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POVZETEK

Stevilne novo sintetizirane u¢inkovine so v vodi tezko topne, zato je bioloska uporabnost
takSnih ucinkovin obi¢ajno zelo majhna. Povecanje topnosti je eden izmed najpogostejSih
pristopov za povecanje bioloske uporabnosti uc¢inkovin, katerih absorpcija je omejena s

hitrostjo raztapljanja.

Sodobno moznost za povecanje bioloSke uporabnosti tezko topnih ucinkovin predstavlja
oblikovanje nanosuspenzij. Nanosuspenzije so koloidno disperzni sistemi delcev
ucinkovine nanometrskih velikosti v vodnem mediju. Izdelamo jih lahko z obarjanjem
ucinkovine iz raztopine v netopilo, s homogeniziranjem pod visokim tlakom ali z mokrim
mletjem v kroglicnem mlinu. Bistvene prednosti nanosuspenzij so povecana topnost,

povecana hitrost raztapljanja in adhezivne lastnosti delcev nanometrskih velikosti.

Nanosuspenzije smo izdelali z metodo homogenizacije v visokotlacnem homogenizatorju.
Tezko topno ucinkovino v obliki prahu smo dispergirali v vodni raztopini stabilizatorjev z
magnetnim  meSalom. Tako pripravljeno suspenzijo smo homogenizirali s
homogenizatorjem pod visokim tlakom in dobili nanokristale u¢inkovine. Preskusili smo
vpliv razli¢nih stabilizatorjev (od povrSinsko aktivnih snovi do steri¢nih stabilizatorjev) v
razlicnih koncentracijah na velikost nanokristalov in fizikalno stabilnost nanosuspenzije.
Ugotovili smo, da na nastanek in lastnosti nanosuspenzij poleg lastnosti uporabljene
ucinkovine vplivajo Stevilni dejavniki: tlak in Stevilo homogenizacijskih ciklov, vrsta in
koncentracija stabilizatorja. Kot najprimernejSa stabilizatorja sta se izkazala Polisorbat

80V in Texapon K12, oba v koncentraciji 2,1 %.

Nanosuspenzije z najustreznejSimi stabilizatorji in izdelane pod najustreznejSimi
procesnimi pogoji smo uporabili za izdelavo modelnih tablet. Tablete smo izdelali iz
razliénih pomoznih snovi in spremljali redisperzibilnost nanosuspenzij iz tablet, kjer so se

kot najustreznejse izkazale tablete izdelane iz PEG 4000.

III



ABSTRACT

Many of the newly synthesized drugs are slightly soluble in water, therefore the
bioavailability of such drugs is in general very small. The increase in solubility is one of
the most common approaches to increase the bioavailability of drugs, whose absorption is

limited by the dissolution rate.

Formulation of nanosuspensions represents an advanced approach to increase the
bioavailability of poorly soluble drugs. Nanosuspensions are colloidal dispersion systems
of nanosized drug particles in water media. They can be produced by precipitation, high
pressure homogenisation or ball milling. Main advantages of nanosuspensions are

increased solubility, higher dissolution rate and adhesive properties of nanosized particles.

Nanosuspensions were produced by high-pressure homogenization. The drug powder was
dispersed in an aqueous surfactant solution by magnetic stirrer. The obtained suspension
was passed through a high pressure homogenizer to break the drug into nanoparticles.
Various stabilizers were tested at various concetrations and their influence on the size of
nanoparticles and physical stability of nanosuspension was measured. The formation and
properties of nanosuspesions is affected by several factors as well as characteristics of the
drug, the pressure and number of homogenisation cycles and the type and concentration of
stabilizer. The most appropriate stabilizers have proved to be Polysorbate 80V and

Texapon K12, both at a concentration of 2.1 %.

Nanosuspensions with the most suitable stabilizers and manufactured under the most
appropriate process conditions were used to produce tablets. Tablets were made from
various excipients and redispersibility of nanosuspensions from tablets was monitored.

Tablets made of PEG 4000 were proved to be most suitable.
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SEZNAM OKRAJSAV

AFM
AUC
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DSC
2D-PAGE
EPAS

GIT
HIC

HLB
HPLC
1m.
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Lv.
kcps
LD
MPS
n.p.
o/v
PAS
PCS
PEG
PI
s.C.
SDS
SEM
TEM

ut./vol. %

mikroskopija na atomsko silo (Atomic Force Microscopy)

povrsina pod krivuljo (Area Under Curve)

Amplitude-Weighted Phase Structure Determination

diferencna dinamic¢na kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry)
dvodimenzionalna poliakrilamidna gelska elektroforeza

obarjanje uc¢inkovine v vodni raztopini z odparevanjem topila
(Evaporative Precipitation into Aqueous Solutions)
gastrointestinalni trakt, prebavni trakt

modificirana kromatografija za merjenje hidrofobnih interakcij
(Hydrophobic Interaction Cromatography)

hidrofilno-lipofilno ravnotezje (Hydrophilic-Lipophilic Balance)
tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti

v miSico (intra muskulum)

izguba po susenju

v veno (intra venam)

sipanje vzorca (kilo count per second)

laserska difraktometrija (Laser Diffractometry)

mononuklearno fagocitni sistem

ni podatka

olje v vodi

povrsinsko aktivna snov

fotonska korelacijska spektroskopija (Photon Corellation Spectroscopy)
polietilenglikol

polidisperzni indeks

pod koZo (sub cutem)

natrijev dodecil sulfat (Sodium Dodecyl Sulphate)

vrsti¢na elektronska mikroskopija (Scanning Electronic Microscopy)
transmisijska elektronska mikroskopija

(Transmission Electronic Microscopy)

utezno/volumski odstotek



Diplomska naloga

1 UVOD

Farmacevtska industrija se v zadnjih letih soo¢a z vedno vecjim Stevilom novo
sintetiziranih uc¢inkovin, ki so v vodi tezko topne. Topnost je, ne glede na nacin uporabe,
bistven faktor za ucinkovitost, hkrati pa predstavlja izziv mnogim farmacevtskim
podjetjem za razvoj novih ucinkovitih farmacevtskih oblik. (1) Razvoj ucinkovitih
peroralnih farmacevtskih oblik je kljuCen za trzen uspeh novih zdravilnih u¢inkovin, saj je
predvsem pri kroni¢nih obolenjih peroralno zdravljenje Se vedno najbolj priljubljeno in pri

pacientih zagotavlja najboljSe sodelovanje. (2)

Posledica slabe topnosti u¢inkovin je nepopolna in nepredvidljiva absorpcija, kar vpliva na
bioloSko uporabnost tak$nih ucinkovin. V Stevilnih primerih, kadar prenizka bioloska
uporabnost po peroralnem dajanju predstavlja glavno oviro za uporabo ucinkovine, niti
alternativni parenteralni nacin ne more resiti te tezave. Dajanje v obliki intravenske
injekcije pogosto ni mozno zaradi majhne topnosti ucinkovine in prisotnosti delcev
ucinkovine velikostnega razreda nad 5 um. Parenteralno dajanje v obliki mikroniziranih
delcev ucinkovine (npr. i.m.) ne zagotavlja vedno dovolj visokih plazemskih koncentracij
zaradi premajhnega volumna topila, ki je na voljo za raztapljanje u¢inkovine na mestu
injiciranja. Majhna topnost, ki jo obicajno spremlja tudi nizka hitrost raztapljanja,
preprecuje dovolj velike koncentracije uc¢inkovine v krvi. Izjema med uc¢inkovinami, ki
kljub slabi topnosti dosezejo dovolj velike plazemske koncentracije, predstavljajo visoko
ucinkovite spojine. To so spojine, pri katerih za terapevtski u¢inek zadostujejo ze majhne

plazemske koncentracije u¢inkovine. (3)

Povecanje topnosti in hitrosti raztapljanja je eden izmed najpogostejSih pristopov za
povecanje bioloske uporabnosti uéinkovin, katerih absorpcija je omejena s hitrostjo
raztapljanja. Za zagotovitev ustrezne koncentracije raztopljene ucinkovine Zze Vv
farmacevtski obliki se uporabljajo razli¢ni pristopi:
e solubilizacija z dodatkom povrSinsko aktivnih snovi,
e postopki specificnega ali nespecificnega kompleksiranja (npr. dodatek PEG ali
vkljuc¢evanje manjSih molekul v ciklodekstrine),

e solubilizacija z dodatkom sotopil (etanol, sorbitol, glicerol, propilenglikol).
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Na le delno uspesnost vseh teh pristopov kaze dejstvo, da je na trziS¢u prisotnih le majhno
Stevilo takSnih zdravil. Tezave pri razvoju ustrezne farmacevtske oblike pa so Se vecje,
kadar je ucinkovina tezko topna tako v vodnem kot v organskem mediju. V takSnem

primeru je ze v naprej izklju¢ena moznost uporabe zmesi topil. (3)

Splosni pristop za povecanje hitrosti raztapljanja je mikronizacija tezko topne u¢inkovine.
Mikronizacija poveca hitrost raztapljanja, vendar to ne zagotovi dovolj velike bioloske
uporabnosti zaradi nizke nasic¢ene topnosti. Naslednji korak je pretvorba mikroniziranega
praska (mikrodelci ucinkovine) v delce ucinkovine nanometerskih velikosti. Nanodelce
lahko izdelamo z metodo obarjanja ucinkovine iz raztopine v netopilo, z mokrim mletjem
ucinkovine v krogli¢nem mlinu ali s postopkom homogenizacije pod visokim tlakom. (3)
V zadnjih 10 letih je razvoj nanotehnologije napredoval in nekaj primerov je mogoce Ze

zaslediti v farmacevtski uporabi.

1.1 Suspenzije

Mnoge novejse uc¢inkovine so po naravi hidrofobne in zato tezko topne v vodi. Za pripravo
raztopin taks$nih uéinkovin z ustreznim odmerkom bi potrebovali zelo velik volumen topila,
dajanje takSnega volumna raztopine pa ne bi bilo sprejemljivo. Prav suspenzije omogocajo
oblikovanje tekoce farmacevtske oblike s tezko topno u¢inkovino z ustreznim odmerkom
in sprejemljivim volumnom raztopine. (4) Suspenzije vsebujejo fino zdrobljene trdne delce
zdravilne ucinkovine, ki so suspendirani s pomo¢jo pomoznih sredstev v predpisanem
topilu. Fizikalno gledano so suspenzije grobo disperzni sistemi, sestavljeni iz dveh faz:
dispergirano notranjo fazo predstavljajo trdni delci, disperzno sredstvo pa tekocCina.
Notranja faza je v disperznem sredstvu netopna ali slabo topna. (5) Suspenzije so primerne
za peroralno dajanje, za dajanje na kozo ali v oko. Lahko jih uporabljamo v obliki
intramuskularnih injekcij in tako dosezemo podaljSano delovanje. Za uporabo v obliki

intravenskih injekcij mora biti velikost delcev u¢inkovine dovolj majhna.

Glavna pomanjkljivost suspenzij je nezanesljivo pravilno odmerjanje zdravilne u¢inkovine,
zato suspenzije v neodmernih farmacevtskih oblikah niso primerne za dajanje uc¢inkovin z

mocnim ucinkom. S tega vidika imajo prednost druge farmacevtske oblike kot so npr.:



Diplomska naloga

tablete, kapsule, injekcije. Problem predstavlja zlasti sedimentacija in tvorba pogace. Ce
med shranjevanjem pride do nastanka sedimenta, se mora le-ta z rahlim stresanjem
redispergirati, tako da je med odmerjanjem zagotovljena homogena porazdelitev
suspendiranih delcev u¢inkovine. Suspenzije imajo tudi prednosti, ki v doloc¢enih primerih
odtehtajo njihove pomanjkljivosti. Poleg moznosti dajanja tezko topne ucinkovine v tekoci
farmacevtski obliki z ustreznim volumnom, je uc¢inkovina v suspenziji manj izpostavljena
hidrolizi in oksidaciji kot pa v raztopini. V suspenzijah lahko prekrijemo neprijeten vonj in
okus praskaste ucinkovine z disperznim medijem. So tudi primerna oblika za Siroko
populacijo otrok in starejSih bolnikov, ki tezko pogoltnejo trdne farmacevtske oblike

(kapsule, tablete). (4, 5)

1.1.1 Fizikalna stabilnost suspenzij

Na fizikalno stabilnost odloc¢ilno vpliva tako velikost delcev in njihova porazdelitev v
disperznem mediju kot tudi oblika in kristalna struktura delcev. Z zmanjSanjem velikosti
trdnih delcev se njihova povrSina mo¢no poveca, zato se poveca tudi povrSinska energija.
Termodinamsko gledano je takSno stanje nestabilno. Delci zato tezijo k spontanem
zdruzevanju, saj se s tem zmanjSa presezek proste energije v sistemu. Prehod sistema v
energijsko ugodnejSe stanje je mozen z zmanjSanjem medfazne napetosti ali z
zmanjSanjem povrSine delcev. Medfazno napetost lahko zmanjSamo z dodatkom

povrsinsko aktivnih snovi.

Suspenzije so pogosto termodinamsko nestabilni sistemi, ki s ¢asom prehajajo v energijsko
stabilnejsi sistem, kar se kaze s pojavi flokulacije, flotacije, sedimentacije, rastjo kristalov
ali nastankom pogace. Agregacija je omejena, ¢e imajo delci na povrSini elektri¢ni naboj

(izkazujejo zeta potencial).

Anizometri¢ni delci (v obliki ploscic ali iglic) lahko tvorijo velike flokule, ki vodijo do
zelo velike sedimentacijske prostornine. Prostor med rahlim ogrodjem zapolni disperzni

medij in prepreci nastanek pogace. (4)
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Sedimentacija je premosorazmerna s kvadratom polmera delcev, z razliko med gostotama
dispergirane faze in disperznega medija ter obratno sorazmerna z viskoznostjo disperznega

medija. Hitrost sedimentacije opisuje Stokesova enacba:

2
v=2 r(p=p) Enacba 1

911,

v — hitrost sedimentacije /cm's™]

r — polmer suspendiranih delcev [cm]

p — gostota dispergirane faze [g-cm™]
po— gostota disperznega medija [g-cm™]

n, — viskoznost disperznega medija [Pas]

Sedimentacijo torej lahko upocasnimo, ce:
e 5o delci ¢im manjsi,
e jerazlika v gostoti med fazama ¢im manjSa oziroma

e povecamo viskoznost disperznega medija.

Idealno stanje, v katerem so delci enakomerno porazdeljeni in ne tvorijo agregatov, je
tezko dosegljivo, zato je pomembno, da se v primeru sedimentacije suspenzija z zmernim

stresanjem homogeno resuspendira. (5, 6)

Povecanje velikih delcev na racun majhnih je tudi ena od oblik nestabilnosti, ki izhaja iz
temperaturne fluktuacije ali Ostwaldove rasti. Zaradi omenjenega procesa lahko pride do
sprememb v distribuciji velikosti delcev in do sprememb v polimorfnih oblikah u¢inkovine.
Rast delcev je Se posebno pomembna, kadar je topnost uc¢inkovine odvisna od temperature.
Vzrok za Ostwaldovo rast so razlike v nasiceni topnosti v okolici delcev razli¢nih velikosti,
zato med njimi obstaja koncentracijski gradient. V taksnih sistemih je topnost manjSih
delcev vecja in ze majhno nihanje temperature povzroci rast kristalov. Pri poviSani
temperaturi se majhni delci u¢inkovine raztapljajo bolje in tvorijo prenasi¢eno raztopino.
Pri padcu temperature raztopljena ucinkovina iz prenasicene raztopine kristalizira na
povrsini obstojecih delcev. Tako vecji delci rastejo na racun manjsih. Gonilna sila procesa
je razlika v topnosti med malimi in velikimi delci, kot jo podaja naslednja zveza, poznana

kot Ostwald-Freundlichova enacba:



Diplomska naloga

ln&— cavald
S, 2303-R-T-p-r

Enacba 2

S, — topnost majhnih delcev s polmerom r /g-ml”]

S.. - topnost zelo velikih kristalini¢nih delcev (r — o) [g'ml”]
y — medfazna napetost delcev v topilu /N-m™]

¥ — molarni volumen trdnih delcev [I-mol”]

R — splosna plinska konstanta /N-m-mol”’-K™']

T — absolutna temperatura [K]

r — polmer delcev [cm]

p — gostota trdne snovi [g-cm™]

Rast kristalov (t.j. Ostwaldovo rast) lahko prepre¢imo z dodatkom polimerov, ki se

adsorbirajo na povrsino delcev.

Odvisnost topnosti od velikosti delcev pride do izraza Sele, kadar so delci nanometrskih
velikosti, t.j. manj$i od 1um. Pri vecini prahov v farmaciji, ki jih pridobivamo s klasi¢nimi

postopki, so delci znatno vecji od 1um, zato velikost delcev nima vpliva na topnost.

Delci izdelani z mletjem, ki imajo praviloma Siroko porazdelitev velikosti, so manj
primerni za pripravo suspenzij kot pa delci izdelani z obarjanjem, kjer je obicajno

porazdelitev velikost delcev ozja.

Fizikalna stabilnost disperzij je v veliki meri odvisna od uporabljenega stabilizatorja, ki
pomeni pregrado za prenos molekul dispergirane faze v kontinuirano fazo, kakor tudi

onemogoc¢i agregiranje pri priblizevanju delcev. (4, 6, 7)
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1.2 Nanosuspenzije

Alternativa pri oblikovanju tezko topnih zdravilnih u€inkovin, katerih topnost je manjsa od
200 pg/ml, je izdelava nanosuspenzij. V literaturi opisujejo taksne sisteme pod razli¢nimi
imeni: hidrosoli (Hydrosols), nanokristali in nanosuspenzije. Nanosuspenzije so koloidno
disperzni sistemi delcev u¢inkovine nanometrskih velikosti (1-1000 nm) v teko¢em mediju.
Poznamo vec nacinov izdelave nanosuspenzij. Med najpogosteje uporabljenimi so:

e obarjanje ucinkovine iz raztopine v netopilo. Med procesom obarjanja moramo
natan¢no nadzorovati rast delcev in jo omejiti z dodatkom povrSinsko aktivnih
snovi, s ¢imer prepre¢imo nastanek delcev mikrometerskih velikosti. Metoda je
primerna za ucinkovine, ki so topne vsaj v enem topilu in da se to topilo mesa z
netopilom. Ni primerna za ucinkovine, ki so hkrati tezko topne v vodi in v
organskih topilih.

e izdelava suspenzije z dispergiranjem praskaste zdravilne ucinkovine v raztopino
povrSinsko aktivnih snovi. Nastalo suspenzijo obifajno meljejo s krogliénim
mlinom.

e izdelava suspenzije z dispergiranjem praskaste zdravilne u€inkovine v raztopino
povrsinsko aktivnih snovi ter homogeniziranjem s homogenizatorjem pod visokim

tlakom. (3, 4)

Bistvene prednosti nanosuspenzij pred klasi¢nimi farmacevtskimi oblikami so:
e povecana topnost,
e povecana hitrost raztapljanja in

e adhezivne lastnosti delcev nanometrskih velikosti.

