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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

1.1 Allgemeiner Teil

Nanotechnologie préagt die industrielle Revolution des 21. Jahrhunderts. Nach mehr
als zwanzig Jahren der Grundlagenforschung und angewandten Forschung werden
Nanotechnologien immer 6fter auch kommerziell eingesetzt. Zahlreiche Anwendun-
gen betreffen viele Aspekte des Alltags, wie z. B. Nahrung, Kleidung, Medikamente
und auch  Wohnhduser. Ein  Offentlich  zugéngliches  Online-Inventar
(NanoTechProject 2014), das die aktuellen, auf Nanotechnologie basierenden
Verbraucherprodukte auflistet, belegt, wie sich die Anzahl der auf dem Markt
angebotenen Produkte von Jahr zu Jahr drastisch erhoht. ,,Gesundheit und Fitness”
stellt die im Inventar umfangreichste Hauptkategorie dar, die insgesamt knapp 800
Produkte umfasst. Ihre groRte Untergruppe bildet die Korperpflege mit knapp 300
Produkten. Einige Vertreter dieser Gruppe sind Sonnencremes mit Titandioxid-
Nanopartikeln, Feuchtigkeitscremes mit nanostrukturierten, 6lbeladenen Trager-
systemen, antibakterielle Zahnbirsten mit Silber-Nanopartikeln, Zahnpasten mit
Gold-Nanopartikeln, Babywindeln aus Nanofibrillen und nanobeschichtete

Haarglatteisen.

Die Beispiele zeigen, dass nicht nur die Anwendungsbereiche der Nanotechnologie
sehr unterschiedlich sind, sondern auch die verwendeten Nanomaterialien sowie die
eingesetzten Techniken variieren. Eine im pharmazeutischen und kosmetischen Be-
reich weit verbreitete Methode ist der Einsatz von nanometergroRen Tragersystemen,
wie Liposomen, Mikroemulsionen, anorganischen Nanopartikeln, Polymer-

Nanopartikeln, Nanosuspensionen und festen Lipidnanopartikeln.

Die Motivation flr die Entwicklung der nanopartikuldren Arzneistofftragersysteme ist
unterschiedlich. Beispielsweise wurden in den letzten Jahrzehnten immer mehr
Arzneistoffe und andere biologisch aktive Substanzen entdeckt bzw. synthetisiert, die
eine sehr geringe Wasserloslichkeit und damit keine ausreichende Bioverfligbarkeit
aufweisen. Um die Bioverfligbarkeit dieser Stoffe zu erhéhen, kénnen unterschied-
liche Ansétze verfolgt werden — wie z. B. eine Verdnderung der Loslichkeits-
eigenschaften durch chemische Derivatisierung oder Salzbildung. Einen entscheiden-

den Nachteil dieser Techniken bilden jedoch die dabei entstehenden neuen
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chemischen Substanzen. Zur Erhoéhung der Bioverfugbarkeit ist es oft viel-
versprechender, geeignete galenische Formulierungen oder Arzneistofftragersysteme

zu entwickeln.

Weitere Motivationsgrunde fur die Entwicklung von Nano-Arzneistofftragersystemen
sind z. B. der Schutz instabiler Wirkstoffe, die kontrollierte Wirkstofffreisetzung tber
definierte Zeitraume sowie ein ,,drug targeting* auf spezielle Gewebe oder Organe.
Unter den Arzneistofftragersystemen sind die kolloidalen Tragersysteme auf Basis
von Lipiden, insbesondere im Hinblick auf ihre physiologische Vertraglichkeit
gegenlber anderen kolloidalen Tragersystemen, wie beispielsweise den Polymer-

Nanopartikeln, zu bevorzugen.

1.1.1 Nanoemulsionen

Emulsionen sind als heterogene disperse Systeme definiert, welche aus mindestens
zwei miteinander nicht mischbaren Flissigkeiten (Phasen) bestehen. Diese mitei-
nander nicht mischbaren Phasen werden mit Hilfe von Emulgatoren stabilisiert. Dabei
bildet die innere (dispergierte) Phase kleine Tropfchen, welche in der anderen, also
der aulleren bzw. kontinuierlichen Phase, verteilt werden. Wenn die innere (unpolare,
lipophile) Phase, meist ein Ol, in das wiéssrige Dispersionsmedium, d. h. die duRere
polare Phase dispergiert ist, spricht man von einer O/W-Emulsion. Bei den

sogenannten W/O-Emulsionen verhélt es sich genau umgekehrt.

Neben diesen beiden klassischen Emulsionen gibt es auch multiple Emulsionen wie
W/O/W und O/W/O, bei denen die disperse Phase selbst schon als ein Emulsions-
system vorliegt (Florence et al. 1982).

Neben den drei Hauptbestandteilen einer Emulsion, d. h. innere Phase, dufiere Phase
und Emulgator, kénnen weitere Bestandteile je nach Ziel und Anwendung die
Formulierung erganzen — ein Arzneimittel kann z. B. in eine Phase inkorporiert
werden. Auch kénnen Co-Emulgatoren bzw. Konservierungsmittel beigefugt werden,

um physikalische bzw. mikrobiologische Stabilitat zu gewéhrleisten.

Die kolloidalen Fettemulsionen wurden in den 1950er Jahren im Rahmen der parente-
ralen Erndhrung eingefiihrt. Sie entsprechen O/W-Emulsionen mit einem Fettanteil
von typischerweise 10-20% und weisen eine enge TeilchengroRenverteilung mit
mittleren PartikelgroBen zwischen 200 und 500 nm auf. Als Lipidphase wurden

pflanzliche Ole wie z. B. Sojadl und mittelkettige Triglyceride (z. B. Miglyol)



verwendet, welche auch fur die Solubilisierung lipophiler Arzneistoffe dienen. Somit
sind die kolloidalen Fettemulsionen insbesondere auch als Tréger fir lipophile
Arzneistoffe interessant (Davis et al. 1987, Prankerd et al. 1990, Klang et al. 1998).

Die Hauptvorteile kolloidaler Fettemulsionen wurden von Baspinar wie folgt

aufgelistet (Baspinar 2009):
« Losungsvermittlung schlecht wasserldslicher Arzneistoffe
« toxikologische Unbedenklichkeit

« hoher Anteil der Lipidphase und dadurch héhere Beladung mit dem

Arzneistoff moglich
« Herstellung im GrolRmalfstab, z. B. per Hochdruckhomogenisation
« Sterilisierbarkeit des Endproduktes
« Stabilisierung hydrolyseempfindlicher Arzneistoffe

Neben diesen Vorteilen besitzen kolloidale Fettemulsionen auch einige Nachteile, wie
beispielsweise hohe Mobilitdt und relativ schnelle, unkontrollierte Freisetzung
(Magenheim et al. 1993, Wissing et al. 2002b, Muller et al. 2011) der inkorporierten
Arzneistoffmolekiile, die in den Emulsionstropfen eingelagert wurden. AuRerdem
kann eine mogliche Destabilisierung des Systems — unter anderem ein mdgliches
Tropfchenwachstum aufgrund von Koaleszenz der Emulsionstropfchen — wegen des

fliissigen Zustands der Lipidmatrix nicht ausgeschlossen werden.

Zur Herstellung von Nanoemulsionen kénnen unterschiedliche Techniken eingesetzt
werden. So wurde gezeigt, dass neben der Hochdruckhomogenisation auch der
einstufige Prozess der partiellen Phasen-Solu-Inversions-Technik (Gohla et al., 1995),
die Microfluid-Methode (Nisisako et al. 2005), Emulsionsbildung via Ultraschall
(Leong et al. 2009, Tan et al. 2016a), die Kugelmuhle-Methode (Schmidt et al. 2013),
Emulsionsbildung via Phasenumkehr (Su et al. 2016) und das Solvent Displacement-

Verfahren (Bouchemal et al. 2004) verwendet werden konnen.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass ein Hochgeschwindigkeitsriihrer (ART MICCRA
D27) die schnelle und kostenguinstige Produktion einer Nanoemulsion ermdglicht
(Scholz et al. 2015). Dieser Prozess flhrt zu physikalisch stabilen Nanoemulsionen
mit kleinen TropfchengroRen (z-average: 135 nm) bei einer engen GroRenverteilung

und schneller Produktionszeit. Fir ein 1-Liter Produkt geniigt beispielsweise eine
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5-mindtige Hochtourenrotation. Die Produktionszeit verkirzt sich auf 3 Minuten,

wenn die SpaltengroRe des Rotors von 1,0 mm auf 0,5 mm verandert wird.

Eine weitere Herstellungsmethode, die kirzlich untersucht wurde, ist das sogenannte
Membranemulgieren (Joseph et al. 2012). Bei dieser Methode bendtigt man zwar
mehrere Produktionszyklen (lber 20), aber man erreicht eine monomodale
TropfchengroRenverteilung. Laut der Autoren st die Herstellung wvon
Nanoemulsionen mit dieser Methode komplex und empfindlich gegentiber vielen
Faktoren wie Emulgatoren, Viskositat der Phasen, Oberflachenspannung,
Emulsifikationsdruck, Stromungsgeschwindigkeit, Emulsifikationszyklen,

Zusammensetzung der Membran und Porengrof3e der Membran ab.

Der Artikel von Sugumar et al. bietet eine Ubersicht zu den die Herstellungsmethoden
fir Nanoemulsionen (Sugumar et al. 2016).

1.1.2 Feste Lipidnanopartikel (SLN)

Um die oben erwéhnten Nachteile der Nanoemulsionen zu bewaltigen, welche
aufgrund des flissigen Charakters der dispergierten Phase entstehen, wurde vor
Erfindung der festen Lipidnanopartikel die Idee von einem festen Lipid-Partikel (engl.
»Solid Lipid Nanoparticle®, SLN) unter Namen wie ,,Nanopellets* und ,,Lipospheres
verfolgt. Jedoch wurden die Partikel mit den zugehdrigen Herstellungsmethoden [d. h.
Sprihtrocknung oder Dispergierung mit hochtourigen Ruhrern und Ultraschall
(Speiser 1986, Domb 1993)] im Mikrometerbereich nicht ausreichend zerkleinert, um
sie z. B. intravends zu applizieren. Des Weiteren benétigten die entsprechenden
Methoden einen relativ hohen Tensidgehalt der Formulierungen, wodurch
physikalische Instabilitdten wegen der hohen Polydispersitat nicht auszuschliel3en
sind. Um diesen Nachteilen entgegen zu wirken, wurde mit den SLN ein neuartiges
Arzneistofftragersystem entwickelt, das durch Mikroemulsionstechnik bzw.
Hochdruckhomogenisation hergestellt wird (Gasco 1993, Miuller et al. 1993).
Bezuglich der physiologischen Vertraglichkeit bieten sie die gleichen Vorteile wie die
kolloidalen Fettemulsionen. Darlber hinaus bewirken sie eine langsamere Freisetzung
der inkorporierten Arzneistoffe und fiihren zu einer hoheren Stabilitat der

Nanopartikel.

Neben der Mikroemulsionstechnik und Hochdruckhomogenisation kamen im Laufe
der Zeit weitere Herstellungstechniken hinzu. Beispiele sind die superkritische



Flussigkeitsextraktion (Chen et al. 2006, Chattopadhyay et al. 2007), die Prazipitation
aus O/W-Emulsionen (Siekmann et al. 1996), die Spriihtrocknung-Methode (Zhang et
al. 2008), das Emulsions-Fallungsverfahren (Sjostrom et al. 1992), die
Phasenumkehr-basierte Technik (Heurtault et al. 2002), die Herstellung mit Hilfe
eines Membrankontaktors (Charcosset et al. 2005), die Emulsions-Diffusionstechnik
(Quintanar-Guerrero et al. 1996), die Solvent-Injection-Methode (Schubert et al.
2003) und die Doppel-Emulsions-Methode (Gallarate et al. 2009, Fangueiro et al.
2012).

Das oben erwdhnte Membranemulgieren, welches flr die Produktion von
monomodalen Nanoemulsionen eingesetzt wird, ist auch fir die Herstellung von
Lipidnanopartikeln anwendbar (Joseph et al. 2012). Die Produktionsparameter und
deren Einflisse wurden ausgiebig untersucht (Finke et al. 2012). Sogar eine
kontrollierte Kristallisation der Oltropfchen zu festen Lipid-Partikel konnte dank
dieses Mikrosystems erreicht und untersucht werden (Schoenitz et al. 2014). Somit
konnte die polymorphische Transformation der Lipide erforscht werden, welche eine
bedeutsame Rolle fur die Eigenschaften der Lipidnanopartikel spielt, wie z.B.

physikalische Stabilitat und Freisetzungsprofil des beladenen Stoffes.

Aulerdem stehen modifizierte Produktionsmethoden bzw. Kombinationen von
bekannten Methoden zur Verfligung. Beispiele sind: eine auf Mikrowellen basierende
Mikroemulsionstechnik (Shah et al. 2014), ein modifiziertes L6&sungsmittel-
verdampfungsverfahren, das auf der Doppel-Emulsions-Methode (Soares et al. 2013)
basiert sowie die Emulsions-Diffusionstechnik zusammen kombiniert mit der

Flussigkeitsextraktion (Campardelli et al. 2013).

Eine weitere Methode fir die Produktion der festen Lipidnanopartikel ist die
Schmelzextrusion, kombiniert mit der Hochdruckhomogenisation. Patil et al. haben
gezeigt, dass die Schmelzextrusion, welche sich bereits in der Grol3produktion
bewahrt hat, auch fur eine kontinuierliche Produktion der festen Lipidnanopartikel gut
geeignet ist (Patil et al. 2014).

Eine gute Ubersicht zu den unterschiedlichen Herstellungsmethoden bietet der Artikel
von Parhi et al. (Parhi et al. 2012). Jede der dort vorgestellten Techniken hat ihre VVor-

und Nachteile.



Vorrangig hat sich die Hochdruckhomogenisation aufgrund ihrer unkomplizierten
Uberfithrung in die Produktion im GroBmaRstab und ihre kurzen Herstellungszeiten
durchgesetzt. Sie ist eine anerkannte und bekannte Technik der Pharma-, Kosmetik-

und Lebensmittelindustrie und bendtigt keine toxischen, organischen Ldsemittel.

Fur die Herstellung mittels Hochdruckhomogenisation existieren im Wesentlichen
zwei verschiedene Varianten. Bei der sogenannten HeiRhomogenisation werden die in
der wassrigen Phase vordispergierten geschmolzenen Lipide homogenisiert (Schmelz-
homogenisation). Alternativ ist eine Hochdruckhomogenisation der durch Mahlen
vorzerkleinerten festen Lipide moglich (Kalthomogenisation, Maller et al. 2011). Dies
wird insbesondere fur die Inkorporation von hydrophilen Arzneistoffen, wie
beispielsweise Peptiden, in die Lipidmatrix vorgeschlagen (Almeida et al. 2007).
Jedoch verursacht die Kalthomogenisation groRere Partikel und breitere

PartikelgroRenverteilungen (Zur Mihlen 1996).

Bei der Hochdruckhomogenisation liegen die resultierenden Durchmesser der festen
Lipidnanopartikel der Hauptpopulation laut Patent im Bereich von ca. 40-1000 nm
(Muller et al. 1993). In der Regel kdnnen sie aber auf den Bereich 150-300 nm
eingegrenzt werden. Ein Durchmesser kleiner als 100 nm bzw. gréRer als zu 1000 nm
kann jedoch fiir bestimmte Zwecke produziert werden (Miller et al. 2011). Die
PartikelgroRe hangt sowohl von der Zusammensetzung der Formulierung als auch von
der Herstellung ab. Die Partikel bestehen im Allgemeinen aus einem bei Raum- und
Korpertemperatur festen Kern, welcher aus festen Lipiden oder lipidédhnlichen
Substanzen zusammengesetzt und mit einer Tensidhulle bedeckt und stabilisiert ist. In
der Regel sind diese Lipide oder lipidédhnlichen Substanzen entweder aus
physiologischer Herkunft und bioabbaubar oder besitzen GRAS-Status [engl.
»generally recognized as safe (FDA 2014)]. Somit vereinen sie die Vorteile der
Nanoemulsionen, Liposomen und Polymer-Partikel: Sie bieten wie die Emulsionen
eine gute Loslichkeit von lipophilen Wirkstoffen und sie sind wie die Liposomen gut
vertraglich (Mdaller et al. 2011, Lauterbach et al. 2015). Dank ihrem festen Kern, wie
der von Polymer-Partikeln, besitzen sie weitere spezielle Vorteile wie Schutz und
Verbesserung der chemischen Stabilitat labiler Wirkstoffe gegen chemische
Zersetzung und kontrollierte Wirkstoffabgabe inkorporierter Wirkstoffe (Souza et al.
2011).



Wegen ihrer geringen PartikelgroRe liegt ein weiterer Vorteil in ihren adhéasiven
Eigenschaften (de Vringer 1992, Wissing et al. 2001). AuBerdem kdnnen in ihrer
Lipidmatrix sowohl lipophile als auch hydrophile Wirkstoffe eingearbeitet werden.
Diese konnen gelost, dispergiert oder an der Oberflache adsorbiert vorliegen (Muller
et al. 1995). Der Ubersichtsartikel von Mehnert bietet einen guten Uberblick zu SLN
und ihren Einsatzmdglichkeiten (Mehnert et al. 2001). Nichtsdestotrotz besitzen SLN
einige Nachteile, die hauptséchlich in der Kristallstruktur und Polymorphie der Lipide

begriindet sind.

Polymorphie beschreibt das Auftreten mehrerer Kristallstrukturen bei ein und der-
selben chemischen Substanz. Sie ist eine typische Eigenschaft von Lipiden, welche
abhéngig von den thermodynamischen Bedingungen verschiedene Kristallstrukturen
ausbilden konnen (Sato 2001). Die drei Hauptmodifikationen der Glyceride werden
mit o, B und B benannt (Chapman 1962). In der genannten Reihenfolge nimmt die
thermodynamische  Stabilitdit bei  steigendem  Schmelzpunkt zu. Eine
Glyceridschmelze kristallisiert zundchst in die a-Modifikation. Wahrend der
Lagerung transformiert sie in die stabile B-Modifikation — entweder direkt oder tber
die metastabile ’-Modifikation. Die Umwandlung bei Lipiden ist meistens monotrop,
d. h. dass sich die Modifikation nur in eine hoher schmelzende Modifikation
transformiert. Die Transformation in die thermodynamisch stabilere 3-Modifikation
fuhrt zu einer groReren Packungsdichte der Fettsuren. Dies wird wiederum als
Ursache fur physikalische Instabilititen angenommen, wie z. B. die Aggregation, die
Gelbildung und der Ausschluss des inkorporierten Arzneistoffes (Bunjes et al. 1996,
Westesen et al. 1997a, Freitas et al. 1999a), wobei die Beladungskapazitat der SLN
schon aufgrund ihrer hochgeordneten kristallinen Matrix gering ist (Jenning et al.
2001). Diese grundsatzlichen Nachteile der SLN konnen durch gezielte Stérung des
Kristallgitters groRtenteils umgangen werden. Daflir werden den sogenannten
nanostrukturierten Lipidcarriern (NLC) neben festen Lipiden auch fliissige Lipide
zugemischt (Muller et al. 2011).

1.1.3 Nanostrukturierte Lipidcarrier (NLC)

Die zweite Generation von Lipidnanopartikeln, sogenannte nanostrukturierte
Lipidcarrier (engl. ,Nanostructured Lipid Carrier, NLC), stellen eine Weiter-
entwicklung konventioneller SLN dar (Muller et al. 1999). Wéhrend SLN ausschliel3-

lich mit festem Lipid hergestellt werden, bestehen die NLC aus einem Gemisch von
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festem Lipid und flissigem OIl. Durch die Zugabe von flussigem Lipid wird die
kristalline Ordnung des festen Lipids gestort — dennoch bleibt der feste Aggregat-
zustand der Partikel bei Raum- und Korpertemperatur erhalten.

Je nach Mischbarkeit und Menge des Olzusatzes entstehen in der heterogenen Lipid-
matrix Gitterfehlstellen (geringer Olzusatz) oder Ol-Nanokompartimente (hoher Ol-
zusatz). Da die lipophilen Wirkstoffe in Olen haufig eine hohere Loslichkeit als in
festen Lipiden zeigen, die Beladungskapazitat der Nanopartikel also erhoht ist, sind
NLC inshesondere fir eine dauerhafte Wirkstoffinkorporation geeignet (Muller et al.
2002, Andrade et al. 2014)

Dieser Unterschied in der Wirkstoffinkorporation von SLN und NLC wurde in dem
Review von Miiller et al. 2011 bildlich mit dem Beispiel des ,,symmetric brick wall*
und des ,,welch natural stone wall* dargestellt: Wie Mortel in der Wand kann sich der
Arzneistoff zwischen den Steinen platzieren. Die Lokalisation des Arzneistoffes hangt
von der Lipidmatrix, der Lipophilitdt, dem Arzneistoff selbst und aber auch dem
Tensid ab. Daruber hinaus kann zwischen den Fettsduren eine abgeschiedene
Olfraktion vorkommen, die bei der Abkihlung der geschmolzenen Lipidphase
entsteht, falls eine Ubersattigung der festen Lipidkomponente mit der geldsten

Olkomponente und eine dadurch bedingte Phasenseparation vorliegt.

Beziiglich der Lokalisation des Arzneistoffes und der abgeschiedenen Olfraktion
existieren verschiedene Ansichten (Abbildung 1.1-1):

go
.A .B .C .[) E .F

Abbildung 1.1-1: Diskutierte Modelle der Verteilung des fllssigen Lipids im festen Lipid und der daraus
resultierenden Wirkstoffverteilung (Keck et al. 2013, Peters 2014)

. Das wirkstoffhaltige flissige Lipid ist in einer festen Partikelmatrix
homogen verteilt (A).

. Das wirkstoffhaltige fliissige Lipid befindet sich in Nanokompartimenten,
welche im Inneren der festen Lipidmatrix gekapselt sind (B).



. Das wirkstoffhaltige flussige Lipid befindet sich im Inneren der
Lipidmatrix als ein zusammenhéngender Kern (C, ,,Core-Shell-Model®).

. Das wirkstoffhaltige flissige Lipid befindet sich in einer Lipid-Hulle,
welche einen wirkstofffreien Lipidkern ummantelt (D).

. Das wirkstoffhaltige flussige Lipid liegt als Tropfen neben dem Lipid-
Partikel vor oder ist an dessen Oberflache adsorbiert (E).

. Das wirkstoffhaltige fliissige Lipid bewegt sich frei in der Dispersion (F).

A, B und C sind Modelle fir eine erfolgreiche Wirkstoffverkapselung, die eine
verlangerte Freisetzung ermdglichen wirden. Bei den Modellen D, E und F ist der
Arzneistoff nicht von den Lipidnanopartikeln geschiitzt, womit eine verlangerte

Freisetzung nicht moglich waére.

Lipidnanopartikel — sowohl SLN als auch NLC — kdénnen in unterschiedlichen Be-
reichen appliziert werden. Eine parenterale Applikation kann durch weitgehend
mikropartikelfreie und sterile Systeme ohne Probleme ermdglicht werden. Des Weite-
ren kénnen Lipidnanopartikel-Dispersionen flr perorale Applikationen lyophilisiert
(Burra et al. 2013) oder spruhgetrocknet (Freitas et al. 1998) werden. Obwohl die
Motivation fir Lipidnanopartikel in der parenteralen und peroralen Applikation
begrindet war, sind sie inzwischen insbesondere fir topische Applikationen
interessant (Jenning et al. 2000b, Wissing et al. 2002b, Hommaoss 2009, Pardeike et
al. 2010). Okulare Anwendungen sind ebenso moglich (Baig et al.), fir pulmonale
Applikationen konnen die Lipidnanopartikel vernebelt werden (Pardeike et al. 2011).
Der Artikel von Mdller et al. bietet eine gute Zusammenfassung zu den
Einsatzmaoglichkeiten von Lipidnanopartikeln (Maller et al. 2011). Eine Ubersicht zu
den parenteralen, dermalen bzw. pulmonalen Applikationen ist bei Joshi et al. 2009,
Pardeike et al. 2008 bzw. bei Weber et al. 2014 zu finden.

Neuste Erkenntnisse belegen die Bedeutung von Lipidnanopartikeln: Die Ergebnisse
von Lim et al. haben gezeigt, dass NLC ein potenzielles Tragersystem fir den
Transport von Itrakonazol Uber die Blut-Hirn-Schranke sein kann (Lim et al. 2014).
Die in vivo Studie an Méausen hat gezeigt, dass mit Itrakonazol-beladenen NLC eine
gegenuiber dem reinen Itrakonazol hohere Konzentration am Gehirn erreicht werden
kann. Die Verwendung von Lipidnanopartikeln als Trager und der Zusatz von
Tween 80 als Tensid haben zur Permeabilitdt von Itrakonazol tber die Blut-Hirn-
Schranke beigetragen.



Des Weiteren haben Joshi et al. gezeigt, dass die Antimalaria-Aktivitdt von
Artemether-beladenen NLC (Nanoject) im Vergleich zu den vermarkteten
injizierbaren Formulierungen bedeutsam hoher ist (Joshi et al. 2008a). Die
Antimalaria-Aktivitat von Nanoject bestand (ber eine ldngere Dauer (mehr als 20
Tage), was in einer langeren in vivo Zirkulation von Nanoject resultierte. AuRerdem
fihrt Nanoject im Vergleich zu den vermarkteten Formulierungen zu einer bedeutsam
héheren Uberlebensrate (60%).

Eine vielversprechende Innovation der Lipidnanopartikel-Forschung ist die
Anwendung mathematischer Modelle, um malgeschneiderte PartikelgréRen mit einer
hdchst moglichen Arzneimittel-Beladung herzustellen. Rahman et al. haben mit Hilfe
einer Box-Behnken Versuchsplanung gezeigt, dass eine gute Ubereinstimmung
zwischen prognostizierten und gemessenen Werten fir physikalische Eigenschaften

wie PartikelgréRe und Oberflachenladung erreichbar ist (Rahman et al. 2010).

1.1.4 Bestandteile einer typischen NLC-Formulierung

Allgemeine Bestandteile einer typischen NLC-Formulierung sind feste und flussige
Lipide, Emulgatoren (Tenside) und Wasser. Die genaue Wahl der Bestandteile hangt
in erster Linie von der Applikationsroute und weiteren Eigenschaften wie Freisetzung,
Zielort usw. ab.

1.14.1 Lipide
Hénsel definiert Lipide wie folgt: ,,Lipide ist eine Sammelbezeichnung fiir Fett und
fettahnliche Stoffe, die sich als in Wasser schwer l6sliche Verbindungen aus
pflanzlichem oder tierischem Gewebe mit lipophilen Lésungsmitteln, z. B. Petrolather

oder Chloroform, extrahieren lassen.“ (Hé&nsel et al. 2009).

Lipide dienen als Aufbauelement der Zellmembranen (Phospho- und Glykolipide)
oder stellen Energiespeicher (Triacylglyceride) dar. lhrer Polaritdt nach wird
zwischen neutralen und amphiphilen Lipiden unterschieden. Zu den neutralen Lipiden
zahlen die Fettsauren (e.g. Stearinsdure), die Triacylglyceride (e.g. Tristearin) und die
Wachse (e.g. Cetylpalmitat). Sie sind fur die Produktion der Lipidnanopartikel
besonders wichtig. In der pharmazeutischen Industrie finden Lipide Einsatz in
Fettemulsionen zur parenteralen Erndhrung, in Suppositorien und in peroralen
Arzneiformen (Ph.Eur. 2008).
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Triacylglyceride (auch Triglyceride genannt) sind die Hauptbestandteile naturlicher
Fette und Ole und bezeichnen Ester des Glycerols (Glycerins), in denen alle drei

Hydroxygruppen des Glycerols mit Fettsduren verestert sind.

Triacylglyceride unterscheiden sich nach Art und Position der drei mit Glycerin
veresterten Fettséduren. Bei einsaurigen Glyceriden sind alle drei OH-Gruppen mit
derselben S&ure verestert. Beispiele hierflir sind Tristearylglycerid und
Trioleylglycerid. Triacylglyceride zeichnen sich dadurch aus, in verschiedenen
polymorphen Formen zu kristallisieren. Studien zeigen, dass die Stabilitat der
Lipidnanopartikel stark von der Kristallstruktur des verwendeten Lipids abhédngig ist
(Freitas et al. 1999a, Bunjes et al. 2005). Auflerdem sind sowohl die resultierenden
PartikelgroRen der Lipidnanopartikeldispersionen (Zur Muhlen 1996) als auch die
Freisetzung der inkorporierten Wirkstoffe vom in der Rezeptur verwendeten Lipid

abhangig (Hommoss et al. 2007).

1.1.4.2 Emulgatoren

Emulgatoren sind oberflachenaktive Substanzen (Tenside), die in geringen Mengen
die Bildung einer Emulsion erleichtern oder ihre kolloidale Stabilitat durch die Ver-
hinderung von Aggregationen und/oder von Koaleszenzen steigern. Sie werden an
Grenzflachen adsorbiert, senken die Grenzflachenspannung zwischen den Phasen und
ermoglichen so die Bildung von Lipidnanopartikel-Dispersionen. Sie besitzen
amphiphile Strukturen und kénnen Mizellen bilden (Bultmann 2003). Die Wahl des
Emulgators und dessen Konzentration ist in erster Linie fur die physikalische
Stabilitdt der Dispersionen bedeutsam (Muller et al. 1995, Cavalli et al. 1998).
AuBerdem beeinflussen Emulgatoren die sonstigen Dispersionseigenschaften wie
PartikelgroRe, PartikelgroRBenverteilung, Oberflachenladung und Kristallinitat der
Lipidnanopartikel (Bunjes et al. 2003, Keck et al. 20144, Sarpietro et al. 2014). Daher
beeinflussen Emulgatoren auch andere Eigenschaften der Lipidnanopartikel, wie
Okklusion oder Freisetzung des Wirkstoffs (Hommoss et al. 2007).

Die letzten Studien zeigen, dass die Produktion maligeschneideter Lipidnanopartikel-
Dispersionen mit besonders kleinen TeilchengréRen durch die Wahl der Emulgatoren
nach ihrem HLB-Wert mdéglich ist (Keck et al. 2014b).
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1.1.4.3 Wirkstoffe

Diverse Wirkstoffe wurden bereits in Lipidnanopartikel eingearbeitet. Beispiele dafir
sind: Vitamine wie Vitamin E (Dingler et al. 1999), Vitamin D (Patel et al. 2012),
Vitamin A (Jenning et al. 2000a) und Vitamin C (Guney et al. 2014), Hormone wie
Insulin (Gallarate et al. 2009, Soares et al. 2013), Zytostatika wie Doxorubicin
(Fundaro et al. 2000), Docetaxel (Venishetty et al. 2013) und Topotecan (Souza et al.
2011), Antioxidantien wie Coenzym Q10 (Wissing et al. 2004, Pardeike et al. 2010),
Quercetin (Aditya et al. 2014), Resveratrol (Teska¢ et al. 2010), Rosmarinsdure
(Campos et al. 2014) und Anthocyane (Ravanfar et al. 2016), Antimykotika wie
Clotrimazol (Souto et al. 2004), Amphotericin B (Butani et al. 2016) und Griseofulvin
(Tan et al. 2016b), Antibiotika wie Roxithromycin (Wosicka-Frackowiak et al. 2015)
und Tobramycin (Moreno-Sastre et al. 2016), Antiphlogistika wie Ibuprofen
(Lamprecht et al. 2004), Flurbiprofen (Gonzélez-Mira et al. 2011) und Curcumin
(Noack et al. 2012), Tuberkulostatika wie Rifabutin (Gaspar et al. 2016) und Isoniazid
(Bhandari et al. 2013) oder Triptane wie Sumatriptan (Hansraj et al. 2015).

In dieser Arbeit wird Menthol als Wirkstoff in Lipidnanopartikel eingearbeitet. Die
Loslichkeitseigenschaften von Menthol stellen eine besondere Herausforderung bei
der NLC-Herstellung mittels HeiRhochdruckhomogenisation dar (siehe folgenden
Abschnitt).

1.1.4.3.1 Menthol — Chemische Struktur, Herkunft und Eigenschaften

Menthol ist ein zyklisches Monoterpen (CioH200, M, = 156.27 g/mol, Abbildung
1.1-2) und kommt in Pflanzen der Gattung Mentha vor (BASF 2013). Menthol liegt
als Hauptkomponente der Pfefferminzdle vom Piperita-Typ und der Minzdle vom
Mentha-arvensis-Typ sowohl frei vor (30% - 55%), als auch gebunden an Essig- und
Isovaleriansdaure (Estermenthol; 3% - 12%). Je nach Varietat, Boden, Klima, Gewin-
nung (Trocknungsdauer der Pflanzen) und Rektifikation &ndert sich die Zusammen-
setzung dieser Ole und ihr Mentholgehalt (Hansel et al. 2009). Wegen ihrem hohen
Mentholgehalt werden Minzdle im grolRen MaRstab zur Gewinnung von nattrlichem
Menthol benutzt.
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Abbildung 1.1-2: Strukturformel von Menthol (Hansel et al. 2009)

Das Europdische Arzneibuch kennt zwei Monographien fur Menthol, eine fur nattr-
liches, linksdrehendes (-)-Menthol (Levomentholum) und eine flr racemisches
Menthol (Mentholum racemicum, Ph.Eur. 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
Levomentholum verwendet. Natirlich gewinnt man Levomentholum aus Minzélen
(Eccles 1994), es kann jedoch auch partial- und vollsynthetisch aus Citral (BASF
2012), (+)-Citronellal, Phellandren, (-)-Piperiton, (+)-A3-Caren und aus racemischem
Menthol gewonnen werden (Hansel et al. 2009). Sein Geruch wird als sliR-minzig,

kihl und frisch beschrieben. Es schmeckt nach Pfefferminze.

Bei Raumtemperatur ist Levomenthol praktisch unléslich in Wasser, jedoch leicht
I6slich in Lipiden, insbesondere in fliissigen Lipiden, sowie in flussigem Paraffin. Mit
zunehmender Temperatur steigt seine Loslichkeit in Wasser an (Shotipruk et al.
2001), weshalb das Menthol nicht vollstandig im Lipidnanopartikel inkorporiert
vorliegt. Dies ist der wesentliche Unterschied zwischen Menthol und anderen
lipophilen Wirkstoffen, welche in zahlreichen friheren Studien in Lipidnanopartikel
eingearbeitet wurden. Laut Literatur besitzt Menthol zwei Modifikationen mit den
Schmelzpunkten 35°C und 43°C (Corvis et al. 2012).

1.1.4.3.2 Wirkung und Anwendung von Menthol

Menthol wird weit verbreitet in der Pharma-, Kosmetik- und Lebensmittelindustrie
eingesetzt. Aufgrund seines minzig-frischen Geruchs und pfefferminzartigen Aromas
erhoht es die Verbraucherakzeptanz. Aulerdem erweitert es bei der topischen
Anwendung die Blutgefdlle und verursacht somit ein erfrischendes Kaltegefunhl,
wodurch es juckreiz- und schmerzlindernd wirkt (H&ansel et al. 2009).

Menthol wird in vielen rezeptpflichtigen und nicht-rezeptpflichtigen Produkten zur

oralen oder dermalen Anwendung verwendet (Patel et al. 2007) — unter anderem zur
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Behandlung von Hauterkrankungen, Erkéltungen, Schnupfen und Sportverletzungen,
meistens im Konzentrationsbereich von 0,1% bis 1%. Seine juckreizstillenden
(Bromm et al. 1995), lokalanasthetischen (Galeotti et al. 2002, Watt et al. 2008),
antimikrobiellen (antibakteriellen und antimykotischen) (Iscan et al. 2002, Schelz et
al. 2006), entziindungshemmenden (Juergens et al. 1998) und penetrationsfordernden
Eigenschaften (Yener et al. 2003, Williams et al. 2004) werden in verschiedenen
Formulierungen zur dermalen Anwendung genutzt. Aulerdem werden beispielsweise
die folgenden Wirkstoffe mit Menthol kombiniert: Ketoprofen (Wu et al. 2001,
Huang et al. 2007), Tiaprofenséure (Okyar et al. 2008), Propranolol (Zahir et al. 1998)
und Nicardipinhydrochlorid (Krishnaiah et al. 2002). Auch wird Menthol oral fir
Magen-Darm-Erkrankungen als Karminativum und gallentreibendes Mittel verwendet
(Pittler et al. 1998). Dariiber hinaus schlug Borhani-Haghighi et al. fir die
Behandlung der gewdhnlichen akuten Migrane eine 10%ige Menthol-Lésung vor
(Borhani-Haghighi et al. 2010) und Panahi et al. stellte in seiner Arbeit die
Verwendung von Menthol zur Behandlung chronischer Hautveranderungen nach
Senfgasexplosionen vor (Panahi et al. 2007). Weitere Verwendung findet Menthol

z. B. in Zigaretten, Kaugummis, Parfimen, Hygieneartikeln und Insektiziden.

1.1.4.3.3 Wirkmechanismus

Das durch Menthol gegebene Kélteempfinden wird durch die Bindung von Menthol
an den Kélterezeptor CMR1 (cold- and menthol-sensitive receptor 1) bzw. an den
Rezeptor TRPMS8 (transient receptor potential melastatin 8 aus der Familie der TRP-
Kandle) ausgeldst (Hansel et al. 2009).

TRPMS8 ist ein Ligand-gesteuerter, nichtselektiver Kationenkanal, der fiir Ca*
permeabel ist. Er dient als Sensor fiir die Kélteempfindung an trigeminalen Ganglien
und Nervenfasern der Zunge. Er wird physiologisch durch kiihle Temperaturen
aktiviert. Ebenso wird er auch durch Naturstoffe wie Menthol, Menthon, Eucalyptol
und Icilin aktiviert und fihrt zu einer Erhéhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration und der Auslosung eines Aktionspotentials, das zu
Kélteempfindung und Schmerz fuhrt. Die Aktivierung von TRPM8 durch Menthol

findet bei Temperaturen zwischen 25°C und 28°C statt.
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1.1.4.3.4 Unerwinschte Wirkungen und Kontraindikationen

Als unerwinschte Wirkungen von Menthol kdnnen allergische Reaktionen wie
Kontaktdermatitis, Uberempfindlichkeit, Augenreizung und Hautreizung bei Zube-
reitungen mit hoher Konzentration gezahlt werden. Konzentrierte D&mpfe von
Menthol und Zubereitungen aus Menthol sind fir Sauglinge und Kleinkinder kontra-
indiziert, da sie zu einem Laryngospasmus und Kollaps fuhren kénnen, wobei diese

moglichen Nebenwirkungen nicht mentholspezifisch sind (Hansel et al. 2009).

1.1.5 Methoden fur die Entwicklung, Herstellung und Freisetzungs-
untersuchungen

In diesem Teil der Einleitung werden Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit
optimiert wurden (Abschnitt 1.2, Zielsetzung), vorgestellt. Detaillierte Darstellungen —
sowie Erlauterungen zu weiteren Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit ebenso

eingesetzt wurden — sind in Kapitel 2.2 ,, Materialien und Methoden ““ zu finden.

1.1.5.1 Screening-Verfahren fur die Rezepturoptimierung

1.1.5.1.1 Lipid-Screening

Zwecks Zeit- und Kostenreduktion ist bei der Entwicklung einer Lipidnanopartikel-
Formulierung bereits vor der Produktion eine Vorhersage fir die optimale
Zusammensetzung einer stabilen Dispersion erwinscht. Hierfir werden (blicherweise
beginnend mit Lipid-Screening und anschlieBendem Tensid-Screening eine Reihe von
Untersuchungen durchgefuhrt. Das Lipid-Screening umfasst jene Untersuchungen, die
die Eignung eines Lipides fiir die Beladung mit einem Wirkstoff feststellen. Haufig
wird beim Lipid-Screening zunéchst die Loslichkeit des Wirkstoffes im untersuchten
Lipid visuell berprift (Radtke 2003). Dazu wird das Lipid mit dem Wirkstoff in
verschiedenen Konzentrationen in Vials gemischt. Um die maximale Beladung von
flissigem Lipid in festem Lipid zu identifizieren, werden festes und flissiges Lipid in
unterschiedlichen Verhéltnissen gemischt, bis tber den Schmelzpunkt des festen
Lipides hinaus erhitzt und dann auf Raumtemperatur heruntergekihlt. Nach der
Kihlung wird ein Stlick der verfestigten physikalischen Mischung auf einem
Filterpapier angebracht, um mit der sogenannten Filterpapiermethode die Gite der

Beladung festzustellen.

Nach einer Vorauswahl kdnnen dann die ausgewahlten Mischungen mittels der
Dynamischen Differenzkalorimetrie (DSC) (Abschnitt 1.1.5.4 und 2.2.2.6) analysiert
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und auf ihr Kristallisationsverhalten hin untersucht werden. Dieses Vorgehen ist
jedoch meist mit groRem zeitlichem Aufwand verbunden. In Kapitel 3.1 dieser Arbeit

werden unter anderem alternative Methoden evaluiert.

1.1.5.1.2 Tensid-Screening mittels Kontaktwinkelmessungen

Nach Wahl der geeigneten Lipidkomponenten besteht die ndchste Stufe der
Rezepturoptimierung in der Auswahl der geeigneten Tenside. Tenside verringern die
Grenzflachenspannung zwischen den Phasen und ermdglichen so die Bildung von
Lipidnanopartikel-Dispersionen. Somit beeinflussen sie die Stabilitdt der
Dispersionen sowie die sonstigen Dispersionseigenschaften wie PartikelgroRe,
PartikelgroRenverteilung, Oberflachenladung und Partikelkristallinitat (Bunjes et al.
2003, Schubert et al. 2005, Kovacevic et al. 2011). Nur ihre korrekte Auswahl
ermoglicht malgeschneiderte, physikalisch stabile Lipidnanopartikel mit den
gewiinschten Eigenschaften.

Ein verbreitetes Vorgehen zur Bestimmung eines geeigneten Tensids flr eine physi-
kalisch stabile NLC-Dispersion ist die Herstellung verschiedener Formulierungen mit
variierendem Emulgator und die anschliefende Bestimmung der physiko-chemischen
Eigenschaften wie Partikelgrofie, Oberflachenladung und Stabilitat. Dieses Verfahren
ist jedoch zeit- und kostenaufwandig. Eine kostengunstige Alternative fir das Tensid-
Screening ist die Kontaktwinkelmessung via Goniometer (Pardeike 2009, Al Shaal
2011). Sie ermoglicht es die Benetzungsfahigkeit einer Testfllssigkeit auf einer
Testoberflache zu untersuchen. Die Kontaktwinkelmessung via Goniometer wird
bereits in vielen technologischen Prozessen wie z. B. bei der Tablettierung und der
Herstellung von Suspensionen benutzt (Bauer et al. 1999). Bei Kontaktwinkel-
messungen fir die Formulierungsoptimierung eines NLC-Systems simuliert die
Testflussigkeit das Dispersionsmedium. Dabei entspricht die Oberflache der
Lipidnanopartikel der Testoberflache. Geeignete Tenside verringern die
Grenzflachenspannung zwischen der Testflissigkeit und der Testoberflache. Sie
schaffen niedrige Kontaktwinkel, wodurch auf eine hohe Benetzungsféhigkeit der
Tenside geschlossen werden kann. Im Gegensatz dazu haben die Tenside mit hohem
Kontaktwinkel eine geringe Benetzungsfahigkeit (
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Abbildung 1.1-3).
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Abbildung 1.1-3: Zwei Beispiele fur die verschiedenen Tropfenformen und unterschiedlichen
Kontaktwinkel, die je nach Tensid entstehen kdnnen. Ein Kontaktwinkel von 180° bedeutet keine
Benetzung; hingegen entspricht ein Kontaktwinkel kleiner als 45° einer guten Benetzung.

1.1.5.2 Herstellung der Lipidnanopartikel mittels Hochdruckhomogenisation

Wie bereits in Abschnitten 1.1.1 und 1.1.3 erldutert wurde, stehen unterschiedliche
Herstellungsmethoden fiir die Produktion der Lipidnanopartikel zur Verfugung.
Wegen den in Abschnitt 1.1.1 aufgefiihrten Vorteilen und der Moglichkeit eines
Scale-up, ist die Hochdruckhomogenisation stark verbreitet (Mehnert et al. 2001,
Patwekar et al. 2014). Bei einer Homogenisation mit einem Kolben-Spalt-
Homogenisator ist fur die Zerkleinerung der geschmolzenen, inneren Lipidphase ein
kombinierter Mechanismus aus Kavitation und Turbulenz verantwortlich (Jahnke
2001). Eine gute Ubersicht zur Anwendung der Hochdruckhomogenisation fiir die
Herstellung von Lipidnanopartikeln bietet der Artikel von Mehnert et al. (Mehnert et
al. 2001). Ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen Homogenisatoren liefert der
Artikel von Liedke et al. und die Dissertation von Wissing (Liedtke et al. 2000,
Wissing 2002).

Die Produktionstemperatur fur die Herstellung von NLC liegt typischerweise bei etwa
10 - 15°C oberhalb des Schmelzpunktes des am héchsten schmelzenden Lipids, das in
der Rezeptur auftritt (Jenning et al. 2002, Wissing et al. 2002a, Souto et al. 2006). Der
Grund dafur ist die Abnahme der Viskositat bei zunehmender Temperatur. Allgemein
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gilt: Je geringer die Viskositét ist, desto Kleiner sind die Partikel der endgltigen
Dispersion (Jahnke 2001).

Die am h&ufigsten verwendeten Homogenisationsdriicke fur die Herstellung der
Lipidnanopartikel sind derzeit 500 bar und 800 bar (Hommoss 2009, Severino et al.
2012). Jedoch kann eine Reduzierung des angewandten Drucks und eine Reduzierung

der Zyklen dabei helfen Produktionskosten zu sparen.

Frihere Studien zeigten, dass der Lipidgehalt in der wassrigen Phase bis auf 95%
erhoht werden kann (Mdller et al. 1999). Da die NLC-Dispersionen hdaufig als
Konzentrat in das Endprodukt zugemischt werden, werden Dispersionen mit
mdoglichst hoher Lipidkonzentration hergestellt. Jedoch kann bereits eine 5-10%
Erh6hung des Lipidgehalts groRRere Partikel im Mikrometerbereich und eine breitere
PartikelgroRenverteilung verursachen, was wiederum zu einer Partikelagglomeration
fihren kann (Zur Muhlen 1996). Daher muss fur eine stabile Dispersion grundsatzlich

eine optimale Konzentration der Lipidphase gefunden werden.

1.1.5.3 PartikelgroBenanalytik mittels Laserdiffraktometrie
Fur die Charakterisierung der Lipidnanopartikel-Dispersionen und auch fir andere
kolloidale Systeme ist die PartikelgroRenanalytik essenziell. Eine erfolgreiche
Entwicklung von kolloidalen Arzneistofftragersystemen basiert darauf, eine
angemessene PartikelgroRe zu gewahrleisten und zeitabhangige Veranderungen in der
PartikelgroBe zu verhindern, um somit die physikalische Stabilitat wahrend der
Haltbarkeitsdauer des Produktes sicher zu stellen. Hierzu muss die Partikelgrofie
korrekt analysiert werden. Nur so konnen die Unterschiede, die z.B. durch
Produktionsparameter, Konzentration und Art der Stabilisatoren, Lagerung usw.
verursacht werden, identifiziert und optimiert werden. Eine friihe Unterscheidung
zwischen ,guten und schlechten" Proben verbessert die Entwicklung der
Formulierungen — Zeit und Kosten kénnen gespart werden. Des Weiteren dient die
PartikelgroRenanalytik der Bestimmung der physikalischen Stabilitat der kolloidalen
Systeme. Fir die PartikelgroRenanalytik wurden mikroskopische Methoden (z. B.
Rasterelektronenmikroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie und Rasterkraft-
mikroskopie), die Zentrifugalsedimentation (Anderson et al. 2013), die Feld-Fluss-
Fraktionierung (Contado et al. 2007), Coulter Counter (Coulter 1953) und
Lichtstreutechniken (z. B. dynamische oder statische Lichtstreuung) entwickelt. Jede
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dieser Methoden besitzt einige Vor- und Nachteile, keine dieser Techniken ist allein
in der Lage, ein kolloidales System vollstdndig zu charakterisieren. Daher wird in der
Praxis sehr oft eine Kombination verschiedener Methoden verwendet (Mehnert et al.
2001).

Laserdiffraktometrie (LD) ist statische Lichtstreuung und gehort fir viele Forschungs-
gruppen zum Standardmessverfahren der PartikelgroRenanalyse. Sie beruht auf der
Analyse der Lichtbeugungsmuster an dispergierten Teilchen, die entstehen, wenn
Teilchen unterschiedlicher GroRe in den Strahlengang eines Lichtstrahles eingebracht
werden. Bei der Laserdiffraktometrie wird Laserlicht als Lichtquelle genutzt, welches
mittels eines optischen Systems aufgeweitet wird und anschlieBend auf die Probe
trifft. Somit werden radialsymmetrische Beugungsspektren erzeugt (Fraunhofer-
Beugung). Eine Fourier-Linse fokussiert die Beugungsspektren der Teilchen auf eine
Stelle eines Multielement-Detektors, unabhéngig von der Position der dispergierten
Teilchen. Der Beugungswinkel an einem dispergierten Teilchen hdngt umgekehrt
proportional vom Partikeldurchmesser ab. Kleine Partikel fihren aufgrund ihrer stark
gekrimmten Oberflache zu groflen Beugungswinkeln, und somit zu einer starken
Intensitat des gebeugten Laserlichtes auf den duBeren Ringsegmenten des Detektors.
AnschlieBend wird aus den Beugungsspektren mittels mathematischer Analyse die

vorliegende PartikelgroRenverteilung ermittelt (Mdiller et al. 1996).

Grundsétzlich kann die PartikelgroBenverteilung numerisch und volumetrisch
berechnet werden (Scientific 2014). Meistens wird jedoch die Volumenverteilung
angegeben, mit der sich der prozentuale Anteil bestimmter PartikelgroRen am
Gesamtvolumen erkennen l&sst. Zur Charakterisierung der Verteilung werden
standardmafig die Durchmesser d(v)0,50 und d(v)0,95 oder d(v)0,99 herangezogen.
Zum Beispiel gibt d(v)0,95 den Wert an, fur den genau 95% der Teilchenpopulation
einen kleineren Wert haben. Der Wert d(v)0,95 gilt als ein kritisches MaR fir

mogliche Mikropartikel neben der feinen Hauptfraktion in der Probe.

Vorteil der Laserdiffraktometrie ist, dass sowohl kleine Partikel (< 20 nm) als auch
groRere Teilchen und Agglomerate (bis zu 2 mm) detektiert werden kénnen und fast
jedes System analysierbar ist (Keck 2012). AuBerdem fihrt sie zu kurzen
Vorbereitungs- und Messzeiten und ist relativ einfach zu bedienen. Als ein Nachteil
erweist sich die Notwendigkeit der starken Verdunnung der Probe vor der Messung,

was zur Storung eines vorhandenen physiko-chemischen Gleichgewichts flihren kann.
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Die Folge kénnen Aggregation und Koaleszenz sein, die sich dann wiederum in einer
veranderten PartikelgroRe niederschlagen (Daniels 2004). Eine gute Ubersicht zur
PartikelgroRenanalyse kolloidaler Systeme mittels LD und den zu beachtenden
Fehlerquellen bieten zwei Artikel von Keck und die Dissertation von Keck (Keck
2006, Keck et al. 2008, Keck 2010). Demnach sind Fehlerquellen:

« Die Verwendung der Fraunhofer-Naherung oder die Anwendung der Mie-
Theorie mit falschen optischen Parametern (Keck 2006, Keck et al. 2008).

