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Sl
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V magistrski nalogi smo raziskovali migracijo vode med komponentami v vec-
komponentnem heterogenem sistemu. Studijo smo izvedli na polisaharidih, ki se
uporabljajo v Zzivilski in farmacevtski tehnologiji; koruzni Skrob, natrijev
karboksimetilskrob (NKMS), sukraloza in Krospovidon. V predposkusu smo
analizirali vsebnost vode in aktivnost vode v koruznem Skrobu in natrijevem
karboksimetilskrobu ter na ta nacin preucevali vpliv strukture na vodno aktivnost.
Raziskali smo teorijo in prakso, ki jo opisuje pojem aktivnost vode in preucili
delovanje aparata za merjenje vodne aktivnosti. V  sklopu raziskave smo
oblikovali komoro za opazovanje migracije vode med snovmitako, da smo
zagotovili kontrolirano atmosfero in omejili prehajanje vode izklju¢no med zelenimi
snovmi in atmosferov komori. V prvem delu glavnega eksperimenta smo
preucevali pristope, s katerimi lahko vplivamo na aktivnost vode. Izkazalo se je, da
lahko z dodatkom MgCI, kot humektanta znizamo aktivnost vode in tako kontrolirano
vplivamo na potencialno migracijo v zmesi, saj MgCl, veze razpolozljivo vodo pri
¢emer preide v hidratno obliko. Ugotovili smo Se, da s spremembo velikosti delcev ne
moremo vplivati na obseg vodne aktivnosti, ampak kve¢jemu na hitrost sorpcije vode.
V drugem delu eksperimenta smo s simulacijo binarnih zmesi dokazali, da voda
migrira od snovi z vi§jo vodno aktivnostjo proti snovi z nizjo vodno aktivnostjo po
principu zakona o termodinamiki, ne glede na vsebnost vode posamezne snovi. Do
migracije vode je prislo med koruznim $krobom in NKMS, saj je koruzni $krob z
vodno aktivnostjo 0,47 oddal svojo nevezano vodo NKMS z vodno aktivnostjo 0,17,
dokler nista dosegla ravnotezja. Simulacija zmesi sukraloze in koruznega Skroba z
enako vodno aktivnostjo 0,47 je pokazala, da sta bili obe komponenti Ze v ravnotezju
in migracija vode zato ni potekla. Smer migracije in koli¢ino migrirane vode za vsako
komponento smo napovedali na osnovi sorpcijskih izoterm (vsebnost vode v
odvisnosti od vodne aktivnosti). Ta princip je dovolj natan¢no napovedal, koliko vode
bo katera snov v ve¢-komponentnem heterogenem sistemu sprejela oziroma oddala. S
takimi Studijami lahko napovemo stabilnost naSega kon¢nega izdelka z vidika prenosa
vode in sprememb vodne aktivnosti Ze v zacetnih idejnih fazah razvoja kon¢nega

izdelka.
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In present master's thesis we have studied water migration between substances in
multi-component formulations. The study was conducted on organic polysaccharides
which are commonly used in food technology and pharmaceuticals such as corn
starch, sodium carboxymethyl starch, sucralose and crospovidone. During preliminary
test, we studied water content and water activity of corn starch and sodium
carboxymethyl starch and tried to determine what structural features influence the
onset of absorption and adsorption of water. We also studied water activity and
examined functionality of the instrument for water activity determination. We
designed the chamber which enabled us to observe water migration between
substances in airtight conditions and limitation of water transport solely between
examined substances in the chamber. Main experiment was divided into several
segments. We examined the technical procedures which can influence activity of
water. It has been shown that the addition of humectant MgCl, reduces water activity
and as such influences the potential water migration in formulation. It has also been
shown that particle size reduction does not influence the scope of water activity, but at
most increases the kinetics of water sorption. In second part of the experiment we
demonstrated that water migrates from the substance with higher water activity to the
substance with lower activity according to the law of thermodynamics, irrespective of
the water content of individual substances. The water migration occurred between
corn starch and NKMS as corn starch with a water activity of 0.47 submitted its
unbound water to NKMS with a water activity of 0.17, until they reached equilibrium.
Simulation of a mixture of sucralose and corn starch with a water activity of 0.47
showed that both components were in equilibrium, therefore, water migration has not
occurred. In the last part of experiment we found that based on calibration curves of
water sorption (mass change) as a function of water activity we can relatively
accurately predict the amount of water that each substance can accept or release. This
study will help us predict the stability of our final product in terms of water and its
activities already in the early conceptual stages of development projects.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

u — kemijski potencial sistema in pove termodinamsko aktivnost na mol snovi
Ko — kemijski potencial ¢iste snovi pri doloCeni temperaturi
API — aktivna farmacevtska uc¢inkovina

aw — aktivnost vode

DSC — diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

DVS — aparat za dinami¢no sorpcijo vode

ERV — ravnotezna relativna vlaga

MIK — svetlobni mikroskop

NKMS — natrijev karboksimetilikrob

p — parcialni tlak vode

Po — parcialni tlak ¢iste vode pri konstantni temperaturi
Pk — kapilarni tlak

PSD — laserska difrakcija

I — povrSinska napetost vode

R — plinska konstanta

RV — relativna vlaga

SEM — vrsti¢ni elektronski mikroskop

SPS — aparat za dinamic¢no sorpcijo vode

TGA — termogravimetri¢na analiza

XRPD - rentgenska praSkovna difrakcija

ZU1 — zdravilna u¢inkovina 1

ZU2 — zdravilna u¢inkovina

o — polmer kapilare

Xl
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1 UVvOD

Voda predstavlja klju¢no spojino na vsaki stopnji tako farmacevtskega kot Zivilskega
tehnoloSkega procesa izdelave konénega produkta. Poznavanje vsebnosti vode, mehanizma
migracije vode med komponentami heterogenega sistema in njena izmenjava z okoljem je
v zivilski in farmacevtski industriji izjemnega pomena. Med proizvodnim procesom je zelo
pomembno poznati obnaSanje heterogenega sistema pri doloCeni relativni vlagi,
temperaturi in tlaku, saj lahko z uravnavanjem teh parametrov vplivamo na izdelavo,
kvaliteto, uCinkovitost in stabilnost izdelka.

Pri razvoju novih izdelkov v farmaciji vse ve¢ Casa, analiz in sredstev posve¢amo
raziskavam vloge vode v snoveh in zmeseh, saj Sele spoznavamo njen vpliv na tehnoloski
proces ter na koncni izdelek. Vse bolj je jasno, da se voda v neki snovi, ki je lahko
pomozna ali aktivna, vsaki¢ obnaSa specifi¢no, zato so potrebne poglobljene raziskave na
vsaki stopnji razvoja izdelka. Pomozna snov v formulaciji je nosilec fizikalno-kemijskih
lastnosti zdravila, ki lahko podpira delovanje zdravila in prispeva k njegovemu boljSemu
prenaSanju v organizmu.

Posebej moramo biti pozorni na migracijo vode v kon¢ni sestavi izdelka, ki jo v farmaciji
imenujemo formulacija. Vsebnost vode se v zmeseh konstantno spreminja, v kolikor ne
zagotovimo ustreznih pogojev hranjenja, ki preprecijo vpliv okolja na sprejemanje oziroma
izhlapevanje vode iz zmesi. Na koncentracijo vode v snovi vplivajo $tevilni zunanji pogoji
kot so temperatura, vlaga in tlak ter notranji pogoji kot so sestava in tehnologija izdelave
formulacije, zato je doseganje ponovljivosti rezultatov pri meritvah vsebnosti in aktivnosti
vode mocno otezeno. Prav tako je problemati¢na tudi primerjava rezultatov vsebnosti in
aktivnosti vode z literaturo. Pri raziskavah povezanih z migracijo vode v snoveh je zelo
pomembno, da uporabimo ve¢ metod za analizo ter na podlagi vsebnosti in aktivnosti vode
ter lastnosti materiala ustrezno interpretiramo svoje ugotovitve.

Zavedati se moramo, da spreminjanje koncentracije vode v snovi v veliki meri vpliva na
senzori¢ne, strukturne in fizikalno-kemijske lastnosti naSega izdelka ter tudi na
mikrobiolosko stabilnost. Ce spremembe vsebnosti vode v zmeseh apliciramo na
farmacevtsko panogo, bodo razlike v koncentraciji in aktivnosti vode vplivale na fizikalno-
kemijske znacilnosti trdne farmacevtske oblike — tablet, kapsul, pelet, pastil, zrnc idr.
(pojav hidratov, polimorfni prehodi, obarvanje/razbarvanje, aglomeracija, mikrobioloska in
kemijska nestabilnost, posledi¢no slabsa obstojnost oz. krajsi rok trajanja, itd,).
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1.1 NAMEN NALOGE

Glavni namen naloge je preuciti vpliv vsebnosti vode na vodno aktivnost polnil in
pomoznih snovi v zdravilih in prehranskih dodatkih, kot so Skrob in njegove modifikacije,
razli¢no obdelane celuloze, sladkorji in podobno, razumeti vplive razli¢nih vsebnosti vode
v pomoznih snoveh na migracijo vode med komponentami formulacije in preuciti mozne
pristope za u€inkovito izbiro pomoznih snovi glede na obcutljivost u¢inkovine na vodo.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
o Velikost delcev in kompleksnost sestave vplivata na vodno aktivnost snovi.

e Migracija vode v formulaciji poteka od snovi z vi§jo proti snovi z nizjo vodno
aktivnostjo neodvisno od vsebnosti vode.

e MgCl; v zmesi deluje kot humektant tako, da veze razpolozljivo vodo v zmesi
dokler ne preide iz brezvodne v hidratno obliko.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VODA

Molekula vode sestoji iz atoma kisika kovalentno vezanega na dva atoma vodika. Zaradi
neenakomerne porazdelitve elektronov oziroma tetraedricne oblike ima molekula dipolarno
strukturo. Oba atoma vodika imata majhen pozitivni naboj, medtem ko ima atom kisika
dva vezna elektronska para in negativni naboj. Zaradi velike razlike v elektronegativnosti
vodika in kisika so molekule vode sposobne formiranja relativno mocnih vodikovih vezi s
sosednjimi molekulami. Sosednje molekule so lahko molekule vode ali molekule kaksne
druge snovi z ustrezno strukturo. Jakost vodikove vezi je posledica fizikalno kemijskih
lastnosti vode in fizikalno kemijskih lastnosti druge snovi (Sharp, 2001).

Vse ve¢ avtorjev (Butre in sod., 2014; Nyman in sod., 2013; Kaatze, 2011) raziskuje
moznosti razlikovanja razli¢no vezane vode v snoveh. Ugotovili so, da se glede na nacin
vezave vode v snoveh spremenijo naslednje lastnosti vode:

- vreli$¢e molekule,

- polarnost molekule,

- spekter absorbance elektromagnetnega valovanja,

- karakteristi¢ne fizikalne lastnosti vode: gostota, stisljivost, elektricna prevodnost,
lomni koli¢nik.

Voda se v sistemu nahaja v razli¢nih molekulskih nivojih, na primer monomolekulska ali
multimolekulska plast, to pa je odvisno od interakcij voda - snov. Jones jih je ze leta 1985
razvrstil glede na fizikalno-kemijske lastnosti, bolj podrobno pa jih razlozita tudi
McClements (2003) in Wathsala (2014). Vsak avtor nacin vezave vode v snoveh opiSe
nekoliko drugace, v nalogi pa bomo povzeli zvrsti vode v Zivilih kot jih opisuje Abramovi¢
(2006).

2.1.1 Voda v monomolekulski plasti

Voda v monomolekulski plasti je plast molekul vode, ki so vezane neposredno na polarne
skupine oziroma na ionske skupine in ione. Molekule so strukturno urejene in blizu ena
drugi zato je gostota vode v monomolekulski plasti visja kot gostota vode v naslednjih
plasteh. Molekule so skoraj popolnoma imobilizirane, zato taka voda ni dostopna
mikroorganizmom, ne more delovati kot topilo in je ne moremo popolnoma odstraniti iz
snovi. Sloj vode v monomolekulski plasti neke snovi je obi¢ajno zapolnjen takrat, ko snov
doseze vodno aktivnost priblizno 0,25 (Abramovic, 2006).
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2.1.2 Vecplastni sloj vode

Voda v veéplastnem sloju tvori nekaj naslednjih plasti okoli hidrofilnih skupin molekul v
snovi Ta voda ima omejeno funkcijo topila, vendar jo je iz snovi mozno odstraniti.
Gibljivost molekul v vecplastnem sloju naras¢a z oddaljenostjo od monomolekulske plasti,
kar pomeni, da lahko spremembe merimo s spektroskopskimi metodami kot na primer
nuklearna magnetna resonanca, infrardeca spektroskopija s Fourierjevo transformacijo,
ramanska spektroskopija in druge (Abramovic, 2006).

2.1.3 Kapilarna voda

Kapilarna voda se nahaja v ozkih kanalih materiala, kjer delujejo kapilarne sile. Ti kanali
predstavljajo fizi¢no bariero, ki otezujejo prosto gibanje vode v snovi. Kapilarna voda
obdrzi fizikalno-kemijske lastnosti proste vode, vendar je omejena v pretakanju (Wathsala,
2014).

Ko z visanjem vsebnost vode v snovi naraste a, kot posledica kondenzacije vode v
kapilarah le-tega, to opazimo na sorpcijski izotermi kot linearno narascanje krivulje. Za
vodo v Kkapilarah je znacilen kapilarni tlak, ki je odvisen od polmera kapilare () in od
povrsinske napetosti vode (20) (Abramovi¢, 2006)

p, =2 .. (D)

T

Izracun nam pove koliko tlaka je potrebno, da odstranimo vodo iz kapilare, ki je tem vecji,
¢im ozja je kapilara.

2.1.4 Prostavoda

Prosta voda je prosta vseh kemijskih snovi, kar pomeni, da je vsaka molekula obdana samo
z drugimi molekulami vode. Poznamo njeno gostoto, talisCe, vrelisCe, stisljivost,
temperaturo izparevanja in spekter absorpcije elektromagnetnega valovanja (Wathsala,
2014).

Prosta voda v snoveh se po lastnostih pribliza Cisti vodi in se nahaja na povrSini, med
plastmi in v povrSinskih porah materiala. Glavna lastnost take vode je, da jo lahko brez
tezav odstranimo iz materiala in, da deluje kot topilo (Abramovic, 2006).

2.2 VODNA AKTIVNOST

Najbolj pogosto uporabljena mera za koli¢ino proste oziroma nevezane vode v snovi je
termodinamska aktivnost vode ali kar vodna aktivnost (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).
Termodinamika je veda, ki se ukvarja s kemijskim ravnotezjem in s spremembami
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energije, ki spremljajo kemijske in fizikalne procese. Termodinamika je vodilo migracije
vode med snovmi (Decagon Devices, 2007).

Termodinamska aktivnost vode vpliva na stabilnost in varnost izdelka, saj pogojuje stopnjo
kemijskih in biokemijskih reakcij v izdelku. (AquaLab..., 2014). Koli¢ino vodne pare v
atmosferi lahko merimo s koncentracijo ali s parcialnim tlakom vodne pare pi, ki je
definiran z relacijo (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007):

p1 = X.P .. (2)

X1 je molski delez vode v plinastem agregatnem stanju, P pa je celotni tlak plinske zmesi
vodne pare in zraka. Mnozina vode, ki jo nek material odda oziroma sprejme je odvisna od
narave in koncentracije vodotopnih snovi v materialu (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Za realno vodno raztopino je parcialna Gibbsova prosta energija vode oziroma kemijski

potencial vode, p, pri temperaturi T in celotnemu tlaku P enaka (Rudan-Tasi¢ in Klofutar,
2007):

= W +RTIn (z%) ..(3)

ud je kemijski potencial iste vode, p; je ravnotezni tlak, p$ je parni tlak giste vode in R je
sploSna plinska konstanta (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Aktivnost vode a,, je definirana z razmerjem:

=2t (4

Aktivnost vode je pri termodinamskem ravnoteZju in konstantnem tlaku enaka relativni
vlagi (RV) (Schmidt, 2004).

RV = 100 X ay ... (5)

V realnih sistemih in zmeseh tezko doseZzemo termodinamsko ravnotezje pri konstantnem
tlaku, temperaturi in relativni vlagi. Zmesem, ki vsebujejo razlicne komponente, se S
¢asom in zaradi spreminjanja pogojev Vv okolju spremenijo fizikalne, kemijske in
mikrobioloske lastnosti, zato govorimo o neuravnotezenih sistemih (Schmidt, 2004).

Meritev celotne vsebnosti vode ne pove nicesar o dejstvu, ali bo ta voda v celoti vstopala v
reakcije in vplivala na stabilnost produkta. Za optimalno karakterizacijo sposobnosti
sprejemanja in oddajanja vode materiala, je potrebno hkrati poznati vsebnost vode, vodno
aktivnost in nacin vezave vode snovi (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).
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Na aktivnost vode neposredno vplivajo:

- povrsinske interakcije: voda reagira direktno s prostimi skupinami na
neraztopljenih sestavinah, kot so Skrob in proteini preko dipol — dipol, ionskimi
(H30" in OH"), van der Waalsovimi hidrofobnimi vezmi in vodikovimi vezmi,

- koligativni vpliv topljencev (sol, sladkor ...), ki reagirajo z vodo v snovi preko dipol
— dipol, ionskih in vodikovih vezi,

- kapilarni efekt: parni tlak vode nad meniskusom vode v strukturi je nizji kot tlak
Ciste vode, kar omejuje vodno aktivnost (Abramovic, 2006).