Optimalno velikost delcev v nanosuspenziji dolo¢imo glede na vrsto ucinkovine
(terapevtsko podrocje) in glede na zelene biofarmacevtske lastnosti. Kadar je zazelena
velika hitrost raztapljanja, so primerni delci v obmoc¢ju od 100 do 200 nm. Kadar pa je
zazelen podaljSan Cas raztapljanja (npr. mukoadhezivne nanosuspenzije), so primerni delci

iz zgornjega dela nanometrskega obmocja npr. od 800 do 1000 nm.
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Zelena velikost delcev in porazdelitev velikosti oz. PI pa je odvisna tudi od predvidenega
nacina aplikacije (peroralno, i.m., i.v., s.c.). Za intravensko dajanje in ciljno dostavo
ucinkovine v celice mononuklearnega fagocitnega sistema (MPS) so primernejsi vecji delci,
saj le tako prepre¢imo, da bi se delci uc¢inkovine ze popolnoma raztopili, preden bi sploh
dosegli makrofage. Poudariti je potrebno, da pravilo "manjSa velikost delcev, boljsi
izdelek" ne drzi vedno. NajprimernejSo velikost delcev je potrebno dolociti glede na
terapevtski namen uporabe. Za intravensko dajanje so primerni izdelki, ki vsebujejo 10 %
ali manj u¢inkovine, medtem ko so za nadaljnjo proizvodnjo (npr. granuliranje in izdelava

tablet) primernejSe nanosuspenzije z ve¢jo vsebnostjo uc¢inkovine. (3)

1.2.1 Povecana topnost

Topnost je definirana kot koncentracija raztopljene snovi v nasic¢eni raztopini pri doloceni
temperaturi. Poleg temperaturne je topnost odvisna tudi od velikosti delcev ucinkovine.
Odvisnost topnosti od velikosti delcev pride do izraza Sele, kadar so delci manjsi od 1 pm.
(4) Pri kristalinicnih u¢inkovinah je v farmaciji pomemben pojav polimorfizma. Gre za
razliéno razporeditev atomov in molekul v osnovni kristalni reSetki. Polimorfizem je
izrednega pomena, saj se polimorfi razlikujejo v topnosti, hitrosti raztapljanja in drugih
pomembnih lastnosti. Topnost je praviloma najvi§ja za polimorfno modifikacijo z najvi§jo

oo

vecjo hitrost raztapljanja. (5)

Zmanjianje velikosti delcev do mikrometrskih velikosti ne vpliva bistveno na topnost. Ce
pa zmanjSamo delce na tako majhno velikost, da je razmerje med povrSino delcev in
prostornino veliko, pa se lahko ravnotezna topnost spremeni. Molekule topljenca v
povrsinski plasti so v posebno visokem energijskem stanju, ki se razlikuje od energije
molekul v notranjosti delca oz. kristala, ker molekule Cutijo privlak sosednjih molekul, s
katerimi so obdane z vseh strani. Podobno kot molekule na povrSini tekocin imajo tudi
molekule na povrini trdnih snovi vigjo prosto energijo kot v notranjosti. Ce je velikost
delcev topljenca zmanjSana na obmocje velikosti nekaj molekulskih premerov, postane
oCitno, da je signifikanten delez molekul v razlicnem energijskem stanju. Do povecanja

topnosti ne pride samo zaradi povecanja povrsine, temve¢ tudi zaradi povecanja medfazne
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napetosti trdno/tekoce, ki je posledica poveCane ukrivljenosti povrSine majhnih delcev

(Slika 1). (4)

Ap =1/t Csy = Cay

| | [

ravna povriina vedji delec delec nm velikosti
{majhna ukrivljenost)  (vedja ukrivljenost)

1
| -

Slika 1: Povecanje t.i. tlaka raztapljanja kot posledice povecane ukrivljenosti majhnih
delcev; Ap — tlak raztapljanja, r — polmer delcev, Csym — koncentracija nasicene raztopine

mikrodelcev, Csy — koncentracija nasicene raztopine nanodelcev. (prirejeno po referenci 4)

Povecanje topnosti nanodelcev lahko razlozimo s Kelvinovo in Ostwald-Freundlichovo
enacbo. Kelvinova enacba opisuje parni tlak na meji med ukrivljeno povrsino kapljice in
plinom. Enacba, ki opisuje prehod molekul iz tekoc¢e faze (kapljica) v plinasto fazo, velja
tudi za prehod molekul iz trdne faze (delec ucinkovine) v tekoco fazo (raztopina). Parni
tlak v enacbi tako nadomestimo s tlakom raztapljanja. Parni tlak oz. tlak raztapljanja
naras€a z naraSCanjem ukrivljenosti povrSine, oz. z zmanjSevanjem velikosti delcev.

Kelvinova enacba, ki velja za delce suspendirane v nasieni raztopini: (8)

InSL=—=7""7 . (———) Enacba 3

S, S, —topnost delcev s polmerom r; oz. r, v vodnem mediju /; g-ml‘l ]
y - medfazna napetost kristalov /N-m™]

M — molekulska masa topljenca [g-mol”’]

k — Boltzmannova konstanta /7,38- 107 J K]

N — Avogadrovo $tevilo /6,02:10”-mol’]

T — absolutna temperatura /K]

p — gostota topljenca [g-cm™]
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1.2.2 Povecana hitrost raztapljanja

PoveCanje topnosti ima za posledico tudi poveCanje hitrosti raztapljanja. Hitrost

raztapljanja sferi¢nih delcev ucinkovine opisuje Noyes-Whitneyeva enacba:
A
—= -;-(cs —-c) Enacba 4

dc/dt — hitrost raztapljanja delcev uéinkovine /mol-I'-s']
D — difuzijski koeficient u¢inkovine / em’s']

A — povrsina delcev [em’]

h — debelina difuznega sloja [cm]

V' — prostornina //]

¢s — topnost u¢inkovine [mol-l’l ]

¢ — koncentracija u¢inkovine v okolnem mediju /mol-I"]

ZmanjSanje velikosti delcev ima za posledico ve¢jo povrsino in tanjsi difuzijski sloj okoli
delcev in s tem povecano povrSinsko specifi¢no hitrost raztapljanja. Socasno povecanje
nasicene topnosti ¢s in zmanjSanje difuzijske razdalje vodi v pove€anje koncentracijskega
gradienta (cs-c), kar poleg vecje specifi¢ne povrSine manjsih delcev Se dodatno prispeva k

vecji hitrosti raztapljanja. (4, 9)

1.2.3 Adhezivne lastnosti nanodelcev

Tretja prednost nanosuspenzij so boljSe adhezivne lastnosti delcev ucinkovine
nanometrskih velikosti. Povecanje adhezivnih lastnosti majhnih delcev v primerjavi z
grobimi delci lahko poenostavljeno razlozimo, ¢e upoStevamo, da se zaradi vecje stiCne
povrsine izboljSajo medsebojne interakcije med delci. Primer iz vsakdanjega Zivljenja je
razlika med kristalnim sladkorjem in sladkorjem v prahu. Ce pecivo potresemo s kristalnim

sladkorjem bo le-ta spolzel s peciva, medtem ko bo sladkor v prahu ostal na njem.
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Boljse adhezivne lastnosti delcev uc¢inkovine nanometrskih velikosti lahko izkoris¢amo za
izboljSano peroralno dostavo tezko topnih ucinkovin in s tem povecano biolosko
uporabnost. Delci zaradi svojih lastnosti ostanejo dalj ¢asa v stiku s steno GIT. Cas stika pa
lahko Se dodatno podaljSamo s kombinacijo z mukoadhezivnimi polimeri (npr. hitosan,
carbopol). Povecana adhezivnost pa ima lahko tudi neugodne stranske ucinke, saj lahko

povzroc€i npr. nastanek razjede na sluznici. (4, 10)

1.2.4 Nacini izdelave nanosuspenzij

1.2.4.1 Obarjanje ucinkovine iz raztopine v netopilo

Nanosuspenzije lahko pripravljamo z asociacijo molekul v koloidne delce pri meSanju
raztopine z netopilom. Pri tem mora biti u¢inkovina topna v dolocenem topilu, ki pa se
mesSa z netopilom (voda), v katerem ucinkovina ni topna. Na ta nafin ne moremo
oblikovati ucinkovin, ki niso topne niti v organskih topilih, niti v vodi. Proces obarjanja
mora biti dobro nadzorovan, nastale nanodelce pa je potrebno stabilizirati, da preprec¢imo
tvorbo mikrodelcev. Velikost nastalih delcev ucinkovine pri obarjanju je obratno
sorazmerna s topnostjo ué¢inkovine v mediju za obarjanje. V raziskavah so dokazali, da so
za ta nadin priprave primerne le tiste u¢inkovine, katerih topnost v vodi je manjsa kot 10-
10 mol/l. Ce se pri tem obarjanju posreéi v trenutku tako porazdeliti raztopino uginkovine
v organskem topilu v mediju za obarjanje, da se vsi delci skoraj isto¢asno oborijo, lahko

pricakujemo relativno enako velikost delcev. (4)

V literaturi zasledimo razlicne metode, ki temeljijo na izhodnem dvofaznem sistemu. Pri
uporabi organskega topila z nizkim vreliS¢em in neznatno topnostjo v vodi kot dispergirane
faze o/v emulzijskega sistema lahko obarjanje udinkovine in nastanek nanosuspenzije
dosezemo enostavno z odparevanjem topila (npr. EPAS — Evaporative Precipitation into
Aqueous Solutions). Kadar pa uporabimo organsko topilo, ki se delno mesa z vodo, lahko

dosezemo obarjanje ucinkovine iz emulzije tipa o/v z metodo razredéevanja. (11)
Obarjanje ucinkovine v vodni raztopini z odparevanjem topila (EPAS) je tehnologija

izdelave delcev teZko topne ucinkovine nano- in mikrometrskih velikosti prekritih s

hidrofilnim stabilizatorjem s ¢imer pospeSimo hitrost raztapljanja uc¢inkovine. U¢inkovino
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najprej raztopimo v organskem topilu z nizkim vreliS¢em (npr. diklorometan). To
raztopino nato ¢rpamo skozi cev, kjer se pri povecanem tlaku segreje nad temperaturo
vrelisca organskega topila, in jo skozi fino Sobo razprSujemo v segreto vodno fazo. Hitro
odparevanje organskega topila povzroci prenasic¢enje in obarjanje ucinkovine. Stabilizator,
ki optimizira nastanek delcev in jih stabilizira, lahko dodamo v organsko fazo, vodno fazo
ali v obe fazi. Soba je potopljena v vodno raztopino, da je zagotovljen hiter stik
nastajajocih delcev s hidrofilnim stabilizatorjem in da je prepreCena kristalizacija in rast

delcev uc¢inkovine. (12)

V laboratorijskem merilu lahko nanosuspenzije pripravimo enostavno s hitrim meSanjem
(npr. injiciranjem) raztopine ucinkovine v organskem topilu z vodo. Stabilizatorje
raztopimo v ustrezni fazi glede na njihovo topnost. Za proizvodnjo vecjih koli¢in je
primerno mesanje v staticnem mesalu. To je ozka cev z dvema vstopoma in enim izstopom,
v katero so vgrajene ovire, ki povzroCijo nastanek turbulentnega toka. S pomocjo zobate
¢rpalke uvajamo v meSalno komoro raztopino ucinkovine in vode z ustreznim
stabilizatorjem v Zelenem masnem razmerju. Obe raztopini ponavadi filtriramo pred
vstopom Vv stati¢no mesalo skozi membranski filter. Metoda ima tudi Stevilne slabe strani.
Da dobimo delce z ozko porazdelitvijo velikosti, je potrebno natancno nadzorovati
nastanek in rast kristalov, kar pa ni tako enostavno. Velikokrat med procesom nastanejo
metastabilni, amorfni trdni delci, ki pa se pretvorijo v bolj stabilno kristalini¢no obliko. Se
bolj problematicen je proces rasti delcev, saj je spontan in tezZko kontroliran. Nenazadnje
moramo uporabljena organska topila ustrezno odstraniti, da ne presegajo toksikolosko

dopustnih mej v kon¢nem produktu. (4, 13)

1.2.4.2 Homogeniziranje pod visokim tlakom

Ucinkovino v obliki prahu dispergiramo v vodni raztopini stabilizatorja. Priporocljivo je,
da je zaCetna velikost delcev izhodne uc¢inkovine ¢im manjSa. Najbolje je, da je u€inkovina
predhodno  mikronizirana. Tako pripravljeno suspenzijo homogeniziramo s
homogenizatorjem pod visokim tlakom. Obi¢ajno izvajamo homogenizacijo pri tlakih 1000
do 1500 barov. Dolocene naprave lahko dosezejo tlake do 3000 barov. Pri prehodu
suspenzije iz cilindra v rezo se premer zmanjsa iz 3,0 cm na samo 25 pm, zato se hitrost

toka suspenzije izjemno poveca. Za nastanek nanosuspenzij v visokotlatnem

11
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homogenizatorju so pomembne kavitacijske sile. V skladu z Bernoullijevo enacbo se
dinami¢ni tlak poveca, istoasno pa se zmanjSa staticni tlak. V reZi se stati¢ni tlak zniZza
pod tlak vreliS¢a vode pri sobni temperaturi, zaradi ¢esar pricne voda vreti. Nastanejo
mehurcki vodne pare, ki implodirajo, ko suspenzija zapusti rezo in preide v obmocje
normalnega zra¢nega tlaka. Pojav imenujemo kavitacija. Sila kavitacije je dovolj velika, da
zdrobi delce ucinkovine. Dodaten drobilni u€inek nastopi zaradi visoke strizne napetosti v
rezi in zaradi trkov delcev (podobno kot pri mikronizaciji z zracnim tokom). V velini
primerov ne zadostuje, da suspenzijo homogeniziramo samo enkrat, temve¢ moramo
homogeniziranje ponoviti v ve¢ ciklih. Obi¢ajno zadostuje 3 do 10 do maksimalno 20

homogenizacijskih ciklov (Slika 2). (4)

f'-.

[ '-.-‘

10-15x T

1500 bar

suspenzija

Slika 2: Izdelava nanosuspenzij s homogenizacijo pod visokim tlakom

Velikost delcev, ki jih dobimo s homogeniziranjem pod visokim tlakom, je odvisna od
tlaka in Stevila homogenizacijskih ciklov, od vrste in koncentracije PAS, od koli¢ine

ucinkovine v suspenziji, ki jo homogeniziramo in od trdote kristalov same ucinkovine.

12
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Splosno velja, da se z narasCanjem tlaka in Stevila homogenizacijskih ciklov velikost
delcev zmanjSuje. Nastanek delcev tocno doloCene velikosti lahko dosezemo z ustrezno
izbiro tehnoloskih parametrov, kot so npr. tlak in Stevilo ciklov. Za vsako uc¢inkovino
obstaja dolo¢ena minimalna velikost delcev, ki jo lahko doseZzemo pri dolocenem tlaku.

Obicajno je delez u€inkovine v nanosuspenziji med 10 % in 20 %, lahko pa celo do 40 %.

Homogenizacijo ucinkovine s homogenizatorjem pod visokim tlakom lahko izvedemo v
vodni raztopini ali v nevodnih topilih oz. topilih z zmanjSano vsebnostjo vode. Obstaja pa
tudi proces, kjer gre za kombinacijo obarjanja uéinkovine, ki mu sledi visoko energijski

korak, najveCkrat homogenizacija. (14)

Prednost tovrstnega homogeniziranja je v zelo majhnem delezu mikrodelcev in moznost
kontinuirane proizvodnje v industrijskem merilu. V postopku priprave nanosuspenzij lahko
pride do spremembe kristalne oblike u¢inkovine tako, da se poveca delez ucinkovine v
amorfnem stanju ali se vsa ucinkovina pretvori v amorfno stanje. DeleZ uc¢inkovine, ki
preide v amorfno stanje med procesom homogenizacije pod visokim tlakom je odvisen od

tehnoloskih parametrov, nanj pa vpliva tudi trdota same u¢inkovine. (4)

1.2.4.3 Mokro mletje v krogliénem mlinu

Konvencionalne tehnike izdelave drobnih delcev so suho mletje — mletje v zranem toku
(mikronizacija) ali mokro mletje v kroglicnem mlinu. Z mletjem v zratnem toku dobimo
populacijo delcev s Siroko porazdelitvijo velikosti med 0,5 pm in 30 pum, pri ¢emer je le
majhen delez delcev pod 1 um. Nanodelce lahko dobimo le s frakcioniranjem (npr. Field
Flow Fractionation). Proces mletja je v osnovi mnogo lazje nadzorovati kot proces
obarjanja ucinkovine, kar je prednost tega postopka. Slabe strani te tehnologije so nizek

izkoristek in tehnicne tezave v proizvodnem merilu.

Z mokrim mletjem upraSene ucinkovine v krogliénem mlinu dobimo relativno visoke
1zkoristke. Slabost tega postopka mletja je, da je postopek nekontinuiran in lahko traja vec¢
dni, pride pa lahko tudi do obrabe kroglic. Najpogosteje se uporabljajo steklene kroglice ali

kroglice iz cirkonijevega oksida. V nasprotju z i.v. farmacevtskimi oblikami material
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kroglic za mletje pri peroralnih farmacevtskih oblikah ne povzroca problemov, ker je

relativno netoksi¢en in se mikrodelci kroglic ne absorbirajo iz prebavnega trakta.

Postopek mletja poteka tako, da pripravimo suspenzijo ucinkovine v vodni raztopini
stabilizatorja in jo nato meljemo v kroglicnem mlinu s kroglicami. Posodo mlina
napolnimo s kroglicami (obiajno od 15 do 35 % prostornine bobna) in s suspenzijo
(priblizno 10 % prostornine posode). Za drobno mletje uporabljamo nizkoenergijske mline
z manj$im $tevilom obratov, kjer se delci drobijo zaradi sile trenja. Grobo mletje dosezemo
v glavnem z udarjanjem pri vi§jih hitrostih mlina. Paziti moramo, da meljemo pri hitrosti,
ki je bistveno niZja od kriticne hitrosti (npr. 50 % kriti¢ne hitrosti). Kriti¢na hitrost je
definirana kot hitrost rotacije posode, pri kateri pride do ucinka centrifugalne sile. Kroglice
oz. medij, ki ga meljemo, se zaradi centrifugalne sile prilepijo na steno in drobilni u¢inek
izgine. U¢inek mletja je odvisen od Stevilnih faktorjev: od materiala in velikosti kroglic,
deleza kroglic in suspenzije v posodi, hitrosti in Casa mletja, odvisen pa je tudi od
ucinkovine in izbranega stabilizatorja. V poskusih je trajalo mletje v kroglicnem mlinu
priblizno 4 dni, da so dobili delce manjSe od 400 nm. Na splosno je prislo do znatnega
zmanjSanja velikosti delcev v prvih 24 urah. Nadaljnji u€inek mletja je bil odvisen od vrste

ucinkovine in uporabljenega stabilizatorja. (4)

Nastale nanosuspenzije lahko pretvorimo v dolgotrajno stabilno obliko s suSenjem z
razprSevanjem. Pri tem raztopimo 10 % laktoze ali 5 % manitola, ki lo¢i delce
nanosuspenzije med procesom susenja. Tako posusen vzorec je ob primernem shranjevanju
obstojen ve¢ let. Pri ponovnem dispergiranju v vodi nastane izotoni¢na raztopina. Uporaba
postopka suSenja z razprSevanjem se izplaca le v velikem merilu, v majhnem merilu pa je
za odstranitev disperznega medija bolj primeren postopek liofilizacije. Pred liofilizacijo v
nanosuspenziji raztopimo 5 % manitol, ki med procesom liofilizacije deluje kot

krioprotektant.
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1.2.5 Vrednotenje nanosuspenzij

Za vrednotenje nanosuspenzij so pomembni naslednji parametri:
e velikost in porazdelitev velikosti delcev,
e zeta potencial delcev,
e kristalini¢nost,

e topnost in hitrost raztapljanja.

