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POVZETEK

Pri razvoju in proizvodnji zdravilnih u¢inkovin v farmacevtski industriji imajo klju¢no vlogo
postopki, s katerimi lahko vplivamo na njihove fizikalno-kemijske kot tudi kasneje na
mehanske lastnosti. Kristalizacija je postopek, ki zavzema pomembno vlogo pri pripravi
kristalov zdravilnih u¢inkovin razli¢ne notranje strukture in zunanjega videza.

Namen magistrske naloge je bil pripraviti polimorfni obliki tolbutamida (obliki I in 1) iz
razli¢nih topil in jima dolo¢iti mehanske lastnosti, in sicer: vtisno trdnost (merilo plasti¢nosti),
Youngov modul (merilo elasti¢nosti) in mejni tlak (merilo plasti¢nosti). Proucevali smo, kako
polimorfizem tolbutamida vpliva na njegovo mehansko obnasanje, in ob tem ocenili, katera
polimorfna oblika ima najprimernejSe lastnosti za proces stiskanja v tablete. Metoda, s katero
smo dolocali mehanske lastnosti preiskovane zdravilne uc¢inkovine na nanometrskem nivoju,
je instrumentalno nanovtiskovanje (nanoindentacija).

Na osnovi rezultatov smo sklepali, da ima oblika I krhke in plasti¢ne lastnosti (nanometrske
lastnosti), ki so razlog uporabe vi§je sile ob stiskanju kompaktov. Zaradi krhkih lastnosti
oblika I ni izkazovala tendence lepljenja za pecate. Na drugi strani pa ima oblika III zilave in
elasti¢ne karakteristike. Zaradi izrazite zilavosti (nizji Py) ima oblika III vec¢jo kompatibilnost
(ve¢ji koeficient Cp) v primerjavi z obliko 1. Ob stiskanju je izkazovala tudi pojav lepljenja za
pecate. Pri nanoindentaciji oblike I smo mehansko obremenili ploskev »bc«, pri kateri so
molekule bolj gosto pakirane v formaciji »zig-zag« (ploskev »bc« je dominantna po svoji
velikosti in najverjetneje dolo¢a mehansko obnaSanje materiala ob stiskanju). Zaradi gosto
premrezene strukture izkazuje oblika | krhke lastnosti. Na drugi strani smo pri nanoindentaciji
oblike 111 stiskali ploskev »ac« (bolj razvita), pri kateri so molekule dejansko vzporedne s to
ploskvijo. Na ta nacin smo povzroéili plasti¢en tok v smeri delovanja sile in pokazali, da ima
oblika III predvsem plasti¢ne lastnosti.

Na osnovi rezultatov mocljivosti lahko obe polimorfni obliki razvrstimo v hidrofilne snovi,
saj je sticni kot manjsi od 90°. Polimorfna oblika III ima boljSo mocljivost (32,3°) v
primerjavi z obliko 1 (67,7°). Rezultat je tudi v skladu z literaturnimi podatki, ki govorijo o
vecji topnosti oblike III v primerjavi z obliko I.

Mehanske lastnosti polimorfnih oblik tolbutamida smo primerjali tudi z mehanskimi
lastnostmi razli¢nih zdravilnih u¢inkovin (klorpropamid, olanzapin, nifedipin, famotidin A in
famotidin B), pri ¢emer smo ugotovili, da polimorfi tolbutamida in klorpropamida pripadajo

skupini izrazito plasti¢nih snovi.




Na podlagi dobljenih meritev pri raziskovalnem delu smo =zakljudili, da polimorfizem
tolbutamida vpliva na njegove mehanske lastnosti in je v povezavi z nacinom ureditve

molekul v kristalni strukturi.

Kljuéne besede: kristalizacija, polimorfizem, tolbutamid, vtisna trdnost, Youngov modul,

instrumentalno nanovtiskovanje.




ABSTRACT

The main aims of the master thesis were to prepare the polymorphic forms of the active
substance tolbutamide (form I and I11) with recrystallization from different solvents as well as
to determine their mechanical properties (Young’s modulus, indentation hardness and yield
pressure). For assessment of mechanical behaviour of investigated polymorphic forms of
tolbutamide, instrumented nanoindentation was applied.

Based on results, form | has brittle and plastic properties due to which larger force was
applied during compression process. Since brittleness of material generally leads to
lubricating properties, form | was not demonstrated tendency to sticking on punches during
tableting. On the other hand, form Ill expressed ductile and elastic characteristics, which
resulted in extensive sticking to compression tolls. In respect to that form Ill has higher
compactibility (higher C, coefficient) than form I.

During nanoindentation of form I, the stress was applied on »bc« plane in which the
molecules are more densely packed in a »zig-zag« formation (»bc« plane is dominant and
mostly responsible for mechanical behaviour during compression). Therefore, brittle
behaviour can be explained with consolidation of densely cross-linked crystal structure, which
restricted plastic flow of material. On contrary, form III was deformed at »ac« plane
(dominant one) in which the molecules are stretched along this lattice. Indentation force
induced plastic flow (slipping) of molecules in this direction, which resulted in ductile
behaviour of form I1I.

The mechanical properties of tolbutamide polymorphic forms were also compared with the
mechanical properties of the various active pharmaceutical ingredients (chlorpropamide,
olanzapine, nifedipine, famotidine A and famotidine B). Together with chlorpropamides,
Tolbutamide can be classified as extensively plastic material.

With regards to wettability results, both polymorphic form can be classified as hydrophilic
materials because the contact angle is less than 90°. Polymorphic form Il is more
hydrophillic (32,3°) when compared to form I (67,7°). The result is also in accordance with
better water solubility of form II1.

According to results, tolbutamide polymorphism affects its mechanical behaviour, which is in

function with the crystal packing or organization of molecules at investigated crystal plains.

Key words: crystallization, polymorphism, tolbutamide, hardness, Young;s modulus,

instrumental nanoindentation.
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1. UVOD

1.1. KRISTALI, NJIHOVA STRUKTURA in OBLIKA
Trdna snov je definirana kot trden, homogen, fizikalno definiran in lo¢ljiv del sistema. Trdne

snovi obstajajo v kristalni ali amorfni obliki, odvisno od obsega tridimenzionalne ureditve
vzorca in stopnje termodinamske stabilnosti. Kristalno stanje lahko opiSemo kot ponavljajoco
se ureditev molekul v tridimenzionalnem vzorcu, medtem ko amorfne snovi izkazujejo

kratkosezno ureditev [1].

Kristalna snov je definirana kot trdna snov, sestavljena iz atomov, ionov ali molekul, ki jih s
skupnim imenom imenujemo gradniki, urejeni v ponavljajo¢em Se tridimenzionalnem vzorcu,
za katerega je znacilna simetrija, medtem ko amorfne snovi izkazujejo kratkosezno ureditev.
Ce gre za razporeditev molekul v prostoru, govorimo o molekulskih kristalih, ki so za

podrocje farmacije najpomembne;jsi, saj vecina ZU oziroma pomoZznih snovi nastopa v obliki

molekul [2].

Tridimenzionalno ureditev gradnikov imenujemo kristalna mreza (angl. crystal lattice). Pri
opazovanju kristalov so ugotovili, da so gradniki v kristalni mreZi urejeni v ponavljajoce se
motive, Ki jih imenujemo osnovne celice. Osnovne celice (angl. unit cell) so paralelepipedi, tj.
telesa, obdana s Sestimi ploskvami, pri ¢emer sta si po dve nasprotni ploskvi med sabo
vzporedni, in predstavljajo najman;jsi del kristala, ki vsebuje Se vse njegove znaéilnosti, hkrati
pa so v vseh treh prostorskih smereh obkrozene z identicnimi enotami. Osnovno celico (slika
1) definirajo osnovni parametri kristalne mreze, tj. tri prostorske osi oziroma robovi 0snovne
celice, po navadi oznaceni z a, b in c, in trije koti med njimi (a, B in y). Kot a predstavlja kot

med osema b in ¢, B kot med osema a in ¢ ter y kot med osema a in b [2].

Slika 1: Osnovni parametri osnovne celice kristala: a, b, ¢ — dimenzije osi (robov) osnovne

celice; a, B, y — koti med osmi (robovi) osnovne celice [3]
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Ista substanca ima lahko kemijsko gledano razli¢no prostorsko razporeditev gradnikov in s
tem razlicne kristalne strukture. Obsezne raziskave so pokazale, da lahko vse kristalne mreze
zgradimo iz sedmih razli¢nih osnovnih celic, ki hkrati definirajo sedem kristalnih sistemov in

se razlikujejo v dolzini osi in kotih med osmi [2].

Poleg osnovnih sedmih naCinov razporejanja gradnikov v osnovni celici (7 osnovnih
kristalnih sistemov) se lahko le-ti razporejajo $e na drugacne nacine. Bravais je ugotovil, da z
upostevanjem principov simetrije v osnovnih Kkristalnih sistemih lahko konstruira 14 kristalnih
mrez, ki se po njem imenujejo Bravaisove mreze. Gradniki se lahko nahajajo Se dodatno v

tockah simetrije navideznih ploskev osnovnih celic in/ali telesa [2].

1.2. OSNOVE KRISTALIZACIJE IZ RAZTOPIN

1.2.1. Uvod
Do tvorbe kristalne snovi lahko pride iz taline, iz plinaste faze, iz superkriti¢nega fluida ali iz
raztopine. Vecina ZU so majhne organske molekule, ki jih najpogosteje izoliramo s
kristalizacijo iz raztopin, meljemo in oblikujemo v farmacevtsko obliko, kot so tablete,
kapsule, aerosoli in suspenzije. Poznavanje Kkristalizacije je posebej pomembno v
farmacevtski industriji, kjer je treba zagotoviti dober izkoristek pri izolaciji ZU s ponovljivimi
lastnostmi od serije do serije. To pomeni, da lahko izdelamo delce enakih velikosti,
morfologije in kristalne oblike. Na ta nacin se lahko izognemo formulacijskim tezavam, kot

sta neponovljivo tabletiranje ali bioloska neekvivalenca [2].

1.2.2. Teorija kristalizacije
Kristalizacija je pomembna separacijska tehnika v mnogih proizvodnih procesih. To je proces,
pri katerem iz homogene faze (plin, talina ali raztopina) nastajajo trdni delci [4]. Industrijsko
najzanimivej$a je Kristalizacija iz raztopine. Pri kristalizaciji raztopino koncentriramo in po
navadi ohlajamo, dokler ni koncentracija topljenca vecja od njegove topnosti pri isti
temperaturi (T). Zatem se topljenec izlo¢i iz raztopine tako, da oblikuje kristale Cistega
topljenca, ker topnosti nedistot vecinoma ne presezemo. Kristale, ki jih dobimo pri
kristalizaciji, moramo S$e ocistiti in obdelati [5]. Kristalizacija je nujna operacija v
farmacevtski proizvodnji, saj se ve€ina ZU proizvaja v trdni obliki. Reakcijski sistem in
pogoji imajo velik vpliv na potek kristalizacije in lastnosti kon¢nega produkta, kot so oblika

kristalov, velikost in porazdelitev velikosti delcev itd. Pri kristalizaciji se v uporabljenem
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mediju oblikuje nova faza kot posledica kemijske reakcije ali fizikalno-kemijske operacije, Ki

poteka prek dveh zaporednih faz [6]:

1) nukleacija,
2) rast kristalov.

