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POVZETEK

Karvedilol je v vodi tezko topna zdravilna ucinkovina, kar predstavlja tezavo v razvoju
ustreznih farmacevtskih oblik. Ena izmed tehnoloskih resitev je vgrajevanje ucinkovine v
nanovlakna, ki spadajo med nanodostavne sisteme. V okviru magistrske naloge smo zeleli
ugotoviti, kako razlina sestava in nacin priprave suspenzije karvedilola v raztopini
polimerov vplivata na lastnosti nanovlaken. Nanovlakna v raziskavi so bila sestavljena iz
karvedilola, polietilenoksida (PEO) in dveh razli¢nih poloksamerov (188 in 407). Pripravili
smo nanovlakna iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola ter za primerjavo izdelali
polimerne filme z enako kvali- in kvantitativno sestavo kot nanovlakna. S prou¢evanjem
sprosanja Smo dokazali najpoCasnejSe sproscanje ucinkovine iz fizikalne zmesi
karvedilola s polimeri glede na hitrost spro§¢anja uéinkovine iz nanovlaken in polimernih
filmov. Potrdili smo tudi, da je spros¢anje karvedilola iz nanovlaken in filmov,
pripravljenih iz suspenzij, pocasnejse v primerjavi s spro§¢anjem iz vzorcev, pripravljenih
iz nanosuspenzij. Z analizo velikosti delcev smo dokazali, da po dispergiranju nanovlaken
in filmov, ki smo jih izdelali iz nanosuspenzij, v vodnem mediju nastane disperzija
nanometrskih delcev. Torej smo z metodo nanoprecipitacije zmanjsali delce karvedilola in
povecali njihovo povrsino ter omogocili hitrejSe raztapljanje ucinkovine, kar se kaze v
hitrejSem sproscanju. Pri nanovlaknih iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola je bilo
zaCetno sproScanje hitro, kar je bila posledica velike povrsine nanovlaken in mozne
prisotnosti amorfne oblike karvedilola. Ugotovili smo, da pri vzorcih, pripravljenih iz
nanosuspenzij, proces izdelave nanovlaken z elektrostatskim sukanjem ne vpliva bistveno
na spro$canje ucinkovine. Pri vzorcih, ki smo jih pripravili iz suspenzij, pa smo z izdelavo
nanovlaken pospesili spros¢anje karvedilola glede na filme. Med seboj smo primerjali
vzorce z razlicno vsebnostjo poloksamerov 188 in 407 ter ugotovili, da razli¢na razmerja
le-teh ne vplivajo bistveno na spros¢anje karvedilola. Pregledali in primerjali smo tudi
morfologijo vzorcev. SEM-analiza je pokazala prisotnost manjsih delcev karvedilola v
karo obliki v vzorcih iz nanosuspenzij v primerjavi z vzorci iz suspenzij, v katerih so bili
delci vecji in nepravilnih oblik. Prav tako je bil povprec¢ni premer nanovlaken iz
nanosuspenzij manjsi kot pri nanovlaknih iz suspenzij. Zaklju¢imo lahko, da je izdelava
nanovlaken iz suspenzij, zlasti iz nanosuspenzij tezko topnih uéinkovin v raztopini PEO in

poloksamerov obetaven pristop za izboljsevanje hitrosti raztapljanja teh ucinkovin.
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ABSTRACT

Carvedilol is a poorly water soluble drug which presents problems associated with the
development of suitable dosage forms and its application. One of the technological
solutions is incorporation of the drug in nanofibers, belonging to nanodelivery systems. In
the scope of the master thesis we have investigated the impact of composition of carvedilol
suspension in polymer solutions and the method of suspension preparation on the
properties of nanofibers. Nanofibers in our study were composed of carvedilol,
polyethylene oxide and two different poloxamers (188 and 407). We have prepared
nanofibers from the carvedilol suspensions and nanosuspensions. As a reference
formulation, we have prepared polymer films with the same qualitative and quantitative
composition as the nanofibers. The drug release studies have shown the slowest drug
release from the physical mixture of carvedilol with polymers. The particle size analysis
have shown that dispersion of nanofibers and films, prepared from nanosuspensions, in
aqueous medium results in formation of nanometer-sized particle dispersion. Thus, with
the nanoprecipitation method we have reduced the carvedilol particles size, increased its
surface area and enabled faster drug dissolution, resulting in faster drug release. In the case
of nanofibers prepared from carvedilol suspensions and nanosuspensions an initial burst
drug release was observed as a result of the large surface area of nanofibers and possible
presence of amorphous form of carvedilol. We have shown that the way of preparation of
nanofibers from nanosuspensions by electrospinning has no significant influence on the
drug release. On the other hand, the drug release from nanofibers prepared from carvedilol
suspensions was increased compared to polymer films with the same composition. The
results have shown, that the different content of poloxamers 188 and 407 in the samples
did not affect the carvedilol release significantly.

We have also analyzed the morphology of nanofibers and films. SEM imaging has shown
the presence of small, rhomboidal particles of carvedilol in the samples prepared from
nanosuspensions compared with samples prepared from suspensions, where the particles
were larger and more irregular in shape. The average diameters of the nanofibers prepared
from nanosuspensions were smaller than the average diameters of the nanofiberes prepared
from the suspensions. We can conclude that the preparation of nanofibers from drug
suspensions and nanosuspensions, in particular, in solution of PEO and poloxamers is a

promising approach for improving the dissolution rate of poorly soluble drugs.
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WAXGD: sirokokotno rentgensko slikanje (ang. Wide-angle X-ray Diffraction)

Z-Ave: povpreéni hidrodinamski premer (ang. Z-average particle size)



1 UVOD

1.1 NANOVLAKNA

Besedo nanovlakna lahko razdelimo na dva dela in tako opredelimo njen pomen. Vlakno
predstavlja tanek, podolgovat predmet. Predpona nano- pomeni desetisko potenco 107, ki
se navezuje na debelino vlakna, ki meri od 10 do 1000 nm, njihova dolZina pa je teoreti¢no
neomejena. Nanovlakna torej spadajo med nanomateriale in so trda vlakna z relativno
veliko povrsino na enoto mase, veliko poroznostjo, majhno velikostjo por in veliko
mehansko trdnostjo (1). Uporabljajo jih na stevilnih podroc¢jih, npr. v vojski, v kozmetiki, v
elektroindustriji in medicini (1, 2). Primer polimernih nanovlaken z zdravilno u¢inkovino

karvedilol je prikazan na sliki 1.
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Slika 1: SEM-slika polimernih nanovlaken.

1.1.1 Prednosti nanovlaken

Velik potencial nanovlaken izhaja iz njihovih fizikalnih lastnosti, ki jim dajejo prednost
pred enakim materialom makro- in mikrovelikosti. Odlikujejo jih naslednje lastnosti:

— velika fleksibilnost in mehanska trdnost v primerjavi s podobnimi materiali drugih

oblik in vec¢jih dimenzij;



— majhna debelina vlaken, posledica katere je vecja povrsina na enoto mase, kar pomeni
ve¢ molekul na povrsini, to pa povzroc¢i vecjo povrSinsko energijo in vecjo reaktivnost
povrsine;

— poroznost;

— dobra adhezivnost, ki je odraz velike povrSine in porozne zgradbe ter

— moznost posnemanja biomolekul na nanonivoju (1, 3).

1.2 PRIPRAVA NANOVLAKEN

Nanovlakna pripravljamo iz umetnih in naravnih polimerov, ki predstavljajo njihovo
ogrodje. Primeri polimerov, ki se uporabljajo pri pripravi nanovlaken, so: polietilen,
najlon, polipropilen, polietilenoksid, kolagen, hitosan itd. Za uporabo v farmaciji morajo
biti polimeri biokompatibilni, zazeleno pa je, da so tudi biorazgradljivi. Poznamo ve¢
metod za pripravo nanovlaken. Mednje spadajo fazna separacija (ang. phase separation),
vleCenje (ang. drawing), samozdruZzevanje (ang. self-assembly), uporaba predloznih
membran (ang. template synthesis) in elektrostatsko sukanje (ang. electrospinning).

Najpogosteje se uporablja zadnja od nastetih metod (1, 2).

1.2.1 Elektrostatsko sukanje

Proces elektrostatskega sukanja je leta 1934 razvil Anton Formhals in ga istega leta tudi
patentiral (US Patent, 1-975-504). VV 70. letih prejsnjega stoletja je Simm s sodelavci
patentiral postopek za izdelavo vlaken s premerom, manj$im od 1 mm. Prva nanovlakna,
pripravljena z elektrostatskim sukanjem, so bila namenjena izdelavi filmov. Z razcvetom
nanotehnologije v 80-ih letih prejSnjega stoletja je metoda dobila ve¢ pozornosti tudi na
drugih podro¢jih. Predstavlja namre¢ najenostavnejSo metodo za pripravo nanovlaken s
premerom od 50 do 1000 nm in teoreti¢no neomejeno dolzino. Izdelava nanovlaken poteka
na podlagi elektrohidrodinamskega procesa iz nabitega curka polimerne raztopine ali taline
(2, 4,5).

1.2.1.1 Sestava naprave za elektrostatsko sukanje
Napravo za elektrostatsko sukanje (primer naprave je prikazan na sliki 2) sestavljajo trije
pomembni deli:

— vir visoke napetosti;



— brizga s kovinsko iglo z notranjim premerom, manjs$im od 100 pum, in

— Zzbiralo za vlakna (5, 6).

Slika 2: Naprava za elektrostatsko sukanje.

1.2.1.2 Potek elektrostatskega sukanja

Proces poteka pri sobni temperaturi. Zanj je potreben vir visoke napetosti, ki ga
priklju¢imo na kovinsko iglo (slika 2). Ta je, glede na pogoje elektrostatskega sukanja,
razli¢no oddaljena od zbirala, ki ga ozemljimo. Brizga je napolnjena s polimerno raztopino
ali talino. Ob prikljucitvi vira visoke napetosti uvajamo v polimerno raztopino ali talino
elektri¢ni naboj, ki se razporedi po povrsini kapljice, ki nastane na konici igle zaradi
delovanja ¢rpalke. PoveCanje napetosti povzro¢i naras¢anje odbojnih sil med enakimi
naboji v kapljici ter naraséanje privla¢nih sil med kapljico in nasprotno nabitim zbiralom.
Ob izenacitvi povrsinske in elektri¢éne napetosti pride do oblikovanja kapljice polimerne
raztopine v Taylorjev stozec. Ko elektricna napetost preseze povrSinsko napetost, nastane
elektri¢no nabit curek polimerne raztopine. Enojni curek se razcepi v ve¢ majhnih curkov s

podobnimi premeri (2, 7).

Pri procesu elektrostatskega sukanja sodeluje ve¢ razli¢nih sil:
— Coulombove sile med naboji na povrsini curka polimerne raztopine/taline;

— elektrostatske sile zaradi zunanjega elektricnega polja;



— viskoelasti¢na sila raztopine, ki preprecuje raztezanje curka;
— sila povrsinske napetosti;
— gravitacijska sila in

— sila zra¢nega upora (8).

Na poti do kovinskega zbirala topilo iz polimerne raztopine izhlapi in nastanejo nabita
polimerna nanovlakna, ki se naklju¢no naloZijo na zbiralu (2, 7). Cas potovanja polimerne
raztopine od konca igle do zbirala, kjer se naloZijo polimerna nanovlakna, je do 0,1 s. Cas
nastajanja nanovlakna je torej okoli 0,01 s, zato je verjetnost kristalizacije u¢inkovin, ki so
raztopljene v polimerni raztopini ali talini, majhna. VVzroka za to sta hitro izhlapevanje
topila in kratek cas, ki je na voljo za nastanek kristalov u¢inkovine med procesom
elektrostatskega sukanja. To so potrdili tudi Ignatious, Nagy s sodelavci, Verreck s
sodelavci in Yu s sodelavci (9). Ta ugotovitev je pomembna predvsem pri oblikovanju
nanovlaken z v vodi tezko topnimi ucinkovinami, saj zmanjSanje stopnje in obsega
kristalizacije omogoc¢i hitrejSe raztapljanje vgrajene ucinkovine. Amorfna oblika
ucinkovine ima vi$jo notranjo energijo kot Kristalna. To je na modelu tezko topne
ucinkovine diosmin potrdil Vrbata s sodelavci. Z vgrajevanjem le-tega v nanovlakna se je
pospesilo njegovo spro$anje v primerjavi z njegovim spro$éanjem iz komercialno

uporabljenih tablet (5, 9).

1.2.1.3 Vplivi razlicnih dejavnikov na proces in koncni produkt elektrostatskega sukanja
Na proces nastanka nanovlaken vplivajo Stevilni dejavniki. Delimo jih na sistemske
(lastnosti polimerne raztopine) in procesne dejavnike ter dejavnike okolja (preglednica I)
(2,5).

Eden najbolj pomembnih dejavnikov, ki vpliva na konéni produkt procesa, je lastnost
polimerne raztopine, ki je odvisna od izbire polimera. Teh (sinteti¢nih in naravnih) so ze
ve¢ kot 100 uspesno uporabili za pripravo nanovlaken. Najbolj raziskovani polimer za
uporabo pri elektrostatskem sukanju je polietilenoksid (PEO). Veliko zanimanje zanj je
med drugim posledica njegove dobre topnosti v razli¢nih topilih (5). Na lastnosti
polimerne raztopine vpliva tudi izbor topila. Za uspesen nastanek nanovlaken morajo biti
zagotovljeni naslednji pogoji: izbran polimer mora biti topen v uporabljenem topilu, parni

tlak topila mora biti primeren, da je izhlapevanje dovolj hitro, kar omogoca zbiranje suhih



nanovlaken na zbiralu. Ustrezni morata biti tudi viskoznost in povrSinska napetost topila
(10).

V $tevilnih raziskavah so preucevali vpliv razli¢nih dejavnikov (preglednica I) na lastnosti
nanovlaken. Ti so: premer nanovlaken, homogenost debeline nanovlaken, pojav vozlov in
lastnosti povriine nanovlaken. Ce so pogoji, ki so potrebni za nastanek curka, izpolnjeni,
na nastanek nanovlaken vpliva viskoznost raztopine polimerov. Ve¢ja viskoznost povzroci
nastanek nanovlaken z ve¢jim premerom. Nastanek nanovlaken razlicne debeline je
posledica cepitve curka polimerne raztopine v ve¢ curkov (2, 11, 12). Nastanek nanovlaken
z vozli je posledica neenakomernega (nestabilnega) curka polimerne raztopine med
procesom elektrostatskega sukanja, in sicer zaradi visoke povrSinske napetosti curka.
Dodatek snovi, ki znizajo povrSinsko napetost, oz. dodatek topil, ki imajo nizjo povrSinsko

napetost, omogoca nastanek gladkih nanovlaken brez vozlov (7, 13).

Preglednica I: Dejavniki, ki vplivajo na izdelavo in morfologijo nanovlaken.

Lastnosti polimera Lastnosti polimerne
raztopine
molekulska masa viskoznost jakost elektri¢ne napetosti
temperatura steklastega koncentracija polimera relativna vlaznost (RH)

prehoda

topnost povrsinska napetost parni tlak topila
prevodnost oblika elektrod

temperatura

1.3 VREDNOTENJE NANOVLAKEN

Metode za vrednotenje nanovlaken se delijo na metode za vrednotenje morfologije,

strukture in mehanskih lastnosti nanovlaken (14, 15).

