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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Veterinare Arzneiformen fur Hunde

1.1.1 Ausgangspunkt

Der Tierarzneimittelmarkt stellt einen stark wachsenden Absatzmarkt dar. Weltweit generiert
er jahrlich einen Umsatz von rund 50 Mrd. € (BPI 2020). Allein in Deutschland wurden im Jahr
2019 insgesamt 844 Mio. € umgesetzt (BPI 2020). Mit 149 Mio. € entfielen 18 % auf das
Marktsegment Antiparasitika, dem drittgrofdten Segment nach Pharmazeutischen
Spezialitdten (37 %) und Biologika (28 %) im Tierarzneimittelmarkt (BPl 2020). Als
Pharmazeutische Spezialitadten werden Arzneimittel bezeichnet, die der Gesunderhaltung der
Tiere dienen, bspw. Herz-Kreislauf-Praparate, entzindungshemmende Medikamente und
weitere. Nach aktueller Schatzung auf Basis der Umsatzerhebung durch den Bundesverband
fur Tiergesundheit e.V. wird fur 2020 ein Umsatzzuwachs von 4,0 % auf 878 Mio. € erwartet
(BfT 2021). Mit einem erwarteten Umsatz von 156 Mio. € wird ein Wachstum von 4,24 % im
Antiparasitika-Marktsegment erwartet (BfT 2021). Ein nicht naher benannter Anteil des
Antiparasitika-Marktes entfallt auf den Heimtierbereich. Im Jahr 2021 flhrte der
Industrieverband Heimtierbedarf e.V. (IVH) eine reprasentative Befragung durch
(IVH/ZZF 2021). Auf Basis dieser Befragung gibt es in Deutschland 2021 schatzungsweise
34,9 Mio. Haustiere, davon 10,7 Mio. Hunde. In der heutigen Zeit besteht oft eine starke
emotionale Verbindung zwischen Haustieren und Tierbesitzern. Dabei werden sie als Freunde
oder sogar als Familienmitglieder angesehen (Cain 1985, Podberscek 2006). Um den
allgemeinen Gesundheitszustand der Tiere aufrecht zu erhalten ist eine ausreichende
Gesundheitsversorgung von Hunden in der Tierschutz-Hundeverordnung (TierSchuHuV)
vorgeschrieben. Ist eine medikamentdse Therapie indiziert, werden durch den Hundebesitzer
oft hohe Anspriche an das Tierarzneimittel gestellt (Ahmed und Kasraian 2002). Zur
Behandlung von Hunden stehen zahlreiche Darreichungsformen zur Verfugung, z.B.
Kautabletten, Losungen, Pasten und Halsbander, oder befinden sich in der Entwicklung, wie
Augeninserte oder Arzneimittel mit veranderter, auf Hunde abgestimmter Freisetzung (Ahmed
und Kasraian 2002, Christiansen et al. 2014, Kang et al. 2004, Klausner et al. 2002,
Labhasetwar et al. 1995, Medlicott et al. 2004, Morein et al. 2004, Peng et al. 2012,
Winzenburg et al. 2004, Witchey-Lakshmanan 1999, Witchey-Lakshmanan und Li 2000).

Mit Hinblick auf eine antiparasitische Therapie von Hunden sind Darreichungsformen von
Vorteil, welche sich einfach verabreichen lassen. Sie missen gut durch den Tierbesitzer
handhabbar sein und auch bei wiederholter Gabe nicht zur Verweigerung durch den Hund
fuhren. Wird die Arzneiform vom Hund verweigert, dann kann es vorkommen, dass der

Tierbesitzer selbst die Arzneiform ablehnt (Ahmed und Kasraian 2002).



Einleitung

Als antiparasitische Wirkstoffe zur Wurmbekampfung finden Anthelminthika wie Emodepsid,
Fenbendazol, Fipronil, Mebendazol, Praziquantel, Pyrantel und Toltrazuril Verwendung
(Ahmed und Kasraian 2002,Raza et al. 2018). Eine Ubersicht ausgewahlter Arzneimittel, die

diese Arzneistoffe enthalten, ist in Tabelle 1.1 gegeben.

Tabelle 1.1 Ubersicht ausgewahlter Anthelminthika fiir Hunde. In Klammern ist der Stand der
Information angegeben.

Arzneimittel Darreichungsform Wirkstoff Zulassungsinhaber
Drontal® plus tasty Tablette Febl;'arr;tzeiléuPaynrtaer;tel, Vetoquinol S.A. (2020)
TabI:;(:: ?‘E;@H_unde Tablette Fenbendazol Intervet(soitg)scmand
Procox® Suspension E_lr_rc\) ﬁ(::fjrlﬁ ’ Vetoquinol S.A. (2021)
Profender® Lésung zum Auftropfen Egzziziitde’l Bayer '?; g;?; Health
Telmin® KH Tablette Mebendazol Lilly Deutschiand

(2011)

Die Formulierungsentwicklung einer oralen Darreichungsform fur Hunde stellt ein schwieriges
Unterfangen dar. Damit ein Hund eine Arzneiform freiwillig und wiederholt einnimmt, muss von
vorne herein eine hohe Akzeptanz flr diese Arzneiform gegeben sein. Die Akzeptanz wird
umso hoher sein, je ahnlicher die Darreichungsform dem verabreichten Futter ist. Dies wird
allgemein als Schmackhaftigkeit beschrieben (Thombre 2004). Unterscheiden sich Textur und
Geruch stark vom Futter, wird dies durch den Hund negativ wahrgenommen und selektiert
(Thombre 2004). Infolgedessen kann es zur Verweigerung der Arzneiform kommen
(Baggot 1988, Thombre 2004). Die Entwicklung von Tierarzneimitteln, die eine hohe
Schmackhaftigkeit und Akzeptanz besitzen, ist weiterhin das Bestreben der
tierarzneimittelherstellenden Industrie (Ahmed und Kasraian 2002, Martinez et al. 2010,
Thombre 2004). Stomberg entwickelte 2015 eine weiche Kauarzneiform fur Hunde. Innovativ
war die Bericksichtigung der Textur unter den zuvor angesprochenen Schmackhaftigkeits-
aspekten (Stomberg 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde diese innovative Kauarzneiform
unter physikalischen Gesichtspunkten ausfihrlich untersucht und die Formulierung, sowie die

Herstellung optimiert. Die Arbeit wurde in Kooperation mit Bayer Animal Health durchgefunhrt.
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1.1.2 Gastrointestinale Voraussetzungen

Um in der veterinarpharmazeutischen Arzneimittelentwicklung eine  geeignete
Darreichungsform in therapeutischer Dosisstarke flir Hunde herstellen zu kénnen, bedarf es
genauer Kenntnis der physiologischen Voraussetzung in Hunden (Ahmed und Kasraian 2002,
Baggot 1988, Pope und Baggot 1983, Sutton 2004). Mit Kérpergewichten zwischen 3 kg und
43 kg variiert das Gewicht je nach Alter und Rasse des Hundes stark. Wird ein Arzneimittel
mit mg/kg Koérpergewicht dosiert, kann die Einzeldosis Uber die Hunderassen um das 14-fache
schwanken (Ahmed und Kasraian 2002). Des Weiteren zeigten Untersuchungen an
unterschiedlichen Hunderassen, dass Unterschiede in der anatomischen GroRe des
Gastrointestinaltraktes (GIT) existieren. Wahrend allgemein kleinere Hunde einen auf ihr
Kérpergewicht gesehenen prozentual groReren GIT besitzen, besitzen groRere Hunde in
Bezug auf ihre KérpergroRe einen kleineren GIT (Sutton 2004). Ahnlich wie beim Menschen
variiert der pH-Wert im GIT. Dabei konnte eine Spannweite von pH 5 — 7,6 im Lumen des
Duodenums im nuchternen, bzw. pH 5,5 — 7,2 im postprandialen Zustand gemessen werden
(Sutton 2004). Damit ein Arzneistoff vollstandig aufgenommen werden kann, muss zudem eine
ausreichend lange Resorptionszeit nach Einnahme gegeben sein. Abhangig von seinen
physikochemischen Eigenschaften kann die Resorption des Arzneistoffs im Magen, Dinndarm
oder Dickdarm stattfinden (Sutton 2004). Besonders bei Arzneistoffen, welche der Klasse Il
(gut permeabel, schlecht I6slich) oder IV (schlecht permeabel, schlecht Idslich) des
Biopharmazeutischen Kilassifizierungssystems (BCS) zugeordnet werden, stellt die Zeit,
welche zur Resorption gegeben ist, einen kritischen Parameter dar (Baggot 1988, Rathbone
und Martinez 2002). Eine Kenntnis der mittleren Verweilzeit im GIT ist daher notwendig. Sutton
(2004) fuhrte hierzu ein Experiment zur Untersuchung der Gastrointestinalen-Transitzeit
(GITZ) unter Laborbedingungen an. Dazu wurden nicht-erosive Tabletten Beagle-Hunden
verabreicht. AnschlieRend wurde die bendtigte Zeit gemessen, die zur Defakation der
Tabletten bendtigt wurde. Bei den untersuchten Beagles wurde eine interindividuelle
Variabilitat im ntichternen Zustand von GITZ = 26,7 + 12,1 h mit einem Variationskoeffizienten
von 46 % nachgewiesen. Wurde das gleiche Experiment an postprandialen Beagles
wiederholt, konnte eine verzdgerte Magenentleerungszeit von etwa 6 h festgestellt werden.
Sutton schlussfolgerte, dass ein Nahrungsmitteleffekt die Resorption eines Arzneistoffs
verbessern kann, da eine langere Resorptionszeit vorliegt (Sutton 2004). Auch kann ein
Arzneiform-abhangiger Nahrungsmitteleffekt vorliegen. Ahmed und Kasraian (2002) zeigten
eine signifikant hdhere orale Bioverfugbarkeit von Chloramphenicol in Katzen, wenn dieses
als Suspension nach dem Fittern verabreicht wurde. Wurde statt der Suspension
Chloramphenicol-Tabletten verabreicht, konnte keine signifikante Veranderung der oralen

Bioverfugbarkeit festgestellt werden (Ahmed und Kasraian 2002).



Einleitung

Einen weiteren Einfluss auf die GITZ ist durch die Partikelgrofie gegeben. Martinez und Papich
(2009) fassten in ihrer Arbeit den Einfluss der PartikelgroRe auf die Magentransitzeit (MTZ)
verschiedener Arbeitsgruppen zusammen. Sie erorterten, dass Partikel < 3 mm den Pylorus
frei passieren und ins Duodenum gelangen kénnen. Ubersteigt die Partikelgroie jedoch 3 mm,
ist eine verzdgerte MTZ gegeben. Erst mit Einsetzen der sog. housekeeper waves, eine Folge
von Muskelkontraktionen des Magens, kommt es zur Weiterbeférderung der Partikel durch
den Pylorus. Kamba et al. (2001) zeigten in einer Studie, dass der Magen von Beagle eine
mechanisch destruktive Kraft von bis zu 3,2 N auf eine Arzneiform ausiiben kann. Den Autoren

zufolge lag die destruktive Kraft damit wesentlich héher als beim Menschen mit 1,9 N.

Die Entwicklung von Tierarzneimitteln auf Basis der gastrointestinalen Voraussetzungen ist
mit Schwierigkeiten behaftet, insbesondere bei der Entwicklung von Arzneiformen mit
verandertem Freisetzungsverhalten (Martinez et al. 2010, Martinez und Papich 2009,
Rathbone und Martinez 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte eine weiche, kaubare
Arzneiform weiterentwickelt werden, die eine schnelle Freisetzung des Arzneistoffs
gewahrleistet. Die oben genannten Besonderheiten der GITZ fanden Berucksichtigung in der
Optimierung der Arzneiform mit besonderem Augenmerk auf die Zerfallszeit der innovativen

Arzneiform.

1.1.3 Praziquantel als Modellarzneistoff

Als Modellarzneistoff wurde der antihelmethisch wirksamer Arzneistoff Praziquantel
(PZQ; 2-(Cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-pyrazino[2,1-a]isochinolin-4-on)
verwendet. PZQ wurde bei der Suche nach einem Wirkstoff zur Behandlung von
Wurmerkrankungen unter mehr als 400 Verbindungen als hochwirksamer Arzneistoff im Jahr
1977 in einer Zusammenarbeit von Bayer AG und Merck KGaA identifiziert (Andrews et al.
1983, Gonnert und Andrews 1977, Thomas und Gonnert 1977). In ersten Untersuchungen
konnte eine Wirksamkeit mit hoher Bandbreite gegen verschiedene Trematoden
(Saugwurmer) und Zestoden (Bandwirmer) bestatigt werden (Andrews et al. 1983). Dabei
zeigte es eine gute Vertraglichkeit sowohl bei Anwendung im Menschen, als auch in Tieren
(Thomas und Génnert 1977). Mit PZQ stand zum ersten Mal ein Medikament zur Verfligung,
mit dem eine umfangreiche Therapie der Schistosomiasis erfolgen konnte (Andrews et al.
1983). Durch die hohe Wirksamkeit und das breite Wirkspektrum findet sich PZQ heutzutage
auf der Liste der essentiellen Arzneistoffe der Weltgesundheitsorganisation WHO und ist
weiterhin  Mittel der Wahl zur Bekampfung der Schistomiasis (WHO 2019).
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Nach i.v. oder oraler Applikation des Arzneistoffs wurden zwei rasch einsetzende Wirkungen
festgestellt (Andrews et al. 1983, Aragon et al. 2009, Génnert und Andrews 1977, Groll 1984,
Thomas und Génnert 1977): 1) PZQ fuhrt innerhalb von 15 min zur paralytischen Kontraktion
der Muskulatur der Wirmer, welches in vivo anhand verschiedener Tiermodelle und klinischen
Humanstudien nachgewiesen wurde; 2) nach Kontakt von PZQ mit der Wurmoberflache wurde
eine Veranderung des Tegumens festgestellt. Diese aulierte sich durch Vakuolisierung und
Schadigung des Gewebes. Bis heute ist der exakte Wirkmechanismus nicht eindeutig
aufgeklart. Als gesichert kann eine Zunahme des Calcium-Einstroms durch PZQ in die Wirmer
angesehen werden (Andrews 1985, Aragon et al. 2009, Day et al. 1992). In
Verdrangungsexperimenten konnte ein Ausbleiben der paralytischen Kontraktion von PZQ
nachgewiesen werden, wenn Calcium durch Magnesium in hohen Konzentrationen verdrangt
wurde (Andrews 1985). Nach Kontakt des Wurms mit PZQ konnte infolge der Veranderung
des Tegumens eine vermehrte Bindung von IgG und IgM des Wirts mit Freilegung spezifischer
Antigene an der Wurmoberflache festgestellt werden (Aragon et al. 2009, King und Mahmoud
1989). Day et al. vermuteten, dass die beobachteten Effekte direkt oder indirekt auf einen
Einfluss auf die Calcium-Homoostase zurtckzufuhren seien. Eine Interaktion von PZQ mit
ATPasen, die Calcium ausschleusen, wirde zu deren Veranderung fihren und den Calcium-
Haushalt des Parasits beeinflussen (Day et al. 1992). Diese Hypothese wurde jedoch
verworfen. Neuere Untersuchungen deuten auf einen vielfaltigen Wirkmechanismus hin. In
einem Experiment an Shistosomen konnte gezeigt werden, dass sechs Wochen alte
Exemplare nach Hitzeschock Gene exprimierten, deren Produkte eine Sensitivitat fir PZQ
aufwiesen (Aragon et al. 2009). Im Gegensatz hierzu zeigten vier Wochen alte Schistosomen,
die diese Genprodukte nach Hitzeschock nicht synthetisieren, eine deutlich geringere PZQ-
Sensitivitat (Aragon et al. 2009).

PZQ ist ein fast weilRer bis weiller, racemischer Arzneistoff mit bitterem Geschmack, wobei
das S-Enantiomer eine hdhere Bitterkeit besitzt (Bayer AG 2017, Meyer et al. 2009). Es ist mit
einer Loslichkeit von 400 mg/L sehr schwer I8slich in Wasser (Cioli und Pica-Mattoccia 2003,
Ph. Eur. 2019, The Merck Index Online 2021) und zeigt eine gute Permeabilitdt des Gewebes.
Somit wird PZQ in die BCS-Klasse Il eingeordnet (Lindenberg et al. 2004). Unter
Normalbedingungen ist PZQ stabil und besitzt einen Schmelzbereich bei 136 — 140 °C (Cioli
und Pica-Mattoccia 2003, Thomas und Goénnert 1977). Aufgrund des bitteren Geschmacks
kommt es haufig zur Ablehnung PZQ-haltiger Arzneimittel. Besonders fir
geschmackssensitive Zielgruppen wie Kinder und Haustiere stellt dies eine Herausforderung
in der Formulierungsentwicklung dar (Meyer et al. 2009, Munster et al. 2017a, Thombre 2004).
Zur Maskierung des Geschmacks zur Verabreichung bei Hunden wurden verschiedene

Strategien verfolgt:
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Durch Zusatz von fleischartigen Aromastoffen oder suf® schmeckenden Stoffen wie Zucker
oder Mannitol kann der bittere Geschmack berdeckt werden (Badawy et al. 2019, Thombre
2004). Durch Inkorporation von PZQ in Cyclodextrine kann die Dosis an PZQ infolge einer
héheren Loslichkeit des komplexierten PZQs reduziert werden, womit eine geringere Dosis
appliziert werden kann (Becket et al. 1999, Maragos et al. 2009). Eine weitere Mdglichkeit der
Geschmacksmaskierung ist die Mikroverkapselung. Dabei wird eine PZQ-haltige Lésung mit
einer Polymerlésung gemeinsam spruhgetrocknet, sodass PZQ vollstandig verkapselt wurde
(Machado et al. 2018, Mattern 2003, Munster et al. 2017b). Die Inkorporation kann ebenso
durch die Lésemittel-Verdunstungsmethode (solvent evaporation method) unter Formierung
von PZQ-haltigen Nanopartikeln erfolgen (Mainardes und Evangelista 2005). In der
vorliegenden Arbeit stand die Maskierung des bitteren Geschmacks von PZQ mit einem hohen
Aroma- und SuRungsmittelanteil der weichen Kaustiicke im Vordergrund. Zusatzlich wurde die

Textur optimiert, um eine Ablehnung der Arzneiform und Selektion zu minimieren.

1.1.4 Herstellungsverfahren kaubarer Arzneiformen fiir Hunde

Tabletten stellen heutzutage die wichtigste Arzneiform dar. Sie kdnnen unter Druckeinwirkung
aus Pulvern oder Pulvermischungen zu einem koharenten Kompaktat geformt werden. Dies
wird als Direkttablettierung bezeichnet. Besitzt das Schittgut keine ausreichend hohe
FlieRfahigkeit, ist eine Direkttablettierung nicht ohne weiteres moglich (Rasenack und Muller
2002, Sun 2010, Wu et al. 2012). In diesen Fallen kann ein FlieRregulierungsmittel
hinzugegeben werden, das die Flie3fahigkeit auf ein ausreichendes Mal} verbessert (Meyer
und Zimmermann 2004). Alternativ kann die Pulvermischung zur Verbesserung der
FlieReigenschaften granuliert werden. Hierzu stehen die Maoglichkeiten der Feucht- oder
Trockengranulierung zur Verfigung. In beiden Fallen wird die Partikelgrof3e der Bestandteile
durch Agglomeration (Feuchtgranulierung), oder Kompaktion (Trockengranulierung) erhoht,
was im Allgemeinen zu einer Verbesserung der FlieReigenschaft fihrt (Kudo et al. 2020).
Anschlielend erfolgt die Tablettierung der Granulate. Neben Tabletten, die von Hunden als
Ganzes geschluckt werden sollen, wurden auch Kautabletten flir Hunde entwickelt (Aleo et al.
2018, Nyamweya und Kimani 2020, Paulsen et al. 2012). Allgemein ist bekannt, dass Hunde
einige Male vor dem Herunterschlucken auf Tabletten kauen kénnen (Thombre 2004). Hier
bieten Kautabletten den Vorteil, bereits bei der Mastikation einfach in kleinere Bestandteile
zerkleinert zu werden. Dies erleichtert schliel3lich die Applikation, da kleinere Fragmente
geschluckt werden mussen. Haufig werden zur besseren Akzeptanz der Arzneiformen
Aromastoffe verwendet. Die Akzeptanz der Arzneiform stellt einen wichtigen Qualitatsaspekt
dar. Die verwendeten Aromastoffe stellen eine komplexe Zusammensetzung verschiedener

Stoffklassen dar mit oft schlechten Tablettiereigenschaften (Ahmed und Kasraian 2002).
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Um eine groltmadgliche Akzeptanz zu schaffen, werden der Arzneistoffmischung hohe Anteile
des Aromastoffs zugemischt. Als Folge lasst sich die aromahaltige Pulvermischung nicht mehr
tablettieren. Einen zweiten, wichtigen Qualitdtsaspekt stellt die Textur der kaubaren
Arzneiformen fur Hunde dar. Als angenehm werden von Hunden insbesondere weiche und
cremige Strukturen bevorzugt, die fleischahnlich sind (Thombre 2004). Damit der Tierhalter
die verordneten Tabletten erfolgreich seinem Hund verabreicht, wird die Tablette mit dem
Hundefutter gemischt, um einen darin enthaltenen, bitteren Arzneistoff zu maskieren.
Tabletten besitzen jedoch oft eine hdhere Harte als Hundefutter. Dadurch kénnen sie von

Hunden leicht als Fremdkodrper im Hundefutter entdeckt und vom Futter separiert werden.