Analiza vodne aktivnosti kon¢nega izdelka pri razli¢nih pogojih (razlicna RV, temperatura
itd.), nam omogo¢i razumevanje in napovedovanje morebitnih fizikalnih in kemijskih
sprememb izdelka, ki so pogojeni z vsebnostjo proste vode v snovi. Napovemo lahko
naslednje fizikalno-kemijske spremembe in morebitne posledice previsoke vodne
aktivnosti izdelka:

- vrste aktivnih mikroorganizmov, ki jih lahko razdelimo v posamezne razrede glede
na sposobnost izkori§¢anja vode za rast in razmnozevanje pri doloceni vodni
aktivnosti snovi,

- kemijsko in biokemijsko reaktivnost materiala: voda se v snovi obnasa kot topilo,
kot reaktant ali pa spremeni viskoznost sistema in s tem mobilnost reaktanta.
Previsoka aktivnost vode komponent kon¢nega izdelka vpliva tudi na pojav ne-
encimskega porjavenja, oksidacijo lipidov, degradacijo vitaminov, na encimske
reakcije, denaturacijo proteinov in tudi na geliranje oziroma Zeliranje ter
retrogradacijo $kroba v kon¢nem izdelku. V procesu hidrolize oziroma oksidacije,
voda vpliva na pretocnost, aglomeracijo in strjevanje celotnega izdelka ali
njegovim komponent (AquaLab..., 2014),

- migracijo vode: Enacbi 3 in 4 povezujeta aktivnost vode in kemijski potencial, je
Kemijski potencial vode razli¢nih komponent izdelka je, med tem ko sistem
oziroma zmes dosega ravnotezje, gonilna sila migracije vode. Vidimo, da po
definiciji, vodna aktivnost dolo¢a migracijo vode s podro¢ja visje aktivnosti vode
proti podro¢ju z nizjo aktivnostjo (AquaLab..., 2014)
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2.3 SORPCUA

Izraz sorpcija je skupen za adsorpcijo in absorpcijo. Adsorpcija je proces, pri katerem se
komponente ene faze akumulirajo na mejno ploskev druge faze oziroma snovi. Procesu
adsorpcije lahko sledi tudi absorpcija oz. penetracija adsorbata v trdno fazo (EI Sabaawi in
Pei, 1977).

Adsorpcija je fizikalno-kemijski proces, pri katerem se molekule plina oziroma molekule
topljenca v raztopini vezejo na povrsino trdnih snovi. Adsorbat je snov, ki se adsorbira,
adsorbent pa je snov, na kateri se adsorbira adsorbat. Adsorpcija je odvisna od aktivne
povrsine adsorbenta in je posledica privlaka med molekulami adsorbata in adsorbetna.
Adsorbcija bo tem vecja, ¢im vecja bo aktivna povrSina adsorbenta in ¢im mocnejSe bodo
privla¢ne sile (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Sorpcija vlage na trdno snov je odvisna od parnega tlaka vode v omenjeni trdni snovi,
temperature in jakosti vezave vode na trdno snov. Sorpcija nastopi, ko se ravnotezje med
parnim tlakom vode snovi in parnim tlakom vode v okolici okolice porusi. Takrat se zacne
vezava vode preko vodikovih vezi s polarnimi funkcionalnimi skupinami sorbenta. S
sorpcijo se po principu difuzije ustvari monoplast vode, ob nadaljnji sorpciji pa monoplast
s kondenzacijo preide v multimolekularno plast (Saripella in sod., 2014).

Adsorpcija vode je eksotermen proces, pri katerem se najve¢ toplote sprosti pri vezavi
molekul vode v monomolekulsko plast. Desorpcija je adsorpciji obraten endotermen
proces, ki lahko odstrani vso vodo, tudi tisto vezano v monomolekulski plasti (Abramovi¢,
2006).

Vec avtorjev (Kontny in Zografi, 1995; Saripella in sod., 2014) trdi, da imata absorpcija in
adsorpcija vode pomoznih farmacevtskih snovi velik vpliv na tehnoloski proces, razvoj
izdelka, zasnovo in razvoj formulacije, proizvodnjo in skladi$¢enje. Ze sama prosta voda
pomoznih snovi lahko vpliva na fizikalno kemijske lastnosti aktivne komponente kot na
primer na temperaturo steklastega prehoda, stabilnost, pretocnost, kompaktnost in
raztapljanje.

Sorpcijo in desorpcijo vode pri razlicnih vrednostih a, lahko opiSemo s sorpcijsko
izotermo; to je krivulja vsebnosti vode snovi v odvisnosti od vodne aktivnosti pri
konstantni temperaturi. Na sliki 1 je prikazana znacilna sorpcijska izoterma neke snovi. 1z
naklona krivulje lahko razberemo tudi nacin vezave vode (AquaLab..., 2014).
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Slika 1: Sorpcijska izoterma; odvisnost vsebnosti vode od vodne aktivnosti in nacin vezave vode pri razli¢nih
vrednostih vodne aktivnosti (AquaLab..., 2014)

Vecino sorpcijskih izoterm lahko razdelimo v razrede opisane v raziskavi ElI Sabaawi in
Pei, (1977), ki so podrobno opisane in podprte z eksperimentalnimi primeri tudi v raziskavi
Guillarda s sodelavci (2013). Na sliki 2 so prikazane razli¢ne oblike sorpcijskih izoterm.

Vsebnost vode [%)

vodna aktivnost

Slika 2: Razli¢ne oblike sorpcijskih izoterm glede na razli¢en naéin vezave vode (Guillarda in sod., 2013)

Oblika 1. znacilna je predvsem za mikroporozne materiale. Sorpcijska izoterma je
konkavna glede na x os — vodna aktivnost. Koli¢ina absorbirane vlage se pri nizkih a,
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vrednostih povecuje zelo hitro in doseZe plato, ko se ta priblizuje vrednosti 1. Ker je
potrebna nizka a,, vrednost za dosego platoja, ravnotezja, lahko predvidevamo, da je trden
material ali zelo porozen ali pa obstaja mocna fizikalna povezava vodna para-trdno. Na
krivulji opazimo torej hitro adsorpcijo (zapolnitev por) in nato zanemarljivo nadaljnjo
adsorpcijo na povrsino.

Oblika Il: sorpcijska izoterma je sigmoidne oblike (kar pomeni, da koli¢ina adsorbirane
vlage hitro naras¢a pri nizki a, vrednosti) in zavzame konkavno obliko s prevojem v
konveksno obliko, ko se a,, vrednost pribliza vrednosti 1. Prevoj ponavadi pomeni, da se je
monoplast adsorbenta zapolnila in se zacenja formacija multi-molekulske plasti adsorbenta
na povrsini trdne snovi.

Oblika 11 sorpcijska izoterma je konveksne oblike po celotni dolzini glede na x os in
pomeni majhno vezavo vlage pri nizki a, vrednosti. Ta model krivulje nakazuje Sibko
povezavo med adsorbentom in snovjo, privlak med njima pa se visa z vi§jo a, vrednostjo.
Zacéne se tvoriti monoplast vodnih molekul na povrsini, vendar pri visji a, vrednosti
nastopi kondenzacija okoljske vlage in tvorba multi-molekularne plasti, Se preden je vsa
povrsina prekrita z mono-molekularno plastjo.

Oblika IV: pri nizkih a,, vrednostih je krivulja konkavna, kar pomeni hitro vezavo vode pri
nizkih parnih tlakih. Pri vi§jih a, vrednostih pa opazimo histerezo, to je razlika med
absorpcijo in oddajanjem vode zaradi kapilarno vezane vode.

Oblika V: krivulja je pri nizkih ay,, vrednostih konveksna, kar pomeni pocasno vezavo vode
pri nizkih parnih tlakih in pa Sibko povezavo med adsorbatom in adsorbentom. Pri visjih
parnih tlakih opazimo histerezo na ra¢un vezave in oddajanja vlage skozi pore materiala.

Oblika VI: je relativno neobicajna oblika krivulje. Gre za vezavo adsorbenta plast za
plastjo na zelo neuniformirano povrsino. Ostrina stopnic je odvisna od temperature.

2.3.1 Formiranje hidrata

Izraz hidrat uporabljamo v organski in anorganski kemiji, s katerim povemo, da snov
vsebuje strukturno vezano vodo, kemijsko stanje vode v hidratu pa variira glede na vrsto
hidrata. V' organski kemiji je hidrat spojina, ki nastane z adicijo vode na molekulo, v
anorganski kemiji pa so hidrati anorganske soli, ki imajo molekule vode inkorporirane v
svojo kristalno mrezo (Vippagunta in sod., 2001).

Formiranje hidrata je zelo pogost pojav pri kristalini¢nih snoveh zaradi hidrofilne in ionske
narave materiala. Voda nastopa kot ena izmed enot kristalne celice in je v stehiometrijskem
razmerju z osnovno molekulo, kjer lahko reducira elektrostatske sile med ioni, formira
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vodikove vezi med funkcionalnimi skupinami in molekulo vode ter vpliva na katione (Gift
in sod., 2008).

2.3.2 Vezava vode amorfnega materiala

Amorfni materiali nimajo urejene periodicne molekulske strukture kot kristali. Veéina
farmacevtskih polimernih pomoznih snovi, kot na primer $krob, celulozni derivati, proteini
in sinteti¢ni hidrogeli, so amorfni. Koli¢ina vode, ki jo veZejo, je ponavadi proporcionalna
prostornini/tezi amorfne trdne snovi in je odvisna od specificne povrsine le-te. Amorfne
snovi v primerjavi s kristalinicnimi praviloma vezejo veliko vec¢jo kolic¢ino vode zato so,
kadar jih uporabimo v razli¢nih zmeseh, pogosto glavni razlog za migracijo vode (Yu,
2001).

Interakcije molekul vode in amorfne snovi povzro€ijo znizanje temperature steklastega
prehoda (T4) amorfne snovi. Pod to temperaturo je amorfna snov v steklastem stanju, kar
pomeni rigidnost molekul, tu je omogoc¢ena samo vibracija molekul. Ko snov preide preko
temperature steklastega prehoda, so omogocena vecja gibanja molekul; reCemo, da snov
preide iz steklaste v plasti¢no obliko. V tej fazi je snov bolj tekoca, vendar Se vedno visoko
viskozna. Razlog za spremembo strukture je vezava molekul vode na polarne skupine
amorfne snovi. V plasti¢ni obliki Sibke vezi med verigami oslabijo, volumen snovi se
poveca, zato je tako na voljo Se vec prostora za vezavo vode (Szakonyi in Zelko, 2012).

2.4 HIGROSKOPNOST

Izraz higroskopnost opisuje sposobnost trdnih materialov, da vezejo vodo. Sam izraz
opisuje obseg vezave vodne pare pri doloceni relativni vlagi. Vsebnost vode v trdnih
snoveh variira z vodno aktivnostjo in temperaturo. Razli¢ne fizikalno-kemijske lastnosti
materiala, kot so struktura, morfologija, kristalini¢nost, specifi¢tna povrsina, stanje
hidracije (hidrat ali brezvodna snov) in razlicne polimorfne oblike snovi vplivajo na
higroskopnost snovi. Snovi so bolj higroskopne kadar imajo pri neki a, ve¢jo vsebnost
vode (Labuza in Altunakar, 2007).

Trdne farmacevtske snovi zato razdelimo glede na higroskopnost v §tiri razrede glede na
rezultate, ki jih je Callahan s sodelavci (1982) pridobil eksperimentalno z izpostavljanjem
materiala razliénim vrednostim relativne vlage. Kilasifikacijo higroskopnosti smo
predstavili v preglednici 1, v kateri je prikazana tudi primerjava s kriteriji po Evropski
farmakopeji. Evropska farmakopeja je sistem predpisov, ki narekujejo postopke priprave
zdravil, ugotavljanje Cisto¢e zdravil in pomoznih ucinkovin, potrjevanje istovetnosti in
podobno. Njen cilj je zagotavljanje enake kakovosti zdravil za vse drzavljane Evropske
Unije JAZMP, 2015).
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Preglednica 1: Klasifikacija higroskopnosti po Callahanu in sod. (1982)

11

Klasifikacija Kriterij po
. J Kriterij po Callahan in sod. (1982) Evropski
materialov c:a
farmakopeji
. . Razred I: na¢eloma ni sorpcije vode pod 90 % RV, manj kot 20 %
Neh ki . -0,12 %
ehigroskopnt poviSana vsebnost vode v enem tednu pri RH > 90 % 0-0 °
. . . | Razred II: na¢eloma ni sorpcije vode pod 80 % RV, manj kot 40 % 0
Nizko higroskopni povisana vsebnost vode v enem tednu pri RH > 80 % 0.2-2%
Zmerno Razred III: vsebnost vlage se ne poveca za ve€ kot 5 ut. % pod 60 %
. . RV, povisana vsebnost vode za manj kot 50 % v enem tednu pri RH 2-15%
higroskopni
>80 %
. . Vsebnost vlage se povisa ze pri 40-50 %; povisana vsebnost vode
Zelo h k . > 15 %
¢lo higroskopni za vec kot 20 % v enem tednu pri RV >90 % > %

a: masni delez vezane vode materiala pri 25 °C/80 % RV

V koliks$ni meri bo material vezal vodo, je odvisno od mehanizma interakcije voda-trdna
snov. Lahko pride do razli¢nih pojavov:

- formiranje hidrata, pri ¢emer se voda veze v kristalno mrezo, kar lahko privede do
povecanja velikosti delcev zaradi povecanja prostornine kristalne mreze (Szakonyi
in Zelko, 2012),

- delikvescenca je pojav, ko material toliko ¢asa absorbira vlago, da se v absorbirani
vodi raztopi in tvori raztopino. Pojav nastopi, ko je parni tlak raztopine, ki se tvori
manjsi kot parcialni tlak vodne pare v zraku. (Encyclopaedia Britannica, 2014),

- amorfni material lahko zaradi ve¢jega prostega volumna v svoji prostornini sorbira
vecje koli¢ine vode,

- voda se na/v trdno snov veze z vodikovimi vezmi in tvori Van der Waalsove vezi.
Ce je material ionski, se lahko poveZe tudi s kation-voda in anion-voda vezmi
(Szakonyi in Zelko, 2012).

2.5 MIGRACIJA VODE

Vec¢ avtorjev (Roca in sod., 2006; Roudaur in Debeaufort, 2011; Zhu in sod., 2014) se
strinja, da voda moc¢no vpliva na lastnosti kon¢nega izdelka oziroma zivila. Da bi v celoti
razumeli obnasanje vode, moramo poznati vsebnost vode, nacin vezave vode v snovi in
njen kemijski potencial. Sorpcijska izoterma opisuje razmerje med a,, in vsebnostjo vlage
pri konstantni temperaturi. To razmerje je pogojeno z interakcijami med vodo in ostalimi
komponentami zmesi. Koli¢ina vodne pare, ki jo lahko snov absorbira pri dolo¢enih
zunanjih pogojih, je odvisna od kemijske sestave, fizikalno-kemijskih lastnosti in fizikalne
strukture snovi, na primer od velikosti delcev. Ravno zaradi tega in zaradi razlik v
kapilarni strukturi, povrSini materiala in koligativnih u€inkih (zniZanje parnega tlaka topila
zaradi prisotnosti topljenca; zviSanje vreliS¢a; zniZzanje zmrziSca, osmozni tlak) je izoterma
sorpcije vode za vsako zmes drugacna (Wathsala, 2014).
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Sorpcijska izoterma nam pove, koliksna bo vsebnost vode v neki snovi pri razli¢nih
pogojih skladi¢enja. Ce hotemo razumeti, kako se bo neka snov obnasala v konénem
izdelku, moramo poznati tako njegovo vsebnost vlage kot aktivnost vode.

Pojav najbolje razlozi Abramovi¢ (2006) na primeru meSanice dveh snovi v masnem
razmerju 1:1, v zaprtem prostoru z neko zacetno a,, vVrednostjo.

Vsebnost vode [%)]

vodna aktivnost a,,

Slika 3: Sorpcijski izotermalni krivulji snovi A in snovi B in razlaga migracije vode (Abramovic, 2006)

Snov A in snov B imamo v zaprtem sistemu. Snov A ima vodno aktivnost a,, 0,65, snov B
pa 0,15. Na sliki 3 X; predstavlja vsebnost vode snovi B, X, pa vsebnost vode snovi B po
vzpostavitvi ravnovesja s snovjo A. Snov B je bolj higroskopna, ker ima pri enaki a,
vrednosti vi§jo vsebnost vode kot snov A. Zaradi kemijskega potenciala vode se bosta
vodni aktivnosti izenacili, vsebnost vode obeh snovi v tem ravnoteZznem stanju pa bomo
odcitali iz sorpcijske izoterme. Tako bomo vedeli, katera snov bo po izenacitvi imela vecjo
vsebnost nevezane vode.

2.6 MOZNOST ZNIZEVANJA AKTIVNOSTI VODE V SNOVI

Obstaja ve¢ postopkov za moznost zniZzevanja vodne aktivnosti oziroma omejevanja
migracije vode. Eden najbolj uporabnih tehnoloskih postopkov za zniZevanje vodne
aktivnosti je suSenje oziroma odstranjevanje vode iz zivila s postopki susenja, liofilizacije
in dehidracije. Druga moznost je dodatek snovi, ki veZejo vodo in jih imenujemo
humektanti.
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2.6.1 Humektanti

Humektanti so aditivi, Ki jih v zivilski tehnologiji dodajamo zivilom z namenom
stabilizacije in konzerviranja, saj tako znizamo dostopnost vode, Ki vstopa v kemijske
reakcije oz. omogo¢a mikrobiolosko aktivnost (Abramovi¢, 2006). So snhovi z veliko
sposobnostjo vezave vode, zato lahko z njimi uravnavamo aktivnost vode v zmeseh
(Segatin, Rudan-Tasi¢, Poklar Urlih, 2011).

Vecini snovem, ki jih imenujemo humektanti, je skupno veliko Stevilo hidroksilnih skupin,
ki sodelujejo v procesu vezave vode. Humektanti so tudi razli¢ne soli, ki vodo vezejo v
svojo kristalno mrezo. Najbolj pogosti humektanti v farmaciji so MgCl,, sorbitol, glicerol,
propilen glikol in drugi (Ramsey in sod., 2005). V Zivilstvu pa poleg ze omenjenih
humektantov uporabljamo $e mle¢no Kislino, fruktozo in saharozo, modificiran $krob in
druge (Abramovié, 2006).

