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POVZETEK

Vse ve¢ na novo sintetiziranih ucinkovin je slabo topnih v vodi. U¢inkovit pristop za
povecanje topnosti in hitrosti raztapljanja ucéinkovin je tvorba nanosuspenzij. To so
koloidno disperzni sistemi delcev u¢inkovine nanometrskih velikosti (manj kot 1 um) v
teko¢em mediju. Prednosti nanokristalov sta povecani hitrost raztapljanja in nasicena
topnost, poleg tega pa imajo nanokristali tudi adhezivne lastnosti. Nanosuspenzije lahko
izdelamo s precipitacijsko metodo, s homogenizacijo z visokim tlakom ali z mokrim
mletjem v kroglicnem mlinu. Zaradi boljSe fizikalne stabilnosti je pogosto potrebno
suSenje nanosuspenzij. Nanosuspenzije lahko liofiliziramo ali su$imo z razprSevanjem,
lahko pa jih tudi granuliramo ali izdelamo pelete. Posusene nanosuspenzije lahko vgradimo
v trdne farmacevtske oblike, kot so kapsule in tablete, saj so v primerjavi s prahovi bolj
prijazne bolniku.

Nanosuspenzijo s fenofibratom smo izdelali z mletjem v planetarnem kroglicnem mlinu.
Za pripravo nanosuspenzij smo uporabili tri razli¢ne stabilizatorje: hidroksipropilcelulozo,
hidroksipropilmetilcelulozo in kopovidon. Nanosuspenzije smo posusili s suSenjem v
susilniku s pladnji, z liofilizacijo in s suSenjem z razprSevanjem. Dodali smo jim razli¢ne
pomozne snovi ter iz njih izdelali tablete. Ugotovili smo, da izbira stabilizatorja in dodatek
pomoznih snovi pred suSenjem vplivata na velikost delcev v nanosuspenziji po
redispergiranju. NajmanjSe delce smo dolocili v nanosuspenzijah s hidroksipropilcelulozo
ter z dodatkoma saharoze in manitola. Dodatek pomoznih snovi po suSenju v vecini
primerov ni vplival na redisperzibilnost nanosuspenzije. Proucevali smo vpliv metode
suSenja na velikost delcev v izbranih vzorcih, pri ¢emer smo najboljSe rezultate dosegli z
metodo suSenja z razprSevanjem. Dobre rezultate smo dosegli tudi z liofilizacijo. Preverili
smo tudi vpliv izdelave tablet na redisperzibilnost nanosuspenzije. Ugotovili smo, da se je
velikost delcev statisti¢no znacilno povecala pri liofiliziranih vzorcih, pri vzorcih suSenih z
razprSevanjem ter v vecini primerov v suSilniku suSenih vzorcev pa vpliv tabletiranja ni bil
statisticno znacilen. Za izdelavo tablet sta najprimernejSi nanosuspenziji z dodatkom
saharoze in manitola, ki smo jih posusili z razprSevanjem, saj smo po redispergiranju dobili

delce, ki so statisticno enako veliki kot delci v izhodni tekoc¢i nanosuspenziji.
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ABSTRACT

A growing number of newly synthesized drugs are poorly soluble in water. Effective
approach for increasing the solubility and dissolution rate is the formation of
nanosuspensions. These are colloidal dispersial systems of nanosized drug particles (less
than 1 pm) in a liquid media. Main advantages of nanocrystals are increased dissolution
rate and saturated solubility, as well as their adhesive properties. Nanosuspensions can be
produced by precipitation method, high pressure homogenization or ball milling. Because
of better physical stability it is often necessary to dry nanosuspensions. Nanosuspensions
can be freeze-dried or spray dried, but may be also granulated or formulated into pellets.
Dried nanosuspensons can be integrated into solid dosage forms such as capsules and
tablets, as these formulations are more patient-friendly compared to the powders.

Nanosuspension with fenofibrate was prepared by grinding in a planetary ball mill. Three
different stabilizers were used for the preparation of nanosuspensions:
hydroxypropylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose and copovidone. Nanosuspensions
were dried by drying in a tray-dryer, by freeze-drying and spray drying. Different
excipients were added and compressed into tablets. We tested influence of various
excipients on compression and redispersibility of dry nanosuspension. The choice of
stabilizer and excipient added prior to drying affect the particle size in nanosuspension
after redispersion. The smallest particles were determined in nanosuspensions with
hydroxypropylcellulose and the addition of sucrose and mannitol. In most cases addition of
excipients after drying did not affect the nanosuspension redispersibility. The effect of
drying method on particle size in selected samples was studied. The best results were
achieved by spray drying method. Good results were also obtained by freeze-drying
method. The influence of compression on nanosuspension redispersibility was also
analyzed. The particle size significantly increased in the freeze-dried samples after
compression. In the spray-dried samples and in most cases in the tray-dryer dried samples
the impact of compression was not statistically significant. The most appropriate method
for the production of tablets is spray drying of nanosuspensions with the addition of

sucrose and mannitol.
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SEZNAM OKRAJSAV

BCS

DLS
HDL
HPC
HPMC
LD
MCC
NaCMC
NS
PCS
PDI
PEG
PPAR«a

PVP
rpm
SLS
TPGS
VLDL

biofarmacevtski klasifikacijski sistem (Biopharmaceutical Classification
System)

dinami¢no sipanje laserske svetlobe (Dynamic Light Scattering)

lipoprotein z visoko gostoto (High Density Lipoprotein)
hidroksipropilceluloza

hidroksipropilmetilceluloza

laserska difrakcija (Laser Diffraction)

mikrokristalna celuloza

natrijeva karboksimetilceluloza

nanosuspenzija

fotonska korelacijska spektroskopija (Photon Correlation Spectroscopy)
polidisperzni indeks

polietilenglikol

receptor, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor)

polivinilpirolidon

obrati na minuto (Revolution Per Minute)

natrijev lavrilsulfat

D-a-tokoferol polietilenglikol 1000 sukcinat

lipoprotein z zelo nizko gostoto (Very-Low-Density Lipoprotein)
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1 UVOD

Vedno ve¢ na novo sintetiziranih ucinkovin je slabo topnih v vodi. Za slabo topne
ucinkovine je veljalo, da je njihova vgradnja v farmacevtske oblike otezena, problem pa se
pojavlja pri zagotavljanju uc¢inkovitosti zaradi majhne bioloSke uporabnosti.

Da bi povecali topnost in hitrost raztapljanja u¢inkovin, ki po BCS klasifikaciji spadajo v
razred II (slabo topne in dobro permeabilne u¢inkovine) in razred IV (slabo topne in slabo
permeabilne uc¢inkovine), so raziskovalci razvili kar nekaj metod. Najpogosteje dodajajo
ucinkovinam razna sotopila ali pa sintetizirajo ucinkovino v obliki soli ali estrov
(predzdravila). Ostale metode, ki se uporabljajo, pa so: tvorba trdnih disperzij, emulzij in
mikroemulzij, kompleksiranje s ciklodekstrini ter tvorba liposomov (1). Uporaba velikih
koli¢in pomoznih snovi ali organskih topil je v farmacevtskih oblikah zaradi njihove
potencialne toksi¢nosti omejena, zato so potrebni drugi pristopi, ki bi povecali hitrost
raztapljanja u¢inkovine (2).

Z mikronizacijo ucinkovine lahko poveCamo hitrost raztapljanja, saj z zmanjSanjem
velikosti delcev povecamo povrSino in zmanjSamo difuzijsko razdaljo. Mikronizacija
pomeni pretvorbo grobe praSkaste zmesi v zmes prahov z velikostjo delcev 2-5
mikrometrov, Ceprav po navadi porazdelitev velikosti delcev obsega vrednosti od 0,1 do 25
mikrometrov, delez delcev, manjSih od 0,1 mikrometra, pa je zelo majhen. Kljub
povecanju hitrosti raztapljanja pa z mikronizacijo pogosto ne moremo doseci vecje
bioloSke uporabnosti, saj nasicena topnost uc¢inkovine ostaja enaka (3). V zadnjih desetih
letth se je izjemno povecalo S$tevilo znanstvenih c¢lankov na podrocju izdelave
nanokristalov. Za razliko od mikronizacije lahko z nanokristali u¢inkovine dosezemo tudi

povecanje nasicene topnosti (1).

1.1 Lastnosti nanosuspenzij

Nanosuspenzije so koloidno disperzni sistemi delcev ucinkovine nanometrskih velikosti
(manj kot 1 um) v tekoCem mediju. Navadno so stabilizirane s povrSinsko aktivnimi
snovmi, polimeri ali meSanico obeh. V nanosuspenzijah je dispergirana velika koli¢ina

ucinkovine (do 40 %) v relativno majhnem volumnu tekoc¢ine. Uporabljajo se lahko kot
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konc¢na farmacevtska oblika ali pa kot vmesna stopnja pri izdelavi trdnih farmacevtskih
oblik, kot so kapsule ali tablete (2).
Poleg visoke vsebnosti u¢inkovine, majhne koli¢ine pomoZznih snovi in nizkih stroskov
izdelave imajo nanosuspenzije tudi naslednje prednosti:

e Povecajo hitrost raztapljanja

e Povecajo nasiceno topnost

e Nanokristali imajo adhezivne lastnosti
Zaradi teh lastnosti lahko povec¢amo biolosko uporabnost in zmanjSamo vpliv hrane pri

peroralni uporabi ter lazje prilagodimo rezim uporabe in odmerek (5).

1.1.1 Povecanje nasi¢ene topnosti, hitrosti raztapljanja in bioadhezije

Topnost je po definiciji maksimalna koncentracija topljenca, ki v nekem volumnu topila
daje nasi¢eno homogeno molekularno disperzijo. Odvisna je od fizikalno-kemijskih
lastnosti topljenca in topila ter od temperature (6). Velikost delcev ne vpliva na povecanje
topnosti, ¢e so delci ve¢ji od 1 mikrometra. Pod to vrednostjo, Se posebno pod 0,1
mikrometrom pa pride do povecanja tlaka raztapljanja zaradi zelo velike ukrivljenosti
povrSine, posledicno pa tudi do povecane topnosti. Ta pojav opisujeta Ostwald-
Freundlichova in Kelvinova enacba (7). Kelvinova enacba (enacba 1) opisuje parni tlak na
meji med ukrivljeno povrsino tekocine (kapljice) in plinom. Isto enac¢bo lahko uporabimo
tudi za opis prehoda molekul iz nanokristala (trda faza) v raztopino (tekocCa faza). V tem
primeru parni tlak zamenjamo s tlakom raztapljanja.

Kelvinova enacba:

In = Y Vi i 1 1 I enacba 1
c, RT \nn n)
crinc topnost delcev s polmerom r; in r; v vodnem mediju [g/ml]
Vsl medfazna napetost [N/m]
Vi molarni volumen [L/mol]
R splosna plinska konstanta [J/(mol-K)]
T absolutna temperatura [K]

Posledica povecane topnosti je povecanje hitrosti raztapljanja. OpiSemo jo lahko z Noyes-

Whitneyevo enacbo (enacba 2). Poleg poveCane topnosti vplivata na vec¢jo hitrost
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raztapljanja tudi manjSa difuzijska razdalja in vecja povrSina delcev. Z zmanjSanjem
velikosti delcev lahko torej povecamo povrsino, ki je v stiku s topilom in tako povecamo

hitrost raztapljanja.

ah -!3’ \C; —C) enacba 2

Cs topnost u¢inkovine [mol/1]

raztopljena u¢inkovina v ¢asu t [mol/I]
debelina difuzijske plasti [cm]
prostornina [1]

povrsina delcev [cm?]

o »>» < = ©°

difuzijski koeficient u¢inkovine [cm?/s]

Osnova za Noyes-Whitneyevo enacbo je 1. Fickov zakon, ki pravi, da je hitrost
raztapljanja trdnega delca odvisna od difuzijskega koeficienta, od povrSine raztapljajoce se

snovi in od koncentracijskega gradienta, ki se vzpostavi na doloceni razdalji (6).

Prednost nanonizirane ucinkovine v primerjavi z vecjimi delci je tudi sposobnost
bioadhezije. Adhezivne lastnosti lahko v vsakdanjem Zzivljenju opazimo pri mletem
sladkorju, ki se zadrzi na pecivu, ko ga potresemo po njem. V nasprotju z mletim
sladkorjem bo kristalni sladkor s peciva zdrsel. Zaradi vecje sticne povrSine se lahko
nanokristali prilepijo na steno prebavnega trakta, kar poveca Cas zadrZzevanja v tankem
¢revesu in zelodcu. Ucinkovina je ve¢ ¢asa na voljo za absorpcijo, posledicno pride do
zvecCanja bioloSke uporabnosti. Sposobnost bioadhezije pa ni vedno dobrodosla, saj lahko

agresivne uc¢inkovine na mestu adhezije povzrocijo razjede (5).

1.2 Izdelava nanosuspenzij

Metode izdelave nanosuspenzij lahko razdelimo v dve skupini. Prve so tako imenovane
»bottom up« oziroma precipitacijske metode, pri katerih u€inkovino raztopimo v nekem
organskem topilu, nato pa raztopino ucinkovine dodajamo netopilu. Delci se zaradi

prisotnosti netopila oborijo v obliki nanokristalov. Druge metode so »top down« metode,



Nika Fonda Diplomska naloga

kjer vecje trdne delce razbijemo do nanometrskih velikosti. NajpogostejsSi metodi sta

visokotlacna homogenizacija in mokro mletje v krogli¢nem mlinu (8).

1.2.1 Precipitacijska metoda

Pri precipitacijski metodi uéinkovino raztopimo v organskem topilu, kot sta aceton in
tetrahidrofuran, da nastane nasi¢ena raztopina. To raztopino dodajamo netopilu, ki se mesa
s topilom. Ucinkovina v netopilu ni topna, zato se obori. Kot netopilo se najveckrat
uporablja voda, ki vsebuje stabilizatorje, kot so hidroksipropilmetilceluloza (HPMC),
polivinilpirolidon, Tween 80, Poloxamer 188 ali lecitin. Pogosto se uporablja tudi vec
stabilizatorjev hkrati, ki zavirajo prekomerno rast kristalov in njihovo agregacijo. Zelo
pomemben je tudi nacin meSanja, s katerim zagotavljamo enakomerno velikost kristalov in
ustrezno velike delce. S to metodo lahko dobimo tudi amorfne delce (9).

Prednost te metode je, da v primerjavi s »top down« metodami ne potrebujemo drage
opreme, vendar pa precipitacije ne moremo uporabiti za vse u¢inkovine. Ta metoda ni
primerna za ucinkovine, ki so netopne tako v vodi kot v organskem topilu, saj mora biti
ucinkovina topna vsaj v enem topilu, ki se mesSa z netopilom. Slabosti te metode so tudi
ostanek organskih topil, lahko pa pride tudi do Ostwaldove rasti (10).

V zadnjem c¢asu so Stevilne izboljSave precipitacijske metode omogocile izdelavo
visokokakovostnih nanodelcev. V industriji se uporabljajo metode, pri katerih se med
meSanjem ustvarja turbolenten tok in velike strizne sile, kar povzro¢i obarjanje
nanokristalov z ozko porazdelitvijo velikosti delcev. Raziskujejo tudi uporabo neorganskih
topil. U¢inkovino raztopimo v bazi¢nem topilu, ki ga nato dodajamo topilu s kislim pH.
Sprememba pH povzroci obarjanje uc¢inkovine. Ta metoda je primerna le za ucinkovine,
katerih topnost je odvisna od pH medija (9). Obstajajo tudi kombinirane metode, in sicer
precipitacija s sledeCco homogenizacijo. S homogenizacijo preprecimo rast nanokristalov

ter zagotovimo dolgoro¢no stabilnost nanosuspenzij (11).

1.2.2 Homogeniziranje pod visokim tlakom

Visokotlaéna homogenizacija se pogosto uporablja za izdelavo nanosuspenzij v
industrijskem merilu. Poznamo dva nacina homogenizacije: mikrofluidizacijo in
homogenizacijo z batnimi homogenizatorji (piston-gap homogenization).

Pri mikrofluidizaciji dosezemo zmanjSanje delcev s Celnim tréenjem dveh curkov suspenzij
pod tlakom do 1700 barov v homogenizacijski komori »Z tipa« ali »Y tipa«. Delci se

4
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zmanjSajo zaradi trkov med delci ter striznih in kavitacijskih sil. Da dosezemo primerno
velikost delcev, moramo pogosto ponoviti homogeniziranje v ve¢ ciklih (50-100) (8).

Pri homogenizaciji z batnimi homogenizatorji potiskamo suspenzijo iz cilindra s premerom
3 cm skozi rezo s premerom 25 mikrometrov pod visokim tlakom (1500-2000 barov).
Zaradi majhnega premera homogenizacijske reze se poveca hitrost toka suspenzije. V
skladu z Bernoullijevo enacbo se dinamicni tlak poveca, zmanjSa pa se staticni tlak.
Stati¢ni tlak se v rezi zniza pod parni tlak vode, kar povzroci zavretje vode. Ko suspenzija
pride iz reze na obmocje normalnega zra¢nega tlaka, nastali mehurcki pare implodirajo, kar
imenujemo kavitacija. Sila kavitacije, strizna napetost v rezi in trki med delci povzrocijo
drobljenje mikrodelcev v nanodelce. Tudi pri tej metodi moramo izvesti ve¢ ciklov
homogenizacije. Stevilo ciklov je odvisno od trdote uéinkovine, od Zelene povpreéne
velikosti delcev in od zelene homogenosti nanosuspenzije. Prednosti te metode sta majhen
delez mikrodelcev ter moznost uporabe v proizvodnji (12). Raziskovalci so razvili dva
nacina izvedbe homogenizacije z batnimi homogenizatorji. Pri tehnologiji Dissocubes®
ucinkovino dispergirajo v raztopini stabilizatorja. Tehnologija Nanopure® kot disperzni
medij za uc¢inkovino uporablja nevodne disperzne medije (olja, teko¢e PEG) ali disperzne
medije z zmanjSano vsebnostjo vode (meSanice glicerola in vode oziroma etanola in vode).
Pri tej izvedbi homogenizacije zaradi nizke vsebnosti vode v disperznem mediju med
procesom ne pride do kavitacije, vendar se velikost delcev vseeno zadovoljivo zmanjsa

zaradi striznih sil, trkov med delci in turbolentnega toka (8).