Um dennoch feste Formkorper zur oralen Darreichung mit einer hohen Akzeptanz zu
erzeugen, koénnen diese mittels Schmelzguss hergestellt werden. Aromahaltige
Pulvermischungen werden dazu mit einer hydrophilen Polymerschmelze gleichmaRig
vermischt und in eine Form gegossen. Nach dem Erstarren der Formlinge kdnnen diese aus
der Form entnommen werden und stellen die gebrauchsfertige Darreichungsform dar. Carrillo
und Freehauf (2013) beschrieben einen Herstellungsprozess einer durch Schmelzguss
hergestellten Arzneiform fir Hunde. Dazu wurde eine arzneistoffhaltige Pulvermischung auf
Starkebasis zunachst mit Glycerol und Sojabohnendl zu einem knetbaren Teig vermischt. Als
Aromastoff wurde Leberpulver verwendet. AnschlielRend wurde Macrogol (PEG) 3350 separat
geschmolzen und im flissigen Zustand homogen unter die befeuchtete Pulvermasse
gemischt. Im noch warmen Zustand wurde die Masse dann durch eine Maschine in Kaustiicke
geformt. Dieses Vorgehen wurde auch von Huron und Cady (2006) beschrieben. Paulsen et
al. (2016) verwendeten eine ahnliche Herstellungsweise. Um eine kaubare Arzneiform zu
erhalten, wurde zunachst Starke mit einer Arzneistoffldsung impragniert, getrocknet und durch
ein Sieb desagglomeriert. Die wirkstoffhaltige Starke wurde im nachsten Schritt unter
Verwendung eines Wirbelschichtgerats mit einem Farbstoff Uberzogen und in Sojabohnendl
suspendiert. Die Ubrigen Pulverbestandteile, unter anderem Speck- und Hefearoma, wurden
in einem Horizontalmischer gemischt und Glycerol langsam hinzugefligt. Zur befeuchteten
Mischung wurde die wirkstoffhaltige Sojabohnensuspension hinzugegeben und homogen
untergemischt. Unter rascher Zugabe von geschmolzenem PEG 3350 in den Mischbehalter
wurde ein als keksteigartig beschriebener Teig erzeugt. Dieser wurde mithilfe einer

Formmaschine in einzelne Portionen geteilt, in Form gepresst und erstarren gelassen.

Durch die verarbeitete Starke soll einerseits eine attraktive Textur erzeugt werden,
andererseits ist mit einer verringerten Lagerstabilitdt zu rechnen. Verkleisterte Starke zeigt
allgemein eine Retrogradation in Abhangigkeit der Lagerzeit. Als Folge tritt zuvor gebundenes
Wasser aus der Starke aus und fuhrt zu einer physikalischen Veranderung der Arzneiform
(Farhat et al. 2001).
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Die beschriebenen Erfindungen verwendeten jeweils ein kompliziertes Herstellungsverfahren
und verdeutlichen die Herausforderungen, eine schmackhafte kaubare Darreichungsform fur
Hunde herzustellen. Alternative Herstellungsverfahren wurden notwendig, um eine einfachere

und schnellere Produktion weicher, kaubarer Arzneiformen zu ermaoglichen.

In der Hundefutterindustrie wird die Extrusion seit Jahrzehnten zur Herstellung von Trocken-
und Feuchthundefutter eingesetzt. McCulloch und Nelson beschrieben 1977 bereits eine
Methode zur Herstellung eines starkehaltigen Hundetrockenfutters durch Extrusion. Weitere
Erfindungen zeigen die Weiterentwicklung von extrudiertem Tierfutter unter Verbesserung der
Textureigenschaften. Bigeard et al. (2009) entwickelten ein Verfahren zur Herstellung von
texturiertem Hundefeuchtfutter, ebenfalls durch Extrusion. Die Extrusion fand schlie3lich auch
in die pharmazeutische Industrie zur Herstellung von Tierarzneiformen Einzug. In den letzten
Jahren wurden verschiedene Feuchtextrusionsprozesse dargelegt. Majumdar et al. (2016)
beschrieben eine Arzneiform fir Hunde durch Extrusion in einem Zwei-Stufen-Prozess. Zuerst
wurde eine homogene Pulvermischung der eingesetzten trockenen Bestandteile hergestellt.
Als Zweites wurde die homogene Pulvermischung in einen Zweischneckenextruder dosiert.
Zur Pulvermischung wurde innerhalb des Produktionsprozesses mindestens eine Flussigkeit
hinzudosiert und im Extruder ausreichend lang geknetet. Die befeuchtete Pulvermasse formte
bei Verlassen der Disenplatte das Extrudat. Unmittelbar an die Disenplatte schloss sich ein
Trocknungstunnel an. Das Produkt wurde bei -10 — 8 °C flr bis zu 5 min fest werden gelassen.
Als Alternative wurde eine Trocknung der Extrudate im Hordentrocker bei 40 — 60 °C flir 24 h
beschrieben. Den Autoren nach soll diese Arzneiform eine generell erhdhte
Arzneistoffstabilitat und Schmackhaftigkeit im Vergleich zu Kautabletten fir Hunde besitzen
(Majumdar et al. 2016). Dem Vorteil, eine potenziell kontinuierlich hergestellte Arzneiform mit
einem weniger aufwandigen Verfahren als die Herstellung mittels Schmelzguss, steht der
notwendige Trocknungsschritt gegenitber. Im Allgemeinen stellt die Trocknung ein
energieintensives Verfahren dar, welches die Prozesszeit zusatzlich verlangert.
Kanikanti et al. (2017) beschrieben ein verbessertes Verfahren zur Herstellung weicher,
schmackhafter Kaustucke. In der Erfindung wird eine wirkstoffhaltige Pulvermischung in einem
Extruder mit einer wassrigen Hyaluronsaure-Lésung zunachst vorgequollen und schliellich
durch eine zweite, separat dosierte Flussigkeit, Glycerol, vollstandig gequollen. Dieser
Prozessschritt findet bereits wahrend der Extrusion statt. AnschlieRend wird die gequollene
Masse durch eine ovale Disenplatte extrudiert und in formstabile Stiicke einer bestimmten
Lange geschnitten. Durch die besondere Prozessfliihrung und ausgewahlten Hilfsstoffen
besitzt das Kaustlick eine weiche Textur, sodass diese aufgrund ihrer schmackhaften

Eigenschaften von Hunden mehrfach gekaut wird (Stomberg 2015).
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Nach dem Zuschneiden kann das Kaustiick unmittelbar verpackt werden. Im Vergleich zu den
zuvor genannten Herstellprozessen muss diese Kauarzneiform nicht getrocknet werden. Aus
den gegebenen Beispielen wird deutlich, dass der Herstellungsprozess einer schmackhaften
kaubaren Arzneiform weiterhin eine grof3e Herausforderung in der Entwicklung darstellt.
Infolgedessen besteht die Notwendigkeit, eine Optimierung der Arzneiform durchzuflhren, die

sowohl Qualitédtsaspekte, als auch die Akzeptanz in der beabsichtigten Tierart berticksichtigen.

1.1.5 Die Textur als kritisches Qualitatsattribut

Als besondere Herausforderung in der Formulierung von Arzneimitteln zur oralen Darreichung
fur Hunde gilt die Schmackhaftigkeit (Ahmed und Kasraian 2002, Thombre 2004). Sie setzt
sich aus einer Vielzahl unterschiedlicher Parameter zusammen und beschreibt im
Wesentlichen eine subjektive Wahrnehmung. Den grof3ten Einfluss auf die Schmackhaftigkeit
besitzt dabei die Textur (De Lavergne et al. 2017, Nishinari und Fang 2018, Szczesniak 1990,
Thombre 2004). Nach Szczesniak (2002) ist die Textur eine sensorische Eigenschaft, die nur
Menschen oder Tiere wahrnehmen und beschreiben kénnen. Im Vergleich zu instrumentell
messbaren Eigenschaften stellt die Beschreibung der Textur somit eine Herausforderung dar.
Szczesniak (1963) und Friedmann et al. (1963) erstellten mithilfe eines neuartigen Gerates,
dem Texturometer, erstmals Kraft-Weg-Messkurven, die eine objektive Interpretation und
Einordnung der Textur erlaubten. Auf Basis lhrer Arbeiten konnten die Texturparameter in
primare und sekundare Parameter gegliedert werden: als primare Parameter wurden funf
Basiseigenschaften erfasst, die das Verhalten der Lebensmittel im Mund erzeugten. Zu lhnen
zahlen Harte, Kohasion, Viskositat, Elastizitat und Adhasion. Sekundare Parameter kdnnen
aus primaren Parametern abgeleitet werden und dienen zur naheren Charakterisierung der
Nahrung, wie Briichigkeit, Kaubarkeit, Gummiartigkeit (Szczesniak 1963). Seit der Einfihrung
objektiver Beschreibungen zur Darstellung der Textur wurden fortlaufend Anpassungen
vorgenommen, um eine prazisere Benennung zu ermoglichen. Singh et al. (2013)
untersuchten neben der Harte, Kohéasion, Adhasion und Elastizitat auch die
Widerstandsfahigkeit (resilience) und das Federverhalten (springiness) in Korrelation gegen
physikochemische Eigenschaften von Datteln. Keegan (2019) verwendete den Begriff
Festigkeit, um eine kontinuierliche Extrusion von Katzenfutter mittels Texturprofilanalyse (TPA)
aufrecht zu erhalten. Seit der EinfUhrung, bis in die Gegenwart, gilt die TPA sowie modifizierten
Versionen als Goldstandard zur Erfassung und Beurteilung der Texturparameter als kritisches
Qualitatsattribut (CQA) (Bourne 1966b, Brandt et al. 1963, Breene 1975, De Lavergne et al.
2017, Keegan 2019, Lau et al. 2000, Meullenet und Gross 1999, Morey und Owens 2017,
Nishinari und Fang 2018, Nishinari et al. 2013, Peleg 1976b, Rosenthal 2010, Singh et al.
2013, Szczesniak 1963, Trinh und Glasgow 2012).
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Durch sensorische Test-Panels konnte unter Verwendung eines Standardbewertungsbogens
eine Korrelation der subjektiv empfundenen sensorischen mit der instrumentell gemessenen
Textur gezeigt werden (Brandt et al. 1963, Friedman et al. 1963, Henry et al. 1971, Meullenet
et al. 1998). Instrumentell ermittelte Texturparameter kdnnen entsprechend als Surrogat fur
die Sinneswahrnehmung Verwendung finden und bilden somit CQAs. Eine angenehme Textur,
welche von Hunden in hohem Mal} als schmackhaft empfunden wird, spiegeln Fleisch und
Fleischprodukte wider. Dabei wird eine weiche Konsistenz wie beispielsweise Hack im
Vergleich zu gewdrfelten Fleischstlicken bevorzugt (Thombre 2004). In der wissenschaftlichen
Literatur existiert keine Limitation, ab der ein Produkt aufgrund seiner Harte als nicht mehr
schmackhaft wahrgenommen wird. Stattdessen werden fleischahnliche Produkte als

allgemein bevorzugt angesehen (Song et al. 2016, Thombre 2004).

Eine Definition der Harte weicher Kaustlicke flr Hunde erfolgte durch Stomberg (2015) in der
Entwicklung einer weichen Kauarzneiform. Aufgrund der Ahnlichkeit zu Fleisch legte sie nach
Evaluation von Lebensmitteln mit fleischahnlicher Struktur wie Fleischwurst Grenzwerte von
3—10N fest, gemessen mit einem Texturanalysegerat bei 25 %iger Verformung zur
Ausgangshohe. Die Kaustlicke waren nach Produktion ausreichend hart, um ohne Verformung
aus dem Prozess enthommen werden zu kdénnen und wiesen dennoch eine plastische
Verformbarkeit bei hoherer Krafteinwirkung auf. Besonders in Abgrenzung zu Kautabletten fur
Hunde, die den Anforderungen des europaischen Arzneibuchs (Ph. Eur.) in Hinblick auf
Bruchfestigkeit und Friabilitat von Tabletten entsprechen missen, muss die Harte von weichen

Kauarzneiformen geringer sein.

1.2 Kontinuierliche Herstellungsverfahren weicher
Kauarzneiformen

1.21 Einleitung

Fur die Herstellung von Tierarzneimittel stehen kontinuierliche und diskontinuierliche
Verfahren zur Verfliigung. Zu den diskontinuierlichen Verfahren werden jene gezahlt, die aus
einer definierten Ansatzmenge eine Charge mit zu prifenden Eigenschaften wahrend einer
Herstellkampagne hervorbringen. Ein entscheidender Nachteil ist die langere Produktionszeit
einer chargenweisen Herstellung (Bandari et al. 2020). Diese kommt insbesondere dann
zustande, wenn eine Halbfertigware unter klimatischen Bedingungen zwischengelagert
werden muss, bevor die bendtigten Maschinen zur Weiterverarbeitung zur Verfliigung stehen.
Aufgrund der zusatzlich bendtigten Lagerkapazitat und —zeit entstehen zusatzliche Kosten.
Die Qualitat wird anhand zuvor festgelegter Kriterien in Inprozesskontrollen und am fertigen
Produkt ermittelt. Trotz hoher Standardisierung der Produktionsablaufe konnen Abweichungen

zwischen den Chargen auftreten.
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Sochon et al. (2010) identifizierten den Bediener als grofte Einflussquelle auf die
Chargenvariabilitat. Um den menschlichen Einfluss auf die Produktqualitat zu verringern, kann
die Produktion mit einem kontinuierlichen Herstellungsprozess erfolgen. Im Gegensatz zu
einer definierten Ansatzmenge wird der Prozess Uber die Produktionsleistung pro Zeit
festgelegt. Prinzipiell kann der Herstellungsprozess, sofern unbegrenzte Mengen der
Ausgangsstoffe zugeflhrt werden, zeitlich unbegrenzt fortgefiihrt werden. Anders als in der
chargenweisen Herstellung erfolgt die Prifung der Qualitdt nicht am Endprodukt, sondern
bereits wahrend der Herstellung. Dazu werden in der Formulierungsentwicklung CQAs
definiert und deren Kontrolle mit prozessanalytischen Technologien (PAT) gewahrleistet. Als
PAT werden Technologien bezeichnet, die zur Datenerfassung, Analyse, und Kontrolle des
Prozesses dienen und zur Wissenserweiterung dienen (FDA 2004a). Damit eine
gleichbleibend hohe Qualitat durch die kontrollierte Herstellung erzielt werden kann, ist ein
umfassendes Verstandnis fur den Prozess notwendig (FDA 2004a, 2004b, Murphy et al.
2016). Nach erfolgreicher Implementierung von geeigneten PAT-Werkzeugen in den
Herstellungsprozess wird die Qualitdt durch einen rlckkopplungskontrollierten
Regelmechanismus fortlaufend kontrolliert und die Prozessparameter inline angepasst. Das

so hergestellte Produkt besitzt eine durch den Herstellungsprozess bedingte hohe Qualitat.

1.2.2 Gleichlaufige Zweischnecken-Feuchtextrusion

Zur Herstellung von kaubaren Tierarzneimitteln finden kontinuierliche Prozesse wie die
Zweischnecken-Feuchtextrusion Anwendung (Kanikanti et al. 2017, Majumdar et al. 2016,
Stomberg 2015). Die Zweischnecken-Extrusion zeichnet sich dabei durch zwei gleichlaufige
Schnecken aus, die im Extrudergehduse durch einen Motor angetrieben werden
(Abbildung 1.1). Durch die Schneckenbeschaffenheit und geringen Abstand der Schnecken
zueinander kommt es zur fortwahrenden Selbstreinigung. Der Férdermechanismus ist, bedingt
durch die Reibung des Materials an Schnecken und Extrudergehause, die Friktionsférderung
(Frame 1994). Die individuelle Schneckenkonfiguration ist dabei modular wahlbar und den
Anforderungen der Extrusion anpassbar. Je geringer die Gewindesteigung der Schnecken ist,
desto héhere Verweilzeiten kdnnen erzielt werden (Gautam und Choudhury 1999, Kirby et al.
1988). Auch klebrige Mischungen kénnen in einem gleichlaufigen Zweischneckenextruder
verarbeitet werden (Frame 1994). Soll eine definierte Form flr das fertige Produkt erzielt
werden, kann eine Disenplatte an das Ende des Extrudergehauses montiert werden. Je nach
Grole, Form und Beschaffenheit, konnen verschiedene Muster und Formen realisiert werden.
Daneben kann durch die Disenplatte ein gleichmafliges Druckniveau aufgebaut und erhalten
werden, sodass ein kontinuierlicher Massenstrom mit konstanter Geschwindigkeit erfolgen

kann.
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Abbildung 1.1 Schematischer Aufbau eines Zweischnecken-Feuchtextruders zur Herstellung von
Extrudatstrangen; Seitenansicht.

Durch seinen modularen Aufbau bietet der Zweischnecken-Extruder eine hohe Flexibilitat in
der Formulierungsentwicklung von Arzneimitteln. Neben der Feuchtextrusion als Vorstufe zur
Pelletierung (Lindner und Kleinebudde 1994, Sandler et al. 2005, Thommes und Kleinebudde
2007, Vervaet et al. 1995), finden sich zahlreiche Anwendungsmdglichkeiten wie
Heillschmelzextrusion (HSE) (Crowley et al. 2007, Korte und Quodbach 2018, Maniruzzaman
et al. 2012), Granulation als Zweischnecken-Feuchtgranulierer (ZSG) (Seem et al. 2015, Yano
und Kleinebudde 2010) und einer spezielle Form der Feuchtextrusion, die Quellextrusion, als
bisher selten beschriebe Extrusionsform (Stomberg 2015). Dies wird insbesondere durch die
hohe Anpassbarkeit der Schnecken- und Gehausekonfiguration realisiert. Des Weiteren
kénnen auch besondere, rezepturspezifische Schwierigkeiten, wie unzureichende Mischung
der Bestandteile oder einer breiten PartikelgroRenverteilung, durch geeignete Auswahl im
Detail adressiert und optimiert werden (Thompson und Sun 2010). Bedingt durch den
kontinuierlichen Herstellungsbetrieb ist eine Hochskalierung der Produktion, sog. scale-up,
nach erfolgreicher Entwicklung vom Labormalstab bis zur industriellen Produktion einfach
gestaltbar. Um beispielsweise die Produktionskapazitdt zu verdoppeln, kann statt des
Wechsels auf einen Extruder mit gréRerem Schneckendurchmesser ein weiterer Extruder
gleicher Bauart eingesetzt werden. Eine aufwandige und kostenintensive Anpassung des

Produktionsprozesses durch neue EinflussgrofRen entfallt.
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1.2.3 Hilfsstoffe in der pharmazeutischen Extrusion

In der Extrusion stehen je nach Anwendungsgebiet eine Vielzahl pharmazeutischer
Ausgangsstoffe zur Verfligung. Diese konnen entsprechend ihres Aggregatzustands in
flissige und feste, pulverformige Komponenten eingeteilt werden. Wasser oder
feuchtbindemittelhaltige Losungen kénnen als Granulierflissigkeit in der ZSG verwendet
werden. Sie dienen der Befeuchtung der Pulverpartikel im Herstellungsprozess, was zum
Zusammenhaften der Partikel Uber Kapillarkrafte fuhrt (Dirig und Karan 2019). Sind die
eingesetzten Pulverbestandteile wasserl6slich, werden die Moleklle des Bestandteils bei
Befeuchtung im Wasser geldst. Durch anschlieRendes Erwarmen wird das Wasser verdunstet,
als Folge wird die Sattigungsloslichkeit der geldsten Hilfsstoffe Uberschritten, rekristallisieren
an der Oberflache der festen Pulverpartikel und bilden Feststoffbriicken aus. Dabei entsteht
ein Krustengranulat, wenn die entstandene Feststoffbriicke ausreichend stabil ist. Werden
wasserunlosliche Hilfsstoffe verarbeitet, oder wird keine ausreichende Stabilitat der
Krustengranulate erzielt, kénnen eingesetzte Feuchtbindemittel nach dem Trocknen
Feststoffbriicken zwischen den Partikeln ausbilden, sodass ein Klebstoffgranulat entsteht.
Besitzen die Pulverpartikel plastische Eigenschaften, kann es durch auf das Pulver
ausgeUlbten Drucks zusatzlich zur Kompaktion kommen. Die Festigkeit der Granulatkorner
wird hierdurch zusatzlich erhoht (Vandevivere et al. 2020, Vanhoorne et al. 2016,
Vercruysse 2014, Vercruysse et al. 2012). Eine beispielhafte Ubersicht eingesetzter

Feuchtbindemittel zur Granulation ist in Tabelle 1.2 gegeben.

Tabelle 1.2 Haufig zur Feuchtextrusion eingesetzte Bindemittel, modifiziert nach Durig und
Karan (2019).