Za nanosuspenzije z modificirano povrSino delcev so pomembni tudi naslednji parametri,
ki nam dajo jasno sliko glede obnaSanja delcev in vivo:

e adhezivne lastnosti delcev (v primeru mukoadhezivnih delcev),

e hidrofilne/lipofilne lastnosti povrSine delcev,

e interakcije delcev s proteini v telesu. (3)

1.2.5.1 Velikost in porazdelitev velikosti delcev

Z merjenjem velikosti delcev vrednotimo njihovo velikost, agregacijo in rast kristalov. Za
ugotavljanje velikosti delcev obstajajo Stevilne metode, ki se med seboj razlikujejo po
principu merjenja, merilnem obmocju, potrebni koli¢ini vzorca in nacinu njegove priprave.
Osnova metod so razli¢ne lastnosti delcev, ki jih izkoriS¢amo za merjenje njihove velikosti

(npr. mehanske, opti¢ne, elektronske). (15)

Merilo za Sirino distribucije velikosti delcev je polidisperzni indeks (PI), ki ima vrednosti
od 0 do 1. Bolj kot je PI blizu 0, bolj je monodisperzna porazdelitev. Porazdelitev velikosti

delcev v disperziji je osnovni standard kontrole kakovosti farmacevtskih suspenzij. (4)

Fotonska korelacijska spektroskopija

Povpre¢no velikost in porazdelitev velikosti delcev nanometrskih velikosti obicajno
dolo¢amo z metodo fotonske korelacijske spektroskopije (Photon Correlation Spectroscopy
— PCS). Metoda omogoc¢a merjenje velikosti delcev v obmocju od 3 nm do 3 pm. V tem
obmodju izkazujejo delci znatno Brownovo gibanje zaradi trkov z molekulami topila, kar

povzroCi nihanje v jakosti sipanja svetlobe. Zaradi nakljucnosti gibanja je zgornja meja
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velikosti delcev, ki jih s to metodo Se lahko merimo, omejena s sedimentacijo delcev, ta pa
je odvisna od velikosti delcev, kot tudi od razlike v gostoti delcev in medija. Pri merjenju s
PCS je zelo pomembno, da vzdrzujemo doloceno temperaturo, saj so od nje odvisni hitrost
gibanja delcev, gostota in viskoznost medija. Prednosti PCS metode so enostavna priprava
vzorca, hitra meritev in ucinkovitost. Problem te metode je v tem, da je za meritev
potreben razredCen sistem in je velikokrat potrebno razredcevanje, kar ima za posledico

spremembo sistema, ter da so delci sfericni.

Laserska difraktometrija

Laserska difraktometrija (Laser Diffractometry — LD) se uporablja za merjenje velikosti
delcev v mikrometrskem obmocju ali agregatov nanodelcev ucinkovine. Temelji na
merjenju sipanja laserske svetlobe, ko ta zadene delec. Merilno obmocje je odvisno od
uporabljene opreme in se giblje od 0,05 — 80 um do najve¢ 2000 um. Rezultati LD metode
so volumski podatki, znacilni parametri so premeri 50, 90, 95 in 99 % (t.j. premer 99 %
pomeni, da je v 99 % volumna velikost delcev pod dano velikostjo v mikrometrih). (3, 4)

Tudi pri tej metodi predpostavimo, da so delci sfericni.

Coulter counter metoda

Za nanosuspenzije, ki so namenjene intravenski uporabi, je pomembna analiza velikosti
delcev s Coulterjevim Stevcem (Coulter counter). V nasprotju z lasersko difraktometrijo,
pri kateri nam rezultati podajo le relativno porazdelitev velikosti delcev, nam analiza s
Coulterjevim Stevcem daje absolutne rezultate (t.j. absolutno Stevilo delcev v dolo¢enem
volumnu za dolocen velikostni razred). Za intravenske injekcije je vsebnost delcev ve¢jih
od 5 um nevarna, zato ne smejo biti prisotni. Zavedati se moramo, da je premer najmanjSih
kapilar v organizmu 5-6 pm, zato lahko delci vecji od 5 um povzrocijo zamasitev kapilar
in embolijo. (3) Metoda temelji na spremembi prevodnosti, ko delec potuje med
elektrodama. Takrat se namre¢ prevodnost zmanjSa. Na volumen oz. velikost delca je

mozno sklepati iz povrSine spremembe signala. (16)

Elektronska mikroskopija
Velikost delcev lahko dolo¢imo tudi z elektronsko mikroskopijo. Uporabljamo predvsem
tri vrste elektronske mikroskopije: vrsticna elektronska mikroskopija (Scanning Electronic

Microscopy — SEM), transmisijska elektronska mikroskopija (Transmission Electronic
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Microscopy — TEM) in mikroskopija na atomsko silo (Atomic Force Microscopy — AFM).
Vsaka od metod ima svoje specificnosti. TEM presvetli vzorec in omogoc¢a proucevanje
notranjosti sistema, SEM in AFM pa omogocata predvsem opazovanje povrSine. Prednost
elektronske mikroskopije je, da nam poda poleg velikosti tudi obliko delcev,
pomanjkljivost pa je v zahtevni pripravi vzorca. Vzorec nanodelcev moramo najprej
posusiti v vakuumu, nanj napariti plast ogljika ali zlata s pomocjo katodne evaporacije v

enakomernem sloju priblizno 20 nm, nakar dobimo sliko po obsevanju z elektroni. (4, 17)

1.2.5.2 Naboj na povrsini delcev

Na fizikalno stabilnost dispergiranih delcev ima velik vpliv naboj na povrSini. Ta je lahko
posledica selektivne adsorpcije ionov iz disperznega medija ali ionizacije skupin na
povrsini (npr. — COOH, naboj je odvisen od pKa in pH). Gostoto naboja na povrsini delcev
ugotavljamo z merjenjem zeta potenciala. Ve¢ji naboj na povrsini daje vecji absolutni zeta
potencial, ki v fizikalnem smislu bolje stabilizira posamezni sistem. Zeta potencial je
definiran kot razlika med potencialom na povrSini delca mocno vezane plasti ionov in
elektronevtralnim obmoc¢jem v raztopini. Obi¢ajno ga dolo¢amo z elektroforezo, obstajajo
pa Se druge tehnike kot so: ultramikroskopsko opazovanje sipanja laserske svetlobe pri
premikanju nanodelcev, laserska Dopplerjeva anemometrija in uporaba AWPS
(Amplitude-Weighted Phase Structure Determination) metode. Pri elektroforezi merimo
hitrost gibanja nabitih delcev v elektricnem polju skozi teko€ino. S to metodo lahko
ocenimo vrsto naboja na delcih ter elektroforezno gibljivost delcev [(um/s)/(V/em)], ki je

povezana z nabojem na povrsini oz. zeta potencialom (mV).

Enacba 5

Enacba 6

u e — elektroforezna gibljivost delcev [(um/s)/(V/icm)]
v — hitrost gibanja delcev [um/s]
E —jakost elektricnega polja [V/em]
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¢ — zeta potencial delcev [V]
n — viskoznost disperznega medija pri temperaturi merjenja [kg/m’]

¢ — dielektricna konstanta disperznega medija pri temperaturi merjenja /As/Vm]

Za fizikalno stabilnost nanosuspenzij, ki so stabilizirane samo z elektrostatskimi odbojnimi
silami, mora biti zeta potencial absolutno vecji od £30 mV. Sistemi z vrednostmi zeta
potenciala med -5 mV in +5 mV veljajo za nestabilne. Pri sistemih, ki so stabilizirani tako
z elektrostati¢nimi kot s steri€nimi stabilizatorji, pa je za stabilen sistem zadostna vrednost

zeta potenciala £20 mV. (3, 6, 16)

1.2.5.3 Kristalini¢nost

Ugotavljanje kristalini¢nosti je pomembno zlasti pri u€inkovinah, ki imajo ve¢ polimorfnih
modifikacij. Stevilne u¢inkovine so lahko tako v kristalnem kot tudi v amorfnem stanju.
Polimorfizem je za farmacijo izrednega pomena, saj se polimorfi med seboj razlikujejo v
fizikalnih lastnostih, med katerimi sta najpomembnejSa topnost in hitrost raztapljanja.
Vecjo hitrost raztapljanja imajo modifikacije z vi§jo notranjo energijo, to so metastabilne
in nestabilne oblike. Amorfne oblike so sestavljene iz neurejeno razporejenih molekul, ki
ne sestavljajo znacilno urejene kristalne reSetke. Notranja energija in entalpija amorfne
oblike sta vi§ji kot pri kristalnih oblikah, prav tako pa sta vi§ji tudi Gibbsova prosta
energija in entropija. Amorfne oblike so po reoloskih lastnostih podobne trdni obliki, po
strukturnih pa teko¢inam. Zaradi termodinamske nestabilnosti (visoka notranja energija,
velika specificna povrSina) lahko amorfne oblike spontano prehajajo v kristalne med

tehnoloSkim procesom ali v €asu shranjevanja. (5)

Za dolocevanje kristalinicnosti nanodelcev se uporabljajo termoanalizne tehnike (npr.
diferen¢na termi¢na analiza, diferenc¢na dinamic¢na kalorimetrija) in rentgenska difrakcija.
Predvsem diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (DSC) je zelo primerna zaradi svoje
enostavnosti in cene izvedbe. Metoda temelji na primerjalnem nacinu merjenja. Vzorce
primerjamo z inertno substanco, ki v danem temperaturnem obmocju ne dozivi nobenih
sprememb. Referenca in vzorec imata ves Cas segrevanja enako temperaturo. Merimo

toplotno energijo, ki je potrebna, da med vzorcem in referenco ne pride do temperaturnih
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razlik, in je enaka toploti, ki se porablja ali spros¢a pri faznih prehodih v vzorcu. V
postopku priprave nanosuspenzij lahko pride do spremembe kristalne strukture u¢inkovine
tako, da se spremeni polimorfna oblika, se poveca delez u¢inkovine v amorfnem stanju ali
se ucinkovina popolnoma pretvori v amorfno stanje. Obseg prehoda lahko spremljamo z

DSC analizo ali rentgensko difrakcijo. (18)

1.2.5.4 Topnost in hitrost raztapljanja

Bistvene prednosti nanosuspenzij pred tradicionalnimi oblikami so povecana hitrost
raztapljanja, povecana topnost in adhezivne lastnosti nanosuspenzij. Zaradi teh prednosti
pride do spremembe lastnosti taks$nih pripravkov in vivo (profili krvnih koncentracij,
maksimalne koncentracije v plazmi, bioloska uporabnost). Dolocevanje hitrosti
raztapljanja je pomembno za vrednotenje nanosuspenzij v primerjavi s tradicionalnimi
oblikami ucinkovine (npr. grob prasek, mikroniziran produkt). Za ugotavljanje hitrosti

raztapljanja uporabimo preskus raztapljanja za trdne farmacevtske oblike. (3)

1.2.5.5 Hidrofobnost

Hidrofilne/hidrofobne lastnosti povrSine delcev vplivajo na in vivo porazdelitev
ucinkovine v posamezne organe. Hidrofobnost povrsin nanodelcev ugotavljamo v vodnem
disperznem mediju. Najveckrat uporabljene metode so merjenje stinega kota, uporaba
posebne modificirane kromatografije za merjenje hidrofobnih interakcij (Hydrophobic
Interaction Cromatography — HIC), v zadnjem casu pa uporabljamo tudi metodo inverzne
plinske kromatografije. Hidrofobnost povrs$ine nanodelcev nam kaZze na stopnjo vezave

plazemskih proteinov na delce. (3, 16)

1.2.5.6 Interakcije delcev s proteini v telesu

Vrsta in koli¢ina plazemskih proteinov, ki se adsorbirajo na nanodelce po i.v. dajanju
nanosuspenzije, je kljucni dejavnik, ki doloca porazdelitev uCinkovine v organe. Za

ugotavljanje adsorpcije proteinov na nanodelce ucinkovine uporabljamo modificirano
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dvodimenzionalno poliakrilamidno gelsko elektroforezo (2D-PAGE). Vrsto in koli¢ino
proteinov, ki se v dolo¢enem ¢asu adsorbirajo na nanodelce uc¢inkovine ugotavljamo tako,
da nanodelce ucinkovine inkubiramo s plazmo ali serumom. Lahko pa uporabimo plazmo

ali serum zivali, katerim smo predhodno i.v. injicirali nanosuspenzijo.

Obstajajo dolocene povezave med adsorpcijo proteinov na nanodelce ucinkovine in
porazdelitvijo le-teh v organe (npr. privzem v celice mononuklearnega fagocitnega sistema,
cirkulacija delcev v krvi, privzem delcev v kostni mozeg, dostavljanje ucinkovine v
mozgane). Na osnovi poznanih povezav med adsorpcijo proteinov in porazdelitvijo v

organe lahko pripravimo nanosuspenzije za ciljno dostavo uc¢inkovine. (3)

1.2.6 Stabilnost nanosuspenzij

Nanosuspenzije morajo imeti ustrezno kemijsko, fizikalno in mikrobiolosko stabilnost, da
so primerne za farmacevtsko uporabo. Kriterij za fizikalno stabilnost je odsotnost
aglomeracije in zanemarljiva rast kristalov. Najbolj kriti¢na je velikost delcev. Maksimalno
fizikalno stabilnost nanosuspenzij lahko doseZemo, ¢e kar se da poenotimo velikost delcev.
Povprecna velikost delcev in delez delcev mikrometrskih velikosti v nanosuspenziji sta
odvisna od proizvodnih parametrov. V primeru homogeniziranja pri visokem tlaku sta taka
dva proizvodna parametra, ki vplivata na kakovost izdelka, tlak in Stevilo
homogenizacijskih ciklov. Velikost in oblika delcev pa sta odvisni tudi od lastnosti same
ucinkovine in stabilizatorja. Kadar nanosuspenzije po izdelavi niso stabilne, jih lahko
pretvorimo v stabilno stanje s postopkom suSenja z razprSevanjem ali z liofilizacijo. Za
takSen postopek so zazelene nanosuspenzije z vsaj 10 % vsebnostjo ucinkovine, da se
izognemo odstranjevanju velikih koli¢in vode. Za izdelavo i.v. nanosuspenzij moramo
izbrati postopek, ki omogoca izdelavo nanosuspenzij v asepti¢nih pogojih, ali pa mora

nanosuspenzija prenesti kon¢no sterilizacijo.
Vsaki nanosuspenziji moramo zagotoviti stabilnost glede fizikalnih lastnosti (agregacija,

velikost delcev) in mikrobioloske kakovosti v Casu roka uporabnosti pri dolo¢enih pogojih

shranjevanja. (4, 19)
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1.2.7 Obnasanje nanosuspenzij in vivo

Glavni kriteriji za oceno nanosuspenzij in vivo so:
e obseg in hitrost absorpcije (AUC), bioloska uporabnost,
e maksimalen dosezen nivo v krvi (tmax 1N Crax),
e ponovljivost krivulje koncentracije v krvi,
e terapevtska ucinkovitost,

e obseg stranskih u¢inkov.

Poudariti je potrebno, da kratek tp,. ali visok cpax, nista vedno zazelena. Bioloska
uporabnost zdravilnih ucinkovin po peroralnem dajanju nanosuspenzij se poveca zaradi
povecanja koncentracijskega gradienta med svetlino prebavnega trakta in krvjo ter zaradi
adhezije delcev na Crevesno steno. (4) Adhezivnost delcev ucinkovine nanometrskih
velikosti je posebno pomembna, saj izboljSa biolosko uporabnost in zmanjs$a variabilnost
absorpcije uéinkovine. Ce modificiramo povr§ino delcev ué¢inkovine z mukoadhezivnimi

polimeri, lahko Se dodatno povecamo bioloSko uporabnost. (3)

Za izdelavo nanodelcev z ustreznimi povrsSinskimi lastnostmi lahko uporabimo v procesu
proizvodnje doloCene povrSinsko aktivne snovi ali polimere kot stabilizatorje. Kadar tak
postopek ni mogo¢ (npr. premajhen stabilizacijski ucinek), lahko dodamo povrSinske
modifikatorje k Ze izdelani nanosuspenziji. Glede na njihovo afiniteto do povrSine delcev
se bodo adsorbirali in spremenili povrSinske lastnosti delcev. Spremembo lastnosti
povrsine delcev lahko spremljamo z merjenjem fizikalnih parametrov npr. merjenje naboja

na povrsini delcev (zeta potencial) ali analiza hidrofobnosti povrsine delcev (HIC). (3)

Poskusi na miSih, ki so jim intravensko injicirali nanosuspenzije citostatikov, so pokazali
vecjo ucinkovitost doloCenih protitumornih u¢inkovin v obliki nanosuspenzij. Ugotovili so
tudi, da lahko v primeru nanosuspenzij povecamo odmerek dispergirane zdravilne
ucinkovine, ne da bi se pri tem bistveno povecala akutna toksi¢nost, zmanjSala telesna teza

in ne da bi priSlo do patoloskih sprememb na organih. (4)
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1.2.8 Farmacevtske oblike z nanosuspenzijami

Nanosuspenzije lahko vgradimo v razlicne farmacevtske oblike. Nanosuspenzije v
dermatikih izboljSajo prodiranje ucinkovine v kozo, saj se poveca nasi¢ena topnost. V
primeru ocesnih kapljic se podaljSa zadrzevanje ucinkovine na o€esu zaradi adhezivnih
lastnosti. Vodne nanosuspenzije, ki jim dodamo sredstvo za povecanje viskoznosti ali
pripravimo gel, lahko uporabimo oralno (nanos v usta s Copicem). Zelo Siroko uporabo pa
nudijo peroralne farmacevtske oblike, kjer lahko nanosuspenzijo vgradimo v tablete, pelete
ali kapsule. Nanosuspenzijo posuSimo z razprSevanjem ali z liofilizacijo ali pa jih
neposredno vgradimo v postopku granuliranja ali peletiranja. Kapsule lahko napolnimo z
nanosuspenzijo v nevodnem mediju. Nanosuspenzije nudijo tudi moznost parenteralne
uporabe, zlasti v obliki intravenskih injekcij. Pomembno podrocje razvoja pa predstavljajo

nanosuspenzije za dostavo u¢inkovin v pljuca. (4)

Najbolj naraven in pacientu najprijaznejSi na¢in jemanja zdravila je peroralna aplikacija.
Bioloska uporabnost in u¢inkovitost zdravila po peroralni aplikaciji sta odvisni od topnosti
in absorpcije v gastrointestinalnem traktu. In vitro visoko ucinkovite, a tezko topne
ucinkovine, se in vivo niso obnesle, saj je njihova majhna topnost omejevala proces
absorpcije, zato v organizmu niso dosegle terapevtskih koncentracij. Enostaven primer, ki
odraza problem tezke topnosti v kombinaciji z nizko absorpcijo je zdravilna u€inkovina
atovakon. Atovakon se kot antibiotik uporablja peroralno v treh odmerkih po 750 mg.
Razlog uporabe tako visokih odmerkov je v nizki absorpciji — samo 10-15 % odmerka.
MozZen nacin izboljSanja bioloSke uporabnosti atovakona je povecanje hitrosti absorpcije z
oblikovanjem nanosuspenzije. Peroralna uporaba uc¢inkovine v obliki nanosuspenzije je

ucinkovita tudi zaradi visoke adhezivnosti delcev u¢inkovine.