1.2.3 Miletje v kroglicnem mlinu

Ucinkovine lahko meljemo na dva nacina: suho mletje v zra¢nem toku in mokro mletje v
kroglicnem mlinu. Z mletjem v zraénem toku dobimo delce mikrometrskih velikosti (0,5
do 30 pum). Zelo majhen delez delcev je manj$ih od 1 pum, posledicno imamo nizek
izkoristek, pojavijo pa se tudi tehni¢ne tezave v proizvodnem merilu (12).

Z mokrim mletjem v kroglicnem mlinu izdelujemo nanosuspenzije. Poznamo ve¢ vrst
kroglicnih mlinov, kot na primer planetarni kroglicni mlin ali meSajoci krogli¢ni mlin.
Suspenzijo pripravimo iz vode oziroma pufra, stabilizatorja in ucinkovine. Posodo za
mletje napolnimo s pripravljeno suspenzijo in kroglicami. Ce je potrebno, lahko suspenziji
dodamo tudi razne soli ali sladkorje. Kroglice so lahko iz cirkonijevega oksida, stekla,
nerjavecega jekla ali iz premrezene polistirenske smole, velike pa so lahko od 0,5-1 mm

(13). Med mletjem pride do trkov in trenja med kroglicami, pri tem pa nastanejo dovolj
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velike sile, da se delci zdrobijo do nanometrskih velikosti (14). UCinek mletja je odvisen
od naslednjih dejavnikov: od materiala in velikosti kroglic, deleza kroglic in suspenzije v
posodi za mletje, hitrosti in ¢asa mletja, pa tudi od u€inkovine in izbranega stabilizatorja
(12). Manjse kroglice bolj u¢inkovito zmanjs$ajo velikost delcev kot vecje zaradi vecjega
Stevila trkov med kroglicami. Ce imamo vedje delce u¢inkovine, z majhnimi kroglicami ne
moremo bistveno zmanjSati velikosti delcev, ampak moramo najprej uporabiti vecje
kroglice. Cas mletja je zelo razli¢en, odvisen je od trdnosti u¢inkovine, koli¢ine suspenzije
in kroglic, zelene velikosti delcev ter od tipa mlina. Ve€inoma se mletje izvaja od nekaj ur
pa do nekaj dni, pri mletju z novejSimi mlini pa je ¢as mletja zmanjSan na nekaj minut.
Zeleno velikost nanokristalov lahko dobimo pri nizkih hitrostih vrtenja (80-90 rpm) in
dolgih ¢asih mletja (1-5 dni), lahko pa hitrost vrtenja povisSamo na 1800-4800 rpm ter s tem
¢as mletja skrajSamo na 30-60 min. Daljsi ¢asi mletja niso priporocljivi, saj lahko pride do
erozije materialov in kontaminacije vzorca, pojavijo s problemi s stabilnostjo vzorca,
povecajo pa se tudi stroski izdelave nanosuspenzije (13).

Med mletjem pride v posodi za mletje do dveh nasprotnih procesov: drobljenje materiala
na manjs$e delce in rast delcev zaradi medsebojnih trkov. Pojavnost teh dveh nasprotnih
procesov je odvisna od procesnih parametrov. Po dolo¢enem casu delci dosezejo dolo¢eno
velikost, z nadaljnjim mletjem se velikost delcev ne manjSa ve¢. V nekaterih primerih
lahko z daljsSim casom mletja dosezemo celo povecanje velikosti delcev in vecjo
heterogenost vzorca. Med mletjem lahko zaradi velikih sil pride do nastanka amorfnih
predelov v kristalu ali popolna pretvorba delca v amorfno obliko. Amorfni predeli
povecajo povrSinsko energijo sistema, kar se lahko kaZze kot fizikalna in kemijska
nestabilnost izdelane nanosuspenzije (13).

Planetarni krogli¢cni mlin je sestavljen iz rotirajoce plosce, ki se vrti okoli svoje osi, na
katero je namesScena posoda za mletje s kroglicami in suspenzijo. Posoda za mletje se prav
tako vrti okoli svoje osi (15). Na sliki 1 je prikazana shema planetarnega krogli¢nega

mlina.
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|hit:ru:ust vitetja posode

rotirajofa plogfa

-

hitrost witenja rotirajode plode

Slika 1: Shematski prikaz vrtenja rotirajoe ploS¢e in posode v planetarnem kroglicnem

mlinu

Pri mletju moramo paziti na hitrost vrtenja posode. Pomembno je, da meljemo pri hitrosti,
ki je precej niZja od kriticne hitrosti (priblizno 50 % kriticne hitrosti). Kriticna hitrost je
definirana kot hitrost rotacijske posode za mletje, pri kateri pride do efekta centrifugalne
sile. Kroglice in vzorec se zaradi centrifugalne sile prilepijo na steno posode, kar povzroci
prenehanje drobilnega ucinka (12). Na sliki 2 je prikazano gibanje kroglic v posodi za

mletje.

...—HE._,_\ Pﬂiﬂdﬂ kroglica

L)

{

(¥ kotna hifrost vrtenja ploSce
& kooina hitrost vrtenja posode

Slika 2: Prikaz gibanja kroglic v posodi za mletje

Z zmanjSevanjem velikosti delcev se poveca njihova povrsSina. To povzro¢i termodinamsko
nestabilnost nanokristalov, ki se zacno zdruzevati in na tak nacin manjSajo povrsinsko

energijo (4). Da bi preprecili rast kristalov v nanosuspenziji, dodajamo stabilizatorje.
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Ucinkovit stabilizator mora biti sposoben mocenja povrSine delcev ter tvoriti steri¢no ali
elektrostati¢no oviro, ki preprecuje zdruZevanje delcev (14). Stabilizator se adsorbira na
povrsino delca z ionskimi interakcijami, vodikovimi vezmi, van der Waalsovimi vezmi, s
hidrofobnimi interakcijami ali z ion-dipol interakcijami (4). Fizikalno stabilne
nanosuspenzije dobimo, ¢e je razmerje med ucinkovino in stabilizatorjem med 20:1 in 2:1.
Ce je stabilizatorja premalo, pride do aglomeracije ali agregacije delcev, ¢e ga je prevec,
pa pride do Ostwaldove rasti delcev. Pogosto lahko kombiniramo ionski in neionski
stabilizator ter na tak nacin zagotovimo ustrezno stabilizacijo nanosuspenzije (14). V
literaturi lahko zasledimo naslednje najbolj uporabljenje neionske stabilizatorje: blok
kopolimeri  (Poloksameri),  polisorbati  (Tween  80®),  derivati  celuloze
(hidroksipropilceluloza (HPC) in hidroksipropilmetilceluloza (HPMC)) ter polivinil
pirolidoni. Med ionskimi stabilizatorji se najve¢ uporablja natrijev lavrilsulfat (4).

Prednost mletja v planetarnem kroglicnem mlinu je moznost izdelave nanosuspenzij z
ucinkovinami, ki so slabo topne tako v vodnem kot v nevodnem mediju. Dodatne prednosti
so tudi moZnost prenosa tehnologije iz laboratorija v proizvodnjo ter majhne razlike v
velikosti delcev med serijami. Slabost te metode je mozna obraba kroglic in s tem
kontaminacija vzorca. Da prepre¢imo kontaminacijo, morajo biti kroglice izdelane iz zelo
vzdrzljivih materialov (13). Med slabosti lahko priStevamo tudi dolge Case mletja (tudi ve¢

dni), kar predstavlja tezavo predvsem v proizvodnji (14).

1.3 Dolocanje velikosti delcev v nanosuspenzijah

Velikost in porazdelitev velikosti delcev sta kljuéna parametra za doloCanje fizikalne
stabilnosti nanosuspenzij. Poznamo Stevilne metode za dolocanje velikosti delcev in
njihove porazdelitve, med drugimi tudi fotonsko korelacijsko spektroskopijo (PCS), znano
tudi kot dinamicno sipanje laserske svetlobe (DLS) in lasersko difrakcijo (LD). Metodi se
med seboj razlikujeta po principu merjenja, po nainu priprave vzorca ter po potrebni

koliCini vzorca (16).

1.3.1 Fotonska korelacijska spektroskopija (PCS)
Za doloc¢anje velikosti in porazdelitve velikosti delcev v tekoCem mediju se pogosto

uporablja fotonska korelacijska spektroskopija ali dinami¢no sipanje laserske svetlobe
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(DLS) (16). Metoda se uporablja za doloCanje povprecnega premera in porazdelitve delcev
nanometrskih velikosti. Metoda je primerna za merjenje delcev med 3 nm in 3 pm. Delci,
katerih velikost spada v ta interval, izkazujejo v disperznem mediju Brownovo gibanje
zaradi trkov z molekulami topila. To povzroc¢a nihanja v jakosti sipanja svetlobe. Ker je to
gibanje nakljucno, je zgornja meja velikosti delcev, ki jih Se lahko merimo s to metodo,
omejena s sedimentacijo delcev. Sedimentacija delcev je odvisna od velikosti delcev in od
razlike v gostoti delcev in disperznega medija. Pri merjenju je pomembna tudi konstantna
temperatura, saj se s spremembo temperature spreminjajo tudi hitrost gibanja delcev,
gostota in viskoznost medija. Rezultati metode so podani kot povprecna velikost delcev in
kot Sirina porazdelitve. Merilo za doloCanje Sirine porazdelitve je polidisperzni indeks
(PDI). PDI lahko zavzema vrednosti med 0 in 1 (12). Ce je PDI med 0,1 in 0,25, ima
vzorec ozko porazdelitev velikosti delcev. PDI vecji od 0,5 kaze na Siroko porazdelitev
velikosti delcev v vzorcu (16). Prednosti te metode so: enostavna priprava vzorca,
natanc¢no, zanesljivo, ponovljivo in hitro merjenje, majhen volumen vzorca, u¢inkovitost in
avtomatiziranost (17). Med slabosti PCS metode pa lahko Stejemo ozko obmocje merjenja
(3 nm do 3 um) ter da z njo ne moremo meriti velikosti delcev v suhih prahovih, potrebno

pa je tudi redcenje vzorca (16).

1.3.2 Laserska difrakcija (LD)

Pogosto se skupaj s PCS uporablja tudi laserska difrakcija. Njeno obmocje detekcije sega
od 20 nm do 2000 um, z njo pa lahko dolo¢amo velikost delcev tako v nanosuspenzijah kot
tudi v suhih prahovih. Metoda temelji na sipanju laserske svetlobe, ko le-ta zadene delce.
Pomen te metode je pri dolocanju delcev vecjih od 5 pum, ki ne smejo biti prisotni v

farmacevtskih oblikah za parenteralno aplikacijo (16).

1.4 SuSenje nanosuspenzij

Zaradi fizikalne stabilnosti nanosuspenzij, pa tudi zaradi vecje sprejemljivosti za paciente,
je potrebno suSenje nanosuspenzij ter vgradnja v trdne farmacevtske oblike.
Nanosuspenzije lahko liofiliziramo ali su$imo z razprSevanjem, lahko pa jih tudi

granuliramo ali formuliramo pelete (16).
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14.1

Liofilizacija

Liofilizacija je proces suSenja, pri katerem vzorec v tekoCem stanju najprej zamrznemo,

nato sledi odstranitev vode iz vzorca najprej s sublimacijo, potem pa Se z desorpcijo vode,

do ustrezne kolicine, ki ne bo ve¢ omogocala rasti mikroorganizmov ali kemi¢nih reakcij.

Proces liofilizacije je sestavljen iz treh posameznih stopen;:

Zamrzovanje raztopine: v tej stopnji imobiliziramo u¢inkovino in pomozne snovi.
Struktura ostane po zamrznitvi fiksna. Na zacetku pride do podhladitve raztopine
do temperature, pri kateri nastopita nukleacija in kristalizacija ledu. V idealni
strukturi zamrznjene pogacCe tvorijo ledeni kristali kanale, po katerih bo med
primarnim susenjem voda sublimirala iz pogace. Struktura zamrznjene pogace je
odvisna od hitrosti ohlajanja raztopine, stopnje podhladitve raztopine in
koncentracije topljencev v raztopini.

Proces primarnega susenja: cilj procesa je odstranitev vode iz zamrznjene raztopine
s sublimacijo kristalov ledu. Pri sublimaciji snov prehaja iz trdnega v plinasto
stanje pri temperaturi in tlaku, ki sta nizja kot temperatura in tlak v trojni tocki v
faznem diagramu. Hitrost sublimacije je odvisna od sestave in strukture zamrznjene
pogace.

Proces sekundarnega suSenja: ob koncu primarnega suSenja ostane v vzorcu
priblizno 5-10 % vode (rezidualna prosta voda in vezana voda). Problem
predstavlja rezidualna prosta voda, saj lahko zmanjSa stabilnost vzorca. Pri
sekundarnem susSenju gre torej za desorpcijo vode iz liofilizata, s katero se vsebnost

rezidualne vode bistveno zmanjsa.

V vzorec lahko pred liofilizacijo dodamo razne pomozne snovi (npr. manitol, PEG 6000),

ki pomagajo tvoriti primerno strukturo pogace ter omogocajo hitro rekonstitucijo po

dodatku vode.

Liofilizacijo izvajamo v liofilizatorju. Liofilizator je sestavljen iz: liofilizacijske komore,

kondenzatorske komore in vakuumskega sistema. Metoda liofilizacije ima Stevilne

prednosti, kot so: ohranitev oblike vzorca, enostavna rekonstitucija vzorca, dalj$i rok

uporabnosti in moznost natan¢nega odmerjanja. Med slabosti pa lahko Stejemo

dolgotrajnost samega procesa (24 ur in vec), visoki stroski opreme in obratovanja ter

nezmoznost kontinuirane proizvodnje (18).
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1.4.2 SuSenje z razprSevanjem
Princip te metode je razprSevanje vzorca na majhne kapljice, ki se v toku toplega zraka
posusijo in tvorijo majhne trdne delce. Vzorec razprSujemo v suSilno komoro, kapljice pa
se posusijo, Se preden tr¢ijo ob steno komore (19). Proces susenja z razprSevanjem lahko
razdelimo na 5 korakov:

e Priprava raztopine, suspenzije ali emulzije za razprSevanje

e Atomizacija pripravljene raztopine ali suspenzije

o Stik kapljice s toplim zrakom v komori

e (Odparevanje topila in suSenje delcev

e Separacija posusenega vzorca (20)
Koncni rezultat susenja z razprSevanjem je odvisen od lastnosti snovi in od procesnih
parametrov aparature za susSenje z razprSevanjem. Pri procesu lahko spreminjamo
naslednje parametre: velikost Sobe, tlak v Sobi, pretok tekocCine, temperaturo vstopnega
zraka in pretok vstopnega zraka. Velikost kapljic lahko nadziramo z velikostjo Sobe,
pretokom tekocCine in tlakom v Sobi. Z 0Zjo Sobo, manj$im pretokom tekocine in vec¢jim
tlakom v Sobi dobimo manjSe delce. S temperaturo in pretokom vstopnega zraka lahko
kontroliramo hitrost in ucinkovitost susenja. Vecja ko sta temperatura in pretok, hitreje
poteka susenje (21).
Obstajajo razliéne izvedbe suSilnika z razprSevanjem, vsi pa imajo Sobo, ki razprsi
tekoc¢ino v drobne kapljice, ob stiku s toplim zrakom pa se le-te zelo hitro posusijo. Smer
razprSevanja je obi¢ajno od zgoraj navzdol. PosuSeni delci se locijo od toplega zraka v
ciklonu. Ciklon je ozek stekleni del, ki se nadaljuje iz razprSevalne komore, na koncu pa je
zaklju€en s posodo za zbiranje vzorca (19).
Prednost te metode je, da omogoca kontinuirano susenje in avtomatizacijo procesa, poleg
tega pa je postopek suSenja zelo hiter in enostaven (20). Ena izmed slabosti metode je
mozZna izguba vzorca v razprievalni komori. Ce se delci ne posusijo pravilno, se prilepijo
na steno razprSevalne komore. Delce lahko tok zraka odnese tudi v filter, kar predstavlja

dodatno izgubo vzorca (21).

11
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1.5 Vgradnja nanosuspenzij v trdne farmacevtske oblike

Susene nanosuspenzije lahko uporabimo v obliki prahu za rekonstitucijo ali kot
orodisperzibilne tablete, ki smo jih izdelali z liofilizacijo. Lahko pa nanosuspenzije
vgradimo v kapsule in tablete, saj so v primerjavi s prahovi bolj prijazne bolniku.
Pomembno je, da se redisperzibilnost nanosuspenzij ohrani tudi po vgradnji v trdne
farmacevtske oblike, saj bi se v nasprotnem primeru bistveno zmanjSala bioloska
uporabnost ucinkovine. Da bi dosegli ¢im boljSo redisperzibilnost vgrajene
nanosuspenzije, moramo zagotoviti dobro mocenje in hitro razpadnost farmacevtske oblike
ob stiku z disperznim medijem. V te namene se lahko Ze pred suSenjem dodajo razne

snovi, kot so vodotopni sladkorji (1, 16).