— Morfologija nanovlaken
Pri proucevanju morfologije lahko opazujemo in vrednotimo debelino nanovlaken in
porazdelitev njihove debeline, njihovo obliko, prisotnost vozlov, morebitno prisotnost

kristalov ucinkovine in orientacijo nanovlaken. Za vrednotenje morfologije nanovlaken




uporabljamo mikroskopske metode (14, 15). Te temeljijo na elektronskem
mikroskopiranju. Elektroni imajo kratko valovno dolzino, zato omogocajo boljso lo¢ljivost
kot je loCljivost opti¢éne mikroskopije. Pri elektronski mikroskopiji uporabljamo vakuum
zaradi absorpcije elektronov v zraku. Obstajajo tri vrste: presevna elektronska
mikroskopija (TEM), vrsticna elektronska mikroskopija (SEM) in mikroskopija na
atomsko silo (AFM). Prednost mikroskopskih metod je, da dajo poleg velikosti tudi
podatek o obliki nanovlaken (14, 16). Vrsti¢ni elektronski mikroskop se uporablja, kadar
zelimo tridimenzionalno (3-D) sliko nanovlaken. Poleg debeline lahko opazujemo tudi
njihovo obliko, prisotnost kristalov in vozlov. Deluje tako, da elektronski curek tipa
raziskovano povrSino po vzporednih ¢rtah. Detektor zaznava elektrone, ki jih elektronski
curek izbije s povrsine vzorca. Tega je treba predhodno obdelati s tezkimi kovinami, da
zagotovimo njegovo prevodnost (14, 16). AFM podaja 3-D sliko povrsine z merjenjem sil
(npr. van der Waalsovih) med tipalom in povr$ino vzorca. V primerjavi s SEM in TEM je
prednost te metode, da med analizo ni potreben vakuum, vzorec pa je lahko tudi moker
(14).

— Struktura nanovlaken

Pri strukturi nanovlaken dolo¢amo kemijsko in fizikalno strukturo. Dolo¢amo ju s pomocjo
infrardece spektroskopije s Fourierjevo transformacijo (angl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) in z jedrsko magnetno resonanco (angl. Nuclear magnetic resonance,
NMR). Z omenjenima metodama lahko dolo¢imo tudi intramolekularne interakcije.
Konfiguracijo makromolekul v nanovlaknih analiziramo s Sirokokotnim rentgenskim
slikanjem (angl. Wide-angle X-ray Diffraction, WAXD), z ozkokotnim rentgenskim
sipanjem (angl. Small-angle X-ray scattering, SAXC) in z opti¢no dvojno refrakcijo (2, 15).

— Mehanske lastnosti nanovlaken

V vecini primerov preucujemo skupek nanovlaken in pri tem uporabimo standardne
tehnike za proucevanje natezne trdnosti. Zaradi majhnih premerov je mehanska
karakterizacija posameznega nanovlakna zelo zahtevna in si pri njej pomagamo z ostalimi
komplementarnimi metodami (TEM, SEM in AFM) (2, 15).



1.4 UPORABA NANOVLAKEN V BIOMEDICINI

Nanovlakna se v farmaciji uporabljajo kot sodobne obloge za celjenje ran, za razvoj

tkivnih nadomestkov in kot dostavni sistemi za vnos zdravilnih u¢inkovin (2).

1. Celjenje kroni¢nih ran in opeklin z nanovlakni

Nanovlakna lahko uporabljamo za zdravljenje opeklin in oskrbo kroni¢nih ran, in sicer
tako, da jih neposredno nanesemo na poskodovano kozo, Kjer spodbujajo obnovo in
zmanj$ajo nastajanje brazgotin, ki se pojavijo pri tradicionalnem zdravljenju opeklin ali
drugih ran. Nanoporozna struktura $¢iti rano pred mikroorganizmi, velika povrSina pa

uc¢inkovito absorbira eksudat iz rane (1-3).

2. Razvoj tkivnih nadomestkov

Tkivni nadomestki s pomo¢jo zivih celic in/ali z bioaktivnimi molekulami nadomescajo,
obnavljajo, ohranjajo in zdravijo poskodovana tkiva ter spodbujajo njihovo regeneracijo.
Nanovlakna imajo torej velik potencial za uporabo v regenerativni medicini, in sicer kot

tkivni nadomestki za kosti, zile in zivce (1, 2).

3. Nanovlakna kot dostavni sistem za uc¢inkovine
Nanovlakna so dostavni sistem, ki je primeren za razlicne nacine uporabe. Velik pomen
imajo npr. pri oblikovanju farmacevtskih oblik z zdravilnimi u¢inkovinami, ki so tezko

topne v vodi, saj omogocajo izboljSanje njihove bioloske uporabnosti (9).

1.5 NANOVLAKNA KOT DOSTAVNI SISTEM ZA UCINKOVINE

Nanovlakna spadajo med sodobne dostavne sisteme, ki omogocajo razli¢ne nacine
aplikacije (npr. oralno, peroralno, transdermalno) in razli¢éne nacine spro$¢anja vgrajene
ucinkovine (9, 17, 18).

Primeri ucinkovin, ki so jih ze wvgradili v nanovlakna, so antibiotiki, analgetiki,
antimikotiki, protivnetne uc¢inkovine in rastni dejavniki (2). U¢inkovine so v nanovlakna
vkljucene na vec€ nacinov:

— ucinkovina je lahko vezana na povrsino nanovlaken;



— polimerni nosilec tvori ogrodje, v katero je vklju¢ena ucinkovina;

— nanovlakna, kjer nosilni polimerni material z elektrostatskim sukanjem oblikujemo v
tubularno obliko, v katero so vgrajeni delci u¢inkovine;

— posebej pripravimo nanovlakna, ki vsebujejo ucinkovino, in nanovlakna brez nje,
kon¢ni produkt pa je preplet nanovlaken, ki vsebujejo zdravilno ué¢inkovino, in tistih, ki

je ne (2).

Razli¢ne nacine spro$canja ucinkovin iz nanovlaken lahko dosezemo z izbiro polimera, z
na¢inom vkljucevanja ucinkovine v nanovlakna in z izbiro parametrov procesa izdelave

nanovlaken, s ¢imer spreminjamo morfologijo, debelino in poroznost viaken (3).

Razli¢ni nacini sproS€anja ucinkovine iz nanovlaken So:
— takoj$nje sproscanje zdravilne uc¢inkovine;

— prirejeno sproscanje zdravilne u¢inkovine:

o zakasnjeno spro$canje (ang. delayed release);
o ponavljajo¢e sprosc¢anje (ang. repeat release);
o podaljSano oz. zadrzano spro$¢anje (ang. prolonged/sustained release) (19).

Nosilni materiali za zdravilno ucinkovino v nanovlaknih so obicajno biorazgradljivi
polimeri. Spros¢anje u¢inkovine iz nanovlaken je odvisno od topnosti uc¢inkovine, njene
difuzije skozi polimerno ogrodje in procesa erozije/razgradnje slednjega. Erozija je
fizikalni proces, ki predstavlja raztapljanje polimernih verig in difuzijo vode v dostavni
sistem. Na vrsto erozije vpliva struktura polimera. Poznamo povrsSinsko €erozijo in erozijo
po celotnem volumnu (ang. bulk erosion). Prva se pojavi, ko je hitrost erozije ogrodja
vecja od hitrosti difuzije vode v notranjost polimernega ogrodja, v nasprotnem primeru pa
govorimo o eroziji po celotnem volumnu. Pri nanovlaknih sta zaradi velike povrSine

kinetiki povrsinske erozije in erozije po celotnem volumnu podobni (20, 21).

Prednosti nanovlaken so:

— Velika povrSina glede na maso daje moznost za izboljSanje topnosti tezko topnih
uc¢inkovin, kar izboljSa njihovo biolosko uporabnost;

— nadzorujemo lahko profil spros¢anja u¢inkovin, in sicer S spreminjanjem morfologije

in sestave nanovlaken;



— zanje je znacilna vecja vgradnja zdravilnih uéinkovin v primerjavi z drugimi

dostavnimi sistemi nanovelikosti (17, 21).

Slabosti nanovlaken kot dostavnega sistema za zdravilne u¢inkovine So:

— kljub Stevilnim raziskavam je Se vedno veliko neznank, povezanih s procesom
izdelave;

— malo in vivo raziskav;

— zaCetno hipno sproscanje (ang. initial burst release) ucinkovine, ki je posledica
prisotnosti ucinkovine na povrSini nanovlakna. Ta ucinek lahko omejimo ali
prepre¢imo, ¢e uspemo ucinkovino v celoti vkljuciti v nanovlakna;

— uporaba organskih topil in njihov zaostanek v nanovlaknih (17).

1.6 NANOVLAKNA KOT DOSTAVNI SISTEM ZA TEZKO TOPNE
UCINKOVINE

V vodi tezko topne zdravilne u¢inkovine imajo obicajno slabo biolo§ko uporabnost zaradi
majhne topnosti in nizke hitrosti raztapljanja. S pomoc¢jo tehnoloskih postopkov lahko
vplivamo na oba parametra. Primeri tak$nih pristopov so:

— dodatek solubilizatorjev;

— tvorba soli;

— dodatek sotopil in

— zmanjsanje velikosti delcev.

Razvoj nanotehnologije je odprl nove moznosti, s katerimi lahko odpravimo oz.
zmanjSamo tezave, ki so posledica tezke topnosti ucinkovin. Z zmanjSanjem velikosti
delcev dosezemo povecanje povrSine in s tem vecjo hitrost raztapljanja slabo topnih
u¢inkovin, povecamo pa tudi njihovo biolosko uporabnost. Taepaiboon je s sodelavci
dokazal, da je spros¢anje u¢inkovin iz nanovlaken hitrejse za razli¢ne zdravilne uc¢inkovine
(natrijev salicilat, ki je dobro topen v vodi, natrijev diklofenak, ki je srednje topen v vodi,
ter v vodi tezko topna naproksen in indometacin) v primerjavi s polimernimi filmi z enako
kvalitativno in kvantitativno sestavo (17, 22). Hitrej$e sproscanje tezko topnih uc¢inkovin iz

nanovlaken v primerjavi s spros¢anjem iz polimernih filmov s kvantitativno in kvalitativno



enako sestavo so dokazali tudi Potr¢ in sodelavci. Pripravili so nanovlakna iz
polikaprolaktona ter dveh uc¢inkovin: ibuprofena in karvedilola. Ugotovili so, da je bilo

spros¢anje obeh ucinkovin iz nanovlaken v primerjavi s filmi hitrejse (23).

Pri pripravi nanovlaken z zdravilno u¢inkovino lahko z metodo priprave nanosuspenzije ze
pred nastankom nanovlaken zmanjSamo velikost delcev ucinkovine na nanovelikost.
Nanosuspenzija predstavlja koloidnodisperzni sistem delcev ucinkovine nanometrske
velikosti v teko¢em mediju. Delez zdravilne u¢inkovine v nanosuspenziji je lahko do 40 %,
zato te predstavljajo nacin oblikovanja tezko topnih zdravilnih u¢inkovin, ki imajo topnost
manj$o od 200 pg/mL. Bistveni prednosti nanosuspenzij sta:

— povecana topnost ucinkovine (povecanje povrSine ter medfazne napetosti med

ucinkovino in medijem zaradi vec¢je ukrivljenosti povrsine delcev) in

— povecana hitrost raztapljanja (zaradi zmanjS$anja delcev in povecane povrsine) (16).

Nanosuspenzijam zaradi fizikalne nestabilnosti dodajamo stabilizatorje. Njihova naloga je,
da preprecijo rast in zdruzevanje delcev. Med stabilizatorje spadajo npr. lecitin, polisorbat
in poloksameri. Za bolj ucinkovito stabilizacijo lahko uporabimo kombinacijo

stabilizatorjev.

Poznamo veé nacinov izdelave nanosuspenzij. Eden od nacinov je obarjanje uéinkovine s
pomogjo injiciranja raztopine uc¢inkovine v netopilo, tj. nanoprecipitacija. Obe topili, ki ju

uporabimo, se morata mesati med seboj, proces pa mora biti nadzorovan (16, 24).

HitrejSe sprosCanje ucinkovine pri pripravi nanosuspenzije v primerjavi s suspenzijo
uéinkovine so dokazali Papdiwal in sodelavci (25). Liu je s sodelavci s pripravo
nanosuspenzije prav tako omogocil hitrejSe sproséanje karvedilola v primerjavi s praskom

karvedilola in komercialnimi tabletami z isto u¢inkovino (26).
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1.7 SESTAVA NANOVLAKEN V RAZISKAVI

1.7.1 Karvedilol

OH -~

- OQNVHV\O

Slika 3: Strukturna formula karvedilola. Rdeca puscica oznacuje kiralni center.

Kemijsko ime za karvedilol je (2RS)-1-(9H-karbazol-4-iloksi)-3-[[2-(2-metoksifenoksi)
etilJamino]propan-2-ol (slika 3). Pri sobni temperaturi je bel kristalicen prasek z
molekulsko maso 406,47 g/mol. Zanj je znacilna velika mehanska stabilnost (26, 27, 28,
29).

Prisoten je v razli¢nih polimorfnih modifikacijah, ki so odvisne od nacina sinteze in
procesa kristalizacije. Odkrite so bile tri polimorfne oblike (polimorf I, 11 in I11), hidrat in
solvat (30). Temperatura talis¢a karvedilola je 117-121 °C (Alves, 2015) (29). Ima en

kiralni center, ki je na sliki 3 oznaéen z rdeco puscico.

Je Sibka baza s pKa-vrednostjo 8,77, kar povzroc¢i slabSo topnosti v nevtralnem in
bazi¢nem mediju. S padanjem pH medija pa njegova topnost naras¢a. Delno je topen v
etanolu, dobro topen pa v metilen kloridu, metanolu, dimetilsulfoksidu in acetonu (27, 28,
29). Po biofarmacevtski klasifikaciji spada v II. razred, kamor spadajo ucinkovine, ki SO
tezko topne in dobro permeabilne. Topnost karvedilola v vodi pri sobni temperaturi je
0,020 mg/mL (28, 30). Prasek karvedilola ima slabe preto¢ne lastnosti, ki jih pri izdelavi
farmacevtskih oblik reguliramo z dodajanjem ustreznih pomoznih snovi. Obcutljiv je na

prisotnost vlage (29).
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Pri metabolizmu karvedilola sodelujejo encimi skupine CYP-450. Le-ta poteka z
oksidacijo aromatskega obroca in njegove glukuronidacije, pri ¢emer nastanejo trije
metaboliti. V plazmi se od 98 % do 99 % karvedilola vezZe na proteine, predvsem albumin.
Ker je lipofilna molekula, se v velikem obsegu porazdeljuje v ekstravaskularna tkiva in
ima volumen porazdelitve 115 L (28). Najvisjo plazemsko koncentracijo po peroralnem
vnosu doseze po 1,47 h. Razpolovni ¢as karvedilola je 6 h. 2 % karvedilola se izlocita
nespremenjenega z urinom, metaboliti pa se izloCajo s fecesom. Zaradi slabe topnosti v
prebavnem traktu in veliki podvrzenosti metabolizmu prvega prehoda je bioloska
uporabnost pri ljudeh le 25-35 % (26).

Karvedilol spada med neselektivne zaviralce adrenergi¢nih receptorjev beta, prav tako pa
zavira adrenergi¢ne alfa 1-receptorje. V klini¢ni uporabi je racemat. Beta-receptorje naj bi

zaviral (S)-enantiomer. Za oba enantiomera je znacilno zaviranje alfa 1-receptorjev (29).

Z vazodilatornim delovanjem, ki je posledica selektivnega zaviranja alfa 1-receptorjev,
zmanj$uje periferni zilni upor. Z neselektivnim zaviranjem receptorjev beta zavira sistem
renin-angiotenzin (31). Uporablja se pri zdravljenju kardiovaskularnih bolezni, kot so
primarna hipertenzija, ishemi¢na sréna bolezen, zdravljenje po infarktu z dokazano
disfunkcijo levega ventrikla, blago do hudo sréno popuscanje. Ima tudi nekaj pomoznih
terapevtskih ucinkov, npr. zaviranje apoptoze, antioksidativno delovanje, ki je posledica
karbazolnega dela molekule, zaviranje proliferacije gladkih misic zil, in ugodno vpliva na

obcutljivost na inzulin pri osebah z diabetesom (30, 32).