1.2.2.1.  Prenasicenje
Proces kristalizacije se za¢ne z ustvarjanjem prenasi¢enja. Prenasi¢enje nam pove, za koliko v
reakcijskem sistemu presegamo ravnotezno koncentracijo v idealni raztopini. Razlika v
koncentracijah ravnotezne topnosti v idealni raztopini in dejanske nas privede do
prenasicenja. Od prenasicenja je odvisna dinamika nukleacije in rasti kristalov. Prenasic¢enje

lahko dosezemo na $tiri nacine [4]:

z ohlajanjem raztopine,
Z izparevanjem topila,

z dodatkom netopila in

YV V V V

z reakcijo (s precipitacijo).

Pogoje, kjer se to dogaja, najbolje opisSemo s faznim diagramom, ki ga predstavlja slika 2. Na
sliki 2 lo¢imo tri obmogja. Stabilno obmocje je pod mejo topnosti (neprekinjena krivulja), kjer
ni moznosti za nukleacijo ali rast kristalov. Obstojeci kristali se raztopijo. Prenasi¢eno
metastabilno obmodje je obmocje, kjer je mozna rast, ni pa spontane nukleacije, ker je
energijsko zahtevnejSa od rasti kristalov. To obmoc¢je se nahaja med krivuljo topnosti in
krivuljo, ki predstavlja mejo nukleacije. Tretje obmocje je nestabilno prenasi¢eno obmocje.

Nukleacija v tem obmoc¢ju poteka spontano in hitro, prav tako tudi rast kristalov [2].

Metastable Zone
B
S
Feed
D~
AC B
Labile Zone <& Unsaturated
<S
‘S Zone
=S
<&
==

<
—
=
=
=
ad>
= | |
=

T
Temperature - >

Slika 2: Topnostni diagram za kristalizacijo spojine pri razli¢nih temperaturah [7]
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Vsaka raztopina ima mejo prenasicenja, nad katero postane nestabilna. To mejo dolo¢amo z
merjenjem Sirine metastabilnega obmocja predvsem na dva nacina. Pri prvi metodi raztopine
hitro ohladimo do dolo¢ene T in merimo cas, ki je potreben za nastanek kristalov. Ko postane
ta Cas kratek, smo se priblizali meji metastabilnega obmocja. Pri drugi metodi raztopino
ohlajamo z dolo¢eno hitrostjo in belezimo T, pri kateri za¢nejo nastajati prvi kristali. T, kjer
se to zgodi, je odvisna od hitrosti ohlajanja. Podatki o metastabilnem obmocju pri doloc¢enih
pogojih, kot so sestava, hitrost ohlajanja in meSanje, so pomembni, saj zelimo kristalizacijo
izvajati od roba metastabilnega obmocja. Tako je merjenje Sirine metastabilnega obmocja pri
ustreznih pogojih zelo pomembno in vredno ¢asa za njegovo dolocitev. Kadar kristalizacijo
izvajamo pri visokem prenasi¢enju blizu metastabilne meje, se tvorijo majhni kristali, ki jih ne

zelimo, saj masijo pore filtra med procesom izolacije Kkristalov [2].

Pri izolaciji ZU nas najpogosteje zanima izkoristek obarjanja (kristalizacije), tako da
prenasiCenje izrazamo kot razliko med prenasiCeno koncentracijo in ravnotezno
koncentracijo. Stanje prenasicenja lahko dosezemo s povecevanjem koncentracije topljenca

ali znizanjem topnosti topljenca [2].

1.2.2.2.  Nukleacija
Nukleacija je proces, pri katerem se tvorijo jedra (nukleusi). Jedro je mesto ali skupek
osnovnih delcev, ki so fizikalno obstojni in so od okolice lo€eni s fizikalno mejo. Jedra tvorijo
ioni, atomi ali molekule. Pri hitrem gibanju delcev se pogosto zgodi, da se dva zdruzita.
Zacetni nukleusi so lahko nestabilni in se gradbeniki znova raztopijo v topilu. Dokler skupek
sestavlja manjSe Stevilo delcev, ga Se ne smemo obravnavati kot zametek nove faze. Zametki
imajo navadno kratko Zivljenjsko dobo in razpadajo spet v manjSe skupke ali celo v
posamezne delce. Odvisno od prenasicenja raztopine pa jih nekaj le zraste in do takSne
velikosti, da doseZejo termodinamsko ravnotezZje z raztopino. Tak zametek imenujemo
kristalno jedro. Kristalna jedra so nestabilna. Delci lahko migrirajo v raztopino ali pa se
zdruzujejo in tvorijo vecji kristal. Poleg prenasienja, ki je najpomembnejSe, vplivajo na

tvorbo kristalnih jeder Se:

» vnos mehanske energije,
» prisotnost raztopljenih necistot,

» prisotnost trdnih delcev v raztopini.
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Trdni delci pospesujejo tvorbo kristalnih jeder zlasti takrat, ko imajo podobno ali celo enako

kristalno mrezo kot topljenec, ki kristalizira [5, 8].

Nukleacijo kategoriziramo na primarno in sekundarno. V primeru primarne nukleacije gre za
tvorbo kristalizacijskih jeder v odsotnosti trdnih delcev snovi, ki jo kristaliziramo. Sekundarna
nukleacija pa zahteva prisotnost cepitvenih kristalov (t. i. semen) zelene snovi. Primarno

nukleacijo lahko razdelimo na homogeno in heterogeno [9, 10].

Homogena nukleacija poteka v (¢istih raztopinah brez vpliva kakr$ne koli trdne faze.
Heterogena nukleacija se sprozi zaradi vpliva trdnih povrsin v reakcijskem sistemu (pregradne

stene, mesalo, prah ...) [5, 11].

1.2.2.3. Rast kristalov
Rast kristalov je proces nalaganja atomov in poteka le na zunanji ploskvi kristala. Prenos
topljenca poteka iz glavne mase raztopine do kristalne ploskve, kjer se uvrsti v kristalno

mrezo.

Ena od teorij, ki se ukvarja s kinetiko rasti kristalov, je model difuzijske plasti. Fazo rasti

kristalov sestavljajo procesi, kot so:

prenos snovi do difuzijske plasti okoli kristala,
prenos snovi skozi difuzijsko plast,

vkljucitev snovi v kristalno resetko,

YV V V V

odvajanje sproscene toplote s povrsine kristala.

Ce je ob rastodem kristalu tanek mirujod film teko¢ine, skozi katerega morajo molekule
topljenca difundirati, je hitrost obeh procesov dolocena z razliko med koncentracijami na

povrsini kristala in v raztopini [4].
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1.3. POLIMORFIZEM

1.3.1. Uvod
Polimorf je opredeljen kot snov, ki lahko obstaja v vsaj dveh razli¢nih prostorskih ureditvah v
trdnem stanju, ki imata naceloma razliéne kemijske in fizikalne lastnosti, kot so talisce,

topnost, gostota in bioloska uporabnost [12].

Razlike v fizikalnih lastnostih razli¢nih trdnih snovi imajo pomemben vpliv pri proizvodnji
zdravil, medtem ko imajo razlike v topnosti vpliv na absorpcijo in biolosko razpolozljivost
ZU [13].

Razli¢ni farmacevtski procesi med razvojem zdravil znacilno vplivajo na kon¢no kristalno
obliko zdravila v farmacevtski obliki. Procesa, kot sta liofilizacija in suSenje z razprSevanjem,
lahko vodita do nastanka amorfne oblike ZU, ki je manj stabilna in bolj higroskopna kot
kristalna oblika. Tudi procesi, kot so susenje, mletje, mokra granulacija in kompaktiranje,
lahko pospesijo razli¢ne fazne prehode pri trdnih farmacevtskih snoveh. Stopnja polimorfne
konverzije je odvisna od relativne stabilnosti faz in vrste ter stopnje uporabljenih mehanskih

procesov [13].

1.3.2. Vrste polimorfizma
Ugotovljeno je bilo, da so organske molekule sposobne tvoriti razli¢ne kristalne resetke prek
dveh razli¢nih mehanizmov. Eden od teh mehanizmov je imenovan »strukturni polimorfizem«
(angl. packing polymorphism) in predstavlja sisteme, v katerih se konformacijsko relativno
rigidne organske molekule prek razli¢nih intermolekularnih mehanizmov uredijo v razli¢ne
kristalne ureditve. Polimorfizem je lahko tudi posledica obstoja razli¢nih konformacij iste
molekule in predstavlja konformacijski tip polimorfizma. V psevdopolimorfizmu so razli¢ni

tipi kristalov posledica nastanka hidratov ali solvatov modelnih u¢inkovin [13].

Na podlagi razlik termodinamskih lastnosti so polimorfi klasificirani kot bodisi enantiotropi
ali monotropi, odvisno od tega, ali lahko ena oblika reverzibilno prehaja v drugo. Posledi¢no
lahko polimorfni sistem razdelimo v dve kategoriji — monotropni in enantiotropni sistem. Ta

razmerja so prikazana na sliki, kjer sta ponazorjena dva polimorfa (oblika I in oblika 11) [13].
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Slika 3: Fazni diagram odvisnosti Gibbsove proste energije (G) od temperature (T) za

dimorfni (a), monotropni in (b) enantiotropni sistem [14]

V sistemu z monotropnim prehodom je polimorfna modifikacija z vi§jim talis¢em (A) stabilna
pri vseh T, modifikacija z nizjim taliS¢em (B) pa je pri vseh T metastabilna. Prehod je

ireverzibilen: metastabilna modifikacija prehaja v stabilno [2].

V enantiotropnem sistemu krivulja proste energije za tekoco fazo/talino (I) seka krivulji za
polimorfni modifikaciji A in B nad T prehoda (Tp) iz ene polimorfne modifikacije v drugo.
Pri tem je modifikacija z nizjim taliS¢em (A) stabilna pod T,, modifikacija B pa nad T,.
Prehod med polimorfnima modifikacijama A in B je reverzibilen. V T, sta topnosti obeh

modifikacij enaki [2].

1.4. MEHANSKE LASTNOSTI SNOVI

Vecina organskih kristalnih spojin ima monoklinsko ali triklinsko osnovno celico in izrazito
anizotropijo, zaradi Cesar lahko preferencna orientacija kristalov med procesom tabletiranja
znacilno vpliva (negativno ali pozitivno) na stisljivost prahu. Ve€ino organskih kristalov
lahko kategoriziramo kot krhke (angl. brittle), upogibajoce se (angl. bending) in plasti¢ne
(angl. plastic shearing). Elasticne in plasti¢ne lastnosti kristalov so posledica prisotnosti

vodikovih (elasti¢en karakter) in van Der Waalsovih vezi (plasti¢en karakter) [15].

Mehanske lastnosti snovi predstavljajo obnasanje snovi pod vplivom obremenitve. Razdelimo
jih lahko v elasti¢nost, plasticnost in lomljenje. Na sliki 4 je z diagramom napetost —
deformacija predstavljen potek mehanskih sprememb v snovi pod vplivom obremenitve. Pri

nizkih obremenitvah deformacija materiala naras¢a premosorazmerno z napetostjo. Ce v tem

7
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obmocju vzorec razbremenimo, deformacija v celoti izgine oziroma se material vrne v
izhodis¢no stanje (npr. oblika ali lega materiala). To obmocje imenujemo obmocje elasticne

deformacije in zanj velja Hookov zakon [15]:
—=E-— (enacba 1)

kjer (F/S) predstavlja obremenitev materiala (tlak), (41/) deformacijo materiala (raztezek,
skréek) in E predstavlja modul elasti¢nosti (proznostna konstanta) oziroma Youngov modul.
Youngov modul lahko dolo¢imo iz naklona linearnega dela diagrama. Nad mejo plasti¢nosti
(meja tecenja) se materiali zacnejo plasti¢no deformirati, kar pomeni, da se ob razbremenitvi
material ne vrne ve¢ v prvotno stanje. Ob nadaljnjem povecevanju obremenitve se lahko

pojavi tudi lomljenje materiala oziroma fragmentacija [15].

