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POVZETEK

V zadnjih letih m@no nara&a Stevilo na novo sintetiziraniktimkovin, ki so tezko
topne v vodi. Zato se farmacevtska industrijatao® problemi, kako povati topnost in s
tem bioloSko uporabnost temcdcinkovinam. Priprava nanosuspenzij je eden od
formulacijskih pristopov za povanje topnosti. Nanosuspenzije so koloidno disperzni
sistemi delcev &inkovine nanometrskih velikosti v vodnem mediju.zRamo vé metod
za izdelavo nanosuspenzij, med njimi so: precipgka metoda, homogenizacija z
visokim tlakom in mletje. Slednje je, zaradi svoj@verzalnosti, enostavnosti in lahkega
prenosa v proizvodnjo, ena izmed najpogosteje Ughjerah metod.

Nanosuspenzije tezko topnikinkovin smo izdelali z mokrim mletjem v kroghem
planetarnem mlinu. Ta mlin nima vgrajenega sistem@a vzdrzevanje konstantne
temperature, zato se med mletjem zaradi velikegsarenergije pova temperatura v
posodi za mletje. &inkovino v obliki suspenzije smo zmleli s po#jm kroglic, pri tem pa
smo spreminjali z&tno temperaturo v posodi za mletje. Podemrem mletju smo izmerili
temperaturo v posodi za mletje in velikost delc8w.ane podatke smo statisto obdelali.
Ugotovili smo, da zétna temperatura nima §ega vpliva na velikost delcev in na
kon¢no temperaturo.

S pomgjo ratunalniSkega programa OriginPro 8.5 smo postavilidel® gibanja
temperature v posodi med mletjem. Ugotovili smoteaperatura nek&psa nara®, nato
pa se ustali. Na primeru en&nkovine in stabilizatorja smo postavili tudi eksipgentalni
nart z uporabo statisthih orodij za eksperimentalno driovanje in optimizacijo (Design

of Experiments), s katerimi smo tudi analiziralidobljene podatke.



ABSTRACT

Recently more and more drugs that are poorly selublvater have been synthesised.
Therefore pharmaceutical industry is trying to fmelv solutions to enhance solubility and
thus bioavailability of these drugs. New formulatiapproaches are therefore needed and
nanosuspensions are one of these novel drug delisgstems. Nansuspensions are
colloidal dispersion systems of nanosized drugiges in water media. Many different
techniques exist for production of nanosuspensior@duding precipitation, ball milling
and high pressure homogenization. Ball milling issmcommonly used, because it is
simple, universal and easy to scale up.

Nanosuspensions of poorly soluble drugs were predilny planetary ball mill. The
system for maintaining constant temperature isimgtalled in this type of mill, therefore
the temperature in milling vessel is increased tudigh energy input during milling.
Drug suspensions with different starting tempegatuar milling vessel were produced by
wet ball milling. Particle size and temperature eveneasured after milling. No major
influence of initial temperature, in milling vess&as found on particle size and final
temperature.

Models of temperature in the vessel were set upgusicomputer program OriginPro
8.5. From these models it was found out that tieperature rises for a while and then
stabilises. In a case of one drug and stabilizemptan of experimental work was prepared
using design of experiments (DoE), which is a statl tool used for experimental

planning and optimising. This tool was also usedrtalyse acquired data.
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1 UvOD

V zadnjih letih méno nara&a Stevilo na novo sintetiziraniktimkovin, ki so tezko
topne v vodi kot tudi v organskih topilih. Topnasgtinkovine v vodi je klj¢na za njeno
delovanje, ne glede na da aplikacije. Kar 40% vseh potencialnih novitinkovin je
slabo topnih v vodi, zato po¥anje topnosti tem dinkovinam predstavlja izziv za
farmacevtsko industrijo (1).

BioloSka uporabnost dinkovine je odvisna predvsem od njene topnosti in
permeabilnosti preko lipofiinih membran. Samo rafeme winkovine lahko preidejo
celicno membrano in doseZejo mesto delovanja. GledaatasSko uporabnost razdelimo
ucinkovine v Stiri razrede biofarmacevtskega klasitijskega sistema (Biopharmaceutical
Classsification System — BCS). V razred | sodifinkovine, ki imajo dobro topnost in
dobro permeabilnost, v razred Ilicinkovine, ki imajo slabo topnost in dobro
permeabilnost, v razred llicinkovine z dobro topnostjo in slabo permeabilnosgo v
razred IV «&inkovine, ki imajo slabo topnost in slabo permeadst (2).

Z novimi spojinami, ki nimajo dovolj velike biologkuporabnosti, tudi ni moge
izvajati farmakoloskih testiranj, s katerimi bi ddali njihovo winkovitost. Pogosto se
zgodi, da odkrijejo novo, v vodi tezko topneéinkovino, ki izkazujein vitro primerno
aktivnost, vendar jo nato zavrzejo kot neuporabker je ne morejo oblikovati v
farmacevtsko obliko za nadaljnja testiramjavivo (3). Zato se posluzujemo razilih
tehnik za pové&anje topnosti in hitrosti raztapljanja. Najboljekten pristop za povanje
topnosti je tvorba soli. Pri tvorbi soli predstaytj problem neioniziraje winkovine, zato
se pri teh posluzujemo sprememb fizikalnih lastrtogdjenca ali topila. Med tradicionalne
pristope za pov&anje topnosti spadajo: zmanjSanje velikosti detopyjenca, uravnavanje
pH topila, dodatek sotopil, dodatek povrSinsko akti snovi (PAS) in uporaba oljnih
raztopin. Med novejSe pristope pa wa$io uporabo mikroemulzij, samoemulgiraio
sistemov, trdnih disperzij (vkljiujo¢ stabilne amorfne oblike), liposomov, vgradnjo v
inkluzijske komplekse s ciklodekstrini in uporabopsrkriticnih teka@in za zmanjSanje
velikosti delcev (supercritical fluid process — §CIPri tej metodi tinkovino raztopimo v
superkritni tekasini, po rekristalizaciji ginkovine pa dobimo precej manjSe delce (5-2
um). Vendar imajo tudi te novejSe metode svoje dweejin niso primerne za vse
ucinkovine. Npr. @inkovina mora imeti ustrezno molekulsko maso, d&fko vgradimo

v ciklodekstrine oziroma mora biti topna v orgaistapilih za uporabo metode sotopil (2,
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4). Omejena uporabnost teh metod se kaze tudi hmmajStevilom takih produktov na
trgu (5).

Ena od tradicionalnih metod za pdaeje hitrosti raztapljanja je mikronizacija, ki je
primerna predvsem zacinkovine 1l razreda BCS, t.j.dinkovine s slabo topnostjo in
dobro permeabilnostjo. Mikronizacija pomeni zmanj8avelikosti delcev praSkaste
substance na priblizno 2-5 um, dejanski razporkesti delcev pa je med 0,1 in 25 um, od
tega je le majhen delez delcev manjSi od 1 um. dilmacijo delcev lahko dosezemo npr.
z mletjem. Posledica mikronizacijeciokovine je poveéanje hitrosti raztapljanja s
poveanjem povrSine delcev. Z mikronizacijocimkovine lahko pov&amo hitrost
raztapljanja, ne moremo pa pdaé njene nasene topnosti. Pridinkovinah z zelo nizko
topnostjo, pa tudi s powvano hitrostjo raztapljanja ne moremo dosdovolj velike
bioloSke uporabnosti, zato se vse bolj posluZzujearmnizacije t.j. izdelave nanokristalov.
Nanokristali so delci ¢inkovine velikosti pod 1 pm (ot&jno med 200 in 500 nm).
Nanokristale pridobivamo v tekem disperznem mediju z mletjem ali z obarjanjem,
koncen produkt pa imenujemo nanosuspenzija (6). Nasthri se razlikujejo od
nanodelcev. Nanodelci so polimerni koloidni nosuinkovin, trdni lipidni nanodelci pa
so lipidni nosilci @inkovin. Nanokristali so kristali ¢éinkovine nanometrskih velikosti,
brez kakrSnegakoli nosilca (7).

11. NANOSUSPENZIJE

Nanosuspenzije so koloidne disperzije delce&inkovine nanometrskih velikosti,
stabilizirane so s povrSinsko aktivnimi snovmi (BAf s polimeri. Definiramo jih lahko
tudi kot dvofazne sisteme, ki jih tvorijo delctiokovine, manjSi od 1 um, dispergirani v
vodnem mediju. Nanosuspenzije so primerna oblikacazkovine, ki so netopne v vodi,
netopne v vodi in organskih topilih, imajo visokrandelitveni koeficient (logP), visoko
temperaturo tal| in delujejo v visokih odmerkih (4). Poleg stataliorjev lahko
vsebujejo Se druge pomoZzne snovi kot so: pufri,isaladkorji. Pri véini nanosuspenzij
je koncentracija ¢inkovine okrog 400 mg/ml (8). Prednosti hanosuspest pove&ana
nastena topnost, pov¥ana hitrost raztapljanja in adhezivne lastnostiokastalov. Na
splosno kazejo majhni delci pasane adhezivne lastnosti, zaradi ptauee stine povrSine
se izboljSajo medsebojne interakcije. Primer iz kdsajega Zivljenja jece pecivo

potresemo s sladkorjem. Kristalni sladkor bo zdssgdeciva, medtem ko bo sladkor v
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prahu ostal na njem. Palana adhezija ima v biofarmaciji veliko prednostedrdrugim

tudi poveanje bioloSke uporabnosti. Po drugi strani, pa poegana adhezivnost lahko
tudi neugodne stranske&inke npr. nastanek razjed na sluznici (3). Adheastriahko Se
pove&amo z dodatkom mukoadhezivnih polimerov in s temiZmljSamo bioloSko
uporabnost, zaradi zadrzevanja na mestu absorpbljgkoadhezvni polimer lahko

uporabimo kot stabilizator ali pa ga dodamo k Zprpwljeni nanosuspenziji (5)

11.1. NASICENA TOPNOST IN HITROST RAZTAPLJANJA

Topnost je specina znailnost posamezne snovi. Odvisna je od temperaturedi
kristalne strukture snovi. Poleg temperature irstkfhe strukture na topnost vpliva tudi
velikost delcev (5). Odvisnost topnosti od velikogelcev pride do izraza Sele v
nanometrskem obnd. Pri ve&ini prahov v farmaciji pa so delci znatnocyieod 1 um,
zato velikost delcev nima vpliva na topnost. Diiggpa je pri nanosuspenzijah, kjer do
poveanja topnosti ne pride samo zaradi p@rga povrsine, temveudi zaradi povéanja
medfazne napetosti trdno/tedey ki je posledica povane ukrivljenosti povrSine manjSih
delcev. Pové&anje topnosti z zmanjSevanjem velikosti delcev wpis Ostwald-
Freundlichova enda (3):

c 2yV
log—r=—Y__ enabal
[ee] )
Ceo  2,303RTpr

C topnost (g/ml)

»  topnost velikih delcev trdneinkovine (g/ml)
medfazna energija delcev v topilu (N/m)
molarni volumen trdnih delcev (I/mol)
plinska konstanta (Nm/molK)

absolutna temperatura (K)

T 4 3103 < = 0

gostota trdne snovi (g/céin

-

polmer delcev (cm)

Pove&anje nasiene topnosti ima za posledico tudi pésaie hitrosti raztapljanja, v

skladu z Noyes-Whitneyevo et (en&ba?2). Hitrost raztapljanja pomeni hitrost prehoda
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substance iz trdnega v raztopljeno stanje, kjeaj&oljo za absorpcijo. Hitrost raztapljanja
je primarno funkcija povrsSine. ZmanjSanje velikad¢icev poveéa speciféno povrsSino in

posledéno se povéa hitrost raztapljanja (3).

dc DS
d—: =1 (cs —o©) enaba?2

topnost dinkovine (mol/l)
raztopljena ¢inkovina v¢asu t (mol/l)
debelina difuzijske plasti (cm)
volumen (1)

povrsina delcev (cth

O n < T 0o @

difuzijski koeficient winkovine (cnf/s)

Izpeljava Noyes-Whitneyeve eftze temelji na prvem Fickovem zakonu, ki pravi, da
je hitrost raztapljanja trdnega delca proporcioaatiifuzijskemu koeficientu, povrsini
raztapljaj@e se snovi in koncentracijskemu gradientu, ki qgostavi na doléeni razdalji.
Difuzijski koeficient je koltina substance, ki difundira skozi déémo povrsSino v eni
sekundi pod vplivom koncentracijskega gradienta (9)

11.2. |1ZDELAVA NANOSUSPENZIJ

Poznamo dve metodi izdelave nanosuspenzij, in sigettom up« tehnologije in »top
down« tehnologije. Pri »bottom up« tehnologifinkovino raztopimo v nekem topilu, to
raztopino pa dodamo v ne-topilo, kar powirobarjanje delcev dinkovine. To metodo
imenujemo tudi metoda precipitacije. Pri »top doveknologijah pa gre za razbitjecyig
delcev na manjSe, zato jih imenujemo tudi dezirgeiggke metode. Med »top down«
tehnologije spadajo: mokro mletje, homogenizacijaisokim tlakom ter kombinacija
precipitacijske metode in homogenizacije z visokilakom (Nanoedge tehnologija).
Dezintigracijske metode se v farmaciji bolj pogogpmrabljajo kot precipitacijska metoda.
Med druge metode izdelave spada Se uporaba enmulnijikroemulzij kot predlog pri

izdelavi nanosuspenzij, pri tem gre za podobengpast kot pri precipiratijski metodi (10).
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Precipitacijska metoda

Pri tej metodi dinkovino raztopimo v organskem topilu npr. v aceton
tetrahidrofuranu ali v N-metil-2-pirolidinu, da dioto nastéeno raztopino. To raztopino
dodamo ne-topilu, ki se meSa z organskim topilorat Ke-topilo ponavadi uporabimo
vodo. Ker @inkovina ni topna v ne-topilu, se pnie obarjati. Na ta & ne moremo
oblikovati winkovin, ki niso topne v organskih topilih, nitiwvodi. Raziskave so pokazale,
da so za ta @@ priprave nanosuspenzij primerne le tisténkovine, katerih topnost v
vodi je manj$a kot I810* mol/l (3). Proces obarjanja mora biti dobro nadzan,
nastale delce pa je potrebno stabilizirati, da m@&mo tvorbo mikrodelcev. Kot
stabilizatorji se najpogosteje uporabljajo: hidipkspilmetilceluloza (HPMC),
polivinlpirolidon (PVP), Tween 80, Poloxamer 188 liecitin. Za dosego najboljSega
ucinka ponavadi uporabimo ¥estabilizatorjev hkrati. lzbira stabilizatorjev, pita in
meSanje raztopine so k§uoi dejavniki, ki vplivajo na velikost in stabilnostastalih
nanokristalov. Velikost nastalih delcevinkovine pri obarjanju je obratno sorazmerna s
topnostjo @inkovine v mediju za obarjanje. MeSanje je k§n korak za hiter nastanek
enakomerne nasne raztopine, ki vpliva na nastanek enakomernikiliehanokristalov
ucinkovine. Drugi klju@ni parametri tega procesa so: koncentracijakovine, volumsko
razmerje topila in ne-topila, temperatura in vigkogt (1). Prednosti te metode so:
enostavnost postopka, nizki stroski opreme in @vest prenos metode iz laboratorija v
proizvodnjo. Glavna slabost te metode je v temmadaa biti &inkovina topna v vsaj enem
topilu, ta pa se mora meSati z ne-topilom. Slalstudi uporaba organskih topil, ki so
lahko tokséna zacloveka in okolje ter uporaba PAS kot stabilizaterjda prepr&imo
Ostwaldovo rast kristalov (10).

Obstaja tudi kombinacija precipitacijske metodén@amogenizacije z visokim tlakom.
Nanosuspenzijo pridobljeno s precipitacijo homogeamo z visokim tlakom, da dobimo
Se manjSe delce in se izognemo nadaljnji rastidtas. Kot ne-topilo uporabimo vodo, kot
topilo pa se najpogosteje uporablja metanol, etalh@opropanol, ki se meSa z vodo. Pred
homogenizacijo je potrebno popolnoma odstranitilbpgkar je v laboratorijskem merilu

enostavno, problem pa je pri velikih katiah v proizvodniji (4).
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Homogenizacija z visokim tlakom

Homogenizacija z visokim tlakom je druga najpogjesteorabljena dezintegracijska
metoda. Poznamo dva principa homogenizacije, inersienikrofluidizacijo in
homogenizacijo z batnimi homogenizatorji (pistomp-¢@mogenisers).

Pri mikrofluidizaciji pride do zmanjSanja delcewadi striznih sil. Curek suspenzije z
visoko hitrostjo (do 1000 m/s) in pod visokim tlako(4000 barov) vodimo skozi
homogenizacijsko komoro. Poznamo dva tipa komortip&in »Y tip« homogenizacijske
komore. Pri »Z tipu« komore curek suspenzije spreramer, kar povzrd trk delcev in
nastanek velikih striznih sil ter poslédo zmanjSanje delcev. Pri »Y tipu« komore pa se
curek suspenzije razdeli na dva curka, ki potenmtédmo teita drug v drugega, kar
povzraii razbitje delcev. Slabost te metode je, dégsovno zelo potratna, saj je potrebno
suspenzijo vékrat spustiti skozi mikrofluidizator, da dosezenadastno zmanjSanje
delcev. Patenti navajajo, da je potrebno spusigpenzijo skozi mikrofluidizator tudi do
petinsedemdesetkrat, komn produkt pa vseeno vsebuje velik delez mikrode(€8.

Zaradi slabosti mikrofliudizacije in problemov paamih z mletjem &inkovin, so
sredi devetdesetih let razvili homogenizacijo znbat homogenizatorji. Pri tem tipu
homogenizatorjev t& curek suspenzije z visoko hitrostjo in pod visokiakom skozi
tanko odprtino homogenizatorja. Pri APV LAB 40 hayeaizatorju je ta odprtina premera
3 cm nato pa se zmanjSa na 25 pum. ZmanjSanje paetueka povzré dvig dinamiénega
tlaka in posledino, v skladu z Bernoullijevo edlao, padec stathega tlaka tek#ine.
Zaradi padca sta@tnega tlaka pod parni tlak tekoe pri sobni temperaturi, gne tek@ina
vreti. V tekaini se pojavijo mehuiki, ki implodirajo, ko suspenzija zapusti odprtiimose
vzpostavi normalen tlak. Ta pojav imenujemo kaw#acDo zmanjSanja delcev pride
zaradi sil, ki nastanejo med kavitacijo. Velikoselakv je odvisna od Stevila
homogenizacijskih ciklov, temperature, trdnosti céel in uporablienega tlaka (6).
Prednosti te metode so: enostavnost, uporabljesgesaije imajo lahko zelo nizko kot
tudi zelo visoko koncentracijo, uporabna je Zakovine, ki so slabo topne v vodi in v
organskih topilih, mozna pa je tudi asép8 priprava nanosuspenzij. Draga oprema, veliko
Stevilo homogenizacijskih ciklov, ter morebitna ginedna mikronizacijadinkovine pa so
glavne slabosti te metode (10).