1.5.1 Izdelava tablet z nanosuspenzijo

Po definiciji so tablete trdne farmacevtske oblike, ki vsebujejo enkraten odmerek ene ali
ve¢ zdravilnih ucinkovin. Obicajno jih izdelamo tako, da enovito prostornino delcev
stisnemo v tableto. Uporabljamo jih peroralno. Zmes prahov za tabletiranje je sestavljena
iz ene ali ve¢ u€inkovin s pomoznimi snovmi ali brez njih. Namen pomoznih snovi je na
primer redCenje, razpadanje, drsenje in mazanje. Tablete so obicajno pravilni, okrogli, trdni
valji, katerih spodnja in zgornja povrsina je ravna ali izbo€ena, robova sta lahko prirezana.
Lahko imajo razdelilne zareze ali druge oznake, lahko pa so tudi filmsko obloZene (22).
Tablete lahko izdelamo s tabletirko na udarec, ki je primernejSa za manjse koli¢ine vzorca.
V industriji se uporablja rotirka, s katero lahko izdelamo tudi do milijon tablet na uro.
Proces stiskanja poteka v naslednjih korakih:

e Prerazporeditev delcev: ko zmes vsujemo v matri¢no vdolbino, se pri nizkem tlaku
stiskanja delci prerazporedijo tako, da manjsi delci zasedejo prazne prostore med
vecjimi, prisoten zrak se odstrani.

e Deformacija zaradi elastinih sprememb: ko ob povefevanju tlaka nadaljnja
prerazporeditev ni ve€¢ mogoca, se delci elasticno deformirajo, da se prilagodijo
obremenitvi. To je reverzibilna sprememba. Ce zmanj$amo tlak, se delci povrnejo v
prvotno stanje.

e Plasticna deformacija: delci se plasticno deformirajo, ko s stiskanjem presezemo
mejni tlak plasti¢ne deformacije. Pride do preurejanja molekul znotraj trdnih delcev

snovi.

12
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e Lom delcev oziroma fragmentacija: Ce sila stiskanja Se naprej narasca, se zacnejo
delci lomiti (23).

Tablete so najbolj uporabljena farmacevtska oblika za peroralno uporabo zaradi
Stevilnih prednosti, kot so natan¢no odmerjanje, vecja stabilnost, boljSe sodelovanje
bolnikov in moznost proizvodnje velikega Stevila tablet v kratkem casu. Pri izdelavi
tablet se lahko sre¢amo tudi z nekaterimi tezavami, kot so variiranje mase in odmerka,
premajhno trdnostjo tablet, razplastitvijo tablete in lepljenje vzorca na pecate. Da se
izognem tezavam pri tabletiranju, je potrebno izbrati ustrezne pomoZzne snovi ter
procesne parametre (24).

Posusene nanosuspenzije imajo zaradi adhezivnih lastnosti nanokristalov slabse
pretocne lastnosti, zato jih tezko direktno tabletiramo, saj lahko pride do
neenakomernosti mase in odmerka. Pomemben je dodatek polnil (npr. laktoza,
mikrokristalna celuloza) in drsljivcev (magnezijev stearat, koloidni silicijev dioksid ali
smukec), s katerimi izboljSamo pretocne lastnosti zmesi prahov. BoljSe pretocne
lastnosti lahko dosezemo z granuliranjem, saj so zrnca vec¢ja (25). V literaturi je opisan
postopek suhega granuliranja nanosuspenzij, pri katerem delce zdruZzujemo z uporabo

visokih tlakov brez uporabe tekoCine za granuliranje (26).

13
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2 NAMEN DELA

Z zmanjsevanjem velikosti delcev tezko topne u€inkovine pod en mikrometer se povecata
topnost in hitrost raztapljanja uc¢inkovine. S tem se poveca tudi absorpcija uc¢inkovine, kar
omogoca doseganje terapevtskih plazemskih koncentracij. Poraja pa se vpraSanje, Ce se
nanokristali iz teko¢e nanosuspenzije po suSenju in vgradnji v trdno farmacevtsko obliko
ponovno redispergirajo na svojo prvotno velikost, ko se kon¢na farmacevtska oblika pricne
raztapljati.

Namen diplomske naloge je ovrednotenje vpliva sestave in postopka izdelave konc¢ne
farmacevtske oblike na redisperzibilnost nanokristalov tezko topne uc¢inkovine, vgrajenih v
to farmacevtsko obliko. Najprej bomo pripravili suspenzije z modelno ucinkovino
fenofibratom in razliénimi stabilizatorji (kopovidon, HPC, HPMC) in izdelali
nanosuspenzije z mletjem v planetarnem kroglicnem mlinu ter jim izmerili velikost in
porazdelitev velikosti delcev z metodo fotonske korelacijske spektroskopije. Tekocim
nanosuspenzijam z najmanjSo velikostjo nanokristalov bomo dodali razlicne pomozne
snovi (saharozo, manitol, PEG 6000) ter jih posusili na pladnjih v susilniku, z liofilizacijo
in z metodo suSenja z razprSevanjem. Suhe nanosuspenzije bomo redispergirali ter jim
ponovno izmerili velikost in porazdelitev velikosti delcev. Suhim nanosuspenzijam bomo
dodali tudi razlicne pomozne snovi (citronsko kislino, natrijev hidrogenkarbonat, laktozo),

jih stisnili v tablete ter jih prav tako redispergirali in izmerili velikost delcev.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Uporabljena uc¢inkovina

Fenofibrat, Harman Finochem limited, India

Fenofibrat (slika 3) spada med fibrate, ki se uporabljajo za zdravljenje hiperlipidemij.
Delovanje fenofibrata temelji na aktivaciji jedrnih receptorjev PPARQ, kar povzroci
povecano sintezo lipoproteinske lipaze. Poveca se razgradnja s trigliceridi bogatih
lipoproteinov, preko povecane oksidacije mascobnih kislin pa se zmanjSa nastanek delcev
VLDL. Zvisa se tudi serumska koncentracija HDL (27).

Molekulska formula fenofibrata je C,0H,;ClO4, molska masa pa 360,831 g/mol. Je bel
prasek s slabimi preto¢nimi lastnostmi in temperaturo talis§¢a med 79°C in 82°C. Je slabo
topen v vodi (0,29 mg/1 pri 37°C) in zelo lipofilen (logP je 5,24) (28, 29, 30).

o CH3
Cl 9] 781%0 fl\cHa
HsC CH;
0
Slika 3: Fenofibrat (propan-2-il 2-{4-[(4-klorofenil)karbonil]fenoksi}-2-metilpropanoat)

3.2 Uporabljene pomozZne snovi

Hidroksipropilceluloza (Klucel EF), Hercules, ZDA

Hidroksipropilceluloza (HPC) je polisaharid iz linearno povezanih D-glukoz z delno O-
hidroksipropiliranimi hidroksilnimi skupinami. Molska masa HPC je 60000-1200000
g/mol. Je bel, rumenkastobel ali sivkastobel zrnat ali vlaknat rahlo higroskopen prah brez
vonja in okusa. Je dobro topen v vodi pri temperaturah pod 38°C. Uporablja se kot
stabilizator, tvorilec gelov, zgoscevalo, za filmske obloge in vezivo v tabletah, za

povecanje viskoznosti ter tvorilo ogrodja za podaljSano sproscanje iz tablet (31, 32).

Hidroksipropilmetilceluloza (Pharmacoat 603), Shin Etsu, Japonska
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Hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) je polisaharid iz linearno povezanih D-glukoz 2z
delno  O-metiliranimi  in  O-hidroksipropiliranimi  hidroksilnimi ~ skupinami. Je
rumenkastobel ali sivkastobel zrnat ali vlaknat rahlo higroskopen prah brez vonja in okusa.
Uporablja se kot stabilizator, suspendirajoce sredstvo, tvorilec gelov, za prepreCevanje
koalescence kapljic, agregacije delcev in nastanka sedimenta v emulzijah in suspenzijah

(32).

Kopovidon (Kolidon VA 64), BASF, Nemcija

Kopovidon je kopolimer pirolidinpirolidona in vinilacetata v masnem razmerju 3:2 z
molsko maso 45000-70000 g/mol. Je bel do rahlo rumenkast amorfen prah brez okusa in z
rahlim vonjem. Uporablja se kot vezivo pri direktnem tabletiranju in pri vlaznem

granuliranju ter v filmskih oblogah (31, 32).

Saharoza (beli mleti jedilni sladkor), Suedzucker AG, Nemcija

Saharoza je disaharid fruktoze in glukoze, ki sta povezani z 1,2-a,p glikozidno vezjo.
Obstaja v obliki belega ali skoraj belega kristalini¢nega prahu in v obliki brezbarvnih ali
belih svetle¢ih monoklinskih kristalov. Je sladkega okusa in brez vonja. Saharoza se zelo
pogosto uporablja v peroralnih farmacevtskih oblikah, in sicer kot korigens okusa, polnilo
v tabletah in kapsulah, suspendirajoce sredstvo, zgoscevalo, za sladkorne obloge pelet in

tablet ter suho vezivo (31, 32).

D-manitol, Sigma-Aldrich, ZDA

D-manitol je bel ali skoraj bel nehigroskopicen kristalinicen prah ali zrnca sladkega okusa
in brez vonja. Uporablja se kot polnilo pri liofilizaciji, sladilo, polnilo za tablete in kapsule

ter za direktno tabletiranje in granuliranje (31, 32).

Makrogol 6000, Clariant GMBH, Nemcija
Makrogol 6000 (PEG 6000) je polientilenglikol z molsko maso 7000-9000 g/mol. Je bela

ali skoraj bela trdna snov z voskastim ali parafinskim videzom. Uporablja se v drazirnih

prevlekah kot mehcalo, suspendirajoce sredstvo in za povecanje viskoznosti (31, 32).

Laktoza suSena z razprSevanjem, DMV Fronterra excipients, Nizozemska
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Laktoza suSena z razprSevanjem je meSanica amorfne laktoze in laktoze monohidrata.
Laktoza je disaharid iz glukoze in galaktoze, ki sta povezani z 1,4-f glikozidno vezjo. Je
bel do umazano bel kristalini¢en prah. Je brez vonja in rahlo sladkega okusa. Uporablja se
kot polnilo in vezivo v tabletah ter za izboljSanje preto¢nih lastnosti pri direktnem

tabletiranju (31, 32).

Citronska kislina monohidrat, Merck, Nemdija

Citronska kislina monohidrat se nahaja v obliki brezbarvnih ortorombskih kristalov ali zrnc
ali kot bel kristaliniCen prah brez vonja in z moc¢no kislim okusom. Uporablja se kot
sredstvo za uravnavanje kislosti, kelator, korigens okusa in za pripravo Sumecih zrnc in

tablet (31, 32).

Natrijev hidrogenkarbonat, Merck, Nemcija

Natrijev hidrogenkarbonat obstaja v obliki belega kristalinicnega prahu brez vonja ter
slanega in rahlo alkalnega okusa. Uporablja se kot sredstvo za povecanje bazi€nosti ter za

pripravo Sumecih zrnc in tablet (31).

Magnezijev stearat, Faci, [talija

Magnezijev stearat je droben, oborjen ali zmlet, bel ali svetlorumen prah, ki je masten na
otip. Ima rahel vonj po stearinski kislini ter rahel, znacilen okus. Hitro se prilepi na kozo.

Uporablja se kot drsilo, mazivo in kot antiadheziv pri tabletah in kapsulah (32).

3.3 Naprave za izdelavo in vrednotenje nanosuspenzij

Zetasizer Nano ZS, Malvern, Nemcija

Analitska tehtnica XP 205, Mettler Toledo, Svica
Precizna tehtnica BP1200, Sartorius, Nemcija
Planetarni krogli¢ni mlin PM100, Retsch, Nemcija
Susilnik Mini Airpro, Procept, Belgija

Susilnik SP-105-C, Kambic, Slovenija

Tabletirka EK-O, Korsch, Nemcija

Magnetno mesalo RT1S Power, Ika, Nemcija

Ultrazvo¢na kadicka USC 600T, VWR, ZDA
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Liofilizator Lio 5P LT, Kambi¢, Slovenija

Aparatura za merjenje trdnosti tablet HC97, Kraemer, Nemcija

3.4 Izdelava nanosuspenzij

Nanosuspenzije smo izdelali z mokrim mletjem v planetarnem kroglicnem mlinu.
Uporabili smo naslednje stabilizatorje: HPC, HPMC in kopovidon.

Natehtali smo 2,46 g stabilizatorja (HPC, HMPC, kopovidon) in ga raztopili v 28,0 g vode.
Med meSanjem z magnetnim meSalom smo dodali 12,80 g fenofibrata, homogeno
premesali ter pustili stati 30 minut, da se je suspenzija odzracila. V enem primeru smo
raztopili 4,0 g HPC v 36,0 g vode, nato pa smo med meSanjem dodali Se 12,0 g fenofibrata.
Pripravljeno suspenzijo smo natehtali v posodo za mletje. Sprva smo natehtali 25 g
suspenzije, nato pa 12,5 g. Volumen posode za mletje je bil v obeh primerih 50 ml. V
posodo za mletje smo natehtali tudi 100 g kroglic iz cirkonijevega oksida velikosti 0,6-0,8
mm. Posodo smo vstavili v mlin in mleli 3 ure (za suspenzije s HPC in HPMC kot
stabilizatorjem) oziroma 30 min (za suspenzije s kopovidonom), vedno pri hitrosti vrtenja
500 rpm. Enega od vzorcev s HPC smo mleli 5 ur. Po mletju smo nanosuspenzijo lo¢ili od
kroglic s spiranjem z vodo (trikrat po 15 ml za 25 g nanosuspenzije in trikrat po 10 ml za
12,5 g suspenzije). Uporabili smo sito z velikostjo odprtinic 0,315 mm.

Mleli smo tudi v posodi z volumnom 250 ml. V tem primeru smo v posodo natehtali 25 g
suspenzije in 200 g kroglic. Mleli smo 3 ure pri hitrosti vrtenja 500 rpm. Nanosuspenzijo
smo locili od kroglic s spiranjem s trikrat po 20 ml vode.

Nanosuspenzije z istim stabilizatorjem, ki so imele najmanjSe velikosti delcev, smo

zdruzili.

3.5 Dolocanje velikosti delcev v nanosuspenziji

Velikost delcev v nanosuspenzijah smo dolocali z metodo fotonske korelacijske
spektroskopije z napravo Zetasizer Nano ZS. Eno kapljico nanosuspenzije smo kapnili v
kiveto, v katero smo predhodno dali 1 ml vode, ter premesali. Uporabili smo polistirensko
kiveto za enkratno uporabo. Kiveto smo vstavili v aparaturo ter v racunalniSkem programu

nastavili parametre: izbrali smo ustrezno kiveto, kot topilo smo izbrali vodo ter nastavili
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temperaturo meritev na 25°C. Aparatura je izmerila velikost delcev in polidisperzni indeks
(PDI). Za vsak vzorec smo izvedli tri meritve ter izracunali povprecno velikost delcev ter

povprecni PDI.

3.6 SuSenje nanosuspenzij

3.6.1 SuSenje nanosuspenzij s kopovidonom

Nanosuspenzije s kopovidonom smo susili v suSilniku in z liofilizacijo. Pri metodi susenja
v susilniku smo vlili 50 g nanosuspenzije na petrijevko ter jo dali v susilnik. Susili smo 24
ur pri temperaturi 40°C in 80% hitrosti ventilatorja. Suho nanosuspenzijo smo postrgali s
petrijevk, jo zdrobili v pateni ter presejali skozi sito z velikostjo odprtin 0,355 mm. Za
suSenje z liofilizacijo smo 50 g nanosuspenzije vlili v bucko ter jo potopili v teko¢ dusik,
da je nanosuspenzija zamrznila. Bu¢ko smo nato pritrdili na liofilizator in susili 24 ur pri
temperaturi priblizno -100°C in tlaku priblizno 0 barov. Liofilizat smo postrgali iz bucke,

ga strli v pateni in ga presejali skozi sito 0,355 mm.

3.6.2 SuSenje nanosuspenzij s HPC

Nanosuspenzije s HPC smo susili na tri nacine, in sicer v suSilniku, z liofilizacijo in z
metodo susenja z razprSevanjem. Pri vseh treh metodah smo natehtali 18 g nanosuspenzije
ter ji dodali 6 g pomoZne snovi (saharozo, manitol ali PEG 6000) ter ro¢no premesali, da se
je pomozna snov raztopila. Masno razmerje med nanosuspenzijo in pomozno snovjo je bilo
3:1. Susili smo tudi samo nanosuspenzijo brez pomoznih snovi. Pri metodi liofilizacije in
suSenja z razprSevanjem smo poleg saharoze, manitola ali PEG 6000 dodali Se natrijev
hidrogenkarbonat, in sicer v razmerju nanosuspenzija z dodatkom oz. brez proti NaHCO;
= 3:1. Dodali smo tudi ustrezno koli¢ino vode (priblizno 100 ml), da se je natrijev
hidrogenkarbonat raztopil.

Pri metodi susenja v susilniku smo nanosuspenzijo (z dodatkom ali brez) vlili v petrijevko
ter jo dali v suSilnik. SusSili smo pri temperaturi 40°C in 80% hitrosti ventilatorja. Po 24
urah so bile nanosuspenzije suhe, le nanosuspenzijo z dodatkom saharoze smo susili 48 ur.
Suhe nanosuspenzije smo postrgali s petrijevk, jih zdrobili v pateni ter presejali skozi sito z

velikostjo odprtin 0,355 mm.

19



Nika Fonda Diplomska naloga

Pri metodi liofilizacije smo nanosuspenzije vlili v bucke ter jih potopili v teko¢i dusik, da
je nanosuspenzija popolnoma zamrznila. Nato smo jih pritrdili na liofilizator. Liofilizirali
smo 24 ur pri temperaturi priblizno -100°C in tlaku priblizno 0 barov. Liofilizate smo
postrgali iz buck, jih strli v pateni in jih presejali skozi sito 0,355 mm.

SusSenje z razprSevanjem smo izvajali na aparaturi AirPro (s ciklonom) pri naslednjih
pogojih: pretok zraka= 0,8 m3/min, T vhodnega zraka= 55°C, hitrost razprSevanja= 2,5
ml/min, tlak razprSevanja= 2,5 bar, velikost Sobe=0,8 (oznaka Sobe= 8), odprtost Sobe=
3/6, globina $obe= 30 cm. Ce smo opazili, da se je vzorec preveé lepil na steno susilne
komore, smo po potrebi hitrost razprSevanja znizali na 2,0 ml/min. PosuSene

nanosuspenzije smo postrgali iz posode, v kateri so se delci med procesom zbirali.

