahko uporabljala v tabletah in liofilizatih. Zaradi svojih nehigroskopnih
lastnosti se lahko pojavlja tudi v kombinaciji z na vlago ob¢utljivimi uc¢inkovinami. V
liofilizatih se pogosto uporablja zaradi svojih lastnosti, kot so visoka evtekti¢na
temperatura -1,5°C (temperatura steklastega prehoda raztopine -31°C), (20) kar omogoca
izbor visjih temperatur susenja. Ima visoko tendenco kritalizacije iz vodnih raztopin in
visoko temperaturo talis¢a (od 164 do 169°C) (21). Zaradi zgoraj nastetih lastnosti
liofilizati z manitolom tvorijo trdno, homogeno pogaco elegantnega videza. Manitol se
lahko pojavlja v petih trdnih oblikah - v amorfni obliki, v obliki hidrata ali v obliki treh
polimorfnih oblik, alfa - o, beta - B, delta - 8. Amorfna in hidratna oblika manitola sta
metastabilni obliki in lahko obstajata le pri nizkih temperaturah zmrzovanja ter hitro
rekristalizirata pri pogojih okolja. V nasih poskusih smo uporabljali komercialni manitol za
injekcije v beta kristalni obliki. (22-26). Dolocili smo topnost manitola v razlicnih medijih,

kot prikazuje preglednica I.
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Topnost manitola v razli¢nih medijih pri T 20°C

V vodi V razmerju 1: 5,5 (27)
V etanolu V razmerju 1 : 83 (27)
V mesanici vode in etanola V razmerju 15 % raztopina: 1 : 10*

V razmerju 30 % raztopina: 1 : 15*

V razmerju 40 % raztopina: 1 : 22*

Preglednica I: Topnost manitola v razlicnih medijih

*vrednosti so bile doloc¢ene eksperimentalno
3.1.2. lzdelava vzorcev

Priprava raztopin za liofilizacijo

Za vsak liofilizacijski cikel smo pripravili Stiri razliéne raztopine ki smo jih oznacili s

¢rkami od a do d, kot prikazuje preglednica Il.

formulacija | mantiol [g] |  etanol [ml] voda za 'n[Jr?]ll(]C'Je (WFI)
a 3 2,5 Ad 100
b 3 5 Ad 100
c 3 7,5 Ad 100
d 3 10 Ad 100

Preglednica Il: Sestava raztopin za liofilizacijo

Na tehtalni Colnicek smo zatehtali 3 g manitola za injeckije za vsak vzorec posebej in

natehtano koli¢ino kvantitativno prenesli v 300 ml erlenmajerice.

Pripravili smo vodne raztopine etanola Stirih razli¢nih koncentracij. V vsako bucko posebe;j
smo odmerili po 2,5; 5,0; 7,5 in 10,0 ml 96% etanola za uporabo v farmaciji. Z vodo za

injekcije smo dopolnili do oznake. Buc¢ke smo zaprli in premesali.

V naslednjem koraku smo natehtan manitol prelili z vodno raztopino etanola in na
magnetnem mesalu mesali pet minut oz. do popolne raztopitve. Bistro, brezbarvno

raztopino smo nato razdelili na deset enakomernih volumskih delov (deset vial).
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Oznaka vzorcev

Vzorce smo oznaéili po formulaciji in po pogojih procesa. Crke so oznaéevale
koncentracijo etanola v sestavi topila, Stevilke pa hitrost ohlajanja. Pregledanica III

prikazuje primer oznacevanja vzorcev

Proces Forumlacija
Oznaka vzorca hitrost zmrzovanja [K/min] | Oznaka podvzorca koncentracija etanola [%]

001T 0,5 a 2,5

002T 2,5 b 5,0

003T 5,0 c 7,5

004T 7,5 d 10,0

005T police ohlajene na -45°C

006T police ohlajene na -45°C*

007T 10,0

Preglednica I11: Oznaka vzorcev
*Vzorec 006T je ponovitev vzorca 005T

Liofilizacijski proces

Pripravljene raztopine po zgoraj opisanem postopku smo polnili v 20 ml viale z oznako
A20-C25. V vsako vialo smo z avtomatsko pipeto odpipetirali 10 ml raztopine. Ze

napolnjene viale smo pokrili s ¢epi za liofilizacijo 0znake FM460.

Pogoji liofilizacije so predstavljeni v preglednici IV in V. Obarvani koraki predstavljajo

razlike v hitrostih ohlajanja med cikli.
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Program liofilizacije po korakih

Korak: | Faza: cas T Tlak (mbar)

1. Zmrzovanje A 00:30 +5
2. 06:00 +5
£l Vzorec 001T 01:40 -45

Vzorec 002T 00:20 -45

Vzorec 003T 00:10 -45

Vzorec 004T 00:07 -45

Vzorec 007T 00:05 -45
4. 03:00 -45
5. Annealing 02:00 -15
6. 03:00 -15
7. Zmrzovanje B 02:00 -45
8. 02:00 -45
9. Primarno susenje 00:05 -45 0,420
10. 10:00 -45 0,420
11. 03:00 -10 0,420
12. 20:00 -10 0,420
13. | Sekundarno susSenje 03:20 +30 0,420
14, 03:00 +35 0,420
15. 00:05 +35 0,420
16. 07:00 +35 0,420

Preglednica 1V: Program liofilizacije za vzorec 001T, 002T, 003T, 004T in 007T.

Vzorec 005T in vzorec 006 T
Viale polozimo na predhodno ohlajene police.

Vzorec 006T je ponovitev vzorca 005T.

Program liofilizacije po korakih

Korak: | Faza: cas T Tlak (mbar)

1. Zmrzovanje A 0:00 -45

2. 00:07 -45

3. 15:00 -45

4. Annealing 02:00 -15

5. 03:00 -15

6. Zmrzovanje B 02:00 -45

7. 02:00 -45

8. Primarno susenje 00:05 -45 0,420

9. 10:00 -45 0,420

10. 03:00 -10 0,420

11. 20:00 -10 0,420

12. Sekundarno susenje 03:20 +30 0,420
03:00 +35 0,420
00:05 +35 0,420
07:00 +35 0,420

Preglednica V: Program liofilizacije za vzorca 005T in 006 T
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Priprava raztopin za vrednotenje mehanizma kristalizacije manitola

Pripravili smo razli¢ne raztopine manitola (manitol za injekcije, beta kristalna oblika) kot

prikazuje preglednica VI.

Sestava raztopine
delez manitola [%] delez etanola [%]
raztopina 1 - vodna raztopina 3 /
raztopina 2 - vodna raztopina Nasicena raztopina /
raztopina 3 - etanolna raztopina 3 5
raztopina 4 - etanolna raztopina Nasicena raztopina 5
raztopina 5 - etanolna raztopina Nasi¢ena raztopina 96

Preglednica VI: Sestava raztopin

Raztopino 2 in 4 smo pripravili tako, da smo s pomocjo podatka topnosti manitola v
etanolno-vodni raztopini in v vodi pripravili nasi¢eno raztopino, ki smo jo nato veckrat
filtrirali, da smo se znebili ze prisotnih kristalizacijskih jeder. Filtrirani raztopini 2 in 4 smo
nato razdelili na dve paralelki, ki ju imenujemo a in b. Paralelki a, 1a in 2a, smo pustili
nekaj Casa stati na zraku pred dodatkom netopila, paralelkam b, 1b in 2b, pa smo naenkrat
dodali taksno koli¢ino netopila (v obeh primerih etanola), da smo tvorili 40% etanolno
raztopino. Vrednotili smo nastale kristale, ki so po filtraciji ostali na filter papirju —v

nadaljevanju jih imenujemo filtrati.

’

Raztopine 1,2,3,4 in 5 smo vrednotili s pomoc¢jo sklopitve mizice “Freeze-drying’
mikroskopa z Ramanskim mikroskopom — kar v nadaljevanju imenujemo krioramanska
spektroskopija in spremljali proces zrmzovanja. VVzorec smo ohlajali na -30°C s pomocjo

tekocega dusika. DoseZeno temperaturo smo ohranjali tekom procesa vrednotenja.

3.1.3. Oprema

Za pripravo raztopin smo uporabili nasteto opremo v preglednici VII.

Tehtnica Sartorius BP 1200

Magnetno mesalo IKA

Avtomatska pipeta eLine z 50 ml
nastavkom

Liofilizator CHRIST Epsilon 2-6D, Velika
Britanija

Preglednica VII: Tehnoloska oprema
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Liofilizator

Lifoilizator je naprava, v Kkateri poteka proces liofilizacije. Sestavljena je iz glavne
liofilizacijske komore, kondenzacijske komore in vakuumskega sistema, kot prikazuje
slika 6.

Kondenzacijska Glavna liofilizacijska
komora komoroa

i — =T % ) Vakuumski
P sistem

Slika 6: Shematski prikaz sestave liofilizatorja (28)

Glavno liofilizacijsko komoro sestavljajo funkcionalne police, na katere polozimo viale, ter
zgornja polica, ki sluzi prenosu toplote z radiacijo in zapiranju vial s spus¢anjem polic ob
koncu cikla. Police so napolnjene s tekoc¢ino »heat transfer fluid«, z generi¢nim imenom
SLYOTHERM XLT, kemijsko dimetil polisiloksan. Police lahko premikamo v vertikalni
smeri navzdol s pomocjo hidravlicnega sistema in tako potiskamo Cepe v viale po
zakljucku cikla (v dusikovi atmosferi) in pred odprtjem komore. Funkcije glavne
liofilizacijske komore so zagotavljanje ustrezne temperature, tlaka in primernega
izolacijskega okolja za izdelek med procesom. Funkcija kondenazcijske komore pa je
odstranjevanje vodnih par iz glavne liofilizacijske komore s pomocjo vakuumskega
sistema. Vakuumski sistem pa s pomo¢jo kondenzatorja ustvarja tlak primeren za izvedbo

faz susenja. (29)
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3.2. ANALITSKE METODE

3.2.1. Proucevanje zmrzovanja etanolno vodnih raztopin manitola

Z namenom natanénejSega vrednotenja faze ohlajanja, smo ponovno pripravili raztopine a,
b, ¢, in d formulacije kot prikazuje preglednica II. Z uporabo brezzi¢nih termoclenov
TEMPRIS® proizvajalca iQ mobil, smo vrednotili obnasanje raztopine ob izpostavitvi
pogojem ohlajanja. Odlo¢ili smo se za spremljanje vzorcev 002T, 003 T, 004T, 006T in
007T. Vzorca 005T nismo mogli ponoviti, vzorec 001T pa smo izpustili zaradi nizke

hitrosti ohlajanja (vrednotili smo ga iz originalnega seta podatkov za primerajvo).

3.2.2. Merjenje termicnih lastnosti snovi z metodo diferencne dinamicne
kalorimetrije — DSC

Termic¢na analiza je ime za skupino metod, pri katerih merimo doloceno fizikalno lastnost
snovi kot funkcijo temperature v dolo¢enem casu. (30)
Metode termiCne analize se na podrocju liofilizacije uporabljajo za optimizacijo in
karakterizacijo liofilizacijskih ciklov in kon¢nih produktov, kot npr. predhodno dolocanje
evtekti¢ne temperature. (31)
Metoda diferenéne dinamic¢ne kalorimetrije (v nadaljevanju DSC) je ena izmed metod
termi¢ne analize pri kateri primerjalno merimo razliko v toplotnem toku - energija v obliki
toplote na enoto ¢asa, med vzorcem in inertno referenco, pri kateri v danem temperaturnem
obmocju ne prihaja do sprememb. Z drugimi besedami, merimo toplotno energijo, ki je
potrebna, da med vzorcem in referenco ne pride do temperaturnih razlik, in je enaka
toploti, ki se porablja ali spros¢a pri kemijskih reakcijah ali faznih prehodih v vzorcu.(32,
33) Shematski prikaz na¢ina delovanja prikazuje slika 7.
Z metodo diferenéne dinamicne kalorimetrije na instrumentu Mettler Toledo DSC1 Star®
System smo vrednotili liofilizate. VVzorec in referenco, vsako v svojem aluminijastem
lon¢ku, postavimo na enoten dovod toplote. Instrument s pomocjo Fourier-jevih
transformacij odziv matemati¢no pretvarja v dve vrsti toplotnih sprememb- reverzibilne in

ireverzibilne. (33)
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\\ #/ /
| I.II II I | ﬁ
_ /

grelci Povezava z racunalnikom za
reguliranje toplotnega toka

Inertna referenca

Slika 7: shematski prikaz delovanja DSC (34)

3.2.3. Analiza ostanka vode po susenju s titracijo po Karl Fischerju

Karl Fischer titracija (v nadaljevanju KF) je pogosto uporabljen analitski pristop dolo¢anja
vode v izdelku, ki temelji na Bunsenovi reakciji.

Del Bunsenove reakcije, ki se uporablja za doloc¢anje vode, je prvi korak v zveplo-jodni
reakciji produkcije vodika. Gre za kemijsko reakcijo nastanka Zveplove Kisline in
vodikovega jodida iz vode, zveplovega dioksida in joda, kot prikazuje spodnja kemijska
enacba. (35, 36)

2H,0 + SO; + 1, — H2SO4 + 2HI
Enacba 4
Pri KF titraciji v reakcijo vstopajo Zveplov dioksid, jod in baza (pridin ali imidazol), ki ima
vlogo pufra, oz. nevtralizira nastajajoce kisline in reakcijo potiska v desno.
Vzorec, kateremu Zelimo izmeriti vsebnost vode najprej raztopimo v metanolu (lahko pa
tudi v drugih organskih topilih, kot npr etanol, 2-propanol, dietilen glikol monoetilni eter,
ali meSanici), nato dodamo $e zveplov dioksid in pridin. Potek rekacije prikazujejo spodnje

kemijske enacbe:

1. ROH + SO, + R "N — [(R'NH)SO;3 R]
2. [(R'NH)SO3R] + 2RN + I, + H;O — ("RNH SO4 R + 2 (R"NH)I
Enacbibin 6
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Celokupna reakcija: ROH + SO, + 3R'N + 12 + H,O — (R'NH)SO4R + 2 (R'NH)I
Enacba 7
V prvi stopnji gre za reakcijo med alkoholom, Zveplovim dioksidom in bazo do nastanka
alkilsulfatnega intermediata, ki ga v naslednjem koraku jod oksidira do alkilsulfatne soli.
Pri reakciji se porablja voda. Poraba vode je sorazmerna s porabo joda, torej v razmerju
1:1. Ko se porabi vsa voda, dolo¢imo presezek joda na indikatroski elektrodi in to oznacuje
konec titracije.
Kolic¢ino vode prisotne v preu¢evanem vzorcu izratunamo na podlagi razlike med koli¢ino
joda na zacetku v KF reagentu in koli¢ino porabljenega joda med reackijo. (36, 37)
Poznamo dva tipa KF titracije, volumetricno in kulometri¢no, ki se razlikujeta po nacinu
odmerjanja joda v sistem rekacije. Pri volumetri¢cnem dolo¢anju joda vzorec raztopimo v
izbranem alkoholu in raztopino titriramo z mes$anico reagentov z znano koncentracijo joda
do rdeCe-rjavega obarvanja. Iz presezka in znanega razmerja med jodom in vodo
izraCunamo vsebnost vode v vzorcu. Volumetricna metoda dolocitve se uporablja za
vzorce, Kjer je voda prisotna v vec¢inskem delezu. (36, 37)
Kulometricna dolocCitev joda temelji na elektrokemijskem nastanku joda in-situ z

oksidacijo jojdida v jod na anodi, kot prikazuje spodnja kemijska enacba. (36, 37)

2L +2¢
Enacba 8

Koli¢ina titrirane vode je proporcionalna koliini prenesenega naboja, potrebnega za
nastanek joda. Konéno tocko titracije pa doloca padec napetosti na merilni elektrodi, zaradi
povecanja koliCine prostega I, v raztopini. Kulometricna metoda se uporablja za vzorce,

Kjer je voda prisotna v sledovih (od 1 ppm do 5%).(36, 37)

Vodo dolo€amo po volumetriéni metodi, z uporabo enokomponentnega reagenta (titrant
vsebuje raztopino Zzveplovega dioksida, joda , imidazola in alkohola). Kot topilo
uporabimo brezvodni metanol. Meritev izvedemo na Mettler Toledo V 30 Volumetric KF
titrator. V celico najprej avtomati¢no precrpamo brezvodni metanol. Aparat s pomocjo
avtomatske birete dozira koli¢ino reagenta (Riedel-de Haen (Fluka) Hydranal Coposite 2
ali Composite 5), da odstranimo morebitno prisotno vodo v metanolu. Vzorec priblizno
natehtamo (natehtno pa nata¢no zapiSemo) ter kvantitativno prenesemo v celico. Tehtanje

in prenasanje opravimo ¢im hitreje, da se na vzorec ne veze atmosferska vlaga. Avtomatski
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titrator odmerja koli¢ino reagenta dokler se ne porabi vsa voda v vzorcu. Obicajno kon¢no
tocko dolo¢imo z merjenjem potenciala med dvema platinastima elektrodama,
potopljenima v raztopino vzorca — voltametri¢na titracija. Pri voltametri¢ni titraciji
dodajanje KF titranta povzro¢i padec napetosti v celici. Aparat nam poda rezultat v obliki

deleza vode v vzorcu.