Odvisno od temperature, pri kateri poteka homogeamia in od vrste disperznega
medija, poznamo dve metodi homogenizacije z bathwmogenizatorji. Najprej so razvili
DissoCube tehnologijo, kjer kot disperzni medij tagmmo vodo. Kasneje so razvili Se
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Nanopure tehnologijo, kjer homogenizacija potekaevodnem mediju oz. v mediju, ki
vsebuje zelo majhen delez vode. Prednosti te meteole da je pri odstranitvi
homogenizacijskega medija, izparevanje potekajgaitrepod milejSimi pogoji. Ta metoda

je primerna tudi zadinkovine, ki so obutljive na hidrolizo (6).

Mietje

Mletje je najbolj pogosto uporabliena metoda za Bevanje velikosti delcev. V
osnovi poznamo dva tipa mletja, suho in mokro rale§uho mietje obajno pomeni
mikronizacijo. Nanosuspenzije pa so izdelane z moknletiem. Poznamo ¥erazlicnih
kroglicnih mlinov za nanomletje (npr. planetarni kréglimlin, meSajoéi kroglicni mlin).
Posodo za mletje napolnimo s kroglicamé&inkovino, vodo ali ustreznim pufrom in
stabilizatorjem. Med vrtenjem posode prihaja dov¥rkn trenja med kroglicami, sile, ki pri
tem nastanejo pa so dovolj velike, da powgoozmanjSanje delcev do nanometrskih
velikosti. Kroglice so iz razthih materialov (steklo, cirkonijev oksid, premreden
polistirenska smola) in razhih velikosti (0,5-1 mm) (11). V literaturi zasledo, da se v
nekaterih primerih poleg kroglic kot pomozna snavizboljSanje mletja, lahko uporablja
tudi dodatek natrijevega klorida (12)as mletja je lahko zelo razén, od nekaj ur pa do
nekaj dni. Odvisen je od trdote€inkovine, velikosti serije, Zelene kéme velikosti delcev
in od tipa mlina. Nanokristali nastanejo pri nizkibratih mletja (npr. 80-90 rpm) in dolgih
casih mletja (npr. 1-5 dni) ali pa pri visokih obha¢npr. 1800-4800 rpm) in kratkikasih
mletja (npr. 30-60 min). Zaradi dolgifasov mletja lahko pride do erozije materialov in s
tem do kontaminacije vzorca, lahko pa se pojaugh problemi s stabilnostjo vzorca (11).

Med mletiem potekata v posodi za mletje dva nasproprocesa: drobljenje
ucinkovine na manjSe delce in rast delcev zaradi et@ojsih trkov. Po dokenemcasu
delci dosezejo svojo kéno velikost, ki je z nadaljnjim mletjiem ne morenma zmanjSati.

V nekaterih primerih daljSiasi mletja vodijo celo v postopno p@&exanje velikosti delcev
in v pove&anje heterogenosti vzorca (11).

Med mletjem prihaja tudi do fizikalnih spremembinkovine. Sile med mletjem so
lahko tako velike, da destabilizirajo kristalno eé® in postopoma vodijo najprej v
nastanek amorfnih predelov v nanokristalu, natas@alo popolne pretvorbe v amorfno
obliko. Stevilo amorfnih predelov je odvisno od tfessti posamezne ¢inkovine,

stabilizatorja in od parametrov procesa. Amorfnedali povéajo povrSinsko energijo
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sistema, kar ponavadi vodi v zmanjSano fizikalndke@mijsko stabilnost. Zato nastanek
amorfnih predelov ni zazelen, prav tako pa ne mordoiciti njihovo Stevilo in lokacijo

v delcu (11). Iz literature je razvidno, da je ptanetarnem kroginem mlinu stopnja
amorfnosti pri visokih hitrostih mletja (npr. 50pm in ve&) odvisna od velikosti kroglic;
pri nizkih hitrostih mletja (npr. manj kot 300 rpmpa velikost kroglic nima vpliva. Stopnja
amorfnosti je v&a pri majhnih kroglicah (13).

Mletje poteka pri kontrolirani temperaturi, kar omembno pri termolabilnih
ucinkovinah in pri @inkovinah z nizko temperaturo tal&& Med mletjem se namte
poveia temperatura v posodi za mletje. Eden od moZniamemov zmanjSevanja delcev
naj bi bila tudi tvorba razpok v delcih, nadalj§ijenje teh razpok in nazadnje razpad
delca zaradi spremembe temperature (11).

Pri planetarnem krogihem mlinu je posoda s kroglicami in vzorcem nafaea na
rotirajo¢o plogo, ki se vrti okoli svoje osi. Tudi posoda za ndese vrti okoli svoje osi,
kar prikazuje slika 1. To je analogno vrtenju zendkoli sonca (14).

| hitrost vrtenja posode |

rotirajQcéa plosca
posoda I P

hitrost vrtenja plbsce 7

Slika 1: Shematski prikaz vrtenja posode v krogtim planetarnem mlinu

Posodo mlina napolnimo s kroglicami (cca. 10-50%umma) in s suspenzijo
ucinkovine (2-30% volumna). Do zmanjSanja delcev @réradi striznih sil, ki nastanejo
med vrtenjem mlina in zaradi sil, ki nastanejo m#dd kroglic in delcev (11). Paziti
moramo, da meljemo pri hitrostih, ki so bistvengj@iod kritene hitrosti. Krittna hitrost
je definirana kot razmerje med hitrostjo vrtenj@3 in hitrostjo vrtenja posode, pri
katerem pride do efekta centrifugalne sile. Kraglaz. medij, ki ga meljemo, se zaradi
centrifugalne sile prilepijo na stene posode inbdnd ucinek izgine (14). Smer gibanja

kroglic v posodi prikazuje slika 2.
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¢

- kotna hitrost wrtenja ploite
o keotna bitrost vrtenja posode

Slika 2: Smer gibanja kroglic v posodi

Ucinek mletja je odvisen od materiala in velikostbglic, deleza kroglic in suspenzije
v posodi, hitrosti ifasa mletja, odvisen pa je tudi od lastnostnkovine in od izbranega
stabilizatorja (3). Iz literature je razvidno, daljdi kot socasi in viSje kot so hitrosti
mletja, manjSa je kama velikost delcev (14). Velikost kroglic vpliva nstopnjo
zmanjSevanja delcev samo pri visokih hitrostih falePri manjSih kroglicah opazimo
vecjo stopnjo zmanjSevanja delcev kot pri¢pe, zaradi veéjega Stevila trkov med
kroglicami. Obstaja pa seveda tudi maksimalna wslikvhodnih delcev glede na
uporabljeno velikost kroglic, kar nam v praksi omguota, da bi stopnjo zmanjSevanja
delcev uravnavali v enem koraku z izbiro minimaheékosti kroglic (13).

Da prepréimo rast kristalov in stabiliziramo nanosuspenaijporabimo stabilizatorje.
Ucinkovit stabilizator mora biti sposoben odéito kristal ucinkovine in zagotoviti ste¢no
ali ionsko bariero (8). Za dosego stabilizacijensgra stabilizator adsorbirati na povrsino
delca. Ta adsorpcija je doseZzena z ionskimi int@yaki, vodikovimi vezmi, van der
Waalsovimi vezmi, z ion-dipol interakcijami ali gahidrofobnimi interakcijami (11). V
odsotnosti stabilizatorja bi priSlo do aglomeradaiie do agregacije delcevéimkovine.
Proces izbire stabilizatorja je empen, izbrati moramo tak stabilizator, @an bolj
pripomore k zmanjSanju velikosti delcev &im bolj stabilizira suspenzijo. Fizikalno
stabilne nanosuspenzije dobimi® sta dinkovina in stabilizator v razmerju od 20:1 do
2:1. Premalo stabilizatorja povzio aglomeracijo in agregacijo delcev, préve

stabilizatorja pa pospesSi Ostwaldovo rast. Za ogitim delovanje lahko izberemo tudi
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kombinacijo ionskega in neionskega stabilizatokjas svojim sinergistinim delovanjem

Se bolj izboljSata stabilnost nanosuspenzije (8).i#biri ustreznega stabilizatorja ima
klju¢no vlogo tudi njegova viskoznost, &a viskoznost suspenzije po eni strani podaljSa
¢as mletja, medtem ko po drugi strani z bolj viskornsuspenzijami dosezemo boljSo
fizikalno stabilnost.

Pomembno vlogo pri izbiri stabilizatorja imajo tudnorebitne interakcije med
funkcionalnimi skupinami &inkovine in stabilizatorja. Méne ionske interakcije, vodikove
vezi in Sibke van der Waalsove ali Londonove irkeija lahko pospesSijo ali ovirajo
nastanek nankristalov. Iz literature je razvidna sth PVP in HPMC najbolginkovita pri
ucinkovinah, ki nimajo polarnih funkcionalnih skupiRoleg interakcij pa je pomembna
tudi povrSinska energija. Pri¢imkovini in stabilizatorju s priblizno enako powunsko
energijo naj bi dobili delce z ozko porazdelitvijelikosti. Vendar pa vpliv povrSinske
energije Se ni povsem razjasnjen. Omeniti pa jerepob Se hidrofobne lastnosti
stabilizatorja, saj te verjetno prav tako vplivaja winkovitost stabilizatorja. PovrSina
delca, pridobljenega z mokrim mletjem, je nainnérofobna, zato imajo bolj hidrofobni
stabilizatorji vejo afiniteto do delcev. Tako je na delcih adsontinave: molekul
stabilizatorja, ki pripomorejo k ¥g stabilnosti nanosuspenzije (11).

Primerni kandidati za pripravo fizikalno stabilnanosuspenzije so celulozni derivati
(HPMC, hidroksipropilceluloza — HPC), polisorbalivieen 80®), blok polimeri (npr.
Poloxameri) ter polivinil pirolidoni. Med ionskimstabilizatorji pa se najpogosteje
uporablja natrijev lavrilsulfat (11).

Prednosti mletja so, da je ta metoda uporabna zake vodi slabo topnecinkovine
kot tudi za @inkovine, ki so slabo topne v organskih topiliheRwos iz laboratorija na v
serije v proizvodnjo je enostaven, variacije medja®mi pa so majhne (11). Slabost
metode je kontaminacija vzorca z materialom mlks, moramo upoStevati pri validaciji
metode. Mletje lahko traja tudi ¥elni, kar je¢asovno potratno in lahko povzicmastanek
nestabilnih amorfnih oblik. Ko metodo in formulacipptimiramo, pa so razlike med

serijami zelo majhne (7).

12. STABILNOST NANOSUPENZIJ

Stabilnost je kljdnega pomena za zagotovitev varnosti &nkovitosti zdravil. Pri

intravenski aplikaciji nanosuspenzij lahko ¢jedelci (> 5um) povzrdijo zamasSitev
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kapilar, zato moramo spremljati velikost in distrijo velikosti delcev. Pri
nanosuspenzijah se najpogosteje pojavijo problerizikalno stabilnostjo. Pojavi, ki
spadajo pod fizikalno (ne)stabilnost so: sedimej@a@glomeracija, rast kristalov in
sprememba kristalnega stanjénkovine. Do spremembe kristalnega stanja lahkdepri
med izdelavo nanosuspenzij. Pri »top down« tehmalognastanejo delno amorfne
nanosuspenzije, pri »bottom up« tehnologijah p&dathobimo tudi popolnoma amorfne
delce. Delci v amorfni obliki so nestabilni in séasoma spremenijo v kristalno obliko.
Prav tako pa lahko pride do spremembe ene poliraarbiike v drugo. Ta sprememba je
odvisna od temperature, disperznega medija, statwlija in od prisotnosti delcev v
kristalni obliki (15).

Idealno stanje, pri katerem so delci enakomernpai&geni v suspenziji in ne tvorijo
aglomeratov, je teZko dosegljivo zato je pomembda, se suspenzija s stresanjem
redispergira. Hitrost sedimentacije opisuje Stokegakon (enéa 3) ki pravi, da na
sedimentacijo vplivajo velikost delcev, viskozndsperznega medija ter razlika v gostoti
med delcem in medijem. g delci se posedajo hitreje kot manjSi. Hitrostliseentacije
lahko up@asnimo s pov&anjem viskoznosti disperznega medija in z izbiralijae ki ima

podobno gostoto kot delcEmkovine (15).

2r2(pq—
v = (Pa—pPm)g

en&ba3
om
r Stokesov radij delca (cm)
g gravitacijski pospeSek (cm/s2)

pd gostota delca (g/cm3)
pm  gostota disperznega medija (g/cm3)

n viskoznost disperznega medija (g/cms)

Z zmanjSevanjem delcev se poaetudi njihova povrSinska energija, kar je
termodinamsko neugodno, zato delci tezijo k zmamisakupne povrSine in s tem k
zmanjSanju presezka proste energije. Delci zatgptkzzdruzevanju v flokule t.j. v rahle
agregate, kjer so delci med seboj povezani s Sibklean der Waalsovimi vezmi. V
posebnih primerih, ko delci tvorijo na dnu vsebntkden sediment, poga, pa so le-ti

povezani z ménejSimi vezmi in tvorijo aglomerate. Take suspenzimenujemo

11
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deflokulirane suspenzije. Pagaje tudi z monim stresanjem zelo tezko redispergirati,
zato je manj problemama uporaba flokuliranih suspenzij. Delci v flokulat zelo Sibko
povezani, med njimi je prisotno Se nekaj medijapzze s stresanjem lahko razbijemo
flokule in dobimo suspenzijo z &ino velikostjo delcev (16).

Prehod sistema v energijsko ugodnejSe stanje jeemazzmanjSevanjem povrsine
delcev ali z zmanjSanjem medfazne napetosti. Medfamapetost lahko znizamo z
dodatkom PAS. Ponavadi se medfazne napetosti nendati na ni in suspenzije
izkazujejo pozitivno medfazno napetost, zato deégiijo k flokulaciji. Kontrolirano
flokulacijo lahko dosezemo z elektroliti, PAS in lipgeri. Elektroliti delujejo kot
flokulacijske pomozne snovi z znizanjem energetsk@ere med delci in z znizanjem zeta
potenciala, kar powa nastanek flokulov. PAS (ionske in neionske) paée, da delujejo
kot stabilizatorji v suspenzijah, pripomorejo tudiflokulaciji, pri tem pa je pomembna
izbira ustrezne koncentracije. Polimeri so dolgtrer molekule z visoko molekulsko
maso. Del verige se adsorbira na povrSino delchpage usmerjen v disperzni medij.
Povezovanje med verigami, ki so usmerjene v meddj v nastanek flokulov (16).

Ceprav je sedimentacija eden Rjih procesov pri koloidnih suspenzijah, najdemo v
literaturi malo s tem povezanih Studij. Razloga ptadvsem v tem, da se pri izdelavi
nanosuspenzij uporabljajo stabilizatorji, ki prefje aglomeracijo delcev, kar ublazi
sedimentacijo ter to, da je sedimentacija majhrhadelcev zelo gasna. Poleg tega pa
vecino vodnih nanosuspenzij pretvorimo v trdne farnvégle oblike, kjer sedimentacija
nima pomena (15).

Poveanje temperature pogosto vodi v flokulacijo steoi stabiliziranih suspenzij z
neionskimi PAS.Ce suspenzijo segrevamo, se odbojne sile, ki izhajaj sterénih
interakcij, lahko zniZzajo zaradi dehidracije pobodtilenskih skupin PAS. Privlae sile se
poveajo, kar povea flokulacijo delcev. Med zmrzovanjem zaradi tvotedu delci prav
tako premagajo odbojne sile in tvorijo agregateadiiegati ostanejo tudi ko se led stali.
Velikost agregatov je obratno sorazmerna s hiwoatirzovanja. Destabilizacijski proces
v suspenzijah je poleg agregacije tudi rast delcanadi sprememb v temperaturi. Rast
delcev je pomembna, kadar je hitrost raztapljanfgnkaovine ma@no odvisna od
temperature. Pri po¢ani temperaturi se po¥a hitrost raztapljanja, kar vodi v nastanek
prenastene raztopine, to pa spodbuja rast kristalov (16).

Do Ostwaldove rasti kristalov pride zaradi sprememiselikosti in v porazdelitvi

velikosti delcev v suspenzijah. Pri tem pojavu gaerast v&ih delcev na réun man;jsih.

12
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ManjSi delci imajo v&o nasteno topnost kot @i, kar povzr@i vecjo koncentracijo
raztopljene tinkovine okoli manjSih kot okoli wgih delcev. Zaradi koncentracijskega
gradienta molekule dainkovine difundirajo od manjSih k ¥gm delcem. To povzré
nastanek prenasnosti okoli ve&jih delcev, zato ¢inkovina z&ne kristalizirati. Okoli
manjSih delcev pa nastane nenesa raztopina, zato se tidasi z&nejo raztapljati. Da
zmanjSamo razlike v na&sini topnosti med delci, je pomembna ozka porazlelielcev
po velikosti, zato tezimo k izdelavi nanosusperzi§im o0zjo porazdelitvijo velikosti
delcev. Uporaba stabilizatorjev prav tako ¢gmni Ostwaldovo rast kristalov, vendar
moramo pagziti, da stabilizatorji ne p@ago topnosti ginkovine (15).

Dispergiranje prasSkastih delcev v medij je pomemkerak pri pripravi suspenzij.
Zaradi adsorbiranega zraka na povrSini delcev fdatrajo na povrsini disperznega medija
in jih je tezko vmesSati. Temu so zlasti podvrzenofmleti prahovi, ki se ne omiigo tudi
¢e jih vmeSamo globoko pod gladino medija. Z dodatkBAS se zniza medfazna
napetost, posle¢o sténi kot med delci in medijem, odstrani se zrak zdgkar v kotini
fazi olajSa moenje delcev (16).

Nanosuspenzije morajo imeti ustrezno fizikalno, kgko in mikrobiolosko stabilnost,
da so primerne za farmacevtsko uporabo. Maksimfaiikalno stabilnost dosezemoe
poenotimo velikost delcev. Velikost in oblika delgea sta odvisni od parametrov procesa

in od lastnosti &inkovine in stabilizatorja (10).

13. VREDNOTENJE NANOSUSPENZIJ

Po izdelavi je potrebno nanosuspenzije ustrezndnatiti. Velikost in porazdelitev
velikosti delcev, naboj delcev (Zeta potencial)istaina oblika ter nas&na topnost in

hitrost raztapljanja so lastnosti nanosuspenzjjhknajpogosteje vrednotimo (10).