Peroralna aplikacija tezko topnih ucinkovin v obliki nanosuspenzij ne predstavlja samo
pristopa za povecanje bioloSke uporabnosti, pa¢ pa tudi moznost ciljne dostave u¢inkovine
na mesto gastrointestinalne bakterijske ali parazitske infekcije. Tehnologija izdelave
nanosuspenzij je tudi obetajoC pristop za dostavo ucinkovin v kolon ter tako za terapijo

raka kolona, infekcij s helminti, vnetij v prebavnem traktu in drugih obolenj GIT. (3, 4)
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2 NAMEN DELA

Slaba topnost zdravilnih ucinkovin ostaja predmet raziskav Stevilnih farmacevtskih
tehnologov, saj nezadostna vodotopnost u¢inkovin omejuje zadostno biolosko uporabnost.
Razvoj novih farmacevtskih oblik za povecanje topnosti in bioloSke uporabnosti v vodi

......

resitev.

Namen diplomske naloge je izdelava in vrednotenje nanosuspenzij s tezko topno
u¢inkovino z metodo homogenizacije v visokotlatnem homogenizatorju. U€inkovino v
obliki prahu bomo najprej dispergirali v vodni raztopini stabilizatorjev z meSalom visoke
hitrosti. Tako pripravljeno suspenzijo bomo homogenizirali s homogenizatorjem pod
visokim tlakom. Posledica potiskanja suspenzije skozi ozko rezo je nastanek nanodelcev.
Proucevali bomo vpliv razli¢nih stabilizatorjev (od povrSinsko aktivnih snovi do stericnih
stabilizatorjev) v razlicnih koncentracijah. V nalogi bomo ugotavljali vpliv tehnoloskih
parametrov (tlak in Stevilo homogenizacijskih ciklov) na nastanek in lastnosti
nanosuspenzij. Izdelane nanosuspenzije bomo vrednotili med posameznimi
homogenizacijskimi cikli in ob koncu procesa glede na velikost in porazdelitev velikosti
delcev in glede na naboj na povrsini delcev. Velikost in porazdelitev velikosti delcev
nanosuspenzije bomo spremljali z metodo fotonske korelacijske spektroskopije (PCS).
Velikost delcev bomo poleg PCS ovrednotili Se z metodo laserske difraktometrije (LD) in
vrsti¢ne elektronske spektroskopije (SEM). Naboj na povrsini delcev, ki bistveno vpliva
na stabilnost nanosuspenzij, bomo ugotavljali na principu laserske Dopplerjeve

elektroforeze.

Izdelane nanosuspenzije bomo ovrednotili z vidika stabilnosti, kjer bomo v odvisnosti od
¢asa in temperature shranjevanja spremljali velikost in porazdelitev velikosti delcev, naboj
na povrsini in razpadne produkte. Velikost delcev bomo poleg PCS ovrednotili Se z metodo

laserske difraktometrije (LD) in vrsti¢ne elektronske spektroskopije (SEM).
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Nanosuspenzije z najustreznejSimi stabilizatorji in izdelane pod najustreznejSimi
procesnimi pogoji bomo uporabili za izdelavo tablet. Ugotavljali bomo redisperzibilnost

nanosuspenzij iz tablet, kjer bomo spremljali velikost in porazdelitev velikosti delcev.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 Uporabljena uéinkovina

NDS
Modelna ucinkovina spada v skupino zdravilnih ucinkovin, ki se uporabljajo za
preprecevanje zavrnitve presajenih organov. S staliS¢a farmacevtske tehnologije je njena

najpomembnejsa lastnost zelo slaba topnost v vodi.

3.2 Uporabljene pomozZne snovi

Polisorbat 80 (Tween 80, polioksietilen-20-sorbitanmonooleat), Croda, USA

a+h+c+d =20

Polisorbat 80 je neionogena povrsinsko aktivna snov. Je zmes parcialnih estrov sorbitola in
njegovega anhidrida z maS¢obnimi kislinami (v glavnem z oleinsko kislino), ki nastanejo s
kopolimerizacijo z 20 moli etilenoksida na mol sorbitola in njegovega anhidrida.

Je oljnata rumena viskozna tekocina, viskoznost =~ 425 mPas (25°C), HLB 15,0; topna v
vodi in etanolu; netopna v rastlinskih oljih in mineralnem olju. Solubilizator, moc¢ljivec in
emulgator tipa o/v. V farmaciji se uporablja tako v izdelkih za peroralno, parenteralno in

topikalno dajanje. Je netoksi¢na in nedrazeca snov. (20, 21)

Poloksamer 188 (Lutrol F-68), BASF, Nemcija

CH, a=75-85,b=25-30
(8] o]
HO Q H
b
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Poloksamer je polioksietilen-polioksipropilen-ski kopolimer, ki spada med neionogene
povrsinsko aktivne snovi. Je v obliki belih, voskastih granul, brez vonja in okusa, je dobro
topen v vodi in etanolu. Talis¢e: 52-57°C, HLB 12-18. V farmaciji se najvec¢ uporablja kot
solubilizator in emulgator v intravenskih pripravkih. Poloksameri so varne, nedrazece
snovi, ki se uporabljajo v Stevilnih parenteralnih, peroralnih in topikalnih pripravkih. V

telesu se ne metabolizirajo. (20)
Natrijev lavril sulfat, Natrijev dodecil sulfat (Texapon K12), Cognis GMBH, Nemcija
CH;— ((CH3)10) — CH, — SO3" Na®

Natrijev lavril sulfat je anionska povrSinsko aktivna snov, ki se Siroko uporablja v
neparenteralnih farmacevtskih oblikah in kozmetiki. Je bel ali kremast do rahlo rumen
prasSek, rahlega vonja maScobnih snovi in grenkega okusa. Talisce: 204-207°C, HLB = 40.
Uporablja se kot detergent in mocljivec, v zadnjem Casu pa tudi v elektroforezi: SDS
(natrijev dodecil sulfat) poliakrilamidna gelska elektofotreza, ki se veliko uporablja za

analizo proteinov. (20)
Polivinilpirolidon (PVP, Kollidon, poli[1-(2-okso-1-pirolidinil)etilen]), ISP, Svica

CHy-CH,
HzC\“N Ly

\
H,C —CH
n

Sinteti¢ni polimer, ki nastane s polimerizacijo 1-vinil-2-pirolidinon-skih enot, kar ima za
posledico razlicno molekulsko maso. Okarakteriziran je z viskoznostjo v vodni raztopini,
ki jo izrazimo z K-vrednostjo. Je bel do kremasto-bel prasek, dobro topen v vodi, etanolu,
metanolu, prakticno netopen v mineralnem olju. V farmaciji se uporablja kot vezivo,
solubilizator za povecanje topnosti tezko topnih ucéinkovin v parenteralnih oblikah,
stabilizator in povecevalec viskoznosti v topikalnih in oralnih susupenzijah in raztopinah.

Je netoksicen, dokler se ne absorbira; na koZzi ne povzroca iritacije. (20)
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Hidroksipropilmetilceluloza (Pharmacoat), Shin-Etsu, Japonska

CH,OR QR

° o R=—H,—CH; ali

CH,
oR CHyoR ~CH, —C“H —O—]mH
Polsinteti¢ni polimer O-metil in O-(2-hidroksipropil) celuloze, ki se razlikuje glede na
viskoznost in stopnjo substitucije. Je bel do kremasto bel praSek, brez vonja in okusa,
topen v hladni vodi, netopen v etanolu, toda topen v meSanici vode in alkohola. V farmaciji
se uporablja v peroralnih, oCesnih in topikalnih pripravkih, kjer ima vlogo veziva,

stabilizatorja, je tudi sredstvo za oblaganje in povecanje viskoznosti. (22, 23)
Polietilenglikol (PEG, Carbowax), Clariant, Nemcija
HO - CH;, — (CH; — O — CH;)m — CH; — OH, kjer je m $tevilo oksietilenskih skupin.

Je polimer etilen oksida in vode. Bela ali brezbarvna trdna snov z voskastim videzom, z
rahlim, prijetnim vonjem. Topen v vodi, etanolu, diklormetanu, netopen v mas¢obnem in
mineralnem olju. Tali§ce: 55-63°C. V farmaciji se uporablja v Stevilnih peroralnih,
parenteralnih, topikalnih, ocesnih in rektalnih pripravkih. Vodne raztopine
polietilenglikolov se uporabljajo kot sredstvo za suspendiranje. Polietilenglikol 6000 pa

lahko uporabimo tudi kot mazivo pri tabletah. (20)

Polivinilalkohol (PVA), Fluka, Svica

Polivinilalkohol je sinteti¢ni vodotopni polimer s formulo (C,H40),, kjer je Stevilo n enot
razli¢no, s tem pa tudi viskoznost. Je prasek bele do kremaste barve, brez vonja, topen v

vodi, rahlo topen v etanolu, netopen v organskih topilih. Uporablja se v topikalnih in

oc¢esnih farmacevtskih pripravkih kot stabilizator, povecevalec viskoznosti in mazivo. (20)
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Laktoza, DMV international B.V., Nizozemska

CH.OH
CH,OH
HA  QH O H
/i : | 2™
OH H/~ -

H  HO /
H( y o N

y/ CH,OH

i
I OH {illl H

Laktoza je disaharid iz glukoze in galaktoze, ki se nahaja v mleku. Je bel do brezbarvni
prasek, brez vonja in rahlo sladkega okusa. Uporabljamo jo v kristalinicni ali
nekristalini¢ni obliki (»spray dried« laktoza). Slednjo uporabljamo predvsem za direktno
tabletiranje. V farmaciji se laktozo uporablja kot polnilo v tabletah in kapsulah ter kot

vezivo. (23)

Saharoza (sladkor), Zito Sumi d.o.o., Slovenija

CH,OH
H A 0. H OHHC 0 H
OH H o_KH o
OH CH,OH
¥ OH H

Saharoza je disaharid iz D-glukopiranoze in D-fruktofuranoze, ki jo dobimo iz sladkorne
pese ali sladkornega trsa. Je bel kristalini¢en praSek ali brezbarvni kristali, brez vonja in
sladkega okusa. Talisce: 160-186°C. V farmaciji je Siroko uporabna predvsem v oralnih in
peroralnih farmacevtskih oblikah. Sirup, ki vsebuje 50-67 w/w % saharoze, se uporablja
kot vezivo pri vlaznem granuliranju. Uporabljamo jo tudi kot sladilo in suho vezivo v

peroralnih farmacevtskih oblikah. (20)

Glukoza (dekstroza), DMV international B.V., Nizozemska

9]
HO

OH
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D-glukoza je monosaharid, ki jo pridobivamo s kislo hidrolizo Skroba. Brez vonja in
sladkega okusa, v obliki brezbarvnih kristalov ali belega kristalini¢énega prahu. Evropska
farmakopeja navaja glukozo v brezvodni (talis¢e: 146°C) in monohidratni (talis¢e: 83°C)
obliki. V farmaciji jo uporabljamo kot sladilo in kot vezivo ter polnilo pri vlaznem

granuliranju. Tablete, izdelane z glukozo, po dolo¢enem casu otrdijo. (23)

Manitol (Pearlitol), Roquette freres, Francija

OH '::II'I

HI:}P-\“TILT’J;\-" 2L

OH OH

Manitol pridobivamo s katalitsko ali elektrolitsko redukcijo monosaharidov manoze ali
glukoze. Je bel kristalini¢en prasek, brez vonja in sladkega okusa. Talisce: 166-168°C. V
farmacevtskih pripravkih ga uporabljamo kot polnilo. Je nehigroskopicen, zato je zlasti
primeren za uc¢inkovine, ki so obcutljive na vlago. V obliki granulata ga uporabljamo kot

sredstvo za direktno tabletiranje. (5, 23)

3.3 Uporabljena kemikalija, surovina

Metanol, Mallinckrodt Baker B.V., Nizozemska
Metanol ali metil alkohol (CH3OH) je brezbarvna, vnetljiva tekocina, ki gori z nesvetle¢im

modrikastim plamenom. Mesa se z vodo in alkoholom. Vrelis¢e: 64-65°C. (21)

Destilirana voda, Lek, Slovenija

3.4 Naprave za izdelavo in vrednotenje nanosuspenzij

Analitska tehtnica, XP 205, Mettler Toledo, Svica
Tehtnica, L 2200 P, Sartorius laboratory, Nemcija
Visokotla¢ni homogenizator APV Lab 40, APV, Nemcija

Visokotlatni Homogenizator Emulsiflex C3, Avestin, Kanada
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Zetasizer Nano ZS, Malvern, Velika Britanija

Aparatura za LD, Malvern Mastersizer S, Malvern, Velika Britanija
Vrsti¢ni elektronski mikroskop JEOL JSM-7001F, Jeol, Japonska
Tabletirka EK-O, Korsch, Nemc¢ija

Aparatura za merjenje trdnosti tablet HC 97, Kraemer, Nemcija
Vakuumski susilnik, Kambi¢, Slovenija

Vlagomer, Halogen Moisture Analyzer, HR73, Mettler Toledo, Nemcija
Magnetno mesalo, IKA, Nemcija

Ultrazvocna kadicka, 10R, Iskra, Slovenija

3.5 Izdelava nanosuspenzij

Nanosuspenzije smo izdelali z metodo homogenizacije v visokotlatnem homogenizatorju.
TezZko topno ucinkovino v obliki prahu smo dispergirali v vodni raztopini pomoZnih snovi

z magnetnim meSalom.
Najprej smo pripravili 100 g vodne raztopine pomoznih snovi v razli¢nih koncentracijah

(Preglednica I). Natehtali smo ustrezne koli¢ine pomozZne snovi in vode ter meSali z

magnetnim mesalom, dokler se pomozna snov ni v celoti raztopila.

Preglednica I: Sestava vodnih raztopin pomoznih snovi

Vodna raztopina Koncentracija | Pomozna snov (g) | Destilirana voda (g)
pomozne snovi

Polisorbat 80V 2,10% 2,10 97,90

PVP K-25 10,52 % 10,52 89,48
Poloksamer 188 10,52 % 10,52 89,48
Pharmacoat 603 5,26 % 5,26 94,74

PEG 6000 10,52 % 10,52 89,48

PVA 10-98 5,26 % 5,26 94,74
Laktoza 200 mesh 10,52 % 10,52 89,48
Texapon K12 2,10 % 2,10 97,90
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V 38 g vsake raztopine smo suspendirali 2 g NDS in postavili na magnetno mesalo, da je
nastala homogena disperzija. Tako pripravljene suspenzije smo homogenizirali v
visokotlaénem homogenizatorju pri razli¢nih tlakih in Stevilu homogenizacijskih ciklov.
Glede na razlicne pomozne snovi in glede na razlicne procesne parametre smo dobili 12

vzorcev (Preglednica II).

Preglednica II: Sestava in postopek homogenizacije posameznih vzorcev

Vzorec Sestava Postopek homogenizacije
Vzorec 1 38 22,10 % Polisorbat 80Vin2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov,
NDS 2 x 1000 barov, 1 x 1500 barov,

5 x 1500 barov,

10 x 1500 barov

Vzorec 2 38 22,10 % Polisorbat 80V in2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x

NDS 1000 barov, 1 x 1500 barov, 5 x 1500

barov, 10 x 1500 barov, 10 x 1600
barov, 10 x 1600 barov

Vzorec 3 38 22,10 % Polisorbat 80Vin2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 1 x
NDS 1000 barov, 5 x 1000 barov, 10 x
1000 barov
Vzorec 4 38 22,10 % Polisorbat 80Vin2 g 1 x 150 barov, 3 x 1500 barov, 6 x
NDS 1500 barov, 5 x 1800 barov, 10 x
1800 barov, 13 x 1800 barov, 17 x
1800 barov, 25 x 1800 barov
Vzorec 5 38 22,10 % Polisorbat 80V in2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
NDS
barov
Vzorec 6 38 210,52 % PVP K-25in 2 g NDS 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
barov
Vzorec 7 38 210,52 % Poloksamer 188 in2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
NDS
barov
Vzorec 8 38 g 5,26 % Pharmacoat 603 in 2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
NDS
barov
Vzorec 9 38 g 10,52 % PEG 6000 in 2 g NDS 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
barov

Vzorec 10 38 25,26 % PVA 10-98 in 2 g NDS 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
barov

Vzorec 11 38 g 10,52 % Laktoza 200 mesh in 2 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
o« NDS 1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500

barov
Vzorec 12 38 22,10 % Texapon K12 in2 g 2 x 150 barov, 2 x 500 barov, 2 x
1000 barov, 5 x 1500 barov, 5 x 1500
NDS
barov
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3.6 Dolocéanje velikosti delcev v nanosuspenziji

Priprava vzorca za meritev je dokaj enostavna: z ustrezno red¢enim vzorcem (v naSem
primeru smo 0,1 ml nanosuspenzije red¢ili z 1 ml vodne raztopine ustrezne pomozne snovi)
napolnimo kiveto. Kiveto vstavimo v aparaturo, ta pa nam preko racunalniske obdelave
poda povprecno velikost delcev in polidisperzni indeks (PI). Polidisperzni indeks je merilo
za Sirino distribucije velikosti delcev. Pred meritvijo smo aparaturo nastavili na Zelene
pogoje merjenja. Nastavili smo temperaturo pri kateri smo izvajali meritve, izbrali ustrezni
disperzni medij in ustrezno kiveto, v kateri smo izvajali meritve ter izbrali oz. vnesli
ustrezni refrakcijski indeks. V naSem primeru smo izvajali meritve pri temperaturi 25°C in
v polistirenski kiveti za enkratno uporabo, kot disperzni medij smo izbrali vodo, ker
podatka za viskoznost vodnih raztopin stabilizatorjev nismo poznali. Vrednost za

viskoznost ¢iste vode pri 25°C je Ze vnesena v aparaturo.

Velikost delcev smo poleg PCS metode dolocili Se z metodo laserske difraktometrije (LD)
in vrsticne elektronske spektroskopije (SEM). LD meritev smo izvajali v mali celici MS1 z
volumnom 120 ml v vodnem mediju pri 2000 obratov na minuto in z zatemnitvijo vec kot
10 %. Uporabljena leca je bila 300RF 0,05 — 900 um. SEM meritev pa smo izvedli tako, da

smo vzorec nanesli na grafitni trak in pomerili pri 2 kV.

3.7 Dolocanje zeta potenciala delcev v nanosuspenziji

Za merjenje zeta potenciala morajo biti vzorci ¢im bolj bistri, zato smo nanosuspenzijo
redCili z vodno raztopino ustrezne pomoZne snovi. V nasem primeru smo 0,05 ml
nanosuspenzije red¢ili z 2 ml vodne raztopine ustrezne pomozne snovi. Tako pripravljene

vzorce smo napolnili v polistirenske zvite kapilarne celice za enkratno uporabo.
Pred meritvijo smo aparaturo nastavili na zelene pogoje merjenja, ki so enaki kot za PCS

meritve, razlikujejo se le v vrsti celice. S celicami, ki smo jih uporabili za dolo¢anje zeta

potenciala delcev, smo dolocali tudi velikost in porazdelitev velikosti delcev.