3.7 Izdelava tablet

S posuSenimi nanosuspenzijami smo izdelali tudi tablete. Uporabili smo tabletirko na
udarec (ekscentri€no tabletirko). Najprej smo izdelali tablete brez suhih dodatkov
pomoznih snovi, nato pa smo suhim nanosuspenzijam dodali Se citronsko kislino in
natrijev hidrogenkarbonat (razmerje citronske kisline proti NaHCOs je 2:1, razmerje zmesi
citronske kisline in NaHCO; proti suhi nanosuspenziji je 1:1) oziroma 200 mg laktoze
suSene z razprSevanjem. Citronsko kislino smo najprej strli v pateni ter jo presejali skozi
sito 0,355, nato smo ji dodali NaHCOs, premesali in ponovno presejali. Na koncu smo
dodali Se nanosuspenzijo, premesali ter spet presejali. Nanosuspenzijam, katerim smo zZe
pred susenjem dodali NaHCO3, smo dodali samo zdrobljeno in presejano citronsko kislino
v razmerju 2:1 ter zmes prav tako premesali in presejali.

Ker so bili vzorci brez pomoznih snovi, ki bi izboljSale pretocnost tabletne mase, pa tudi
zaradi majhnega Stevila izdelanih tablet, smo tabletiranje izvedli ro¢no. Izbrali smo mase
tablet, ki so ustrezale odmerku fenofibrata 160 mg. Uporabili smo okrogle ravne pecate. Za
izdelavo tablet z maso 191 mg (vse nanosuspenzije brez dodatkov pred in po susenju) smo
uporablili pecate s premerom 7 mm. Ko smo tabletirni masi dodali laktozo, smo uporabili
pecate premera 10 mm (mase tablet: 391 mg, 454 mg in 539 mg). Za izdelavo ostalih tablet
smo uporabili pecate premera 9 mm (mase tablet: 254 mg, 339 mg, 381 mg, 508 mg).
Tabletirne mase, ki so vsebovale citronsko kislino in vse tiste, suSene z razprSevanjem, so
se lepile na pecate, zato smo peCate rahlo premazali z magnezijevim stearatom.

Magnezijev stearat je antiadheziv, ki se ga pri izdelavi tablet dodaja v tabletirno maso.
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Preprecuje lepljenje na pecate, pa tudi zmanjsSuje trenje med tableto in matrico. V nasem
primeru smo z njim samo premazali pecate, saj bi v nasprotnem primeru zaradi svoje
netopnosti motil dolo¢evanje velikosti delcev.

Tabletam smo izmerili tudi trdnost, ki se je z izjemami gibala med 50 N in 70 N.

3.8 Redispergiranje posusenih nanosuspenzij in tablet

Posusene nanosuspenzije in izdelane tablete smo poskusili redispergirati v vodi.

0,05 g suhe nanosuspenzije smo dispergirali v 20 ml vode. Pripravili smo dve paralelki. Po
5 min meSanja na magnetnem mesalu pri stopnji mesanja okoli 3 smo izmerili velikost
delcev. Pri dolo€anju velikosti delcev smo za vsako paralelko vedno izvedli dve meritvi.
Nato smo vzorce za 15 min inkubirali v ultrazvo¢ni kadi¢ki in ponovno izmerili velikosti
delcev. Vzorce smo pustili, da so se na magnetnem mesalu mesali 24 ur, nato smo ponovno
izmerili velikost delcev. Sledila je ponovna inkubacija vzorcev v ultrazvocni kadicki za 15
min in Se zadnja dolocitev velikosti delcev.

Tablete smo dispergirali po enakem postopku kot za posuSene nanosuspenzije, le da smo
tablete dispergirali v 100 ml vode in mesali pri stopnji med 3 in 4. Preden smo caso s
tableto v vodi postavili na meSalo, smo tudi opti¢no preverili, kaj se s tableto dogaja (ali

plava, razpada...).

3.9 Obdelava podatkov

Vse pridobljene podatke smo tudi statisticno obdelali. Uporabili smo dvostranski t-test z
enakima variancama pri a=0,05. Enakost varianc smo predhodno preverili z F-testom. Kot
ni¢elno hipotezo smo postavili, da se velikost delcev med vzorcema ne razlikuje. Za
alternativno hipotezo pa velja, da se velikost delcev med dvema vzorcema razlikuje.
Testirali smo vzorce, ki so pri isti metodi susenja vsebovali razli¢ne, po suSenju dodane
pomozne snovi. Primerjali smo tudi procese susenja med seboj ter testirali netabletirane in

tabletirane vzorce z enakimi pomoznimi snovmi.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Pregled literature

Najprej smo pregledali znanstveno literaturo, v kateri so opisali suSenje nanosuspenzij,
pripravljenih z mokrim mletjem in visokotlatno homogenizacijo. Rezultate pregleda
literature smo zbrali v preglednici I. Nasli smo 12 relevantnih ¢lankov. V 10 primerih so za
izdelavo nanosuspenzij uporabili mokro mletje v krogliénem mlinu, v dveh primerih pa
visokotlacno homogenizacijo. Sestava nanosuspenzij je bila zelo razli¢na, najveckrat so kot
stabilizator uporabili PVP, SLS ter HPC. V enem primeru najdemo dodatek HPC v
kombinaciji s fenofibratom kot u¢inkovino. Nanosuspenzijam so dodali razne pomozZne
snovi (saharozo, manitol, MCC, karagenan...) ter jih suS$ili z liofilizacijo oziroma s
suSenjem z razprSevanjem. V treh ¢lankih so posusene nanosuspenzije tudi tabletirali. V
vecini primerov so izvajali teste raztapljanja, ki niso direktno primerljivi z nasimi rezultati,
en Clanek pa je opisoval ugotavljanje redisperzibilnosti na podoben nacin, kot smo ga
izvajali v nasih poskusih. V tem ¢lanku so kot u€¢inkovine uporabili naproksen, itrakonazol,
solfakon, cilostazol ter fenofibrat. Kot stabilizator so uporabili HPC. Suspenzijo so
pripravili tako, da so najprej HPC raztopili v vodi, nato pa so dodali Se prahove u¢inkovin.
Tako pripravljene suspenzije so mleli v kroglicnem mlinu 5 dni pri hitrosti vrtenja 125 rpm
in sobni temperaturi. Povprec¢na velikost delcev v nanosuspenziji s fenofibratom je bila 160
nm, z naproksenom 100 nm, z itrakonazolom 110 nm, s solfakonom 320 nm ter s
cilostazolom 200 nm. Nanosuspenzijam so dodali Se raztopine karagenana (0,1-5 %),
zelatine (0,5-5 %) in alginske kisline (0,5-2 %) v razmerju 1:1. Nanosuspenzije z dodatki
so suSili v vakuumskem suSilniku pri sobni temperaturi 24 ur, v suSilniku pri temperaturi
40, 60 in 80°C 24 ur ter z liofilizacijo, ki je prav tako trajala 24 ur. 0,01 g posusene
nanosuspenzije so dispergirali v 10 ml vode ter takoj pomerili velikost delcev s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo. Karagenan se je izkazal kot najucinkovitejsi stabilizator, saj je
ze v nizkih koncentracijah omogocal dobro redisperzibilnost nanosuspenzij, delci so bili
podobne velikosti kot pred susenjem. Na splosno so potrebovali najmanjSo koncentracijo
stabilizatorja za dobro redisperzibilnost nanosuspenzij, ko so nanosuspenzije suSili z

liofilizacijo (37).
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Preglednica I: Pregled primerov susenja nanosuspenzij in pretvorba v tablete

Metoda susenja ZU Metod?\llszdelave Sestava NS Sestava tablete Rezultati Literatura
Susenje z naproksen Mokro mletje Naproksen Naproksen (46,7 %) Primerjava z zdravilom Aleve: Liversidge
razprSevanjem, PVP PVP (3,5 %) Trdnost: med 10 in 13 kPa (Aleve 14,4 et. al. (1998)
nato direktno HPC (11,6 %) kPa) (26)
tabletiranje Laktoza (35,0 %) Razpadnost: 2 — 2,5 min (Aleve 26 min)
Mg-stearat (0,23 %) In vivo $tudija pri psih s hrano in na te$ée:
Filmska obloga z ¢as do maks. Konc v plazmi je krajsi,
barvilom Opadry manjse so razlike v absorpciji, manjsr so
Light Orange (3,0 %) | razlike v absorpciji na te$ce/ s hrano.
Susenje z naproksen Mokro mletje Naproksen Naproksen (65,8 %) Primerjava z zdravilom Aleve: Liversidge
razprSevanjem, HPC HPC (6,6 %) Trdnost: 6 kPa (Aleve 14,4 kPa) et. al. (1998)
nato suho Na CMC (14,8) — Razpadnost: 1,6 min (Aleve 26 min) (26)
granuliranje in dodan pred Test raztapljanja, pH 6: 80 % v 7 min
tabletiranje granuliranjem (Aleve 11 min)
Laktoza (12,3 %)
Mg-stearat (0,49 %)
Susenje z celekoksib Emulzijsko Celekoksib Celekoksib Trdnost: 70 kPa Dolenc et.
razprsevanjem, difuzijska PVP/SLS PVP/SLS Test raztapljanja (metoda z veslom): al. (2009)
nato direktno metoda z (etilacetat) MCC pH 10, 1,0 % SDS v mediju: 78 % v 20 (7)
tabletiranje visokotla¢no Mg-Stearat (2 %) min
homogenizacijo pH 6,8, 0,5 % SDS v mediju: 60 % v 20
min
Liofilizacijain | 9 u¢inkovin | Mokro mletje 9 razli¢nih uéinkovin / Raztapljanje: meSanje v mikserju, nato Van
susenje z D-a-tokoferol doloc¢anje vsebnosti ZU v suspenziji Eerdenbrugh
razprSevanjem polietilenglikol 1000 Hitrost raztapljanja je bila podobna pri et. al. (2008)
sukcinat (TPGS) suSenju z razprSevanjem in pri liofilizaciji. | (33)
Liofilizacija rutin Visokotlacna Rutin Nanokristali rutina Test raztapljanja (metoda z veslom): Mauludin
homogenizacija | SLS (50 %) V vodi in v pufru s pH 6,8 se je v 5 min et. al. (2008)
Avicel (42 %) raztopilo 80 % ZU (primerjava z (34)
zdravilom na trzis¢u: 30 % ZU v 5 min).

AcDiSol (5 %) ALI
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Explotab (5 %) V pufru s pH 1,2 se je v 30 min raztopilo
Mg-Stearat (2 %) 67 % ZU (zdravilo na trgu 51 %).
Smukec (1 %)
Susenje z fenofibrat Mokro mletje Fenofibrat / Test raztapljanja (metoda z veslom): Vogt et. al.
razprSevanjem Laktoza V FaSSIF (fasted state simulated intestinal | (2007) (35)
SDS fluid) je prislo do supersaturacije (60 %
raztopljene ZU v 10 min), potem pa je
prislo do rekristalizacije in precipitacije
(po treh urah je konc. padla na 20 %).
Liofilizacija itrakonazol Mokro mletje Itrakonazol / Test raztapljanja (metoda z veslom): Van
Saharoza (50, 100, 200 Vecje koli¢ine saharoze so zmanjSale Eerdenbrugh
%) hitrost raztapljanja ZU. Saharoza sprozi et. al. (2008)
aglomeracijo delcev pri koncu susenja. (36)
Itrakonazol Vecje koli¢ine MCC povecajo hitrost
MCC (50, 100, 200 %) raztapljanja ZU.
Liofilizacija naproksen Mokro mletje HPC z / Redisperzibilnost: Kim et. al.
Naproksenom Merili so velikost delcev v vodi pred in po | (2010) (37)
itrakonazol Itrakonazolom suSenju:
Solfakonom Po redisperziji so najmanjSe delce dobili
solfakon Fenofibratom pri konc. Zelatine 2-5 % in pri konc.
Cilostazolom karagenana 5 %.
fenofibrat Pred susenjem so NS
dodali Se:
karagenan (0,1-5 %),
zelatino (0,5-5 %) ali
alginsko kislino (0,5-2
%)
Liofilizacija lovirid Mokro mletje Lovirid / Test raztapljanja (metoda z veslom): Van
Tween 80 (50 %) Ob dodatku saharoze se je ZU raztopila v Eerdenbrugh
Poloksamer 188 (50 %) nekaj minutah. Ce saharoze niso dodali, je | et. al. (2007)
Pred susenjem so NS prislo do aglomeracije, po 15 min se je (38)
dodali $e saharozo. raztopilo 58 % ZU.
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Susenje z cinarizin Mokro mletje TPGS s / Raztapljanje: mesanje v mikserju, nato Van
razprievanjem Cinarizinom doloc¢anje vsebnosti ZU v suspenziji. Eerdenbrugh
itrakonazol Itrakonazolim Vrstni red tvorilcev ogrodja glede na et. al. (2008)
Fenilbutazonom ohranila hitrosti raztapljanja po susenju: (39)
fenilbutazon Pred suSenjem so NS brezvodni kalcijev fosfat< MCC< koloidni
dodali se silicijev dioksid< hidrofobno spremenjen
MCC (100 %), inulin.
brezvodni kalcijev fosfat
(100 %),
koloidni silicijev dioksid
(100 %) ali
hidrofobno spremenjen
inulin (100 %).
Liofilizacija naproksen Mokro mletje Naproksen / Test raztapljanja: dializa (v 0,1 M HCI). Ain-Ai et al.
HPC (0, 1, 4 %) Konc. ZU v dializatu so merili z UV. (2008) (40)
Argininijev klorid (0, Po redisperziji se je velikost delcev
0,1,0,2, 0,4, 0,8, 1,2 %) ohranila.
Susenje z ibuprofen Mokro mletje Ibuprofen (2 % in 15 %) |/ Test raztapljanja (metoda z veslom): Plakkot et al.
razprsevanjem HPMC (0,5 %) V 2 min se je raztopilo skoraj 100 % ZU (2011) (41)
PVP (0,5 %) (enako kot pri nesuSeni NS).
SLS (0,1 %)
Pred susenjem so NS
dodali Se manitol (15 %)
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4.2 Priprava nanosuspenzij

Pripravili smo suspenzijo s fenofibratom in tremi razliénimi stabilizatorji
(hidroksipropilcelulozo, hidroksipropilmetilcelulozo in kopovidonom). Suspenzije so
vsebovale 12,8 g fenofibrata, 2,46 g stabilizatorja in 28,0 g vode. Sestavo suspenzij in
nacin izdelave nanosuspenzij smo izbrali na podlagi rezultatov v diplomski nalogi Lucije
Fasalek (42). Najprej smo poskusili izdelati nanosuspenzije s HPC kot stabilizatorjem. V
preglednici II so predstavljeni poskusi izdelave nanosuspenzij pri razli¢nih pogojih, na sliki
4 pa lahko vidimo povprecne velikosti delcev in PDI izdelanih nanosuspenzij. Vse
nanosuspenzije smo mleli pri hitrosti vrtenja 500 rpm. Vse nanosuspenzije smo mleli v 50
ml posodi s 100g kroglic. Izjemoma smo enkrat mleli tudi v 250 ml posodi z 200 g kroglic
(zadnja vrstica v preglednici II ter na sliki 4 oznaceno kot »NS-25g (nsthpc009)«).
Pripravili smo tudi suspenzijo, ki je vsebovala 12,0 g fenofibrata, 4,0 g HPC in 36,0 g vode
(v preglednici II in na sliki 4 oznacena kot »NS-25¢g drugacna sest. (nsthpc004)«). Najbolj
ustrezne velikosti delcev smo dobili pri mletju 12,5 g nanosuspenzije s HPC.
Nanosuspenzije z ustrezno velikostjo delcev med 400 in 600 nm smo zdruzili ter dolocili
velikost delcev zdruzenim nanosuspenzijam. Zdruzene nanosuspenzije smo uporabili v
nadaljnjih poskusih. Nanosuspenzije s HPC smo pripravljali sproti (glede na potrebe), zato

smo naredili tudi ve¢ zdruZenih nanosuspenzij.