Napetost
A Meja tecenja materiala Lomijenje

(Meja plastiénosti) /1

*

Plasticna deformacija

—P Elastiéna deformacija

Deformacija

Slika 4: Krivulja napetosti/deformacija [15]

Dodatno pa lahko plasti¢énost materiala ovrednotimo s trdnostjo. Plasti¢nost snovi je lahko
posledica ireverzibilnega drsenja, dvojcenja ali lezenja molekularnih plasti. Razli¢ni nacini
kristalne ureditve vodikovih vezi doloc¢ajo na¢in drsenja plasti (angl. slipping) pod vplivom
sile. V primeru plastovite strukture kristalov lahko drsenje nastane med mrezami vodikovih
vezi, s katerimi so ravnine medsebojno povezane. Kljub 2D-plastoviti strukturi imajo lahko
kristali razli¢ne stopnje plasti¢nosti. Tenki 2D-plastoviti kristali imajo mocne vodikove vezi
znotraj plasti in Sibke ter nespecifi¢ne interakcije med plastmi, ki pospesijo plasti¢no
deformacijo. Na drugi strani imajo debeli 2D-plastoviti kristali Sibke in specifi¢ne interakcije
med plastmi in moc¢nejSe vezi znotraj kristalnih ravnin, kar se kaZe v niZji plasti¢nosti

(znacilna ureditev za upogibajoce se kristale). Premrezene strukture v vseh smereh so znacilne
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za krhke kristale. Zaradi kristalnega pakiranja »zig-zag« je drsenje plasti omejeno in se

kristali obi¢ajno lomijo z visoko stopnjo elasti¢ne relaksacije [16].

1.5. INSTRUMENTALNO NANOVTISKOVANJE
(NANOINDENTACIJA)

1.5.1. Uvod
Princip merjenja temelji na kontroliranem (obmo¢je uN — mN) vtiskovanju konice v
preiskovani material. Osnovni rezultat, ki ga dobimo, predstavlja graf obremenitve (sile) v
odvisnosti od globine vtisa (slika 5). Obremenitvena krivulja izraza elasti¢no in plasticno

deformacijo, medtem ko pri razbremenjevanju nastane elasti¢na relaksacija vtisa [17].

Cikel nanovtiskovanja se zacne s priblizevanjem konice, dokler ta ne zazna povrSine vzorca
na osnovi nastavljene vrednosti togosti stika. Nato se pri¢ne kontrolirano vtiskovanje konice v
vzorec, ki se ustavi ob dosezeni maksimalni sili ali globini deformacije (razli¢na nacina
merjenja). Pri maksimalni obremenitvi konica zastane nekaj sekund v materialu (obic¢ajno 10
sekund) zaradi izkljucitve ¢asovno odvisne plasti¢ne deformacije v razbremenitveni fazi. V tej
fazi je mozno dolocCiti stopnjo lezenja materiala (plasticnega toka ob konstantni sili). Nato

nastopi kontrolirana dekompresija vzora in konica se vrne v zacetni polozaj [18].

Obremenitvena
krivulja

Razbremenitvena
krivulja

Sila vtiskovanja (mN)

hp {hmg).(_
Globina vtisa (nm)

Slika 5: Shematski prikaz obremenitve v odvisnosti od globine vtisa [18]
Na podlagi analize krivulje obremenitev/globina vtisa in z upostevanjem geometrije konice
(najveckrat se uporablja tristrana diamantna prizma po Berkovichu) lahko pridobimo
naslednje fizikalne koli¢ine: vtisno trdnost (H), Youngov modul (E) in elasticno ter plasticno

energijo. Togost (S) pri klasiénem postopku vtiskovanja doloc¢imo iz naklona razbremenitvene
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krivulje. Najpogostej$i model, ki se uporablja za izracun E, predstavlja Oliver-Pharrova
teorija [18].

Integrirana povrSina med obremenitveno in razbremenitveno krivuljo na grafu
obremenitev/globina vtisa (slika 6) nam predstavlja energijo plasticne deformacije, povrsina

pod razbremenitveno krivuljo pa energijo elasti¢ne deformacije [18].

Energija elasti¢ne

Sila 55
deformacije

[mN]
Energija plasti¢ne
deformacije

hmax

Globina vtisa [nm]

Slika 6: Vsota elasti¢ne in plasti¢ne energije pri deformaciji materiala [19]

1.5.2. Tehnika kontinuiranega merjenja togosti
Nanoindenter G200 (Agilent Technologies, ZDA) nam omogoca tudi uporabo tehnike
kontinuiranega merjenja togosti (angl. continuous stiffness measurement — CSM). CSM je
izboljSava klasi¢nega postopka nanoindentacije, saj nam omogoca kontinuirano merjenje
odvisnosti E in H od globine vtisa tekom procesa obremenjevanja materiala. To doseZzemo z
dinami¢nim nihanjem sile v obremenitvenem ciklu. Pri vsaki dolo€eni globini vtisa merimo
fazni zamik (slika 7). Pri nasih poskusih smo uporabili konico DCM (angl. dynamic contact
mechanics), ki zagotavlja boljSo locljivost pri visji frekvenci osciliranja (75 Hz) in je
minimalno ob¢utljiva na vpliv vibracij iz okolja. DCM-igla ima maso 150 mg in se uporablja

za natan¢no dolocanje mehanskih lastnosti na nanometrskem nivoju [20].

F (mIN)

globina vtisa (nm)

Slika 7: Prikaz modificirane CSM-metode nanoindentacije — sila v odvisnosti od globine vtisa
[20]
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Vrednosti mehanskih parametrov E in H pridobimo s pomo¢jo spodnjih izra¢unov:
K=" +KM+K, (enacba 2)

K — togost stika konice s povrsino vzorca

Ky — togost ogrodja nanoindenterja

Ks — togost blazilnih vzmeti

Togost vzorca (S) in dusenje ob kontaktu (Ds ) sta podana z ena¢bama 3 in 4:

-1

S = P L _KL (enacba 3)
—cos®— (K —me?) f
Z0
F . ,
D, o= Z—Sln O-D, o (enacba 4)
0

Pred meritvijo nastavimo vrednost vzbujevalne frekvence (w). Med meritvijo izmerimo
amplitudo vzbujanja (F,), premik amplitude (z,) in spremembo faznega osciliranja (@).

Faktorji duSenja D;,, K, K¢ in m pa so parametri aparature, ki jih doloCi proizvajalec [20].

E (elasticni modul) vzorca izratunamo iz enacbe 5:

— = sy 1 (enacba 5)

E; — elasti¢ni modul indenterja (za diamantni tip: Ej= 1141 GPa)

vi — Poissonovo razmerje indenterja (za diamantni tip: v; = 0,07)

Reducirajoci elasticni modul (Ey) je podan z enacbo 6.

S

E = ﬁ — (enacba 6)
28 A

A je projicirana kontaktna povrsina, f je konstanta, Ki je odvisna od geometrije indenterja. Ac

je dolo¢ena s pomocjo enacbe 8 [19].

A= f(h,) (enacba 7)

11
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P
h,=h., — g[%) (enacba &)
Iz razmerja sile (P) in projicirane kontaktne povrsine (Ac) izra¢unamo vtisno trdnost (H) [19].
P "
H=__ (enacba 9)
A

1.6. TOLBUTAMID

1.6.1. Mehanizem delovanja zdravilne ucinkovine

Tolbutamid (1-butyl-3-(4-methylphenylsulphonyl) urea, TB) je sulfonilse¢ninski peroralni
antidiabetik 1. generacije, ki se uporablja za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 2. TB stimulira
izlo¢anje inzulina iz pankreasa (trebusna slinavka). Je strukturno podoben acetoheksamidu,
klorpropamidu in tolazamidu. Zdravila v tem razredu se med seboj razlikujejo po odmerku,
hitrosti absorpcije, trajanju delovanja, mestu izlo¢anja in vezavnem mestu na njihovem
tarcnem receptorju B celic trebusne slinavke. Sulfonilse¢ninski antidiabetiki tudi zviSujejo
raven glukoze, zmanjsujejo jetrno glukoneogenezo in lahko povecajo Stevilo in obcutljivost
inzulinskih receptorjev. Zaradi svojega mehanizma delovanja, sulfonilse¢nine lahko
povzrocijo hipoglikemijo, kar lahko zahteva dosleden vnos hrane za zmanjSanje tega tveganja.
Tveganje za hipoglikemijo je vecje pri starostnikih, pri oslabelih in podhranjenih
posameznikih. TB se metabolizira v jetrih. TB in njegovi presnovki se izlo¢ajo z urinom (75—
85 %) in z blatom [21].

TB se v obliki tablete trzi pod blagovno znamko Orinase® [21].

1.6.2. Kristalna morfologija in polimorfizem zdravilne ucinkovine
Kemijska struktura TB je prikazana na sliki 8. TB obstaja v 4 polimorfnih oblikah, ki imajo T
taliSCa pri 127, 117, 106 in 88 °C. Polimorfne oblike TB se medsebojno razlikujejo po svojih
fizikalno-kemijskih lastnostih (morfologija kristalov, topnost, stabilnosti). Za TB je znacilen
konformacijski polimorfizem kot posledica razlicne prostorske ureditve benzilne skupine in
propilnega repa glede na ravnino S-N1-C8-N2-C9. Vrstni red stabilnosti polimorfnih oblik je
sledec: oblika I > oblika III > oblika II > oblika IV, pri ¢emer je oblika | najbolj stabilna
oblika pri sobnih pogojih. Vendar pa obstaja nekaj pomislekov glede stabilnosti polimorfov
pri sobnih pogojih. Poleg tega strukturni izvor polimorfizma pri TB ni znan, kar je dosledno

za pojasnitev notranje ureditve molekule TB v kristalnih strukturah razli¢nih polimorfov [22].

12
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propilni rep
para-metil substituiran sulfonilna osrednji del
benzenov obroc¢ skupina molekule
kemijska formula: C1» Hig N, O3 S
Slika 8: Strukturna formula zdravilne uc¢inkovine TB [22]
Polimorfne oblike 1-111 lahko pridobimo s postopkom kristalizacije iz raztopine, medtem ko

obliko IV s susenjem in razprSevanjem (angl. spray drying) [22].
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2. NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo ovrednotili vpliv konformacijskega polimorfizma izbrane
ZU tolbutamida na mehanske lastnosti orientiranih in posameznih kristalov oblik I in Il
Obnasanje pripravljenih polimorfnih oblik pod vplivom sile bomo ovrednotili z metodo
instrumentalnega nanovtiskovanja. Deformacijske lastnosti bomo dolocCili s pomocjo
Youngovega modula (E, merilo elasti¢nosti), vtisne trdnosti (H, merilo plasti¢nosti) in meje

plastic¢nosti (Py).

Prakti¢no uporabnost nanoindentacijskih rezultatov bomo ocenili na osnovi kompatibilnosti
TB-praskov oblik I in III. Za to bomo pripravili dvokomponentne zmesi ZU in drsila
(magnezijev stearat) ter jih stisnili na tabletirki pri naraséajocih tlakih stiskanja. Na osnovi
rezultatov (kompatibilnostni indeks) bomo ugotovili, katera polimorfna oblika ima
najustreznejSe lastnosti za proces tabletiranja. Namen bo prikazati odvisnost med parametri
procesa tabletiranja, mehanskimi lastnostmi tablet na eni strani in nanometrskimi, lokalnimi

deformacijskimi lastnostmi konformacijskih polimorfov tolbutamida.