32



Diplomska naloga

3.8 Spremljanje stabilnosti nanosuspenzij

Izdelane nanosuspenzije smo ovrednotili tudi z vidika stabilnosti. Velikost in porazdelitev
velikosti delcev ter zeta potencial delcev smo spremljali v naslednjih ¢asovnih intervalih: 1
dan po izdelavi, 3 dan, 5 dan, 1 teden, 2 teden, 3 teden, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 in 14
teden. Vzorce smo ves Cas shranjevali v hladilniku, pred pricetkom meritve pa smo jih
postavili na magnetno meSalo, da so se nanodelci ponovno redispergirali, ter jih za 2
minuti inkubirali v ultrazvoc¢ni kadic¢ki. Vzorce smo tudi shranjevali na temperaturi 25°C
ter na temperaturi 40°C. Vzorcem smo izmerili velikost in porazdelitev velikosti delcev ter
zeta potencial po 14 dneh, 1 mesecu in po 3 mesecih izpostavljanja omenjenim pogojem.
Pred meritvijo smo vzorce inkubirali 2 minuti v ultrazvoéni kadicki, da se delci
redispergirajo ter razbijejo morebitni agregati. Izvedli smo tudi HPLC analizo vzorcev
shranjenih v hladilniku ter na 25°C in 40°C in ugotavljali, koliko u¢inkovine je razpadlo.
Analizo smo izvedli z uporabo izokratske UPLC metode, kjer smo kot topilo uporabili

metanol, uporabljena kolona pa je bila Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 100 mm.

3.9 Izdelava granulata in tablet

Z izbranimi nanosuspenzijami smo izdelali tablete. Tablete smo izdelali s stiskanjem
granulata, ki smo ga pripravili s postopkom vlaZne granulacije. Granuliranje smo izvedli v
pateni, kjer smo 1 g izbrane nanosuspenzije enakomerno nakapljali na 8,5 g vodotopne
pomozne snovi in mesali s pestilom. Preskusili smo naslednje pomozne snovi:

e Laktoza suSena z razprSevanjem,

e [aktoza 200 mesh,

e Saharoza,

e Glukoza,

e Pearlitol 400 DC,

e Manitol,

e PEG 4000,

e Ludipress.
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Izdelan granulat smo nato presejali skozi sito z velikostjo por 0,5 mm in suSili v
vakuumskem suSilniku pri 60°C 15 min. Po kon€anem susenju smo izmerili vlago v vzorcu
pri 85°C v 15 minutah (IPS). Kadar je bila izguba vlage pri suSenju visja kot 2 %, smo
proces suSenja ponovili. Ustrezno posusen granulat smo stisnili v tableto. Za izdelavo
tablet smo uporabili tabletirko na udarec (ekscentri¢no tabletirko) in okrogle, bombirane
(R = 19 mm) pecate s premerom 10 mm. Izdelali smo tablete z maso 380 mg + 20 mg in

dveh razli¢nih trdnosti (najnizja trdnost okrog 20 N in najvi§ja trdnost okrog 250 N).

Ker je bil na§ granulat za tabletiranje brez pomoznih snovi, ki izboljSajo stisljivost in
pretoCnost tabletne mase, smo tabletiranje izvedli rocno. Ro¢no tabletiranje pomeni, da
smo roc¢no vsuli tabletno maso v matri¢no vdolbino in nato stisnili z ro¢no stiskalnico. Pri
stiskanju tablet se velikokrat sre¢amo s problemom lepljenja mase oz. tablet na peCate in
steno matrice. Da se izognemo omenjeni tezavi dodajamo zmesi za tabletiranje
antiadhezive (npr. magnezijev stearat), ki preprecujejo lepljenje tablete na pecate in lajSajo
lo¢evanje tablete od zgornjih in spodnjih pecatov. Antiadhezivi so praviloma tudi maziva,
ki zmanjSajo trenje med tableto in matrico. V nasem primeru granulatom nismo dodajali
antiahdezivov, pa¢ pa smo pred pricetkom tabletiranja peCate namazali z magnezijevim
stearatom. Razlog, zakaj nismo granulatu dodali magnezijevega stearata je v njegovi
netopnosti v vodi, kar bi vplivalo na kasnejSo dolocitev delcev v raztopini po raztapljanju

tablet.

Pred izdelavo tablet z ufinkovino NDS smo postopek izdelave preskusili z izdelavo
placebo tablet. Izvedli smo vlazno granuliranje v pateni, kjer smo 1 g precis¢ene vode
nakapljali na 8,5 g vodotopne pomozne snovi in mesali s pestilom. Nadalje smo postopali
tako, kot je opisano pri izdelavi tablet. Placebo tablete smo izdelali z namenom

spoznavanja samega postopka izdelave in ugotavljanja obnasanja snovi za tabletiranje.

3.10 Razpadnost/raztapljanje tablet

Izdelane placebo tablete in tablete z ucinkovino NDS smo raztapljali v destilirani vodi.
Najprej smo raztapljali placebo tablete izdelane iz razlicnih vodotopnih pomoznih snovi,

kjer smo ugotavljali, kako in v kolikSnem casu tablete razpadejo — se pomoZna snov
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raztopi. Nato smo pomerili velikost delcev pomozne snovi v nastali raztopini. Podatek je
pomemben s staliS¢a, da ugotovimo, koliko k Stevilu in velikosti izmerjenih delcev

prispeva pomozna snov.

S pomocjo podatkov pridobljenih iz raztapljanja placebo tablet smo se odlocili, da tablete z
nanosuspenzijo u¢inkovine raztapljamo po naslednjem postopku: tablete smo raztapljali v
50 ml ¢aSah s 25 ml destilirane vode in z magnetnim meSalom dolzine 2 cm. Velikost
delcev smo merili po 5 in 20 minutah meSanja na magnetnem meSalu pri hitrosti meSanja
med 3 in 4. Nato smo nastalo nanosuspenzijo inkubirali §e 2 minuti v ultrazvo¢ni kadicki

in ponovno pomerili velikost delcev.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Ovrednotenje nanosuspenzij

4.1.1 Dolocitev velikosti delcev

Nanosuspenzije smo izdelali z metodo homogenizacije v visokotlacnem homogenizatorju.
Pripravljene suspenzije ucinkovine v raztopini stabilizatorja smo homogenizirali pod
doloCenimi tlaki in pri razlicnem Stevilu homogenizacijskih ciklov ter nato pomerili

velikost delcev.

Povprecna velikost delcev in njihova porazdelitev pri homogenizaciji vzorcev 1 — 5 ter zeta
potencial so podane v Preglednicah III, IV, V, VI in VII, SEM slike vzorcev pa na Slika
3,Slika 4,Slika 5,Slika 6 in Slika 7.

Preglednica III: Povpre¢na velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 1 (38 g 2,10 %

Polisorbat 80V in 2 g NDS)

TLAK POVPRECNA Pl z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)
2x150 1854 0,532
2x500 1390 0,559
2x1000 910,7 0,570
1x1500 834,8 0,450
5x1500 638,8 0,463 . . .
T0x1500 468 4 0379 [ 117 Slika 3: SEM slika vzorca 1

36



Diplomska naloga

Preglednica IV: Povprecna velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 2 (38 g 2,10 %
Polisorbat 80V in 2 g NDS)

TLAK |[POVPRECNA| PI z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)
2x150 1870 0,528
2x500 1275 0,612
2x1000 843,8 0,515
1x1500 8729 0,462 Slika 4: SEM slika vzorca 2
5x1500 565,8 0,370
10x1500 468,5 0,375
10x1600 481,3 0,443
10x1600 455,8 0412 | -12.9

Preglednica V: Povpreéna velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 3 (38 g 2,10 %
Polisorbat 80V in 2 g NDS)

TLAK |POVPRECNA| PI z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 1876 0,814

2x500 1238 0,596

1x1000 935,1 0,478

5x1000 600,2 0,378 Slika 5: SEM slika vzorca 3
10x1000 499 5 0,263 | -13,2
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Preglednica VI: Povpre¢na velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 4 (38 g 2,10 %

Polisorbat 80V in 2 g NDS)

TLAK POVPRECNA PI z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)
1x150 1987 0,446
3x1500 1452 0,508
6x1500 1107 0,306
5x1800 986,7 0,478
10x1800 1095 0,547 Slika 6: SEM slika vzorca 4
13x1800 907,9 0,634
17x1800 947.9 0,534
25x1800 888,0 0,640 -14,3

Preglednica VII: Povpre¢na velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 5 (38 g 2,10 %

Polisorbat 80V in 2 g NDS)

TLAK POVPRECNA Pl z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 1367 0,492

2x500 1262 0,596
2x1000 924,0 0,455 Slika 7: SEM slika vzorca 5
5x1500 585,5 0,446
5x1500 783,1 0,636 -13,2

Vzorci 1 — 5 so izdelani z vodno raztopino Polisorbata 80V. Vzorce 1 — 3 smo izdelali z
APV Lab 40. Vzorec 1 smo izdelali z uporabo srednjih tlakov in dosegli velikost delcev
468,4 nm. Vzorec 2 smo izpostavili vi§jim tlakom homogenizacije in dosegli velikost
455,8 nm. Pri vzorcu 3 smo se odlocili za niZje vrednosti tlakov in dobili delce velike
499,5 nm. Trend kaze, da se velikost delcev ni bistveno znizala pri uporabi visokih tlakov,
prav tako se velikost delcev pri uporabi nizkih tlakov ni mo¢no povecala. Zakljuc¢imo
lahko, da sprememba tlaka znotraj testiranega obmocja in Stevilo ponovitev ciklov ne

vplivajo mo¢no na velikost kon¢nih delcev. NajmanjSa velikost, ki jo lahko doseZemo, pa
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je odvisna tudi od lastnosti ucinkovine, predvsem od njene trdnosti, kar je verjetno tudi

glavni dejavnik, ki dolo¢a minimalno velikost delcev v nasem primeru. (3)

Vzorec 4 smo homogenizirali s homogenizatorjem Emulsiflex C3, ki lahko doseze visje
tlake kot APV Lab 40. Pri homogenizaciji vzorca smo imeli nekaj tezav predvsem z
masenjem reze, zato smo vzorec redcili. Izdelali smo delce z velikostjo 888,0 nm, kar ni
bilo pricakovano. Glede na to, da smo uporabili visje tlake kot pri prejSnjih vzorcih, smo
pricakovali velikost delcev vsaj v razredu prej$njih meritev. Ker smo vzorec redcili je
verjetno prislo do manjSega Stevila trkov med samimi delci in manjSe gostote delcev na

obmocju kavitacije, kar je pripeljalo do zmanjSane ucinkovitosti mletja.

Z zvisevanjem tlakov in povecevanjem Stevila homogenizacijskih ciklov se velikost delcev
bistveno ni spremenila, zato smo se odlocili za srednje vrednosti tlakov in pri takih pogojih
izvedli homogenizacijo vseh nadaljnjih vzorcev. Tudi Miiller in drugi (3) navajajo, da se
homogenizacija obi¢ajno izvede pri tlakih 1000 do 1500 barov, v 3 do 10

homogenizacijskih ciklih, maksimalno do 20 ciklov.

Vzorec 5 smo izdelali na podlagi dognanih ugotovitev in dobili delce velike 783,1 nm.

Vzorec 6 vsebuje kot stabilizator Polivinilpirolidona K-25 (PVP), ki deluje kot steri¢ni
stabilizator. Tudi vzorec 8 vsebuje steri¢ni stabilizator in sicer Pharmacoat 603 (HPMC).
Obe vodni raztopini sta viskozni in stabilizatorja nista dovolj stabilizirala delcev, saj so se
delci zaceli zlepljati med seboj (Slika 8, Slika 10) in nastali so delci mikrometrskih
velikosti. Meritve z Zetasizerjem (Preglednica VIII, Preglednica X) niso ustrezne, ker je
Zetasizer primeren le za merjenje delcev pod 6000 nm. Bolj ustrezni so rezultati dobljeni z
LD. Velikost delcev z LD je bila: d(0,9) 4,41 um za vzorec 6 in za vzorec 8 2,69 um.

Omenjena stabilizatorja nista primerna za izdelavo delcev nanometrskih velikosti.

Za izdelavo vzorca 7 smo uporabili Poloksamer 188, ki je neionogena povrSinsko aktivna
snov in tudi stabilizira delce po principu steri¢ne stabilizacije. Povprecna velikost delcev
pomerjena z Zetasizerjem je bila 2600 nm (Preglednica IX), velikost pa smo pomerili Se z

lasersko difrakcijo in z elektronsko mikroskopijo (Slika 9). Velikost delcev z LD je bila
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d(0,9) 2,73 um. Zaklju¢imo lahko, da Poloksamer stabilizira delce, ne omogocCa pa

izdelavo delcev nanometrskih velikosti.

Preglednica VIII: Povpre¢na velikost in

porazdelitev velikosti delcev

pri
homogenizaciji vzorca 6 (38 g 10,52 % PVP

K-25in 2 g NDS)

TLAK POVPRECNA Pl z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)
2x150 7556 0,482
2x500 6355 0,007
2x1000 7698 0,389
5x1500 9566 0,250
5x1500 15780 0,444 | -0,0137

Preglednica 1X: Povpre¢na velikost in

porazdelitev velikosti delcev

pri
homogenizaciji vzorca 7 (38 g 10,52 %

Poloksamer 188 in 2 g NDS)

TLAK |[POVPRECNA| PI z.p.

(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 3941 0,350

2x500 3909 0,582

2x1000 3202 0,483

5x1500 2377 0,334

5x1500 2600 0,689 | -2,47
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Preglednica X: Povpre¢na velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 8 (38 g 5,26 %

Pharmacoat 603 in 2 g NDS)

TLAK POVPRECNA Pl z.p.
(bar) | VELIKOST (mV
(nm)
2x150 7650 0,280
2x500 7245 0,358
2x1000 5689 0,512
5x1500 10230 0,357
5x1500 12330 0190 | -3,13 | Slika 10: SEM slika vzorca 8

PVP, HPMC in Poloxamer so stericni stabilizatorji in ne omogoc¢ajo izdelavo delcev
nanometrskih velikosti, zato so bolj ustrezne meritve dobljene z LD metodo. Z lasersko
difrakcijo smo vsak vzorec pomerili dvakrat in sicer takoj in po 2 minutah meSanja. Pri
vzorcih stabiliziranih s Poloksamerom in s HPMC meSanje ni vplivalo na velikost delcev,
pri vzorcu stabiliziranem s PVP pa se velikost delcev po meSanju skoraj za polovico
zmanj$a, kar pomeni, da je priSlo do nastanka aglomeratov, ki smo jih z meSanjem razbili.
Med vsemi uporabljenimi je torej PVP najslabsi, saj se delci zlepljajo med seboj

(Preglednica XIV).

V nadaljevanju smo izdelali nanosuspenzije s steri¢nima stabilizatorjema PEG 6000
(vzorec 9), PVA 10-98 (vzorec 10) ter z laktozo (vzorec 11). V nobenem primeru niso
nastali delci nanometrskih velikosti. Pri vzorcu 10 je povprecna velikost delcev 32950 nm
(Preglednica XII), Ceprav z elektronsko mikroskopijo opazimo manjse delce (Slika 12). LD
meritev za vzorec 10 je bila d(0,9) 5,5 um, zato lahko z uposStevanjem elektronske
mikroskopije in LD zaklju¢imo, da je dejanska velikost delcev okrog 5 pum. Povprecna
velikost delcev pri vzorcu 9 je 20010 nm (Preglednica XI) in pri vzorcu 11 8641 nm
(Preglednica XIII). V obeh primerih smo z elektronsko mikroskopijo (Slika 11, Slika 13)
opazili, da so nastali veliki zlepljeni delci, torej uporabljena stabilizatorja nista zadostno
stabilizirala delcev. LD meritve so bile d(0,9) 12 um (vzorec 9) in 10 um (vzorec 11), ki pa

jih z meSanjem razbijemo.
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Pri vseh zgoraj omenjenih stabilizatorjih dobimo delce mikrometrskih velikosti, zato so
relevantni samo podatki pridobljeni z LD metodo. Velike aglomerate dobimo pri vzorcih
stabiliziranih s PEG in laktozo, ki jih z meSanjem razbijemo. Velike aglomerate smo
pricakovali, saj snovi nimata nekaksnih stabilizatorskih lastnosti. Pri PVA pa ne pride do
nastanka aglomeratov, torej so delci bolj stabilizirani, vendar ne dovolj, da bi nastali delci

nanometrskih velikosti (Preglednica XIV).

Preglednica XI: Povpre¢na velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri

homogenizaciji vzorca 9 (38 g 10,52 %

PEG 6000 in 2 g NDS)

TLAK |POVPREENA| PI z.p.

(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 7223 0,790

2x500 12530 0,584

2x1000 10930 0,099

5x1500 12010 0,093

5x1500 20010 0,213 | -4,95

Preglednica XII: Povprecna velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri
homogenizaciji vzorca 10 (38 g 5,26 % PVA
10-98 in 2 g NDS)

TLAK |POVPRECNA Pl z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 18390 0,511

2x500 18230 0,621

2x1000 20060 0,354

5x1500 16340 0,389

5x1500 32950 0,064 | 0,113 | Slika 12: SEM slika vzorca 10
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Preglednica

porazdelitev

XIII: Povprecna velikost in

velikosti

delcev

Laktoza 200 mesh in 2 g NDS)

pri
homogenizaciji vzorca 11 (38 g 10,52 %

POVPRECNA

TLAK PI z.p.

(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 4866 1,000

2x500 5563 0,449

2x1000 7051 0,547

5x1500 7324 0,042

5x1500 8641 0,070 | 4,63

Slika 13: SEM slika vzorca 11

Preglednica XIV: Velikost delcev (LD meritev) takoj in po 2 minutah meSanja (npr. d(0,1)

pomeni, da je v 10 % volumna vzorca velikost delcev pod dolo¢eno mejo)

d(0,1) | d(0,5) | d(0,9)
Vzorec (um) (m) | (um)
Vzorec 1 (Polisorbat 80V) 0,31 0,89 2,26 |takoj
0,31 0,85 1,9 po mesanju
Vzorec 2 (Polisorbat 80V) 0,29 0,59 1,19 |takoj
0,29 0,58 1,19 | po mesanju
Vzorec 3 (Polisorbat 80V) 0,36 1,22 2,61 |takoj
0,36 1,22 2,6 | po meSanju
Vzorec 4 (Polisorbat 80V) 0,75 2,2 4,54 |takoj
0,76 2,2 4,49 |po mesanju
Vzorec 5 (Polisorbat 80V) 0,36 1,0 2,15 |]takoj
0,39 1,03 2,11 | po mesanju
Vzorec 6 (PVP K-25) 0,97 3,93 7,37 |takoj
0,61 2,17 4,41 | po mesanju
Vzorec 7 (Poloksamer 188) 0,42 1,32 2,79 |takoj
0,44 1,31 2,73 | po mesanju
Vzorec 8 (Pharmacoat 603) 0,38 1,23 2,73 |takoj
0,41 1,24 2,69 |po mesanju
Vzorec 9 (PEG 6000) 0,82 6,63 12,66 |takoj
0,56 3,62 7,27 | po mesSanju
Vzorec 10 (PVA 10-98) 0,68 2,3 5,63 |]takoj
0,69 2,31 5,49 |po meSanju
Vzorec 11 (Laktoza) 0,87 4,43 10,8 |takoj
0,43 1,47 3,37 | po meSanju
Vzorec 12 (Texapon K12) 0,43 1,04 2,11 | takoj
0,41 1,02 2,08 | po mesanju
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Pri vzorcu 12 smo kot stabilizator uporabili anionsko povrSinsko aktivno snov Texapon
K12 in izdelali delce s povprecno velikostjo 554,6 nm (Preglednica XV). Z elektronsko
mikroskopijo vidimo, da so v vzorcu prisotni zelo majhni delci (tudi pod 500 nm) in tudi
malo vecji okrog 2000 nm (Slika 14), kar kaze, da je razpon velikosti delcev zelo Sirok, kar

potrjuje tudi relativno visok PI.