3.2.4. Ramanska spektroskopija

Ramanska spektroskopija je spektroskopska analizna metoda, s katero lahko izmerimo mo¢
in valovno dolzino svetlobe, ki se sipa na molekulah. Vzorec obsevamo z moc¢nim
laserskim virom vidne ali blizne infrardece monokromatske svetlobe. Molekula absorbira
foton, kar povzroc¢i prehod elektronov iz osnovnega energetskega stanja v visji virtualni
energetski nivo kot prikazuje slika 8. VVzbujeno stanje je nestabilno, zato se molekula vrne
vV 0sSnovno stanje in ob tem izseva foton. Med procesom pride do izmenjave energije med
fotoni in molekulami vzorca, pri ¢emer je lahko energija razprSenih fotonov nizja ali vi§ja
od energije fotonov na zaCetku. Vecina izsevanih fotonov je pri isti energiji, kar
imenujemo elasticno sipanje ali t.i. Rayleighovo sipanje. Sprememba energije sipanja
fotona pa je posledica rotacije in vibracije molekul v vzbujenem stanju. Ramanski spekter
je sestavljen iz dela z nizko frekvenéno emisijo, t.i. Stokesovo sipanje, in dela z visoko
frekvencno emisijo — anti-Stokesovo sipanje. V obeh primerih gre za ne-elasticen tip
sipanja. Sipanje Ramanskega spektra je v primerjavi z Rayleighovim SibkejSe, zato opti¢ni

frekvencni filter spusti na detektor le odzive ramanskega spektra. (38, 39)

Virtualno 3 AE
energetsko stanje

Osnovno AE
. v ¢
energetsko stanje
Stokesovo Rayleighovo Anti-Stokesovo razprievanje
razprievanje razprieva nje
E=hve+AE
E=hve-AE E=hvex

Slika 8. shema prehodov iz osnovnega v virtualno energetsko stanje

Liofilizate smo vrednotili z Reinshaw in Via Raman mikroskopom (IR laser,1200 nm / 785

nm, streamline; rde¢ laser, 1800, 633, streamline). Z analizo z ramanskim mikroskopom
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smo zeleli dolociti pojavnost Kristalnih oblik manitola v vzorcih liofilizatov in njihov delez
kvantitatvino ovrednotili.

Liofilizate smo odprli tik pred meritvijo, jih homogeno premesali in jih s spatulo nanesli na
objektno steklo, ki smo ga predhodno ocistil z robcki, ki ne odpuscajo vlaken. VVzorce smo
nanesli tako, da smo dobili ravno in rahlo zbito povrsino. Pri nanosu pa moramo biti
pozorni, da vzorca pretirano ne teptamo, da ne porusimo strukture kristalov.

Meritev smo izvedli pri 20-kratni povecavi objektiva in 100 % modi laserja. Izdelali smo
mapo, sestavljeno iz skupno 16 slik (4x4), ki jih je instrument posnel od tocke, kjer smo
izostrili sliko. Znotraj slik smo izbrali mapo pravilnih kvadratkov v izmeri 7.1x7.1
mikrometrov pri IR laserju in 6.5 x 6.5 mikrometrov pri rde¢em laserju, kar v povpre¢ju
ustreza od 20-25 tiso¢ spektrov na vzorec. Cas izpostavljenosti posameznega kvadratka je
4 sekunde pri IR laserju in 10 sekund pri rde¢em laserju.

Zaradi okvare IR laserja, smo meritev preostalih vzorcev (od vzorca 005Tc naprej)
nadaljevali na rdeCem laserju. S snemanjem na referen¢nih vzorcih (doloanje moci
laserja, intenzitete odziva in Casa snemanja) smo na rde¢em laserju dobili primerljivo
metodo z metodo, ki smo jo razvili za IR laser.

Kocéne spektre smo primerjali s prileganjem spektrov ¢istih alfa, beta in delta oblik. Primer
ramanskega spektra Cistih oblik prikazuje slika 9 (oznaceni so znacilni vrhovi za
posamezno obliko), slika 10 pa prikazuje tipi¢en ramanski spekter manitol hidrata. Podatke
prileganja dobimo v $teviléni obliki s pomocjo korelacije prvega odovoda. S histogrami
dolo¢imo porazdelitev podatkov, sredino porazdelitve in standardni odklon. Iz sredine
porazdelitve podatkov vseh treh kristalih oblik sklepamo na kvantitativno pojavnost v
vzorcu. Ramanski spekter tipi¢no odraza kemijske vezi v trdnih vzorcih kristalne okolice,

zato obicajno razlikuje med razli¢nimi kristalnimi oblikami.
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relativna intenziteta

beta kristalna oblika

delta kristalna oblika

alfa kristalna oblika
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Slika 9: Ramanski spekter ¢istih kristalnih oblik alfa, beta in delta manitola
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Slika 10: Ramanski spekter manitol hidrata (40)
3.2.5. Rentgenska praskovna difrakcija (ang. PXRD)

Rentgenska praskovna difrakcija je metoda identifikacije kristalnih snovi. Oblika
difrakcijskega spektra je znalila za posamezno kristalno strukturo tudi v vzorcih kjer je
prisotnih vec¢ razli€nih oblik (npr. razli¢ne kristalne oblike), zato je metoda primerna tudi
za karakterizacijo in identifikacijo polikristalnih faz. (41, 42)

Metoda rentgenske praskovne difrackije temelji na koherentem sipanju elektromagnetnega
polja na elektronih v atomih. Ko rentgenski zarek zadene atom, vzbudi elektronske
prehode v nizjih elektronskih lupinah atomov. Ob prehodu elektronov v ravnovesno stanje,

izseva foton rentgenskega sevanja v poljubni smeri. Vsak od elektronov postane vir
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rentgenskega sipanja. Pri kristalnih strukutrah, kjer so atomi tridimenzionalno pravilno
urejeni, pride do konstruktivne interference v dolo¢enih smereh odobja zarka, kar vodi do
uklona. V tem primeru je razlika poti zarka od izvora preko centra sipanja do detektroja
enaka mnogokratniku valovne dolzine uporabljenega elektromagnetnega sevanja, kot

prikazuje slika 11. Pri ostalih kotih pa prihaja do destruktivnih interferenc. (41, 42)
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Slika 11: Prikaz poti zarka pri rentgenski praskovni difrakciji

Za analizo uporabimo majhne delce praska. Metoda temelji na dejstvu, da so delci v vzorcu
nakljuéno porazdeljeni kar omogoca, da se vhodni zarek naceloma uklanja na vseh
prisotnih ploskvah v kristalu. Merili smo na inStrumentu X Pert PRO MPD, z reflekcijsko
tehniko, CuKa radiacija, v obmoc¢ju od 2 do 40° 260 (korak 0,033° 26, 50s na korak), reze
V10.

3.2.6. Vrsti¢na elektronska mikroskopija (SEM)

Vrsti¢na elektronska mikroskopija je vrsta elektronske mikroskopije, ki za opazovanje
povrsine uporablja elektronski curek. V vsaki tocki, na katero je usmerjen elekronski snop,
nastajajo razli¢ne vrste elektronov in elektromagnetna valovanja. Meritev poteka tako, da
je vzorec izpostavljen curku elektronov, ki tréi s povrsino vzorca. Pri tem se generirajo
razli¢ni signali, ki so posledica elasti¢nih ali neelasti¢nih deformacij. Elasti¢na deformacija
so v tem primeru odbiti elektroni s povrSine vzorca, ki ohranijo zacetno energijo.
Neelasticne deformacije nastanejo kot posledica prenosa energije elektrona na povrsino
vzorca, kar ima za posledico odboj sekundarnih, Augerjevih elektronov oz. UV ali
rentgenskih zarkov. Elektroni elasticnih in neelasticnih deformacij se nato zbirajo na
detektroju, ki izriSe sliko pri povecavah povrsine od 10 do 1000000-krat. (43, 44)

Vrsti¢ni elektronski mikroskop je sestavljen iz 5 osnovih delov, t.i. elektronske puske, v
kateri se generira snop pospeSenih elektronov; elektronskih le¢ za fokusiranje in
odklanjanje elektronskega curka, detektorja, ki sprejema elektrone in elektromagnetna
valovanja, ki nastanejo pri interakciji elektronov s povrsino vzorca; vakuumske enote, Ki
zagotavlja nizek tlak v komori; in racunalniskega vmesnika za prikaz in obdelavo slike.
(43, 44)
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S SEM metodo vrednotimo morfoloske lastnosti liofilizatov. Za analizo smo lifolizate
odprli tik pred meritivijo, jih s spatulo homogeno premesali in nanesli na kovinske nosilce,
ki smo jih predhodno prevlekli z obojestranskim lepilnim trakom. Nanesli smo majhno
koli¢ino vzorca v tankem sloju, pri ¢emer smo morali biti previdni, da presezek vzorca
nismo teptali ampak smo ga odpihnili s komprimiranim zrakom. Tako pripravljene vzorce
smo vstavili na drzalo in v komoro. Komora z vzorci omogoca hitro premikanje drzala v
razlicnih smereh in med razli¢nimi vzorci. Meritve smo izvedli z JEOL JSM-700 IF

vrsti¢énim elektronskim mirkoskopom z metodo sekundarne elektronske emisije.

3.2.7. Statisticne metode vrednotenja rezultatov

Dobljene rezultate smo vrednotili s programoma Microsoft Excel in MiniTab 16 Statistical
Software. Podatkom smo dolo¢ili povpre¢no vrednost in standardni odklon. Grafi¢no smo
podatke predstavili z metodami skatle z brki, histogrami, analizo varianc in sipanjem

podatkov dveh spremenljivk.

Skatla z brki

Skatla z brki je neparametriéna vrsta grafiéne ponazoritve skupine podatkov v opisni
statistiki. Sestavljena je iz petih delov: najmanjse vrednosti, prvega kvartila - Q1 (Kjer je do
25% vseh podatkov), srednje vrednosti - Q2 (kjer je do 50% vseh podatkov), tretjega
kvartila - Q3 (kjer je do 75% vseh podatkov) in najveéje vrednosti. Razmiki med
posameznimi deli 8katle dajejo podatek o sipanju in asimetriji podatkov. Skatla z brki
prikazuje tudi odstopajoce tocke ali t.i. osamelce. Primer skatle z brki prikazuje slika 12.
(45)

najvecja vrednost

weti kvartal -Q3

srednja vrednost

prvi kvartal -Q1

najmanjsa vrednost

X

Slika 12: Skatla z brki
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4. REZULTATI

4.1.VIZUALNO VREDNOTENJE LIOFILIZATOV

Po koncani liofilizaciji smo posneli fotografije nastalih liofilizatov. WFI oznacuje vodo za

injekcije, E pa koncentracijo etanola.

Slika 13: VVzorec 001T

Vzorci 001T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 001T/b (manitol + WFI + 5 E), 001T/c (manitol +
WFI + 7,5E) in 001T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 1

(ohlajanje s policami s hitrostjo 0,5°/min).

Slika 14: VVzorec 002T

Vzorci 002T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 002T/b (manitol + WFI + 5 E), 002T/c (manitol +
WEFI + 7,5E) in 002T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 2

(ohlajanje s teko¢im duSikom s hitrostjo 2,5°/min).
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Slika 15: Vzorec 003T

Vzorci 003T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 003T/b (manitol + WFI + 5 E), 003T/c (manitol +
WFI + 7,5E) in 003T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 3

(ohlajanje s tekoc¢im dusSikom s hitrostjo 5°/min).

Slika 16: VVzorec 004T

Vzorci 004T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 004T/b (manitol + WFI + 5 E), 004T/c (manitol +
WEFI + 7,5E) in 004T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 4

(ohlajanje s teko¢im dusikom s hitrostjo 7,5°/min).

Slika 17: Vzorec 005T

Vzorci 005T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 005T/b (manitol + WFI + 5 E), 005T/c (manitol +
WEFI + 7,5E) in 005T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 5.

Vzorce postavimo na predhodno ohlajene police.
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Slika 18: VVzorec 006T

Vzorci 006T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 006T/b (manitol + WFI + 5 E), 006T/c (manitol +
WFI + 7,5E) in 006T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 5

(ponovitev vzorca 5). Vzorce postavimo na predhodno ohlajene police.

Slika 19: VVzorec 007T

Vzorci 007T/a (manitol + WFI + 2,5 E), 007T/b (manitol + WFI + 5 E), 007T/c (manitol +
WEFI + 7,5E) in 007T/d (manitol + WFI + E) so bili liofilizirani po liofilizacijskem ciklu 7

(ohlajanje s teko¢im dusikom s hitrostjo 10°/min).
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4.2.VREDNOTENJE MAS LIOFILIZATOV

Za vrednotenje mase kon¢nih liofiliziranih produktov smo na zacetku zatehtali 10 praznih
vial, po zakljucku vsakega cikla pa vse vzorce, ki smo jih liofilizirali. Podatek 0 masah
praznih vial smo uporabili za izra¢un neto mase produkta za vse vzorce.

Rezultati, povprecja desetih meritev, so predstavljeni v preglednici VIII.

Vzorec masa SD Vzorec masa SD

001Ta 23,45 0,2 004Tc 23,39 0,16
001Th 23,52 0,14 | 004Td 23,44 0,12
001Tc 23,39 0,13 | 005Ta 234 0,17
001Td 23,49 0,1 005Th 23,26 0,18
002Ta 23,33 0,17 | 005Tc 23,37 0,19
002Tb 23,34 0,12 | 005Td 23,4 0,15
002Tc 23,27 0,15 | 006Ta 23,64 0,1
002Td 23,3 0,16 | 006Tb 23,57 0,1
003Ta 23,39 0,15 | 006Tc 23,54 0,1
003Th 23,37 0,17 | 006Td 23,61 0,11
003Tc 23,48 0,11 | 007Ta 23,56 0,08
003Td 23,27 0,2 007Th 23,61 0,16
004Ta 23,28 0,11 | 007Tc 2344 0,14
004Th 23,43 0,15 | 007Td 23,59 0,11
masa praznih vial: 23,054
SD praznih vial 0,16

Preglednica VIII: Mase vial po vzorcih in mase praznih vial

4.3.VSEBNOST VODE V LIOFILIZATIH

Z metodo doloCanja vode po Karl-Fischerju smo doloc¢ili ostanek vode po suSenju v
kon¢nem lifoliziranem produktu. Rezultati so predstavljeni v prilogi 1.