V prvem delu magistrske naloge bomo pripravili polimorfne oblike TB s pomocjo
kristalizacije iz raztopine ob uporabi razlicnih topil oziroma z obarjanjem kristalov z

dodatkom netopila.

Za identifikacijo polimorfnih oblik TB bomo uporabili diferen¢no dinami¢no kalorimetrijo

(DSC) in X-zarkovno kristalografijo na posameznem kristalu.
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3. MATERIALI in METODE

3.1. MATERIALI
% Uporabljena zdravilna u¢inkovina:
» tolbutamid, > 99 %, Sigma — Aldrich, Nemcija.

% Uporabljena topila:
» acetonitril, > 99,9 %, J. T. Baker, ZDA,
» etanol, Ph. Eur. 5th, (96 %), Kefolab, Slovenija,
> diklormetan, > 99,8 %, EMSURE®, Merck, ZDA.

% Ostale uporabljene snovi:
» medij za dispergiranje: preciscena voda,
> povrsSinsko aktivna snov: Tween® 20, Sigma — Aldrich, Nemdija,

» antiadheziv: magnezijev stearat, Mg(Cis Hss O2), Lex, d. 0 .0., Slovenija.

3.2. NAPRAVE

+ Uporabljene naprave:

L)

> laboratorijska steklovina (¢ase, merilni valji, buce, hladilnik za kondenzacijo
par, petrijevke),

filter papir, Sartorius stedim, grade: 388,

tehtnica, Sartorius BP1200, Nemcija,

analitska tehtnica, Sartorius AX224, Nemcija,

magnetno mesalo, IKA, Nemcija,

laboratorijski su$ilnik SP - 45, Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija,
analitska tehtnica Mettler Toledo A6245, Svica,

diferen¢ni dinamicni kalorimeter Mettler Toledo DSC 1 Star®, Svica,
laserski difraktometer, Mastersizer S, Malvern, Velika Britanija,
nanoindenter, Agilent G2000, ZDA,

roc¢na hidravli¢na stiskalnica, Graseby Specac, Velika Britanija,

YV V.V V V V V V V VYV V

naprava za merjenje sticnega kota, Drop Shape Analysis System DSA 100
Contact Angle Meter KRUSS, Nem¢ija,
hidravli¢na tabletirka na udarec, Killian SP 3000, IMA, Nemcija,

Y VY

naprava za dolo€anje trdnosti tablet, Tablet hardness tester VK 200,
Vanderkamp, ZDA,

» kljunasto merilo z okroglim prikazovalnikom, Horex, Nemc¢ija.
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3.3. METODE

3.3.1. Instrumentalna nanoindentacija
Mehanske lastnosti (E in H) polimorfnih oblik TB smo vrednotili z instrumentalno
nanoindentacijo, pri ¢emer smo uporabili tehniko kontinuiranega merjenja togosti (angl.

continuous stifness measurement, CSM) [19].

Kot osrednji instrument, ki omogoc¢a nanoindentacijske meritve, je nanoindenter. Bistveni
sestavni deli nanoindenterja so visokolo€ljivostni generator sile, ki omogoc¢a kontrolirano
priblizevanje oziroma vtiskovanje konice indenterja v material, konica indenterja in
visokolocljivostni senzor, ki meri globino vtisa v materialu (slika 9). Obstaja ve¢ konic, ki se
med seboj razlikujejo po obliki in namenu uporabe. Najveckrat se uporablja Berkovicheva

konica, ki je tristrana diamantna prizma.

Magnet

Blazilne vzmeti

Merilnik premika

|

Konica indenterja
Vzorec

+«—— Pomic¢na mizica

Slika 9: Shematski prikaz nanoindenterja [23]

Tipicen rezultat meritve je predstavljen z grafom odvisnosti sile od globine vtisa (slika 5).

Princip delovanja nanoindenterja temelji na kontrolirani elektromagnetni obremenitvi konice,
ki jo dovajamo proti preiskovanemu vzorcu s pomocjo magneta in navitja nad
nanoindenterjem. Naprava nam omogoca natancen nadzor obremenitve in merjenje sile.

Merilno obmodje sile je od 10 nN (10 Newtnov) do 10 N [24].
Osnovni princip merjenja vkljucuje naslednje korake [25]:

1) konica indenterja se pribliza k povrSini vzorca, dokler ne pride do kontakta (konica

indenterja zaznava povrsino z vnaprej doloCeno togostjo stika);
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2) kontrolirana kompresija vzorca do predvidene maksimalne sile ali globine

deformacije;

3) dolocitev lezenja materiala pri maksimalni sili (konica indenterja stoji v materialu

10s);
4) kontrolirana dekompresija vzorca (cikel razbremenjevanja).

Najpogostejsi tip konice, ki se uporablja pri merjenju, je Berkovichev. Konice so obicajno
izdelane iz diamanta, saj je to material z visoko trdnostjo, toplotno prevodnostjo in kemic¢no

inertnostjo. Razli¢ni tipi konic so predstavljeni na sliki 10 [25].

Slika 10: Geometrija konic indenterjev: (a) stoZ¢asta oblika, (b) Berkovichev indenter

(tristrana piramida), (c) Vickersov indenter (Stiristrana piramida) [26]
Pri nasih meritvah smo uporabili DCM-CSM-tehniko nanoindentacije.

Dinamicno merjenje stika (angl. dynamic contact measurement, DCM) omogoca

karakterizacijo mehanskih lastnosti pri ultranizkih obremenitvah (maksimalna obremenitev:
10 mN). Ta moznost je izboljsala locljivost pri dolocitvi dejansko dosezene sile (locljivost

obremenitve: 1 nN) in globine vtisa (lo¢ljivost globine vtisa: 0,0002 nm) [25].

Kontinuirano _merjenje togosti (CSM) je ena izmed izboljSav Kklasicnega postopka
nanovtiskovanja. Pri tej tehniki kontinuirano merimo globino, medtem ko vzorec
obremenjujemo z manjsim dinami¢nim nihanjem signala sile in merimo fazni zamik pri vsaki

doloceni globini vtisa (najpogosteje na vsaka 2 nm). Tako lahko s pomoc¢jo CSM-tehnike
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doloc¢amo E in H iz obremenitvene krivulje in kot funkcijo globine vtisa. Opisana tehnika nam
ponuja nekaj prednosti. Z njo lahko kontinuirano spremljamo mehanske lastnosti kot funkcijo
globine, kar je pomembno pri analizi heterogenih vzorcev. Ker osnovne koli¢ine mehanskih
lastnosti pridobimo iz obremenitvene krivulje, je ¢as analize znacilno skrajSan. Omogoc¢a nam
tudi zelo natancno dolocCitev tocke kontakta konice indenterja s povrSino vzorca, kar je

pomemben korak pri analizi ve¢ine podatkov, pridobljenih z nanovtiskovanjem [19].
Enacbe izracuna E in H so predstavljene v uvodnem poglavju 1.5.2. (enacbi 5 in 9).

Deformacijske lastnosti kristalov smo ovrednotili s pomoc¢jo parametra meje plasti¢nosti
(angl. yield pressure, Py) in tudi njegovega razmerja s H in E. Vrednosti Py dobimo z uporabo
enacbe 10 [27]:

H =0,07+0,6In E (enacba 10)
Py Py

ey

deformirati. S pomoc¢jo Py lahko materiale razdelimo na Zzilave (nizek Py: izrazita povrsina pod
obremenitveno krivuljo) in krhke (visok Py: minimalna povrsina pod obremenitveno krivuljo,

ki jo spremlja lom oziroma fragmentacija materiala) [27].

3.3.2. Diferencna dinamic¢na kalorimetrija (DSC)
Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (angl. differential scanning calorimetry, DSC) je
eksperimentalna analizna tehnika za merjenje koli¢ine energije (toplote), ki jo vzorec porabi
ali sprosti, medtem ko ga segrevamo, ohlajamo ali vzdrZujemo pri nadzorovanem
temperaturnem reZimu. Meritve temeljijo na ohranjanju temperaturnega razmerja med
lon¢kom z vzorcem in referencnim lon¢kom brez vzorca. Do spremembe v toplotnem toku
pride zaradi termic¢nih efektov, pri katerih se toplota spro$¢a (eksotermna reakcija, npr.
gorenje, rekristalizacija) ali porablja (endotermna reakcija, npr. taljenje kristalov ZU).
Integracija povrsine pod krivuljo je energija, ki se v procesu sprosti ali porabi in jo izrazimo
kot spremembo entalpije (4H). Rezultat termi¢ne analize je diagram toplotnega toka v
odvisnosti od temperature, ki ga imenujemo termogram. Na podlagi zaznanih termi¢nih
efektov in sprememb entalpij je mogoce okarakterizirati obnasanje vzorca med segrevanjem

in ohlajanjem [28].
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V farmacevtski industriji DSC najveckrat uporabljamo za S§tudij polimorfizma ZU,
identifikacijo polimorfov in spremljanje faznih prehodov ter za detekcijo amorfnega stanja v
snovi (dolocanje T steklastega prehoda) [28].

3.3.3. X-Zarkovna difraktomerija posameznih kristalov (SCXRD)
X-zarkovna difraktomerija posameznih kristalov (angl. Single Crystal X-Ray Diffraction,
SCXRD) je metoda za orientacijo in identifikacijo kristalne celice razli¢nih kristalnih struktur.
Temelji na periodi¢ni urejenosti kristalov ter sipanju in interferenci rentgenskih zarkov na teh

periodi¢nih strukturah [29].

Pri rentgenski difrakciji uporabljamo rentgenske zarke, ki so elektromagnetno valovanje z
valovno dolzino obi¢ajno med 0,5 in 2,5 A. Fotoni teh Zarkov padejo na kristal, na razli¢ne
nacine interagirajo z elektroni in se med drugim tudi sipajo na njih. Zaradi periodi¢nosti
kristala med sipanjem pride do interferenc. V dolocenih smereh pride do ojacitve, v drugih
smereh pa do oslabitve elasti¢nih sipanih zarkov.

Pri dani valovni dolzini 4 dobimo iz ene druzine kristalnih ravnin natanko en uklon pri kotu
20, ta kot pa je enoli¢no dolo¢en z valovno dolzino in dyy. Kristal mora biti orientiran tako,
da primarni Zarek pada na druZino kristalnih ravnin pod kotom @ (le-ta je dologen z dnki te druZine

ravnin). To je Braggov pogoj (grafi¢na predstavitev je na sliki 11) [29, 30].
n-A=2d-sin® (enacba 11)
Kjer je:
A —valovna dolZina rentgenskih Zarkov,
n — celo stevilo in

d —razdalja med ravninami v Kkristalni mreZi.
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sipani
Zarki

vpadajoci
Zarki

kristalna
mreza

Slika 11: Geometrija Braggove enacbe (d je razdalja med plastmi, € je kot uklona) [32]

Monokristalni difraktometer je tako kot difraktometer za rentgensko praskovno difrakcijo
sestavljen iz rentgenske cevi, nosilca vzorca in detektorja. Za monokristalno rentgensko
difrakcijo uporabljamo monokromatske rentgenske Zarke, pridobljene ob izbijanju elektronov
iz K-lupine (Kq1 in Kgp). Valovna dolzina rentgenskih zarkov je odvisna le od anodnega
materiala, ki je pri SCXRD najbolj pogosto Mo z valovno dolZino Kq = 0,7107 A, redkeje pa
tudi Cu z valovno dolzino Ky = 1,5419 A. Na sliki 12 je shematsko prikazan monokristalni
difraktometer s $tirimi gniometrskimi glavami. Te §tiri glave predstavljajo $tiri kote (20, X,

@, Q), ki definirajo razmerje med kristalno mrezo, primarnim Zarkom in detektorjem [33].