1.7.2 Polietilenoksid (PEO)

Leta 1860 je Laurenco prvi razvil proces pridobivanja PEO z nizko molekulsko maso (33).
1920 je sledila sinteza PEO z visoko molekulsko maso in leta 1957 njegova komercialna
proizvodnja (33).

PEO je sintezni neionski polimer s formulo (-CH,-CH,-O-),, kjer je n Sstevilo
etilenoksidnih skupin. Je amfifilen polimer, ki je pri sobni temperaturi topen v vodi v vseh
razmerjih. Topen je tudi v organskih topilih, npr. v etanolu, acetonu, kloroformu, toluenu.

Temperatura tali$¢a je odvisna od molekulske mase polimera in ni visja od 67 °C (34, 35).
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Komercialno je PEO na voljo v sirokem razponu molekulskih mas: od 200 g/mol do ve¢
milijonov g/mol. Glede na molekulsko maso so za polimer znacilna razli¢na
poimenovanja: PEO, polietilenglikol (PEG) in polioksietilen (POE). PEG so oligomeri in
polimeri etilenoksida z molekulsko maso do 20.000 g/mol, PEO so polimeri z molekulsko
maso nad 20.000 g/mol in POE so polimeri s poljubno molekulsko maso. Lastnosti
polimera so odvisne od njegove molekulske mase, tako so PEG viskozne tekocine ali

voskaste trdne snovi, PEO pa so vedno v trdnem agregatnem stanju (34).

PEO se v farmaciji uporablja za izdelavo in oblaganje tablet, za izdelavo dostavnih
sistemov z nadzorovanim spro$¢anjem ter za izdelavo mukoadhezivnih in transdermalnih
dostavnih sistemov (20). Je eden najpogosteje uporabljenih in raziskovanih polimerov za
pripravo nanovlaken z elektrostatskim sukanjem. S to metodo lahko izdelamo nanovlakna
iz vodne raztopine PEO s premerom 3-1000 nm in dolzino od nekaj cm do nekaj metrov
(2). Uporablja se kot dodatek pri elektrostatskem sukanju nekaterih naravnih polimerov,
saj omogoca nastanek nanovlaken. Tako je Bhattrai s sodelavci v raziskavah dodal PEO k
hitosanu, da je zmanjsal viskoznost raztopine in omogocil pripravo nanovlaken z visjo

koncentracijo naravnega polimera (36).

1.7.3 Poloksameri

Poloksameri so bili na trgu prvi¢ predstavljeni ob koncu 50. let prej$njega stoletja. So blok
kopolimeri etilenoksida in propilenoksida s povrsinsko aktivnimi lastnostmi. Njihova
splo$na struktura je predstavljena na sliki 4. Crka a predstavlja hidrofilni polietilenoksidni
(PEO) del molekule, b pa hidrofobni polipropilenoksidni (PPO) del molekule. Dolzini
PEO- in PPO-dela molekule lahko spreminjamo, zato je na trzis¢u ve¢ poloksamerov, Ki se
razlikujejo po molekulski masi ter po razmerju med hidrofilnim in hidrofobnim delom, npr.
poloksameri 124, 188, 237, 338 in 407. V farmaciji se najpogosteje uporabljata poloksamer
407 (a =101, b = 56) z molekulsko maso 9.840-14.600 g/mol in poloksamer 188 (a =80, b
= 27) z molekulsko maso 7.680-9.510 g/mol (37, 38).

Ho{\/\otwotl/\o 1laH

Slika 4: Splosna strukturna formula poloksamerov: a — stevilo etilenoksidnih enot, b —

Stevilo propilenoksidnih enot.
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Imena poloksamerov vsebujejo trimestno $tevilko, ki opisuje njihove lastnosti. Ce zadnjo
stevilko pomnozimo z 10, dobimo Stevilo, ki predstavlja delez polietilenoksida v molekuli
v %. Prvi dve Stevilki, pomnozeni s 100, pa predstavljata priblizno molekulsko maso

hidrofobnega dela molekule (38).

Poloksameri so topni v vodi, v polarnih in nepolarnih organskih topilih, kar omogoca
njihovo razsirjeno uporabo v Stevilnih farmacevtskih oblikah. Topnost v vodi je posledica
tvorbe vodikovih vezi med PEO-delom poloksamera in kisikom v molekuli vode. So
neionske amfifilne snovi. V nizkih koncentracijah so poloksameri v vodi dispergirani v
obliki molekul. Ce pove¢ujemo koncentracijo poloksamera in doseZzemo kriti¢no micelsko
koncentracijo (CMC), pride do nastanka micelov. CMC-vrednost je odvisna od velikosti
hidrofobnega dela molekule — z vecanjem se le-ta zmanjSuje. Micel je sestavljen iz
hidrofobnega jedra, ki ga sestavljajo metilne skupine PPO-dela, in hidrofilne povrsine
(PEO). Hidrofobni del micela tvori preko metilnih skupin van der Waalsove vezi s slabo
topnimi uéinkovinami, kar povzro¢i njihovo solubilizacijo. To je eden izmed nacinov
povecevanja topnosti in hitrosti raztapljanja tezko topnih ucinkovin zaradi povecanja
mocenja ucinkovine, kar poveca njihovo navidezno topnost in posledicno hitrost
raztapljanja (39, 40). Z uporabo poloksamerov so dokazali izboljSanje raztapljanja Stevilnih
u¢inkovin, npr. iboprofena, bikalutamida, nifedipina, etorikoksiba, rofekoksiba in
meloksikama (37, 41, 42). Ucinkovitost izboljSanja raztapljanja je odvisna od izbire
poloksamera in njegove koli¢ine. Medarevi¢ je s sodelavci primerjal vpliv poloksamerov
407 in 188 na izboljSanje raztapljanja karbamazepina. Ugotovil je, da poloksamer 188
ucéinkoviteje izboljsa sproscanje tezko topne ucinkovine karbamazepina iz trdne disperzije
kot poloksamer 407, in sicer zaradi manjSe molekulske mase in njegovih hidrofilnih
lastnosti (42). Liao je ugotovil, da dodatek poloksamera 188 k peletam, sestavljenim iz
poloksamera 407 in slabo topne ucinkovine, dodatno poveca sproSc¢anje ucinkovine v
primerjavi s spro$¢anjem ucinkovine iz pelet, ki vsebujejo le poloksamer 407 (43).
Poloksameri se uporabljajo tudi kot emulgatorji in koemulgatorji, pri oblaganju tablet, kot

stabilizatorji za suspenzije, emulzije, nanodelce in nanosuspenzije (40).
1.7.3.1 Poloksamer 188

Poloksamer 188 (a = 12, b = 20), imenovan tudi Lutrol F 68, je pri sobni temperaturi v

trdnem agregatnem stanju. Je bel ali skoraj bel voskast prah ali v obliki kosmicev (44).
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Dinami¢na viskoznost raztopine znasa 1.000 mPas. Temperatura talis¢a je 52 °C. Njegovo
hidrofilno-lipofilno ravnotezje (HLB) je 29 (39).

Uporablja se kot emulgator in koemulgator. IzboljSa topnost, absorpcijo in biolosko
uporabnost u¢inkovin z nizko topnostjo po vnosu v obliki peroralnih farmacevtskih oblik
(39). Potencialno se lahko uporablja tudi za zmanjSanje vnetja in poskodb tkiva po
mozganskih poskodbah, kar so dokazali pri podganah (40).

1.7.3.2 Poloksamer 407

Poloksamer 407 (a = 101, b = 56), imenovan tudi Lutrol F 127, je pri sobni temperaturi v
trdnem agregatnem stanju. Je bel ali skoraj bel voskast prah ali v obliki kosmicev (44).
Dinami¢na viskoznost raztopine znasa 3.100 mPas. Temperatura talis¢a je 56 °C, HLB-

vrednost pa znasa 18-23 (39).
V farmacevtskih oblikah se uporablja kot emulgator, zgo$cevalo in tvorilec gela. Je dober

solubilizator za nekatere uc¢inkovine (npr. nifedipin, inzulin, naproksen in fentikonazol)
(37, 39, 40).
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2 NAMEN DELA

Slaba topnost zdravilnih u¢inkovin v vodi je tezava in velik izziv, s katerim se pogosto
sreCujejo farmacevti pri razvoju in izdelavi zdravil. Z razvojem nanotehnologije so se
odprle nove moznosti za uspesne reSitve tovrstnih izzivov. Nanodostavni sistemi, kamor
spadajo nanovlakna, imajo edinstvene lastnosti, ki so posledica njihove majhnosti. Z
vgrajevanjem tezko topnih uéinkovin vanje lahko pove¢amo njihovo topnost in/ali hitrost
raztapljanja. To je Se zlasti pomembno pri razvoju zdravil z zdravilnimi u¢inkovinami, Ki
spadajo po biofarmacevtski klasifikaciji uc¢inkovin v II. razred, kar pomeni, da sta zanje
znacilni dobra permeabilnost in slaba topnost. Tak$nim uc¢inkovinam lahko z izbolj$anjem
topnosti izboljSamo absorpcijo in posledi¢no pove¢amo biolosko uporabnost. Predstavnik
te skupine zdravilnih uc¢inkovin je karvedilol. Namen magistrske naloge je preuciti, kako
razli¢na sestava in nacin priprave suspenzije v vodi tezko topne ucinkovine Karvedilola v
raztopini polimerov vplivata na lastnosti produkta elektrostatskega sukanja. Preucevali
bomo tudi vpliv procesa nanoprecipitacije in priprave nanosuspenzije zdravilne uc¢inkovine

na produkt elektrostatskega sukanja.

Najprej bomo pripravili polimerne raztopine, ki jim bomo nato dodali karvedilol (bodisi s
suspendiranjem bodisi z metodo izdelave nanosuspenzije). Kot ogrodni polimer pri
pripravi nanovlaken bomo uporabili PEO, ki mu bomo dodali razliéne koli¢ine
poloksamerov 188 in 407. Ugotoviti Zelimo, kaksen je vpliv posameznega poloksamera in
razli¢nih masnih razmerij poloksamerov na izdelavo nanovlaken ter spros¢anje karvediola
iz nanovlaken in polimernih filmov. Pripravljene suspenzije in nanosuspenzije karvedilola
bomo elektrostatsko sukali. S tem procesom bomo pripravili hidrofilna nanovlakna na
osnovi PEO. Za primerjavo z njimi bomo z vlivanjem izdelali polimerne filme z enako
kvali- in kvantitativno sestavo kot nanovlakna. Sledili bodo izvedba testa sprosc¢anja
karvedilola, spektrofotometri¢na analiza spro$¢ene ucinkovine, vrednotenje morfologije
nanovlaken in filmov s pomocjo vrsticne elektronske mikroskopije ter dolocanje
hidrodinamskega premera delcev ucinkovine po razpadu nanovlaken v vodnem mediju S

fotonsko korelacijsko spektroskopijo.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

karvedilol, Krka d.d., Novo mesto, Slovenija;
Lutrol® F127 (poloksamer 407), Sigma-Alderlich Chemie GmbH, Steinheim,
Nemcija;
polietilenoksid (PEO), Mr 400.000 g/mol, Sigma-Alderlich Chemie GmbH, Steinheim,
Nemcija;
Lutrol® F68 (poloksamer 188), Sigma-Alderlich Chemie GmbH, Steinheim, Nem¢ija;
aceton (CH3COCH3) (> 99,5 %), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
preciscena voda, Fakulteta za farmacijo;
metanol HPLC GRADIEN GRADE, Mr 32,04 g/mol, J. T. Barker;
brizge:
o Injekt® 20 mL, BRAUN, B. Braun MelsnngenAG, Melsingen, Nem¢ija;
o injekcijske brizge (10 mL, 20 mL, 50 mL), BD Discordit™ II., Becton
Dickinson S.A., Spanija;
mikrocentrifugirke;
injekcijske igle;
igle za elektrostatsko sukanje NEL 0815 (notranji premer 0,8 mm, tip: ploska), Linari
Engineering S.r.l., Pisa, Italija;
Parafilm M® Laboratory Film, BEMIS®, Neenah, ZDA;
filtri:
o Minisart® RC 0,45 pm, Sartorius, Nemcija;
o 10-um filter, Agilent Technologies, ZDA.

3.2 NAPRAVE

analitska tehtnica Mettler Toledo AG245, Scherzenbach, Svica;
ultrazvocna kadicka Sonis 4, Iskra pio d.o.o0., Kranj, Slovenija;
ro¢ni higrometer FT-H 620, Ingolstadt, Nemcija;

pipeta 5000 pl, Sartorius, Nemcija;

¢rpalka Razer Scientific Instruments, Vermont, ZDA;

UV-VIS-spektrofotometer, Hewlett Packard 8453, Agilent Tehnologies, Nemcija;
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— naprava z vesli VanKel VK 7000, ZDA;
—  vrsti¢ni elektronski mikroskop (SEM), Supra 35 VP, Carl Zeiss, Svica;

— Zetasizer Nano ZS, Malvern instruments, Velika Britanija.

3.3 METODE

3.3.1 Priprava raztopin polimerov

Vodne raztopine polimerov smo pripravili pri sobni temperaturi, in sicer 20 g posamezne
raztopine. Med seboj so se razlikovale po masah dodanih poloksamerov 188 in 407.
Skupna masa dodanih poloksamerov je bila v vseh raztopinah 0,6 g. V erlenmajerico smo
natehtali 18,8 g preciS¢ene vode. Dodali smo magnet primerne velikosti in erlenmajerico
postavili na magnetno mesalo. Na plasti¢en colni¢ek smo natehtali 0,6 g PEO in ustrezno
koli¢ino poloksamerov 188 in 407. Tocna sestava raztopin je predstavljena v preglednici II.
Zmes prahov smo med meSanjem kvantitativno prenesli v erlenmajerico s precis¢eno vodo
in raztopino pustili pokrito mesati na magnetnem mesalu s hitrostjo 220 obratov/min 24 h.

S tem smo zagotovili, da so se polimeri popolnoma raztopili v vodi.

Preglednica Il: Sestava vodnih raztopin polimerov.

Masno razmerje Masa Masa Masa Masa preciscene
poloksamer 188 PEO poloksamera 188 | poloksamera 407 vode
: poloksamer
407

188" 0,60 g 0,60 g / 18,80 g
3:2 0,60 g 0,36 g 0,24 g 18,80 g
4:1 0,60 g 0,48 g 0,12 g 18,80 g
1:1 0,60 g 0,30 g 0,30 g 18,80 g
407" 0,60 g / 0,60 g 18,80 g
2:3 0,60 g 0,24 g 0.36 g 18,80 g
1: 0,60 g 0,12 g 0,48 g 18,80 g

"_ le poloksamer 188 oz. le poloksamer 407

3.3.2 Priprava suspenzij karvedilola v raztopini polimerov

Predhodno pripravljenim raztopinam polimerov, katerih sestava je podana v preglednici I,
smo dodali 0,3 g karvedilola (preglednica Ill) in jih pokrite mesali na magnetnem mesalu S
hitrostjo 220 obratov/min nadaljnjih 24 h pri sobni temperaturi. Tako smo pripravili

suspenzije karvedilola v raztopini polimerov.
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Preglednica I11: Sestava suspenzij karvedilola v vodnih raztopinah polimerov.