Feuchtbindemittel Abkiirzung Konzentration [%]
Hydroxypropylcellulose HPC 2-6
Methylcellulose MC 2-10
Carboxymethylcellulose-Natrium CMC-Na 2-5
Hypromellose HPMC 2-10
Ethylcellulose EC 2-10
Povidon PVP 2-10
Copovidon PVA-PVP 2-8
Vorverkleisterte Starke PGS 5-15
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In der HSE werden polymerhaltige Arzneistoffmischungen als Tragermaterialen eingesetzt, die
unter Anwendung von Hitze schmelzen. Dabei kann der Arzneistoff entweder vollstandig in
der Polymermatrix gel6st, oder feinkristallin verteilt in der Matrix dispergiert vorliegen (Crowley
et al. 2007, Li et al. 2013, Ma et al. 2013, Maniruzzaman et al. 2012, Repka et al. 2012). Ein
Vorteil der HSE gegeniber der ZSG ist besonders die Modifikation des Freisetzungsverhaltens
durch die Prozessflihrung. Nach Erstarren der wirkstoffhaltigen Polymerschmelzen kann das
Extrudat ein verzogertes (Repka et al. 2012) oder verlangertes Freisetzungsverhalten
(Crowley et al. 2007, Ma et al. 2013, Maniruzzaman et al. 2012, Meena et al. 2014) aufweisen.

Tabelle 1.3 Beispiele fur Polymere und Weichmacher fir HSE, modifiziert nach Crowley et al. (2007).

Polymer Abkiirzung Weichmachertyp Beispiel
Ammoniummethacrylat- ~ Eudragit E PO
Copolymer Eudragit RL Triethylcitrat
Zitronensaureester Tributylcitrat
Hydroxypropylcellulose HPC Acetyltriethylcitrat
Ethylcellulose EC
Povidon PVP
Fettsauren, Butylstearat
Macrogol
PEG Fettalkohole und Glycerolmonostearat
(Polyethylenglycol) Fettsiureester
elisaureeste Stearylalkohol
Celluloseacetatphthalat CAP
Celluloseacetatbutyrat CAB Sebacinsaureester Dibutylsebacat
Poly(vinylalkohol) PVA Diethylphthalat
Phthalsdureester .
Poly(vinylacetat) PVACc Dibutylphthalat
Hypromellose HPMC Macrogol
Glycolderivate
Hypromellosephthalat HPMC-P Propylenglycol
Hypromelloseacetat-
andere
Paraffin
Polymilchsaure PLA

Poly(milchsaure-co-

glycolid) PLGA
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Die Stabilisierung des Extrudats wird Uber die Senkung der Glasibergangstemperatur Ty
erreicht. Hierzu werden den Polymerschmelzen Weichmacher zugesetzt. Diese kénnen
entweder als Flussigkeit oder Feststoff hinzudosiert und durch den Extrusionsprozess
homogen im Extrudat verteilt werden. Durch die Senkung der Ty amorpher Polymere wird die
Tendenz der ungewollten Rekristallisation des Polymers gesenkt und das Extrudat
physikalisch-mechanisch stabilisiert (Repka et al. 2012). Weist das Polymer eine
Teilkristallinitat auf, fordert der Weichmacher eine Rekristallisation der nach Abkuhlen neu
entstandenen, amorphen Bereiche bis zum Erreichen der urspringlichen Kristallinitat. Die
Auswahl der eingesetzten Weichmacher richtet sich nach den verwendeten Polymeren und
die Kompatibilitat muss im Vorfeld geprift werden. Eine Ubersicht der zur HSE verwendeten
Polymere und die spezifischen Weichmacher sind nach Crowley et al. (2007) beispielhaft in
Tabelle 1.3 dargestellt.

In der Feuchtextrusion wird der Umstand der Volumenzunahme und Strukturierung durch
Polymere genutzt. Dabei kann das quellbare Polymer bereits in der Arzneistoffmischung
beigemischt sein, oder es wird als Polymerldsung wahrend des Prozesses in die
Pulvermischung eingearbeitet. Mechanistisch sind drei Vorgange zu unterschieden: (1) Das
verwendete Polymer ist unbegrenzt in der Extrusionsflissigkeit quellbar und bildet selbst eine
hochviskose LoOsung, die die in der Nahe befindlichen Pulverpartikel, ahnlich eines
Klebstoffgranulats, Uber starke Kapillarkrafte der Flissigkeit zusammenhalt (Dirig und Karan
2019, Raux und Biance 2018). Nach Trocknung verbleibt ein Restwassergehalt in dem
Extrudat. Die auf diese Weise hergestellten Extrudate weisen oft eine hohe Festigkeit oder
Harte auf (Cutt et al. 1986). (2) Durch chemische oder physikalische Quervernetzung kann
eine begrenzte Quellbarkeit insitu wahrend des Herstellungsprozesses erfolgen
(Sarada et al. 2014). Dabei werden zunachst unbegrenzt |6sliche Polymere in einem
geeigneten Losemittel geldst, entsprechend einer vollstdndigen Quellung, und mit einem
quervernetzenden Reagenz  versetzt. Durch Temperatureinfluss  wird die
Quervernetzungsreaktion katalysiert. Das quervernetzte Produkt bildet ein koharentes
Netzwerk aus und kann durch eine Dusenplatte unter Druck in Form extrudiert werden. Zum
Lésen der Polymere werden organische Losemittel eingesetzt (Repka et al. 2012). (3) Einen
Sonderfall stellt die Quellextrusion mit begrenzt quellbaren Hilfsstoffen unter der Verwendung
von Wasser dar. Unter Einsatz einer wassrigen Hyaluronsaure-Losung konnte ein koharentes
Extrudat auf Glycerol-Wasser-Basis hergestellt werden, das Uber eine Lagerzeit von zwei
Monaten physikalisch stabil war (Stomberg 2015). Der hohe Wassergehalt von 20 % stellt
dabei eine Gefahrdung der mikrobiellen Stabilitdt dar und kann daher die Haltbarkeitsdauer
vermindern. Im Vergleich zu getrockneten Extrudatstiicken erweisen sich die resultierende
weiche, kaubare Struktur und das angenehme Mundgefihl jedoch als vorteilhaft gegeniber

harten, trockenen Extrudaten zur oralen Anwendung.
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1.3 Charakterisierung weicher Kaustiucke

1.3.1 Texturprofilanalyse

Seit der Einflhrung der Texturanalyse durch Szczesniak (1963), Friedman et al. (1963) und
Brandt et al. (1963), ist die Texturprofilanalyse (TPA) ein etabliertes Verfahren zur
instrumentellen Bestimmung von Texturparametern (Bourne 1966a, 1990, Breene 1975,
Morey und Owens 2017, Nishinari und Fang 2018, Rosenthal 2010). In einem Zwei-Zyklen-
Prozess wird eine Probe um einen zuvor festgelegten Prozentsatz deformiert und die bendétigte
Kraft, Wegstrecke und Zeit instrumentell gemessen. Entsprechend der Untersuchungen um
Friedman et al. (1963) kénnen Texturparameter aus den Messdaten der TPA, beispielhaft

dargestellt in Abbildung 1.2, bestimmt werden.
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Abbildung 1.2 Kraft-Zeit-Profil als Beispiel einer TPA-Messkurve. Fmax1 reprasentiert die maximale
Harte, das Verhaltnis der positiven Flachen A2/A1 gibt die Kohasion des Probenguts wieder. Die
negative Flache A3 wird als Klebrigkeit interpretiert.

Die Harte wurde urspriinglich durch Friedman et al. (1963) und Szczesniak (1963) definiert als
jene maximal notwendige Kraft, die zum Erreichen einer vorgegebenen Deformation
notwendig ist. Der Begriff Harte wurde von spateren Autoren erneut aufgegriffen und
umbenannt. Dabei musste ein Bezug zur Deformation geschaffen werden. In Untersuchungen
an Karotten, Brezeln, Apfeln, Frischkase und Frankfurter Wirstchen wurde nachgewiesen,
dass die gemessene Harte in hohem MalR von der vorgegebenen Deformation und
Deformationsgeschwindigkeit abhangt (Bourne und Comstock 1981, Essex 1969). Je hdher
die vorgegebene Deformation, desto hoher resultierte die Harte der Proben. Um die
Abhangigkeit zur Deformation zu benennen, flihrte Sherman den Begriff der Festigkeit ein
(Sherman 1969). Der Begriff Festigkeit konnte sich jedoch nicht etablieren. Rosenthal (2010)
zeigte anhand umfassender Untersuchungen eine logarithmische Abhangigkeit der Harte
sowohl von der Kompressionsgeschwindigkeit, als auch von der Deformation und bestatigte

damit die Messergebnisse von Bourne und Comstock (1981) und Essex (1969).
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Durch die Auswahl der Indentor-Geometrie kann der Anwender Einfluss auf die TPA-
Parameter ausgetibt werden. In einer ausfihrlichen Untersuchung zeigte Rosenthal (2010),
dass die Geometrie einen signifikanten Einfluss auf die Harte aufwies. Die Messergebnisse
der TPA sind daher nicht als allgemeingultig anzusehen, sondern geben lediglich Tendenzen
an, sofern andere Messbedingungen und —geometrien verwendet werden. Durch geeignete
Auswahl der Parameter und einer sorgfaltigen Interpretation kann eine Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse sichergestellt werden (Rosenthal 2010). Um einen direkten Vergleich zu
schaffen, wurde in dieser Arbeit auf das Messparameterset von Stomberg (2015)
zurlckgegriffen. Auf diese Weise ist eine adaquate Interpretation der TPA-Messergebnisse in
dieser Arbeit vor dem Hintergrund der gewonnenen Erkenntnisse von Stomberg (2015)

moglich und eine Vergleichbarkeit gegeben.

1.3.2 Viskoelastizitat

Materialien zeigen unter Belastung verschiedene Verformungsweisen als Reaktion auf die
vorangegangene Belastung. Diese werden in Abhangigkeit der Zeit und Intensitat in viskose,
elastische oder viskoelastische Verformung eingeteilt (Grau et al. 1983). Je nachdem, welcher
Verformungstyp vorherrscht, kénnen sie durch die Kombination der rheologischen
Basismodelle idealelastischer, bzw. idealviskoser Kérper beschrieben werden. Idealelastische
Korper zeigen bei Belastung eine unmittelbar einsetzende, reversible Verformung im linear-
elastischen Bereich und werden als Hookescher Kérper bezeichnet (Abbildung 1.3). Analog
zur Hookeschen Feder ist die elastische Dehnung linear proportional zur Belastung und

zeitunabhangig. Sie wird durch Formel (1.1) ausgedrtickt (Grau et al. 1983):
o=E-¢ (1.1)
Die Zugspannung o ist jene Kraft, die entlang der Hookeschen Feder (Abbildung 1.3, A) wirkt

und diese dehnt. Sie wird in N/cm? angegeben. Der Elastizitatsmodul E gibt die

materialspezifische Konstante wieder. Die relative Langenanderung ¢ ist dimensionslos.

B
L

Abbildung 1.3 Ausgewabhlte rheologische Modelle zur Beschreibung des Verformungsverhaltens von
Kdrpern mit: Hookscher Korper (A), Newtonscher Kérper (B), Kelvin-Voigt.Kérper (C) und Maxwell-
Korper (D).
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Kommt es infolge einer einwirkenden, zeitabhangigen Schubspannung zu einer irreversiblen
Deformation, wird von einem Newtonschen Koérper oder auch Dampfungselement gesprochen.
Im Gegensatz zum Hookeschen Korper findet die Verformung so lange statt, wie eine
Schubspannung aufrechterhalten wird. Die  Dehnungsgeschwindigkeit ¢ und
Viskositatskoeffizient n sind hierbei linear proportional zur Spannung o (Grau et al. 1983) und

kann mit Formel (1.2) beschrieben werden.

o=n-€ (1.2)

In der Realitat kann oft eine Kombination aus elastischen und viskosen Eigenschaften
beobachtet werden, die Proben besitzen also viskoelastische Eigenschaften (Essex 1969,
Pons und Fiszman 1996). Die Beschreibung der Viskoelastizitat kann durch Kombination
verschiedener rheologischer Modelle in Reihen- oder Parallelschaltung erfolgen.
Insbesondere im Lebensmittelbereich, im welchem die Viskoelastizitat als Teil der Textur ein
wichtiges Qualitatsattribut darstellt (Borwankar 1992) und somit eine Kontrolle notwendig ist,
werden Kombinationsmodelle zur Beschreibung der Viskoelastizitat angewendet (Del Nobile
et al. 2007, Mittal et al. 1993, Myhan et al. 2015, Peleg 1976b). Wird ein Hookscher Korper
und ein Newtonscher Korper parallelgeschaltet, so bilden sie einen Kelvin-Voigt-Korper
(Abbildung 1.3). Durch Addition der Teilspannungen gilt beim Kelvin-Voigt-Korper folgender

Zusammenhang (Grau et al. 1983):

o=E.e+n-¢ (1.3)

Wird ein Material, dass durch einen Kelvin-Voigt-Kérper beschrieben wird, einer Belastung
ausgesetzt, findet eine zeitabhangige, elastische Verformung des Korpers statt. Dabei ist die
maximale Verformung durch den Hookschen Anteil des Kelvin-Voigt-Kdrpers begrenzt und
stellt somit das Verhalten eines viskoelastischen Festkdrpers dar. Nach Entlastung erfolgt eine
vollstandige reversible, zeitverzogerte Rickbildung der Verformung. Dieses Verhalten u.a.
kann bei sog. Kelvin-Schdumen und Formgedachtnisschdumen bei geringer Belastung
beobachtet werden (Stevenson 2012). Wird eine Probe einer hdheren Belastung ausgesetzt,
kann es zu einer sofortigen, elastischen Verformung mit einer zeitverzégerten, irreversiblen
Verformung kommen. Dies wird insbesondere bei viskoelastischen Flissigkeiten beobachtet.
Das Verhalten lasst sich durch ein in Reihe geschalteten Hookeschen Koérper, kombiniert mit
einem Newtonschen Korper, darstellen und wird als Maxwell-Korper bezeichnet. Das
rheologische Verhalten ist durch die Spannungsrelaxation bei einer aufgebrachten, konstanten

Belastung Uber die Messdauer gekennzeichnet (Del Nobile et al. 2007, Schramm 2002).
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Des Weiteren stellten Del Nobile et al. (2007) fest, dass Lebensmittel mit einem hohen
Wassergehalt bei Stressrelaxation eine Synarese zeigen. Infolge tritt Wasser aus der Matrix
aus (Mancini et al. 1999). Fleisch und Agar-Gel zeigten dariber hinaus eine verzdgerte
Stressrelaxation sowie eine permanente Deformation, auch bei Verformungen unterhalb der
kritischen Verformung (Del Nobile et al. 2007). Die Verformung ist im Gegensatz zum Kelvin-
Voigt-Kdrper zeitabhangig irreversibel. Durch weitere Kombination der Basismodelle kénnen
komplexere Modelle zur Beschreibung des viskoelastischen Verhaltens erhalten und dienen
der Vorhersage des realen Materialverhaltens (Grau et al. 1983, Peleg 1976a). Zur
Vereinfachung wurde von Peleg (1976a) ein Universalelement auf Basis eines generalisierten
Maxwell-Kérpers, das ,Generalelement®, eingefuhrt. Durch Festlegung und Uberschreiten
kritische Kraftlimits wurden auf diese Weise das Ruheverhalten, elastische und plastische
Verformung, sowie ein Strukturbruch beschrieben (Peleg 1976a). Nachteilig in diesem Modell
wirkt sich aus, dass die Kraftlimits fur jedes Prifmaterial zuvor individuell bestimmt werden
mussen. Fur eine kaubare, weiche Arzneiform kann ein ausgepragt viskoelastisches Verhalten
erwartet werden. Durch Verwendung eines hohen Flussigkeitsanteils kann die Auspragung
der viskoelastischen Eigenschaften variieren. Zografi und Kontny (1986) schlussfolgerten,
dass ein Mindestwassergehalt notwendig ist, damit Cellulose und Puderzucker eine gute

plastische Verformbarkeit zeigten.

Dies wurde mit der Interaktion der Polymerketten untereinander in Anwesenheit von Wasser
erlautert. Wird jedoch ein kritischer Wassergehalt unterschritten, zeigt das System eine
geringere Plastizitat (Zografi und Kontny 1986). Die viskoelastische Charakterisierung der

weichen Kausttcke ist in der folgenden Arbeit beschrieben.

1.3.3 Konfokale Raman-Mikroskopie

Die Raman-Streuung ist Ausdruck des Raman-Effekts. Dieser tritt zutage, wenn Licht an einem
MolekUl oder Atom gestreut wird. Dabei wird ein Teil der Anregungsenergie auf die Materie
Ubertragen und umgewandelt. Die Raman-Streuung konnte 1928 erstmals von C. V. Raman

experimentell bestatigt werden (Raman 1928).

Wird ein Molekil mit monochromatischem Licht einer definierten Wellenlange A angeregt, kann
die Energie des anregenden Photons nach kurzfristiger Wechselwirkung eine temporare
Polarisierung im Molekil induzieren. Findet eine Anregung statt, kann die Ubertragene Energie
auf zwei Wege wieder abgegeben werden: Wird die Energie vollstandig als Photon der
Wellenlange A emittiert, liegt eine Rayleigh-Streuung vor. Das Licht wird elastisch am Molekdl
gestreut, ohne dass Energie in Warme oder Bewegung umgewandelt wird. Wird stattdessen
jedoch ein Teil der Energie des Photons auf das Molekil Ubertragen, so kann dieses nun

aufgrund des hoheren Energieniveaus Rotations- und Schwingungsbewegungen ausfihren.
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Dabei wird ein Teil des Energiebetrags in Warmeenergie umgewandelt. Diese Form der
unelastischen Streuung wird Raman-Streuung genannt. Nach Interaktion mit der Materie wird
ein Photon emittiert, dessen Frequenz f um einen molekilspezifischen Betrag reduziert
(Stokes-Raman-Streuung) oder erhoht (Anti-Stokes-Raman-Streuung) wird (Rostron et al.
2016). Dabei gilt folgender Zusammenhang zwischen Wellenlange A, Phasengeschwindigkeit

c und Frequenz f:

>
1
| O

(1.4)

Infolge der Wechselwirkung erfahrt die Wellenlange A des eingestrahlten Lichts eine
Verschiebung um wenige Nanometer. Dies wird als Raman-Verschiebung bezeichnet. Die
Raman-Streuung ist molekilcharakteristisch. Anhand der spezifischen Verschiebung der
Wellenlange AA kdénnen Komponenten eines Gemisches eindeutig anhand von
Referenzspektren identifiziert und zugeordnet werden (Rostron et al. 2016, Vaskova 2011).
Wird das Licht an chiralen Molekulen gestreut, kann nach neueren Untersuchungen ebenfalls
eine ldentifikation der Enantiomere aufgrund der Raman-optischen Aktivitdt der Molekule
erfolgen (Barron et al. 2004, Nafie 1999).

Dieses Phanomen basiert auf der Fahigkeit, die Polarisationsebene des Lichts bei Streuung
aufgrund der optischen Aktivitat marginal in Drehrichtung des Enantiomers zu verandern. Die
Detektion erfolgt als Analyse der veranderten Polarisationsebene des eingestrahlten, linear
polarisierten Lichts. Durch die hohe Molekillspezifitdt kdnnen bereits kleine Mengen eines
Stoffes, sowie komplexe Vielstoffgemische erfolgreich qualifiziert und quantifiziert werden. Die
Grundvoraussetzung zur Messung ist jedoch eine ausreichend hohe Raman-Aktivitat und
damit Polarisierbarkeit der Probe. Weist das zu untersuchende Material nur eine geringe
Raman-Aktivitat auf, kbnnen Messsysteme mit konfokalem Laserlicht verwendet werden, um
die Ausbeute der Raman-Streuung zu maximieren und unerwinschtes Streulicht zu
minimieren (Vankeirsbilck et al. 2002). Durch den Einsatz von Raumfiltern kénnen dabei
laterale Auflésung und Tiefenauflosung im unteren Mikrometerbereich realisiert werden
(Paudel et al. 2015, Vankeirsbilck et al. 2002). Durch Einsatz moderner Detektorsysteme wie
emCCD-Detektoren (electron multiplying charge-coupled device) kdnnen bereits einzelne
Photonen detektiert und die Signalstarke auf ein ausreichendes Niveau erhéht werden. Auch
wird es durch den apparativen Aufbau mdglich, kleinste Probenmengen mit einer hohen
Sensitivitdt zu messen. Wahrend das unerwlnschte Streulicht durch die hohe Konfokalitat
herausgefiltert werden kann, stellt die Fluoreszenz ein Problem in Raman-Untersuchungen
dar (Rostron et al. 2016, Vankeirsbilck et al. 2002).
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Bedingt durch die Anregung der Probe durch einen Laserstrahl kann Energie auf die Probe
Ubertragen werden und diese zur Fluoreszenz unter Emittierung von Photonen angeregt
werden. Diese werden, ahnlich wie die Raman-Streuung, sensitiv vom Messsystem erfasst
und stellen eine StoérgroRRe dar. Insbesondere bei der Konzeption von Experimenten muss dies

bedacht werden.