Preglednica II: poskusi mletja nanosuspenzij s HPC pri razli¢nih pogojih

Zatehtana masa . Volumen posode . Velikost
Oznaka vzorca NS [g] Masa kroglic [g] [mi] Cas mletja [h] delcev [nm]
nsfhpc001, nsfhpc003 25 100 50 3 1241
nsfhpc005 25 100 50 5 9743
nsfhpc004 - drugacna sest. 25 100 50 3 1149
nsfhpc002, nsfhpc002-2,
nsfhpc001-2, nsfhpc005-2,
nsfhpc006, nsfhpc006-2,
nsfhpc006-3, nsfhpc007,
nsfhpc007-2.  nsfhpc007-3, 125 100 50 3 5017
nsfhpc008, nsfhpc008-2,
nsfhpc008-3, nsfhpc009-2,
nsfhpc010, nsfhpc010-2
nsfhpc009 25 200 250 3 979,8

Vse nanosuspenzije s kopovidonom smo izdelali pod enakimi pogoji: 12,5 g suspenzije

smo natehtali v posodo za mletje, dodali 100 g kroglic ter mleli 30 min pri hitrosti vrtenja
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500 rpm. Velikost delcev v nanosuspenzijah s kopovidonom je bila med 530 in 670 nm
(slika 5). Vse izdelane nanosuspenzije smo zdruzili in uporabili v nadalnjih eksperimentih.
Pripravili smo tudi nanosuspenzije s HPMC, ki smo jih izdelali na slede¢ nacin: 12,5 g
suspenzije smo natehtali v posodo za mletje, dodali 100 g kroglic ter mleli 3 ure pri
hitrostjo vrtenja 500 rpm. Velikost delcev nanosuspenzij s HPMC je bila vecja kot pri
ostalih dveh stabilizatorjih (slika 6), zato teh nanosuspenzij nismo uporabili za nadaljnje

poskuse.
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Slika 4: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v nanosuspenzijah (NS) s hidroksipropilcelulozo (HPC) kot stabilizatorjem.
Nanosuspenzije z ustrezno velikostjo delcev med 400 in 600 nm smo zdruzili v: Zdruzene NS 1 (nsthpc002, nsthpc002-2 in nsthpc001-2),
Zdruzene NS 2 (nsthpc005-2, nsthpc006, nsthpc006-2 in nsthpc006-3), Zdruzene NS 3 (nsthpc007, nsthpc007-2 in nsthpc007-3), Zdruzene
NS 4 (nsthpc008, nsthpc008-2 in nsthpc008-3) ter Zdruzene NS 5 (nsthpc009-2, nsthpc010 in nsthpc010-2).
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Slika 5: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi

kopovidonom kot stabilizatorjem.

v nanosuspenzijah (NS) s

mmm Velikost deloey  =——g— P DI
1400 0,400
03%
= 1200 0308 | o350
£ 6-—-—-—-—-_6
= 1000 - 0,200
= L 0,250
8 =00
[ | p,200
600
= | p,150
é 400 L 0,100
L]
= 200 - 0,050
D D,000
MS-12,52 MS-12,52
[nsfhpmcDD1)  [nsfhpmcDO1-2)

PDI

Slika 6: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi

hidroksipropilmetilcelulozo (HPMC) kot stabilizatorjem.

v nanosuspenzijah (NS) s

4.3 SuSenje in redispergiranje nanosuspenzij s kopovidonom

Najprej smo posusili nanosuspenzije s kopovidonom kot stabilizatorjem, brez dodatkov

pomoznih snovi. Uporabili smo metodo susenja v suSilniku in metodo liofilizacije. Suhe

nanosuspenzije smo redispergirali v vodi (0,05 g nanosuspenzije v 20 ml vode). Delci,

suSeni po obeh metodah, so se v vodi dobro dispergirali. Usedline nismo opazili. Podatke o
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velikosti delcev smo statisticno obdelali. Najprej smo z F-testom preverili enakost varianc,
nato pa smo uporabili t-test. Po 5 min meSanja na magnetnem meSalu so bili delci
statisticno znacilno vecji kot v izhodni teko¢i nanosuspenziji (slika 7). Razlika v velikosti
delcev med liofilizirano in med v suSilniku suSeno nanosuspenzijo je bila statisticno
znacilna. ManjSe delce smo dobili z liofilizacijo. Meritve velikosti delcev smo ponovili po
15 min inkubacije v ultrazvo¢ni kadicki (le za liofilizirano nanosuspenzijo), po 24 urah
mesanja in po ponovni 15-minutni inkubaciji v ultrazvo¢ni kadicki. Velikost delcev je bila
po 24 urah statisti¢no znacilno manjsa v liofilizirani nanosuspenziji (preglednica III), po 15
min inkubacije v ultrazvocni kadiCki pa razlika ni bila vec¢ statisticno znacCilna. Delci so
tudi po inkubaciji v ultrazvocni kadicki ostali statisticno znacilno vecji kot v tekoci
nanosuspenziji. Omeniti je potrebno tudi polidisperzne indekse (PDI), ki so bili manjsi pri

liofilizirani naosuspenziji.
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Slika 7: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih in v suSilniku
susenih NS s kopovidonom v razli¢nih ¢asovnih intervalih. Povprecna velikost delcev v

zacetni nanosuspenziji je bila 595,5 nm.

Preglednica III: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri a=0,05 za

testiranje vpliva metode suSenja na velikost delcev po redispergiranju

Nanosuspenzije p vrednosti

5 min - suSilnik 0,0407

5 min - liofilizacija
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24 ur - susilnik 0,0377

24 ur - liofilizacija

24 ur+15 min UZ - sus. 0.0992
24 ur+15 min UZ - liof.

Dodatna slabost nanosuspenzije s kopovidonom je bila izjemna elektrostaticnost liofilizata
v primerjavi z liofilizatom nanosuspenzije s HPC. Med sejanjem liofilizata je zato prislo do
velikih izgub. Zaradi tega ter manjSe velikosti delcev v zacetni nanosuspenziji s HPC v

primerjavi s kopovidonom smo za nadaljnje poskuse uporabili le nanosuspenzijo s HPC.

4.4 SuSenje in redispergiranje nanosuspenzij s hidroksipropilcelulozo

Nanosuspenzije smo susSili s tremi metodami: v suSilniku, z liofilizacijo in s suSenjem z

razprSevanjem.

4.4.1 SuSenje v suSilniku

V susilniku smo susili nanosuspenzije brez dodatkov ter z dodatkom saharoze, manitola in
PEG 6000. Masno razmerje med teko¢o nanosuspenzijo in pomozno snovjo je bilo 3:1.
Vse nanosuspenzije smo suSili 24 ur, le nanosuspenzijo z dodatkom saharoze je bilo
potrebno susiti 48 ur, ker se v 24 urah ni posusila.

0,05 g suhih nanosuspenzij smo redispergirali v 20 ml vode. Pri vseh nanosuspenzijah smo
na dnu ¢ase opazili usedlino. V nanosuspenziji brez dodatkov je bilo usedilne precej, ob
dodatku saharoze in PEG 6000 je bila usedlina zelo rahla, ob dodatku manitola pa so se
delci dobro redispergirali, tako da je bila usedlina komaj opazna. Velikost delcev smo
dolocevali po 5 min meSanja na magnetnem mesalu (slika 8), po 15 min inkubiranja v
ultrazvocni kadicki (slika 9), po 24 urah mesSanja (slika 10) ter po ponovni 15-minutni
inkubaciji v ultrazvocni kadicki (slika 11). Po 5 min meSanja smo najmanjSe delce dobili v
nanosuspenzijah s saharozo in s PEG 6000. Velikost delcev v teh dveh vzorcih se je
statisticno signifikantno razlikovala od velikosti delcev v ostalih vzorcih, ki sta imela
velikost delcev precej ¢ez 1000 nm. Vsi vzorcei so bili statistiCno signifikantno razlicni od
delcev v zacCetni nanosuspenziji. Po inkubaciji v ultrazvo¢ni kadicki so se delci zmanjsali,
pri NS s PEG 6000 je bila velikost delcev statisticno enaka kot v zacetni tekoci
nanosuspenziji. Po 24 urah meSanja je bila velikost delcev spet nekoliko vecja, po ponovni

inkubaciji v ultrazvocni kadicki pa se je spet zmanjSala.
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Vsem nanosuspenzijam smo po suSenju dodali Se citronsko kislino in natrijev
hidrogenkarbonat (ki sta bila razmerju v 2:1). Razmerje med nanosuspenzijo in dodano
zmesjo citronske kisline in NaHCO;3 je bilo 1:1. Menili smo, da naj bi citronska kislina in
NaHCO; v vodi reagirala, sprostil bi se CO,, ki bi pripomogel k ve¢ji dispergiranosti
delcev. S t-testom (preglednica IV) smo preverili, ali dodatek citronske kisline in NaHCO;
statisticno znacilno vpliva na velikost delcev po 5 min meSanja v primerjavi z
nanosuspenzijami brez dodatkov. Pred izvedbo t-testa smo z F-testom preverili enakost
varianc. Statisticno znacilno razliko smo dobili v primeru nanosuspenzij z dodatkom
saharoze, manitola in PEG 6000, ne pa pri nanosuspenziji brez dodatkov. Opaziti pa je, da
so bili delci ob dodatku citronske kisline in NaHCOs pri NS z manitolom manjsi, pri NS s
saharozo in s PEG 6000 pa vecji. Za nanosuspenziji s saharozo in s PEG 6000 lahko torej
zaklju¢imo, da dodatek citronske kisline in NaHCOs ni pripomogel k zmanjsanju delcev. V
primeru nanosuspenzije z manitolom pa je dodatek citronske kisline in NaHCO;
signifikantno zmanjsal velikost delcev, vendar je bila njihova velikost statistiéno znacilno

vecja od velikosti delcev v teko€i nanosuspenziji.

Preglednica IV: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCO3 na velikost delcev po redispergiranju

v suSilniku susenih nanosuspenzij s HPC po 5 minut meSanja z magnetnim meSalom.

Nanosuspenzije p vrednosti
NS brez dod. 0,7967
NS+citr.k.+NaHCO3
NS s saharozo 0,0122
NS+citr.k.+NaHCO3
NS z manitolom 0,00000002
NS+citr.k.+NaHCO3
NS s PEG 0,0000025
NS+citr.k.+NaHCO3
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Slika 8: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v susilniku susenih NS s HPC

(brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 5 min meSanja na magnetnem

mesalu. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju

dodali Se citronsko kislino in NaHCOs. Povprecna velikost delcev v zaetni suspenziji je

bila 460-545 nm.
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Slika 9: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku susenih NS s HPC
(brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 5 min meSanja ter 15 min
inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,
ki smo jim po susenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs3. Povprecna velikost delcev v

zacetni suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 10: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku susenih NS s HPC
(brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 24 urah meSanja na
magnetnem mesalu. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim
po susenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs. Povpre€na velikost delcev v zacetni

suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 11: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku susenih NS s HPC
(brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 24 urah meSanja ter 15 min
inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,
ki smo jim po susenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs3. Povprecna velikost delcev v

zacetni suspenziji je bila 460-545 nm.

4.4.2 SuSenje z liofilizacijo

Liofilizirali smo nanosuspenzije brez dodatkov ter z dodatkom saharoze, manitola in PEG
6000. Teko¢im nanosuspenzijam smo dodali $e natrijev hidrogenkarbonat v razmerju 3:1
ter liofilizirali tudi tako pripravljene nanosuspenzije. Liofilizirali smo 24 ur pri temperaturi
priblizno -100°C in tlaku priblizno 0 barov.

Liofilizirane nanosuspenzije smo dispergirali v vodi po enakem postopku kot tiste, suSene
v suSilniku. Opazovali smo, kako so se nanosuspenzije obnaSale v vodi. Delci
nanosuspenzije brez dodatkov so plavali na povrsini, dispergirali so se Sele, ko smo ¢aso
postavili na magnetno mesalo. Nanosuspenzije z manitolom in s PEG 6000 (obe brez
NaHCO;) so se dobro redispergirale, usedline nismo opazili. Pri redispergiranju
nanosuspenzij s saharozo (brez in z NaHCO3), z manitolom (z NaHCOs), s PEG 6000 (z
NaHCO:s) ter nanosuspenzije le z NaHCO; smo opazili rahlo usedlino.

Po liofilizaciji smo nanosuspenzijam, ki Se niso vsebovale NaHCOs, dodali citronsko
kislino in NaHCOs (2:1) v razmerju 1:1. Nanosuspenzijam, ki smo jim dodali NaHCO; Ze

pred liofilizacijo, pa smo dodali le citronsko kislino v razmerju 3:2. Tudi te nanosuspenzije
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smo redispergirali. Ob stiku z vodo smo pri vse nanosuspenzijah opazili mehurcke. Delci
nanosuspenzije brez dodatkov z naknadnim dodatkom citronske kisline in NaHCOs3 so
plavali na povrSini, med meSanjem so se redispergirali. Nanosuspenzije s saharozo, z
manitolom in s PEG 6000 ter z naknadno dodanima citronsko kislino in NaHCO; so se
lepo dispergirale brez nastanka usedline. Pri ostalih nanosuspenzijah smo opazili usedlino,
iz katere so izhajali mehurcki. Posebnost je bila nanosuspenzija s saharozo (z NaHCO3) in
z dodano citronsko kislino. Delci so se zdruzili v skupek, ki je plaval na povrsini (kot
Sumeca tableta). Opazili smo izhajanje mehurckov. Skupek je kmalu razpadel, delci so se
dobro redispergirali.

Redispergiranim nanosuspenzijam smo dolocili tudi velikost delcev v enakih ¢asovnih
intervalih kot pri nanosuspenzijah suSenih v suSilniku (slika 12). Povpre¢na velikost
delcev po 5 min redispergiranja na magnetnem mesalu je bila vecja od 1000 nm pri vzorcih
z manitolom (z naknadnim dodatkom citronske k. in NaHCOs), s PEG 6000 (z naknadnim
dodatkom citronske k. in NaHCO3), z manitolom in NaHCOs; (z naknadnim dodatkom
citronske k.) ter pri nanosuspenziji brez dodatkov z NaHCO; (z naknadnim dodatkom
citronske k.). Najmanjse velikosti delcev, ki so statisti¢no znacilno primerljive z velikostjo
delcev v tekocCi nanosuspenziji, smo dobili pri redispergiranju nanosuspenzij s saharozo, z
manitolom in s saharozo z dodatkom NaHCO;. V preglednici V so podani rezultati t-testa,
s katerim smo preverjali vpliv dodatka pomoznih snovi po liofilizaciji (NaHCO; in
citronske kisline oziroma samo citronske kisline) po 5 min meSanja na magnetnem mesalu.
Pred izvedbo t-testa smo z F-testom preverili enakost varianc. Dodatek pomoznih snovi po
liofilizaciji je statisticno znalilno vplival na velikost delcev pri nanosuspenziji brez
dodatkov, nanosuspenzijah s saharozo, z manitolom, s PEG 6000 ter pri nanosuspenziji, ki
smo ji dodali le NaHCOs;. Velikost delcev se je po dodatku pomoznih snovi povecala.
Sklepamo lahko, da dodatek citronske kisline in NaHCO; (oz. samo citronske k.) po
liofilizaciji ne doprinese k zmanjSanju velikosti delcev med redispergiranjem, kar je

primerljivo z rezultati nanosuspenzij, susenih v susilniku.

Preglednica V: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri a=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCOj3 na velikost delcev po redispergiranju

liofiliziranih nanosuspenzij s HPC po 5 minut meSanja z magnetnim meSalom.

Nanosuspenzije p vrednosti
0,0202

NS brez dod.
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NS+citr.k.+NaHCO3
NS s saharozo 0,0408
NS+citr.k.+NaHCO3
NS z manitolom 0,0001
NS+citr.k.+NaHCO3
NS s PEG 0,000039
NS+citr.k.+NaHCO3
NS z NaHCO3 0,0017
NS+citr. k.
NS s sah.+NaHCO3 0,8442
NS+citr. k.
NS z man.+NaHCO3 0,1244
NS+citr. k.
NS s PEG.+NaHCO3 0,5357
NS+citr. k.

Na slikah 13, 14 in 15 vidimo povprecne velikosti delcev, ki smo jih dolocili v ze
omenjenih Casovnih intervalih. Opazimo lahko, da se je velikost delcev po 15-minutni
inkubaciji v ultrazvocni kadicki zmanjSala vsem nanosuspenzijam. Povprecna velikost
delcev nekaterih nanosuspenzij (predvsem tistth brez dodatkov po liofilizaciji) se je
zmanj$ala pod 450 nm. Po 24 urah mesanja je velikost delcev ostala enaka, pri vzorcu s
PEG 6000, citronsko kislino in NaHCOj se je zvecala. Ko smo vzorce ponovno za 15 min
inkubirali v ultrazvocni kadicki, se je velikost delcev vzorca s PEG 6000, citronsko kislino
in NaHCOj; ponovno zmanjsala. Ostali vzorci so ohranili enako velikost delcev kot pred

inkubacijo.
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Slika 12: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s PEG 6000,
samo z NaHCO3, s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCO;) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 5 min meSanja na magnetnem mesalu.
Temne;jsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in NaHCOs. Tistim, ki

vsebujejo NaHCO; ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Povpre¢na velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 13: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranith NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s PEG 6000,
samo z NaHCQOs3, s saharozo (z NaHCO3), z manitolom (z NaHCOj3) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 5 min meSanja ter 15 min inkubacije v
ultrazvocni kadic¢ki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in
NaHCOs. Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Povpre¢na velikost delcev v zacetni suspenziji je

bila 460-545 nm.
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Slika 14: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s PEG 6000,
samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCOs3), z manitolom (z NaHCOs3) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 24 urah meSanja na magnetnem mesalu.
Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in NaHCOs. Tistim, ki

vsebujejo NaHCOs Ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 15: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s PEG 6000,
samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCO;) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 24 urah mesanja ter 15 min inkubacije v
ultrazvo¢ni kadicki. TemnejSi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in
NaHCO:;. Tistim, ki vsebujejo NaHCOs3 Ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Povpre¢na velikost delcev v zaetni suspenziji je

bila 460-545 nm.
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4.4.3 SuSenje z razprSevanjem

Z metodo suSenja z razprSevanjem smo suSili nanosuspenzijo brez dodatkov ter z
dodatkom saharoze, manitola in PEG 6000. Vsem nanosuspenzijam smo dodali tudi
NaHCOj; v razmerju 3:1. Susili smo pod pogoji, ki so navedeni v poglavju Materiali in
metode. Hitrost doziranja smo po potrebi zmanjsali, ¢e se je vzorec lepil na steno komore.
Vzorec s PEG 6000 se je med razprSevanjem mocno lepil na steno komore, pa tudi na cevi,
ki so povezovale komoro in ciklon ter posodo za zbiranje suhega vzorca. PEG 6000 se pri
55°C zacne taliti oz. mehcati (31), zato smo temperaturo vhodnega zraka med procesom
znizali na 45°C. Kljub znizanju temperature vhodnega zraka pa se je v zbirni posodi
nabralo zanemarljivo malo vzorca, zato nadaljnjih meritev ni bilo mozno izvesti. Pri
dodatku NaHCOj; nanosuspenziji s PEG 6000 smo suSenje prav tako izvajali pri
temperaturi vhodnega zraka 45°C. Sicer je prislo do izgub, ker se je vzorec lepil na steno
komore, vendar se je v zbirni posodi nabralo dovolj vzorca, da smo ga lahko uporabili v
nadaljnjih poskusih.