Preglednica XV: Povprecna velikost in
porazdelitev velikosti delcev pri

homogenizaciji vzorca 12 (38 g 2,10 %

Texapon K12 in 2 g NDS)
TLAK |POVPREGNA| PI z.p.
(bar) VELIKOST (mV
(nm)

2x150 4894 0,520

2x500 3661 0,484
2x1000 2453 1,000 EE— -
5x1500 987,1 0,740 Slika 14: SEM slika vzorca 12
5x1500 554,6 0,662 | -6,66

Najboljse rezultate (najmanjSe delce) smo dobili pri uporabi stabilizatorjev Polisorbat in
Texapon, kjer je bila povprecna velikost delcev okrog 500 nm, pri uporabi Poloksamera pa
je bila 2600 nm. Vsi ostali steri¢ni stabilizatorji — polimeri in laktoza so se izkazali kot

neustrezni za izdelavo nanosuspenzij s preskuseno zdravilno u¢inkovino.

Najveckrat uporabljena stabilizatorja za izdelavo nanosuspenzij sta neionogena povrSinsko
aktivna snov Polisorbat ter ionogena povrSinsko aktivna snov natrijev lavril sulfat
(Texapon), ki sta se tudi v naSem primeru izkazala kot najbolj primerna. Uporaba
polimerov pa ima nekaj omejitev. Pri polimerih kot so PVP, Pharmacoat, Poloksamer, PEG
je zelo pomembno, da je hidrofobna povrSina ucinkovine ¢im vecja, saj se nanjo
absorbirajo ti polimeri. Van Eerdenbrugh in drugi pa navajajo Se druge omejitve.
Pomembna je tudi koncentracija polimera. Pri PVA in Poloksameru dobimo boljSe
rezultate, ¢e uporabimo polimer s koncentracijo nad 50 %, kar pa vedno ni mogoce, saj s
povecanjem koncentracije naraste tudi viskoznost. Omenja pa tudi, da dobimo bolj stabilne
nanosuspenzije, ¢e uporabimo stabilizator, ki ima podobno povrSinsko energijo kot

uc¢inkovina. (26)
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4.1.2 Dolocitev zeta potenciala

Vsem vzorcem smo po koncani homogenizaciji poleg dolocitve velikosti in porazdelitve
velikosti delcev dolocili tudi vrednost zeta potenciala. Dobljene vrednosti so zbrane v

Preglednici XVI.

Preglednica XVI: Vrednosti zeta potenciala po homogenizaciji vzorcev

Vzorec Stabilizator Koncentracija Zeta potencial (mV)
Vzorec 1 Polisorbat 80V 2,10 % -11,7
Vzorec 2 Polisorbat 80V 2,10 % -12,9
Vzorec 3 Polisorbat 80V 2,10 % -13,2
Vzorec 4 Polisorbat 80V 2,10 % -14,3
Vzorec 5 Polisorbat 80V 2,10 % -13,2
Vzorec 6 PVP K-25 10,52 % -0,0137
Vzorec 7 Poloxamer 188 10,52 % -247
Vzorec 8 Pharmacoat 603 5,26 % -3,13
Vzorec 9 PEG 6000 10,52 % -4,95
Vzorec 10 PVA 10-98 5,26 % 0,113
Vzorec 11 Laktoza 10,52 % 4,63
Vzorec 12 Texapon K12 2,10 % - 6,66

Absolutno vecji zeta potencial v fizikalnem smislu bolj stabilizira posamezni sistem. Za
fizikalno stabilnost nanosuspenzij mora biti zeta potencial absolutno ve¢ji od £30 mV.
Sistemi z vrednostmi zeta potenciala med -5 mV in +5 mV veljajo za nestabilne. Pri
sistemih, ki so stabilizirani tako z elektrostati¢nimi kot s stericnimi stabilizatorji, pa je za
stabilen sistem zadostna vrednost zeta potenciala +20 mV. (3) V naSem primeru so
najstabilnejsi sistemi, kjer smo kot stabilizator uporabili neionogeno povrsinsko aktivno
snov Polisorbat 80V in anionsko povrSinsko aktivno snov Texapon K12, kjer uporabljena
stabilizatorja stabilizirata tako z elektrostaticnim nabojem kot tudi steri¢no. Vsi ostali
sistemi pa niso izkazovali ustrezne dolgoro¢ne stabilnosti. Pri sistemih, kjer je pricakovati
najvecjo stabilnost smo dobili delce velikosti pod 1000 nm, pri ostalih pa ne, kar lepo kaze

na velik pomen stabilizacije delcev pri pripravi nanosuspenzij.
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4.2 Stabilnost nanosuspenzij

Vse izdelane vzorce smo ovrednotili tudi z vidika stabilnosti. Spremljali smo, kako se

velikost delcev in zeta potencial spreminjata s ¢asom. Ves Cas opazovanja smo vzorce

hranili v hladilniku. Poleg omenjenega testiranja pa smo manjSe koli¢ine vseh vzorcev

postavili za 14 dni, 1 mesec in 3 mesece na sobno temperaturo in na 40°C. Po vsakem ¢asu

smo vzorcem prav tako pomerili velikost delcev in zeta potencial. Izbrane vzorce smo

ovrednotili tudi s HPLC analizo.

4.2.1 Stabilnost nanosuspenzij v hladilniku

Izdelanim nanosuspenzijam smo v doloCenih Casovnih intervalih, od dneva izdelave

nanosuspenzije do konca prakticnega dela, merili velikost delcev in zeta potencial. Tako

smo ugotovili, ali ¢as vpliva na spremembo omenjenih parametrov (Preglednice XVII,
XVIII in IXX, Slika 15,
Slika 16, Slika 17).

Preglednica XVII: Povpre¢na velikost delcev, polidisperzni indeks in zeta potencial

vzorcev 1 do 4, shranjenih v hladilniku (T = teden)

VZOREC 1 (Polisorbat)

VZOREC 2 (Polisorbat)

VZOREC 3 (Polisorbat)

VZOREC 4 (Polisorbat)

p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta
del. (hm) pot.(mV) | del. (nm) pot.(mV) | del. (nm) pot.(mV) | del. (nm) pot.(mV)
0 DAN 468,4 0,379 455,8 0,412 499,5| 0,263 888 0,640
1 DAN 468,5 0,358 4353 0,286 497,2 | 0,353 871,8 0,488
3 DAN 470,7 0,344 401,7 0,232 521 | 0,293 2100 1,000 -14,3
5 DAN 490,1 0,286 400,8 0,268 536 | 0,294 -13,2 4505 1,000 -15,5
7 DAN 515,1 0,355 -11,70 4054 0,220 -12,9 554 | 0,265 -12,3 887,6 0,486
2T n.p. n.p. n.p. n.p. 514,5| 0,268 -10,4 5518 1,000 -17,6
3T 469,3 0,259 -13,90 394,8 0,235 -13,4 610,8 | 0,426 -15,6 3474 1,000 -17,6
417 461 0,286 387,4 0,213 601,9 | 0,361 955,9 0,496
5T 457,3 0,282 390,8 0,226 469,7 | 0,254 954,8 0,770
6T 4574 0,244 -11,10 375 0,183 -12,1 592,8 | 0,318 -10,4 1769 1,000 -19,8
T 469,6 0,342 392,9 0,226 579,1| 0,372 941 0,499
8T 470,8 0,316 380 0,226 697,8 | 0,433 -16,6 4630 1,000 -23,9
9T 521 0,355 -18,00 477,8 0,498 -19,5 591,6 | 0,382 936,2 0,498
10T 452,7 0,280 376,6 0,228 556,4 | 0,382 886.,5 0,725
1T 473 0,298 384,3 0,223 682,6 | 0,449 -16,1 1970 1,000 -26,8
12T 722,6 0,571 -16,80 456,2 0,474 -16,9 731,9 | 0,510 951,7 0,693
13T 487,8 0,446 379,4 0,236 622,5 | 0,411 7451 0,852
14T 488,2 0,386 394,1 0,271
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Slika 15: Porazdelitev povpreéne velikosti delcev vzorcev 1 do 4, shranjenih v hladilniku

Preglednica XVIII: Povprecna velikost delcev, polidisperzni indeks in zeta potencial

vzorcev 5 do 8, shranjenih v hladilniku (T = teden)

VZOREC 5 (Polisorbat) VZOREC 6 (PVP K-25) VZOREC 7 (Poloksamer) VZOREC 8 (Pharmacoat)
p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta p. vel. PI zeta p. vel. PI zeta
del. (hm) pot.(mV) | del. (hm) pot.(mV) ] del. (nm) pot.(mV) del. (hm) pot.(mV)
0 DAN 783,1 | 0,636 -13,2 15780 | 0,444 | -0,0137 2600 | 0,689 -2,47 12330 | 0,190 -3,13
1 DAN 916 | 0,625 -12,3 13150 | 0,344 0,321 3263 | 0,477 -2,18 10150 | 0,027 -2,75
3 DAN 489,3 | 0,276 7986 | 0,350 3825 | 0,821 -2,01 11850 | 0,336 -1,11
5 DAN n.p. n.p. n.p. n.p. 3064 | 0,456 -2,96 7875 | 0,359 -0,523
7 DAN 1077 | 0,68 -16 11270 | 0,159 0,254 2514 | 0,370 6131 | 0,351
2T 928 | 0,658 -14,4 15130 | 0,368 0,44 2467 | 0,277 5514 | 0,326
3T 537,2 | 0,288 5254 | 0,255 2639 | 0,399 5001 | 0,298
4T 485,9 | 0,259 8217 | 0,438 4683 | 1,000 -1,92 8206 | 0,530 -3,87
5T 830,9 | 0,602 -14.1 7910 | 0,021 0,142 2602 | 0,269 5138 | 0,236
6T 545,6 | 0,380 7589 | 0,540 4424 | 0,861 -2,68 8865 | 0,588 -2,97
7T 1245 | 0,723 -17,5 13390 | 0,362 | 0,00169 2804 | 0,392 19850 | 0,132
8T 562,1 | 0,320 8693 | 0,429 2794 | 0,299 18360 | 0,155
9T 542 | 0,311 10590 | 0,364 4911 | 0,527 -1,81 34570 | 0,306 -0,263
10T 1231 | 0,786 -15,6 17110 | 0,119 0,505 4650 | 0,308 17580 | 0,026
1T 613,7 | 0,474 9033 | 0,310 3204 | 0,287 17130 | 0,059
12T 648,6 | 0,467 11920 | 0,359
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Slika 16: Porazdelitev povprecne velikosti delcev vzorcev 5 do 8, shranjenih v hladilniku
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Preglednica IXX: Povprecna velikost delcev, polidisperzni indeks in zeta potencial vzorcev

9 do 12, shranjenih v hladilniku (T = teden)

VZOREC 9 (PEG 6000) VZOREC 10 (PVA 10-98) VZOREC 11 (Laktoza) VZOREC 12 (Texapon)
p. vel. PI zeta p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta p. vel. Pl zeta
del. (nm) pot.(mV) | del. (nm) pot.(mV) ] del. (hm) pot.(mV) | del. (hm) pot.(mV)
0 DAN 20010 | 0,213 -4,95 32950 | 0,064 0,113 8641 0,070 4,63 554,6 | 0,662 -6,66
1 DAN 39000 | 1,000 -4,55 34710 | 0,555 | -0,0984 14850 | 0,369 6,34 230,7 | 0,674 -25,5
3 DAN 15870 | 0,300 -3,91 30290 | 0,738 -0,157 15470 | 0,324 -4,34 394,7 | 0,420 -29,2
5 DAN 19560 | 1,000 -2,78 30750 | 0,347 | -0,0925 15870 | 0,003 4,96 182,8 | 0,578 -57,1
7 DAN 97930 | 1,000 -5,36 29750 | 0,013 -0,144 19840 | 1,000 2,83 314,9 | 0,609 -42,5
2T 14120 | 0,964 22470 | 0,293 11030 | 0,440 463,2 | 0,609 -69,4
3T 19520 | 0,306 14480 | 0,241 10790 | 0,457 2463 | 1,000
47 12440 | 0,286 16670 | 0,271 9763 | 0,467 1089 | 0,838
5T 31330 | 0,409 -4,73 21010 | 0,144 -0,421 13680 | 1,000 3,44 173,1| 0,278 -55,4
6T 29590 | 0,926 16420 | 0,379 9476 | 0,501 1268 | 1,000
7T 23350 | 0,264 12550 | 0,350 8110 | 0,334 507,4 | 0,727
8T 47350 | 1,000 -7,8 21370 | 0,356 -0,237 13770 1,000 -2,53 183,2 | 0,352 -1,25
9T 15890 | 0,045 11910 | 0,578 7513 | 0,360 1280 | 1,000
10T 33690 | 0,012 10800 | 0,833 11190 | 0,012 1688 | 1,000
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Slika 17: Porazdelitev povprecne velikosti delcev vzorcev 9 do 12, shranjenih v hladilniku

Pri vseh vzorcih, ki so izdelani s Polisorbatom 80V (vzorec 1 — vzorec 5, Preglednici XVII
in XVIII) opazimo, da ni povecanja velikosti delcev in polidisperznega indeksa v ¢asu
shranjevanja, zeta potencial pa kaze rahel trend poveCevanja. Z naraSCanjem zeta
potenciala smo tako dobili bolj stabilne delce. (27) Uporabljeni stabilizator torej zelo dobro
stabilizira nanosuspenzijo, saj dobimo Ze pri izdelavi majhne velikosti delcev, ki se
ohranijo ves Cas shranjevanja. Tudi pri vzorcih 6, 7, 8, 9, 11 (Preglednici XVIII in 1XX)
opazimo le majhno povecanje velikosti delcev, ki pa so Ze v zaCetku bili mikrometrskih
velikosti, ki so fizikalno gledano dosti bolj stabilni kot delci nanometrskih velikosti.
Poudariti je treba, da PCS metoda za dolocanje velikosti delcev tukaj ni primerna zaradi
velikosti merjenih delcev, lahko pa nam sluzi za grobo oceno sprememb. Zeta potencial se

je pri teh vzorcih zelo malo spremenil, kar spet nakazuje na majhne fizikalne spremembe
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vzorca. Pri vzorcu 10 opazimo trend zmanjSevanja velikosti delcev, kar kaze na to, da je
verjetno prislo do disociacije aglomeratov. Zeta potencial se ne spremeni. Pri vzorcu 12
(Preglednica IXX) opazimo naraS¢anje zeta potenciala skozi dolo¢en ¢as in nato njegov

nenaden padec.

Najmanj stabilna sta vzorca 10 in 12, kjer opazimo, da se s €asom velikost delcev
spreminja, vsi ostali vzorci pa so fizikalno gledano stabilni v opazovanem obdobju. Za
izdelavo nanosuspenzij pa je najbolj primeren stabilizator Polisorbat, ki omogoca izdelavo

delcev nanometrskih velikosti in tudi zelo dobro stabilizira vzorce izdelane z njim.

Vse meritve smo izvedli z uporabo dveh celic. Medtem ko smo lahko z eno pomerili samo
velikost, smo z uporabo druge celice poleg velikosti dobili tudi zeta potencial. Kjer je
poleg velikosti delcev naveden tudi zeta potencial, smo uporabili drugo celico. Opazimo da

imamo znotraj vzorca odstopanja v velikosti delcev, zaradi uporabe dveh razli¢nih celic.

4.2.2 Stabilnost nanosuspenzij pri razliénih temperaturah

Nanosuspenzije smo za 14 dni, I mesec in 3 mesece postavili na razliéne temperature in
sicer na 4°C (hladilnik), 25°C in 40°C. Po preteCenem c¢asu smo ovrednotili vpliv

temperature na velikost delcev in zeta potencial nanosuspenzij.

Pri vseh vzorcih s Polisorbatom 80V (vzorci 1 — 5) (Slika 18, Slika 19, Slika 20, Slika 21,
Slika 22) opazimo splosni trend narasc¢anja velikosti delcev s povecevanjem temperature,
razen v vzorcih 4 in 5, kjer je opaziti trend zmanjSevanja velikosti delcev pri 25°C. S
povecanjem temperature postane sistem bolj nestabilen, kar se kaze v naras¢anju velikosti
delcev. Isti trend opazimo tudi pri vzorcih 7 (Poloxamer) in 8 (HPMC) (Slika 24, Slika 25).
Pri vzorcu 6 (PVP) (Slika 23) opazimo, da se delci skozi 3 mesecno obdobje povecujejo,

vendar temperatura na rast delcev nima vpliva.
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Slika 18: Povprecna velikost delcev v vzorcu 1 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 19: Povprec¢na velikost delcev v vzorcu 2 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 20: Povprecna velikost delcev v vzorcu 3 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 21: Povprec¢na velikost delcev v vzorcu 4 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 22: Povprec¢na velikost delcev v vzorcu 5 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 23: Povprec¢na velikost delcev v vzorcu 6 pri razlicnih temperaturah
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Slika 24: Povpre€na velikost delcev v vzorcu 7 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 25: Povprecna velikost delcev v vzorcu 8 pri razliénih temperaturah

Pri vzorcih 9 (PEG 6000) in 11 (Laktoza) (Slika 26, Slika 28) opazimo veliko nihanje

velikosti delcev in rezultati kazejo, da pri shranjevanju v hladilniku dobimo najvecje

velikosti delcev, torej je sistem pri teh pogojih najman;j stabilen. Zavedati pa se moramo,

da smo za meritev delcev mikrometrskih velikosti uporabili Zetasizer, ki temu ni namenjen.

Realnejse rezultate bi dobili z uporabo LD metode. Na sploSno pa se ni velikost delcev pri

vseh temperaturah skozi tri mese¢no obdobje bistveno spremenila od zacetne velikosti. Pri

vzorcu 10 (PVA) (Slika 27) opazimo pri vseh temperaturah trend zmanjSevanja delcev.

Tudi tukaj bi bolj relevantne rezultate dobili z uporabo LD metode. Pri vzorcu 12

(Texapon) (Slika 29) pa opazimo povecCanje velikosti delcev, ki je najvecje prav pri

meritvah vzorcev iz hladilnika.
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Slika 26: Povprecna velikost delcev v vzorcu 9 pri razliénih temperaturah
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Slika 27: Povpre¢na velikost delcev v vzorcu 10 pri razli¢nih temperaturah
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Slika 28: Povpre¢na velikost delcev v vzorcu 11 pri razli€nih temperaturah
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Slika 29: Povprecna velikost delcev v vzorcu 12 pri razlicnih temperaturah

Zeta potencial se je pri vzorcih izdelanih s Polisorbatom (vzorci 1 — 5) na 25°C
(Preglednica XXI) in 40°C (Preglednica XX) moc¢no povecal in presegel mejo = 30 mV,
pri 4°C (Preglednica XXII) opazimo manjSe naraSCanje zeta potenciala, ki pa se Se vedno
giblje v ustreznih mejah. Sklepamo lahko, da zeta potencial naras¢a s temperaturo in
casom. Stabilnost sistema najbolje ohranimo pri shranjevanju v hladilniku na 4°C. Pri
shranjevanju na sobni temperaturi (25°C) pa je nanosuspenzija fizikalno stabilna priblizno
mesec dni. Pri vzorcih 6 — 10 ni opaziti sprememb, ker gre za suspenzije mikrometrskih
delcev, ki so fizikalno dosti bolj stabilne kot nanosuspenzije in ni pri¢akovati vecjih nihanj
v naboju delcev. Vzorec 11 kaze velika nihanja v zeta potencialu, kljub temu da gre za
suspenzijo mikrometrskih delcev. Pri vzorcu 11 smo namesto stabilizatorja uporabili
laktozo in tako Zeleli preskusiti njen vpliv pri stabilizaciji nanodelcev. Ugotovili smo, da
laktoza ni primerna snov za nastanek in stabilizacijo nanodelcev. Ker nima nobenega
naboja, imajo zato delci naboj kot ga ima sama uc¢inkovina, ki pa med shranjevanjem zelo
niha. Vzorec 12 pa ze po pri¢akovanjih kaZe hitro in mo¢no narascanje zeta potenciala, kar

se odraza tudi na fizikalni stabilnosti.