Oznaka Masno razmerje Masa PEO Masa Masa Masa Masa

suspenzije | poloksamer 188 : poloksamera | poloksamera | predis¢ene | karvedilola
poloksamer 407 188 407 vode

S188 |/ 060g |060g |/ 18,809 | 0,30 g
S3:2 [3:2 060g |036g |024g |1880g |0,30g
S4:1 |4:1 060g |048g |012g |1880g |0,30¢
S1:1 [1:1 060g |030g [030g 18,809 | 0,30 g
S407 |/ 060g |/ 0,60 g 18,809 | 0,30 g
S2:3 [2:3 060g |024g |036g 18,809 | 0,30 g
Sl1l:4 1:4 0,609 0,12 ¢ 0,484¢ 18,809 | 0,309

3.3.3 Priprava nanosuspenzij karvedilola v raztopinah polimerov

V stekleno vialo s plasti¢cnim pokrovom smo natehtali 0,3 g karvedilola. S pipeto smo
dodali 6 mL acetona in magnet ter na magnetnem mesalu mesali, dokler se u¢inkovina ni
popolnoma raztopila. Z injekcijsko brizgo z iglo smo iz viale v brizgo posesali vso
raztopino ucinkovine. Sledil je proces nanoprecipitacije, in sicer smo predhodno
pripravljenim raztopinam polimerov (preglednica Il) povecali hitrost me$anja z magnetnim
mesalom na 500 obratov/min in v vsako raztopino po kapljicah injicirali raztopino
karvedilola v acetonu. Ko smo injicirali vso raztopino, smo pustili vsebino erlenmajerice
na magnetnem meSalu meSati $¢ 5 min. Sestava pripravljenih nanosuspenzij, Ki je bila
enaka sestavi suspenzij karvedilola, le da je bil prisoten tudi aceton, in njihove oznake so
predstavljene v preglednici IV. Priprava nanosuspenzij je potekala tik pred izvedbo
elektrostatskega sukanja.

Preglednica 1V: Sestava nanosuspenzij karvedilola.

Oznaka Masno Masa Masa Masa Masa Volumen Masa
razmerje PEO poloksamera | poloksamera | precis¢ene acetona | karvedilola
poloksamer 188 407 vode
188 :
poloksamer
407
NS 188 / 0,60g |0,60q9 / 18,80 ¢ 6 mL 0,309
NS3:2 [3:2 060g |036g 0,24 g 1880g |6mL |0,30¢g
NS4:1 [4:1 060g |048¢ 0,12 g 1880g |6mL [030g
NS1:1 |[1:1 060g |0,30g 0,30 g 1880g |6mL [030g
NS 407 |/ 060g |/ 0,60 g 1880g |6mL |0,30¢g
NS2:3 [2:3 060g |024g 0,36 ¢ 1880g |6mL |0,30¢g
NS1:4 |[1:4 060g [012g 0,48 g 1880g |6mL |0,30¢g
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3.3.4 Izdelava polimernih filmov iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola

Za izdelavo polimernih filmov iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola smo uporabili
plasti¢no petrijevko in aluminijasto folijo. Petrijevko smo ovili s folijo in jo postavili na
tehtnico. Vanjo smo natehtali 10 g predhodno pripravljene suspenzije ali nanosuspenzije
karvedilola. Petrijevko smo postavili na ravno povrsino in pustili vzorec najmanj 48 h na
sobni temperaturi, da se je film popolnoma posusil. Pri pripravi filmov iz suspenzij smo
disperzijo pred pripravo filma postavili za 10 min na ultrazvo¢no kadi¢ko, da so se
morebitni agregati uéinkovine razbili, in s tem smo zagotovili vecjo homogenost

suspenzije.

3.3.5 Priprava polimernih nanovlaken iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola z
metodo elektrostatskega sukanja

Za pripravo polimernih nanovlaken smo uporabili metodo elektrostatskega sukanja. Za
zagotavljanje ustreznih parametrov okolja smo metodo izvajali v izolirani komori.
Ustrezno RH zraka (20-30 %) smo zagotovili z uporabo suSilnega sredstva silikagel,
ustrezno kroZenje zraka v komori pa z elektriénim ventilatorjem. Ugotovili smo, da je za
izvedbo elektrostatskega sukanja pomembna postavitev posodic s suSilnim sredstvom Vv
komori, saj lahko predvsem pri pripravi nanovlaken iz nanosuspenzije le-te motijo
elektri¢no polje v komori. Zaradi tega smo jih postavili tako, da na obmocju med zbiralom
in iglo ni bilo postavljene nobene posodice. Proces elektrostatskega sukanja smo izvajali
pri sobni temperaturi. Napetost je bila 15.000 V. Kot zbiralo smo uporabili plasti¢no
stojalo, prekrito z aluminijasto folijo. Razdalja od konice igle do zbirala je bila 15 cm.
Kovinska igla je imela notranji premer 0,8 mm. S c¢rpalko smo zagotovili konstanten
pretok vzorca, in sicer 2,0 mL/h. Pri izdelavi nanovlaken iz nanosuspenzij u¢inkovine Smo
morali uporabiti injekcijske brizge, odporne na aceton. VVzorce smo v primeru suspenzij

elektrostatsko sukali 2,5 h, pri nanosuspenzijah pa 3 h.

3.3.6 Priprava vzorcev polimernih nanovlaken in filmov za test spro$¢anja
Priprava vzorcev za test sproscanja se je razlikovala med vzorci nanovlaken in filmov. Pri
obeh vrstah smo vzorce za test spro$¢anja jemali iz sredine oz. mesta, kjer je bil nanos

najdebelejsi (slika 5).
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Pri nanovlaknih, pripravljenih iz suspenzij in nanosuspenzij, smo s pomocjo skalpela
izrezali del vzorca in ga ovili na stekleno palcko, ki je predstavljala nosilec za vzorec pri

testu spros¢anja. Masa vzorca na 8-cm palcki s premerom 0,5 cm je bila 30-35 mg.

Pri pripravi vzorcev iz filmov, pripravljenih iz suspenzij in nanosuspenzij karvedilola, smo

s skalpelom izrezali trak vzorca in ga zavezali na stekleno pal¢ko. Masa vzorca na palcki je
bila 30-35 mg.

Slika 5: Vzorec filma, ki smo ga pripravili iz suspenzije karvedilola v polimerni raztopini,

na aluminijasti foliji.
3.3.7 Test spros¢anja

3.3.7.1 Pogoji

Za test spro$¢anja smo uporabljali napravo z vesli (ang. paddle apparatus) (naprava Il (45)
s Sestimi posodami in roénim odvzemom vzorcev (slika 6)). Medij za spros¢anje je bila
precis¢ena voda (volumen 900 mL). Zagotovljeni so bili sink pogoji. Temperatura medija
je bila 37 £ 0,5 °C. Vesla so bila od spodnjega roba posode odmaknjena 65 mm. Po
Evropski farmakopeji je definirana odmaknjenost vesel od dna posode 25 + 2 mm (45).
Vesla smo dvignili od dna, saj smo izvajali preskus z vzorci, ovitimi/zavezanimi na

stekleno palcko. Hitrost vrtenja mesal je bila 50 + 1 obratov/min.

21



Slika 6: Naprava za test sproscanja.

3.3.7.2 Odvzem vzorcev

Vzor¢ili smo v predhodno dolo¢enih ¢asovnih toc¢kah (10, 20, 30, 60, 90, 120, 165, 210,
270 in 330 min). Test smo izvajali v 3 paralelah, tako da smo naenkrat izvajali test na dveh
razli¢nih vzorcih. Cas smo merili s toparico. Z namenom odvzema v optimalnem &asu
smo vzorce priceli jemati 20 s pred ¢asom odvzema, in sicer 2 cm od stene posode, saj je
ob steni mozna adsorpcija uc¢inkovine in bi lahko dobili lazno visje rezultate. VVzorce smo
odvzemali s plasti¢no brizgo, ki je imela na konici 10-um filter. Po odvzemu smo vzorec
filtrirali skozi filter Satorius RC 0,45 um, in sicer tako, da smo prve 3 mL filtrata zavrgli,
preostali del (7 mL) pa prefiltrirali v ustrezno oznac¢eno stekleno epruveto. Vzorec smo
nato zatesnili s parafilmom, s ¢imer smo preprecili izhlapevanje. Odvzetih vzorcev nismo
nadomescali s svezim medijem, kar smo upoStevali pri izracunu koliine sproscene

ucéinkovine.

3.3.8 Spektrofotomerti¢no dolo¢anje koncentracije karvedilola

Za kvantitativno dolocanje koncentracije spros¢enega karvedilola smo uporabili UV-VIS-
spektrofotometer. Absorbanco vzorcev smo merili pri valovni dolzini 241 nm. Pri tej
valovni dolzini je absorpcijski vrh dobro definiran in gre za absorpcijski maksimum
karvedilola. Na podlagi umeritvene premice (poglavje 3.3.8.1) smo dolocili koncentracijo
karvedilola v vzorcih. Kot slepi vzorec smo pri spektrofotometricnem dolo¢anju

karvedilola uporabili pre¢iséeno vodo.
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3.3.8.1 Priprava umeritvene premice

Umeritveno premico smo pripravili v koncentracijskem obmocju 0,43-4,27 ng/mL
karvedilola. Natehtali smo priblizno 8,55 mg karvedilola, ga kvantitativno prenesli v 1000-
mL merilno bucko in dodali 20 mL metanola ter nekaj vode (priblizno 200 mL). Bucko
smo postavili v UZ-kadi¢ko za uro in pol. Nato smo bucko do oznake volumna dopolnili s
precis¢eno vodo. Pripravili smo serijo red¢itev osnovne raztopine (1/2, 1/4, 1/5, 1/10, 1/20)
in spektrofotometri¢no izmerili absorbanco vzorcev pri valovni dolzini 241 nm. Na podlagi
rezultatov smo narisali umeritveno premico. Kot slepi vzorec smo pri meritvah uporabili

precisc¢eno vodo. Za meritve smo uporabili kiveto iz kvar¢nega stekla z opticno potjo 1 cm.

3.3.9 Dolocanje koncne tocke spros¢anja (raztapljanja) karvedilola iz polimernih
nanovlaken in filmov

Konéno tocko sproscanja karvedilola iz polimernih nanovlaken in filmov smo dolocili
tako, da smo vzorec natehtali in ga kvantitativno prenesli v 250-mL merilno bucko. Masa
vzorca je bila 8-10 mg (tako je bila koncentracija v bucki primerljiva koncentraciji
karvedilola v mediju po kon¢anem preskusu spro$¢anja). Dodali smo priblizno 100 mL
precis¢ene vode in vzorec za 10 min postavili v UZ-kadi¢ko. Potem smo buc¢ko do oznake
dopolnili s pre¢iséeno vodo, ji dodali magnet ustrezne velikosti in jo postavili na magnetno
mesalo, kjer se je vzorec mesal 144 h. Pri vsakem vzorcu smo naredili 3 paraleke. Vzor¢ili
smo po 48, 72 in 144 h. Pred merjenjem absorbance pri 241 nm smo vzorce dobro
premesali, prefiltrirali najprej skozi 10-um filter in nato skozi filter z velikostjo por 0,45

um (tj. enako kot pri testu sprosc¢anja). Koncentracijo karvedilola v vzorcih smo dolocili na

podlagi umeritvene premice (poglavje 3.3.8.1).

3.3.10 Dolocanje vsebnosti karvedilola v polimernih nanovlaknih in filmih

Postopek priprave in odvzema vzorcev je bil enak kot pri doloCanju koncne tocke
sproscanja karvedilola, le da smo vzorec odvzeli po 144 h (ugotovljena konéna tocka
spros¢anja karvedilola). Tudi tukaj smo poskus izvedli v 3 paralelah in koncentracijo

ucinkovine v vzorcih dolo€ili spektrofotometri¢no pri valovni dolZini 241 nm.
3.3.11 Analiza velikosti delcev karvedilola s fotonsko korelacijsko spektroskopijo

Metodo fotonske korelacijske spektroskopije (Zetasizer Nano ZS) smo uporabili za

merjenje hidrodinamske velikosti delcev karvedilola po dispergiranju vzorcev nanovilaken
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in filmov v mediju. Meritve smo izvajali pri temperaturi 25 °C in Kotu merjenja sipane
svetlobe 173°. Minimalni volumen vzorca za meritev je bil 150 uL. Velikost delcev smo
preverjali le pri vzorcih nanovlaken in filmov, ki smo jih pripravili iz nanosuspenzij
karvedilola. Del vzorca (priblizno 3 mg) smo dispergirali v 3 mL nasi¢ene vodne raztopine
karvedilola. Za ta medij smo se odlo¢ili, da se delci u¢inkovine med dispergiranjem ne bi

raztapljali.

Nasi¢eno raztopino karvedilola smo pripravili tako, da smo v 250-mL merilno bucko
prenesli koli¢ino omenjene u¢inkovine, ki je presegala njegovo topnost v vodi, in buc¢ko do
oznake dopolnili s pre¢is¢eno vodo. Suspenzijo karvedilola smo 24 h mesali na
magnetnem mesSalu. Pred uporabo smo suspenzijo centrifugirali (4000 obratov/min, 5 min),
da smo neraztopljen karvedilol lo¢ili od nasi¢ene raztopine. Nato smo z injekcijsko brizgo
z namesCeno iglo pazljivo, da smo se izognili oborini, odvzeli nasi¢eno raztopino

karvedilola in jo prefiltrirali skozi 0,2-um filter.

Vzorec polimernih nanovlaken ali filma smo dispergirali v nasiceni raztopini karvedilola in
takoj izmerili povpreéno velikost delcev v vzorcu. Po koncani meritvi smo vzorec
prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 0,8 um in ponovno izmerili povprecno velikost
delcev. Pred meritvijo smo kiveto spirali s pripravljenim vzorcem. Pri polnjenju le-te smo
pazili, da ni bilo prisotnih mehurckov, ki bi lahko motili meritev in bi bili vzrok laznih
rezultatov. Prav tako smo kiveto, preden smo jo dali v napravo, dobro obrisali s papirjem
in tako preprecili napake pri meritvi. Opravili smo po 3 meritve za vsak vzorec in

programska oprema je podala povpre¢ne rezultate.

3.3.12 Priprava vzorcev za SEM-analizo

Z vrstiénim elektronskim mikroskopom smo opazovali morfologijo polimernih filmov in
nanovlaken. Iz vsakega vzorca smo s Skarjami izrezali majhen kvadratek, ga locili od
aluminijaste folije in ga s pinceto pritrdili na obojestranski prevodni lepilni trak, ki je bil z
eno stranjo pritrjen na nosilec za SEM-analizo. VVzorce smo analizirali pri pospesevalni
napetosti 1 kV z uporabo detektorja za sekundarne elektrone. Z racunalniskim programom
Imagel 1.44p smo analizirali posnete slike. Naklju¢no smo izbrali 30 nanovlaken in jim
dolo¢ili povprec¢ni premer. S pomocjo programa smo izmerili tudi velikosti delcev

uéinkovine v vzorcih.
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3.3.13 Priprava fizikalnih zmesi karvedilola s polimeri

Fizikalne zmesi karvedilola s PEO in poloksameri smo pripravili tako, da smo v majhno
pateno po pravilu rasto¢ih mas natehtali vse praskaste sestavine, ki smo jih uporabili pri
pripravi vzorcev nanovlaken oz. filmov, in zmesi homogenizirali. Kvantitativha sestava
prasnih komponent v fizikalnih zmeseh je bila enaka sestavi nanovlaken in filmov.
Pripravili smo le fizikalni zmesi karvedilola, PEO in poloksamera 188 ter karvedilola, PEO
in poloksamera 407.

Izvedba testa sproscanja karvedilola iz pripravljenih fizikalnih zmesi se je glede na ostale
vzorce (poglavje 3.3.7) razlikovala v tem, da smo fizikalno zmes natehtali v stekleni
colnicek, z njim smo zagotovili kvantitativnen prenos vzorcev v napravo za spremljanje

spros¢anja.