« Die Uberwertung von kleinen Partikeln in einem System, das Nanopartikel
und grollere Teilchen gleichzeitig enthalt, wodurch zusatzliche Techniken
verwendet werden missen, die den Messbereich erweitern (Keck 2006,
Keck et al. 2008)

» Die Instabilitat der Probe wahrend der Messung (z. B. Auflosung von Arznei-
stoff-Nanokristallen) (Keck 2006, Keck 2010)

Werden diese Fehlerquellen nicht beachtet und beseitigt, so kann es zu falschen und /

oder nicht reproduzierbaren Ergebnissen kommen.

In Kapitel 4.1 dieser Arbeit wird die Partikelanalyse mittels Laserdiffraktometrie auf

weitere mogliche Fehlerquellen untersucht.

1.1.5.4 Kiristallinitatsuntersuchungen mittels dynamischer Differenzkalorimetrie
(DSC)

Mit Hilfe der dynamischen Differenzkalorimetrie (engl. ,Differential Scanning
Calorimetry*, DSC) konnen Prozesse untersucht werden, die mit einer Warmeabgabe
(endotherme Prozesse, z. B. Schmelzen, Sublimation, Dehydratation, Zersetzung), mit
einer Warmeaufnahme (exotherme Prozesse, z. B. Kristallisation, Kondensation,
Oxidation) oder mit einer Anderung der Warmekapazitét der Probe (z. B. beim Glas-
ubergang) einhergehen. Im pharmazeutischen Bereich wird die DSC beispielweise zur
Bestimmung von Umwandlungstemperaturen, Enthalpien, Polymorphie, Reinheits-

graden und Arzneistoff-Hilfsstoff-Inkompatibilitaten benutzt.

In der Lipidnanopartikel-Forschung wird DSC insbesondere bei der Untersuchung auf
Polymorphie und der Untersuchung auf Schmelz- und Rekristallisationsverhalten der

Teilchen bzw. jeweiligen Ausgangsprodukte eingesetzt. Mittels DSC kann unter
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anderem der feste Aggregatzustand der Lipid-Partikel nachgewiesen werden
(Westesen et al. 1995, Freitas et al. 1999a, Bunjes et al. 2003). Dariiber hinaus kénnen
mittels DSC mdgliche Wechselwirkungen zwischen Wirkstoffen und Lipidmatrices
untersucht werden (Bunjes et al. 2002, Kovacevic et al. 2011), was zu einer Anderung

des Schmelzverhaltens der Lipide fiihren kann.

Castelli et al. haben mittels DSC die Wirksamkeit der Arzneimittel-Verkapselung von
NLC bestimmt, welche von der Kristallinitat der Lipidbestandteile abh&ngt. Dabei
haben sie die statischen sowie die dynamischen DSC Methoden verwendet und

versucht die Ol-Kompartimente im festen Lipid nachzuweisen (Castelli et al. 2005).

Weitere Beispiele fir die DSC-Nutzung sind die Arzneistofflokalisation durch
Kombination mit anderen Verfahren (Westesen et al. 1997a) und das von de Vringer
etablierte Verfahren zur Charakterisierung topischer Systeme mit darin enthaltenen
Lipid-Partikeln (de Vringer et al. 1995). DSC ermdglicht es, die Existenz und

Stabilitét fester Lipidnanopartikel nachzuweisen.

Fur detaillierte Informationen, sowie Erklarungen der Messprinzipien siehe
,, Materialien und Methoden *“ in Abschnitt 2.2.2.6 und Hemminger et al. (Hemminger
etal. 2012).

Wie jede Methode besitzt auch die DSC versteckte Fehlerquellen, die bei einer
Messung unbedingt beseitigt bzw. beachtet werden missen, wie z. B. der Einfluss des
Wassergehaltes der Probe. So liegt die Probenmenge, die fir eine DSC-Messung
benétigt wird, bei festen Materialien zwischen 1 mg und 2 mg. Fir in Wasser
dispergierte  Lipidnanopartikel ist die  Probenmenge  abhdngig  vom
Lipidphase/Wasserphase-Verhdltnis der Dispersion. Liegt beispielsweise eine
Lipidnanopartikel-Dispersion mit einer 10% Lipidphase vor, so betrégt die bendtigte
Probenmenge 15 mg, um eine Probe mit 1,5 mg Lipidnanopartikeln zu erhalten. Fiir
eine 5%ige Lipidnanopartikel-Dispersion ware hingegen eine 30 mg DSC-Probe
notig, um die gleiche Menge an Lipidnanopartikeln zu gewéhrleisten. Die erste Probe
hatte einen Wassergehalt von 13,5 mg, die zweite mit 28,5 mg einen mehr als doppelt

so grolien.

In Kapitel 4.2 dieser Arbeit wird der Einfluss des Wassergehalts auf die DSC-

Ergebnisse untersucht.
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1.1.5.5 OkkKlusivitatsuntersuchungen
Okklusion kommt von dem lateinischen Wort ,,occlusio“ und heifst wortlich
VerschlieBung. Aus pharmazeutischer Sicht stent Okklusion fur luft- und
wasserundurchlassiges Abdecken von Hautarealen (Wikipedia 2014). Beispiele fur
okklusive Materialien sind Okklusivfolien aus Kunststoff, lipophile Grundlagen wie
Kohlenwasserstoffgrundlagen und Fette sowie deren W/O-Emulsionen. Das
Auftragen okklusiver Materialien ist eine von zwei Mdglichkeiten, um den
Wassergehalt der Haut zu erhdhen (Wissing et al. 2001). Die Filmbildung nach
dermaler Anwendung reduziert bzw. verhindert den transepidermalen Wasserverlust.
Der Wassergehalt wird erhoht und die Hautfeuchtigkeit steigt in die Folge an. Der
Nachteil von vielen okklusiven Materialen und Formulierungen ist, dass sie stark
fettend, glanzend und daher ihre Applikation unangenehm sein kann.
Lipidnanopartikel stellen eine Alternative dar: Sie bilden ein hoch okklusives

Material, jedoch ohne die zuvor genannten Nachteile aufzuweisen.

Das Vorliegen von Okklusivitdt kann in vivo (Pardeike et al. 2010) und in vitro
Uberprift werden. Eine in vitro Bestimmung wird typischerweise mittels einem
Okklusionstest nach de Vringer durchgefihrt (de Vringer 1992).

Ein Nachteil des Okklusionstest nach de Vringer ist, dass er teure Klimakammern

benétigt, die nicht zur Standardausstattung eines Labores gehoren.

1.1.6 Lagerung der Lipidnanopartikel und anderen Nano-
Arzneimitteltragersystemen

Erfolgreiche Nanoarzneistofftrdger-Formulierungen zielen nicht nur auf eine
verbesserte therapeutische Wirksamkeit des Wirkstoffes ab, sondern auch auf die
physikalische, chemische und mikrobiologische Stabilitdt des Systems. Bei der
Stabilitdt des Produktes spielt als letzter Parameter in der Produktionskette das
Verpackungsmaterial eine Rolle. Die Hauptfunktion der Primérverpackung, die in
direktem Kontakt mit dem Produkt steht, ist es das Produkt vor Umwelteinflissen zu
schiitzen und die Qualitat des Produktes von der Herstellung bis zum Zeitpunkt des
Verbrauches zu erhalten (Lockhart et al. 1996, Dean et al. 2005). Heutzutage gibt es
eine Vielzahl von Primérverpackungsmaterialien. Sie konnen z.B. aus Glas,
Kunststoffen, Metallen (wie Aluminium, Zinn, etc.), Keramik oder Porzellan,
hergestellt sein. In der Pharma- und Kosmetikindustrie sind Glas und Kunststoffe die
am hdaufigsten verwendeten Materialien fur primare Verpackungen (List 1976).
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1.1.6.1 Glas
Glas ist ein festes, amorphes Material und besteht aus SiO,. Es neigt dazu Alkali an
Losungen abzugeben. In Folge dessen kann sich der pH-Wert vom Produkt erhéhen,
womit es mit manchen Wirkstoffen (wie z. B. Alkaloidbasen) zu Unvertraglichkeiten
kommen kann (Schmidt 2001). Im européaischen Arzneibuch sind in der Monographie
uber Glas vier Klassen bezuglich der hydrolytischen Resistenz von Glas beschrieben
(Ph.Eur. 2008). Glasart | hat die hochste hydrolytische Bestadndigkeit. Es ist aus
Borosilikatglas gefertigt und kann fur jede Formulierung, auch fir die
Formulierungen, die einen pH-Wert groRer als 7 haben, verwendet werden. Glasart 11
wird aus Kalk-Natron-Silikat-Glas hergestellt und weist ebenso eine sehr hohe
hydrolytische Bestandigkeit auf. Das Innere von dieser Glassorte wird extra
behandelt, um den Austritt der in das Produkt diffundierenden OH™-lonen zu
verringern. Glasart Il ist jedoch nicht geeignet fir Formulierungen ab einem pH-Wert
von 7. Glasart Il und IV sind aus Kalk-Natron-Silikat und weisen eine mittlere bzw.
niedrige hydrolytische Bestandigkeit auf. Glasart 1l wird fir parenterale
Formulierungen genutzt, die kein Wasser enthalten. Glasart IV eignet sich nur fur

nicht-parenterale Formulierungen.

Glas als Verpackungsmaterial kann dartiber hinaus chemisch behandelt werden um
gewilinschte Eigenschaften zu erzielen. So kann z.B. mit einer Silanisierung
(Silizierung) die Hydrophobizitat des Glases erhdht werden. Des Weiteren wurde von
Freitas et al. gezeigt, dass die Stabilitat von Lipidnanopartikeln, die in silanisierten
Vials gelagert wurden, hoher ist, als die der Partikel, die in nicht-silanisierten Vials
gelagert wurden (Freitas et al. 1998). Aufgrund dieser Ergebnisse werden bis heute
silanisierte Vials fir die Lagerung von kolloidalen Arzneistofftragersystemen
empfohlen. Wegen der hohen Kosten von bereits silanisierten Vials wurden bisher
ublicherweise nicht silanisierte und nicht gewaschene Vials gekauft, gereinigt und
selbst silanisiert. Die selbst durchgefuhrte Silanisierung wurde durch Spulen des Vials
mit einer handelstiblichen 2%igen Dichlordimethylsilan-Lésung und darauffolgender
Trocknung in einem Ofen bei 80°C durchgefiihrt. Heutzutage kann dieser
Silanisierungsprozess im Labor nicht mehr durchgefiinrt werden, da die 2%ige
Dichlordimethylsilan-Losung in 1,1,1-Trichlorethan, welche firr das Silanisierungs-
verfahren verwendet wurde, aufgrund seiner Umwelt-Toxizitat nicht mehr verkauft

wird (MerckMillipore 2011). Da vorsilanisierte Vials aus dem Handel in der Regel
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teuer sind, ist man grundsatzlich darin interessiert, alternative Verpackungsmaterialen

einzusetzen.

1.1.6.2 Kunststoffe

Kunststoff wurde in den letzten Jahrzehnten aufgrund seiner niedrigen
Produktionskosten, seiner guten chemischen Bestandigkeit, seiner hohen Flexibilitat
und seinem geringen Gewicht zu einem beliebten, haufig verwendeten
Verpackungsmaterial. Beispiele fur Verpackungsmaterialien aus Kunststoff sind:
HDPE (Polyethylen hoher Dichte, engl. ,High Density Polyethylen”), LDPE
(Polyethylen niedriger Dichte, engl. ,,Low Density Polyethylen®), PC (Polycarbonat),
PP (Polypropylen). Diese Kunststoffe unterscheiden sich in Eigenschaften wie z. B.
Hérte, Elastizitat und Durchlassigkeit von Wasserdampf und Sauerstoff. Insbesondere
ist die Durchlassigkeit ein wichtiger Parameter flir die Lagerung, weil er die
physikalische und chemische Stabilitdt der Probe bzw. des Produktes beeinflussen
kann. Im Gegensatz zu Glas muss Kunststoff vor seinem Einsatz als
Verpackungsmaterial flr pharmazeutische Zwecke sorgfaltig beziglich seiner
Eigenschaften untersucht werden, da die Eigenschaften des Kunststoffes durch die
Zugabe von chemischen Additiven wie Antioxidantien, Stabilisatoren, Weichmacher,
Gleitmittel und mechanische Verstérker variieren kdnnen (Zitting 1998, Helmroth et
al. 2002). Wenn Zusatzstoffe des Verpackungsmaterials mit dem verpackten Produkt
interagieren (z. B. durch Migration, Sorption und Gasdurchlassigkeit), kénnen sich
die physischen und die chemischen Eigenschaften des Produktes (z. B. Partikelgrofiie
und PartikelgroRenverteilung, Leitfahigkeit und pH-Wert) unerwartet &ndern. Die
Stabilitdt des Produktes kann damit beeinflusst werden. So zeigten Studien von
Schvape et al., Song et al. und Lv et al., dass Kunststoff-Verpackungen, die als inert
bekannt waren, mit dem Produkt (Schwope et al. 1987, Song et al. 2003, Lv et al.
2009) interagierten. Die Interaktion konnte sowohl wéhrend der langen Lagerung als
auch unmittelbar nach der Abfillung auftreten (Hodgson et al. 2000). Daher wird
empfohlen, fir jedes Paar aus Produkt und Verpackung einen Stabilitatstest
durchzufthren (Ph.Eur. 2008).
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1.2 Zielsetzung der Arbeit

Das erste Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Charakte-
risierung eines Menthol-beladenen NLC fir Consumer-Care-Produkte (wie z. B.
Zahnpaste, Mundwasser usw.), dessen Lipid-Partikel in einem festen Zustand vor-
liegen, gegeniiber Langzeitlagerung und Zerstdubung physikalisch stabil bleiben und
eine verlangerte Freisetzung des Menthols ermdglichen. Hieraus leiteten sich die

folgenden Teilziele ab.

Fur die Entwicklung der Formulierung galt es zunéchst geeignete Lipide zu finden,
in denen sich Menthol méglichst gut und lang anhaltend lésen lasst. In einem nachs-
ten Schritt war die optimale Zusammensetzung der Lipidmatrix zu bestimmen.
AbschlieRend sollte ein Tensid identifiziert werden, das eine besonders stabile,

Menthol-beladene NLC-Dispersion erlaubt.

Die Teilziele der Herstellung waren einerseits ihre Reproduzierbarkeit und anderer-
seits die systematische Untersuchung des Einflusses der Lipidphasenkonzentration
und der Produktionsparameter (inklusive Herstellungstemperatur, Homogenisations-
druck und Anzahl der Homogenisationszyklen) auf die Parameter PartikelgrofRie,
Partikelladung, Kristallinitdt und Stabilitat. Dabei ist die Reproduzierbarkeit die

wichtigste VVoraussetzung, um beobachtete Unterschiede fundiert zu erldutern.

Dem Ziel einer verlangerten Freisetzung werden Vergleichsstudien zwischen SLN

und NLC als Mentholtragersystem durchgefihrt.

Da eine erfolgreiche Rezepturoptimierung, Herstellung und Charakterisierung eng mit
den verwendeten Methoden verknUpft ist, bestand das zweite Hauptziel der Arbeit
darin, ausgewahlte Prozesse aus dem ersten Teil der Arbeit am Beispiel der Menthol-
beladenen Lipidnanopartikel zu optimieren. Auch wird dadurch eine effektivere
Entwicklung ermdglicht und zukunftige Ergebnisse und Beobachtungen konnten

aussagekraftiger erlautert werden.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere durch Beobachtungen
und Erkenntnisse wahrend der praktischen Arbeiten an der Entwicklung, der
Charakterisierung und der Lagerung der Menthol-beladenen Lipidnanopartikel

motiviert. Die zur Optimierung ausgewéhlten Prozesse sind in Tabelle 1-1 zu finden.

25



Tabelle 1-1: Die zur Optimierung ausgewé&hlten Prozesse

Prozesse

Methode

Optimierung durch Bearbeitung folgender
Fragestellungen

Lipid-Screening

* dynamische
Differenzkalorimetrie

* Lichtmikroskopie

* neu entwickelte ,Zapfchen-
Methode” (Simulation von dem
Verhalten eines Teilchen im
Dispersionsmedium, Seite 78)

Was ist eine moglichst zuverlassige und

effiziente Lipid-Screening-Methode, um

eine Voraussage (iber die physikalische
Stabilitat der hergestellten
Formulierungen zu treffen?

Tensid-Screening

Kontaktwinkeluntersuchungen
mittels Goniometer

Liefern die Vorbereitungsmethoden
englische und kontinentale Methode
zuverldssige Ergebnisse
beim Tensid-Screening?

Welche ist zuverldssiger?

PartikelgroRenanalyse

Laser Diffraktometrie

Wie beeinflussen die Parameter
* Instrumente zur Probenahme,
* Riihrgeschwindigkeit,

* Anwendungvon Ultraschall,

die PartikelgroRenergebnisse?

Kristallinitats-
untersuchungen

dynamische Differenzkalorimetrie

Wie beeinflusst der Wassergehalt der
Probe die Ergebnisse?

Kann der Wassergehalt durch
Zentrifugation verringert werden, ohne
die Kristallinitat der Partikel zu
beeinflussen?

Ist die herkémmlich angewandte
Berechnung der Enthalpie, die sich auf die
Gesamtprobenmenge bezieht, sinnvoll?
Gibt es eine Alternative?

Welche Bedeutung hat die a-Modifikation
fir die physikalische Stabilitat der Lipid-
Nanopartikel?

Test auf Okklusivitat

in vitro Okklusionstest
nach de Vringer

Kann der Okklusionstest nach de Vringer
auch einfach in einem Ofen durchgefuhrt
werden und dennoch reproduzierbare
und brauchbare Ergebnisse liefern?

Lagerung

Verpackungstest

Hat das Verpackungsmaterial einen
Einfluss auf die Stabilitat der gelagerten
Dispersionen?

Dieser Zielstellung folgend ist die vorliegende Arbeit in mehreren Themen-
abschnitten verfasst. Fir eine bessere Verstandlichkeit wird auf Materialien und

Methoden in den jeweiligen Abschnitten einzeln eingegangen.
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2 Entwicklung, Herstellung und Freisetzungsuntersuchungen von
Menthol-beladenen NLC

2.1 Einleitung und Zielsetzung des Kapitels

Menthol ist ein zyklischer Terpenalkohol und wird weit verbreitet in der Pharma-,
Kosmetik- und Lebensmittelindustrie insbesondere aufgrund seines angenehmen
Pfefferminz-Aromas und seiner Kuhlwirkung eingesetzt. Dadurch erhoht es die
Akzeptanz der Verbraucher. Es wird in vielen Produkten zur oralen oder dermalen
Anwendung verwendet (Patel et al. 2007). Die Beladung der NLC mit Menthol kann
einige Vorteile gegeniiber herkdbmmlichen Formulierungen (wie Losungen, Cremes
oder Gele) bieten. Aufgrund des Okklusionseffektes der Lipidnanopartikeln kann die
Verweildauer des Arzneimittelmolekdls auf der Schleimhaut bzw. der Haut erhoht
werden (Wissing et al. 2002a, Teeranachaideekul et al. 2008, Luo et al. 2011). Somit
konnen die relevanten Eigenschaften von Menthol, wie z. B. der Geschmack, verlan-
gert werden. Mit den verlangerten Freisetzungseigenschaften wird eine lang anhal-
tende Wirkung des Wirkstoffes erzielt (Hommoss et al. 2007). Die Beladung der
fllichtigen Substanz Menthol in eine Lipidmatrix verhindert auch den Verlust durch
Verdampfung. Die Nicht-Verwendung von organischen Losungsmitteln wie Ethanol,
welche in herkdbmmlichen, mentholhaltigen Produkten oft verwendet werden, um das
Menthol aufzul6sen, erhéht zusétzlich die Verbraucherakzeptanz. Die Menthol-bela-
denen NLC konnen in Endprodukten wie Mundwasser, Zahnpasta, Cremes, Salben,

etc. eingearbeitet werden.

Die Loslichkeitseigenschaften des Menthols stellen eine Herausforderung bei der
NLC-Herstellung mittels Heifhochdruckhomogenisation dar. Menthol l6st sich bei
Raumtemperatur in Olen sehr gut, in Wasser hingegen praktisch nicht. Hingegen
steigt seine Loslichkeit im Wasser mit zunehmender Temperatur drastisch (Shotipruk
et al. 2001), weshalb der Arzneistoff nicht vollstdndig im Lipidnanopartikel
inkorporiert vorliegt.
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Das erste Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Charakte-
risierung eines Menthol-beladenen NLC fur Consumer-Care-Produkte, dessen
PartikelgroBe im Submikrometerbereich liegt. Die Anforderungen waren, dass die
Partikel bei Zimmertemperatur und Korpertemperatur einen festen Zustand aufwei-
sen, gegeniber Langzeitlagerung und Zerstdubung physikalisch stabil bleiben und

eine verlangerte Freisetzung des Menthols ermdglichen.

Dazu mussten zundchst die geeigneten Bestandteile der Formulierung ausgewahlt und
deren Konzentration optimiert werden. AuRerdem war der Einfluss von Produktions-
parametern wie Herstellungstemperatur, Homogenisationsdruck, Anzahl der Homo-
genisationszyklen und Konzentration der Lipidphase auf die physiko-chemischen
Eigenschaften der Dispersion zu untersuchen, um anschlielend die optimalen
Produktionsparameter zu bestimmen. Insbesondere auch dafur galt es die Repro-

duzierbarkeit sicher zu stellen.

2.2 Materialien und Methoden
2.2.1 Materialien

2.2.1.1 Lipide und Wachse
Die in Tabelle 2-1 aufgefiihrten Lipide und Wachse wurden auf ihr Potenzial fiir eine
Menthol-beladene NLC-Formulierung gescannt. Das angewandte Lipid-Screening
wird in Abschnitten 1.1.5.1.1 und 2.2.2.1.1 beschrieben. Dabei erwiesen sich drei
Lipide als besonders viel versprechend. Aufgrund ihrer Bedeutung fiir die vorliegende

Arbeit werden sie im Folgenden ausfuhrlicher vorgestellt.
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Tabelle 2-1: Fur die Formulierungsentwicklung gescannte Lipide und Wachse

Handelsname Beschreibung Hersteller/Lieferant
Apifil PEG-8 Bienenwachs Gattefossé GmbH, Deutschland
Cera flava gelbes Bienenwachs Gustav Heess, Deutschland
Cera carnaubae Carnaubawachs Kahl Wax, Deutschland
ﬁ Cutina CP Cetylpalmitat Cognis GmbH, Deutschland
3]
% Compritol 888 ATO Glycerylbehenat Gattefossé GmbH, Deutschland
é Dynasan 116 mikrokristalline Tripalmitin Sasol GmbH, Deutschland
% Dynasan 118 mikrokristalline Tristearin Sasol GmbH, Deutschland
E Imwitor 900P Glycerylstearat Sasol GmbH, Deutschland
Softisan 154 hydriertes Palmal Sasol GmbH, Deutschland
Sasolwax 2113 Paraffin, Schmelzpunkt: 62-64 °C Sasol GmbH, Deutschland
Sasolwax 5403 Paraffin, Schmelzpunkt: 54-56 °C Sasol GmbH, Deutschland
Miglyol 812 mittelkettige Triglyceride Caesar & Loretz GmbH, Deutschland
qu"_ Oleum arachidis Erdnussol Henry Lamotte GmbH, Deutschland
E)ﬂ Oleum helianthi Sonnenblumenadl Henry Lamotte GmbH, Deutschland
@
.’é Oleum lini virginale Leinol Caesar & Loretz GmbH, Deutschland
Oleum maydis Maiskeimol Henry Lamotte GmbH, Deutschland

2.2.1.1.1 Dynasan® 118

Dynasan 118 (mikrokristalline Tristearin) gehdrt zur Gruppe der mikrokristallinen
Triglyceride. Seine Fettsauren sind gesattigt, unverzweigt, geradzahlig und haben
einen natirlichen und pflanzlichen Ursprung. Das Hauptsaurekomponent dieses
Lipids ist Stearinséure, die durch eine C18-Kette gebildet wird. Laut Hersteller-
informationen liegt der Schmelzpunkt von Dynasan 118 bei ca. 70°C. Sein
Kristallisationsverhalten dient als ein klassisches Beispiel von monotroper Um-
wandlungen der a-Modifikation iiber die metastabile B "-Modifikation in die stabile
R-Modifikation. Nach Hagemann betragt fur Dynasan 118 der Schmelzpunkt der
a-Modifikation 55°C und der Schmelzpunkt der 3-Modifikation 73°C (Dingler 1998).

Laut Literatur ist Dynasan 118 unl6slich in Wasser und Ethanol, aber leicht 16slich in
Aceton (Dingler 1998, Wissing 2002). Durch Untersuchungen, die im Zusammenhang
dieser Arbeit erfolgten, konnte die Loslichkeit in Aceton bei Raumtemperatur jedoch
nicht bestatigt werden. Andererseits ist Dynasan 118 gut mischbar mit anderen Fetten
und Olen.
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Dynasan 118 wird sowohl in der kosmetischen, als auch in der pharmazeutischen
Industrie flr viele Formulierungen eingesetzt. Zum Beispiel findet es Verwendung
als strukturbildende Komponente in dermalen Produkten (wie Cremen und Lotionen)
und als Gleitmittel in Tabletten. Aulerdem dient es als Nukleierungsmittel zur
Verbesserung des Erstarrungsprozesses in Suppositorien, vaginalen Ovulae und in

kosmetischen Sticks.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Dynasan 118 von der Firma Sasol GmbH (Deutsch-
land) bezogen. Es wurde als weiller Puder mit neutralem Geruch und Geschmack ge-
liefert. Laut Herstellerinformation ist Dynasan 118 frei von Zusédtzen wie Anti-

oxidantien und weiteren Stabilisatoren.

2.2.1.1.2 Softisan® 154

Softisan 154 (hydriertes Palmol) ist ein Hartfett, das zu den Triglyceriden mit ge-
mischten, gesattigten, unverzweigten, geradzahligen Fettsauren gehort. Es besteht zu
49% aus Palmitinsdure (C16-Kette), zu 46% aus Stearinsdure (C18-Kette) und aus
weiteren gering anteiligen kirzeren und langeren Fettsauren. Neben den Triglyceriden
(ca. 96%) besitzt dieses Lipid auch Diglyceride (ca. 4%). Aufgrund der vorhandenen
freien Hydroxylgruppen weist Softisan 154 als Partialglycerid eine erhéhte Emulgier-
fahigkeit ~ fir  eingearbeitete  Wirkstoffe —auf  (Mdaller  1989).  Laut
Herstellerinformationen liegt der Schmelzpunkt von Softisan 154 bei ca. 55°C.
Ahnlich wie Dynasan 118 zeigt Softisan 154 eine Rekristallisation in verschiedenen
Modifikationen. Jedoch ist die polymorphe Umwandlung der a-Modifikation in die
stabile 3-Modifikation aufgrund der inhomogenen Zusammensetzung dieses Lipides
gestort (Thoma et al. 1983, Garti et al. 1989). Somit tritt Bulk-Softisan 154 nicht in
der stabilen B-Modifikation sondern in der p’-Modifikation auf. In der Literatur sind
die Schmelzpunkte der Modifikationen von Softisan 154 mit 48,5°C fiur die
o-Modifikation und 56,1°C fiir die p’-Modifikation angegeben (Dingler 1998).

Laut Herstellerinformationen ist Softisan 154 unléslich in Wasser und Ethanol, leicht
I6slich hingegen in Aceton. Genau wie bei Dynasan 118 konnte in eigens durchge-
fuhrten Untersuchungen auch hier bei Raumtemperatur keine Loslichkeit in Aceton

beobachtet werden. Mit anderen Fetten und Olen ist Softisan 154 gut mischbar.

Softisan 154 wird wegen seiner guten Eigenschaften — wie seiner Harte, Stabilitét
gegentiber Oxidation, Geruchsneutralitat, hautschitzenden und hautpflegenden
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Merkmalen — in vielen kosmetischen und pharmazeutischen Produkten eingesetzt.
Insbesondere findet es Verwendung als spreitungs- und penetrationsférdernder Zusatz

in Salben, Cremes und Emulsionen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Softisan 154 von der Firma Sasol GmbH (Deutsch-
land) in Form von weil3en bis leicht gelblichen Flocken bezogen. Genau wie Dynasan
118 ist es laut Herstellerinformation frei von Zusétzen wie Antioxidantien und weite-

ren Stabilisatoren.

2.2.1.1.3 Miglyol® 812

Miglyol 812 (mittelkettige Triglyceride), auch bekannt als Neutraldl, ist ein flussiges,
halbsynthetisches Triglycerid. Es handelt sich um ein Trigylceridgemisch von Fett-
séduren mittlerer Kettenldnge. Seine Hauptfettsaurekomponenten sind Capryl- und

Caprinsaure, wobei der Caprylsaureanteil hoher ist.

Es ist l6slich bei 20°C in Hexan, Toluen, Diethylether, Ethylacetat, Aceton, Isopro-
panol und im Ethanol-Wasser Gemisch (96%). AulRerdem ist es in beliebiger Kon-

zentration mit natiirlichen Olen mischbar (Sasol 2014).

Miglyol 812 wird wegen seiner guten Eigenschaften wie biologischer Abbaubarkeit,
Stabilititt ~ gegenuber  Oxidation,  geringer  Viskositat, hervorragender
Loseeigenschaften und hoher Mischbarkeit mit Fetten in vielen pharmazeutischen und
kosmetischen Produkten eingesetzt — z. B. als spreitungs- und penetrationsférdernder
Zusatz in  Salben, Cremes, Emulsionen und Suspensionen oder als
Kristallisationshemmer in Suppositorien auf Hartfettbasis (Sasol 2014). Des Weiteren

wird Miglyol 812 in parenteralen Emulsionen als lipophiler Bestandteil verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Miglyol 812 von der Firma Caesar & Loretz GmbH
(Deutschland) bezogen. Es wurde niedrigviskos, fast farblos (bis leicht gelblich), ge-
ruchlos und ohne charakteristischen Geschmack geliefert. Laut Herstellerinformation
ist dieses Ol frei von Zusatzen wie Antioxidantien, Losemittelresten und

Katalysatoren.

2.2.1.2 Emulgatoren

2.2.1.2.1 TEGO® Care 450
TEGO Care 450 (Polyglyceryl-3 Methylglucosedistearat) ist ein PEG-freier,
nichtionischer O/W-Emulgator mit einem HLB-Wert von 11,5. Sein Schmelzpunkt
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liegt bei 55°C. Bei Raumtemperatur ist TEGO Care 450 in Wasser unléslich und wird
mit steigender Temperatur in Wasser emulgierbar (z. B. bei 60°C ca. 100 g/l)
(Pardeike 2009). Seine Stabilitat ist im pH-Bereich von 4,5 bis 8,5 und Uber einen
grolRen Temperaturbereich gegeben (Fiedler 2002). Es eignet sich zur Herstellung von

O/W-Cremes und Lotionen.

In dieser Arbeit wurde TEGO Care 450 von der Firma Goldschmidt (Deutschland)
bezogen. Es liegt in Form von festen Pellets in einer Elfenbein-Bernsteinfarbe vor.

2.2.1.2.2 PLANTACARE® 2000 UP

PLANTACARE 2000 UP (Decylglucosid) ist ein nicht-ionischer O/W Emulgator mit
einem HLB-Wert von ca. 15. Es ist eine wéssrige Losung eines mit Fettalkoholen der
Kettenldnge C8-C16 veretherten Polyglykosids und enthélt 33% bis 40% C8-, 21%
bis 28% C10-, 27% bis 32% C12- und 9% bis 12% C14-Fettalkohole. Fettalkohole
mit C6- und C16-Kette durfen maximal zu 1% in PLANTACARE 2000 UP auftreten.
Die Fettalkoholkomponenten wurden aus Kokos- und Palmkerndl gewonnen. Der
Glucose-Teil des Molekiils basiert auch auf nattrlichen Stoffen wie Mais- und Kartof-
felstarke. PLANTACARE 2000 UP besitzt einen sehr hohen pH-Wert (ca. 12) und
bendtigt daher keine Konservierungsstoffe (DrugBase 2014b).

Es wird wegen seiner ausgezeichneten Schaumbildung und guten Hautvertraglichkeit
in kosmetischen Produkten sowohl als Emulgator (Haupt und Co-Emulgator) als auch

als aktiver Bestandteil (z. B. bei Gesichtsreinigungsprodukten) verwendet.

Das in dieser Arbeit verwendete PLANTACARE 2000 UP wurde von der Firma
Cognis (Deutschland) als triibe und viskose Flussigkeit bezogen.

2.2.1.2.3 Inutec® SP1

Inutec SP1 (Inulin Lauryl Carbamat) ist ein kalt-verarbeitbarer, nicht-ionischer O/W-
Emulgator mit einem HLB-Wert von 8 (Naturochim 2014). Es ist 100% natdrlich und
hat einen Schmelzpunkt bei 170°C (Booten et al. 2004). Es l6st sich nicht in Wasser,
ist aber in Wasser und in hydrophoben Medien wie Olen leicht dispergierbar. Eine
besondere Eigenschaft von Inutec SP1 ist seine hohe Elektrolyt-Toleranz, also seine
hohe Stabilitat in Dispersionsmedien mit einem hohen Elektrolytgehalt. Es kann als
Emulsionsstabilisator fir O/W-Emulsionen und als Dispergiermittel fur hydrophobe

Partikel eingesetzt werden (DrugBase 2014a).

32



Im Rahmen dieser Arbeit wurde Inutec SP1 von der Firma Orafti Bio Based

Chemicals (Belgien) als weil3es, kristallines Pulver erworben.

2.2.1.2.4 Tween® 80

Tween 80 (Polysorbat 80, Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonooleat) ist ein nicht-
ionischer, sterischer O/W-Emulgator und L&sungsvermittler aus der Gruppe der
ethoxylierten Sorbitanfettsaureester mit einem HLB-Wert von 15 (DrugBase 2014d).
Tween 80 ist 16slich in Wasser und in den meisten organischen Lésemitteln. Wegen
seiner geringen Toxizitat wird es in zahlreichen Produkten der Pharma-, Kosmetik-
aber auch der Lebensmittelindustrie verwendet. AuRerdem ist es einer der Emulgato-
ren, welche fur parenterale und pulmonale Administration zugelassen sind (Fiedler
2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tween 80 von der Firma Unigema (Belgien) als eine
leicht gelbliche, klare, 6lige Flussigkeit mit einem charakteristischen Geruch erwor-
ben.

2.2.1.2.5 Pluronic® F68

Pluronic F68, welches auch als Poloxamer 118 bekannt ist, ist ein sterischer Stabili-
sator mit einem HLB-Wert von 29 (DrugBase 2014c). Es besteht aus einem Block-
Copolymer von Polyoxyethylen-Polyoxypropylen. Wéhrend der Polyoxyethylen-An-
teil des Molekdils hydrophil ist, ist der Polyoxypropylen-Anteil des Molekuls lipophil.
Sein Schmelzpunkt liegt im Bereich zwischen 52°C und 57°C. Es ist sehr leicht in
Wasser und anderen Losemitteln wie Ethanol l6slich. Es wird hauptséchlich als
Emulgier- oder Solubilisierungsmittel in oralen, parenteralen und topischen Formulie-
rungen verwendet. AuBerdem kommt es als Hilfsstoff in intraventésen Injektionen,

Inhalationen und ophthalmologischen und topischen Formulierungen zum Einsatz.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Pluronic F68 von der Firma BASF AG (Deutschland)

als weilRes Granulat erworben.

2.2.1.2.6 Cetylpyridiniumchlorid (CPC)

Cetylpyridiniumchlorid (Hexadecylpyridiniumchlorid) ist ein kationisches O/W-Ten-
sid, welches im Rahmen dieser Arbeit nur in Formulierungen fur die in vitro Frei-
setzungsuntersuchungen (Abschnitt 2.2.2.7.1) benutzt wurde. Sein Schmelzpunkt liegt

bei 79°C (Monohydrat). Es ist leicht 16slich in Wasser, hingegen unldslich in Aceton
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und Ethanol. CPC wird als grenzflachenaktives Konservierungsmittel (0,001% -
0,01%) und als Desinfiziens (0,01% - 0,1%) haufig in Mundspilungen, Zahnpasten,
Hals-, Atem- und Nasensprays verwendet.

Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Deutsch-

land) als Granulat mit einem charakteristischen, pyridinahnlichen Geruch erworben.

2.2.1.3 Menthol
Die chemische Struktur von Menthol, seine Herkunft, seine Eigenschaften, seine
Wirkung und Anwendung, sein Wirkmechanismus sowie unerwiinschte Wirkungen
und Kontraindikationen von Menthol sind in Abschnitt Error! Reference source not

found. zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Menthol (Levomentholum) von der Firma Caesar &
Loretz GmbH (Deutschland) als farbloser Kristall mit minzig-frischnem Geruch

erworben.

2.2.1.4 Sonstige Rohstoffe und Reagenzien
Sonstige Rohstoffe und Reagenzien, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,
entsprechen den Herstellerspezifikationen oder offiziellen Monografien. Fiir alle Pro-
duktionen wurde das Wasser benutzt, welches durch Umkehrosmose und anschlie-
Rende Aufreinigung in einer MilliQ-plus-Anlage (Millipore GmbH, Deutschland)
hergestellt wurde und der Arzneibuchmonographie ,,Aqua purificata® entspricht.
Physiologische NaCl-Ldsung, die flr die Zetapotentialmessungen verwendet wurde,
wurde von der B. Braun Melsungen AG (Deutschland) bezogen. Im Rahmen der
gaschromatographische Analytik wurde Cyclohexan puriss 99,5% (Riedel-de Haen,
Deutschland) als Lésungsmittel verwendet. 1-Octanol (Riedel-de Haen, Deutschland),
1-Decanol (Fluka, Deutschland) und 1-Undecanol (Fluka, Deutschland) wurden als
interne Standards eingesetzt. Sie waren hochrein und fir die Gaschromatographie

ohne Reinigungsschritt geeignet.
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2.2.2 Methoden
2.2.2.1 Screening-Verfahren fur die Rezepturoptimierung

2.2.2.1.1 Lipid-Screening

Im ersten Schritt der Rezepturoptimierung wurden feste und flissige Lipide auf ihre
Fahigkeit Menthol aufzulésen gescreent. Daftir wurden unterschiedliche Mengen von
Menthol (10%, 30% und 50% — m/m) entweder in dem erhitzten Ol (50°C) oder dem
geschmolzenen Lipid geldst und anschlieBend auf Raumtemperatur heruntergekihlt.
Ihre Fahigkeit, das Menthol aufzul6sen, wurde durch eine makroskopische Analyse
der noch enthaltenen Menthol Kristalle beurteilt. Dartiber hinaus wurden die Menthol-
Lipid-Mischungen nach einer Woche Lagerung bei Raumtemperatur erneut

untersucht.

2.2.2.1.2 Zusammensetzung der Lipidmatrix

Um die maximale Beladung von flissigem Lipid in festem Lipid zu identifizieren,
wurden festes und fliissiges Lipid in 1:1, 5:4, 11:7, 2:1 Verhéltnissen gemischt und bis
Uber den Schmelzpunkt des festen Lipides hinaus erhitzt. Um eine homogene
Verteilung zu gewahrleisten, wurden die Mischungen mittels eines Schittelinkubators
(100 UpM, 1 Stunde) hergestellt und dann auf Raumtemperatur heruntergekiihlt. Nach
der Kuhlung wurde ein Lipid-Screening nach der Filterpapier-Methode durchgefiihrt.
Bei der Filterpapiermethode wird ein Stiick der verfestigten physikalischen Mischung
auf einem Filterpapier angebracht, um die Gute der Beladung festzustellen. Ein sich
auf dem Filterpapier um das feste Lipid herum ausbreitender Ol-Fleck ist dabei
Indikator fiir eine schlechte Verkapselung des fliissigen Lipides. Ein solcher Ol-Fleck
entsteht durch Austreten des fliissigen Lipides aus der festen Lipidmatrix. Bei einer
entsprechend guten Kapselung wird ein solcher Ol-Fleck nicht beobachtet (Hommoss
2009).

2.2.2.1.3 Herstellung der physikalischen Mischungen

Nach Ermittlung der am besten geeigneten Lipide und deren maximalen Beladungs-
kapazitat mit flussigem Lipid bzw. Menthol wurden die physikalischen Mischungen
aus allen Komponenten der NLC-Matrix hergestellt. Dafir wurden die Lipid-
Mischungen wie oben beschrieben (Abschnitt 2.2.2.1.1) hergestellt, zusammen mit
Menthol gemischt und anschlieBend heruntergekiihlt. Die verfestigten Mischungen

wurden hinsichtlich ihrer Schmelztemperatur und Kristallinitdt mittels Dynamischer
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Differenzkalorimetrie analysiert. Aus den Ergebnissen wurden die fiir eine Menthol-
beladene NLC-Formulierung am besten geeigneten Lipidmatrices fur weitere

Experimente ermittelt.

2.2.2.1.4 Tensid-Screening mittels Kontaktwinkelmessungen

Ein kostengunstiges und zeitsparendes Vorgehen zur Bestimmung eines geeigneten
Tensids fur eine physikalisch stabile NLC-Dispersion ist die Kontaktwinkelmessung
mittels eines Goniometers (Pardeike 2009, Al Shaal 2011).

Bei den herkdmmlichen Kontaktwinkelmessungen (englische Methode) wird das Ten-
sid in Wasser gelost (Testflussigkeit) und auf die Lipidphase der Lipidnanopartikel
(Testoberflache) getropft. Anschlieend wird der Kontaktwinkel zwischen Lésungs-
tropfchen und Lipidoberflache gemessen. Jedoch wird in Kapitel 3.2 dieser Arbeit mit
einer Studie belegt, dass diese Methode nicht fur Tenside anwendbar ist, welche eine
schlechte Loslichkeit in Wasser (z. B. TEGO Care 450) aufweisen. Daher wurde fiir
diesen Abschnitt der Arbeit die vorgeschlagene, modifizierte Methode — die
kontinentale Methode — verwendet. Anstatt die Tenside in der Wasserphase zu l6sen,
werden sie hierbei in der Lipidphase gelost oder dispergiert. Die goniometrischen
Kontaktwinkel wurden mittels eines Contact Angle Meter G1 (Kruss, Deutschland)
gemessen. Insgesamt wurden finf nicht-ionische Tenside (Inutec SP1,
PLANTACARE 2000 UP, Pluronic F68, TEGO Care 450 und Tween 80) hin auf ihre

Eignung als Stabilisator fiir eine Menthol-beladene NLC-Dispersion untersucht.

2.2.2.2 Herstellung der Lipidnanopartikel mittels Hochdruckhomogenisation

In dieser Arbeit wurde zur Herstellung der Lipidnanopartikel-Dispersionen das Ver-
fahren der Heillhochdruckhomogenisation angewandt. Fir die Homogenisation kam
ein Kolben-Spalt-Homogenisator (Micron LAB 40, APV Deutschland GmbH,
Deutschland) zum Einsatz, der diskontinuierlich betrieben wurde. Durch seine
Wasserbadmantel-Konstruktion ist die Produktionstemperatur kontrollierbar und
Temperaturschwankungen bei der Homogenisation werden gering gehalten. Die
Chargengrofie betrug in der Regel 40 ml.

Wenn im Folgenden nicht anders erwahnt, dann wurde flr die Herstellung der NLC-

Dispersionen folgendes Protokoll eingehalten:

GemaR dem kontinentalen Emulgierverfahren wurde der Emulgator in die Lipidphase

gelost, welche feste und flussige Lipide enthélt. Die nun den Emulgator enthaltene
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Lipidphase und die Wasserphase wurden separat auf die gewilinschte Temperatur
erhitzt. Kurz vor der Zugabe der erwarmten Wasserphase in die Lipidphase wurde das
Menthol mit der Lipidphase vermengt. Die Praemulsion wurde mit Hilfe eines Ultra
Turrax T25 (Jahnke und Kunkel, Deutschland) hergestellt (1 Min. mit 11000 UpM)
und anschlielRend bei variierender Temperatur, variierendem Druck bzw. variierender
Anzahl der Zyklen (je nach Anwendung) homogenisiert. Die genauen Produktions-
parameter werden in den entsprechenden Abschnitten der Arbeit genannt. Die herge-
stellte heil’e Nanoemulsion wurde in transparente, nicht geférbte, silanisierte Vials der
Glasart Il abgefullt und kihlte in einem Wasserbad bei 20°C zur Lipidnanopartikel-
Dispersion ab. Die resultierenden Lipidnanopartikel wurden hinsichtlich ihrer
PartikelgroRe, Oberflachenladung, physikalischen Stabilitat und kristallinen Zustande
eine Stunde nach der Produktion (d0) und an den Tagen 1, 7, 14, 28, 90, 180, 360 und
720 nach der Produktion analysiert. Sie wurden bei Raumtemperatur gelagert. Die
Optimierung der Menthol-beladenen Lipidnanopartikel-Dispersionen wurde unter

Berlcksichtigung der folgenden Parameter durchgefiihrt.

2.2.2.2.1 Reproduzierbarkeit der Herstellungsmethode

Die Reproduzierbarkeit der Herstellungsmethode wurde durch dreimaliges Wieder-
holen des Vorgangs untersucht. Dabei waren alle Produktionsparameter konstant.

2.2.2.2.2 Einfluss der Herstellungstemperatur
Um den Einfluss der Herstellungstemperatur zu untersuchen, wurden die Formulie-

rungen bei drei verschiedenen Temperaturen produziert:
» knapp oberhalb vom Schmelzpunkt des festen Lipids,
« 5°C Uber dem Schmelzpunkt des festen Lipids,
» 15°C Uber dem Schmelzpunkt des festen Lipids.

Die weiteren Produktionsparameter (Homogenisationsdruck und Anzahl der Homo-
genisationszyklen) wurden konstant gehalten. Die am besten geeignete Produktions-

temperatur wurde fiir alle weiteren Schritte ausgewahlt.

2.2.2.2.3 Einfluss des Homogenisationsdruckes
Um den Einfluss des Homogenisationsdruckes zu untersuchen, wurden fiir jedes feste

Lipid drei Dispersionen unter der Verwendung von je drei Homogenisationszyklen
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hergestellt. Fur jede Dispersionen variierte dabei der Homogenisationsdruck zwischen
300, 500 und 800 bar.

2.2.2.2.4 Einfluss der Anzahl der Homogenisationszyklen

Die Anzahl der Homogenisationszyklen variierte zwischen eins und funf,

2.2.2.2.5 Einfluss der Konzentration der Lipidphase

Um den Einfluss der Konzentration der Lipidphase zu untersuchen, wurde der Lipid-

gehalt der Formulierungen zwischen 5% und 30% (m/m) variiert. Die Herstellungen

wurden mit den zuvor optimierten Produktionsparametern durchgefihrt.

Tabelle 2-2 fasst die untersuchten Produktionsparameter zusammen.

Tabelle 2-2: Untersuchte Produktionsparameter

Herstellungstemperatur Homogenisations- Anzahl der Konzentration
festes Lipid (g"C) P druckes Homogenisations | der Lipidphase
(bar) -zyklen (%)
1. Reproduzierbarkeit | Softisan154 60
der 500 3 20
Herstellungsmethode | pynasan 118 Cremeschmc(alzx;erfahren
cs
f 4 Softisan 154 55, 60, 70
2. Einfluss der
Herstellungstemperatur == : AL
Dynasan 118 CS, 70,75,85
3. Einfluss des Softisan 154 55
Homogenisations- 300, 500, 800 3 20
druckes Dynasan 118 70
4. Einflussder Anzahl | Softisan 154 55 500 2,3,5
der 20
Homogenisationszyklen Dynasan 118 70 800 1,2,3
5. Einfluss der Softisan 154 55
Konzentration der 500 3 5, 10, 20, 30
Lipidphase Dynasan 118 70

2.2.2.3 Partikelgroenanalytik
Fir die PartikelgroRenanalyse der Lipidnanopartikel-Dispersionen wurde im Rahmen
dieser Arbeit die statische Lichtstreuung (Laserdiffraktometrie) mit der dynamischen
Lichtstreuung (Photonenkorrelationsspektroskopie) kombiniert. Dartber hinaus
wurden lichtmikroskopische Untersuchungen herangezogen, um mdogliche Partikel

oder Aggregate im Mikrometerbereich zu detektieren.
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2.2.2.3.1 Laserdiffraktometrie (LD)
Das MeRprinzip, sowie Vorteile und mogliche Fehlerquellen der Laserdiffraktometrie

wurden bereits in Abschnitt 1.1.5.3 erléutert.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Laserdiffraktometrie mit einem Mastersizer 2000
(Malvern Instruments, UK), der mit einem Dispergiergerat (Hydro S) ausgestattet ist.
Um auch kleine Partikel im Submikrometerbereich detektieren zu kdnnen, benutzt

dieses Gerat eine zusatzliche Technik, das so genannte Blaulicht-Detektionssystem.

Wenn nicht anders erwahnt, so wurden die LD-Messungen in gereinigtem Wasser mit
einer Rotationsgeschwindigkeit von 2975 UpM und ohne Ultraschallbehandlung (vor
oder wéhrend der Messung) durchgefiihrt. AulRerdem diente standardméfig eine
Eppendorf-Pipette bei der Probenahme. Die Berechnung der Partikelgrofienverteilung
aus den Rohdaten erfolgte unter Anwendung der Mie-Theorie mit den optischen
Parametern 1,456 als realen Brechungsindex und 0,001 als imaginédren Index. Die
berechnete Verteilung ist eine Volumenverteilung und lasst den prozentualen Anteil
bestimmter Partikelgrofien am Gesamtvolumen erkennen. Zur Charakterisierung der
Verteilung wurden standardméRig die Durchmesser d(v)0,50 und d(v)0,95 oder

d(v)0,99 herangezogen. Jeder dieser Werte ist ein Mittelwert aus vier Messungen.

2.2.2.3.2 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Ein  weiteres  Standardverfahren zur  Analyse der PartikelgréRe im
Submikronenbereich ist die Photonenkorrelationsspektroskopie, welche ein
dynamisches Laserstreulichtverfahren darstellt, bei dem man neben dem mittleren
Teilchendurchmesser (z-average) der kolloidalen Teilchen auch die Breite der
PartikelgroRenverteilung (den Polydispersitatsindex, PI) erhélt (Mdiller et al. 1996).
Ein Vorteil gegeniber der Laserdiffraktometrie ist das deutlich niedrigere
Messvolumen (ca. 1 ml statt 100 ml - 150 ml) dieser Technik und somit die deutlich
geringere Menge an Probenmaterial, die bendtigt wird. Ein weiterer Vorteil ist, dass
das Verfahren nicht vom Brechungsindex abhéngig ist, welcher nicht immer vorliegt
oder schwer zu ermitteln ist. Wie bei der Laserdiffraktometrie kann als Vorteil die
schnelle und einfache Durchfiihrung der Messungen gesehen werden. Ein Nachteil

dieser Technik ist der relativ enge Messbereich von 0,6 nm bis 6 um (Malvern 2004).