2.7 METODE ZA DOLOCANIJE VSEBNOSTI VODE IN NJENE AKTIVNOSTI

Poznamo veé vrst metod, s katerimi lahko dolo¢imo vsebnost in aktivnost vode v snovi,
nacin vezave vode in sposobnost sprejemanja ali oddajanja vode.

V nalogi smo uporabili ve¢ razlicnih metod in aparatur, saj smo v pregledu literature
ugotovili, da je za ugotavljanje lastnosti vode v snovi potrebno ve¢ razli¢nih analiz. Tako
smo analizirali vodno aktivnost, vsebnosti vode ter sorpcijske lastnosti izbranih snovi.

2.7.1 Analizator dinamicne sorpcije vode — DVS, SPS

Analizator dinami¢ne sorpcije (Dynamic Water vapour sorption - DVS, Sorption System -
SPS) vode je aparat, v katerem vzorec izpostavimo razlicni relativni vlagi (RV) in
temperaturi, ki jih ustvarimo tekom analize, vezavo ali oddajanje vode vzorca pri danih
pogojih pa merimo gravimetricno (Mackin in sod., 2002).

Instrument podatke obdela z ustrezno programsko opremo in jih poda v dveh oblikah:
- v obliki sorpcijske izoterme (slika 4B). Ta krivulja se lahko od prave sorbcijske
izoterme nekoliko razlikuje, ker je na abscisi relativna vlaga in ne vodna aktivnost.

- v obliki casovnega diagrama. To je krivulja kinetike sorpcije vode kot funkcije ¢asa
(slika 4A) (Kachrimanis in sod., 2006).

DVS in SPS sta analizatorja dinamicne sorpcije vode dveh razli€nih proizvajalcev.
Delujeta po enakem principu, nekoliko se razlikujeta le v programski opremi.
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Slika 4: Slika ¢asovnega diagrama (A) in slika sorpcijske izoterme (B), obe v obliki, kot ju izrise analizator
dinamiéne sorpcije vode (ProUmid 2014)

Na sliki 4 sta izrisana ¢asovni diagram (slika A) in sorpcijska izoterma (slika B). Na
¢asovnem diagramu vidimo, koliko Casa je potrebno, da vzorec doseze ravnovesje pri
dolocenih pogojih. Ravnovesje doseze takrat, ko se vezava ali oddajanje vode ustavi, kar
pomeni, da vzorec ve¢ ne sprejema oziroma oddaja vode pri pogojih, ki smo jih dologili pri
analizi. To na diagramu vidimo tako, da krivulja vezave oziroma oddajanja doseze plato na
vsaki stopnji RV. Termi¢ni diagram nam podaja ¢asovni potek vezave vode, pri dolocenih
pogojih iz krivulje pa lahko dolo¢imo podatke o nacinu oziroma hitrosti vezave in
oddajanja vode.

Sorpcijska izoterma pridobljena z analizatorjem dinamicne sorbcije vode, je krivulja, pri
kateri spremljamo spremembo mase snovi v odvisnosti od spremembe relativne vlage pri
konstantni temperaturi. Ko vzorec na vsaki stopnji doseze ravnovesje in ne sprejema ali
oddaja ve¢ vode, program preracuna spremembo mase vzorca na racun sprejete ali oddane
vode glede na zafetno natehto vzorca. Spremembe mase nato zdruzimo v graf sorpcijske
izoterme (ProUmid, 2014).

2.7.2 Termogravimetri¢na analiza - TGA

Pri  termogravimetricni analizi (Thermogravimetric analysis, TGA) ugotavljamo
spreminjanje mase vzorca, medtem ko ga segrevamo in ohlajamo z razli¢no hitrostjo in po
naprej izbranih temperaturnih korakih. V racunalniskem programu aparata lahko nastavimo
stopenjsko segrevanje ali ohlajanje vzorca, pri ¢emer hitrost segrevanja ali ohlajanja in
temperaturne stopnje dolo¢imo znotraj metode, kar imenujemo dinami¢na analiza. Lahko
pa vzorec vzdrzujemo dolocen ¢as pri isti temperaturi, kar imenujemo izotermalna analiza.
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Slika 5: Tipi¢ni termogram termogravimetri¢ne analize (Mettler Toledo, 2001)

S TGA-analizo lahko spremljamo spremembo mase vzorca zaradi razpada snovi, izgube
hlapnih snovi, desorpcije vode, dolo¢imo lahko odstotek pepela, oksidacijo,
dekarboksilacijo in podobno. Na sliki 5 je prikazan termogram, ki velja za teoreti¢ni
vzorec, ki ga segrevamo ali ohlajamo z razli¢no hitrostjo po razliénih temperaturnih
korakih. Na krivulji pri oznaki 1 opazujemo izhajanje hlapnih komponent, pri oznaki 2
izhaja kristalno vezana voda, pri oznaki 3 pa Ze pride do razpada snovi. Na obmodju,
oznaCenem s S$tevilko 4, opazujemo ostanek (pepel, polnila, saje), ki nastanejo pri
razgradnji ali razpadu (Mettler Toledo, 2001). V nasem delu smo se osredotocili na
opazovanje desorpcije vode, dolocili smo tudi delez proste in vezane vode.

2.7.3 Aparat za merjenje vodne aktivnosti

Vodno aktivnost merimo na osnovi dolo€itve temperature rosiS¢a s pomocjo ohlajanja
zrcala. Med analizo iz vzorca zaprtega v zatesnjeni komori, izpareva vodna para, dokler se
ne vzpostavi ravnotezje. Ko je vzpostavljeno ravnotezje, je relativna vlaga v komori enaka
vodni aktivnosti v vzorcu. V komori je nameSceno ogledalo, ki se ohlaja in detektor, ki
zazna zacetek kondenzacije vodne pare na ogledalu.

V aparatu se temperatura zrcala natancno kontrolira s termoelektricnim (Peltier)
elementom za hlajenje. Zarek svetlobe je usmerjen na zrcalo in se odbija na fotodetektor,
ki zazna spremembo v odboju, ko se zacne na zrcalu kondenzirati vlaga; termoclen,
povezan z zrcalom zabeleZi temperaturo, pri kateri pride do kondenzacije. Aparat nato
odda zvoc¢ni signal in na zaslonu se prikaze kon¢na aktivnost vode vzorca (AquaLab...,
2014).
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2.7.4 Svetlobni mikroskop

Svetlobni mikroskop je optiéni instrument, ki nam s pomocjo sistema le¢ namescenih v isto
opticno os in v tocno doloceni medsebojni razdalji poveca zorni kot vzorca.

2.7.5 Vrsticni elektronski mikroskop — SEM

Elektronski mikroskop (Scanning electron microscop, SEM) je mikroskop, ki za
»osvetlitev« vzorca uporablja fokusiran elektronski curek. Valovna dolzina elektronov je
precej manjsa od valovne dolzine bele svetlobe, zato ima tak mikroskop bolj$o resolucijo
kot opti¢ni mikroskop in tako lahko opazujemo topografijo/morfologijo submikronskih
delcev. Elektroni se iz vira elektronov (katoda) zaradi velike razlike v napetosti med
katodo in anodo pospeSijo proti vzorcu, curek elektronov pa oblikujemo z uporabo
magnetnih le¢ in zaslonk. Med vpadnim elektronskim snopom in povr§ino vzorca pride do
Stevilnih fizikalnih pojavov (emitirajo se nizkoenergijski sekundarni elektroni,
visokoenergijski odbiti elektroni, fotoni, rentgenski zarki), ki jih detektiramo in prevedemo
v sliko. Interakcije elektronov z atomi vzorca nam tako podajo informacije o topografiji,
morfologiji in delezu posameznega elementa v vzorcu (Goldstein in sod., 2007).

2.7.6 Laserska difrakcija — PSD

Z instrumentom (particle size distribution, PSD) merimo velikost delcev na oshovi
difrakcije laserskega Zarka. Vzorec dispergiran v primernem mediju ali toku zraka, tece
skozi celico in precka Zzarek monokromatske svetlobe, ki izvira iz laserja. Delci sipajo
svetlobo pod razli€nimi koti. Kot, pod katerim delci sipajo svetlobo je obratno sorazmeren
z velikostjo delca. Sistem detektorjev zaznava vzorce sipane svetlobe, ki jih pripadajoci
programi pretvorijo v volumsko porazdelitev velikosti delcev.

Sistem izmerjene vrednosti aplicira na obliko krogle. Velikost delcev je v tem primeru
dolo¢ena s premerom ekvivalentne krogle, ki ima enake lastnosti (volumen, maso,
povrsino,...) kot merjeni delec. Sistem poda rezultate v obliki histograma, numeri¢no pa
rezultate opiSe z naslednjimi parametri:

- D[4, 3] — volumsko povprecje izmerjenih vrednosti,

- d(0.1) — 10 % delcem ima manjsi premer od tega [um],

- d(0.5) — 50 % delcev ima vecji/manjsi premer od tega [um],

- d(0.9) — 90 % delcev ima manjsi premer od tega [um] (Brittain, 2001).
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2.7.7 Rentgenska praskovna difrakcija - XRPD

Rentgenska praskovna difrakcija (X-ray Powder Diffraction, XRPD) je temeljna metoda za
strukturno karakterizacijo trdnih vzorcev, ki so lahko homogeni (pomozne snovi,
ucinkovine) ali heterogeni (tablete, pelete ...). Metoda temelji na zaznavanju periodicne
urejenosti kristalov na osnovi sipanja in interference rentgenski zarkov. Rentgensko
praskovno difrakcijo uporabljamo za doloCevanje strukture (omogoca identifikacijo
razliénih polimorfnih oblik, amorfne faze, solvatov in hidratov v trdnem stanju in
karakterizacijo polimerov), kvantitativno analizo (vsebnost posamezne kristalne ali
amorfne faze v vzorcu), dolo¢evanje mikrostrukturnih lastnosti vzorca (oblika, velikost in
distribucija velikosti osnovnih kristalitov, mikrodeformacije, dislokacije in druge oblike
kristalnih napak), za dolo¢evanje sprememb v Kristalni strukturi in Studije polimorfizma
(spremljanje sprememb v obliki ob spremembi temperature in RV, spremljanje sprememb
oblike v suspenziji oz. pri raztapljanju) ter za 3D-analizo vzorcev na osnovi CT-tehnike
(X-ray tomografija) (Goldstein in sod., 2007).

2.7.8 Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija - DSC

Diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija (Differential scanning calorimetry, DSC) je metoda,
pri kateri merimo toploto (energijo), ki je potrebna, da se vzpostavi ni¢elna temperaturna
razlika med preiskovanim vzorcem in inertno referenco, pri ¢emer sta tako vzorec kot
referenca izpostavljena identiénemu temperaturnemu rezimu v kontrolirani atmosferi, ki jo
kontrolirano segrevamo ali ohlajamo (Mettler Toledo, 2001).

Na sliki 6 je DSC termogram s temperaturo na abscisi in hitrostjo toplotnega toka (mW =
mJ/sec) na ordinati. Toplotni tok nam pove, ali gre za eksotermni (krivulja se pomakne
proti pozitivnim vrednostim) ali endotermni (krivulja se pomakne proti negativnim
vrednostim) proces. Na to¢ki oznaceni s Stevilko 1 vidimo zacetno deformacijo krivulje, ki
je proporcionalna toplotni kapaciteti vzorca. Tocka 2 predstavlja izhajanje vode iz vzorca,
v tocki 3 ni termalnih efektov (bazna krivulja), v tocki 4 pa nastopi talilni vrh (snovi
dolo¢imo temperaturo tali§¢a). V tocki 5 opazujemo zacetek oksidacije v atmosferi.
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Slika 6: Tipi¢ni DSC termogram (Mettler Toledo, 2001)
2.7.9 Dolocanje vsebnosti vode s suSenjem — LOD

Aparat (Loss on drying, LOD) meri spremembo mase vzorca po suSenju s pomocjo
halogenskih svetil pri izbrani temperaturi. Med suSenjem s tehtanjem opazujemo
zmanj$evanje mase vzorca zaradi oddajanja vode ali drugih hlapnih komponent (Mettler
Toledo, 2009).

2.8 ZNACILNOSTI PREUCEVANIH SNOVI
2.8.1 Farmacevtski koruzni $krob

Skrob je polisaharid rastlinskega izvora, nahaja se predvsem v gomoljih rastlin (krompir)
in v endospermu semen (koruza) ter Zit. Rastline izrabljajo Skrob kot rezervni material, saj
se del Skroba s pomocjo encimov razgradi v glukozo, ki jo celica potrebuje za lastno
presnovo, pridobivanje energije in sintezo drugih snovi, ostanek pa se shranjuje in je v
nativni obliki shranjen v §krobnih granulah. Shranjeni $krob se porabi pri razvoju novih
rastlin. Skrob je na splodno sestavljen iz dveh podenot, visoko razvejanega amilopektina
(70-80 %) in lineranih molekul amiloze (20-30 %) (Baldwin, 2001).

Sestava, lastnosti in funkcionalnost Skroba je odvisna od razli¢nih botani¢nih virov. Izbira
primernega vira Skroba zato temelji na fizikalni karakterizaciji, sposobnosti vezave,
lastnosti granulacije in dizintegracije (Heinemann in sod., 2004). Skrobno zmo je
sestavljeno iz tvornega centra v obliki kroglice na sredini zrna, okrog njega pa se nalagajo
Skrobni sloji, ki jih opazimo kot svetlejSe in redkejSe plasti z ve¢ vode in temnejSe, bolj
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goste plasti z manj vode (Sircelj, 2004). Skrobna zrna so v vsaki rastlini tako specifi¢na, da
njihova oblika lahko sluZi za identifikacijo nativnega $kroba (Skrabanja, 2005). Zrna se
razlikujejo po obliki in velikosti in so lahko velika od 2 pm do 170 pm. Lo¢imo jih tudi
glede na polozaj tvornega centra in so lahko koncentricna (metuljnice in trave) ali
ekscentri¢na (krompir) lahko pa imajo tudi ve¢ tvornih centrov, pri ¢emer govorimo o
sestavljenih $krobnih zrnih (oves) (Sircelj, 2005).

Enostavno Enostavno Sestavljeno  skrobno | Polsestavljeno
koncentricno skrobno | ekscentricno Skrobno | zmmo skrobno zrmo
Z1no ZIno

psenica krompir oves krompir

Slika 7: Oblike §krobnih zrn glede na poloZaj tvornega centra (Sircelj, 2005)

Skrob pod vplivom vode in visoke temperature izgubi svojo semi-kristalini¢no strukturo,
kar imenujemo Zeliranje oziroma nabrekanje Skroba. S term se povisa prebavljivost §kroba,
med samim procesom pa veze vecjo koli¢ino vode, pri ¢emer se poveca tudi njegova
prostornina in posledi¢no nabrekne. Geliranje potece v ve¢ stopnjah. Med segrevanjem
amorfen del molekule veze vodo, pod vplivom temperature pa voda vstopi v kristalini¢ne
regije molekule, zaradi Cesar se kristalini¢na struktura porusi in preide v amorfno. Pri
ohlajanju Zelatinastega Skroba ta preide iz amorfne ponovno v bolj kristalini¢no obliko, pri
¢emer pride do ponovnega zdruZevanja dvojne vijaCnice amiloze in amilopektina, kar
imenujemo retrogradacija Skroba (Coral in sod., 2009).

Koruzni $krob je eden izmed prvih pomoznih snovi, ki jih pogosto uporabljamo v
farmacevtski in zivilski industriji. Uporablja se kot zgoScevalec, stabilizator, gelirno
sredstvo in polnilo v zivilski industriji ter kot polnilo, vezivo, razgrajevalo v farmaciji
(Heinemann in sod., 2004).

2.8.2 Natrijev karboksimetilikrob, NKMS

Primojel je komercialno ime za modificiran $krob, ki je izdelan s karboksi-metilacijo
krompirjevega Skroba. Produkt je praSnat in sipek prah bele barve. Tako obdelan skrob,
lahko veze tudi do 20-kratno koli¢ino vode. V farmaciji se uporablja kot pomozna snov
zaradi hitre penetracije vode v trdne farmacevtske oblike, dobre zmoznosti geliranja in
hitre dezintegracije. Vse te lastnosti so pogojene z botanicnim virom Skroba (razli¢ne sorte
krompirja), stopnjo zamreZenosti in s stopnjo substitucije — metilacije) (Primojel
Productsheet. 2011).
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Slika 8: Strukturna formula natrijevega karoboksimetilskroba (Primojel Productsheet. 2011)
2.8.3 Dodatki

V nalogi smo uporabili $e razlicne pomozne snovi, ki smo jih uporabili za $tudij migracije
vode in jih v Zivilski in farmacevtski industriji uporabljamo v razli¢ne namene.

Sukraloza je nekalori¢no umetno sladilo, kemijsko pa je klorirana saharoza, ki je kar 600-
krat slajSa. V Zivilski industriji se uporablja kot sladilo, v farmacevtski industriji pa kot
termostabilno polnilo (Al Deeb in sod., 2013).

Krospovidon je zamrezen polivinil N-pirolidon (PVP) in se zaradi dobre higroskopnosti
uporablja v tabletah kot dezintegracijsko sredstvo, kar pomaga pri topnosti le-te in tudi
boljse razpoloZzljivosti aktivne farmacevtske ucinkovine v tableti (Nakanishi in sod., 2011).

Sorbitol je sladkorni alkohol, ki je okoli 40 % manj sladek kot sukraloza. V Zivilski
industriji se uporablja kot nadomestek sladkorja, v farmacevtski industriji pa se zaradi
dobrih higroskopnih lastnosti uporablja kot humektant in zgoS¢evalo (Kearsley in Deis,
2007).
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3 MATERIALI IN METODE

Magistrsko delo smo opravljali v Krki, tovarni zdravil d. d. Novo mesto, v sektorju za
Razvoj in Raziskave, na Oddelku za strukturne analize.