3.3.14 Dolo¢anje homogenosti porazdelitve ucinkovine v filmih

Homogenost porazdelitve ucinkovine v filmih smo preverili tako, da smo filma iz
suspenzij karvedilola vlili v raztopini polimerov z oznako S 3 : 2in S 2 : 3 (preglednica
I1l). Iz posameznega filma smo izrezali 5 vzorcev na razliénih mestih filma. Masa
posameznega vzorca je bila 8-10 mg. Kvantitativnho smo jih prenesli v 250-mL bucko,
dolili priblizno 100 mL vode in postavili v UZ-kadi¢ko za 10 min. Nato smo dopolnili
bucko do oznake s precis¢eno vodo in vanjo dodali magnetno mesalo primerne velikosti.
Bucke smo pokrite postavili na magnetno mesalo, kjer smo raztopine 144 h mesale s
hitrostjo 220 obratov/min. Po tem casu (kon¢na tocka sproscanja karvedilola, poglavje
3.3.9) smo bucke pretresli, vzorce prefiltrirali najprej skozi 10-pm filter in nato skozi filter
z velikostjo por 0,45 pum ter pomerili vzorce z UV-VIS-spektrofotometrom. Glede na
meritve smo dolocili vsebnost karvedilola v posameznem vzorcu in povpre¢no vsebnost

karvedilola v petih vzorcih, odvzetih z razli¢nih mest na posameznem filmu.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Nanovlakna predstavljajo sodoben nanodostavni sistem za zdravilne ucinkovine. S
spreminjanjem sestave in na¢ina priprave suspenzij tezko topne ucinkovine karvedilola v
polimerni raztopini PEO in poloksamerov smo spremljali, kako spremembe vplivajo na
kon¢ni produkt elektrostatskega sukanja. Za primerjavo z nanovlakni smo pripravili

polimerne filme z enako kvali- in kvantitativno sestavo.

4.1 PRIPRAVA RAZTOPIN POLIMEROV

Raziskovalno delo smo priceli s pripravo polimernih raztopin. Vse raztopine so vsebovale
enako koli¢ino PEO. Masni delez tega polimera v vodni raztopini je bil 3 % (m/m), kar
pomeni, da koli¢ina PEO ni dosegla koncentracije (tj. 4-10 % (m/m)), ki bi zagotovila
ustrezno viskoznost raztopine in z elektrostatskim sukanjem omogocila nastanek
nanovlaken iz tak$ne raztopine (11). Ustrezno viskoznost raztopine smo dosegli z
dodatkom poloksamerov 407 in 188, ki imata veliko molekulsko maso in tako povecata
viskoznost raztopine za izdelavo nanovlaken. Spreminjali smo koli¢ine dodanih
poloksamerov, da so se vzorci pripravljenih polimernih raztopin (preglednica II)

razlikovali v masnem delezu le-teh.

4.2 PRIPRAVA SUSPENZIJ KARVEDILOLA V RAZTOPINI
POLIMEROV

Pri pripravi suspenzij karvedilola v raztopinah polimerov smo se v praksi soo¢ili z veliko
adhezijo karvedilola na steklen, kovinski in gumijast material, zato smo omejili stik te
uéinkovine z razliénimi povr$inami in priborom pri pripravi vzorcev, kolikor je bilo to
mozno (npr. karvedilol smo pri pripravi nanosuspenzij neposredno natehtali v stekleno
vialo, ki smo jo kasneje uporabili za pripravo nanosuspenzij). S tem smo zmanjSali izgube
karvedilola med pripravo vzorcev in napake pri kasnejsi obravnavi vzorcev. Delez

karvedilola v suspenziji je bil 1,48 % (m/m). Vzorci suspenzij so bili mle¢no bele barve.
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4.3 PRIPRAVA NANOSUSPENZIJ KARVEDILOLA V RAZTOPINI
POLIMEROV

Pri pripravi vzorcev smo uporabili metodo izdelave nanosuspenzij. Bili smo pazljivi, da
smo karvedilol popolnoma raztopili v acetonu. To smo dosegli z meSanjem raztopine na
magnetnem meSalu pri visoki hitrosti. Ugotovili smo, da igra pri procesu priprave
nanosuspenzij pomembno vlogo velikost magnetnega mesala; le-to mora biti dovolj veliko,
saj v nasprotnem primeru nanosuspenzija ne nastane. Poudariti je treba, da z nobeno
metodo nismo preverili, ali je nanosuspenzija dejansko nastala (kljub temu smo v
obravnavi rezultatov uporabili izraz nanosuspenzija, saj smo vzorce pripravili z metodo
izdelave nanosuspenzij). Njihov nastanek smo ocenili na podlagi izgleda vzorca. Le-ta je
bil opalescenten v nasprotju s suspenzijo, ki je bila mle¢no bela. Ugotovili smo, da
moramo raztopino karvedilola v acetonu pocasi injicirati v vodno raztopino polimerov, saj
so se v nasprotnem primeru oborili preveliki delci uéinkovine, ki SO se med procesom

elektrostatskega sukanja posedli v brizgi in zamasili iglo.

4.4 PRIPRAVA NANOVLAKEN S PROCESOM ELEKTROSTATSKEGA
SUKANJA

Takoj po pripravi suspenzij/nanosuspenzij smo priceli s pripravo nanovlaken. Vzorce
suspenzij smo pred elektrostatskim sukanjem postavili v UZ-kadi¢ko. S tem smo poskusili
razbiti morebitne agregate ucinkovine v suspenziji. Elektrostatsko sukanje smo izvajali v
komori s konstantno relativno vlago, pri konstantni napetosti in konstantnem pretoku skozi
iglo. Pri vseh pripravljenih vzorcih, ki smo jih kasneje uporabili za nadaljnje preucevanje,
je bil curek med procesom elektrostatskega sukanja neprekinjen. Konstantno relativno
vlaznost zraka v komori, ki bistveno vpliva na proces elektrostatskega sukanja in na
lastnosti produkta, smo zagotovili z uporabo suhega silikagela. Pri elektrostatskem sukanju
so se, kljub enakim parametrom procesa, nanovlakna iz suspenzij nabrala na zbiralu v
obliki kroga, pri vzorcih nanosuspenzije pa na ve¢ji povrsini nepravilne oblike. Vzrok je
bil verjetno v razli¢ni sestavi obeh vzorcev oz. prisotnosti acetona v nanosuspenziji. Ker je
bil nanos produkta na zbiralu pri elektrostatskem sukanju nanosuspenzij posledi¢no tanjsi,

sSmo pri pripravi nanovlaken iz nanosuspenzij podaljSali ¢as elektrostatskega sukanja v
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primerjavi s ¢asom pri pripravi vzorcev suspenzij. Tako smo zagotovili, da se je na zbiralu

nabral dovolj debel sloj produkta elektrostatskega sukanja.

4.5 TEST SPROSCANJA UCINKOVINE

Test spros¢anja karvedilola smo najprej izvedli za vzorce, ki smo jih pripravili iz suspenzij
karvedilola, kasneje za vzorce iz nanosuspenzij in nazadnje Se za fizikalni zmesi
karvedilola s polimeri (poglavje 3.3.13). Pri vzorcih nanovlaken in filmov smo izvedli test
za vsa masna razmerja poloksamerov. Pri fizikalni zmesi smo izvedli test sprosc¢anja
karvedilola le za oba vzorca, kjer je bil prisoten samo en poloksamer, da bi ovrednotili
vpliv posameznega proucevanega poloksamera na sprosanje ucinkovine. Pri tistih
vzorcih, katerih profili spros¢anja so zelo odstopali glede na rezultate sproscanja
karvedilola iz ostalih vzorcev iste vrste, smo test spros¢anja ponovili. Pri teh vzorcih smo
za rezultate spro$¢anja upoStevali povpre¢no vrednost prvotnih in ponovljenih rezultatov
testa. To smo naredili pri naslednjih vzorcih: nanovlakna, pripravljena iz suspenzije S 3 : 2
(preglednica I1I), nanovlakna, pripravljena iz nanosuspenzije NS 2 : 3, ter filma iz
nanosuspenzije NS 188 in NS 1 : 4 (preglednica V). Ponovno smo pripravili in testirali
tudi vzorce, kjer je pri rezultatih predhodno prislo do velikih odstopanj med tremi
paralelami istega vzorca. V tem primeru smo kot rezultat upostevali rezultate vzorca z

manj$im odstopanjem znotraj paralel.

4.5.1 Priprava vzorcev za test spro$¢anja

Pri pripravi vzorcev za test spro§¢anja smo uporabili stekleno pali€ico, ki je sluzila kot
nosilec vzorca. Pripravljena nanovlakna smo previdno navili nanjo. To je bilo izvedljivo
zaradi izredne adhezivnosti nanovlaken, ki je posledica velikosti njihove povrSine in
porozne zgradbe. Pri nanovlaknih, pripravljenih iz nanosuspenzij, smo za pripravo vzorca
potrebovali vecjo povrsino nanovlaken na aluminijasti foliji, saj je bil sloj le-teh kljub
daljSemu c¢asu procesa priprave zelo tanek. Pri vzorcih filmov smo izrezali trak in ga
zavezali na stekleno palCko, saj ovijanje zaradi premajhne adhezivnosti filma ni bilo
mogoce. S tem smo onemogocili plavanje vzorcev na povrSini medija in njihovo ovijanje

okoli vesla naprave.
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4.5.2 Sproscanje karvedilola iz nanovlaken in filmov
Zanimalo nas je, kako nacin priprave vzorca vpliva na spros$Canje karvedilola iz
nanovlaken in filmov. Rezultati testa sproS¢anja so prikazani v grafi¢ni obliki, in sicer kot

profili spro$¢anja u¢inkovine. Pri tem smo predpostavili, da se je po 24 h sprostila vsa

ucinkovina.
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Slika 7: Profili sprosc¢anja karvedilola iz nanovlaken in filmov z masnim razmerjem
poloksamerov 188 : 407 1 : 1: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v

casovnem intervalu 0—120 min. Rezultati predstavijajo povprecje treh meritev +/- SD.

Med vzorci z masnim razmerjem poloksamerov 1 : 1 je bilo spro$¢anje najpocasnejSe v
primeru filma, ki smo ga izdelali iz suspenzije u¢inkovine (slika 7). V prvih 10 min se je
sprostilo le 30 % ucinkovine, v 60 min 83 % in po 330 min 94 % karvedilola. V ¢asovnem
intervalu od 0 do 10 min (slika 7 b) se profili sproscanja karvedilola iz obeh vzorcev
nanovlaken in filma, pripravljenega iz nanosuspenzije, bistveno niso razlikovali. Razlike

so se pokazale po 10 min od zacetka testa sproSCanja. Tako se je iz nanovlaken,
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pripravljenih iz suspenzije, v prvih 10 min sprostilo kar 52 % ucinkovine, v 60 min 88 %
in po 330 min 96 % karvedilola. Pri tem vzorcu smo ugotovili hitro zacetno raztapljanje
u¢inkovine. Med seboj zelo podobna profila spros¢anja sta imela oba vzorca, pripravljena
iz nanosuspenzije. Najvecja hitrost raztapljanja je bila pri nanovlaknih, izdelanih iz
nanosuspenzije, kjer se je v 10 min sprostilo 55 % karvedilola, v 40 min pa se je sprostila
vsa uéinkovina. Iz filma, pripravljenega iz nanosuspenzije, se je v prvih 10 min sprostilo
52 % ucinkovine, v 50 min pa se je sprostil ves karvedilol. Karvedilol v filmu je torej
potreboval nekoliko daljsi ¢as, da se je popolnoma raztopil v mediju, v primerjavi s tistim
v nanovlaknih. To je lahko posledica povecanja hitrosti raztapljanja karvedilola zaradi
velike povrSine nanovlaken v primerjavi s filmom in moznosti, da pri elektrostatskem
sukanju tisti del karvedilola, ki je raztopljen v polimerni raztopini, ne kristalizira, kar
pomeni, da je prisoten v amorfni obliki, ki ima vi§jo notranjo energijo in se hitreje
raztaplja. Spros¢anje karvedilola nad 100 % po 60 min pri obeh vzorcih, pripravljenih iz
nanosuspenzije, je posledica tega, da smo podali rezultate glede na meritev koncentracije
pri zadnjem odvzemu vzorcu, pri ¢emer je med testom sproS€anja najverjetneje prislo do
prenasic¢enja raztopine, kar smo potrditi s prisotnostjo bele oborine na dnu posode, v kateri
smo izvajali test. Zaradi tega je bila izmerjena koncentracija karvedilola nizja. Glede na
rezultate lahko sklepamo, da smo z izdelavo nanovlaken iz suspenzije v primerjavi s
filmom, pripravljenim iz suspenzije, pospesili spros¢anje ucéinkovine, kar je v skladu s
teorijo. S pripravo nanosuspenzije in z zmanj$anjem delcev karvedilola smo pospesili
sproscanje karvedilola v primerjavi z obema oblikama iz suspenzije, kar je v skladu z

zakljucki iz literature (27).
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Slika 8: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov PEO/le s poloksamerom
188: (a) celotni profili sproscanja, (0) izsek profilov sproscanja v ¢asovnem intervalu 0—

120 min. Rezultati predstavljajo povprecje treh meritev +/- SD.

Pri vzorcih nanovlaken in filmov, kjer je bil prisoten le poloksamer 188 (slika 8), je bilo
sprosCanje karvedilola v prvih 10 min najhitrejSe iz nanovlaken, pripravljenih iz
suspenzije. V tem ¢asu se je iz njih sprostilo 42 % uc¢inkovine, v 60 min 80 % in v 330 min
94 %. Iz filma, pripravljenega iz suspenzije, je bilo raztapljanje najpocasnejse; v prvih 10
min se je raztopilo le 29 %, v 60 min 72 % in v 330 min 92 % karvedilola. Raztapljanje
uéinkovine iz nanovlaken iz suspenzije je bilo torej hitrejSe kot iz filma, ki smo ga
pripravili iz suspenzije. Pri nanovlaknih, pripravljenih iz nanosuspenzije, se je v prvih 10
min sprostilo 31 %, v 60 min 91 % in v 330 min 98 % karvedilola. Pri filmu iz
nanosuspenzije se je v prvih 10 min sprostilo 26 %, torej manj kot v istem ¢asu iz
nanovlaken enake sestave, v 60 min 84 % in v 330 min 99 % karvedilola. Odstotek
sproséene uéinkovine iz obeh oblik, ki sta bili pripravljeni iz suspenzije, je bil nizji kot pri
vzorcih, ki smo jih pripravili iz nanosuspenzije (slika 8 a). Rezultati dokazujejo, da smo s
pripravo nanosuspenzije pospesili raztapljanje karvedilola v primerjavi z vzorci,
pripravljenimi iz suspenzije.

Izvedli smo tudi test spros¢anja karvedilola iz fizikalnih zmesi s PEO in poloksameri v
enakem masnem razmerju kot v nanovlaknih in filmih. V prvih 10 min se je iz fizikalne
zmesi sprostilo le 23 % karvedilola, v 60 min 61 % in v 330 min 68 %. Rezultati kazejo, da
smo ze z izdelavo filma izboljsali raztapljanje karvedilola v primerjavi s fizikalno zmesjo.

Pocasnejse raztapljanje karvedilola je posledica tega, da pri pripravi fizikalne zmesi ne
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zmanjSamo Velikosti delcev karvedilola, kot smo to storili pri pripravi nanosuspenzije, prav
tako je ucinek poloksamerov kot solubilizatorjev in mocljivcev manjsi, Saj polimeri in

uc¢inkovina niso v neposrednem stiku kot pri filmu ali nanovlaknih.
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Slika 9: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov z masnim razmerjem
poloksamerov 188 : 407 4 : 1: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v

casovnem intervalu 0-120 min. Rezultati predstavijajo povprecje treh meritev +/- SD.