Kot Ze pri ostalih dveh metodah smo tudi z razprSevanjem posuSene nanosuspenzije
dispergirali v vodi. Pri vseh vzorcih smo opazili, da so delci nekaj ¢asa plavali na vodni
povrsini, nato pa so se dispergirali. Pri nanosuspenzijah s citronsko kislino smo opazili tudi
rahlo izhajanje mehurckov. Velikost delcev smo ponovno merili po 5 min mesanja (slika
16), po 15 min inkubacije v ultrazvocni kadicki (slika 17), po 24 urah mesanja (slika 18) in
po 15 min ponovne inkubacije v ultrazvoéni kadicki (slika 19). Delce, ki so imeli
statisticno znacilno podobne velikosti kot v teko¢i nanosuspenziji, smo izmerili v vzorcih
z manitolom in NaHCO;, z manitolom in NaHCO; (z naknadnim dodatkom citronske
kisline), s saharozo ter vzorcu s saharozo (z naknadno dodanima citronsko kislino in
NaHCO3). Delce nad 1000 nm sta imeli le nanosuspenziji brez dodatkov ter ista
nanosuspenzija z dodatkom NaHCOj in citronske kisline (oboje dodano po susenju) ter pri
nanosuspenziji s PEG 6000 in NaHCOs;. S t-testom smo preverili vpliv dodatkov pomoznih
snovi po suSenju (preglednica VI). Najprej smo izvedli F-test, s katerim smo preverili
enakost varianc. Do statisti¢no znacilne razlike v velikosti delcev ni prislo pri nobenem od
vzorcev. Dodatek pomoznih snovi torej statisticno znacilno ne vpliva na velikost

redispergiranih delcev.
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Preglednica VI: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCOj na velikost delcev po redispergiranju

z razprSevanjem suSenih nanosuspenzij s HPC po 5 min meSanja z magnetnim meSalom.

Nanosuspenzije p vrednosti
NS brez dod. 0,2103
NS+citr.k.+NaHCO;
NS s saharozo 0,2680
NS+citr.k.+NaHCO;
NS z manitolom 0,0628
NS+citr.k.+NaHCO;
NS z NaHCO3 0,0897
NS+citr. k.
NS s sah.+NaHCO3 0,8623
NS+citr. k.
NS z man.+NaHCO3 0,1740
NS+citr. k.
NS s PEG.+NaHCO3 0,2891
NS+citr. k.

Po 15-minutni inkubaciji v ultrazvocni kadicki se je velikost delcev pri vecini vzorcev
zmanj$ala, pri nekaterih vzorcih pa se je velikost delcev celo povecala, Se posebno pri
nanosuspenziji z manitolom ter citronsko kislino in NaHCO;. Po 24-urnem meSanju so
delci ostali priblizno enake velikosti, po ponovni inkubaciji v ultrazvo¢ni kadicki pa so se

delci v vseh vzorcih spet nekoliko zmanjsali.
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Slika 16: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom,
samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCO3), z manitolom (z NaHCOs) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 5 min meSanja na magnetnem mesalu.
Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju z razprSevanjem dodali Se citronsko kislino in NaHCOs.
Tistim, ki vsebujejo NaHCO; ze pred susenjem, smo dodali le citronsko kislino. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-

540 nm.
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Slika 17: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom,
samo z NaHCQOs, s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCOs) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 5 min meSanja ter 15 min inkubacije v
ultrazvocni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju z razprSevanjem dodali Se citronsko

kislino in NaHCOs;. Tistim, ki vsebujejo NaHCOs; ze pred susenjem, smo dodali le citronsko kislino. Povprecna velikost delcev v zacetni

suspenziji je bila 470-540 nm..
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Slika 18: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom,
samo z NaHCO3, s saharozo (z NaHCO3), z manitolom (z NaHCOs3) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 24 urah meSanja na magnetnem mesalu.
Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju z razprSevanjem dodali Se citronsko kislino in NaHCOs.
Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred suSenjem, smo dodali le citronsko kislino. Povprec¢na velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-

540 nm.
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Slika 19: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom,
samo z NaHCO3, s saharozo (z NaHCOs3), z manitolom (z NaHCO3) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 24 urah meSanja ter 15 min inkubacije v
ultrazvocni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju z razprSevanjem dodali Se citronsko

kislino in NaHCOs;. Tistim, ki vsebujejo NaHCOs; ze pred susenjem, smo dodali le citronsko kislino. Povprecna velikost delcev v zacetni

suspenziji je bila 470-540 nm.
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4.5 lIzdelava in redispergiranje tablet

Tablete smo izdelali s tabletirko na udarec. Tabletiranje smo izvedli ro¢no, saj tabletirni
masi nismo dodali snovi, ki bi izboljSale pretocne lastnosti, pa tudi zaradi majhnega Stevila
izdelanih tablet. Maso tablet smo preracunali in tablete izdelali tako, da so vedno
vsebovale 160 mg fenofibrata, ne glede na koli¢ino drugih pomoznih snovi. Najlazje smo
stiskali tablete z dodatkom laktoze suSene z razprSevanjem. Pri tabletiranju nanosuspenzij,
ki so bile suSene z razprSevanjem, ter pri nanosuspenzijah z dodano citronsko kislino se je
tabletirna masa lepila na pedate. Ce smo pedate premazali z magnezijevim stearatom, smo
lepljenje preprecili. Pecate je bilo potrebno premazati pred vsakim stiskanjem tablete.
Dodatne tezave smo imeli tudi pri vzorcih s citronsko kislino. Ceprav smo citronsko
kislino shranjevali v eksikatorju, je med pripravljanjem tabletirne mase (med meSanjem in
sejanjem) vezala vlago iz zraka. Tabletirna masa se je skepila, otezeno je bilo stiskanje
tablet. Posledi¢no smo pri nekaterih vzorcih izdelali man;j tablet, kot je bilo nacrtovano, saj
je tabletirne mase zmanjkalo.

Poskuse redispergiranja smo izvajali na sledeci nacin: 1 tableto smo dispergirali v 100 ml
vode (dve tableti na vzorec) ter opazovali obnasanje tablete (razpadanje, plavanje...).
Velikost delcev smo dolocevali po 5 min meSanja na magnetnem mesalu, po 15 min
inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki, po 24 urah meSanja ter po ponovni 15-minutni inkubaciji

v ultrazvoéni kadic¢ki.

4.5.1 Izdelava in redispergiranje tablet z nanosuspenzijami, suSenimi v suSilniku

Za posamezen vzorec smo izdelali 5 tablet, razen pri vzorcu s PEG 6000, citronsko kislino
in NaHCO;3, kjer smo izdelali samo 4 tablete. Razlog za manjse Stevilo izdelanih tablet je v
Ze prej omenjenem oteZenem stiskanju tablet s citronsko kislino in posledicni veliki izgubi
vzorca. Vsaki tableti smo pomerili trdnost. Za redispergiranje smo uporabili tablete, ki so
imele podobno trdnost (za lazjo primerjavo rezultatov). V preglednici VII so zbrani
podatki o masi tablet, trdnosti tablet, trdnosti tablet izbranih za redispergiranje ter
obnasanje tablete v vodi. Za redispergiranje smo izbrali tablete, ki so imele trdnost med 50
in 70 N. Pri nekaterih vzorcih so imele vse izdelane tablete trdnost manj od 50 N oziroma
ve¢ kot 70 N, zato smo izbrali tablete, ki so imele trdnost najblizje 50 oziroma 70 N.

Tableta z nanosuspenzijo z manitolom, citronsko kislino in NaHCO; je razpadla takoj.

48



Nika Fonda Diplomska naloga

Tablete ostalih vzorcev so le rahlo razpadale, pri nekaterih pa razpadanja ob stiku z vodo

nismo opazili.

Preglednica VII: Masa in trdnost izdelanih tablet, trdnost tablet izbranih za redispergiranje
ter obnaSanje tablet ob dodatku vode za posamezne vzorce tablet z nanosuspenzijami,

suSenimi v susilniku

Vzorci Masa tablete [mg] Trdnost tablet [N] Trdpeodsitsﬁt;ﬁ]t za Obna\é/avrg(ce“tablet
NS brez dod. 191 72,61, 63,49,72 61,63 Ne razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 381 71,75,73,57, 64 71,73 Rahlo razpada
NS+laktoza 391 67, 60, 64, 59, 54 59, 60 Ne razpada
NS s saharozo 254 54,49, 53, 52, 55 55, 54 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 508 45, 51, 46, 55, 76 55, 51 Rahlo razpada
NS+laktoza 454 67, 66, 58, 74, 55 67, 66 Ne razpada
NS z manitolom 254 66, 74, 53, 61, 59 59, 61 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO3 508 45, 44, 55, 51, 67 51, 55 Takoj razpadla
NS+laktoza 454 53,70, 54,76, 49 53, 54 Rahlo razpada
NS s PEG 254 72,63, 64,70, 67 63, 64 Ne razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 508 40, 30, 31, 30 31,40 Rahlo razpada
NS+laktoza 454 75,70, 61, 75, 67 61, 67 Ne razpada

Velikost delcev smo dolocali po 5 min meSanja, po 15 min inkubacije v ultrazvoc¢ni
kadicki, po 24 urah mesanja ponovno po 15 min inkubacije v ultrazvo¢ni kadic¢ki. Po 5 min
mesanja (slika 20) nismo v nobeni nanosuspenziji izmerili velikosti delcev, ki bi bila
statisticno znacilno enaka kot velikost delcev v teko¢i nanosuspenziji. Velikost delcev, ki
je bila manjsa od 1000 nm, smo izmerili pri v vzorcih s saharozo (brez drugih dodatkov ter
z dodatkom laktoze) ter s PEG 6000 (brez drugih dodatkov ter z dodatkom laktoze).
Ostalim vzorcem smo dolocili delce nad 1000 nm. Pri teh vzorcih je bil visok tudi PDI
(nad 0,5), kar pomeni, da je bila velikost delcev precej neenakomerna. S t-testom smo
preverili vpliv dodatka razlicnih pomoznih snovi po suSenju na velikost delcev
(preglednica VIII). Pred uporabo t-testa smo enakost varianc preverili z F-testom. Med
sabo smo primerjali vzorec nanosuspenzije brez dodatka po susenju, vzorec z dodatkom
citronske kisline in NaHCOj; ter vzorec z dodatkom laktoze. Velikost delcev v vzorcu brez
dodatkov pred susenjem z naknadno dodanima citronsko kislino in NaHCO; je bila
statisticno znacilno manjs$a od vzorca brez dodatkov in vzorca z dodano laktozo. Vzorec s

saharozo je imel statisticno znacilno manjSe delce od vzorcev z dodatki po suSenju. Pri
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vzorcih z manitolom je imel vzorec z dodano laktozo statisticno znac¢ilno manjse delce od
vzorca brez dodatkov po suSenju. Vzorca s PEG 6000 (brez naknadnih dodatkov in z
dodano laktozo) sta imela statisticno znacilno manjSe delce kot vzorec s PEG 6000 in z

dodano citronsko kislino in NaHCOs3, med njima pa ni bilo statisti¢no znacilne razlike.

Preglednica VIII: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCO; ter dodatka laktoze na velikost
delcev po redispergiranju v susilniku suSenih in tabletiranih nanosuspenzij s HPC po 5 min

mesanja z magnetnim meSalom.

NS brez dod. NS brez dod. NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0116 0,0658 0,0173
NS s saharozo NS s saharozo NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0011 0,0002 0,0367
NS z manitolom NS z manitolom NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,9013 0,0121 0,1575
NS s PEG NS s PEG NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0016 0,0520 0,0004

Po 15-minutni inkubaciji v ultrazvocni kadicki so vse tablete razpadle. Velikost delcev se
je zmanjsala pri vseh vzorcih, pri tistth s PEG 6000 (tudi z dodatki) se je zmanjSala na
velikost, ki so jo imeli delci v teko€i nanosuspenziji. Po 24 urah mesanja na magnetnem
meSalu se velikost delcev ni spremenila, prav tako je ostala priblizno enaka po ponovni
inkubaciji v ultrazvoéni kadicki. Le pri vzorcu z naknadno dodanima citronsko kislino in
NaHCOj; lahko opazimo zvecanje velikosti delcev.

Zaklju¢imo lahko, da dodatek citronske kisline in NaHCOj ter dodatek laktoze po susenju
ne prispeva k bistveno boljsi redisperzibilnosti. Ta je predvsem odvisna od pomozne snovi

dodane pred susenjem.
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Slika 20: Povprec¢ne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku suSenih in
tabletiranih NS s HPC (brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 5 min
mesSanja na magnetnem mesalu. Temne;jsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,
ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs;. NajtemnejsSi stolpci
predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po susenju dodali Se laktozo suSeno z

razprSevanjem. Povpre¢na velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 21: Povprec¢ne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku suSenih in

tabletiranih NS s HPC (brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 5 min
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mesanja in 15 min inkubacije v ultrazvo¢ni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost
delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs.
Najtemne;jsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po susenju dodali
Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila

460-545 nm.
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Slika 22: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku susenih in
tabletiranih NS s HPC (brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 24 urah
mesanja na magnetnem mesalu. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,
ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs;. Najtemnejsi stolpci
predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se laktozo suseno z

razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zaetni suspenziji je bila 460-545 nm.
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Slika 23: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi v suSilniku suSenih in
tabletiranih NS s HPC (brez dodatkov, s saharozo, z manitolom ter s PEG 6000) po 24 urah
mesanja in 15 min inkubacije v ultrazvoéni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost
delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs.
Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po susenju dodali

Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zaCetni suspenziji je bila

460-545 nm.

4.5.2 Izdelava in redispergiranje tablet z liofiliziranimi nanosuspenzijami

Tudi iz liofiliziranih nanosuspenzij smo izdelali tablete. Za vsak vzorec smo izdelali 5
tablet. Iz nanosuspenzij, ki so vsebovale NaHCOs ze pred liofilizacijo, smo izdelali le po 3
tablete zaradi manjSe koli¢ine vzorca. Izdelanim tabletam smo pomerili tudi trdnost
(preglednica IX). Tudi pri liofilizirani tabletirni masi smo ob dodatku citronske kisline
imeli tezave s tabletiranjem, zato so tudi trdnosti tablet pri nekaterih vzorcih zelo nizke ali
zelo visoke. Za redispergiranje smo izbrali tablete, ki so imele najbolj primerno trdnost (za
lazjo primerjavo med vzorci). Izjeme so bile seveda nekatere tablete s citronsko kislino.
Tablete smo dispergirali v 100 ml vode. Pri tabletah, ki so vsebovale citronsko kislino, smo
ob stiku z vodo opazili mehurcke. Razen vzorca brez dodatkov z naknadnim dodatkom
citronske kisline in NaHCO; ter vzorca s saharozo (s citronsko k. in NaHCOs), so vse
ostale tablete z dodatkom citronske kisline razpadle v 5 min. Tableti z vzorcem s PEG

6000 (z laktozo) in vzorcem brez dodatkov (z naknadno dodano laktozo) sta tudi razpadli v
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5 min. Pri ostalih tabletah smo opazili le rahlo razpadanje ali pa razpadanja tablete ob stiku

z vodo sploh nismo opazili.

Preglednica IX: Masa in trdnost izdelanih tablet, trdnost tablet izbranih za redispergiranje

ter obnasanje tablet ob dodatku vode za posamezne vzorce tablet z liofiliziranimi

nanosuspenzijami
Vzorci Masa tablete [mg] | Trdnost tablet [N] I;d:‘e%fts;a?ﬁ]t Ob”aéav’ggitab'et Y
NS brez dod. 191 75,75, 75, 69, 65 69, 65 Plava, ne razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 381 64, 63, 69, 75, 76 63, 64 Rahlo razpada
NS+laktoza 391 76, 55, 61, 58, 61 61, 61 Ne razpada
NS s saharozo 254 42,42,42, 64, 57 57, 64 Ne razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 508 45,71, 60, 70, 51 51, 60 Rahlo razpada
NS+laktoza 454 76, 55, 61, 58, 61 66, 67 Ne razpada
NS z manitolom 254 67,70, 60, 64, 70 60, 64 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO3 508 76,79,74,66, 76 66, 74 Takoj razpadla
NS+laktoza 454 61, 66, 54, 67, 55 66, 67 Rahlo razpada
NS s PEG 254 62, 54, 46, 49, 52 54, 62 Plava, ne razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 508 36, 49, 46, 41, 45 46, 49 Plava, takoj razpadla
NS+laktoza 454 76,74,71, 69, 55 69, 71 Takoj razpadla
NS z NaHCO3 254 69, 73,71, 65, 59 65, 69 Rahlo razpada
NS+citr. k. 381 40, 41, 35 40, 41 Takoj razpadla
NS+laktoza 454 61,76, 75 75,76 Takoj razpadla
NS s sah.+NaHCO3 339 63, 67, 67 67, 67 Ne razpada
NS+citr. k. 508 80, 78, 45 78, 80 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 59,72,63 59, 63 Rahlo razpada
NS z man.+NaHCO3 339 75, 76, 69 69, 75 Rahlo razpada
NS+citr. k. 508 34, 31, 41 34, 41 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 55,71,55 55, 55 Rahlo razpada
NS s PEG.+NaHCO3 339 55, 61, 64 61, 64 Ne razpada
NS+citr. k. 508 27, 31,29 29, 31 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 75,74, 68 68, 74 Rahlo razpada

Velikost delcev smo dolocali v ze omenjenih ¢asovnih intervalih. Po 5 min meSanja na
magnetnem mesSalu (slika 24) je bila velikost delcev najmanjSa pri vzorcu s saharozo in
NaHCOs;. Velikost delcev v tem vzorcu se ni statisticno znacilno razlikovala od velikosti
delcev v tekoc¢i nanosuspenziji. Malo vecje delce, ki pa so statistiéno zacilno vecji od
delcev v vzorcu s saharozo z NaHCOj;, smo dobili pri dispergiranju vzorca brez dodatkov

(z laktozo), vzorca z manitolom (z laktozo) ter vzorca s saharozo in NaHCO; (z laktozo).
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Pri ostalih vzorcih smo dobili precej vecje velikosti delcev, Ceprav so tablete popolnoma
razpadle v 5 min. Tudi PDI so bili vecji pri vzorcih z vecjo velikostjo delcev. S t-testom
smo tudi preverili vpliv dodatka pomoznih snovi po liofilizaciji na velikost delcev
(preglednica X). Izvedli smo tudi F-test, s katerim smo preverili enakost varianc. V
nanosuspenziji brez dodatkov (z laktozo) je bila velikost delcev statisticno znacilno manjSa
od vzorcev brez naknadnih dodatkov ter z dodatkom citronske kisline in NaHCO;5. Pri
vzorcih s saharozo in s PEG 6000 je do statisti¢no znacilne razlike v velikosti delcev prisSlo
le med vzorcema z dodano laktozo ter z dodatkom citronske kisline in NaHCOs3. Velikost
delcev v vzorcu z manitolom (z laktozo) je bila statisti¢no znacilno manjsa kot pri vzorcu z
manitolom brez naknadnih dodatkov ter z dodatkom citronske kisline in NaHCOs. Delci v
vzorcu s saharozo z NaHCO; so bili znacilno manjsi od delcev v vzorcu z dodatkom
laktoze ter od delcev v vzorcu s citronsko kislino. Vzorec z manitolom (z NaHCOs3) brez
dodatkov je imel statisticno znacilno manjsSe delce od vzorca z dodatkom laktoze, oba pa
sta imela manjSe delce kot vzorec s citronsko kislino. ManjSo velikost delcev od ostalih
dveh vzorcev s PEG 6000 (z NaHCO3) je imel vzorec brez dodatkov, med vsemi tremi
vzorci pa so bile statisticno znacilne razlike. V skoraj vseh primerih so se delci povecali ob
dodatku citronske kisline. Dodatek laktoze razen pri vzorcu brez dodatkov in pri vzorcu z
manitolom ni imel statisticno znacilnega vpliva. Delce, ki so statisticno enako veliki kot
delce v teko¢i nanosuspenziji, smo po 5 min meSanja dobili le pri redispergiranju

nanosuspenzije s saharozo in NaHCOj;.