3.1 MATERIALI

3.1.1 Osnovni vzorci

V eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje vzorce:
- koruzni $krob (Grain Processing Corporation);
- NKMS (DFE pharma).

3.1.2 Dodatki

V eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje dodatne snovi:
- sukraloza (Grain Processing Corporation),
- Krospovidon (Ashland),
- sorbitol (PharmSorbidex P 16656),
- zdravilno ucinkovino 1, ki ob stiku z vodo prehaja iz kristalinicne v amorfno
obliko,
- zdravilno u¢inkovino 2, ki velja za zelo higroskopno u¢inkovino.

3.2 NACRT DELA

V poskusu smo uporabljali predvsem komercialne vzorce polimernih snovi, analizirali pa
smo jih s Sirokim izborom metod, dostopnih na Oddelku za strukturne analize v Krki d. d.
Zeleli smo izbrati najbolj optimalen nac¢in dolo¢anja vsebnosti vode v snoveh in njeno
migracijo med razli¢nimi snovmi.

V okviru eksperimentalnega dela naloge smo Zeleli kvalificirati in kvantificirati migracijo
vode v razli¢nih zmeseh, zato smo v prvi fazi eksperimenta raziskali podrocje vsebnosti in
aktivnosti vode. Eksperimentalni del smo lo¢ili na predposkus, glavni in zakljucni poskus.
Shema eksperimenta je prikazana na sliki 9.
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—1 PREDPOSKUS |

«karakterizacija koruznega §kroba in NKMS
+izdelava komore za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi
raziskava delovanja aparata za dolo¢anje vodne aktivnosti

I's ~

4[ GLAVNI POSKUS }

sraziskava vpliva tehnoloskih postopkov mletja snovi in dodajanja
humektanta v zmes na vodno aktivnost snovi

eraziskava migracije vode med dvema snovema v simulaciji zmesi

e ~

— ZAKLJUCNI POSKUS |

*dolocanje vsebnosti vode posameznih komponent v simulaciji dvo-
komponentne Zzmesl

*dolocanje vsebnosti vode posameznih komponentn v simulaciji tro-
komponentne zmesi

Slika 9: Shema poskusa razdeljenega na predposkus, glavni in zaklju¢ni poskus

Predposkus je zajemal karakterizacijo vzorcev, nastetih na sliki 9, s ¢imer smo spoznali
vpliv kemijskih, predvsem pa fizikalnih lastnosti na interakcijo snovi z vodo. Analizirali
smo velikost in morfologijo delcev vzorcev koruznega $kroba in NKMS, njihove
sorpcijske lastnosti, vsebnost vode in vodno aktivnost.

V drugem delu predposkusa smo oblikovali in izdelali komoro za opazovanje prehoda
vode med snovmi, ki smo jo konstruirali tako, da zagotavlja nepredusne pogoje za
izmenjavo vlage med vzorci. Raziskali smo princip delovanja aparata za dolocanje
aktivnosti vode, ki je bil osnovni aparat za doloc¢anje migracije vode med snovmi.

Glavni poskus smo lo¢ili na raziskavo vpliva tehnoloskih postopkov na vodno aktivnost
snovi. Preveril smo vpliv velikosti delcev na vodno aktivnost tako, da smo vzorce mleli na
krogliénem mlinu. Pripravili smo eksperiment, v katerem smo preverili vpliv
magnezijevega klorida v vlogi humektanta, ki naj bi znizal vodno aktivnost zmesi, v katero
vstopa (FAO/WHO, 2014).

V drugem delu smo po principu vodne aktivnosti raziskovali migracijo vode med dvema
snovema tako, da smo vzorce z razlicnimi vodnimi aktivnostmi nepredusno zaprli v
komoro za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi, pri ¢emer smo simulirali
realno dvo-komponentno zmes. Komponentama, ki sta predstavljali zmes v komori smo
sorpcijo oziroma oddajanje vode med njima doloc¢ili s termogravimetri¢no analizo.

Migracijo vode med snovmi smo opazovali tudi s simulacijo razlicnih zmesi, pri ¢emer
smo dolocali kon¢ne vsebnosti vode glede na sorpcijsko izotermo vsake snovi
ve¢komponentne formulacije po tem, ko se je v formulaciji vzpostavilo ravnovesje zaradi
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termodinamic¢nega principa vodne aktivnosti. Metodo smo preverili s termogravimetri¢no
analizo in jo vpeljali v dvokomponenten in trikomponentnen sistem.

3.3 METODE DELA
3.3.1 Analizator dinamicne sorpcije vode, DVS, SPS

Pred zacetkom analize smo v operacijskem sistemu aparata nastavili zelene pogoje analize.
Nastavili smo temperaturo in stopnje relativne vlage katerim smo zeleli izpostaviti vzorce.
Vzorce smo natehtali v aluminijaste loncke, ki smo jih predhodno temeljito ocistili z
destilirano vodo in acetonom ter jih suSili pri temperaturi okoli 75 °C z namenom
zagotavljanja ¢im bolj to¢nih rezultatov.

Prazne loncke smo postavili v samodejni vzorcevalnik aparata, zaprli pokrov in pocakali,
da so se vzpostavili delovni pogoji. Potem smo iznicili mase lon¢kov s pritiskom na gumb
Tara na tehtnici ter nanje nanesli vzorce. Po vzoréenju smo aparat zaprli, preverili nivo
vode v rezervoarju aparata in priceli z analizo.

Slika 10: Analizator dinami¢ne sorpcije vode — med analizo z vidnim samodejnim vzoréevalnikom
Uporabili smo dve metodi. Osnovno metodo smo izvedli na koruznem $krobu tako:

- zaCetek analize: 50 % relativne vlage (RV), Cas izpostavljenosti pogojem: do
vzpostavitve ravnotezja oziroma maksimalno 12 ur,

- sorpcija vode do 85 % RV s po 5 % visanjem RV,

- desorpcija do 0 % RV s po 5 % nizanjem RV,

- sorpcija do 50 % RV s po 5 % viSanjem V.
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Opis hitrejse metode za vzorce NKMS, ZU2 s po&asno sorpcijo:

- zacetek analize: 50 % RV, cas izpostavljenosti pogojem: do vzpostavitve
ravnotezja oziroma maksimalno 12 ur,

- desorpcija vode do 0 % RV s po 10 % nizanjem vlage,

- sorpcija do 80 % RV s po 10 % nizanjem vlage,

- desorpcja do 50 % RV s po 10 % visanjem vlage.

3.3.2 Termogravimetri¢na analiza, TGA

Vzorec smo natehtali v aluminijasti lonéek in ga v stiskalnici nepredusno zaprli zato, da
vzorec ni bil izpostavljen laboratorijskim pogojem zra¢ne vlage in temperature, med tem
ko je ¢akal na vzorcevalniku na analizo. Postopek zapiranja loncka smo prikazali na sliki
11. Robotska roka je tik pred zacetkom analize lonc¢ek preluknjala z iglo.

Loncek smo poloZili na izbrano mesto na avtomatskem vzorcevalniku ter nadaljevali s
programom aparata. Vzorce smo analizirali pri zacetni temperaturi 25 °C in jih segrevali
do najvec 250 °C.

Vzorce smo analizirali z dinami¢no metodo pri temperaturah od 25 °C do 220 °C in
izotermalno metodo pri 85 °C.

Slika 11: Priprava vzorca na TGA analizo: zapiranje aluminijastega loncka v stiskalnici
3.3.3 Aparat za merjenje vodne aktivnosti

Vzorec smo natresli v plasticne analitske loncke za enkratno uporabo. Vzorcili smo v
taks$ni koli€ini, da je vzorec zasedel tri Cetrtine prostornine loncka. Vzorec smo postavili v
merilo komoro aparata in zaprli pokrov. Izbrali smo metodo konstantnega merjenja, ki je
merila vodno aktivnost vzorca toliko ¢asa, dokler se v komori ni vzpostavilo ravnotezZje z
natan¢nostjo +/-0,001 a,, v petih ponovitvah, aparat je nato shranil zadnji izmerjeni
rezultat.

Dolocitev vodne aktivnosti koruznega Skroba smo ponovili 15krat pri enaki temperaturi in
relativni vlagi okolja. Koruznemu $krobu smo tako dolocili povpreéno vrednost vodne
aktivnosti na 0,471 z absolutno napako 0,01 na podlagi, katere smo zakljucili, da lahko
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rezultate vodne aktivnosti dolo¢amo na dve decimalni mesti natan¢no. Podobno natan¢no
navajanje rezultatov smo zasledili tudi pri pregledu literaturnih podatkov, ki smo jih
navajali v tem delu.

3.3.4 Komora za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi

Neprodusno zaprta komora je omogocala kontrolirano izmenjavo vode med razli¢nimi
vzorci po principu zakona o termodinamiki. Izmenjava vode med vzorci je v komori
potekala toliko Casa, dokler se ni vzpostavilo ravnotezje, kar smo potrdili na podlagi
preliminarnih eksperimentov pri katerih smo spremljali vsebnost vode posameznih vzorcev
v dolocenih ¢asovnih toc¢kah. Vzorcem smo izmerili vodno aktivnost, s termogravimetri¢no
analizo pa smo jim dolo¢ili odstotek nevezane vode. V aluminijaste analitske loncke TGA
analize smo natehtali oba analizirana vzorca in ju za teden dni zdruzili v neprodusni
komori, ki je omogoc¢ala migracijo vode. Po enem tednu smo vzorcem ponovno dolo¢ili
vsebnost vode in opazovali spremembo zaradi vzpostavitve ravnotezja v komori.

3.3.5 Svetlobni mikroskop

Kapljico vzorca v silikonskem olju smo nanesli na objektno steklo in pokrili s krovnim
steklom. Tako pripravljene vzorce smo opazovali pod razli¢nimi pove¢avami. Sliko smo s
pomoc¢jo kamere mikroskopa opazovali na ekranu, podatke pa statisticno obdelali s
pripadajo¢o programsko opremo AnalySIS, s katero smo dolo¢ili velikost delcev z
razli¢énimi metodami Stetja in meritev. Na koncu je instrument podal rezultate v obliki
Excelove tabele s povprecno velikostjo in standardnim odklonom. Vezavo vode koruznega
$kroba in NKMS smo ovrednotili po podobnem principu, le da smo za medij uporabili
destilirano vodo.

3.3.6 Vrsticni elektronski mikroskop, SEM

Vzorce smo pripravili tako, da smo na aluminijasti nosilec nalepili samolepilno prevodno
karbonsko folijo ter nanjo nanesli vzorec. VVzorec smo nanesli v tanki plasti, ¢im bolj
enakomerno, in na koncu Se otresli odvec¢no koli¢ino vzorca iz nosilca. Vzorec smo vstavili
v brezzraéni prostor instrumenta, analizo pa nadaljevali s programom ULTRA PLUS-45-
01 NTS SmartSEM, s katerim smo kreirali sliko in prilagajali pogoje snemanja. Na slikah
posnetih z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom smo opazovali morfologijo delcev.

3.3.7 Laserska difrakcija, PSD

Za dolocitev velikosti delcev smo ustrezno koli¢ino vzorca (2-8 g) stresli na pladenj celice,
celico zaprli in nastavili ustrezne parametre metode (tlak, pretok, rezo). Vzorec smo merili
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z metodo v toku zraka. Valovna dolzina rdeCe svetlobe je 632,8 nm, valovna dolzina
modre svetlobe pa 470 nm.

3.3.8 Rentgenska praskovna difrakcija, XRPD

Pri dolo¢anju kristalnih oblik vzorcev smo Ustrezno koli¢ino vzorca natresli na zelezni
nosilec in ga vstavili v vzoréevalnik difraktometra. V racunalniskem programu X Pert
Highscore Plus smo dolo¢ili pogoje analize in vzorec posneli z bakrovo svetlobo (CuKa)
valovne dolzine A=1,54174 A.

3.3.9 Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija, DSC

Majhno koli¢ino vzorca (~ 3 mg) smo natehtali v analitski aluminijasti lonek in ga
postavili na avtomatski vzorcevalnik. Izbrali smo hitrost snemanja 50 °C/min v Sirokem
temperaturnem obmocju 25 °C — 300 °C ter zagnali meritev.

3.3.10 Krogli¢ni mlin Retch

Koruzni $krob in NKMS smo mleli na krogli¢nem mlinu s horizontalnim mes$anjem
mlevne posode, v katero smo skupaj z vzorcem zaprli kroglo. Krogla je med frekvenénim
vibriranjem mlina drobila delce mlete snovi. Vzorce smo mleli 10 minut pri frekvenci 20
Hz. Po mletju smo vzorce 6 ur izpostavljali sobnim pogojem (23 °C, 55 % RV) in $e 3 dni
na enakih pogojih ter opazovali spremembo vodne aktivnosti vzorcev.

3.3.11 Izguba vode pri susenju, LOD

Vzorec smo natehtali v analitski aluminijasti lon¢ek in ga postavili na nosilec aparata za
doloc¢anje izgube vode pri susenju. Nosilec smo skupaj z lonckom polozili na tehtnico ter
izni¢ili njegovo maso s pritiskom na gumb Tara na tehtnici. Vzorec smo natehtali v loncek
in spremljali ustreznost natehte na ekranu tehtnice. Izbrali smo metodo suSenja z ustrezno
temperaturo, ki smo jo povzeli glede na rezultat susenja, ki smo ga dolocili s TGA analizo,
85 °C. Vzorec smo susili do ravnotezne mase (+/- 0,0005 g), instrument pa je rezultat
izpisal kot odstotek vode v vzorcu.
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4 REZULTATI
4.1 KARAKTERIZACIJA KORUZNEGA SKROBA IN NKMS

Pred zaCetkom analize zmesi smo podrobno okarakterizirali lastnosti posameznih
pomoznih snovi, ki vstopajo v zmes, da bi razumeli vpliv strukture snovi na vodno
aktivnost in vsebnost vode.

4.1.1 Oblika in velikost delcev koruznega §kroba in NKMS

Iz posnetkov delcev koruznega Skroba pod svetlobnim mikroskopom na sliki 12 smo
razbrali obliko Skrobnega zrna tipa enostavne ekscentri¢ne oblike z znalilnim tvornim
centrom v sredini. Na sliki pod 40-kratno povecavo je bilo videti nacin nastajanja
Skrobnega zrna, ki raste z ekscentri¢nimi krogi plasti Skroba iz tvornega centra na sredini
proti zunanjosti zrna. Plasti so bile relativno dobro opazne predvsem zaradi variiranja vode
v §krobu med nalaganjem v zrno (Sircelj, 2005). Pri NKMS smo prav tako dolo¢ili $krobno
zrno tipa enostavne ekscentri¢ne oblike z znacilnim tvornim centrom pomaknjenim proti
robu zrna (Sircelj, 2005).
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Slika 12: Posnetek koruznega skroba (A) in NKMS (B) pod svetlobnih mikroskopom pod 40-kratno
povecavo

Ko smo prilagodili svetlobo na mikroskopu na polarizirajoco svetlobo, smo lahko na sliki
13 opazovali semi-kristalini¢no strukturo koruznega $kroba in NKMS. Kristaliniéne regije
so se svetlikale na ¢rni podlagi.
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Slika 13: Posnetek koruznega $kroba (A) in NKMS (B) pod svetlobnim mikroskopom s polizirajo¢o
svetlobo, pod 40-kratno povecavo

Z vrstiénim elektronskim mikroskopom smo na sliki 14 opazovali povrSino $krobnega
zrna, ki je bila gladka brez povrinsko vidnih por in anomalij. Delci NKMS so bili
sferi¢nih oblik in vecje velikosti v primerjavi s koruznim Skrobom.
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Slika 14: Posnetek koruznega skroba (A) in NKMS (B) pod elektronskim vrsti¢nim mikroskopom, 2000-
kratna povecava

Velikost delcev smo dolocili na osnovi laserske difrakcije. Zaradi relativno ozke
unimodalne krivulje koruznega Skroba (krivulja rdece barve), ki prikazuje volumsko
porazdelitev velikosti delcev na sliki 15, smo sklepali na ozko distribucijo velikosti delcev,
ki so bili velikosti od okoli 5 pm do 30 um. V povprecju so bili delci velikosti premera 13
pum, 10 % delcev je bilo manjs$ih od 9 um, 50 % delcev je bilo vecjih oziroma manjsih od
13 pum in 90 % delcev je bilo manjsih od 19 pm. NKMS smo dolo¢ili nekoliko irso
distribucijo velikosti delcev v primerjavi s koruznim Skrobom, kar vidimo na sliki 15
(krivulja zelene barve), delci pa so bili v povprecju vecji in porazdeljeni med nekaj um do
priblizno 100 um. Iz preglednice 2 razberemo, da so bili delci NKMS v povpreéju velikosti
premera 44 um, 10 % delcev je bilo manjSih od 23 um, 50 % delcev je bilo vec¢jih oziroma
manjSih od 42 pm in 90 % delcev je bilo manjsih od 70 um.
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Slika 15: Distribucija porazdelitve velikosti delcev koruznega $kroba in NKMS dologena z lasersko
difrakcijo

Preglednica 2: Porazdelitev velikosti delcev koruznega $kroba in NKMS

D[4, 3] d(0.1) d (0.5 d (0.9
pm pm pm pm
Koruzni skrob 13 9 13 19
NKMS 44 23 42 70

D [4, 3] — volumsko povpreéje izmerjenih vrednosti; d (0.1) — 10 % delcem ima manj$i premer od tega [pum];
d (0.5) — 50 % delcev ima ve&ji/manjsi premer od tega [um]; d (0.9) — 90 % delcev ima man;j$i premer od
tega [um]

4.1.2 Sorpcijske lastnosti delcev koruznega §kroba in NKMS

Opazovali smo, na kakSen nacin material veze vodo in poskusSali ugotoviti, kakSen je nacin

sorpcije - v strukturo snovi ali adsorpcija na povrsino snovi tako, da smo $krobna zrna 24
ur namakali v destilirani vodi.