Im Laufe des letzten Jahrhunderts wurden viele verschiedene Messtechniken auf Basis der
Raman-Spektroskopie entwickelt. Dabei kdnnen sowohl Feststoffe, Flissigkeiten, Gase und
halbfeste Zubereitungen vollstandig ohne oder mit nur geringer Probenvorbereitung
vermessen werden. Durch den Einbau der Messsonde unmittelbar in den
Herstellungsprozess, beispielsweise als PAT-Werkzeug (process analytical technology), kann
das Produkt bereits wahrend der Herstellung analysiert werden (Harting 2019). Dartber hinaus
findet die Raman-Spektroskopie eine breite Anwendung in der Analytik. In Kopplung mit
optischen Messsystemen kann neben einer Identifikation auch eine optische Verfolgung der
Probe erfolgen. Dazu wurden Mikroskopiesysteme mit verschiedenen monochromatischen
Lasern ausgestattet, die eine Anregung zur Raman-Streuung in verschiedenen Wellenlangen
ermoglichten. Zeitgleich kann die Probe optisch beurteilt werden. Je nach verwendeter
Software konnen die betrachteten Bildausschnitte mit den zugehdrigen Raman-Spektren

Uberlagert werden und so eine bessere Interpretation der Ergebnisse geben.

Veranderungen der Probe wahrend der Experimentdauer kdnnen anhand von
Verschiebungen der Raman-Spektren, sowie durch Zunahme der Intensitaten in
charakteristischen Banden erfasst werden (Yadav et al. 2014). Durch Detektion der relativen
Anderung der Zusammensetzung der Probe Uber die Zeit kdnnen Prozesse ebenfalls kinetisch

mittels Raman-Spektroskopie nachverfolgt werden.

1.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Wird ein Molekll mit einem Photon angeregt, so kann es passieren, dass nicht nur Raman-
Streuung, sondern auch Fluoreszenz beobachtet werden kann (Kapitel 1.3.3). Im Gegensatz
zur Raman-Streuung wird zunachst ein Photon durch das Fluorophor absorbiert und ein
Elektron innerhalb von Femtosekunden in ein hdheres, energiereicheres Molekulorbital
gehoben. Durch das héhere Energieniveau gerat das Molekul in Schwingung. Ein geringer Teil
der Energie wird infolge in Bewegungs- und Warmeenergie umgewandelt. Nach kurzer Zeit,
meist wenige Nanosekunden spater, wird die verbleibende Energie in Form eines Photons
geringerer Wellenlange emittiert. Das Molekul gelangt in den Grundzustand zurtick (Lichtman
und Conchello 2005). Aufgrund der Natur der Fluoreszenz sind besonders aromatische
Molektlle, sowie Molekile mit grofen, delokalisieren Ttr-Elektronensystemen fluorogen
(Williams und Bridges 1964).
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Wird das m-Elektronensystem mit funktionellen Gruppen versehen, kann die Fluoreszenz
modifiziert werden (Lichtman und Conchello 2005). So fiihrt das primare aromatische Amin
eines Anilins im Vergleich zu Benzen zur Rotverschiebung der Fluoreszenz, wahrend die
Nitrogruppe eines Nitrobenzens das Elektronensystem schwacht, sodass keine Fluoreszenz

nachweisbar ist (Williams und Bridges 1964).

Viele Bestandteile biologischer Proben kénnen mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen eingefarbt
werden. Wird die eingefarbte Probe unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und zur
Fluoreszenz angeregt, lasst sich die Verteilung des Farbstoffs innerhalb der Probe beurteilen.
Dies gibt als Ist-Zustand einen Aufschluss Uber die aktuelle Lage der betrachteten
Zellbestandteile. Auch dynamische Prozesse sind mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie
zuganglich. Die Fluiditat und Viskositat einer Zellmembran Iasst sich beispielsweise in einem
FRAP-Experiment (fast recovery after photobleaching) untersuchen. Hierzu werden die
Membran oder membranassoziierte Bestandteile zunachst eingefarbt und einer hohen
Laserintensitat mit Wellenlange nahe der Anregungswellenldnge ausgesetzt. Durch den
hohen Energieeintrag werden die Fluorophore zerstort und die Fluoreszenz geldscht.

AnschlieRend wird die Erholungsrate der Fluoreszenz Uber die Zeit verfolgt.

Als Grundprinzip dient die Diffusion des Farbstoffs aus den umliegenden Bereichen in den
zuvor gebleichten Bereich. Je hdher die Viskositat der Zellmembran ist, desto langer bendtigt
die Membran zur vollstandigen Fluoreszenzerholung (Braga et al. 2004, Goodwin und
Kenworthy 2005, Klonis et al. 2002). Diese Technik findet auch Anwendung in der
Untersuchung von Bindungsreaktionen. Sprague et al. gelang die Formulierung eines
mathematischen Modells zur Analyse von Bindungsreaktionen in murinen Adenokarzinom-
Zellen anhand von FRAP-Experimenten (Sprague et al. 2004). Einen weiteren Ansatz
verfolgten Levitt et al. in der Untersuchung des Zelllumens. Nach Anfarben des
Intrazellularraums mit dem Fluoreszenzfarbstoff Nilrot konnte eine Polaritdtsanderung als
Anderung der Emissionswellenlange (iber die Zeit nachgewiesen werden (Levitt et al. 2015).
Nicht nur biologische Proben lassen sich in der Fluoreszenzmikroskopie untersuchen. Kim et
al. (2020) gelang die kinetische Nachverfolgung der Adsorption von Fluoreszenzfarbstoffen an
metallorganische Netzwerke. Experimente zur Wirkstofffreisetzung aus verschiedenen
pharmazeutischen Systemen unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie zeigen die
erfolgreiche Anwendung in pharmazeutisch-technologischen Fragestellungen schon zum
Zeitpunkt der Formulierungsentwicklung (Deschout et al. 2014). Auch kinetische
Untersuchungen zur Gelbildung von Chitosan durch aggregationsinduzierte Emission unter
Verwendung eines neuartigen Fluorogens konnte durch die Fluoreszenzmikroskopie

visualisiert werden (Wang et al. 2016).
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2 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung einer bestehenden Formulierung zur Herstellung
einer weichen Kauarzneiform far Hunde durch Zweischnecken-Feuchtextrusion
(Kanikanti et al. 2017). Hierbei soll eine rationale Auswahl der Hilfsstoffe mit Hinblick auf den
Verwendungszweck getroffen werden. Im Anschluss soll der Herstellungsprozess unter

Einhaltung aller zuvor definierten Qualitadtsmerkmale erfolgen.

In einer vorausgegangenen Arbeit wurde eine wasserhaltige, weiche Kauarzneiform mittels
Zweischnecken-Feuchtextrusion erstmalig entwickelt und hergestellt (Kanikanti et al. 2017).
Diese Kauarzneiform besitzt eine fur Hunde hohe Schmackhaftigkeit, insbesondere bedingt
durch eine angenehme Textur. Auf dieser Formulierung basierend soll eine Weiterentwicklung
der Formulierung erfolgen, welche eine grofitmdgliche physikalische Stabilitat aufweist und
somit lange schmackhaft bleibt. Des Weiteren soll eine ausreichende mikrobielle Stabilitat
ohne Einsatz von Konservierungsmitteln gegeben sein. Im Anschluss soll die optimierte
Arzneiform ausfuhrlich charakterisiert werden. Zur Bewertung der Arzneiform in Bezug auf
aktuelle Marktprodukte soll ein Vergleich der optimierten Arzneiform mit Konkurrenzprodukten

durchgefiihrt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Erarbeitung von Spezifikationen zur Qualitatskontrolle
der optimierten Arzneiform. Bisher weisen die internationalen Arzneiblcher keine
Monographie auf, die eine derartige Arzneiform beschreibt. Basierend auf dem Konzept zur
rationalen Arzneimittelentwicklung, Quality by Design (QbD), soll zunachst eine Risikoanalyse
durchgefuhrt und kritische Qualitatsattribute (CQAs) identifiziert werden. Anhand der
Ergebnisse sollen schlieRlich Spezifikationen festgelegt werden, die eine hohe Qualitat des

Arzneimittels gewahrleisten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Schaffung eines umfassenden Grundlagen-
verstandnisses fur die hergestellte Arzneiform. Dabei soll die weiche Struktur der Kaustlcke
naher untersucht werden. Von besonderem Interesse ist die Analyse der Kohasion, welche
auf der Verwendung eines begrenzt quellbaren Hilfsstoffs und einer binaren Quellflissigkeit
basiert. Die Kinetik der Quellung soll dariiber hinaus mit einer geeigneten Methode untersucht

werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Formulierungsoptimierung einer weichen
Kauarzneiform

3.1.1  Einleitung

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit stellt eine Erfindung von Stomberg zur Herstellung
einer weichen Kauarzneiform fur Hunde dar (Kanikanti et al. 2017). Stomberg fand heraus,
dass es mittels Extrusion moglich war, ein kontinuierlich hergestelltes Produkt zu erhalten, das
zuvor festgelegten Qualitdtsansprichen gerecht wurde. Die Erfindung stellte eine
Weiterentwicklung bisher entwickelter Tierarzneiformen dar, welche auf Basis von Starke oder
Starkederivaten hergestellt wurden (EMA 2021, Huron und Cady 2006, Isele 2013, Kanikanti
et al. 2017). Ein Beispiel einer starkehaltigen Tierarzneiform ist Milbemax fur kleine Hunde: Im
Jahr 2004 reichte Novartis AG das Patent zur Herstellung einer neuartigen Tierarzneiform
durch Feuchtextrusion, Milbemax fur kleine Hunde, ein (Isele 2013). Die Basis der Arzneiform
bilden Wasser und Glycerol, sowie partiell vorverkleisterte Starke. Als besonders wichtig wird
dabei die Herstellung bei maximal 40 °C, bevorzugt zwischen 5 °C und 10 °C, angegeben.
AnschlieRend wurden die Extrudate zur Aushartung 24 h bei Raumtemperatur und 60 %
relativer Feuchte gelagert. Die auf diese Weise hergestellten Produkte weisen eine geringe
Restfeuchte auf, um StabilitdtseinbuRen des fertigen Produkts wahrend der Lagerzeit zu
reduzieren. Ein kritischer Nachteil starkebasierter Arzneiformen stellt die Retrogradation dar.
Dabei bezeichnet Retrogradation folgenden Prozess: native Starke ist im Wesentlichen aus
Amylose und Amylopektin aufgebaut. Dabei handelt es sich um lI6sliche a-1,4-linear-
verknupfte (Amylose), sowie unldsliche a-1,4- und a-1,6-verzweigt-verknipfte D-Glucose
(Amylopektin).  Wird nun Starke in Wasser suspendiert und oberhalb der
Verkleisterungstemperatur erwarmt, quillt Starke unter Wasseraufnahme auf. Dabei werden
Wasserstoffbriicken zwischen Amylose und Amylopektin aufgebrochen und neue
Wasserstoffbriicken, u.a. zu Wasser, entstehen. Infolgedessen werden Amylose- und
Amylopektin-Ketten hydratisiert. Es entsteht eine viskose Suspension. Wird diese
anschlie®end abgekihlt, folgt eine Neuanordnung der Polymerketten. Dabei ordnen sich
zunadchst Amylose-Ketten aneinander an und rekristallisieren, gefolgt von einer verlangsamten
Rekristallisation von Amylopektin (Wang et al. 2015). Zuvor Uber Wasserstoffbricken
gebundenes Wasser, sowie Kristallisationswarme werden an die Umgebung abgegeben.
Findet die Retrogradation in Gegenwart von thermosensitiven Arznei- oder Hilfsstoffen statt,
z.B. amorphen, festen Systemen, kann eine Rekristallisation dieser induziert werden und die
Stabilitdt mindern. Durch Rekristallisation der Starkebestandteile erhdht sich der Widerstand

gegen Verformung, sodass es zu einer Versteifung des Produkts fuhrt.
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Dieser Prozess ist u.a. bekannt fiur das Altbackenwerden von Teigwaren (Gray und Bemiller
2003). Das durch die Retrogradation ausgetretene Wasser steht nun als freies Wasser flr
Interaktionen mit weiteren Bestandteilen zur Verfligung. Wird ein starkehaltiges Arzneimittel
insbesondere zur oralen Anwendung bei Hunden angewendet, kann das Produkt infolge der
beschriebenen physikalischen Veranderung unattraktiver fir das Tier werden (Thombre 2004).
Im Vergleich hierzu verwendete Stomberg (2015) eine starkefreie Pulverformulierung, welche
im Extrusionsprozess zunachst mit Wasser als Vorquellflissigkeit, danach mit Glycerol als
Quellflussigkeit versetzt wurde. Als alternative Entwicklung wurde eine Hyaluronsaure-L6sung
statt Wasser verwendet. Die Extrusion ergab ein schnell zerfallendes Kaustick von

ausreichender Harte und charakteristischer Textur.

Ziel dieses Kapitels ist eine weiterflihrende Optimierung der Formulierung, welche auch Gber
eine lange Haltbarkeitsdauer keine QualitatseinbuRen zeigt und kostenglnstiger in der
Herstellung ist. Zuerst sollten CQA erganzend zu den Qualitatsattributen definiert werden, die
Stomberg bereits in der Entwicklung der Ausgangsformulierung getroffen hatte und
mafgeblich das Produkt beeinflussten konnten. AnschlieRend stellte sich die Frage, wie die
Formulierung hinsichtlich der Kosteneffizienz verbessert werden kann. Als weiterer Aspekt der
Optimierung sollte eine robuste Formulierung gefunden werden, die eine hohe physikalische

Stabilitat Uber die Haltbarkeitsdauer aufweist.

3.1.2 Kiritische Qualitatsattribute

Damit die bestehende Formulierung der weichen Kauarzneiform optimiert werden konnte,
mussten zunachst Eigenschaften definiert werden, deren Einhaltung die hohe Akzeptanz, aber
auch die pharmazeutische Performance Uber die Lagerzeit gewahrleisten. Besondere
Berlcksichtigung fanden hierbei die Anforderungen einerseits an Akzeptanz der Hunde und
Tierbesitzer gleichermalen, sowie qualitative Anforderungen an eine schnell freisetzende
Arzneiform zur oralen Anwendung. Dabei war eine Unterteilung in sensorische Qualitat und

Arzneimittelqualitat moglich.

Als Voraussetzung fir eine hohe Akzeptanz zur Applikation an Hunden galt die sensorische
Qualitat, bezeichnet als Schmackhaftigkeit. Diese wurde reprasentiert als angenehme Textur
und Geruch (Ahmed und Kasraian 2002, Stomberg 2015, Thombre 2004). Das Aussehen stellt
fir Hunde hingegen ein untergeordnetes Kriterium dar (Vinassa et al. 2020). Als Surrogat fur
die Textur wurde vorrangig die Harte der Arzneiform festgelegt (Kapitel 5.2.4.1). Sie stellte
eine leicht zu messende GroRRe dar, welche Aufschluss Uber die physikalischen Eigenschaften
der Probe gab. Innerhalb der Grenzen von 3-10 N wurde die Formulierung als akzeptabel
angesehen (Stomberg 2015). Oberhalb von 3 N waren Kaustlicke ausreichend robust, um in

gleichmaRige Stucke geschnitten und ohne Deformation transportiert und verpackt zu werden.
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Kam es durch die Formulierung, den Prozess oder wahrend der Lagerung zu einem
unkontrollierten Hartezuwachs, konnte eine hohe Akzeptanz der Hunde, bzw. der Tierbesitzer
fur die Arzneiform nicht mehr vorausgesetzt werden. Qualitatseinbul3en sind die Folge. Somit
war der Erhalt der Harte innerhalb der Grenzwerte Uber die Haltbarkeitsdauer maf3geblich fir
die sensorische Qualitdt. Die Harte wurde damit als ein kritisches Qualitatsmerkmal der
Formulierung definiert. Ein angenehmer Geruch sowie eine hohe Schmackhaftigkeit wurden
durch die Verwendung von Schweineleberpulver (PLP) vorausgesetzt und im Folgenden nicht

naher in Tierakzeptanzstudien untersucht (Ahmed und Kasraian 2002).

Neben Akzeptanz und Textureigenschaften wurden auch CQA aus pharmazeutischen
Gesichtspunkten definiert. Hierbei war es besonders wichtig, dass die Kauarzneiform, sofern
sie bei der Applikation als Ganzes verschlungen wird, eine ausreichend geringe Zerfallszeit
und angemessene Freisetzungskinetik aufweist. Aufgrund fehlender Monographie im
Ph. Eur. 10 fur weiche Kauarzneiformen fir Hunde, mussten alternative Grenzen flr die
Arzneimittelqualitat definiert werden. Die CQA flUr die vorliegende Arzneiform wurden daher
wie folgt definiert und begrindet: Damit die Kriterien fir einen schnellen Zerfall erfullt werden
konnten, wurden die weichen Kausticke mit einer Filmtablette gleichgesetzt und die
Zerfallszeit auf maximal 30 min limitiert (FDA 2018, Ph. Eur. 2019). Unter Beachtung der
physiologischen Beschaffenheit des GIT (Kapitel 1.1.2) von Hunden war innerhalb dieser
Zeitspanne ein ausreichend schneller Zerfall gegeben, um den Arzneistoff zur vollstandigen
Resorption aus der Arzneiform freisetzen zu kénnen. Sutton untersuchte die Verweil- und
Transitzeit von Arzneiformen in Hunden und Katzen und verglichen sie anschlieend mit jenen
in Menschen (Sutton 2004). Fir eine erosive Arzneiform wurde eine MTZ im Hund von < 15
min bis 4 h festgestellt. Sako et al. (1996) zeigten fir eine freisetzungsveranderte Arzneiform
mithilfe von Absorptionsprofilen und nachfolgender Nekroskopie, dass die mittlere Magen-
Darm-Transitzeit bis Wiederfindung im Kolon in fastenden Hunden 2 — 3 h betrug. Innerhalb
einer maximalen Zeitspanne von bis zu 4 h musste die Arzneiform entsprechend zerfallen und
der Arzneistoff freigesetzt und resorbiert worden sein. Mit einer Zerfallszeit von 30 min ist ein

ausreichend rascher Zerfall gegeben.

Die Verweilzeit hangt jedoch nicht ausschlieBlich von der verwendeten Arzneiform, sondern
auch vom Fullgrad des Magens ab. Wurde einem Hund im nlchternen Zustand eine Dosis
eines Arzneimittels verabreicht, zeigte die Arzneiform eine tendenziell kirzere, bei zuvor
gefltterten Hunden eine langere Transitzeit (Thombre 2004). Die absolute GITZ hingegen
kann von der Einnahme bis zum Ausscheiden einer nicht-erosiven Arzneiform im Hund bis zu
26,7 £ 12,1 h betragen (Sutton 2004). Neben der Transitzeit besitzt der Futterungsstatus einen
Einfluss auf die Arzneimittelresorption. Wird ein schwerldslicher Arzneistoff, beispielsweise
Praziquantel, verabreicht, wirden die Futtereffekte die Ld&slichkeit und Absorption des

Arzneistoffs, durch Gallensalze und Fette bedingt, beglinstigen (Sutton 2004).
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Unter Berlcksichtigung der hohen Variabilitdt der Verweilzeiten im Hund konnte von einer
vollstandigen Resorption des Wirkstoffs nur ausgegangen werden, wenn die Freisetzung des
Wirkstoffs innerhalb von 12 h erfolgte. Die maximale Freisetzungsdauer tmax wurde daher auf

< 12 h festgesetzt.

In der Formulierungsentwicklung sollte ganzlich auf Konservierungsmittel verzichtet werden.
Dadurch wurde es notwendig, eine ausreichende mikrobielle Stabilitdt der weichen
Kauarzneiform durch andere MalRnahmen sicherzustellen und Uber die Lagerzeit zu
Uberwachen. Nach den Vorgaben des Ph. Eur. ist die mikrobielle Stabilitat gegeben, wenn die
Wasseraktivitat aw < 0,6 liegt (Ph. Eur. 2019). Als CQA wurde somit, neben der Textur und der

Zerfallszeit, die Wasseraktivitat festgelegt.

In den folgenden Untersuchungen (Kapitel 3.1.3) wurde zunachst ausschlielilich die Harte als
primares Qualitatsziel untersucht. Ohne ausreichende Harte nach der Herstellung wirde der
Prozess zusatzliche Trocknungs- oder ,Curing“-Schritte benétigen, die zusatzlich zum
eigentlichen Extrusionsprozess ausgefihrt werden missen. Diese Erweiterung des
Herstellungsprozesses war in der vorliegenden Arbeit nicht vorgesehen, weshalb die Harte als

wichtigstes CQA fiir eine erfolgreiche Herstellung angesehen wurde.
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3.1.3 Feuchtextrusion

Ausgangspunkt der Formulierungsoptimierung bildete zunachst die bereits 2015 von
Stomberg durchgefihrte Formulierungsentwicklung (Stomberg 2015). Aus ihr gingen zwei
Formulierungen a) und b) hervor (Tabelle 3.1). Im Rahmen der Optimierung wurde zunachst
die Wirtschaftlichkeit, respektive Kosteneffizienz bewertet. Dazu wurde der Einfluss von
Hyaluronsaure auf das CQA Harte untersucht (Kapitel 3.1.2). Stomberg zufolge flhrte die
Verwendung von Hyaluronsaure zur Herstellung der weichen Kaustlcke nicht zu einer
signifikanten Verbesserung (a = 0,05) der Harte. Mit etwa 14,4 €/mg stellte fraktionierte
Hyaluronséure (M = 30-50 kDa) jedoch einen hohen Kostenpunkt dar (Sigma Aldrich 2022).
Des Weiteren muss Hyaluronsaure bei 2 — 8 °C gelagert werden, was zu einer erheblichen
Kostensteigerung aufgrund der notwendigen Kuhlung flhrt. Um einen Zusatznutzen der
Hyaluronsaure in Bezug zur optimierten Formulierung festzustellen, wurde Formulierung b) mit

und ohne Hyaluronsaure extrudiert.