Za SCXRD so primerni le nepoSkodovani, opti¢no Cisti kristali dimenzij 150-250 pym. Za

analizo lahko uporabimo tudi lomljene delce vecjega monokristala [33].

¢ rotation

*
diffracted
heam

" 2@ rotation

Slika 12: Shematski prikaz zgradbe monokristalnega difraktometra [33]
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3.3.4. Laserska difrakcija (LD)
Laserska difrakcija (LD) je danes Siroko uporabljena metoda za dolocevanje velikosti delcev
in omogoca merjenje velikosti delcev v razliénih farmacevtskih oblikah (praski, prsila,
suspenzije, emulzije) odvisno od uporabljene opreme. Primerna je za merjenje Sirokega
razpona velikosti delcev (0,02-3500 pum) in majhnih koli¢in vzorca (nekaj mg do nekaj g).
Instrumenti omogoc¢ajo merjenje samih praskastih substanc v toku zraka (metoda »dry«) ali
substanc, dispergiranih v vodnih ali nevodnih medijih, oziroma topil (metoda »wet«). Sistem

klasi¢nega instrumenta sestavlja (slika 13) [34]:

» laser kot izvor monokromatske svetlobe (rde¢a He — Ne svetloba z A = 638 nm za
delce, vecje od 1 um, in modra svetloba z A = 466 nm za delce, manjse od 1 um);

» pretocna celica (enota za pripravo vzorca), kjer skozi vzorec potuje laserski zarek;

> sistem optike in detektor — plosc€ica iz svetlobno obcutljivega silicija, na kateri je veé
manjs$ih detektorjev (optimalno od 16 do 32), ki pretvorijo svetlobni signal v
elektri¢nega,

» osrednji (centralni) detektor, ki na podlagi razlike med izmerjeno najvecjo intenziteto
laserskega zarka in intenziteto svetlobe, ki so jo sipali delci, izra¢una opti¢no

koncentracijo delcev (angl. obscuration).

Large angle

detectors
EBlue light i £ 2
Source 4 -
-1.- —— __,_"':—'—'___.
- ‘ e — _. Focal plane
d— T detec tor
Red light
SOUPC & - N:‘" \.
L ®
-
Back scatber
detectors

Slika 13: Shema instrumenta LD [35]

Osnovni princip merjenja velikosti delcev z LD temelji na predpostavki, da so delci sfere. Pri
LD se vpadni zarek valovne dolzine 638 nm (rdeca svetloba) oziroma 466 nm (modra
svetloba) na povrSini delca razprsi pod razliénimi koti. Pri vecjih delcih je kot sipanja manjsi,
medtem ko je pri manjSih laserska svetloba bolj razprSena (ve¢ji koti, manjSa intenziteta
svetlobe) [34]. Sipanje svetlobe pri nizji valovni dolzini je bolj intenzivno kot pri vi§ji, saj je
intenziteta sipane svetlobe premo sorazmerna s Sesto potenco velikosti delca in obratno

sorazmerna s Cetrto potenco valovne dolzine [36]. RazprSeni vzorci svetlobe, ki jih zaznajo
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detektorji, se nato prek opti¢no-matemati¢cnega modela pretvorijo v volumsko porazdelitev
[36].

Kot vsaka druga analizna tehnika pa ima tudi LD svoje omejitve. Pri analizi velikosti in
porazdelitvi velikosti delcev je za zagotovitev kakovostnih rezultatov zelo pomembno, da je
vzoréenje vzorca za analizo reprezentativno, kar je opazno predvsem pri vzorcih, ki vsebujejo
delce, vecje od 70 pm. Vegji delci namre¢ zavzamejo veéji volumen v primerjavi z manjS$imi
(en 100 um delec zavzame enak volumen kot milijon 1 um delcev in tako poda enak odziv na

detektorju), kar ima lahko za posledico velika odstopanja v rezultatih [36].

Na natanc¢nost rezultatov pa odloCilno vpliva ustrezna izbira disperznega medija in
koncentracija vzorca oziroma merjenih trdnih delcev v disperznem mediju. Pri t. i. »mokrih«
metodah je kljuéna izbira optimalnega medija/topila, v katerem delci dispergirane substance
ne smejo med analizo raztapljati oziroma obarjati. Pomembna je tudi koncentracija vzorca, ki
ne sme biti previsoka, da med meritvijo ne pride do veckratnega razprsevanja svetlobe (angl.

multiple scattering), kar ima za posledico lazen pomik rezultatov k nizjim vrednostim [37].

3.3.5. Direktno tabletiranje
Tablete pripravimo tako, da osnovne delce praska s stiskanjem prisilimo v tak$no blizino, da
med njimi pride do povezave v porozno, trdno obliko z definirano geometrijo. Proces

stiskanja tablet na tabletirki na udarec lahko razdelimo na tri stopnje [38]:

1) polnjenje matricne vdolbine: v tej fazi je spodnji pecat v najniZzjem polozaju in s tem

dolo¢a volumen zmesi v matricni vdolbini, kar posledi¢no dolo¢i maso tablete. Polnjenje
matri¢ne vdolbine je volumetri¢no, kar pomeni, da za zagotavljanje enakomerne mase

tablet potrebujemo dobro preto¢no zmes za tabletiranje;

2) stiskanje tablet: v tej fazi se zgornji pecat spusti in vstopi v matri¢no vdolbino, kjer stiska

prasek, dokler ne nastane tableta. Med fazo stiskanja lahko spodnji pecat miruje ali pa se
pomika navzgor. Ko dosezemo nastavljeno silo stiskanja, ki smo jo dolocili z hodom

zgornjega pecata, se zgornji pecat zacne odmikati in sledi dekompresijska faza;

3) izmet tablete: do izmeta tablete pride zaradi pomikanja spodnjega pecata, ki se pomakne
do zgornjega nivoja matri¢ne vdolbine. Tableto nato odstranimo z matricne mizice

tabletirke s pomocjo posnemala, s ¢imer je proces tabletiranja zakljucen.
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zgornii pedat l l
polnilni ¢olnic¢ tableta
matri¢na miza Y‘\ {

matricna =
vdolbina
spodnji pecat

polnjenje stiskanje izmet

Slika 14: Stopnje stiskanja tablet na tabletirki na udarec [39]

Na izbiro nacina priprave zmesi za tabletiranje vplivajo lastnosti ZU in nacin spro$¢anja, ki ga
zelimo dosec¢i. Glede na izbran postopek prilagodimo izbiro pomoznih snovi. Zmes za

tabletiranje lahko pripravimo na tri razlicne nacine, in sicer [40]:

1. direktno tabletiranje,
2. tabletiranje z vlaznim granuliranjem,
3. tabletiranje s suhim granuliranjem.

Na splosno metoda direktnega tabletiranja vkljuuje neposredno stiskanje tabletirne zmesi
brez koraka granulacije pod pogojem, da mora imeti zmes za tabletiranje ustrezne preto¢ne

lastnosti in stisljivost [41].
Prednosti direktnega tabletiranja so [42]:

» manjse Stevilo operacij od izhodnega do kon¢nega izdelka (nizji stroski),

» manjse tezave s stabilnostjo (v primeru termolabilnih in na vlago obcutljivih ZU).
Slabosti direktnega tabletiranja so [41]:

razslojevanje 0z. segregacija,
nizek dilucijski potencial (najvi§ja koli¢ina ZU, ki jo Se lahko stisnemo v tableto),

majhna nasipna gostota (tablete so lahko po stiskanju pretanke),

YV V VYV V

enakomernost vsebnosti je v vecini primerov kritiCen parameter (slabe pretocne

lastnosti).
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3.3.6. Kompatibilnost
Kompatibilnost praskastih materialov pomeni njihovo sposobnost, da tvorijo koherentne,

mocne kompakte (tablete) [42].

Kompatibilnost zmesi za tabletiranje vrednotimo s kompatibilnostnim profilom (slika 15).
Gre za odvisnost natezne trdnosti tablet od tlaka stiskanja tablet (enacba 12). 1z tega diagrama
je mozno izracunati naklon premice (C,), ki predstavlja merilo kompatibilnosti zmesi za
tabletiranje. Ve¢ja kot je vrednost naklona, bolj kompatibilna je zmes za tabletiranje (43).

oc=C,xP+b (enacba 12)

o natezna trdnost [MPa ali N/mm?]
Co konstanta kompatibilnostnega diagrama
P tlak stiskanja tablete [MPa]

konstanta, dobljena iz presecisca ekstrapoliranega dela premice z ordinato

natezma trdnost tablet

tlak stiskanja

Slika 15: Kompatibilnostni diagram (1) zmesi (11 — krivulja v primeru laminacije ali tvorbe
kapic) [44]

Za izraCun natezne trdnosti okroglih tablet z ravnimi ploskvami uporabljamo sledeco enac¢bo
[45]:

o= 7[2 dF h 1n
o natezna trdnost tablet [N/mm?ali MPa]

F sila, potrebna za lom tablete (trdnost tablete) [N]

d premer tablete [mm]

h debelina tablete [mm]

24



Mensud Omerovic Magistrska naloga

3.3.7. Mocljivost in dolocanje sticnega kota 7 metodo sedece kapljice
Mocljivost je definirana kot sposobnost tekocine, da se razprostira po povrsini trdne ali tekoce

snovi, ki v njej ni topna oziroma se z njo ne mesa [46].

Merilo za mocljivost trdnih snovi je sti¢ni kot oziroma kot mocenja (), ki ga geometrijsko
opiSemo s tangento na povrsino kapljevine ob stiku s trdno snovjo. Sti¢ni kot lahko zavzame
vrednosti med 0 in 180". Pri 0" kapljevina popolnoma mo¢i trdno snov, pri 180 pa pride do

popolnega nemocenja [46].

Na sliki 16 so predstavljene sile, ki delujejo na kapljico teko¢ine na povrsini trdne snovi.
PovrSinska energija trdne snovi (ysg) povzroCa razprostiranje Kkapljice, temu procesu pa
nasprotujeta medfazna energija med trdno snovjo in tekocino (ys.) ter komponenta povrSinske

napetosti tekocCine (y.g - cosd) [46].