Bei einer PCS-Messung wird die Streuung von Laserlicht an dispergierten Partikeln

genutzt. Diese bewegen sich im Dispersionsmedium aufgrund der Brownschen
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Molekularbewegung der Dispersionsmittelmolekile. Die Geschwindigkeit der
dispergierten Partikel hé&ngt dabei von ihrer Partikelgrole ab — je Kkleiner die
PartikelgroRe, desto groRer ihre Beschleunigung durch die Dispersionsmittelmolekile
— desto groRer ihr Diffusionskoeffizient. PCS bestimmt den Diffusionskoeffizienten,
um dann aus der Stokes-Einstein-Gleichung den mittleren hydrodynamischen Radius
der Partikel als einzige Unbekannte zu berechnen. Zur Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten wird das Messmedium mit Laserlicht bestrahlt, welches
wiederum von den Partikeln gestreut wird. Ein Photomultiplier detektiert zu
verschiedenen Zeitpunkten die Intensitatsschwankungen des gestreuten Lichtes bei
einem bestimmten Winkel. Die Intensitatsdnderung zwischen zwei Messungen ist bei
schnellen Partikeln im Schnitt hoher, da sich die Ortskoordinaten der schnelleren
Partikel starker verédndern und somit die Wahrscheinlichkeit fir ein verdndertes
Interferenzmuster des gestreuten Lichtes hoher ist. PCS berechnet nun eine
Korrelationsfunktion der Intensitatsanderungen. Diese kann als abfallende e-Funktion
dargestellt werden, deren negativer Exponent als Unbekannte nur den

Diffusionskoefizienten enthélt.

Zu beachten ist, dass die  Stokes-Einstein-Gleichung neben  dem
Diffusionskoeffizienten auch noch von der dynamischen Viskositat des Messmediums
und der Temperatur abhangig ist. Daher missen diese Parameter so konstant wie

mdoglich gehalten werden

AuBerdem funktioniert PCS nur fur Teilchen mit einem Durchmesser von bis zu etwa
3 um, da groRere Partikel sedimentieren und ihre Bewegung nicht mehr durch die

Stokes-Einstein-Gleichung beschreibbar ist.

Der dimensionslose Pl ist die Breite der PartikelgroRenverteilung, welcher neben dem
mittleren Partikeldurchmesser zum Ergebnis einer PCS-Messung gehoért und zwischen
0 und 1 liegt. In der Praxis spricht man bei Werten unter 0,06 von Monodispersitat.
Werte bis 0,15 kennzeichnen eine enge Verteilung. Dispersionen mit einem PI tber
0,50 werden als Dispersionen mit einer breiten Verteilung unbestimmter Form
bezeichnet (Miiller et al. 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit kam ein Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) zum
Einsatz. Das Gerdat arbeitet mit einem roten Laser der Wellenlange 633 nm und misst
die Rickstreuung mittels eines Detektors, der bei 173° platziert ist. Die Proben
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wurden mit gereinigtem Wasser auf die empfohlene Streulichtintensitat verdiinnt, um
Mehrfachstreuungen zu vermeiden. Fir jede Probe wurden bei 25°C zehn PCS-
Messungen durchgefiihrt und der Mittelwert dieser Messungen wurde als Ergebnis

angegeben.

2.2.2.4 Zetapotential (ZP)
Fur ein Teilchen, das sich in einer Dispersion bewegt, ist das Zetapotential durch das
elektrische Potential an der Scherebene gegeben. Die Scherebene eines Teilchens
grenzt den dauBeren Teil der diffusen Schicht ab, der aufgrund der Teilchenbewegung
durch Reibung abgetragen wird. Da die wirkende Reibungskraft proportional zur
Geschwindigkeit ist (Stokessches Gesetz), ist das Zetapotential insbesondere von der
Geschwindigkeit des Teilchens abhéngig. Wird das Teilchen in ein elektrisches Feld
gebracht, wandert das Teilchen mit zunehmender Geschwindigkeit zur entgegen-
geladenen Elektrode, da die diffuse Schicht Stlick fir Stuck abgetragen wird und
somit die Potentialdifferenz an der Scherebene zunimmt. Ist das elektrische Feld
ausreichend stark, so nahert sich die Scherebene bis auf einen dunnen Film der
diffusen Schicht der sogenannten Sternschicht an. Das in diesem Zustand gemessene
Zetapotential entspricht in etwa dem Nernstpotential, welches die Oberflachenladung
beschreibt. Je groRer also der Betrag eines derart gemessene Zetapotentials, desto
groRer ist die elektrostatische AbstoRung zwischen den dispergierten Teilchen und
desto stabiler ist die Dispersion (Muller 1996). Generell kénnen Dispersionen mit
einem gemessenen ZP-Wert, dessen Betrag groRer als 30 mV ist, als stabil bezeichnet
werden. Andersherum kann bei geringen ZP-Werten nicht automatisch Instabilitét
angenommen werden, da auch eine sterische Stabilisierung (Verdickung der diffusen

Schicht) vor Aggregation bzw. vor Koaleszenz schiitzen kann.

Die ZP-Messung der durch ein elektrisches Feld beschleunigten Teilchen erfolgt tiber
die Laser-Doppler-Anemometrie. Dafiir wird die Probe mit Laserlicht bestrahlt, das
von den wandernden Teilchen gestreut wird. Aufgrund des Doppler-Effektes kommt
es zu einer geschwindigkeitsabh&ngigen Frequenzverschiebung der Wellenldnge des
gestreuten Lichtes. Die Teilchengeschwindigkeit wird nun indirekt durch das Messen
der Frequenz bestimmt und ergibt zusammen mit der angelegten Feldstarke die
elektrophoretische Mobilitat. Diese wird nach Helmholtz-Smoluchowski in das
Zetapotential umgerechnet.
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Die ZP-Messungen wurden bei einer Feldstarke von 20 V/cm an einem Nano ZS
Zetasizer (Malvern Instruments, UK) durchgefiihrt. Da das Zetapotential erheblich
durch Schwankungen der Leitfahigkeit und Schwankungen des pH-Wertes im einge-
setzten Messmedium beeinflusst wird, erfolgten die Standardmessungen durch
Verdlinnung der Probe mit bidestilliertem Wasser, welches mit einer 0,9%igen (m/V)
Natriumchlorid-Ldsung auf eine konstante Leitfahigkeit (50 uS/cm) eingestellt wurde.
Der pH-Wert des sogenannten Leitfahigkeitswassers lag zwischen 5,51 und 5,65.
Wenn nicht anders erwahnt, wurden neben den Standardmessungen zuséatzliche
Messungen mit einer wassrigen Losung von Tensid (anstatt des Leitfahigkeits-
wassers) durchgefiihrt. Somit konnten Aussagen uber die Dicke der diffusen Schicht
und daher auch tber die sterische Stabilitdt gewonnen werden. Fr jede Probe wurden
bei 25°C drei ZP-Messungen durchgefiihrt und der Durchschnitt dieser Messungen

wurde als Ergebnis angegeben.

2.2.2.5 Lichtmikroskopie
Um in Menthol-beladenen NLC-Dispersionen freie Mentholkristalle oder auch
Partikel und Aggregate im Mikrometerbereich zu detektieren, wurden lichtmikrosko-
pische Untersuchungen durchgefiihrt. Verwendet wurde ein Leitz Orthoplan Mik-
roskop (Leitz, Deutschland), das bis zu 1000-fach vergroRert. Als Kamera diente eine
CMEX3200 Digitalkamera (Euromex Mikroskope, Niederlande). StandardmalRig
wurden die Proben (n=3) bei einer 160-fachen VergréRerung mit und ohne polari-
siertem Licht untersucht. Bei polarisiertem Licht leuchten die Mentholkristalle
aufgrund ihres anisotropischen Verhaltens, so dass sie auch im Submikrometerbereich
leicht erkennbar sind. Fuir detailliertere Untersuchungen wurde die 1000-fache
VergroRerung gewdhlt. Die Proben wurden in ihrem urspringlichen Zustand, also

unverdunnt, mikroskopiert.

2.2.2.6 Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC)

Typische Anwendungen der dynamischen Differenzkalorimetrie wurden bereits in
Abschnitt 1.1.5.4 vorgestellt. Die in dieser Arbeit erfolgten DSC-Messungen wurden
mit einem dynamischen Differenz-Warmestrom-Kaloriemeter (Mettler Toledo DSC
821e, Mettler-Toledo GmbH, Deutschland) durchgefuhrt. Der Messsensor der DSC
821 besteht aus zwei Messstellen fur Probe und Referenz, die jeweils mit

Thermoelementen bestiickt und elektrisch miteinander verbunden sind. Dabei
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befinden sich Probe- und Referenztiegel im gleichen Ofen. Wird der Ofen erhitzt, so
flie3t die Warme durch die Probe und durch die Referenz in den Messsensor und wird
dort mittels der Thermoelemente abgenommen. Sind Probe und Referenz gleich, so
flieRen gleich grof’e Warmestrome durch den Sensor, die Warmestromdifferenz ist
damit null. Entsteht eine Temperaturdifferenz zwischen Probe und Referenz aufgrund
von endo- bzw. exothermen Vorgangen in der Probe, so resultiert dies in einer
Thermospannung. Diese Thermospannung, welche direkt proportional zu der
Temperaturdifferenz zwischen den beiden Tiegeln ist, ist die eigentliche Messgrofie
von DSC. Der gemessene, der Temperaturdifferenz entsprechende Warmestrom wird
dannaus dem Quotienten der Temperaturdifferenz zwischen Proben- und
Referenztiegel und dem bekannten thermischen Widerstand des Systems
zuruckgerechnet. Die Kalibrierung des DSC-Gerdtes wurde anhand der

Schmelzenthalpie von Indium durchgefihrt.

Die DSC-Proben wurden in 40 pl Aluminiumniederdrucktiegel so abgewogen, dass
sie 1 - 2 mg kristalline Substanz aufwiesen. Anschliel3end wurden die Tiegel kaltver-
schweif3t und blieben im Deckel ungelocht, um Wasserverdunstung zu vermeiden. Die
Messung erfolgte gegen einen leeren Referenztiegel. Standardgemal wurden die
Proben mit einer Heizrate von 10 K/Min. ausgehend von 25°C auf 85°C erwérmt.
Waéhrend der Messungen wurde der Ofen mit Stickstoffgas unter einer FlieR-
geschwindigkeit von 80 ml/Min. umspiilt. Die KenngréRen (der Schmelzpunkt, die
Peakbreiten und die Enthalpie) wurden mit Hilfe der Star Software (Mettler-Toledo
GmbH, Deutschland) ermittelt. Anders als tblich und wie in Kapitel 4.2.1 ausfthrlich
begriindet, wurde als Mal} fur die Schmelzenthalpien der Lipidnanopartikel das
Verhdltnis aus der gemessenen Schmelzenthalpie der Nanodispersion und dem
Gewicht der darin enthaltenen Lipidnanopartikel genommen. Nur so erhalt man einen
Vergleichswert, der unabhéngig von der Dispersionskonzentration ist. Die zeitliche

Veranderung der Kristallinitat wurde in Prozent angegeben.
2.2.2.7 Freisetzungsuntersuchungen

2.2.2.7.1 Invitro Freisetzungsuntersuchungen — das membranfreie Modell
Fur die Durchfuhrung der in vitro Freisetzungsuntersuchungen von Menthol aus
Lipidnanopartikel wurde ein membranfreies Modell verwendet, das bereits von

Hommoss und Wissing genutzt wurde (Wissing 2002, Hommoss 2009). Hierbei findet
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eine Diffusion des Wirkstoffs in ein lipophiles Akzeptormedium statt. Dieses Modell
ermdoglicht einen Vergleich der relativ — nicht absolut — freigesetzten Wirkstoffmenge

aus Formulierungen.

Funf Milliliter wassrige, Menthol-beladene Dispersion wurde in ein Vial gefullt, das
mit 10 ml Miglyol 812 als Akzeptormedium uberschichtet wurde. Dabei wurden Sink-
Bedingungen sichergestellt, d. h. die Sattigung des Menthols im Akzeptormedium
wurde wahrend der gesamten Testzeit nie erreicht. Die vorbereiteten Proben wurden
in einem temperierbaren Schuttelinkubator (Innova 423, New Brunswick Scientific,
USA) bei konstanter Temperatur von 32°C mit einer Geschwindigkeit von 75 UpM
geschdittelt. In definierten Zeitabstanden (1, 3, 6, 24 und 48 Stunden) wurden aus dem
Akzeptormedium 1-ml-Proben entnommen, die durch frisches Akzeptormedium
ersetzt wurden. Die entnommenen Proben wurden mittels Gaschromatographie
(Abschnitt 2.2.2.9) analysiert (n = 2).

Tabelle 2-3: Zusammensetzung der untersuchten Dispersionen (Angaben in % (m/m))

Ladung |Bezeichnung festes Lipid M:;glI;OI Menthol Emulgator ultra-gereinigtes Wasser
SLN sof (+) | Softisan 154
positiv CPC 0,25% 89,75%
= SLN pyn (+) | Dynasan118
— -
v
SLN sof () | Softisan154
negativ s () ortisan c:ff:; 0 1,80% 88,20%
SLN pyn (-) | Dynasan118 7,00% 3,00%
. NLCsof (+) | Softisan 154
positiv CPC 0,25% 87,75%
a9 NLCpyn (+) | Dynasan118
3 . 2,00%
=z NLCsof (-) | Softisan154 TEGO
negativ 1,80% 86,20%
NLCoyn (-) | Dynasan 118 Care450

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Freisetzung von Menthol vergleichend fiir SLN
bzw. NLC und fur positiv bzw. negativ geladene Partikel untersucht. Aullerdem
wurde die Freisetzung von Menthol fir verschiedene, feste Lipide studiert (Tabelle
2-3).

2.2.2.7.2 Invivo Freisetzungsuntersuchungen — Probandenstudie

Fur die in vivo Freisetzungsuntersuchungen wurde das Menthol-beladene
NLC-Konzentrat (bestehend aus * 6,4% Dynasan 118, * 2,0% Miglyol 812,
*1,6% Menthol * 1,8% TEGO Care 450 und * 88,2% ultra-gereinigtes Wasser,
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Angaben in % (m/m)) bei 70°C und 500 bar mit drei Zyklen hergestellt. Das
Konzentrat wurde fiir die NLC-haltige Mundspulung mit Wasser so verdinnt (1:15),
dass die Konzentration von Menthol 0,1% (m/m) betrug. Als Vergleichsmuster fir
eine konventionelle Mundspulung wurde 0,1% (m/m) Menthol in einer 4%igen (m/V)
Ethanol-Wasser Mischung gelost. Zwolf Probanden verwendeten beide Proben in
einer Blindstudie und notierten ihre Eindricke tber Geschmack, Kihleffekt und
Erfrischungseffekt, sowie die Dauer der Effekte. Die einzelnen Eindriicke wurden von
den Probanden auf einer Skala von 1 (sehr intensiv) bis 5 (sehr schwach) bewertet.
Dabei hatte jeder der Probanden darauf zu achten, dass er die zweite Probe am darauf

folgenden Tag unter mdglichst gleichen Bedingungen zu sich nahm.

2.2.2.8 Einfluss von Zerstaubung auf die PartikelgroRe
In einem ndachsten Schritt wurde der Einfluss der Zerstdubung der NLC-Dispersion
auf die PartikelgroRe untersucht. Dazu wurden das NLC-Konzentrat und verdinnte
Proben mittels einer konventionellen Spriihflasche (Abbildung 2.2-1) jeweils in einem
Becherglas zerstaubt. Die zerstaubten Dispersionen wurden anschlieBend beziglich

ihrer PartikelgréRe mittels PCS und LD analysiert.

Abbildung 2.2-1: Beispiel einer konventionellen Sprihflasche (CarlRoth 2014)

2.2.2.9 Gaschromatographie
Nach Abschluss der membranfreien Freisetzung wurde die Mentholkonzentration der
entnommenen Proben mittels eines Gaschromatographen (GC) bestimmt, der mit
einem Flammenionisationsdetektor (FID) kombiniert war. Die GC-FID-Anlage war

mit einem Trace 2000 Gaschromatographen (Thermo Scientific, Deutschland) und mit
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einem ThermoQuest CE (Stada Rivaltana, Italien) ausgestattet. Flr die Analyse der
GC-Daten wurde die Software ThermoQuest CE Instruments Ver 1,04 benutzt. Als
Kapillarséule wurde ein PBX5 (30 m x 0,25 mm ID und 1 um Filmdicke) verwendet.
Die Messbedingungen waren wie folgend angegeben: Der Injektorport war auf eine
Temperatur von 250°C eingestellt und Helium wurde als Tragergas verwendet, das
eine  Durchflussrate  von 1,5 ml/Min. aufwies. Die Temperatur des
Flammenionisationsdetektors wurde auf 380°C eingestellt. Wahrend der Analyse
wurde die S&ule bei 50°C fir eine Minute gehalten und dann so programmiert, dass
die Temperatur sich mit einer Rate von 30°C/Min. auf 350°C erhohte. Die Gesamtzeit
der Analyse betrug 20 Minuten. Die Probeninjektion wurde manuell durchgefiihrt
(Splitverhéltnis=1:10). Vor der Analyse wurden die entnommenen Proben der
Freisetzungsuntersuchungen in Cyclohexan puriss 99,5% (Riedel-de Haen,
Deutschland) geldst. Als interne Standards wurden die Stoffe 1-Octanol (Riedel-de
Haen, Deutschland), 1-Decanol (Fluka, Deutschland) und 1-Undecanol (Fluka,
Deutschland) verwendet.

2.2.2.10 Leitfahigkeit und pH-Wert
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Leitfahigkeitswerte mit einem inoLab Cond
Level 1 (WTW GmbH, Deutschland) und die pH-Werte mit einem DocuMeter pH mit
Glaselektrode (Sartorius AG, Deutschland) bestimmt.

2.2.2.11 Viskositat und Dichte
Die Viskositat der inneren Phase, welche ein Mal} fur die innere Reibung darstellt,
korreliert mit der TeilchengroRe und GroRenverteilung von via Hochdruck-
homogenisation hergestellten Lipidnanopartikeln (Jahnke 2001). Je niedriger die
Viskositat der inneren Phase ist, desto kleiner und homogener sind die Teilchen. Um
die Viskositat als mogliche Ursache fur Unterschiede in der PartikelgroRe auszu-
schlieBen, wurden die dynamischen Viskositaten der festen Lipide bei den Produk-
tionstemperaturen der Dispersionen bestimmt (Abschnitt 2.3.1.2.2). Zur Berechnung
der Viskositat wurde die erforderliche kinematische Viskositat mittels eines KPG-
Ubbelohde Viskosimeters (Schott-Gerate GmbH, Deutschland) und die erforderliche
Dichte mittels eines Densitymeters (Anton Paar DMA 5000, Osterreich) bestimmt

(jeweils n=3).
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2.3 Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Entwicklung und Herstellung der Menthol-beladenen NLC

2.3.1.1 Rezepturoptimierung

2.3.1.1.1 Lipid-Screening

Das Lipid-Screening ist eine wichtige Voraussetzung fir die Entwicklung von NLC

mit hoher Wirkstoffladung. Ziel des Verfahrens ist es solche Lipide zu identifizieren,

die den Zielwirkstoff in moglichst hoher Konzentration l6sen.

Tabelle 2-4: Feste und flussige Lipide, die in dieser Arbeit untersucht wurden und ihre Féhigkeit, Menthol

aufzulésen

Mischverhdltnis

(Menthol : Lipid )

feste Lipide und Wachse

Lipid Fahigkeit Menthol
aufzuldsen
10:90 30:70 50:50
Apifil + + +
Cera flava + + +

Cera carnaubae

+

Cutina CP

++

Compritol 888 ATO

Dynasan 116

Dynasan 118

++

Imwitor S00P

Softisan 154

++

Sasolwax 2113

Sasolwax 5403

fliissige Lipide

Miglyol 812

++

Oleum arachidis

++

Oleum helianthi

++

Oleum lini virginale

++

Oleum maydis

++
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Fur alle in dieser Studie untersuchten festen und flussigen Lipide war eine Beladung
mit Menthol von bis zu 50% (m/m) mdglich (Tabelle 2-4). Wéhrend der Lagerung
wurde jedoch ein Wachstum von Mentholkristallen fur die meisten der untersuchten
physikalischen Mischungen beobachtet. Die Mentholkristalle traten auf der Ober-
flache der physikalischen Mischung und/oder in der physikalischen Mischung auf.

Bei den festen Lipiden konnte nur fir die Lipidmischungen mit 10% Menthol und
Cetylpalmitat (Cutina CP), Dynasan 118 bzw. Softisan 154 kein Kristallwachstum
beobachtet werden. Fir die anderen Proben korrelierte der Grad des
Kristallwachstums mit dem Mentholgehalt der physikalischen Mischung. Aufgrund
dieser Beobachtungen wurden die drei festen Lipide Cetylpalmitat (Cutina CP),
Dynasan 118 und Softisan 154 fir die weiteren Experimente dieser Studie

ausgewahlt.

Bezliglich der Mischungen mit fllssigen Lipiden konnte Miglyol 812 einen Anteil
von 30% Menthol komplett auflésen — wéhrend der Lagerung traten also keine
Mentholkristalle auf. Hingegen konnten andere Ole nur 10% Menthol erfolgreich
I6sen. Daher wurde Miglyol 812 als das am besten geeignete fllissige Lipid fiir die zu

entwickelnden Rezepturen verwendet.

Fur die drei ausgewdhlten festen Lipide wurde deren Miglyol 812-Beladungskapazitét
mit der Filterpapiermethode untersucht, die auch in der Arbeit von Hommoss
beschrieben wurde (Hommoss 2009). Sie betrug bei allen drei etwa 45%, womit das
Verhaltnis von festem zu fliissigem Lipid 5:4 entsprach. Ein groRerer Anteil des Ols
filhrte zum Auftreten von groRen Olflecken auf dem Filterpapier. Fir die Lipide in
allen Ziel-Rezepturen wurde daher das Verhéltnis von festem zu flissigem Lipid auf
5:4 festgelegt.

Des Weiteren wurde 10% (m/m) als maximaler Mentholanteil fiir die Ziel-Rezepturen

ausgewadhlt, da alle beteiligten Lipide mindestens 10% Menthol lésen.

2.3.1.1.2 Herstellung der physikalischen Mischungen

Wie bereits erwéhnt rekristallisieren nach einem Schmelzereignis die festen Lipide in
verschiedene polymorphe Modifikationen (Kapitel 1.1.1). Die niedrig schmelzende
Modifikation (a) besitzt eine hohe thermodynamische Energie und eine hohere
Arzneistoffbeladungskapazitdt als die dicht geordnete, hoch schmelzende
Modifikation (B), welche als stabil bekannt ist (Chapman 1962, Westesen et al.
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1997a). Um das Schmelzverhalten der reinen, festen Materialien (d. h. Cetylpalmitat,
Dynasan 118 und Softisan 154) und deren physikalischen Mischungen (enthélt 50%
festes Lipid, 40% Miglyol 812 und 10% Menthol, Angaben in % (m/m)) zu
untersuchen, wurden sie mittels DSC analysiert. Zur Simulation des heilen Hoch-
druckhomogenisationsprozesses wurden die reinen, festen Materialien ein zweites
Mal aufgeheizt. Die DSC-Thermogramme sind in Abbildung 2.3-1 und Abbildung

2.3-2 zu sehen.

Fur die reinen Lipide und auch Menthol wurden niedrig und hoch schmelzende poly-
morphe Modifikationen nachgewiesen. Fir die physikalischen Mischungen wurde
kein freier Mentholpeak gefunden, was die vollstdndige Auflosung des Menthols in
der Lipidphase belegt. Die Beladung des Miglyol 812 und des Menthols in die festen
Lipide verhinderte die Bildung der thermodynamischen instabilen Lipidmodifikation
(o) und fiihrte zur Abnahme der Kristallinitdt aufgrund einer Storung des Kristall-
gitters (Jenning et al. 2000c, Uner et al. 2005). Zuséatzlich waren die Schmelzpunkte
bei den physikalischen Mischungen 2°C geringer als bei den reinen festen Lipiden.
Jedoch waren noch alle Mischungen kristallin. Wie schon bekannt ist, kann das
Auflésen des Wirkstoffes zu einer Abnahme der Kristallisationstemperaturen der
Lipide fuhren (Muller et al. 2008). Eine weitere Abnahme der Schmelztemperatur tritt
typischerweise in Folge von Nanonisierungsprozessen auf (Teeranachaideekul et al.
2008, Kovacevic et al. 2011). Aus diesen Griinden und um eine ,,Supercooled melt-
Bildung zu vermeiden bzw. um feste Nanopartikel bei Raum- und Korpertemperatur
herzustellen, wurde Cetylpalmitat, dessen physikalische Mischung bereits eine sehr
niedrige Schmelztemperatur besitzt (ca. 32°C), fur die folgenden Untersuchungen
nicht mehr betrachtet. In weiteren Schritten der Studie wurden nun feste Lipide mit
einem hoéheren Schmelzpunkt — also Softisan und Dynasan — zur Herstellung der NLC

ausgewahit.
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Temperatur [°C]
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

1. Aufheizkurve von Menthol
2. Aufheizkurve von Menthol

51/g

1. Aufheizkurve von Softisan 154

2 . Aufheizkurve von Softisan 154

1. Aufheizkurve von Dynasan 118

2 . Aufheizkurve von Dynasan 118

ve von Cetylpalmitat

2. Aufheizkurve von Cetylpalmitat —

Abbildung 2.3-1: Erste und zweite Aufheizkurve von ausgewdhlten, reinen Lipiden und reinem Menthol.
Heizrate 10 K/Min.

Temperatur [°C]

30 35 40 45 50 55 60 65 w0 75

f T T T T T T T 1
=S e Softisan 154, Miglyol 812 und Menthol (50:40:10)
n it T P

Cetylpalmitat, Miglyol 812 und Menthol (50:40:10)

Abbildung 2.3-2: DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen ausgewahlter Lipide mit Menthol
und Miglyol 812. Aufgenommen nach der Herstellung der Mischung bei 85°C und anschlieRendem
Abkuihlen auf 20°C. Heizrate: 10 K/Min.

2.3.1.1.3 Tensid-Screening

Die Ergebnisse vom Tensid-Screening werden in Kapitel 3.2 ausfuhrlich erldutert, da
sie Teil einer unabh&ngigen Studie innerhalb dieser Arbeit sind, welche Tensid-
Screening mittels Kontaktwinkel-Untersuchungen optimiert.

Aufgrund seiner Benetzungseigenschaften bezliglich Softisan und Dynasan — bestéatigt
durch Messen des jeweils kleinen Kontaktwinkels — wurde TEGO Care 450 fiir die
weiteren Experimente als Stabilisator ausgewéhlt (Ergebnisse aus Kapitel 3.2). Die
Konzentration des Stabilisators TEGO Care 450 wurde basierend auf den Ergebnissen

vorangegangener Studien auf 1,8% (m/m) festgelegt (Hommaoss 2009).
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Die grundlegende Rezeptur fur die folgenden Experimente setzte sich demnach wie
folgt zusammen: * 10,0% festes Lipid (entweder Softisan oder Dynasan), *
8,0% Miglyol 812 (flissiges Lipid), * 2,0% Menthol, * 1,8% TEGO Care 450 und *
78,2% ultra-gereinigtes Wasser (Angaben in % (m/m)). Tabelle 2-5 zeigt alle

untersuchten Rezepturen.

Tabelle 2-5: Zusammensetzung der NLC-Dispersionen, die zu weiteren Untersuchungen der Herstellung
der Menthol-beladenen NLC-Dispersionen herangezogen wurden. Als festes Lipid wurde fir die mit 1
gekennzeichneten Rezepturen Softisan verwendet, fur die mit 2 gekennzeichneten Rezepturen wurde
Dynasan verwendet.

Rezeptur A Rezeptur B Rezeptur C Rezeptur D
festes Lipid
. 10,0% 2,5% 5,0% 15,0%
(Softisan 154 oder Dynasan 118) o . i =
Miglyol 812 8,0% 2,0% 4,0% 12,0%
Menthol 2,0% 0,5% 1,0% 3,0%
TEGO Care 450 1,8% 1,8% 1,8% 1,8%
ultra-gereinigtes Wasser 78,2% 93,2% 88,2% 68,2%
% Lipidphase 20,0 5,0 10,0 30,0
Mischverhaltnis
5:4:1 5:4:1 5:4:1 5:4:1
(festes Lipid : fltissiges Lipid : Arzneistoff)

2.3.1.2 Herstellung der Menthol-beladenen NLC-Dispersionen

2.3.1.2.1 Reproduzierbarkeit der Herstellungsmethode

Eine erfolgreiche Entwicklung der Formulierung ist nur zu erreichen, wenn der
Produktionsprozess reproduzierbar ist. Andernfalls ist eine zuverlassige Analyse der
Einflisse auf die Eigenschaften der NLC, z. B. durch die Produktionsbedingungen,
nicht moglich. Zunéchst wurde die Reproduzierbarkeit der Produktion von Menthol-
beladenen NLC untersucht.

Daflr wurden die Rezepturen Al und A2 (Tabelle 2-5) jeweils in dreifacher Ausfih-
rung mittels Heillhochdruckhomogenisation hergestellt. Die Softisan-Dispersionen
wurden bei 60°C, also 5°C uber dem Schmelzpunkt von Softisan, hergestellt. Mit
einer neuen Herstellungsmethode, dem sogenannten Cremeschmelzverfahren (CS-
Verfahren), wurden die Dynasan-Dispersionen hergestellt. Fur das Cremeschmelz-
verfahren wurde die Lipidphase bis zu einer Temperatur knapp unterhalb der

Schmelztemperatur erhitzt, so dass die Lipidphase triib blieb. Dieses Verfahren ist fir
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die Herstellung von Suppositorien mit Kakaobutter bereits bekannt (Hosny et al.
1996, Kutz et al. 2007). Die Grundidee dieser Methode wird in Abschnitt 2.3.1.2.2
ausfihrlich erléutert.

800 1

= - 0,8
£ 6005
2 - 0,6
£ 4001 T
g - 0,4
& 200
o . . r 0,2

[ [ | [ [ |

0 T T T T -0
Chargel Chargell Chargelll Chargel Chargell Chargelll
Klarschmelzverfahren Cremeschmelzverfahren
Softisan 154 Dynasan 118

/\ zaverage H P — d(v)0,50 == d(v) 0,90 M d(v)0,99

Abbildung 2.3-3: PartikelgréRe (PCS und LD) der zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit hergestellten
NLC-Dispersionen am Tag der Herstellung

Fur beide Rezepturen fuhrten die drei Produktionen zu jeweils vergleichbaren Ergeb-
nissen. Weder fiir die Softisan-Proben noch fiir die Dynasan-Proben konnten Unter-
schiede in der Teilchengrofle (Abbildung 2.3-3), dem ZP-Wert (Tabelle 2-6) und in
der Kristallinitat (Tabelle 2-7) beobachtet werden. Auch die gemessenen Langzeitsta-
bilitaten der Chargen waren gleich. Dariiber hinaus blieben bei Raumtemperatur alle

hergestellten Dispersionen mindestens ein Jahr lang stabil (Abbildung 2.3-4).
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Abbildung 2.3-4: PartikelgréRe (PCS und LD) der zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit hergestellten
NLC-Dispersionen in Abhangigkeit von der Lagerungszeit

Ein Vergleich zwischen den Softisan- und Dynasan-Dispersionen zeigte keine
Unterschiede in der mittleren TeilchengréfRe und im PI. Jedoch waren die d(v)0,99-
Werte der Dispersionen unterschiedlich. Die Softisan-Dispersion besaR mit 393 nm
einen Kleineren d(v)0,99-Wert als die Dynasan-Dispersion mit 614 nm. Der Grund
dafur konnte der Unterschied in der Zusammensetzung der festen Lipide sein
(Abschnitt 2.2.1.1). Es konnte aber auch an den unterschiedlichen
Produktionstemperaturen liegen. Der Frage danach wird in den Abschnitten 2.3.1.2.2

und 2.3.1.2.3 nachgegangen.

Tabelle 2-6: ZP-Werte der zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit hergestellten NLC-Dispersionen am
Tag 1 (Mittelwert+SD, n=3)

festes Lipid variabler Parameter ZP in [mV]
Charge| -49,9+2,9

« Softisan 154 Charge Il -47,1+1,5
E Charge Il -47,04+0,9
% Charge | -58,3+1,4
= Dynasan 118 Charge ll -56,1+1,3
Charge lll -59,14+0,6
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Tabelle 2-7: Ubersicht der PartikelgréRen (PCS und LD), Enthalpien sowie Verdnderungen in der Kristallinitat der zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit hergestellten NLC-

Dispersionen

PartikelgroRenwerte | PartikelgroBenwerte Schmelzenthalpien [J/g] Schmelzenthalpien [J/g] .
(Tag 0) (Tag 360) (Tag 0) (Tag 720) Verénderungen
festes variabler — — inder
Lipid Parameter | ;average | d(v) 0,99 | z-average | d (v) 0,99 niedrig hoch niedrig hoch Kristallinitat
[nm] [ ’] [nm] [ ’] schmelzende | schmelzende | Total | schmelzende | schmelzende Total [%]
e _ nm e Modifikation | Modifikation Modifikation | Modifikation
Charge | 190 400 200 416 7,25 14,85 22,10 3,45 54,35 57,80 161,54
Softi
015:23” Charge Il 190 397 200 464 7,25 14,90 22,15 3,40 56,70 60,10 171,33
Charge Il 194 382 197 405 6,90 15,20 22,10 3,35 56,75 60,10 171,95
Charge | 200 581 208 611 3,20 61,40 64,60 5,55% 59,55*% 65,10% 0,77
D
ylr':;a" Charge Il 197 613 206 625 3,45 60,60 64,05 5,50* 60,25* 65,75* 2,65
Charge Il 203 648 209 644 3,10 64,50 67,60 5,35% 60,00* 65,35* 3,33
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Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Produktion gut reproduzierbar ist und somit
die erste Voraussetzung an eine systematische Entwicklung der Formulierung erfillt
ist. Dies gilt sogar fir die neuartige Herstellungsmethode — fur das Cremeschmelz-

verfahren.

2.3.1.2.2 Einfluss der Herstellungstemperatur

Wie bereits erwéhnt liegt die Produktionstemperatur fir die Herstellung von NLC
typischerweise bei etwa 10 - 15°C oberhalb des Schmelzpunktes des am hdéchsten
schmelzenden Lipids, da die Viskositat bei zunehmender Temperatur abnimmt und
somit eine Dispersion mit kleineren Partikel erreicht werden kann (Jahnke 2001). In
dieser Studie wurde jedoch die Beladung des Wirkstoffes Menthol in
Lipidnanopartikel untersucht, der einen genugend hohen Séttigungsdampfdruck
besitzt (Bhatia et al. 2008), um bei Raumtemperatur zu verdunsten. Um die
Verdampfung des Wirkstoffs zu verhindern, musste die Herstellungstemperatur so
gering wie maoglich gehalten werden. Deswegen wurde in diesem Teil der Studie der
Einfluss der Herstellungstemperatur auf die physiko-chemischen Eigenschaften der
Menthol-beladenen NLC untersucht. Dafur wurden die Rezepturen Al und A2
(Tabelle 2-5) mit drei verschiedenen Temperaturen homogenisiert:

« knapp oberhalb vom Schmelzpunkt des festen Lipids,
« 5°C Uber dem Schmelzpunkt des festen Lipids,
» 15°C Uiber dem Schmelzpunkt des festen Lipids.

Somit ergaben sich fir die Softisan-Dispersionen die Produktionstemperaturen 55°C,
60°C und 70°C. Fur die Proben mit Dynasan ergaben sich die Produktions-
temperaturen 70°C, 75°C und 85°C. AulRerdem wurden die Dynasan-Chargen, die mit
dem Cremeschmelzverfahren (CS) produziert wurden, zum Vergleich herangezogen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.3-5 dargestelt.
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Abbildung 2.3-5: PartikelgroRe (PCS und LD) der zur Uberprifung des Einflusses der
Produktionstemperatur hergestellten NLC-Dispersionen am Tag der Herstellung

Es wurde erwartet, dass durch eine Erhohung der Produktionstemperatur die Partikel-
grole aufgrund der Abnahme der Viskositét der Lipidphase abnehmen wirde. Dieser
Effekt war fur die Softisan-Dispersionen zu beobachten: Die mittlere Teilchengroe
verkleinerte sich von 206 nm auf 198 nm, wahrend die Temperatur von 55°C auf
70°C stieg. Fir die Dynasan-Partikel traf dieser Effekt jedoch nicht ein. Hier wurde
sogar eine Zunahme der PartikelgroRe beobachtet. Mittels Lichtmikroskopie wurden
grolRe Teilchen als Mentholkristalle bei den beiden héheren Produktionstemperaturen
75°C und 85°C identifiziert (Abbildung 2.3-6). Der Grund fir ihre Bildung liegt
wahrscheinlich an der erhdhten Loslichkeit von Menthol in der Wasserphase. Da die
Menthol-Loslichkeit beim Abkihlen wieder abnimmt, kommt es zur Rekristallisation

und in der Folge zur Entstehung grofRer Mentholkristalle in der Wasserphase.

70°C 75°C 85°C

Abbildung 2.3-6:  Mikroskopische Aufnahmen der zur Uberpriifung des Einflusses der
Produktionstemperatur hergestellten Dynasan-NLC-Dispersionen. Vergroferung: 160-fach. Die Pfeile
zeigen auf die identifizierten Mentholkristalle, die mit Agglomerationen verbunden sind.
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Trotz der Unterschiede in der Qualitat (Entstehen bzw. Nichtentstehen grof3er Men-
tholkristalle und Agglomerate) sind die ZP-Werte der bei hoheren und niedrigeren
Temperaturen hergestellten Dynasan-Dispersionen mit einer Leitfahigkeit von
50 puS/cm in destilliertem Wasser fur alle Proben dhnlich (Tabelle 2-8).

Tabelle 2-8: ZP-Werte der zur Uberprifung des Einflusses der Produktionstemperatur hergestellten NLC-
Dispersionen (Mittelwert+SD, n=3)

festes Lipid | variabler Parameter | ZP in [mV]

55°C -51,1+0,7

Softisan 154 60°C -53,543,8

< 70°C -51,242,9

‘ug, CS-Verfahren -58,311,4

E 70°C -44,810,4
Dynasan 118

75°C -46,912,4

85°C -47,612,6

Langzeitstabilitdtsuntersuchungen zeigten, dass alle Softisan-Dispersionen und jene
Dynasan-Dispersionen, die knapp Uber dem Schmelzpunkt produziert wurden,
mindestens ein Jahr stabil blieben (Abbildung 2.3-7).
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Abbildung 2.3-7: PartikelgroBe (PCS und LD) der zur Uberpriifung des Einflusses der
Produktionstemperatur hergestellten NLC-Dispersionen in Abhéngigkeit von der Lagerungszeit

Westesen et al. untersuchten die Beziehung zwischen der Stabilitat der Lipidnano-

partikel-Dispersionen und ihrem Kristallisationsverhalten (Westesen et al. 1997b). Sie
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zeigten, dass der Gelierungsprozess der Lipidnanopartikel-Dispersionen von einer
Erhohung der Kristallinitdt und von der Transformation der weniger geordneten,
thermodynamisch instabilen o-Modifikation in die geordnete, thermodynamisch
stabile B-Modifikation begleitet wurde. Die Transformation verursacht eine Verande-
rung der zuvor kugeligen Partikelform und fuhrt somit zu einer VergroRerung der
Partikeloberflache, welche daher durch eine gréRere Anzahl von Tensidmolekilen
neu Uberdeckt werden muss. Werden die Partikeloberflachen nicht erfolgreich tber-
deckt, so kdnnen die Partikel agglomerieren. Aullerdem kann die Transformation, die
von einer Neuanordnung der Lipidmolekile und von der Zunahme der Gitterdichte
begleitet wird, zu einem AusstoR des inkorporierten Wirkstoffes fiihren (Bunjes et al.
2003). Um eine hohe physikalische Stabilitat der Dispersion sicherzustellen, sind in
der Literatur zwei Mdoglichkeiten vorgeschlagen. Bunjes et al. empfehlen, dass die
Umwandlung der a-Modifikation in die B-Modifikation inhibiert werden soll (Bunjes
et al. 2007a). Souto et al. schlagen vor, dass das Lipid so weit wie mdglich in die
B-Modifikation rekristallisieren soll (Souto et al. 2010).

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeiten sind die thermischen Analysen der homoge-
nisierten Dispersionen sehr wichtig. In den Abbildungen 2.3-8 und 2.3-9 werden die
DSC-Ergebnisse der hergestellten Dispersionen dargestellt. Sie spiegeln die
Komplexitat der Systeme wider. Fir die softisan- und die dynasanhaltigen Disper-
sionen wurden nicht nur endothermische, sondern auch exothermische Ereignisse

detektiert. Mogliche Griunde fir die exothermischen Ereignisse sind:

1. Verunreinigungen im Proben- oder Referenztiegel, die zu einem verfalschten

Messergebnis fuhren,

2. Komponenten der Probe, die sich vermutlich ganz oder teilweise in einem

metastabilen, kristallinen Zustand befinden.

Im zweiten Fall fihrt das Erwérmen der Probe unter dem Einfluss der weiteren
Komponenten, vor allem dem von Wasser, zu einer exothermen Umkristallisation in
eine stabile, kristalline Phase, die dann bei weiterer Temperaturerhdhung schmilzt.
Dies passiert vor allem bei der Herstellung von Mischungen, die zundchst temperiert
und dann relativ rasch abgekuhlt werden, wie z. B. bei der Herstellung von NLC-

Dispersionen.
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Abbildung 2.3-8: DSC-Aufheizkurven der Softisan-NLC-Dispersionen in Abhangigkeit von der

Produktionstemperatur. Obere Kurve: hergestellt knapp oberhalb des Schmelzpunktes von Softisan,
mittlere Kurve: hergestellt bei 5°C Uber dem Schmelzpunkt von Softisan, untere Kurve: hergestellt bei

15°C Uber dem Schmelzpunkt von Softisan
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Abbildung 2.3-9: DSC-Aufheizkurven der Dynasan-NLC-Dispersionen in Abhangigkeit von der
Produktionstemperatur. Oberste Kurve: hergestellt mit dem CS-Verfahren, zweite Kurve von oben:
hergestellt knapp oberhalb des Schmelzpunktes von Dynasan, zweite Kurve von unten: hergestellt bei 5°C
Uber dem Schmelzpunkt von Dynasan, unterste Kurve: hergestellt bei 15°C iber dem Schmelzpunkt von

Dynasan
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Um den ersten Fall — mégliche Verunreinigungen — auszuschlielen, wurden Proben
zuvor temperiert. Das heil3t sie wurden fiir 10 Minuten auf die Temperatur erhitzt, bei
der die exothermischen Peaks beobachtet wurden. Anschlielend wurden die Proben
wieder auf Raumtemperatur abgekihlt und dann erneut gemessen. Die DSC-
Thermogramme der Proben, die mit diesem Verfahren behandelt wurden, zeigten
keine exothermischen Peaks mehr. Somit wurden Verunreinigungen im Proben- oder
Referenztiegel ausgeschlossen. Damit ist der zweite Fall als Ursache fir die
exothermischen Ereignisse bestétigt, in dem die exothermischen Peaks mit der

metastabilen Modifikation begriindet werden.

Die DSC-Thermogramme der homogenisierten Dispersionen zeigten, dass die
Schmelzpunkte und die Kristallinitat der Partikel im Vergleich zu den reinen Lipiden
bzw. physikalischen Mischungen geringer wurden. Dies wurde erwartet und ist eine
Folge des Nanonisierungsprozesses durch Homogenisation (Bunjes et al. 2007b).
Anhnlich wie bei den DSC-Thermogrammen der physikalischen Mischungen besalen
die hergestellten Dispersionen keine freien Mentholpeaks. Jedoch im Gegensatz zu
den physikalischen Mischungen, die nur eine hoch schmelzende Modifikation
besalRen, zeigten die hergestellten Dispersionen, ahnlich zu der zweiten Heizkurve der
reinen Lipide, niedrig und hoch schmelzende Modifikationen. Die Schmelztemperatur
der hoch schmelzenden Modifikation betrug fur die homogenisierten Dispersionen
etwa 5°C weniger als die Schmelztemperatur derselben Modifikation desselben reinen
Lipides. Hingegen hatte die niedrig schmelzende Modifikation einen um fast 9°C
niedrigeren Schmelzpunkt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
Gastmolekiile, also die Mentholmolekiile, hauptsachlich in der thermodynamisch

instabilen niedrig schmelzenden Modifikation lokalisiert sind.

Die DSC-Ergebnisse vom Tag der Herstellung zeigten, dass fiur beide Rezepturen die
unterschiedlichen Herstellungstemperaturen zu unterschiedlich groRen Mengen der
verschiedenen polymorphen Modifikationen des Lipids fuhrten (Tabelle 2-9).
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Tabelle 2-9: Ubersicht der PartikelgréRen (PCS und LD), Enthalpien sowie Verdnderungen in der Kristallinitat der zur Uberpriifung des Einflusses der Produktionstemperatur
hergestellten NLC-Dispersionen

PartikelgroRenwerte PartikelgroRenwerte Schmelzenthalpien [J/g] Schmelzenthalpien [J/g] .
(Tag 0) (Tag 360) (Tag 0) (Tag 720) Verénderungen
festes variabler — — inder
Lipid Parameter | , ayerage | d(v)0,99 | z-average | d (v)0,99 niedrig hoch niedrig hoch Kristallinitét
[nm] [ ’] [nm] [ ’] schmelzende | schmelzende | Total | schmelzende | schmelzende | Total [%]
L L B e Modifikation | Modifikation Modifikation | Modifikation
55°C 206 557 214 426 5,90 9,35 15,25 7,05 18,20 25,25 65,57
Softi
Ol_r:f” 60°C 200 515 213 464 7,60 2,90 10,50 6,90 16,85 23,75 126,19
70°C 198 495 209 416 8,15 3,45 11,60 7,85 22,15 30,00 158,62
CS-
200 581 208 611 3,20 61,40 64,60 5,55% 59,55% 65,10* 0,77*
Verfahren
Dynasan 70°C 218 622 199 481 5,45 56,15 61,60 4,95 66,35 71,30 15,75
118
75°C 235 52276 253 42990 5,35 53,75 59,10 6,90 61,70 63,60 16,07
85°C 215 67000 236 43037 6,55 53,25 59,80 6,60 75,75 82,35 37,71

61



Im Vergleich zur Produktion bei héheren Temperaturen fiihrte die Produktion mit
einer Temperatur knapp Uber dem Schmelzpunkt zu einer kleineren Menge der
niedrig schmelzenden Modifikation und zu einer gréfleren Menge der hoch
schmelzenden Modifikation. So betrug die bezlglich des Lipidgehaltes der Probe
berechnete Schmelzenthalpie fur die niedrig schmelzende Modifikation der Dynasan-
Partikel am Tag der Herstellung 5,45 J/g fur 70°C bzw. 6,55 J/ig fir 85°C
Herstellungstemperatur. Flr die hoch schmelzende Modifikation dieser NLC wurden
56,15 J/g flr 70°C und 53,25 J/g fur 85°C gemessen. Die nach zwei Jahren Lagerung
erfolgten DSC-Messungen wiesen fir beide NLC neben der hoch schmelzenden
Modifikation immer noch die niedrig schmelzende Modifikation nach. Der
Schmelzpunkt der niedrig schmelzenden Modifikation blieb wéhrend der Lagerzeit
unveréndert. Im Gegensatz dazu wurde der Schmelzpunkt der hoch schmelzenden
Modifikation mit der Zeit hoher. AulRerdem waren die beobachteten Veranderungen
in der Kristallinitdt der mit unterschiedlichen Temperaturen hergestellten Disper-
sionen verschieden stark. Die Veranderungen waren flr die Dispersionen starker

ausgepragt, die mit hdheren Temperaturen hergestellt wurden.

Diese interessante Beobachtung motivierte das sogenannte Cremeschmelzverfahren.
Die Schmelzenthalpien der niedrig und hoch schmelzenden Modifikationen der via
Cremeschmelzverfahren hergestellten Dispersionen waren 3,20 J/g und 61,40 J/g.
Dieser deutliche Unterschied in den Schmelzenthalpien bestétigte somit die obige
Beobachtung, dass die Enthalpie flr die niedrig schmelzende Modifikation bei einer
niedrigeren Herstellungstemperatur geringer wird, die Enthalpie der hoch schmelzen-
den Modifikation jedoch ansteigt. Im Gegensatz zu den Dispersionen, die traditionell
uber dem Schmelzpunkt des Lipids hergestellt wurden, hat sich wahrend der Lage-
rung die Kristallinitdt der Dispersionen kaum verdndert, die nach dem Creme-

schmelzverfahren entstanden sind.

Wie bereits oben erklart wurde, kann das Kristallisationsverhalten der
Lipidnanopartikel die Stabilitat ihrer Dispersion beeinflussen. Um den Zusammen-
hang zwischen dem Kristallisationsverhalten und der Stabilitat der Partikel besser
beurteilen zu konnen, wurden die DSC-Daten der Partikel mit der physikalischen
Stabilitat der Partikel verglichen. Die nach zwei Jahren Lagerungszeit auftretende

niedrig schmelzende Modifikation und die hohen Stabilitdten der Softisan-NLC
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wiesen darauf hin, dass fur diese Proben keine polymorphe Transformation der

Lipidmodifikation, welche zu einer Instabilitat fiihren kdnnte, stattgefunden hat.

Im Gegensatz zu den Softisan-Dispersionen konnten Unterschiede in Stabilitat und
Kristallisationsverhalten der bei variierender Temperatur hergestellten Dynasan-
Dispersionen festgestellt werden und fiir eine Zusammenhangsanalyse verwendet
werden. Wie oben bereits erklart wurde, waren die bei niedrigeren Temperaturen
hergestellten Chargen stabiler als die, die bei hoheren Temperaturen hergestellt
wurden. AuRerdem fiihrte die Produktion bei einer Temperatur knapp Uber dem
Schmelzpunkt zu kleineren Mengen der niedrig schmelzenden Modifikation und zu
groReren Mengen der hoch schmelzenden Modifikation. Diese Beobachtungen
beziglich der Dynasan-Dispersionen unterstlitzen die Hypothese von Souto et al.,
welche davon ausgeht, dass eine grolRe Menge an hoch schmelzender Modifikation zu
stabilen Partikeln fuhrt (Souto et al. 2010).

Die bei niedrigeren Temperaturen hergestellten Dispersionen wiesen keine
Mentholkristalle auf, obwohl sie eine sehr geringe Menge an niedrig schmelzender
Modifikation besafllen, welche als Hauptreservoir fiir Gastmolekiile gilt. Das
Nichtauftreten von Peaks einer niedrig schmelzenden Modifikation kann daher auf
einen nicht kristallinen (d. h. flissigen) Zustand der Lipidmatrix hindeuten. Trotz der
niedrigen Kristallinitat der niedrig schmelzenden Modifikation sind die Partikel, die
bei der Schmelztemperatur des festen Lipides hergestellt wurden, aufgrund ihrer
extrem hohen Stabilitat vielversprechend fir die Entwicklung einer neuen Generation

von Lipidnanopartikeln.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse dieses Studienteils, dass niedrige
Produktionstemperaturen knapp unter oder knapp ber dem Schmelzpunkt zu kleinen
PartikelgroRen und physikalisch stabilen Nanopartikeln fihren. Dieses Ergebnis
wurde erhofft, jedoch nicht erwartet, da Jahnke zuvor gezeigt hatte, dass eine
gewinschte kleine TropfchengrofRe fur Wachsemulsionen mit einer Produktions-
temperatur Uber dem Schmelzpunkt von Wachs erzielt werden kann (Jahnke 2001).