1 3.1 METODE ZA MERJENJE VELIKOSTI DELCEV

Z merjenjem velikosti delcev vrednotimo njihovo ikekt, agregacijo in rast kristalov.
Porazdelitev velikosti delcev v disperziji je osnowstandard kakovosti farmacevtskih
suspenzij. Velikost delcev vpliva tudi na biolodkaorabnost (3). Za ugotavljanje velikosti
delcev obstajajo Stevilne metode, ki se med sebwpjikujejo po principu merjenja,

merilnem obmaoju, potrebni kokini vzorca in nainu njegove priprave. Osnova metod so
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razlicne lastnosti delcev (npr. mehanske, @i elektronske), ki jih izkod&amo za

merjenje njihove velikosti.

Fotonska korelacijska spektroskopija (PCS) in laseska difrakcija
(LD)

Fotonska korelacijska spektroskopija (PCS) ali diitao sipanje laserske svetlobe
(DLS) se uporablja za dalanje povprénega polmera in porazdelitve velikosti delcev
nanometrskih velikosti. Metoda nam omeoégomeritev delcev od 0,6 nm do 6 um. Ta
metoda temelji na merjenju nihanja jakosti sipalgiserske svetlobe, ki je posledica
Brownovega gibanja delcev. Gre za nakfia gibanje delcev v disperznem mediju zaradi
trkov delcev z molekulami medija. Pri manjSih delge to gibanje bolj izrazito kot pri
vedjih. Ker je to gibanje naklgno, je zgornja meja velikosti delcev, ki jih s tetmdo Se
lahko merimo, omejena s sedimentacijo delcev, tgepadvisna od velikosti delcev kot
tudi od razlike v gostoti med delcem in medijem.rité mora potekati pri konstantni
temperaturi, saj temperatura vpliva na hitrost gjaalelcev ter na viskoznost medija, ta pa
vpliva na sedimentacijo delcev. Rezultat meritvea giovpréna velikost delcev
(hidrodinamski premer) in Sirina porazdelitve delcdlerilo za Sirino porazdelitve je
polidisperzni indeks (PDI), ki ima vrednosti od © d. Bolj ko je PDI blizu 0, bolj
monodisperzni so delci. Vrednosti blizje 1 pa poijeebolj polidisperzno porazdelitev.
Vrednosti PDI nizje od 0,1 kaZzejo na dobro homogéenaorca in ozko porazdelitev
velikosti delcev, vrednosti PDI ¥ od 0,3 pa na ¥ heterogenost (17). Prednosti PCS
metode SO enostavna priprava vzorca, hitra mergavmeritev potrebujemo zelo malo
vzorca, enostavnostgéimkovitost in avtomatiziranost metode. Problem tetode je, da je
v¢asih potrebno vzorec razket, kar ima za posledico spremembo sistema (17, 18
Omejitev te metode je tudi v tem, da je primernemaaa meritve velikosti delcev v
suspenzijah ne pa tudi za praskaste vzorce. Meolmaje PCS je zelo majhno, zato ne
moremo detektirati wgih delcev (> 6 um), v te namene se pogosto up@adaPCS v
kombinaciji z lasersko difrakcijo (LD). Laserskdrdkcija ima veje merilno obmeoje (20
nm — 2000 um) in je primerna tako za meritve vedtke suspenzijah kot tudi za praskaste
vzorce. Metoda temelji na sipanju laserske svetldoeta zadene delec. LD je, zaradi
velikega merilnega obnd@, Se posebej primerna za dotee velikosti delcev v
pulmonalnih in parenteralnih nanosuspenzijah. Zenobod teh dveh metod ne moremo
dolcciti oblike delcev (15).

14
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Vrsti éna elektronska mikroskopija (SEM)

Obliko delcev doléimo z elektronskim mikroskopiranjem. Uporabljamegwsem tri
vrste elektronske mikroskopije: vi&ta elektronska mikroskopija (scanning electron
microscopy — SEM), transmisijska elekronska mikogsja (transmission electron
microscopy — TEM) in mikroskopija na atomsko si&amic force microscopy — AFM).
Vsaka od teh metod ima svoje spegibsti (15).

Vrsticna elektronska mikroskopija (Scanning Electron ecopy — SEM) omoga
opazovanje prevodnih materialdye preiskovani vzorec ni dovolj prevoden, ga napnasi
s tanko plastjo prevodnega materiala. Vzorec ndonedemoramo najprej posusiti v
vakuumu, nanj naprasiti plast ogljika in zlata (i dovolj prevoden) s ponjjo katodne
evaporacije v enakomernem sloju priblizno 20 nnkanalobimo sliko po obsevanju z
elektroni. Elektrone proizvajamo v elektrodni pugknlframova katoda), ki nato potujejo
v vakuumu proti anodi. Elektroni se s pafjw elektronskih & zbirajo v fokusiranem
elektronskem curku, ki se z uporabo odklonskith W@di po preiskovanem vzorcu v
vzporednih vodoravniltrtah. Elektrone s povrSine vzorca vodimo v detektger s
poma:jo oj&itve signala dobimo sliko. Zaradi ¢ima delovanja metode imajo SEM slike
tridimenzionalni videz in omog@ajo predvsem opazovanje povrSine vzorcev. Prednost
SEM je, da nam poleg velikosti poda tudi oblikocd®l, pomanijkljivost pa je v zahtevni

pripravi vzorca (19).

14. DIFEREN CNA DINAMI CNA KALORIMETRIJA (DSC)

Diferertna dinamtna kalorimetrija (DSC) se uporablja za d@oje sprememb v
kristalni strukturi nanosuspenzij. Difeam dinamini kalorimeter sestavljajo grelec,
posodica z vzorcem in referenca (prazna posodica)rec segrevamo s stalno hitrostjo.
Rezultat segrevanja vzorca je DSC-krivulja, diagradvisnosti toplotnega toka od
temperature. Sam vzorec lahko energijo porabljaspio$a, kar je mogée zaznati v
primerjavi z referenco in nam omagostudij teh procesov (20).

15. VISKOZNOST IN MERJENJE VISKOZNOSTI

Viskoznost oz. dinaniha viskoznosti(, Pas oz. kg ms?) je fizikalna koltina, ki
podaja odziv tek&ine na strizno deformacijo. Dalena je kot razmerje med strizno
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napetostjo in strizno hitrostjo in podaja notramjenje tekdin. Pri laminarnem toku
tekatine, ki t&¢e ob ravni steni so plasti tekne vzporedne s steno in se urejeno gibljejo
druga ob drugi. Hitrost posameznih plasti se v ¢gkaazlikuje, p&asnejSe plasti zaradi
trenja zadrzujejo hitrejSe, te pa &0 paasnejSe. Pravimo, da v takoi delujejo strizne
sile.Velja, da je velikost strizne sile premosorazmegraarSini sttne ploskve med plastmi
in strizni hitrosti, ki opisuje, kako se s krajemresminja hitrost v smeri pravokotno na
steno. Takim sistemom pravimo Newtonski sistemi. i&-Newtonskih tek&nah pa
strizna napetost in prirastek hitrosti nista preonazmerna. To velja za koloidne raztopine,
emulzije, suspenzije, mazila in podobne produkte.

Viskoznost je odvisna od temperature, za tek® po navadi velja, da imajo pri visji
temperaturi nizjo viskoznost. Odvisnost viskozntskioiin od temperature podaja €ba,

(enaba 4) ki je analogna Arrheniusovi ébav kemijski kinetiki.

Ev/RT enaba4d

n = Ae
A konstanta, ki je odvisna od molekulske mase ifanm@ga volumna tekine
Ev aktivacijska energija (J)
R plinska konstanta (8,314472 J kol
T temperatura (K)

Aktivacijska energija je energija, ki povZidok med molekulami. Izparilna energija
je energija, ki je potrebna za izparetje ene mdéekekaine. V tek&ini tako nastane
prazen prostor, ki ga zapolnijo druge molekulejnkajo tako na voljo V& prostora za
gibanje. Ugotovili so, da je aktivacijska energiaaka eni tretjini izparilne energije, saj
molekula za tok v tekoni potrebuje le eno tretjino prostora (16).

Pri polimernih raztopinah je viskoznost odvisna kamhcentracije in velikosti (t.].
molske mase) polimera. Viskoznost polimerov n&aseksponentno z njihovo
koncentracijo. Do pov&nja viskoznosti pride, ker se celotna polimernageeobda s
topilom. Ko se polimer premakne, se plasti topka,so naloZzene na verigo polimera
premaknejo zraven. Pote se obseg pretoka, poskat se povéa tudi sila upora pretoka
0z. viskoznost raztopine. Z merjenjem viskoznaatitopin polimerov lahko sklepamo tudi

na molsko maso polimerov (16).
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Viskoznost merimo z viskozimetrom. Poznama: tgov viskozimetrov, katerega
izberemo za meritev, pa je odvisno odgkiovane viskoznosti in tega, ali imamo opravka
z Newtonsko ali ne-Newtonsko tekoo. Tako poznamo kapilarne viskozimetre,
viskozimetre s padajo kroglico, vibracijske viskozimetre, rotacijskeskozimetre in
viskozimetre v obliki posodice. Vibracijski viskozeter sestavljata dve tanki senzori
ploici, ki ju poganja elektromagnetna sila, ki vzdegtalno amplitudo valovanja. Ti
plo&ici sinusno nihata v resonanci v nasprotnih smefahmadi upora tekone plogici
nihata z vedno manjSo frekvenco in amplitude, nanju ne deluje nobena druga sila.
Viskozimeter izmeri elekt&ni tok ki je potreben, da plé€i nihata vedno z enako
frekvenco in amplitudo, na podlagi te meritve paiana viskoznost tekine (21).

16. UPORABA NANOSUSPENZIJ

Nanosuspenzije lahko apliciramo kot take ali pavginadimo v razline farmacevtske
oblike. Na novo sintetizirane v vodi tezko topneéinkovine apliciramo v obliki
nanosuspenzij pri testiranju farmakoloske aktivhdéadaljnje pretvorbe pa niso potrebne,
saj v tem primeru ni potrebna dolgdna stabilnost. Vi@na stabilizatorjev, ki so primerni
za intravensko aplikacijo, stabilizira nanosusp@enesaj nekaj dni. Nanosuspenzije lahko
apliciramo parenteralno, vendar moramo pri temrsfjedi velikost delcev, saj delci g
od 5 um lahko zamasijo kapilare in s tem pov¥goonastanek embolije. Za izdelavo
parenteralnih nanosuspenzij je najbolj primerna ¢égenmizacija z visokim tlakom, ker
omoga@a aseptino pripravo in ker nanosuspenzije, izdelane nantkn, vsebujejo zelo
malo mikrodelcev. Parenteralna aplikacija nanoszispam omogoa tudi dajanje zelo
visokih odmerkov, saj uporaba nanosuspenzij zeosiapne dinkovine zmanjSa volumen
injiciranja. Nanosuspenzije lahko uporabimo tudi reformulacijo Ze obstofgh
farmacevtskih oblik, ki kot pomozne snovi vsebujagzazelene snovi. Tako odstranimo
toksikoloSko manj sprejemljive snovi (22).

Zaradi svojih adhezivnih lastnosti in ker lahkgosesnembo stabilizatorja vplivamo na
in vivo lastnosti nanosuspenzij, jih lahko uporabljama #altatno zdravljenje raztinih
bolezni (6). Adhezivnost lahko pateamo z dodatkom polimerov in PAS. Pri intravenski
aplikaciji nanosuspenzij lahko z modifikacijo pawne delcev s polimeri ali PAS
pove&amo adsorpcijo na plazemske proteine. To je pomerphnkinkovinah, ki delujejo

na retikuloendotelni sistem. Lastnosti in Kola polimerov oz. PAS adsorbiranih na
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nanodelcu vplivajo na to, koliko proteinov se baa@thiralo na delec, to pa vpliva na
prevzem delcev v fagocitne celice (5).

Pri peroralni aplikaciji nanosuspenzij se dno poveéa absorpcija &inkovine iz
gastrointestinalnega trakta (GIT) in s tem tudilds&a uporabnost. Razloga za to sta
pove&ana topnost in povane adhezivne lastnosti delcev (5). Zaradi pame
adhezivnosti se zmanjSajo tudi razlike v bioloSgorabnosti, ki so posledica prisotnosti
hrane v GIT (8). Pow@no adhezivnost izkokigjo tudi pri zdravljenju okuzb s paraziti v
GIT, primer je okuzba €ryptosporidium parvum. Ta okuzba je najbolj pogosta pri ljudeh,
okuzenih z virusom HIV, ki so imunsko oslabljennak okuzbe pa je huda driska.
Peroralne nanosuspenzije se v tem primeru pok&jmajbolj &inkovite, ker se delci
ucinkovine adsorbirajo na epitelij GIT, kjer se nahpprazit. Adsorpcija ha steno GIT pa
tudi podaljSa zadrZzevanjetinkovine na mestu delovanja, kar je probletraii zaradi
driske. Peroralne nanosuspenzije se uporabljajo takizboljSanje bioloSke uporabnosti
ucinkovin kot tudi za zdravljenje okuzb GIT s parazit bakterijami. Zaradi svojih
adhezivnih lastnosti se uporabljajo tudi z&narzdravljenje raka na debelénevesu (5).

Nanosuspenzije lahko pretvorimo tudi v kako drugiomfacevtsko obliko, na primer v
prahove ali granulat, ki jih nato lahko polnimo elainske ali HPMC kapsule, ali pa iz
njih stisnemo v tablete. Vodne nanosuspenzije lahikmrabimo kot tekdno za
granuliranje ali pri izdelavi pelet. Nadalje lahkanosuspenzije tudi liofiliziramo ali pa
susimo z razprSevanjem. Liofilizat nato hidriramo wodi in apliciramo (7). Z
liofiliziranjem in suSenjem z razprSevanjem se @Yo problemom povezanih s
stabilnostjo (15).

Vodne nanosuspenzije lahko uporabljamo tudi za polimo dostavo dinkovin.
Lastnosti nanokristalov omogajo hitro difuzijo in raztapljanje dnkovine na mestu
delovanja ter podaljSatas delovanja, kar je ugodno za zdravljenje mnodjuc¢pih
bolezni. Poleg tega pa nanosuspenzije skoraj rneujeje mikrodelcev, ki bi se nalagali v
ustih in v zrelu ter povze@li s tem povezane nezelengnke (4).

V primeru a@esnih kapljic se podaljSa zadrZevanjéinkovine na ¢esu zaradi
adhezivnih lastnosti. V primeru dermatikov temeifioraba nanosuspenzij na péamju
nastene topnosti, zaradikesar «inkovine boljSe prodirajo v kozo (7). Vodne
nanosuspenzije pa lahko uporabimo tudi neposredaaa (nanos gopicem v usta), pri

¢emer dodamo sredstva za péamaje viskoznosti ali pripravimo gel (3).
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17. NACRTOVANJE EKSPERIMENTOV (DoE - design of
experiments)

Za dosego optimalnega rezultata pri razvoju progi procesa moramo ugotoviti
pomembne dejavnike, ki vplivajo na sam produkt & proces. To lahko dosezemo s
spremembo vsakega dejavnika posebej. Ta pristomujemo COST (changing one
separate factor at a time). Na Zalost pa ta prisiopedno dinkovit in nas ne pripelje
vedno do optimalnega rezultata. Spreminjanje samega& dejavnika nas ne vodi do
optimalnega rezultata, Se posebej kadar prihajateoakcij med dejavniki, ki vplivajo na
produkt. ReSitev je, da izvedemo premisljeno prifpea set eksperimentov, pri katerih
isto¢asno spreminjamo vse dejavnike, ki naj bi vpliveita poskus. To lahko izvedemo z
uporabo statisthih metod za natovanje eksperimentov — DoE (23). Pri tradicioean
COST pristopu je potrebno izvesti veliko poskusgvi tem pa dobimo zelo malo
informacij o sistemu, ki ga préujemo. N&rtovanje eksperimentov pa nam ponuja
organiziran pristop pri izvajanju poskusov in nam dolj natatine informacije o
prewevanem sistemu ob izvedbi manj poskusov. Uporalda @onogd@a tudi, da se odziv
lo¢i od Suma ozadja kar omagjamceno napake, ki izhaja iz dejavnikov na katensamo
vpliva (24). DoE se uporablja v raatih industrijskih panogah: v avtomobilski industrij
kemiéni industriji, industriji polimerov, farmacevtskpapirni, biotehnini, prehrambni
industriji, marketingu ter v nekaterih drugih inthjskih panogah. Uporablja se pri
razvoju novih procesov in produktov, pri optimigacprocesov in produktov, za
ugotavljanje dejavnikov, ki vplivajo na produkt plioces, za testiranje robustnosti procesa
in pri zmanjSevanju stroskov procesa.

Preden izvedemo eksperiment dahoo dejavnike, ki bojo vplivali na rezultat, kaksni
bodo odzivi in njihovo Stevilo. Dotamo standardne pogoje izvedbe (optimalnékt) za
preiskovane faktorje. Definiramo tudi najviSje iajmzje vrednosti faktorjev glede na
optimalno t@ko. Dolatimo tudi cilj poskusa: ali bomo testirali robusthpsocesa, reSetali
faktorje, ki vplivajo na rezultat, ali pa bomo izileoptimizacijo procesa. Nato postavimo
eksperimentalni rat in izvedemo poskuse. Poskuse lahko izvedemo redpo ali
paralelno. Izbira eksperimentalnegama je odvisna od predpostavljenega modela, ta pa
je odvisen od cilja poskusa. Obstaja& west eksperimentalnih ggov. Najbolj pogosto se
uporabljajo faktorski niti, ki so tudi najbolj enostavni za razumevar(e progujemo
set poskusov, kjer naj bi na rezultat poskusa waplitrije faktorji, lahko postavimo
dvostopenjski faktorski &at. Tak n&rt si lahko predstavljamo v obliki kocke, kjer cgh
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kocke predstavljajo vse mozne kombinacije vredn@sidke in nizke) faktorjev. Kocka pa
predstavlja eksperimentalno ob&y® ki ga produjemo. Najprej doldimo center kocke,
izberemo si neke standardne pogoje, nato pa glade wednosti simetmo dola@imo Se
ostale vrednosti faktorjev, ogh& kocke. Poskus s standardnimi pogojikvat ponovimo,
da dol@imo variabilnost eksperimenta. Na takem Rualem modelu temelji vrsta drugih
nartov z eksperimentalnimi t&ami v kotih, centru kocke, centrih stranic itd. p¥imeru,
ko prowtujemo vpliv vé& kot treh faktorjev, uporabimo isti princip, le d&sperimentalno
obmaje predstavlja hiper-kocka. Po k@mem eksperimentalnem delu dobljene podatke
obdelamo z analizo regresije. Regresijske koefieienajlazje predstavimo v obliki
stolpinega diagrama (regression coeficient plot), iz legfe lahko razberemo, kako je
dolocen faktor vplival na odziv ie je ta vpliv statistino signifikanten. Razberemo pa
lahko tudi vpliv med posameznimi faktorji. Potemsfavimo model, ki simulira odnos
med spremembami v faktorjih in spremembami v odiziPionavadi to naredimo z uporabo
matematinega polinomskega modela. Poznamo tri tipe polikkdmsnodelov, to so
linearni, interakcijski in kvadratni model. Kateriodel bomo izbrali, je odvisno od tega,
ali Zelimo prodevani proces optimizirati, testirati robustnost qagea ali pa reSetati
faktorje, ki vplivajo na odziv. V primeru optimizge izberemo kvadratni model, ki je
najbolj kompleksen in zahteva najvposkusov. Za reSetanje se uporabljata interakcijsk
ali linearni model, pri testiranju robustnosti jp@ekrni model. Interakcijski model zahteva
manj poskusov, linearni pa Se manj. Model nam pek&ateri faktorji so pomembni in
kako z delovanjem eden na drugega vplivajo na odezultate modela lahko pretvorimo
v graficne prikaze (response countour plot), ki jih lahkoabimo za dokatev optimalne
tocke izvajanja eksperimentov. Pomagajo pa nam tudiogifo¢anju o morebitnih
nadaljnjih eksperimentih (23).