Posnetki koruznega skroba v destilirani vodi so prikazani na sliki 16. Velikost delcev smo
izmerili z raCunalniskim programom v sklopu svetlobnega mikroskopa, podatke smo zbrali
v preglednici 3. Velikost delcev koruznega $kroba je po 24-ih urah v destilirani vodi ostala
enaka, kar pomeni, da delci niso nabrekali zaradi vezave vode v strukturo. Koruzni $krob
torej pri sobnih pogojih ne sprejema vode v svojo strukturo, ampak se le-ta adsorbira na
povrsino.

Na isti sliki je razvidno, da se je, za razliko od koruznega $kroba, NKMS na racun vezane
vode v 24-ih urah povecal za 4-krat. Povprecna velikost delcev je bila ob ¢asu ni¢ 35 um.
Rezultati so se razlikovali od PSD analize zaradi druga¢nega nacina merjenja in podajanja
rezultatov (druga analizna tehnika) in so zbrani v preglednici 3.
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Posnetek NKMS pod svetlobnim mikroskopom, 10- | Posnetek NKMS pod svetlobnim mikroskopom,
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Slika 16: Posnetki koruznega §kroba in NKMS pod svetlobnim mikroskopom v za¢etnem stanju (levo) in po
24-ih urah v destilirani vodi (desno)

Preglednica 3: Sprememba velikosti delcev koruznega $kroba in NKMS zaradi sorpcije vode med
namakanjem v destilirani vode v 24-ih urah.

Z;;Etj':’ Po 24 urahv_ Zatetno Po 24 urahv_
Koruzni destilirani vodi stan Jev destlllranlvvodl
N koruzni §krob NKMS NKMS
Skrob
Stevilo izmerjenih 336 334 265 397
delcev
Min velikost v um 51 3,8 9,8 35,4
Max velikost v um 27,2 26,0 82,1 306,1
Povpreéje v um 13,4 13,8 34,7 140,7
Standard:rlnodklon v 36 41 15,3 63,0
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Nacin sorpcije vode koruznega Skroba smo Zzeleli potrditi tudi na osnovi sorpcijsko
desorpcijskih izoterme z analizatorjem dinamic¢ne sorpcije vode SPS. Opazovali smo
spremembo mase vzorca med vezavo in oddajanjem vlage na krivulji spremembe mase v
odvisnosti od relativne vlage, kateri vzorec izpostavimo.

Na sliki 17 je opazna precej majhna histereza med soprcijsko in desorpcijsko krivuljo
koruznega Skroba, kar je kazalo na Sibko vezano vodo. Iz oblike krivulje smo videli skoraj
linearno sorpcijo skozi vse stopnje relativne vlage. Sklepali smo, da koruzni $krob sorbira
vodo linearno z relativno vlaznostjo, koli¢ina vezane vlage pa je omejena z lastnostmi
materiala.

boili] TRlh ] A0D =00 [ *iTi) M0 B0 0.0

Relativna sprememba mase [%]

BV [%]

Slika 17: Relativna sprememba mase koruznega $kroba v odvisnosti od relativne vlage pri 25 °C

Na grafu na sliki 18 je prikazan casovni diagram sorpcije in desorpcije vode na vsaki
stopnji RV. Rdeca ¢rta na grafu oznacuje konstantno temperaturo sistema, ki je bila 25 °C.
Modra prekinjena Crta prikazuje Cas, ki je bil potreben, da je vzorec dosegel ravnovesje na
vsaki stopnji RV, z modro ¢rto pa je prikazana sprememba mase v odvisnosti od ¢asa, iz
katere smo razbrali ali je vzorec dosegel ravnovesje v Casu, ki ga je imel na voljo med
analizo, ko se masa vzorca s ¢asom ni ve¢ spreminjala in je krivulja dosegla plato.
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Slika 18: Casovni potek vzpostavljanja ravnoteZja pri vezavi vode v koruznem $krobu pri razliéni relativni
vlagi pri 25 °C

Koruzni Skrob je dosegel ravnotezje na vseh stopnjah analize, kar pomeni, da je vezava
vode potekla relativno hitro in se je ustavila, ko je material sorbiral maksimalno koli¢ino
vode pri doloc¢eni RV.

Oblika sorpcijske/desorpcijske krivulje NKMS, prikazane na sliki 19, je nakazovala
absorpcijo vode pri vi§jih vrednostih relativne vlage, konkretno nad 70 % RV, pred tem pa
snov vodo adsorbira v mono-molekulsko plast. Histereza ni velika, kar pomeni, da je
NKMS vezal in oddajal vodo na podoben nadin oziroma so bile strukturne spremembe
NKMS po vezavi vode minimalne. NKMS je bil pri nekontaktni sorpciji vode, kar pomeni,
da skrobna zrna niso prisla v stik s teko¢o vodo, sposoben vezati kar 30 % vlage glede na
lastno maso.
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Slika 19: Krivulja relativne spremembe mase NKMS v odvisnosti od relativne vlage pri 25 °C
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Slika 20: Casovni potek vzpostavljanja ravnoteZja pri vezavi vode v NKMS pri razliéni relativni vlagi
pri 25 °C

Na diagramu na sliki 20 vidimo, da je NKMS dosegel ravnoteZje na vsaki stopnji RV,
razen pri 80 % RV. To pomeni, da bi NKMS na 80 % RV lahko vezal $e nekaj vode,

vendar je bila sorpcija prepoc¢asna in je aparat premaknil vzorec na naslednjo stopnjo
meritve.
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4.1.3 Dolo&itev vsebnosti vode delcev koruznega §kroba in NKMS

Vzorce koruznega $kroba in NKMS smo na TGA analizatorju izpostavili temperaturam od
25 °C do 220 °C (dinamic¢na analiza) in opazovali izhajanje vode. VVzorce smo segrevali do
temperature 220 °C, med tem pa gravimetricno spremljali izhajanje vode iz vzorca. Z
metodo dinamicnega segrevanja smo iz vzorca praviloma odstranili vso vodo, tako
nevezano vodo, ki vstopa v proces migracije vode in tudi kristalno vezano, kar skupno
imenujemo celokupna vsebnost vode vzorca. Ugotovili smo, da nevezana oziroma prosta
voda, ki ji lahko dolo€amo aktivnost vode izhaja iz Skrobnega zrna v temperaturnem
obmocju do 85 °C. Izotermalno analizo smo nato izvedli s suSenjem 2 uri na 85 °C.
Rezultate za koruzni $krob in NKMS smo zbrali v preglednici 4. Diagram izgube vezane
vode koruznega skroba in NKMS po dinamiéni metodi je v prilogah (Priloga A).

Pri izotermalnem poskusu pri 85 °C, smo na diagramu izgube vode koruznega $kroba
(krivulja modre barve), ki ga vidimo na sliki 21, dolo¢ili hitro izgubo nevezane vode v
prvih 30 minutah, ravnovesje pa je dosegel ze po okoli 100 minutah segrevanja na 85 °C.
Do ravnovesja je prislo takrat, ko je masa vzorca postala konstantna oziroma se s ¢asom ni
spreminjala ve¢. Instrument je kot rezultat podal masni delez oddane vode, rezultate smo
zapisali v preglednici 4. Enako obliko izhajanja vode smo opazili tudi pri NKMS (krivulja
rdece barve), le da je bila vsebnost vode nizja v primerjavi s koruznim $krobom.

- NEKMS

= koruzni $krob

Vsebnost vode [5%)]

T T T T T T T T T T T T T
o 5 10 15 20 s 20 35 40 45 50 55 &0 65 70 75 80 85 El 95 100 105 110 115 120 min

| as izhajanjavode [min] |

Slika 21: Vsebnost nevezane vode koruznega $kroba in NKMS (TGA) pri temperaturi 85 °C (0znaka na y osi
prikazuje 5 % vsebnost vode)
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Za dodatno potrditev rezultatov vsebnosti nevezane vode dolo¢enih s TG analizo smo
vzorce analizirali $e z alternativno tehniko - analiza izgube vode pri susenju (LOD), ki je
omogocala analizo bolj reprezentativnega vzorca, ker je bila natehta vzorca veliko vecja
kot pri TG analizi. Temperaturo suSenja smo povzeli po izotermalni krivulji posneti s TG
analizo, to je 85 °C. Aktivnost vode smo dolocili z aparatom za merjenje vodne aktivnosti,
rezultati so prikazani v preglednici 4.

Preglednica 4: Vsebnost in aktivnost vode koruznega $kroba dolo¢ena s TGA, LOD in aparatom za dolo¢anje
vodne aktivnosti

Celokupna Vsebnost Vsebnost
Vzorec vsebnost vode nevezane vode nevezane vode Aktivnost vode
TGA TGA LOD
Koruzni $krob 12,2 % 11,3 % 11,4 % 0,47
NKMS 75 % 5,9 % 5,7 % 0,17

Koruzni Skrob je vseboval relativno velik delez nevezane vode glede na celokupno
vsebnost in tudi vi§jo aktivnost vode, saj voda ni bila vezana v strukturo. Z LOD metodo
smo izmerili primerljivo vsebnost vode, vodna aktivnost pa je bila za snovi, uporabljene v
farmacevtski tehnologiji, relativno visoka. NKMS je vseboval le ~ 6 % nevezane vode z

nizko vodno aktivnostjo, kar je nakazovalo visoko sorpcijsko sposobnost vzorca.

4.2 KONSTRUIRANJE KOMORE ZA I1ZMENJAVO VODE MED VZORCI V
ATMOSFERI Z ZNANO VSEBNOSTJO VODE

Komoro smo oblikovali tako, da je omogocala ustvarjanje kontroliranih pogojev in ni
dopuscala prehajanje plinov, zraka in vlage. Zasnovana je bila tako, da je omogocala
prehajanje vode v obliki vodne pare med vzorci pri sobnih pogojih. S popolnim tesnjenjem
posode smo izkljucili zunanje vplive in opazovali prehod vlage, ki je v komori na
razpolago (zrac¢na vlaga + voda v vzorcih) med vzorcema.

AA

(1:1)
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Slika 22: Pokrov komore za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi
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Slika 23: Dno komore za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi

Komora je bila narejena iz dveh kovinski delov, posodice in pokrova, ki sta prikazana na
sliki 22 in 23. Spodnji del je imel okoli prostora za vzorce tesnilo, ki je omogocalo
nepredusno tesnjenje, za dodatno tesnjenje pa smo okoli robov komore namestili tri vijake.
S spremljanjem spremembe mase vzorcev, ki smo jih postavili v komoro, smo lahko
kvantificirali prehajanje vode med vzorci zaradi razlinega energijskega stanja tj.
termodinamske aktivnosti vode. Prostor, v katerega smo polozili vzorcke v aluminijastih
lonckih, je imel premer 2 cm in viSino 0,9 cm.

4.3 RAZISKAVA MERITVE VODNE AKTIVNOSTI PO PRINCIPU DOLOCANJA
TOCKE ROSISCA Z APARATOM ZA MERJENJE VODNE AKTIVNOSTI

Ker aparat aktivnost meri na osnovi uravnovesSenja z atmosfersko vlago v komori, smo s
teoreticnim izracunom preverili ali bi atmosfera v merilni komori oziroma odstotek vlage v
njej lahko vplivala na rezultate. Aparat za merjenje aktivnosti vode naj bi namrec
zanemaril vpliv atmosfere, ki je prisotna v merilni komori med analizo glede na koli¢ino
vzorca, saj moramo zagotoviti ustrezno razmerje vzorec/atmosfera v merilni komori tako,
da merilni lon¢ek napolnimo do najmanj polovice (AquaLab..., 2014).

Glede na prostornino aparata in prostornine vzorca v lon¢ku, ko je le-ta napolnjen do treh
cetrtin, smo izracunali, da je ~20 ml prostornine ostalo proste oz. je v njej ostal zrak pri
sobnih/laboratorijskih pogojih. Ta je bil na voljo za izmenjavo vlage, dokler ni prislo do
termodinamskega ravnovesja, katerega je aparat izmeril preko tocke rosisca.

Iz splosne plinske ena¢be smo izracunali maso vode v 20 ml atmosfere v komori, pri
izmerjeni 53 % RV laboratorija, in pri delovni temperaturi aparata, 25 °C, in sicer je bilo v
20 ml prostornine komore aparata pri 25 °C in 53 % RV 0,24 mg vode.

Izmerili smo vodno aktivnost koruznega skroba, in sicer 0,47, natehtali pa smo 3 g vzorca
v lon¢ek. Glede na razmerje mase vod v atmosferi in mase vzorca smo lahko vpliv
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atmosfere iz vidika masnega prenosa res zanemarili, saj je bil vpliv atmosferske vlage v
primerjavi z maso vzorca v masnih odstotkih le 8 - 10 %.

V podporo teoretiénemu izra¢unu smo vpliv atmosfere med analizo preverili tudi s TGA.
Izmerili smo vsebnost nevezane vode dveh vzorcev, koruznega $kroba in NKMS pred
analizo vodne aktivnosti z aparatom za merjenje vodne aktivnosti. Potem smo natehtali
vzorec v analitski lon¢ek aparata in izvedli meritev vodne aktivnosti. Neposredno po

opravljeni meritvi smo iz loncka izvzeli vzorec ter mu izmerili vsebnost vode s TGA.
Rezultate smo zbrali v preglednici 5.

Modra krivulja prikazuje izgubo aktivne vode NKMS pred analizo, zelena predstavlja
izgubo vode NKMS po opravljeni analizi vodne aktivnosti, rde¢a izgubo vode koruznega
Skroba pred analizo, ¢rna pa izgubo vode po analizi vodne aktivnosti.

e NKMS pred analizo aw
NKMS po analizi aw
mm koruzni 5krob pred analizo aw

mmmm— Loruzni Skrob po analizi aw

Vsebnost vode [5%]

T T T T UL N B N S S s T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 30 35 &0 85 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

‘ €as izhajanjavode [min] |

Slika 24: Vsebnost nevezane vode koruznega skroba in NKMS pred ter po analizi aktivnosti vode z aparatom
za merjenje vodne aktivnost dologena s TGA pri 85 °C in NKMS pri 85 °C (oznaka na y osi predstavlja 5 %
vsebnost vode)

Preglednica 5: Sprememba vsebnosti vode koruznega $kroba in NKMS na raéun meritve vodne aktivnosti

Vsebnost vode pred analizo a,, Vsebnost vode po analizi a,,
[ %] [ %]
Koruzni Skrob 11,4 11,4
NKMS 6,9 6,9
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Glede na rezultate analize vsebnosti vode pred in po opravljeni meritvi vodne aktivnosti
lahko zaklju¢imo, da atmosfera v komori aparata med meritvijo res ni vplivala na vsebnost
vode v vzorcu ob predpostavki, da smo analitski lon¢ek napolnili kot priporo¢eno in smo
lahko na ta na¢in zanemarili prispevek vlage v atmosferi.

4.4 VPLIV RAZLICNIH FIZIKALNO KEMIJSKIH LASTNOSTI MATERIALA NA
MIGRACIJO VODE

Na aktivnost vode lahko vplivamo s spreminjanjem lastnosti materiala, kot so sprememba
velikosti delcev, specificna povrSina in poroznost, higroskopnost in sorpcijsko-
desoprcijske lastnosti. Ko dobimo celostno sliko o lastnostih snovi, ki bi vstopale v zmes,
lahko na podlagi njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti poskusamo omejiti vodno aktivnost
in s tem migracijo vode.

V nadaljevanju smo raziskali, ali velikost delcev snovi vpliva na aktivnost vode, saj lahko
npr. z mletjem kontroliramo njeno velikost. Raziskali smo tudi, ali lahko na vodno
aktivnost vplivamo z dodajanjem snovi, ki bi zaradi razlike v vodni aktivnosti znizale ali
zviSale kon¢no aktivnost formulacije. Tako bi z relativno preprostimi postopki dosegli bol;
stabilen kon¢ni izdelek.

4.4.1 Velikost delcev

Z mletjem vzorcev smo preverili hipotezo o spremembi vodne aktivnosti na racun
zmanjSanja velikosti delcev in s tem povecanja povrSine delcev. Pri€akovali smo viSanje
vodne aktivnosti zaradi pove€anja specificne povrSine z mletjem in s tem veC prostih
vezavnih mest za molekule vode. Mletim vzorcem smo izmerili velikost delcev z lasersko
difrakcijo.

Iz preglednice 6 in slike 25 je razvidno, da smo z mletjem pridobili nekoliko manjSe delce.
Delci koruznega kroba so se v povpre&ju zmanjsali za 5 pm, delci NKMS pa za 10 pm.
Vzorce smo izpostavili sobnim pogojem (~ 25 °C, 55 % RV) in jim izmerili vodno
aktivnost v za¢etnem stanju po 6 urah in po 3 dneh.
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Velikost delcev [um]
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Slika 25: Distribucija porazdelitve velikosti delcev koruznega skroba in NKMS pred in po mletju

Preglednica 6: Spremeba velikosti decev koruznega $kroba in NKMS po mletju

39

D [4, 3] d (0.1) d (0.5) d (0.9)
pm pm pm pm
Koruzni $krob 13 9 13 19
Mleti koruzni
skrob 8 2 5 14
NKMS 44 23 42 70
Mleti NKMS 34 11 31 61

D [4, 3] — volumsko povpreéje izmerjenih vrednosti; d (0.1) — 10 % delcem ima manj$i premer od tega [um];
d (0.5) — 50 % delcev ima ve&ji/manjsi premer od tega [um]; d (0.9) — 90 % delcev ima man;j$i premer od

tega [um]

Iz rezultatov (preglednica 7) razberemo, da mletje oziroma sprememba velikosti v tem
primeru kvantitativno ni vplivala na aktivnost vode. Opazili smo, da smo z mletjem
vzorcev kon¢no aktivnost vode, pogojeno z lastnostmi materiala in odstotka relativne vlage

v atmosferi, dosegli prej kakor pri nemletih vzorcih.