Jahnkes Methode galt seitdem als die Produktionsmethode fir Lipidnanopartikel.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die unterschiedlichen Herstellungstemperaturen zu

unterschiedlichem Kristallisationsverhalten fiihren. Dies bedeutet, dass die

63



gewilnschte Kristallinitdt der Partikel durch eine Optimierung der Herstellungs-

temperatur erreicht werden kann.

Fur die Produktion der Menthol-beladenen Lipidnanopartikel wurden die optimalen
Herstellungstemperaturen mit 55°C flr die Softisan- und mit 70°C fir die Dynasan-

Dispersionen ermittelt.

2.3.1.2.3 Einfluss des Homogenisationsdruckes

Wie bereits erwéhnt sind die am h&ufigsten verwendeten Homogenisationsdriicke fir
die Herstellung der Lipidnanopartikel derzeit 500 bar und 800 bar (Abschnitt 1.1.5.2).
Da eine Reduzierung des angewandten Drucks Produktionskosten sparen wirde,
wurde in diesem Teil der Studie der Einfluss des Homogenisationsdruckes auf die
physiko-chemischen Eigenschaften der Menthol-beladenen NLC untersucht und die
Effizienz der Homogenisierung bei unterschiedlichen Driicken verglichen. Daflr
wurden die Rezepturen Al und A2 (Tabelle 2-5) jeweils 3-mal, unter Verwendung
von drei Homogenisationszyklen bei geringem (300 bar), mittlerem (500 bar) und
hohem (800 bar) Homogenisationsdruck hergestellt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 2.3-10 zu sehen.

Bei den Ergebnissen beziiglich der Partikelgréfie wurden jeweils die gleichen Trends
flr beide Formulierungen beobachtet. Je hoher der Homogenisationsdruck war, desto
kleiner und homogener waren die Partikel. Diese Beobachtung war nicht signifikant
fur die mittlere PartikelgroRe (216 nm, 202 nm, 188 nm flr Softisan-NLC bzw.
239 nm, 227 nm, 210 nm flir Dynasan-NLC bei 3x300 bar, 3x500 bar, 3x800 bar),
aber deutlich sichtbar in den LD-Ergebnissen. Als der Homogenisationsdruck von
300 bar auf 800 bar erhdht wurde, sind die d(v)0,99-Werte fiir die Softisan Chargen
von 634 nm auf 472 nm und die fir die Dynasan Chargen von 668 nm auf 518 nm
gesunken (Abbildung 2.3-10).
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Eine gleiche Versuchsanordnung fuhrte bei den Softisan-Dispersionen zu
vergleichsweise kleineren Partikeln. Dieser Unterschied kann nicht mit den
unterschiedlichen Viskositaten erklart werden, da die Viskositaten der beiden
Lipidphasen bei den untersuchten Herstellungstemperaturen sehr dhnlich waren. Die
Viskositat von Softisan betrug 24,1 mPas bei 55°C und die Viskositdt von Dynasan
betrug 22,5 mPas bei 70°C. Eine mogliche Erklarung kdnnen jedoch die Diglyceride
im Softisan sein, welche als Co-Emulgatoren wirken kénnen und somit zu kleineren

Partikeln fihren.
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Abbildung 2.3-10: PartikelgréBe (PCS und LD) der zur Uberpriufung des Einflusses des
Homogenisationsdruckes hergestellten NLC-Dispersionen am Tag der Herstellung

Die Langzeitstabilitatsergebnisse sind in Abbildung 2.3-11 zu sehen. Fir die Softisan
Chargen wurde keine Zunahme in der PartikelgroRie festgestellt und es wurden keine
freien Mentholkristalle gefunden. Dies galt sogar bei Herstellung mit dem niedrigsten
Homogenisationsdruck, der in dieser Studie untersucht wurde, also fir 300 bar. Die
hohe physikalische Stabilitdt der Softisan-Chargen konnen wiederum mit den

Diglyceriden, die als Co-Emulgator wirken, erklart werden.
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Abbildung 2.3-11: PartikelgréBe (PCS und LD) der zur Uberpriufung des Einflusses des
Homogenisationsdruckes hergestellten NLC-Dispersionen in Abhé&ngigkeit von der Lagerungszeit

Im Gegensatz dazu waren die Dynasan-Partikel, die mit 300 bar hergestellt wurden,
nicht stabil — sie agglomerierten stark. Trotz des ausreichend hohen ZP-Wertes
(Tabelle 2-10), d. h. oberhalb von -30 mV, wurden fiir diese Probe grolRe Partikel
bereits zwei Wochen nach der Produktion gefunden. Diese Partikel konnten mittels
Laserdiffraktometrie nicht bei jeder Messung detektiert werden. Die mdglichen
Ursachen daftir werden in Kapitel 4.1 erklart. Sowohl die mikroskopischen als auch
die makroskopischen Beobachtungen demonstrieren die Instabilitat der Probe klar
(Abbildung 2.3-12).

Tabelle 2-10: ZP-Werte der zur Uberprifung des Einflusses des Homogenisationsdruckes hergestellten
NLC-Dispersionen (Mittelwert+SD, n=3)

festes Lipid | variabler Parameter | ZP in [mV]
3x300 -53,3+1,8

< Softisan 154 3x500 -54,0+2,6
é 3x800 -52,7£2,8
g’- 3x300 -48,1+0,8
= Dynasan 118 3x500 -48,612,0
3x800 -49,213,1
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Abbildung 2.3-12: Makroskopische Aufnahmen der Dynasan-NLC-Dispersionen in Abhéngigkeit vom
Homogenisationsdruck nach einjahriger Lagerung. A: hergestellt mit 300 bar, B: hergestellt mit 500 bar,
C: hergestellt mit 800 bar

Die DSC-Thermogramme der Dispersionen zeigten, dass ein hdéherer Homo-
genisationsdruck nicht nur zu kleineren Partikeln fuhrt, sondern aufgrund der
kleineren Partikelgrof3e auch zu einer niedrigeren Kristallinitat der Partikel (

Tabelle 2-11). So z. B. betrugen die auf Basis des Lipidgehalts berechneten Schmelz-
enthalpien der Dynasan-Partikel je nach Homogenisationsdruck 46,8 J/g fur 300 bar
bzw. 38,6 J/g fur 800 bar. Dieser Einfluss der PartikelgroRe auf die Kristallinitat der
Partikel ist auf den Gibbs-Thomson-Effekt zurtick zu fihren (Perez 2005). Ein
weiterer Grund flr den beschriebenen Einfluss ist die kritische Anzahl der
Kristallisationskeime, die flr die Initiation der Rekristallisation bendtigt werden und
mit die mit steigendem Homogenisationsdruck abnehmen (Boistelle 1988). Die
Wahrscheinlichkeit dafur, dass sich genugend viele Rekristallisationspromotoren in
einem Tropfchen befinden, ist fur kleine Tropfchen geringer als fur groRe. Daher

findet die Rekristallisation der kleinen Partikel verzdgerter statt (Souto et al. 2006).
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Tabelle 2-11: Ubersicht der PartikelgroRen (PCS und LD), Enthalpien sowie Veranderungen in der Kristallinitat der zur Uberpriifung des Einflusses des Homogenisationsdruckes
hergestellten NLC-Dispersionen

PartikelgroBenwerte | PartikelgroBenwerte Schmelzenthalpien [J/g] Schmelzenthalpien [J/g] .
(Tag 0) (Tag 360) (Tag 0) (Tag 720) Verédnderungen
festes variabler — — in der
Lipid Parameter | ; average | d (v) 0,99 | z-average | d (v) 0,99 niedrig hoch niedrig hoch Kristallinitat
! ! schmelzende | schmelzende | Total | schmelzende | schmelzende | Total [%]
[nm] [nm] [nm] [nm] Modifikation | Modifikation Modifikation | Modifikation
3x300 216 634 226 586 5,00 8,25 13,25 8,05 14,10 22,15 67,17
Softi
015'23” 3x500 202 529 195 422 7,55 3,65 11,20 7,65 23,75 31,40 180,36
3x800 188 472 220 382 7,50 2,50 10,00 7,40 25,70 33,10 231,00
3x300 236 668 218 11083 3,30 43,45 46,75 6,30 55,45 61,75 32,09
D
V;‘;‘;’"" 3x500 217 602 205 508 3,65 36,60 40,25 7,30 65,20 72,50 80,12
3x800 210 518 227 393 4,80 33,80 38,60 6,25 59,25 65,50 69,69
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Neben der Gesamtkristallinitat wurde auch das Verhéltnis zwischen der niedrig- und
der hoch schmelzenden Modifikation durch den Homogenisationsdruck beeinflusst.
Ein hoherer Homogenisationsdruck — also ein héherer Energieeintrag — flihrte zu einer
grolReren Menge der niedrig schmelzenden und zu einer kleineren Menge der hoch
schmelzenden Modifikation. AufRerdem hat sich die Kristallinitdt bei den mit
unterschiedlichen Homogenisationsdriicken hergestellten Dispersionen wahrend der
Lagerungszeit unterschiedlich verandert. Allgemein konnte beobachtet werden: Je
hoher der Homogenisationsdruck war, desto groRer war die Anderung der
Kristallinitdt im Laufe der Zeit. Daher kann geschlussfolgert werden, dass der
Homogenisationsdruck (d. h. der Energieeintrag) so niedrig wie moglich gehalten
werden sollte, um die Bildung von niedrig schmelzenden, instabilen Modifikationen
und die zeitlichen Veranderungen der Kiristallinitdit zu verhindern und somit

physikalische stabile NLC-Systeme zu ermdglichen.

Der mdgliche Zusammenhang zwischen dem Kristallisationsverhalten und der
Langzeitstabilitat der Partikel wurde bereits in Abschnitt 2.3.1.2.2 erlautert. Auch in
diesem Fall kann beziglich der Softisan-NLC keine Aussage getroffen werden, da
alle Softisan-Proben stabil blieben, sich jedoch in ihren Kristallinitaten unterschieden.
Andererseits wurde aufgrund der DSC-Daten der Dynasan-Dispersionen erwartet,
dass die Dynasan-Dispersion, die mit 300 bar hergestellt wurde, eine lange Zeit stabil
bleiben wiirde. Die Probe erfiillte die Hypothese von Souto et al. (Souto et al. 2010).
Sie besall die grofite Menge der hoch schmelzenden Modifikation. Aufgrund des
zusétzlichen Auftretens der niedrig schmelzenden Modifikation erftllte sie ebenso die
Hypothese von Bunjes et al. (Bunjes et al. 2007a) (Abschnitt 2.3.1.2.2).

Die Dispersion agglomerierte jedoch bereits 14 Tage nach der Produktion. Diese
Beobachtung zeigt, dass fir eine Vorhersage der physikalischen Stabilitat der
Lipidnanopartikel nicht allein das Kristallisationsverhalten ausreicht. In diesem Fall
kann die grolRe PartikelgroRe der Grund fur die Instabilitat dieser Dispersion sein.

Weiterhin wurde erwartet, dass wahrend der Lagerung die Kristallinitdt dieser
Dynasan-Probe aufgrund von Agglomerationsbildung stark zunehmen wirde. Die
DSC-Daten, die nach zwei Jahren Lagerung gemessen wurden, ergaben jedoch nur

eine sehr geringe Zunahme der Kiristallinitdt. Dieses Artefakt kann mit den
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Agglomerationen erklart werden, die am inneren Glas des Vials hafteten (Abbildung
2.3-12) und aufgrund derer die DSC-Messungen nicht mit dem représentativen

Lipidgehalt durchgefiihrt werden konnten.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse dieses Studienteils, dass der Homo-
genisationsdruck nicht nur die PartikelgroRe der NLC, sondern auch die Stabilitdt und

die Kristallinitat der Partikel beeinflusst.

2.3.1.2.4 Einfluss der Anzahl der Homogenisationszyklen

Das Ziel dieser Teilstudie war es, zu untersuchen, ob eine Variation in der Anzahl der
Zyklen zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhrt. Fir die Auswahl der Anzahl von
Homogenisationszyklen wurden die Produktionsparameter betrachtet, die derzeit am
haufigsten verwendet werden (Hommoss 2009). Diese sind entweder drei Zyklen bei
500 bar oder zwei Zyklen bei 800 bar. Mit 500 bar und 800 bar wurden zugleich die
effektivsten Homogenisationsdriicke verwendet, die in dem vergangenen Schritt
definiert wurden. Bei 500 bar wurden zwei, drei und finf Zyklen, bei 800 bar ein,
zwei und drei Zyklen zur Homogenisation der Dispersionen der Rezepturen Al und
A2 (Tabelle 2-5) durchgefihrt.

1000+ -1
T 800 0,8
=
L]

(=]
2
o
]
x
£
[y
a

500 bar 800 bar 500 bar 800 bar

Softisan 154 Dynasan 118
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Abbildung 2.3-13: PartikelgroRe (PCS und LD) der zur Uberpriifung des Einflusses der Zyklenanzahl
hergestellten NLC-Dispersionen am Tag der Herstellung
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Fur die beiden untersuchten Formulierungen fiihrte eine Erhéhung der Zyklenanzahl

zur Abnahme der PartikelgroRe und zur Zunahme der Homogenitat (Abbildung

2.3-13). Fir die beiden untersuchten Homogenisationsdriicke wurden jeweils die

groliten TeilchengroRen und die breitesten Pls bei der Herstellung mit der jeweils

kleinsten untersuchten Anzahl von Homogenisationszyklen festgestellt. Also mit zwei

Zyklen fir 500 bar und mit einem Zyklus fiir 800 bar. AulRerdem konnte festgestellt

werden, dass die Homogenisierung bei 500 bar mit drei Zyklen &hnliche Ergebnisse

wie die Homogenisierung bei 800 bar mit zwei Zyklen ergab. Zum Beispiel betrugen

die mittleren TeilchengréRen der Softisan-NLC-Dispersionen, die bei 500 bar mit drei

Zyklen und bei 800 bar mit zwei Zyklen hergestellt wurden, 202 nm mit einem PI von
0,11 bzw. 199 nm mit einem Pl von 0,14.

Tabelle 2-12: ZP-Werte der zur Uberprifung des Einfluss der Zyklenanzahl hergestellten NLC-

Dispersionen (Mittelwert+SD, n=3)

festesLipid | variabler Parameter | ZPin [mV]
2x500 -54,810,2
3x500 -54,0+2,6

Softisan 154 5x500 -52,71,4
1x800 -56,510,8

< 2x800 -54,610,5

£ 3x800 -52,712,8

(]

g 2x500 -51,7+1,4
3x500 -50,7+2,0

Dynasan 118 5x500 -51,142,6
1x800 -53,5¢1,1
2x800 -51,1+0,9
3x800 -48,8+3,1
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Abbildung 2.3-14: PartikelgréRe (PCS und LD) der zur Uberpriifung des Einflusses der Zyklenanzahl
hergestellten Softisan-NLC-Dispersionen in Abh&ngigkeit von der Lagerungszeit

Der Einfluss der Anzahl von Homogenisationszyklen war beziglich der PCS-
Ergebnisse begrenzt. Der PCS-Wert 200 nm bildete die Grenze fur die Partikel-
groRenreduktion. Nach Erreichen dieses PCS-Wertes verringerten weitere Homo-
genisationszyklen die mittlere PartikelgrofRe nicht mehr. Anders war hingegen das
Verhalten der d(v)0,99-Werte. Mit weiteren Zyklen nahmen die d(v)0,99-Werte der
Dispersionen weiter ab. Auch beeinflusste die Anzahl von Homogenisationszyklen
die PI-Werte, wobei der Einfluss auf die bei 800 bar hergestellten Dispersionen

deutlicher erkennbar war.

Die ZP-Ergebnisse der Dispersionen, die fiir diesen Teil der Studie gemessen wurden,
sind in Tabelle 2-12 aufgelistet. Die Abbildung 2.3-14 und die Abbildung 2.3-15
zeigen die Langzeitstabilitatsergebnisse der hergestellten Dispersionen. Sie belegen,
dass die Softisan-Chargen wéhrend der gesamten Lagerungszeit stabil waren. Fur
diese Dispersionen wurden keine Agglomerationen und kein PartikelgrofRenwachstum
festgestellt. Dies galt sogar fiir die Probe, die mit nur einem Zyklus produziert wurde.
Dies ist hervorzuheben, da das Ziel einer effizienten Produktion insbesondere die
Zeit- und Kostenreduzierung ist. Eine Homogenisierung mit nur einem Zyklus — und
nicht zwei — kann die Energiekosten der Produktion halbieren. Dies ist besonders flr

die grof3technische Produktion interessant.
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Abbildung 2.3-15: PartikelgréRe (PCS und LD) der zur Uberpriifung des Einfluss der Zyklenanzahl
hergestellten Dynasan-NLC-Dispersionen in Abhéngigkeit von der Lagerungszeit

Die Produktion mit nur einem Zyklus ergab jedoch nicht immer stabile Dispersionen.
Um stabile, Dynasan enthaltende NLC-Dispersionen herzustellen, war eine
Produktion mit nur einem Zyklus nicht ausreichend. Fur diese Rezeptur ergab eine
Produktion mit zwei Zyklen solche Partikel, die Uber sechs Monate stabil blieben,
spater dann aber agglomerierten. Fir die Dynasan enthaltende Dispersion war eine
Herstellung mit drei Zyklen optimal. Dies galt fur die beiden untersuchten
Homogenisationsdriicke, also fiir 500 bar und 800 bar. Die Anwendung von mehr als
drei Zyklen fiihrte wiederum zu einer Art der Uberbearbeitung und somit zu instabilen
Partikeln, die eine Folge des hohen Energieeintrages sind (Mehnert et al. 2001). Des
Weiteren filihrte der Wasserverlust, welcher wahrend langerer Produktionszeiten bei
hohen Temperaturen entsteht, zu einer Erhohung in der Konzentration der Lipidphase.
Folglich kamen die Lipidnanopartikel gegenseitig in engen Kontakt, was zur

Agglomeration flihrte.
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Tabelle 2-13: Ubersicht der PartikelgréRen (PCS und LD), Enthalpien sowie Veranderungen in der Kristallinitat der zur Uberpriifung des Einflusses der Zyklenanzahl hergestellten
NLC-Dispersionen

PartikelgroRenwerte PartikelgroBenwerte Schmelzenthalpien [J/g] Schmelzenthalpien [J/g] .
(Tag 0) (Tag 360) (Tag 0) (Tag 720) Verénderungen
festes variabler — — inder
Lipid Parameter | , ayerage | d (v) 0,99 | z-average | d (v) 0,99 niedrig hoch niedrig hoch Kristallinitat
schmelzende | schmelzende | Total | schmelzende | schmelzende | Total [%]
el [ ] [ Modifikation | Modifikation Modifikation | Modifikation
2x500 210 597 212 491 6,15 4,05 10,20 7,10 11,20 18,30 79,41
3x500 202 529 195 422 7,55 3,65 11,20 7,65 23,75 31,40 180,36
Softisan 5x500 206 509 212 439 7,80 2,75 10,55 6,90 24,55 31,45 198,10
L5 1x800 243 808 245 613 4,80 11,75 16,55 4,20 32,50 36,70 121,75
2x800 199 600 200 477 6,10 3,80 9,90 7,75 18,35 26,10 163,64
3x800 188 472 220 382 7,50 2,50 10.00 7,40 25,70 33,10 231,00
2x500 288 609 227 36020 4,30 34,85 39,15 5,45 71,65 77,10 96,93
3x500 217 602 205 508 3,65 36,60 40,25 7,30 65,20 72,50 80,12
Dynasan 5x500 227 483 207 47503 3,05 38,95 42,00 7,05 65,30 72,35 72,26
118
1x800 347 774 231 41840 1,65 56,80 58,45 4,20 81,25 85,45 46,19
2x800 222 590 232 36887 4,00 41,70 45,70 6,05 64,65 70,70 54,70
3x800 210 518 227 393 4,80 33,80 38,60 6,25 59,25 65,50 69,69
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Die DSC-Ergebnisse der untersuchten Dispersionen sind in Tabelle 2-13 aufgelistet.
Ein Vergleich der DSC-Ergebnisse vom Tag der Herstellung zeigt, dass im Allge-
meinen mit der Zunahme der Anzahl von Homogenisationszyklen auch die Menge der
niedrig schmelzenden Modifikation zunimmt, wohingegen die Menge der hoch
schmelzenden Modifikation abnimmt. Die Ergebnisse nach zwei Jahren Lagerung
ergaben, dass eine hohere Anzahl der Produktionszyklen im Allgemeinen zu groReren
Anderungen in der Kristallinitat der Proben fihrt.

Um den moglichen Zusammenhang zwischen dem Kiristallisationsverhalten und der
Langzeitstabilitdt der Partikel zu untersuchen, wurden die beiden Dispersionen
beziglich dieser Eigenschaften verglichen. Da auch hier alle Softisan-Dispersionen
stabil blieben, konnte keine nicht triviale Aussage tber den Zusammenhang zwischen
Kristallisationsverhalten und Stabilitat der Partikel getroffen werden. Andererseits
zeigte ein Vergleich innerhalb der Dynasan-Dispersionen, wie bereits in Abschnitt
2.3.1.2.3 erlautert wurde, dass die Erwartungen, die durch das Kristallisations-
verhalten der Partikel geweckt wurden, nicht mit der realen Stabilitadt der Partikel
vereinbar sind. Zum Beispiel war anhand der DSC-Ergebnisse der Dynasan-
Dispersionen zu erwarten, dass die Dispersion, die mit einem Zyklus bei 800 bar
hergestellt wurde, stabil bleiben wirde. Die Annahme beruhte darauf, dass sie einen
hohen Anteil an hoch schmelzender Modifikation und eine in der Grol3e unveranderte
Menge an niedrig schmelzender Modifikation besal. Allerdings agglomerierte die
Probe bereits sieben Tage nach der Produktion. Diese Beobachtung und andere
ahnliche Falle (Abschnitt 2.3.1.2.3) zeigen, dass das Kristallisationsverhalten alleine
nicht ausreicht, um die physikalische Stabilitat der Lipidnanopartikel vorherzusagen.
Neben dem gewiinschten Kristallisationsverhalten missen weitere Eigenschaften, wie
zum Beispiel eine hohe Oberflachenladung, eine kleine PartikelgréfRe usw. erreicht

werden, um physikalisch stabile Partikel zu erhalten.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse dieses Studienteils, dass auch durch
Variation der Homogenisationsparameter die TeilchengroRRe, die Langzeitstabilitat
und das Kristallisationsverhalten der Teilchen manipuliert werden kénnen. Unter den
untersuchten Herstellungsparametern erwies sich eine Produktion am Schmelzpunkt

des festen Lipides bei 500 bar mit drei Zyklen als am besten geeignet.
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2.3.1.2.5 Einfluss der Konzentration der Lipidphase

Um die optimale Lipidphasenkonzentration fiir die Menthol-beladenen NLC heraus-
zufinden, wurde in diesem Teil der Studie der Einfluss der Konzentration der Lipid-
phase auf die physiko-chemischen Eigenschaften der NLC untersucht. Dafiir wurde

die Konzentration der Lipidphase zwischen 5% und 30% (m/m) variiert.
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Abbildung 2.3-16: PartikelgroRe (PCS und LD) der zur Uberprifung des Einflusses der
Lipidphasenkonzentration hergestellten NLC-Dispersionen am Tag der Herstellung

Die Ergebnisse vom Produktionstag sind in Abbildung 2.3-16 zu sehen. Bezliglich der
mittleren PartikelgroBe gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen 5%
(B Rezepturen) und 10% (C Rezepturen). Die Erh6hung des Lipidgehalts von 10%
(C Rezepturen) auf 30% (D Rezepturen) fuhrte jedoch zu einem Anstieg der mittleren
PartikelgroRe. Andererseits wurde fiir die d(v)0,99-Werte ein kontinuierlicher Anstieg
als Folge der Konzentrationserhbhung beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte mit
steigendem Lipidgehalt fiir die PI-Werte keine Tendenz festgestellt werden. Wé&hrend
die Konzentration der Lipidphase von 5% auf 20% stieg, nahmen die PI-Werte ab.
Bei einer weiteren Zunahme der Konzentration kam es jedoch zu keiner weiteren
Abnahme der PI-Werte, so dass der niedrigste PI-Wert fur die Dispersionen mit einer
20% Lipidphase beobachtet wurde. Die PI-Werte der Chargen mit einer 30%
Lipidphase waren &hnlich hoch wie bei den Dispersionen mit einer 5% und 10%

Lipidphase.
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Interessanterweise besallen die Dispersionen mit einer 5% und einer 10% Lipidphase
(B und C Rezepturen) fur die beiden untersuchten festen Lipide am Tag der
Herstellung &hnliche Partikelgrofien, obwohl die 20% und 30%igen Softisan-Proben
kleinere Partikel als die gleich prozentigen Dynasan-Proben aufwiesen. Diese
Beobachtung zeigt, dass der Einfluss des Lipidphasengehalts ab einer bestimmten
Konzentration zu unterschiedlichen PartikelgroRen fuhrt. Bei niedrigeren Konzentra-
tionen erhdlt man &hnliche Ergebnisse, obwohl die Zusammensetzung der Lipide
unterschiedlich ist. Der Grund flr die kleineren Partikel der 20%igen und 30%igen
Softisan-Dispersionen konnten die Diglyceride sein, welche Bestandteil der

Zusammensetzung des Lipids sind und als Co-Emulgator wirken.
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Abbildung 2.3-17: PartikelgroRe (PCS und LD) der zur Uberprifung des Einflusses der
Lipidphasenkonzentration hergestellten NLC-Dispersionen in Abhangigkeit von der Lagerungszeit

Die  ZP-Ergebnisse der Proben sind in Tabelle 2-14 und die
Langzeitstabilitatsergebnisse in Abbildung 2.3-17 dargestellt. Fir die Softisan-
Dispersionen gab es keine Aggregate und keine Veranderungen in der Partikelgrofiie
flir einen Zeitraum von einem Jahr. Andererseits ist die Dynasan-Dispersion, die eine
30% Lipidphase enthielt, am 7. Tag der Lagerung agglomeriert, obwohl alle anderen
Dynasan-Proben fur mindestens ein Jahr stabil blieben. Die Stabilitdtsunterschiede
zwischen den 30%igen Softisan- und Dynasan-Dispersionen sind ebenso auf die
Diglyceride zurlckzufiihren. Als Co-Emulgatoren konnen sie eine bessere

Stabilisierung der Softisan-Proben sicherstellen. Als ein weiterer Grund ist der
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hohere, herstellungsbedingte Wasserverlust der Dynasan-Probe zu nennen. Da die
Produktionstemperatur der Dynasan-Chargen hoher als die der Softisan-Chargen war,
ergab sich somit auch ein hoherer Wasserverlust fir die Dynasan-Proben. Daher war
zu erwarten, dass der tatséchliche Lipidgehalt der Dynasan-Dispersionen hoher als der
der Softisan-Dispersionen war. Wenn der tatséchliche Lipidgehalt die sogenannte
kritische Konzentration der Lipidphase Uberschreitet, kommen, wie bereits erwéhnt,
die Lipidteilchen miteinander in engen Kontakt, was zu Agglomerationen und

Instabilitaten fuhrt.

Tabelle 2-14: ZP-Werte der zur Uberpriifung des Einflusses der Lipidphasenkonzentration hergestellten
NLC-Dispersionen (Mittelwert+SD, n=3)

festes Lipid Rezeptur | variabler Parameter | ZPin [mV]
B 5% -50,0%0,4
C 10% -48,9+2,8
Softisan 154
A 20% -54,0%2,6
D 30% -51,6%0,5
B 5% -49,843,9
C 10% -46,8+0,9
Dynasan 118
A 20% -48,6%2,0
D 30% -50,9+0,9

Die DSC-Ergebnisse in Tabelle 2-15 zeigen, dass flr die Dispersionen mit einer 5%
Lipidphase kein Schmelzpeak detektiert wurde. Mit steigendem Lipidgehalt wurden
die Peaks, die den beiden Modifikationen der Lipide entsprechen, detektiert. Es wird
in Abschnitt 4.2.1.3.1 gezeigt, dass der Nichteintritt eines Schmelz-ereignisses auch
eine Folge der hohen Wassermenge der Probe sein kann. Im Unterschied zu den
Ergebnissen aus Abschnitt 4.2.1.3.1 kann der Nichteintritt hier aber auch aufgrund
einer Wechselwirkung des Stabilisators mit der Lipidmatrix vorkommen (Zur Mihlen
1996, Kovacevic et al. 2011), da die Lipidgehalt/Tensid-Verhaltnisse fir die
Rezepturen A bis D unterschiedlich waren. Die Verhéltnisse waren 2,78 bzw. 16,67

flr die Rezepturen F (mit einer 5% Lipidphase) und H (mit einer 30% L.ipidphase).
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Tabelle 2-15: Ubersicht der Partikelgréen (PCS und LD), Enthalpien sowie Veranderungen in der Kristallinitat der zur Uberpriifung des Einflusses der Lipidphasenkonzentration
hergestellten NLC-Dispersionen

PartikelgréBenwerte | PartikelgroRenwerte Schmelzenthalpien [J/g] Schmelzenthalpien [J/g] .
(Tag 0) (Tag 360) (Tag 0) (Tag 720) Verinderungen
festes variabler — — in der
Lipid Parameter | , ayerage | d (v) 0,99 | z-average | d (v) 0,99 niedrig hoch niedrig hoch Kristallinitat
! ! schmelzende | schmelzende | Total | schmelzende | schmelzende Total [%]
i st i Lo Modifikation | Modifikation Modifikation | Modifikation

5% 176 316 202 311 0,00 0,00 0,00 4,40 56,80 61,20 -
Sl 10% 178 372 190 321 5,10 2,70 7,80 7,60 37,00 44,60 471,79
L 20% 202 529 195 422 7,55 3,65 11,20 7,65 23,75 31,40 180,36
30% 225 629 236 542 10,83 3,63 14,47 7,67 11,97 19,63 35,71

5% 189 318 222 432 0,00 0,00 0,00 0,00 101,00 101,00 -
Dynasan 10% 185 402 192 326 6,90 10,90 17,80 5,90 74,20 80,10 350,00
118 20% 217 602 205 508 3,65 36,60 40,25 7,30 65,20 72,50 80,12
30% 258 663 250 23454 3,17 59,17 62,33 2,27 86,37 88,63 42,19
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Alle Proben wurden wahrend der Lagerung kristalliner. Jedoch wurden weniger Ver-
anderungen in der Kristallinitat bei zunehmender Konzentration der Lipidphase beo-
bachtet. Die Veranderungen in der Kristallinitat konnten fur die 5%igen Dispersionen
aufgrund der nicht vorhandenen Schmelzpeaks am Tag der Produktion nicht berech-
net werden. Die Veranderungen in der Kristallinitdt lagen fir die 10%igen Disper-
sionen bei tber 300%, wahrend sie flr die 30%igen Dispersionen bei unter 50% blie-
ben. Die Messungen nach zwei Jahren Lagerung zeigten, dass die Dispersionen mit
niedriger Lipidphasenkonzentration eine hohere Kristallinitat aufwiesen, als die Dis-
persionen, die einen hoéheren Lipidgehalt besaen. Wenn diese Beobachtung, wie
Kovacevic et al. behaupten, auf das Lipidgehalt/Tensid-Verhaltnis zurtickzufihren ist,
so kann wie folgt geschlossen werden: Zunachst deprimiert das Tensidmolekil die
Kristallisation der Partikel, wohingegen es dann wahrend der Lagerung die Kris-
tallinitat verstarkt. Diese Erklarung stimmt mit den Ergebnissen von Kovacevic et al.
uberein, die eine kristallisationsverstarkende Wirkung fir die Tenside mit langen
Alkylkettenlange feststellten (Kovacevic et al. 2011).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieses Studienteils, dass die Konzentration
der Lipidphase einen Einfluss auf die physiko-chemischen Eigenschaften der Partikel
hat. Mit der Variation des Lipidgehaltes konnen die PartikelgroRe, die Lang-
zeitstabilitat, sowie die Kristallinitat der Partikel verédndert werden. Die optimale
Konzentration der Lipidphase ist abhdngig vom Lipid, wobei eine Lipidphasen-

konzentration bis zu 20% noch flr beide Formulierungen zu stabilen Partikeln fiihrt.

2.3.2 Freisetzungsuntersuchungen

2.3.2.1 Invitro Freisetzungsuntersuchungen — das membranfreie Modell
In diesem Teil der Arbeit wurde die Freisetzung von Menthol vergleichend fur SLN
und NLC bzw. fur positiv und negativ geladene Partikel in vitro untersucht. Auler-
dem wurde die Freisetzung von Menthol fiir verschiedene, feste Lipide studiert. Die
Formulierungen der untersuchten Dispersionen und die durchgefuhrte Methode sind
in Abschnitt 2.2.2.7.1 zu finden.

Die untersuchten Dispersionen wurden zundchst mittels PartikelgroRenanalysen
charakterisiert, um die moglichen Unterschiede im Freisetzungsprofil durch Unter-

schiede in der PartikelgrolRe auszuschlieRen. Die PartikelgrofRenergebnisse der unter-
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suchten Dispersionen sind in Abbildung 2.3-18 zu sehen. Die mittleren PartikelgroRen
aller untersuchten Dispersionen lagen zwischen 148 nm und 175 nm. Die gemessenen
d(v)0,50-Werte waren sehr &hnlich; sie unterschieden sich um hdchstens 18 nm.
Deutlichere Unterschiede konnten jedoch bei den d(v)0,95-Werten festgestellt wer-
den. Wahrend mit 233 nm der niedrigste d(v)0,95-Wert fir die positiv geladenen
Dynasan-SLN beobachtet wurde, lag der mit 326 nm hdochste d(v)0,95-Wert bei
positiv geladenem Dynasan-NLC vor.

PartikelgréRe [nm]

Softisan | Dynasan | Softisan | Dynasan

pos. geladen neg. geladen pos. geladen neg. geladen
SLN . NLC

zzd (v) 0,50 mmd (v) 0,95 —/—z-average &Pl

Abbildung 2.3-18: PartikelgroBen der fur die in vitro membranfreien Freisetzungsuntersuchungen
hergestellten, Menthol-beladenen Lipidnanopartikeln am Tag der Herstellung

Die Ergebnisse der membranfreien Freisetzungsuntersuchungen sind in Abbildung
2.3-19 und fur die ersten zwei Messpunkte vergréRert in Abbildung 2.3-20 zu sehen.
Eine verzogerte Freisetzung des Menthols wurde bei allen untersuchten Dispersionen
beobachtet, wobei in der ersten Stunde nur ca. 20% des Menthols freigesetzt wurden.
Die fast komplette Freisetzung des Menthols fand innerhalb von 24 Stunden statt.
Aufgrund der Ergebnisse dieser in vitro Freisetzungsstudie sind der erwiinschte ver-
langerte Erfrischungseffekt und der verlangerte Mentholgeschmack — im Gegensatz
zu konventionellen mentholhaltigen Produkten — fur Produkte mit den Menthol-

beladenen Lipidnanopartikeln zu erwarten.

Im Allgemeinen konnte beobachtet werden, dass die Geschwindigkeit der Menthol-
Freisetzung mit den folgenden Charakteristika der Dispersion vergleichsweise stieg:
SLN, positiv geladene Partikel und Dynasan. NLC, negativ geladene Partikel und
Softisan als Dispersion-Charakteristika lie3en das Menthol vergleichsweise langsamer

freisetzen.

81



Freisetzung [%]

30 40 50
Stunden
===-SLN Dyn (-) =+=NLC Dyn (-) SLN Sof (-) =a=NLC Sof (-)
=e=SLN Dyn (+) NLC Dyn (+)  ===SLN Sof (+) NLC Sof (+)

Abbildung 2.3-19: In vitro membranfreie Freisetzungsuntersuchungen von Menthol aus positiv- (CPC) und
negativ- (TC) geladenem Dynasan (Dyn) und Softisan (Sof) Lipidnanopartikeln (SLN und NLC)

Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen fiir die Freisetzung bezuglich der ersten drei
Messpunkte (nach der ersten, dritten und sechsten Stunde) und den Ergebnissen
beziiglich der PartikelgroRe zeigten, dass Folgendes gilt: Je kleiner die Partikel, desto
héher die Konzentration des freigesetzten Menthols. Mit der Zeit verlangsamte sich
dann die Freisetzung der kleinen Partikel. Da der PartikelgroRenunterschied zwischen
den Proben nicht sehr grofl3 war, ist davon auszugehen, dass auch die Kristallinitat der
Partikel eine Rolle bei der Freisetzung spielt. Je kristalliner die Partikel sind, desto
dichter sind die Molekularanordnungen der Partikelbestandteile. Wenn die Molekular-
anordnungen der Partikelbestandteile dicht sind, bekommt das Gastmolekil, in
diesem Fall Menthol, weniger Platz, sich zu lokalisieren. Diese Situation erzwingt die
Freisetzung des Gastmolekils (Dingler 1998). Es ist bekannt, dass SLN eine héhere
Kristallinitat als NLC besitzen (Mduller et al. 2011) und Dynasan eine hohere
Kristallinitat als Softisan (Acar Kubart et al. 2011) besitzt. Aufgrund dieser
Ergebnisse l&sst sich folgern: Je kristalliner die Partikel sind, desto groRer ist die
Konzentration des freigesetzten Wirkstoffes. Somit wurde eine weitere Mdglichkeit
vorgestellt, um die maRgeschneiderten Partikel mit den gewinschten Freisetzungs-

eigenschaften zu entwickeln.
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Abbildung 2.3-20: Ausschnitten aus Abbildung 2.3-19, Freisetzungsuntersuchungen zwischen der 2. und 10.
Stunde. Oben: softisanhaltige Partikel. Unten: dynasanhaltige Partikel

Allgemein dienen derartige Freisetzungsuntersuchungen der Wirkstofflokalisierung
(Zur Muhlen et al. 1998, Wissing 2002). Eine Wirkstofflokalisierung war jedoch in
der vorliegenden Studie aufgrund der sehr dhnlich verlaufenden Freisetzungsprofile
nicht moglich.

83



o o 7} A7 =)
2 E wE Z s 8 2
= Y = >
=z 5 < e 2 s 3
c = c Ho)
o
r— (5] = o5} o R |
v D S & © c w©
© o (<B] > O o D
= 5 + < c O
= o] <5} (@)) D o= m [
N (@)) c — 5 -
o .2 c 3B 4 o 9o ==
0 T ® S5 g € ¥ 9
[<3) - w s © <
— o —_ c +~
T § @ 9 o - =5 5 ¢
u ..Oluw [ V © =] .p [«B]
5 2 2 S = =
v O = S
o= o £ | (5}
[<B] Heed [«5) M > <]
S c O Z — SO o
c c 5 S = ¢
T E 32 3 S s 2
S = 3 s 2 X < =
X s S S 8 ¥ © O o
5 E s &£ ¢ c d <
c « 2 s I3 E E o E
S =S =Z 5 ¢ 35 &
D T 9 a 2 S
S o = ¢ c v £ on .=
5 £ o o e 2L o C =
Z S 35 o > 5 5§ =<
(&) = wn c R X
> [&) - .= (@] — [<3] &)
n S L S 48 c©c - «©
— N -~ S (%] bt} wn
<) L = 3 ~N O e
c + [V [«b] ) o O
> S et R - c [@) ) -
n o~ o ¢ § = @ <
25 _d 88320
S 5§ ¢ o 5 ~ c =
. (D) (D) S
5 o N s = =2 d & & -
D a c — © [9\} ko]
L 5 = 0 c »n > N =
rT) T & € @ < < G5 4 W
— et o < © (<] c « [&]
L L S © T 0 S 4
> . 2 - o &8 = N
o o - QO o =S oo < > @
S 2 o 2 = S5 .= N
— — +— [@)) [72}
S = — — .n o c Y D
S 5 < o 9 ® = T =S D
—_ 4 o = = C
- 9 v @ 8 X < © 8 «
a5 5 o © n S - -
H o S <t = QO
N T 2 5 = a | - L @« =
m S v £ v £ o & 3 (7o I
< [&) - — — c / " — c
N s Q2 L S $§ = & <
Z 0L =2 0O x ® o = 0

Kuhleffekt

NLC-haltige Mundsptlung

chmack Erfrischungseffekt
tionelle Mundspulung

Mentholges
B konven



Zur Erzielung gleicher Wirkintensitat wie bei konventionellen mentholhaltigen
Losungen muss entweder die in die Lipidnanopartikel eingearbeitete Menthol-
konzentration erhoht werden oder freies Menthol in die Endformulierung
hinzugegeben werden. Somit kann der zunéchst schwache Geschmack der NLC-

haltigen Mundspulung verbessert werden.

2.3.3 Einfluss von Zerstaubung auf die Partikelgrofie

Im letzten Schritt wurden die Menthol-beladenen Lipidnanopartikel dahin gehend
untersucht, ob die Zerstaubung einen negativen Einfluss auf die PartikelgréRie hat. Die
mit PCS und LD ermittelten PartikelgroRenverteilungen ergaben, dass es bei
unverdinnten NLC-Dispersionen nach dem Versprihen zur Aggregation kommt
(Durchmesser d(v)0,95 > 20 um), wahrend mindestens 1:2 verdinnte Dispersionen
keine Anderung in der PartikelgréRe vor und nach dem Zerstauben aufweisen
(Abbildung 2.3-22).

80000+ -1
40000+ Menthol- Menthol-
—_ konzentration konzentration - 08
£ L 1,6% [ ] - 0,1%
£ 800+
a - 0,6
% 600 T
g - 0,4
X s
£ 4004 u
a
200+ 0,2
m |
| | ] u |
0_ T T T T T _ 0 '
NLC- NLC- 1:1 1:2 1:5 1:10 1:15
Konzentrat i Konzentrat Verdiinnungen
vor dem .
Verspriihen nach dem Verspriihen

Z-

(AN B dvooes W pi

average

Abbildung 2.3-22: Partikelgréfien (PCS und LD) des NLC-Konzentrats und verdiinnten NLC. Links: vor
dem Versprihen. Rechts: nach dem Versprihen.
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2.4 Zusammenfassung des Kapitels

In diesem Teil der Arbeit wurden die Formulierungen fir stabile Menthol-beladene
Lipidnanopartikel entwickelt. Aufgrund der Ergebnisse des Lipid- bzw. Tensid-
Screenings wurden Dynasan 118 und Softisan 154 als feste Lipide, Miglyol 812 als
flissiges Lipid und TEGO Care 450 als Tensid gewahlt. Die Formulierungen
enthielten * 10,0% festes Lipid (entweder Softisan oder Dynasan), * 8,0% Miglyol
812 (flussiges Lipid), * 2,0% Menthol, * 1,8% TEGO Care 450 und * 78,2% ultra-

gereinigtes Wasser (Angaben in % (m/m)).

Die Herstellung der Menthol-beladenen NLC war unter identischen Herstellungs-
parametern sehr gut reproduzierbar, so dass ein adaquater Vergleich der

verschiedenen Chargen gewahrleistet ist.

Bezliglich der Produktionstemperatur fuhrten selbst kleine Veranderungen zur
andersartigen Einarbeitung von Menthol in die Lipidnanopartikel und damit zu unter-
schiedlichen Produkteigenschaften. Es wurde ebenso festgestellt, dass die Produktion
am Schmelzpunkt (Cremeschmelzverfahren) vom festen Lipid nicht nur moglich ist,
sie ist sogar empfehlenswert, um mdglichst stabile Dispersionen mit gewiinschtem
Kristallisationsverhalten, d. h. mit einer geringeren Menge niedrig-schmelzender und
einer grolReren Menge hoch schmelzender Modifikation, herzustellen. AuRerdem kann
die Herstellung bei einer niedrigeren Temperatur die Wirksamkeit der Verkapselung
von Substanzen wie Menthol verbessern, welche eine temperaturabhdngige
Loslichkeit in der Wasserphase besitzen. Weitere Vorteile von einer Produktion bei
niedriger Temperatur sind der Schutz der thermolabilen Aktiven und die reduzierten
Produktionskosten.

Andere Produktionsparameter waren ebenso entscheidend fir die Produkt-
eigenschaften. Bei hoherem Homogenisationsdruck und mehr Homogenisations-
zyklen waren die Partikel im Allgemeinen kleiner und die PartikelgroRenverteilung
war enger. Flr beide der untersuchten festen Lipide ergab eine Homogenisierung mit
500 bar bei drei Zyklen die optimale TeilchengroRe und die hdchste physikalische
Stabilitat. Jedoch ist zu erwéhnen, dass abhangig vom festen Lipid auch eine
Produktion stabiler NLC-Dispersionen mit nur einem Zyklus bei 800 bar mdéglich

war.
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3 Optimierte Screening-Verfahren fur die Herstellung der
Lipidnanopartikel

3.1 Lipid-Screening mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC)
und Lichtmikroskopie

3.1.1 Einleitung und Zielsetzung des Abschnitts

In dieser Studie wurde zunéchst untersucht, ob die DSC fur Lipid-Screening, zwecks
Zeit- und Kostenreduktion, zuverlassige Vorhersagen trifft und effizient ist. Ein
weiteres Ziel bestand darin, eine gunstigere und einfachere Lipid-Screening-Methode
zu bestimmen, welche eine gute Voraussage Uber die physikalische Stabilitat der

hergestellten Formulierungen zulésst.

3.1.2 Materialien und Methoden

Fur diese Studie wurden eine Reihe SLN-Formulierungen und eine Reihe NLC-
Formulierungen verwendet, die jeweils eine konstante Konzentration der Lipidphase
besaRen (10%, m/m), jedoch verschiedene Lipid/Wirkstoff-Verhaltnisse aufwiesen.
Im ersten Schritt der Studie wurden die physikalischen Mischungen der Lipidmatrices
hergestellt. Dazu wurden die Komponenten der Lipidphase, also Menthol
(Modellarzneistoff) und Softisan 154 (festes Lipid) — und bei den NLC
Formulierungen zusatzlich Migylol 812 (flussiges Lipid) — in verschiedenen
Verhéltnissen gemischt und bis zur Lipidschmelze erhitzt. Dem Ziel der Studie
folgend, wurden die vorbereiteten Lipidschmelzen mit jeweils einer der folgenden

drei Methoden weiter bearbeitet und analysiert:

« Methode A: Konventionelle Methode — DSC-Untersuchung: 1-2 mg von der
Lipidschmelze wurden im geschmolzenen Zustand in einem Tiegel gewogen,
kalt verschweilst und nach einstiindiger Rekristallisation mittels DSC
(Abschnitt 2.2.2.6) standardgemaR analysiert.

* Methode B: Alternative Methode — Lichtmikroskopische Untersuchung:
Jeweils ein Tropfen der Lipidmischung wurde im geschmolzenen Zustand auf
einen Objekttrager gegeben, mit einem Deckglaschen bedeckt und beziglich
seiner Struktur lichtmikroskopisch (Abschnitt 2.2.2.5) untersucht.
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« Methode C: Makroskopische Untersuchung von Zapfchen, die aus der
physikalischen Mischung hergestellt wurden und somit als groRes Modell der
Lipidnanopartikel dienen. Die Zé&pfchen wurden sowohl in trockener
Umgebung als auch in Wasser (das Dispersionsmedium simulierend) gelagert

und wahrenddessen makroskopisch untersucht.

Die Verhaltnisse zwischen Menthol, festem und flussigem Lipid sind fir die

einzelnen Formulierungen in Tabelle 3-1 aufgelistet.

Um die Ergebnisse der unterschiedlichen Lipid-Screenings auf ihre Aussagekraft hin
zu untersuchen, wurden nachfolgend die entsprechenden SLN und NLC-Dispersionen
(Zusammensetzung siehe Tabelle 3-1) via HeilRhochdruckhomogenisation (Abschnitt
2.2.2.2) bei 55°C mit einem Druck von 500 bar, jeweils mit drei Zyklen, hergestellt.
Fur die hergestellten Partikel wurde die physikalische Stabilitdt durch
PartikelgroRenanalyse (Abschnitt 2.2.2.3), ZP-Messungen (Abschnitt 2.2.2.4) und
lichtmikroskopischer Analyse (Abschnitt 2.2.2.5) bestimmt.

Tabelle 3-1: Zusammensetzung der untersuchten SLN- und NLC-Reihen (Angaben in % (m/m))

Bestandteile der physikalischen e | o
Bezeichnung Mischung e | e
Softisan 154 | Menthol | Miglyol 812
SLN Sof100 10,0% -
SLN Sof80 8,0% 2,0%
2 | SLN Sof70 7,0% 3,0%
& | SLN Sof50 5,0% 5,0% -
é SLN Sof30 3,0% 7,0%
SLN Sof10 1,0% 9,0%
SLN Sof0 - 10,0% 88,2%
NLC Sof100 8,0% - o
NLC Sof80 6,4% 1,6%
£ | NLCSof70 5,6% 2,4%
%-J NLC Sof50 4,0% 4,0% 2,0%
= | NLCSof30 2,4% 5,6%
NLC Sof10 0,8% 7,2%
NLC Sof0 - 8,0%
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Die PartikelgroRenanalyse wurde mittels LD und PCS am Tag der Herstellung (d0)
sowie am Tag 1, 3, 7 und 14 nach der Herstellung und bei einer Lagerung in Raum-
temperatur gemessen. Fur die SLN-Dispersionen erfolgte am Tag 28 eine erneute
PartikelgroRenanalyse. Die stabileren NLC-Dispersionen wurden ab dem 14. Tag
einem sogenannten Stresstest unterzogen, um die Langzeitstabilitat nach kurzer Zeit
abschatzen zu konnen. Fir den Stresstest wurden die 14 Tage alten NLC-
Dispersionen in ihrem originalen Zustand, also ohne Verdunnung, in einem
Schittelinkubator bei 100 UpM, sieben Tage lang geschiittelt. Parallel zum Stresstest

wurde die PartikelgroRenanalyse mittels LD durchgefihrt.

3.1.3 Ergebnisse und Diskussion
3.1.3.1 Feste Lipidnanopartikel (SLN)

3.1.3.1.1 Konventionelle Lipid-Screenings mittels DSC

In Abbildung 3.1-1 sind die DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen
dargestellt und in Tabelle 3-2 sind die entsprechenden Enthalpien zu sehen. Zu
beachten ist, dass die physikalischen Mischungen bereits bei der Vorbereitung der
Mischungen einmal schmolzen. Das heif3t, dass die prasentierten Thermogramme den
zweiten Aufheizkurven der physikalischen Mischungen entsprechen. Die DSC-
Ergebnisse zeigen, dass das reine Softisan 154 (SLN Sof100) zwei polymorphe
Modifikationen besall. Die Schmelzpunkte dieser polymorphen Modifikationen
wurden bei 50,0°C fur die niedrig schmelzende Modifikation und bei 55,6°C fur die
hoch schmelzende Modifikation gemessen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Angaben
aus der Literatur Gberein (Dingler 1998). Die niedrig schmelzende Modifikation ist
fur ihre hohe Wirkstoff-Beladungskapazitat und ihre thermodynamische Instabilitat
bekannt. Sie transformiert mit der Zeit in die thermodynamisch stabilere hoch
schmelzende Modifikation. Bekannt ist, dass diese Transformation von einem
Gelierungsprozess der Lipidnanopartikel-Dispersion begleitet wird (Westesen et al.
1993). Aufgrund des hohen Anteils der instabilen niedrig schmelzenden Modifikation
in der physikalischen Mischung SLN Sofl100 und der daher gegebenen
Transformationsgefahr wurde erwartet, dass sich die homogenisierte Dispersion SLN

Sof100 physikalisch instabil verhalt und geliert.
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Abbildung 3.1-1: DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen der SLN-Reihe mit verschiedenen
Mentholkonzentrationen, aufgenommen nach der Herstellung der Mischung bei 85°C und anschlieRendem
Abkduhlen auf 20°C. Heizrate: 10 K/min

Die physikalische Mischung SLN Sof80 bestand aus 80% Softisan und 20% Menthol
(Angaben in % (m/m)). Die DSC-Kurve dieser Mischung besall nur einen
Schmelzpeak bei 54,7 C°. Dies bedeutet, dass die Wirkstoffzugabe die Bildung der
niedrig schmelzenden Modifikation inhibiert. Die im Vergleich zur SLN Sof100
festgestellten Abnahme von Schmelztemperatur und Kristallinitdt (Tabelle 3-2)
beweist, dass der Wirkstoff das Kristallgitter des Lipides stort. Diese Erkenntnis und
das Fehlen eines freien Mentholpeaks (der etwa zwischen 33°C und 43°C zu
beobachten waére) belegen, dass der Wirkstoff Menthol bei einer SLN Sof80
Mischung komplett im Lipid geldst vorliegt. Daher — und aufgrund des Fehlens der
niedrig schmelzenden Modifikation — ist zu erwarten, dass sich die homogenisierte
Dispersion SLN Sof80 physikalisch stabil verhalt, nicht geliert und keine freien
Mentholkristalle bildet.
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Tabelle 3-2: Charakteristische DSC-Kenndaten der physikalischen Mischungen der SLN-Reihe. Die
Thermogramme der physikalischen Mischungen sind in Abbildung 3.1-1 zu finden.