Za izdelavo eksperimentalnegaira obstajajo Stevilni tnalniski programi, tako da
ni potrebno podrobno znanje statistike. GlavnihjpeMODDE (Umetrics), Design Expert
(Statease), Fusion AE (S-Matrix), JMP (SAS Insgijuh The Unscrambler X (CAMO).
Vsebujejo vrsto eksperimentalnih anov in so primerni za reSetanje faktorjev,
optimizacijo in testiranje robustnosti procesa. @otajo pa tudi predstavitev rezultatov
na razléne n&ine v obliki grafov. Vsi programi so zasnovani takia vodijo uporabnika
skozi n&rtovanje eksperimentov in analizo rezultatov na $&arda enostaven in Iégn

nain (24). Bistvo nartovanja eksperimentov je torej v tem, datn@emo poskuse,
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rezultate teh poskusov analiziramo z namenom pibstadobrega modela ter iz tega
modela ustvarimo grafine prikaze sistema (23).

21



Lucija Fasalek Diplomska naloga

2 NAMEN DELA

Namen dela je ovrednotiti vpliv temperature na kedt delcev pri mletju v
planetarnem kroglhem mlinu Retsch PM 100. Med procesom mletja seoqsss
kroglicami in suspenzijo vrti pri visoki hitrostZaradi gibanja kroglic v posodi pride do
trkov in trenja med kroglicami ter med kroglicanm stenami posode, sile, ki pri tem
nastanejo, pa so dovolj velike, da pride do zmangSaelikosti delcev v suspenziji. Ta
mlin nima vgrajenega sistema za vzdrzevanje kotrgtatemperature, zato temperatura
vzorca med mletjem zaradi trenja med samimi kraghcter trenja med kroglicami in
stenami posode nino naraste.

V diplomski nalogi bomo poskusSali ovrednotiti vplatetne temperature v posodi za
mletje na temperaturo vzorca po kanem mletju in na velikost delcev v nanosuspenziji.
Vzorce bomo predhodno terénio obdelali, jih zmleli pod enakimi pogoji ter vremtili
vpliv zatetne temperature na velikost delcev. Pri enem wbammo ovrednotili tudi vpliv
vsakokratnega segrevanja in ohlajanja vzorca, medepom mletja, na velikost delcev.
Ucinkovino v obliki prahu bomo najprej dispergirali wodni raztopini stabilizatorja z
magnetnim meSalom. Nato bomo izmerilicgmo temperaturo v posodi za mletje, po
koncanem mletju bomo spet izmerili temperaturo v posadvelikost delcev. Zgtna
temperatura bo imela tri nivoje: ohlajanje (5-10°Gpbna temperatura (20-25°C) in
segrevanje na 45 = 2°C. Temperaturo bomo izmerkostaktnim in IR termometrom.
Velikost in porazdelitev velikosti delcev pa bom@remmljali z metodo fotonske
korelacijske spektroskopije (PCS) in visie elektronske mikroskopije (SEM).

Vpliv temperature na velikost delcev pri mletju bmnarednotili na primeru treh
ucinkovin (fenofibrat, ezetimib in celekoksib) z raziimi stabilizatorji (HPMC,
Poloxamer 188 in Kollidon VA 64). Za kombinacijo lelkoksiba in Kollidona bomo
pripravili tudi eksperimentalni e, kjer bomo s pomgo ratunalniSkega programa
MODDE ocenili vpliv z&etne temperature, deleza kroglic ter hitrosti jeemlina na

kon¢no temperaturo in velikost delcev.
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3 MATERIALI IN METODE

3 1UCINKOVINE
3 1.1Fenofibrat

Fenofibrat (slika 3)se uporablja za zdravljenjbiperlipoproteinemij. Je deriv:
fibricne kisline in spada v skupino fibratc Je bel prasek zmolekulslo formulo
C20H21ClO4 in molsko maso 360,831 g/mollma dolg razpolovnicas (20 ur) innizko
temperaturo talifa, ta je me79 in 82°C. Topnodenofibrata v vodi je 0,4 pug/t (25, 26).

cl )f

Slika 3: Fenofibrat (propan® 2-{4-[(4-kloropentil)karbonillfenoksi}-2metilpropane)

Je agonist na PPA receptorjih, ki nadzirajo ekspresijo genov za lipdpinske
lipaze, ki povéajo pivzem LDL v jetrih. Aktivacija PPARs receptorja yaooci tudi
poveano sintezo apoliporoteina Al in All, ki vodita wnizanje koncentracije VLDL i

LDL ter zviSanje koncentracije HDL v ki (26).

3 1.2Ezetimib

Ezetimib (slika 4)se uporablja za zdravljenje hiperholesterolemij. Spadskupina
azetidinonskih inhibitorjev absorpcije holesterolle bel praS¢, njegova molekulsk
formula je G4H21F2:NO3;, molska masa p409,4 g/mol.Ima visoko temperaturo taéi&
(163°C) in je dobro top¢ v etanolu, metanolu in acetontiopnost v vodi pa je 0,C

mg/ml.
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Slika 4: Ezetimib ((3R,4%-1-(4-fluoropentil)-3-[(3S)-3-(4-fluoropentil)-Bidroksipropil]-4-(4-

hidroksipentil)azetidin-2-on)

oH
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Deluje v enterocitih dvanajstnika tako, da inhikatzsorpcijo holesterola. Ne vpliva pa
na absorpcijo v m&sdbah topnih vitaminov, trigliceridov in zoiih kislin. Navadno se ga

predpisuje v kombinaciji s statini za zdravljenjperholesterolemij (27, 28).

3 1.3.Celekoksib

Celekoksib (slika 5) uvtemo med nesteroidne protivnetn&nkovine (NSAID). Je
bel kristalinten prasek, s topnostjo v vodi manj kot 0,007 mgintdaztnih raztopinah pa
se topnost mino poveéa. Njegova molekulska formula je;f114F3N30,S, molska masa
pa 381,37 g/mol. Temperatura téi§e 161.3-162.2°C (29).

N
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Slika 5: Celekoksib (4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluometil) pirazol-1-illbenzensulfonamid)

Deluje kot selektivni inhibitor encima COX-2 (cikdksigenaza). Ciklooksigenaza
katalizira pretvorbo arahidonske kisline v prossagline in tromboksane. V telesu se
pojavlja v treh oblikah: COX-1, COX-2 in COX-3. Bnt COX-1 je stalno prisoten v
vecini tkiv in sodeluje pri agregaciji trombocitov, ipzagiti Zelodkne sluznice in pri
ohranjanju ledvine funkcije. COX-2 pa je inducibilen encim, kar pgnhda se izraza le
ob dolaenih drazljajih. Izraza se v vnetnih celicah obspmosti vnetnih mediatorjev
(citokinov in tumorje nekrozirajeega faktorja). Encim COX-3 pa najdemo v mozganih.
Celekoksib inhibira COX-2 in se uporablja za zdenve revmatoidnega artritisa in

osteoartritisa (26).

3 2. STABILIZATORJI
3 2.1 Hidroksipropilmetilceluloza (HPMC)

Hidroksipropilmetilceluloza (Pharmacoat 603, ShitslE Japonska) je polsintezni
polimer O-metil in O-(2-hidroksipropil) celuloze. Razlikuje se glede nakaznost in

stopnjo substitucije. Je bel do kremasto bel pra8ek vonja in okusa. Topen je v hladni
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vodi ter v meSanici vode in etanola, v etanolu epein. V farmaciji se uporablja v
peroralnih, desnih in dermalnih pripravkih, kjer ima viogo veaiali stabilizatorja. Pri

nanosuspenzijah deluje kot staiistabilizator (30).

3 2.2Hidroksipropilceluloza (HPC)

Hidroksipropilceluloza (Klucel EF, Hercules, USAE jpolisaharid iz linearno
povezanihD-glukoz z delnoO-hidroksipropiliranimi hidroksilnimi skupinami. Meka
masa je 60000-1200000 g/mol. Je rahlo higroskomgnrbmenkasto bel ali sivkasto bel
zrnat ali vlaknast prah brez vonja in okusa. Uplpaage kot polimer za filmske obloge in
vezivo v tabletah ali tvori ogrodje za podaljSapoosanje iz tablet. Uporablja se tudi pri
mikrokapsuliranju, v transdermalnih oblizih in vrd@acevtskih oblikah za oko, v

kozmetiki pa se uporablja kot stabilizator (30).

3 2.3Hidroksietilceluloza (HEC)

Hidroksietilceluloza (Natrosol G Pharm in Natro280 LNF, Hercules, USA) je
polsintezni polimer celuloze z deln®-hidroksietiliranimi hidroksilnimi skupinami.
Razlikuje se glede na viskoznost in stopnjo sulnsjé. Je bel, rumenkasto bel ali sivkasto
bel higroskopen prah brez vonja in okusa. Uporad#j&ot stabilizator, vezivo v tabletah,
polimer za izdelavo oblog za tablete, zgw&lo v farmacevtskih oblikah za dermalno
aplikacijo in za oko, je tvorilec gelov, uporablga se tudi kot ogrodje za podaljSano

sproganje pri tabletah (30).

3 2.4 Natrijeva karboksimetilceluloza (CMCNa)

Karboksimetilceluloza (Hercules, USA) je polsintepolimer celuloze z deln®-
karboksimetiliranimi hidroksilnimi skupinami. Podosse uporablja v obliki natrijeve soli.
V farmaciji se uporablja kot sredstvo za péage viskoznosti, kot razgrajevalo v tabletah
in kapsulah, vezivo v tabletah in kot zgegalo. Je rumenkasto bel prasek brez vonja (30).

3 2.5Poloksamer 188

Poloxamer 188 (Lutrol F 68, BASF, Néna) je blok kopolimer polietilena in
polipropilena. Je bel ali skoraj bel voskast préihkasmici. Njegova priblizna molska
masa je 2090 — 2360 g/mol. Uporablja se kot emaig&0).

25



Lucija Fasalek Diplomska naloga

3 2.6Kopovidon

Kopovidon (Kollidon VA 64, BASF, Newja) je kopolimer vinilpirolidona in
vinilacetata v masnem razmerju 3:2. Je bel ali mkasto bel prasSek z dobrimi prétami
lastnostmi, z rahlim z@nim vonjem in brez okusa. Uporablja se kot sulezivo pri

direktnem tabletiranju, vezivo pri vlaznem graramiju in pri filmskih oblogah tablet (30).

3 2.7Eudragit

Eudragit EPO (Degussa, Néfa) je kationski kopolimer dimetilaminometakrilaia
metakrilnih estrov. Spada v skupino polimerov, ikn jpravimo polimetakrilati. Je bel
praSek z znalnim vonjem aminov. Ni topen v vodi, topen je vaeblu, propanolu,

izopropanolu, etilacetatu, acetonu, diklorometanu 1M HCI (31).

3 2.8Arabski gumi

Arabski gumi (Gumi arabicum, Alland & Robert Gommes resines naturelles,
Francija) je posuSen izlek iz zarezanih debel afriSkih akcij, ki ga v glauwn sestavljajo
kisli polisaharidi. Glavnino predstavlja kisli aiabgalaktan v obliki kalcijeve, kalijeve ali
magnezijeve soli z molekulsko maso med 240000 G068 g/mol. Je v obliki prahu brez
vonja. Uporablja se kot zgé&&valo, stabilizator, emulgator, suspenditajsredstvo in kot

vezivo v tabletah (30).

3 2.9Natrijev lavrilsulfat (SDS)

Natrijev lavrilsulfat (Texapon K12, Cognis GmbH, i&ja) je zmes natrijevih
alkilsulfatov, med katerimi prevladuje natrijev tdsulfat. Je anionska povrsSinsko aktivna
snov, uporablja se kot sredstvo za ¢emje, drsilo pri tabletah in kapsulah in kot

emulgator. Je bel prah z molekusko formulgHzsSOsNa (30).

3 2.10 Polivinilpirolidon K25 (PVP)

Polivinilpirolidon (ISP, Svica) je linearni polimeN-vinil-2-pirolidona. Glede na
Stevilo povezanih monomernih enot ima r&zi K vrednost. ViSja K vrednost kaze na
vi§jo stopnjo polimerizacije in na @ viskoznost vodne raztopine. Uporablja se kot
vezivo v tabletah, kapsulah in zrncih za direktrablétiranje, kot solubilizator v
farmacevtskih oblikah za peroralno in zunanjo uporaot stabilizator v peroralnih in
dermalnih suspenzijah, omagovlazenje v farmacevtskih oblikah za oko. Upoiabk se
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tudi kot polimer za filmsko oblaganje. Je umazare prasSek z dobrimi pretaimi
lastnostmi (30).

32.11 Arabinogalaktan

Arabinogalaktan (Ametis, Rusija) je polimer narayadzvora. Je kisli polisaharid
sestavljen iz arabinoze in galaktoze. Uporabljaaterezivo pri tabletiranju, kot emulgator

in kot stabilizator. Je kremasto bel sipek pra3€R.(

3 3.NAPRAVE ZA IZDELAVO IN VREDNOTENJE
NANOSUSPENZIJ

Analitska tehtnica, XP 205, Mettler Toledo, Svica

Precizna tehtnica, BP 1200, Sartorius laboratogmiyja
Planetarni krogtini mlin, PM 100, Retsch, Netija

Kontaktni termometer, HI 9063, Hanna, N&ja

IR termometer, 63, Fluke, ZDA

Zetasizer Nano ZS, Malvern, Velika Britanija

Vrsti¢ni elektronski mikroskop JEOL JSM-7001F, Jeol Jaan
Magnetno mesSalo, MST digital, IKA, Neia
Vibroviskozimeter, SV-10, AND, Japonska

3 4PRIPRAVA NANOSUSPENZIJ

Nanosuspenzije smo pripravili z mokrim mletjem \ar@tarnem kroginem mlinu
Retsch PM 100 (Retsch, Néia). Najprej smo poiskali primerne stabilizatonpei katerih
smo dobili najmanjSe velikosti delcev. Dailo smo tudicas mletja in vpliv napolnjenosti
posode.

Natehtali smo ustrezne kaine stabilizatorja (0,8 g oz. 1,23 g pri suspeltezig@
fenofibratom) in vode (14 g) ter meSali z magnetmm@Salom, dokler se stabilizator ni v
celoti raztopil. Nato smo dodali ustrezno Kolb winkovine (4 g oz. 6,4 g za fenofibrat),
da smo dobili razmerje stabilizatorja prottinkovini 1:5 (0z. 1:5,2 za suspenzije s
fenofibratom). Kokna suspenzija je vsebovala 21% (oz. 30% za feratjibtinkovine.
Tako pripravljeno suspenzijo smo natehtali v pospdanletje (25 oz. 12,5 g). Volumen
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posode pri vseh poskusih je bil 50 ml. V posodo smeoali tudi 100 g kroglic iz
cirkonijevega oksida velikosti 0,6 — 0,8 mm. Possedw vpeli v mlin in mleli tolikatasa,

da je bila velikost delcev manjSa od enega mikroagt se z nadaljnjim mletjem ni &¥e
bistveno zmanjSevala. Hitrost vrtenja mlina pritvg®skusih je bila 500 rpm. Imeli smo
tri nivoje zaetne temperature v posodi: sobna temperatura (20)26hlajanje (5-10°C)

in segrevanje na 45 + 2°C. Nizkoc¢etno temperaturo vzorca smo dosegli tako, da smo
suspenzijo skupaj s kroglicami in posodo za migtjstili cez n@ v hladilniku. V primeru
visoke z#&etne temperature pa smo suspenzijo v posodi skugajglicami segrevali na 45

+ 2°C na vrei plo&i. Med posameznimi mletji smo mlin s tekm duSikom ohladili na
sobno temperaturo (20-25°C).

Za suspenzije s celekoksibom in Kollidonom smo nanipi eksperimentalni nat. V
posodo za mletje smo natehtali 12,5 g suspenzy@aldrazitne koline kroglic in mleli
30 min pri razknih hitrostih. Vzorce smo pred mletjem tetmo obdelali, tako da smo
imeli tri nivoje z&etne temperature: sobna temperatura (20-25°C)janiga(5-10°C) in
segrevanje na 45 = 2°C. Mleli smo po nakétjgm vrstnem redu, ki ga je izbral
ratunalniski program MODDE, da bi se izognili morelbtnnapakam, ki bi lahko izvirale

iz zaporedja eksperimentov.

3 5MERJENJE TEMPERATURE

Pred mletjem smo s kontaktnim termometrom izmégiiperaturo v posodi za mletje.
Temperaturo vzorca smo izmerili tudi z IR termoroetrna treh raztnih tockah ter
izratunali povpréje meritev. IR termometer deluje tako, da meri topd sevanje, ki ga
oddaja telo. To sevanje vodi do detektorja, kjeprsgvori v elektriini signal in na zaslonu
se prikaze temperatura. Na meritevémo vpliva temperatura prostora, zato IR termometer
vsebuje Se senzor za temperaturo prostora, ta gaesk prikazom temperature telesa
kompenzira. IR termometri torej merijo temperatbhrez kontakta (32). Pred mletiem smo
izmerili Se temperaturo milna na treh ramlh tatkah z IR termometrom in temperaturo
prostora z alkoholnim termometrom. Po kanem mletju smo prav tako izmerili

temperaturo v posodi za mletje s kontaktnim indRrometrom ter temperaturo mlina.
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3 6 DOLO CANJE VELIKOSTI DELCEV V NANOSUSPENZIJAH

Velikost delcev smo izmerili s PCS metodo z napraetasizer Nano ZS. Vzorce smo
pred meritvijo ustrezno rédi: 0,1 ml nanosuspenzije smo k&d z 1 ml preiscene in
filtrirane vode. Vodo smo prefiltrirali skozi filtez velikostjo por 0,45 um, da smo
odstranili morebitno prisotne prasne delce. Z m@rim vzorcem smo napolnili kiveto.
Pred meritvijo smo aparaturo nastavili na Zelengop® merjenja. Kiveto smo vstavili v
aparaturo, ta pa nam je prek@uaalniSke obdelave podala povgme velikost delcev in
polidisperzni indeks (PDI). Meritve smo izvajali @6°C. V programu smo izbrali ustrezni
disperzni medij — vodo ter vnesli ustrezni lomniikoik disperznega medija (1,330 za
vodo). Vrednost za viskoznost pr&ene vode pri 25°C je Ze v programu. Meritve smo
izvajali v polistirenski kiveti za enkratno uporal¥a vsak vzorec smo izvedli tri meritve
in izratunali povpréne vrednosti.