V prvih 10 min se je iz nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije in nanosuspenzije
karvedilola v raztopini polimerov (poloksamer 188 : poloksamer 407 = 4 : 1), sprostila
podobna koli¢ina karvedilola (slika 9). Iz nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije, se je
sprostilo 45 %, iz nanovlaken, pripravljenih iz nanosuspenzije, pa 44 % karvedilola. V 60
min se je iz nanovlaken iz nanosuspenzije sprostilo 96 % ucinkovine, iz nanovlaken,

pripravljenih iz suspenzije, pa samo 79 %. V 330 min se je iz nanovlaken, pripravljenih iz
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nanosuspenzije, sprostilo 99 % karvedilola, iz nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije, pa
86 %. Rezultati kazejo, da smo z izdelavo nanovlaken iz nanosuspenzije karvedilola
povecali hitrost raztapljanja ucinkovine. Pri nanovlaknih, izdelanih iz suspenzije
karvedilola, je bilo v prvih 10 min prisotno hitro spros¢anje, nato pa se je hitrost sproscanja
zmanjSala. Pri primerjavi profilov spros¢anja ucinkovine iz nanovlaken in filmov,
pripravljenih iz suspenzije karvedilola, opazimo hitrejse sproscanje ucinkovine iz
nanovlaken. V prvih 10 min se je iz filmov sprostilo le 24 %, v 60 min 67 % in v 330 min
76 % karvedilola, medtem ko se ga je iz nanovlaken v 10 min sprostilo 45 %, v 60 min 79
% ter v 330 min 86 %. Profila sprosc¢anja karvedilola iz nanovlaken in filmov, ki smo jih
pripravili iz suspenzije u¢inkovine, kazeta pocasnejSe sprosS€anje v primerjavi z vzorci,
pripravljenimi iz nanosuspenzij (slika 9 a). Na podlagi primerjave spros¢anja u¢inkovine iz
nanovlaken in filmov iz nanosuspenzije, Kjer se je v prvih 10 min iz filmov sprostilo le 28
% karvedilola, lahko sklepamo, da smo z izdelavo nanovlaken povecali zacetno hitrost
spros¢anja karvedilola, kar je lahko posledica velike povrSine nanovlaken, Ki pospesi
raztapljanje. V kasnejsih Casovnih toCkah se spros$éanje karvedilola iz nanovlaken in
sproséanje iz filmov, ki smo jih izdelali iz nanosuspenzije, nista razlikovala bistveno. V 60

min se je iz filma sprostilo 98 %, v 330 min pa 99 % karvedilola.
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Slika 10: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov z masnim razmerjem
poloksamerov 188 : 407 3 : 2: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v

casovnem intervalu 0-120 min. Rezultati predstavijajo povprecje treh meritev +/- SD.

Iz nanovlaken, ki smo jih izdelali iz suspenzije S 3 : 2, se je v prvih 10 min sprostilo 42 %,
v 60 min 83 % in v 330 min 93 % karvedilola. Iz filma, pripravljenega iz suspenzije
karvedilola, je bilo spro§c¢anje poc¢asnejse (slika 10) — v prvih 10 min se je sprostilo 25 %
uc¢inkovine, v 60 min 71 % in v 330 min 90 %. Rezultati dokazujejo, da smo z izdelavo
nanovlaken iz suspenzije karvedilola izboljsali raztapljanje u¢inkovine. 1z nanovlaken, ki
smo jih izdelali iz nanosuspenzije, se je v prvih 10 min sprostila priblizno enaka koli¢ina
karvedilola kot pri nanovlaknih iz suspenzije, tj. 42 %, v 60 min pa se je sprostil ves
karvedilol. 1z filma, ki smo ga izdelali iz nanosuspenzije, se je v prvih 10 min sprostilo 30
% in v 60 min 99 % ucinkovine. Oba vzorca, ki smo ju pripravili iz nanosuspenzije, sta
imela po prvih 20 min enak profil spros¢anja. Delez spros¢enega karvedilola je bil v
kon¢nih tockah vecji pri vzorcih, pripravljenih iz nanosuspenzije, kot pri vzorcih iz

suspenzije (slika 10 b).
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Slika 11: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov z masnim razmerjem
poloksamerov 188 : 407 2 : 3: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v

casovnem intervalu 0—120 min. Rezultati predstavijajo povprecje treh meritev +/- SD.

Raztapljanje karvedilola je bilo najhitrejSe iz nanovlaken, ki smo jih izdelali iz
nanosuspenzije NS 2 : 3 (slika 11) — v prvih 10 min se je sprostilo 55 % ucinkovine, v 60
min pa se je sprostila vsa u¢inkovina. 1z filma, ki smo ga izdelali iz iste nanosuspenzije, se
je v prvih 10 min sprostilo 37 % uc¢inkovine, vsa pa se je sprostila v 120 min. V primerjavi
s karvedilolom v filmu je karvedilol v nanovlaknih torej potreboval krajsi ¢as, da se je
popolnoma raztopil v prec¢isceni vodi. Pri nanovlaknih, pripravljenih iz suspenzije S 2 : 3,
se je v prvih 10 min sprostilo 31 % uc¢inkovine (manj kot pri obeh oblikah, pripravljenih iz
nanosuspenzije), v 330 min pa se je sprostilo le 85 % ucinkovine. Film iz iste suspenzije

karvedilola je v prvih 10 min sprostil najmanj uc¢inkovine, tj. 22 %, v 60 min 76 % in v 330
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min 94 % ucinkovine. Delez sproscene u¢inkovine po 330 min je bil pri oblikah, ki smo ju

pripravili iz suspenzije, manjsi kot pri oblikah iz nanosuspenzij (slika 11 a).
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Slika 12: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov z masnim razmerjem
poloksamerov 188 : 407 1 : 4: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v

casovnem intervalu 0—120 min. Rezultati predstavijajo povprecje treh meritev +/- SD.

Najhitrejse sproséanje ucinkovine med vzorcei, kjer je bilo razmerje med poloksameroma 1
: 4 (poloksamer 188 : poloksamer 407), je bilo pri nanovlaknih, ki smo jih pripravili iz
nanosuspenzije (slika 12). V prvih 10 min se je sprostilo 48 % karvedilola, v 60 min pa se
je sprostila vsa ulinkovina. SproS¢anje ucinkovine iz filma, pripravljenega iz
nanosuspenzije, je bilo nekoliko pocasnejse v prvih 10 min, in sicer se je sprostilo 33 %
ucinkovine, v 60 min 89,7 % in v 330 min 97 % karvedilola. S pripravo nanovlaken smo
povecali hitrost raztapljanja karvedilola v primerjavi s sproS¢anjem ucinkovine iz filma.
Najvecja hitrost raztapljanja v prvih 10 min je bila pri nanovlaknih, pripravljenih iz

suspenzije. V prvih 10 min se je iz njih sprostilo 43 % karvedilola, v 60 min 83 % in v 330
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min 92 %. NajpocasnejSe je bilo spros¢anje ucinkovine iz filma, pripravljenega iz
suspenzije. Prvih 10 min je bilo spro$¢anje najpocasnejse, saj se je raztopilo le 25 %
u¢inkovine, v 60 min se je sprostilo 82 % in v 330 min 94 % karvedilola. Obliki,
pripravljeni iz suspenzije, sta imeli pocasnejSi profil sproScanja kot obliki iz

nanosuspenzije (slika 12 a).
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Slika 13: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken in filmov PEO/le s poloksamerom
407: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v casovnem intervalu 0—

120 min. Rezultati predstavljajo povprecje treh meritev +/- SD.
V prvih 10 min sta imela vzorca nanovlaken in filma (slika 13), ki smo ju pripravili iz

nanosuspenzije (le poloksamer 407), podobno hitrost spros¢anja karvedilola. Pri
nanovlaknih iz nanosuspenzije karvedilola se je v prvih 10 min sprostilo 42 %, v 60 min 96
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% in v 330 min 98 % karvedilola. Podobno hitrost spros¢anja smo dolocili tudi pri filmu iz
nanosuspenzije. V prvih 10 min se je raztopilo 40 %, v 60 min 99 % in po 330 min 101 %
karvedilola. Vrednost nad 100 % je posledica tega, da smo podali rezultate glede na
meritev koncentracije pri zadnjem odvzemu vzorca, kjer je priSlo do prenasi¢enja raztopine
( prisotna bela oborina na dnu posode, v kateri smo izvajali test ), zato je bila izmerjena
koncentracija karvedilola nizja. Hitrosti sproScanja karvedilola iz obeh oblik, pripravljenih
iz nanosuspenzije, se nista bistveno razlikovali. Pri nanovlaknih, ki smo jih izdelali iz
suspenzije, se je v prvih 10 min sprostilo 41 %, v 60 min 80 % in v 330 min 94 %
karvedilola. Ta se je v zaCetku raztapljal pocasneje iz filma, izdelanega iz suspenzije, in
sicer se je v prvih 10 min raztopilo 27 %, v 60 min 81 % in v 330 min 93 % karvedilola.
Pri vzorcih, ki smo jih pripravili iz nanosuspenzije, smo dosegli vec¢ji delez sproscene
uc¢inkovine po 330 min (slika 13 b). Tako kot pri sestavi, kjer je bil prisoten le poloksamer
188, smo tudi za to razmerje polimerov pripravili fizikalno zmes, ki je imela najpocasne;jsi
profil raztapljanja karvedilola, kar pomeni, da smo ze z izdelavo filma pospesili
raztapljanje u¢inkovine. V prvih 10 min se je iz fizikalne zmesi sprostilo 21 %, v 60 min
60 % in v 330 min 72 % karvedilola. Fizikalna zmes je imela najniZjo hitrost raztapljanja
ucinkovine, saj pri pripravi ni prislo do zmanjSanja delcev, ni bilo u¢inka solubilizacije in
izboljSanja mocljivosti karvedilola, ker ni bilo neposrednega stika med poloksameri in
ucinkovino.

Pri skoraj vseh vzorcih, razen dveh izjem, je profil spros¢anja karvedilola iz filma in
nanovlaken, ki smo jih izdelali iz nanosuspenzij, podoben. lIzdelava nanovlaken s
procesom elektrostatskega sukanja torej bistveno ne vpliva na sproS¢anje u€inkovine. S
pripravo nanovlaken smo povecali le zacetno hitrost raztapljanja ucinkovine. Z izdelavo
nanovlaken iz suspenzij karvedilola se je pospesilo spros¢anje karvedilola glede na filme
enake sestave. Vzrok je velika povrSina nanovlaken in morebitna prisotnost amorfne oblike
karvedilola, ki se v vodi hitreje raztopi kot kristalna uc¢inkovina. Za potrditev prisotnosti
amorfne oblike uc¢inkovine bi bilo treba opraviti diferen¢no dinami¢no kalorimetrijo, Ki je
zaradi obsega naloge nismo izvajali. Vzrok je lahko tudi izboljSano raztapljanje polimerov
v obliki nanovlaken in s tem posledicno hitrejSe raztapljanje karvedilola. Podobno so
ugotovili tudi ostali raziskovalci (20, 21). Glede na rezultate sklepamo, da zmanjSanje
delcev karvedilola z metodo nanoprecipitacije poveca njihovo povrSino in omogoci

hitrejSe raztapljanje ucinkovine, kar se kaze v vec¢ji hitrosti spro§¢anja uc¢inkovine.
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4.5.3 Primerjava spros¢anja karvedilola iz nanovlaken in filmov z razli¢no vsebnostjo
poloksamerov

Pri primerjavi sproS¢anja karvedilola iz oblik z razli¢no vsebnostjo poloksamerov smo se
osredotocili le na vzorce z najhitrejSim in najpocasnej$im profilom spro$éanja. Zanimal nas
je vpliv razlicne vsebnosti poloksamerov 407 in 188 na spros$canje karvedilola iz
nanovlaken in filmov. Poloksameri so povrSinsko aktivne snovi, ki jih uporabljamo kot
solubilizatorje tezko topnih ucinkovin. Na raztapljanje vplivajo z izboljSanjem mocenja
povrsine delcev uéinkovine, ki lahko pripomore k vecji hitrosti raztapljanja z vplivom na
topnost ucinkovine ali brez njega. Pri raztapljanju u¢inkovine iz nanovlaken/filmov lahko
poleg boljsega mocenja na izbolj$anje raztapljanja vpliva tudi dobra topnost poloksamerov,
ki povzro¢i lokalni razpad nanovlaken/filma.

— Sproscanje karvedilola iz nanovlaken, pripravljenih iz nanosuspenzij
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Slika 14: Profili sproscanja karvedilola iz vzorcev nanovlaken, pripravljenih iz
nanosuspenzij z razlicnim masnim razmerjem poloksamerov 188 in 407: (a) celotni profili
sproscanja, (b) izsek profilov sprosc¢anja v ¢asovnem intervalu 0-120 min. Rezultati

predstavljajo povpredje treh meritev +/- SD.
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NajhitrejSe sproScanje karvedilola iz nanovlaken, ki smo jih izdelali iz nanosuspenzij, je pri
vzorcu iz nanosuspenzije NS 2 : 3, sledi vzorec, pripravljen iz nanosuspenzije NS 1 : 1
(slika 14). V prvih ¢asovnih tockah je sproscanje iz teh vzorcev najbolj izstopalo glede na
vzorce z drugimi razmerji poloksamerov. V prvih 10 min se je iz vzorca NS 2 : 3 sprostilo
55 % karvedilola, pri vzorcu iz nanosuspenzije NS 1 : 1 pa 52 %. V 30 min se je iz vzorca
nanosuspenzije NS 2 : 3 sprostilo 95 %, pri nanosuspenziji NS 1 : 1 pa 94 % karvedilola. V
60 min se je ves karvedilol sprostil iz vzorcev nanosuspenzije z razmerjem poloksamerov 2
:3,1:1,1:4in3:2. Zanimivo je, da vzorec nanosuspenzije iz nanosuspenzije NS3:2 v
zacetnih tockah meritev ni kazal izstopajo¢ih rezultatov, ¢eprav je po sestavi podoben
vzorcu z razmerjem poloksamerov 2 : 3. NajpocasnejSe sproscanje smo dokazali pri
nanovlaknih iz nanosuspenzije NS 188, kjer se je v prvih 10 min sprostilo le 32 %, v 30
min 74 % in v 60 min 91 % karvedilola. Pri ostalih razmerjih so bile razlike med profili
spros¢anja zelo majhne.

— Sproscanje karvedilola iz filmov, pripravljenih iz nanosuspenzij
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Slika 15: Profili sproscanja karvedilola iz filmov, pripravljenih iz nanosuspenzij z
razlicnimi masnimi razmerji poloksamerov 188 in 407: (a) celotni profili sproscanja, (b)
izsek profilov sproscanja v casovnem intervalu 0—120 min. Rezultati predstavljajo
povprecje treh meritev +/- SD.

Najhitrejse sproscanje karvedilola je bilo v primeru filma, pripravljenega iz nanosuspenzije
NS 1 : 1 (slika 15), kjer se je v prvih 10 min sprostilo 55 % in v 30 min 97 % karvedilola
ter v 40 min vsa uéinkovina. Profila sproséanja iz filma iz nanosuspenzije 2 : 3 in filma iz
nanosuspenzije NS 407 sta enaka. NajpocasnejSe sproS¢anje ucinkovine smo dolocili v
primeru filma, ki smo ga pripravili le s poloksamerom 188. Pri ostalih razmerjih so bile

razlike med profili spro$¢anja majhne.

— Sproscanje karvedilola iz nanovlaken, pripravljenih iz suspenzij
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Slika 16: Profili sproscanja karvedilola iz nanovlaken, pripravljenih iz suspenzij z

razlicnim masnim razmerjem poloksamerov 188 in 407: (a) celotni profili sproscanja, (b)
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izsek profilov sprosc¢anja v casovnem intervalu 0—120 min. Rezultati predstavljajo

povprecje treh meritev +/- SD.

NajhitrejSe sproscanje karvedilola je bilo v primeru nanovlaken, ki smo jih izdelali iz
suspenzije S 1 : 1 (slika 16 ), kjer se je v prvih 10 min sprostilo 52 %, v 30 min 79 % in v
60 min 87 % karvedilola. NajpocasnejSe sprosc¢anje je bilo v primeru nanovlaken, ki smo
jih pripravili iz suspenzije S 2 : 3, kjer se je v prvih 10 min sprostilo 31 %, v 30 min 51 %
in v 60 min 63 % karvedilola. Pri ostalih razmerjih poloksamerov so bile razlike med

profili spros¢anja majhne.