Lipid-Mischung SLN Sof100 | SLN Sof80 | SLN Sof70 | SLN Sof50 | SLN Sof30 | SLN Sof10 | Menthol
Enthalpie[J/g] | 41,95 147,48 122,68 77,80 44,01 83,02 88,45
Tyt [€°] 52,01 52,67 50,26 44,94 38,15 35,40 42,25
Peak No 1
Tpeak[C°] 55,66 54,74 53,43 49,58 46,07 39,58 43,55
Enthalpie[J/g] | 91,07 11,21 24,28 48,51 22,19
peak No 2 | TonsetlC°] 47,19 29,59 36,50 27,75 31,29
Tpeak[C“] 50,02 42,18 40,31 38,22 34,24
Enthalpie [J/g] 10,50 20,73 26,30
T, et [C°] 25,83 27,20 24,18
Peak No 3
Tpeak [C°] 34,65 32,99 34,58

Eine weitere Erhohung des Mentholgehaltes fuhrte zur weiteren Abnahme von
Schmelztemperatur und Kristallinitdt (Tabelle 3-2). Obwohl die physikalische
Mischung SLN Sof70 &hnlich wie die physikalische Mischung SLN Sof80 nur einen
Haupt-Schmelzpeak besal}, wurden bei dieser Mischung zusatzliche Schmelzbereiche
detektiert. Bei ihr waren die Schmelzbereiche mit einer kleinen Enthalpie verhéltnis-
maRig breit. Diese Schmelzbereiche sind der instabilen Modifikation und dem nicht
gelosten Menthol zuzuordnen. Sie konnten mit einem weiteren Anstieg des
Mentholgehaltes (fur die Mischungen SLN Sof50, SLN Sof30 und SLN Sof10)
deutlicher und als Peaks detektiert werden. Aufgrund der Peaks, die die instabile
Modifikation und das Auftreten von freiem Menthol belegen, war zu erwarten, dass
die homogenisierten Dispersionen SLN Sof70, SLN Sof50, SLN Sof30 und SLN
Sof10 nicht stabil sein werden.
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3.1.3.1.2 Alternatives Lipid-Screening mittels Lichtmikroskopie

In Abbildung 3.1-2 sind die mikroskopischen Aufnahmen der physikalischen
Mischungen zu sehen. Im Gegensatz zu den DSC-Ergebnissen sind die
mikroskopischen Daten vergleichsweise leicht zu interpretieren. Bei der
physikalischen Mischung SLN Sof100, also reinem Softisan 154, wurden grof3e
Kristallstrukturen gefunden. Die Zugabe des Wirkstoffes Menthol verdnderte das
Aussehen der Kristalle. Die physikalischen Mischungen SLN Sof80 und SLN Sof70
wiesen im Vergleich zu reinem Lipid feinere und kleinere Kristallstrukturen auf.
Beginnend mit 50%igem Anteil des Wirkstoffes wurden bei den physikalischen
Mischungen SLN Sof50, SLN Sof30 und SLN Sof10 freie Mentholkristalle erkannt.
Sie belegten, dass sich das Menthol nicht vollstdndig gelést hatte. Bei einem
Vergleich zwischen den physikalischen Mischungen, die keine freien Mentholkristalle
besallen, war die feinste Struktur bei der Mischung SLN Sof70 zu erkennen.

Anhand dieser mikroskopischen Aufnahmen war zu erwarten, dass das Verhaltnis der
physikalischen Mischungen (SLN Sof50, SLN Sof30 und SLN Sof10), welche freie
Mentholkristalle besitzen, zu instabilen homogenisierten Dispersionen fiihren. Grund
hierflr ist die offensichtlich nicht erfolgreiche Einkapselung des Wirkstoffes.

Diese Ergebnisse lieBen vermuten, dass die Formulierungen mit 70% Softisan und
30% Menthol bzw. 80% Softisan und 20% Menthol zu physikalisch vergleichsweise
stabilsten Dispersionen flhren.
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Abbildung 3.1-2:

SLN Sof100

SLN Sof80

SLN Sof70

SLN Sof50

SLN Sof30

SLN Sof10

Menthol

Mikroskopische Aufnahmen der physikalischen Mischungen der SLN-Reihe.

VergroRerung: 160-fach. Links: Lichtmikroskopische Aufnahmen. Rechts: Polarisationsmikroskopische

Aufnahmen
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3.1.3.1.3 Simulation von dem Verhalten eines Teilchens im Dispersionsmedium

Abbildung 3.1-3 und Abbildung 3.1-4 zeigen die makroskopischen Aufnahmen der

hergestellten Zapfchen am Herstellungstag, einen Tag danach und nach zehn Wochen

Lagerung. Zusatzlich sind jeweils Beschreibungen tiber den Zustand, sowohl fur die

trocken gelagerten als auch fur die im Wasser gelagerten Zépfchen, angegeben.
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Abbildung 3.1-3: Makroskopische Aufnahmen der hergestellten Zapfchen SLN Sof100, SLN Sof80 und SLN
Sof70 am Tag der Herstellung, einen Tag danach und nach zehn Wochen Lagerung. Beschreibungen tber
den Zustand, sowohl fiir die trocken gelagerten als auch fiir die im Wasser gelagerten Zapfchen
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Abbildung 3.1-4: Makroskopische Aufnahmen der hergestellten Z&pfchen SLN Sof50, SLN Sof30 und SLN
Sof10 am Tag der Herstellung, einen Tag danach und nach zehn Wochen Lagerung. Beschreibungen tber
den Zustand, sowohl fiir die trocken gelagerten als auch fiir die im Wasser gelagerten Zapfchen
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Die makroskopischen Beobachtungen zeigten, dass sich mit purem Lipid (SLN
Sof100) homogene Zapfchen giellen lassen. Die SLN Sof100-Zé&pfchen zeigten in den
beiden untersuchten Lagerungszustdnden keine Veranderungen nach zehn Wochen.

Die Zugabe des Wirkstoffes Menthol &nderte die Struktur der Zapfchen. Eine
deutliche Anlagerung von Menthol an der Zapfchenoberflache wurde fir die
Zapfchen der physikalischen Mischungen SLN Sof80, SLN Sof70 und SLN Sof50 in
trockener Lagerung einen Tag nach Herstellung beobachtet. Fir die Z&pfchen der
physikalischen Mischungen SLN Sof30 und SLN Sof10 wurden einheitliche Menthol-
Kristallstrukturen beobachtet, die &hnlich der mentholhaltigen Oberflache der oben

genannten Zapfchen waren.

Die eintagige Lagerung im Wasser flihrte zu keiner Verdnderung in der Struktur der
SLN Sof30-Z&pfchen und der SLN Sofl0-Zé&pfchen. Im Gegensatz dazu wurden
nadelférmige Mentholkristalle fir die Zapfchen SLN Sof80 und SLN Sof70
beobachtet. Die interessanteste Beobachtung war die Aufquellung des SLN

Sof50-Z&pfchens nach zehntégiger Lagerung.

Nach zehn Wochen wurden folgende Beobachtungen fiir die trocken gelagerten
Zapfchen gemacht: Die Oberflachen der Zapfchen SLN Sof80, SLN Sof70 und SLN
Sof50 bekamen einen transparenten inneren Kern. AuBerdem wurde die transparente
Hille des SLN Sof50-Z&pfchens weiRer und pulvriger. Diese weife und pulvrige
Masse wurde auch fur die Z&pfchen SLN Sof30 und SLN Sof10 beobachtet. Wéhrend
der zehnwdchigen Lagerung im Wasser wurden fur die Zapfchen SLN Sof80, Sof30
und Sof10 keine Verdnderung beobachtet. Andererseits sind die Zapfchen SLN Sof70
und SLN Sof50 aufgequollen, wobei die Aufquellung des SLN Sof50-Zapfchens

starker war.

3.1.3.1.4 PartikelgroRenanalytik der hergestellten SLN-Dispersionen

Die Dispersionen SLN Sof30, SLN Sof10 und SLN Sof0 gelierten sofort nach der
Homogenisierung, die Dispersion SLN Sof50 gelierte nach einem Tag Lagerung. Die
Ergebnisse bezlglich der TeilchengroRe der nicht gelierten Dispersionen
(SLN Sof100, SLN Sof80 und SLN Sof70) sind in Abbildung 3.1-5 dargestellt. Am
Tag der Herstellung betrug die mittlere TeilchengroRe aller Dispersionen weniger als

200 nm und alle wiesen schmale PI-Werte auf, die kleiner als 0,2 waren. Wegen einer
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Abbildung 3.1-5: PartikelgréRen (PCS und LD) der hergestellten und nicht gelierten SLN-Dispersionen

Die negativen Oberflachenladungswerte waren fir alle Dispersionen groRer

als -40 mV (Tabelle 3-3). Trotz dieser ausreichend hohen Oberflachenladungen, die

im Allgemeinen Partikelagglomerationen inhibiert, wurden grofRe d(v)0,95-Werte bei
den Dispersionen SLN Sof100 und SLN Sof80 bereits am 7. Tag nach der Herstellung

gemessen. Nur die Dispersion SLN Sof70 war langer als einen Monat stabil. Die

lichtmikroskopischen Untersuchungen bestétigten die PartikelgréRenergebnisse, die

zuvor mittels PCS und LD gemessen wurden. Die mikroskopischen Aufnahmen der

hergestellten Partikel sind in Abbildung 3.1-6 zu sehen.

Tabelle 3-3: ZP-Werte der hergestellten und nicht gelierten SLN-Dispersionen

Dispersion

SLN Sof100

SLN Sof80

SLN Sof70

SLN Sof50

Zetapotential [mV]

-48,8+1,3

-44,1+2,6

-46,3+5,0

-45,8+0,1
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Abbildung 3.1-6: Mikroskopische Aufnahmen der hergestellten SLN-Dispersionen im Vergleich zu den
mikroskopischen Aufnahmen ihrer physikalischen Mischungen. VergroRerung: 160-fach

3.1.3.1.5 Vergleich der Vorhersagekraft verschiedener Screening-Methoden

Im Gegensatz zu den DSC-Ergebnissen (Methode A) Kkorrelieren die
lichtmikroskopischen — Ergebnisse  (Methode B) mit den physikalischen
Stabilitatsergebnissen aller hergestellten SLN-Dispersionen. Die Dispersionen der
physikalischen Mischungen, welche ungeldste Mentholkristalle aufwiesen, gelierten
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in kurzer Zeit. Die physikalische Mischung SLN Sof70, welche die feinste Struktur

besal, ergab tatsachlich die stabilste Dispersion.

Ein Vergleich zeigt, dass die Stabilitatsergebnisse der hergestellten Dispersionen nicht
wie erwartet mit den DSC-Ergebnissen der physikalischen Mischungen korrelieren
(Abschnitt 3.1.3.1.1). Die Gelierung der Dispersionen SLN Sof50, SLN Sof30 und
SLN Sofl0 korrelierte mit den DSC-Ergebnissen, da diese Mischungen einen
eindeutigen Mentholpeak aufwiesen. Die aufgrund der DSC-Ergebnisse erwartete
deutlich hochste Stabilitdt der Dispersion SLN Sof80 stimmte jedoch nicht mit der
Realitat Uberein — diese Dispersion war bereits am 7. Tag der Lagerung stark
agglomeriert. Die Dispersion SLN Sof70 blieb hingegen uber einen Monat stabil, was

nicht der aus den DSC-Ergebnissen abgeleiteten Erwartung entspricht.

Die Beobachtungen an den hergestellten Zapfchen (Methode C), die die Lipid-
Partikel simulierten, korrelieren nicht vollstandig mit den physikalischen
Stabilitatsergebnissen der hergestellten SLN-Dispersionen. Beispielsweise zeigte das
Zapfchen SLN Sof100 wahrend der Lagerung keine Verénderungen und blieb stabil,
wahrend die entsprechende Dispersion innerhalb von sieben Tagen agglomerierte.
Hingegen stimmten die Beobachtungen an den Zapfchen und die Ergebnisse der
hergestellten Dispersionen in den Fallen SLN Sof50 und SLN Sof30 (berein. Die
beiden Zapfchen waren im trockenen Zustand bréselig-pulvrig und im Wasser
aufgequollen. Die entsprechenden Dispersionen gelierten bereits nach eintagiger

Lagerung.

Daruber hinaus erwies sich die Zépfchen-Methode als nitzlich, um weitere Hinweise
uber die hergestellten Partikel zu erhalten. Die Beobachtungen zeigten, dass sich
Menthol bevorzugt an der Oberflache lokalisiert und wahrend der Lagerung weiter
nach auflen dréangt. Die visuellen Veranderungen der Zapfchenform lassen
morphologische Veranderungen der Partikel im Dispersionsmedium wahrend der

Lagerung vermuten.
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3.1.3.2 Nanostrukturierte Lipid Carrier (NLC)

3.1.3.2.1 Konventionelles Lipid-Screening mittels DSC
In Abbildung 3.1-7 sind die DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen,
die fir die NLC-Formulierungen vorbereitet wurden, zu sehen und in Tabelle 3-4 die

entsprechenden Enthalpien.

Temperatur [°C]
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1 | | | i i ]

\NLC Sof100
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\f\ \NLCS0f70
\NLC Sof50

— \NLC Sof30

—— \NLC Sof10

Menthol
+Miglyol 812
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Abbildung 3.1-7: DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen der NLC-Reihe mit verschiedener
Mentholkonzentration, aufgenommen nach der Herstellung der Mischung bei 85°C und anschlieRendem
Abkuihlen auf 20°C. Heizrate: 10 K/min

Die physikalische Mischung NLC Sofl100, die eine Mischung aus festem und
flissigem Lipid (80% + 20%, (m/m)) ist, besalR nur die hoch schmelzende stabile
Modifikation des festen Lipides. Die Zugabe des Wirkstoffes Menthol fuhrte zur
Abnahme des Schmelzpunktes und der Schmelzenthalpien. Fir die in diesem Kapitel
untersuchten Lipidmatrices wurden keine freien Mentholpeaks detektiert. Dies lasst
darauf schlielBen, dass das Menthol in der Lipidmatrix erfolgreich gel6st wurde. Die
im Vergleich zu den physikalischen Mischungen der SLN-Reihe hohere Menthol-
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Loslichkeit der physikalischen Mischungen der NLC-Reihe ist mit dem fliissigen
Lipid zu begrunden, welches ein zusétzliches Lésemedium fir das Menthol bildet.
Die physikalischen Mischungen NLC Sof30 und NLC Sofl0 besalien bereits im
Ausgangszustand sehr niedrige Kiristallinitdten. Es ist bereits bekannt, dass die
Kristallinitat der Lipidnanopartikel niedriger ist, als die der physikalischen
Mischungen selbst und dass die somit niedrige Kiristallinitdt der physikalischen
Mischungen die ,,Supercooled melt“-Bildung begiinstigt (Westesen et al. 1995).
Anhand der DSC-Daten war daher zu erwarten, dass die Lipidnanopartikel aus den
physikalischen Mischungen NLC Sof30 und NLC Sof10 nicht auskristallisieren und

dass alle anderen Formulierungen stabile Lipidnanopartikel-Dispersionen ergeben.

Tabelle 3-4: Charakteristische DSC-Kenndaten der physikalischen Mischungen der NLC-Reihe. Die
Thermogramme der physikalischen Mischungen sind in Abbildung 3.1-7 zu finden.

Lipid-Mischung NLC Sof100 | NLC Sof80 | NLC Sof70 | NLC Sof50 | NLC Sof30 | NLC Sof10 | Menthol+ Miglyol
Enthalpie [J/g] 139,98 126,00 103,51 72,89 39,00 13,92 47,51
Tyt [C°] 53,70 52,29 48,33 46,36 38,77 34,08 32,78
Peak No 1
Tpear[C°] 55,89 54,21 51,88 49,20 45,47 42,15 38,29

3.1.3.2.2 Alternative Lipid-Screenings mittels Lichtmikroskopie

Die mikroskopischen Aufnahmen der physikalischen Mischungen der NLC-Reihe
sind in Abbildung 3.1-8 zu sehen. Die physikalischen Mischungen NLC Sof100, NLC
Sof80 und NLC Sof70 besaRen eine homogene Struktur, welche fur die Menthol
enthaltenden Mischungen auf komplett gelostes Menthol schlieRen lasst. Mit weiterer
Zugabe des Wirkstoffes Menthol konnten Mentholkristalle mittels Lichtmikroskopie
erkannt werden. Nach den mikroskopischen Untersuchungen war zu erwarten, dass
fir die aus den physikalischen Mischungen NLC Sof50, Sof30 und Sofl0
hergestellten Dispersionen die Verkapselung des Menthols nicht erfolgreich
stattfindet. Im Gegensatz dazu war aufgrund der mikroskopischen Aufnahmen fir die
physikalischen Mischungen NLC Sof100, Sof80 und Sof70 zu erwarten, dass die
zugehorigen Dispersionen eine hohe Langzeitstabilitdt haben und dass sich das

Menthol erfolgreich einkapseln l&sst.
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Abbildung 3.1-8:
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2SI

Mikroskopische Aufnahmen der physikalischen Mischungen der NLC-Reihe.

VergroRerung: 160-fach. Links: Lichtmikroskopische Aufnahmen. Rechts: Polarisationsmikroskopische

Aufnahmen
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3.1.3.2.3 Simulation vom Verhalten eines Teilchens im Dispersionsmedium

Die Abbildung 3.1-9 und Abbildung 3.1-10 zeigt die makroskopischen Aufnahmen
der Zé&pfchen, die aus den physikalischen Mischungen der NLC-Reihe hergestellt
wurden. Anders als die SLN-Z&pfchen, besallen fast alle NLC-Zapfchen eine
homogene Struktur mit nachgiebiger Konsistenz. Am Tag der Herstellung wurde
beobachtet, dass die Zugabe des Menthols keinen Strukturunterschied verursacht.
Wahrend der Lagerung wurde dann Austritt von Ol bei allen Zapfchen beobachtet.
Die NLC Sof100-Zapfchen blieben auch nach zehn Wochen im Aussehen
unverandert. Im Gegensatz dazu bekamen die NLC Sof80-Zapfchen und die NLC
Sof70-Zépfchen eine glatte, transparente Hille und einen pulvrigen Kern. Somit
verhielten sich die NLC Sof80-Zé&pfchen und die NLC Sof70-Zéapfchen genau
umgekehrt zu den entsprechenden SLN-Zapfchen. Dies ist mit dem Ol zu erklaren,
welches sich an der Oberflache der Zapfchens angereicht hat (Keck et al. 2013). Ab
NLC Sof50 wurden die Zapfchenmassen derart pulvrig, dass sie sich einfach
zerdrlcken lieBen, um dann komplett zu Pulver zu zerfallen. Die im Wasser
gelagerten Z&pfchen NLC Sofl100, Sof80 und Sof70 zeigten wahrend der
zehnwochigen Lagerung keine Veranderungen. Hingegen haben sich die Zapfchen
NLC Sof50, Sof30 und Sofl0 wahrend der Lagerung verformt. Die Starke der
Verformung hing dabei von der Konzentration des Wirkstoffes ab. Je hoher der

Mentholgehalt war, desto starker war auch die Verformung.
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Abbildung 3.1-9: Makroskopische Aufnahmen der hergestellten Z&pfchen NLC Sof100, NLC Sof80 und
NLC Sof70 am Tag der Herstellung, einen Tag danach und nach zehn Wochen Lagerung. Beschreibungen
Uber den Zustand, sowohl fiir die trocken gelagerten als auch fiir die im Wasser gelagerten Z&pfchen
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Abbildung 3.1-10: Makroskopische Aufnahmen der hergestellten Z&pfchen NLC Sof50, NLC Sof30 und
NLC Sof10 am Tag der Herstellung, einen Tag danach und nach zehn Wochen Lagerung. Beschreibungen
Uber den Zustand, sowohl fiir die trocken gelagerten als auch fur die im Wasser gelagerten Zapfchen
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3.1.3.2.4 PartikelgréRenanalytik der hergestellten NLC-Dispersionen

Die Partikelgrofie und die Oberflachenladung der hergestellten NLC-Dispersionen am
Tag der Homogenisation sind in Abbildung 3.1-11 und Tabelle 3-5 zu sehen. Alle
untersuchten Dispersionen bestanden ausschliel3lich aus submikronen Partikeln und
hatten eine schmale Partikelgréenverteilung (<0,2). Die Dispersion NLC Sof100
besal mit 203 nm die grofite mittlere PartikelgroRe und die grofiten LD-Werte
(d(v)0,50 = 207 nm und d(v)0,95 = 488 nm). Bis auf die Dispersion NLC Sof100
hatten alle anderen untersuchten Systeme einen &hnlichen d(v)0,95-Wert
(ca. 300 nm). Die mittlere PartikelgroRe der Dispersionen nahm mit Zunahme des

Mentholgehaltes ab.
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Abbildung 3.1-11: PartikelgréRRen (PCS und LD) der hergestellten NLC-Dispersionen

Die negativen Oberflachenladungen aller Systeme waren groRer als -45 mV und

liegen damit im stabilen Bereich.

Tabelle 3-5: ZP-Werte der hergestellten NLC-Dispersionen

NLC Sof0

Dispersion NLC Sof100 | NLC Sof80 | NLC Sof70 | NLC Sof50 | NLCSof30 | NLC Sof10
(Menthol+Miglyol 812)

Zetapotential [mV] -53,514,2 -52,345,2 -50,4+2,4 -50,1+3,3 | -47,310,8 | -58,6144,4 -72,55,9
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NLC-Systeme besitzen im Allgemeinen eine héhere physikalische Stabilitat als SLN-
Systeme (Mdller et al. 2011). Um in dieser Studie die Langzeitstabilitat zu simulieren
und um die fiir eine Auswertung notwendigen Daten in kurzer Zeit zu erhalten, wurde
ein sogenannter Stresstest durchgefiihrt. Dafir wurden die hergestellten NLC-
Dispersionen in ihrem originalen Zustand, also ohne Verdinnung, in einem
Schiittelinkubator bei 100 UpM sieben Tage lang geschittelt. Parallel zum Stresstest
wurde die PartikelgroBenanalyse mittels LD durchgefuhrt. Die Ergebnisse des
Stresstests der ersten 48 Stunden sind in Abbildung 3.1-12 dargestellt. Die Messwerte
nach dem Stresstest zeigten keine Verdnderungen gegenuber den Werten, die am
Herstellungstag gemessen wurden. Aufgrund der LD-Werte wiirde man diese

Dispersionen als stabil bezeichnen.

700 T
600 +

500 +

E
£,
o
2 400 |
2
=
£ 300+
b=
&
200-- % Z ;
Al a4l Al 4 Al Al Al ¢ Al A Al ¢ Al Al 2l @ 2l Al ¢ e
al A4l a4l 4 Al al A4l 4 al gl Al 4 al Al al 7 al Al 4 al Al A
al | Al o Al o A al Al al 1 Al Al 7 al al 7
Al al Al 4 al a4 Al 7 Al 4 Al A Al Al a2l % al Al A Al Al 4
aAl Al Al A Al Al Al 4 Al Al Al A aAl Al Al # al Al & Al Al A
o |4l A1 Al G Al Al 7l 7 Al Al O 1 Al Al Al 7 Al .G ZAIN N
30 |6h|24h|48h 30 |6h|24h|48h 30 (6h|24h(48h 30|6h[24h|48h 30 |6h|24h 30 |6h (24N
min min min min min min
NLC Sof100 . NLC Sof80 NLC Sof70 . NLC Sof50 NLC Sof30 . NLC Sof10
zd (v) 0,50 md (v) 0,95

Abbildung 3.1-12: PartikelgroRen (LD) der hergestellten NLC-Dispersionen wahrend des Stresstests

Um die gemessenen LD-Ergebnisse zu uberprufen, wurden fiir die Dispersionen
zusatzliche mikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt. Wie bereits bekannt ist,
hangen die LD-Messungen von vielen Parametern ab wie zum Beispiel der
Rihrgeschwindigkeit der Rihreinheit wahrend der Messung und dem Instrument zur
Probenahme ab (Kapitel 4.1). Daher sind flr zuverldssige Ergebnisse zusétzliche
mikroskopische Untersuchungen notwendig (Keck et al. 2008). Die mikroskopischen
Aufnahmen, die wéhrend des Stresstests entstanden, sind in Abbildung 3.1-13 zu
sehen. Sie zeigen, dass nach 30 Minuten Mentholkristalle bei den Dispersionen NLC
Sof30 und NLC Sofl10 austraten. Das heiflt, dass diese Dispersionen nicht stabil

waren, obwohl man dies aus den LD-Werten ablesen wiirde.
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Diese Beobachtung belegt, dass die Partikelgrofienanalyse ohne zusatzliche
mikroskopische Untersuchungen tduschen kann. Wahrscheinlich l&sst das hohe
Dispersionsvolumen des LD-Instrumentes Mentholkristalle auflgsen, die bereits im
Mikrometerbereich vorliegen. Somit konnten die Kristalle mittels LD nicht detektiert
werden. Bei den restlichen gestressten Dispersionen NLC Sof100, NLC Sof80,
NLC Sof70 und NLC Sof50 sind in den mikroskopischen Aufnahmen
Agglomerationen erst am siebten Tag nach der Herstellung zu erkennen. Da ansonsten
keine weiteren Unterschiede wie z. B. in der Starke der Agglomeration zu erkennen
sind, ist eine weitere Diskriminierung der betrachteten Dispersionen nicht moglich.
Festzuhalten ist jedoch die im Vergleich zu den Dispersionen NLC Sof30 und NLC
Sof10 hohere physikalische Stabilitat der Dispersionen NLC Sof100, NLC Sof80,
NLC Sof70 und NLC Sof50.

hvsikalische Mischungen NLC-Dispersionen NLC-Dispersionen
PRy 8 beim Stesstest— nach 30 Minuten beim Stesstest— nach 7 Tagen
ohne mit ohne mit ohne mit
polarisiertes polarisiertem polarisiertes polarisiertem polarisiertes polarisiertem
Licht Licht Licht Licht Licht Licht

NLC Sof100

100 um

NLC Sof50 NLC Sof70 NLC Sof80

NLC Sof30

i
Iy

L

NLC Sof10
3

Abbildung 3.1-13: Mikroskopische Aufnahmen der hergestellten NLC-Dispersionen im Vergleich zu den
mikroskopischen Aufnahmen ihrer physikalischen Mischungen. VergréfRerung: 160-fach
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3.1.3.2.5 Vergleich der Vorhersagekraft verschiedener Screening-Methoden

Ein Vergleich zeigt, dass die Stabilitatsergebnisse der hergestellten Dispersionen und
die DSC-Ergebnisse der physikalischen Mischungen (Methode A) nicht korrelieren.
Die einzige nennenswerte Aussage, die aus den DSC-Ergebnissen abzuleiten ist, ist
die Gefahr der moglichen Bildung von ,,Supercooled melts* fiir die Formulierungen
NLC Sof30 und NLC Sofl10. Beziglich der Stabilitat der Dispersionen konnten

aufgrund der DSC-Ergebnisse keine Aussagen getroffen werden.

Im Gegensatz zu den DSC-Ergebnissen korrelieren die lichtmikroskopischen
Ergebnisse (Methode B) mit den physikalischen Stabilitatsergebnissen der
hergestellten NLC Dispersionen recht gut. Bei den physikalischen Mischungen,
welche ungeldste Mentholkristalle aufwiesen, traten auch bei den zugehorigen
Dispersionen nach 30-minttigem Stresstest Mentholkristalle auf.

Eine Ausnahme gab es jedoch. Obwohl die physikalische Mischung NLC Sof50
ungeldstes Menthol aufwies, besall die hergestellte Dispersion NLC Sof50 eine
ahnliche Stabilitait wie die anderen stabilen Dispersionen (NLC Sof80 und
NLC Sof70), deren physikalischen Mischungen das Menthol hervorragend geldst
hatten. Die gute Stabilitdt der Dispersion NLC Sof50 ist wahrscheinlich mit dem
Mentholverlust zu erklaren, welcher wahrend des langen Homogenisationsprozesses
entstehen konnte. Eine weitere Erklarung konnte das in der Wasserphase geldste
Menthol sein. Durch die Homogenisation und durch die Loseprozesse in der
Wasserphase konnte die tatsachliche Konzentration des Menthols derart verringert
worden sein, dass die gesamte Menge des Arzneistoffes in der Lipidmatrix erfolgreich

gel6st wurde.

Ein Vergleich zwischen den hergestellten Z&pfchen (Methode C) und den
Dispersionen zeigt, dass die Beobachtungen der Zapfchen gut mit den
Stabilitatsergebnissen der NLC-Dispersionen korrelieren. Bei den Zapfchen, welche
broselig und pulvrig waren, traten auch bei den zugehorigen Dispersionen nach 30-
minutigem Stresstest Mentholkristalle auf. Mit der gleichen Begriindung wie bei den
lichtmikroskopischen Untersuchungen stellte auch hier die Dispersion NLC Sof50

eine Ausnahme dar.
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3.1.4 Zusammenfassung des Abschnitts
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die DSC-Methode fir das Lipid-

Screening in der frihen Phase der Formulierungsentwicklung weniger geeignet ist als
allgemein angenommen. Fir die Loslichkeitsuntersuchungen des Wirkstoffes in der
Lipidphase ist DSC vergleichsweise teuer und schwieriger zu interpretieren.
AuBRerdem erwies sich die DSC-Methode fur die Vorhersage der Stabilitat der
hergestellten Dispersion als nicht zuverlassig.

Die Mikroskop-Methode hingegen ist leicht vorzubereiten, kostet weniger und
bendtigt weniger Zeit. Sie ist eine nutzliche Methode fir das Lipid-Screening. lhre
Ergebnisse sind im Vergleich zur DSC-Methode zuverlassiger und erlauben eine
Vorhersage (ber die Stabilitat der Lipidnanopartikel-Dispersionen.

Die Z&pfchen-Methode ist ebenso leicht vorzubereiten. Jedoch bendtigt sie eine
relativ grofRe Stoffmenge. Dies stellt einen Nachteil besonders bei teureren
Wirkstoffen dar. Sie ist auch eine nutzliche Methode fiir das Lipid-Screening wie die
Mikroskop-Methode. Auch wenn diese Methode keine absolut zuverlassige
Vorhersage uber die Stabilitat der Lipidnanopartikel-Dispersionen zuldsst, so liefert
sie dennoch konstruktive Informationen wie z. B. iber die Lage des beladenen Stoffes

in dem Partikel.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist das Lipid-Screening mittels Lichtmikroskopie zu
empfehlen. Die neue Zapfchen-Methode erwies sich als hilfreich, ist aber

verbesserungsbedurftig.
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3.2 Tensid-Screening mittels Kontaktwinkel-Untersuchungen

3.2.1 Einleitung und Zielsetzung des Abschnitts

Nach Wahl der geeigneten Lipidkomponenten besteht die ndachste Stufe der
Rezepturoptimierung in der Auswahl der geeigneten Tenside. Eine kostenglnstige
Madglichkeit fur das Tensid-Screening ist die Kontaktwinkelmessung via Goniometer
(Pardeike 2009, Al Shaal 2011). Fur die goniometrischen Messungen steht jedoch
keine Standardmethode zur Verfiigung, da die Tenside verschiedene Loslichkeits- und
Dispergiereigenschaften im Wasser bzw. im Lipid aufweisen. Die Proben fiir die
goniometrischen Messungen kénnen z. B. mit der englischen Methode oder mit der
kontinentalen Methode (jeweils bekannt aus der Herstellung von Emulsionen)

vorbereitet werden (Bultmann 2003).

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit war es, zu untersuchen, welche der beiden

Vorbereitungsmethoden zuverlassigere Ergebnisse beim Tensid-Screening liefert.

3.2.2 Materialien und Methoden

Die goniometrische Kontaktwinkelmessungen wurden mittels eines Goniometer G1
(Kriss, Deutschland) fir folgende Tenside durchgefihrt: Inutec SP1, PLANTACARE
2000, Pluronic F68, TEGO Care 450, Tween 80. Gemé&R der englischen Methode
wurden die Tenside (1% m/m) in der &ul3eren Phase (im Wasser), je nach vorliegender
Loslichkeit, entweder geldst oder dispergiert. Im Gegensatz dazu wurden bei der
kontinentalen Methode die Tenside in der inneren Phase (in der Lipidmatrix) geldst
oder dispergiert. Die Tabelle 3-6 vergleicht die englische und kontinentale Methode
beziglich der Testflissigkeit und der Testoberflache.

Die Untersuchungen wurden wie folgt durchgefiihrt: Um eine glatte Testoberflache zu
erhalten wurde die geschmolzene Mischung der Lipidmatrix-Komponenten auf einen
Objekttrager getropft und es wurde gewartet, bis sie sich vollstandig verfestigte.
Danach wurde die hergestellte Testflussigkeit auf die Testoberflache getropft. Da sich
dabei die Testflissigkeit abhéngig von der Tropfzeit zu den Randern ausbreitet, wurde
der Kontaktwinkel konstant flinf Sekunden nach dem Auftropfen (n = 3) ermittelt.
Um die Ergebnisse der jeweiligen Kontaktwinkelmessungen interpretieren zu konnen,
wurden die Loslichkeitseigenschaften der Tenside wéhrend der Probenvorbereitung

dokumentiert.
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Um die Aussagekraft der Kontaktwinkelmessung als Tensid-Screening fur beide Félle
zu Uberpriifen, wurden jeweils die entsprechenden NLC-Dispersionen mittels heiRer
Hochdruckhomogenisation hergestellt. Dafiir wurde folgende Rezeptur verwendet:
*10,2% Softisan 154, * 6,8% Miglyol 812, * 3,0% Menthol, * 1,0% Emulgator und
*79,0% ultra-gereinigtes Wasser (Angaben in % (m/m)). Die Produktionsparameter
fir die Hochdruckhomogenisation waren: 60°C, 800 bar und zwei Zyklen. Nach der
Herstellung wurden die NLC-Dispersionen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die
Eigenschaften der verschiedenen NLC-Dispersionen, wie PartikelgroRe, physikalische
Langzeitstabilitdt und Zetapotential wurden am Tag der Herstellung und am Tag 7,
30, 90, 180 und 360 nach der Herstellung untersucht. Die Ergebnisse wurden mit den
Ergebnissen der Kontaktwinkelmessungen auf Korrelation verglichen.

Tabelle 3-6: Zusammensetzung der Testfllssigkeit und Testoberflache nach Vorbereitungsmethode

Vorbereitungsmethode Testfliissigkeit Testoberfldche

Lipidphase der Lipidnanopartikel
englische Methode Wasser+Tensid 1% (m/m)
(fest-und fliissige Lipid + Menthol)

kontinentale Methode Wasser Lipidphase der Lipidnanopartikel + Tensid 1% (m/m)

3.2.3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3.1 Loslichkeitsverhalten der Tenside
Die Loslichkeitseigenschaften der Tenside waren unterschiedlich. Wahrend
PLANTACARE 2000 und Tween 80 sowohl im Wasser als auch in Lipid gut 16slich
waren, l0ste sich Inutec SP1 in beiden Phasen nicht. Pluronic F68 loste sich gut im
Wasser. Im Lipid lieB es sich nicht 16sen. TEGO Care 450 hingegen war nur in der
Lipidphase 16slich.

3.2.3.2 Untersuchung der Kontaktwinkel
Die Ergebnisse der Kontaktwinkel-Untersuchungen, die in Tabelle 3-7 gelistet sind,
zeigen, dass die englische und die kontinentale Methode zu unterschiedlichen

Kontaktwinkeln fihren und damit keine einstimmige Aussage zulassen.
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Tabelle 3-7: Kontaktwinkelwerte der untersuchten Tenside sowie deren Loslichkeitsverhalten. Verglichen
mit der PartikelgroRe und den ZP-Ergebnissen der mit den untersuchten Tensiden stabilisierten
Lipidnanopartikel

Léslichkeit Kontaktwinkel [°] PartikelgréRe [nm] Zetapotential [mV]
im destillierten
Tensid in in englische | kontinentale Wasser im
z-average | d(v)0,95
Wasserphase | Lipidphase | Methode Methode (Leitfahigkeit= | Originalmedium
50 uS/cm)
Inutec SP1 - - 90 105 209 2209 -24,8 -11.,4
PLANTACARE
+ + 48 58 265 1167 -42,6 -29,7
2000
Pluronic F68 + - 86 114 384 2838 -23,9 -25,5
TEGO Care 450 - + 90 9 232 622 -50,5 -76,4
Tween 80 + + 75 98 471 844 -19,3 -12,9

Dieser Befund ist besonders wichtig, da in einigen Studien (Joshi et al. 2008b, Al
Shaal 2011) die Art der Vorbereitung der Proben nicht erwéhnt wurde und damit ein
Vergleich der publizierten Ergebnisse nicht moglich ist. Die Korrelation zwischen den
Ergebnissen der Kontaktwinkelmessungen und den Loslichkeitsuntersuchungen
belegt einen Zusammenhang zwischen der Probenvorbereitungsmethode und den
Loslichkeitseigenschaften der Tenside. Die Tenside, die ein ahnliches
Loslichkeitsverhalten in beiden Phasen besitzen, fuhren zu &hnlichen Kontaktwinkeln
sowohl mit der englischen als auch mit der kontinentalen Methode. Im Gegensatz
dazu wurden enorme Unterschiede fiir die Tenside gemessen, die entweder nur im
Wasser oder nur in der Lipidphase l6slich sind. Fir TEGO Care 450 ergab sich
zwischen  der  englischen und  der  kontinentalen Methode  ein

Kontaktwinkelunterschied von 80°.

Die Kontaktwinkel, die nach Anwendung der englischen Methode gemessen wurden,
lassen erwarten, dass die NLC-Dispersion, welche mit dem Tensid PLANTACARE
2000 stabilisiert wurde, die besten Eigenschaften wie kleinste PartikelgroBe und
hochste physikalische Stabilitdt besitzen wird. Fiir PLANTACARE 2000 wurde mit
48° der kleinste Kontaktwinkel gemessen. Die NLC-Dispersionen, die mit TEGO
Care 450 oder Inutec SPI1 stabilisiert wurden, lassen deutlich schlechtere

Eigenschaften erwarten, da ihre Kontaktwinkel mit tiber 90° gemessen wurden.
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Die kontinentale Methode lasst im Gegensatz zur englischen Methode erwarten, dass
TEGO Care 450 das am besten geeignete Tensid fiir die in dieser Studie untersuchte

Rezeptur ist. Es ergab sich hier ein Kontaktwinkel von 9°.

3.2.3.3 PartikelgréRenanalytik der hergestellten Lipidnanopartikel-Dispersionen
Die mittleren Teilchengrofien aller hergestellten NLC-Proben lagen zwischen 209 nm
(Inutec SP1) und 471 nm (Tween 80). Jedoch wurden groRere Partikel oder
Agglomerate bei den Inutec SP1- und Pluronic F68-Proben gefunden. Sie wurden mit
Hilfe von LD-Messungen festgestellt. Fur die mit TEGO Care 450 stabilisierte
Dispersion wurde der niedrigste d(v)0,95-Wert gefunden.

Das Zetapotential, welches ein MaR fiir die Oberflichenladung darstellt, ist ein
Frihindikator fir die physikalische Stabilitat der kolloidalen Systeme und stark
abhangig vom Stabilisator. Die ionischen Tenside beugen mit Hilfe der
Oberflachenladung einer Agglomeration der Partikel vor und stabilisieren so das
System. Die nicht-ionischen Tenside erreichen dies durch eine sterische Stabilisierung
der Partikel (Miller 1996). Fir die ionischen Tenside weist ein ZP-Wert ab +£30 mV
auf eine gute physikalische Stabilitat der Teilchen hin. Dieser optimale Wert gilt nicht
fur die nicht-ionischen Tenside. Um die sterische Stabilitdt zu untersuchen, werden
ZP-Messungen nicht nur in destilliertem Wasser mit einer Leitfahigkeit von 50 pS/cm
durchgefuhrt, sondern auch im Originaldispersionsmedium. Dabei wird die Dicke der

Surfactant-Schicht untersucht.

Die ZP-Ergebnisse sind in Tabelle 3-7 aufgefihrt. Die mit TEGO Care 450
stabilisierte Dispersion wies die hochsten ZP-Werte auf. Sie wurden sowohl im
Wasser als auch im Originalmedium mit mehr als -50 mV gemessen. Auch fur das
System mit PLANTACARE 2000, fiir das die zweithochsten ZP-Werte gemessen
wurden, ist eine sehr gute physikalische Stabilitdt zu erwarten. Die Ergebnisse zur
Untersuchung der physikalischen Langzeitstabilitdt der Partikel (Abbildung 3.2-1)

bestatigen diese Annahme.

Die physikalisch stabilsten Teilchen wies die mit TEGO Care 450 stabilisierte NLC-
Dispersion auf. Sie zeigte weder ein PartikelgroRenwachstum noch Agglomeration
uber einen Zeitraum von 18 Monaten. Die zweitbeste physikalische Stabilitat war bei
der mit PLANTACARE 2000 stabilisierten NLC-Dispersion zu beobachten. Sie wies

erst zum letzten Messzeitpunkt, nach 18 Monaten, Agglomerationen auf.
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Unzureichende physikalische Stabilitaten ergaben sich fir die Systeme, die mit Tween

80, Inutec SP1, Pluronic F68 stabilisiert wurden.

Ein Vergleich zeigt (Tabelle 3-7), dass die Partikelgrofien und die Kontaktwinkel, die
im Fall der kontinentalen Methode gemessen wurden, stark miteinander korrelieren.
Der niedrigste Kontaktwinkel (9°) und damit die hochste Affinitat des Stabilisators
fur die Partikeloberflache wurden fir TEGO Care 450 beobachtet. Das zweitbeste
Tensid war PLANTACARE 2000.

Die Langzeitstabilitatsergebnisse der Dispersionen bestatigten die Ergebnisse der
Kontaktwinkel-Untersuchungen, die nach Anwendung der kontinentalen Methode
gemessen  wurden.  Gleichzeitig fuhren die Stabilisatoren mit einem
Kontaktwinkelwert von ber 90° zu grof3en Partikeln oder zu Agglomeraten in den
Dispersionen und folglich zu physikalischen Instabilitaten.
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Abbildung 3.2-1: Partikelgroen (PCS und LD) der hergestellten NLC-Dispersionen wéhrend der
einjéahrigen Lagerung

3.2.4 Zusammenfassung des Abschnitts

Ruckblickend kann festgehalten werden, dass die Kontaktwinkelmessungen in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Probenvorbereitungsmethode zu unterschiedlichen
Ergebnissen fuhren, aus denen sich keine Ubereinstimmenden Aussagen ableiten
lassen. Die Angabe der verwendeten Vorbereitungsmethode ist damit eine
Mindestvoraussetzung fir die Vergleichbarkeit verschiedener Ergebnisse wvon
Kontaktwinkelmessungen. Die Ergebnisse unter Verwendung der kontinentalen
Methode korrelierten in dieser Studie am starksten mit den Stabilitatseigenschaften

der hergestellten Partikel und sind damit gegeniiber der Ergebnisse unter Anwendung
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der englischen Methode aussagekraftiger. Die Kontaktwinkelmessung unter
Anwendung der kontinentalen Methode zeigt sich als ein nitzliches Instrument, um
bereits in einem frihen Stadium der Formulierungsentwicklung die Eignung

verschiedener Tenside fur die Stabilisierung von NLC-Dispersionen vorherzusagen.
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4 Optimierte Charakterisierung der Lipidnanopartikel

4.1 PartikelgroRenanalytik mittels Laserdiffraktometrie

4.1.1 Einleitung und Zielsetzung des Abschnitts

Die Laserdiffraktometrie ist eine der Methoden zur PartikelgréRenanalyse, die
heutzutage routinemaRig zur Charakterisierung Kkolloidaler Lipid-Dispersionen
eingesetzt werden. Die Vorteile dieses Verfahrens wurden bereits in Abschnitt 1.1.5.3
benannt.  Zusétzlich besitzt die Laserdiffraktometrie zahlreiche mdgliche
Fehlerquellen, die bereits in friheren Studien untersucht wurden (Abschnitt 1.1.5.3,
Keck 2006, Keck et al. 2008, Keck 2010).

In diesem Teil der Arbeit sollte die Partikelanalyse mittels Laserdiffraktometrie auf
weitere mogliche Fehlerquellen untersucht werden. Dazu wurden die einzelnen
Schritte des Messverfahrens kritisch analysiert. Insbesondere wurden wiederkehrende
Schritte im Messprozess genauer beobachtet. Als Ergebnis wurden die folgenden

kritischen Punkte identifiziert:
» Instrumente zur Probenahme: Verwendung von verschiedenen Pipettenarten

» Ruhrgeschwindigkeit wahrend der Messung: Anwendung sich variierender

Rihrgeschwindigkeiten mit oder ohne Ultraschall

Diese Parameter und ihre moglichen Einflisse auf die PartikelgroRenergebnisse

wurden systematisch untersucht.

4.1.2 Materialien und Methoden

Die Optimierung der PartikelgroRenanalytik mittels Laserdiffraktometrie wurde mit
verschiedenen NLC-Dispersionen als Proben durchgefiihrt, deren Zusammen-
setzungen in Tabelle 4-1 aufgelistet sind. Sie wurden mit Heilthochdruck-
homogenisation hergestellt und nach einer lichtmikroskopischen Untersuchung in
Gruppen eingeteilt (siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.1.3). Im Anschluss wurden die

PartikelgroRenanalysen mittels PCS und LD durchgefihrt.

117



Tabelle 4-1: Zusammensetzung der untersuchten Dispersionen (Angaben in % (m/m))

Bezeichnung festes Lipid Menthol | Miglyol 812 Emulgator
Al Softisan154 |10,0% | 8,0% 4,0% TEGO Care450 |[1.8%
A2 Dynasan 118 | 7,0% 7,0% 6,0% TEGO Care450 |1.8%
A3 Dynasan118| 8,0% | 6,0% 6,0% TEGO Care450 |1,8%
< Ad Dynasan118| 9,0% | 7,0% 4,0% TEGO Care450 |1,8%
2 A5 Softisan154 |10,2%| 6,8% 3,0% TEGO Care450 |1,0%
S A6 Softisan154 (10,2% | 6,8% 3,0% Tween 80 1,0%
© A7 Softisan154 | 10,0% | 8,0% 2,0% PLANTACARE 2000 | 1,8%
A8 Softisan154 |10,2% | 6,8% 3,0% PLANTACARE 2000 | 1,0%
A9 Dynasan118| 9,0% | 9,0% 2,0% PLANTACARE 2000 | 1,8%
A10 Softisan154 | 7,0% | 0,0% 3,0% TEGO Care450 |1,8%
B1 Softisan154 | 10,0% | 8,0% 2,0% TEGO Care450 |1,8%
o B2 Dynasan 118 |10,0% | 8,0% 2,0% TEGO Care450 |1,8%
é B3 Dynasan118| 9,0% | 9,0% 2,0% TEGO Care450 |1,8%
g B4 Dynasan118| 8,0% | 8,0% 4,0% TEGO Care450 [1,8%
B5 Softisan154 | 8,0% | 0,0% 2,0% TEGO Care450 [1,8%
(@) C1 Softisan154 [10,2% | 6,8% 3,0% Pluronic F68 1,0%
§ c2 Softisan154 |10,2% | 6,8% 3,0% Inutec SP1 1,0%
L% c3 Softisan154 |10,0% | 0,0% 0,0% TEGO Care450 |1,8%

Zur Probenahme wurden Eppendorf-Pipetten (Modell: Research®, 10-100 pl;
Eppendorf AG, Deutschland) mit gelben universal Pipettenspitzen (Mund-

Durchmesser: 0,52 mm; VWR International GmbH, Deutschland) und Pasteur-

Pipetten (Mund-Durchmesser: ca. 1,50 mm, aus Polyethylen mit niedriger Dichte
(LDPE), Modell: High Performance, Allzweck-, VWR International GmbH,
Deutschland) verwendet (Abbildung 4.1-1).

Abbildung 4.1-1: Instrumente zur Probenahme. A: Eppendorf-Pipette, B: Pasteur-Pipette
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Die als mdogliche Fehlerquellen identifizierten Messbedingungen wie Probenahme,

Rihrgeschwindigkeit und Ultraschall wurden wahrend der Studie variiert.

4.1.2.1 Einfluss der Instrumente zur Probenahme auf die LD-Ergebnisse
Hierfur wurden die Proben (Al10, B4, C3) mit Standard-Messbedingungen gemessen:
vier Kkontinuierliche Messungen in gereinigtem Wasser, eine Rotations-
geschwindigkeit von 2975 UpM, Anwendung des Blaulicht-Detektionssystems und
keine Ultraschallbehandlung (vor oder wahrend der Messung). Die Proben wurden je

einmal mit einer Eppendorf-Pipette und einmal mit einer Pasteur-Pipette dispensiert.

4.1.2.2 Einfluss von Ruhrgeschwindigkeit und Ultraschall wahrend der
Messung auf die LD-Ergebnisse

Die Proben (Al bis A9, B1-B4, C1 und C2) wurden ausschlieflich unter Verwendung
einer Eppendorf-Pipette dispensiert. Das Rihren wahrend der Messung wurde wie

folgt variiert:

- Methode 1 (M1): Rihrgeschwindigkeit von 1085 UpM, ohne Ultraschallbehandlung
- Methode 2 (M2): Rihrgeschwindigkeit von 2975 UpM, ohne Ultraschallbehandlung
- Methode 3 (M3): Rihrgeschwindigkeit von 2975 UpM, mit Ultraschallbehandlung

Wenn nicht anders erwahnt, so ist das Ergebnis einer Probe als Mittelwert von vier
aufeinanderfolgenden Messungen angegeben.