SEM slike smo posneli z vrgtiim elektronskim mikroskopom JEOL JSM-7001F.
Vzorce smo pripravili tako, da smo priblizno 500 mgnosuspenzije redi z 10 ml
pretiscene vode. Razrédne vzorce smo centrifugirali 20 min pri 20000 ¢ibraVzorce
smo redili in centrifugirali zato, da smo odstranili stébator, ki bi na slikah prekril delce
in onemogeil dolocitev njihove velikosti in oblike. Med centrifugirpem so se delci
posedli, stabilizator pa se je raztopil v vodi,skno jo odlili. Usedlino smo nanesli na
aluminijasto folijo in pustili da se posusSi. Natma posneli slike pri napetosti 1kV in iz

njih dolceili velikost delcev.

3 7MERJENJE VISKOZNOSTI

Viskoznost suspenzij pred mletjiem smo izmerili @racijskim viskozimetrom SV-10
(AND, Japonska). S tem viskozimetrom lahko @almo viskoznost tekin od 0,3 do
10000 mPas pri temperaturi 25 * 2°C in 45-60% nalawlaznosti. Meritve smo izvajali v
polikarbonatni posodici volumna 10 ml pri sobni paraturi.

Izmerili smo tudi viskoznost nekaterim raztopinarabdizatorjev pri razinih
temperaturah. Pripravili smo vodne raztopine staddibrjev v enakih koncentracijah kot
pri mletju. Raztopino smo nalili v posodico za reefg viskoznosti in jo pustiiez n@ v
hladilniku, da je dosegla temperaturo 5-10°C nawo § izmerili viskoznost. Posodico z
vzorcem smo postopoma segrevali na vodni kopelmerili viskoznost pri razéinih

temperaturah.
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3 8. OBDELAVA PODATKOV

Za preverjanje vpliva Zeatne temperature na velikost delcev smo uporataitissicni
test, enofaktorska ANOVA. Ker pa ANOVA test lahkpasabimo samo pri vzorcih z
enako varianco, smo predhodno z Hartleyevim tesastirali $e enakost variane smo
s Hartleyevim testom ugotovili, da je F eksperinagmtmanjSi od F kritini pomeni, da
med variancami niso prisotne statiath signifikantne razlike; zato lahko uporabimo
enofaktorsko ANOVO. Kot ®elno hipotezo smo postavili, da je velikost delpevvseh
nivojih temperature enaka. Alternativna hipotezappavi, da je velikost delcev pri vseh
nivojih temperature raziha. Stopnja tveganja je bila v vseh primerih 5#4=(0,05).Ce
smo dobili vrednost P ¥¢@® kot a, pomeni da ni prisotnih stati&tio signifikantnih razlik.

V primerih ko smo z ANOVA testom dokazali prisothasatisttno signifikantnih razlik
med velikostmi, smo naknadno izvedli Se Scheffeégst prio = 0,05; z ANOVA testom
namré ne moremo ugotoviti pri katerih temperaturah s@sgine razlike v velikosti.
Rezultate smo prikazali v preglednicah, kjer je nzh&ena signifikantna razlika med
velikostjo delcev pri raztnih temperaturah. Oznaka O pa pomeni, da se velgoslanih
temperaturah statigho signifikantno ne razlikuje.

Vpliv napolnjenosti posode pa smo preverili z dvasskih t testom z enakima
variancama pre. = 0,05. Enakost varianc smo predhodno testiréitestom. Kot rielno
hipotezo smo postavili, da napolnjenost posodepli®asna velikost delcev. Alternativna
hipoteza pa pravi, da napolnjenost posode vpliveetikost delcev.

Pri tri urnih mletjih vzorcev pri Zgetni sobni temperaturi smo na vsake 30 min
izmerili temperaturo v posodi. Iz zbranih podatkemno s pomgo ratunalniSkega
programa OriginPro 8.5 postavili model, ki prikezwibanje temperature v posodi med
mletiem. Za modelno funkcijo smo v programu izbreksponentno funkcijo, ki ima
asimptoto, nato pa je program z analizo regresiggvil model.

Ustreznost modela je prikazana s koeficientomaagojen R in reduciran y°.
Prilagojen R podobno kot Rprikazuje ujemanje modela s podatkf. Zavzema vrednosti
od 0 do 1, kjer vrednost 1 pomeni dobro ujemanjedeted s podatki, vrednost 0 pa
nezmoZnost postavitve model@e poveéamo Stevilo poskusov, se vrednost Bolj
pribliza vrednosti 1, kar pa ne pomeni, da smons t®segli boljSe ujemanje modela s
podatki. Zato je za napoved ustreznosti modela bptjraben prilagojen R kjer je
upostevano Se Stevilo prostostnih stopenj. Priexgéf lahko zavzema vrednosti od 1 do
minus neskoino. Ce je vrednost prilagojenegd Bna, to pomeni dobro ujemanje modela
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s podatki. Negativne vrednosti pa pomenijo, da seehne ujema s podatki (33). Drugi
koeficient, ki opisuje primernost modela, e Definiran je kot vsota kvadratov razmerij
med razliko dobljenih odzivov in odzivov dobljerithmodela in standardno deviacijo. Pri
dobrem modelu je to razmerje enako 1, kar pomemimddelna krivulja pri vsaki t&i
seka obmdje njene standardne deviacije. Zato je pri dobrggmanju modela s podatjf
enak $tevilu podatkov. Pri reducirangfipa je upostevano Se Stevilo prostostnih stopen;,
ki je definirano kot razlika med Stevilom podatkav Stevilom koeficientov modela.
Reducirany’® zavzema vrednosti od 1 naprej, kjer vrednost 1gsoreelo dobro ujemanje
modela s podatki. Vrednosti gje od ena pa pomenijo, da krivulja modela seka plem
eksperimentalnih t& in ne sluzi kot dober opis dogajanja v sisten#).(3
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4 1MLETJE FENOFIBRATA

Pripravili smo suspenzije fenofibrata in rénih stabilizatorjev v razmerju 1 : 5,2 za
stabilizator in dinkovino. Raztopini hidroksietilceluloze (Natrosdb Pharm) in
karboksimetilceluloze sta bili preveviskozni, da bi lahko vmesSali fenofibrat. Ostalim
suspenzijam smo pred mletjem izmerili viskoznosspbni temperaturi (preglednica I). Iz
literature je razvidno, da naj bi v bolj viskozribspenzijah med mletjem prisSlo dojie
striznih sil, zaradi katerih pride do zmanjSanjakeesti delcev, in s tem docinkovitejSega
mletja. Nanokristale naj bi dobili samo pri mleguspenzij, ki imajo viskoznost &e kot
50 mPas (11). Glede na rezultate viskoznosti smuodg®ili, da bomo zmleli suspenzije,
ki kot stabilizator vsebujejo: Poloxamer, hidrokseelulozo - HEC (Natrosol 250 LNF),
hidroksipropilcelulozo - HPC, Kollidon, Arabski gum natrijev lavrilsulfat,
polivinilpirolidon — PVP, Eudragit, hidroksipropilatiicelulozo - HPMC in

arabinogalaktan.

Preglednica I: Viskoznosti suspenzij pri sobni tenapuri z razkinimi stabilizatorji

Stabilizator Viskoznost (mPas)
Poloxamer penasta suspenzija, ne da se izmeriti
HEC (Natrosol 250 preve viskozno za meritev z
LNF) vibroviskozimetrom
HPC 858 + 43
Kollidon 15,0+1,2
Arabski gumi 37,2+0,3
Natrijev lavrilsulfat penasta suspenzija, ne daseriti
PVP 12,8+ 0,6
Eudragit 2,04+0,01
HPMC 77,1+17
Arabinogalaktan preve visk_ozno_ za meritev z
vibroviskozimetrom

12,5 g suspenzije smo mleli tri ure in na vsakihn3@ izmerili velikost delcev in
temperaturo v posodi. Na osnovi rezultatov (slika®o se odlli, da bomo za nadaljnje
poskuse izbrali naslednje stabilizatorje: HPMC, KHPGloxamer in Kollidon, ker smo z
uporabo teh stabilizatorjev dobili najmanjSe deltigotovili smo tudi, da pri mletju
suspenzije s Kollidonom prav tako dobimo delcearste velikosti¢eprav je viskoznost
suspenzije manjSa od 50 mPas. Iz tega lahko skigpdenna &inkovitost mletja poleg

viskoznosti suspenzije vplivajo tudi lastnosti diahtorja (11).
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Slika 6: Povpréna velikost delcev fenofibrata po treh urah mlegauporabo razénih

stabilizatorjev

Suspenziji s HPMC in HPC moramo mleti tri ure, dessefemo velikost delcev
manjSo od 1 pm in da se ta z nadaljnjim mletjentvbiso ne zmanjSuje ¥eslika 7). Pri
ostalih stabilizatorjih pa tudi po treh urah mletja dobimo ustrezne kdme velikosti
delcev. Pri suspenziji z natrijevim lavrilsulfatoja med mletjem priSlo do oblaganja
kroglic, v posodi smo po kéanem mletju nasli nekaj kroglic obloZenih s susenkied
mletjem suspenzije z arabinogalaktanom se je I@iaato obarvala in postala Se bolj
viskozna, velikost delcev pa se ni zmanjSala, gato mletje po eni uri prekinili.

2500
__ 2000 T
£
£
§ 1500
% m HPMC*
=)
% 1000 W HPC*
=
9 m Kollidon
> 500

30 60 90 120 150 180
€as (min)

Slika 7: Velikost delcev v odvisnosti athsa pri mletju fenofibrata z raatimi stabilizatorji.
(*Meritve velikosti po 30, 60 in 90 min mletja susyzije s HPMC ter meritve velikosti po 30 in 60

min mletja suspenzije s HPC niso zanesljive)
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Ugotovili smo tudi, da se suspenzija s Kollidonomelje ze v pol ure, z nadaljnjim
mletjem pa ne dosezemodvemanjSanja delcev, temveae velikost delcev celo posee
(preglednica Il). Razlog je lahko v tem, da medtjafa prihaja do trkov med delci, to pa

povzrai agregacijo in s tem rast delcev (11).

Preglednica Il: Povptma velikost delcev pri suspenziji s Kollidonom

Cas (min) V((arl:rlfn(;St PDI
0
30 579,9 + 16,3 0,224 + 0,120
60 6443+75| 0,183 0,090
90 749,7+47,1 0,060 * 0,021
120 775,4 +59,1 0,188 + 0,141
150 761,3 £ 22,8 0,125 + 0,026
180 751,9+30,7 0,132 +0,026
4 1.1. Nanosuspenzija fenofibrata in HPMC

Pripravili smo suspenzijo HPMC in fenofibrata vraerju 1 : 5,2. Masa suspenzije je
bila 25 gc¢as miletja pa tri ure. Za vsak nivo temperature sracedili dve mletji in
izracunali povpréno vrednost za temperaturo. Po mletju smo izmsgelivelikost delcev

(preglednica llI).

Preglednica lll: Povpkma z&etna in kodna temperatura ter povgre velikost delcev

nanosuspenzij fenofibrata s HPMC pri mletju 25 gpsunzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje

T zadetna kontaktni (°C) | 13,7 £6,8°C* 24,115 38,5+9,5
T zafetna IR (°C) 9,0 + 3,0°C* 21,8+0,9 38,715

T konéna kontaktni (°C) 39,221 31,0£2,9 34,4+45
T konéna IR (°C) 355+2,0 349+1,2 335+0,8
Velikost delcev (hm) 707,1+43,8| 737,2+59,9  705,7 £ 28,
PDI 0,307 + 0,035 0,325+0,099| 0,291 + 0,07

Pri vzorcih, ki smo ju ohlajali nismo izmerili gekovane zé&tne temperature (5-
10°C). Ker pa sta bila ta vzorca tretirana enakiodstali vzorci, lahko to napako verjetno
pripiSemo nepravilnemu delovanju kontaktnega teretom) dejanska temperatura pa je v
obmaju temperatur ostalih vzorcev, tretiranih na enakm Vpliv zatetne temperature na

velikost delcev smo preverili s statistim testom, enofaktorska ANOVA. Z Hartleyevim
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testom smo predhodno dokazali enakost variagg$M,47, ki = 4,85). Ugotovili smo,
da med velikostmi delcev pri raztih temperaturah ni statigtie razlike (P = 0,30).

Iz rezultatov je razvidno, da &tna temperatura ne vpliva na velikost delcev in na
PDI ter, da je kotna temperatura pri vseh vzorcih priblizno endkas mletja je bil tri ure,
kar je dovolj dolgo, da se izhivpliv zacetne temperature na kimo temperaturo. V vseh
treh primerih dobimo relativno visok PDI, kar kada heterogenost v velikosti delcev.
Heterogenost opazimo tudi pri SEM sliki vzorca mdgt pri zéetni sobni temperaturi
(slika 8). 1z SEM slike vidimo tudi, da delci nisnakomernih oblik. Z elektronskim
mikroskopom smo dotdli tudi velikost delcev, ta je bila 577 £ 305 nlN<16). Tudi iz
visoke standardne deviacije vidimo, da so delac@rbeterogeni in neenakomernih oblik.

=
5
. \‘ NN N 6y )
— lpm  2370_03 8/12/2011
X 5,000 1.00kV SEI SEM WD 10mm 10:04:38

Slika 8: SEM slika nanosuspenzije fenofibrata inM@Pmlete pri zaetni sobni temperaturi

Nato smo preverili Se vpliv napolnjenosti posode mase vzorca na velikost delcev
pri zaetni sobni temperaturi. V posodo za mletje smo htatepolovico manj (12,5 g)
suspenzije. Masa krogli¢as mletja in hitrost vrtenja mlina pa so ostalipremenjeni. Po

koncanem mletju smo izmerili temperaturo v posodi ifikest delcev (preglednica 1V).

Preglednica IV: Povptma z&etna in kodna temperatura ter povgre velikost delcev za 12,5 g
suspenzije fenofibrata in HPMC mlete prEéeti sobni temperaturi

T zafetna kontaktni (°C) 24,0+£0,7

T zafetnna IR (°C) 23,2+£0,7

T konéna kontaktni (°C) 38,1+£1,0

T konéna IR (°C) 353+27
Velikost delcev (nm) 677,7+33,2
PDI 0,315 + 0,053
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Z dvostranskim t testom z enakima variancama snetondi, da napolnjenost posode
statisténo signifikanto vpliva na velikost delcev (P = 0,0@redhodno smo dokazali Se
enakost varianc z F testom (P = 0,10). Vpliv masgpsnzije na tinkovitost mletja so
ugotovili tudi Mio in ostali, ki so dokazali, da jeletje bolj «&inkovito, ¢e je masa
suspenzijetim manjsa (35). Zaradi manjSe porabe materialaen j& bila razlika med
vrednostnima P i zelo majhna, smo se odlb, da bomo za nadaljnja mletja uporabili
12,5 g suspenzije. Vrednost P je zelo blizu vretingskar pomeni, da bi ob postavitvi
nizje meje tveganja sprejelidelno hipotezo, ki pravi, da napolnjenost posodeanpliva
na velikost delcev. Ob upostevanju zelo majhneik@zined vrednostnima P i in ob
upoStevanju standardnih deviacij obeh vzorcev,datktepamo, da so razlike v velikostih

delcev minimalne in jih lahko zanemarimo.

41.2. Nanosuspenzija fenofibrata in HPC

Nato smo pripravili suspenzije, kjer smo kot stahtior uporabili HPC. Razmerje
stabilizator, dinkovina je bilo 1 : 5,2. Rezultati pa so prikazanpreglednici V. Posneli

smo tudi SEM slike za vzorec pri¢adni sobni temperaturi (slika 8).

Preglednica V: Povpitea z&etna in kokdna temperatura ter povgren velikost delcev

nanosuspenzij fenofibrata in HPC za 12,5 g susj@enzi

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zadetna kontaktni (°C) 8,8+ 2,0 247+45 451 +0,4
T zatetna IR (°C) 8,3+0,9 244 +3,4 37,9+0,6
T konéna kontaktni (°C) 42,6+ 0,3 40,7+ 4,5 43,9+ 0,9
T konéna IR (°C) 39,7+0,9 41,7+0,8 42,1+ 0,9
Velikost delcev (hm) 420,2+21,0 391,6 + 10,3 402,7 £ 12,6
PDI 0,151 +0,056| 0,129 + 0,0340,118 + 0,045

Iz rezultatov vidimo, da z&tna temperatura vzorca ne vpliva na velikost delkar
smo dokazali tudi z ANOVA testom (P = 0,24). Predihm smo dokazali tudi enakost
varianc (kks 4,7, k= 10,8) Tudi kotina temperatura je pri vseh vzorcih priblizno enaka.
HPC ima podobno kemijsko strukturo kot HPMC, zatotega lahko sklepamo, da se
vzorci podobno obnaSajo. Oba polimera delujetasketina stabilizatorja. Del verige se
adsorbira na delec, del pa Strli stran in predgasteréno oviro, ki prepréuje agregacijo

delcev (36). Pri nanosuspenziji s HPC dobimo mawigiee z manjSim PDI, kot pri
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nanosuspenziji s HPMC, kar kaZze na boljSo stalil@aalelcev. Tudi iz SEM slike (slika
9) je razvidno, da so v tem primeru delci man;jsij bnakomernih oblik in velikosti.

st
—-— 1um
1.00kV SEI s

Slika 9: SEM slika nanosuspenzije fenofibrata indHRlete pri z&etni sobni temperaturi

4 1. 3. Nanouspenzija fenofibrata in Kollidona

Na enak n&n kot prej smo pripravili Se nanosuspenzije s fémmatom in
Kollidonom. V tem primeru je bitas mletja le 30 min. Rezultati so zbrani v pregieidn

VI. Posneli smo tudi SEM sliki za vzorec price#ni sobni temperaturi (slika 10).
5 L %‘:‘) 2

]b; ‘ f‘ . 5 3% b

X 5,000 1.00kV SEI X 1,000

Slika 10: SEM sliki nanosuspenzije fenofibrata iollilona mlete pri z&tni sobni temperaturi.
Leva slika prikazuje vzorec pri 5000kratni poaei, desna pa pri 1000kratni. Na desni sliki je

prikazan agregat.