Preglednica 7: Sprememba vodne aktivnosti koruznega $kroba in natrijevega karboksimetilskroba na ra¢un
zmanj$anja velikosti delcev z mletjem na sobnih pogojih, ~ 25 °C, 55 % RV

ayV zafetnem stanju

a,, po 6h na sobnih

a, po 3 dneh na

pogojih sobnih pogojih
Koruzni ékrob_v izhodnem 0,47 0,48 0,50
stanju
Mileti koruzni Skrob 0,47 0,50 0,50
NKMS v izhodnem stanju 0,17 0,22 0,52
Mileti NKMS 0,17 0,25 0,52

4.4.2 Dodatek humektantov

Glede na literarne podatke smo predvidevali, da bi z dodatkom humektantov lahko

ucinkovito uravnavali aktivnost vode v formulacijah. Hipotezo smo preverili na
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koruznemu Skrobu z okoli 11 % nevezane vode in vodno aktivnostjo 0,47, ki smo mu
dodali brezvodni MgCl,. Dovoljena koncentracija MgCl, v zivilih in zivilskih izdelkih je
0,5 % (FAO/WHO, 2014), zato smo prvo zmes pripravili z 0,5 % magnezijevega klorida.
Ker ta koli¢ina ni dosegla praga zaznave metode rentgenske praskovne difrakcije, smo
pripravili Se eno zmes koruznega Skroba s 5 % vsebnosti MgClo.

Preglednica 8: Vodna aktivnost koruznega $kroba, magnezijevega klorida in njunih zmesi

Vzorec aw
Koruzni §krob 0,47
MgClI2 0,03
Koruzni $krob + 0,5 % MgCI2 0,34
Koruzni §krob + 5 % MgCI2 0,03

V preglednici 8 smo zbrali rezultate meritve vodne aktivnosti. Pri 0,5 % meSanici je pri§lo
do znizanja ay, iz 0,47 na 0,34, kar nam v realnem stanju Ze lahko pripomore k stabilizaciji
kon¢ne formulacije. Vodna aktivnost binarne zmesi je bila veliko nizja, kot smo
pricakovali, zato smo sklepali, da je MgCl, preSel v hidrat, kar je znizalo a, na racun
vezave vode v strukturo. Nastanek hidrata med meritvijo smo potrdili z metodo rentgenske
praskovne difrakcije.

Na sliki 26 so primerjalno prikazani difraktogrami brezvodne in hidratne oblike MgCl..
Zeleni difraktogram prikazuje vzorec brezvodnega MgCl,, ki je bil ponovno analiziran po
2 urah iz pogoja 25 °C, 55 % RV (sobni pogoj). Iz difraktograma vidimo, da je brezvodna
oblika delno ze presla v hidratno obliko MgCl,, saj so v difraktogramu prisotni tako ukloni
brezvodne kot tudi ukloni heksahidratne oblike MgCl,. S tem smo dokazali, da je
brezvodna oblika MgCl, izrazito nestabilna in ze ob relativno nizki vlagi hitro prehaja v
heksahidaratno obliko MgCl,.
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Slika 26: Difraktogrami brezvodnega MgCl,, heksahidratne oblike MgCl, in brezvodne oblike MgCl,, ki smo
ga 2 uri izpostavljali sobnim pogojem 25 °C, 55 % RV

Na sliki 27 sta prikazana difraktograma vstopajocega brezvodnega MgCl, (difraktogram
modre barve) in koruznega Skroba (difraktogram sive barve) ter difraktogram zmesi
brezvodnega MgCl; in $kroba. Iz zelenega difraktograma zmesi vidimo, da se je ves MgCl,
v zaCetnem stanju nahajal v brezvodni obliki, saj je poleg difraktograma, znacilnega za
koruzni Skrob, prisoten Se dodaten uklon, ki je znacilen za brezvodni MgCl..

Intenziteta F— MgCl, brezvodni
10000 +—— koruzniskrob

Zmes koruzni skrob in MgCl,

5000

..

I I I I I I
5 10 15 20 25 30
Kot[°2Theta]

Slika 27: Difraktogrami zmesi MgCl,, in koruznega $kroba v zaCetnem stanju, v primerjavi z difraktogramom
brezvodnega MgCl2 in difraktogramom koruznega Skroba
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Po ponovni analizi vzorca zmesi, zaprte v nepredusni viali 1 teden (pogoja 25 °C, 45 %
RV zaprto - sobni pogoj) v difraktogramu rjave barve poleg Sirokih uklonov, kateri
pripadajo koruznemu $krobu in uklonov brezvodne oblike MgCl, na sliki 28, vidimo tudi
uklone heksahidratne oblike MgCl,. Glede na to je bil vzorec zmesi zaprt pod inertno
atmosfero, si lahko prehod brezvodne oblike MgCl, v heksahidratno obliko razlagamo s
tem, da je bila voda potrebna za nastanek heksahidratne oblike MgCl, prej vezana na
koruznem skrobu in je v binarnem sistemu migrirala do ravnoteznega stanja.

Intenziteta F— MgCl, brezvodni
10000 MgCl, x 6H,0

— koruzni skrob

— MgCl; (5 %) + koruzni skrob(

5000

I
5 10 15 20 25 30
Kot [°2Theta]

Slika 28: Difraktogrami zmesi MgCl,, in koruznega skroba po vzpostavitvi ravnotezja (zmes zaprta v
neprodusni viali, 1 teden), v primerjavi z difraktogrami brezvodnega MgCl,, heksahidratnega MgCl, in
koruznega $kroba

Spremembe smo spremljali tudi z DSC analizo. Na sliki 29 je prikazana krivulja izhodnega
magnezijevega klorida, ki je glede na prevoj na termogramu v obmoc¢ju pri ~170 °C,
vseeno vseboval nekaj hidratne vode ne glede na to, da naj bi bila snov glede na podatke
rentgenske praskovne difrakcije v brezvodnem stanju. DSC ima za detekcijo hidratov v
primerjavi z rentgensko praSkovno difrakcijo niZjo mejo detekcije. Za primerjavo smo
magnezijev klorid izpostavili sobnim pogojem in tako dokazali formacijo hidrata, ki se na
termografu kaze kot dvostopenjska izguba vode preko dveh trebusastih vrhovih na
termogramu. Izhodni koruzni Skrob je glede na obliko krivulje v obmocju 40-200 °C
vseboval veliko Sibko vezane vode.

Pri meritvi realne mesanice koruznega Skroba in magnezijevega klorida nismo dosegli
meje detekcije aparata, zato smo dodatno pripravili meSanico koruznega Skroba in
magnezijevega klorida v razmerju 1:1. Opazili smo izostanek vrha v temperaturnem
obmocju do 100 °C, kar je kazalo na izgubo $ibko vezane vode, to pa je pomenilo, da je
koruzni $krob velik del svoje nevezane vode oddal magnezijevemu kloridu, kjer se je
vgradila v hidrat.

42



Baselj N. Raziskave migracije vode med strukturnimi polisaharidi in ostalimi komponentami trdnih farmacevtskih oblik
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2015

T Koruzni Ekrob + 0,5 % MgClz
) . Koruzni krob \
/__/" \ Ve |
f _ A~ |
[~ |
| _— . | |
1/ A 1
\/f S /) < |
-0 MgClz — odprt na sobnih | ™~
i pogojih |
Koruzni tkrob + MgClz 1:1 | ’ | f\‘ |
| | 4 \ |
MgClz posuien \ \ // \ |
- / X I -
. 4 L': / II /
— - \
- - S ) N
o - _ "‘\‘ B —~ \
— \\‘
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 23 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 g

Slika 29: Termogram vstopnih snovi in zmesi koruznega Skroba ter magnezijevega klorida - DSC

45 SIMULACIJA BINARNIH ZMESI ZA NAPOVED SMERI IN KOLICINE VODE,
KI BO PREHAJALA V HETEROGENIH SISTEMIH

Ena izmed na$ih hipotez je bila, da bo v binarni zmesi voda prehajala iz mesta visje
aktivnosti vode na mesto niZje aktivnosti ne glede na vsebnost vode vzorca. Da bi hipotezo
potrdili, smo za analizo ravnotezne vodne aktivnosti zmesi pripravili binarne zmesi,

migracijo vode pa smo spremljali na simulaciji binarnih zmesi v komori za opazovanje
prehajanja vode.

Na podlagi izmerjenih vrednosti a, smo izbrali snovi, s katerimi smo pripravili binarne
zmesi, ki so opisane v preglednici 9. Izbrali smo vzorce takih a, vrednosti, ki naj bi
povzroc€ile ali preprecile prehod nevezane vode med snovmi na podlagi hipoteze o
migraciji vode iz mesta vi§je vodne aktivnosti, proti mestu z nizZjo vodno aktivnostjo. Na
podlagi rezultatov ravnoteznih vodnih aktivnosti smo zeleli kvalitativno spremljati
migracijo vode v simulaciji zmesi in preveriti, ali lahko iz analiz posameznih komponent

napovemo, kako se bodo taki sistemi obnasali v primeru, da iz njih pripravimo binarne
zmesi ali ve¢-komponentne sisteme.

Vsaki snovi, ki je vstopala v zmes, smo izmerili vodno aktivnost in vsebnost vode s TGA.
Vzorce smo zmeSali v binarne zmesi v razmerju 1:1, da smo zagotovili enako masno
razmerje vzorcev v zmesi, jih zaprli v steklene lon¢ke z nepredusnim pokrovom in zavarili
v aluminijasto folijo. Kozar¢ke smo nepreduS$no zaprte pustili 7 dni ter jim nato zmerili
vodno aktivnost, ki je predstavljala vodno aktivnost zmesi v ravnoteZznem stanju.
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Ker z razpolozljivimi metodami nismo mogli izmeriti vsebnost vode posameznih
komponent zmeSanih v zmesi, smo za analizo pripravili simulacije zmesi tako, da smo
vzorcke loCeno zaprli v komoro za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi in
jim izmerili kon¢no vsebnost vode s TGA analizo.

Vse rezultate simulacije binarnih zmesi in posameznih komponent zmesi smo zbrali v
preglednici 9.

Preglednica 9: Pregled simulacij binarnih zmesi, njihove vodne aktivnosti v ravnovesju, vsebnost vode
posameznih komponent zmesi v izhodnem stanju (TGA t=0) in vsebnost vode posameznih komponent po
enem tednu (TGA t=1t) v komori za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi

TGA | TGA TGA TGA aw
Snov 1 Ay t=0 t=1t Snov 2 Ay t=0 t=1t zZmesi
% % % % 1:1
Simulacija
binarne Koruzni- 1 o 47 | 117 | 108 NKMS 017 | 66 | 98 | 031
Zmesi Skrob
1
Simulacija
binarne Koruzni 1047 | 126 | 125 | Sukraloza | 047 | 01 | 01 | 047
Zmesi Skrob
2
Simulacija
binarne Zdravilna .
) .. . 0,39 1,0 4,8 Krospovidon 0,50 14,9 11,3 0,44
Zmesi ucinkovina 1
3
imulacija
binarne Zdravilna .
. .. . 0,44 0,1 0,6 Koruzni skrob 0,47 11,5 11,9 0,46
Zmesi u¢inkovina 2
4

Morebitne spremembe zdravilnih u¢inkovin smo preverili z nadaljnjimi analizami.
45.1 Dolocanje vsebnosti vode komponent v simulaciji binarne zmesi 1

Koruzni $krob je imel vigjo aktivnost vode kakor NKMS, zato smo pri¢akovali, da bo v
meSanici NKMS sprejel del nevezane vode gkroba, dokler ne bosta dosegla
termodinamskega ravnovesja.

Zaradi razlike v vodni aktivnosti vzorcev je koruzni skrob z visjo vodno aktivnostjo oddal
del nevezane vode NKMS z nizjo vodno aktivnostjo, kar vidimo na slikah 30 in 31. V
preglednici 9 so zbrani rezultati vsebnosti vode koruznega $kroba in NKMS. Koruzni
$krob se je posusil, NKMS pa navlazil.
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Slika 30: Vsebnost nevezane vode koruznega skroba in NKMS v izhodnem stanju (t=0) dolo¢ena s TGA pri
85 °C (oznaka na y osi prikazuje 5 % vsebnost vode)
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Slika 31: Vsebnost nevezane vode koruznega skroba in NKMS po enem tednu v komori za izmenjavo vode
med vzorci v kontrolirani atmosferi (t=1t), dolo¢ena s TGA pri 85 °C (oznaka na y osi prikazuje 5 %
vsebnost vode)
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4.5.2 Dolocanje vsebnosti vode komponent v simulaciji binarne zmesi 2

Sukraloza in koruzni Skrob sta imela enako vodno aktivnost, vendar razli¢no vsebnost
vode. Tako binarno zmes smo formulirali zato, da bi prikazali, da vsebnost vode dejansko

ni toliko pomembna s staliS¢a migracije vode kakor je njena aktivnost. Pri¢akovali smo, da
si vzorca v zmesi ne bosta izmenjala vode.

Kot smo predvidevali, zaradi enake aktivnosti vode si vzorca v komori nista izmenjala
nevezane vode, ¢eprav je imel koruzni Skrob veliko visji odstotek vode v primerjavi s
sukralozo. Vzorca sta bila v termodinamskem ravnotezju ze pred zdruzitvijo v komori in
zato migracija vode ni potekla, kot je razvidno iz rezultatov v preglednici 9.

sukraloza t=0

sukraloza =1t

Es
o
g
]
T
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koruzni skrob t=0
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T T T T T T T T
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Slika 32: Vsebnost nevezane vode koruznega $kroba in sukraloze v izhodnem stanju (t=0) in po 1 tednu v
komori za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi (t=1t) dolo¢eni s TGA pri 85 °C (oznaka na 'y
osi prikazuje 20 % vsebnost vode)

4.5.3 Dolocanje vsebnosti vode komponent v simulaciji binarne zmesi 3

ZU1 smo izbrali kot eno izmed komponent v binarni zmesi s Krospovidonom zaradi njenih
fizikalno kemijskih lastnosti, saj je znano, da ucinkovina ob stiku z vodo preide iz
kristalini¢ne v amorfno obliko. Predstavljala je torej realen sistem, pri katerem bi migracija
vode iz pomoZzne snovi imela neugoden vpliv na fizikalno stabilnost zdravilne u¢inkovine.
Omogocala pa nam je tudi dokaz migracije vode preko spremljanja pojavne oblike
uc¢inkovine. Pricakujemo, da bo Krospovidon oddal del svoje nevezane vode ZU1.
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Za raziskavo migracije smo se v tem primeru odlo¢ili tudi za DSC tehniko, da bi preverili
ali je mozno tudi na podlagi termogramov priti do podobnih zakljuc¢kov kot preko

spremljanja aktivnosti vode.

/ \ Krospovidon

ZU1l + Krospovidon

20
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Slika 33: Termogram Krospovidona, ZU1 in njune zmesi

Na termogramu na sliki 33 pri Krospovidonu pred analizo vidimo vrh v obmo¢ju ~ 100 °C,

ki nakazuje Sibko vezano vodo.

Pri meSanici obeh komponent v razmerju 1:1 vidimo, da je Krospovidon zadrZal velik del
svoje Sibko vezane vode. Talilni vrh ZU1 se je premaknil k precej nizji temperaturi, kar je
posledica visje vsebnosti vode v uinkovini, ki spremeni njeno strukturo (amorfizacija),
kar smo dokazali z dodatnimi tehnikami, ki jih zaradi zas¢ite podatkov nismo vkljuéili.

Z DSC analizo smo tako potrdili prehod nevezane vode iz Krospovidona k ZU1, kot je
napovedovala razlika v vodni aktivnosti komponent. V realnem sistemu bi bila
kombinacija ZU1 in Krospovidona rizicna s staliS¢a fizikalne stabilnosti sistema, kar bi
lahko resili z dodatkom drugih komponent, ki bi imele sposobnost odtegnitve vode.

Za kvantitativno ovrednotenje migracije vode smo izvedli tudi TGA po enakem principu
kot ostale binarne zmesi in rezultate vnesli v preglednico 9.

Zaradi razlike v vodni aktivnosti vzorcev je Krospovidon oddal del svoje nevezane vode
ZU1, kot vidimo na slikah 34 in 35, ker je imel v izhodnem stanju vi$jo vodno aktivnost.
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Slika 34: Vsebnost nevezane vode Krospovidona in ZU1 v izhodnem stanju (t=0) dolo¢ena s TGA pri 85 °C
(oznaki na y osi prikazujeta 0,5 % in 10 % vsebnost vode)
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Slika 35: Vsebnost nevezane vode Krospovidona in ZU1 po enem tednu v komori za izmenjavo vode med
vzorci v kontrolirani atmosferi (t=1t), dolo¢ena s TGA pri 85 °C (oznaki na y osi prikazujeta 1 % in 10 %
vsebnost vode)
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V primerjavi s spremljanjem prehajanja vode (komora) v kombinaciji s TGA analizo je
DSC veliko hitrejsa tehnika, ki se je v tem primeru izkazala za primerno kvalitativno

ovrednotenje migracije vode.

4.5.4 Dolocanje vsebnosti vode komponent v simulaciji binarne zmesi 4

Modelno ucinkovino ZU2 smo izbrali kot primer izrazito higroskopne ucinkovine, ki bi
morala po teoriji ostati stabilna v kombinaciji s koruznim skrobom, ki ima enako vodno

aktivnost.

Izotermalna krivulja na sliki 36 kaze, da lahko pri sobnih pogojih relativne vlage (~ 55 %
RV) ZU2 sorbira do ~ 15 % vlage, kar je za aktivno farmacevtsko ucinkovino zelo veliko.