Slika 16: Ravnovesje sil, ki jim je izpostavljena kapljica teko¢ine po nanosu na trdno

povrsino [47]

Odvisnost sti¢nega kota od medfaznih napetosti med trdno, tekoco in plinasto fazo opisuje

Young-Duprejeva enacba [46]:

Yse ~VsL =71c *COSO (enacba 18)
C sticni kot ali kot mocenja [°]
VsG povrsinska energija trdne snovi
YsL medfazna napetost med tekocino in trdno snovjo
YLV povrsinska napetost tekoc¢ine
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Sti¢ni kot kapljice na povrsini trdne snovi lahko dolocimo s pomoc¢jo metode sedece kapljice,

in sicer na dva nacina:

1) Staticna metoda Sedece kapljice: na horizontalno povrSino trdne snovi kanemo

kapljico kapljevine, znane povrSinske napetosti. Kapljica na povrSini mora imeti
premer 2—6 mm, saj v tem obmocju stati¢ni sti¢ni kot ni odvisen od premera kapljice,
ampak od Casa. Zato je stati¢ni sti¢ni kot bolj primeren za opisovanje ¢asovno odvisne

spremembe na povrsini [48].

e

shortly after drop formation after 60 seconds

Slika 17: Shematski primer spremembe sti¢nega kota v Casu [49]

2) Dinamicna metoda sedece kapljice: merimo nara$cajoci ali pojemajoci sti¢ni kot. Za

merjenje narasc¢ajocega sticnega kota na trdno povrsino nanesemo kapljico premera 1—
2 mm s pomoc¢jo injekcijske igle, ki med meritvijo ostane v kapljici. Z nadaljnjim
dovajanjem kapljevine skozi iglo se volumen kapljice na povrsini povecuje in s tem se
Siri sti€na povrSina med trdno fazo in kapljevino. Meritev sti€nega kota se izvede v
Casu, ko se sticna povrSina povecCuje (slika 17). Za merjenje pojemajoCega stinega
kota kanemo relativno veliko kapljico (priblizno 6 mm) kapljevine na trdno povrsino.
Igla ostane v kapljici in nato za¢nemo vleci kapljevino nazaj, da se kapljici manjSa
volumen in posledi¢no se manjSa tudi sti¢na povrSina kapljice s trdno fazo. Meritev
sticnega kota ponovno izvedemo takrat, ko se spreminja povrSina med kapljevino in
trdno fazo (slika 18) [48].

(a)

(b)

Slika 18: Prikaz merjenja narascajocega (a) in pojemajocega (b) sticnega kota [50]

26



Mensud Omerovic Magistrska naloga

4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1. PRIPRAVA POLIMORFNIH OBLIK TOLBUTAMIDA (TB)

Polimorfni obliki TB (oblika I in oblika I11) smo pripravili s postopkom kristalizacije iz
raztopin ob uporabi Cistih topil. Kot izhodni ZU za pripravo polimorfnih oblik je bil
uporabljen TB (> 99 %, Sigma — Aldrich, Nem¢ija), ki je bel kristalini¢en prasek. TB je topen
v organskih topilih, kot sta aceton in metanol, vendar je netopen v vodi. TB je obcutljiv na

svetlobo in ima talis¢e med 128 in 131 °C.

4.1.1. Priprava oblike |

V buco smo natehtali izhodno ZU (2,50 g) in ji pri sobni temperaturi s pipeto dodali ¢isti
acetonitril (10 mL) (> 99, 9 %, J. T. Baker). Zmes v buci smo nato segrevali do refluksa (T =
82 °C) oz. do trenutka, ko se je ves TB raztopil v topilu. Po kon¢anem postopku smo buco z
vro¢o raztopino pokrili s parafilmom in jo pustili ohlajati pri sobni temperaturi do nastanka
kristalov (¢as nastanka kristalov je 4 dni). Ohlajeno raztopino smo prefiltrirali skozi lij z
gubanim filter papirjem (Sartorius stedim, grade: 388) in nastale kristale posusili v
vakuumskem suSilniku (Tsuenja = 40 °C, Cas suSenja = 2 uri) z namenom odstranitve
rezidualnega topila. Kristali oblike I imajo kristalno morfologijo v obliki prizme (kristal z
veliko ploskvami).

4.1.2. Priprava oblike 111
V buco smo natehtali izhodno ZU (2,50 g) in ji pri sobni temperaturi dodali meSanico topil
(25 mL) iz etanola (96 %, Kefolab, Slovenija) in diklormetana (> 99,8 %, EMSURE®, Merck)
v razmerju 1,2 : 1. Raztopino v bué¢i smo nato segrevali ob refluksu (T = 72 °C) oz. do
trenutka, ko se je ves TB raztopil v topilu. Po kon¢anem postopku smo buco z vzorcem
pokrili s parafilmom in jo pustili ohlajati pri sobni temperaturi do nastanka kristalov (Cas
nastanka kristalov je 7 dni). Ohlajeno raztopino smo prefiltrirali skozi lij z gubanim filter
papirjem (Sartorius stedim, grade: 388) in nastale kristale posusili v vakuumskem suSilniku
(Tsuzenja = 40 °C, cas suSenja = 2 uri) z namenom odstranitve rezidualnega topila. Kristali

oblike I11 imajo kristalno morfologijo v obliki ploséic.
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4.2. METODE VREDNOTENJA POLIMORENIH OBLIK
TOLBUTAMIDA (TB)

4.2.1. Vrednotenje polimorfnih oblik TB z diferencno dinamicéno kalorimetrijo (DSC)
Zacetno identifikacijo polimorfnih oblik TB smo ovrednotili z DSC-instrumentom (Mettler
Toledo DSC 1, Svica), prikazanem na sliki 19. DSC-krivulje 0z. termograme smo analizirali s
programsko opremo STAR® Software v9.30, kjer smo dologevali temperaturo taljenja vzorcev

in talilne entalpije termogramskih vrhov.

Vzorce za DSC-analizo smo pripravili tako, da smo natehtali ~ 4 mg posamezne polimorfne
oblike TB v aluminijaste lon¢ke. Vsi lon¢ki so bili zaprti in preluknjani pred izvedbo analize.

Pogoji, pri katerih smo izvajali DSC-analize polimorfnih oblik TB, so bili slede¢i:

» temperaturno obmocje: T = 25-200 °C,
> hitrost segrevanja: v = 10 °C/min.,
» pretok No: @ = 30 mL/min.

Slika 19: Mettler Toledo DSC 1 [51]
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4.2.2. Vrednotenje Kkristalne strukture polimorfnih oblik TB 2z X-Zarkovno
difraktometrijo na posameznem kristalu (SCXRD)

Kristali polimorfnih oblik I in Il so pozorno opazovani pod stereomikroskopom, da bi
ugotovili pravilnost razvitih ploskev za orientacijo. Difrakcijski podatki pripravljene
polimorfne oblike so pridobljeni na vsakem orientiranem Kristalu na Agilent SuperNova
difraktometru pri sobni temperaturi. Indeksiranje vsakega kristala smo opravili pred izvedbo
nanoindentacijskih meritev s pomocjo programske opreme CrysAlis PRO software (CrysAlis
PRO. Agilent Technologies UK Ltd., Yarnton, UK).

Slika 20: Agilent SuperNova difraktometer [52]

4.2.3. Vrednotenje mehanskih lastnosti  polimorfnih  oblik TB z metodo
instrumentalnega nanovtiskovanja

Mehanske lastnosti polimorfnih oblik TB (oblika I in oblika 111) smo ovrednotili s pomo¢jo

nanoindenterja Agilent G200 (Agilent, ZDA, slika 21), pri ¢emer smo uporabljali tehniko

kontinuiranega merjenja togosti (CSM). Meritve z nanoindenterjem smo opravili na

Naravoslovnotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani, Oddelek za metalurgijo in materiale.

Orientirane kristale obeh polimorfnih oblik smo s pomo¢jo dvokomponentne cianoakrilatne

smole (UHU plus sofortfest, Baden, Nemcija) pritrdili na krovna stekelca.

Za doloCevanje mehanskih lastnosti smo uporabili Berkovichev indenter, ki ima obliko
tristrane piramide. Vsi preizkusi so bili izvedeni v CSM-nacinu, pri ¢emer smo kontinuirano

spremljali odvisnost E in H od globine vtiskovanja konice v preiskovani vzorec.
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Pogoji, pri katerih smo izvajali meritve na kristalih TB, so bili sledeci:

amplituda nihanja: 1 nm,
frekvenca nihanja: 75 Hz,
maksimalna globina vtisa: 800 nm,

Poissonovo razmerje: 0,3,

YV V. V VYV V

E in H smo izracunali kot povpre¢je vrednosti pri globini vtisa med 200 in 750 nm.

Za vsako polimorfno obliko TB smo opravili meritve na vsaj 2 kristalih. Na vsakem vzorcu
kristalov TB smo opravili po najmanj 15 poizkusov. Za obdelavo podatkov je bila uporabljena

Oliver-Pharrova teorija.

Slika 21: Nanoindenter Agilent G200 [53]

4.2.4. Vrednotenje porazdelitve velikosti delcev polimorfnih oblik TB z lasersko
difrakcijo (LD)
Porazdelitev velikosti delcev obema polimorfnima oblikama TB smo izmerili s pomocjo
laserskega difraktometra (Mastersizer S, Malvern, Velika Britanija), prikazanega na sliki 22.
Kot rezultat meritev smo podali vrednosti Dig, Dsp in Dgg. Gre za volumsko porazdelitev

velikosti delcev, kjer D1o, Dsg in Dgg pomenijo:

» Dio: 10 % delcev, manjsih od dolocene vrednosti,
» Dso: 50 % populacije pod doloceno vrednostjo,

» Dgo: 90 % delcev, manjsih od dolocene vrednosti.
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Za dolocitev porazdelitve velikosti delcev polimorfnih oblik TB je bilo treba najprej pripraviti
disperzijo. Obliko I smo dispergirali v precis¢eni vodi z dodatkom 2 kapljic 0,1-odstotne
raztopine povrSinsko aktivne snovi, Tween® 20 (polioksietilensorbitan monolaurat,
CssH114026). Suspenzijo smo izpostavili ultrazvoku za 2 minuti, da bi se izognili morebitnemu
nastanku aglomeratov. Pri pripravi disperzije za obliko Il pa uporaba Tween® 20 ni bila

potrebna zaradi boljse mocljivosti. Vse poskuse smo izvedli v treh ponovitvah.

Slika 22: Mastersizer S, Malvern [54]

4.2.5. Dolocanje sticnega kota z metodo sedece kapljice
Sticni kot tabletkam, ki smo jih izdelali s pomocjo rocne hidravli¢ne stiskalnice (Graseby
Specac, slika 23), smo dolo¢ili z napravo Contact Angle Meter KRUSS (slika 24), ki je
opremljena z racunalniskim programom Drop Shape Analysis System DSA 100. Metoda, s

katero smo dolocali sti¢ni kot, je bila metoda sedece kapljice.

Slika 23: Ro¢na hidravli¢na stiskalnica, Graseby Specac [55]

Tablete za doloCanje sti¢nega kota smo pripravili tako, da smo natehtali priblizno 200 mg

praska (oblika I in oblika IIl) in ga stiskali 10 sekund s silo 5 ton. Na tableto smo z
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vV v

injekcijskim delom naprave kapnili po 1 uL pre¢is¢ene vode (testna raztopina). Kapljico na
povrsini tablete smo slikali z vgrajeno kamero, pri ¢emer smo poskrbeli, da je bila kapljica na
sliki ustrezno osvetljena in izostrena. S pomocjo racunalniskega programa smo z metodo

sedece kapljice dolo¢ili sti¢ni kot (metoda Young-Laplaceovega prileganja).

Slika 24: Naprava za merjenje sti¢nega kota, Drop Shape Analysis System DSA 100 Contact
Angle Meter KRUSS [56]

4.2.6. lzdelava tablet tolbutamida
Tabletirali smo z metodo direktnega tabletiranja na tabletirki na udarec (Kilian SP 300, IMA)
s t. I. koratnim nadinom tabletiranja, s ¢imer smo re§ili problem omejene koli¢ine zmesi,
zagotovili enakomernost mase izdelanih tablet in stiskali tablete strojno, tj. s kontrolirano
hitrostjo. Zmes za tabletiranje je predstavljala meSanica TB (oblika I/II) in 1,5 %
magnezijevega stearata. Masa tablete je bila 500 mg. Hitrost tabletiranja smo vedno nastavili
na 35 tbl/min. Uporabljali smo okrogle, ravne peCate premera 12 mm. Sile, pri katerth smo

stiskali tablete, so navedene preglednici IV v poglavju 5.1.6 (preglednica 8).
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Slika 25: Hidravli¢na tabletirka na udarec, Killian SP 300, IMA [57]

4.2.7. Dolocanje trdnosti tablet in merjenje njihovih dimenzij, kompatibilnostni
diagram
S pomocjo Kljunastega merila z okroglim prikazovalnikom (Horex) smo vsaki tableti iz obeh

serij izmerili dimenzije (debelina in premer) na 0,005 mm natané¢no.