Preglednica X: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCO; ter dodatka laktoze na velikost
delcev po redispergiranju liofiliziranih in tabletiranih nanosuspenzij s HPC po 5 min

mesanja z magnetnim meSalom.

NS brez dod. NS brez dod. NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,8284 0,0214 0,0001
NS s saharozo NS s saharozo NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,2258 0,3759 0,0107
NS z manitolom NS z manitolom NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0024 0,0001 0,0019
NS s PEG NS s PEG NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
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0,1624 0,0630 0,0000
NS z NaHCO3 NS z NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0324 0,1623 0,0541
NS s sah.+NaHCO3 | NS s sah.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0037 0,0038 0,0943
NS z man.+NaHCO3 | NS z man.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0016 0,0040 0,0003
NS s PEG.+NaHCO3 | NS s PEG.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,000031 0,0001 0,0014

Po 15 min inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki se je velikost delcev v vseh vzorcih zmanjSala,
nekaterim celo na velikost delcev v tekoc¢i nanosuspenziji. Zanimivo pa je, da se je velikost
delcev vzorca s saharozo (z NaHCO;) z dodatkom citronske kisline zelo povecala. Po 24
urah mesanja se velikost delcev v vzorcih ni spremenila, tudi velikost delcev v vzorcu s
saharozo (z NaHCOs) z dodatkom citronske kisline je ostala visoka. Po ponovni inkubaciji
v ultrazvo¢ni kadic¢ki so se delci Se malo zmanjSali. Razen vzorca brez dodatkov (z
naknadno dodano citronsko kislino in NaHCO3), vzorca z dodanim le NaHCO; ter vzorca s
saharozo (z NaHCOs) z dodatkom citronske kisline je bila velikost delcev v vseh vzorcih
precej pod 1000 nm.

Iz rezultatov lahko povzamemo, da dodatek citronske kisline ne prispeva k zmanjSanju
delcev po redispergiranju, temvec¢ so delci ob dodatku citronske kisline vecji. Enako lahko
zaklju¢imo za dodatek laktoze, saj so bili delci statisticno znacilno manjsi od delcev v
vzorcu brez dodatkov le v dveh primerih, v ostalih pa se niso razlikovali ali pa so bili celo
vecji. Redisperzibilnost je torej predvsem odvisna od pomozne snovi, dodane pred

susenjem.
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Slika 24: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s
PEG 6000, samo z NaHCO;, s saharozo (z NaHCOs3), z manitolom (z NaHCO3;) ter s PEG 6000 (z NaHCO3;) po 5 min meSanja na
magnetnem meSalu. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in
NaHCOs. Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Najtemne;jsi stolpci predstavljajo velikost delcev
in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se laktozo suseno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 460-545

nm
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Slika 25: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s
PEG 6000, samo z NaHCO3, s saharozo (z NaHCOj3), z manitolom (z NaHCOs3) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 5 min meSanja in 15 min
inkubacije v ultrazvocni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali $e citronsko
kislino in NaHCOs. Tistim, ki vsebujejo NaHCO; ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo
velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji

je bila 460-545 nm.
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Slika 26: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s
PEG 6000, samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCOs3), z manitolom (z NaHCO3) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3) po 24 urah meSanja na
magnetnem mesalu. Temnej$i stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko kislino in
NaHCOs. Tistim, ki vsebujejo NaHCOs; ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev
in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povpre¢na velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 460-545

nm.
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Slika 27: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi liofiliziranih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z manitolom, s
PEG 6000, samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCO3), z manitolom (z NaHCO3) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 24 urah meSanja in 15 min
inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali Se citronsko
kislino in NaHCOs. Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred liofilizacijo, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo
velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po liofilizaciji dodali $e laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zaletni suspenziji

je bila 460-545 nm.
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4.5.3 Izdelava in redispergiranje tablet z nanosuspenzijami, suSenimi z
razprSevanjem
Za vecino vzorcev smo izdelali po 5 tablet. Pri nanosuspenziji brez dodatkov ter pri
nanosuspenziji s PEG 6000 in NaHCO3; smo pri suSenju z razprSevanjem imeli zelo slabe
izkoristke, zato smo izdelali manj tablet. Vsaki tableti smo pomerili trdnost (preglednica
XI). Tablete, ki so vsebovale citronsko kislino, so ponovno imele zelo nizko oziroma zelo
visoko trdnost. Tabletirna masa se je Ze pred tabletiranjem kepila, izdelane tablete pa se
med merjenjem trdnosti niso prelomile, temvec so se obnasSale kot plasticna masa. Zaradi
tega razloga smo tabletam s saharozo (z dodatkom citronske kislino in NaHCOs3) izmerili
izredno visoko trdnost. Za poskuse redispergiranja smo izbrali tablete z najprimernejSo
trdnostjo (za lazjo primerjavo med vzorci). Poskuse redispergiranja smo izvajali tako, da
smo eno tableto potopili v 100 ml vode ter najprej opazovali, ali je tableta ob stiku z vodo
zacela razpadati (preglednica XI). Vse tablete z dodatkom citronske kisline, razen tablete s
saharozo (z dodatkom citronske kisline in NaHCOs), so razpadle v 5 min. V tem ¢asu so
razpadle tudi tablete s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCO3), s saharozo (z
dodatkom laktoze) in z manitolom (z dodatkom laktoze). Pri ostalih tabletah smo opazili

rahlo razpadanje. Iz tablet s citronsko kislino so med razpadanjem izhajali mehurcki.

Preglednica XI: Masa in trdnost izdelanih tablet, trdnost tablet izbranih za redispergiranje
ter obnaSanje tablet ob dodatku vode za posamezne vzorce tablet z nanosuspenzijami,

suSenimi z razprSevanjem

Vzorci Masa tablete [mg] Trdnost tablet [N] t;[_)cligt() :; Obnaiavrgzitablet
redisp. [N]

NS brez dod. 191 49, 66, 66 66, 66 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 381 55, 60, 64, 61 61, 64 Takoj razpadla
NS+laktoza 391 78,75,69,79, 74 69, 74 Rahlo razpada
NS s saharozo 254 54, 64, 67, 46, 57 54, 57 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO3 508 102, 145, 244, 407, 407 102, 145 Rahlo razpada
NS+laktoza 454 42,43, 46, 76, 81 43, 46 Takoj razpadla
NS z manitolom 254 52,71, 50, 58, 69 69, 71 Rahlo razpada
NS+citr.k.+NaHCO; 508 40, 66, 75,72, 78 66, 72 Takoj razpadla
NS+laktoza 454 53,79, 54, 44, 69 53, 54 Takoj razpadla
NS z NaHCO3 254 76, 50, 51, 53, 70 52, 53 Rahlo razpada
NS-+citr. k. 381 42,53, 55, 35, 54 54, 55 Takoj razpadla
NS+laktoza 454 70, 61, 55, 64, 58 61, 64 Rahlo razpada
NS s sah.+NaHCO3 339 75, 69, 61, 55, 66 66, 69 Takoj razpadla
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NS+citr. k. 508 71, 58, 49, 36, 81 58, 71 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 75, 58, 67, 53, 64 64, 67 Rahlo razpada
NS z man.+NaHCO3 339 67, 67, 58, 51, 53 67, 67 Takoj razpadla
NS+citr. k. 508 49, 56, 51, 48, 42 51, 56 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 65, 76, 53, 52, 52 53, 65 Rahlo razpada
NS s PEG.+NaHCO3 339 75,67, 71 67,71 Ne razpada
NS+citr. k. 508 61, 49, 37 49, 61 Takoj razpadla
NS+laktoza 539 73,79, 83 73,79 Rahlo razpada

Vzorcem smo velikost delcev dolocali v Ze omenjenih ¢asovnih intervalih. Po 5 min
mesanja na magnetnem mesalu (slika 28) smo najmanjsSe velikosti delcev izmerili pri
vzorcih s saharozo, z manitolom ter z manitolom in dodatkom NaHCOs. Velikost delcev v
teh vzorcih ni statisticno znacilno razli¢na od velikosti delcev v tekoc¢i nanosuspenziji, v
vseh ostalih vzorcih pa je razlika statisti¢no znacilna. Velikost delcev pod 1000 nm smo
izmerili v vzorcu z dodanim NaHCOj; (brez naknadnih dodatkov ter z dodatkom laktoze), s
saharozo in NaHCOj; (brez naknadnih dodatkov ter z dodatkom laktoze), z manitolom (z
dodatkom laktoze), z manitolom in NaHCO; (z dodatkom laktoze) ter s PEG 6000 z
dodanim NaHCOs;. Velikost delcev v ostalih vzorcih je bila vecja od 1000 nm. S t-testom
smo testirali vpliv dodatka pomoznih snovi po suSenju na velikost delcev v vzorcih
(preglednica XII). Opravili smo tudi F-test, s katerim smo preverili enakost varianc.
Opazimo lahko, da je velikost delcev ob dodatku citronske kisline v primerjavi z velikostjo
delcev brez dodatka oz. ob dodatku laktoze statisticno znacilno vecja v vzorcih z
manitolom, s saharozo (z NaHCO3) in z manitolom (z NaHCOs) ter v vzorcu z dodanim le
NaHCOs;. V teh primerih se vzorca brez predhodnih dodatkov ter z dodano laktozo v
velikosti delcev med seboj ne razlikujeta statisticno znacilno. V vzorcu s saharozo brez
naknadnih dodatkov je velikost delcev statisticno znacilno manjSa od velikosti delcev v
vzorcih z dodatkom citronske kisline in NaHCO; ter z dodatkom laktoze. Dodatek
pomoznih snovi v vzorcu brez predhodnih dodatkov ni statisticno znacilno vplival na
velikost delcev. Pri vzorcu s PEG 6000 (z NaHCO;) lahko opazimo, da je dodatek
pomoznih snovi po susenju statisti¢no znacilno povecal velikost delcev. Dodatek citronske
kisline torej ne pripomore k zmanjSevanju velikosti delcev v vzorcih, temvec se velikost
delcev v nasih primerih celo poveca. Z dodatkom laktoze se velikost delcev v primerjavi z

vzorcem brez dodatkov v vecini primerov statisti¢éno znacilno ne spremeni.
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Preglednica XII: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0a=0,05 za
testiranje vpliva dodatka citronske kisline in NaHCO; ter dodatka laktoze na velikost

delcev po redispergiranju z razprSevanjem susenih in tabletiranih nanosuspenzij s HPC.

NS brez dod. NS brez dod. NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,7824 0,1216 0,0154
NS s saharozo NS s saharozo NS+citr.k.+NaHCO3
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0002 0,0001 0,0420
NS z manitolom NS z manitolom NS+citr.k.+NaHCO;
NS+citr.k.+NaHCO3 NS+laktoza NS+laktoza
0,0105 0,5306 0,0134
NS z NaHCO3 NS z NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0000 0,4309 0,0000
NS s sah.+NaHCO3 | NS s sah.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0005 0,1414 0,0045
NS z man.+NaHCO3 | NS z man.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0001 0,4039 0,0000
NS s PEG.+NaHCO3 | NS s PEG.+NaHCO3 NS+citr. k.
NS+citr. k. NS+laktoza NS+laktoza
0,0052 0,0170 0,0650

Velikost delcev smo dolocali po 15 min inkubacije v ultrazvo¢ni kadicki (slika 29). V
vzorcu brez predhodnih dodatkov se je velikost delcev zmanjSala, tako se je zgodilo Se
vzorcu s PEG 6000 (z NaHCO3). Opazimo pa lahko izrazito povecanje velikosti delcev v
nekaterih vzorcih. Velikost delcev v vzorcu s saharozo (z dodano citronsko kislino in
NaHCOs), vzorcu z NaHCO; (brez naknadnih dodatkov ter z dodano laktozo), vzorcu s
saharozo in NaHCO; (brez naknadnih dodatkov ter z dodano laktozo) in vzorcu z
manitolom in NaHCOs. NajmanjSe velikosti delcev smo izmerili pri vzorcih s saharozo, z
manitolom ter s PEG 6000 (z NaHCOs3). Po 24 urah meSanja na magnetnem mesalu (slika
30) so velikosti delcev ostale priblizno enake. Po 15 min ponovne inkubacije v ultrazvoc¢ni
kadicki se je velikost delcev v vzorcih spet nekoliko zmanjsala (slika 31).

Zaklju¢imo lahko, da dodatek citronske kisline in NaHCO; ter dodatek laktoze ne
prispevata k boljsi redisperzibilnosti, ampak je ta odvisna od pomozne snovi, ki smo jo

dodali pred susenjem.
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Slika 28: Povpre¢ne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z
manitolom, samo z NaHCO3, s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCO3) ter s PEG 6000 (z NaHCOs3;) po 5 min meSanja na
magnetnem meSalu. Temne;jsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCOs.
Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred susenjem, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,

ki smo jim po suSenju dodali $e laktozo suseno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-540 nm.
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Slika 29: Povprec¢ne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem susenih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z
manitolom, samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCO3), z manitolom (z NaHCOs3) ter s PEG 6000 (z NaHCO3;) po 5 min meSanja in 15 min
inkubacije v ultrazvocni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino
in NaHCO;. Tistim, ki vsebujejo NaHCOj; ze pred suSenjem, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev

in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-540

nm.
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Slika 30: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem suSenih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z
manitolom, samo z NaHCOs, s saharozo (z NaHCOs3), z manitolom (z NaHCO;) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 24 urah meSanja na
magnetnem meSalu. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino in NaHCO3.
Tistim, ki vsebujejo NaHCO; Ze pred suSenjem, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS,

ki smo jim po susenju dodali Se laktozo suseno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-540 nm.
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Slika 31: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi z razprSevanjem suSenih in tabletiranih NS s HPC brez dodatkov, s saharozo, z
manitolom, samo z NaHCO;3, s saharozo (z NaHCOs), z manitolom (z NaHCO3) ter s PEG 6000 (z NaHCO3) po 24 urah meSanja in 15 min
inkubacije v ultrazvo¢ni kadicki. Temnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev in PDI NS, ki smo jim po suSenju dodali Se citronsko kislino
in NaHCO;. Tistim, ki vsebujejo NaHCOs3 ze pred suSenjem, smo dodali le citronsko kislino. Najtemnejsi stolpci predstavljajo velikost delcev
in PDI NS, ki smo jim po susenju dodali Se laktozo suSeno z razprSevanjem. Povprecna velikost delcev v zacetni suspenziji je bila 470-540

nm.
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4.6 Primerjava metod suSenja nanosuspenzij

S statisticno obdelavo podatkov smo tudi Zeleli ugotoviti, kako razlicne metode suSenja
vplivajo na velikost delcev v vzorcih. Za testiranje vpliva smo izbrali t-test. Pred uporabo
t-testa smo enakost varianc preverili z F-testom. Metode smo primerjali na razli¢nih
vzorcih. Vzorec smo izbrali na podlagi velikosti delcev tako, da smo v vzorcu pri vseh treh
metodah suSenja izmerili ¢im manjSo velikost delcev po 5 min meSanja na magnetnem
mesalu. Ceprav smo dolo¢ili manj$o velikost delcev tudi v vzorcih, ki smo jim pred
suSenjem dodali tudi NaHCOs3, jih za to primerjavo nismo mogli uporabiti, saj teh vzorcev
nismo susili v suSilniku. Prav tako nismo mogli uporabiti vzorca s PEG 6000, saj je med
suSenjem z razprSevanjem priSlo do prevelikih izgub in ga zato nismo uporabili za
nadaljnje poskuse. Metode suSenja smo med seboj primerjali tako z netabletiranimi

nanosuspenzijami kot z izdelanimi tabletami.