Vrstni red nara$¢anja vsebnosti vode po vzorcih je naslednji:

001Ta> 006Tb> 001Tb> 001Td > 006Ta> 001Tc> 007Ta> 007Td > 003Ta> 004Th>
002Ta> 006Tc> 002Td> 002Tb> 007Tc> 004Ta> 007Th> 005Td> 005Ta> 006Td
>003Tc> 003Th> 004Td> 004Tc> 005Tc> 002Tc> 003Td> 005Th

kjer je vzorec 001Ta vzorec z najvecjim delezm vode, vzorec 005Tb pa z najman;jSim.
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4.4, PROUCEVANJE ZMRZOVANJA ETANOLNO VODNIH
RAZTOPIN MANITOLA

Z brezziénimi termocleni TEMPRIS® proizvajalca iQ mobil smo spremljali obnasanje
raztopin ob ohlajanju na sekundo natancno (zmogljivost analognih termoclenov pa
omogoca spremljanje zgolj na minuto natan¢no). Vzorce smo spremljali v dveh paralelkah
hkrati. Paralelka 1 je bila pozicionirana blizje vratom, paralelka 2 pa globlje v liofilizator.
Dobili smo podatke iz termoclenov o temperaturi vzorcev in podatke liofilizatorja o
obnasanju polic ter jih s pomocjo programskega orodja Origin 8.0 interpolirali na enako
skalo. Iz dobljenih podatkov smo grafiéno odcitali temperature zmrzovanja (kasneje
oznaceno kot freezing point), spremembo temperature po zamrznitvi ter maksimalno
hitrost ohlajanja na termoclenu, ki nam je dala podatek o hitrosti ohlajanja raztopine.
Maksimalno hitrost smo vrednotili z naklonom premice pri linearnem prileganju in z
minimumom prvega odvoda. Nacin vrednotenja prikazuje slika 20, rezultati in nekatere

opisne spremembe krivulj pa so predstavljeni v prilogi 2.

W vzorec

10, Prevoj na zacetku @ police
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Tra Sprememba T po zamrznitvi

Freezing

-10 point

<— Tocka prevoja po

-20 zamrznitvi

<—— Linearnost krivulje po

=0 zmzrnitvi

-40

S0—p 000 000 00 4000 5000
t[s]

Slika 20: Vrednotenje krivulje ohlajanja raztopine manitola
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4.5.METODA DIFERENCNE DINAMICINE KALORIEMTRIJE (DSC)

Liofilizate smo analizirali z metodo diferen¢ne dinamic¢ne kalorimetrije in vrednotili termic¢ne
spremembe med segrevanjem vzorcev od 0 do 200°C. Zgornjo temperaturno mejo sSmo
dolo¢ili iz literaturnih podatkov talis§¢a manitola, od 164-169°C (20). Primer vrednotenja
termograma prikazuje slika 21, termi¢ne spremembe liofilizatov manitola iz termogramov so

opisane v prilogi 3., termogrami vseh vzorcev pa v prilogi 4.
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Slika 21: Vrednotenje termograma

4.6.RAMANSKA SPKTROSKOPIJA

Podatke posnetih spektrov smo vrednotili s statisticnim programskim orodjem MiniTab 16
Statistical Software. Izdelali smo histograme porazdelitve podatkov. Iz histogramov smo s
pomocjo deskriptivne statistike dolocili povpreéno vrednost za vsako kristalno obliko.
Povprecne vrednosti smo normalizirali na vrednost 1. V histogramih smo dolo¢ili tudi Sum
meritev. Alfa in beti kristalni obliki smo dolo¢ili Sum meritve na podlagi vzorcev kjer je bila

porazdelitev vseh podatkov okoli ni¢. Pri delta obliki pa smo sum meritve dolo¢ili tako, da
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smo posneli ramanski spekter komericalnega manitola za injekcije, ki vsebuje ve¢inoma beta
kristalno obliko manitola. Primeri histogramov doloc¢anja Suma prikazujeta slika 22 in slika
23. V prilogi 5 pa so predstavljeni delezi posameznih kristalnih oblik manitola, alfa, beta in
delta, brez in z odstevanjem Suma meritve. Slika 24 prikazuje primer mape vzorca pri
vrednotenju prisotnosti kristalnih oblik manitola.

Histogram porazdelitve za vzorec 002Tb
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Slika 22: Histogram porazdelitve ujemanja vzorca 002T z referen¢nimi spektri kristalnih oblik

mantiola

Histogram porazdelitve za komercialni manitol za injekcije
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Slika 23: Histogram porazdelitve odzivov za komercialni manitol za injekcije

Crni krogi na obeh slikah predstavljajo alfa obliko, rde¢i kvadrati beta obliko in zeleni rombi

delta kristalno obliko manitola.
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¥ e ¥ ) T

Slika 24: Primer ramanske analize povrsine liofilzata (»mapiranje«) vzorca 005Tb ( zelena:

delta kristalna oblika, modra: beta kristalna oblika)

Vrednotenje kristalizacije manitola

Vrednotili smo mehanizem Kristalizacije manitola. Primerjali smo pojavnost kristalnih oblik
manitola z metodo izlo¢anja topila proti metodi zmanjSevanja topnosti z dodatkom etanola kot
netopila.

V preglednici X so predstavljeni rezultati pojavnosti kristalnih oblik manitola v odvisnosti od
dodatka netopila in ohlajanja raztopin. Predstavljena je tudi kristalna oblika manitola, ¢e

manitol segrejemo do temperature tali$¢a (164 — 169°C (20) in ponovno ohladimo.

Vzorec kristalna oblika manitola
filtrat raztopine 2 -paralelka a beta
filtrat raztopine 2 -paralelka b beta
filtrat raztopine 4 -paralelka a beta (alfa na meji detekcije)
filtrat raztopine 4 -paralelka b beta
raztopina 1 in 2 beta
raztopina 1 in 2 + ohlajanje na -30°C delta, beta, hemihidrat, raztopljen manitol
raztopina 3 in 4 + ohlajanje na -30°C delta, hemihidrat, raztopljen manitol
raztopina 5 delta
staljen manitol alfa

Preglednica I1X: Pojavnost kristalnih oblik manitola
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4.7.RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA - PXRD

Kristalnost liofilizatov smo vrednotili tudi z metodo rentgenske praSkovne difrakcije.
Difraktograme posameznih vzorcev smo primerjali z difraktogrami posameznih Cistih
kristalnih oblik. Vsi vzorci vsebujejo delta obliko z znacilnim vrhom pri 9,7° 26, vecina od
njih pa tudi alfa in/ali beta kristalno obliko. Za alfa kristalno obliko sta znacilna vrhova, ki se
pojavljata pri premikih 13,6° in 17,2° 2 6, za beta kristalno obliko pa pri 14,6° in 23,4°C 26.
Rezultati so podani kvalitativno, kot pojavnost dolocenih kristalnih oblik v vzorcu in
kvantitativno, kot intenzitete znacilnega vrha za posamezno kristalno obliko. Intenzitete vrhov
alfa kristalne oblike niso sorazmerne z vrhovi beta kristalne oblike. Kvantitativna primerjava
velja samo znotraj ene kristalne oblike. Delta kristalne oblike nismo kvantitativno vrednotili,
ker se pri znacilnih vrhovih za delto, pojavljata tudi alfa in beta kristalni obliki, zato z metodo
ne moremo dolo¢iti kvantitativnih vsebnosti kristalnih oblik v vzorcu.

Primer vrednotenega difraktograma manitola prikazuje slika 25. Rezultati meritev so v prilogi

6, difraktogrami vseh vzorcev pa v prilogi 7.
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Vrh delta kristalne oblike roston el Coper G0
(moZen pojav tudi betainalfa ~ Vrhalfakristalne _
oblike) oblike Vrh beta kristalne
oblike

Slika 25: Primer vrednotenja difraktograma manitola

4.8.VRSTICNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP - SEM

Z vrsticnim elektronskim mikroskopom smo vrednotili velikost, Stevilo delcev in strukturne
posebnosti pri 100-kratni povecavi. Primeri vrednotenih znacilnih oblik prikazujejo slika 26 in
slika 27. Opisni rezultati mikroskopirane podlage so predstavljeni v prilogi 8. Vrednotili smo
prisotnost »jeZkom« podobnih struktur, velikost delcev, povpre¢no velikost delcev, Stevilo

delcev na podlago ter opisne strukturne posebnosti pri 500-kratni in 2500-kratni povecavi.

38



T. Bartoli¢ Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

Velikost delcev smo dolocili z merjenjem z ravnilom, Stevilo delcev na podlago pa smo zgol]
ocenili.

Mikroskopske slike vzorcev pri 100-kratni in 500-kratni povecavi se nahajajo v prilogi 9.

10pm x3381_02 2/5/20 i lopm x3377_02 2/5/2014

WD 9mm 2 EM WD 9mm  1:26:40

10pm  x3399_06 2/19/2014
SEM

1.50kV SEI WD 9mm  3:35:13

Slika 27: Prikaz primera ostrih iglic (levo) in mehkih iglic (desno) pri 2500-kratni povecavi
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5. RAZPRAVA

5.1.VREDNOTENJE VPLIVA HITROSTI OHLAJANJA IN
KOLICINE ETANOLA NV FORMULACIJI NA VIZUALNI
IZGLED, VSEBNOST VODE IN KONCNO MASO
LIOFILIZATOV

Vrednotenje vpliva hitrosti in koli¢ine etanola na vizualni izgled

Na koncu liofilizacije smo opazili manitol tudi zunaj vial na policah liofilizatorja, zato smo
po vsakem zaklju¢enem ciklu liofilizacijevrednotili vizualni izgled liofilizatov in maso
posameznega vzorca. Viale s formulacijo a in b so bile vedno pozicionirane blizje vratom,
c in d pa globlje v liofilizator. Cvrsto pogato smo vedno dobili pri b (5% etanola)
formulacijah, ve¢inoma pa tudi pri formulaciji a (2,5% etanola) ne glede na hitrost
ohlajanja. C (7,5% etanola) in d (10% etanola) formulaciji nista pri nobenem vzorcu tvorili
pogace Cvrstega videza, temvec sipko, puhasto snov. Sipkost je otezevala tudi kvantitavni
prenos vzorcev za nadaljne analize. Pri ¢ in d formulacijah smo veéino vzorca opazili tudi
izven same viale, na ¢epih in na pladnjih v liofilizatorju. Pri povecevanju koncentracije
etanola v kombinaciji s hitrejS$im ohlajanjem, smo opazili Se bolj sipek kon¢ni
izdelek.Viale smo po kon¢anem vizualnem vrednotenju stehtali. Podatke o masah praznih
vial in liofilizatov smo vrednotili s statisti¢cnim programskim orodjem MiniTab 16
Statistical Software. 1z povpre¢nih mas smo nato dolo¢ili maso manitola v vzorcu. Slika 28
prikazuje da je kon¢na masa liofilizata neodvisna od koncentracije etanola in hitrosti

ohlajanja.
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Vpliv koncentracije etanola na maso liofilizata Vpliv hitrosti ohlajanja na maso liofilizata
239 23,9
= 23,81
[mg] =l 23,74
s 236 236
é 235 [n;zl i
= 24 E il
B E =3 23,34
ik 23,24
231 il
=0 23,04
T T : T
0 iﬁce,."adj, e,a;’,s,: %] Lo 0,50 2,50 5,00 .. [17(,/5;“] 10,00 25,00
e e Project: VZORCI-MASE.MPJ; Worksheet: Worksheet 3; 24.3.2014

Slika 28: Vpliv koncentracije etanola (levo) in hitrosti ohlajanja (desno) na maso

liofilizatov

Vrednotenje vpliva hitrosti ohlajanja in koli¢ine etanola na vsebnost vode

Vodo smo dolocali s titracijo pa Karl-Fischerju trem vialam vsake formulacije znotraj iste
serije. Pri vseh vzorcih smo dolocili vsebnost vode manjSo od 2%, kar je v sploSnem znana
meja za vsebnost vode v liofiliziranem izdelku. Vsebnost vode se giblje od 0,2 % do 0,4 %
za vse vzorce, razen za vzorec 001Ta_3, za katerega sklepamo, da je zgolj naklju¢no
odstopajoca tocka. Njena prisotnost je lahko posledica analitske napake ali rokovanja z
vzorcem. Vrednotili smo vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na vsebnost vode
po suSenju. Dobljene korelacije prikazuje slika 29. Opazimo trend, ki se odraza pri obeh
preiskovanih parametrih, in sicer, da povpre¢na vsebnost vode pada z vefanjem
koncentracije etanola in ve¢anjem hitrosti ohlajanja, a le v obmod¢ju od 2,5 do 7,5% etanola

in 0,5 do 10°C/min ohlajanja, nato pa pri¢ne narascati.

Vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na kolic¢ino vode

koncentracija etanola hitrost ohlajanja

0,40 4

0,35

0,204

bnost vode

povprecna vsel

25 50 7.5 100 05 25 50 75 100 250

Slika 29: Vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na koli¢ino vode v liofilizatu
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Vredotenje korelacije vsebnosti vode in mase liofilizatov

Izmerjenim vsebnostim vode smo dolocili povprecno vrednost meritve in standardni
odklon in tako iz dobljenih rezultatov sklepali na vsebnost vode v vzorcih znotraj serije.
Povprecne vsebnosti vode smo primerjali s povpreénimi masami liofilizatov. Opazimo, da
veéji delez vode naceloma pomeni vedjo maso koncnega liofilizata, a trend ni Cisto
linearen. Podatkom smo dolocili najbolj prilegajoco premico in njeno enac¢bo. Ugotovimo,
da ne linearna (prileganje podatkov premici 44,8%, Pearsonov koeficient korelacije 0,668)
ne kvadratna funkcija (prileganje podatkov premici 62,3%) ne opiSeta najbolj$e korelacije
med povprecno maso liofilizatov in povprecno vsebnostjo vode. Primer prileganja podakov
kvadratni funkciji prikazuje slika 30. Masa liofilizata je torej funkcija ve¢ razli¢nih

dejavnikov, iz mase liofilizata pa ne moremo sklepati na koli¢ino vode v liofilizatu.

Vpliv vode na povprecno maso liofilizatov
povp. masa (g) = - 0,1365 + 0,8078 masa vode (mg)
- 0,2579 masa vode (mg)**2

0,64 ° s 0,0703978
R-Sq 62,3%
R-Sq(adj) 59,3%

povp. masa (g)
= =
e w
|

K=}
W
L

K=}
N
N

05 075 1,00 125 15 175 2,00
masa vode (mg)

Slika 30: Odvinost mase liofilizata od zaostale vode

5.2.VREDNOTENJE PARAMETROV KRIVULJE OHLAJANJA

Z dodatnim vrednotenjem obnaSanja raztopin med ohlajanjem smo z uporabo brezZi¢nih
termoclenov dobili podatke predstavljene v prilogi 2. 1z dobljenih podatkov smo vrednotili
temperaturo zmrzi$c¢a in maksimalno hitrost zmrzovanja raztopine in preucevali korelacije

med temperaturo zmrzovanja in pozicijo viale (spredaj, zadaj), koncentracijo etanola in
hitrostjo ohlajanja.

Po literaturnih podatkih (4) naj bi se s tehniko nadzorovane nukleacije — predhodno
ohlajenih polic, zvisala temperatura zmrzis¢a raztopine in zmanj$ala hitrost zmrzovanja

zaradi manjSe stopnje podhladitve raztopine. Ugotovili smo, da se temperatura zmrzisc¢a pri
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vzorcu 006T, kjer so bile viale postavljene na police, ki so bile predhodno ohlajene na -
45°C bistveno ne razlikuje od ostalih vzorcev, ampak je v povpreéju celo najnizja. Tudi
hitrost ohlajanja raztopine je bila pri vzorcu 006T znacilno visja kot pri ostalih vzorcih. 1z
ugotovitev torej lahko sklepamo, da v raziskanem obmocju parametrov s hitrostjo ohlajanja
polic ne moremo bistveno vplivati na hitrost ohlajanja raztopine. Maksimalna hitrost
ohlajanja vzorcev omejuje toplotna prevodnost dna viale ob stiku s polico, zato lahko
kontroliramo le nizje hitrosti ohlajanja. Le v primeru ohlajanja polic s hitrostjo 0,5°C/min

je hitrost ohlajaja raztopine na termoclenu primerljiva s hitrostjo ohlajanja polic.