Trdnost tablet smo vrednotili z izraCunom natezne trdnosti tablet. Izracun poleg sile, ki je
potrebna za lom tablete pri diametralni obremenitvi, uposteva tudi dimenzije tablete po izmetu
(enacba 12). Vrednosti nateznih trdnosti smo uporabili pri konstrukciji kompatibilnostnega
diagrama ali lo¢eno pri vrednotenju tablet, stisnjenih z enakim tlakom. Polimorfne oblike TB
smo stiskali pri silah med 1 in 32 kN. Pri izbranih tockah smo izdelali vsaj 3 tablete, katerim
smo ovrednotili dimenzije in diametralno trdnost (Tablet hardness tester VK 200,

Vanderkamp).

Slika 26: Naprava za dolocanje trdnosti tablet, Tablet hardness tester VK 200, Vanderkamp
[57]
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5. REZULTATI in RAZPRAVA

5.1. VREDNOTENJE POLIMORFNIH OBLIK TOLBUTAMIDA (TB)

5.1.1. Diferencna dinamic¢na kalorimetrija (DSC)
Z DSC smo dolocili polimorfni obliki TB (oblika I in oblika I11), pripravljeni s postopki
kristalizacije iz raztopin v razli¢nih topilih.
Primera termogramov TB I in Il sta prikazana na DSC-termogramu (slika 27). Istovetnost
pripravljenih polimorfnih oblik (oblika I in oblika 111) smo primerjali s termogrami iz

literaturnih podatkov [22].

——TB oblika |
——TB oblika lll
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Slika 27: DSC-termogram polimorfnih oblik TB (oblika I in oblika I11)

Na termogramu za TB obliko I opazimo dva vrhova: endotermni vrh pri T = 39,6 °C (Tprehoda)
in endotermni vrh pri T = 127,4 °C (T uisca)- Prvi vrh je pripisan kinetiénemu reverzibilnemu
polimorfnemu prehodu oblike 1. v obliko Iy, drugi vrh pa oznacuje taljenje oblike In.

Izmerjene vrednosti T, Oblike | se ujemajo z rezultati iz literature (T 500 = 128 °C).

Na termogramu za TB obliko III detektiramo endotermni vrh pri T = 101,5 °C (Tprenoga) IN
taljenje oblike Iy pri T = 126.6 °C (T aiisca)-

Z uporabo Hessejevega toplotnega zakona (enacba 20) skupno entalpijo procesa (4Hprocesa)

izratunamo s seStevanjem entalpije prehoda (4Hprenoda) In talilne entalpije (4 Hzaljenja):
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AH

procesa

=AH +AH

prehoda taljenja

(20)

Preglednica 1: Eksperimentalne DSC-vrednosti in DSC-vrednosti iz literature za obe

polimorfni obliki TB

Tprehoda Ttaliﬁéa AH, prehoda 4H, taliséa AH, procesa
Polimorfi TB [°C] [°C] [J/g] [J/g] [J/g]
oblika I (eksperimentalne vrednosti) 396 1274 84 -98.6 107.0
oblika I (vrednosti iz literature) 40 128 81 951 103.2
oblika I11 (eksperimentalne vrednosti) 1015 1266 6.6 98,6 105.2
oblika I11 (vrednosti iz literature) 106 128 6.4 947 1011

Eksperimentalni podatki za T faznih prehodov in taljenja ter njihove entalpije se ujemajo z

literaturnimi podatki. Prehod oblike 111 v obliko | govori, da je najbolj stabilen polimorf

oblike I.

5.1.2.

Instrumentalna nanoindentacija

Mehanske lastnosti (E in H) pripravljenim polimorfnim oblikam TB smo dolo¢ili s pomo¢jo

in$trumenta za zaznavanje globine vtisa oziroma nanoindenterja. Vse meritve smo opravili na

orientiranih posameznih kristalih ustrezne kakovosti. Mehanske parametre smo dolo¢ili

kontinuirano v odvisnosti od globine vtisa (od 200 do 700 nm) s pomocjo tehnike DCM-

CSM. Deformacijski mehanizem kristalov TB smo ovrednotili na osnovi E (merilo

elasti¢nosti), H (merilo plasti¢nosti) in meje plasticnosti materiala (Py, merilo plasti¢nosti).
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Slika 28: Kvartilni diagram (angl. box plot) za vrednosti E in H polimorfnih oblik TB

Na Box plot grafih so prikazane vrednosti E in H za polimorfni obliki TB (oblika I in oblika
[11). Na osnovi rezultatov lahko zakljuc¢imo, da ima oblika I ve¢jo togost (vi§ji E) in trdnost
(H) v primerjavi z obliko Ill. Sipanje rezultatov na posameznih kristalih je povezano s
kakovostjo povrsine (prisotnost por oziroma povrSinskih lomov) in defektov v kristalni

strukturi. Vpliv defektov je posebej izrazen pri meritvah H materiala.

Preglednica 2: Vrednosti E in H, od¢itane iz Box plot grafov, za polimorfni obliki I in 111

(rezultati so predstavljeni kot mediana in interkvartilni rang — razlika med Qs in Q)

Parameter TBoblikal TB oblika Ill

E [GPa] 53+1,4 2,2+0,3
H [GPa] 230+ 90 155 +90

Predlog interpretacije deformacijskega mehanizma materialov sta poro¢ala Roberts in Rowe

na osnovi vrednosti Py in razmerij E/Py in H/P, [27].
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Preglednica 3: Vrednosti Py in njena razmerja z mehanskimi lastnostmi materialov

Py Mehanske o )
H [MPa] H/Py ) Deformacijski mehanizem
[MPa] [GPa] lastnosti
> 400 >1000 >15 2,2 trd, krhek fragmentacija
— plasti¢na deformacija, dolocen % plasticne
150400 >70 3,5
500 trd, zilav deformacije na sti¢nih tockah
fragmentacija, dolocen % plasti¢ne
60-200 160-600  5-15 2,4 y
zmerno trd, krhek deformacije na sti¢nih to¢kah
zmerno trd, krhek, nizja stopnja fragmentacije, plasti¢na
60-200 160-600 5-15 2,4-28 ) . o
zilav deformacija na sti¢nih to¢kah
60-200  160-600 5-15 3,0 zmerno trd, zilav plasti¢na deformacija
40-80  160-600 5-15 3,5 mehek, Zilav plasti¢na deformacija
mehek, zilav,
40-80 50-150 2-5 2,5-3,0
elasticen plasti¢na, elasti¢na deformacija
<40 <50 <2 1,5-2,0 viskoelasti¢en plasti¢na deformacija

Kadar je razmerje E/Pymed 10 in 25, je za materiale znacilna elasticna deformacija. Razmerje

E/Py med 25 in 30 je znacilno za krhke materiale. Kadar je razmerje E/Py nad 30, je za

materiale znacilna plasti¢na deformacija [27].

Preglednica 4: Vrednosti Py in njena razmerja s H in E za obe polimorfni obliki TB

Parameter TB oblika | TB oblika 111
P, [MPa] 91,89 73,48
E/P, 57,68 29,94
H/P, 2,5 2,45
Mehanske lastnosti Krhek/plasticen Zilav/elasti¢en

Na osnovi vrednosti Py in razmerij E/Py in H/Py za obe polimorfni obliki TB smo ugotovili, da

ima oblika | krhke/plasti¢ne lastnosti v primerjavi z obliko III, ki je Zilav in elasti¢en material.
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[ = Oblikal| e Oblika Il
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) 200 400 600 800
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Slika 29: Slike povrsin posameznih kristalov TB oblike I (a) in oblike 111 (b), posnetih z
nanoindeterjem, in graf krivulj sila stiskanja — globina vtisa (c)

Na sliki 29 sta prikazani povr$ini kristalov TB | in Il po nanoindentaciji. Krhke lastnosti
oblike I smo potrdili tudi na osnovi nastanka razpoke v vtisu, ki kaze na lomljenje kot nacin
deformacije materiala. Na drugi strani smo detektirali jasen piramidalni vtis ob deformaciji

oblike III, ki potrjuje njene plasti¢ne lastnosti.
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Slika 30: Strukturno pakiranje molekul, znacilno za obliko I (slika levo) in obliko 111 (slika
desno)

Na osnovi podatkov iz SCXRD ima oblika I (slika 30 levo) ortorombsko kristalno celico s
prostorsko skupino Pna21 in parametri a = 20; b = 7,9 in ¢ = 9 A. Za obliko III (slika 30
desno) je znacilna monoklinska osnovna celica s parametria =11,8,b=9,1inc=14,0ter =

104,6 in prostorsko skupino P21/n.

Pri nanoindentaciji oblike 1 smo mehansko obremenili ploskev »bc«, pri kateri so molekule
bolj gosto pakirane v formaciji »zig-zag«. 1z tega razloga oblika | izkazuje krhke lastnosti. Na
drugi strani smo pri nanoindentaciji oblike 11 stiskali ploskev »ac« (bolj razvita), pri kateri so
molekule dejansko vzporedne s to ploskvijo. Na ta nacin smo povzrocili plasti¢en tok v smeri

delovanja sile in pokazali, da ima oblika 11l predvsem plasti¢ne lastnosti.

5.1.3. Primerjava mehanskih lastnosti zdravilnih ucinkovin
Cilj raziskave mehanskih lastnosti kristalnih zdravilnih u¢inkovin je nastanek baze podatkov,

ki bi sluzila kot osnova za izbor ustreznega nacina formulacije oziroma procesiranja aktivnih
spojin. V trenutno bazo podatkov so vkljuene meritve, izvedene z instrumentalno
nanoindentacijo na orientiranih kristalih in pri enakem % deformacije (do 700 nm globine

vtisa). Kot je razvidno na osnovi slike 31, je razviden pozitiven trend med E in H.
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Slika 31: Trend med Youngovim modulom in vtisno trdnostjo za izbrane zdravilne

uéinkovine

Na osnovi slike 31 lahko razlikujemo 2 skupini kristalnih zdravilnih udinkovin: krhke
materiale, kot so famotidin A in B, olanzapin I, nifedipin in piroksikam, ter plasti¢ne

materiale, znacilne za sulfonilse¢ninske spojine (klorpropamid in tolbutamid).

5.1.4. Laserska difrakcija
Za potrebe dolocCitve kompatibilnosti polimorfnih oblik smo pripravljene kristale zmleli v
terilnici in jim dolocili velikost delcev. Za ta namen smo uporabili metodo laserske difrakcije.
Osnovni cilj mletja je bil zagotoviti priblizno enako velikost delcev oziroma izniciti razlike v

velikosti delcev, ki naj ne bi vplivale na kompatibilnostni profil.

Kot rezultate meritev smo podali vrednosti Djp, Dsp in Dgg (volumska porazdelitev), ki so
prikazane v preglednici 5. Za posamezno obliko smo opravili po 3 meritve in kot rezultat

podali povpreéno vrednost in standardno deviacijo (SD).