54



Diplomska naloga

Preglednica XX: Zeta potencial pri vzorcih shranjenih 3 mesece pri 40°C

ZETA POTENCIAL | ZETA POTENCIAL po | ZETA POTENCIAL
VZOREC | STABILIZATOR po 14 dneh 1 mesecu po 3 mesecu
Vzorec 1 | Polisorbat 80V -20,1mV -31,5mV -37,0mV
Vzorec 2 | Polisorbat 80V -14,6mV -29,4mV -31,3mV
Vzorec 3 | Polisorbat 80V -20,3mV - 34,6mV - 35,5mV
Vzorec 4 |Polisorbat 80V -34,4mV -42 5mV -40,0mV
Vzorec 5 | Polisorbat 80V - 25,6mV - 37,0mV - 40,8mV
Vzorec 6 |PVP K-25 -0,0202mV 0,527mV 0,537mV
Vzorec 7 |Poloxamer 188 -1,93mV -2,89mV - 2,65mV
Vzorec 8 | Pharmacoat 603 -0,482mV -0,531mV - 0,438mV
Vzorec 9 | PEG 6000 -7,19mV - 6,32mV n.p.
Vzorec 10 | PVA 10-98 -0,156mV -0,165mV -0,425mV
Vzorec 11 | Laktoza 4,46mV 3,86mV -6,93mV
Vzorec 12 | Texapon K12 - 34,2mV -6,75mV - 86,6mV

Preglednica XXI: Zeta potencial pri vzorcih shranjenih 3 mesece pri 25°C

ZETA POTENCIAL ZETA POTENCIAL | ZETA POTENCIAL

VZOREC | STABILIZATOR po 14 dneh po 1 mesecu po 3 mesecu

Vzorec 1 | Polisorbat 80V - 18,6mV -24,0mV -33,3mV
Vzorec 2 | Polisorbat 80V -15,8mV -25,5mV -29,5mV
Vzorec 3 | Polisorbat 80V -18,7mV - 26,9mV -31,4mV
Vzorec 4 | Polisorbat 80V - 26,9mV - 36,6mV - 36,3mV
Vzorec 5 | Polisorbat 80V -17,8mV -25,8mV -35,7mV
Vzorec 6 |PVP K-25 0,111mV 0,813mV 0,478mV
Vzorec 7 |Poloxamer 188 - 1,96mV -2,39mV -1,31mV
Vzorec 8 |Pharmacoat 603 -2,33mV -0,688mV - 0,606mV
Vzorec9 |PEG 6000 -4,98mV - 4,65mV -5,13mV
Vzorec 10 | PVA 10-98 0,102mV -0,353mV -0,142mV
Vzorec 11 | Laktoza 1,57mV 11,2mV -4,31mV
Vzorec 12 | Texapon K12 - 48,2mV - 37,5mV - 54,0mV

Preglednica XXII: Zeta potencial pri vzorcih shranjenih 3 mesece pri 4°C (hladilnik)

ZETA POTENCIAL ZETA POTENCIAL | ZETA POTENCIAL
VZOREC | STABILIZATOR po 14 dneh po 1 mesecu po 3 mesecu
Vzorec 1 | Polisorbat 80V -11,1mV -18,0mV -15,9mV
Vzorec 2 | Polisorbat 80V -12,1mV -19,5mV -15,6mV
Vzorec 3 | Polisorbat 80V -10,4mV -16,6mV -16,3mV
Vzorec 4 | Polisorbat 80V -19,2mV -23,9mV -30,7mV
Vzorec 5 | Polisorbat 80V -14,1mV -17,5mV -14,8mV
Vzorec 6 |PVP K-25 0,142mV 0,00169mV 0,273mV
Vzorec 7 | Poloxamer 188 - 3,44mV -2,68mV -1,79mV
Vzorec 8 |Pharmacoat 603 - 2,45mV -2,97mV -0,608mV
Vzorec9 |PEG 6000 -4,43mV -4,73mV -5,37mV
Vzorec 10 | PVA 10-98 0,386mV -0,421mV -0,241mV
Vzorec 11 | Laktoza -20,1mV 3,44mV - 3,62mV
Vzorec 12 | Texapon K12 - 44 2mV - 55,4mV - 74,6mV
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4.2.3 Stabilnost nanosuspenzij ovrednoteno s HPLC analizo

HPLC analizo razgradnih produktov ucinkovine smo naredili pri vzorcih, ki so bili na
40°C 14 dni in 1 mesec (Preglednica XXIII). Na osnovi primerjave rezultatov testiranja
ucinkovine in nanosuspenzij smo ugotovili, da prihaja do delne razgradnje ucinkovine pri
nanosuspenziji s stabilizatorjem Pharmacoat 603 (vzorec 8). Znatnej$a razgradnja pa je
nakazana v nanosuspenziji s Texaponom K12 (vzorec 12). Ker je delez razgradnih
produktov zelo majhen, smo sklepali, da tudi pri milejSih pogojih shranjevanja ne pride do
bistvene razgradnje ucinkovine pri vseh ostalih vzorcih, zato HPLC analiz drugih vzorcev

nismo izvajali.

Razlog za znatnejSo razgradnjo u¢inkovine v nanosuspenzijah, stabiliziranih s Texaponom,
je lahko tudi v tem, da Texapon (natrijev dodecil sulfat) pri svoji vezavi na u¢inkovino
povzroc¢i uni¢enje kristalini¢ne strukture u¢inkovine. (28) Tako kot poroc¢ajo Ford in ostali,
SDS v stiku s propranolol kloridom povzro¢i nastanek propranolol dodecil sulfata, ki
zavira spros$¢anje ucinkovine iz tablet. (29) O vplivu SDS na strukturo u¢inkovine poroc¢ajo
tudi Alden in ostali. Proucevali so vpliv SDS na trdno disperzijo PEG 3000 in
grizeofulvina. Pri vzorcih brez dodane povrSinsko aktivne snovi se trdna disperzija ohrani,
pri vzorcih z dodanim SDS pa se disperzija pretvori v trdno raztopino. Porocajo o

interakciji med dolocenimi atomi ogljika v molekuli grizeofulvina in SDS. (30)

Preglednica XXIII: Rezultati HPLC analize razgradnih produktov u¢inkovine

Vsota razgradnih

produktov na 40°C (%)

Vzorec 14 dni 1 mesec
1 (Polisorbat 80V) 0.34 0.32
2 (Polisorbat 80V) 0.37 0.39
3 (Polisorbat 80V) 0.26 0.29
4 (Polisorbat 80V) 0.21 0.27
5 (Polisorbat 80V) 0.31 0.20
6 (PVP K-25) 0.29 0.31
7 (Poloxamer 188) 0.30 0.24
8 (Pharmacoat 603) 0.78 0.72
9 (PEG 6000) 0.18 0.15
10 (PVA 10-98) 0.40 0.49
11 (Laktoza) 0.12 0.35
12 (Texapon K12) 1.43 1.14
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4.3 Izdelava tablet

Ker smo pri vzorcih izdelanih s stabilizatorjema Polisorbat 80V in Texapon K12 dobili
najmanjSo velikost delcev, smo se odlocili, da izbrane nanosuspenzije vgradimo v tablete.

Tablete smo izdelali z dodatkom vodotopnih pomoznih snovi.

4.3.1 lzdelava placebo tablet

Pred izdelavo tablet z u€inkovino smo se odlocili za izdelavo placebo tablet, t.j. tablet
izdelanih samo iz pomoznih snovi in vode, brez zdravilne ucinkovine. Na ta nacin smo
spoznali obnaSanje zmesi za tabletiranje. Preskusili smo naslednje pomoZne snovi: Laktoza
suSena z razprSevanjem, Laktoza 200 mesh, Saharoza, Glukoza, Manitol, PEG 4000,

Pearlitol 400 DC in Ludipress. Trdnost placebo tablet so v Preglednici XXIV.

Preglednica XXIV: Trdnost placebo tablet

Vodotopna pomozna snov nizka trdnost | visoka trdnost
Laktoza 5N 260N
Saharoza 5N 100N
Glukoza 15N n.p.
Pearlitol 400 DC 10N 190N
Manitol 15N 50N
PEG 4000 5N 100N
Ludipress 5N 260N

Laktoza suSena z razpr$evanjem in Laktoza 200 mesh

Obe snovi se pri tabletiranju enako obnaSata, zato sem jih opisala skupaj. Pred
tabletiranjem smo izdelani granulat iz laktoze in vode presejali skozi sito z velikostjo por
0,5 mm in ga posusili v vakuumskem susilniku. Pred tabletiranjem smo granulatu dolo¢ili
izgubo vode pri suSenju (IPS) 0,80 %. Pri tabletiranju granulata smo ugotovili, da se zmes
za tabletiranje lepi na pecCate. Za zmanjSanje lepljenja smo pecate predhodno namazali z
magnezijevim stearatom. Poleg lepljenja je bila laktoza tudi slabo preto¢na, zato smo
tabletiranje izvedli ro¢no. Laktoza je tudi slabo stisljiva, zato smo pri nastavitvah tabletirke

na nizko trdnost dobili krhke tablete, pri visoki trdnosti pa je tableta zaradi velikega trenja
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pri izmetu pocila. Izdelali smo tablete s povpre¢no maso 360 — 380 mg nizke trdnosti ~ 10
N in visoke trdnosti ~ 260 N.

Saharoza

Pri granuliranju saharoze s prec¢is¢eno vodo smo dobili zelo mokro zmes, ki smo jo najprej
posusili v vakuumskem susilniku v 3 ciklih po 15 min in Sele nato presejali skozi sito 0,5
mm. Granulat smo ponovno postavili v suSilnik za 15 min. Po suSenju je vrednost IPS
znaSala 0,35 %. Tako posuSen granulat smo tabletirali, pe¢ate smo predhodno namazali z
magnezijevim stearatom. Prav tako kot laktoza je bila tudi saharoza slabo preto¢na, zato
smo tabletiranje izvedla ro¢no. Poleg omenjenih slabosti pa je saharoza tudi slabo stisljiva,
kar dokazuje dejstvo da nam ni uspelo izdelati tablet tr§ih od 100 N. Pri povecanju sile
stiskanja se tableta zaradi trenja pri izmetu razplasti, razplastena tableta pa nima vecje

trdnosti.

Glukoza

Pred tabletiranjem smo izdelali granulat iz glukoze in vode ter ga presejali skozi sito 0,5
mm. Granulat smo nato suSili v vakuumskem suSilniku v dveh ciklih po 15 minut, ter
pomerili IPS indeks 0,30 %. Granulat smo nato tabletirali, zmes za tabletiranje pa se je

enako obnasala kot tista izdelana iz saharoze in vode.

Manitol

Granulat iz manitola in vode smo presejali skozi sito z velikostjo por 0,5 mm in ga posusili
v vakuumskem suSilniku. Pred tabletiranjem smo pomerili Se IPS 0,15 %. Granulat se je,
prav tako kot ostali, lepil na pecate in je bil slabo preto¢en, zato smo uporabili enake
ukrepe kot pri ostalih vzorcih. Najvi§ja trdnost, ki smo jo dosegli pri izdelavi tablet je bila

50 N. Pri povecevanju sile stiskanja bolj trdnih tablet nismo uspeli izdelati.

Pearlitol 400 DC

Pred tabletiranjem smo izdelali granulat iz Pearlitola 400 DC in vode ter ga presejali skozi
sito 0,5 mm. Tako pripravljen granulat smo posusili v vakuumskem susilniku in pomerili
IPS 0,10 %. Granulat smo nato tabletirali, zmes se je prav tako kot ostale zmesi lepila na
pecate, zato smo jih predhodno namazali z magnezijevim stearatom. Za razliko od ostalih

pa je bila zmes lepo pretoc¢na in stisljiva. Izdelali smo tablete z nizko trdnostjo ~ 10 N in z
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visoko trdnostjo ~ 190 N. Pri povecanju sile stiskanja se je tableta zaradi trenja razplastila

in tako imela spet nizko trdnost.

PEG 4000

Tudi pri pomozni snovi PEG 4000 smo postopali enako kot pri ostalih vzorcih. Vrednost
IPS je bila 0,30 %. Granulat izdelan iz PEG 4000 je bil zelo dobro stisljiv in nastane
tableta z nizko trdnostjo ~ 10 N ze pri nizkih silah stiskanja. Najvisja trdnost, ki smo jo
dosegli, je bila 100 N, pri povecevanju sile stiskanja tablet z vi§jo trdnostjo nismo mogli

izdelati. Prav tako kot ostali granulati se tudi ta granulat lepi na pecate.

Ludipress

Tudi pri tej pomozni snovi smo uporabili enak postopek kot pri ostalih, vrednost IPS je
znaSala 1,85 %. Granulat iz Ludipressa se je lepil na pecate in bil dobro stisljiv in pretocen.
Izdelali smo tablete z nizko trdnostjo ~ 5 N in tablete z visoko trdnostjo ~ 300 N, ki je tudi

najvi§ja trdnost, ki smo jo dosegli.

4.3.2 lzdelava tablet z nanosuspenzijo

Izdelan granulat smo posusili v vakuumskem suSilniku v istem Stevilu ciklov kot smo
pacebo granulat in pomerili tudi IPS (Preglednica XXV). Z izdelavo placebo tablet smo
spoznali obnaSanje in lastnosti zmesi za tabletiranje. Ugotovili smo, da se vse zmesi lepijo
na pecate, zato smo jih pred tabletiranjem namazali z magnezijevim stearatom. Veliko
granulatov je bilo slabo preto¢nih, zato smo tabletiranje izvedli ro¢no. Odlocili smo se, da
bomo pri vsaki pomozni snovi izdelali tablete dveh trdnosti. Tablete z nizko trdnostjo ~20
N in tablete z visoko trdnostjo ~260 N. Pri nekaterih granulatih nismo uspeli izdelati

tablete s tako visoko trdnostjo, ampak je bila pri teh najvisja trdnost 100 N.
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Preglednica XXV: Vrednosti IPS po suSenju granulata z nanosuspenzijo (zapisane
Steviléne vrednosti poleg pomozne snovi (npr. 1x), pomenijo Stevilo ciklov suSenja, ki smo

jih uporabili za ustrezno posusenje granulata)

Granulat (Polisorbat 80V) IPS Granulat (Texapon K12) IPS

Laktoza mesh 200 NF 1x -0,87 % Laktoza mesh 200 NF 1x -0,25 %
Laktoza suSena z razp. 1x -0,84 % Laktoza suSena z razp. 1x -0,25 %
PEG 4000 1x -0,70 % PEG 4000 1x -0,80 %
Glukoza 2x -1,34 % Glukoza 2x -1,26 %
Pearlitol 400DC 1x 0,05 % Pearlitol 400DC 1x -0,35 %
Ludipress 1x -1,05 % Ludipress 1x -1,14 %
Saharoza 4x -0,19 % Saharoza 4x -0,25 %
Manitol 1x -0,20 % Manitol 1x -0,15 %

4.4 Razpadnost/raztapljanje tablet

Placebo tablete smo uporabili za ugotavljanje obnaSanja tablet pri raztapljanju. Vodnim
raztopinam, v katerih so se raztopile tablete, smo pomerili tudi velikost delcev in ugotovili,
da aparatura sicer zazna delce netopnih necisto¢, prisotnih v pomozni snovi, vendar jih je
Stevilcno tako malo, da ne vplivajo na naSo meritev. Pri veliki veini tablet z
nanosuspenzijo smo se srecali s slabo ponovljivostjo dolocitve velikosti nanodelcev, kar
lahko pripiSemo tudi temu, da smo tablete izdelali ro¢no in je vsebnost nanosuspenzije

precej nihala.

Pri raztapljanju placebo tablet smo se odloc¢ili, da bomo velikost delcev dolocali po 5 min,
20 min meS$anja in po dodatnih 2 min izpostavitvi ultrazvoku. Najdaljsi ¢as, 20 minut, smo
postavili glede na ¢as, v katerem so se vse tablete raztopile. Pri raztapljanju nekaterih tablet
z nanosuspenzijo pa se je zgodilo, da se tableta ni raztopila v dolocenem c¢asu, zato smo ga

podaljsali za 5 minut.

Povprecna velikost delcev v nanosuspenziji pred tabletiranjem, je bila pri Polisorbatu

504,2 nm in pri Texaponu 198,1 nm.
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Raztapljanje tablet z Laktozo, suSeno z razprSevanjem

Iz tablet z Laktozo, suSeno z razprSevanjem je v 10 sekundah nastala kepa, ki je erodirala.

Tablete niso razpadle v manjSe delce, ki bi se potem raztopili.

Pri raztapljanju tablet z nizko trdnostjo (Slika 30) smo opazili zelo majhno odstopanje v
velikosti delcev tako pri Polisorbatu 80V kot pri Texaponu KI12. Pri prvi tableti s
Polisorbatom 80V imamo pri 20 min vrednost, ki precej odstopa. Sklepamo lahko, da je
prislo do nastanka agregatov, ki pa smo jih z ultrazvokom razbili. Nizka sila stiskanja v

tem primeru ne povzro€i nastanka agregatov nanodelcev.
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Slika 30: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Laktozo, suSeno z razprSevanjem
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Slika 31: Povpre¢na velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Laktozo, suSeno z razprSevanjem
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Pri raztapljanju tablet z visoko trdnostjo (Slika 31) smo opazili nekoliko vecje razlike v
velikosti delcev med obema vzorcema, kljub temu pa je bilo znotraj vzorca opaziti manj
odstopanj. Pri uporabi stabilizatorja Texapon K12 smo dobili delce povpre¢ne velikosti
okrog 500 nm, pri Polisorbatu 80V pa okrog 700 nm. Opazno je bilo povecano nastajanje
agregatov nanodelcev v primeru stabilizatorja Polisorbat 80V v primerjavi s stabilizatorjem
Texapon K12. V obeh primerih pa lahko re€emo, da poviSana sila stiskanja poveca

nastajanje aglomeratov nanokristalov.

Ne glede na uporabljen stabilizator smo pri Laktozi, suSeni z razprSevanjem dobili delce

vecjih velikosti, kot smo jih vgradili. Razlog je tudi v nastajanju aglomeratov.

Raztapljanje tablet z Laktozo 200 mesh

Raztapljanje tablet z Laktozo 200 mesh je bilo podobno kot pri raztapljanju tablet z

Laktozo, susSeno z razprSevanjem. Gre za laktozo, ki se nahaja v dveh razli¢nih oblikah.

Pri raztapljanju tablet z Laktozo 200 mesh je bila ponovljivost meritev slabsa (Slika 32,
Slika 33). Za razliko od Laktoze, susene z razprSevanjem je sila stiskanja manj vplivala na
nastanek aglomeratov. Na splosno gledano je bilo nastajanje aglomeratov manjSe in
neodvisno od uporabljenega stabilizatorja. Pri tabletah s Polisorbatom smo dobili delce
podobnih velikosti, kot smo jih vgradili. Razlog za boljSe dispergiranje je verjetno v
manj$ih delcih laktoze, ki se umestijo med nanokristale in tako preprecijo njihovo

agregacijo.
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Slika 32: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Laktozo 200 mesh
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Slika 33: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Laktozo 200 mesh

Raztapljanje tablet s Saharozo

Tablete s Saharozo z nizko trdnostjo pri raztapljanju so razpadli v manjse delce, ki so se
raztopili. Tablete z visoko trdnostjo pa niso razpadle, ampak so erodirale in se dokon¢no

raztopile v 7 minutah.