Proucevali smo tudi opisne spremembe oblike profila krivulje zmrzovanja, primer take
krivulje prikazuje slika 31. Pri vecini vzorcev opazimo znacilen »zob« na zacetku pred
linearnim delom ohlajanja raztopine, kjer dosezemo tudi najvecjo hitrost ohlajanja. To
korelira z grafom ohlajanja polic (slika 31, desno), kjer ohlajanje ne poteka linearno po

¢asu, ampak je na zacetku pocasnejSe.

Kasneje pa (po zacetni kristalizaciji) sprva opazimo konstantno vendar ne liearno hitrost
ohlajanja do rahlega prevoja, ki se za vse vzorce pojavlja po priblizno 30 minutah od
zacetka ohlajanja in temperaturi do -20°C. Od toc¢ke prevoja naprej, se hitrost poveca in je
priblizno linearna. Pove€ana hitrost je povezana z ohlajanjem ledu do konéne temperature,
prej pa je proces pocasnejsi, saj poteka isto¢asno zmrzovanje vode in se mora ob omejeni
toplotni prevodnosti odvesti tudi entalpija zmrzovanja (voda ima visjo specifi¢no toploto
kot led). Tako obliko krivulje smo pojasnili s preprostim numeri¢nim modelom. Prvi del

smo poimenovali raztopini podoben drugi del pa ledu podoben profil ohlajanja
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krivulja ohlajanja raztopine

krivulja ohlajanja raztopine

-20)

Kkrivulja ohlajanja polic

-20

-30
-30)

krivulja ohlajanja polic

-4

sl tls]

Slika 31: Primer profila krivulje ohlajanja za raztopino in polico vzorca 003T_al (levo),

povecava prvega dela krivulje (desno)

Ugotovili smo, da obstaja pomembna korelacija med pozicijo viale v liofilizatorju in
temperaturo zmrzi$¢a raztopine. To korelacijo predstavlja slika 32. Viale, ki so bile
pozicionirane blizje vratom liofilizatorja so zmrznile pri bistveno nizjih temperaturah v
primerjavi z vialami, ki so bile postavljene globlje v liofilizator. To razlagamo z dejstvom,
da na viale, ki so pozicionirane blizje vratom vpliva pritok energije v obliki sevanja in
konvekcije, zato viale dalj ¢asa ohlajamo. Viale, ki so globlje v liofilizatorju so »zas¢itene«
s sprednjimi vialami pred vplivi sevanja in konvekcije toplejSega zraka od zunaj.
Predvidevamo, da ima tudi polozaj termoc¢lena v viali vpliv na temperaturo zmrzi$¢a
raztopine. Termoc¢leni so ponavadi postavljeni tik nad dnom viale. Predvidevamo, da se
termoclen sklopi z dnom viale oz. z ledom, ki nastane med dnom viale in senzorjem, zato
izmerimo nizjo temperaturo kot je Vv resnici temperatura raztopine. Ta sklep se odraza tudi

v delu krivulje, kjer imamo linearno ohlajanje.

Pomembno korelacijo smo opazili tudi med temperaturo zmrziS¢a in temperaturnim
skokom po zamrznitvi raztopin, kot posledico eksotermnosti procesa kristalizacije — kar v
nadaljevanju imenujemo sprememba temperature. Temperatura zmrzis¢a in sprememba
temperature dajeta informacijo o entalpiji procesa kristalizacije. Entalpija je
termodinamska spremenljivka, ki je definirana kot vsota notranje energije ter zmnozka
tlaka in volumna. Za procese, ki potekajo pri konstantnem tlaku pa je znacilno, da je
entalpija enaka koli¢ini dovedene ali odvzete toplote. Stopnja podhladitve raztopine, ki se
odraza preko temperature zmrzisca, ima vpliv na to koli¢ino sproS¢ene toplote pri procesu

kristalizacije. Vecja kot bo podhladitev, ve¢ bo kristalizacijske entalpije, ve¢ bo odvedene
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oz. sproscene toplote in vec¢ji bo temperaturni preskok. Vec kot bo sproscene toplote, vedji

bo obseg zacetne kristalizacije.

Vpliv pozicije viale v liofilizatorju na temperaturo zmrzisca

*®
-5,0

-7,54

-10,01 ‘

-12,51

-15,0

Temperatura zmrziSca [°C]

-17,54

-20,04

sprédaj

zaaaj

pozicija viale v liofilizatorju
Project: KORELACIJE.MPJ; Worksheet: Worksheet 2; 13.3.2014

Slika 32: Vpliv polozaja viale v liofilizatorju na temperaturo zmrzisca

Do obratnih ugotovitev smo prisli pri vrednotenju vpliva koncentracije etanola in hitrosti

zmrzovanja na temperaturo zmrziS¢a. Pri razli¢nih koncentracijah etanola, hitrostih

zmrzovanja in pri kombinaciji obeh preucevanih parametrov ni opaziti nobene korelacije s

temperaturo zmrziS¢a, kar prikazuje slika 33. Iz tega sledi zakljucek, da temperatura

zmrzi$¢a in stopnja podhladitve nista funkciji tehnoloskega procesa, temve¢ funkcija

Cistosti vial, prisotnosti kristalizacijskih jeder v raztopini, mehanskih ali drugih dejavnikov

okolja.

Vpliv hitrosti ohlajanja na temperaturo zmrzi$éa raztopin manitola

-5,0

-7,5

-10,04

-12,54

-15,0

Temperatura znrzi§éa [°C]

-17,54

20,0

25 50 75 100 25,0
hitrost ohlajanja [K/min]
Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 2; 17.6.2014

Vpliv koncentracije etanola na temperaturo zmrzi$éa

-5,0

-7,5

-10,04

-15,0

Temperatura znrzi§éa [°C]
i
]
n

-17,54

20,0

25 50 75 10,0
koncentracija etanola [%]
Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 2; 17.6.2014

Slika 33: Vpliv hitrosti ohlajanja na temperaturo zmrzi$¢a (levo); vpliv koncentracije
etanola na temperaturo zmrzisca (desno)
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5.3.DOLOCANJE VPLIVA HITROSTI OHLAJANJA IN KOLICINE
ETANOLA NA POJAVNOST KRISTALNIH OBLIK MANITOLA Z
RAMANSKIM MIKROSKOPOM, METODO DIFERENCNE
DINAMICINE KALORIMETRIJE IN RENTGENSKO
PRASKOVNO DIFRAKCIJO

Doloc¢anje pojavnosti kristalnih oblik manitola v liofiliziranih vzorcih

Z ve¢ metodami smo Zeleli kvantitativno ovrednotiti pojavnost razli¢nih kristalnih oblik
manitola v vzorcih. Metoda izbora je bila ramanska mikroskopija, rezultate pa smo
primerjali z rezultati  diferen¢ne dinamic¢ne kalorimetrije in rentgenske praskovne

difrakcije.

V ve¢ razli¢nih literaturnih virih zasledimo podatek, da manitol, zaradi svoje velike teZznje
po kristalizaciji, tezko obstaja v amorfnem in hemihidratnem stanju pri sobnih pogojih,
zato smo sestavo dolocali tako, da smo predvidevali, da celoten vzorec vsebuje le razli¢ne
kristalne oblike manitola. Prisotnost samo Kkristalnih struktur manitola smo potrdili z
rentgensko praskovno difrakcijo. Vsi vzorci vsebujejo najve¢ delta kristalne oblike in sicer
od 60 do 95%, ostali delez pa predstavljajo alfa in beta kristalno obliko v razli¢nih

razmerjih.

Vrednotili smo vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na spreminjanje delezev
kristalnih oblik manitola. S povecevanjem koncentracije etanola se delez delta oblike
zmanjs$uje na racun beta in/ali alfa oblike. Opazimo, da alfa kristalna oblika pomembneje
nastaja pri koncentraciji etanola 7,5%, vsebnost beta kristalne oblike pa narasca z
naras$¢anjem koncentracije etanola kot prikazuje slika 34. Ravno obratmo pa hitrost
ohlajanja bistveno ne vpliva na pojavnost polimorfnih oblik, kar prikazuje slika 35. Ve¢ji
delez alfa oblike je prisoten le pri 006T vzorcu, kjer so bile viale poloZene na predhodno

ohlajene police.
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Vpliv koncentracije etanola na pojavnost kristalnih oblik manitola
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Alfa Beta Delta
Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 2; 16.3.2014

vsebnost kristalnih oblik manitola [ %]

Slika 34: Vpliv koncentracije etanola [%] na pojavnost kristalnih oblik mantiola z metodo
ramanske spektroskopije

Vpliv hitrosti ohlajanja na pojavnost kristalnih oblik manitola
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Slika 35: Vpliv hitrosti ohlajanja [K/min] na pojavnost kristalnih oblik manitola z metodo
ramanske spektroskopije

Do podobnih zaklju¢kov pridemo z vrednotenjem prvega vrha pri analizi z DSC metodo.
Prvi vrh v termogramu prikazuje znacilno taljenje delta kristalne oblike manitola, zato z
analizo prvega vrha lahko vrednotimo vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na
spreminjanje deleza le delta kristalne oblike. Vplive prikazuje slika 36. Opazimo, da z
veCanjem koncentracije etanola delez delta oblike pada, sprememba hitrosti ohlajanja pa ne

izkazuje nobenega trenda. Ugotovitve korelirajo z rezultati ramanske mikroskopije.
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Vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na pojavnost delte
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Slika 36: Vpliv koncentracije etanola [%] in hitrosti ohlajanja [K/min] na pojavnost delta

kristalne oblike z diferencno dinami¢no kalorimetrijo

Pojavnost kristalnih oblik smo vrednotili tudi z metodo rentgenske praskovne difrakcije.
Difraktograme vzorcev smo primerjali z difraktogrami Cistih oblik za alfa in beta kristalno
obliko. Vplive prikazujeta sliki 37 in 38. Pojavnost beta kristalne oblike v odvisnosti od
koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja korelira z ugotovitvami ramanske mikorskopije,
z vecanjem koncentracije etanola v raztopini se veca tudi delez beta kristalne oblike
manitola. Pojavnost alfa oblike pa le delno korelira z ugotovitvami ramanske mikroskopije.
Tudi hitrost ohlajanja nakazuje dolo¢en trend, in sicer povec¢evanje alfa kristalne oblike do
hitrostih ohlajanja 5°C/min, nato rahel padec in spet postopno nara$Canje pri vecjih

hitrosti.

Vpliv kocentracije etanola in hitrosti ohlajanja na pojavnost alfe
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Slika 37: Vpliv koncentracije etanola [%] in hitrosti ohlajanja [K/min] na pojavnost alfa

kristalne oblike z rentgensko praskovno difrakcijo
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Vpliv koncentracije etanola in hitrosti ohlajanja na pojavnost bete
Data Means
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Slika 38: Vpliv koncentracije etanola [%] in hitrosti ohlajanja [K/min] na pojavnost beta

kristalne oblike z rentgensko praskovno difrakcijo

Z raztresenim ali XY grafom smo vrednotili odvisnost hkratne pojavnosti beta in delta
kristalne oblike. Pri vseh vzorcih smo dobili antikorelacijo beta in delta kristalne oblike,
kar pomeni, da se ve¢ji delez delta kristalne oblike vedno pojavlja z manjsim delezem beta
oblike v preiskovani tocki. Prostorsko odvisnost delta in beta kristalne oblike prikazuje
slika 24, iz katere je razvidno, da se beta polimorf pojavlja v t.i. »otockih«. Slika 39

prikazuje pojav antikorelacije beta in delta kristalne oblike.

Korelacija beta in delta kristalne oblike manitola za vzorec 002Td

0,94
0,8 l
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Slika 39: Antikorelacija beta in delta kristalne oblike manitola [%] za vzorec 002Td

Z vsemi tremi metodami smo pokazali, da ima koncentracija etanola bistveno ve¢ji vpliv
na pojavnost razli¢nih kristalnih oblik mantiola v liofilizatu kot hitrost ohlajanja. Najbolj
Cisti vzorci, ki so pretezno vsebovali le delta obliko so bili 002Ta, 002Tb in 005Ta (vzorci

z nizkim deleZem etanola).
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Izmed izbranih metod je metoda termi¢ne analize najbolj specifi¢na »bulk« metoda za
dolocanje delta kristalne oblike, zal pa ne lo¢i med alfa in beta Kkristalno obliko manitola.
Nobena izmed uporabljenih metod ne da zanesljivih podatkov o kvantitativni sestavi
vzorca, zato bi bilo smiselno narediti ve¢ referenénih zmesi in statistiéni model za

kvantifikacijo z ve¢ metodami hrakti (PLS model).

Doloc¢anje pojavnosti kristalnih oblik manitola med zrmzovanjem

Pojavnost kristalnih oblik manitola smo vrednotili pri -30°C s sklopitivjo mikroskopske
mizice »freeze-drying« mikroskopa in ramanske mikroskopije. Tehnologija spremljanja
procesa liofilizacije z ramansko sondo je del FDA PAT iniciative (angl. Process Analytical

Technologies) (41) z Zeljo za bolj$im razumevanjem procesa.

Iz podatkov smo izdelali graf, ki ga prikazuje slika 40 (oznake m0,025; m0,05; m0,075 in
m0,10 oznacujejo 2,5; 5; 7,5 in 10% etanolno raztopino manitola). 1z slike je razvidno, da
je tudi pri najnizji temperaturi zmrzovanja (med -30 in -40°C) del vzorca v tekoéi fazi in da
je delez tekoce faze priblizno linearno odvisen od zacetne koncentracije etanola. V tej
raztopini je delez raztopljenega manitola odvisen od topnosti manitola pri tej temperaturi in
koncentraciji etanola. Ves manitol torej ni kristaliziran, pa¢ pa je pred zacetkom
izsuSevanja del Se raztopljen. 1z te ugotovite je sledila predpostavka dveh moznih na¢inov

kristalizacije manitola, ki smo jo preverili z nizom meritev.
1. Kristalizacija manitola zaradi povecevanja koncentracije antitopila — deleza

etanola in istocasnim zmanjsevanjem kolic¢ine topila zaradi zmrzovanja vode.

2. Kristalizacija manitola med evaporacijo etanolne raztopine pri susenju.
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DeleZ ledu v viali in koncentracija etanola

19

Delez vodnega ledu v viali

— SN 00
——m0.025
' e m0.05
\_9'4_ m0.075
Vo2 ——mo1
-ZILO 0

T[°C]

Slika 40: Delez ledu v viali in koncentracija etanola pri razli¢nih temperaturah

Z dodajanjem takih koli¢in netopila (kot netopilo je v tem primeru etanol) vodnim in

etanolnim raztopinam manitola kot se pojavljajo ob zmrzovanju nad -30°C, ne vplivamo na

pretvorbo polimorfov pri sobni temperaturi. Filtrati takih raztopin so bili ve¢inoma beta

kristalne oblike. Izsledke prikazuje preglednica X.