4.1.3 Ergebnisse und Diskussion
4.1.3.1 Einfluss der Instrumente zur Probenahme auf die LD-Ergebnisse

4.1.3.1.1 Lichtmikroskopie und Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)-Analysen
In diesem Teil der Studie wurden die Proben A10, B5 und C3 aus Tabelle 4-1
verwendet. Die mikroskopischen Aufnahmen der Proben sind in Abbildung 4.1-2 zu
sehen. Die Probe A10 besal} keine pum-Partikel und wies keine Agglomerationen auf.
Im Gegensatz dazu besal} die Probe B5 leichte Agglomerationen, welche mit 160-
facher VergroRerung nicht sichtbar waren und erst durch zusétzliche VergréRerungen

detektiert wurden (siehe rote Pfeile in Abbildung 4.1-2). Deutlich erkennbare und
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starke Agglomerationen, welche gréRer als 200 um waren, wurden in der Probe C3
gefunden.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

nicht agglomerierte leicht agglomerierte stark agglomerierte

Proben Proben Proben

Abbildung 4.1-2: Mikroskopische Aufnahmen der Beispiel-Proben fur die jeweilige Gruppe. Links: Proben
der Gruppe A enthalten keine Agglomerate. Mitte: Proben der Gruppe B enthalten geringe und leichte
Agglomerationen. Sie sind nur mit einer héheren VergroRerung (rote Pfeile) nachweisbar. Rechts: Proben
der Gruppe C enthalten einige Agglomerate. VergréRRerung: 160-fach

Die PCS-Daten (Abbildung 4.1-3) zeigen, dass die Proben A10 und B5 keinen
Unterschied bezuglich der mittleren Partikelgrofie (ca. 200 nm) aufweisen. Fur die
Probe C3 wurde jedoch ein leicht erhohter Wert (ca. 300 nm) detektiert. Trotz der
oberen Nachweisgrenze von 6 um wurden mittels PCS keine pum-Partikel und keine
Agglomerationen gefunden, welche mittels Lichtmikroskopie fur die Proben C3 und
B5 hingegen detektiert wurden.

120



&O0 — T 1.0

500 + 1og
E a0+
o T 0B
]
E 300 + =
2 o4
koot .
100 + A ry T+ 02
0 , oo
A10 BS 3
Gruppe A Gruppe B Gruppe C

B zaweage & P
Abbildung 4.1-3: z-average [nm] und PI der untersuchten Lipidnanopartikel-Dispersionen

4.1.3.1.2 LD-Analysen

Die Proben wurden mittels einer Eppendorf-Pipette und einer Pasteur-Pipette aus dem
Vial entnommen und dann direkt ins Instrument pipettiert. Unter Standard-
Messbedingungen (Ruhrgeschwindigkeit 2975 UpM, kein Ultraschall) wurde eine
PartikelgroRenanalyse mittels LD durchgefihrt. Abbildung 4.1-4 zeigt die erhaltenden
Ergebnisse, wobei oben die d(v)0,50-Werte und unten die d(v)0,95-Werte dargestellt
sind. FUr die nicht agglomerierte Probe A10 konnte bezlglich der d(v)0,50- und
d(v)0,95-Werte kein Unterschied zwischen den beiden Pipetten festgestellt werden.
Fur die Probe B5, welche schwach agglomeriert war, wurden nach Anwendung der
Eppendorf-Pipette fir beide Parameter vergleichsweise groRere Durchmesser
ermittelt. Dieser Effekt war bei der Probe C3 noch starker ausgepragt (insbesondere
far den d(v)0,50-Wert), welche unter der Lichtmikroskopie noch grofiere Aggregate

aufwies.

Der Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse liegt wahrscheinlich in den
verschiedenen Durchmessern und Formen der Pipettenspitzen. Der Durchmesser der
Spitzen6ffnung der Eppendorf-Pipette betrdgt nach Herstellerangabe 0,52 mm. Sie
besitzt eine stark zugespitzte Form. Die Pasteur-Pipette besitzt eine Spitzen6ffnung,
die mit 1,50 mm fast dreimal so grof} ist und eine weniger zugespitzte Form aufweist.
Aufgrund dieser Unterschiede kdnnen unterschiedlich starke Kréfte wéahrend des Ein-
und Auspipettierens auf die Partikel wirken wie beispielsweise Scherkrafte, die bei

der Eppendorf-Pipette vergleichsweise groRer sind. Im Allgemeinen sind Scherkrafte
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als die Krafte bekannt, die die Partikel wie bei einer Homogenisation zerkleinern

(Dingler 1998). Deshalb wurde zundchst erwartet, dass insbesondere die Anwendung

der Eppendorf-Pipette zur Deaggregation der Agglomerate fiihren kann.
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Abbildung 4.1-4: LD-PartikelgroRen in Abhangigkeit von dem Instrument zur Probenahme. Gemessen
unter Standard-Bedingungen (Rihrgeschwindigkeit 2975 UpM, kein Ultraschall). Oben sind die d(v)0,50-

Werte, unten sind die d(v)0,95-Werte dargestellt.

Der Prozess der Deaggregation hangt von der Starke der Scherkréafte und der Stérke

der Agglomerationen ab und fihrt zu der Vermutung, dass die leichten

Agglomerationen der Probe B5 im Vergleich zu den starkeren Agglomerationen der
Probe C3 eher zerstort werden. Somit sollte flr die Probe B5 der d(v)0,95-Wert bei

einer Messung mit Einsatz der Eppendorf-Pipette vergleichsweise kleiner sein. Dies
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konnten die erzielten Ergebnisse jedoch nicht bestétigen. Die Ergebnisse der Probe B5
und insbesondere der Probe C3 zeigten, dass die Partikel bei Verwendung der
Eppendorf-Pipette eher zu Agglomerationen neigen. Die Agglomerationen sind Folge
der engen Offnung der Eppendorf-Pipette und konnen mit der DLVO Theorie erklart
werden. Wahrend des Auspipettierens werden die Partikel, insbesondere dort, wo sie
aus der Pipettenoffnung austreten, so sehr zusammengedriickt und beschleunigt, dass
sie miteinander in engen Kontakt kommen. Bezuglich der DLVO Theorie (Rupprecht
1975, Lagaly et al. 1999) kann die Beschleunigungsenergie ausreichend groR sein, um
den kritischen Abstand zwischen den Teilchen zu tberwinden. Dadurch werden die
AbstolRungskréfte zwischen den Teilchen geringer und folglich die anziehenden
Kréfte (z. B. van der Waals-Krafte) dominanter, was wiederum zur Agglomeration
der Partikel fuhrt (Miller 1991). Dieser Effekt tritt dann auf, wenn der Stabilisator der
Partikel ungeeignet ist, um eine ausreichende -elektrostatische oder sterische

Stabilisierung sicher zu stellen.

Um den beschriebenen Effekt nachzuprifen, wurden die Dispersionen zusétzlich
unter einer weiteren Messkonfiguration — mit einer weiteren Rihrgeschwindigkeit —
analysiert. Das Rihren ist notwendig, um die Partikel in der Messzelle standig
zirkulieren zu lassen. Nur so kann eine fast konstante Anzahl der Partikel in der
Messzelle wahrend der gesamten Messung garantiert werden (Malvern 2007). Ohne
ein Ruhren konnten groRere Partikel, abhangig von ihrer Dichte, sedimentieren bzw.
aufschwimmen, was zu verfalschten Ergebnissen fiihren wiirde. Andererseits konnte
die Rihrkraft die lockeren Agglomerate der Probe deagglomerieren, was ebenso zu

verfalschten Ergebnissen fiihren wirde.

Wie die meisten modernen LD-Instrumente erlaubt der Mastersizer 2000, welcher in
dieser Arbeit verwendet wurde, die Einstellung der Ruhrgeschwindigkeit. Um den
Einfluss der Instrumente zur Probenahme besser zu untersuchen und die Frage zu
beantworten, ob die Agglomerate, die wéhrend der Anwendung der Eppendorf-Pipette
entstehen, durch die Ruhrkraft zerstort werden, wurden die Dispersionen A10, B5 und
C3 mit einer geringeren Rihrgeschwindigkeit (1085 UpM = Messmethode 1 (M1))
nochmals untersucht. Vermutet wurde, dass die geringere Ruhrkraft zu weniger
Deagglomerationen und somit zu héheren LD-Werten flihrt. Die bei der geringeren
Rihrgeschwindigkeit (M1=1085 UpM) erhaltenen Messergebnisse sind in Abbildung
4.1-5 im Vergleich zu der Standardmessbedingung (M2=2975 UpM) dargestellt.

123



200000+

150000+
1000004 _
50000+ T .H
T L mmm
3 800
=]
7]
S 600
B
T 400
200 ﬁ IW-H] IHm-l
0- 1 T ) % T T T
M1 M2 M1 M2 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
Eppendorf Pasteur Eppendorf Pasteur Eppendorf Pasteur
EA A10: nicht agglomeriert E3 BS: leicht agglomeriert [ C3: stark agglomeriert
300000+
200000
100000+
E‘ L I I T
E 8001
wn
«a
o 600
z
® 004
200 s
o
0- g - = " T T 5 T T T
M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
Eppendorf Pasteur Eppendorf Pasteur Eppendorf Pasteur
BE& A10: nicht agglomeriert EZ B5: leicht agglomeriert [0 C3: stark agglomeriert

Abbildung 4.1-5: LD-PartikelgréRen in Abhangigkeit von dem Instrument zur Probenahme und
unterschiedlicher Rihrkrafte: M1-1085 UpM, M2-2975 UpM. Kein Ultraschall. Oben sind die d(v)0,50-
Werte, unten sind die d(v)0,95-Werte dargestellt.

Fir die nicht agglomerierte Probe A10 wurde kein Unterschied fir den d(v)0,50-Wert
bezuglich der beiden angewandten Ruhrgeschwindigkeiten M1 und M2, sowie der
beiden Pipettierinstrumenten gefunden (Abbildung 4.1-5, oben). Jedoch konnten
unterschiedliche d(v)0,95-Werte bei gleicher Ruhrgeschwindigkeit M1 und
unterschiedlichen Pipetten festgestellt werden (Abbildung 4.1-5, unten). Dieser
Parameter wurde mit etwa 20 pum fur die Eppendorf-Pipette und nur etwa 195 nm fr

die Pasteur-Pipette gemessen.
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Da fur die Probe A10 keine groRen Partikel oder Agglomerate mittels
Lichtmikroskopie festgestellt wurden und auch bei der Anwendung der Pasteur-
Pipette keine pm-Partikel detektiert wurden, bestatigen die obigen Ergebnisse den
agglomerisierenden Effekt der Eppendorf-Pipette. Dieser Effekt kann auch durch die
Ergebnisse der Probe B5, welche geringe Agglomerationen besal3, bestatigt werden.
Bei dieser Probe zeigten sich im Parameter d(v)0,95 kaum Unterschiede, aber
deutliche Unterschiede im Parameter d(v)0,50. Eine derart starke Abweichung bei
niedrigen LD-Parametern wie d(v)0,50 deutet auf unterschiedliche Grade der
Agglomerationen hin. Mit einer Bewertung der Neigung zur Agglomeration kann eine

Aussage Uber die Stabilitat der Dispersion getroffen werden.

Ein aggregatfordernder Effekt der Eppendorf-Pipette wurde auch fir die stark
agglomerierte Probe C3 beobachtet, er war jedoch weniger stark ausgepragt.
AuRerdem wurde bei der Probe C3 unter Verwendung der Pasteur-Pipette beobachtet,
dass die hohere Rihrgeschwindigkeit (M2) den d(v)0,95-Wert und in einem

geringeren AusmaR auch den d(v)0,50-Wert absinken l&sst.

Dies l&sst vermuten, dass die ungenligende Ruhrgeschwindigkeit groRe und schwere
Partikel (die Verwendung der Pasteur-Pipette beeinflusst die GroRe nicht)
sedimentieren lasst. Somit entweichen groRere Partikel aus der Messzelle, was zur

Messung einer kleineren PartikelgroRe fiihrt.

Als Zusammenfassung dieses Studienteils ist festzuhalten, dass die Verwendung von
verschiedenen Instrumenten zur Probenahme grundsétzlich eine potentielle
Fehlerquelle fur die PartikelgroRenanalyse mittels LD sein kann, da die verschiedenen
Instrumente in einer sonst gleichen Messkonfiguration zu unterschiedlichen

PartikelgroRenergebnissen fuhren kénnen.

Jedoch eroffnet sich hiermit auch eine Mdoglichkeit, die Proben voneinander zu
unterscheiden und sie besser zu klassifizieren. Pipettierinstrumente wie die
Eppendorf-Pipetten, die starke Scherkréfte verursachen, fordern die Agglomerationen
von instabilen Proben. Daraus resultiert die Moglichkeit, die Unterschiede zwischen
den Proben in einer sehr frihen Phase der Formulierungsentwicklung zu erkennen.
AuBerdem haben die Ergebnisse der Studie angedeutet, dass unterschiedliche
Rihrgeschwindigkeiten zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren kénnen. Dies wird

im néchsten Teil dieses Kapitels naher untersucht.
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Frihere Studien hatten bereits gezeigt, dass die GroRe der Probenmenge, die ins
Instrument gegeben wird, die LD-Ergebnisse beeinflussen kann (Keck 2006, Keck
2010). Die ein- und auspipettierte Menge ist bei den Pasteur-Pipetten nicht so prézise
einstellbar wie bei den Eppendorf-Pipetten. Wenn jedoch sicher ist, dass die
Ergebnisse nicht von der Grolke der Probenmenge beeinflusst werden, so wird als
Ergebnis dieses Studienteils die Verwendung einer Pasteur-Pipette empfohlen, da

diese Pipette nicht zur Agglomeration der Partikel flhrt.

Wenn bekannt ist, dass die PartikelgrolRenergebnisse konzentrationsabhéngig sind,
aber auch wenn eine solche Abhadngigkeit noch nicht untersucht wurde, so muss eine
Eppendorf-Pipette verwendet werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in diesem Fall

unabdingbar mittels einer zusétzlichen Messmethode abzusichern.

4.1.3.2 Einfluss von Ruhrgeschwindigkeit und Ultraschall wahrend der
Messung auf die LD-Ergebnisse
4.1.3.2.1 Lichtmikroskopie und PCS-Analysen
Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Studie lieRen vermuten, dass die
Rihrgeschwindigkeit des LD-Instruments einen erheblichen Einfluss auf die
PartikelgroBe haben kann. Deshalb wurde dieser Effekt in diesem Teil néher
untersucht. Hierzu wurden die Proben (deren Zusammensetzungen sind in Tabelle 4-1

zu finden) vor der PartikelgroRRenanalyse mittels Lichtmikroskopie analysiert.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

nicht agglomerierte leicht agglomerierte stark agglomerierte

Proben Proben Proben

Abbildung 4.1-6: Mikroskopische Aufnahmen der Beispiel-Proben fiir die jeweilige Gruppe. Links: Proben
der Gruppe A enthalten keine Agglomerate. Mitte: Proben der Gruppe B enthalten geringe und leichte
Agglomerationen. Rechts: Proben der Gruppe C enthalten starke Agglomerate. Vergréf3erung: 160-fach
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Basierend auf dieser Analyse wurden die Proben in drei Klassen eingeteilt. Abbildung
4.1-6 zeigt die mikroskopischen Aufnahmen je eines Vertreters einer Klasse. Die
Proben der Gruppe A wiesen Kkeine nachweisbaren pm-Partikel und keine
Agglomerationen auf. Die Proben der Gruppe B besaRen einige lose Agglomerate.
Proben, die Agglomerate oder auch groRere Teilchen aufwiesen, wurden der Gruppe
C zugeordnet. Die PCS-Ergebnisse der Proben sind in Abbildung 4.1-7 dargestellt.
Die mittleren Partikelgroflen fast aller Dispersionen lagen im Bereich zwischen
200 nm und 350 nm; alle Polydispersitatsindices waren kleiner als 0,3 und belegen
damit eine relativ enge PartikelgroRenverteilung. Somit erbrachte die PCS-Analyse
keine erwdhnenswerten Unterschiede fir fast alle Proben. Eine Ausnahme bildete die
Probe A6. Sie besal’ eine mittlere PartikelgroRe von etwa 530 nm, was fiir diese Art
von Nanotransporter relativ grol? ist. Allerdings zeigte die Lichtmikroskopie keine

pum-Partikel in der Probe A6, so dass sie auch der Gruppe A zugeordnet wurde.
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Abbildung 4.1-7: z-average [nm] und PI der untersuchten Lipidnanopartikel-Dispersionen

4.1.3.2.2 LD-Analysen

Die PartikelgroRenanalyse mittels LD wurde, wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben,
durchgefuhrt. Wahrend die Konfiguration M1 einer Messung mit einer
Rihrgeschwindigkeit von 1085 UpM entsprach, entsprach M2 der Messung mit
2975 UpM. Zusatzlich wurde in diesem Teil der Studie der mégliche Einfluss des
Ultraschalls untersucht — mit einer Messkonfiguration M3. Bei M3 wurden die Proben
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wéhrend des Rihrens mit 2975 UpM zusatzlichem Ultraschall ausgesetzt. Die
Ergebnisse aller Messungen (M1, M2 und M3) sind in Abbildung 4.1-8 dargestellt.
Oben stehen die d(v)0,50-Werte und unten die d(v)0,95-Werte. Die Proben wurden

ausschliel3lich mit der Eppendorf-Pipette dispensiert.
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Abbildung 4.1-8: LD-PartikelgréRen in Abhéngigkeit von unterschiedlichen Ruhrkréften: M1-1085 UpM

und kein Ultraschall, M2-2975 UpM und kein Ultraschall, M3-2975 UpM und Ultraschall. Oben sind die
d(v)0,50-Werte, unten sind die d(v)0,95-Werte dargestellt. Instrument zur Probenahme: Eppendorf-Pipette

Fur die meisten Proben der Gruppe A (Al bis A6) wurde kein signifikanter Einfluss
der Rulhrgeschwindigkeiten M1, M2 und M3 (wie M2, aber mit Ultraschall)
beobachtet.

Fur Dispersionen A7, A8, und A9 der Gruppe A nahmen die PartikelgroRen mit
steigender Ruhrgeschwindigkeit zu. Eine Ausnahme hat die Probe A10 gebildet, die
eine Abnahme der d(v)0,95-Werte mit steigender Rihrgeschwindigkeit aufwies. Der
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Effekt, der fur die Probe A10 beobachtet wurde, liegt in der Verwendung der
Eppendorf-Pipette und wurde bereits in Abschnitt 4.1.3.1 diskutiert.

Die verschiedenen Effekte, die zwischen den Proben Al bis A6 und A7 bis A9
beobachtet wurden, kénnen wie folgt erklart werden: Die Proben Al bis A6 kdnnen
als extrem stabil betrachtet werden, denn fir sie wurden bei der lichtmikroskopischen
Analyse keine Agglomerate bzw. keine groReren Partikel (um-Partikel) gefunden und
aullerdem zeigten die Ruhrgeschwindigkeit und die Ultraschallbehandlung keinerlei

Einfluss auf die Partikelgrofien der Proben.

Im Gegensatz dazu sind die Proben A7 bis A9, welche mit erhohter
Rihrgeschwindigkeit und mit Anwendung von Ultraschall agglomerierten, nicht
derart stabil, obwohl sie unter dem Lichtmikroskop keine Agglomerate bzw.
pum-Partikel aufweisen. Die Zunahme der PartikelgroRe (Bildung der Aggregate) nach
dem Energieeintrag (Erhéhung der Rihrgeschwindigkeit oder den Einsatz von
Ultraschall) beruht auf ungeeigneten Stabilisatoren, die die Agglomeration nicht
verhindern kdnnen (Abschnitt 4.1.3.1.2).

Dieser Effekt — der PartikelgrofRenanstieg in einem kolloidalen System aufgrund eines
Energieeintrages — entspricht dem Prinzip eines Standard-Stresstests. Ein solcher wird
z. B. bei der Stabilitatsprufung von Emulsionen durchgefuhrt. Ein kurzer Stresstest
kann durch Variation des Energieeintrages, wie hier mit Hilfe der
Ruhrgeschwindigkeit, als Frihindikator fir die physikalische Stabilitat der

nanodispersen Systeme verwendet werden.

Die PartikelgroBen der Proben der Gruppe B und die der Probe C3 wurden mit
erhohter Ruhrgeschwindigkeit kleiner. Dies belegt die Deaggregation der Partikel, die
aufgrund des Energieeintrages stattfand. Kein oder nur wenig Einfluss der
Rahrgeschwindigkeit wurde fir die stark agglomerierten Proben C1 und C2
festgestellt. Das zeigt, dass die PartikelgroRenverdnderungen, die bei unter-
schiedlichen Rihrgeschwindigkeiten auftreten, ebenfalls verwendet werden kdnnen,

um lose, leicht oder stark agglomerierte Proben voneinander zu diskriminieren.

Nattrlich héngt der Agglomerations- und der Deagglomerationsprozess von der
PartikelgroRe ab. Es sollte theoretisch maoglich sein tber eine langere Analysezeit mit

wiederholten Messungen hintereinander die Anderungen in der PartikelgroRe zu
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beobachten. Damit wére es mdglich, die Proben hinsichtlich ihres

Agglomerationsgrades zu klassifizieren.

Eine schnelle Abnahme der PartikelgroRe bedeutet, dass die Agglomerate in den
Proben beim Ruhren schnell zerstort werden und lasst auf sehr lockere
Agglomerationen schlielen. Eine langsamere Abnahme der PartikelgroRe im Verlauf
der Analysezeit deutet auf starkere Agglomerationen hin und verweist auf ein weniger
effizient stabilisiertes System. Wenn die groReren Aggregate bestehen bleiben, muss

es sich um eine sehr stark aggregierte Probe bzw. um groRe Kristalle in der Probe

handeln.
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Abbildung 4.1-9: LD-Partikelgréfien der Proben B1, B4 und C1 in Abhéngigkeit von der Messzeit.
Analysiert unter M3-Messbedingungen (Rihrgeschwindigkeit 2975 UpM und Ultraschall). Oben sind die
d(v)0,50-Werte, unten sind die d(v)0,95-Werte dargestellt. Instrument zur Probenahme: Eppendorf-Pipette

Diese Uberlegungen zeigen, dass die beschriebene Methode helfen kann, stark-
instabile Proben wvon leicht-instabilen Proben zu unterscheiden. Fir derart
Klassifizierte Proben konnen Entscheidungen beziglich der Formulierungs-

entwicklung in einer frilheren Phase getroffen werden. Somit kénnen Zeit und Kosten
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gespart werden. Auflerdem ware es sogar bei Verwendung verschiedener Messmedien
— statt Wasser z. B. simulierter Magen- oder Darmsaft — moglich, die Formulierungen
nach oraler Applikation bezlglich stark instabilem und leicht instabilem Verhalten zu

unterschieden.

Daher wurden die Proben mit einer langeren Messzeit (d. h. acht Messungen statt
vier) analysiert, um die Mdglichkeit einer Unterscheidung der Proben hinsichtlich der
Dichte ihrer Agglomerate zu untersuchen. Die Ergebnisse flr die Proben B1, B4 und
C1 sind in Abbildung 4.1-9 dargestellt.

Fur die d(v)0,50-Werte wurden im Verlauf der Analysezeit nur kleine Anderungen
beobachtet (Abbildung 4.1-9, oben). Im Gegensatz dazu wurden deutliche Abnahmen
der d(v)0,95-Werte detektiert (Abbildung 4.1-9, unten). Alle Werte verringerten sich
zunachst exponentiell und erreichten dann ihre minimale GroRe. Die Verringerung der
PartikelgroRe und / oder die endgultig erreichte Partikelgrofie war fur die einzelnen
Proben unterschiedlich. So war beispielsweise die Verringerung der PartikelgroRe der
Probe B4 im Vergleich zur Probe B1 zugiger. Nach finf Einzelmessungen hatten
beide Proben jedoch &hnliche minimale d(v)0,95-Werte. Fir die Proben B1 und C3
war die erforderliche Zeit den jeweils minimalen d(v)0,95-Wert zu erreichen gleich.
Die minimalen Werte selbst unterschieden sich jedoch stark. Die endgiltige

PartikelgroRe, die die Probe C3 erreichte, war wesentlich groRer.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Agglomerationen der Probe B1 stdrker waren, als
die der Probe B4. Damit ist die Probe B1 weniger stabil. Wird jedoch geniigend viel
Rihrkraft auf beide Proben angewandt, so weisen die Proben nach einer gewissen
Ruhrzeit eine ahnliche PartikelgroRe auf, und somit auch ahnliche Eigenschaften, die
durch die PartikelgroRe wesentlich mitbestimmt werden. Im Gegensatz zu den Proben
B1 und B4 enthielt die Probe C3 groliere Partikel/Agglomerate, die nicht mittels
Rihren deaggregiert werden konnten, womit auch der Agglomerationsgrad von C3

wesentlich hdher war.

4.1.4 Zusammenfassung des Abschnitts

Die Ergebnisse dieser Studie ergaben, dass das Instrument zur Probenahme, die
Rihrgeschwindigkeit sowie der Einsatz von Ultraschall einen groRen Einfluss auf die
Ergebnisse der PartikelgroRenanalytik mittels LD haben. Um aussagekréftige

Ergebnisse zu gewahrleisten, missen bezlglich einer Probe die einzelnen Parameter
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festgelegt und wéhrend der LD-Analyse konstant gehalten werden. Analog zu den
optischen Parametern und sonstigen Mess- und Analysebedingungen (Keck 2006,
Keck et al. 2008, Keck 2010) sollten auch die hier untersuchten Parameter, als
Komplementierung der Beschreibung der Messbedingungen, vertffentlicht werden,
um einen Vergleich der erzielten Ergebnisse zu ermdglichen. Ansonsten sind die

PartikelgroRendaten nicht aussagekraftig und nicht zuverlassig interpretierbar.

Neben der Gefahr verfalschter Analyseergebnisse aufgrund nicht konstanter
Messbedingungen kann der systematische Einsatz variierender Messbedingungen eine
verbesserte Formulierungsentwicklung unterstiitzen und die Differenzierung zwischen
»guten und schlechten* Formulierungen bereits zu einem sehr frithen Stadium der
Formulierungsentwicklung ermdglichen. Dies erscheint ein interessanter Ansatz zu
sein, um langfristige Lagerstudien zu umgehen.

Die Laserdiffraktometrie ist eine wichtige Methode fir die PartikelgroRenanalyse und
die Charakterisierung von Kkolloidalen Systemen. lhre Fehlerquellen mussen bei

Messungen berticksichtigt werden und kdnnen zugleich vorteilig ausgenutzt werden.
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4.2 Kristallinitatsuntersuchungen mittels DSC
4.2.1 Stark verdinnte Lipidnanopartikel

4.2.1.1 Einleitung
Die dynamische Differenzkalorimetrie und ihr Einsatz zur Erforschung und
Entwicklung von Lipidnanopartikeln wurde bereits in Abschnitt 1.1.5.4 bzw. in
Kapitel 3.1 vorgestellt.

Wie bereits in Abschnitt 1.1.5.4 erldutert wurde, liegt die Probenmenge, die fiir eine
DSC-Messung benétigt wird, bei festen Materialien zwischen 1 mg und 2 mg. Fir in
Wasser dispergierte Lipidnanopartikel variiert die Probenmenge abhdngig vom
Lipidphase/Wasserphase-Verhaltnis der Dispersion.

Daher war das erste Ziel in Kapitel 4.2 den Einfluss des Wassergehalts auf die DSC-
Ergebnisse zu untersuchen. Der Wassergehalt kann durch Zentrifugation der Probe
kontrolliert werden und ohne den Einsatz von Hitze, welche die Kristallinitat der
Probe &ndern wiirde, verringert werden. Daher war das zweite Ziel zu untersuchen, ob

und inwieweit die Zentrifugation die Kristallinitat der Lipidnanopartikel beeinflusst.

4.2.1.2 Materialien und Methoden

Um den Einfluss des Wassergehalts auf die DSC-Ergebnisse zu untersuchen, wurden
zwei  20%ige Basisdispersionen (Rezeptur A aus der Tabelle 4-2) durch
Hochdruckhomogenisation (Herstellungsparameter: 500 bar, drei Zyklen und 55°C
fur die softisanhaltige NLC-Dispersion bzw. 70°C fir die dynasanhaltige NLC-
Dispersion) hergestellt. Die 20%igen Dispersionen wurden mit reinem Wasser zu
10%igen und 5%igen Dispersionen verdiinnt. Die PartikelgréRenanalysen wurden
mittels PCS (Abschnitt 2.2.2.3.2) und LD (Abschnitt 2.2.2.3.1) durchgefiihrt. Danach
erfolgten fur die Proben DSC-Analysen (Abschnitt 2.2.2.6). Die Probenmengen fir
die DSC-Untersuchungen enthielten jeweils 1,5 mg Lipidnanopartikel, wobei dies fir
die 20%ige Dispersionen 7,5 mg Dispersion war, fir die 10%ige Dispersionen 15 mg
und fir die 5%ige Dispersionen 30 mg. Der Wassergehalt der DSC-Proben betrug
6 mg, 13,5 mg bzw. 28,5 mg fur die 20%igen, 10%igen bzw. 5%igen Dispersionen.

Fur das zweite Ziel der Studie wurden ebenso 5%ige und 10%ige NLC-Dispersionen
(Rezeptur B und C aus der Tabelle 4-2) durch Hochdruckhomogenisation
(Herstellungsparameter: 500 bar, drei Zyklen und 55°C fir die softisanhaltige NLC-
Dispersion bzw. 70°C fir die dynasanhaltige NLC-Dispersion) hergestellt. Danach
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wurden die Ol- und die Wasserphase der Dispersionen durch Zentrifugation
(Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraus, Deutschland, 1 Stunde bei 17000 UpM, 23800
G) getrennt, um anschlielend die Wassermengen auf ca. die Halfte zu reduzieren.
Daraufhin wurden Restwasser und Olphase mittels eines Vortex redispergiert, um im
nachsten Schritt die DSC-Untersuchungen fir die zentrifugierten und fir die
originalen, nicht behandelten Proben durchfuhren zu kénnen. Alle Proben wurden so
eingewogen, dass der Feststoffanteil zwischen 1 und 2 mg lag. AuBerdem wurde die
Kristallinitat der originalen Proben am Tag 7, 14, 28 und 365 nach der Herstellung

untersucht.

Tabelle 4-2: Zusammensetzung der NLC-Dispersionen, die zu Kristallinitdtsuntersuchungen herangezogen
wurden (Angeben in % (m/m))

Rezeptur A | Rezeptur B | Rezeptur C
(Softisan 1;5:;5: FI)DI\(/jnasan 118) R S S0t
Miglyol 812 8,0% 2,0% 4,0%
Menthol 2,0% 0,5% 1,0%
TEGO Care 450 1,8% 1,8% 1,8%
ultra-gereinigtes Wasser 78,2% 93,2% 88,2%

4.2.1.3 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1.3.1 Einfluss des Wassergehalts von NLC-Dispersionen auf DSC-Ergebnisse

Wie bereits gezeigt wurde, ist der kristalline Zustand der Lipidnanopartikel von der
PartikelgroRe abhéngig (Bunjes et al. 2007b). Daher war es fir diesen Teil der Studie
wichtig, in den untersuchten Dispersionen eine identische Verteilung der
PartikelgroBen sicher zu stellen. Hierfir wurden die PartikelgroRen der durch
Hochdruckhomogenisation hergestellten Basisdispersion (20%) sowie der verdunnten
Dispersionen (5% und 10%) analysiert. Die Analysen zeigten zwischen den
untersuchten Proben keine nennenswerten Unterschiede in den PartikelgroRen
(Abbildung 4.2-1). Damit konnte bestatigt werden, dass die Verdinnung keinen
Einfluss auf die PartikelgroRe hat und mogliche Unterschiede in den DSC-

Ergebnissen nicht auf unterschiedliche PartikelgréRen zurlickzufuihren sind.
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Abbildung 4.2-1: PartikelgroBen (PCS und LD) der Basisdispersionen (20%ig) und der verdinnten
Dispersionen (5%ig und 10%0ig)

Wie in der Literatur (Bunjes et al. 2002, Kovacevic et al. 2011) beschrieben wird,
beeinflusst auch das Tensid und dessen Konzentration den kristallinen Zustand der
Partikel. Da die Dispersionen mit den niedrigen Partikelkonzentration von 5% und
10% durch die Verdinnung derselben 20%igen Basisdispersion entstanden, sind die
Zusammensetzungen der Partikel identisch geblieben. Somit konnte ein Einfluss des
Tensidgehalts und ein Einfluss einer unterschiedlichen Zusammensetzung der Partikel

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4.2-2: DSC-Thermogramme der Basisdispersionen (20%ig) und verdunnten Dispersionen (5%ig
und 10%ig). Die fur eine DSC-Analyse bendtigte Probenmenge ist ca. 30 mg fur die 5%igen Dispersionen,
15 mg fur die 10%igen Dispersionen und 7,5 mg fiir die 20%igen Dispersionen. Somit enthielten alle DSC-
Proben ungefahr 1,5 mg Lipidnanopartikel. Heizrate: 10 K/Min.

Abbildung 4.2-2 zeigt die DSC-Thermogramme der untersuchten Dispersionen. Fur
beide NLC-Varianten wurde eine Abnahme der Schmelzenthalpie (berechnet in
Bezug auf die Gesamtmenge der analysierten Probe) bei gleichzeitiger Erhdhung des
Wassergehalts beobachtet (Tabelle 4-3). Des Weiteren wurde mit steigendem
Wassergehalt eine Verbreiterung der Schmelzpeaks festgestellt. So betrug z. B. die
Breite des Schmelzpeaks bei 63°C fir 20%ige, 10%ige und 5%ige Dynasan-NLC-
Dispersionen 4,0°C, 4,1°C bzw. 4,9°C. Die Abnahme der Enthalpien — z. B. durch
Zumischung von Arzneistoffen verursacht — und die Verbreiterungen der Peaks
konnen das Erkennen der thermischen Ereignisse unmdglich machen damit zu einer

falschen Interpretation der Daten fiihren.

Bezuglich 20%iger Dynasan-NLC liegt ein Schmelzpeak bei 39,5°C vor, der eine
Enthalpie von 0,67 J/g besitzt. Dieser Peak war jedoch fir die 5%igen und 10%igen
Dynasan-Dispersionen nicht nachweisbar. Fur das 5%-Softisan-NLC wurde kein
einziges Schmelzereignis gefunden, obwohl die zugehorige 20%ige Dispersion zwei
Schmelzpeaks bei 38,7°C und 52,2°C zeigte, deren Enthalpiewerte mit 2,43 J/g und
1,26 J/g gemessen wurden. Somit fuhrt die Auswertung der 5%igen Softisan-
Dispersion falschlicherweise zur Erkenntnis, dass in ihr keine festen Partikel enthalten

sind.
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Tabelle 4-3:

Charakteristische DSC-Kenndaten der Basisdispersionen (20%ig) und verdinnten

Dispersionen (5%ig und 10%ig). Die Thermogramme der untersuchten Dispersionen sind in Abbildung 4.2-

2 zu sehen.
niedrigschmelzende Modifikation hochschmelzende Modifikation
Lipidkonzentration
[%] Schmelzpunkt Breite des Peaks Schmelzpunkt Breite des Peaks
[°C] [°q] [°q] [°cl
c 5 -
3
;.E 0 10 38,9 5,6 52,2 3,8
@ 20 38,7 5,4 52,2 3,7
< 5 - - 63,9 4,9
g 2 10 ; - 63,8 4,1
e 20 39,5 4,8 63,9 4,0

Die auf die gesamte Probe bezogene Berechnung der Enthalpien flihrt zu sehr grof3en
Unterschieden in den Werten (Abbildung 4.2-3). Damit kann diese klassische
Methode zur Berechnung der Enthalpien, zu falschen Interpretationen der DSC-
Ergebnisse fuhren.

16 80
12 60
R Ry
=8 =40
‘ I 20
0 e — o 3 ca
needng- hoch- niedng- hoch- needrig- hoch- edng- hach-
schmeizende schmeizende schmeizende schmeizende schmelzende schmelzende schmeizende schmeizende
Modifikation Modifikation Modifikation Modifiation Modifikation Modifikation Modifikation Modifikation
Softisan NLC Dynasan NLC Softisan NLC Dynasan NLC
Enthalpien, die beziglich der gesamten Probenmenge Enthalpien. die beziglich des Lipidgehalts der
berechnet wurden Probe berechnet wurden
5% L] 10% 20% J 5% o 10% 20%
Lipidgehalt Lipidgehalt Lipidgehalt Lipidgehalt Lipidgehalt Lipidgehalt

Abbildung 4.2-3: Enthalpien der Basisdispersionen (20%ig) und verdiinnten Dispersionen (5%ig und
10%ig). Links: berechnet in Bezug auf die gesamte Probe, rechts: berechnet in Bezug auf den Lipidgehalt
der Probe

Im Gegensatz dazu waren die Unterschiede zwischen den Enthalpien, die bezogen auf
den Lipidgehalt berechnet wurden, kleiner. Auch wenn eine signifikante Abnahme der
Schmelzenthalpien bei gleichzeitiger Zunahme des Wassergehaltes ebenso
beobachtbar ist, ist die auf den Lipidgehalt bezogene Berechnung der Enthalpien zu

empfehlen.
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4.2.1.3.2 Einfluss der Zentrifugation auf die DSC-Ergebnisse

4.2.1.3.2.1 DSC-Thermogramme der originalen — nicht zentrifugierten — Proben

Die DSC-Ergebnisse der urspringlichen Proben (nicht zentrifugiert, 5% und 10%
Lipidphase) sind in Abbildung 4.2-4 dargestellt. Am Tag der Produktion und am
siebten Tag danach ergaben die Proben mit einer 5% Lipidphase noch keinen
Schmelzpeak, ein solcher konnte jedoch im weiteren Verlauf der Lagerung detektiert
werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die Partikel in eine kristalline Struktur
ubergehen. Die NLC-Dispersionen mit einer 10% Lipidphase zeigten direkt nach der

Produktion geringe Kristallinitaten, die sich wahrend der Lagerung verstarkten.

originale, nicht-zentrifugierte Proben
5%ige NLC-Dispersionen 10%ige NLC-Dispersionen

Temperatur [°C] Temperatur [°C]

25 35 45 55 65 75 25 35 a5 55 65 75

Softisan 154

Dynasan 118

25 s 45 55 65 75 25 35 45 55 65 75
Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abbildung 4.2-4: DSC-Thermogramme der urspringlichen NLC (ohne Vorbehandlung) in Abhangigkeit
von der Lagerungszeit. Mafstabsbalken: 0,2 J/g. Heizrate: 10 K/Min.
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4.2.1.3.2.2 Vergleich zwischen den DSC-Thermogrammen der originalen und der
zentrifugierten Proben am Tag der Produktion

Im Gegensatz zu den originalen Proben wurden bei den zentrifugierten Proben bereits
am Tag der Herstellung in allen DSC-Thermogrammen Schmelzereignisse detektiert
(Abbildung 4.2-5). Der Grund hierfur liegt wahrscheinlich in der Kristallisation,
welche durch die Scherkréfte, die wéhrend der Zentrifugation entstehen, induziert
wird (Freitas et al. 1999a).
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Abbildung 4.2-5: Vergleich der DSC-Thermogramme der urspringlichen nicht zentrifugierten Proben und
zentrifugierten Proben am Tag der Herstellung. MaRstabsbalken: 0,5 J/g. Heizrate: 10 K/Min.

4.2.1.3.2.3 Vergleich zwischen den DSC-Thermogrammen der originalen, ein Jahr
gelagerten Proben und der zentrifugierten Proben

Die Thermogramme der einjahrig gelagerten, nicht zentrifugierten Proben und die der
zentrifugierten Proben weisen einen ahnlichen charakteristischen Verlauf auf
(Abbildung 4.2-6). Schmelzereignisse wurden fiir jede gemessene Dispersion
gefunden. Bis auf die hoheren Enthalpien und der somit hoheren Kristallinitat der
zentrifugierten Proben konnte kein wesentlicher Unterschied gefunden werden. Die
Ergebnisse deuten somit an, dass eine Vorhersage uber das Kristallisationsverhalten
der Proben sowie Uber voraussichtliche Schmelzpunkte unterkiihlter Schmelzen durch

Zentrifugation, ohne zeitraubende Lagerung, moglich ist.
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Abbildung 4.2-6: Vergleich der DSC-Thermogramme der urspriinglichen nicht zentrifugierten Proben und
zentrifugiert Proben nach einjéhriger Lagerung. MaRstabsbalken: 0,5 J/g. Heizrate: 10 K/Min.

4.2.1.4 Zusammenfassung
Der Wassergehalt einer Probe beeinflusst die DSC-Ergebnisse der Lipidnanopartikel-
Dispersionen. Eine grofRe Wassermenge flhrt in einer Probe zu einer Abnahme der
Schmelzenthalpie und eventuell sogar zur Ausléschung von Schmelzereignissen. Eine
auf den Lipidgehalt bezogene Berechnung ist fur einen Vergleich der Enthalpie-
Ergebnisse sinnvoller als die herkbmmlich angewandte Berechnung, die sich auf die
Gesamtprobenmenge bezieht. Fir einen adaquaten Vergleich der Ergebnisse missen
die Dispersionen, die durch DSC analysiert werden, einen dhnlichen Wassergehalt
aufweisen. Um alle thermischen Ereignisse sicher zu erfassen muss der Wassergehalt

bei Proben mit einem hohem Wasseranteil (z. B. > 90%) reduziert werden.

Eine Zentrifugation zur Reduzierung des Wasseranteils erhéht die Kristallinitat der
Lipidnanopartikel. Dies kann zur falschen Interpretation der DSC-Ergebnisse fihren.
Andererseits kann die Beschleunigung des Kristallisationsprozesses dazu verwendet
werden, unterkihlte Schmelzen in kristalline Partikel zu transformieren. Dartiber
hinaus kann sie dazu dienen, schon zu einem frihen Stadium der Formulierungs-
entwicklung, eine Vorhersage des Kristallisationsverhaltens wahrend der Lagerung zu

ermdoglichen.
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4.2.2 Die Rolle der a-Modifikation fur die Stabilitat der Lipidnanopartikel

4.2.2.1 Einleitung

Die Anwendungsbereiche von DSC in der Lipidnanopartikel-Forschung wurden in
Abschnitt  1.1.5.4 beschrieben. In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, dass der
Anwendungsbereich Lipid-Screening mittels DSC fir die Entwicklung der

Lipidnanopartikeln weniger geeignet ist als allgemein angenommen.

Eine weiterer Anwendungsbereich von DSC ist es, die Beziehung zwischen der
Stabilitdt einer Lipidnanopartikel-Dispersion und ihrer Kristallstruktur zu
untersuchen. Dies ist fur viele Forschergruppen (Westesen et al. 1997b, Freitas et al.
19993, Das et al. 2012) von Interesse. Es ist bekannt, dass der Gelierungsprozess der
Lipidnanopartikel-Dispersionen von einer Erhéhung der Kristallinitat und von der
Transformation der weniger geordneten, thermodynamisch instabilen a-Modifikation
in die geordnete, thermodynamisch stabile p-Modifikation begleitet wird.
Entsprechende Studien wurden vorwiegend am Beispiel der SLN durchgefuhrt. In
Fachkreisen wird eine Uberlegenheit von NLC gegeniiber SLN bezogen auf
physikalische Stabilitit und Beladungskapazitat diskutiert, welche mit den
unterschiedlichen Kristallinstrukturen der jeweiligen Lipidmatrix begriindet wird.

Das Ziel von diesem Teil der Arbeit war ein direkter Vergleich zwischen SLN und
NLC, um die Bedeutung der a-Modifikation auf die physikalische Stabilitat der

Lipidnanopartikel zu untersuchen.

4.2.2.2 Materialien und Methoden

Diesem Ziel folgend wurden SLN- und NLC-Dispersionen mittels
HeilRhochdruckhomogenisation (mit den Herstellungsparametern 500 bar, drei Zyklen
und 70°C) produziert, deren Zusammensetzungen in Tabelle 4-4 aufgelistet sind.
Diese Lipidnanopartikel wurden sowohl mit dem Modellarzneistoff Menthol beladen,
wie auch unbeladen hergestellt, um zusédtzlich den Einfluss der
Wirkstoffinkorporation auf die Kristallstruktur zu untersuchen. Die hergestellten
Dispersionen wurden mittels DSC periodisch (ber ein Jahr lang analysiert, um die
Veranderung in der Kristallstruktur wéahrend der Zeit zu beobachten. Die
physikalische  Stabilitdt der  hergestellten  Dispersionen  wurde  mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie ~ (Abschnitt  2.2.2.3.2), Laserdiffraktometrie
(Abschnitt 2.2.2.3.1) und Lichtmikroskopie (Abschnitt 2.2.2.5) untersucht.
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Um die Kristallstruktur der Lipidnanopartikel besser zu verstehen, wurden durch
Zusammenschmelzen der Bestandteile der Lipidphase die physikalischen Mischungen

derselben hergestellt und ebenfalls mittels DSC thermisch analysiert.

Tabelle 4-4: Zusammensetzung der untersuchten Proben (Angaben in % (m/m))

S || IFa o p Menthol-beladene | Menthol-beladene
SLN NLC
Dynasan 118 10,0% 8,0% 7,0% 5,6%
Miglyol 812 - 2,0% - 2,0%
Menthol - - 3,0% 2,4%
TEGO Care 450 1,8% 1,8% 1,8% 1,8%
ultra-gereinigtes Wasser 88,2% 88,2% 88,2% 88,2%
% Lipidphase 10,0 10,0 10,0 10,0
(fest‘la\gIlfii:;e:r:f;::lr:elisstoff) 10:0 8:0 73 73

4.2.2.3 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 4.2-7 zeigt links die DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen
und rechts die der homogenisierten Dispersionen. Die Thermogramme der
physikalischen Mischungen (Abbildung 4.2-7 links) und der homogenisierten
Dispersionen (Abbildung 4.2-7 rechts) waren nicht identisch. Das zeigt, dass der
Herstellungsprozess oder andere Parameter (z. B. Wassergehalt der Probe, siehe
Abschnitt 4.2.1) einen gewissen Einfluss auf die kristalline Struktur der Lipidmatrix
ausuben. Ein Vergleich der Thermogramme der homogenisierten Dispersionen wies
die hochste Menge an instabiler a-Modifikation fir die unbeladenen SLN-
Dispersionen nach, die nur aus festen Lipiden bestehen (Abbildung 4.2-7, blaue

Kurve).

Nach Beladung mit dem Modellarzneistoff (Menthol) verringerte sich die Menge der
a-Modifikation (beladene SLN-Dispersion, gelbe Kurve). Ein vollstandiges
Verschwinden der a-Modifikation konnte nach der Zugabe des fliissigen Lipides (Ol)
fr die NLC-Systeme beobachtet werden (rote und blaue Kurven). Hier konnte nur ein
Schmelzereignis bei héheren Temperaturen beobachtet werden, was fiir eine stabile

Modifikation spricht.
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Abbildung 4.2-7: DSC-Thermogramme der physikalischen Mischungen und homogenisierten

Lipidnanopartikel-Dispersionen. Heizrate: 10 K/Min.
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Abbildung 4.2-8: DSC-Thermogramme der homogenisierten Lipidnanopartikel-Dispersionen am Tag der
Herstellung (blaue Kurven), nach einmonatiger Lagerung (rote Linien) und nach einjéhriger Lagerung
(orange Linien). MaRstabsbalken: 0,5 J/g. Heizrate: 10 K/Min.
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Abbildung 4.2-8 zeigt Uber einen Beobachtungszeitraum von einem Jahr die
Veranderungen der untersuchten Systeme bezogen auf die Kristallinitat. Bei den
unbeladenen SLN wurde eine Abnahme der a-Modifikation beobachtet, die zugleich
von einer Erhohung der B-Modifikation begleitet wurde (Abbildung 4.2-8, A).
Ahnliche Beobachtungen konnten fiir die beladenen SLN gemacht werden, obwonhl
die Menge der a-Modifikation gleich nach der Herstellung wesentlich kleiner als bei
den unbeladenen SLN war (Abbildung 4.2-8, B). Im Gegensatz zu den beiden SLN-
Systemen wurden fiir die beiden NLC-Dispersionen keine Anderungen beobachtet
(Abbildung 4.2-8, C und D).

Die Ergebnisse der PartikelgroRenanalytik, die mit dem dynamischen und statischen
Lichtstreuungsverfahren iber den Beobachtungszeitraum gemessen wurden, sind in
Abbildung 4.2-9 zu finden. Die instabilste Dispersion war die der unbeladenen SLN.
Diese gelierte bereits im ersten Monat der Lagerung. Eine weitere
PartikelgroBenmessung wurde danach nicht mehr durchgefuhrt. Die néchstniedrigere
Stabilitat wiesen die beladenen SLN auf. Diese Dispersionen gelierten zwar nicht, die
beobachtete Erhohung der PartikelgroRe zeigte aber ihre geringe physikalische
Stabilitat. Im Gegensatz zu den beiden SLN-Dispersionen besalien die beiden NLC-
Dispersionen eine sehr gute physikalische Stabilitat Gber die gesamte Lagerungszeit.
Fur diese Dispersionen konnte fur den gesamten Zeitraum kein Partikelwachstum
beobachtet werden.

Ein Vergleich zwischen den PartikelgroRenergebnissen und den DSC-Ergebnissen
zeigt, dass die physikalischen Stabilitatsergebnisse in Abhéngigkeit zu der Menge der
a-Modifikation der Lipidmatrix stehen. Je hoher die Menge der a-Modifikation war,

desto weniger stabil war die Dispersion.
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Abbildung 4.2-9: PartikelgréfRen (PCS und LD) der zur Vorhersage der physikalischen Stabilitat
untersuchten Dispersionen. Links: SLN-Dispersionen, rechts: NLC-Dispersionen

Um die erhaltene PartikelgroRenanalyse zu bestatigen, wurden zusétzliche
Untersuchungen mittels Lichtmikroskopie durchgefiihrt.

Grolkere Teilchen konnen auf Agglomeration von Lipidnanopartikeln oder auf
Bildung der prazipitierten Arzneistoffkristalle hindeuten. Durch Arzneistoffausstol}
des lipophilen Wirkstoffes in die Wasserphase kénnen sich Wirkstoffkristalle bilden
(Muller et al. 2011, Hommoss 2009). Die Ergebnisse der Lichtmikroskopie der
Menthol-beladenen SLN und NLC Systeme sind in Abbildung 4.2-10 dargestellt.

Beide beladenen Systeme hatten eine homogene Partikelverteilung und wiesen keine
grolRen Partikel direkt nach der Herstellung auf (Abbildung 4.2-10, A und C). Nach
drei Monaten Lagerung blieben die NLC-Dispersionen unverandert (Abbildung
4.2-10, D), wohingegen groRBe Mentholkristalle fur die SLN-Dispersionen detektiert
wurden (Abbildung 4.2-10, B). Diese Beobachtung zeigt, dass die Bildung der
Mentholkristalle, welche bei der SLN-Dispersion beobachtet wurde, mit der Abnahme

der a-Modifikation in Zusammenhang gebracht werden kann.
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Abbildung 4.2-10: Mikroskopische Aufnahmen der zur Vorhersage der physikalischen Stabilitat
untersuchten, Menthol-beladenen Dispersionen. A und C: am Tag der Herstellung, B und D: nach 3-
monatiger Lagerung. Links: SLN-Dispersion, rechts: NLC-Dispersion. VergréRerung 160-fach

4.2.2.4 Zusammenfassung
Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem Kristallisationsverhalten der Lipid-
nanopartikel und der physikalischen Stabilitdt der Lipidnanopartikel-Dispersionen

bestatigt.

Da die Umwandlung der a-Modifikation in die B-Modifikation zur Zunahme der
Packungsdichte des Lipides und somit zum Arzneimittelausstol’ fiihrt, sollten fir ein
stabiles System hohe Mengen der a-Modifikation vermieden werden. Die Menge der
a-Modifikation konnte durch Inkorporation des Arzneimittels verringert werden. Die
komplette Verhinderung der Kristallisation der a-Modifikation ist durch Zugabe von

flussigem Lipid, also mit NLC als Arzneistofftrager, moglich.