63



Diplomska naloga

Pri raztapljanju tablet z nanosuspenzijo Polisorbat 80V in Saharoze smo pri obeh trdnostih
(Slika 34, Slika 35) dobili vecje velikosti delcev, kot smo jih vgradili v tablete. Tudi
ponovljivost dolocitve ni bila dobra. Tudi pri Texaponu K12 smo zasledili prisotnost
vecjih delcev, kot pa smo jih prvotno vgradili v tablete. Ponovljivost dolo¢itve velikosti
delcev tudi pri Texaponu K12 ni bila zadovoljiva, predvsem pri tabletah z nizko trdnostjo,
medtem ko pri tabletah z visoko trdnostjo ni bilo tako velikih odstopanj. Sklepamo lahko,
da je saharoza manj primerno polnilo za izdelavo tablet iz nanosuspenzij. Vzrok za
nastanek aglomeratov je najverjetneje v preveliki omocenosti saharoze in posledi¢no njeni

nesposobnosti preprecitve aglomeracije nanokristalov.
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Slika 34: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Saharozo
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Slika 35: Povpretna velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Saharozo

Raztapljanje tablet izdelanih iz Glukoze

Tablete z Glukozo so zelo hitro razpadle. Nastali so manjsi delci, ki so se po 3 minutah

raztopili.

Pri raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z Glukozo smo dobili pri obeh nanosuspenzijah
precej podobno velikost delcev in sicer okrog 700 nm. Izstopala je le ena meritev, ki je
imela precej nizjo velikost delcev (Slika 36). Pri tabletah z visoko trdnostjo pa smo imeli
veC odstopanja v velikosti delcev vsaj pri Polisorbatu 80V, pri Texaponu K12 pa smo
opazili lepo ponovljivost dolocitve velikosti delcev pri drugi in tretji tableti (Slika 37).
Vecja sila stiskanja je povzrocila vecji nastanek aglomeratov, ker je Polisorbat bolj
obcutljiv kot Texapon, in smo tako dobili pri njem vecje velikosti delcev. Izmerjena

velikost delcev je bila vecja od vgrajene velikosti.
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Slika 36: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Glukozo
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Slika 37: PovpreCna velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Glukozo

Raztapljanje tablet z Manitolom

Tablete z Manitolom so v vodi erodirale, dokler se niso dokon¢no raztopile. Tablete z

nizko trdnostjo so se raztopile v 30 sekundah, tablete z visoko trdnostjo pa v 7 minutah.

Povprecna velikost delcev, ki smo jo dobili pri raztapljanju tablet iz Polisorbata 80V je bila

okrog 800 nm in pri Texaponu K12 okrog 450 nm (Slika 38, Slika 39). V obeh primerih je
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bila ve¢ja od vgrajene velikosti delcev. Na velikost delcev je vplivala sila stiskanja, saj so
pri vecjih silah nastali vecji aglomerati. Pri tabletah z nizko trdnostjo iz Texapona pa smo
opazili, da ne prihaja do nastanka aglomeratov. BoljSo ponovljivost meritev pa smo dobili

pri raztapljanju tablet iz Texapona K12.
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Slika 38: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Manitolom
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Slika 39: PovpreCna velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Manitolom
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Raztapljanje tablet s Pearlitolom 400DC

Tablete z nizko trdnostjo s Pearlitolom 400DC so zelo hitro razpadle, dokon¢no pa so se

raztopile v 1 minuti. Tablete z visoko trdnostjo pa so se raztopile priblizno v 10 minutah.

Pri raztapljanju tablet z nizko trdnostjo smo opazili vec¢ja odstopanja v velikosti delcev pri
tabletah izdelanih iz Polisorbata 80V kot pa iz Texapona K12 (Slika 40). Enako lahko
recemo tudi za tablete z visoko trdnostjo, kjer pa so kon¢ne vrednosti pri Texaponu K12
bile vecje, kot v primerjavi s tabletami z nizko trdnostjo (Slika 41). Tako lahko sklepamo,
da je visja sila stiskanja povecala nastanek aglomeratov. Pri vseh tabletah s Pearlitolom

400DC pa so bili delci vecji od vgrajene velikosti zaradi nastajanja aglomeratov.
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Slika 40: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo izdelanih iz

nanosuspenzije Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Pearlitolom 400DC
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Slika 41: Povpre¢na velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo izdelanih iz

nanosuspenzije Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Pearlitolom 400DC

Raztapljanje tablet s PEG 4000

Od vseh tablet so se ravno tablete z visoko trdnostjo s PEG 4000 najpocasneje raztapljale
in sicer 17 minut, zato smo tudi najdalj$i ¢as za vse tablete vzeli 20 minut. V tem Casu so
se omenjene tablete dokon¢no raztopile. Tablete z nizko trdnostjo pa so se raztopile v 3

minutah.

Pri nizkih silah stiskanja ni prislo do aglomeracije, pri velikih pa je bil opazen mocan vpliv
sile stiskanja na nastanek aglomeratov. Pri raztapljanju tablet s Texaponom K12 in PEG
4000 smo dobili najmanjsSe velikosti delcev, okrog 300 nm. Tudi povprecne velikosti
delcev pri vzorcih izdelanih iz Polisorbata 80V so se gibale v nizjih obmoc¢jih, okrog 600
nm. S stali§¢a ponovljivosti meritev pa so bile te bolj ponovljive pri vzorcih iz Texapona
K12 (Slika 42, Slika 43). Prav pri tabletah izdelanih iz PEG 4000 smo dobili najmanjSe

velikosti delcev, ki pa so bile zelo blizu velikosti vgrajenih delcev.
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Slika 42: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in PEG 4000

1600
1400 ’\\
£ 1200 \ —e—Polisorbat 80V (1.tbl)
2 1000 - ; —#— Polisorbat 80V (2.tbl)
< AN Polisorbat 80V (3.tbl)
S 800 :
% 600 4 Texapon K12 (1.tbl)
S 4 —¥— Texapon K12 (2.tbl)
g 400 —2 —e— Texapon K12 (3.tbl)
200
0
5min 20min 20min + 2min
cas

Slika 43: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in PEG 4000

Raztapljanje tablet z Ludipressom

Pri raztapljanju tablet z Ludipressom je nastala nabrekla kepa, ki je erodirala. Tablete z
nizko trdnostjo so se raztopile v 8 minutah, tablete z visoko trdnostjo pa v 10 minutah.
Kemijsko gledano je Ludipress laktoza z dodanim vezivom (PVP) in razgrajevalom

(cPVP), ki olajsajo tabletiranje. PremreZzen PVP (cPVP) v vodi ni topen, zato smo ga videli

70



Diplomska naloga

kot plavajoce delce v vodni raztopini. Po kon¢anem mesSanju so se delci posedli. Raztopino

nad njimi smo uporabili za dolo€itev velikosti delcev u¢inkovine.

Nizka sila stiskanja ni povzrocila nastanek aglomeratov (Slika 44). Pri tabletah z visoko
trdnostjo so nastali aglomerati, ki niso razpadli niti po obdelavi z ultrazvokom (Slika 45).
Vedji vpliv sile stiskanja na velikost delcev je bil bolj opazen pri tabletah izdelanih iz

Polisorbata.
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Slika 44: Povprecna velikost delcev po raztapljanju tablet z nizko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Ludipressom
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Slika 45: Povpre¢na velikost delcev po raztapljanju tablet z visoko trdnostjo z

nanosuspenzijo Polisorbat 80V ali Texapon K12 in Ludipressom

Preglednica XXVI: Povprecna velikost delcev pri raztapljanju tablet po 20 minutah

Polisorbat | | Polisobrat 1 |Texapon | |Texapon 1
trdnost trdnost trdnost trdnost
povprecna povprecna povprecna povprecna
velikost velikost velikost velikost
Pomozne snovi delcev (nm) ]delcev (hnm) |delcev (nm) |delcev (nm)
Vgrajena velikost 504,2 504,2 198,1 198,1
Laktoza s. z razp. 851,6 1564 683,7 810,9
Laktoza mesh 200 763,6 701,8 642,9 974,2
Saharoza 2111 3149 1105,3 1113,3
Glukoza 879,1 1323 698,6 754,4
Manitol 900,2 821,5 475,9 696,6
Pearlitol 400DC 827,5 882,3 505,6 710,8
PEG 4000 587,6 488,8 351,2 532,5
Ludipress 1461,7 1149,2 531,8 718,7

Pri vseh tabletah smo opazili vpliv povecane sile stiskanja na nastanek aglomeratov, kar je

posebej ocitno, kadar smo kot stabilizator uporabili Texapon, pri uporabi Polisorbata kot

stabilizatorja vpliv povecanja sile stiskanja ni bil tako izrazit. Ve¢ji aglomerati so nastajali

pri tabletah s stabilizatorjem Polisorbat, upoStevati pa je potrebno, da je bila vec¢ja tudi

izhodis¢na velikost nanokristalov. Pri tabletah s PEG 4000 smo dobili velikosti delcev, ki

so se najmanj razlikovale od zaCetne velikosti. Sklepamo lahko, da je izmed testiranih
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pomoznih snovi PEG 4000 najbolj preprecil nastanek aglomeratov (Preglednica XXVI).
Glede na zacetne vrednosti velikosti nanokristalov lahko trdimo, da uporaba PEG 4000 kot

pomozne snovi skoraj v celoti omogoci redispergiranje nanokristalov.
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5 SKLEP

Slaba topnost zdravilnih ucinkovin postaja in ostaja predmet raziskav Stevilnih
farmacevtskih tehnologov, saj nezadostna vodotopnost ucinkovin omejuje zadostno
bioloSko uporabnost. Razvoj novih farmacevtskih oblik za povecanje topnosti in bioloSke

......

prosto pot pri iskanju resitev.

Ugotovili smo, da je ustrezna izbira tlaka in Stevila homogenizacijskih ciklov, vrsta in
koncentracija stabilizatorja ter tudi lastnosti uporabljene uc¢inkovine klju¢nega pomena za
izdelavo nanosuspenzij s tezko topno ucinkovino. Izdelane nanosuspenzije smo ovrednotili
s fizikalnega in kemijskega staliS¢a in dobili najustreznejSe rezultate pri nanosuspenzijah
izdelanih iz stabilizatorjev Polisorbat 80V in Texapon KI12. Z vidika stabilnosti je
najprimernejSi stabilizator Polisorbat 80V, ki poleg tega, da omogoca izdelavo delcev
nanometrskih velikosti, te tudi stabilizira skozi obdobje 3 mesecev pri hranjenju

nanosuspenzij v hladilniku.

Nanosuspenzije iz stabilizatorjev Polisorbat 80V in Texapon K12 smo uporabili za
izdelavo tablet. Tablete smo izdelali iz razliénih pomoZnih snovi. Pri raztapljanju tablet
smo opazili vpliv povecane sile stiskanja na nastanek aglomeratov, zlasti pri Texaponu
K12. Spremljali smo redisperzibilnost nanosuspenzij iz tablet, kjer so se kot najustreznejse
izkazale tablete s PEG 4000, kjer smo dobili velikosti delcev, ki so se malo razlikovale od

zacetne velikosti nanokristalov.

74



Diplomska naloga

6 LITERATURA

10.

11.

Kocbek P, Baumgartner S, Kristl J: Preparation and evaluation of nanosuspensions
for enhancing the dissolution of poorly soluble drugs. Int. J. Pharm. 2006; 312:
179-186

Zvonar A, Gasperlin M, Kristl J: Samo(mikro)emulgirajoci sistemi — alternativen
pristop za izboljSanje bioloske uporabnosti lipofilnih u¢inkovin. Farm. Vestn. 2008;

59:263-268

Miiller RH, Jacobs C, Kayser O: Nanosuspensions as particulate drug formulations
in therapy. Rationale for development and what we can expect for the future. Adv.

Drug Del. Rev. 2001; 47: 3-19

Saje V, Kristl J: Nanosuspenzije kot obetaven pristop za oblikovanje tezko topnih

zdravilnih u¢inkovin. Farm. Vest. 2001;52:145-152

Sr¢i¢ S: Farmacevtska tehnologija za srednjo stopnjo, Didakta, Radovljica, 1997:
122-128

Martin A: Physical pharmacy, Williams & Wilkins, USA, Fourth Edition, 1993:
477-486

Dolenc A, Kristl J, Baumgartner S, Odon P: Advantages of celecoxib
nanosuspension formulation and transformation into tablets. Int. J. Pharm. 2009;

376:204-212
Myers D: Surfaces, interfaces and colloids, Wiley-vch, New York, 1999: 221-250

Planinsek O: Nekatere metode za povecanje topnosti in hitrosti raztapljanja v vodi

tezko topnih ucinkovin — 1.del. Farm. Vest. 2001; 52: 221-230

Jacobs C, Kayser O, Miiller RH: Production and characterisation of mucoadhesive

nanosuspension for the formulations of bupravaquone. Int. J. Pharm. 2001; 214: 3-7

Trotta M, Gallarate M, Pattarino F, Morel S: Emulsions containing partially water-
miscible solvents for the preparation of drug nanosuspensions. J. of Controlled Rel.

2001; 76: 119-128

75



Diplomska naloga

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Sarkari M, Brown J, Chen X, Swinnea S, Williams RO, Johnston KP: Enhanced
drud dissolution using evaporative precipitation into agueous solution. Int. J. Pharm.

2002; 243: 17-31

Kipp JE: The role of solid nanoparticle technology in the parenteral delivery of
poorly water-soluble drugs. Int. J. Pharm. 2004; 284: 109-122

Keck CM, Miiller RH: Drug nanocrystals of poorly soluble drugs produced by high

pressure homogenisation. European J. Pharm. and Biopharm. 2006; 62: 3-16

Aulton ME: Pharmaceutics The science of dosage form design. Churchill

Livingstone, London, 1988: 564-580

Podlogar F, GaSperlin M: Izbor metod za dolocevanje fizikalnih lastnosti koloidnih

sistemov v farmaciji. Farm. Vest. 2003; 54: 47-56

Hosaka S, Morimoto T, Kuroda K, Kunitomo H, Hiroki T, Kitsukawa T, Miwa S,
Yanagimoto H, Murayama K: Proposal for new atomic force microscopy (AFM)

imaging for a high aspect structure (digital probing mode AFM). Microelectronic
Engineering 2001; 57-58: 651-657

Vaje iz Instrumentalne farmacevtske analize. Fakulteta za farmacijo, Ljubljana,

2003: 77-81

Krause KP, Miiller RH: Production and characterisation of highly concentrated
nanosuspensions by high pressure homogenization. Int. J. Pharm. 2001; 214: 21-24

Rowe RC, Sheskey PJ, Owen SC: Handbook of Pharmaceutical Excipients, 5th
Edition, Pharmaceutical Press and American Pharmacists Association, Washington,

2006; 535-747
European Pharmacopoeia, 6th Edition, Council of Europe, Strasburg, 2007

Williams RO, Sykora MA, Mahaguna V: Method to Recover a Lipophilic Drug
From Hydroxpropyl Methylcellulose Matrix Tablets, AAPS, PharmaSciTech. 2001,
2(2): article 8

Rowe RC, Sheskey PJ, Owen SC: Handbook of Pharmaceutical Excipients, Sth
Edition, Pharmaceutical Press and American Pharmacists Association, Washington,

2006; 231-453

76



Diplomska naloga

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

The Merk Index, 13th Edition, MERCK & CO., INC., Whitehouse Station, NJ,
USA, 2001

Malvern Instruments Ltd: Zetasizer Nano Series User Manual MANO317 Issue 4.0,
United Kingdom, May 2008; 2-4

Van Eerdenbrugh B, Van den Mooterand G, Augustijns P: Top-down production of
drug nanocrystals:  Nanosuspension  stabilization, miniaturization and

transformation into solid products Int. J. Pharm. 2008; 364: 64.75

Wilson B, Kumar Samanta M, Santhi K, Sampath Kumar KP, Paramakrishnan K,
Suresh K: Targeted delivery of tacrine into the brain with polysorbate 80-coated
poly(n-butylcyanoacrylate) nanoparticles European J. Pharm and Biopharm. 2008;
70: 75-84

Lee J. et al.: Amphiphilic amino acid copolymers as stabilizers for the preparation

of nanocrystal dispersion European J. of Pharm. Sciences 2005; 24: 441-449

Ford JL, Mitchell K, Sawh D, Ramdour S, J. Armstrong DJ, Elliott PNC, Rostron C,
Hogan JE: Hydroxypropylmethylcellulose matrix tablets containing propranolol
hydrochloride and sodium dodecyl sulphate Int. J. Pharm. 1991; 71: 213-221

Aldén M, Tegenfeldt J, Sjokvist E: Structure of solid dispersions in the system
polyethylene glycol-griseofulvin with additions of sodium dodecyl sulphate Int. J.
Pharm. 1982; 83: 47-52

77



	POVZETEK
	ABSTRACT
	1 UVOD
	1.1 Suspenzije
	1.1.1 Fizikalna stabilnost suspenzij 

	1.2 Nanosuspenzije  
	1.2.1 Povečana topnost
	1.2.2 Povečana hitrost raztapljanja
	1.2.3 Adhezivne lastnosti nanodelcev 
	1.2.4 Načini izdelave nanosuspenzij
	1.2.4.1 Obarjanje učinkovine iz raztopine v netopilo 
	1.2.4.2 Homogeniziranje pod visokim tlakom
	1.2.4.3 Mokro mletje v krogličnem mlinu

	1.2.5 Vrednotenje nanosuspenzij
	1.2.5.1 Velikost in porazdelitev velikosti delcev
	1.2.5.2 Naboj na površini delcev 
	1.2.5.3 Kristaliničnost 
	1.2.5.4 Topnost in hitrost raztapljanja 
	1.2.5.5 Hidrofobnost
	1.2.5.6 Interakcije delcev s proteini v telesu

	1.2.6 Stabilnost nanosuspenzij
	1.2.7 Obnašanje nanosuspenzij in vivo 
	1.2.8 Farmacevtske oblike z nanosuspenzijami  


	2 NAMEN DELA
	3 MATERIALI IN METODE
	3.1 Uporabljena učinkovina
	3.2 Uporabljene pomožne snovi
	3.3 Uporabljena kemikalija, surovina 
	3.4 Naprave za izdelavo in vrednotenje nanosuspenzij  
	3.5 Izdelava nanosuspenzij 
	3.6 Določanje velikosti delcev v nanosuspenziji 
	3.7 Določanje zeta potenciala delcev v nanosuspenziji 
	3.8 Spremljanje stabilnosti nanosuspenzij
	3.9 Izdelava granulata in tablet 
	3.10 Razpadnost/raztapljanje tablet 

	4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
	4.1 Ovrednotenje nanosuspenzij
	4.1.1 Določitev velikosti delcev
	4.1.2 Določitev zeta potenciala  

	4.2 Stabilnost nanosuspenzij 
	4.2.1 Stabilnost nanosuspenzij v hladilniku 
	4.2.2 Stabilnost nanosuspenzij pri različnih temperaturah 
	4.2.3 Stabilnost nanosuspenzij ovrednoteno s HPLC analizo 

	4.3 Izdelava tablet 
	4.3.1 Izdelava placebo tablet
	4.3.2 Izdelava tablet z nanosuspenzijo

	4.4 Razpadnost/raztapljanje tablet

	5 SKLEP
	6 LITERATURA