Nacin sprozitve kristalizacije

Kristalna oblika manitola z obarjanjem

iz etanola
Obarjanje z etanolom (antitopilom) iz vodne beta
raztopine (dodatek do 40% etanola)
Obrajanje z etanolom iz etanolne raztopine Beta
(5%) (dodatek etanola do 40%)
Obarjanje iz vodne raztopine z Beta
izhlapevanjem
Obarjanje iz 5% etanolne raztopine z Beta

izhlapevanjem

Preglednica X: Kristalne oblike manitola z obarjanjem iz etanola

Ce pa smo pripravljene raztopine ohlajali do temperature -30°C smo ugotovili, da v

primeru etanolnih raztopin dobimo delta kristalno obliko, v primeru vodnih raztopin pa

delta in beta kristalno obliko. V obeh primerih smo uspeli z ramanskim mikroskopom pri
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temperaturi -30°C potrditi pristnost manitol hemihidrata, kar je bila pomembna ugotovitev.
Posnet spekter manitol hemihidrata z ozna¢enimi karakteristi¢nimi vrhovi prikazuje slika
41. Ker pri taki koncentraciji etanola pri -30°C nismo uspeli prese¢i topnostega produkta
manitola v etanolnih raztopinah se je del manitola pojavljal tudi v raztopljeni obliki. Delez
kristaliziranega manitola kot funkcijo temperature in funkcijo ¢asa prikazujeta sliki 42 in

43.
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Slika 41: Posnet spekter manitol hidrata s karakteristi¢nimi vrhovi (487, 759, 894, 1019,
1142, 1265 cm™ (41)

Delez kristaliziranega manitola kot funkcija
T
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etanol 7.3
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delei krstalziranega manitol
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Slika 42: Delez kristaliziranega manitola kot funkcija temperature
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Delez kristaliziranega manitola
12 7

08 7 — e 2tanol 2,5
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0.6
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Slika 43: Delez kristaliziranega manitola kot funkcija ¢asa ohlajanja

Z nizom meritev nismo uspeli potrditi prisotnosti delta kristalne oblike med zmrzovanjem.
Iz tega sledijo pomembne ugotovitve, in sicer, da delta kristalna oblika nastaja po prvem
predpostavljenem mehanizmu kristalizacije, z dodajanjem netopila a le v primeru

hkratnega ohlajanja raztopine.

Beta kristalna oblika najverjetneje nastaja po drugem predpostavijenem nacinu
kristalizacije, pri evaporaciji etanolne raztopine med primarnim suSenjem. Slednjo
hipotezo potrujeta tudi sliki deleza kristalizirane oblike manitola kot funkcija temperature
in Casa, kjer ugotovimo, da pri pogojih zmrzovanja v formulaciji z 10 % koncentracijo
etanola ostane okoli 15% manitola nekristaliziranega. Ta delez nekristaliziranega manitola
kristalizira med procesom izparevanja topila v fazi suSenja. Z metodami dolocevanja
kristalnih oblik manitola smo potrdili najvecji delez beta oblike ravno pri formulacijah z

10% koncentracijo etanola.

Za alfa kristalno obliko pa predvidevamo, da nastane sekundarno, bodisi iz hemihidrata ali
amorfnega mantiola ze med procesom suSenja ali med procesom shranjevanja (kar lahko

predstavlja potenicalno tezavo stabilnosti liofilizatov).
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5.4.VREDNOTENJE STRUKTURNIH POSEBNOSTI Z VRSTICNIM
ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM - SEM

S SEM metodo smo dolocali strukturne posebnosti liofiliziranih vzorcev in vrednotili
njihovo pojavnost v povezavi s koncentracijo etanola in hitrostjo ohlajanja. Vrednotili smo
razporeditev velikosti delcev, njihovo povpre¢no velikost, pojavnost »jezkom« podobnih

struktur, obliko (iglic) in ostale posebnosti pri vecji povecavi.

Pri vzorcih z manjsim delezem etanola opazimo vecje Stevilo manjSih delcev na
mikroskopirani podlagi. Z vefanjem deleza etanola pa se delci vecajo na racun
kompleknosti strukture, njihovo stevilo pa upada, kar je najverjetneje posledica naknadne
prekristalizacije in prerazporeditve kristalov zaradi prisotnosti tekoce faze. Nizka
koncentracija etanola pomeni ve¢ji delez vode oz. ve¢ ledu na zacetku in hitro
kristalizacijo. Obratno pa se z veCanjem koncentracije etanola zmanjSuje delez ledu na
zaCetku, kar upocasni kristalizacijo. Hkrati pa vecji delez etanola pomeni manjSo topnost

manitola.

Pojavnost »jezkom« podobnih kristalnih struktur bolj korelira z ve¢jimi hitrostmi
ohlajanja, kar prikazuje slika 44 (desno). Najved¢ji delez »jezkov« opazimo pri predhodno
ohlajenih policah in pri ohlajanju z 10°C/min. Korelacija »jezZkom« podobnih struktur kaze
tudi dolo¢eno odivsnost od koncentracije etanola, kar prikazuje slika 44 (levo). Z vecanjem
koncentracije etanola delez takih kristalnih oblik pada. Vzorca, ki vsebujeta najvecji delez
»jezkom« podobnih kristalnih struktur sta 005Ta in 006Ta. Na tej tocki velja omeniti, da
smo »jezkom« podobne kristalne strukture opazili tudi pri nekaterih vzorcih pri 500-kratni

povecavi, kot del drugih kristalnih oblik.

Velikost kristalov pomembno korelira s koncentracijo etanola kot je prikazano na sliki 45.
Z veCanjem koncentracije etanola se veCa povprecna velikost delcev, ki so bolj
kompleksnih struktur. Kompleksnejse strukture so predvidoma posledica nezamrznjenega
mantiola pri pogojih zmrzovanja, ki kristalizira pri fazi suSenja in se nalaga na Ze obstojece

kristale.

Vrednotili smo Se ostrino iglic kristalov pri 500-kratni povecavi. Dodelili smo zgolj opisno
oceno in sicer, mehke ali ostre. 1z slike 46 lahko opazimo korelacijo oblike iglic s
povecanjem koncentracije etanola. Pri vi§jih koncentracijah etanola nastajajo ostrejsi

kristali. Pojavnost iglic pa ni v povezavi s spreminjanjem hitrosti ohlajanja. Ostre iglice se
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bolj znacilno pojavljajo pri beta kristalni obliki, mehke pa bolj pri alfa. Oblika iglic ni v

nobeni korelaciji s pojavnostjo delta kristalne oblike.

Pri 500-kratni povecavi smo pri ¢ in d formulacijah opazili cvetu podobne kristale, iz
katerih izras¢ajo »jezkom« podobne strukture. Pojavnost cvetu podobnih kristalov je torej
funkcija koncentracije etanola. Hitrost ohlajanja nima vpliva ne na pojavnost takih struktur

ne na povprecno velikost kristalov.

Poj "jezkom" podobnih kristalov Pojavnost "jezkom" podobnih oblik kristalov
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Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 3; 17.6.2014 Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 3; 4.6.2014

Slika 44: Pojavnost »jezkom« podobnih oblik kristalov v odvisnosti od koncentracije
etanola (Pearsonov koeficient korlacije: -0,415; p vrednost: 0,028) (levo); Pojavnost
»jezkom« podobnih oblik kristalov v odvisnosti od hitrosti ohlajanja (Pearsonov koeficinet

korelacije: -0,571 ;p vrednost: 0,002)

Vpliv koncentracije etanola na povprecno velikost kristalov
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Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 3; 17.6.2014

Slika 45: Vpliv koncentracije etanola na povpre¢no velikost delcev

55



T. Bartoli¢ Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

Vpliv koncnetracije etanola na ostrino iglic

koncentracija etanola [%]
()]

meiwke ostlre
ostrina iglic
Project: KORELACDE.MPJ; Worksheet: Worksheet 3; 17.6.2014

Slika 46: Pojavnost oblike iglic pri razliénih koncentracijah etanola
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6. SKLEP

V sklopu diplomskega dela smo preucevali vplive pogojev ohlajanja in sestave topila na
lastnosti liofilizatov manitola. Vrednotili smo vplive na maso, vsebnost vode, pojavnost
kristalnih oblik in morfologijo liofiliziranih delcev. Proudevali smo zmrzovanje vodno
etanolnih raztopin ter kristalizacijo manitola pri pogojih zmrzovanja. Rezultate smo

statisti¢no obdelali in jih strnili v naslednje zakljucke in ugotovitve:

- Liofilizati izdelani iz raztopin z razlicnimi koncentracijiami etanola izkazujejo
razlike v vizualnem izgledu. Videz elegantne pogace daje raztopina s 5 % etanola
in vec¢inoma tudi raztopina z 2,5 % etanola. Raztopinii s 7,5 in 10 % etanola dajeta
sipek kon¢ni produkt.

- Liofilizacijski cikel daje liofilizate z ustrezno vsebnostjo vode.

-V raziskanem obmocju s hitrostjo ohlajanja polic ne moremo bistveno vplivati na
hitrost ohlajanja raztopine zaradi omejenega prenosa toplote med policami in dnom
viale.

- Obstaja pomembna korelacija med pozicijo viale v liofilizatorju in temperaturo
zmrzi$¢a raztopine. Viale, ki so pozicionirane blizje vratom zmrznejo pri nizji
temperaturi kot viale, ki so globlje v liofilizatorju.

- Koncentracija etanola, hitrost ohlajanja ter kombinacije obeh parametrov nimajo
vpliva na temperaturo zmrzi$¢a raztopine, kar pomeni, da temperatura zmrzisc¢a ni
funkcija tehnoloSkega procesa in sestave raztopine v raziskovanem obmodju,
temve¢ zgolj funkcija Cistosti vial, prisotnosti Kristalizacijskih jeder v raztopin,
mehanskih ali drugih dejavnikov okolja.

-V vseh vzorcih je pojavnost delta kristalne oblike manitola najvecja in se giblje
med 60 in 95%. Ostali del predstavljata alfa in beta kristalni obliki v razli¢nih
razmerjih. Razmerje kristalnih oblik je funkcija koncentracije etanola.

- Pri nizjih koncentracijah etanola prevladuje delta kristalna oblika manitola, ki
nastaja ko se raztopina koncentrira s kristalizacijo Ciste vode.

- Beta kristalna oblika kristalizira v najve¢jem obsegu z izparevanjem topila pri
forumlaciji z 10% etanola. Nastaja z izparevanjem topila pri susSenju ali po

obarjanju z netopilom pri sobnih pogojih
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Pri pogojih zrmzovanja po programu za liofilizacijski cikel (temperatura -30°C)
smo potrdili pristonost metastabilne oblike manitol-hidrata z metodo krioramanske
spektroskopije.

Koncentracija etanola vpliva na morfologijo delcev liofilizatov (povpre¢no velikost

delcev, ostrino iglic, pojavnost dolocenih kristalnih strukutr)
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PRILOGE

T. Bartoli¢

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

PRILOGA 1: Doloc¢anje vode s titracijo po Karel Fisherju

Povprecje (M)

Povpreéje (M)

Oznaka vzorca Meritev Vsebnost vode [%6] standardni odklon (SD) Oznaka vzorca Meritev Vsebnost vode [%6] standardni odklon (SD)
001Ta 1. 0,329 004Tc 1. 0,196
001Ta 2. 0,386 M=0,358 004Tc 2. 0,222 M= 0,208
001Ta 3. 0,642* SD= 0,040 004Tc 3. 0,205 SD=0,013
001Th 1. 0,297 004Td 1. 0,259
001Tb 2. 0,306 M= 0,305 004Td 2. 0,215 M= 0,230
001Th 3. 0,311 SD= 0,007 004Td 3. 0,216 SD= 0,025
001Tc 1. 0,309 005Ta 1. 0,275
001Tc 2. 0,355 M=0,330 005Ta 2. 0,24 M= 0,257
001Tc 3. 0,327 SD= 0,023 005Ta 3. 0,255 SD=0,018
001Td 1. 0,436 005Th 1. 0,229
001Td 2. 0,391 M=0425 005Th 2. 0,216 M=0,217
001Td 3. 0,448 SD=0,030 005Th 3. 0,207 SD=0,011
002Ta 1. 0,331 005Tc 1. 0,275
002Ta 2. 0,409 M= 0,361 005Tc 2. 0,240 M= 0,236
002Ta 3. 0,343 SD=0,042 005Tc 3. 0,255 SD= 0,032
002Tb 1. 0,324 005Td 1. 0,229
002Th 2. 0,305 M=0,295 005Td 2. 0,216 M=0,253
002Th 3. 0,257 SD= 0,035 005Td 3. 0,207 SD= 0,011
002Tc 1. 0,243 006Ta 1. 0,265
002Tc 2. 0,236 M=0,258 006Ta 2. 0,267 M=0,251
002Tc 3. 0,294 SD= 0,032 006Ta 3. 0,220 SD= 0,027
002Td 1. 0,298 006Th 1. 0,193
002Td 2. 0,323 M=0,308 006Th 2. 0,277 M=0,382
002Td 3. 0,304 SD= 0,013 006Th 3. 0,676 SD= 0,258
003Ta 1. 0,302 006Tc 1. 0,179
003Ta 2. 0,311 M=0_325 006Tc 2. 0,202 M=0,197
003Ta 3. 0,363 SD= 0,033 006Tc 3. 0,210 SD= 0,016
003Tb 1. 0,228 006Td 1. 0,161
003Th 2. 0,225 M=0,233 006Td 2. 0,174 M=0,180
003Th 3. 0,245 SD=0,011 006Td 3. 0,204 SD= 0,022
003Tc 1. 0,247 007Ta 1. 0,215
003Tc 2. 0,206 M=0,228 007Ta 2. 0,218 M=0,228
003Tc 3. 0,230 SD= 0,021 007Ta 3. 0,252 SD= 0,021
003Td 1. 0,251 007Th 1. 0,221
003Td 2. 0,182 M=0,215 007Th 2. 0,232 M=0,228
003Td 3. 0,213 SD= 0,035 007Th 3. 0,230 SD= 0,006
004Ta 1. 0,270 007Tc 1. 0,245
004Ta 2. 0,250 M= 0,240 007Tc 2. 0,242 M=0,215
004Ta 3. 0,200 SD= 0,036 007Tc 3. 0,159 SD= 0,049
004Th 1. 0,196 007Td 1. 0,174
004Tb 2. 0,237 M=0,233 007Td 2. 0,215 M=0,216
004Th 3. 0,267 SD= 0,036 007Td 3. 0,260 SD= 0,043
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Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

PRILOGA 2: Proucevanje krivulje ohlajanja

T “freezing point” [°C]

sprememba T [°C] po

max. hitrost na termo¢lenu

Vzorec itvi Metoda linearnega prileganja
termoélen polica zZamrznitvi
hitrost [°/min]

001Ta -9,3 -17 6,5 0,3971

001Th -138 -24,3 10,5 0,419

001Tc -138 -24.3 8 0,3889

T freezing point [°C] max. Hitrost na termoélenu
sprememba | hitrost
vzorec . T [°C] po | ohlajanja z linearnim fittom prevoj na zacetku | to¢ka prevoja po zamrznitvi | linearnost Krivulje po zamrznitvi
termoélen  polica | zamrznitvi polic z odvodom [*/min]
[°/min] | slope [°/h] hitrost [°/min]