— Sproséanje karvedilola iz filmov, pripravljenih iz suspenzij
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Slika 17: Profili sproscanja karvedilola iz filmov, pripravijenih iz suspenzije z razlicnim
masnim razmerjem poloksamerov 188 in 407: (a) celotni profili sproscanja, (b) izsek
profilov sprosc¢anja v ¢casovnem intervalu 0-120 min. Rezultati predstavijajo povprecje
treh meritev +/- SD.

42



Najhitrejse sproscanje karvedilola (slika 17) je bilo iz filma, pripravljenega iz suspenzije S
1 : 1, kjer se je v prvih 10 min sprostilo 30 %, v 30 min 69 % in v 330 min 90 %
karvedilola. Najpoc¢asnejSe sproS¢anje v prvih 10 min je bilo pri filmu iz suspenzije S 2 : 3
(slika 17 b). V 330 min se je najmanj karvedilola sprostilo iz filma, pripravljenega iz

suspenzije S 3 : 2. Pri ostalih razmerjih so bile razlike med profili spros¢anja majhne.

Na podlagi rezultatov sproscanja karvedilola iz vzorcev nanovlaken in filmov z razli¢no
vsebnostjo poloksamerov lahko zaklju¢imo, da je najhitrejSe sproScanje karvedilola iz
vzorcev, ki smo jih pripravili iz poloksamerov v masnem razmerju 1 : 1. Glede na
literaturo smo pricakovali ve¢jo hitrost sproscanja karvedilola pri vzorcih z vec
poloksamera 188, in sicer zaradi veéje hidrofilnosti v primerjavi s poloksamerom 407 (42).
Tega naSi rezultati niso potrdili. Ravno nasprotno smo pri nanovlaknih in filmu iz
nanosuspenzije opazili najpocasnej$e sproscanje pri vzorcih, kjer je bil prisoten samo

poloksamer 188.

4.6 MORFOLOGIJA NANOVLAKEN IN FILMOV

Morfologijo vzorcev smo preucili s SEM-analizo. Posneli smo ve¢ slik istega vzorca pri
razli¢nih povecavah. Posebej smo preucili slike nanovlaken in filmov. Pri prvih smo
opazovali prisotnost delcev karvedilola, njihovo vkljuCenost v ogrodje nanovlaken,
hrapavost/gladkost povrsine vlaken, prisotnost vozlov, porazdelitev nanovlaken na podlagi
ter s pomocjo racunalniS8kega programa dolocili povpre¢ni premer nakljuéno izbranih 30
nanovlaken pri posameznem vzorcu in velikost delcev u¢inkovine. Pri filmih, ki smo jih
uporabili za primerjavo z nanovlakni pri testu spro$¢anja, smo opazovali prisotnost por,
izgled povrSine filma, prisotnost in obliko delcev ucinkovine. Najti smo skuSali tudi

povezavo med morfologijo vzorcev in profilom sproséanja u¢inkovine.

4.6.1 Morfologija filmov, pripravljenih iz suspenzij

SEM-slike so pokazale, da imajo filmi, pripravljeni iz suspenzij karvedilola, porozno
strukturo. Razlikovali so se v Stevilu por, ki so posledica izhlapevanja topila med
susenjem. Najbolj porozno strukturo je imel vzorec, pripravljen iz suspenzije S 2 : 3 (slika
18), zato bi za ta vzorec pricakovali najhitrejSe sproscanje ucinkovine Glede na nase

rezultate sproS¢anja pa tega nismo ugotovili. NajmanjSo poroznost je imel vzorec, Ki je
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vseboval le poloksamer 188 (slika 19). Pri nekaterih vzorcih so vidni veéji delci
karvedilola, ki so delno prekriti s polimernim filmom in segajo na povrsino filma, kar je
vidno pri vzorcu, ki vsebuje le poloksamer 188 (slika 19). Pri slednjem so vidni tudi
majhni delci na povrsini filma, ki lahko predstavljajo delce karvedilola. Pri tem vzorcu je
bilo spros¢anje karvedilola na zacetku hitro, kar je lahko posledica raztapljanja majhnih
delcev karvedilola na povrsini filma. Po 20 min se je hitrost spros¢anja zmanjsala, kar je
lahko posledica pocasnejSega raztapljanja velikih delcev karvedilola na povrSini in v filmu.

Velikost teh kristalov je bila mikrometrske velikosti (slika 19).

Slika 18: SEM-slika filma iz suspenzije
karvedilola z masnim razmerjem poloksamerov
2 1 3. Z zeleno sta oznacena delca karvedilola,

ki sta prekrita s polimernim filmom.

Slika 19: SEM-slika povrsine filma,
pripravljenega iz suspenzije karvedilola (le s
poloksamerom 188). S puscico je oznacen kristal
karvedilola (premer (&) = ~ 11 um, dolzina (b)
= ~41 um).

Povezavo med morfologijo in rezultati testa spros¢anja smo nasli Se pri vzorcu filma iz
suspenzije S 1 : 1 in delno pri filmu iz suspenzije S 407 (preglednica IllI). Pri prvem so
vidne pore, ki niso enotne velikosti in oblike. Prisotnih je veliko kristalov karvedilola, ki so
ujeti v polimerno ogrodje filma (slika 20). Ti kristali so delno ali v celoti prekriti s
polimeri. Za ta film smo ugotovili najhitrejSe spro$canje karvedilola glede na ostala masna
razmerja poloksamerov. Vzroki za to so lahko veliko Stevilo manjsih kristalov u¢inkovine,
ki so delno prekriti s polimeri, razgibana povrsina vzorca, ki dodatno poveca povrsino, in

prisotnost por, kar omogoci hitrejSe raztapljanje polimernega ogrodja in vgrajene
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ucinkovine. Pri filmu iz suspenzije karvedilola le s poloksamerom 407 so na povrsini filma
vidni majhni delci, ki so prekriti s polimeri in verjetno predstavljajo delce ucinkovine
(slika 21). Le-ti so verjetno razlog za hitro sproS¢anje ucinkovine v zacetnih toc¢kah testa

spros€anja (poglavje 4.5).

zeiss)

Slika 20: SEM-slika filma iz suspenzije karvedilola z masnim razmerjem poloksamerov 1 :

1: (a) pri manjsi in (b) pri vecji povecavi. S puscicami so oznaceni delci karvedilola.
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Slika 21: SEM-slika filma iz suspenzije karvedilola le s poloksamerom 407: (a) pri vecji in

(b) pri manjsi povecavi. S puscicami so oznaceni majhni delci na povrsini filma.

4.6.2 Morfologija filmov, pripravljenih iz nanosuspenzij

Filmi, pripravljeni iz nanosuspenzij, imajo $tevilne pore, ki so posledica hitrega hlapenja
acetona med suSenjem filma, in negladko reliefno povrsino. Pri vseh vzorcih so prisotni
delci specificne oblike. Gre za delce pravilne karo oblike z zaobljenimi oglis¢i, ki so
verjetno delci karvedilola, ki so nastali med izdelavo nanosuspenzije z metodo
nanoprecipitacije (slika 22). Oblika teh delcev se moc¢no razlikuje od oblike delcev

ucinkovine v vzorcih, ki smo jih pripravili iz suspenzij (npr. slika 19). Edina povezava med
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morfologijo filmov in spros¢anjem ucinkovine je, da so najmanjsi delci karvedilola, ujeti v
polimerno ogrodje, prisotni v vzorcu z razmerjem poloksamerov 1 : 1 (slika 23), kar lahko
pojasni najhitrejSe sproScanje karvedilola iz tega vzorca v primerjavi s sproS¢anjem

uc¢inkovine iz filmov iz nanosuspenzij z ostalimi razmerji poloksamerov.
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Slika 22: SEM-slika filma iz nanosuspenzije karvedilola z masnim razmerjem
poloksamerov 4 : 1: (a) pri manjsi in (b) pri vecji povecavi. Velikost delca: y = ~ 10 um, x

= ~8 um.

Slika 23: SEM-slika filma, pripravljenega iz nanosuspenzije karvedilola z masnim

razmerjem poloksamerov 1 : 1: (a) pri manjsi in (b) pri vecji povecavi. Z zeleno so

oznaceni delci karvedilola. Velikost delca : x= ~4 um, y= ~5 um.
4.6.3 Morfologija nanovlaken, pripravljenih iz suspenzij

Z metodo elektrostatskega sukanja smo iz vseh suspenzij karvedilola v polimernih

raztopinah uspeli izdelati gladka nanovlakna z redkimi majhnimi vozli v strukturi, kar
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kaze, da pogoji izdelave nanovlaken niso bili popolnoma optimalni (slika 24). Pri vseh
vzorcih so prisotne vzdolzne zadebelitve nanovlaken (slika 25 b), ki verjetno predstavljajo
delce karvedilola, ki so ujeti v polimernem ogrodju nanovlaken, saj so osnovni delci
karvedilola pali¢aste oblike. Poleg tega so v nekaterih vzorcih prisotni kristali, Ki niso ujeti
v nanovlakna (slika 25). Le-ti so mikrometrske velikosti, zato se poCasneje raztapljajo, kar
se lahko kaze kot pocasnejSe sproscanje ucinkovine. Odsotnost kristalov pri nekaterih
razmerjih je lahko posledica tega, da v delu vzorca, ki smo ga uporabili za SEM-analizo ni
bilo prisotnih kristalov (vzorec smo vzeli na robu obmocja nanovlaken, ki so se zbrala na
zbiralu) ali pa so bili delci karvedilola tako veliki, da so med procesom elektrostatskega
sukanja padli na podlago in niso dosegli kovinskega zbirala. Najmanjsi premer nanovlaken
smo dolo¢ili v primeru nanovlaken z razmerjem poloksamerov 1 : 1, in sicer 265 = 47 nm.
Le pri tem vzorcu smo zasledili vecji delec, ki je bil ujet v polimerno ogrodje nanovlakna
(slika 26 b), medtem ko ve¢jih delcev, ki bi bili ujetih v mreZo nanovlaken, nismo opazili.
Slednje je lahko bilo vzrok za najhitrejSe sproscanje karvedilola iz omenjenega vzorca
glede na preostala nanovlakna, ki smo jih pripravili iz suspenzij (poglavje 4.5.4).

Povprecni premer vseh nanovlaken, ki smo jih pripravili iz suspenzij, je bil 358 nm.
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Slika 24: SEM-slika nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije karvedilola z masnim
razmerjem poloksamerov 2 : 3: (a) pri manjsi in (b) pri vecji povecavi. Z zeleno so

oznaceni vozli. Z rdeco je oznacena vzdolzna zadebelitev nanovlaken.
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Slika 25: SEM-slika nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije karvedilola z masnim

razmerjem poloksamerov 4 : 1. Na sliki je viden delec karvedilola, velik x= ~ 13 um, y= ~

39 um.
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Slika 26: SEM-slika nanovlaken, pripravljenih iz suspenzije karvedilola z masnim

razmerjem poloksamerov: 1 : 1: (&) pri manjsi in ( b) pri vecji povecavi.

4.6.4 Morfologija nanovlaken, pripravljenih iz nanosuspenzij

Analiza morfologije nanovlaken je pokazala, da smo uspeli izdelati gladka nanovlakna iz
nanosuspenzij. Pri vseh nanovlaknih so bili prisotni vozli v strukturi (slika 27), kar kaze,
da pogoji izdelave nanovlaken niso bili popolnoma optimalni. Vzdolznih zadebelitev je
bilo pri nanovlaknih iz nanosuspenzije manj (v primerjavi z nanovlakni, pripravljenimi iz
suspenzije) ali jih sploh ni bilo, kar je lahko posledica postopka izdelave. V postopku
izdelave nanosuspenzije se namre¢ ucinkovina obori v manjsih delcih 0z. v delcih
drugacne oblike, del karvedilola je lahko prisoten tudi v amorfni obliki. V strukturi pa smo
zasledili tudi vec¢je delce ucinkovine pravilne karo oblike z zaobljenimi oglisci (slika 28),

ki so bili nanizani na nanovlakna. Le-ti so lahko nastali zaradi lokalnega prenasicenja in
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kristalizacije karvedilola iz raztopine acetona pri pripravi nanosuspenzije. Delce s tak$no

obliko smo zasledili tudi pri filmih, ki smo jih pripravili iz nanosuspenzij (slika 23).

Najmanjsi premer so imela nanovlakna, ki smo jih pripravili iz polimerne raztopine z
masnim razmerjem poloksamerov 1 : 1, in sicer 234 + 63 nm. Sproscanje karvedilola iz teh
nanovlaken je bilo hitrejSe v primerjavi z nanovlakni, ki smo jih pripravili z ostalimi
razmerji poloksamerov. Povpre¢ni premer vseh nanovlaken, ki smo jih izdelali iz
nanosuspenzij, je bil 328 nm, kar pomeni, da se je s pripravo nanosuspenzij zmanjsal
premer nanovlaken, kar je lahko posledica prisotnosti acetona. Z dodatkom le-tega v
polimerno raztopino se je namre¢ nekoliko zmanjsala viskoznost raztopine, kar je
povzro¢ilo zmanj$anje premera nanovlaken (2). Pri nobenem od vzorcev nismo zasledili
delcev ucinkovine, ki bi bili ujeti v mrezo med nanovlakna, kot smo to zasledili pri
nanovlaknih, pripravljenih iz suspenzij. To je lahko tudi razlog, da smo pri nanovlaknih, ki
smo jih pripravili iz suspenzij, zaznali pocasnej$e sprosc¢anje kot pri tistih iz nanosuspenzij.
Delci uc¢inkovine med nanovlakni se namre¢ pocasneje raztapljajo kot delci, ki so obdani s
hidrofilnim polimernim ogrodjem. K temu pripomore tudi dejstvo, da so delci v
nanovlaknih iz nanosuspenzij manjsi v primerjavi z delci ué¢inkovine v vzorcih nanovlaken

iz suspenzij (slika 27).