Ravnovesje je dosegel na vsaki stopnji analize.
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Slika 36: Krivulja relativne spremembe mase ZU2 v odvisnosti od relativne vlage ZU2, dolo¢ena z metodo
DVS (A), in ¢asovni potek vzpostavljanja ravnotezja ZU2 pri razli¢ni relativni vlagi pri 25 °C na vsakem
koraku meritve DVS analize (B)

ZU2 je mocno higroskopna aktivna ucinkovina in je kot taka nagnjena k sorpciji
razpoloZljive vode. Do migracije vode v komori med vzorcema pa kot so kazali rezultati
vodne aktivnosti, izmerjeni na posameznih komponentah pred analizo (slika 37), vseeno ni
priSlo zaradi termodinamskega ravnotezja, ki je preprecilo, da bi ZU2 sorbirala vodo iz
koruznega Skroba, Ceprav jo je imel le-ta na voljo kar 11 % in to Sibko vezane. Vzorca sta

dosegla ravnotezje, zmes pa je ostala z vidika prenosa vode stabilna (slika 38), kar vidimo
iz rezultatov vsebnosti vode v preglednici 9.
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Slika 37: Vsebnost nevezane vode koruznega skroba in ZU2 v izhodnem stanju (t=0) dolo¢ena s TGA pri 85
°C (oznaki na Y osi prikazujeta 1 % in 10 % vsebnost vode)
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Slika 38: Vsebnost nevezane vode koruznega $kroba in ZU2 po enem tednu v komori za izmenjavo vode med
vzorci v kontrolirani atmosferi dolo¢ena s TGA pri 85 °C (0znaki na Y osi prikazujeta 1 % in 10 % vsebnost
vode)
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4.7 OVREDNOTENJE MIGRACIJE VODE V ZMESI MED KORUZNIM SKROBOM
IN NATRIUJEVIM KARBOKSIMETILSKROBOM S SORPCHSKIMI
IZOTERMAMI

Ko smo potrdili, da lahko z zdruzevanjem vzorcev v komoro za izmenjavo vode med
vzorci ucinkovito posnemamo realno migracijo vode med vzorci v zmeseh in da lahko
migracijo tudi ovrednotimo s TGA analizo, smo na podlagi teoreticnih krivulj sorpcije
vode poskusali oblikovati umeritvene krivulje spremembe mase vzorca v odvisnosti od
vodne aktivnosti. Ideja je bila, da bi lahko na podlagi kon¢ne vodne aktivnosti zmesi v
ravnovesju na sorpcijskih izotermalnih krivuljah odg¢itali vsebnost vode vsake snovi, ki
vstopa v zmes. Tako bi lahko predvidevali kateri vzorci bi lahko z vidika vodne aktivnosti
v kon¢nem izdelku povzrocali teZzave v smislu navlazevanja kon¢nega izdelka in razli¢cnih
fizikalno-kemijskih sprememb snovi v zmesi.

Dolo¢ili smo, kaksna je vsebnosti vode pri razliénih vodnih aktivnostih vzorca. To smo
dosegli tako, da smo koruzni $krob in NKMS izpostavili sobnim pogojem ter 60 % in 75 %
RV pri 25 °C v komorah s kontroliranimi pogoji. Iz sorpcijskih krivulj in termi¢nega
diagrama DVS smo sklepali, da bo 24 ur dovolj za vzpostavitev ravnotezja. Za nizje
vrednosti vodne aktivnosti je bilo potrebno vzorec posusiti, za kar smo uporabili
vakuumski suSilnik pri 25 °C (vakuum do 1 mb), tako da smo vzorec pomerili po razli¢nih
¢asovnih intervalih susenja, 2 uri, 1 ura in 0,5 ure ali manj. Za doseganje vi§jih vodnih
aktivnosti smo vzorce izpostavili ¢ vodni pari. Vsebnost vode smo dolocali z metodo
LOD, ki se je izkazala kot alternativna TGA analizi, vendar je bila veliko hitrejsa in bolj
reprezentativna, saj smo za analizo uporabili veéje koli¢ine vzorca. Rezultate za koruzni
$krob smo zbrali v preglednici 10, za NKMS pa v preglednici 11.

Preglednica 10: Podatki o pogojih meritve in rezultati vsebnosti vode za vsako to¢ko umeritvene krivulje
vsebnosti vode v odvisnosti od aktivnosti vode za koruzni §krob pri 25 °C

Aktivnost vode Pogoji Vsebnost vode LOD

[ %]
0,05 Vakuum 1h/1 mb 3,0
0,19 Vakuum 30 min/1 mb 7,3
0,31 Vakuum 15 min/1 mb 9,8
0,47 Analiza izhodnega stanja snovi 11,7
0,55 Sobni pogoji laboratorija: 25 °C, 55 % RV 11,6
0,62 Komora 60 % 11,8
0,73 Eksikator 75 % RV 13,8
0,93 Vodna para 100 % RV/1h 20,3
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Preglednica 11: Podatki o pogojih meritve in rezultati vsebnosti vode za vsako to¢ko umeritvene krivulje
vsebnosti vode v odvisnosti od aktivnosti vode za NKMS pri 25 °C

Aktivnost vode Pogoji Vsebnos[toxc%de LOD
0,02 Vakuum 2h/1 mb 2,1
0,05 Vakuum 1h/ mb 2,9
0,08 Vakuum 0,5h/1 mb 3,6
0,17 Analiza izhodnega stanja snovi 6,6
0,31 Vodna para 100 % RV/5 min 10,8
0,51 Sobni pogoji 25 °C, 50 % RV 12,2
0,60 Komora 60 % 13,7
0,67 Eksikator 75 % RV 15,1
0,85 Vodna para 100 % RV/1h 29,0

Izrisali smo sorpcijske izoterme v obliki vsebnosti vode v odvisnosti od aktivnosti vode pri
25 °C (slika 39).
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Slika 39: Sorpcijska izoterma koruznega $kroba in NKMS pri 25 °C

Glede na sliko 2 (poglavje Pregled objav), ki prikazuje krivulje razli¢ni fizikalnih sorpcij,
lahko opi$emo nadin sorpcije koruznega $kroba in NKMS. Oba, Koruzni $krob in NKMS
sta sorbirala vodo tipi¢no za fizikalno sorpcijo tipa II, kar pomeni, da sta vzorca do prevoja
pri a, ~ 0,50 zapolnjevala mono-molekulsko plast vode, pri vrednostih visjih od 0,50 a,, pa
se je zaCela formacija multi-molekulske plasti. Obe komponenti bi se v zmesi obnaSali
podobno do vodne aktivnosti ~ 0,55 (ali 55 % RV), nad to vrednostjo pa bi NKMS zacel
sorbirati ve¢ vode kakor koruzni Skrob.
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48 OVREDNOTENJE MIGRACIJE VODE V SIMULACWI ZMESI MED
KORUZNIM SKROBOM, NATRIJEVIM KARBOKSIMETILSKROBOM IN
SORBITOLOM S SORPCIJSKIMI IZOTERMAMI IN
TERMOGRAVIMETRICNO ANALIZO

Teorijo o0 karakteristicnih sorpcijskih krivuljah snovi smo preverili na simulaciji tri-
komponentnega sistema. V komoro za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi
smo zdruzili tri snovi; koruzni $krob, NKMS in pa sorbitol kot humektant. Sorbitol smo v
formulacijo vkljucili zaradi sposobnosti vezave vode v svojo strukturo, v kateri jo tudi
zadrZi in s tem stabilizira formulacijo, ima vlogo humektanta.

Podatke za koruzni §krob in NKMS smo povzeli iz preglednic 10 in 11. Sorbitolu pa smo

izmerili vsebnost vode pri razli¢nih vodnih aktivnostih, tako da smo vzorec navlazevali
oziroma susili.

Preglednica 12: Podatki o pogojih meritve in rezultati vsebnosti vode za vsako to¢ko umeritvene krivulje
vsebnosti vode v odvisnosti od aktivnosti vode za Sorbitol pri 25 °C

Aktivnost vode Pogoji Vsebnos[t(;oo]de LOD
0,28 Vakuum 30 min/1 mb 0,6
0,47 Sobni pogoji, 25 °C, 47 % RV 0,9
0,62 Komora 60 % 1,6
0,71 Eksikator 75 % RV 3.9
0,79 Eksikator 80 % RV 23,6
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Slika 40: Sorpcijska izoterma koruznega $kroba, NKMS in sorbitola pri 25 °C
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Pri analizi rezultatov sorpcije sorbitola smo prisli do zanimive ugotovitve, saj je vliogo
humektanta prevzel Sele pri vodni aktivnosti ~0,70, kar pa je previsoka vrednost za

farmacevtske formulacije, ki imajo ponavadi nizjo vodno aktivnost. Glede na njegove
sorpcijske lastnosti bi bil primeren humektant oziroma aditiv za zivilske formulacije, ki
imajo veliko vi§je vsebnosti vode in posledi¢no tudi visje vodne aktivnosti.

Sorbitol je vodo sorbiral glede na tip Il po Klasifikaciji fizikalne sorpcije. Krivulja je
konveksne oblike po celotni dolzini, to pa pomeni, da snov pri nizjih aktivnosti skoraj ni
sorbirala vode in se voda ni vezala v monomolekularno plast, dokler ni dosegla vi§je vodne
aktivnosti. Pri visjih aktivnostih vode je prislo do kondenzacije vode, ki je bila na voljo, ta
pa se je zacela pospesSeno nalagati v mono- in multi-molekularno plast hkrati.

Kon¢no ravnotezno aktivnost zmesi smo izmerili z aparatom za merjenje aktivnosti vode,
in sicer 0,34, iz preglednice na sliki 40 pa smo od¢itali vsebnost vode pri vodni aktivnosti
0,34. Odc¢itano vrednost vsebnosti vode smo preverili s TGA analizo, potem ko so bili vsi
vzorci skupaj zaprti v komori za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi.
Sistem v komori je predstavljal simulacijo realne zmesi vseh treh komponent.

Preglednica 13: Primerjava rezultatov napovedane vsebnosti vode posameznih komponent v zmesi po enem
tednu in izmerjenih rezultatov s TGA

Vsebnost vode od¢itana iz | Vsebnost vode pri t=0 Vsebnost vode pri
Snov grafa [%] t=1 teden
[ %]
Koruzni $krob ~105% 12,6 10,6
NKMS ~115% 7,2 11,7
Sorbitol ~0,6% 0,6 0,5

Glede na rezultate analize TGA, ki so prikazani v preglednici 13, smo ugotovili, da je
izdelava izotermalne krivulje primerno orodje za napoved migracije vode v formulaciji, saj
se rezultati napovedi in dejanske vsebnosti vode razlikujejo le za ~ 0,2 %.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Airaksinen s sodelavci (2005) in Guo s sodelavci (2013) v svojih raziskavah razlagata
vpliv vode na farmacevtske formulacije. Poudarjata, kako pomembno je spremljati
vsebnost vode tako snovi kot tudi kon¢nega izdelka, da bi zagotovili kakovosten in stabilen
izdelek. Tudi v okviru naSe raziskave smo potrdili, da je poznavanje vsebnosti vode,
obnasanja vode v snovi in v formulacijah, ki predstavljajo heterogen sistem ter spremembe
snovi pod vplivom vode klju¢nega pomena za razvoj kon¢nega izdelka.

Vsebnost vode v snovi in njena aktivnost sta vodilo za pojav migracije vode. Zaradi
migracije vode lahko v formulaciji pride do fizikalnih in kemijskih sprememb, ki
neugodno vplivajo na konéni izdelek. V sklopu nase raziskave smo zasledili pojav hidratov
in polimorfne prehode, Guo in sod. (2013) pa navajajo tudi spremembe v barvi snovi,
aglomeracijo in tudi mikrobiolosko ter kemijsko nestabilnost. Konéni izdelek je tako lahko
senzoricno nesprejemljiv s slabSo obstojnostjo in krajSim rokom trajanja.

Ker sta vsebnost vode in njena aktivnost povezana z lastnostmi snovi (Labuza in
Altunakar, 2007), smo v prvem delu predposkusa okarakterizirali lastnosti koruznega
skroba in NKMS. Analizirali smo obliko in velikost delcev, sorpcijske lastnosti materiala,
dolo¢ili vsebnost vode in izmerili vodno aktivnost. Ugotovili smo, da je imel koruzni $krob
v primerjavi z NKMS manj3o velikost delcev. Povpreéna velikost delcev koruznega skroba
je bila 13 um, povpre¢na velikost NKMS pa 44 um. Razlikovala sta se tudi po na¢inu
sorpcije vode. Koruzni $krob je na vlaznih pogojih sorbiral do ~ 15 % vode glede na
zaGetno maso vzorca, NKMS pa do ~ 30 % vode. Koruznemu $krobu se v vodi velikost
delcev ni spremenila, zato smo predvidevali, da vodo adsorbira, NKMS pa se je velikost
delcev povecala za 4-krat, zato smo predvidevali, da je vodo tudi absorbiral. Celokupna
vsebnost vode NKMS v izhodnem stanju je bila 7,5 % od tega 5,9 % nevezane vode z
vodno aktivnostjo 0,17. Koruzni $krob je vseboval 12,2 % celokupne vode, od tega 11,3 %
nevezane vode z vodno aktivnostjo 0,47. Obe snovi sta imeli le ~ 1 % v strukturo vezane
vode iz Cesar smo razbrali, da je bilo ve¢ina vode, ki sta jo sorbirala, nevezane in tako
razpolozljive za vstop v kemijske reakcije in v proces migracije vode. Koruzni skrob je
svojo vezano vodo oddal lazje, saj je imel v primerjavi z NKMS vigjo vodno aktivnost.
Glede na analizo vsebnosti vode in njene aktivnosti v koruznem $krobu in NKMS smo
predvidevali, da bo koruzni Skrob z vi§jo vodno aktivnostjo oddal svojo nevezano vodo
NKMS z niZjo vodno aktivnostjo.

Za analizo migracije vode med snovmi smo morali konstruirati komoro, ki predstavlja
nepredusne pogoje za izmenjavo vode med snovmi. Zaradi poznanih dimenzij komore smo
lahko preko njene prostornine izracunali maso vlage, ki je v komori v zafetnem stanju in
vpliva na sorpcijo vlage snovi. Ker migracija vode temelji na vodni aktivnosti vzorcev,
smo najprej zagotovili, da metoda dolocanja vode ni vplivala na vsebnost vode v snoveh.
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Ker se med analizo vzpostavi ravnovesje med vlago vzorca in vlago v merilni komori, smo
predvidevali, da se vsebnost vode v vzorcu po koncani analizi spremeni. Uporabniski
priro¢nik aparata za doloCanje vodne aktivnosti zagotavlja, da lahko vpliv atmosferske
vlage zanemarimo, c¢e analiziramo zadostno koli€ino vzorca, pri Cemer je vpliv
atmosferske vlage skoraj ni¢eln (AqualLab..., 2014). Trditev smo potrdili s teoreti¢nim
izraGunom vpliva atmosferske vlage na vzorec, tako da smo maso vlage v atmosferi
primerjali z maso vzorca. Ugotovili smo, da je bil vpliv atmosferske vlage v primerjavi z
maso vzorca v mashih odstotkih le 8 - 10® %, ki je bila dovolj nizka vrednost, da smo jo
dejansko lahko zanemarili. Teoreti¢ni izra¢un smo potrdili z analizo vsebnosti vode s TGA
analizo tako, da smo primerjali vsebnost vode v vzorcu pred in po koncani analizi vodne
aktivnosti in ugotovili, da je bila vsebnost vode v vzorcih v obeh primerih enaka.

V prvem delu glavnega poskusa smo raziskali vpliv tehnoloskih postopkov na vodno
aktivnost snovi. Abramovi¢ (2006) in Ramsey s sodelavci (2005) trdita, da lahko z
razlicnimi tehnoloskimi postopki vplivamo na vodno aktivnost razlicnih materialov.
Preverili smo hipotezo 1, ki trdi, da velikost delcev vpliva na vodno aktivnost in jo na
podlagi rezultatov analiziranih vzorcev delno ovrgli. Ugotovili smo, da sprememba
velikosti delcev z mletjem ne vpliva na aktivnost vode, ampak le na hitrost doseganja
kon¢ne tocke.

Vpliv dodatka humektantov smo preverili z rentgensko praskovno difrakcijo, s katero smo
lahko ucinkovito spremljali nastanek hidratov v neki snovi. Analizo smo izvedli na
primeru koruznega $kroba z relativno visoko vsebnostjo vode in magnezijevega klorida z
lastnostmi humektanta. Z analizo vodne aktivnosti zmesi obeh snovi smo ugotovili znatno
znizanje vodne aktivnosti ze pri 0,5 % dodatku MgCl, kot humektanta, in sicer se je vodna
aktivnost koruznega Skroba znizala iz 0,47 na 0,34, pri 5 % dodatku MgCl; pa se je znizala
na 0,03. Zaradi opaznega znizanja vodne aktivnosti zmesi smo predvidevali, da MgCl;
sorbira vodo in prehaja v hidratno obliko. Ker je hidratna voda, ki jo je sorbiral MgCl,,
mocneje vezana, kot je bila pri koruznem $krobu, se je vodna aktivnost zmanjsala. To sSmo
dokazali z rentgensko praskovno difrakcijo. V difraktogramu zmesi MgCl, in koruznega
Skroba smo zaznali karakteristi¢éne uklone hidratne oblike MgCl, primerjalno na brezvodno
obliko MgCl, in koruzni $krob. Rezultate smo potrdili tudi z diferen¢no dinami¢no
kalorimetrijo. Na termogramu zmesi koruznega Skroba in MgCl, smo primerjalno na
krivuljo koruznega Skroba in MgCl, v brezvodni in hidratni obliki opazili izostanek vrha v
temperaturnem obmocju, kar je znacilno za izgubo nevezane vode ter dodatna dva
trebuSasta vrhova, ki sta znacilna za izgubo hidratne vode. Z dvema metodama smo tako
potrdili, da je MgCl; sorbiral nevezano vodo koruznega Skroba in jo porabil za prehod v
hidratno obliko, pri ¢emer se je aktivnost tako vezane vode zmanjsala, kar je potrdilo
zniZanje vodne aktivnosti. Ta pojav bi lahko izkoristili v realni formulaciji, pri kateri je
migracija vode na ucinkovino nezazelena vode, saj bi MgCl, sorbiral vodo in obenem
znizal vodno aktivnost celotne formulacije.
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Ko smo razumeli princip vodne aktivnosti in migracije vode ter signifikantnost poznavanja
fizikalno-kemijskih lastnosti snovi, ki sodelujejo v migraciji vode, smo spremljali
spremembo vsebnosti vode snovi pri simulaciji binarnih zmesi kot posledica migracije
vode, do katere pride zaradi razlik v vodni aktivnosti snovi. Snov z vi§jo vodno aktivnostjo
odda vodo snovi z nizjo vodno aktivnostjo (Abramovic, 2005).