Iz SEM slik je razvidno, da dobimo delce enakontewblik in velikosti. Prisotno pa
je tudi nekaj agregatov, ki so nastali ali med pehatwinkovine, ali v nanosuspenziji med

shranjevanjem, ali pa med pripravo vzorca.
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Preglednica VI: Povptma za&etna in kokna temperatura ter povgre velikost delcev

nanosuspenzij fenofibrata in Kollidona za 12,5 gp&mzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zafetna kontaktni (°C) 9,5+0,4 25,2+0,5 450+0/4
T zatetna IR (°C) 8,4+0,9 24,4+0,5 41,7+0,6
T konéna kontaktni (°C) 30,4+ 0,7 30,944 354+1.8
T konéna IR (°C) 28,7+0,4 31,0+0,5 335+1,8
Velikost delcev (nm) 583,7+41,5| 5750+14,% 988,4+111,2
PDI 0,237 £0,028 0,232+0,081 0,199 +0,119

Iz rezultatov je razvidno, da je k&ima temperatura pri vseh vzorcih priblizno enaka,

kar pomeni, da je tudi 30 min mletja dovolj dolgla, se iznii vpliv zacetne temperature

na korfno temperaturo. Pri vzorcu, ki je bil pred mletjsegret na 45 £ 2°C opazimo

vecje delce kot pri ostalih dveh. Signifikantne raglikhed velikostmi delcev nam pokaze
tudi ANOVA test (P = 2,40795E-8). Vendar z ANOVAstem ne moremo ugotoviti, pri
katerih temperaturah so prisotne razlike v velikogato izvedemo Se Scheffejev test.

Rezultati tega testa so prikazani v preglednici, \kier je z 1 ozn&na signifikantna

razlika med velikostjo delcev pri raatih temperaturah. Oznaka 0 pa pomeni, da se

velikost pri danih temperaturah statisio signifikantno ne razlikuje.

Preglednica VII: Scheffejev test za testiranje ikazhed velikostmi delcev nanosuspenzije

fenofibrata in Kollidona pri raztnih zatetnih temperaturah

MeanDiff F Value Prob Alpha Sig

ohlajanje sobna T 8,68333 0,02374 0,97657 0,05 0
segrevanje sobna T 413,4 53,81305 1,43E-07 0,05 1
segrevanje ohlajanje 404,71667 | 51,57614 1,89E-07 0,05 1

S Scheffejevim testom smo dokazali, da se veliktedtev pri vzorcu, ki smo ga

predhodno segrevali statigto signifikantno razlikuje od ostalih dveh. Pri vawo, ki je bil

pred mletjem segret na 45 + 2°C opazimoje@lelce kot pri ostalih dveh. Mozno je, da je

med mletjem prisSlo do taljenja fenofibrata in s tdim zlepljanja delcev. Fenofibrat ima

temperaturo tali& 79-82°C, med mletjem pa ne dosezemo tako visakedrature, tako

da lahko to moZznost izklfimo. Da preverimo kaj se je med segrevanjem zgodilo
naredimo DSC vzorca (slike 11, 12 in 13). Naresgitio DSC Kollidona, fenofibrata in

zmesi Kollidona in fenofibrata v enakem razmerjt o mietju.
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Slika 11: DSC-krivulja Kollidona, segrevanje, olaliaje, ponovno segrevanje
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Slika 12: DSC-krivulja fenofibrata, segrevanje,ahhje, ponovno segrevanje
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Slika 13: DSC-krivulja zmesi Kollidona in fenofiliea segrevanje, ohlajanje, ponovno segrevanje

Iz DSC-krivulj vidimo, da med segrevanjem zmesi lKlmina in fenofibrata ne pride

do sprememb. Temperatura tadisfenofibrata se ne spremeni. Zato lahko sklepatao,

poveana velikost delcev pri segretem vzorcu ni poskediterakcije med fenofibratom in

Kollidonom pri poviSani temperaturi.

Po mletju je suspenzija postala na videz bolj sk zato smo izmerili viskoznost

raztopine Kollidona, v enaki koncentraciji kot spoouporabili pri mletju, pri nar&&jcci

temperaturi. Za primerjavo smo izmerili Se viskazin®lPMC in Poloxamera (slika 14).
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Slika 14: Viskoznost raztopin stabilizatorjev v aghosti od temperature
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Viskoznost se s po¢anjem temperature zmanjSuje, kar je znano tuditezakurnih
podatkov (16). Ker je sprememba viskoznosti v aulvssi od temperature pri Kollidonu
podobna kot pri Poloxameru in ker pri Poloxameruopazimo sprememb v velikosti
delcev, lahko sklepamo, da v tem primeru viskozmustazlog za pov&ano velikost
delcev. Po drugi strani pri HPMC lahko opazimo spgebo v viskoznosti v odvisnosti od
temperature, ne opazimo pa spremembe velikostedelsklepamo lahko, da spremembe
viskoznosti v merjenem obmjol nimajo ve&jega vpliva na koéno velikost delcev.

Pri tri urnem mletju vzorca pri Zatni sobni temperaturi smo pri izbranih
stabilizatorjih na vsake 30 min izmerili temperaturposodi. Opazili smo, da temperatura
nekaj¢asa nara® nato pa se ustali (slika 15). Postavili smo ma@ul@hnja temperature v

posodi med mletjem.

B Kollidon
. - . - g .. . HPC
Fenofibrat in razli¢ni stabilizatorji A Poloxamer
45 V¥ Poloxamer
4 HPMC
1 A
L 2 & "
40 e v W
A .///F""”—l A
{ :/ >l u ° 8
- 3 ®
35 o . a
A Ny
2 1 ¥
(3 / -
- 30 Enaéba modela y = a-b*c™x
Reduciran 1" 3,97034
H | |
/ Prilagojen R* 0,88685
. / Vrednost Standardna deviacija
234 a 39,89197 0,66195
J[ b 16,53232 1,02259
! c 0,97516 0,00393
20 T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Cas (min)

Slika 15: Temperatura v posodi med mletjem vzoreaofibrata z razéinimi stabilizatorji pri

zatetni sobni temperaturi

Matemattna enaba modela jey = a — b * ¢* Vrednosti koeficientov a, b, in ¢ pa so
prikazane v preglednici na sliki 15. Vrednost mignega Rje 0,88685, kar je blizu 1,
zato lahko réemo, da je model dober. Vendar pa safmRdovolj za oceno primernosti

modela, zato moramo pogledati $e vrednost redweg@g’. V nasem primeru je ta
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vrednost 3,97034, kar je ¥&ot 1, to pa pomeni, da model ni dober. 1z obeddrosti teh
koeficientov torej lahko sklepamo, da postavljemd®al ni najboljSi, je pa dovolj dober za
grobo oceno. BoljSi so modeli, ki jih postavimovaak stabilizator posebej (slika 16), kar
je razvidno tudi iz vrednosti koeficientov prilagapga Rreduciranega?, ki so prikazane
v preglednici VIII. Vse vrednosti prilagojenegd $o blizu 1 kar pomeni, da so modeli
dobri. Vrednosti reduciranegdpa se razlikujejo od 1. Izstopa drugi model za Rarioer
kjer sta vrednosti obeh koeficientov najblizje wwesti 1, zato lahko temo, da je ta
model najboljsi. Pri prvem modelu za Poloxamerrimpodelu za Kollidon pa se vrednosti
koeficientov najbolj razlikujejo od 1, zato nistajimolj primerna za opis dogajanja v

sistemu.

Fenofibrat in razli¢ni stabilizatorji

45 -

Kollidon
HPC
Poloxamer
Poloxamer

¢d4peon

20 T T y T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Cas (min)

Slika 16: Temperatura v posodi med mletiem vzormaofibrata z raztinimi stabilizatorji pri

za‘etni sobni temperaturi

Preglednica VIII: Parametri matematega modelg = a — b * c* za vsak stabilizator posebej

a b c Reduciran x* Prilagojen R
HPMC 41,80961 + 0,28801 17,39173 + 0,44155 0,9754 + 0,0016 0,14763 0,99625
Kollidon 40,41465 * 2,69031 15,82087 £ 2,722 0,98585 +0,00646 3,20394 0,89358
HPC 36,56468 + 0,79957 15,11808 + 1,6978 0,95529 +0,01387 2,33183 0,92825
Poloxamer 40,47509 + 1,21106 17,84401 + 2,12954 0,97014 + 0,00902 3,56848 0,91988
Poloxamer 41,47696 + 0,62844 18,25521 +0,85481 0,97877 +0,0026 0,5206 0,98778
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4 2 MLETJE EZETIMIBA

Na podlagi izkuSenj pri mletju fenofibrata smo selogili, da bomo pri mletju
ezetimiba uporabili HPMC, Poloxamer in Kollidon kstabilizatorje. Pripravili smo
suspenzije izbranih stabilizatorjev in ezetimibaazmerju 1 : 5 ter jih mleli tri ure. Na
vsakih 30 min smo izmerili temperaturo v posodi \elikost delcev.Cas mletja
posameznega vzorca za nadaljnje poskuse smdildddot cas, ko se je velikost delcev
zmanjSala na 200 do 350 nm. Suspenzije s HPMC nwraleti tri ure, da dosezemo
velikost delcev manjSo kot 350 nm pri suspenzijakaodlidonom in Poloxamerom pa

zadostuje Ze 30 min (slika 17).
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200 — Kollidon
100 - —
O .
30 60 90 120 150 180

€as (min)

Velikost delcev (nm)

Slika 17: Velikost delcev v odvisnosti ¢dsa pri mletju ezetimiba z raaimi stabilizatorji

4 2.1. Nanouspenzija ezetimiba in HPMC

Pripravili smo suspenzije ezetimiba in HPMC. Migfho 25 g suspenzijéas mletja
pa je bil tri ure. Rezultati so prikazani v pregled IX. Posneli smo tudi SEM slike za

vzorec pri z&etni sobni temperaturi (slika 16).

Preglednica IX: Povpma za&etna in kokna temperatura ter povgrex velikost delcev
nanosuspenzij ezetimiba in HPMC pri mletju 25 gosunzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zafetna kontaktni (°C) 7,0+0,0 23,1+£0,6 453+1,1
T zatetna IR (°C) 6,8+0,4 22,3+0,5 39,614
T konéna kontaktni (°C) 42,9+ 2,2 42,3+0,8 42,1 +0,2
T konéna IR (°C) 405+2,1 40,1+0,7 38,1+2,0
Velikost delcev (nm) 339,9+224 | 3051+£20,6 322,7+32)
PDI 0,163 +0,017| 0,144 +0,0280,148 + 0,023
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Iz preglednice vidimo, da zatna temperatura nima vpliva na velikost delcelGid®
v vseh treh primerih priblizno enako veliki, kar smiokazali tudi z ANOVA testom (P =
0,10). Dokazali smo tudi stati&tio nesignifikantnost razlike med variancamif= 2,5,
Fwit= 10,8). Tudi PDI je priblizno enako velik. Delcd snanjSi kot pri nanosuspenziji
fenofibrata in HPMC¢eprav smo uporabili enak stabilizator, enakodwob kroglic in tudi
cas mletja je bil enak. S tem smo potrdili literakeipodatke, da na velikost delcev vplivajo
tudi lastnosti ginkovine. Tudi kokna temperatura je v vseh treh primerih pribliznaken

Iz SEM slike (slika 18) je razvidno, da so delcibpzno enakih oblik in velikosti.

Homogenost velikosti delcev je razvidna tudi izkega PDI.

am ,
1.00kV SEI SEM WD 10mm 12

Slika 18: SEM slika nanosuspenzije ezetimiba in HPMlete pri z&etni sobni temperaturi

Preverili smo tudice kolicina suspenzije vpliva na velikost delcev. V posado
mletje smo natehtali polovico manj suspenzije (k),as mletja in masa kroglic sta bila

enaka kot prej (preglednica X).

Preglednica X: Povpitea z&etna in kokdna temperatura ter povgre velikost delcev

nanosuspenzij ezetimiba in HPMC pri mletju 12,ugpenzije

T zadetna kontaktni (°C) 226+04

T zafetnna IR (°C) 22,1+£0,7

T konéna kontaktni (°C) 39,3+ 1,5

T konéna IR (°C) 36,5+0,9
Velikost delcev (nm) 344,7+115
PDI 0,166 + 0,026

Z dvostranskim t testom z enakima variancama snkazidi, da napolnjenost posode

statisténo signifikanto vpliva na velikost delcev (P = ®)0Predhodno smo dokazali Se
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enakost varianc z F testom (P = 0,11). V nadaljgvamo eksperimente izvedli z manjSo
napolnjenostjo posode. Kljub temu, da napolnjeposbde vpliva na velikost delcev, je ta
vpliv majhen (delci so bili veliki 305,1 + 20,6 0344,7 + 11,5 nm), kar nam Se vedno
omogaa delno primerjanje podatkov prodobljenih z r&alini napolnjenostmi posode.
Glede na to, da Zatna temperatura pri testiranem vzorcu nima vphaavelikost

delcev, smo Zzeleli preveriti Se, kaj se zgodk, vzorec tekom mletja ohlajamo oz.
segrevamo. Vzorec smo mleli tri ure in na vsake @ posodo za mletje skupaj s
suspenzijo in kroglicami segreli na 45°C, kot jéalzaetna temperatura. Enako smo
naredili tudi pri hladnem vzorcu le, da smo posadomletje na vsakih 30 min hladili s
tekatéim dusSikom na 7°C. Preden smo posodo ohladili egredi smo izmerili Se
temperaturo suspenzije (slika 19). Ugotovili sma, s& vsebina posode Ze po pol ure
segreje oz. ohladi na temperaturo okoli 37°C, kibj ali manj konstantna tekom
celotnega mletja. Ohlajanje oz. segrevanje vzoecasakih 30 min tako ne pripomore k
temu, da je temperatura v posodi priblizno enakgetna temperaturi vzorca. Da bi to
dosegli, bi morali uporabiti mlin z vgrajenim sistem za vzdrZzevanje konstantne

temperature.

50,0
45,0 ¢
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0 —e—Segrevanje
15,0
10,0
5,0
0,0

T(°C)

—sa— Ohlajanje

0 30 60 90 120 150 180 210
€as (min)

Slika 19: Temperatura vzorca v posodi za mletji@@onin mletja in po vsakokratnem predhodnem

segrevanju na 45°C oz. ohlajanju na 7°C

Po kortanem mletju smo izmerili tudi velikost delcev (pesinica Xl). Vpliv
vsakokratnega segrevanja oz. ohlajanja smo prexedVostranskim t testom za vzorca z
neenakimi variancami. Z F testom smo ugotovili,wdarca nimata enakih varianc (P =
0,02), zato smo uporabili dvostranski t test zaae@a@ neenakima variancama. Kataino

hipotezo smo postavili, da se velikosti delcev gmenjenih vzorcih ne razlikujejo, kot
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alternativno pa, da se velikosti razlikujejo. Ugoliosmo, da se velikosti delcev pri teh
dveh vzorcih statistho signifikantno ne razlikujejo (P = 0,10).

Preglednica XI: Povptma velikost delcev pri vzorcu, ki smo ga ohlajai eegrevali na vsakih 30

min mletja
Ohlajanje Segrevanje
Velikost delcev (nm)| 366,9 + 28,9 343,6 £4,8
PDI 0,183 + 0,056| 0,130 * 0,039

Niti vsakokratno segrevanje niti ohlajanje toremata vpliva na velikost delcev. V
tem primeru je v posodi dejansko prihajalo do njaaemperature. Vzorec smo najprej
ohladili, nato se je mlel pol ure, temperatura gqab je v temtasu narastla, potem pa smo
ga spet ohladili, temperatura je padla. To se jgagdo tri ure, skozi celotno mletje.
Analogno se je zgodilo tudi med segrevanjem. Takanja v temperaturi torej nimajo
vpliva na korno velikost delcev, kar smo potrdili tudi s t testo

4 2. 2. Nanosuspenzija ezetimiba in Poloxamera

Na enak n&n kot prej smo pripravili Se suspenzijo s Poloxamne Zaradi manjSe
porabe materiala in ker imajo drugi parametri¢jvespliv na velikost delcev, kot
napolnjenost posode, smo tokrat zmleli le 12,5 gpsnzije. Najprej smo naredili eno tri
urno mletje pri z&etni sobni temperaturi, kjer smo na vsake pol uegilimvelikost delcev
in temperaturo v posodi. Iz tega poskusa smo ugptoa za dosego ustrezne velikosti

delcev zadostuje ze 30 min mletje (preglednica.Xll)

Preglednica Xll: Povpima z&etna in kodna temperatura ter povgre velikost delcev

nanosuspenzij ezetimiba in Poloxamera pri mletj® §Psuspenzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zafetna kontaktni (°C) 7,9+0,6 22604 445+0,4
T zatetna IR (°C) 6,8+0,7 22,2+0,6 419+1,3
T konéna kontaktni (°C) 40,5+ 0,1 38,2+0,6 42,05+2,8
T konéna IR (°C) 37,311 38,3+2.2 40,8+ 0,8
Velikost delcev (nm) 302,9 +10,8 306,1 + 15,1 303,8+7,8
PDI 0,199 £ 0,033 0,222 +0,030 0,240 + 0,033

Iz preglednice Xl je razvidno, da tudi v tem primeaetna temperatura ne vpliva na
velikost delcev, kar smo dokazali tudi z ANOVA st (P = 0,88). Dokazali smo tudi
statisttno nesignifikantnost razlik med variancamih= 3,7, k= 10,8).
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Na SEM sliki (slika 18) pa opazimo druge obliko delcev, kot pri nanosuspenziji s
HPMC. Delci so igkaste oblike in niso homogeni, med njimi opazimo ajekejih
delcev, ki so povezani v skupke. To pomeni, dailstabor vpliva tako na velikost kot tudi
na obliko delcev. Mozno pa je tudi, da je priSlo plekristalizacije med shranjevanjem
nanosuspenzije ali med pripravo vzorca za SEM.

2372

m _
. 00KV SEI SEM WD 10mm 11:35:44

Slika 20: SEM sliki nanosuspenzije ezetimiba indRamra mlete pri z@&tni sobni temperaturi

4 2. 3. Nanosuspenzija ezetimiba in Kollidona

Ugotovili smo, da za mletje ezetimiba s Kollidonaadostuje Ze 30 min. Rezultati so
prikazani v preglednici XIII.

Preglednica XIll: Povpraa z&etna in kodna temperatura ter povgre velikost delcev
nanosuspenzij ezetimiba in Kollidona pri mletju5Lg,suspenzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zacetna kontaktni (°C) 10,1+1,2 228+0,8 45,3+0,1
T zadetna IR (°C) 8,8+0,7 22,2+0,7 415+1,1
T konéna kontaktni (°C) 39,0+£0,1 39,7+£2,6 42,7+0,4
T konéna IR (°C) 36,1+0,7 38,0+1,3 39,0+25
Velikost delcev (nm) 369,4+35,7| 299,0+32,9 295,3+18,0
PDI 0,296 + 0,053| 0,189 + 0,0750,175 + 0,054

Z ANOVA testom smo pokazali, da so prisotne sttt signifikantne razlike med
velikostmi delcev pri raztnih temperaturah (P = 3,122E-05). Predhodno smo s
Hartleyevim testom dokazali Se enakost variang£H,0, ki= 18,7).
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Z ANOVA testom smo ugotovili, da so prisotne raelikned velikostmi delcev, ne
moremo pa ugotoviti, pri katerih temperaturah sesgine razlike v velikosti, zato

izvedemo Se Scheffejev test. Rezultati tega tesfaikazani v preglednici XIV.