002Ta 1 9,9 -36,7 8,1 25 -0,02992 1,75 / da 33,5 min; -15,7°C ne
002Ta 2 -84 -30,2 5,2 25 -0,02774 1,66 / da 31 min; -16,9°C ne
002Th 1 -12,9 -37,0 6,9 25 -0,03245 1,95 2,02 da 32,9 min; -19,4°C ne
002Th 2 -12,9 =377 6,9 25 -0,03268 1,96 2,01 da 33,6 min; -20,1°C ne
002Tc 1 -137 -35,0 8,2 25 -0,03179 191 2,63 da 27,2 min; -21,6 ne
002Tc 2 -6,4 -33,0 35 25 -0,02255 1,35 1,62 ne 33,5 min; -14,1°C da
002Td 1 -12,9 -36,1 6,9 25 -0,03255 1,95 2,01 da 34,3 min; -20,9 da
002Td 2 71 -35,7 31 25 -0,02798 1,69 1,74 da 33,8 min; -15,0°C da
003Tal -99 -45 8,1 5 -0,02923 1,75 3,80 da (izrazit) 33,6 min; -15,8°C da
003Ta 2 58 -39 2,8 5 -0,04231 2,59 3,39 ne 32,0 min; -17,3°C da
003Th1 -125 -42 78 5 -0,4425 2,67 3,35 da (izrazit) 33,9 min; -18,4°C ne
003Th 2 -38 -42,6 2,1 5 -0,3358 2,01 2,25 da (izrazit) 31,3 min; -15,3°C ne
003Tc 1 -89 -41,1 55 5 -0,04808 2,38 3,26 da 29,4 min; -18,4°C ne
003Tc 2 -6,9 -47,6 41 5 -0,03466 2,08 2,74 ne 30,7 min; -18,8°C ne
003Td 1 -131 -44.4 7,2 5 -0,04036 2,42 3,00 da 33,5 min; -22,8°C ne
003Td 2 -4,3 -41 0,2 5 -0,03691 2,21 2,57 da 34,4 min; -18,2°C da
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T freezing point [°C] max. Hitrost na termoé¢lenu
sprememba hitrost
vzorec T [°C] po ohlajanja z linearnim fittom prevoj na zafetku | to¢ka prevoja po zamrznitvi | linearnost krivulje po zamrznitvi
termoélen  polica | zamrznitvi polic z odvodom [°/min]
[°/min] slope [°/h] hitrost [°/min]
004T al -8,0 -44 6,1 75 -0,0423 2,54 3,21 da (rahel) 33,9 min; -16,2°C ne
004Ta 2 -6,6 -43,2 34 7,5 -0,0033 1,98 2,64 ne 32,3 min; -14,5°C ne
004Th 1 -154 -45 1,2 7,5 -0,03843 2,31 2,42 da (rahel) 35,8 min; -20,1°C ne
004Th 2 -6,4 44,9 45 7,5 -0,03806 2,28 2,8 da (rahel) 34,2 min; -15,1°C ne
004Tc 1 -16 -45 9,2 7,5 -0,04062 2,44 2,62 da (rahel) 35,6 min; -22,2°C ne
004Tc 2 -9,3 -45 6 7,5 -0,03627 2,18 2,48 ne 33,4 min; -14,2°C ne
004Td 1 -14,4 -45 9,2 7,5 -0,04298 2,58 2,92 da (rahel) 33,8 min; -20,0°C ne
004Td 2 -7 -45 2,9 7,5 -0,04078 2,25 2,66 da (rahel) 34,7 min; -15,4°C ne
006Ta 1 -111 -45 9,2 police na -45 | -0,05666 340 5,69 da (izrazit) 23,7 min; -15°C ne
006Ta 2 -12 -45 8,5 police na -45 | -0,07717 4,63 5,62 ne 17,5 min; -18,5°C ne
006Th 1 -18,2 -45 11,5 police na -45 | -0,04161 2,50 3,95 da (rahel) 25,2 min; -22,2°C ne
006Th 2 -6,9 -45 50 police na -45 | -0,06931 4,16 5,06 da 19,5 min; -15,0°C ne
006Tc 1 -15,4 -45 10,4 police na -45 | -0,04798 2,89 3,78 da (rahel) 23,4 min; -21,2 ne
006Tc 2 -7,2 -45 41 police na-45 | -0,0777 4,66 6,43 ne 19,1 min; -17°C ne
006Td 1 -13,8 -45 77 police na -45 | -0,05026 3,02 4,07 da (rahel) 22,82 min; -20,7°C ne
007Ta 1 -4 -48 24 10 -0,03857 231 2,63 da 31,7 min; -14,1°C da
007Ta 2 -13 -45 9,6 10 -0,03981 2,39 2,63 da (rahel) 33,3 min; -14,7°C da
007Th 1 -11,4 -45 6,5 10 -0,03376 2,03 2,25 da 36,2 min; -16,9°C da
007Th 2 -3,8 -45 2 10 -0,03583 2,15 2,23 da 35,7 min; -15,3°C da
007Tc1 -13,7 -45 9,5 10 -0,03572 2,14 2,25 da 36,3 min; -18,4°C da
007T c 2 -10,3 -45 7,1 10 -0,003366 2,02 2,15 ne 36,8 min; -15,9°C da
007Td 1 -113 -45 59 10 -0,03064 1,84 2,02 da (zelo rahel) 39,0 min; -16,6°C da
007Td 2 -12,1 -45 7,5 10 -0,03328 2 2,15 da 37,2 min; -16,2°C da
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Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

PRILOGA 3: Vrednotenje DSC termogramov

Drugi vrh Prvi vrh Lociranos
Integral normalized t vhrov
. N .
Oznaka vzorca Integ rrEI] ;/(\)_rlr]nallzed Onset [°C] Peak [°C] [Jg™-1) Onset [°C] Peak [°C] g:;e;jzenga Prevoj
linijo

001T/a 195,52 168,88 170,30 55,43 155,19 160,27 nad NE
001T/b 244,00 168,73 169,82 42,67 154,35 160,33 pod DA
001T/c 190,38 169,44 171,00 29,41 154,62 161,21 pod NE
001T/d 142,36 169,57 172,22 20,07 153,00 160,68 pod NE
002T/a 96,57 169,02 171,29 36,43 154,95 160,21 nad DA
002T/b 285,28 167,93 169,31 26,74 150,68 158,38 na BL NE
002T/c 253,15 168,55 170,07 20,22 153,97 160,08 na BL

002T/d 232,61 168,42 169,84 20,10 153,86 159,38 pod NE
003T/a 151,04 168,84 171,06 58,86 154,90 160,05 na BL DA
003T/b 273,78 168,22 169,30 38,40 154,24 159,50 na BL NE
003T/c 235,01 168,56 170,28 29,40 153,95 160,10 pod NE
003T/d 295,05 167,75 168,51 25,58 152,94 158,68 pod NE
004T/a 241,10 168,42 170,21 36,04 154,35 159,92 pod NE
004T/b 260,58 168,09 169,32 39,28 153,92 159,95 pod NE
004T/c 306,70 168,14 169,65 21,92 154,36 159,87 na BL NE
004T/d 302,27 169,49 170,28 24,76 155,61 161,01 pod DA
005T/a 278,38 169,19 170,27 44,47 154,73 160,86 pod NE
005T/b 240,33 169,00 170,85 66,13 154,79 160,97 pod NE
005T/c 270,25 169,59 171,35 34,96 154,57 161,00 pod DA
005T/d 291,88 169,58 171,18 26,06 155,73 161,02 pod NE
006T/a 227,68 169,21 170,83 72,33 155,80 161,47 na BL NE
006T/b 212,88 169,30 171,47 39,13 155,82 161,44 pod NE
006T/c 289,72 169,33 170,44 29,92 155,88 160,98 pod NE
006T/d 270,85 169,52 170,98 22,14 153,98 161,40 na BL NE
007T/a 249,08 169,13 170,74 46,89 154,67 160,97 pod NE
007T/b 259,53 169,61 171,27 37,12 156,16 160,97 nad NE
007T/c 230,20 170,23 171,81 33,20 155,27 161,94 pod NE
007T/d 219,08 170,01 172,19 24,09 155,14 161,58 pod NE
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PRILOGA 4: Termogrami vzorcev

vzorec 001Ta

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

“endo 30g/L manitol, 5,0% etanol FA2834/13 30.08.2013 08:22:41
L 3001 mantol, 5,0% etanct FAZEM/LY, 20.08.2013 132452
0L e, 500 tancd FAZE/13, 1,7990 79
80 Methos: 30200 4oximen
21008
01 3,0.2000 €, 40,00 Ko
‘Syncvonzaton evatied
Remaris: 00T/
n
©
504
w©
24
»
" // =
o
|
| e 00 %00 w0 no 00 o 1000 1190 20 00 130 1500 100 7m0 1800 1500 <
[ S + e +
0 o2 a4 04 03 ) 12 1 1 ) w2 2 % 2 30 3 M 38 ) 0 i
: sivecda1 Not signed STAR® SW 11.00

vzorec 001Th

Aendo

30g/L manitol, 2,5% etanol FA2833/13

= Yok 13

Y 4 el

30.08.2013 08:23:50

¥ { 300/ manci, 2,5% etanol FAZEDY1, 29.08.2013 124755
200/ maniic, 2,5% etanos FAZ8IY/13, 1,9040 mo

3

‘Method: 30-200 40K/mn
RLo0s
(1) 30,0.200,0 °C, 40,00 Kimmin
5] Smoonaaton ersbies

Remarks: 00IT/.

105,83 m1
romalund 55,43 331
155,19°C

lii!

0 109, 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 100 1900 <
e 0o 00 ©0 7o 00 9 0 A P v TP B PRI |
00 02 o, 06 o8 1 12 14 16 18 20 22 24 26 28 El 32 Lo 3% s ) o

. sivecdal Not signed STAR® SW 11.00

TP yo0n 18
Z?:,f—/)
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vzorec 001Tc

Aendo 30g/L manitol, 10,0% etanol FA2836/13 30.08.2013 10:46:40
s 3091 manfol, 10,0% et/ FAZEI6/ 13, 30.08. 2012 10-38:27
26+ 30o/L maniiol, 10,0% etanol FA2836/13, 1,5020 mg
Metnad: 30-200 40K/min.
yrry
1299 [1130,0.200,0 °C, 40,00 K/min.
| Smcrronuation enatied
1 2 Remarks: 0011/0
2-
u
]
1
1
W}
.
o
.
2
o]
2
4+
2 00 %00 600 70 0o %0 1000 100 1200 1300 100 1500 1500 700 10,0 %0 <
00 2 04 o5 s l:ﬂ 2 1 15 18 20 2 24 285 28 30 32 3 {‘ 28 R -
< sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
Yo, 13
Lzosia
“endo 30g/L manitol, 7,5% etanol FA2835/13 30.08.2013 08:06:27

W | 309/ manch, 7,5% etanl FAZEIS/L3, 29.08.2013 134422
303/L manc, 7,5% etancl FAZE3S/13, 14570 mg

M «0 00 '55 n0 00 200 1000 100 1200 1300 14,0 1500 160,0 1200 100 1500 o
00 02 04 s o8 10 12 14 L6 b 20 7; 24 24 28 20 32 A 36 )“ 40 wn
: sivecdat Not signed STAR" SW 11.00
D01y
23e.p
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Vzorec 002Ta

Aendo 30g/L manitol, 5,0% etanol FA2838/13 30.08.2013 09:27:50
1
™1 305 manac, 5,0% et FAIIIY 13, 3008 2013 092529 |
0L mantss, 5,0% etancl FA2508/13, 1,240 mg.
Method: 3C-200 40K/min
@005
11] 30,0..200,0 °C, 40,00 Kfmin
Spconnatn e
» Remaris: 002T/0
«
0
“©
*
»
n
o
i‘ ©0 00 “0o no 0.0 200 looc 1100 1200 1300 1400 ‘Q‘ﬂ 1600 s 1200 1900 3
‘_W!V - 02 o4 06 08 10 12 14 15 12 20 22 24 26 28 30 32 34 3 L 40 e
sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
:t 22,912
s
Aendo 30g/L manitol, 2,5% etanol FA2837/13 30.08.2013 08:21:24

W | 3051 manto, 2,5% et FAZESII13, 30.08.2013 091535
3071 manl, 2,5% etarel FAZS7/L3, 15850 m)
Methert: 10200 40K/
aios
30 [1130,0.2000 €, 40, g

‘Synchronization enatied

Remarks: 007772

]iw 400 50 00 0 ©0o %00 10,0 1100 1200 200 1402 1500 1600 1700 100 1900 <
9 o2 ea 06 @ 19 11 ue 1 ia a0 22 as 26 a8 32 34 s 3 ss |
: sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
" S TN
P30 215
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Vzorec 002Tc

1S % P> 203,
Aendo 30g/L mnltd}« etanol FA2839/13 30.08.2013 09:50:37

1,857 > 3olS
] 300/ menitcd, 5/0% etancl FAZE39/L3, 30.08.2013 09:48:09
FA2839/13, 1,3060
601 Metod: 30200 40K/min
@005
1] 30,0..200,0 *C, 40,00 W
35 Scrorioson e
Remans: 007T/c
»
s
®
31
»]
e
»
15
1]
!‘/—/"/
o
M0 0,0 50,0 66,0 n0 80,0 900 100,0 use |ﬂ[,ﬂ 130,0 1400 l!?.o 1600 1700 1900 1900 <
00 o a4 as o 10 2 14 1 i w22 ) 30 P 3 s 3 w o
: sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
= SR Y
R3o.P 13
Aendo 30g/L manitol, 10,0% etanol FA2840/13 30.08.2013 10:13:15

200/ manil, 10,0% etorol FA2I4Q/13, 30.08.2013 10:11:35
203/ menitc, 10,0% etarcl FAZAO/13, 14280 mg

657 Metho: 30-20040Gmin

@i00s

[4130,.200,0 °C, 40,00 Umin

‘Sychroeszntion enaed

Remaris: 0021/¢

o 00 20 @0 70 20 20 1000 100 1200 100 1400 1500 1600 1780 1800 19,0 <
L) 2 a1 05 0 1w 12 14 14 i 20 22 24 2 2 30 32 £ £ 38 0 )
: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00

% 13:‘6"| "
L3013
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Vzorec 003Ta

30g/L manitol, 2,5% etanol FA2841/13

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

30.08.2013 11:17:50

5

305/, o, 2,9% el FAZBAV/3, 30.08.2013 110106
309/ menta, 5% el AZIAU/, 1,2420 mg
et 30200 40K/
e
39 (1) 300.200,0°C, 40,00 Kjmin
Syreswonsstin eroried

Remarks: 0031/3

Vgl Psom
orraices 81
m e IR
s
2
5 /”A
o
4 00 00 00 no 00 1000 1100 1200 1300 1400 l?ﬁ 1900 70 18,0 1900 <
9 a2 o4 o6 o8 w0 12 1 s ts 28 22 a6 2 30 33 3 16 4 ap ma
- sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
B> 10,313
P roLn
Aendo 30g/L manitol, 5,0% etanol FA2842/13 30.08.2013 11:25:46
"J 300/ manic, 5,0% etanct FAZB42/13, 30.08.2013 112426
0L mani, 5,0% etancs FAZB42/13, 1,2700 g
Metbot: 3020 a0/
avms
{11 30.2000°C, 00 Kimin
Smoncooon siabs
20 Remans: oz
w
" |
; |
-
T
E S
o e
w
o
Ao 00 500 00 0 00 1000 1100 1200 1200 100 1500 1600 700 100 1900 <
o o2 e o6 s o 12 W 6 w20 a2 24 28 28 38 32 34 3w s ~
: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00

P o

2!0.(9. n
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Vzorec 003Tc

#endo 30g/L manitol, 10,0% otanol FA2844/13 o 30.08.2013 12:27:37
- 09/ manviol, 10,0% etancl FAZS44/13, 30.08.2013 122358
3051 markl, 10,0% etk FA2A13, 5010
Method: 30- 200 40K/min.
@105
07 (11300200, 49,00 Kimin
| Sychronuation enatyed
Rerarts: 0031/0
©
n
L
w
w©
»
»
n
o
.0 Q0 00 00 700 w00 o 130 1100 100 1300 1400 150,6 1600 1700 o 1900 <
L% o2 o4 o6 o8 w 1 w1 a0 22 38w w32 M 3% w0 ma
sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
'—Dra‘ L —
BETR VL LS
2ze s
Aendo 30g/L manitol, 7,5% etanol FA2843/13 30.08.2013 12:05:40

0o/t mans, 7,5% etancl FASAY/13, 30.08.2012 120305
0071 maric, 7,5% etorcl FAZBAY/13, 1,240 mg
"Method: 30-200 40K/min