Preglednica 5: Volumska porazdelitev delcev polimorfnih oblik 1'in 111

porazdelitev velikosti delcev Dy fum]  sD Dso [um] SD Dgo [um] SD
oblika | 2,29 0,74 15,97 2,01 61,60 12,63
oblika I11 2,10 0,27 14,02 1,83 40,76 8,86
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Pri dolocitvi velikosti delcev oblike 1 smo v medij za dispergiranje dodali natrijev lavril sulfat,
da bi izbolj$ali mocenje in preprecili aglomeracijo delcev. Glede na slabSo mocljivost oblike I
v vodi je bila tvorba aglomeratov bolj izrazena, kar je rezultiralo v vecji variabilnosti

rezultatov (Dgp). Obe polimorfni obliki imata primerljive velikosti delcev po mletju.

5.1.5. Sticni kot
Preglednica 6: Vrednosti sti¢nih kotov tablet obeh polimorfnih oblik

tableta TB Sticni kot [°]
oblika I 67,7
oblika I11 32,3

70 = Tolbutamid Oblika I
e Tolbutamid Oblika Il
65-

60 -

=
B 55k
S 55
= apd
=
£ 30.'\‘&'-!—&
w
20 -
10
0 L L L ¥
0 5 10 15 20

Cas [s]

Slika 32: Sti¢ni kot tablet polimorfnih oblik TB v odvisnosti od ¢asa

Na osnovi rezultatov (preglednica 6 in slika 32) lahko obe polimorfni obliki razvrstimo v
hidrofilne snovi, saj je sti¢ni kot manjsi od 90°. Polimorfna oblika III ima bolj$o mocljivost
(32,3°) v primerjavi z obliko I (67,7°). Rezultat je tudi v skladu z literaturnimi podatki, Ki
govorijo tudi o vecji topnosti oblike 111 v primerjavi z obliko 1 [59].
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5.1.6. Direktno tabletiranje
Tablete TB smo izdelali z metodo direktnega tabletiranja s pomoc¢jo hidravli¢ne tabletirke na
udarec. Za posamezno serijo smo pripravili po dvanajst 500-miligramskih tablet (serija I in
serija I1). Tabletirna zmes je bila pripravljena iz stisnjenega praska polimorfne oblike (98,50

ut./ut. %) in magnezijevega stearata kot antiadheziva (1,50 ut./ut. %).

Preglednica 7: Sile stiskanja, tlak stiskanja in mase tablet

Neablet Ftiskanja  Pstiskanja F Miablete Neablet Ftiskanja  Pstiskanja Miablete
(oblikal) [N [MPa] [ [mgl  (oblikall)  [kN]  [mPa]  [NJ [ma]
1 0,9 7,958 7,2 498,6 1 0,6 5,305 9,1 487,7
2 1,0 8,842 9,0 491,3 2 0,7 6,19 9,3 496,2
3 3,2 28,29 284  497,0 3 1,2 10,61 12,9 499,6
4 3,5 30,95 334 501,7 4 1,2 10,61 19,2 496,9
5 7,9 69,85 57,0 496,5 5 2,2 19,45 24,8 496,3
6 8,1 71,62 54,4 4952 6 2,2 19,45 26,9 497,6
7 13,4 118,5 68,5 4951 7 53 46,86 51,1 498,6
8 14,4 127,3 65,1  490,6 8 53 46,86 46,0 495,1
9 22,6 199,8 80,4 4932 9 84 74,27 52,3 487,0
10 23,2 205,1 75,4 4951 10 10,1 89,3 53,9 500,5
11 27,8 245,8 67,8 4759 11 10,5 92,84 59,4 484,6
12 32,4 286,5 76,5 4933 12 14,1 1247 55,4 495,9

Trdnost izdelanih tablet smo ovrednotili z izraCunom natezne trdnosti tablet (enacba 12).
Vrednosti nateznih trdnosti smo uporabili pri konstrukciji kompatibilnostnega diagrama

(natezna trdnost v odvisnosti od tlaka stiskanja).

V preglednici 8 so prikazane izmerjene dimenzije (debelina in premer) v. mm in trdnosti v N

ter izra¢unane vrednosti natezne trdnosti v MPa.
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Preglednica 8: Dimenzije in natezne trdnosti tablet za obliki I 'in 111

Niablet h - - E - Niablet d h - - = -
(oblika Fstlskanja (oblika Fstlskanja
) [mm]  [mm] [kN] [N] [MPa] iy [mm]  [mm] [KN] [N] [MPa]
1 12,05 4,62 0,9 7,2 0,00823 1 11,96 4,66 0,6 9,1 0,104
2 12,00 4,45 1,0 9,0 0,107 2 12,02 4,70 0,7 9,3 0,105
3 12,06 3,99 3,2 28,4 0,376 3 12,00 4,46 1,2 12,9 0,153
4 12,07 4,015 3,5 33,4 0,439 4 11,95 441 1,2 19,2 0,232
5 12,06 3,825 7.9 57,0 0,787 5 12,04 4,20 2,2 24,8 0,312
6 12,045 3,73 8,1 54,4 0,771 6 12,07 4,21 2,2 26,9 0,337
7 12,10 3,72 13,4 68,5 0,969 7 12,08 3,91 5,3 51,1 0,689
8 12,07 3,68 14,4 65,1 0,933 8 12,06 3,92 53 46,0 0,619
9 12,06 3,675 22,6 80,4 1,155 9 12,055 3,75 8,4 52,3 0,737
10 12,06 3,77 23,2 75,4 1,056 10 12,05 3,81 10,1 53,9 0,747
11 12,05 3,53 27,8 67,8 1,015 11 12,07 3,85 10,5 59,4 0,814
12 12,06 3,72 32,4 76,5 1,086 12 12,05 3,77 14,1 55,4 0,776
SD 26,00266 0,395074 19,74202 0,285578
1.2 o
i . .
1.0 *
z .
= 0.8 T
a7 | - =
o | ]
5 0.6- -
= i
S 044 J
¥ [
g 0.2 - = Tolbutamid Oblika Il
) 1z e Tolbutamid Oblika |
0.0 +a—r T v T v T v T v T v T
0 50 100 150 200 250 300

Tlak stiskanja [MPa]

Slika 33: Kompatibilnostni diagram (odvisnost natezne trdnosti od tlaka stiskanja) za serijo
tablet TB oblike I in oblike 111
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Na sliki 33 je prikazan kompatibilnostni profil obeh polimorfnih oblik. Krivulja ima obmocje
linearne odvisnosti natezne trdnosti od tlaka stiskanja in plato, v kateri je doseZena
maksimalna plasticna deformacija materiala. Indeks kompatibilnosti materiala (Cp) smo

dolo¢ili kot naklon zacetnega linearnega dela krivulje.

4 N\
Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika I)
0,9
‘© 0,8 -
a y =0,0107x + 0,0385 *
= 077 R2 = 0,9799
= 0,6 -
S
c 0,5 N
£ 04
©® 03 -
Q 02 -
©
S 01 -
O T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
tlak stiskanja [MPa]
@ Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika I)
—— Linearna (Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika 1))
g J

Slika 34: Kompatibilnostni diagram za serijo tablet T oblike | za obmocje tlaka stiskanja
7,958-71,62 MPa

/ N
Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika I111)
0,4

w 035 7 y = 0,0159x + 0,0174

S 03 R?=0,9313

§ 0,25 A *

o 0,2 -

@ 0,15 -

S

2 01 -

©

Z 0,05 -

0 T T T T
0 5 10 15 20 25
tlak stiskanja [MPa]
@ Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika I11)

L —— Linearna (Natezna trdnost vs. tlak stiskanja (oblika 1l1)) )

Slika 35: Kompatibilnostni diagram za serijo tablet T oblike I1l za obmocje tlaka stiskanja
5,305-19,45 MPa
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Preglednica 9: Vrednosti konstant kompatibilnostnih diagramov za seriji tablet TB oblik | in
Il

tableta TB obmodje P [MPa] C,x 10° R?
oblika | 7,958-71,62 10,7 0,9799
oblika 111 5,305-19,45 15,9 0,9313

Na osnovi C, indeksa lahko sklepamo, da ima oblika III vecjo stisljivost v primerjavi z obliko
I. Rezultat je v skladu z ve¢jo plasticnostjo materiala (nizji Py) za TB III, ki smo jo dolo¢ili z
instrumentalno nanoindentacijo. Oblika III se je pri tabletiranju izrazito lepila za pecate in je
povrsina tablete imela sintrani videz. To lahko povezemo s plasti¢nimi lastnostmi u¢inkovine.
Na drugi strani oblika I ni izkazovala tendence k lepljenju zaradi njenih drsilnih lastnosti, kot
posledica krhkosti materiala.
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6. SKLEP

V magistrski nalogi smo proucevali vpliv konformacijskega polimorfizma na mehanske
lastnosti zdravilne ucinkovine TB, dolo¢ene z metodo instrumentalnega nanovtiskovanja
(nanoindentacija). Mehansko obnasanje smo izmerili dvema polimorfnima oblikama
preiskovane zdravilne ucinkovine, in sicer: TB obliki I in Ill. Na podlagi izmerjenih
parametrov mehanskih lastnosti TB smo ocenili, katera polimorfna oblika ima primernejSe

lastnosti za proces stiskanja.

Polimorfni obliki TB I in IIT smo uspesno pripravili s postopkom kristalizacije iz topil, kot so
acetonitril in meSanica etanola in diklorometana. Polimorfni obliki smo identificirali S
pomocjo diferencne dinamicne kalorimetrije in X-zarkovne difraktometrije na posameznem

kristalu. Za nanoindentacijo smo uporabili orientirane posamezne kristale ustrezne kakovosti.

Na osnovi eksperimentalno dolo¢enih mehanskih parametrov, kot sta E in H, smo izracunali
mejo plastiCnosti materiala (Py). Oblika I ima krhke in plasticne lastnosti (nanometrske
lastnosti), ki so razlog uporabe visje sile ob stiskanju kompaktov TB oblike 1. Zaradi krhkih
lastnosti oblika I ni izkazovala tendence lepljenja za pecate. Na drugi strani pa ima oblika |
zilave in elasti¢ne karakteristike. Zaradi izrazite stopnje plasticnosti (nizji Py) ima oblika 111
vecjo kompatibilnost (vecji koeficient Cp) v primerjavi z obliko I. Ob stiskanju je izkazovala
izrazit pojav lepljenja za pecate. Pri nanoindentaciji oblike I smo mehansko obremenili
ploskev »bc, pri kateri so molekule bolj gosto pakirane v formaciji »zig-zag«. Ploskev »bc«
je dominantna po svoji velikosti in najverjetneje dolo¢a mehansko obnasanje materiala ob
stiskanju. Zaradi gosto premrezene strukture izkazuje oblika | krhke lastnosti. Na drugi strani
smo pri nanoindentaciji oblike 111 stiskali ploskev »ac« (bolj razvita), pri kateri so molekule
dejansko vzporedne s to ploskvijo. Na ta nac¢in smo povzrocili plastien tok v smeri delovanja

sile in pokazali, da ima oblika III predvsem plasti¢ne lastnosti.

Na osnovi rezultatov mocljivosti lahko obe polimorfni obliki razvrstimo v hidrofilne snovi,
saj je sticni kot manjsi od 90°. Polimorfna oblika III ima boljSo mocljivost (32,3°) v
primerjavi z obliko 1 (67,7°). Rezultat je tudi v skladu z literaturnimi podatki, ki govorijo o

vecji topnosti oblike III v primerjavi z obliko I.
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