Izbrali smo ve¢ simulacij binarnih zmesi na podlagi razli¢nih vodnih aktivnosti. Snovem v
izhodnem stanju smo izmerili vodno aktivnost, jih zmesali v razmerju 1:1 in nato izmerili
vodno aktivnost zmesi. Simulacije razli¢nih zmesi smo pripravili tako, da smo po dva
vzorca, vsakega v svojem lonc¢ku, skupaj zaprli v komoro za izmenjavo vode med vzorci v
kontrolirani atmosferi za 1 teden, da sta dosegla ravnovesje. Spremembo vsebnosti vode
smo spremljali termogravimetri¢no tako, da smo primerjali konéno maso vzorca z zacetno
maso vzorca s TGA analizo. Koruzni $krob z vodno aktivnostjo 0,47 je oddal svojo
nevezano vodo NKMS z niZjo vodno aktivnostjo 0,17, da sta dosegla ravnovesno vodno
aktivnost 0,31. V procesu migracije je koruzni $krob oddal ~ 1 % vode, NKMS pa jo je
sprejel ~ 3 %. V zmesi sukraloze in koruznega Skroba migracija vode zaradi enake vodne
aktivnosti obeh snovi ni potekla, zato se vsebnost vode pri obeh snoveh tekom analize ni
spremenila. Na primeru zmesi ZU1 in Krospovidona, ki je zaradi vi§je vodne aktivnosti
oddal svojo nevezano vodo ZU1, smo prikazali uporabnost DSC metode za opazovanje
migracije vode, ki se je izkazala za uporabno in hitro metodo. Na primeru zmesi Cetrte
binarne zmesi ZU2 in koruznega Skroba smo dokazali, da je vodna aktivnost res vodilo
migracije vode v zmesi. Z DVS metodo smo dolocili, da je ZU2 moc¢no higroskopi¢na
snov, ki lahko sorbira do 35 % vlage, kar je za aktivno farmacevtsko ucinkovino zelo
veliko. Zaradi zelo podobne vodne aktivnosti obeh snovi do migracije vode navkljub
higroskopnosti ZU2 in razpoloZljive proste vode koruznega Skroba ni prislo. Hipotezo 2 o
migraciji vode iz mesta vi§je vodne aktivnosti na mesto nizje vodne aktivnosti, neodvisno
od vsebnosti vode, smo v sklopu glavnega poskusa potrdili.

V zaklju¢nem poskusu smo zeleli kvantitativno ovrednotiti migracijo vode. Pri oblikovanju
konc¢nega izdelka je poznavanje vsebnosti vode posameznih snovi kljuénega pomena, saj
lahko na podlagi poznavanje le-te predvidevamo fizikalno-kemijske spremembe izdelka,
vplivamo na stabilnost in dolo¢imo rok trajanja izdelka. Zaradi migracije vode je koncna
vsebnost vode snovi drugaéna kakor vsebnost vode v izhodnem stanju. Ce poznamo smer
in obseg migracije vode, lahko prepre¢imo neZelene spremembe posameznih komponent
kon¢nega izdelka, kot so nastanek hidratov, sprememba polimorfne oblike, nastanek
amorfne oblike, nabrekanje izdelka zaradi sorpcije vlage, spremembe senzori¢nih lastnosti
in druge nezazZelene spremembe.
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Na podlagi raziskave Guillarda s sodelavci (2004), v kateri trdi, da vsaka snov sorbira vodo
na specifi¢en nacin, smo izoblikovali umeritvene krivulje, ki jih imenujemo sorpcijske
izotermalne krivulje vsebnosti vode v odvisnosti od vodne aktivnosti.

V prvem poskusu smo pripravili sorpcijske izotermalne krivulje za binarno zmes
koruznega $kroba in NKMS. Vsako snov smo kontrolirano navlaZevali in susili ter jim na
vsaki tocki izmerili vodno aktivnost in vsebnost vode z metodo LOD. Tocke smo zdruzili v
graf vsebnosti vode v odvisnosti od vodne aktivnosti. Sabaawi in Pei sta ze leta 1977
razdelila snovi glede na sorpcijske izotermalne krivulje v ve¢ razredov. Na podlagi oblike
krivulje smo ugotovili, da sta oba, koruzni $krob in NKMS, sorbirala vodo tipi¢no za
fizikalno sorpcijo tipa Il in da sta pri nizkih parnih tlakih vodo vezala v mono-molekulsko
plast vode, pri vi§jih tlakih pa je prislo do prevoja na krivulji, ko se je zacela formacija
multi-molekulske plasti. Pri koruznem $krobu in pri NKMS je do prevoja prislo pri vodni
aktivnosti ~ 0,50.

Novo pridobljeno znanje o izotermalnih krivuljah smo preizkusili na simulaciji tri-
komponentne zmesi koruznega $kroba, NKMS in sorbitola. Sorbitol smo v formulacijo
vkljucili kot humektanta (Ramsey in sod., 2005). Za vse tri snovi smo izdelali izotermalne
krivulje s kontroliranim suSenjem in navlazevanjem. Zmesali smo jih v zmes v enakih
delezih in jim po enem tednu izmerili konéno vodno aktivnost, ki je bila 0,34. Na podlagi
kon¢ne vodne aktivnosti zmesi, ki jih snovi dosezejo, ko vse dosezejo ravnovesje, SMO iz
umeritvene krivulje od¢itali kon¢no vsebnost vode vseh snovi v tej tocki. Koruzni skrob je
oddal svojo vodo do koné¢ne vsebnosti 10,5 %, NKMS je vodo sorbiral do konéne
vsebnosti 11,5 %, sorbitolu pa se vsebnost vode v zmesi ni spremenila. Metodo
dolocevanja koncne vsebnosti vode snovi v zmesi preko umeritvenih krivulj smo preverili
Se z doloCevanjem vsebnosti vode s TGA analizo potem, ko so vzorci dosegli ravnovesje v
komori za izmenjavo vode med vzorci v kontrolirani atmosferi. Koruzni Skrob je iz zacetne
vsebnosti vode 12,6 % prisel na 10,6 %, NKMS je sprejel vodo iz zadetne 7,2 % na 11,7
%, sorbitolu pa se vsebnost vode prakticno ni spremenila, saj je imel zacetno vsebnost
vode 0,6 %, koncno pa 0,5 %. Tako smo potrdili ustreznost metode za doloc¢anje koncne
vsebnosti vode komponent formulacij preko izotermanih krivulj.

Do zanimivih spoznanj smo prisli, ko smo opazovali obnasanje sorbitola v formulaciji.
Ugotovili smo, da sorbitol sorbira vodo po tipu Il glede na klasifikacijo fizikalne sorpcije,
saj je bila njegova krivulja konveksne oblike in pri nizkih vodnih aktivnostih ni sorbiral
vode. Do intenzivne sorpcije vode je priSlo Sele pri vodni aktivnosti ~ 0,70. Sorbitol ni
primeren humektant za trdne farmacevtske formulacije, ki so ponavadi zelo suhe z nizko
vodno aktivnostjo, bi bil pa zelo primeren za zivilsko formulacijo, ki so ponavadi bolj
vlazne z vi§jo vodno aktivnostjo.
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Metoda za dolocanje kon¢ne vsebnosti posamezne komponente formulacije iz razli¢nih
snovi, aktivnih uc¢inkovin in pomoznih snovi je zelo uporabna za napoved smeri in kar je
najbolj pomembno tudi obsega migracije vode znotraj formulacije. Uporabna je za
ugotavljanje vzrokov fizikalnih in kemijskih sprememb v kon¢nem izdelku in tudi za
napoved potencialne migracije vode Ze v zacetnih predformulacijskih Studijah, ko sestavo
formulacije kon¢nega izdelka Sele raziskujemo.

5.1 SKLEPI

e Vpliv vsebnosti vode v atmosferi merilne komore aparata za dolo¢anje vodne
aktivnosti na vzorec, ki ga analiziramo v komori, je zaradi izmenjave vlage med
vzorcem in komore med analizo zanemarljiva, saj je vpliv atmosferske vlage v
primerjavi z vlago vzorca v masnih odstotkih le 8-10™ %. Vzorec po analizi vodne
aktivnosti z vidika vsebnosti vode ostane nespremenjen.

e Koruzni skrob vodo adsorbira na povrsino na vseh stopnjah RV, pri ¢emer najpre;j
tvori monomolekulsko plast in nato pri 50 % RV Se multimolekulsko plast na
povrsini; zaradi tega se velikost in oblika delcev ne spreminja, medtem ko
modificiran Skrob vodo najprej adsorbira na povrsino, ko pa doseze RV ~ 30 %
pri¢ne vodo absorbirati v svojo strukturo. Na racun absorbirane vode se poveca tudi
velikost delcev.

e Velikost delcev snovi ne vpliva na obseg, ampak vpliva na hitrost vezave vode.
Kompleksnost strukture na vodno aktivnost vpliva, saj smo opazili razlike v vodni
aktivnosti in nacinu vezave vode med $krobom v nativnem stanju in zamrezenem
Skrobu s kompleksnejSo strukturo. Hipotezo 1 smo deloma potrdili.

e Snovi, imenovane humektanti, sorbirajo vodo v formulaciji in jo zadrZijo v svoji
strukturi. Dokazali smo, da z uporabo teh lahko ciljano vodo povle¢emo v Zeleno
smer (stran od snovi, za katero je neugodna) kar nam omogoca uporabo snovi z
vi$jo vodno aktivnostjo in vsebnostjo vode v formulaciji.

e Hipotezo 3 smo potrdili saj dodatek MgCl, v zmesi zmanj$a aktivnost vode celotne
zmesi tako, da sorbira in zadrzi vodo tako, da jo porabi med prehodom iz
brezvodne v hidratno obliko. Hidratna voda je moé¢neje vezana v strukturo MgCl,
zato je njena aktivnost nizja in kot taka tezje vstopa v kemijske reakcije.

e Migracija vode poteka od mesta visoke aktivnosti vode na mesto nizke aktivnosti,
neodvisno od higroskopnosti snovi in vsebnosti vode snovi, ki je udelezena v
procesu migracije. Vodno aktivnost neke snovi lahko zato uporabimo za
napovedovanje smeri in obsega migracije vode. Hipotezo 2 smo potrdili.
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e Koruzni $krob v kombinaciji z NKMS odda svojo nevezano vodo, ki jo sorbira
NKMS, dokler ne doseZeta termodinamskega ravnovesja in se njuna vodna
aktivnost izena¢i na 0,31.

e Koruzni skrob in sladilo sukraloza z razlicno vsebnostjo vode in enako vodno
aktivnostjo si v zmesi ne izmenjata vode, ker sta ze v izhodnem stanju v
termodinamskem ravnovesju.

e Zelo higroskopna ZU2 v kombinaciji s koruznim Skrobom s kar 13 % nevezane
vode zaradi termodinamskega ravnovesja ne sorbira vode, saj imata v izhodnem
stanju enako vodno aktivnost. Taka formulacija z vidika migracije vode ostane
nespremenjena.

e Samo na osnovi meritev a, posameznih komponent in heterogenih zmesi ne
moremo napovedati natan¢ne koli¢ine vode, ki se bo izmenjala v procesu migracije
vode, lahko napovemo le smer. Vzrok za to je specifi¢nost snovi v smislu fizikalno-
kemijskih lastnosti; zaradi tega sorpcije vode razliénih snovi ne moremo
linearizirati, saj lahko vsako opiSemo s svojo specifi¢no sorpcijsko izotermalno
krivuljo.

e Za natan¢no napoved koli¢ine vezane/oddane vode potrebujemo dolocitev
vsebnosti vode pri razlicnih aktivnostih vode vsake posamezne komponente, na
osnovi izrisanega grafa lahko kvantitativno napovemo rezultat migracije vode, ki
ga bo heterogeni sistem dosegel v ravnovesju.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo hoteli na prakti¢nih primerih dokazati dejstvo, da se voda v snovi
obnas$a v skladu s svojim kemijskih potencialom, ki pa je odvisen od nac¢ina vezave vode v
snovi. Termodinamsko ravnovesje vpliva tako na migracijo vode med posameznimi
komponentami v zmesi, kot tudi na izmenjavo vode med zmesjo in atmosfero. Sistem tezi
K vzpostavitvi ravnoteznega stanja. Prehajanje vode bo zato potekalo iz mesta vi§je na
mesto nizje aktivnosti vode, dokler se proces ne uravnotezi in siStem doseze svoje
optimalno stanje.

Postavili smo 3 hipoteze, ki smo jih raziskali v eksperimentalnem delu naloge. Trdili smo,
da migracija vode v neki zmesi poteka iz mesta vi§je vodne aktivnosti proti mestu nizje
vodne aktivnosti neodvisno od vsebnosti vode ali higroskopnosti komponent med katerimi
migrira voda. To smo najbolje prikazali na primeru simulacije binarne zmesi mo¢no
higroskopne ZU2 in koruznega $kroba z veliko razpolozljive proste vode. ZU2 je imela
vodno aktivnost 0,44, koruzni Skrob pa 0,47. Navkljub higroskopnim lastnostim ZU2 in
dovolj razpolozljive vode v zmesi, do izmenjave vode med njima vseeno ni prislo, ker sta
bili komponenti v termodinamskem ravnovesju Se preden smo jih zdruzili v zmes. ZU2 kot
aktivna u¢inkovina je tako v zmesi ostala stabilna.

Hipotezo 2 smo oblikovali po predpostavki, da lahko s spremembo velikosti delcev neke
snovi oziroma njihove specifi¢ne povrSine vplivamo na vodno aktivnost snovi. Hipotezo
smo na podlagi rezultatov mletja koruznega $kroba in NKMS ovrgli, saj se vodna aktivnost
ni spremenila, spremenila se je le hitrost doseganja kon¢ne ravnovesne vodne aktivnosti na
sobnih pogojih pri ~ 50 % RV. Manjsi, mleti delci koruznega $kroba in NKMS so
ravnovesno vodno aktivnost dosegli nekoliko hitreje kakor nemleti delci. Zaklju¢imo
lahko, da s spremembo velikosti delcev vplivamo le na hitrost izmenjave vode, kon¢na
vsebnost vode in kon¢na vodna aktivnost pa je pogojena s fizikalnimi lastnostmi materiala
in ostane pri analiziranih vzorcih ne glede na velikost delcev nespremenjena.

V nalogi smo dokazali, da si lahko pri izdelavi kon¢ne stabilne formulacije pomagamo s
pomoznimi snovmi, imenovanimi humektanti. V primerih, ko so dolo¢ene vrste pomoznih
snovi nenadomestljive, vendar nestabilne s stali§¢a prehajanja vode, v formulacijo dodamo
snovi, s katerimi to nezazeleno migracijo vode omejimo ali jo obrnemo v drugo smer. Da
bi dobro razumeli mehanizem delovanja humektantov smo izbrali MgCl,. Predvidevali
smo, da bo vodo vezal v svojo strukturo pri ¢emer bo preSel iz brezvodne v hidratno
obliko. Hipotezo 3 smo potrdili z rentgensko praskovno difrakcijo, ki omogoca loCevanje
med brezvodno in hidratno obliko snovi, ki se razlikujejo v periodi¢ni urejenosti kristalov
zaradi Cesar pride do specificnega odboja in interference rentgenskih zarkov (Goldstein in
sod., 2007). MgCl, je imel v brezvodnem stanju zelo nizko vodno aktivnost 0,03, zato je v
zmesi s koruznim $krobom z vodno aktivnostjo 0,47 intenzivno sorbiral razpoloZljivo
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vodo, da bi zmes dosegla termodinamsko ravnotezje. Na podlagi difraktograma zmesi
koruznega skroba in MgCl, smo pri primerjavi razli¢ni oblik (brezvodne in hidratne)
ugotovili, da je MgCl, razpolozljivo vodo vezal v strukturo in pri tem prehajal v hidratno
obliko. Ker je rentgenska digfrakcija primerna le za spremljanje vezave kristalno vezane
vode, smo z uporabo diferenéne dinamic¢ne kalorimetrije lahko spremljali Se spremembe
koruznega $kroba v zmesi. Na termogramu smo v zmesi ugotovili izostanek trebusastega
vrha kjer izhaja voda koruznega $krob in vrhove, ki so znacilni za hidratno obliko MgCl..

Z raziskavo smo zakljucili, da moramo za oceno migracije vode v zmesi najprej preuciti
lastnosti sorpcije vode vsake komponente posebej in izdelati umeritvene krivulje v obliki
spremembe mase v odvisnosti od aktivnosti vode. 1z takih krivulj lahko z relativno veliko
natan¢nostjo napovemo koliko vode bo dolocena snov sprejela ali oddala v formulaciji
glede na kon¢no ravnotezno vodno aktivnost.

NaSe ugotovitve, do katerih smo prisli s tem magistrskim delom, pripomorejo k
optimalnejSemu izboru kombinacij zdravilne u¢inkovine in pomoznih snovi ze v zgodnjih
fazah razvoja formulacije, pristope pa je smiselno uporabiti ze v predformulacijski fazi.
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Priloga A. Diagram izgube vezane vode koruznega $kroba in NKMS po dinamiéni metodi
TGA v temperaturnem obmocju od 25 °C do 220 °C