Py

1) 30,0.2000 °C, 40,00 Kjmin

Remarhe: QO3T/c

o 0 500 00 20 00 00 1000 1100 200 1300 00 1500 1600 700 190 1900 <
o0 02 o s o8 » 12 w s 18 20 22 24 24 2 3 1 n 3 38 w0 ~
i sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
P2 Bovun
Lre. 13
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Vzorec 004Ta

Aendo 30g/L. manitol, 5,0% etanol FA2897/13 05.09.2013 10:32:53

00/ e, 5,0% etancl FAZES7/13, 05.09.2013 10554
30/ manl, 0% etanci FA2857/13, 1,1060 mg
‘Method: 30-200 40K

1005

1] 309.0.206.3 °C, 40,00 K/

‘Sychroriastion eratied

701 Remarts: 005D

% o2 o4 06 68 0 2 M & a8 2® 22 24 26 a8 30 31 3 36 38 ap e
 sivacdat Not signed STAR SW 11.00

5 9. 53~
fd 73
“endo 30g/L manitol, 2,5% etanol FA2806/13 05.09.2013 09:51:02
mW ] 30g/L meniol, 2,5% etancl FA289/13, 05.09.201 09:40.09
300/, mann, 25% etanct FA9§/L3, 1,140 mg.
et 9250 K
o] @
11] 30,0.200,0 °C. 43,00 K/me
(U5
e o7
©
»
w
®
el o
IR
»
m
.
o “0 00 “@e no L 20 1000 i1e0 e 100 10,3 1500 1600 1700 1000 1900 3
00 02 LA 05 o8 10 12 14 18 18 20 22 n 6 28 30 32 34 A o hod .
sivecdat Not signed STAR' SW 11.00
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Vzorec 004Tc

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

“endo 30g/L manitol, 7,5% etanol FA2898/13 05.09.2013 15:44:21
] 3071 manta, 75% stavet FAZSSR/13, 05.09.2013 13:4656
300/ manital, 7,5% etancl FA2098/13, 1,0930 mg.
Methos 30-200 40K/min
@105
80| [1130,0.200,0°, 0,00 K/min
Scacicatin cratkd
| Remarks: 008T/C
»n
o]
@
e
»
»
10-
o
Lo “0 00 00 n0 L2 %00 l?ﬂ 1100 !)}0 ll‘.ﬂ 1400 10,0 160.0 1700 1800 1900 bl
o0 02 o4 05 o8 ) 12 14 1 18 20 22 2 2 28 30 32 34 38 3 R mn
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W] 3001 mantol 10,0%etancl FAZS99/13, 06.05.2013 09:47:53
301 mantcl 10,0%etanol FAZ899/13, 1,0140 mg.
: 30200 40Kmin
21,003
(1)30,0.200,0°C, 40,00 Kjmin
% enatied
5] Remaris:conmd
0]
»
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=
»]
15
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rormalioed 24,78 71
10 ot 1mel
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s
o
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Vzorec 005Ta

“endo 309/l manitol 5,0%etanol FA2901/13 06.09.2013 10:55:25
i 4 200/ memol ,0%etancl FAZ90I/13, 06.05.2013
3001 mamicl 5, Pketarcd FAZS0L/13, ,0520 mg
Mo 30200 4K/m

@105
404 (1) 3002000 °C, 40,00 Kimin
‘Syncvontzaton enstied

105001

{ Remaris: 05T/, poie predhodno ohjene oo 45C

10 “p 08 08 no 0,0 200 10,9 10 1200
20 02 04 06 s 10 12 14 15 1. 2w 22
sivecdal Not signed
Vzorec 005Th
Aendo - 30g/l manitol 2,5%etanol FA2900/13 06.09.2013 10:39:45

W 30q1 manict 2, etmel FAZS00/13, 06.09.2013 10:1340
3001 maritl 2 Shetanol FAZSO0/13, 1,070 ™

Metnos: 30-200 40K/ma
@ios
11)300.200,0°C, 40,00 ki
o aaton enebied

Remarks; 005T/a, pofice prehino chiajen 72 45

o 00 00 K;l no 00 %00 1000 1100 1200 1300 a0 1500 1600 70 100 1900 =
ol 02 o4 s 08 18 l.‘; 1. 16 12 28 22 24 ’:ﬁ 28 30 32 34 36 38 “» min
 sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
=t 07
D
/ ¢o 3
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Vzorec 005Tc

30g/l manitol 10,0%etanol FA2903/13

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

06.09.2013 11:44:07
W ] 300 ek 10,0%etancd FAISOY/13,06.09.3013 113451
o] 0 ol 10wean ALY, 10130 g
Method: 30-200 40K/min
@ro0s
S
57 Remarks: 005T/c, potce prechosho chifen na 45C B
nomaties 29480 %1
Onset 169,58 °C
Poak e
40
3]
104
=
-
5
0
5
o
0 “0p 0,0 00 no L 90,0 1000 II?.O 1200 1300 1400 150,0 1600 1700 180.0 1900 <
00 02 04 0 Y 10 12 14 N 8 ) 22 B P 28 R TR 3 ) w0 mo
: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
%_
= 6 97T
5
P
Aendo 30g/1 manitol 7,5%etanol FA2902/13 06.09.2013 11:10:00

| 3001 marite 7,5%etanci FA2902/13, 06.08.2013 11:0830
3090 manicl 7, SMketaned FAZ902/33, 1,0090 mg

45| Method: 30-200 40K/min
aLms

(1) 30,0.200,0 °C, 40,00 K/min

‘Sychonaation enstied

‘Remarks: COST/C, poice predhudno chisjens 1 -45C

30+

0 00 00 00 i 000 %0 100 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1200 1902 %
e o2 04 0s o8 10 12 1 w 110 20 22 24 2 28 » 22 34 b 38 R win
: sivecdatl Not signed STAR" SW 11.00
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Vzorec 006Ta

Aendo 30g/l manitol 5,0%etanol FA2805/13 06.09.2013 12:12:50

| 303/ mantek 5, ketanct FAZIUS/L, 06.09.2013 121137

303/ mantd 5 Pbetarct FAZSOS/13, 1,1620 g
Method: 30-200 4/ min

*1ms

(1) 30.0.200, °C, 40,00 Kymin

Sychrortzmton enabied

25+ Remarks: 06T, polce rvajene 45

B T
]
‘L £ '.U‘ 500 €00 no €00 00 1000 10,0 1200 1300 1900 1500 1600 1700 18,0 00 <
o0 02 04 B" D'ﬂ Ilﬁ l:l L" 15 18 20 22 24 26 7:' 30 32 34 36 38 “» '-
sivecdal Not signed STAR" SW 11.00
>
= s
Ca. S
E’ 693
rondo 30g/1 manitol 2,5%etanol FA2904/13 06.09.2013 11:54:45
W | 30q/! manol 2,S%etancl FAZI04/13, 06.00.2013 11:53:2%6
3091 mankol 2 S%etancl FA2904/13, 1,0000 mg.
Method: 30-200 40K/min
@10
o] (113002000, 4000 Kimin
Synchronization enatved.
Remarks: 006T/a, poce chiajene na 45C
<]
»-
;
E
15
»
5
o
30 “e %0 600 e 00 90,0 1000 1100 1200 130,0 40,0 1500 1600 7,0 w0 1900 <
00 02 04 05 03 10 12 1" 15 l:' ljﬂ 2.2 24 l:l L ;ﬁ 32 34 36 38 0 Ll
: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
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Vzorec 006Tc

“endo 30g/! manitol 10,0%etanol FA2907/13 06.09.2013 13:06:31

300/ manol 10,0%etanck FA2907/13, 06.09.2013 12-56:20
W ] 309/ mantol 10,%etancl FAZ0GT/13, 1,1810 my

554 Method: 30200 40K/min
@103

[1] 30,0.200,0 °C, 40,00 Kimin

Synchvonization enacied

07 Remarks: 006114, pokcn chisjena ra -45C

k) “«po 00 @00 no 0o 00 1000 1no0 1200 100 140,0 1500 we 1700 w0 1900 c
+ + + + + = + . + 2, +
00 02 o s o8 10 12 AT 18 20 22 2 % 2 ) 32 34 36 3 w0 mn
: sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
=2 o w

Vzorec 006Td

Aendo 30g/l manitol 7,5%etanol FA2906/13 06.09.2013 12:31:36

Wi | 300N maniol 7,5%etarcl FAZS08/13, 06.09.2013 1230:17
3001 mantol 7,5%etarol FA2906/13, 1,0420 mg

Ho 0 00 €00 700 00 %0 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 100 1900 %
00 0z o4 o8 o 10 12 14 16 18 2 22 24 2% 28 b 32 3 £ i) o e
sivecdat Not signed STAR® SW 11.00
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Vzorec 007Ta

Aendo 30g/! manitol 5,0%etanol FA2809/13 06.09.2013 13:36:28

mte-| 3001 mact 5. 0%t FA2SOR/T3, 06.09.2013 133307
301 marct 5 et FAZSOHL3, 1,39 )

Ao “©0 00 L 70 09 1000 1100 120 1200 40,0 1500 1600 70 1800 1900 <
+ + =it g + |
) 02 o4 o8 o 1 12 1 woow 2w ) 2% 2 £ 32 3 3 38 0 o
: sivecdal Not signed STAR" SW 11.00

D 1T
PE S B

Vzorec 007Th

“endo 30g/! manitol 2,5%etanol FA2908/13 06.09.2013 13:24:35

0 | 3097 manol 2,5%etanct FAZS0/13, 06.09.2013 13:15:04
5| 3001 manic 2.5etaocs FAZSO13, 1,0000 mg
Hetod: 30-200 40min
a0
(1] 30,0.200,0 °C, 40,00 K/
‘Smavonaaton enetied

404 Remaris: 0071/

80 400 00 ©0o no 00 x0 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 <
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: sivecdal Not signed STAR' SW 11.00
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Vzorec 007Tc

30g/ manitol 7, | FA2910/13 06.09.2013 14:08:27

mW {3091 manitol 7,5%etancl FA2910/13, 06.09.2013 135120
301 mantol 7, Memncl FAZ910/13, 1,0730 mg
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o 0o 0 @ %0 ®0 29 100 1100 1200 1300 1400 1500 1600 700 100 1500 <
e o + +
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: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
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/ £.6.12
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: sivecdal Not signed STAR® SW 11.00
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PRILOGA 5: Rezultati Ramanske spektroskopije

Kvantitativni deleZi

Kvantitativni delez

vzorec laser alfa polimorf beta polimorf delta polimorf kristalnin oblik manitola kristalrlih obl!k m:alnitola z
upostevanjem Suma

X X - Sum SD X X - Sum SD X X - Sum SD alfa beta delta alfa beta delta

001Ta IR 0,048 0,038 0,027 0,454 0,454 0,042 0,804 0,784 0,05 3,7% 34,8% 61,6% 3,0% 35,6% 61,4%
0,126
001Th IR 0,041 0,031 0,042 0,373 0,373 0,099 0,528 0,508 0,126 4,4% 39,6% 56,1% 3,4% 40,9% 55,7%
0,202

001Tc IR 0,023 0,013 0,043 0,356 0,356 0,52 0,5 0,112 2,6% 39,6% 57,8% 1,5% 41,0% 57,5%
001Td IR 0,016 0,006 0,03 0,169 0,169 0,573 0,553 0,194 2,1% 22,3% 75,6% 0,8% 23,2% 76,0%
002Ta IR 0,048 0,018 0,03 0,048 0,048 0,025 0,759 0,739 0,0733 5,6% 5,6% 88,8% 2,2% 6,0% 91,8%
002Tb IR 0,027 0,017 0,032 0,036 0,036 0,024 0,639 0,619 0,08 3,8% 5,1% 91,0% 2,5% 5,4% 92,1%
002Tc IR 0,039 0,009 0,047 0,172 0,172 0,171 0,632 0,612 0,141 4,6% 20,4% 75,0% 1,1% 21,7% 77,2%
002Td IR 0,044 0,014 0,029 0,126 0,126 0,182 0,777 0,757 0,001 4,6% 13,3% 82,0% 1,6% 14,0% 84,4%
003Ta IR 0,035 0,005 0,034 0,04 0,04 0,024 0,735 0,715 0,064 4,3% 4,9% 90,7% 0,7% 5,3% 94,1%
003Th IR 0,089 0,059 0,068 0,087 0,087 0,102 0,721 0,701 0,086 9,9% 9,7% 80,4% 7,0% 10,3% 82,8%
003Tc IR 0,166 0,136 0,113 0,28 0,28 0,216 0,484 0,464 0,173 17,8% 30,1% 52,0% 15,5% 31,8% 52,7%
003Td IR 0,053 0,023 0,063 0,117 0,117 0,18 0,595 0,575 0,151 6,9% 15,3% 77,8% 3,2% 16,4% 80,4%
004Ta IR 0,069 0,039 0,039 0,043 0,043 0,022 0,715 0,695 0,062 8,3% 5,2% 86,5% 5,0% 5,5% 89,4%
004Tb IR 0,01 0 0,035 0,035 0,035 0,027 0,439 0,419 0,107 2,1% 7,2% 90,7% 0,0% 7,7% 92,3%
004Tc IR 0,174 0,164 0,039 0,069 0,069 0,059 0,686 0,666 0,08 18,7% 7,4% 73,8% 18,2% 7,7% 74,1%
004Td IR 0,045 0,035 0,059 0,127 0,127 0,172 0,585 0,565 0,131 5,9% 16,8% 77,3% 4,8% 17,5% 77,7%
005Ta rdeci 0,094 0,034 0,032 0,004 0,004 0,027 0,414 0,394 0,059 18,4% 0,8% 80,9% 7,9% 0,9% 91,2%
005Th IR 0,044 0,034 0,045 0,044 0,044 0,023 0,695 0,675 0,093 5,6% 5,6% 88,8% 4,5% 5,8% 89,6%
005Tc rdeci 0,122 0,062 0,058 0,067 0,067 0,139 0,348 0,328 0,094 22,7% 12,5% 64,8% 13,6% 14,7% 71,8%
005Td IR 0,0253 0,0153 0,03 0,149 0,149 0,178 0,592 0,572 0,138 3,3% 19,4% 77,3% 2,1% 20,2% 77,7%
006Ta rdeci 0,125 0,065 0,032 0,000 0,000 0,028 0,59 0,57 0,078 17,5% 0,0% 82,5% 10,2% 0,0% 89,8%
006Th rdeci 0,239 0,179 0,071 0,011 0,011 0,041 0,604 0,584 0,091 28,0% 1,3% 70,7% 23,1% 1,4% 75,5%
006Tc rdeci 0,187 0,127 0,071 0,01 0,01 0,028 0,44 0,42 0,075 29,4% 1,6% 69,1% 22,8% 1,8% 75,4%
006Td rdeci 0,155 0,095 0,082 0,025 0,025 0,068 0,443 0,423 0,09 24,9% 4,0% 71,1% 17,5% 4,6% 77,9%
007Ta rdeci 0,074 0,014 0,032 0,007 0,007 0,029 0,341 0,321 0,059 17,5% 1,7% 80,8% 4,1% 2,0% 93,9%
007Th rdeci 0,095 0,035 0,046 0,015 0,015 0,041 0,315 0,295 0,075 22,4% 3,5% 74,1% 10,1% 4,3% 85,5%
007Tc rdeci 0,087 0,027 0,04 0,032 0,032 0,08 0,357 0,337 0,079 18,3% 6,7% 75,0% 6,8% 8,1% 85,1%
007Td rdeci 0,061 0,001 0,04 0,078 0,078 0,147 0,249 0,229 0,092 15,7% 20,1% 64,2% 0,3% 25,3% 74,4%