Mit dem Modellarzneistoff Menthol konnte eine Uberlegenheit von NLC gegeniiber
SLN bezuglich der physikalischen Stabilitdt und der Beladungskapazitat gezeigt

werden.
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4.3 OKkKlusivitat mittels in vitro Okklusionstest nach de Vringer

4.3.1 Einleitung und Problemstellung des Abschnitts

Lipidnanopartikeln weisen okklusive Eigenschaften auf. Daher ist die Bestimmung
von Okklusivitdt in der Lipidnanopartikel-Forschung wichtig. Mittels einem
Okklusionstest nach de Vringer kann das Vorliegen von OKkklusivitat in vitro
bestimmt werden (de Vringer 1992). Fir einen solchen Test werden Becher, die mit
Wasser gefullt und mit einem Filterpapier abgedichtet sind, verwendet. Die Probe,
deren OKklusivitat untersucht werden soll, wird auf das Filterpapier aufgetragen. Die
Becher werden in einer Klimakammer bei 33°C und 58% relativer Luftfeuchtigkeit
gelagert. Die Wassermenge, die dabei wéhrend der Lagerung durch das mit der Probe
versehene Filterpapier verdampft, wird mit der Wassermenge, die bei der Referenz
(ein Becher mit Filterpapier ohne Probe) verlorengegangen ist, verglichen. Allerdings
sind Klimakammern, welche die Luftfeuchtigkeit einstellen kénnen, kostenintensiv
und nicht in jedem Labor vorhanden. In dieser Studie wurde daher untersucht, ob der
Okklusionstest nach de Vringer auch in einem einfachen Ofen durchgefuhrt werden
kann und reproduzierbare und brauchbare Ergebnisse liefern kann.

4.3.2 Materialien und Methoden

Dem Ziel der Studie folgend wurden zundchst vier Lipidnanopartikel-Dispersionen,
deren Formulierungen (E bis H) in Tabelle 4-5 aufgelistet sind, mittels
HeilRhochdruckhomogenisation hergestellt. Die Herstellungsparameter waren 500 bar,
drei Zyklen und 55°C fur Softisan-Dispersionen bzw. 70°C fur Dynasan-
Dispersionen. Entsprechend den Beschreibungen in de Vringers Patent wurden die
Becher mit 50 ml destilliertem Wasser gefullt und mit einem Filterpapier abgedeckt.
Die Formulierungen (jeweils 200 ul) wurden das Filterpapier gleichmaliig bedeckend
aufgetragen. AnschlieBend wurden die Becher gewogen und in eine Kammer gestellt.
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Tabelle 4-5: Zusammensetzung der untersuchten Dispersionen (Angaben in % (m/m))

Rezeptur E | Rezeptur F | Rezeptur G | Rezeptur H
Dynasan 118 7,0% 7,0% -
Softisan 154 - - 7,0% 7,0%
Miglyol 812 . 2,0% = 2,0%
Menthol 3,0% 3,0% 3,0% 3,0%
TEGO Care 450 1,8% 1,8% 1,8% 1,8%
ultra-gereinigtes Wasser 88,2% 86,2% 88,2% 86,2%

Der Okklusionstest wurde in zwei verschiedenen Kammern durchgefuhrt:

« ein Standard-Trockenschrank (Memmert, Deutschland) mit einem Schlupf-

loch, welches gesattigte Luftfeuchtigkeit vermeidet.
+ eine Inkubationskammer (Heraeus, Deutschland) ohne Schlupfloch.
Beide Kammern boten nicht die Mdglichkeit, die Luftfeuchtigkeit einzustellen.

Die Wassermenge, die wéhrend der Lagerung verdampfte, wurde nach 48 Stunden
durch Wiegen der Becherglaser bestimmt. Die Okklusionsfaktoren wurden unter

Verwendung von nachstehender Gleichung berechnet:

£
A

F: Okklusionsfaktor — gibt die relative Okklusivitat in % an.

A: Die Wassermenge, die wahrend der Lagerung durch das mit der Probe
versehene Filterpapier verdampft.
B: Die Wassermenge, die bei der Referenz (ein Becher mit Filterpapier ohne

Probe) verdampft.

Wahrend der Versuche wurden die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit an
verschiedenen Stellen innerhalb der Kammer mit einem Thermometer und einem
Hygrometer gemessen. Jede Formulierung (E bis H) wurde dreifach getestet. Um die
Reproduzierbarkeit der Methode zu uberprifen, wurde der gesamte Testvorgang
dreifach durchgefiihrt (n=3).
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4.3.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3.1 Okklusionstest im Standard-Trockenofen
Abbildung 4.3-1 zeigt die Ergebnisse der in dem Standard-Trockenofen
durchgefuhrten in vitro Okklusionstests. Sie belegen, dass die Durchflihrung der
Okklusionstests in dem Standard-Trockenofen hohe Standardabweichungen zwischen
den Triplikaten verursachen. Wird die Rezeptur G im dritten Test betrachtet, so
betrdgt der Mittelwert der gemessen Okklusionsfaktoren 18, wahrend die
Standardabweichung 20 betragt. Aufgrund der groRen Standardabweichungen sind die
Unterschiede zwischen den Rezepturen E bis H nicht signifikant. Daher ist eine
statistisch bedeutende Differenzierung der Rezepturen mit diesem Verfahren nicht

maoglich.
80~

604

404

Okklusionsfaktor F

e 1. Test #5 2 Test B 3. Test

Abbildung 4.3-1: Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Okklusionstests im Standard-Trockenofen.
Okklusionsfaktor F von vier getesteten Rezepturen im Triplikat. Der OKklusionstest wurde dreimal
durchgefuhrt.

Gleichzeitig waren die Ergebnisse nach Anwendung des Standard-Trockenofen-
Verfahrens nicht reproduzierbar. Signifikante Unterschiede, welche flr die Rezeptur
E zwischen dem ersten und dem dritten Test sowie zwischen dem zweiten und dem

dritten Test gefunden wurden, bestatigen diese Aussage.

Interessanterweise wiesen die Becher, welche in der Mitte des Ofens platziert wurden,
den hochsten Okklusionsfaktor auf. Becher, die sich in der Nahe der
Kammerwandung befanden, besaBen geringere Okklusionsfaktoren. Dieser
Zusammenhang kann eine Folge der nicht regulierbaren Luftfeuchtigkeit sein. Es

kann aber auch eine Folge der unterschiedlichen Temperaturen innerhalb des
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Trockenschrankes sein, da Messungen der Temperatur an verschiedenen Stellen im
Ofen zeigten, dass die Wéarme in der Kammer nicht homogen verteilt war. In der Néhe
der Innenwand des Ofens war die Temperatur fast 2°C hoher als in der Mitte des
Ofens.

4.3.3.2 Okklusionstest im Zellinkubator
Um die Temperatur genauer steuern zu kénnen, wurde im ndchsten Teil der Studie ein
Zellinkubator verwendet. Der Inkubator lieferte eine sehr gute Homogenitat der
Warmeverteilung in der gesamten Kammer mit einer Abweichung von + 0,5°C. Die
relative Luftfeuchte konnte wéhrend des Tests jedoch nicht konstant gehalten werden.
Im Laufe der Testzeit stieg sie von 40% auf bis zu 90% an. Wie zu erwarten war,
besalRen damit die Ergebnisse aus diesem Test hohe Standardabweichungen. Deshalb

wurde auf einen zweiten und dritten Testvorgang verzichtet.

Die Daten zeigen deutlich, dass fir aussagefahige Ergebnisse sowohl die Temperatur
als auch die relative Luftfeuchtigkeit konstant gehalten werden missen. Dies stellt
ohne eine geeignete Klimakammer zundchst ein Problem dar. In der Literatur wird
eine konstante Luftfeuchtigkeit durch die Verwendung einer geséattigten Losung von

hygroskopischen Verbindungen beschrieben (Rockland 1960).

Als hygroskopische Verbindung wurde in dieser Studie Natriumbromid ausgewahlt.
Natriumbromid ist ungiftig und seine gesattigte Losung ergibt eine konstante relative
Luftfeuchtigkeit von 57% bei einer Temperatur von 30°C bis 35°C (Rockland 1960).
Vor dem Test wurde eine gesattigte NaBr-Losung hergestellt und in die
Klimakammer gebracht. Wahrend des Tests wurde die relative Luftfeuchtigkeit tber
einen Zeitraum von 48 Stunden gemessen. Im Test blieb fir mindestens 48 Stunden
die relative Luftfeuchtigkeit bei 60% bis 63% annahrend konstant (Abbildung 4.3-2).
Die Daten bestétigten, dass die Verwendung einer geséttigten Natriumbromidldsung
die Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit ermdglicht.
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Abbildung 4.3-2: Relative Luftfeuchtigkeitswerte wéhrend des Testes ohne NaBr im Vergleich zum Test mit
NaBr im Zellinkubator

In Abbildung 4.3-3 werden die Ergebnisse der Okklusionstests gezeigt, die in der
Inkubationskammer mit der gesattigten Losung von NaBr durchgefihrt wurden. Die
Daten zeigen eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Tests und geringe
Standardabweichungen. Die beschriebene Methode (in der Inkubationskammer, mit
der gesattigten Losung von NaBr) ermoglicht nun die Differenzierung der
verschiedenen okklusiven Eigenschaften der getesteten Rezepturen.
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Abbildung 4.3-3: Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Okklusionstests in der Inkubationskammer mit
der gesattigten Losung von NaBr. Okklusionsfaktor F von vier getesteten Rezepturen im Triplikat. Der
OKklusionstest wurde dreimal durchgefiihrt.
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4.3.4 Zusammenfassung des Abschnitts

Die Ergebnisse der in vitro Okklusionstests nach de Vringer sind stark von der
Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit abh&ngig. Daher missen diese
Parameter wéhrend der Untersuchungen eingestellt und konstant gehalten werden.

Inkubationskammern  bieten eine nahezu bestmdgliche Homogenitat der
Warmeverteilung. Obwohl sie keine direkte Regulierung der Luftfeuchtigkeit
erlauben, kann die Luftfeuchtigkeit unter Einsatz einer gesattigten Losung von
nichttoxischem Natriumbromid konstant gehalten werden. Dieser Ansatz zur

Durchfiihrung eines Okklusionstests ist einfach, robust und kostengtinstig.
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5 Optimierte Lagerung der Lipidnanopartikel und Vergleich mit
anderen Nano-Arzneimitteltragersystemen

5.1 Einleitung und Zielsetzung des Kapitels
In Abschnitt 1.1.6 wurden bereits die géangigen primédren Packmittel fir
Lipidnanopartikeln, deren Unterschiede und ihre Bedeutung fur die Stabilitat der

Lipidnanopartikel-Dispersionen vorgestellt.

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit war es, fir die Lagerung von Lipidnanopartikel-
Dispersionen eine Alternative zu selbst silanisierten Vials zu eruieren, da das Mittel
fur die Silanisierung nicht mehr verflgbar ist (siehe allgemeiner Teil). Dafur wurde
der Einfluss der verschiedenen Verpackungsmaterialien auf die physiko-chemischen
Eigenschaften (z. B. physikalische Stabilitat) der Lipidnanopartikel-Dispersionen
untersucht. Dartiber hinaus wurde zum Zwecke eines Vergleichs der Einfluss des
Verpackungsmaterials auf andere Nanoarzneistofftragersysteme (Nanoemulsionen

und Nanosuspensionen) bzw. auf reines Wasser (als Dispersionsmedium) analysiert.

5.2 Materialien und Methoden
5.2.1 Materialien

5.2.1.1 Fullgut
Um den Einfluss der Verpackungsmaterialien auf die kolloidalen
Arzneistofftragersysteme systematisch zu untersuchen, wurden als Fillgut reines
Wasser, eine Nanoemulsion, eine Nanosuspension und eine Menthol-beladene NLC-
Dispersion verwendet. Deren Zusammensetzungen sowie deren Herstellungsmethode

sind in Tabelle 5-1 aufgelistet.
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Tabelle 5-1: Zusammensetzung der untersuchten Fillgliter

Fiillgut Zusammensetzung Herstellung

hergestellt durch Umkehrosmose
ultra-gereinigtes

Agua purificata und anschlieRender Aufreinigung
Wasser
in einer MilliQ-plus-Anlage
10,00% Miglyol 812
hergestellt durch HeiRhochdruckhomogenisation
Nanoemulsion 1,80% TEGO Care 450

bei 55°C mit 500 bar und drei Zyklen
88,20% ultra-gereinigtes Wasser

Die Herstellung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt.

Im ersten Schritt wurde das grobe Suspensionskonzentrat

6,00% Apigenin (18,00%) von Apigenin unter Verwendung von 0,6-0,8 um
0,33% Tween 80 Perlen gemahlen (sieben Passagen mit 2000 U/min).
Nanosuspension
0,17% EUXYL PE 9010 Nach der Zugabe eines Konservierungsmittels

93,50% ultra-gereinigtes Wasser | (EUXYL PE 9010) wurde die Nanosuspension auf 6,00%
verdiinnt und dann unter Verwendung eines Avestin C50

bei 300 bar, mit drei Zyklen homogenisiert.

7,00% Dynasan 118

3,00% Menthol
Menthol- hergestellt durch HeiRhochdruckhomogenisation
2,00% Miglyol 812
beladene NLC bei 70°C mit 500 bar und drei Zyklen
1,80% TEGO Care 450

86,20% ultra-gereinigtes Wasser

5.2.1.2 Priméare Verpackungsmaterialien

Drei verschiedene Vials und vier verschiedene Plastikgefae dienten als primare
Verpackungsmaterialien (Abbildung 5.2-1). Die Flaschen von Glasart Il wurden in
silanisiertem Zustand und nicht-vorbehandeltem Zustand (unsilanisiert) untersucht.
Die Silanisierung der Vials wurde unter Verwendung einer 2%igen
Dichlordimethylsilan-Ldsung in 1,1,1-Trichlorethan (Merck, GmbH, Deutschland)
durchgefihrt. VVor der Abfullung wurden die Glasvials und die Plastikgefalle mit
gereinigtem Wasser ausgespult und an der Luft getrocknet.
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Abbildung 5.2-1: Untersuchte priméare Verpackungsmaterialien

Tabelle 5-2 listet die Behéltnisse und deren ungefahre Kosten auf.

Tabelle 5-2: Ungefédhre Kosten der untersuchten priméaren Verpackungsmaterialien. Die Kosten sind fir
20-30 ml Vials inklusive Verschluss angegeben. Silanisierung kostet ca. 0,22 € pro Vial (Packsys GmbH,
Deutschland)

Verpackungsmaterial K;s:es:i::: Lieferant
Glasart | 0,56 VWR, Deutschland
Glasart Il 0,47 Packsys GmbH, Deutschland
Polycarbonat (PC) 2.33 VWR, Deutschland
Polyethylen hoher Dichte(HDPE) 0,62 VWR, Deutschland
Polyethylen niedriger Dichte(LDPE) 0,60 VWR, Deutschland
Polypropylen(PP) 0,74 VWR, Deutschland

5.2.2 Methoden

In jedes Vial und jedes Gefall wurden 20 ml des Produktes gefullt und bei drei
Temperaturen (4°C, Raumtemperatur und 40°C) Uber einen Zeitraum von einem Jahr
gelagert (n=3). Wahrend dieser Zeit wurden alle Proben hinsichtlich ihrer
Leitfahigkeit und ihres pH-Werts untersucht (Abschnitt 2.2.2.10). Dariiber hinaus
wurden die reinen Wasser-Proben hinsichtlich  Gewichtsverlust und die
Nanoarzneistofftragersysteme hinsichtlich ihrer PartikelgroRe und PartikelgroRen-
verteilung (PCS und LD mit der jeweiligen Standardmethode (Abschnitt 2.2.2.3)
analysiert. Flur die LD-Messungen betrugen der reale und der imaginére
Brechungsindex 1.456 und 0,001 fir die Nanoemulsionen und NLC-Dispersionen
bzw. 1.736 und 0,01 fir die Apigenin-Nanokristalle. Die Zetapotentialuntersuchungen
(Abschnitt 2.2.2.4) wurden in Leitfahigkeitswasser (Mdaller 1996) und im
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Originalmedium, welches durch Filtration der Dispersionen gewonnen wurde,
durchgefuhrt. Die Proben der Nanosuspension wurden zusatzlich in einer
Tensidlosung gemessen, welche die gleiche Menge Tensid enthielt, die der
Nanosuspension zur Stabilisierung zugesetzt wurde. Auflerdem wurden die
Arzneistofftragersysteme mikroskopisch (Abschnitt 2.2.2.5) sowie makroskopisch

untersucht.

Die Werte aus den pH- und Leitfahigkeitsmessungen wurden unter Verwendung der
GraphPad Prism Software (GraphPad Software, USA) statistisch analysiert. Aufgrund
der normalverteilten Datensatze wurde fiir die statistische Auswertung eine einfache
Varianzanalyse (ANOVA) gewdhlt. Flr den Paarvergleich wurde der Tukey-Test als
Post-Test gewdhlt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fiir alle statistischen
Auswertungen auf p=0,05 festgelegt.

5.3 Ergebnisse
Die zugehorige Diskussion der Ergebnisse erfolgt in Abschnitt 5.4.

5.3.1 Wasser als Dispersionsmedium

5.3.1.1 Leitfahigkeit
Die Ergebnisse zur Leitfdhigkeit der Wasser-Proben, die in verschiedenen
Verpackungsmaterialien und bei verschiedenen Temperaturen tber ein Jahr gelagert
wurden, sind in Abbildung 5.3-1 zu sehen. Fir alle Proben stiegen die Leitfahig-
keitswerte mit der Zeit an. Der Grad des Anstiegs hing von der Lagerungstemperatur
ab. Grundsétzlich fiihrten hohere Lagerungstemperaturen zu hoheren Leitfahig-
keitswerten. Eine Ausnahme fiir die beobachtete Temperaturabhangigkeit bildeten die
Proben, die in PC-Flaschchen gelagert wurden. Die Leitfahigkeit der PC-Proben, die
bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden, war héher als bei den PC-Proben, die bei

40°C gelagert wurden.
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Abbildung 5.3-1: Leitfahigkeitswerte der Wasser-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien
und bei 4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage

Neben dem Einfluss der Lagerungstemperatur wurde ebenso ein Einfluss des
Verpackungsmaterials beobachtet. Die bei 40°C gelagerte LDPE-Probe wies einen
ununterbrochenen Anstieg der Leitfahigkeitswerte auf, sodass ihr Leitfahigkeitswert
ab dem 6. Monat im Vergleich zu den anderen Proben signifikant hther war. Auch die
bei Raumtemperatur aufbewahrte LDPE-Probe besal3 im Vergleich zu den anderen
Raumtemperatur-Proben deutlich hohere Leitfahigkeitswerte. Unter den bei 4°C
gelagerten Proben wurden die hdchsten Leitfahigkeitswerte jedoch bei den Glas-

Proben gemessen.

Ein Vergleich zwischen den Glassorten (Glasart Il (silanisiert), Glasart 1l (nicht
silaniertes) und Glasart 1) zeigte, dass die Glasart I-Proben etwas geringere
Leitfahigkeiten als die Glasart 1lI-Proben besallen (Abbildung 5.3-2). Dieser

Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 5.3-2: Leitfédhigkeitswerte der Wasser-Proben, die in verschiedenen Glasarten bei 4°C, bei
Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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Auf der anderen Seite zeigte der Vergleich zwischen silanisiertem und nicht
silanisiertem Glas, dass in den ersten zwei Wochen der Lagerung das Wasser in den
silanisierten Vials eine geringere Leitfahigkeit besal3. Diese Differenz wurde jedoch
im Laufe der Zeit kleiner und am Ende der Studie hatte das Wasser im silanisierten
Glas sogar eine leicht hohere Leitfahigkeit. Insgesamt war der Unterschied so gering,
dass kein signifikanter Leitfahigkeitsunterschied zwischen den Proben in den

silanisierten und den nicht silanisierten Glasvials festgestellt werden konnte.

Die kleinsten Verénderungen der Leitfahigkeit zeigte sich bei den Proben, die in PP
gelagert wurden. Der zweitgeringste Anstieg der Leitfahigkeit wurde bei den HDPE-
Proben beobachtet.

5.3.1.2 pH-Wert
Die Ergebnisse zu diesem Teil der Studie sind in Abbildung 5.3-3 zu sehen. Der
initiale pH-Wert des Wassers lag bei 5,8.
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Abbildung 5.3-3: pH-Werte der Wasser-Proben nach einjéhriger Lagerung, die in verschiedenen
Verpackungsmaterialien und bei 4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden

Wegen ihrer zahlreichen Inhaltsstoffe ist es fir die Kunststoffverpackungen
grundsatzlich schwierig eine Tendenz des pH-Wertes vorauszusagen. Im Gegensatz
dazu ist im Allgemeinen fiir die Glas-Proben ein Anstieg der pH-Werte zu erwarten.
Der Grund dafur ist die Diffusion der OH-lonen aus der Glasoberflache in das
gelagerte Wasser hinein. Bei fast allen hier untersuchten Wasser-Proben konnte
jedoch nach einjahriger Lagerung eine Verringerung der pH-Werte festgestellt
werden. Die einzige Ausnahme bildeten die PC-Proben, bei denen ein leichter Anstieg
der pH-Werte (6,0) beobachtet wurde.
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Ein Zusammenhang zwischen der Lagerungstemperatur und der Abnahme der pH-
Werte wurde fir die meisten untersuchten Verpackungsmaterialien festgestellt. Je
hoher die Lagerungstemperatur war, desto niedriger waren die pH-Werte. Der
Einfluss der Temperatur war signifikant fur die Proben, die in LDPE bzw. in den
Glasvials gelagert wurden. Neben dem Einfluss der Temperatur wurde auch ein
Einfluss des Verpackungsmaterials beobachtet. Die Wasser-Proben, die in den LDPE-
Flaschen bei 40°C aufbewahrt wurden, bildeten im Mittel den niedrigsten pH-Wert.
Die nachst niedrigeren pH-Werte wurden flr die Proben gemessen, die im Glas bei
40°C gelagert wurden. Zwischen den einzelnen Glassorten wurde bei gleicher
Lagerungstemperatur kein signifikanter Unterschied festgestellt. Die hdchsten pH-
Werte wurden flr die PC- und PP-Proben gefunden. Ein Vergleich zwischen den
Leitfahigkeits- und pH-Ergebnissen zeigte eine negative Korrelation. Je hoher die

Leitfahigkeit der Wasser-Probe war, desto niedriger war deren pH-Wert.

5.3.1.3 Wasserdampfpermeabilitat
Um die Wasserdampfpermeabilitit des Verpackungsmaterials zu untersuchen, wurde
die Menge der Flussigkeit gewogen, die nach einem Jahr Lagerung Ubrig blieb.
Mittels dieser Ergebnisse wurde die jeweils verdampfte Wassermenge berechnet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5.3-4 zu sehen.
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Abbildung 5.3-4: Wasserverlust [%] der Wasser-Proben nach einjéhriger Lagerung, in Abhangigkeit vom
Verpackungsmaterial und von der Lagerungstemperatur

Die Ergebnisse zeigen, dass die grofite Menge an Wasser aus den PC-Flaschen heraus
verdampfte, die bei 40°C gelagert wurden. Die gesamte Menge des Wassers, welche
am Anfang der Studie 20 ml betrug, verdampfte innerhalb von einem Jahr (Abbildung
5.3-5). Bezuglich der bei Raumtemperatur gelagerten Proben zeigten wieder die PC-

Proben einen im Vergleich zu den Proben der anderen Materialien signifikant hoheren
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Gewichtsverlust. Unter den anderen untersuchten Verpackungsmaterialien konnte

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Abbildung 5.3-5: Makroskopische Aufnahme der Wasser-Proben, die in PC-Flaschen gelagert wurden.
Links: bei 4°C, Mitte: bei Raumtemperatur, Rechts: bei 40°C

Fur die weiteren Schritte der Studie wurde das Verpackungsmaterial PC wegen seiner
sehr hohen Wasserdampfdurchlassigkeit ausgeschlossen, da es fir die anderen
wasserhaltigen Systeme ungeeignet ist. Die Grinde daftr werden in Abschnitt 5.4.3
diskutiert. Des Weiteren konnten die silanisierten Vials von Glasart Il nicht weiter
untersucht werden, da die Chemikalie flr die Silanisierung nicht mehr verkauft wurde

und somit die Vials nicht mehr silanisiert werden konnten.

5.3.2 Nanoemulsionen

5.3.2.1 Leitfahigkeit
Die Leitfahigkeitsergebnisse der Nanoemulsionen sind in Abbildung 5.3-6 zu sehen.
Die Leitfadhigkeit der Ausgangsnanoemulsion betrug am Tag der Herstellung
126 pS/cm. Wie bei den Ergebnissen der Wasser-Proben (Abschnitt 5.3.1.1) stiegen
die Leitfahigkeitswerte der in den verschiedenen Verpackungsmaterialien
aufbewahrten Nanoemulsionen wéhrend der Lagerzeit. Jedoch war der Anstieg der

Leitfahigkeit bei den Nanoemulsionen nicht kontinuierlich. AuRerdem traten héhere
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absolute Anstiege in kirzerer Zeit auf. So stieg die Leitfahigkeit der Nanoemulsion,
die in Glasart |1 Vials bei 4°C gelagert wurde, von 126 pS/cm auf 133 pS/cm
innerhalb von ca. 14 Tagen an, wobei die Leitfahigkeit des Wassers bei gleichen

Bedingungen von 0,9 pS/cm auf 2,2 uS/cm in einem Jahr anstieg.

Die Ergebnisse der Messungen, die 14 Tage nach der Abfullung durchgefiihrt wurden,
zeigten, dass der Anstieg der Leitfahigkeit von der Lagerungstemperatur abhing. Die
hoheren Lagerungstemperaturen flhrten zur signifikant hoheren Leitfahigkeiten.
Allerdings wurde der Effekt der Lagerungstemperatur im Laufe der Zeit unbedeutend

und schliellich verschwand er.

Des Weiteren wurde ein Einfluss vom Verpackungsmaterial auf die Leitfahigkeit der
Nanoemulsionen beobachtet. Im Gegensatz zu dem Einfluss der Lagerungstemperatur
war der Einfluss der Verpackungsmaterialien erst nach drei Monaten Lagerung
erkennbar. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied unter den Glas- bzw. unter
den Kunststoff-Proben festgestellt werden. Ein solcher wurde nur zwischen den Glas-
und den Kunststoff-Proben beobachtet. Nach drei Monaten besal3en die Glas-Proben
hohere Leitfahigkeiten als die in den Kunststoffflaschen gelagerten Nanoemulsionen.
Im Laufe der Zeit erreichten fast alle Nanoemulsionen ihr Plateau bei einem Wert von
155-160 pS/cm. Danach schwankten ihre Leitfahigkeitswerte auf diesem Niveau.
Eine Ausnahme bildete die Nanoemulsion, die in LDPE bei 40°C gelagert wurde. Die
Leitfahigkeit dieser Nanoemulsion erhohte sich ununterbrochen. Damit wurde fur
diese Nanoemulsion der signifikant hochste Leitfahigkeitswert — wie bei der Wasser-
Studie — gemessen. Analog zur Wasser-Studie wurde kein Unterschied zwischen
Glasart 1 und Glasart Il beobachtet.

Da bis zum Ende der Studie keine Probe tendenziell dauerhaft niedrige
Leitfahigkeitswerte aufwies, ist kein Material dem anderen aufgrund der

Leitfahigkeitseigenschaften zu bevorzugen.
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Abbildung 5.3-6: Leitfahigkeitswerte der Nanoemulsion-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei
4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.3.2.2 pH-Wert
Die pH-Werte der Nanoemulsionen sind in Abbildung 5.3-7 dargestellt. Der initiale

pH-Wert der Nanoemulsion betrug 7,7. Wahrend sich die Leitfahigkeiten der Nano-
emulsionen erhohten, verringerten sich ihre pH-Werte. Die Abnahme der pH-Werte
war bei den Nanoemulsionen stéarker als in der Wasser-Studie. Die Werte sind bis auf
4,6 gesunken. Wie bei der Wasser-Studie wurde auch fiir die Nanoemulsionen ein
Einfluss der Lagerungstemperatur auf die pH-Werte beobachtet. Die bei den héheren
Temperaturen gelagerten Nanoemulsionen hatten bereits nach dem 14. Tag Lagerung
niedrigere pH-Werten als die bei den niedrigeren Temperaturen gelagerten Nano-
emulsionen. Nach drei Monaten Lagerung fuhrten die unterschiedlichen Lagerungs-
temperaturen fir fast alle Nanoemulsionen zu signifikanten Unterschieden in den pH-
Werten. Die 40°C-Nanoemulsionen besalen niedrigere pH-Werte als die RT-
Emulsionen, welche wiederum niedrigere pH-Werte als die 4°C-Nanoemulsionen
aufwiesen. Dieser Trend blieb bis zum Ende der Studie erhalten.

Ein Einfluss der Verpackungsmaterialien auf den pH-Wert ist erstmals nach drei
Monaten Lagerung beobachtet worden. Die im Glas gelagerten Nanoemulsionen
besalBen signifikant niedrigere pH-Werte als die in Kunststoff aufbewahrten
Nanoemulsionen. Zwischen den verschiedenen Glas- bzw. Kunststoff-Typen konnten
keine unterschiedlichen Auswirkungen auf den pH-Wert beobachtet werden. Der
Unterschied zwischen Glas und Kunststoff blieb nach dem 3. Monat bis zum Ende der
Studie unverandert fur die Nanoemulsionen, die bei den niedrigeren Temperaturen
gelagert wurden (4°C und Raumtemperatur). Bei den 40°C-Nanoemulsionen
verschwanden zum Ende der Studie die Unterschiede in den pH-Werten.

Obwohl die im Glas gelagerten Nanoemulsionen generell saurer als die im Kunststoff
gelagerten Nanoemulsionen waren, besa am Ende der Studie die bei 40°C in LDPE
aufbewahrte Nanoemulsion den insgesamt niedrigsten pH-Wert. Die hochsten pH-
Werte traten ab dem 3. Monat flr die HDPE und PP-Proben auf, die bei 4°C gelagert
wurden.

Die zwei Eigenschaften Leitfahigkeit und pH-Wert korrelieren miteinander. Je héher
die Leitfahigkeit der Nanoemulsion war, desto niedriger war deren pH-Wert. Des
Weiteren wurde festgestellt, dass die Wahl der Lagerungstemperatur und des
Verpackungsmaterials zunéchst die Leitfahigkeit der Nanoemulsion beeinflusste und
erst zu einem spateren Lagerzeitpunkt Auswirkungen auf den pH-Wert der

Nanoemulsion hatte.
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Abbildung 5.3-7: pH-Werte der Nanoemulsion-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei 4°C, bei
Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.3.2.3 PartikelgréRenanalytik und Partikelladung
Die Stabilitatsergebnisse beziiglich der PartikelgroRe und der
PartikelgroRenverteilung der Nanoemulsionen sind in Abbildung 5.3-8 zu sehen. Am
Tag der Herstellung lagen die TropfchengréfRen der Ausgangsnanoemulsion eng
verteilt (P1=0,11) um den Mittelwert von 180 nm vor. Der d(v)0,95-Wert betrug
325 nm. Die Langzeitstabilitatsergebnisse zeigten, dass die mittlere TropfchengréRRe
mit 180 nm wahrend der Lagerung beziglich aller untersuchten Verpackungs-
materialien und Lagerungstemperaturen nahezu unverandert blieb. Der PI-Wert
erhohte sich bei manchen Nanoemulsionen leicht, blieb jedoch immer unter dem Wert
von 0,19, was auf ein fast monodisperses System hindeutet. Ein leichter Anstieg
wurde auch fir die d(v)0,95-Werte aller der Nanoemulsionen beobachtet, die bei
40°C gelagert wurden. Beispielsweise hat sich der d(v)0,95-Wert der in Glasart |
gelagerten Nanoemulsion um ca. 70 nm auf 396 nm erhoht. Beziiglich der Ergebnisse
zur PartikelgrofRenanalyse und bezlglich der mikroskopischen Untersuchungen
konnten flr die untersuchten Verpackungsmaterialien keine Unterschiede beobachtet

werden.

Die Oberflachenladungen (ZP) der verschieden gelagerten Nanoemulsionen sind in
Tabelle 5-3 aufgelistet. Am Tag der Herstellung lag das ZP der Nanoemulsion
bei -58,7 mV. Die ZP-Werte, die in gereinigtem Wasser gemessen wurden, lagen flr

alle untersuchten Proben zwischen -53,3 mV und -65,4 mV.

Um eine verlassliche Aussage Uber die physikalische Stabilitdt der Nanoemulsionen
zu erhalten, wurde deren ZP nach einem Jahr Lagerung nochmals im originalen
Dispersionsmedium  untersucht. Das originale  Dispersionsmedium  einer
Nanoemulsion-Probe wurde nach deren Zentrifugation mit anschlieRender
Membranfiltration gewonnen. Die ZP-Werte, die im originalen Dispersionsmedium
gemessen wurden, waren niedriger (zwischen -42,1 mV und -57,3 mV) als die ZP-
Werte, die im gereinigten Wasser gemessen wurden, lagen jedoch ebenso im stabilen

Bereich.

165



@
=3

= 400 0.8
=
& 300 0,6
£ k!
] 04
1
g 0,2
0
=3
2
3
4°C RT
Glasart |
* zaverage + Pl = d(v)0,50 m d(v)0,95
500 1
T 400 08
£
& 300 0,6
g o
© 04
=
5 02
2 0
[=] (=} T O o o ©°o
© w0 - Mo o © ©
= [} T T T = ©
k-] o T T
4°C RT
Glasart Il
* zaverage * PI B d(v)050 ™ d(v)0,95
500 1
F 400 08
£
& 300 0,6
g .
3 04
£
& 0.2
0
=] (=]
@ @
- @
5 3
HDPE
* zaverage * PI E d(v)050 ™ d(v)0,95
500 4
= 400 08
=
2 300 06
5 =
T 200 04
£
& 100 02
0 0
S5 38 2588238
R T T T o ; g
4°C RT
LDPE
* zaverage 4+ Pl E d(v)050 M d(v)0,95
500 1
T 400 0.8
£
& 300 0,8
£ ]
T 04
=
5 0.2

®* z-average * PI # d(v)0,50 ™ d(v)0,95

Abbildung 5.3-8: PartikelgréBen (PCS und LD) der Nanoemulsion-Proben, die in verschiedenen
Verpackungsmaterialien bei 4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum:
360 Tage
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Tabelle 5-3: ZP-Werte der Nanoemulsion-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien und bei
4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage.
(Mittelwert+SD, n=3)

Zetapotential [mV]
Material | Lagerung im destillierten Wasser im
(Leitfahigkeit= 50 puS/cm) Originalmedium
do di4 doo d180 d360 T360

4°C -62,3%4,5 | -60,2£2,7 | -57,1+2,9 | -61,3%1,2 -44,3+0,3
Glasart| RT -61,9+4,5 | -59,6%2,5 | -57,1+0,8 | -61,11+1,7 -42,1+0,4
40°C -59,8+3,2 | -60,114,0 | -60,0+2,0 | -64,0£0,6 -48,0+0,9
4°C -59,1+0,8 | -58,1£3,1 | -58,0+2,4 | -58,7£1,1 -45,7+0,9
Glasart I RT -58,710,6 | -61,414,5 | -55,3+0,9 | -59,810,3 -45,910,2
40°C -60,410,3 | -62,0£2,1 | -57,7+1,9 | -62,0+0,7 -50,5+0,9
4°C -57,0£0,9 | -57,1£1,0 | -56,6+0,7 | -53,3£1,9 -53,415,3
HDPE RT -58,7¢1,3 | -61,611,1 | -59,2+1,8 | -55,0+1,4 | -63,211,4 -44,710,6
40°C -64,2+4,7 | -58,840,3 | -56,2+0,8 | -65,4%3,3 -45,8+1,1
4°C -58,7+3,9 | -59,1+4,4 | -55,7+2,4 | -62,5£2,5 -57,3%1,2
LDPE RT -66,316,0 | -60,7£3,7 | -57,1+1,5 | -61,0£0,9 -47,7+0,6
40°C -59,310,9 | -61,0#4,1 | -56,4+0,2 | -62,7£2,0 -44,0+0,9
4°C -56,3+2,0 | -56,1£1,0 | -54,1+1,5 | -54,1£1,2 -57,2+0,5
PP RT -63,71¢5,9 | -62,34£3,9 | -60,4+3,4 | -57,5£2,4 -46,510,2
40°C -59,0+0,8 | -59,5£1,4 | -57,9+1,8 | -56,110,4 -49,5+0,4
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Die makroskopischen Untersuchungen fiihrten zu einer interessanten Beobachtung:
Wahrend der Studie schimmelten die bei 4°C und bei Raumtemperatur im Glas
gelagerten Nanoemulsionen leicht (Abbildung 5.3-9). Im Gegensatz dazu war auch

nach einjahriger Lagerung kein Schimmel bei den Kunststoff-Proben erkennbar.

——

Abbildung 5.3-9: Makroskopische Aufnahme der im Glaschen von Glasart Il bei RT gelagerten
Nanoemulsion-Probe nach einjahriger Lagerung
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5.3.3 Nanosuspensionen

5.3.3.1 Leitfahigkeit
Die Leitfédhigkeitsergebnisse der Apigenin-Nanosuspensionen sind in Abbildung
5.3-10 dargestellt. Die Leitfahigkeit dieser Nanokristall-Dispersionen betrug 65
uS/cm am Tag der Herstellung. Ahnlich wie bei den Leitfahigkeitsergebnissen der
Wasser- und Nanoemulsion-Proben nahmen die Leitfahigkeitswerte der
Nanosuspensionen wéhrend der Lagerung zu. Die Zunahme der Leitfédhigkeitswerte
der Nanosuspensionen war grofier als die der Wasser-Proben, jedoch kleiner als die
der Nanoemulsionen. Ahnlich wie bei den anderen beiden untersuchten Systemen war
die Zunahme der Leitfahigkeitswerte fir die Nanosuspensionen stark abhéngig von
der Lagerungstemperatur. HoOhere Lagerungstemperaturen fuhrten zu hdoheren
Leitfahigkeitswerten, die ununterbrochen anstiegen. Andersherum fihrten tiefere
Lagerungstemperaturen zu niedrigeren Leitfahigkeitswerten. Die Leitfahigkeits-
ergebnisse der bei 4°C gelagerten Nanosuspensionen zeigten sogar eine Abnahme der
Leitfahigkeiten nach drei Monaten Lagerung. Neben dem Einfluss der
Lagerungstemperaturen auf die Leitfahigkeiten war bei hoheren Lagerungs-
temperaturen ein zusatzlicher Einfluss der Verpackungsmaterialien auf die Leitfahig-
keiten zu beobachten. Ein Vergleich zwischen den bei 40°C gelagerten Nano-
suspensionen zeigte, dass — dhnlich zu den vorherigen Leitfahigkeitsergebnissen — die
in LDPE gelagerten Nanokristall-Dispersionen die deutlich hdchsten Leitfahig-
keitswerte besaBen. Der niedrigste Leitfahigkeitswert wurde fir die 4°C-Probe in
Glasart | gemessen. Dieses Material verursachte auch bei den htheren Temperaturen
vergleichsweise geringe Veranderungen in der Leitfdhigkeit. Daher kann gefolgert
werden, dass beziglich der Konduktivitat die Glasart | fir die Verpackung der

Apigenin-Nanosuspensionen geeigneter ist als die anderen untersuchten Materialien.
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Abbildung 5.3-10: Leitfahigkeitswerte der Nanosuspension-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei
4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.3.3.2 pH-Wert
Die pH-Ergebnisse der Nanosuspensionen sind in Abbildung 5.3-11 zu sehen. Der
pH-Wert betrug 4,2 am Tag der Herstellung. Der saure Charakter dieser Apigenin-
Nanosuspension bildet einen Unterschied gegenuber den beiden vorangegangenen

Verpackungsmaterial-Studien mit Wasser bzw. Nanoemulsionen.

Ahnlich zu den Ergebnissen der Wasser- und Nanoemulsions-Studie sanken die pH-
Werte wahrend der Lagerung. Die Abnahme im pH-Wert war flr die Nanosuspension
geringer als bei den Wasser- und Nanoemulsion-Proben. Auch hier war die
Lagerungstemperatur der wichtigste Einflussfaktor auf die pH-Werte. Je héher sie
war, desto niedriger waren die gemessenen pH-Werte. Der Einfluss der
Lagerungstemperaturen wurde zunachst flr die in Glas gelagerten Nanosuspensionen
und dann fir die im Kunststoff aufbewahrten Nanosuspensionen offensichtlich.
Unterschiedliche Lagerungstemperaturen flihrten nach drei Monaten sowohl fir die
Glas- als auch die Kunststoff-Proben zu signifikanten Unterschieden in den pH-

Werten, die bis zum Ende der Studie bestehen blieben.

Die Untersuchung des Einflusses der Verpackungsmaterialien auf den pH-Wert
zeigte, dass die bei 40°C gelagerten LDPE-Flaschchen — &hnlich zu den vorherigen
Ergebnissen — die groBten Veranderungen im pH-Wert verursachten. Damit besal
diese Nanosuspension den deutlich niedrigsten pH-Wert. Im Gegensatz dazu

verursachte Glasart | die geringsten Veranderungen im pH-Wert.

Auch in diesem Teil der Studie korrelierten die Leitfahigkeitswerte negativ mit den
pH-Werten: je hoher die Leitfahigkeit der Nanosuspensionen, desto geringer deren
pH-Werte. AuRerdem — &hnlich wie bei der Teilstudie der Nanoemulsion — wurde
festgestellt, dass die Lagerungstemperatur und die Wahl des primaren
Verpackungsmaterials zundchst den Leitfahigkeitswert und erst dann, nach weiterer

Lagerung, den pH-Wert beeinflusst.
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Abbildung 5.3-11: pH-Werte der Nanosuspension-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien
und bei 4°C, bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.3.3.1 PartikelgréRenanalytik und Partikelladung
Die PartikelgroRenergebnisse der Apigenin-Nanosuspensionen sind in Abbildung
5.3-13 dargestellt. Am Tag der Herstellung betrug die mittlere PartikelgroRe der
Apigenin-Nanokristalle 778 nm. Der PI betrug 0,11. Fir den d(v)0,95-Wert wurden
1575 nm gemessen. Die Langzeitstabilitatsergebnisse zeigten klare Unterschiede
zwischen den PartikelgroBen der in den verschiedenen Verpackungsmaterialien
gelagerten Nanosuspensionen. Die Probe, die in LDPE-Fl&schchen bei 40°C gelagert
wurde, wies bereits am 7. Tag der Lagerung Agglomerationen auf. Fir die anderen
Kunststoffmaterialien begannen die Agglomerationen spater, jedoch friiher als bei den

Glas-Proben.

Fur Glasart | wurde die vergleichsweise hochste physikalische Stabilitat festgestellt.
Die bei 4°C in diesem Glas gelagerte Nanosuspension blieb tber ein Jahr lang stabil.
Fur diese Nanosuspension konnten weder ein Kristallwachstum noch Agglomerate
beobachtet werden. Bei Erhéhung der Lagerungstemperatur auf Raumtemperatur bzw.
auf 40°C blieben die Proben der Glasart | weniger lang stabil, jedoch immer noch
langer stabil als die Proben eines anderen Materials bei vergleichbarer
Lagerungstemperatur. Die Agglomerationen wurden mittels LD-Messungen und
lichtmikroskopischen Untersuchungen festgestellt. Beobachtete Agglomerationen
waren bei gleichem Material fir die Proben starker, die bei hoheren Temperaturen
gelagert wurden (Abbildung 5.3-12).

Glasart |

4°C RT 40°C

Abbildung 5.3-12: Mikroskopische Aufnahmen der in Glaschen von Glasart | gelagerten Nanosuspensionen
nach einjéhriger Lagerung. Links: bei 4°C, Mitte: bei RT, Rechts: bei 40°C. Vergrofierung: 160-fach
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Die Oberflachenladungen der Apigenin-Nanokristalle sind in Tabelle 5-4 aufgelistet.
Am Tag der Herstellung betrug der mit einer Leitfdhigkeit von 50 pS/cm in
destilliertem Wasser gemessene ZP-Wert der Nanokristalle -32,1 mV. Wahrend der
Lagerungszeit bleiben die ZP-Werte fir alle Proben im stabilen Bereich.

Tabelle 5-4: ZP-Werte der Nanosuspension-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei 4°C,
bei Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage.
(Mittelwert£SD, n=3)

Zetapotential [mV]
= li;:n im destillierten Wasser i
% :.Gn o in der Tensidldsung QOriginal-
s i (Leitfahigkeit= 50 pS/cm) _
medium

do di4 doo d180 d360 do dl4 doo d180 d360 d360
a4°c -32,0 -32,0 -31,6 -34,8 -23,0 -23,4 -21,6 -20,7 -10,6
— 13,4 12,5 11,3 12,8 10,4 +1,0 10,5 EE TN 10,9
E RT -30,3 | -32,0 | -31,6 -32,5 -22,8 -24,7 -23,4 -23,7 -10,4
= +1,8 10,2 +0,9 +0,9 +0,4 0,7 +0,7 +0,5 0,1
o 40°C -34,3 -34,4 -36,2 -38,2 -22,8 -24,4 -22,9 -24,0 -15,6
2,7 +0,6 10,4 10,9 10,4 +0,8 10,4 11,4 10,1
4°C -31,6 | -31,1 -32,3 -37,6 -22,2 -24,8 -22,7 -24,8 -10,6
= +0,7 +2,6 2,6 11,2 10,9 +0,9 10,7 10,3 £1,2
E RT -27,5 -33,4 -34,9 -33,1 -23,0 -25,2 -23,3 -21,6 -9,4
© +0,5 12,8 +3,1 +1,1 +1,2 0,1 +0,7 +0,5 10,3
© 40°C -316 | -33,8 | -39,5 -41,1 -21,7 -25,1 -23,7 -24,2 -14,6
+0,2 +0,6 13,6 11,8 10,4 +0,7 10,1 1,0 0,5
4°C -30,7 | -30,2 -30,6 -35,0 -22,0 -23,9 -22,1 -21,5 -9.,4
0,5 0,9 0,3 +2,7 +0,5 0,8 0,3 +1,6 10,9
E RT 321 -29,9 -29,9 -30,9 -32,5 224 -21,9 -25,1 -23,0 -21,7 -11,3
= 0,3 +0,5 10,4 10,6 12,0 0.8 10,5 10,4 10,4 12,0 +0,5
40°C -31,4 | -33,7 | -374 -39,4 : -22,4 -25,2 -23,6 -22,7 -13,4
0,5 0,3 +0,8 3,2 +0,4 10,4 +0,5 +0,7 10,4
a°c -30,4 | -30,6 | -31,2 -31,9 -22,9 -25,0 -22,7 -22,1 -10,9
+0,8 +0,4 12,3 11,1 10,1 +1,0 10,4 0,6 0,7
& RT -29,7 -30,2 -31,1 -33,7 -22,3 -23,9 -23,3 -23,3 -10,3
= 10,2 0,3 +0,7 +0,9 +0,4 10,6 0,2 +0,3 0,4
40°C -31,3 | -354 | -36,9 -35,6 -22,6 -25,0 -22,6 -23,5 -11,6
+0,9 +2,8 12,3 10,4 10,4 +0,5 10,2 10,1 £1,2
4°C -30,5 | -32,9 | -32,5 -34,0 -22,6 -24,5 -22,4 -23,2 -9,5
+0,4 +1,9 +1,8 +2,0 +0,2 +0,8 +0,4 +0,7 10,5
RT -30,4 -30,8 -31,5 -33,8 -22,8 -25,4 -22,4 -24,4 -11,0
& +0,2 +0,9 10,9 10,8 10,4 $0,2 10,4 0,3 +0,2
40°C -30,6 -35,4 -37,0 -38,9 -22,6 -24,8 -22,7 -33'58 -13,1
12,5 13,0 +0,3 +0,7 +0,7 0,3 +0,6 - 0,1

Niedriger als der in destilliertem Wasser mit einer Leitfahigkeit von 50 pS/cm
gemessene ZP-Wert war der in der Tensidlésung gemessene ZP-Wert (-22,4 mV).

Wahrend der Lagerung wurden fir die in der Tensidlosung gemessenen ZP-Werte fast
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keine Unterschiede beziiglich der verschiedenen Verpackungsmaterialien beobachtet.

Sie betrugen zwischen -20,7 und -25,4 mV.

Um eine verlassliche Aussage tber die Oberflachenladung zu erhalten, wurden die
ZP-Werte in dem originalen Dispersionsmedium untersucht. Die Messungen wurden
nach einjahriger Lagerung durchgefiihrt. Wie bereits in der Nanoemulsions-Teilstudie
(Abschnitt 5.3.2.3) erklart wurde, wurde das originale Dispersionsmedium nach
Zentrifugation und anschlielender Membranfiltration der Nanosuspension gewonnen.
Die so erhaltenen ZP-Ergebnisse waren niedriger als die, die in destilliertem Wasser
mit einer Leitfahigkeit von 50 uS/cm gemessen wurden — und auch als die, die in der
Tensidldsung gemessen wurden. Fur die bei 4°C und bei Raumtemperatur gelagerten
Nanosuspensionen der verschiedenen Verpackungsmaterialien wurden keine
wesentlichen Unterschiede im ZP-Wert gefunden. AuRerdem waren die ZP-Werte der
bei niedrigeren Temperaturen — also 4°C und Raumtemperatur — gelagerten
Nanosuspensionen deutlich geringer als die ZP-Werte der bei 40°C gelagerten
Nanosuspensionen. Die bei 40°C gelagerten Nanosuspensionen besaflen unter-
schiedliche ZP-Werte fir die unterschiedlichen Verpackungsmaterialien, so dass eine
Differenzierung der Verpackungsmaterialien beziglich der im Originalmedium
gemessenen ZP-Werte mdglich ist. Die niedrigsten bzw. hdochsten ZP-Werte wurden
bei den Proben festgesellt, die in LDPE bzw. Glasart | gelagert wurden. Die Differenz

der ZP-Werte zwischen diesen Nanosuspensionen war statistisch signifikant.

Im Gegensatz zu den Nanoemulsionen sind keine makroskopischen Veranderungen

flr die Apigenin-Nanokristalle aufgetreten.
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5.3.4 Lipidnanopartikel

5.3.4.1 Leitfahigkeit
Die Leitfahigkeitsergebnisse der NLC-Dispersionen sind in Abbildung 5.3-14
dargestellt. Die Leitfahigkeit betrug am Tag der Herstellung 119 uS/cm. Wahrend der
Lagerung sind die Leitfahigkeitswerte aller NLC-Dispersionen gestiegen. Der Anstieg

war im Vergleich zur Wasser-Studie jedoch hoher.

Die Leitfahigkeitsergebnisse zeigen, dass der Anstieg fur die meisten Dispersionen
nicht kontinuierlich war. Im Gegensatz zu den anderen in dieser Arbeit untersuchten
Systemen konnte keine positive Korrelation zwischen der Leitfédhigkeit der NLC-
Dispersionen und der Lagerungstemperatur festgestellt werden. Am 14. Tag hatten
alle bei Raumtemperatur gelagerten Dispersionen die vergleichsweise niedrigsten
Leitfahigkeitswerte. Hingegen besallen die bei 40°C gelagerten Dispersionen die
hochsten Leitfahigkeitswerte. Wahrend der gesamten Lagerung haben sich die Werte
derart geandert, dass keine GesetzméaRigkeit zwischen der Lagerungstemperatur und

der Leitfahigkeit beobachtet werden konnte.