Tabelle 3.1 Formulierungen zur Feuchtextrusion nach Stomberg (2015): a) mit Hyaluronsaure, b)
optimiert mit dem Porenbildner PEG 3350. Angegeben sind die Anteile an der Gesamtformulierung
(X-CMC-Na = Croscarmellose-Natrium, DCP = Dicalciumphosphat).

a) % b) %
Praziquantel 3,95 Praziquantel 3,59
PLP 11,51 PLP 10,46
X-CMC-Na 8,22 X-CMC-Na 7,47
Mannitol 23,01 Mannitol 20,92
DCP 4,60 DCP 4,18
Glycerol 25,64 Glycerol 25,64
Hyaluronsaure 0,01 PEG 3350 4,66
Wasser 23,07 Wasser 23,07

Die Extrusionen wurden unter gleichen Bedingungen, an demselben Tag nacheinander
durchgefuhrt (Kapitel 5.2.2.1). Aus den Angaben aus Tabelle 3.1 ergab sich eine
Wasserdosierrate von 4,5 g/min. Mit den verwendeten Prozessparametern konnte kein
formstabiles Extrudat hergestellt werden. Stattdessen war der Extrudatstrang so weich,
sodass die Wasserdosierrate gesenkt werden musste. Sobald eine ausreichend niedrige
Dosierrate erreicht war und der Extrudatstrang eine ausreichende Harte aufwies um formstabil
zu sein, konnten im Prozessgleichgewicht Proben des Extrudatstrangs enthommen werden.
Wurde eine geringere Dosierrate als 2,89 g/min eingestellt, wurde der Extrudatstrang zu fest

und fuhrte zur Blockierung der Disenplatte.
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Anschlielend wurde die Dosierung von Wasser durch eine wassrige Hyaluronsaure-Lésung
mit 1 mg/17,5g Hylauronsaure zu Wasser ersetzt. Nach ca. 180 s wurde das
Prozessgleichgewicht erneut erreicht und Proben Hyaluronsaure-haltiger Extrudate

genommen.

—=—289 —v—2,89HA —e—39 ——39HA —— 433

Harte (N)

L1

20 30 40 50
Lagerzeit (d)

Abbildung 3.1 Harteprofil der Kaustiicke ohne und mit Hyaluronsaure (HA) Uber die Lagerzeit. Die
verwendeten Dosierraten flir Wasser oder Hyaluronsdure-Loésung betrugen 2,89 g/min,
3,9 g/min, oder 4,33 g/min. MW +s,n=3 (t=0,1,12und 46)odern=6 (t=1, 3, 5, 7).

Far alle Extrudate wurde eine schnelle Zunahme der Harte insbesondere innerhalb der ersten
5 Tage festgestellt (Abbildung 3.1). Ab dem 12. Tag verliefen die Harteprofile asymptotisch in
ein spezifisches Plateau. Eine Ausnahme bildeten Extrudate, welche mit 4,33 g/min extrudiert
wurden. Diese zeigten eine langsame, aber konstante Zunahme der Harte uber die
Messdauer.

Die héchsten Harten lieferten Formulierungen mit der niedrigsten Dosierrate von 2,89 g/min
mit > 4 N, die niedrigste Harten zeigten Kaustliicke mit der héchsten Dosierrate von 4,33 g/min
mit ca. 1,5 N (Abbildung 3.1). Héhere Dosierraten konnten nicht realisiert werden, da die aus
der Extrusion resultierenden Kaustlcke zu weich waren. Mit Verringerung der Dosierrate
wurden hartere Kaustlcke erhalten. Dabei konnte ein exponentieller Zusammenhang
zwischen der Harte und Wasserdosierrate nachgewiesen werden (Abbildung 3.2). Eine gute

Korrelation der Messwerte mit dem Exponential-Fit konnte erzielt werden (R = 0,9952).
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Abbildung 3.2 Exponential-Fit der Harte gegen die Wasserdosierrate in der Formulierungsentwicklung
weicher Kaustiicke mit (V) und ohne Hyaluronsaure (m); n = 30 (V¥ 3,9), bzw. n = 33; MW £ s.

Hyaluronsdure-haltige Kaustlicke zeigten fir eine niedrige Hyaluronsdure-Dosierrate
ausschlief3lich an Tag 1 (p = 0,004), Tag 3 (p = 0,005) und Tag 5 (p = 0,009), sowie flr eine
mittlere Dosierrate von 3,9 g/min an den Tagen 1 (p = 0,024) und 5 (p = 0,002) signifikant
niedrigere Harten im Vergleich zu Extrudaten ohne Hyaluronsaure. Die Harteprofile der
Hyaluronsaure-haltigen und —freien Kaustlicke verliefen kongruent Uber den Testzeitraum.
Aus den Ergebnissen wurde geschlussfolgert, dass Hyaluronsaure keinen relevanten Einfluss
auf die Harte der Kaustlcke Uber die Haltbarkeitsdauer besafl’. Aufgrund der hohen
Einsatzkosten und des geringen Effekts wurde in der folgenden Arbeit auf Hyaluronsaure in

der Extrusion verzichtet.

Anhand der Extrusionsergebnisse konnte experimentell nachgewiesen werden, dass die Harte
exponentiell durch den Wassergehalt beeinflusst wurde (Abbildung 3.2). Dabei ndherte sich
die Harte mit zunehmender Wasserdosierrate asymptotisch einem Grenzwert von <1 N an.
Die Extrudate erfullten damit nicht mehr die festgelegten Kriterien fir Harte. Fir nachfolgende
Untersuchungen wurde infolgedessen eine Wasserdosierung < 3 g/min angestrebt, um eine

ausreichende Harte bereits zum Zeitpunkt der Herstellung zu gewahrleisten.

Aufgrund der Ahnlichkeit mit dem neu auf den Markt eingefiihrten Produkt Bravecto der Firma
Merck Sharp & Dohme wurde die Formulierung aus patentrechtlichen Grinden adaptiert.
Bravecto stellt eine starkebasierte Kauarzneiform der zweiten Generation dar. Wahrend bei
Kauarzneiformen der ersten Generation Fleisch und Fleischprodukte die Ausgangsbasis
bildeten, zeigen Darreichungsformen der zweiten Generation stattdessen eine starkehaltige
Basis (Stomberg 2015). Neben Maisstarke und Schweineleberaroma sind unter anderem auch
Glycerol, Sojabohnendl und PEG 3350 enthalten (EMA 2021).
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Zur Herstellung wird zunachst ein Tragermaterial mit einer Arzneistofflésung impragniert und
getrocknet. AnschlielRend werden die Ubrigen Pulverbestandteile und der impragnierte Trager
gemischt. Die vereinigte Pulvermischung wird anschlieRend mit den flissigen Komponenten
vermischt und ausreichend lang geknetet, sodass eine homogene Masse entsteht. Zur
Formgebung wird im letzten Schritt PEG unterschiedlicher relativer Molekllmassen, z.B. 3350
oder 8000, geschmolzen und unter die feuchte Masse geknetet. AnschlieRend wird der Teig

in runde, tablettenahnliche Formen eingebracht und erstarren gelassen (Freehauf et al. 2013).

PEG findet als hydrophiles Polymer in vielen Arzneiformen Anwendung, u.a. als Formgeber,
Viskositatserhéher oder Porenbildner. Mit zunehmender Molekulgrole nimmt dabei die
Ldslichkeit in Wasser ab. Diese Fahigkeit wird gezielt bei kurzkettigen PEGs verwendet, um
die Zerfallszeit durch Einstrom von Wasser in die Arzneiform zu férdern (Liew et al. 2014). Es
findet dabei Verwendung in einer Vielzahl an Arzneimitteln zur oralen Anwendung, sowie
Tierarzneimitteln (D’souza und Shegokar 2016, EMA 2021). Als mdglicher Ersatz fur PEG soll
ein Hilfsstoff gefunden werden, der neben einer hohen Wasserldslichkeit, auch eine schnelle
Zerfallszeit begunstigt. Aus der grof3en Anzahl hydrophiler Polymere wurden zwei Alternativen
ausgesucht: Povidon und HPC. Mit Povidon und HPC fiel die Entscheidung auf zwei generell
als sicher klassifizierte Hilfsstoffe. Sie zeichnen sich durch eine gute Wasserl6slichkeit aus
und werden somit zligig aus einer Matrix herausgeldst. Die zurtickbleibenden Poren férdern
den Wassereinstrom, sodass ein schneller Zerfall, ahnlich PEG, geférdert wird. HPC weist
dariber hinaus einen Docht-Effekt auf (Ozeki et al. 2003). Sobald HPC mit Wasser in Kontakt
kommt, werden Wassermolekile entlang des PolymergerUsts ins Innere des Formkdrpers

geleitet und unterstitzt durch Quellung den Zerfall bilateral.

Durch die notwendig gewordene Formulierungsanpassung wurde auch die
Ausgangsformulierung dieser Arbeit neu evaluiert. Ziel war die Minimierung der Anzahl von
Bestandteilen, um eine einfachere Formulierung zu erhalten. Je komplexer eine Formulierung
ist, desto schwieriger ist es, den Einfluss der Bestandteile auf die Gesamtformulierung zu
erfassen. Allen Bestandteilen wurde eine Funktion zugeordnet. AnschlieRend wurden
Hilfsstoffe zu Gruppen mit ahnlichen Funktionen zusammengefasst. Fur jede Gruppe wurde
letztlich ein verbleibender Hilfsstoff ausgewahlt und alle Gbrigen dieser Gruppe qualitativ
ersetzt. Als Formulierungsziel galt dabei die Extrusion einer kohasiven Arzneiform, deren

Texturparameter als Surrogat mit den zuvor definierten CQA (Kapitel 3.1.2) Gbereinstimmte.

Sowohl DCP, als auch Mannitol wurden als Bindemittel, bzw. Fullstoff identifiziert. DCP ist ein
haufig zur Direkttablettierung verwendeter anorganischer Hilfsstoff. Als Trockenbindemittel
fuhrt es zu Tabletten mit ausreichender Harte. In der Zweischnecken-Feuchtextrusion wird es

daruber hinaus als Fullstoff in Kombination mit mikrokristalliner Cellulose (MCC) eingesetzt.
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Durch seine sehr geringe Wasserl6slichkeit kénnen Interaktionen mit Arzneistoffen oder
weiteren Formulierungsbestandteilen ausgeschlossen werden. In der vorliegenden
Formulierung wurden 3,26 % verwendet und nahm damit einen marginalen Anteil ein. Eine
ahnliche Funktion wurde auch fur Mannitol bestimmt: ebenso wie DCP lassen sich die

kommerziell erhaltlichen Typen 3- und d-Mannitol direkttablettieren.

Daruber hinaus findet Mannitol ebenso in der Zweischnecken-Granulation als Binde- und
Fallmittel Verwendung. Wird es gemeinsam mit MCC granuliert, reduziert es den Verlust der
Kompaktierbarkeit von MCC durch Feuchtgranulation. Mannitol ist gegentber DCP leicht
wasserldslich mit einer Loéslichkeit von 213,9 g/L bei 25°C (Findlay 1902) und einem
angenehm stfRen Geschmack. Dies wird in Tierarzneimittel gezielt genutzt, um bittere oder
unangenehm schmeckende Arzneistoffe zu maskieren und so die Attraktivitdt der oralen
Arzneiform zu erhéhen. Durch den hohen Anteil in der Ausgangsformulierung (Tabelle 3.1)
konnte von einer additiven Geschmacksmaskierung zum PLP ausgegangen werden. DCP
hingegen wies keinen Zusatznutzen auf und wurde deshalb in der Formulierung vollstandig

durch Mannitol ersetzt.

Als Alternative zu PEG 3350 wurden zwei hydrophile Polymere ausgewahlt: Povidon K30
(PVP K30) und Hydroxypropylcellulose (HPC). Der Einfluss von PVP K30 und HPC auf das
CQA Harte als Zielgrofde wurde in einem Versuchsplan untersucht (Kapitel 5.2.2.2). Dazu
wurden die resultierenden Pulvermischungen feuchtextrudiert (Kapitel 5.2.2.1). Zur Erganzung
des Formulierungsscreenings wurde zusatzlich der Zerfallhilfsstoff X-CMC-Na in weiteren

Versuchen durch Crospovidon (XPVP) ersetzt.

Tabelle 3.2 Dosierraten zur Extrusion in der Formulierungsanpassung. Angabe der Harte als
MW £ s (n = 3).

Pulver Glycerol Wasser Harte
Formulierung (g/min) % (g/min) % (g/min) % L/S (N)
a (K30) 10 51,6 6,5 33,5 2,89 14,9 | 0,41 51+0,1
b (HPC) 10 41,1 10 41,1 4,33 17,8 | 0,78 1,7+0,1
c (K30_XPVP) 10 65,6 4 26,3 1,24 8,1 0,30 7,6+0,1
d (HPC_XPVP) 10 55,3 6 33,2 2,07 11,5 | 0,67 3,1+0,2

Da die Extrusionen mit neuen Hilfsstoffkombinationen durchgefuhrt wurden, mussten zunachst
Einstellungen ermittelt werden, mit denen feste Kaustlcke erhalten wurden. Ausgehend von

10 g/min Glycerol- und 5 g/min Wasser-Dosierrate wurde die Extrusion begonnen.
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Hierbei entstand zunachst eine viskose, braune Suspension. Durch sukzessive Anpassung
der Glycerol- und Wasser-Dosierung wurde ein koharentes Extrudat erhalten. Wies das
Extrudat nach Gleichgewichtseinstellung eine rissige Oberflache (Abbildung 3.3, A) auf, wurde
die Flussigkeitsdosierung erhoht. War der Extrudatstrang hingegen zu weich (Abbildung

3.3, B), wurde die Flussigkeitsdosierung verringert.

Abbildung 3.3  Extrusionen mit unterschiedlichen  Flissigkeitsdosierungen in  der
Formulierungsentwicklung; zu geringe Flissigkeitsdosierung (A), zu hohe Flussigkeitsdosierung (B)
und empirisch optimierte Flissigkeitsdosierung (C).

Anschlielend erfolgte die Anpassung der Dosierraten, bis haptisch und optisch das beste
Ergebnis erzielt wurde. Das Ziel war eine Formulierung mit ausreichender Kohasion bei einem
ansprechenden Erscheinungsbild (Abbildung 3.3, C). Die zur Extrusion verwendeten
Dosierraten sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Eine Ubersicht der Produkte ist in Abbildung 3.4
gegeben.

a (K30)

b (HPC)

¢ (K30_XPVP)

d (HPC_XPVP)

Abbildung 3.4 Extrudate der Formulierungsoptimierung. Anpassung der AbbildungsgréRe an den
Mafstab erfolgte manuell.
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Formulierung a (K30) lieferte optisch ansprechende, homogene Extrudate. Sie wiesen eine
ausreichende Festigkeit auf, um gesammelt zu werden und brachen auch beim Beugen nicht.
Mit hohen Flussigkeitsanteilen waren die Kaustiicke klebrig, jedoch konnte die Klebrigkeit
durch Verringerung des L/S gemindert werden. Dartber hinaus konnten schnell Einstellungen

gefunden werden, die eine Extrusion ermdglichten.

Insgesamt wies die Formulierung eine hohe Flexibilitdt in Bezug auf die
Flissigkeitsdosierungen und L/S auf. Sie konnte innerhalb eines L/S-Bereichs von 0,94 und
1,08 mit einem Glycerolanteil zwischen 60 % und 69 % in der Flussigkeitsphase bei konstanter
Pulver- und Glyceroldosierrate extrudiert werden. Wurde stattdessen Formulierung ¢ (HPC)
verwendet, konnten nur unter erheblichen Aufwand Prozessparameter gefunden werden,
unter denen die Extrusion moglich war. Im Vergleich zu den tbrigen Formulierungen konnte

die FlUssigkeitsdosierung nach Beginn der Extrusion nur geringfligig gesenkt werden.

Dadurch entstanden weiche, schnell reiRende Extrudate, die sich beim Aufnehmen kriimelig
anfihlten. Sie wiesen eine raue Oberflache, sowie an der Langsseite eine tannenbaumartige
Struktur auf, eine sogenannte Haifischhaut. Wurde die Flussigkeitsdosierung dennoch
gesenkt, verschlechterte sich die Oberflache unter Bildung einer stark brichigen
Oberflachenstruktur. Spontan kam es zum Spalten des Extrudatstrangs. Eine Extrusion war

nur in einem schmalen Parameterbereich moglich.

Die Kombination aus HPC und XPVP in Formulierung d (HPC_XPVP) lieferte stattdessen
Extrudate mit einer gleichmafigeren Oberflache als b (HPC) in Kombination mit X-CMC-Na.
Sie waren fest genug, um als Probe genommen zu werden und knetbar. Auch hier trat bilateral
Haifischhaut auf. Dadurch kam es zu leichten Einrissen. Zusatzlich konnte die Bildung von
Querstreifen auf den Extrudaten beobachtet werden, welche vom pulsatilen Austreten des
Extrudats aus der DUsenplatte resultierte. Die Variation der Flissigkeitsanpassung erlaubte
keinen grof3en Spielraum. Durch Reduktion von Glycerol von 7 g/min auf 5 g/min bei einer
Wasserdosierrate von 2,07 g/min wurden die Extrudate spurbar brichiger und fester unter
Ausbildung einer ungewollten, rauen Oberflache. Die geringste Toleranz gegenulber
Dosierungsvariationen zeigte die Formulierung ¢ (K30_XPVP). Mit einer Glyceroldosierung
von 4 g/min und Wasserdosierung von 1,24 g/min konnten Proben genommen werden. Bei
einer Glyceroldosierung >4 g/min, wurde der Extrudatstrang zu klebrig und haftete an
Forderband und Handschuhen. Wurde sie unter 4 g/min erniedrigt, wurden die Kaustlcke sehr
fest und klebrig. Bei Erhdhung der Wasserdosierrate > 2 g/min wurden die Extrudate sehr
weich bis nahezu flissig, wahrend eine Erniedrigung < 2 g/min zu einem starken Anstieg des

Drehmoments des Extruders (> 50 %) flhrte.
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Wurden zur Extrusion die Cellulose-basierten Hilfsstoffe HPC und X-CMC-Na oder
Polyvinylpyrrolidon-basierten Hilfsstoffe K30 und XPVP verwendet, war die Extrusion nur in
einem schmalen L/S-Korridor mdglich. Als Grund wurde eine Interaktion unter den
gleichartigen Hilfsstoffklassen angenommen. Fir die Extrusion der Cellulose-Ether wurden
grolere Mengen Wasser bendtigt, um ein kontinuierlich geférdertes Extrudat zu erhalten.
Dieses war jedoch bedingt durch den hohen Wasseranteil zu weich. Die ausgebildete Struktur

zeigte keine gleichmaRige, sondern raue Oberflache von broseliger Natur.

Dieses Verhalten kdnnte durch hydrophobe ,stacking“-Krafte hervorgerufen werden. Sowohl
hydrophile, als auch hydrophobe Wechselwirkungen sind zwischen Cellulose-Cellulose-
Ringsystemen bekannt und werden in der Lindman-Hypothese zusammengefasst
(Lindman et al. 2017, Parthasarathi et al. 2011). Gemeinsam mit Wasserstoffbricken bilden
sie die Wechselwirkungskrafte in wassrigen Systemen. Wahrend HPC in Wasser unbegrenzt
quellbar ist, besitzt X-CMC-Na in Wasser nahezu keine Léslichkeit, hervorgerufen durch die
Quervernetzung der Moleklle untereinander. Durch gleichzeitige Solvatation der amorphen
Bereiche von HPC und X-CMC-Na kommt es zur Quellung beider Hilfsstoffe. HPC-Molekile
werden infolgedessen gestreckt und liegen hydratisiert als lineares Molekdl vor (Baumgartner
et al. 2002). Durch die Quervernetzung bedingt, expandiert das X-CMC-Na-Netzwerk
begrenzt. Dabei wird ein Vielfaches des Volumens an freiem Wasser aufgenommen. Dadurch
wird eine leichtere Zuganglichkeit des Pyranose-Grundgerists moglich. Als Folge der
erhdhten Beweglichkeit kdnnen sich nun HPC und X-CMC-Na aneinander annahern und
hydrophob tber C-H- und C-C-Bindungen wechselwirken. In den Zwischenraumen befindliche
Wassermolekile konnen darlber hinaus hydrophile Wechselwirkungen in Form von
Wasserstoffbriicken eingehen. Dadurch entsteht eine sandwichartige Struktur, die als stacks
bezeichnet werden. Durch Inklusion und Immobilisation weiterer Wassermolekule wird der
Formulierung weiter freies Wasser entzogen. Als Folge wird mehr Wasser zur Extrusion
bendtigt, um jene Wassermenge zu erganzen, die durch Quellung und Inklusion aus dem
System entzogen wurde. Negativ wirkt sich dies auf die Harte als CQA aus. Aufgrund der
geringen Harte bei hohem Wassergehalt wurde die Formulierung von weiteren Experimenten

ausgeschlossen.