81




T. Bartoli¢

Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

PRILOGA 6: Rezultati rentgenske praskovne difrakcije

Pojavnost kristalnih

intenziteta vrhov

vzorec oblik manitola alfa beta
001Ta | delta + beta 0 180
001Tb | delta + beta 0 835
001Tc | delta + beta 0 570
001Td | delta + beta 0 990
002Ta | delta 0 0
002Th | delta + (alfa) Na meji detekcije 0
002Tc | delta + beta + alfa 1320 260
002Td | delta + beta + alfa 940 370
003Ta | delta + (alfa) Na meji detekcije 0
003Tb | delta + beta + alfa 1120 0
003Tc | delta + beta + alfa 750 570
003Td | delta + alfa 2250 0
004Ta | delta + alfa 750 0
004Tb | delta + alfa + (beta) 360 Na meji detekcije
004Tc | delta + beta + alfa 480 1240
004Td | delta + beta + alfa 210 220
005Ta | Delta 0 0
005Tb | delta + alfa + (beta) 280 Na meji detekcije
005Tc | delta + beta + alfa 190 1160
005Td | delta + beta + alfa 110 370
006Ta | delta + alfa 210 0
006Tb | delta + alfa 4870 0
006Tc | delta + alfa 3360 0
006Td | delta + beta + alfa 1640 2250
007Ta | delta + alfa 310 0
007Tb | delta + alfa 1750 0
007Tc | delta + beta + alfa 110 200
007Td | delta + beta + alfa 750 1240
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PRILOGA 7: Difraktogrami vzorcev

Vzorci 003Td, 003Tc, 003Thb

Counts
03T-4_F A_D0T332, St 210767, Measured. 4.1 201 6.40.06, ENG. 395667, Sep. 0330
)
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10000
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Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Vzorci 004Tc, 004Tb, 002Th, 001Th

Counts

20000 mﬂ{jl\ﬁﬂﬂaﬂ, Start: 2,0167; Measured: 14.1.2014 8:30:50; End: 39,9667, Step: 0/0330
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Vzorci 005Tc, 002Tc, 001Tc, 005Th

Counts

T J ‘:\_/_/-\/

g n / V

0 M o SO ) UYL,
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i f M 1 , ,
0 I AT /\ /
/| ‘ Vilou | N i wnd®™ Nt
0 001T-c_3x4440; Start: 2,0167; Measured: 21.2.2014 9:04:32, End: 39,9667; Step: 0,0330
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10000 J005TD._ 244435, Sart 2,0167: Measured: 2122014 855:40; End: 30,9667 Step.0,0330
1

5000} f I

Vzorci 005Td, 004Td, 001Td, 005Tc

Counts
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Vzorci 006Td, 006Tc, 006Th, 006Ta

Counts
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Vzorci 005Ta, 004Ta, 003Ta, 002Ta, 001Ta
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Vzorci 007Td, 007Tc, 007Th, 007Ta

Counts
oor 3_5 57133; Stan ZUW‘ Weasured: 3.2.2014 113715, ENd. 30,0607, §lep 0,033q
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PRILOGA 8: Opisno vrednotenje SEM

100x povecava

2500x povedava

500x povecava

vzorec . ) . . iblizna ocena 3tevila delcev i : Opombe
5 priblizna ocena S ostre/mehke iglice osebnosti
opis »Jezki« | Velikost delcev [um] povp. velikost na podlago 9 p
vecje Stevilo delcev, jezkom podobne
001Ta razli¢no razporejenih po / od 20 do 200 120 od 100 do 200 mehke strukture opazne $ele /
prostoru pri vecji povecavi
delci zlozeni v vecje
001Th agregate, razlicno / od 40 do 500 240 od 10 do 15 mehke / /
razporejeni v prostor
delci posami¢ in zlozeni v
001Tc vecje agregate, razli¢no 2% od 40 do 500 200 od 15 do 30 mehke / /
razporejeni v prostor
delci zlozeni v vecje ?oﬁ:;%cgﬁeﬂfer Isr(l)
001Td agregate, razli¢no / od 80 do 300 240 od 15 do 20 ostre p?) drocja kjer so /
razporejeni v prostor iglice zelo ostre
jezkom podobne
delci zlozeni v veéje str;lik‘t/l;rée‘iop:\glgai?le
agregate v primerjavi z pri veet poveravt. . . I
002Ta 001Ta vroreey. razlicno / od 60 do 300 180 od 20 do 30 mehke JeZki izrascajo iz delci so zalo razli¢nih velikosti
AR ploscatih in
razporejeni v prostor Kompleksnejsih
tvorb
vec jezkom
delci zlozeni v vegje, podobnih strukutr, ki
002Th ploScate agregrate, 6% od 100 do 300 200 od 10 do 20 mehke 170a5¢aJ0 12 povIsi /
razli¢no razporejen v ploscatih ali
prostor kompleksnejsih
tvorb
delci zlozeni v vecje
002Tc k;ﬁ?éi?ﬁ;i;iff / od 60 do 450 200 od 10 do 15 ostre / delci 50 zalo razli¢nih velikosti
prostor
vedji delci oz agregati risoten delec v
002Td razli¢no razporejeni v / od 150 do 300 250 od 10 do 15 mehke P /

prostor

obliki cveta
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100 ¢
vzorec X poverava riblizn na Stevila del 2500x povedava 500x povecava Opombe
opis »lezki« | velikost delcev [um] povp. velikost p a r?z:ep(?dlsa(;o a defeev ostre/mehke iglice posebnosti
003Ta | Manisi ploscati delci bolj / od 40 do 100 80 od 100 do 150 mehke / /
okroglih oblik
delci zloZeni v vedje
003Th agregate, razli¢no / od 100 do 250 180 od 20 do 25 mehke / /
razporejene v prostor
delci zlozeni v vecje iz enega "delca" v
003Tc agregate, razli¢no 5% od 100 do 250 160 od 20 do 25 mehke obliki cveta izrascajo /
razporejene v prostor majhni jezki
delci zlozeni v vecje
003Td agregate, razli¢no / od 100 do 300 200 od 20 do 25 mehke (raven rob) opazena oblika cveta /
razporejene v prostor
razli¢ne oblike
manjsi ploscati delci bolj o ostra in mehka kristalov, cvetom
004Ta okroglih oblik % od 20 do 100 40 od 150 do 200 podrocja podobni kristali, je7ki, /
ostre iglice
delci razli¢nih oblik, risoten delec v obliki
004Th vedji agregati razli¢no / od 100 do 350 200 od 30 do 40 mehke P cveta /
razporejene v prostor
delei razliénih oblik, mehka in ostra risotni delci v obliki
004Tc vecji agregati razli¢no / od 40 do 550 250 od 30 do 40 " p /
- podrocja cveta
razporejene v prostor
decli zlozeni v vecje mehka in ostra izra§¢anje jezkov na
004Td agregrate, razli¢no / od 40 do 600 300 od 15 do 20 drodia cvetom podobnim /
razporejene v prostor podrocj delcem
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100x povecava

2500x povedava

500x povedava

ore . . . . ibliz Stevi P - Opombe
veoree opis »lezki« Velikost delcev [um] povp. velikost priblizna sg;%%ls;z\gla deleev ostre/mehke iglice posebnosti P
manjsi ploscati delci bolj izraS¢anje manjsih
005Ta J51 ploscatt defel boly 20% od 15 do 200 80 od 200 do 250 ostre jezkov iz enega /
okroglih oblik
agregata
delci zlozeni v vecje izra§¢anje manjSih
005Th agregate, razli¢no 15% od 60 do 450 160 od 30 do 40 mehke jezkov iz enega /
razporejene v prostor agregata
delci zlozeni v vecje
005Tc agregate, razlicno / od 120 do 650 350 od 10 do 15 mehke / /
razporejene v prostor
005d en vedji a‘%rregat ter nekaj / od 80 do 800 / 15 ostre prisotni delci v obliki /
manj$ih delcev cveta
manjsi ploséati delci bolj ocena do izraS¢anje manjsih *jezkasta podrocja
006Ta okroglih oblik 50% jezkov od 10 do 150 40 300 in ve¢ mehke jezkov iz posameznih | imajo pon'ek'od bolj
delcev ostre iglice
delci nekoliko vecji kot
006Th | Privzorcu 006Ta, tvorijo 30% od 40 do 250 80 od 100 do 150 mehke / /
vegje agregate, razli¢no
razporejene v prostor
delci zloZeni v veéje pri vedji povecavi
006Tc | 2gregate priblizno enakih 10% od 60 do 200 100 od 100 do 150 mehke _ izrasCanje manjSih /
velikosti, razli¢no jezkov iz posameznih
razporejeni v prostor delcev
vecji delci (kot pri abe
vzorcih) zlozeni v vecje
006Td agregate, priblizno enakih 2% od 100 do 300 200 od 20 do 30 mehke / /

veliksoti, razli¢no
razporejeni v prostor
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100x povecava

2500x povedava

500x povedava

veoree opis wlezki« velikost delcev [um] |  povp. velikost | P riblizna ocena Stevila delcev | ostre/mehke iglice posebnosti Opombe
' na podlago
a o 0 0 0 0 o mehke
007T manlsélfrlg’;ﬁ‘;‘f;gﬁfl bol 10% d 40 do 160 60 d 200 do 300 hk / /
Veijliﬂfs;fii Plg“?gjj“" e:;‘jl:h vetja mehka in prisotni delci v obliki
007Th v agres azte Zr azh‘égo J 16% od 100 do 250 140 od 20 do 30 ponekod manjia ostra |  cveta, iz cvetkov se /
razporejen,i v prostor podrocja izra§ajo ostri jezki
velik igliast delec in ved vecinoma mehke, - pristoni majhni delci, ki
007Tc maniih deleev / od 100 do 500 250 od 20 do 30 ponekod manjSa ostra | izkazujejo obliko cveta /
Y podrocja v obliki cveta
izra§¢anje jezkov iz
veliko delcev/ agregatov I posameznlh d_elcev.
. - en velik jezkast Delci zgledajo kot
neenakomerih oblik redel risotni delci v obliki | odlomljeni koscki
007Td (vendar drugacnih kot pri | o d‘;tavl.a cca od 50 do 300 140 300 in ved mehke P et oy O
007Ta vzorcu) razlicno P ) veqes N J
5% slike) nemogoce toéneje

razporejeni v prostor

oceniti Stevilo
delcev na podlago
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PRILOGA 9: SEM slike vzorcev

Vzorec 001Ta

W b
Y o = Y _ _ = 2 i
— 100pm 03360_02 2/4/2014 10pm 03360_03 2/4/2014
1.50kV SEI SEM WD 6mm  9:16:02 X 1.50kV SEI SEM WD 6mm  9:17:03

— 100pm x3365_06  2/5/2014 = "~ 1l0pm x3365_02 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD Bmm 11:12:16 1.50k" SEI SEM WD Smm 11:01:19

— 100pm x3367_01 2/5/2014 ) — 10pm  x3367_06 2/5/2014
1.50kv SEI  SEM WD Smm  11:17:11 1.50kv SEI  SEM WD 9mm  11:31:28
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Vzorec 001Td

— 100pm x3368_01 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 8mm  11:37:33

-— 10pm x3368_04 2/5/2014
0kV SEI SEM WD 9mm  11:44:31

Vzorec 002Ta

— 100pm x3371_01 / — 10pm x3371_05 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm 1.50kV SEI SEM WD 8mm 12:03:28

o o
— 100pm x3374_01 2/5/2014 lopm x3374_02 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:40:04 X 1.50kV SEI SEM WD Bmm  12:42:36
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Vzorec 002Tc

" 100pm x3376_04 5/ — 10pm x3376_05 5/2014
1.50kV SEI SEM WD 8Smm : 1.50kV SEI SEM WD Smm 1:17:54

— 100pm x3377_03 2/5/2014 10pm x3377_02 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 8mm  1:30:00 1.50kV SEI SEM WD 9mm  1:26:40

3 — £ R 5
100pm x3378_04 2/5/2014 — 10pm x3378_02 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 8mm  2:01:27 X 1.50kV SEI SEM WD 9mm  1:55:41
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Vzorec 003Th

100pm x3380_04 2/5/2014 — 10pm x3380_02 2/5/2014
SEM WD 9mm  2:21:50 X 1.50kV SEI SEM WD 9mm  2:15:58

— 100pm x3381_06 2/5/2014 — 10pm  x3381_05
1.50kV SEI SEM WD Smm 2:48:57 X 1.50kV SEI SEM WD 8mm

100pm x3383_04 2 0 — 10pm x3383_02 2/5/2014
1.50kV SEI SEM WD 8mm : X 1.50kV SEI SEM WD 8mm  2:56:02
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Vzorec 004Ta

¥ J s
S L
100pm x3386_01 2/19/2014 —-— 10pm x3386_06 2/19/2014
1.50kV SEI SEM WD Smm  10:14:44 1.50kV SEI SEM WD 9mm  10:32:17

.~ »
— 100pm x3387_03 2/19/2014 — 10pm x3387_06 2/19/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:01:02 X 1.50kV SEI SEM WD Smm  12:14:38

R
0 X

— 100pm x3389_03 2/19/2014 : — 10pm x3389_02 2/19/2014
1.50kV SEI SEM WD 8mm  12:27:16 1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:21:48
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Vzorec 004Td

r. N
100pm x3394_04 2/19/2014 — 10pm x3394_06 2/19/2014
SEM WD 9mm  1:02:00 1.50kV SEI SEM WD 9mm  1:07:14

Pead
~ .
100pm x3397_01 2/19/2014 -_— 10pm x3397_05 2/19/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm  2:57:25 1.50kV SEI SEM WD 9mm 3:13:26

100pm x3399_03 2/19/2014 — 10pm x3399_04 2/19/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm  3:26:21 1.50kvV SEI SEM WD 9mm  3:28:59

96



T. Bartoli¢ Proucevanje vpliva pogojev ohlajanja raztopin manitola na lastnosti liofilizatov

Vzorec 005Tc

100pm x3401_01 2/20/2014 : 10pm )(3401;05 2/20/2014
WD 9mm  8:07:10 1.50kV SEI SEM WD Smm  8:24:04

A %
— 100pm x3404_01 — 10pm x3404_04 2/20/2014
1.50kvV SEI SEM WD Smm :29: X 1.50kvV SEI SEM WD 8mm  8:36:15

Vzorec 006Ta

. < 1 %
100pm x3408_01 E =2 10pm x3408_04
1.50kV SEI SEM WD Smm :48: X 1.50kv SEI SEM WD Smm
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Vzorec 006Th

4

a

#
)

b 44

1Y

v
E— 100pm x3411 01 2/20/2014 o 10pm  x3411_06 2/20/2014
1.50kv SEI SEM WD 9mm  9:12:33 1.50kV SEI SEM WD 9mm  9:26:14

— 100pm x3414_01 — 10pm x3414_02 2/20/2014
1.50kV SEI SEM 129 X 1.50kV SEI SEM WD Smm 9:31:37

Vzorec 006Td

E— 100pm x3417_01 2/20/2014 — 10pm x3417_04 2/20/2014
1.50kV SEI SEM WD Smm 9:48:14 X 1.50kV SEI SEM WD 9mm 9:58:36
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Vzorec 007Ta

ae AT oy §
— 100pm x3418_01 2/20/2014 — 10pm x3418_05 2/20/2014
1.50kV SEI SEM WD Smm 10:48:49 1.50kV SEI SEM WD Smm 10:56:30

o
— 100pm x3419_04 2/20/2014 -_— 10pm x3419_06 2/20/2014
1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:03:42 1.50kV SEI SEM WD 8mm  12:09:08

_-— 10pm x3421_02 2/20/2014 — 100pm x3421_04
1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:14:44 1.50kV SEI SEM WD Smm
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Vzorec 007Td

- &
10pm  x3423_02 2/20/2014

E— 100pm x3423_01 2/20/2014 —
1.50kV SEI SEM WD 9mm  12:30:21

1.50kvV SEI SEM WD 9mm  12:27:30
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