Bei der Differenzierung der verschiedenen Verpackungsmaterialien trat LDPE heraus.
Wie bei den anderen in dieser Arbeit untersuchten Systemen zeigte die NLC-
Dispersion, die in den LDPE-Flaschchen bei 40°C gelagert wurde, eine
kontinuierliche Erhéhung der Leitfahigkeit. Sie wies ab dem 6. Monat den hochsten
Leitfahigkeitswert fir dieses System auf. Da keines der untersuchten Materialien
vergleichsweise dauerhaft auffallig niedrige Werte fir die untersuchten
Lagerungstemperaturen besal3, kann diesbezuglich kein Material hervorgehoben

werden.
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Abbildung 5.3-14: Leitfahigkeitswerte der NLC-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei 4°C, bei
Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.34.2 pH-Wert
Die pH-Ergebnisse der NLC-Dispersionen sind in Abbildung 5.3-15 zu sehen. Der
pH-Wert der NLC-Dispersion betrug 7,7 am Tag der Herstellung. Wahrend der

Lagerzeit sind die pH-Werte der Proben gesunken.

Die pH-Ergebnisse der NLC-Dispersionen zeigen, dass die pH-Werte der Proben —im
Gegensatz zu deren Leitfahigkeiten — mit der Lagerungstemperatur negativ
korrelieren. Je hoher die Lagerungstemperatur war, desto niedriger waren die
gemessenen pH-Werte. Dies zeigte sich bereits nach 28 Tagen und galt fir den
gesamten Beobachtungszeitraum. Neben dem Einfluss der Lagerungstemperatur
wurde auch ein Einfluss des Verpackungsmaterials auf den pH-Wert beobachtet. Es
konnte erneut festgestellt werden, dass LDPE zu den hochsten Veranderungen im pH-
Wert fuhrte. Die LDPE-Probe, die bei 40°C gelagert wurde, besal? den signifikant
niedrigsten pH-Wert. AuRerdem besafen die Glas-Proben ab dem 28. Tag héhere pH-
Werte als die im Kunststoff gelagerten Proben. Die Unterschiede zwischen den Glas-
und Kunststoff-Proben waren fir die Lagerungstemperaturen 4°C und 40°C deutlicher
sichtbar. Mit der Zeit glichen sich die pH-Werte fur die verschiedenen Materialien an

— ausgenommen LDPE bei Raumtemperatur und 40°C.
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Abbildung 5.3-15: pH-Werte der NLC-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei 4°C, bei
Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage
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5.3.4.1 Partikelgroienanalytik und Partikelladung
Die Stabilitatsergebnisse bezuglich der PartikelgroRe und PartikelgroRenverteilung
der NLC-Dispersionen sind in Abbildung 5.3-16 dargestellt. Am Tag der Herstellung
betrug die mittlere PartikelgroRe 212 nm bei einer engen Verteilung von P1=0,15. Der
d(v)0,95-Wert betrug 395 nm.

Die Langzeitstabilitatsergebnisse zeigten, dass wéhrend der Lagerung die mittleren
PartikelgroRen der in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei unterschiedlichen
Temperaturen gelagerten NLC nahezu unveréndert blieben. Der Pl mancher
Dispersionen — besonders fir die bei 4°C gelagerten Proben sichtbar — erhéhte sich ab
dem 6. Monat leicht, blieb jedoch unter 0,35. Obwohl kein bedeutenswerter Anstieg
fur die d(v)0,95-Werte der Dispersionen beobachtet wurde, zeigten die
mikroskopischen Untersuchungen, dass Mentholkristalle fir die bei 4°C gelagerten
Dispersionen bereits im 6. Monat sichtbar waren (Abbildung 5.3-17). Wegen lhrer
Instabilitat wurden die bei 4°C gelagerten Dispersionen nicht weiter auf Partikelgroiie

und ZP untersucht.
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Glasart Il

4°C RT 40°C

Abbildung 5.3-17: Mikroskopische Aufnahmen der im Glas von Glasart Il gelagerten NLC-Dispersionen
nach 6-monatiger Lagerung. Links: bei 4°C, Mitte: bei RT, Rechts: bei 40°C. VergrofRerung: 160-fach

Die ZP-Werte der NLC-Dispersionen sind in Tabelle 5-5 aufgelistet. Am Tag der
Herstellung betrug der ZP-Wert der hergestellten NLC-Dispersion -44,3 mV.
Betrachtet man die im bidestilliertem Wasser gemessenen ZP-Werte, so befinden sie
sich fur alle NLC-Dispersionen zwischen -34,6 mV und -50,2 mV und liegen somit
im stabilen Bereich. Die ZP-Messungen im originalen Dispersionsmedium konnte aus
technischen Grunden fir diese NLC nicht durchgefihrt werden, da das originale
Dispersionsmedium mittels Zentrifugation und Filtration nicht gewonnen werden

konnte — es gelierte.

Anhnlich zu den Nanosuspensionsergebnissen und im Gegensatz zu den
Nanoemulsionsergebnissen sind keine makroskopischen Veranderungen fir die NLC-

Dispersionen aufgetreten.
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Tabelle 5-5: ZP-Werte der NLC-Proben, die in verschiedenen Verpackungsmaterialien bei 4°C, bei
Raumtemperatur (RT) und bei 40°C gelagert wurden. Beobachtungszeitraum: 360 Tage. (Mittelwert+SD,
n=3)

Zetapotential [mV]
im destillierten Wasser
Material | Lagerung
(Leitfahigkeit= 50 puS/cm)
do d14 doo d180 d360

4°C -48,613,3 | -45,9+1,3 | -47,2+1,3
Glasart | RT -42,8+0,8 | -40,5+0,8 | -45,5+1,0 | -42,6%+1,5
40°C -43,3+0,5 | -42,0+1,4 | -41,240,6 | -38,1+3,6

4°C -50,2+4,8 | -45,5¢1,3 | -45,2+1,8
Glasartl RT -43,3+1,5 | -41,842,0 | -44,8+1,8 | -44,1+1,7
40°C -44,4¢4.6 | -41,740,5 | -39,610,2 | -41,3+2,6

4°C -45,5¢1,2 | -44,7£1,8 | -47,0£1,8
HDPE RT -44,310,2 | -40,81,2 | -44,5£2,6 | -43,4£1,0 | -43,611,3
40°C -45,143,5 | -41,5¢1,1 | -40,5+2,9 | -34,6+0,6

4°C -45,4+1,2 | -46,1£1,5 | -51,1+4,3
LDPE RT -43943,1 | -43,542,1 | -42,440,9 | -44,9+1,1
40°C -43,9+0,9 | -41,6%1,7 | -48,613,0 | -47,7+0,4

4°C -46,8+0,6 | -43,2+1,3 | -46,910,4
PP RT -41,941,5 | -40,8+1,3 | -45,0+0,7 | -45,2+3,1
40°C -45,3+0,3 | -40,74£0,9 | -39,740,8 | -35,0+2,4

5.4 Diskussion der Ergebnisse

5.4.1 Leitfahigkeit

Die elektrolytische Leitfahigkeit einer Elektrolytlosung ist ein Mal} fir ihre Fahigkeit
Elektrizitdt zu leiten (Chapman et al. 1996). Generell ermdglichen die Leitféhig-
keitsuntersuchungen den ionischen Gehalt des untersuchten Systems zu messen. Der
ionische Gehalt beschreibt inwieweit ein Feststoff vollstandig geldst in einer Losung
vorliegt (engl. ,,total dissolved solids*).

Fur kolloidale Systeme, wie Nanoemulsionen, Nanosuspensionen oder NLC-
Dispersionen, ist die physikalische Stabilitdt von der Leitfadhigkeit abhéngig. Wie
bereits bekannt ist, fuhrt eine hohe ionische Konzentration eines nanodispersen
Systems zur Abnahme des Zetapotentials der dispergierten Partikel bzw.

Emulsionstropfchen und begunstigt somit ihre Agglomeration bzw. Koagulation
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(Mdaller 1996, Freitas et al. 1999b). Somit ist sicherzustellen, dass das primare
Verpackungsmaterial die Leitfahigkeitseigenschaften des verpackten Systems

wéhrend der Lagerung nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse zur Leitfahigkeit der in dieser Studie untersuchten Systeme zeigen,
dass bereits fur Wasser, welches fir viele Arzneistofftragersysteme das
Hauptdispersionsmedium ist, die Primarverpackungsmaterialien einen leitfahig-
keitserh6henden Effekt ausiiben, welcher stark von der Lagerungstemperatur
abhéngig ist.

Wird Glas als Verpackungsmaterial verwendet, liegt der Grund fir die Erhéhung der
Leitfahigkeit wahrscheinlich an den freien lonen (meistens OH"), welche sich an der
Glasoberflache befinden und in das Fullgut diffundieren kénnen (List 1976).

Bei Vials aus Neutralglas wie Borosilikat (Glasart 1) ist die Leitfahigkeit des Wassers
im Vergleich zu den Natronkalk-Silikatglas-Vials (Glasart 1) in geringem MaRe
erhdht, da sie eine hohere hydrolytische Resistenz besitzen (List 1976). Der
beobachtete Unterschied in der Leitfahigkeit zwischen den beiden Glasarten war

jedoch so gering, dass eine Investition in die teuerere Glasart | unnétig erscheint.

Des Weiteren zeigten die Proben in den unsilanisierten und in den silanisierten
Glasern é&hnliche Verdnderungen in der Leitfahigkeit. Eine Vergltung der
Glasoberflache durch Silanisierung verhinderte die Zunahme in der Leitfahigkeit
nicht. Daher sind die von Freitas et al. dokumentierten Stabilitatsunterschiede fur die
in silanisierten und fir die in nicht silanisierten Vials gelagerten NLC-Dispersionen
nicht mit den unterschiedlichen Leitfahigkeiten zu erklaren (Freitas et al. 1998). Der
beobachtete Stabilitdtsunterschied kann mit der von der Silanisierung verursachten
Hydrophobierung der inneren Oberflaiche zusammenhdngen, welche die

Agglomeration der Partikel an der Glasoberflache verhindert.

Ergebnisse zur Leitfahigkeit von Proben mit Kunststoff als VVerpackungsmaterial sind
aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Kunststoffe nur schwierig zu
begriinden. Da vom Hersteller keine  Auskunft Uber die konkreten
Zusammensetzungen der hier verwendeten Kunststoffe gegeben wurde, sind die

folgenden Aussagen allgemein gehalten.

Bei der Herstellung der Verpackungsmaterialien aus Kunststoff werden héufig

Hilfsstoffe wie Antioxidantien, Stabilisatoren, Weichmacher, Gleitmittel und
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mechanische  Verstarker benutzt, um Eigenschaften des Materials, wie
Verformbarkeit, Lebensdauer usw. zu beeinflussen. Es wurde bereits bestatigt, dass
diese Hilfsstoffe ins Fullgut diffundieren kdnnen (Bieber et al. 1984, Schwope et al.
1987, Helmroth et al. 2002, Marcato et al. 2003). Besitzen sie einen ionischen
Charakter, so erhohen sie folglich die Leitfahigkeit des Fullguts. Da die beobachtete
Zunahme der Leitfahigkeit fur die in Kunststoff verpackten Proben geringer war als
fir die in Glas verpackten, ist davon auszugehen, dass die diffundierende Menge der
ionischen Substanzen aus den Kunststoffen geringer ist.

Unter den untersuchten Kunststoffen fiel LDPE wegen seiner sehr hohen
Leitfahigkeitswerte auf. Dies kann an der geringeren Kristallinitat der LDPE liegen,
welche die Migration von Substanzen aus dem Verpackungsmaterial ins Fullgut
beglinstigen (Marcato et al. 2003, Swan 2003). Diese Begriindung wird von den
Ergebnissen der Studien von Bieber et al. bestarkt. Darin wurde bereits gezeigt, dass
unter gleichen Bedingungen die Migration von 14C-markierten Zusatzstoffen aus
LDPE ins Wasser hoher ist, als die Migration aus HDPE bzw. PP ins Wasser (Bieber
et al. 1984).

Der flr alle Materialien — bis auf den Kunststoff PC — beobachtete Einfluss der
Lagerungstemperatur bestatigt, dass die Diffusion der lonen, oder aber auch die
Menge der ionischen Substanzen, mit steigender Temperatur — also mit steigender
Energiezufuhr — wie erwartet zunimmt. AulRerdem werden bei htheren Temperaturen
die Kiristallgitter der Kunststoffe lockerer und ermdglichen somit eine erleichterte
Diffusion der ionischen Substanzen aus dem Verpackungsmaterial ins Fillgut. Fur
den Kunststoff LDPE kann die ununterbrochene Zunahme der Leitfahigkeit fur die
bei 40°C gelagerte Probe mit der weiteren Verringerung der bereits schon geringen

Kristallinitat erklart werden, die Folge der hohen Lagerungstemperatur ist.

Fir die bei Raumtemperatur im Kunststoff PC gelagerten Proben wurde ein zunéchst
rascher aber nicht kontinuierlicher Anstieg der Leitfahigkeit beobachtet und folglich
ein im Vergleich zu den bei 40°C gelagerten Proben hoherer Leitfahigkeitswert.
Dieses unerwartete Ergebnis war vermutlich eine Folge von Verunreinigungen,
welche auf der inneren Oberflache der Vials oder auf dem Deckel vorhanden waren

und mit einfachem Waschen nicht entfernt werden konnten.
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Betrachtet man die Ergebnisse zur Leitfahigkeit der Nanoemulsionen, Nano-
suspensionen und NLC-Dispersionen, so fallen ihre hohen Initialwerte auf. Diese sind
mit den unterschiedlichen Komponenten zu erkléren, die derartige Systeme enthalten.
Neben Wasser beinhalten sie weitere unterschiedliche Substanzen, wie Lipide,
Arzneistoffe und Emulgatoren. Die Anstiege in der Leitfahigkeit, die wéhrend der
Lagerung beobachtet wurden, sind nicht nur durch die Verpackungsmaterialien zu
erklaren, da die Anstiege fir die kolloidalen Systeme starker als beim Wasser
ausgepragt waren. Entscheidend ist auch die physiko-chemische Stabilitat der
untersuchten Systeme. Daher werden die genaueren Griinde fir das Ansteigen der
Leitfahigkeit im Zusammenhang mit den Stabilititsergebnissen des untersuchten

kolloidalen Systems im jeweiligen Abschnitt von Unterkapitel 5.4.4 diskutiert.

54.2 pH-Wert

Der pH-Wert ist ein MaR fiir den sauren oder basischen Charakter einer wassrigen
Losung. Bei verdinnten Lodsungen entspricht der pH-Wert in Nadherung dem
negativen Zehnerlogarithmus des Zahlenwertes der Stoffmengenkonzentration der
Oxoniumionen (H30") in Mol pro Liter (Chapman et al. 1996). Ahnlich wie die
Leitfahigkeit ist der pH-Wert eines Produkts ein Merkmal seiner Qualitét.
Anderungen im pH-Wert kénnen sowohl chemische als auch physikalische

Stabilitatsprobleme verursachen.

Die in der Pharmazie gangigen Verpackungsmaterialien sind beziglich ihrer
pharmazeutischen Verwendungsmaoglichkeiten in Arzneiblchern wie z.B. dem
Europdischen Arzneibuch beschrieben (Ph.Eur. 2008). Wie bereits in der Einleitung
des Kapitels erwadhnt wurde, neigt beispielsweise Glas zur Abgabe von Alkali an
Losungen, was zur Erh6hung des pH-Wertes und zu Unvertrdglichkeiten fiihrt, wie
zur Féllung von Alkaloidbasen, zum Abscheiden von Oxiden aus Salzlésungen und zu
Ester- und Glycosidspaltungen. Aulierdem fiihrt der hohe pH-Wert zur Zerstérung des
Schutzfilms an der Glasinnenoberflache und stot somit die Delaminierung des
Glases an. Dies kann geféhrlich sein, da durch die Delaminierung Glasstiicke ins
Fullgut wandern kénnen.

Bezuiglich kolloidaler Arzneistofftragersysteme ist bekannt, dass, wie die Anderungen
in der Leitfahigkeit, auch die Anderungen im pH-Wert die Stabilit4t dieser Systeme
beeinflussen kénnen (Mdller 1996, Zimmermann et al. 2001). Daher sind pH-Wert-

Untersuchungen nétig, um eine Aussage Uber die Qualitat des Produkts zu tatigen.
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Ahnlich zu den Leitfahigkeitsergebnissen dieser Studie zeigten die pH-Ergebnisse,
dass bereits fur Wasser die Lagerung in unterschiedlichen Priméarverpackungs-
materialien zu unterschiedlichen pH-Werten fiihrt. Bei den Glas-Proben ist im
Allgemeinen eine Erhéhung des pH-Wertes aufgrund der Abgabe von Alkali an das
untersuchte System zu erwarten. Fir die Glasart | wurde ein geringerer Anstieg im
pH-Wert erwartet, da sie im Vergleich zur Glasart Il eine hohere hydrolytische
Resistenz besitzt. Dies sollte insbesondere fir die Nanoemulsionen und
Lipidnanopartikel gelten, da sie im alkalischen Bereich liegen. Insgesamt wurde
jedoch fir alle Glas-Proben eine Abnahme des pH-Wertes beobachtet, die den aus der

Glasoberflache diffundierenden OH -lonen entgegensteht.

Fur die untersuchten Systeme, die wie Wasser unkonserviert vorlagen, konnte die
mikrobiologische Kontamination fur die beobachtete Abnahme der pH-Werte
verantwortlich sein. Dies gilt insbesondere fiir die Glas-Proben, worauf in Abschnitt

5.4.4.1 néher eingegangen wird.

Beziiglich der Kunststoff-Proben sind die folgenden Griinde als mogliche Ursache fur
die beobachtete Abnahme der pH-Werte zu betrachten. Wie bereits in Abschnitt 5.4.1
dargelegt wurde, konnen aus dem Kunststoff Substanzen migrieren. Besitzen sie einen
séuerlichen Charakter, so kann dies einen Grund fur die Abnahme der pH-Werte
darstellen. AulRerdem ist bekannt, dass die Kunststoffmaterialien flichtige organische
Verbindungen (engl. ,volatile organic compounds®) — wie Ester, Aldehyde und
Ketone — freisetzen (Hodgson et al. 2000, Skjevrak et al. 2003, Song et al. 2003).
Durch saure Hydrolyse der Ester konnen pH-Wert-senkende Verbindungen wie
Karbonsduren gebildet werden. Ebenso kdnnen Karbonsduren durch Oxidation aus
Ketonen und insbesondere aus Aldehyden entstehen. Um diese unerwiinschten
Reaktionen auszuschlieRen, bedarf es qualitativer Analysen der analytischen Chemie,
wie zum Beispiel Hochleistungsflissigkeitschromatographie und Gaschromato-

graphie.

Das Primarverpackungsmaterial LDPE, das die groRten Anderungen in der
Leitfahigkeit verursachte, fiel auch wegen seinem im Vergleich zu den anderen
Kunststoffen sehr niedrigem pH-Wert auf. Wie bereits in Abschnitt 5.4.1 erklart
wurde, liegt dies wahrscheinlich an der geringeren Kristallinitdt des Kunststoffes
LDPE.
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Die Gasdurchlassigkeiten der Kunststoffe und die Undichte der Kappen der Glas-
Proben konnen weitere Griinde fir die beobachtete pH-Wert-Abnahme darstellen.
Bekannterweise sind die Kunststoffe gaspermeabel, weshalb die Gase ins Fullgut
diffundieren konnen (Miller-Syring 2006). Bei den Glas-Proben kann eine undichte
Kappe einen Luftaustausch nicht verhindern. In beiden Féllen kann daher das
gasformige Kohlenstoffdioxid, welches in der Luft vorhanden ist und sich im Wasser
sehr gut l0st, den pH-Wert des Fillguts senken (Chapman et al. 1996). Weiterhin
muss beachtet werden, dass die Untersuchungen unter normalen Laborbedingungen
durchgefiihrt wurden, und dass somit nach der Offnung der Proben gasformiges
Kohlenstoffdioxid aus der Luft an der Grenzflache zwischen Luft und Fillgut

adsorbierte, um sich anschlielend im Fullgut zu ldsen.

Fur die meisten Proben nahm der pH-Wert bei Erhthung der Lagerungstemperatur
starker ab. Dies kann mit der Temperaturabhangigkeit der oben benannten Grinde fir
die pH-Wert-Abnahme erklart werden. So steigen mit der Lagerungstemperatur auch
die Menge der mikrobiologischen Kontamination und die Menge der aus den
Kunststoffen migrierenden und freigesetzten Stoffe. Ebenso sinkt die Kristallinitat des
Verpackungsmaterials mit steigender Lagertemperatur. Hingegen nimmt die
Loslichkeit von Kohlenstoffdioxid in Flissigkeiten mit steigender Temperatur ab, so
dass gelostes Kohlenstoffdioxid kein Grund fur die Abnahme des pH-Wertes bei

Erh6hung der Lagerungstemperatur darstellt.

Wie bereits in Abschnitt 5.4.1 erwadhnt wurde, missen die bei den untersuchten
kolloidalen Systemen beobachteten Abnahmen der pH-Werte im Zusammenhang mit
deren physikalischer und chemischer Stabilitat betrachtet werden. Das wird im
jeweiligen Abschnitt in Unterkapitel 5.4.4 diskutiert.

5.4.3 Wasserdampfpermeabilitat
Fur die untersuchten priméren Verpackungsmaterialien ist die Durchléssigkeit fir
Wasserdampf unterschiedlich. Wahrend Glas als undurchl&ssig eingestuft ist, besitzen

Kunststoffe abhangig von ihrer Zusammensetzung eine gewisse Durchlassigkeit.

Eine hohe Wasserdampfpermeabilitat bedeutet einen hohen Wasserverlust wéhrend
der Lagerung — abhédngig von Lagerzeit und Lagerungsklima — und fihrt zur
Aufkonzentration des betreffenden Produktes. Bei wassrigen Losungen kann es sogar
zur Auskristallisation des gelosten Stoffes kommen. Wird durch Wasserverlust ein
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Arzneistoff hoher dosiert, verandert sich womadglich seine Wirkung. Deswegen ist der
Grad der Wasserdampfpermeabilitat des primaren Verpackungsmaterials fir alle

Produkte, welche Wasser enthalten, von grol3er Bedeutung.

Aus den Ergebnissen, die in Abschnitt 5.3.1.3 aufgefihrt sind, ergibt sich, dass der
Kunststoff PC die hochste Wasserdampfpermeabilitdt besitzt und damit zu
unkontrollierter Aufkonzentration des Produktes wéhrend der Lagerung fihren kann.
Seine hohe Wasserdampfpermeabilitdt kann durch seinen amorphen Zustand erklart
werden (Cheng 1998). Durch die ungeordnete Molekularstruktur koénnen die
Wassermolekiile leichter fliichten als bei der ordentlichen Struktur teilkristalliner
Kunststoffe, wie LDPE, HDPE und PP. Fir die anderen untersuchten Materialien war
kein signifikanter Unterschied beim Wasserverlust festzustellen. Es ist jedoch zu
beachten, dass diese Proben auch wahrend ihrer einjahrigen Lagerung untersucht
wurden. Dadurch ist eine absolute Wasserdampfpermeabilitatsrechnung nicht
mdoglich, weil beispielsweise am Messinstrument anhaftende Flussigkeit die

Ergebnisse verfalscht.

5.4.4 PartikelgroRenanalytik und Partikelladung

In diesem Teil der Diskussion werden die Ergebnisse zur physikalischen Stabilitat der
untersuchten kolloidalen Systeme mit den Ergebnissen der Leitfahigkeiten und den
pH-Werten verglichen, um den Einfluss des primaren Verpackungsmaterials besser zu

verstehen.

5.4.4.1 Nanoemulsion
Werden die physikalischen Stabilitatsergebnisse der Nanoemulsionen betrachtet, so
fallen die sogenannten Tailings der 40°C-Proben auf, welche leicht erhohte d(v)0,95-
Werte besitzen. Diese Tailings wurden fur alle untersuchten Verpackungsmaterialien
bei den 40°C-Nanoemulsionen festgestellt, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass ihr Auftreten temperatur- und nicht materialabhdngig ist. Es muss jedoch
beachtet werden, dass die Gesamtverteilung der PartikelgréBen mit LD untersucht
wurde und dass diese Methode ungeeignet ist, um mdgliche feine Unterschiede in der
PartikelgroRe festzustellen. Untersuchungen mittels Accusizer oder Coulter Counter
wirden akkuratere Ergebnisse liefern, mit denen eine Materialabhéngigkeit genau

bestimmt werden konnte.
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Die ZP-Werte der Nanoemulsionen waren grol3 genug (groRer als -40 mV), um die
physikalische Stabilitat der Nanoemulsionen als hoch einstufen zu koénnen. Die
beobachteten kleinen Unterschiede zwischen den ZP-Werten der Nanoemulsionen
sind nicht relevant, da bei der Kalibrierung des Zetasizers mit dem entsprechenden
Kalibrierungsstandard (DTS0050) ein Unterschied von +/- 5 mV als normal betrachtet
wird (Malvern 2008).

Die ZP-Werte der Nanoemulsionen waren vergleichsweise geringer, wenn sie im
originalen Dispersionsmedium und nicht im destillierten Wasser gemessen wurden.
Dies lasst sich mit dem hohen Elektrolytgehalt des originalen Dispersionsmediums
und der daraus resultierenden Reduktion der Diffusionsschicht erklaren. Dennoch sind
auch die im originalen Dispersionsmedium gemessenen ZP-Werte der Emulsionen

grol3 genug, um die physikalische Stabilitat der Proben als hoch zu bezeichnen.

Da fur die Proben der Nanoemulsionen jeweils die physikalischen Stabilitdten bzw.
die ZP-Werte dhnlich waren, konnen die beobachteten Unterschiede in den
Leitfahigkeits- bzw. pH-Ergebnissen nicht mit den physikalischen Stabilitéts-

ergebnissen erklart werden.

Eine physikalische Stabilitdat bedeutet nicht zwangslaufig auch eine chemische
Stabilitat. Die Nanoemulsionen, die in dieser Studie verwendet wurden, sind O/W-
Systeme, bestehend aus Wasser, einem Emulgator und einem flissigem Lipid,
welches aus mittelkettigen Triglyceriden mit 8 bis 12 Kohlenstoffatomen besteht.
Diese Triglyceride spalten sich durch Hydrolyse leicht zu freien Fettsauren, welche
wiederum den pH-Wert senken und die Leitfahigkeit erhéhen. Im Gegensatz zu den
anderen Systemen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, stagnierten die
Leitfahigkeitswerte der Nanoemulsionen (nicht jedoch bei der bei 40°C in LDPE
gelagerten Probe) in einem Plateaubereich, womit das System beziglich der

Leitfahigkeit sein Gleichgewicht erreichte.

Die Nanoemulsionen enthielten keine Konservierungsstoffe, weswegen erwartet
wurde, dass sie wahrend der Lagerung maoglicherweise anfangen wirden zu
schimmeln. Bei den makroskopischen Untersuchungen konnte Schimmel fir die Glas-
Proben, nicht aber fur die Kunststoff-Proben, beobachtet werden. Dies legt eine
mdogliche Diffusion von Additiven des Kunststoffes (z. B. Konservierungsstoffe) in

das Fullgut nahe (Helmroth et al. 2002). Dieser Sachverhalt bietet grundsatzlich die
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intelligente Moglichkeit der Konservierung von Produkten durch ,,active packaging*
(Vermeiren et al. 1999, Graciano-Verdugo et al. 2010), wobei jedoch jede
unkontrollierte Freisetzung aus den primdren Verpackungsmaterialien ins Fullgut

unerwinscht ist.

5.4.4.1 Nanosuspension

Werden die physikalischen Stabilitatsergebnisse der Nanosuspensionen betrachtet, so
fallen die unterschiedlichen Stabilitdten der in den verschiedenen primaren
Verpackungsmaterialien gelagerten Proben auf. Die ZP-Werte, die im destillierten
Wasser bzw. in der Tensid-Ldsung gemessen wurden, spiegeln die unterschiedlichen
Stabilitdten der Nanosuspensionen jedoch nicht wieder. Nur die im originalen
Dispersionsmedium  gemessenen ZP-Werte deuten auf die beobachteten
Stabilitatsunterschiede der verschieden gelagerten Nanosuspensionen hin. Fir die
4°C- und RT-Nanosuspensionen waren sie noch bei allen untersuchten Verpackungs-
materialien &hnlich, bei den 40°C-Nanosuspensionen unterschieden sie sich dann
jedoch in Abhéngigkeit von der physikalischen Stabilitdt. So besaR die bei 40°C
gelagerte LDPE-Probe den geringsten ZP-Wert unter den 40°C-Proben (-11,6 mV)
und bildete zugleich auch die am schnellsten agglomerierende Probe. Im Gegensatz
dazu besal? die Glasart I-Probe den hdchsten ZP-Wert und gleichzeitig die hochste
physikalische Stabilitat.

Werden die physikalischen Stabilitatsergebnisse mit den Leitfahigkeits- und pH-
Ergebnissen verglichen, so féllt ein Zusammenhang zwischen den physikalischen
Stabilitdten der Nanosuspensionen und den zugehorigen Leitfahigkeits- bzw. pH-

Werten auf.

Je groRer die Anderungen in der Leitfidhigkeit bzw. im pH-Wert wahrend der
Lagerung waren, desto instabiler war die Probe, d.h. desto schneller traten
Agglomerationen auf. Besonders pragnante Beispiele hierflr sind die LDPE- und die
Glasart I-Proben. Diese Beobachtung bestétigt die bereits formulierte Vermutung,
dass die durch das Verpackungsmaterial verursachten Veranderungen in der
Leitfahigkeit und im pH-Wert die physikalische Stabilitat des kolloidalen Systems

beeinflussen.

Bei den Nanosuspensionen wurden keine makroskopischen Verénderungen, also kein

Schimmel beobachtet. Der Grund hierfur war die Konservierung des Systems mit
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EUXYL PE 9010. Daher kann ausgeschlossen werden, dass die fir die
Nanosuspensionen beobachteten Ergebnisse durch mikrobiologische Artefakte

beeinflusst wurden.

5.4.4.2 Lipidnanopartikel
Werden die physikalischen Stabilitatsergebnisse der NLC-Dispersionen betrachtet, so
fallt die sehr hohe Stabilitdt der RT- und 40°C-Proben und die Kiristallisation des
Menthols in den 4°C-Proben auf. Die Kiristallisation des Menthols wurde fur alle
untersuchten Verpackungsmaterialien bei den 4°C-Dispersionen festgestellt, sodass
davon auszugehen ist, dass ihr Auftreten temperatur- und formulierungsabhéngig,
nicht aber materialabhéngig ist. Dieses Problem der physikalischen Stabilitdt konnte
auf Grundlage der ZP-Ergebnisse nicht vorhergesehen werden. Die ZP-Werte der
NLC-Dispersionen — auch bei den 4°C-Proben — waren grolR genug (groRer

als -40 mV), um die physikalische Stabilitat der Proben als hoch einzustufen.

Im Vergleich der Stabilitatsergebnisse mit den Leitfahigkeitsergebnissen fallen die
hohen Leitfahigkeitswerte der bei 4°C gelagerten Proben auf, die bereits sechs

Monate nach der Herstellung Mentholkristalle besalen.

Im Gegensatz zu den Nanosuspensionen wurden die NLC-Dispersionen nicht
konserviert. Jedoch wurden auch fir die NLC-Dispersionen keine makroskopischen
Veranderungen bezuglich der mikrobiologischen Kontamination beobachtet. Dies
liegt wahrscheinlich am Menthol, das antimikrobiologisch wirkt (Iscan et al. 2002,
Schelz et al. 2006).

5.5 Zusammenfassung des Kapitels
Es wurde festgestellt, dass die primdren Verpackungsmaterialien einen grofRen

Einfluss auf die physikalische und chemische Stabilitdt der verpackten Produkte
haben. Dieser Einfluss hangt stark von der Lagerungstemperatur ab. Je nach Inhalt
beeinflussen die primaren Verpackungsmaterialien nicht nur die Leitfahigkeit und den
pH-Wert des Fullgutes, sondern auch die PartikelgroRe.

Von den getesteten Kunststoffen ist das teuerste Material PC aufgrund seiner hohen
Durchlassigkeit nicht geeignet fiir die Aufbewahrung wasserhaltiger Produkte. Auch
der mit LDPE glnstigste Kunststoff ist nicht geeignet flr derartige Dispersionen, da
er zu grolRen Verdnderungen in den physiko-chemischen Eigenschaften der
verpackten Dispersion fuhren kann.
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Glas ist nicht nur kostenglnstiger, es fihrt auch nicht zur Migration und Diffusion
von unbekannten Substanzen in das Produkt. Daher sollte Glas als primares
Verpackungsmaterial fiir solche Systeme gewéhlt werden, die Wasser enthalten. Ein
Vergleich zwischen Glasart | und Glasart Il wies fur Nanoemulsionen und NLC-
Dispersionen, also zwei der drei untersuchten Dispersionen, keine Unterschiede
beziiglich der physikalischen Stabilitdt auf, sodass es fiir diese Systeme keine
Notwendigkeit gibt, die teurere Glasart | zu benutzen.

Fur die dritte untersuchte Dispersion, die Nanosuspension, ist die Glasart | jedoch zu
empfehlen, da sie die hdchste physikalische Stabilitat gewahrleistet.

Obwohl aufgrund der migrierenden und diffundierenden Stoffe im Allgemeinen
geringere Temperaturen als Lagerungstemperatur zu empfehlen sind, bot die
Raumtemperatur als kostenguinstigste Lagertemperatur fir zwei der drei untersuchten
Dispersionen eine ausreichende Stabilitdt. Die optimalen Lagertemperaturen
unterschieden sich jedoch je nach Produkt. Daher wird empfohlen fur die
Kombination aus Produkt und primarem Verpackungsmaterial einen entsprechenden

Lagerungstest bei unterschiedlichen Temperaturen durchzufihren.
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6 Zusammenfassung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Menthol-beladene Nanostrukturierte
Lipidcarrier (NLC) entwickelt und produziert. Unter der Zielsetzung ihrer
Verwendung in Consumer-Care-Produkten wurden die optimale Zusammense

und die entsprechenden Herstellungsparameter der Lipidnanopartikel so bestimmt,
dass die NLC in einem festen Zustand vorliegen, bei Langzeitlagerung und
Zerstaubung physikalisch stabil bleiben und eine verlangerte Freisetzung des
Menthols ermdglichen. Anschlieend wurden ausgewéhlte Prozesse aus Entwicklung,

Charakterisierung und Lagerung systematisch untersucht und gezielt optimiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Formulierungen der Menthol-beladenen NLC
durch Lipid-Screening mit der DSC-Methode und durch Tensid-Screening mit Hilfe
von Kontaktwinkel-Untersuchungen entwickelt. Entsprechende NLC-Dispersionen
wurden anschlieend unter der Verwendung von heier Hochdruckhomogenisation

hergestellt.

Bei einem Vergleich systematisch variierter Herstellungsparameter stellte sich die
Produktion als optimal heraus, die mit drei Homogenisationszyklen bei einem Druck
von 500 bar und einer Produktionstemperatur am Schmelzpunkt des festen Lipides
mit dem Cremeschmelzverfahren (CS-Verfahren) durchgefuhrt wurde. Sie fuhrt zu
stabilen Partikeln im Submikrometerbereich mit ZP-Werten hoher als -40 mV und zu
einer engen PartikelgroRenverteilung. Zudem zeichnet sich das Kristallisations-
verhalten der so hergestellten Lipidnanopartikel durch eine geringe Menge niedrig
schmelzender Modifikation aus, womit eine Instabilitdt wéhrend der Lagerung
aufgrund der Umwandlung von niedrig schmelzender Modifikation in stabile, héher

schmelzende Modifikation ausgeschlossen werden kann.

In eigens durchgefuhrten Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die
Menge der niedrig schmelzenden Modifikation mit dem in der Produktion einge-
brachten Energieaufwand korreliert. Dies motivierte mit dem Cremeschmelzverfahren
einen neuartigen Ansatz zu Herstellung von Lipidnanopartikel-Dispersionen. Das
Cremeschmelzverfahren, dessen Reproduzierbarkeit gezeigt wurde, zeichnet sich
durch eine kostenglnstigere Produktion am Schmelzpunkt des festen Lipides aus.

Seine schonende Herstellung bei einer niedrigeren Temperatur kann die Wirksamkeit
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der Verkapselung von Substanzen wie Menthol erhdhen, welche eine erhohte

Loslichkeit in der Wasserphase mit steigender Temperatur aufweisen.

Durch die Untersuchung des Einflusses der Lipidphasenkonzentration auf die
physiko-chemischen Eigenschaften konnte nachgewiesen werden, dass die
Konzentration der Lipidphase auf mindestens 30% erhéht werden kann, ohne die
Stabilitdt des Produktes zu beeinflussen. In herkdmmlichen Consumer-Care-
Produkten betragt die Mentholkonzentration in etwa 0,1%, sodass ein Liter 30%iges
NLC-Konzentrat zur Herstellung von etwa 30 Liter Endprodukt verwendet werden

kann.

Fur die entwickelten Menthol-beladenen NLC konnte mittels membranfreien in vitro
Freisetzungsuntersuchungen eine verlangerte Freisetzung des Menthols gezeigt
werden. AnschlieBende in vivo Freisetzungsuntersuchungen bestétigten eine

gegenuber konventionellen mentholhaltigen Mundsptlungen verlédngerte Freisetzung.

Motiviert durch den ersten Teil der Arbeit wurden im zweiten Teil der Arbeit
ausgewahlte Prozesse der Entwicklung, Herstellung und Lagerung am Beispiel der
Menthol-beladenen Lipidnanopartikel optimiert.

Fur die frihe Phase der Formulierungsentwicklung wurden verschiedene Lipid-
Screening-Methoden verglichen. Die Mikroskop-Methode war am zuverldssigsten
und effizientesten in ihrer VVorhersage zur physikalischen Stabilitdt der Lipidnano-
partikel-Dispersionen. lhre Ergebnisse korrelierten am besten mit den Ergebnissen der
hergestellten Dispersionen. Hingegen war die kostenintensivere, konventionelle DSC-

Methode unzuverlassiger und ist somit weniger geeignet als allgemein angenommen.

Als eine neuartige Lipid-Screening-Methode wurde die Z&pfchen-Methode vorgestellt
und untersucht. Sie benétigt relativ grof3e Stoffmengen und ist eher flir kostenginstige
Wirkstoffe geeignet. Auch wenn die Mikroskop-Methode zuverl&ssiger in ihrer
Aussage zur Stabilitat der Lipidnanopartikel-Dispersionen ist, kann die Zapfchen-
Methode dennoch konstruktive Informationen wie z. B. Uber die Lage des Wirkstoffes
in dem beladenen Partikel liefern.

Neben dem Lipid-Screening wurde in dieser Arbeit auch das Tensid-Screening
untersucht. Fir die Kontaktwinkel-Untersuchungen mittels Goniometer konnte
gezeigt werden, dass die Kontaktwinkelergebnisse stark davon abhé&ngen, ob beim

Vorbereiten die englische oder kontinentale Methode verwendet wurde. Kontakt-
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winkelmessungen ohne die Angabe der jeweils benutzten Probenvorbereitungs-
methode sind somit nicht interpretierbar. Insgesamt erwies sich die Kontaktwinkel-
Untersuchung mit der kontinentalen Probenvorbereitungsmethode als besonders
geeignet, um bereits in einem frihen Stadium der Formulierungsentwicklung zu

beurteilen, wie geeignet ein Tensid zur Stabilisierung der NLC-Dispersion ist.

Im Rahmen der optimierten Charakterisierung von Lipidnanopartikeln konnte gezeigt
werden, dass fur die PartikelgroRenanalytik mittels Laserdiffraktometrie, welche
essenziell fur die Erforschung von kolloidalen Dispersionen ist, weitere, bisher nicht
beachtete Fehlerquellen existieren. Es wurde gezeigt, dass das Instrument zur
Probenahme, die Rihrgeschwindigkeit und der Einsatz von Ultraschall einen
unerwartet grof3en Einfluss auf die Ergebnisse der PartikelgroRenanalytik mittels LD
haben. Wéhrend die Eppendorf-Pipette wegen ihres kleinen Durchmessers an der
Spitze das Agglomerieren der Partikel fordert, kdnnen sowohl eine hohe
Rihrgeschwindigkeit wie auch der Einsatz wvon Ultraschall vorhandene
Agglomerationen zerstoren. Daher mussen auch diese Parameter konstant gehalten
werden und sollten bei Veroffentlichungen mit angegeben werden, um die Ergebnisse

vergleichen zu kénnen.

Neben der Laserdiffraktometrie bildete auch die dynamische Differenzkalorimetrie als
eine haufig benutzte Technik fur die Charakterisierung von Lipidnanopartikeln einen
Schwerpunkt in dieser Arbeit. Durch einen Vergleich von Lipidnanopartikel-Proben,
die sich nur im Wassergehalt unterschieden, konnte gezeigt werden, dass die DSC-
Ergebnisse vom Wassergehalt einer Probe beeinflusst werden. Somit miissen Proben
fur einen adaquaten Vergleich einen dhnlichen Wassergehalt aufweisen. Dabei ist
einer hoher Wasseranteil (> 90%) in den Proben zu vermeiden, da dieser zur
Abnahme der Schmelzenthalpie und eventuell sogar zur Ausléschung von
Schmelzereignissen fiihrt. In der Arbeit wurde auflerdem gezeigt, dass die
Reduzierung des Wassergehalts einer Probe nicht durch Zentrifugation erzielt werden
sollte, da diese die Kristallinitat der Lipidnanopartikel erhohen und somit zu falschen

DSC-Ergebnissen fuhren wirde.

Mit weiteren Kristallinitdtsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass beziglich der
Berechnung von Enthalpien mittels DSC eine auf den Lipidgehalt bezogene
Berechnung vorzuziehen ist, um die Enthalpie-Ergebnisse von unterschiedlich stark

konzentrierten Dispersionen adéaquat vergleichen zu koénnen. Die herkdmmliche
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Berechnung, die sich auf die gesamte Probe bezieht, fuhrte bei gleichen Partikeln in
unterschiedlich stark konzentrierten Dispersionen zu Schwankungen in den

Ergebnissen.

Auch konnte durch Kristallinitatsuntersuchungen mittels DSC gezeigt werden, dass
die physikalische Stabilitat der Lipidnanopartikel von der Kristallinstruktur abhéngig
ist. Ein Vergleich von jeweils Menthol-beladenen und unbeladenen SLN und NLC
wies eine Uberlegenheit der NLC aufgrund der Kristallinstruktur ihrer Partikel nach.
Fur die NLC konnte durch Zugabe von flussigem Lipid eine Bildung der instabilen

a-Modifikation inhibiert und somit der Ausstol? des Wirkstoffes verhindert werden.

Mit dem in vitro Okklusionstests nach de Vringer wurde eine weitere Charakteri-
sierungsmethode untersucht, die hdufig in der Lipidnanopartikel-Forschung
angewandt wird. Es wurde gezeigt, dass der Test nur dann reproduzierbar ist, wenn
die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit im Test konstant gehalten werden.
Als wesentliches Ergebnis bleibt festzuhalten, dass der Test dennoch in einer Kammer
durchgefuhrt werden kann, die ausschlieBlich die Regulierung der Temperatur erlaubt
—und nicht wie ublich auch die Regulierung der relativen Luftfeuchtigkeit. Hierfur ist
eine geséattigte Losung von nichttoxischem NaBr zu verwenden, die indirekt die

Luftfeuchtigkeit reguliert. Dieses Verfahren ist einfach, robust und kostengiinstig.

AbschlieBend wurde gezeigt, dass die priméren Verpackungsmaterialien einen
Einfluss auf die physikalische und chemische Stabilitdt der verpackten Produkte

haben. Eine erhdhte Lagerungstemperatur verstarkt diesen Einfluss.

Fur die untersuchten Kunststoffverpackungen (HDPE, LDPE, PP und PC) wurden
Anderungen in den physiko-chemischen Eigenschaften Leitfahigkeit, pH-Wert und
PartikelgroRe fir alle untersuchten Fullguter — also Wasser, Nanoemulsion,
Nanosuspension und Lipidnanopartikel — beobachtet, sodass diese Materialien fiir die

Lagerung der kolloidalen Dispersionen zu vermeiden sind.

Hingegen bietet Glas eine kostengunstige Lagerung und fuhrt nicht zur Migration und
Diffusion von unbekannten Substanzen in das Produkt. Eine wesentliche
Uberlegenheit von der teureren Glasart | gegeniiber der Glasart 1l wurde nicht
beobachtet. Sollte eine produktspezifische Studie flir das Verpackungsmaterial nicht
mdoglich sein, so wird aufgrund der Ergebnisse grundsatzlich Glasart 1l als

Verpackungsmaterial empfohlen.
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7 Summary

In the present work menthol loaded nanostructured lipid carriers (NLC) were
developed and produced. With the objective of being used in consumer care products
the optimal composition of the lipid nanoparticles and the corresponding production
parameters were determined, so that the NLC are in a solid state, remain physically
stable during a long term storage over 1 year, and after spraying by a nozzle and
provide a prolonged release of the menthol. Afterwards, selected processes of
development, characterization, and storage were studied systematically and

optimized.

In the first part, the menthol loaded NLC formulations were developed by lipid
screening using the DSC method and surfactant screening using contact angle
determination. Dispersions corresponding to the developed formulations were

produced using hot high-pressure homogenization.

By systematically comparing the production parameters it was found that the best
production process included three homogenization cycles at a pressure of 500 bar and
with a production temperature at the melting point of the solid lipid e.g. the cream
melting process (in German “Cremeschmelzverfahren”, CS-Verfahren). This process
leads to stable particles in the submicron range with ZP-values higher than -40 mV
and with narrow particle size distribution. In addition, the crystallization behavior of
the lipid nanoparticles produced as described is characterized by a small amount of
the low-melting modification. Thereby instability during storage due to the
transformation of the low-melting modification into stable high-melting modification
can be excluded.

By first-hand performed investigations it could be shown that the amount of the low-
melting modification correlated with the energy input during the production of the
lipid nanoparticles. This motivated for a production using “the cream melting
process” — a novel approach to produce lipid nanoparticle dispersions. The cream
melting method, which has been proved to be reproducible, is characterized as a low-

cost production at the melting point of the solid lipid. Its gentle production at a lower
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temperature can improve the efficacy of encapsulation of materials such as menthol,

whose solubility in water phase increases with rising temperature.

By investigating the influence of the lipid phase concentration on the physico-
chemical properties it has been demonstrated that the concentration of the lipid phase
may be increased to at least 30% without affecting the stability of the product. In
conventional consumer care products the menthol concentration is about 0.1%. Thus,

with 1 liter of 30% NLC concentrate 30 liters of the final product can be prepared.

For the developed menthol loaded NLC a prolonged release of menthol could be
shown using a membrane-free in vitro release study. Subsequently an in vivo release
study confirmed the prolonged release of menthol from the lipid nanoparticles

compared with conventional menthol-containing mouthwash.

In the second part of the work selected processes of development, production and

storage were optimized using the example of menthol loaded lipid nanoparticles.

For the early phase of the formulation development various lipid screening methods
were compared. The microscope method was shown to be the most reliable and
efficient method in its predictions for the physical stability of lipid nanoparticle
dispersions. These results correlated best with the results of the homogenized
dispersions. In contrast, the more expensive, conventional DSC method was
unreliable and is therefore less suitable than commonly believed for the prediction of

the physical stability of the homogenized dispersions.

As a novel lipid screening method, the "suppository” method is presented and
analyzed in this present work. It requires relatively large quantities of material, and is
more suitable for low-priced ingredients. Although the microscope method better
predicts the stability of the lipid nanoparticle dispersions, the suppository method can
still provide constructive information such as the distribution of the drug in the

particles.

In addition to the lipid screening the surfactant screening has been studied. With
regard to the contact angle determination by a goniometer it was shown that the
contact angle results strongly depend on sample preparation method i.e. English or
Continental method well-known from production of emulsions. Thus, results of

contact angle measurements are not meaningful when information about the sample
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preparation is missing. Overall, the contact angle determination using the continental
preparation method has been shown to be especially good in deciding whether a
surfactant is suitable to stabilize NLC dispersions in an early stage of formulation
development.

Regarding the optimized characterization of lipid nanoparticles it could be shown that
there are other, previously unknown pitfalls for particle size analysis by laser
diffractometry, which is essential for the study of colloidal dispersions. It has been
shown that the instrument for sampling, the stirring speed and the use of sonication
cause unexpectedly great changes on the results of particle size analysis by LD. While
the Eppendorf pipette promotes agglomeration of the particles due to its small
diameter at the tip, a high stirring speed as well as the use of sonication can destroy
existing agglomerations. Therefore, these parameters and instrumental setups must be
kept constant during size analysis by LD and should be carefully described in

publications so that results are comparable.

In addition to laser diffractometry differential scanning calorimetry as another
frequently used technique for the characterization of lipid nanoparticles was a focus of
the present work. By comparing lipid nanoparticle samples, which differ solely in
their water content, it was shown that DSC results are influenced by the water content
of a sample. Therefore, analyzed dispersions should have a similar water content in
order to be comparable. Additionally, a high water content (> 90%) in the DSC
samples should be avoided, because high amounts of water lead to a decrease in
melting enthalpy and disappearing of melting events. It has been also shown that
reducing excessive water of the DSC sample should not be done by centrifugation as
this could increase the crystallinity of lipid nanoparticles and therefore could lead to

incorrect DSC results.

Further investigations of crystallinity by DSC showed that for the calculation of
enthalpies a calculation based on lipid content should be preferred as it allows
adequate comparisons of crystallinity results of differently concentrated dispersions.
The conventional calculation method based on the total amount of DSC sample led to
non-analogous results for equally composed particles in differently concentrated

dispersions.
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Crystallinity investigations by DSC showed that the physical stability of the lipid
nanoparticles depends on their crystallinity. A comparison of blank SLN and NLC
against menthol loaded SLN and NLC proved a superiority of NLC due to the
crystalline structure of the particles. For NLC the formation of unstable
a-modification was inhibited by adding liquid lipid to the solid lipid matrix. Thus,

active substance expulsion was prevented.

Yet another characterization method — in vitro Occlusiontest after de Vringer — was
investigated in this work as it is a frequently used method in the lipid nanoparticle
research. It has been shown that test results were reproducible only, when temperature
and relative humidity during the test were kept constant. Nevertheless it was
demonstrated that the test can still be performed in climate chambers which allow for
regulation and adjustment of temperature but not of relative humidity. For this
purpose, a saturated solution of NaBr can be used, which is non-toxic, and regulates

indirectly the humidity. This method is simple, robust and cost-effective.

Finally, it was shown that the primary packaging materials affect physical and
chemical stability of the packaged products. The influence was moderated by
temperature: increased storage temperature increase the influence of packaging

material.

All investigated plastic packaging materials (HDPE, LDPE, PP and PC) induced
changes in the physicochemical properties (conductivity, pH and particle size) in all
investigated packaged products — i.e. water, nanoemulsion, nanosuspension and lipid
nanoparticles. Thus, these materials should not be used for the storage of colloidal

dispersions.

In contrast to plastic, glass offers a cost-effective storage and does not lead to
migration and diffusion of unknown substances in the product. The more expensive
glass type | has shown no significant advantage over glass type Il. Thus, based on
these results, glass type Il is recommended as packaging material, unless a product

specific packaging material study is at hand.
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