Divergent verhielten sich Kaustlicke der Formulierung ¢ (K30_XPVP): Fur die Extrusion wurde
die geringste Menge Glycerol und Wasser bendtigt. Wahrend b (HPC) zu einer bréseligen
Struktur fuhrte, konnte flir c¢ (K30_XPVP) eine ausgepragte Klebrigkeit wahrgenommen
werden. Fir dieses Verhalten wurde keine ausreichende Erklarung gefunden. Klebrigkeit ist
ein komplexes Phanomen. In der Literatur sind verschiedene Erklarungsansatze vertreten. In
einem Beispiel wird die Klebrigkeit von Lebensmitteln am Packmaterial durch die
Adhasionsarbeit in J/m? durch die Young-Dupré-Gleichung (Dupré und Dupré 1869, Young
1805) beschrieben, dargestellt in Formel (3.1).
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Die Adhasionsarbeit wird dabei umso groRer, je grofRer das Produkt aus Oberflachenenergie
der Flissigkeit gy und dem Benetzungswinkels cos(6) wird. Bei vollstandiger Benetzung (6 =
0°) erreicht die Adhasionsarbeit ein Maximum, wahrend bei Nichtbenetzung (6 = 180°) die

Adhasionsarbeit Wis = 0 annimmt.
Wis = g,(1+cos(6)) [J/m?] (3.1)

Zum Verhalten von K30- und XPVP-haltigen Kausticken wurde folgende Vermutung
angestellt: Durch die niedrige Absorptionskapazitat von XPVP fir Wasser (Quodbach und
Kleinebudde 2014, Rudnic et al. 1982) und méglicherweise Glycerol war weniger Flissigkeit
notwendig, um ein koharentes Extrudat zu erzeugen. Durch die geringere FlUssigkeitsmenge
resultierte eine im Vergleich zu Cellulose-basierten Kaustiicken héherkonzentrierte PVP-
Ldsung. Liegt eine hoher konzentrierte PVP K30-Lésung vor, stehen mehr PVP-Molekule pro
Volumeneinheit zur Interaktion mit Oberflachen wie Packmaterial, Fo6rderband und
Handschuhen zur Verfiuigung. Im Vergleich zu Wasser ist PVP hydrophober und kann somit
besser mit hydrophoben Oberflachen wechselwirken. Dadurch ware ein Anstieg der
Adhasionsarbeit und somit eine hdhere Klebrigkeit der Kaustlicke die Folge. Da die Benetzung
abhangig von den verwendeten Packmittel und Prozessoberflachen ist, wurde diese
Formulierung als problematisch eingeschatzt und deshalb nicht weiterverfolgt. Weitere
Experimente zur Ermittlung der Adhasionsenergie verschiedener, im Prozess verwendeter
Materialien wurden entsprechend nicht durchgefiuihrt. Durch die Experimente wurde deutlich,
dass der Einfluss von Pulverbestandteilen auf Qualitatsattribute messbar sein kann, auch
wenn nur ein geringer Anteil < 5 % verwendet wurde. Die Funktionsbestimmung innerhalb der
Formulierung war daher ein konsequenter Schritt, um die Wechselwirkungen und

Einflussnahmen innerhalb der Kaustlicke besser zu verstehen.

3.1.4 Zusammenfassung

Far die verwendete Formulierung wurden CQA definiert, deren Kontrolle und Einhaltung eine
hohe Akzeptanz der Arzneiform und Stabilitat Gber den Lagerzeitraum sicherstellen sollten.
Die Verwendung von Hyaluronsaure zur Extrusion zeigte keinen signifikanten Unterschied des
Surrogat-Parameters Harte bei einer Lagerung > 5 Tage im Vergleich zu Hyaluronsaure-freien
Kausticken. Aufgrund der hohen Kosten und schwierigen Handhabbarkeit wurde
Hyaluronsdure aus der Formulierung entfernt. In der Extrusion konnte eine Korrelation
zwischen Wassergehalt und Harte gezeigt werden. Je hdher der Wassergehalt der

Gesamtformulierung, desto geringer war die Harte.
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Durch die Markteinfihrung des Produkts Bravecto wurde eine Anpassung der Formulierung
vorgenommen. Dabei wurde erfolgreich eine Alternative fir PEG 3350 gefunden. Die PVP
K30-haltige Formulierung a (K30) zeichnete sich in der Extrusion durch eine héhere Robustheit
bei Anderungen der Fliissigkeitsdosierung im Vergleich zu den (ibrigen Formulierungen aus
und lieferte ausreichend feste, optisch ansprechende Extrudate. Keine zufriedenstellenden

Ergebnisse zeigten Kaustticke der Formulierung b (HPC).

Hohe Dosierraten von Wasser und Glycerol waren nétig, um Kaustlcke zu formen. Diese
waren in Folge der hohen Flissigkeitsmenge zu weich und wiesen eine unzureichende
Oberflachenbeschaffenheit und Handhabbarkeit auf. Auch lieferte Formulierung c
(K30_XPVP) keine zufriedenstellenden Extrusionsresultate. Es konnte nur ein schmaler L/S-
Bereich ermittelt werden, in dem eine Extrusion mdglich war. Kaustiicke dieser Formulierung
wiesen eine auffallende Klebrigkeit auf. Formulierung d (HPC_XPVP) lieferte Kaustiicke mit
bilateraler Haifischhaut. Die Extrusion war ebenfalls in einem schmalen L/S-Bereich mdglich
und fuhrte bei geringeren Abweichungen zu einer Verschlechterung der Oberflache. Auf Basis
der Resultate wurde zunehmend deutlich, dass eine Untersuchung der Hilfsstoffe notwendig
ist, um das physikalische Verhalten der Kaustiicke zu verstehen und zu erlautern. Trotz
geringem Anteil an der Gesamtformulierung war ein messbarer Effekt, vermittelt durch die

verwendeten Hilfsstoffe, messbar.

Formulierung a (K30) wurde aufgrund der hdheren Robustheit, der gleichmaligeren
Oberflachenbeschaffenheit und guten Handhabbarkeit durch eine ausreichend hohe Harte als

Leitformulierung im Folgenden weiter untersucht.
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3.2 Physikalische Charakterisierung weicher Kaustucke

3.2.1 Einleitung

Stabilitatsuntersuchungen dienen der Sicherstellung der Qualitat eines Arzneimittels Uber den
Anwendungszeitraum. Mit ihrer Hilfe ist es moglich, physikochemische Veranderungen eines
Arzneimittels Uber die Lagerzeit zu ermitteln und Stabilitatsprobleme vor Markteinflihrung zu
erkennen. Dabei tragen insbesondere Umweltfaktoren wie Temperatur, Sauerstoff und
Luftfeuchtigkeit zu Instabilitaten bei (ICH Q8 2009). Der verwendete Arzneistoff PZQ wird unter
Normalbedingungen als chemisch stabil angesehen (Cioli und Pica-Mattoccia 2003). Neben
Arzneistoffen enthalten Tierarzneimittel Hilfsstoffe und oft grol3e Mengen an Aromastoffen, die
eine komplexe Zusammensetzung aufweisen kénnen (Hornstein und Crowe 1960, Mussinan
und Walradt 1974, Wilhelm 2015). Aufgrund ungesattigter Verbindungen, haufig ungesattigte
Fettsauren, neigen diese Aromastoffe zur Oxidation, sodass sich der Geschmack Uber die
Lagerzeit andert. Aufwandige Formulierungen und Prozesse werden entwickelt, um die
verwendeten Aromastoffe durch Verkapselung oder Inkorporation in Cyclodextrine zu
stabilisieren (Che Man et al. 1999, Ogrodowska et al. 2020). Um dem Kaustlck eine
fleischahnliche Textur zu geben, wurde in der Vergangenheit auch auf starkebasierte
Darreichungsformen zurlickgegriffen (Kapitel 1.1.4). Diese bieten den Nachteil, dass die
physikalische Stabilitat besonders bei Anwesenheit von Wasser durch Retrogradation
beeintrachtigt ist. Obwohl es sich bei der in dieser Arbeit vorliegenden weichen Kauarzneiform
um eine Arzneiform auf Basis eines Mannitolteigs handelt, kbnnten auch hier physikalische

Inkompatibilitidten zwischen den verwendeten Hilfsstoffen und des Aromastoffs auftreten.

Eine umfassende Charakterisierung der weichen Kaustliicke Uber die Lagerzeit ist daher
erforderlich. Ziel dieser Untersuchungen ist die umfassende Charakterisierung der weichen
Kauarzneiform Uber einen groRen Lagerzeitraum. Auftreten und Ausmall mdglicher

Inkompatibilitaten sollen bei Auftreten eingeschatzt und ggf. weiter untersucht werden.

Im Vordergrund der Experimente stand hierbei die Untersuchung der physikalischen
Veranderung der Textureigenschaften, gemessen als Hartezuwachs, welche in

vorausgegangenen Experimenten beobachtet werden konnte (Kapitel 3.1.3).

3.2.2 Texturprofilanalyse (TPA)

Die Texturprofilanalyse diente der Analyse von Textureigenschaften weicher Kaustlicke. Sie
stellt ein probates Mittel zur instrumentellen Ermittlung mehrerer Texturparameter gleichzeitig
dar, die durch eine geeignete Software und Korrelation der Messdaten mit sensorischen
Informationen eine Aussage Uber die Textur bietet. Hierbei wurde mit einer einzigen

mechanischen Messung das Verhalten einer Probe unter Krafteinwirkung gemessen.
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Zur Untersuchung des Texturprofils wurden funf verschiedene Pulvermischungen hergestellt
und feuchtextrudiert. Dabei wurde der Povidon-Typ der Leitformulierung verandert, sowie eine
zusatzliche Extrusion ohne Aromastoff durchgefihrt (Kapitel 5.2.2.3). Die Texturprofilanalyse
der weichen Kausticke wurde mit dem Texturanalysegerat TA.XTplus durchgeflhrt
(Abschnitt 5.2.4). Wesentlicher Bestandteil der Texturprofilanalyse ist die Anwendung eines
Penetrationsversuchs als sog. Zwei-Zyklen-Analyse (Bourne 1966b, Brandt et al. 1963,
Friedman et al. 1963, Henry et al. 1971, Szczesniak 1963).

Kraft (N)

Zeit (s)

Abbildung 3.5 Texturprofil eines weichen Kaustlicks mit: (a) Harte als Frmax1, (b) Klebrigkeit als negative
Flache zwischen Nulllinie und Graph und (c) elastische Rickformung bei 25 %iger Verformung der
Probe.

Die Harte stellt die maximale Kraft F,,,; dar, die das Probengut bei 25 %iger Verformung,
bezogen auf die Ausgangsprobenhohe, im ersten Zyklus entgegenbringt und grenzt sich damit
gegenuber anderen Harte-Skalen ab. Durch Form und Symmetrie der Messkurve lassen sich
zusatzlich zur Harte auch Aussagen Uber das elastische Verhalten unter Krafteinwirkung
treffen. Fur rein elastische Proben lasst sich das Verhalten mit dem Hookeschen Gesetz
beschreiben (Formel (3.2)).

F, =E.A. /A‘ol (N) (32)
Durch eine auf eine Zylinderdeckflache A einwirkende, orthogonal gerichtete Kraft F, wird eine
Langenanderung A/ induziert. Das Elastizitatsmodul E stellt als Proportionalitatsfaktor ein Maf3
fur den Widerstand einer Probe bei elastischer Verformung dar. Reale Proben folgen jedoch
dem Hookeschen Gesetz nur Uber einen begrenzten Bereich. Durch Uberwinden des
elastischen Bereichs kann es zu einer plastischen Verformung kommen, sowie zur
Energieabgabe in Form von Warme als Folge der inneren Reibung (Ravichandran et al. 2002,

Rogers 1979, Wiedey 2019). Dies lield sich im Texturprofil fiir weiche Kaustlicke beobachten.

Statt eines symmetrischen Messprofils wurde ein asymmetrisches Messsignal erhalten.
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Dies deutete auf ein viskoelastisches Verhalten der Proben unter Verformung hin. Nach
Krafteinwirkung konnte eine plastische Verformung als kreisformiger Abdruck festgestellt
werden. Dies wurde auch deutlich durch Abnahme der maximalen Kraft F,,» im zweiten
Messzyklus. Die elastische Ruckformung (ER) wird haufig als Mald fur eine plastische

Verformbarkeit herangezogen (Friedman et al. 1963), ausgedrtickt durch die Gleichung (3.3).

ER= 7222 %] (3.3)

max1

Beim Verlassen der Probe wurde ein negatives Kraftsignal auf den Eindringkdrper detektiert.
In der Texturprofilanalyse wird diese als Klebrigkeit (b) beschrieben. Die Flache unter der
Kurve stellt jene Arbeit dar, die durch Adhasion der Probe nach Eindringen entgegengesetzt
der Schubrichtung auf den Indentor wirkt. Sie stellt jene Arbeit dar, die der Stempel verrichten

muss, um die Adhasion zum Probenmaterial zu Uberwinden (Friedman et al. 1963).

Die Messergebnisse der Texturprofilanalyse hangen stark vom jeweils verwendeten
Testsystem und Modus ab. Sowohl der gewahlte Eindringkérper, als auch die voreingestellten
Vorschub- und Test-Geschwindigkeiten, kdnnen unterschiedliche Ergebnisse liefern. Allein
durch die Auswahl der GrofRe, Form und des Materials des Eindringkérpers kénnen die
Messergebnisse voneinander abweichen (Bull 2003, Ishibashi und Shimoda 1986, Pons und
Fiszman 1996). Die Tendenz der Messergebnisse bleibt jedoch Uber die Messverfahren
kongruent (Shahdad et al. 2007). Zur Vergleichbarkeit der Messergebnisse innerhalb dieser
Arbeit wurde ein zylindrischer Indentor aus Aluminium mit planer Kontaktflache (d = 5 mm)
gewahlt, dessen Kontaktfliche nur einen Teil der Probenoberflaiche wahrend der Messung
bedeckte. Die Probenoberflache wurde durch die Offnungsbreite der Diisenplatte mit 10 mm
begrenzt (Kapitel 5.2.2.1). Wurden die abgerundeten Seiten der Offnung nicht betrachtet, wies
die Kaustuckoberflache eine Breite von etwa 7 mm auf. Durch die gleichmaRige Belastung der
Probe unter dem Eindringkérper wurde ein seitliches Flielen des Probenguts reduziert und
die Reproduzierbarkeit der Messungen untereinander gesichert. Bedingt durch die weiche

Konsistenz kamen andere Hartemessverfahren nicht in Betracht.

3.2.21 Harte

In Abgrenzung zu optischen Harte-Messverfahren, wie Brinell-Harteprifung DIN EN ISO
6506-1:2014(E)  (Deutsches Institut fir Normung  2014) oder Vickers-Harteprifung
DIN EN ISO 6507-1:2018(E) (Deutsches Institut flir Normung 2018), welche haufig in der
Werkstoffpriifung Anwendung finden, wurde die Harte in der vorliegenden Arbeit als bendtigte
Kraft fur die 25 %ige Verringerung der Probenhdhe bezogen auf die Ausgangshdhe

gemessen.
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Im Gegensatz zu oben genannten Messverfahren wurde somit nicht die Kraft pro verdrangtes
Probenvolumen gemessen, sondern die Kraft (N), die durch die Kraftmesszelle beim Einfahren
des Prufkérpers detektiert wurde. Durch die zu erwartende groRe Differenz der Materialharten
zwischen Indentor und Kaustlick konnten oft beschriebene Verformungen der Prifwerkzeuge
vernachlassigt werden (Ishibashi und Shimoda 1986). Die unter den gegebenen
Messbedingungen erreichte Kraft durfte maximal 10 N betragen (Kapitel 3.1.2). Abbildung 3.6

zeigt die Harte-Profile nach Akklimatisierung der Proben.

FO—K12 -0- K30 A K90 —v-— VA64fine - <- oPLP|

0 60 120 180 240 300 360
Zeit nach Herstellung (d)

Abbildung 3.6 Textur-Harteprofile der weichen Kaustlicke in Abhangigkeit der Lagerzeit, gelagert bei
22°C.MW ts,n=3.

Fir alle untersuchten Formulierungen konnte ein Anstieg der Harte unmittelbar nach der
Herstellung festgestellt werden. Nach durchschnittlich 30 Tagen naherte sie sich asymptotisch
einem Grenzwert an. Bis zum Ende der Lagerzeit nach einem Jahr blieb die Harte nahezu
konstant. Besonders hoch war die Zunahme bei den Formulierungen K12 und K90 bis zum
Tag 30 nach Herstellung: K12 zeigte eine Zunahme von 3,01 + 0,12 N auf 7,12 £ 0,29 N, sowie
K90 eine Zunahme von 2,93 + 0,21 N auf 5,93 £ 0,15 N. Dies entsprach einem Hartezuwachs
um 137 % fir K12 und 102 % fir K90. Einen moderaten Harteanstieg Uber eine Lagerzeit von
180 Tagen zeigten sowohl die Formulierung K30, als auch Copovidon (VA64fine). Hier stieg
die Harte fur K30 auf 4,52 + 0,20 N, wahrend die extrudierten Kaustiicke mit VA64fine im Mittel
4,64 + 0,03 N hart waren. Die Proben erschienen bei dieser Harte subjektiv als weich,
verglichen mit Formulierungen K12 und K90. Zum Ende der Lagerzeit nach 365 Tagen zeigte
K30 einen unerwarteten Anstieg der Harte auf 7,03 + 1,50 N. Eine Erklarung hierflr konnte
nicht gefunden werden. Durch die vergleichsweise hohe Streuung der Messwerte kann eine

irregulare Veranderung der verwendeten Probe jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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Die geringste Hartezunahme war bei weichen Kaustlicken ohne PLP zu beobachten. Hier kam
es nur zu einer geringflgigen Zunahme der Harte von 2,04 N auf 2,98 + 0,05 N nach 30 Tagen.
Der Hartezuwachs war damit deutlich geringer ausgepragt als bei jenen Kaustiicken, die PLP
enthielten. Daraus wurde geschlussfolgert, dass der verwendete Aromastoff PLP einen

Einfluss auf die Hartezunahme Uber die Lagerzeit hatte.

Als Naturprodukt stellt PLP ein Vielstoffgemisch dar. Neben zahlreichen Kohlenhydraten,
Fetten und Proteinen sind eine Vielzahl von fliichtigen Substanzen enthalten, die unentbehrlich
fur die Schmackhaftigkeit sind. Im Jahr 1974 postulierten Mussinan und Walradt bereits 179
Verbindungen, nachgewiesen mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie-
gekoppelter Gaschromatographie, welche fiir den typischen Lebergeruch von unter Druck

gekochter Leber verantwortlich sind (Mussinan und Walradt 1974).

Fir die Bildung der geruchsgebenden Verbindungen konnten u.a. zwei Reaktionswege
beschrieben werden: die Kondensation von reduzierenden Zuckern und Aminen in der
Maillard-Reaktion mit anschlieBendem Strecker-Abbau, sowie die Autoxidation von
ungesattigten Fettsduren und Fettsaureestern (Frankel 1983). Aufgrund des organischen
Ursprungs und der dadurch im Aromastoff enthaltenen Metallionen kann die Autoxidation
beschleunigt werden (Im et al. 2004). Auch in den hier beschriebenen Versuchen konnte eine
subjektiv erfasste Geruchsveranderung der Proben festgestellt werden. Frische Proben
wiesen eine Geruchsnote von Bitterschokolade auf, wahrend gelagerte Proben zunehmend

muffig und unangenehm ranzig rochen.

Auch eine physikalische Veranderung des Produkts konnte durch das enthaltene PLP nicht
ausgeschlossen werden und galt als wahrscheinlich. Im Langsschnitt zeigten weiche
Kaustuicke, welche bei 40 °C gelagert wurden, eine optische Veranderung. Erkennbar waren
zwei Zonen unterschiedlicher Farbintensitat. Dabei behielt die in der Mitte befindliche
Kernregion des Kaustlicks die ursprlingliche Farbe bei, wahrend die Mantelzone eine dunklere

Farbgebung aufwies (Abbildung 3.7).

Es wurde vermutet, dass es zu einer Reaktion der Aromabestandteile gekommen war,
wodurch sich der Widerstand in der Mantelregion erhohte. Durch den erhdhten Widerstand
resultierte eine hohere Harte gegenuber frisch hergestellten Proben. Diese wurde mittig auf
dem Kaustlck gemessen, sodass sowohl Kern-, als auch die obere und untere Mantelregion
in die Messung einbezogen wurden. Aus Geheimhaltungsgriinden war die genaue
Zusammensetzung des Aromastoffs nicht bekannt. Die Ursache des aromaabhangigen
Nachhartens wurde deshalb nicht weiter untersucht. Einen ahnlichen Effekt der Nachhartung
zeigten auch Kaustlicke ohne PLP. In Abbildung 3.8 ist ein Hartezuwachs fir Formulierung

oPLP innerhalb der ersten 60 Tage nach Herstellung zu beobachten.
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Abbildung 3.7 Langsschnitt eines weichen Kaustucks, gelagert zwei Monate bei 40 °C. Sichtbar ist
eine dunklere Mantelregion (a) und eine hellere Kernregion (b).
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Abbildung 3.8 Textur-Harteprofile der weichen Kaustiicke in Abhangigkeit der Lagerzeit und Lagerung
der Proben bei 40 °C; MW = s, n = 3.