Preglednica XIV: Scheffejev test za testiranje ikazhed velikostmi delcev nanosuspenzije

ezetimiba in Kollidona pri razlhih temperaturah

MeanDiff F Value Prob Alpha Sig
ohlajanje sobna T 92,08333 19,93234 | 5,97E-05 0,05
segrevanje sobna T 17,93333 0,75599 0,48662 0,05 0
segrevanje ohlajanje -74,15 12,92465 | 5,46E-04 0,05

S Scheffejevim testom smo ugotovili, da se velikidsicev pri vzorcih iz hladilnika
statisténo signifikantno razlikuje od velikosti delcev mstalih dveh nivojih temperature.
Najvetje razlike med velikostmi delcev so prisotne medikestmi pri vzorcih iz
hladilnika in pri vzorcih pri sobni temperatuCeprav smo statistho dokazali vpliv
temperature na velikost delcev, ta sprememba \&likealno gledano ni tako pomembna,
ker imajo drugi parametri (npkas mletja) veji vpliv na velikost delcev.

Posneli smo tudi SEM slike za vzorec pricemi sobni temperaturi (slika 21) iz
katerih je razvidno, da smo po mletju dobili dedtekomernih oblik. Med priblizno enako
velikimi delci najdemo tudi nekaj ¢gh.

L3

Sika 21: SEM slika nanosuspenzije ezetimiba inidotla mlete pri z&etni sobni temperaturi

Tudi v tem primeru smo postavili model, ki prikegugibanje temperature v posodi
med mletjem (slika 22). Izbrali smo enako &wa modela, kot v prejSnjem primeru,

koeficienti pa so prikazani v preglednici na siKi.
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Slika 22: Temperatura v posodi med mletjiem vzomimiba z raztinimi stabilizatorji pri zaetni

sobni temperaturi

Iz vrednosti R in ¥* (preglednica na sliki 22) vidimo, da izbrani moael opisuje
dovolj dobro gibanja temperature. PrilagojefjeRprecej manjsi od ena, reducirgipa je
precej veéji od ena, kar pomeni da se izbrani model ne pailpgdatkom dovolj dobro.
Razlogi za to so lahko preveliko sipanje podatkoato smo postavili model za vsak
stabilizator posebej (slika 23). V tem primeru sestpvljeni modeli bolje prilagajo
podatkom, kar je razvidno iz vrednosti koeficien®¥in ¥*> v preglednici XV. Pri vseh
modelih so vrednosti koeficientov prilagojenegapRblizno enake in zelo blizu vrednosti
1, kar pomeni, da so modeli dobri. Vrednosti kdefitovy*pa se precej razlikujejo, zato
lahko oceno o ustreznosti modela podamo predvsensmavi vrednosti koeficientoy’.
Najboljsi je model za Kollidon, saj je vrednost fioenta y* najblizje vrednosti 1yf =
0,84774). Najslabsi pa je drugi model za Poloxarkerje vrednost koeficientg najbolj
oddaljena od ena{ = 3,72974).
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Preglednica XV: Parametri matendgiiega modely = a — b * c* za vsak stabilizator posebej

a b c Reduciran x* Prilagojen R’
HPMC 37,36421+0,19133 14,77608 £ 0,31241 | 0,97324 +0,00144 0,07545 0,99737
HPMC 36,89752 + 0,51093 14,87148 +0,94644 | 0,9674 +0,00528 0,71146 0,97624
Poloxamer 45,05263 +0,99198 22,34927 +2,09547 0,956 +0,01132 3,54978 0,94925
Poloxamer 51,15445 + 1,23342 29,10308 +2,17637 | 0,96998 + 0,00569 3,72974 0,96748
Kollidon 43,92386 + 0,48279 21,80399 +1,02378 | 0,95548 +0,00576 0,84774 0,98694

Ezetimib in razliéni stabilizatorji
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Slika 23: Temperatura v posodi med mletjiem vzomsimiba z raztinimi stabilizatorji pri zaetni

sobni temperaturi

4 3AMLETJE CELEKOKSIBA

Pripravili smo suspenzije celekosiba s HPMC, Palosieom in Kollidonom v
razmerju 1 : 5. V posodo za mletje smo natehtalb I2suspenzije, vzorce smo mleli tri
ure. Na vsake 30 min smo izmerili temperaturo vopgo velikost delcev. Ugotovili smo,
da moramo suspenzijo s HPMC mleti tri ure za doskglene velikosti delcev. Pri

suspenzijah s Poloxamerom in Kollidonom pa zadestaj30 min (slika 24).
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Slika 24: Velikost delcev v odvisnosti gdsa pri mletju celekoksiba z raalimi stabilizatorji

4 3. 1. Nanouspenzija celekoksiba in HPMC

Cas mletja vzorcev je bil tri ure. Za vsak tempemitnivo smo naredili dve mletji in

izracunali povpréne vrednosti za temperaturo in velikost delcevdja@nica XVI).

Preglednica XVI: Povptma za&etna in kokna temperatura ter povgre velikost delcev
nanosuspenzij celekoksiba in HPMC pri mletju 12dugpenzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zadetna kontaktni (°C) 10,2+ 0,8 24023 45,4+0,1
T zatetna IR (°C) 8,8+0,4 239+16 39,711
T konéna kontaktni (°C) 46,2+ 0,9 40,927 41,9+3,0
T konéna IR (°C) 426+14 386+21 39,126
Velikost delcev (nm) 365,7+16,4 451,2 £ 24,9 450,7 £ 19,1
PDI 0,191 +0,029| 0,222+0,045 0,226 + 0,022

Iz rezultatov je razvidno, da so delci pri vzorauhladilnika malo manjsi kot pri
ostalih dveh. To smo preverili z ANOVA testom, ki pokazal statistho signifikantne
razlike med vzorci (P = 2,32E-06). Predhodno smkadali Se enakost varianc e(k=
2,3). Za ugotovitev, med katerimi nivoji tempera&tso prisotne razlike v velikosti delcev

smo naredil Se Scheffejev test. Rezultati so pakax preglednici XVII.
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Preglednica XVII: Scheffejev test za testiranje likaaned velikostmi delcev nanosuspezij
celekoksiba in HPMC pri razinih temperaturah

MeanDiff F Value Prob Alpha Sig

ohlajanje sobna T -85,56667 26,25371 1,26E-05 0,05 1
segrevanje sobna T -0,48333 8,38E-04 0,99916 0,05 0
segrevanje ohlajanje 85,08333 25,95795 1,35E-05 0,05 1

S Scheffejevim testom smo ugotovili, da se velikdsicev pri vzorcih iz hladilnika
statisttno signifikantno razlikuje od velikosti delcev ms$talih dveh nivojih temperature.
Posneli smo tudi SEM slike za vzorec préetai sobni temperaturi (slika 25) iz katerih je
razvidno, da so delci enakomerno veliki in zlepljeed sabo.

Slika 25: SEM slika nanosuspenzije celekoksibafMiE mlete pri z&etni sobni temperaturi

4 3. 2. Nanouspenzija celekoksiba in Poloxamera

Nanosuspenzije smo pripravili na enakinakot prej, le da je bil v tem primertas
mletja 30 min. Rezultati so prikazani v pregleda/Ill. Posneli smo Se SEM slike za
vzorec pri zéetni sobni temperaturi (slika 26).

Preglednica XVIII: Povpria z&etna in kokna temperatura ter povgren velikost delcev

nanosuspenzij celekoksiba in Poloxamera pri miE2® g suspenzije

Ohlajanje Sobna T Segrevanje

T zagetna kontaktni (°C) 99+1,.3 26,3+£3,0 44,7 £0,0

T zadetna IR (°C) 7,9+0,7 255+25 40,0+ 3,6

T konéna kontaktni (°C) 43,025 45+2.8 440+1,1

T konéna IR (°C) 396+18 41,4+25 40,4+1,0
Velikost delcev (nm) 587,5+17,7 578,3+ 35,4 601,3+20,9
PDI 0,280 + 0,020 0,262+0,029 0,273 +£0,017
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Vpliv temperature na velikost delcev smo preveribNOVA testom, ki je pokazal,
da se velikosti delcev pri razhih temperaturah statigtio signifikantno ne razlikujejo (P
= 0,33). Predhodno smo dokazali tudi enakost var{Bsis= 4,00, ki = 10,8).

Podobno kot pri ezetimibu in Poloxameru smo tutém primeru dobili delce v obliki
iglic. Sklepamo lahko, da tudi stabilizator (v tgarimeru Poloxamer) vpliva na obliko
delcev inkovine v nanosuspenziji. MoZzno pa je tudi, dapj&lo do prekristalizacije
ucinkovine med shranjevanjem nanosuspenzije ali nrgatgvo vzorca. Na SEM sliki
opazimo poleg manjSih tudi nekaj&jiéd delcev, ki so povezani v skupke. S SEM smo
dolcxéili tudi velikost delcev, ki je bila precej ¥@ kot pri PCS metodi (2,221 + 1,582 pum).
Razlog za tako odstopanje velikosti lahko pripiSemaaliki v samih metodah. SEM
namre& zajame majhno Stevilo delcev, ki niso v reprezgmam obmdaju. Poleg tega pa
je pri merjenju delcev v obliki iglic s SEM odvishadi, kako izmerimo delce, vzdolzno ali

precno, medtem ko PCS metoda obravnava delce kot pejotyle.

1 6_08 8/12/2011
1.00%V SET WD 10mm 9:01:32

Slika 26: SEM sliki nanosuspenzije celekoksibadoRamera, mlete pri Zatni sobni temperaturi.
Leva slika prikazuje vzorec pri 1000kratni pdaei, desna pa pri 3500kratni pdei.

4 3. 3. Nanouspenzija celekoksiba in Kollidona

Vpliv temperature smo preverili Se pri suspenzifalidonom. Cas mletja je bil 30
minut. Rezultati so prikazani v preglednici XIX. Zaorec pri z&etni sobni temperaturi
smo posneli tudi SEM slike (slika 27).
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Preglednica XIX:

nanosuspenzij celekoksiba in Kollidona pri mletRj5lg suspenzije

Povptma z&etna in kodna temperatura ter povgre velikost delcev

Ohlajanje Sobna T Segrevanje
T zacetna kontaktni (°C) 8,5+0,1 257+x0,4 45,3+0,1
T zadetna IR (°C) 85+1,1 26,0+0,6 40,0+ 3,0
T konéna kontaktni (°C) 36,004 40,3+1,3 39,0+23
T konéna IR (°C) 85+1,1 26,0+0,6 40,0+ 3,0
Velikost delcev (nm) 451,3+12,3 457,4 + 32,6 4272+ 12,1
PDI 0,222 £ 0,035 0,219+0,033] 0,218 +0,033

Z ANOVA testom smo dokazali, da razlike med velikos delcev pri razlinih
temperaturah niso statigtio signifikantne (P = 0,06). Predhodno smo dokahnadii
statisttno nesignifikantnost razlik med variancami= 7,3, kit = 10,8).

Na SEM slikah opazimo, da so delci raalh oblik in velikosti, med okroglimi delci
je tudi nekaj igkastin. S SEM smo daddi tudi velikost delcev, ta je 647 + 241 nm in se
precej razlikuje od velikosti dobljene s PCS. Glarazlog je razlika v samih metodah
merjenja.

lpm  2367_07 8/12/2011

1
1.00kV SEI SEM WD 10mm 9:17:04 X 5,000 1.00kV SET

Slika 27: SEM sliki nanosuspenzije celekoksiba wilidona mlete pri z&tni sobni temperaturi.
Obe sliki prikazujeta vzorec pri 5000kratni psaei, na desni sliki opazimo iglst delec.

Postavili smo Se model, ki prikazuje gibanje terapee v posodi med mletjem
celekoksiba z izbranimi stabilizatorji (slika 28zbrali smo enako ekdho modela kot v
prejSnjin dveh primerih, koeficienti eftae modela pa so prikazani v preglednici na sliki
28.
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Slika 28: Temperatura v posodi med mletjem vzorekekoksiba z raztnimi stabilizatorji pri

zatetni sobni temperaturi

Izbrani model ne opisuje dovolj dobro temperaturednmletjem, ker je vrednost
prilagojenega Rprecej manj$a od ena, vrednost reduciranéga je precej visja od ena.
Da bi dobili boljSe ujemanje modela s podatki, ditil morali biti bolj enotni, zato smo
postavili model Se za vsak stabilizator posebekdsk9). V tem primeru so vrednosti
koeficientov R in ¥?blizje vrednosti 1, kar pomeni da je ujemanje madepodatki boljse.
Parametri teh modelov so prikazani v preglednici XX

Preglednica XX: Parametri matentgiiega modely = a — b * c* za vsak stabilizator posebej

a b c Reduciran x2 Prilagojen R2
HPMC 38,79641 + 1,0806 13,48994 + 1,4721 0,97874 + 0,00607 1,54551 0,93591
Poloxamer 48,11173 +0,52176 23,93493 + 1,11909 0,95383 + 0,00605 1,01444 0,98705
Kollidon 41,40539 + 0,22444 15,40521 + 0,54696 0,86911 + 0,06934 0,24882 0,99266

Iz preglednice je razvidno, da so vse vrednostfikimatov R priblizno enake in zelo
blizu vrednosti 1, tako da so ob uposStevanju saga kriterija vsi modeli dobri. Vrednosti

koeficientovy® pa se razlikujejo. Izpostavimo lahko modela zaoRamer in HPMC, ki
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imata vrednostiZ® zelo blizu 1, tako da lahko femo da sta ta dva modela izmed vseh

najbolj primerna za opis gibanja temperature v doswed mletjem.

Celekoksib in razliéni stabilizatorji
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Slika 29: Temperatura v posodi med mletjem vzorekekoksiba z raztnimi stabilizatorji pri

zatetni sobni temperaturi

4 4EKSPERIMENTALNI NA CRT ZA MLETJE CELEKOKSIBA

Za mletje suspenzije celekoksiba in Kollidona snavedili eksperimentalni ®é.
Pripravili smo suspenzije stabilizatorja itinkovine v razmerju 1 : 5. V posodo za mletje
smo natehtali 12,5 g suspenzije in ustreznockai kroglic ter mleli 30 min pri razinih
hitrostih mletja, spreminjali pa smo tudi¢etno temperaturo. Tako smo preverili vpliv
hitrosti vrtenja mlina, zgetne temperature in mase kroglic na &umtemperaturo, velikost

delcev in PDI. Parametri mletja so prikazani v pedgici XXIV.
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Preglednica XXIV: Parametri mletja celekoksiba dlidonom

Suspenzija Vrstni .red Zaé?tna Obrati k'\r/:)a;ii Velikost Konoéna T PDI
mletja T (°C) (rpm) ) delcev (nm) (°C)
N1 6 8 450 75 554,3 33 0,364
N2 3 8 500 100 462,2 35 0,267
N3 7 8 550 125 413,3 37,5 0,189
N4 5 25 450 100 461,1 37,3 0,245
N5 8 25 500 125 413,4 36,2 0,174
N6 1 25 550 75 460,1 43,2 0,202
N7 10 45 450 125 400,8 33,5 0,176
N8 11 45 500 75 372,8 39 0,190
N9 2 45 550 100 4429 43,6 0,184
N10 12 25 500 100 338,8 37,9 0,17p
N11 4 25 500 100 440,9 38,2 0,208
N12 9 25 500 100 4249 38 0,232
N13 13 25 500 100 4329 41,2 0,191
N14 14 25 500 100 481,8 39,3 0,241
N15 15 8 500 100 447,2 36,3 0,201
N16 16 8 500 100 455,3 35,7 0,24p
N17 17 45 500 100 423,8 40,6 0,22b
N18 18 45 500 100 430,5 37,4 0,21D
C19 20 8 450 125 469,9 38,3 0,221
C20 19 45 500 100 401,5 34,8 0,186
C21 21 8 450 75 486,8 32,5 0,25(
C22 22 8 550 125 453,1 37,4 0,18p
C23 23 45 450 125 430,5 36,1 0,237
C24 24 8 450 125 495,9 36 0,234
C25 25 8 550 75 447,3 37,2 0,22p
C26 26 8 550 75 4427 37,7 0,231
Cc27 27 45 450 75 466,0 36,8 0,23p
C28 28 45 450 75 491,8 35,4 0,258
C29 29 45 550 75 423,9 41,2 0,18p
C30 30 45 550 125 401,7 39,2 0,166
C31 31 45 550 125 413,3 38,2 0,171
C32 32 45 500 100 385,2 39,2 0,185
C33 37 8 450 75 515,4 35,4 0,258
C36 36 8 450 125 489,4 35,8 0,234
C37 35 45 550 75 434,2 37,5 0,19p
C38 38 45 500 100 397,9 39,6 0,169

Z uporabo raunalniSkega programa MODDE smo postavili model. dviasti
parametrov modela so prikazane z regresijskimi ikm#iti in kazejo, kako izbrani

parametri vplivajo na kamo temperaturo, velikost delcev in PDI. Regresijsd&ficienti
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so prikazani v obliki stoknega diagrama (slika 30). ¥ekot je stolpec, v&i je vpliv
dolocenega parametra. Nezanesljivost koeficientov jeapad intervali zaupanja, njihovo
obmaje pa je odvisno od kvalitete eksperimentalnegataaustreznosti modela in Stevila
prostostnih stopenj. Velja, da boljSi ko je modek ko imamo poskusov in manjSa je
relativna standardna deviacija modela, oZji soruaé zaupanja Na grafu so podani z
navpenimi omejenimicrtami.

Ustreznost modela preverimo s pokazatelji uporabno®dela. Ti so ujemanje
modela s podatki #, napovedna miomodela (@), veljavnost in ponovljivost modela’R
zavzema vrednosti od 0 do 1, kjer vrednost 1 ponzeto dobro ujemanje modela s
podatki, vrednost O pa predstavlia nezmoZnost pibeéa modela. Vrednost Rje
navidezno bliZje 1e v model vkljgimo ve: podatkov. Zato sam %Rni zadosten
pokazatelj veljavnosti modela. Napovednasmmwdela (G) je zato veliko bolj§i pokazatelj
uporabnosti modela. Ta je veliko bolj realna in igbma, ker prikazuje cilf modeliranja, to
je napoved novih eksperimentov® @avzema vrednosti od 1 pa do minus neskonpri
¢emer viSje vrednosti pomenijo boljSi model. Da jed®l ustrezen, morata biti vrednosti
R? in @ ¢im blizje 1, razlika med njima pa ne sme bitisjeeod 0,2 do 0,3. \ga razlika
kaZe na neustreznost modela. Na splo3no lahlene, da je model dobete je G vesji
od 0,5,¢e pa je vé&ji od 0,9 pa lahko reemo, da je model odlen (23).