Slika 27: SEM-slika nanovlaken,
pripravljenih iz nanosuspenzije karvedilola
le s poloksamerom 188. Velikost delca na
sliki je: x=~5 um,y = ~9 um. Z zeleno
barvo so obkrozeni vozli nanovlaken.
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Slika 28: SEM-slika nanovlaken,
pripravljenih iz nanosuspenzije karvedilola
z masnim razmerjem poloksamerov 2 : 3. Z

zeleno sta oznacena kristala karvedilola.
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4.7 DOLOCEVANJE VSEBNOSTI KARVEDILOLA V NANOVLAKNIH
IN FILMIH

Poskus smo izvajali, da bi ugotovili, ali je vsebnost karvedilola v vzorcih primerljiva s
teoreticno (20 %, m/m), in da bi rezultate vsebnosti karvedilola uporabili za preracun
profilov spros¢anja ucinkovine. Te bi tako podali glede na dejansko vsebnost karvedilola v
posameznem vzorcu in ne tako kot sedaj, ko smo predpostavili, da se vsa uinkovina
sprosti iz nanovlaken/filma v 24 h. Najprej smo dolo¢ili konéno tocko sproséanja pri treh
razli¢énih vzorcih in ugotovili, da se vsa ucinkovina sprosti po 144 h. Na zalost pa
rezultatov vsebnosti pri testu spros¢anja nismo mogli uporabiti, saj smo v tem primeru
dobili profile, ki so kazali spros¢anje uc¢inkovine ve¢je od 100 %, kar je nerealno. Vzrok,
da smo dolocili prenizko vsebnost karvedilola v nanovlaknih in filmih, je verjetno velika
tendenca ucinkovine, da se veze na vse povrsine (laboratorijsko steklovino in pribor). Pri
izvajanju testa smo ustrezno koli¢ino vzorca najprej natehtali v plasticen Colnicek in jo
nato z Zelezno pinceto prenesli v stekleno bucko. Na ta nacin smo zaradi vezave izgubili
del karvedilola. Problem je bil lahko tudi, da smo uporabili vzorce, kjer smo prvotno Ze
odvzeli vzorce za test sproscanja, tako da so za test vsebnosti ostali robni deli, kjer je bila
lahko vsebnost u¢inkovine manjsa. Da bi se izognili napaki, bi bilo smiselno, da bi test
spros¢anja podaljsali do dolocene koncne tocke sproséanja ucinkovine, torej na 144 h. Le

tako bi lahko bolj natan¢no dolocili dejansko vsebnost karvedilola v vzorcih.
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4.8 HOMOGENOST FILMOV, PRIPRAVLJENIH 1Z SUSPENZIJE
KARVEDILOLA V POLIMERNI RAZTOPINI

Ugotavljali smo homogenost vsebnosti u¢inkovine v filmih, ki smo jih uporabili kot
primerjalni vzorec pri vrednotenju spro$¢anja ucinkovine iz nanovlaken. Na podlagi
kon¢ne tocke sproscanja karvedilola, ki smo jo dolocili s testom, opisanem v poglavju
3.3.9, in z merjenjem koncentracije karvedilola v konéni tocki spros¢anja karvedilola, smo
ovrednotili homogenost pripravljenih filmov. Proucili smo homogenost dveh filmov iz
suspenzij z razli¢cnima masnima razmerjema poloksamerov (2 : 3 in 3 : 2) in vlili po dva
filma z enako sestavo. Pri razmerju poloksamerov 2 : 3 smo dobili naslednje rezultate: za
prvi film smo doloc¢ili povpreéno vsebnost karvedilola 16,9 + 3,0 %, pri drugem filmu iz
iste suspenzije pa 16,4 + 2,9 %, kar pomeni, da je bila povpre¢na vsebnost u¢inkovine v
obeh filmih 16,6 = 2,8 %. Rezultati vsebnosti ucinkovine v filmih z razmerjem
poloksamerov 3 : 2 so naslednji: pri vzorcih iz prvega filma je bila vsebnost 19,3 + 2,3 %,
pri vzorcih iz drugega filma pa 19,2 + 2,1 %. Povpre¢na vsebnost je bila torej 19,3 + 2,3
%.

Glede na rezultate je bila povpreéna vsebnost u¢inkovine v filmih manjsa od teoreti¢ne, a
je bila v obeh paralelah istega filma pri obeh proucevanih vzorcih podobna. Vsebnost
ucinkovine pa je variirala med filmi z razlicno vsebnostjo poloksamerov. Glede na
rezultate lahko sklepamo, da za neuporabne rezultate testa doloCevanja vsebnosti

ucéinkovine (poglavje 4.7) ne moremo Kriviti nehomogenosti filmov.

4.9 HIDRODINAMSKI PREMER DELCEV KARVEDILOLA PO
REDISPERGIRANJU NANOVLAKEN IN FILMOV, IZDELANIH 1Z
NANOSUSPENZIJ KARVEDILOLA

Merjenje velikosti dispergiranih delcev karvedilola iz nanovlaken in filmov, pripravljenih
iz nanosuspenzij, v nasiCeni raztopini karvedilola, smo izvedli s fotonsko korelacijsko
spektroskopijo na napravi Zetasizer Nano ZS. Zanimala sta nas povpre¢ni hidrodinamski
premer delcev (Z-Ave) in vrednost Pdl, ki predstavlja porazdelitev velikosti delcev. Ker so

bili vsi proucevani vzorci polidisperzni, povpre¢na vrednost premera vseh delcev v vzorcu,
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ki jo poda aparatura, ni reprezentativen podatek, zato smo o velikosti delcev sklepali
predvsem na podlagi povprecnih velikosti premera delcev v vrhu z najvecjo intenziteto
sipanja svetlobe. Testa Zal nismo izvedli za vzorec z masnim razmerjem poloksamerov 1 :

1, ker ga je zmanjkalo.

4.9.1 Polimerni filmi iz nanosuspenzij karvedilola

Rezultati dolo¢anja velikosti delcev po redispergiranju filmov, ki smo jih pripravili iz
nanosuspenzij karvedilola, so predstavljeni v preglednici V. Pdl-vzorcev po redispergiranju
polimernih filmov znasa od 0,39-0,92, kar pomeni, da vsi vzorci predstavljajo
polidisperzni sistem in zato povpre¢na vrednost velikosti delcev, ki jo poda naprava, ne
odraza realne vrednosti povpre¢ne velikosti delcev v vzorcu. Glede na povpreéno velikost
delcev, ki najve¢ prispevajo k celokupnemu sipanju (vrh 1, preglednica V), so bili
najman;j$i delci v vzorcu NS 407, in sicer 265,0 nm, sledi vzorec NS 2:3, kjer so imeli
najvecjo intenziteto sipanja svetlobe delci s povpreéno velikostjo 311,5 nm. Pri teh dveh
vzorcih analiza ni pokazala prisotnosti populacije delcev s povpre¢no velikostjo v
mikrometrskem obmocju (vrh 3, preglednica V) kot pri ostalih vzorcih. Prav tako smo pri
2 : 3 0,47. Gre torej za najbolj homogeno porazdelitev velikosti delcev karvedilola.
Primerjava rezultatov testa spro$¢anja (poglavje 4.5) in merjenja velikosti delcev je
potrdila, da je bilo spros¢anje uéinkovine iz vzorcev, Kjer smo izmerili najmanjse delce, tj.
NS 407 in NS 2 : 3, v zaetnih toCkah najhitrej$e (¢e vzorca NS 1 : 1 ne upostevamo, saj
zanj nismo izvedli tega testa) v primerjavi z ostalimi vzorci. V vzorcu NS 188 je bila
povprecna velikost delcev v populaciji z najvecjo intenziteto sipanja svetlobe najvecja
glede na vzorce z ostalimi razmerji poloksamerov, in sicer 399,2 nm. Ta vzorec je bil tudi
najbolj polidisperzen s Pdl — kar 0,92. Test spros¢anja (poglavje 4.5) je pokazal, da je
spros¢anje ucinkovine iz vzorca NS 188 najpocasnejSe. Tukaj je bil tudi kon¢ni odstotek
sproscene ucinkovine (po 330 min) najmanjsi, kar je lahko posledica ve¢jih delcev. S tem
lahko potrdimo, da se majhni delci hitreje raztapljajo, zato je sproscanje ucinkovine
hitrejSe. Pri vzorcih NS5:0,3:2,4:11in1:4 so bili po redispergiranju prisotni tudi
delci, ki so ve€ji od nanoobmocja (preglednica V). Le-ti so lahko nastali zaradi
zdruZevanja delcev u€inkovine med izdelavo filmov ali pa so se ve¢ji delci u€inkovine

oborili Ze med izdelavo nanosuspenzij.
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Preglednica V: Povpre¢na velikost in PdI-delcev ucinkovine ter delez intenzitete sipane

svetlobe posameznega vrha po redispergiranju vzorcev filmov v nasi¢eni vodni raztopini

karvedilola
Vzorec Z-Ave Pdl Vrh 1 Vrh 2 Vrh 3 Inten. Inten. | Inten.
(nm) (nm) (nm) (nm) vrh 1 vrh2 | vrh3
(%) (%) (%)
NS3:2v 255,8 0,51 |334,2 | 37,7 4823,0 | 88,0 94 2,6
raztopini
karvedilola
NS 188 v 220,8 0,93 |399,2 | 47,3 5184 70,4 24,7 49
raztopini
karvedilola
NS 407 v 228,1 0,40 | 265 48,9 0 78,3 21,7 0
raztopini
karvedilola
NS1:4v 259,9 0,49 | 358,0 53,4 5488 71,6 26,4 2,0
raztopini
karvedilola
NS2:3v 182,4 0,47 | 3115 71,47 20,3 68,5 27,1 4,0
raztopini
karvedilola
NS4:1v 230,0 0,77 | 387,7 61,3 5223 74,8 19,9 53
raztopini
karvedilola

4.9.2 Nanovlakna iz nanosuspenzij karvedilola

Rezultati dolo¢anja hidrodinamske velikosti delcev po redispergiranju nanovlaken,
pripravljenih iz nanosuspenzij karvedilola, so predstavljeni v preglednici V1. Prav tako kot
pri filmih je tudi pri teh vzorcih Pdl visok, kar pomeni, da so disperzije polidisperzne. Pdl
znasa od 0,33 do 0,66. Povpre¢na velikost populacije delcev z najvecjim delezem
intenzitete sipanja svetlobe (vrh 1, preglednica IV) je najmanjSa v vzorcu nanovlaken z NS
2 : 3, in sicer 203,7 nm, sledi vzorec nanovlaken NS 4 : 1 z 267,6 nm. Sproscanje
karvedilola (poglavje 4.5) je najhitrejSe iz nanovlaken NS 2 : 3 (z neupostevanjem
razmerja NS 1 : 1); sledijo nanovlakna NS 4 : 1. Prisotnost populacije mikrometrskih
delcev smo zaznali le v vzorcu, ki smo ga dobili z redispergiranjem nanovlaken NS 188
(vrh 3, preglednica 1V). Prav tako je bila v tem vzorcu povpre¢na velikost delcev v vrhu 1
(preglednica IV) najvecja in je znasala 434,8 nm. To lahko povezemo z najpocasnej$im
profilom spros¢anja karvedilola iz nanovlaken NS 188. Primerjava rezultatov z
redispergiranjem nanovlaken in filmov iz nanosuspenzij kaze, da so bili mikrometrski delci

prisotni v vzorcih kar $tirih redispergiranih filmov (vrh 3, preglednica V). Vzrok za to je
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morda dejstvo, da so med procesom priprave nanovlaken vecji delci padli na podlago in
niso dosegli kovinskega zbirala ali pa so v ¢asu suSenja filma nastali vecji delci (susenje
vzorca pri izdelavi nanovlaken potece zelo hitro in zato delci nimajo ¢asa, da bi zrasli ali se

zdruzili v skupke).

Preglednica VI: Povprecna velikost in PdI delcev ucinkovine ter delez intenzitete sipane
svetlobe posameznega vrha po redispergiranju vzorcev nanovlaken v nasi¢eni vodni

raztopini karvedilola

Vzorec Z-Ave Pdl Vrhl | Vrh2 Vrh 3 Inten. Inten. Inten.
(nm) (nm) (nm) (nm) vrh 1 vrh 2 vrh 3
(%) (%) (%)
NS 188 v 289,0 | 0,504 |434,8|59,1 5156 80,7 16,1 3,2
raztopini
karvedilola
NS2:3v 231,2 0,461 203,7 | 43,1 15,1 70,0 26,0 4,0
raztopini
karvedilola
NS 407 v 129,9 0,661 332,8 | 65,7 36,8 64,3 23,9 11,8
raztopini
karvedilola
NS1:4v 156,1 0,565 394,7 | 65,7 16,1 66,6 26,8 4,0
raztopini
karvedilola
NS3:2v 199,7 0,539 311,0 | 44,5 0 75,5 24,5 0
raztopini
karvedilola
NS4:1v 246,8 0,328 267,6 | 42,9 0 73,9 26,1 0
raztopini
karvedilola
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5 SKLEP

V magistrski nalogi smo uspesno izdelali hidrofilna polimerna nanovlakna s karvedilolom.
Ugotovili smo, da je pri skoraj vseh vzorcih, razen dveh izjem, profil sproscanja
karvedilola iz filma in nanovlaken, ki smo jih izdelali iz nanosuspenzij, podoben. Z
izdelavo nanovlaken iz suspenzij karvedilola se je pospesilo sprosc¢anje karvedilola glede
na filme enake sestave. PoCasno raztapljanje u€inkovine iz fizikalne zmesi je glede na
hitrost spros¢anja iz nanovlaken in filmov prav tako priCakovan rezultat. Primerjava
profilov sproscanja kaze, da je sproS¢anje ucinkovine iz nanovlaken in filmov, ki smo jih
pripravili iz suspenzij karvedilola, pocasnejSe v primerjavi s spros¢anjem iz nanovlaken in
filmov, ki smo jih pripravili iz nanosuspenzij iste u¢inkovine. Na podlagi rezultatov
spros¢anja karvedilola iz vzorcev nanovlaken in filmov z razli¢tno vsebnostjo
poloksamerov ne moremo narediti nedvoumnih zaklju¢kov o vplivu razli¢ne sestave
polimerov na hitrost sproscanja karvedilola, saj so bile razlike v profilih spros¢anja
majhne. Vzrok je lahko velik vpliv potencialne napake pri spros¢anju in analizi vzorcev, Ki
so posledica izgub karvedilola zaradi njegove lipofilnost in posledi¢no vezave na povrSine
(steklo in plastiéni pribor) in potencialnih napak pri spektroskopskih meritvah. Dolocali
smo namre¢ zelo nizke koncentracije karvedilola, zato se vsaka najmanj$a napaka moc¢no
pozna na rezultatu meritve. Napake zaradi izgube karvedilola so vplivale tudi na rezultate
dolocanja vsebnosti karvedilola v vzorcih.

V nalogi smo analizirali in primerjali tudi morfologijo vzorcev. Razlike med polimernimi
filmi so: pri filmih iz suspenzij so prisotni ve¢ji delci karvedilola, ki niso prekriti s
polimeri, pri filmih iz nanosuspenzij pa so prisotni manjsi delci karvedilola v znacilni karo
obliki z zaobljenimi ogli§¢i, prekriti s polimeri. Na podlagi manjse velikosti delcev
karvedilola in njihove prekritosti s polimernim filmom lahko pojasnimo hitrej$e spros¢anje
ucéinkovine iz filmov iz nanosuspenzij glede na filme iz suspenzije pri vseh vzorcih filmov.
Rezultati SEM-analize nanovlaken so pokazali, da smo uspes$no pripravili gladka
nanovlakna. Razlike med nanovlakni, pripravljenimi iz suspenzij in nanosuspenzij, So:
povprecni premer nanovlaken, pripravljenih iz suspenzij, je nekoliko vecji (358 nm) od
nanovlaken iz nanosuspenzij (328 nm). Opazili smo tudi manjSo velikost delcev
ucinkovine in posebno karo obliko delcev karvedilola pri vzorcih, ki so bili pripravljeni iz

nanosuspenzij.

55



Potrdili smo, da z redispergiranjem nanovlaken in filmov, ki smo jih pripravili iz
nanosuspenzij, nastanejo disperzije, v katerih prevladujejo nanometrski delci. Primerjava
rezultatov povpre¢ne velikosti delcev po redispergiranju kaze, da je povpre¢na velikost
delcev iz nanovlaken z najvecjo intenziteto sipanja svetlobe (vrh 1, preglednici V, V)
nekoliko manj$a v primerjavi s filmi, a razlika ni velika. Delci, ki po velikosti ne spadajo v
nanoobmocje, so bili prisotni pri $tirih vzorcih filmov, pri nanovlaknih pa le pri enem.
Vzrok za to je morda dejstvo, da so med procesom priprave nanovlaken vecji delci padli na
podlago in niso dosegli kovinskega zbirala ali pa so v ¢asu susenja filma nastali vecji delci
(susenje vzorca pri izdelavi nanovlaken potece zelo hitro in zato delci nimajo casa, da bi
zrasli ali se zdruzili v skupke).

Zaklju¢imo lahko, da z na¢inom priprave suspenzije/nanosuspenzije karvedilola v raztopini
PEO in poloksamerov ter z izdelavo nanovlaken izboljSamo raztapljanje karvedilola. Za
prihodnje preucevanje vpliva razli¢ne vsebnosti poloksamerov na spros¢anje karvedilola iz
nanovlaken je treba najti reSitve za zmanjSanje vpliva potencialne napake pri spros¢anju in

analizi vzorcev, kot je na primer uporaba drugih analitskih metod.
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