Dieser Zuwachs war im Vergleich zu PLP-haltigen Formulierungen jedoch deutlich weniger
ausgepragt. Es wurde geschlussfolgert, dass eine Zunahme der Harte als Veranderung der
Textur nicht allein auf die Anwesenheit von PLP zurtckzufihren ist. Um den Grund des
Nachhartens naher zu erforschen und einen negativen Einfluss auf die Lagerstabilitat
ausschlieBen zu kénnen, wurde dieses Phanomen an einer reduzierten Formulierung in
Kapitel 3.5 weiter untersucht.

Unter Anwendung der zweiseitigen Varianzanalyse ANOVA wurde der Einfluss von zwei
unabhangigen Variablen, Temperatur und Lagerzeit, auf die abhangige Variable Harte auf
einem Fehlerniveau von a = 0,05 untersucht (Kapitel 5.2.11.1). Zur besseren Ubersicht sind
ANOVA-Tabellen mit signifikanten Ergebnissen in Tabelle 3.3 dargestellt, nicht-signifikante
Ergebnisse sind im Anhang (Kapitel 6) in Tabelle 6.4 angeflgt.
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Tabelle 3.3 ANOVA-Tabellen der Formulierungen K12, K30 und K90.

o oe  Sgmes WS e
Temperatur 1 0,0062 0,0062 0,0266 0,8758
Lagerzeit 6 24,3046 4,0508 17,4413 0,0015
Modell 7 24,3108 3,4730 14,9535 0,0021
@ oe Sameser MOSeSST we
Temperatur 1 0,03657 0,0366 0,1247 0,7360
Lagerzeit 6 38,4499 6,4083 21,8550 0,0008
Modell 7 38,4865 5,4981 18,7506 0,0111
@ oe Sammeter MOSOT e pwen
Temperatur 1 1,6681 1,6681 4,9542 0,0677
Lagerzeit 6 24,2759 4,0460 12,0166 0,0040
Modell 7 25,9440 3,7063 11,0077 0,0047

Far K12 (F(6.14) = 17,4413; p <0,05), K30 (F (6.14) = 21,8550; p <0,05) und K90
(F (6.14) = 12,0166; p < 0,05) konnte ein signifikanter Unterschied der Harte vom Zeitpunkt
der Herstellung bis zum Ende der Lagerzeit nachgewiesen werden. Keinen signifikanten
Unterschied zeigte hingegen der Einfluss der Temperatur von 22 °C und 40 °C auf die Harte
wahrend der Lagerung mit K12 (F (1.14) = 0,0266; p > 0,05), K30 (F (1.12) = 0,1247; p > 0,05)
und K90 (F (1.14) = 4,9542; p > 0,05). Es lag eine groRere Streuung der Messwerte innerhalb
der Kaustlicke bei einer Temperatur vor, als zwischen den Lagertemperaturen in Bezug auf
die Harte. Das Modell war fir alle drei Formulierungen signifikant (p < 0,05). Die Ubrigen
Formulierungen oPLP und VAG64fine zeigten daruber hinaus keinen signifikanten Effekt der

Faktoren Temperatur und Lagerzeit auf die Harte (Kapitel 6, Tabelle 6.4).

Alle getesteten Formulierungen lagen vom ersten Tag nach der Herstellung bis zum Ende der
Lagerzeit innerhalb der gesetzten Grenzen von 3 — 10 N. Eine hohe Anderungsrate der Harte
innerhalb des ersten Monats nach Herstellung koénnte ein Hinweis auf eine starker

ausgepragte Veranderung in der inneren Struktur des Kaustlcks sein.
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3.2.2.2 Klebrigkeit

Das Kleben von Produkten an Oberflachen wie Verpackungsmaterial und Fingern fuhrt im
Allgemeinen zu einer negativen Wahrnehmung durch den Tierhalter (Kilcast und Roberts
1998). Abhangig von der Starke des Klebens kann es durch die notwendige Krafteinwirkung
zur Verformung der Oberflache, bis hin zum Riss des Produkts kommen. Durch die hohen
Qualitdtserwartungen in Bezug auf ein Arzneimittel kann eine Ablehnung des Produkts
resultieren. Bei weichen Kaustucken war es deshalb notwendig, die Klebrigkeit Uber die
Lagerzeit zu kontrollieren und mogliche Negativeffekte zu minimieren. Aus der
Texturprofilanalyse wurde die Klebrigkeit im Folgenden als jene Arbeit berechnet, die nétig ist,
um den Eindringkdrper nach einer 25 %igen Verformung aus der Probe herauszufihren. Eine

niedrige Klebrigkeit Gber einen langen Lagerzeitraum wurde angestrebt.
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Abbildung 3.9 Textur-Klebrigkeitsprofile der weichen Kaustlicke in Abhangigkeit der Lagerzeit, gelagert
bei 22 °C. MW = s, n = 3. Oben: logarithmische Darstellung der x-Achse; unten: lineare Darstellung der
Profile bis zur maximalen Lagerdauer von einem Jahr. Der Stichprobenumfang fiir oPLP betrug n =1
bis t = 2 d mit einer maximalen Lagerzeit von 180 Tage aufgrund geringer Probenmenge.

45



Ergebnisse und Diskussion

Alle Formulierungen wiesen eine messbare Klebrigkeit auf (Abbildung 3.9). Nach einem hohen
Initialwert < 1 Tag nach Herstellung konnte eine Abnahme der Klebrigkeit, ausgehend von
0,26 N-mm nach 10 min fur K30 und 0,27 N-mm nach 40 min fiir VA64fine, beobachtet werden.
Sie erreichte einen Plateauwert nach 30 Tagen fur 3 von 5 Formulierungen: K30, VA64fine
und oPLP. Fur K12 und K90 wurde ein Klebrigkeitszuwachs Uber die Lagerzeit bis zu einem

Jahr nachgewiesen.

So stieg die Klebrigkeit fir K12 um 60 % auf 0,07 N-mm, sowie K90 um 52 % auf 0,08 N-mm.
Bei Lagerung der weichen Kaustlcke bei einer erhdhten Temperatur von 40 °C konnte ein
Klebrigkeitszuwachs bei allen Formulierungen im Vergleich zur Lagerung bei Raumtemperatur
gemessen werden (Abbildung 3.10). Eine besonders hohe Zunahme wurde fir oPLP nach
120 Tagen und K30 nach 180 Tagen festgestellt. Hier erreichten beide Formulierungen ein
Maximum. Die relative Klebrigkeit betrug flir oPLP 277 % und fur K30 312 % der
urspruinglichen Klebrigkeit. Bis zum Ende der Lagerzeit verringerte sie sich und erreichte einen
Endwert von 206 % (oPLP) und 180 % (K30) der bei 22 °C gelagerten Kaustlicke. Auch flr
K12 und K90 konnte bei einer Lagerung bei 40 °C eine progrediente Zunahme der Klebrigkeit
festgestellt werden. Sie stieg von Tag 30 um 300 % auf 0,20 N-mm flir K12 und um 67 % auf

0,20 N-mm fiir K90 nach einer Lagerzeit von einem Jahr an.
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Abbildung 3.10 Textur-Klebrigkeitsprofile der weichen Kaustucke in Abhangigkeit der Lagerzeit. Die
Kaustlicke wurden bei 40 °C gelagert; MW £ s, n = 3.

Der starke Klebrigkeitszuwachs beider Formulierungen fuhrte zu einem ungewollten Kleben
an den Fingern schon beim Herausnehmen der Probenstlicke aus dem Aluminium-Blister.
Dies wurde subjektiv als unangenehm empfunden. Die tbrigen Kurvenverlaufe der bei 40 °C
gelagerten weichen Kaustiicke zeigten einen parallelen Verlauf zu den Kaustlicken, die bei 22
°C gelagerten wurden. Insgesamt wurde jedoch eine hohere Klebrigkeit festgestellt, wie in
Abbildung 3.10 dargestellt.
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Ein mdglicher Grund kdnnte das Austreten von Flissigkeit bei erhéhter Temperatur aus den
Kaustlicken durch Verringerung der Viskositat der Interpartikularflissigkeit sein. Ebenso ware
es moglich, dass das enthaltene Polymer erweichte und sich zu einem groferen Anteil in der
Interpartikularflissigkeit 16ste. Durch eine verbesserte Adhasion wirde eine erhdhte
Klebrigkeit bedingt werden. Wahrend der Stabilitatsuntersuchung zeigten sich Veranderungen
der Proben, die bei 40 °C gelagert wurden. Beim Offnen der Aluminiumblister und Entnahme
der Kaustiicke benetzte ein dinner Flissigkeitsfilm die Oberflache und Kontaktflache der

Proben.

Dieser zeigte eine braune Farbe und konnte leicht mit der Hand verwischt werden. Es handelte
sich um eine physikalische Instabilitdt, welche in den durchgeflhrten Untersuchungen
ausschliel3lich bei erhdhter Temperatur und einer Lagerzeit > 1 Jahr festgestellt werden
konnte. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei der austretenden Phase um
Glycerol handelt, das zur Herstellung der weichen Kaustucke verwendet wurde. Die Viskositat
steht in exponentiellem Zusammenhang zur Temperatur. Unter erhéhter Temperatur kommt
es zu einer Verringerung der Viskositat der flissigen Bestandteile innerhalb des Kaustucks.
Die durch Kapillarkrafte immobilisierte FlUssigkeit wirde infolgedessen die FlielRgrenze
Uberwinden und durch die Schwerkraft der umliegenden Pulverpartikel frei flieBen. Ahnlich
einem Schwamm wirde dabei die FlUissigkeit aus dem weichen Kaustiick sukzessive durch

die Schwerkraft austreten, es kam zur Synarese der koharenten Phase (Abbildung 3.11).

e

Abbildung 3.11 Synarese von Interpartikularflissigkeit aus weichen Kausticken wahrend der Lagerung
bei 40 °C. Helligkeit und Kontrast wurden um 20 % erhoht, Bildscharfe um 40 % zur besseren
Darstellung.

Die Formulierung oPLP erwies sich als klebrigste Formulierung. Daraus ging hervor, dass der
Aromastoff eine adhasionsreduzierende Wirkung vermittelte. Dies wurde auf eine mogliche
Adsorption von Flissigkeit und PVP an die Oberflache der teils unldslichen Aromapartikel
zurickgefuhrt. Durch eine groRere Adsorptionskapazitdt aufgrund mehr unldslicher
Pulverpartikel stand weniger FlUssigkeit zur Verfligung, welche Adhasionskrafte am Packmittel
austben konnte. Sowohl gelostes PVP, als auch Haft- und Kapillarwasser, sind in der Lage,
durch Oberflacheninteraktion eine adhasive Wirkung auf Pulverpartikel auszutiben (Kan et al.

2018). Fehlt PLP, kann die adhasionsmindernde Wirkung nicht ausgelbt werden.
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Ausgeschlossen wurde eine Zunahme der Klebrigkeit durch ein Eindringen von externer
Feuchtigkeit in das Kaustlck durch die vorherige Auswahl des geeigneten Primarpackmittels.

Es ist anzunehmen, dass der Effekt allein durch die vorhandene Flissigkeit verursacht wurde.

3.2.23 Elastische Riickformung

In der Texturanalyse wird die elastische Ruckformung zur Interpretation der Gesamtelastizitat
verwendet. Elastische Proben verhalten sich ahnlich einer Feder, indem sie nach Belastung
wieder in ihren urspringlichen Zustand zurlckkehren kdénnen. Sie widerstehen einer

Verformung.

Fir ein Kaustliick wurde jedoch gefordert, dass es bereits nach wenigen Kaubewegungen in
kleinere Brocken desaggregiert und leicht schluckbar wird. Das Kausttck darf dabei vom Hund
nicht als sprode wahrgenommen werden, um eine Verweigerung und Selektion der Arzneiform
zu verhindern. Die plastische, irreversible Verformung der Probe stellte damit den ersten
Schritt der Mastikation dar. Folglich war ein viskoelastisches Verhalten der Probe gefordert,
um eine ausreichend hohe Akzeptanz zu gewahrleisten. Die elastische Rickformung
berechnete sich aus dem Quotienten der Kraftmaxima einer Zwei-Zyklen-Analyse, siehe
Formel (3.3). Fur die weichen Kaustiicke wurde ein viskoelastisches Verhalten mit einer

elastischen Ruckformung < 1,0 erwartet.
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Abbildung 3.12 Elastische Ruckformung der weichen Kausticke in Abhangigkeit der Lagerzeit. Die
Kaustlcke wurden bei 22 °C gelagert; n = 3, MW % s. Ausnahmen: Einfachmessungen von oPLP fur
t<1und K30 fir t=1d. Fehlmessungen sind in Rot dargestellt und von der Auswertung
ausgeschlossen; fur die Messpunkte ist dargestellt n = 2, MW.
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Abbildung 3.13 Elastische Rickformung der weichen Kausticke in Abhangigkeit der Lagerzeit. Die
Kaustlicke wurden bei 40 °C gelagert; n = 3, MW % s. Ausnahme: Einfachmessung von oPLP firt<1d
und K30 furt=1d.

Uber die Lagerzeit von Uber einem Jahr anderte sich die elastische Riickformung nur
geringflgig. Unmittelbar nach der Herstellung wiesen die Extrudate aller Formulierungen eine
Ruckformung zwischen 88 % und 92 % auf. Innerhalb von 180 Tagen erreichte sie im
arithmetischen Mittel Uber alle Formulierungen 94,8 %. Die anfénglich hohe analytische
Streuung nivellierte sich nach wenigen Tagen. Eine Ausnahme zeigte die Messung an Tag 90.
Fiar die Formulierungen VAG64fine und K12 wurde eine groRe Standardabweichung von 0,1
(VAG64fine), bzw. 0,15 (K12) berechnet.

Wahrend der Messung kam es zu verschiedenen Zeitpunkten zu Fehimessungen, dargestellt
in Abbildung 3.12 in Rot. Im ersten Messzyklus verrutschte das Kaustiick geringfligig durch
Anhaften am Indentor, sodass der Indentor im zweiten Zyklus nicht in denselben Bereich des
Kaustlicks einfuhr. Stattdessen wurde der nicht kompressierte Randbereich der Probe
vermessen. Die leichte Positionséanderung flhrte aufgrund der geringeren Probendicke und
lokalen Voraussetzungen bereits dazu, dass sich die physikalischen Eigenschaften der Probe
zum ersten Zyklus unterschieden Des Weiteren konnten berechnete Messwerte von = 1,0
bestimmt werden. Begriindet wurden diese Werte mit einer inharenten Streuung, die auf einer

unebenen Oberflache und lokalen Unterschieden des Kaustlicks beruhte.

Die elastische Ruckformung blieb Uber den getesteten Zeitraum nahezu konstant. Daraus
wurde geschlussfolgert, dass es keine physikalische Veranderung der Kaueigenschaften
wahrend der Lagerung gab. Schwankende Messwerte waren auf Fehlmessungen

zurtickzufihren.

49



Ergebnisse und Diskussion

Auch unter Stressbedingungen zeigten alle Formulierungen gleichbleibende Eigenschaften.
Die Zunahmen der Harte und Klebrigkeit besall keinen Einfluss auf die elastische
Ruckformung der weichen Kaustlicke. Sie stellte damit eine unabhangige, intensive Grofle

dar.

3.2.3 Viskoelastische Deformationsarbeit bei Verformung
3.2.31 Ermittlung der elastischen und Deformationsarbeit

Wahrend der Lagerzeit kam es bei allen untersuchten Kaustiicken zu einem Hartezuwachs
(Kapitel 3.2.2.1). Ein Rickschluss auf die zugrundeliegende Veranderung der Probe war nicht
moglich. Um die Ursache fur dieses Phdnomen in den Kontext der Arzneiform einordnen zu
kénnen und eine mogliche Qualitatsminderung durch Stabilitatsprobleme vermeiden zu
kénnen, wurde ein umfassenderes Produktverstandnis angestrebt. Mogliche Veranderungen
der inneren Struktur sollten aufgeklart und verstanden werden, um einer rationalen
Formulierungsentwicklung gerecht zu werden (ICH Q8 2009). Die Messdaten der TPA wurden

zu diesem Zweck einer erweiterten Auswertung unterzogen.

Zusatzlich zur Bestimmung der Harte, Klebrigkeit und elastischen Riickformung (Kapitel 3.2.2)
wurden die plastische (E2) und elastische Arbeit (E3) bei 25 %iger Deformation der Probe
berechnet. Die Berechnung der Arbeit wurde in Analogie zur Bestimmung der elastischen und
plastischen Arbeit wahrend des Tablettierens vorgenommen (Kapitel 5.2.4.4). Eine Zunahme
der elastischen und plastischen Arbeit vom Zeitpunkt der Herstellung bis zum Ende der
Lagerzeit war fur alle PLP-haltigen Proben messbar (Abbildung 3.14). Dabei konnte ein
schneller initialer Anstieg festgestellt werden, der nach 30 Tagen in ein Plateau mindete. Ab
diesem Zeitpunkt anderten sich die Proben nur geringfligig. Sowohl die plastische, als auch

elastische Arbeit verliefen zudem nahezu parallel zum Anstieg der Harte, vgl. Abbildung 3.6.

Eine lineare Korrelation zwischen Harte, elastischer und plastischer Arbeit war fir alle
getesteten Formulierungen gegeben. Der Pearson-Korrelationskoeffizient betrug fur PLP-
haltige Kaustticke R = 0,962. Anders verhielt sich die Formulierung oPLP. In Abwesenheit von
PLP wurde eine lineare Korrelation der elastischen Arbeit und Harte festgestellt (R = 0,992),
wahrend eine geringfugig schwachere Korrelation der plastischen Arbeit und Harte gefunden
wurde (R = 0,804). Insgesamt wurde an Kausticken der Formulierung oPLP die geringste
Gesamtarbeit (E2 und E3) verrichtet. Kaustlicke der Formulierungen K12, K30 als auch K90
zeigten die hochste verrichtete Arbeit. Wahrend K12 und K90 kongruent verliefen, stieg die
plastische und elastische Arbeit zum Abschluss der Messungen an. Ersichtlich wird dies bei
Betrachtung von E2/E3. Nach 365 Tagen erreichten K12, K30 und K90 nahezu das gleiche

Verhaltnis aus elastischer und plastischer Arbeit (Tabelle 3.4).
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Dies fuhrte zur Annahme, dass die Kettenlange der eingesetzten Povidon-Qualitat keinen
Einfluss auf das langfristige physikochemische Verhalten hatte. Infolgedessen besalien die
untersuchten Proben eine ahnliche physikalische Struktur. VAB4fine zeigte ein anderes
Verhalten. Zur Kompression war eine geringere Arbeit noétig als fur die dbrigen
Formulierungen. Die untersuchten Proben boten einen geringeren Widerstand gegenuber der
Verformung durch den Eindringkdrper. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die innere
Reibung und Kohasion geringer als in den ubrigen Formulierungen war. Der Effekt war damit

spezifisch auf den Hilfsstoff VA64fine zurtickflhren.

Fir alle Kaustlicke konnte ein Uberwiegend plastisches Verhalten (E2/E3 > 1) festgestellt
werden (Tabelle 3.4). Dies wurde visuell bestatigt: nach Kompression blieb ein erkennbarer
Stempelabdruck auf den Kaustlcken zurick. Bis zur Ausbildung der endglltigen inneren
Struktur bendtigte es jedoch Zeit. Innerhalb des ersten Tages nach Herstellung wurde Uber
alle getesteten Formulierungen eine Veranderung der Kaustiicke festgestellt. Die zunachst
Uberwiegend plastisch verformbaren Proben zeigten eine relative Abnahme der Plastizitat
zugunsten einer Zunahme des elastischen Verhaltens. Die momentane Anderungsrate
AE2/E3 nahm bis Tag 30 ab und verlief fortan nahezu asymptotisch. Es wurde vermutet, dass

sich die innere Struktur des Kaustticks Uber die Zeit bis zu 30 Tagen aufbaute.
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Tabelle 3.4 Plastische (E2) und elastische (E3) Arbeit, sowie dem Verhaltnis E2/E3 und der Energie
E2', berechnet aus Zyklus 1 der Zwei-Zyklen-Analyse mit Dreifachbestimmungen. Die Werte
entsprechen einer Lagerzeit von 365 Tagen, bzw. 192 Tagen fur oPLP. MW £ s, n = 3.

Formulierung (N-izm) (N-ﬁ?m) E2/E3 (NI-Eri‘m)
K12 3,31+0,39 1,03 £ 0,06 3,21 0,33
K30 3,38 £ 0,66 1,08 £ 0,18 3,13 0,06
K90 3,49 £ 0,04 1,05 + 0,02 3,32 0,52
VA64fine 2,29 £ 0,40 0,78 £ 0,06 2,94 0,11
oPLP 1,29 £ 0,07 0,51 £ 0,02 2,55 0,17
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Abbildung 3.14 Plastische Arbeit (E2), elastische Arbeit (E3) und E2/E3 in Abhangigkeit der Zeit nach
der Herstellung. Die Lagertemperatur betrug 22 °C. Messwerte sind angegeben wie folgt: E2 und E3
wurden bis 1 d nach Herstellung jeweils n = 1, nach 1 d mit n = 3 bestimmt, MW % s. Unten: Verhaltnis

E2/E3 aus Dreifachmessungen.
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Die Auswertung der plastischen (E2) und elastischen Arbeit (E3) wurde in Analogie zum
Tablettieren bestimmt. Ein Vergleich der Prozesse Tablettieren und TPA zeigte einige
Unterschiede und Voraussetzungen, die Bericksichtigung finden mussten. Ein zeitversetzter
Anstieg der Kraft, wie es haufig in Kraft-Weg-Diagrammen eines Tablettiervorgangs
beobachtet werden kann, fehlte in der TPA. Durch die fir die Extrusion verwendete
Dusenplatte wiesen die Kaustlicke bereits definierte Dimensionen auf (Kapitel 5.2.2). Ein
kraftioses Rearrangieren der Partikel fand nicht statt. Stattdessen folgte bei Kontakt des

Indentors mit der Probe ein unmittelbarer Kraftanstieg.