Kon¢na T Velikost delcev PDI

080 0030
Zatetna T Hitrost vrtenja Masa kroglic Zacetna T Hitrost vrtenja Masa kroglic Zaketna T Hitrost vrtenja Masa kroglic
mlina mlina

N=38 R2=0482 R2 Adj. =0,436 R2=0433 R2 Adj. =0.383 R2=0,604 R2 Ady. = 0,569
DF=34 Q2=0405 RSD=31.1833 Q2=0305 RSD=19239 Q2=0477 RSD=0,0252

Slika 30: Vpliv parametrov mletja na velikost delckonino temperaturo in PDI
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V naSem primeru smo postavili tri modele, za&umntemperaturo, velikost delcev, in
za PDI. V vseh treh primerih so podani regresiigeficienti s 95% intervalom zaupanja.
Prvi model nam pokaze, da &y& za&etna temperatura in viSja hitrost vrtenja mlina
pomenita v&jo kontno temperaturo. Vpliv mase kroglic pa je statishi nesignifikanten,
ker interval zaupanja vsebuije vrednost 0. V termeril je vrednost Renaka 0,433, €pa
je 0,305. Vrednost &je manjsa od 0,5 kar pomeni, da model ni ustrezeti razlika med
Q? in R? je manjsa kot 0,2. Iz drugega modela vidimo, datimz&etna temperatura in
hitrost vrtenja mlina wgi vpliv na velikost delcev kot masa kroglic. Incer pri veji
za'etni temperaturi, V@i hitrosti vrtenja mlina in v&i masi kroglic dobimo manjSe delce.
Vendar ta model ni dovolj dober, da bi to z nektogostjo lahko trdili. Ujemanje modela
s podatki ima vrednost 0,482, napovedna medela pa je 0,405.74Qe manj kot 0,5 zato
ne moremo ré, da je model dober. Razlika med @ R pa je 0,077 kar je precej manj
kot 0,2, kar tudi kaze na neustreznost modela. digjge tretji model, ki prikazuje vpliv
zaetne temperature, hitrosti vrtenja mlina in maseglkc na PDI. Vrednost §je v tem
primeru 0,477 kar je zelo blizu 0,5 in pomeni darjedel dober. Razlika med®@ R je
0,127, kar je tudi boljSe kot v prejSnjem primeru.

Glavni razlog, zakaj imajo modeli slabo napovedn®,nje majhna razlika v kami
velikosti delcev in kotni temperaturi. Vsi kotni parametri so priblizno enaki v razponu.
Razpon delcev je 338,8-554,3 nm, standardna d@viacisredinske itke je 38,5 nm,
koncna temperatura je v razponu 32,5-43,6°C, standadldnécija iz sredinske t&e je
2,4°C, PDI pa je v razponu 0,166-0,365, standadacija iz sredinske t&e je 0,039.
Zato imajo vsi postavljeni modeli le majhen napavadzpon, zunaj teh vrednosti pa niso
zanesljivi. To potrjuje naSe ugotovitve z navadpinstopom, da zZgetna temperatura nima

vecjega vpliva na koéno velikost delcev.

4 5PREGLED MLETJA FENOFIBRATA, EZETIMIBA IN
CELEKOKSIBA

Na koncu smo zbrali podatke iz vseh mletij in pdgle Se kolikSna je bila kama
temperatura, tako pri triurnih kot pri 30 minutnihletjih (slika 31). Izr&aunali smo

povpre&ne vrednosti in standardne deviacije.
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60,0
50,0 = Celekolli
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40,0 1 m Ezekolli
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::— 30,0 - ;
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FenoHPC 180min
10,0 - B EzeHPMC 25g 180min
B FenoHPMC 25g 180min
0,0 -
Hladilnik Sobna T Segrevanje

Slika 31: Korgna temperatura pri vseh mletjilinkovin z izbranimi stabilizatorji

Morebitne razlike v koénih temperaturah smo preverili z ANOVA testom. fr@gho
smo testirali Se enakost varianc s HartleyevimotasfF = 2,95, ki = 2,00). Kot ntelno
hipotezo smo postavili, da med temperaturami nisofne razlike, kot alternativno pa, da
so prisotne razlike med temperaturami. ANOVA tesinnje pokazal, da med k&ammi
temperaturami ni statisho signifikantnih razlik (P = 0,10). Zakfjumo lahko, da je bila
kon¢na temperatura v vseh primerih priblizno enakaing glede na 2atno temperaturo,
¢as mletja, koliino suspenzije v posodi, izbrandinkovino in stabilizator.

Za vse vzorce smo izranali Se spremembo temperature odetlea pa do konca
mletja (slika 32). Pri vzorcih iz hladilnika opazinmajve&jo spremembo temperature. Pri
njih je bila z&etna temperatura najnizja, kova temperatura je bila pri vseh vzorcih
pribliZno enaka, zato je sprememba temperaturevparcih iz hladilnika najvga.
NajmanjSo spremembo temperature opazimo pri vzorkihsmo jih pred mletjem
segrevali. Ti so imeli najviSjo Zatno temperaturo, ki je bila blizu k&m temperaturi.
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Slika 32: Sprememba temperature pri vseh mletjinkavin z izbranimi stabilizatoriji

Preverili smo tudi vpliv zunanje temperature na dumntemperaturo (slika 33). Pri

izratunu smo uporabili samo rezultate meritev vzorcewsnko jih mleli pri z&etni sobni

temperaturi. Vidimo, da zunanja temperatura nimia/ama korgno temperaturo. Na sliki

33 ne opazimo nobenega trenda, ampak daetenakomerno razporejene. kraali smo

tudi Pearsonov korelacijski koeficient (R = 0,098)lahko zavzema vrednosti od -1 do 1.

Vrednosti blizu 1 oz. -1 pomenijo korelacijo. V ea$ primeru Pearsonov korelacijski

koeficient je manjSi od ena, kar pomeni, da medanjm in korno temperaturo ni

korelacije.
49
47
45 X Fenokolli
43 A )
> a1 . X ° X Ezekolli
< 39 * A ° @ Celekokolli
©
>§ 37 ¢ Fenopolox
S 35
~ Ezepolox
F 33 X
Celepolox
31
29 @ FenoHPMC 180min
27 * X A CeleHPMC 180min
25 B EzeHPMC 180min
20 21 22 23 24 25 26 27 28
T prostora (°C)

Slika 33: Vpliv zunanje temperature na koo temperaturo
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Preverili smo tudi vpliv zunanje temperature nakest delcev (slika 34). Korelacijski
koeficient je precej manjsi od 1 (R = 0,088), zatdem primeru ni korelacije med
temperaturo prostora in velikostjo delcev. V tenmaru je teZko ptiakovati korelacijo,

ker imamo opravka z razhimi uc¢inkovinami, ki imajo razkine velikosti delcev.

1000,0
900,0 '|' * FenoHPMC 180min
800,0
e = EzeHPMC 180min
E 7000 | 3
§ 600,0 = g * CeleHPMC 180min
g 500,0 f z X Fenokolli
2 400,0 - + x Ezekolli
= i S
g 3000 > % Celekolli
200,0
Fenopolox
100,0
0,0 Ezepolox
20 22 24 26 28 - Celepolox
T prostora (°C)

Slika 34: Vpliv zunanje temperature na velikostcdel

Preverili smo Se vpliv kaime temperature na velikost delcev (slika 35). danali
smo korelacijski koeficient (R = -0,070), ki namveo da ni korelacije med koéno
temperaturo in velikostjo delcev. Pri i2teou smo uporabili samo rezultate meritev
vzorcev, ki so bili mleti pri zgetni sobni temperaturi. Vpliv k@&ne temperature na
velikost delcev smo preverili Se pri vsaktinkovini posebej. Korelacija med kémo
temperaturo in velikostjo delcev je samo pri celadiou (slika 36) (R = 0,812), vendar je
ta relativno majhna. Za potrditev korelacije bi mionarediti Se kak poskus. Pri ostalih
uc¢inkovinah pa ni korelacije  ofibrat= 0,741, Rzeiimib= 0,583). Vpliv kokne temperature
na velikost delcev smo preverili tudi za vsak diasior posebej. Med k@&no temperaturo
in velikostjo delcev pri vsakem stabilizatorju pbsgpa ni korelacije (Rmc = -0,373,
Rpoloxamer= 0,400, Roliidon = -0,685).
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Slika 35: Vpliv korgne temperature na velikost delcev
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Slika 36: Vpliv korgne temperature na velikost delcev pri mletju cetskma z razinimi

stabilizatorji

Postavili smo tudi modele gibanja temperature vodomed mletjem za stabilizatorje
z razlenimi wéinkovinami. V vseh primerih smo kot modelno funkcizbrali eksponentno
funkcijo z asimptoto. Matematia eng&ba modela je v vseh primerih enaka= a — b *
c*, koeficienti enabe pa so prikazani v preglednicah na posamezni(slike 37, 39 in

41).
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m  ezetimib
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Slika 37: Temperatura v posodi med mletjem tazh winkovin s HPMC pri z&etni sobni

temperaturi

Vrednost prilagojenega®Re v tem primeru 0,89332 (slika 37), kar je fdithb enako
1 in pomeni, da je model dober. Vendar pa je vretireduciranegg® 3,12812, kar je Ve
kot 1 in pomeni, da model vendarle ni tako dobea. gdafu opazimo tudi odstopanje
vrednosti pri merjenju temperature pri suspenzigrofibratom. Zato postavimo model za
vsako winkovino posebej (slika 38), ki boljSe opisuje gqiatemperature v posodi za
mletje, kar je razvidno tudi iz vrednosti koeficien prilagojenega Rin reduciranega®
(preglednica XXI). Vse vrednosti’Rso zelo blizu vrednosti 1, zato so s tega sialifsi
modeli dobri, vrednosti® pa so precej razihe. Najboljsi je drugi model za ezetimib, ker
sta vrednosti obeh koeficientov najblizje 1. Omewndja, da so ti modeli isti kot modeli
gibanja temperature v posodi med mletjem ehiskovine z razkénimi stabilizatorji, le da

smo v tem primeru osreda@eni na stabilizator.
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Preglednica XXI: Parametri matentatega modelg = a — b * ¢* za vsak stabilizator posebej

a b c Reduciran )(2 Prilagojen R’
ezetimib 37,36421 £ 0,19133 14,77608 + 0,31241 0,97324 +0,00144 0,07545 0,99737
ezetimib 36,89752 +0,51093 14,87148 + 0,94644 0,9674 + 0,00528 0,71146 0,97624
fenofibrat 41,80961 + 0,28801 17,39173 £ 0,44155 0,9754 £ 0,0016 0,14763 0,99625
celekoksib 38,79641 + 1,0806 13,48994 + 1,4721 0,97874 + 0,00607 1,54551 0,93591
e HPMC in razli¢ne uc¢inkovine
40
35 4
o
= m  ezetimib
= 30 ® ezetimib
A fenofibrat
v celekoksib
'/
254
20 ¥ T T T v T ¥ T T T i T
0 30 60 90 120 150 180

Cas (min)

Slika 38: Temperatura v posodi med mletjiem @i winkovin s HPMC pri z&etni sobni

temperaturi
Kollidon i lic Kinicovi m  ezetimib
olfiaon In raziiche ucinkovine e celekoksib
A fenofibrat
45 - -
u n
- ]
° g S - —
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i A
35+
&
= Enacba modela y=a‘b’c"x77
= . 1235411
30 Reduciran %
Prilagojen R* 0,72596
A Vrednost Standardna deviacija
a 41,31975 1,16608
25 b 16,78387 2,26881
c 0,96415 0,01249
1
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Slika 39: Temperatura v posodi med mletjiem tai winkovin s Kollidonom pri z&etni sobni

temperaturi
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Iz vrednosti prilagojenega®Rn reduciranega? na sliki 39, sklepamo, da tudi ta
model ne opisuje dovolj dobro gibanja temperatur@osodi med mietjem razhih
ucinkovin s Kollidonom. Obe vrednosti nanirenista niti priblizno enaki 1, vrednost
prilagojenega Rje 0,72596, vrednost reduciraneggpa 12,35411. Tudi v tem primeru
postavimo Se model za vsakeéinkovino posebej (slika 40), ki bolje opisuje gian
temperature v posodi med mletjiem ra&zih Wwinkovin s Kollidonom. Vrednosti
prilagojenega Rin reduciranega’® so prikazane v preglednici XXII. 1z preglednice je
razvidno, da je najboljSi model za ezetimib, kexr wtednosti obeh koeficientov najblizje
vrednosti ena. Model za fenofibrat pa je najslaksr, se vrednosti obeh koeficientov
najbolj razlikujeta od 1.

Kollidon in razlicne ucinkovine

45
. i ———— " o
P A —— = 2 A A A A
40 + b / .
.“"‘/ /“‘ L P e | |
/' ] / /{_/7, —
= e
O i o o
: | .‘f ,/’/
04/ /| = fenofibrat
Jiogh | ® ezetimib
7 = A celekoksib
25 -.{"
)
20 E T T T T T ; T r T T T
0 30 60 90 120 150 180

Cas (min)

Slika 40: Temperatura v posodi med mletjiem ta#i winkovin s Kollidonom pri z&etni sobni

temperaturi

Preglednica XXII: Parametri matematega modely = a — b * ¢* za vsak stabilizator posebej

a b c Reduciran xz Prilagojen R’
fenofibrat 40,41465 + 2,69031 15,82087 + 2,722 0,98585 + 0,00646 3,20394 0,89358
ezetimib 43,92386 + 0,48279 | 21,80399 +1,02378 0,95548 + 0,00576 0,84774 0,98694
celekoksib | 41,40539 +0,22444 | 15,40521 +0,54696 0,86911 + 0,06934 0,24882 0,99266
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Postavili smo Se model za gibanje temperature vogioga Poloxamer in razhe

ucinkovine (slika 41).

| M ezetimib
. .y .- . ] timib
Poloxamer in razli¢ne u€inkovine & teenm)
55 V¥ fenofibrat
& celekoksib
b ® PY |
50 L ]
| A4 @ % [
| |
45 - ’ e — =
e m -
. » v A
v
40 v s v v
)/ A A A
—_— 11
O
o 354 ¥V W
= 1 ,// X Enaéba modela Y = a-b*c’x
3 3 17,87858
30 / Reduciranz’
1 Prilagojen R* 0,75969
25 4 Vrednost Standardna deviacija
a 45,0869 1,12531
1 b 22,10979 2,11907
20 0,9664 0,00822
T T T J T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Cas (min)

Slika 41: Temperatura v posodi med mletjem @i Winkovin s Poloxamerom pri Zatni sobni

temperaturi

Tudi v tem primeru smo dobili relativno slab modedy vrednosti prilagojenega’ i

reduciranega’ nista priblizno enaki 1. Vrednost prilagojenegaj& 0,75969, vrednost

reduciranega? pa 17,87858. Postavili smo $e medel za vsafwkavino posebej (slika

42), ki je veliko bolji kar je razvidno tudi izednosti koeficientov Rin y* (preglednica

XXII), ki sta bliZje vrednosti 1. Vse vrednosti &ficientov R so zelo blizu 1, tako da so

ob upostevanju samo tega kriterija vsi modeli dorednosti reduciranegg pa se med

seboj precej razlikujejo. NajboljSi je model zaetalsib, modela za ezetimib in prvi model

za fenofibrat pa niso ustrezni zaradi previsokigdviostiy”.
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Preglednica XXIII: Parametri matem&iega modelg = a — b * ¢* za vsak stabilizator posebej

a b c reducnrzanega pnlago;zenega
X R
fenofibrat 40,47509 +1,21106 17,84401 £ 2,12954 0,97014 + 0,00902 3,56848 0,91988
fenofibrat 41,47696 + 0,62844 18,25521 + 0,85481 0,97877 £ 0,0026 0,5206 0,98778
ezetimib 45,05263 +0,99198 22,34927 +2,09547 0,956 +0,01132 3,54978 0,94925
ezetimib 51,15445 + 1,23342 29,10308 + 2,17637 0,96998 + 0,00569 3,72974 0,96748
celekoksib 48,11173 + 0,52176 23,93493 +,11909 0,95383 + 0,00605 1,01444 0,98705
- Poloxamer in razli¢ne uginkovine
v B ——
S e
r'y X
v
A A =
]
—
7);!4.47:;$
. = .
o
o W fenofibrat
@® fenofibrat
A ezetimib
W ezetimb
& celekoksib
L T . T L T " T L T ' T
30 60 90 120 150 180
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Slika 42: Temperatura v posodi med mletjem @i Winkovin s Poloxamerom pri Zatni sobni

temperaturi
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5 SKLEP

Nanosuspenzije smo pripravili z mokrim mletjem \ar@tarnem kroginem mlinu.
Ugotovili smo, da je potrebedas mletja za dosego delcev nanometrskih velikasti p
suspenzijah s HPMC in HPC tri ure, pri Poloxameriollidonu pa zadostuje Zze 30 min.
Iz SEM slik smo ugotovili, da stabilizator vplivakio na velikost kot tudi na obliko delcev.
Pri suspenzijah Poloxamera in celekoksiba ter Rotera in ezetimiba opazimo itfiste
delce. Dokazali smo, da &&tna temperatura nima velikega vpliva na velikosicel,
¢eprav so opazne manjSe razlike. Najvepliv zacetne temperature na velikost delcev
smo opazili samo pri suspenziji fenofibrata in kdha, kjer smo pri poviSani &etni
temperaturi dobili v§e delce. Vendar pa z nadaljnjimi raziskavami nigmasli vzroka za
ta pojav. V prihodnosti bi lahko naredili Se kaksgos, da bi ugotovili zakaj v tem primeru
pride do tako velikega povanja delcev.

Na primeru suspenzije ezetimiba in HPMC smo ugditoda tudi vsakokratno
segrevanje oz. ohlajanje vzorca med mletjem ninl@arma velikost delcev. Tudi kéna
temperatura je pri vseh vzorcih priblizno enaka. ijia pa ne vplivata niti temperatura
prostora, nitcas mletja.

Iz postavljenih modelov za gibanje temperature soplo vidimo, da temperatura nekaj
¢asa nara® nato pa se ustali. Vendar pa ti modeli niso rghgredvsem zaradi slabe
ponovljivosti meritev.

Tudi z mletiem po eksperimentalnemcrnia in po postavitvi modela na primeru
celekoksiba in Kollidona, ne moremo potrditi veljiee vpliva zé@etne temperature na
velikost delcev. V tem primeru nam model pokazejrda z&etna temperatura vpliv na
velikost delcev, vendar sta napovednammdela in ujemanje modela s podatki preslaba,
da bo to lahko zagotovo trdili, hkrati pa je int@rwelikosti delcev, kjer velja model

relativno ozek.
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