4.6.1 Primerjava metod suSenja nanosuspenzij

Metode susenja smo primerjali z vzorci, ki smo jih redispergirali po suSenju nanosuspenzij
(preglednica XIII). Uporabili smo nanosuspenzijo brez dodatkov ter nanosuspenzije s
saharozo, z manitolom, s saharozo (z dodatkom citronske kisline in NaHCO;) in z
manitolom (z dodatkom citronske kisline in NaHCO;). Povprecne velikosti delcev so
prikazane na sliki 32. Pri vzorcu brez dodatkov je do statisti¢no znacilne razlike v velikosti
delcev prislo med vsemi tremi metodami suSenja. NajmanjSo velikost delcev smo izmerili
pri liofilizirani nanosuspenziji. Velikost delcev v vzorcu s saharozo je bila statisticno
znacilno najmanjsa, ko smo nanosuspenzijo susili z razprSevanjem. V vzorcu z manitolom
smo najmanjse delce izmerili pri liofilizirani ter pri z razprSevanjem suSeni nanosuspenziji.
Z obema metodama smo dobili statistiéno znacilno manjSo velikost delcev kot s suSenjem
v suSilniku, med njima pa ni bilo statisticno znacilne razlike. Vpliv metode susenja na
velikost delcev smo preverjali tudi z vzorci, ki smo jim naknadno dodali citronsko kislino
in NaHCOs. V vzorcu s saharozo (z dodatkom citronske kisline in NaHCOs;) smo
najmanjSo velikost izmerili pri liofilizirani nanosuspenziji. Velikost delcev v tem vzorcu je
bila statisticno znacilno manjsa od velikosti delcev v susilniku suSene nanosuspenzije, ni se
pa statisticno znacilno razlikovala od velikosti delcev z razprSevanjem suSene

nanosuspenzije. Velikost delcev vzorca z manitolom (z dodatkom citronske kisline in
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NaHCO:s) je bila statisti¢no znacilno najvecja pri liofiliziranem vzorcu, statisti¢no znacilno
najmanjSe delce pa smo dobili po susenju z razprSevanjem.

Na splosno lahko re¢emo, da susSenje v suSilniku najslabSe vpliva na redisperzibilnost
nanosuspenzije. Pri suSenju z liofilizacijo smo v vzorcih s saharozo in z manitolom dobili
delce, ki so statisticno znacilno enaki delcem v tekocCi nanosuspenziji. V primeru susenja z
razprSevanjem smo delce, ki so bili statisticno znacilno enaki delcem v tekoci
nanosuspenziji, dobili v vzorcih s saharozo in s saharozo z dodatkom citronske kisline in

NaHCO3.

Preglednica XIII: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva metode suSenja na velikost delcev po redispergiranju netabletiranih

nanosuspenzij s HPC

NS brez dod.-susilnik

NS brez dod.-susilnik

liofilizacija

liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,00000000000006 0,0000064 0,0040
NS s saharozo - susilnik NS s saharozo - susilnik liofilizacija

liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0123 0,0001 0,0131
NS z manitolom - suSilnik NS z manitolom - suSilnik liofilizacija

liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0000005 0,000000001 0,3210
NS s sah.+citr.k.+NaHCO3 - susilnik NS s sah.+citr.k.+NaHCO3 - susilnik liofilizacija
liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0001 0,3638 0,7915
NS z man.+citr.k.+NaHCO3 - susilnik NS z man.+citr.k.+NaHCO3 - susilnik liofilizacija
liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0022 0,0224 0,0001
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Slika 32: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi posuSenih NS s HPC brez
dodatkov, s saharozo, z manitolom, s saharozo (z dodatkom citronske kisline in NaHCOs3)
in z manitolom (z dodatkom citronske kisline in NaHCOs3). Oranzni stolpci predstavljajo v
susilniku suSene nanosuspenzije, modri liofilizirane nanosuspenzije, vijolicni pa z
razprSevanjem suSene nanosuspenzije. Povprecna velikost delcev v zacCetni nanosuspenziji

je bila 460-545 nm.

4.6.2 Primerjava metod suSenja s tabletiranimi nanosupenzijami

Metode suSenja smo primerjali tudi z vzorci, iz katerih smo izdelali tablete in jih nato
redispergirali (preglednica XIV). Uporabili smo vzorce s saharozo (brez naknadnih
dodatkov, z dodatkom citronske kisline in NaHCOj ter z dodatkom laktoze), z manitolom
(brez naknadnih dodatkov ter z dodatkom laktoze) ter vzorec brez predhodnih dodatkov z
naknadno dodano laktozo. Povprecne velikosti delcev za posamezne vzorce so prikazani na
sliki 33. Pri vseh vzorcih je obstajala statisti¢no znacilna razlika v velikosti delcev med
vsemi tremi metodami suSenja. V vzorcu s saharozo in manitolom smo statisti¢no znacilno
najmanjSo velikost delcev dobili s suSenjem z razprSevanjem. Velikost delcev v vzorcu s
saharozo (z dodatkom citronske kisline in NaHCO3) ter v vzorcu s saharozo z dodatkom
laktoze je bila najmanjSa z metodo susenja v susilniku. V vzorcu brez predhodnih dodatkov
(z dodano laktozo) ter v vzorcu z manitolom (z dodano laktozo) smo najmanjsSo velikost

delcev dobili z liofilizacijo. Delce, ki so bili statisticno znacilno enaki delcem v tekoci
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nanosuspenziji, smo dobili le z metodo suSenja z razprSevanjem, in sicer v vzorcih s

saharozo in z manitolom.

Preglednica XIV: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za
testiranje vpliva metode suSenja na velikost delcev po redispergiranju tabletiranih

nanosuspenzij s HPC

NS s saharozo - susilnik

NS s saharozo - susilnik

liofilizacija

liofilizacija su$. z razprs. sus. z razprs.
0,0141 0,0013 0,0006
NS z manitolom-susilnik NS z manitolom-susilnik liofilizacija
liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0023 0,0010 0,0044
NS s sah.+citr.k.+NaHCO3-susilnik NS s sah.+citr.k.+NaHCO3-susilnik liofilizacija
liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0004 0,0173 0,0123
NS brez dod.+laktoza-susilnik NS brez dod.+laktoza-susilnik liofilizacija
liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0045 0,0189 0,0386
NS s sah.+laktoza-susilnik NS s sah.+laktoza-susilnik liofilizacija

liofilizacija sus. z razprs. sus. z razprs.
0,0000002 0,0059 0,0410
NS z man.+laktoza-susilnik NS z man.+laktoza-susilnik liofilizacija
liofilizacija su$. z razprs. sus. z razprs.
0,0018 0,0011 0,0003

Ce povzamemo rezultate netabletiranih in tabletiranih nanosuspenzij, smo najmanjso
velikost delcev, ki se je statisticno znacilno razlikovala od ostalih, najveckrat izmerili v
vzorcih, sudenih z razprevanjem (petkrat). Stirikrat je bila velikost delcev statistiéno
znacilno najmanjSa v liofiliziranih vzorcih, s suSenjem v suSilniku pa smo najmanjSo
velikost delcev izmerili dvakrat. Statisticno znacilno enake delce kot v tekoci
nanosuspenziji smo najveckrat izmerili v vzorcih, susenih z razprSevanjem. Zaklju¢imo
lahko, da se je metoda suSenja z razprSevanjem v naSih poskusih izkazala za najboljSo,

vendar smo dobre rezultate dosegli tudi z liofilizacijo.
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Slika 33: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi tabletiranih NS s HPC s saharozo, z manitolom, s saharozo (z dodatkom
citronske kisline in NaHCOs), brez predhodnih dodatkov (z laktozo), s saharozo (z laktozo) in z manitolom (z laktozo). Oranzni stolpci
predstavljajo v suSilniku suSene nanosuspenzije, modri liofilizirane nanosuspenzije, vijoli¢ni pa z razprSevanjem susSene nanosuspenzije.

Povprecna velikost delcev v zaCetni nanosuspenziji je bila 460-545 nm.
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4.7 Vpliv izdelave tablet na velikost delcev

Preverili smo tudi ali izdelava tablet iz posuSene nanosuspenzije vpliva na velikost delcev
po redispergiranju. Primerjali smo velikost delcev v treh vzorcih (susene z vsemi tremi
metodami), ki smo jo izmerili po redispergiranju netabletirane in nato tabletirane
nanosuspenzije. Za testiranje vpliva tabletiranja smo uporabili t-test. Se prej smo naredili
F-test, da smo preverili enakost varianc. Uporabili smo tri vzorce, pri katerih smo pri vseh
treh metodah suSenja dolocili ¢im manjSo velikost delcev po 5 min meSanja na magnetnem
mesalu. Vzorcev, ki smo jim pred susenjem dodali NaHCOs3, za to primerjavo nismo mogli
uporabiti, ker jih nismo susSili v suSilniku. Zaradi velikih izgub pri suSenju z razprSevanjem

prav tako nismo mogli primerjati vzorca s PEG 6000.

4.7.1 Vpliv izdelave tablet na velikost delcev za vzorec s saharozo

Primerjali smo velikost delcev med suSeno (netabletirano) nanosuspenzijo in tabletirano
nanosuspenzijo za vse tri metode susenja (preglednica XV). Povprecne velikosti delcev so
prikazane na sliki 34. Ko smo vzorec suS$ili v suSilniku, se velikost delcev med
netabletirano in tabletirano nanosuspenzijo ni statisticno znacilno razlikovala. Prav tako ni
prislo do statisticno znacilne razlike v velikosti delcev, ko smo vzorec susili z
razprSevanjem. Statisticno znacilno manjSe delce smo izmerili pri liofiliziranem vzorcu, in
sicer v netabletirani nanosuspenziji. Ta razlika je predvsem posledica zelo velikih delcev
po tabletiranju liofiliziranega vzorca, ki je bila dosti ve¢ja kot v vseh drugih primerih

suSenja.

Preglednica XV: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za

testiranje vpliva izdelave tablet na velikost delcev po redispergiranju nanosuspenzij s HPC

s saharozo
Nanosuspenzije p vrednosti
susena NS-susilnik 0,3491
suSena+tabletirana NS
suSena NS-liofilizacija 0,0068
suSena+tabletirana NS
S NS-sus. S.
susena sus. z razpr$ 0.1499
suSena+tabletirana NS
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I Velikost delcev (nm)  =—s=—PDI

0,782

PDI

Slika 34: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi susSenih (netabletiranih) in
tabletiranth NS s HPC s saharozo. Oranzni stolpci predstavljajo v suSilniku suSene
nanosuspenzije, modri liofilizirane nanosuspenzije, vijoli¢ni pa z razprSevanjem susene

nanosuspenzije. Povpre¢na velikost delcev v zacetni nanosuspenziji je bila 460-545 nm.

4.7.2 Vpliv izdelave tablet na velikost delcev za vzorec z manitolom

Tudi za vzorec z manitolom smo primerjali velikost delcev med suseno (netabletirano)
nanosuspenzijo in tabletirano nanosuspenzijo za vse tri metode susenja (preglednica XVI).
Na sliki 35 so prikazane povprecne velikosti delcev. Pri vzorcu susenem v suSilniku in
liofiliziranem vzorcu lahko med tabletirano in netabletirano nanosuspenzijo opazimo
statisti¢no znacilno razliko v velikosti delcev. V obeh primerih je po tabletiranju prislo do
povecanja velikosti delcev. Ko smo vzorec susili z razprSevanjem, pa se velikost delcev po

tabletiranju ni statisti¢no znacilno spremenila.

Preglednica XVI: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri a=0,05 za
testiranje vpliva izdelave tablet na velikost delcev po redispergiranju nanosuspenzij s HPC

7z manitolom

Nanosuspenzije p vrednosti
susena NS-susilnik 0,0254
suSena+tabletirana NS
susena NS-liofilizacija 0,0200
suSena+tabletirana NS
suSena NS-sus. z razprs. 0,3152
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suSena+tabletirana NS

Velikost delcev [nm) ——s— PDI

PDI

Velikost delcey

Slika 35: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi susenih (netabletiranih) in
tabletiranth NS s HPC z manitolom. Oranzni stolpci predstavljajo v suSilniku suSene
nanosuspenzije, modri liofilizirane nanosuspenzije, vijoli¢ni pa z razprSevanjem susene

nanosuspenzije. Povprecna velikost delcev v zaCetni nanosuspenziji je bila 460-545 nm.

4.7.3 Vpliv izdelave tablet na velikost delcev za vzorec s saharozo (z dodano
citronsko Kkislino in NaHCO3)
Primerjali smo velikost delcev med suSeno (netabletirano) nanosuspenzijo in tabletirano
nanosuspenzijo tudi za vzorec, ki smo mu po susenju dodali citronsko kislino in NaHCOj;.
Kot pri prejSnjih primerih smo vpliv tabletiranja testirali za vse tri metode suSenja
(preglednica XVII). Na sliki 36 so prikazane povprecne velikosti delcev. Pri vzorcih,
suSenih v suSilniku ni prislo do statisticno znacilne spremembe v velikosti delcev po
tabletiranju. Statisticno znacCilno vecji delci so po tabletiranju nastali le v primeru
liofilizacije vzorca. Pri vzorcu, suSenim z razprSevanjem so po tabletiranju nastali vec;ji
delci. Razlike v velikosti delcev nismo mogli statisticno dokazati zaradi velikega

standardnega odklona pri netabletiranem vzorcu.
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Preglednica XVII: p vrednosti za dvostranski t-test z enakima variancama pri 0=0,05 za

testiranje vpliva izdelave tablet na velikost delcev po redispergiranju nanosuspenzij s HPC

s saharozo (z dodano citronsko kislino in NaHCO3)

Nanosuspenzije p vrednosti
susena NS-susilnik 0,3283
suSena+tabletirana NS
suSena NS-liofilizacija 0,00001
suSena+tabletirana NS
suSena NS-sus. z razprs.
P 0,0989
suSena+tabletirana NS
Velikost dekev [nm) ——e—PDI
2000 USTZ 0,600
- 1800 T
Qazo- 0,500
0,400
L=
0,300 @
0,200
0,100
0,000
&
il

Slika 36: Povprecne velikosti delcev in polidisperzni indeksi suSenih (netabletiranih) in

tabletiranih NS s HPC saharozo (z dodano citronsko kislino in NaHCO3). Oranzni stolpci

predstavljajo v suSilniku suSene nanosuspenzije, modri liofilizirane nanosuspenzije,

vijoli¢ni pa z razprSevanjem suSene nanosuspenzije. Povprecna velikost delcev v zacetni

nanosuspenziji je bila 460-545 nm.

V vecini primerov torej ni priSlo do statisti¢no znacilnega povecanja velikosti delcev po

tabletiranju. Pri vseh vzorcih so se delci po tabletiranju statisticno znacilno povecali pri

liofilizaciji, pri vzorcu z manitolom pa tudi, ko smo nanosuspenzije susili v suSilniku.

Zaklju¢imo lahko, da vpliv tabletiranja ni velik, §e posebej v primeru susenja v susilniku.

V dolocenih primerih pa lahko tabletiranje vodi v povecanje delcev.
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5 SKLEP

Nanosuspenzije smo pripravili z mletjem v planetarnem krogli¢nem mlinu, jim dodajali
razlicne pomozne snovi ter jih posusSili s tremi razlicnimi metodami (v suSilniku, z
liofilizacijo in s suSenjem z razprSevanjem), jim ponovno dodali razlicne pomozne snovi
ter iz njih izdelali tablete.

Ugotovili smo, da izbira stabilizatorja vpliva na velikost delcev v nanosuspenziji.
Najmanjs$o velikost delcev smo izmerili nanosuspenzijam, ki so kot stabilizator vsebovale
HPC. Suhe nanosuspenzije smo redispergirali v vodi in izmerili velikost delcev po 5 min
mesanja, po 15 min inkubacije v ultrazvoc¢ni kadicki, po 24 urah meSanja in po ponovni
inkubaciji v ultrazvoc¢ni kadicki. Najpomembnejse so bile meritve po 5 min meSanja. Po 15
min inkubacije v ultrazvo¢ni kadicki se je velikost delcev nekoliko zmanjsala, pri ostalih
merjenjih pa ni priSlo do izrazitih sprememb v velikosti delcev. Pred suSenjem smo
nanosuspenzijam dodali pomozne snovi. Ugotovili smo, da dodatek pomoznih snovi vpliva
na velikost delcev po redispergiranju. Velikost delcev med nanosuspenzijami z razli¢nimi
dodatki se je razlikovala. Najmanjse delce smo doloc€ili v nanosuspenzijah z dodatkoma
saharoze in manitola. Po suSenju smo nanosuspenzijam brez dodatkov in z dodatki
pomoznih snovi dodali citronsko kislino in NaHCO; ter laktozo. Velikost delcev smo
merili netabletiranim in tabletiranim nanosuspenzijam. Dodatek pomoznih snovi po
suSenju v vecini primerov ni vplival na redisperzibilnost nanosuspenzije. Velikost delcev je
bila ob dodatku pomoznih snovi po suSenju celo vecja kot v vzorcih brez dodatkov.
Testirali smo vpliv metode suSenja na velikost delcev v izbranih vzorcih. Metoda susenja z
razprSevanjem se je v naSih poskusih izkazala za najboljSo, saj smo pri uporabi le-te dobili
najmanjse delce. Dobre rezultate smo dosegli tudi z liofilizacijo.

Na izbranih vzorcih smo preverili tudi, ali je izdelava tablet vplivala na redisperzibilnost
nanosuspenzije. Ugotovili smo, da se je velikost delcev statisticno znacilno povecala pri
liofiliziranih vzorcih, pri vzorcih susenih z razprSevanjem ter v ve€ini primerov v suSilniku
suSenih vzorcev pa vpliv tabletiranja ni bil statisti¢no znacilen.

Zaklju¢imo lahko, da sta za izdelavo tablet najprimernej$i nanosuspenziji z dodatkom
saharoze in manitola, ki smo jih posusili z razprSevanjem. Pri teh dveh vzorcih smo po
redispergiranju tablet dobili delce, ki se niso statisti¢éno znacilno razlikovali od delcev v

tekoci nanosuspenziji.
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