Einen weiteren Unterschied zur Tablettierung stellte der Aufbau dar. In einer Tablettenpresse
wird das Schittgut lateral durch die Matrize begrenzt, um eine uniaxiale Verformung durch die
Pressstempel zu gewahrleisten. Bedingt durch die genaue Passform der Tablettierwerkzeuge
kann die vertikal eingetragene Deformationsenergie nicht als Materialfluss lateral entweichen.
In der TPA wurde die Probe unter dem Indentor lateral nicht begrenzt. War die
Deformationsenergie grof3 genug, um die FlieRgrenze zu Uberwinden, erfolgte sowohl ein
vertikales als auch laterales FlieRen des Materials. Dabei wurde umso mehr
Deformationsenergie als Warme abgeflhrt, je groRer E2/E3 war (Menczel und Prime 2009,
Rogers 1979). Das plastische Flief3en wurde im verwendeten Testsystem insbesondere durch
die geringe Testgeschwindigkeit im Vergleich zum Tablettieren begunstigt. Viskoelastische
Systeme zeigen bei kurzzeitig ausgelibtem Druck ein eher elastisches Verhalten. Wird der
gleiche Druck Uber eine langere Zeit in das System Ubertragen, kommt es durch
Neuanordnung der MolekUlketten zu plastischem Flief3en. In der vorliegenden Arbeit stellte die
TPA einen Punktionstest dar. Der Querschnitt des Indentors mit D = 5 mm war im Vergleich
zur ebenen Probenbreite mit D = 6 mm schmaler. Der Indentor verformte die Probe somit beim
Einfahren nicht vollstandig tber die Probenbreite, sondern nur teilweise. Durch die seitlichen
Wadlbungen der Kaustlicke betrug die vollstandige Breite 10 mm. Neben der Kompression wird
im Punktionstest auch Scherung ausgetibt (Pons und Fiszman 1996). Ein Teil der durch
Scherung Ubertragenen Energie wird lateral abgeleitet. Durch die koharente innere Struktur
der Kaustlicke wurde vermutet, dass sich bei Kompression durch den Indentor zunachst eine
Spannung bis zum Erreichen der FlieRgrenze aufbaute. Nach Uberschreiten der FlieRgrenze
kam es zum uniaxialen plastischen FlieRen der Probe unter Verringerung der Kraftzunahme.
Zeitgleich flhrte die Scherung des Indentors an umliegenden Pulverpartikeln der Paste (vgl.
Kapitel 5.2.4.4) zur teilweisen Ubertragung der Energie (E2‘) in Form von Bewegung und
Reibung. Die dabei verrichtete Arbeit wurde gemeinsam mit E2 und E3 beim Eindringen des
Indentors in die Probe gemessen. Die Veranderung der Probe wurde graphisch Uber die
Lagerdauer von einem Jahr nachverfolgt (Abbildung 3.15). Dabei zeigte sich die Ausbildung
einer ,Kiken“-ahnlichen Form der Kraft-Weg-Diagramme Uber die Lagerzeit. Schwankungen

im Stempelweg resultierten aus der unterschiedlichen Dicke der Kaustulicke.
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Abbildung 3.15 Kraft-Weg-Verldufe weicher Kaustiicke der Formulierung K30. Dargestellt sind
Mittelwertskurven des ersten Zyklus der TPA zu den Zeitpunkten 5 min, 1, 7, 15, 30, 60, 93, 120, 183
und 365 d nach Herstellung mit Farbverlauf von dunkelgriin (5 min) bis hellgriin (365 d).

—O—K12 - O- K30 A ‘K90 -</— VA64fine - - oPLP|

E2 (Nemm)

0 50 100 150 200 360
Zeit nach Herstellung (d)

Abbildung 3.16 Plastische Arbeit (E2) und E2/E3 nach Subtraktion der FlieRenergie in Abhangigkeit
der Zeit nach der Herstellung. Die Lagertemperatur betrug 22 °C. Messwerte sind angegeben wie folgt:
E2 wurde bis 1 d nach Herstellung jeweils n = 1, nach 1 d mit n = 3 bestimmt, MW % s. Verhaltnis E2/E3
wurde aus Mittelwerten einer Dreifachmessung berechnet.
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Zur Korrektur der Messergebnisse (Abbildung 3.14) wurde E2° von der plastischen Arbeit (E2)
subtrahiert (Kapitel 5.2.4.4). Als Folge verringerte sich die Plastizitat aller Formulierungen
(Abbildung 3.16). Das Verhaltnis zwischen Elastizitat und Plastizitat verschob sich damit
Zugunsten der Elastizitat. Dies wird deutlich, wenn die Ergebnisse der Abbildung 3.14 und
Abbildung 3.16 betrachtet werden. Wurde E2' als plastische Energie bertcksichtigt, stieg das
Verhaltnis E2/E3 initial auf 4 an, fiel danach ab und naherte sich anschlielRend einem Plateau-
Wert von 3 bis 3,5 an. Die Formulierung oPLP wurde dabei ausgenommen. Wurde E2° von
der plastischen Energie subtrahiert, konnte ein verminderter initialer Anstieg von E2/E3 auf 3
berechnet werden. Auch der asymptotisch angestrebte Plateau-Wert fiel mit maximal 3
niedriger aus. Die Ergebnisse zeigten nach Subtraktion von E2‘ eine im Verhaltnis groRere
elastische Antwort der Probe bei Kompression. Diese wurde wie folgt erklart: Uber die
Lagerzeit von bis zu 365 Tagen bildete sich eine viskoelastische Struktur aus Dabei zeigte
sich innerhalb von 30 Tagen die gréRte Anderungsrate. Nach 30 Tagen nahm die Elastizitat
sehr langsam zu. Dies konnte anhand der Zunahme der Elastizitat Uber die Zeit ermittelt
werde. Dabei fuhrte eine Flissigkeitsumverteilung und fortlaufende Quellung zur Bildung eines

starken inter- und intrapartikularen Netzwerks innerhalb weniger Tage nach Herstellung.

Das ausgebildete Polymernetzwerk reagierte nach Druckbelastung zu einem héheren Mal}
elastisch als das frisch hergestellte Kaustiick. Dennoch konnte das viskoelastische Verhalten
als Anstieg von E2 und E3 deutlich festgestellt werden (Aufrichten des Kikens,
Abbildung 3.15). Wurden die Profile 5 min und 365 d miteinander verglichen, konnte eine
hohere Kraft bei geringerer Eindringtiefe nach 365 d gemessen werden. Infolge der Lagerung
wirkte die innere Struktur des Kaustiicks der Verformung besser entgegen. Dies bedeutet,
dass die gemessene Probe die Energie besser speichern konnte und ein gesteigertes

elastisches Verhalten im Vergleich zu frisch hergestellten Kaustlicken vorherrschte.

Zwei Uberlegungen zur Ursache wurden angestellt: Durch die interpartikuldre Reibung der
Partikel und der Friktion an Schnecken und Wanden des Extruders wurde die Flussigkeit,
ahnlich eines Schwamms, aus den befeuchteten X-CMC-Na-Partikeln partiell herausgepresst.
Nach Verlassen der Disenplatte und Relaxation der Molekilketten der X-CMC-Na konnte die
herausgepresste Fllssigkeit wieder absorbiert werden. Da die Flussigkeit nach Extrusion tber
die inter- und intrapartikulare Oberflache der Kaustiickbestandteile verteilt vorlag, musste die
Flussigkeit eine im Vergleich zum Zeitpunkt der Dosierung wahrend des Extrusionsprozesses
langere Diffusionsflache zurtcklegen, um zur Quellung in unmittelbarer Nahe zur X-CMC-Na
zu gelangen. Gelangt X-CMC-Na in Berihrung mit Wasser, kommt es spontan zur Quellung
(Markl und Zeitler 2017, Quodbach und Kleinebudde 2016). Dabei wird das Wasser entlang
der faserigen Struktur durch den ausgeibten Kapillareffekt rasch ins Innere der Partikel

gesogen (Desai et al. 2016).
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Abbildung 3.17 Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme von X-CMC-Na (Ac-Di-Sol SD-711).

Einen Hinweis auf eine Quellung durch Glycerol gab es anhand dieser Messung nicht. Die
Faser-Struktur von X-CMC-Na konnte mithife des Rasterelektronenmikroskop
veranschaulicht werden (Abbildung 3.17). Glycerol wirkte sich verzégernd auf die Quellung
aus. In der Formulierungsentwicklung in Kapitel 3.1 wurde bereits der Einfluss des Glycerols
auf die Viskositat und damit auf die Diffusionsgeschwindigkeit beschrieben. Es wurde
vermutet, dass die Erhdhung der Viskositat durch Glycerol die Diffusionsgeschwindigkeit

ausreichend herabsetzte und somit synergistisch zur Verzégerung beitrug.

3.2.3.2 Dynamisch-mechanische Analyse

Zur Uberpriifung der Daten, die aus der TPA gewonnen wurden, wurde als Referenzmethode
die dynamisch-mechanische Analyse, DMA, gewahlt. Die DMA-Untersuchungen erfolgten an
Kaustlcken der Formulierung K30, welche drei Tage nach Herstellung bei 22 °C in
verschlossenen Schnappdeckel-Glasern gelagert wurden (Kapitel 5.2.7.2). Mit Amplituden-
Sweeps unterschiedlicher Deformation (0,1 — 25 %) wurde ein Bereich identifiziert, in dem eine
zerstoérungsfreie Messung der Probe mdglich war (Abbildung 3.18, oben). Die Ergebnisse des
Amplituden-Sweeps zeigten einen weiten, destruktionsfreien Deformationsbereich bei bis zu
30 %iger Auslenkung der Messgeometrie (y = 0 — 30 %). Innerhalb dieses Bereichs konnten
also Messungen durchgeflihrt werden, die das viskoelastische Verhalten messen. Fur die
anschlielende Messung der zeitabhangigen Reaktion der Probe wurde fir den Frequenz-

Sweep die Deformationsamplitude auf 1 % Deformation festgelegt.
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Abbildung 3.18 DMA-Untersuchungen der weichen Kaustlicke. Oben: Amplituden-Sweep zur
Ermittlung des linear-viskoelastischen Bereichs, n =1 je Deformation. Unten: Frequenz-Sweep bei
1 %iger Deformation. MW £ s, n = 6.

Der Frequenz-Sweep spiegelte die viskoelastische Natur der weichen Kausticke wider
(Abbildung 3.18, unten). Uber den gemessenen Frequenzbereich von 0,1 — 10 Hz dominierte
der elastische Anteil. Dies wird ersichtlich, wenn man die Messantworten der Probe betrachtet.
G’ gibt den elastischen Anteil wieder. Liegt dieser Uber G*, dem plastischen Anteil, Gberwiegt
das elastische Verhalten in der Probe, sofern die Auswertung im zerstérungsfreien, linear-
viskoelastischen Bereich stattfand (Kapitel 5.2.7.2). Dargestellt wird das Verhaltnis als
Quotient als tan(6). Nimmt tan(6) Werte > 1 an, liegt ein plastisch dominiertes Verhalten, fur
Werte < 1 liegt ein elastisch dominiertes Verhalten vor. Damit widersprachen die Ergebnisse
dieser Messung den Ergebnissen der Texturprofilanalyse. Anders als in der TPA wurde mit
der DMA ein Deformationsbereich gewahlt, der die Probe in ihrer Struktur nicht zerstort,
sondern eine Messung im Ruhezustand zulasst. Die Abhangigkeit der Messergebnisse von
den gewahlten Testparametern wurde in Kapitel 3.2.2 bereits erlautert. Dadurch kénnen die
divergenten Ergebnisse eingeordnet werden. Der Verlustfaktor tan(d) lag fur alle
durchgefihrten Messungen < 1. Je kleiner der Wert ist, desto stabiler ist die Probe im

Ruhezustand.
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Wird die systemeigene FlielRgrenze Uberschritten, lasst sich die Probe dagegen einfach
verformen. Dieses Verhalten konnte in der TPA anschaulich anhand der Ergebnisse
dargestellt werden. Dies kommt einer weichen Kauarzneiform zugute, die in der Verpackung
formstabil bleiben soll, jedoch bei niedriger Krafteinwirkung leicht in kleinere Stiicke zerkleinert
werden kann (Mittal et al. 1993).

3.2.4 Wasseraktivitat

Als wichtigstes Mal fur die mikrobielle Stabilitat wird die Wasseraktivitat (aw) angenommen.
Sie spiegelt den Partialdampfdruck des Wassers gegeniiber dem Gesamtdampfdruck reinen
Wassers in einem Produkt wider und ist analog zur relativen Feuchte der Luft. Liegt der Wert
bei 0, liegt kein ungebundenes Wasser vor. Erreicht der Wert 1, ist die Bildung von
Kondenswasser zu beobachten. Nach Ph. Eur. 10 ist ein Arzneimittel mikrobiell stabil, wenn
ein kritischer Wert von 0,6 unterschritten wird (Ph. Eur. 2019). Unterhalb von aw = 0,6 sind
halophile Bakterien, welche in salzreicher Umgebung Uberleben kdnnen, nicht mehr zur
Vermehrung befahigt. Somit kann bei Unterschreitung dieses Schwellenwerts auf die
Konservierung der Darreichungsform verzichtet werden. Haufig werden Modulatoren, wie
Feuchthaltemittel, eingesetzt, die freies Wasser binden und so die Wasseraktivitat
herabsetzen. Besonders fur Formulierungen mit einem hohen Wasseranteil muss die
Wasseraktivitat kontrolliert werden, wenn eine zusatzliche Konservierung nicht gewinscht
wird. Ein Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen der Formulierungsentwicklung auf zugesetzte
Konservierungsmittel ganzlich zu verzichten. Als Folge mussten alle untersuchten
Formulierungen weicher Kaustlicke eine Wasseraktivitdt < 0,6 aufweisen, um die
Anforderungen zu erfillen.

—0—K12 - O- K30 A K90 -v-:VAB4fine -<O--oPLP

60 120 180 240 300 360
Zeit nach Herstellung (d)

Abbildung 3.19 Aw weicher Kaustlcke in Abhangigkeit der Zeit nach Herstellung, n = 1.
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Fur die Lagerzeit Uber ein Jahr konnte eine aw < 0,6 fir alle Formulierungen nachgewiesen
werden (Abbildung 3.19). Dabei schien die Wasseraktivitdt unabhangig den variierten
Hilfsstoffen zu sein. Insgesamt wurde der Einfluss der festen Hilfsstoffe als gering
eingeschatzt. In einer vorausgegangenen Untersuchung konnte die aw durch die verwendeten
Hilfsstoffe mit bis zu 60 % (m/m) Pulveranteil nur gering beeinflusst werden. Erst ab einer
Hilfsstoffkonzentration (m/m) von > 60 %, fur Mannitol > 80 %, konnte eine deutliche Abnahme
der aw: festgestellt werden (Abbildung 3.20).

Hilfsstoffe % (m/m)
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dem. Wasser % (m/m)

Abbildung 3.20 Wasseraktivitdt der zur Extrusion verwendeten Hilfsstoffe. Bindre Mischung mit
demineralisiertem Wasser, n = 1.

Das Verhaltnis von Glycerol zu Wasser in den verwendeten Formulierungen schien somit
ausschlaggebend fir die resultierende Wasseraktivitdt des Kaustlicks zu sein.
Untersuchungen zu verschiedenen Mischungsverhaltnissen konnten zeigen, dass die
Wasseraktivitat einer Loésung aus 80 % (m/m) Glycerol zur hier eingesetzten Konzentration
von 81,5 % (m/m) nahezu dieselbe aw mit etwa 0,5 aufwiesen (Abbildung 3.21).

Anteil Glycerol % (m/m)
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Abbildung 3.21 Wasseraktivitat binarer Glycerol-Wasser-Mischungen. Gemessen bei 22 °C, n = 1.
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Abbildung 3.22 Erythritol-haltige weiche Kaustlcke, gelagert unter Raumbedingungen im PE-Beutel.
Erkennbar ist mikrobieller Verderb durch Schimmelbefall (roter Kreis) an der Seite eines Kaustlicks.

Zur Uberpriifung des Kausalzusammenhangs wurde anstelle von Glycerol der feste
Zuckeralkohol Erythritol zur Herstellung weicher Kausticke verwendet. Erythritol besitzt im
Vergleich zu Glycerol eine geringe Hygroskopizitat, wodurch eine Wasseraktivitatskontrolle
erschwert wird. Dieses ersetzte in der Extrusion Glycerol qualitativ, wahrend die Ubrigen
Herstellungsparameter unverandert blieben. Die so hergestellten Kaustlicke wiesen eine hohe
aw > 87 % auf. Dies fUhrte letztlich zum mikrobiellen Verderb der Proben mit sichtbarer Bildung
von Schimmel nach einer kurzen Lagerzeit von 5 Tagen bei 22 °C (Abbildung 3.22). Aus der
Beobachtung wurde abgeleitet, dass eine effektive Kontrolle der Wasseraktivitat uber die
Konzentration der eingesetzten Glycerol-Wasser-Losung erfolgen kann. Diese Ergebnisse

wurden durch Verwendung eines weniger effektiven Feuchthaltemittels bestatigt.

3.2.5 Zerfallszeit

Kaustlicke der Formulierungen K12, K30, K90 und oPLP zeigten tber 9 Monate hinweg eine
Zerfallszeit < 30 min. Die initiale Zerfallszeit betrug dabei fur die Formulierungen K12, K30 und
K90 weniger als 15 min. Fur VA64fine konnte die Zerfallszeit < 30 min nur bis 6 Monate nach
Herstellung nachgewiesen werden. Der Grund war eine zu geringe Probenmenge. Uber die
Lagerzeit konnte ein Trend beobachtet werden. Je langer die Kaustliicke gelagert wurden,
desto hoher wurde die Zerfallszeit. Dieser Effekt konnte unabh&ngig vom verwendeten
Povidon-Typ und Anwesenheit von PLP beobachtet werden. Der Verlauf der ermittelten
Zerfallszeiten wies anfanglich eine hdhere Anderungsrate auf, flachte zum Ende des
Beobachtungszeitraums jedoch ab. Eine Gleichgewichtseinstellung konnte dabei nicht erreicht

werden, sodass eine Zunahme Uber den betrachteten Zeitraum hinaus wahrscheinlich war.
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Abbildung 3.23 Zerfallszeit weicher Kaustliicke nach Apparatur A des Ph. Eur. 10; MW s, n = 6;
Ausnahme Tag 30 mit n = 3.

Der Zerfallsvorgang anderte sich in Abhangigkeit der Messzeit. Bei frisch hergestellten
Kaustucken konnte ein zlgiger Zerfall der Probe in mehrere, kleinere Bestandteile beobachtet
werden. Wurden die Proben gelagert, &hnelte der Zerfall der Kauarzneiform einer langsamen
Erosion an der Kontaktflache zum Zerfallsmedium. Die weichen Kaustlicke schienen eine Art
Matrix auszubilden, die eine innere Kohasion beginstigte. Eine derartige Veranderung des
weichen Kaustlcks wurde bereits in den vorherigen Messungen zur physikalischen

Charakterisierung bestatigt (Kapitel 3.2.2).

Als Limitation wurde eine Zerfallszeit von 30 min gewahlt (Kapitel 3.1.2). Diese Zerfallszeit
gewahrleistet einerseits einen raschen Zerfall der Arzneiform in kleinere Partikel, andererseits
werden auch mogliche chemische Interaktionen mit dem Aromastoff beriicksichtigt, die zu
einer Verlangerung der Zerfallszeit fuhren konnten und bieten damit Testmoglichkeiten in der
Qualitatskontrolle. Durch die Verwendung wasserloslicher Bestandteile wie Mannitol und
Povidon wurde angenommen, dass sich diese rasch in Kontakt mit Wasser I6sen und die
zurtckbleibenden Poren zu einem schnellen Wassereinstrom in die Arzneiform flihren. Das
gleiche Prinzip nutzte Stomberg in der urspriinglichen Formulierungsentwicklung weicher
Kaustucke. Hier erfullte PEG 3350 die Funktion eines Porenbildners, welches einen Hohlraum

zurlcklief und somit den Wassereinstrom forderte (Stomberg 2015).

Trotz der Verwendung hydrophiler Bestandteile verzégerte sich der Zerfall mit zunehmender
Lagerzeit. Die weiche Kauarzneiform verhielt sich wie eine erosive Matrix, welche die
eingebetteten Pulverbestandteile langsam freigab. Wenn es sich also bei der vorliegenden
Arzneiform um eine Matrixarzneiform handelte, misste sich dies auch in der Freisetzung

widerspiegeln. Eine entsprechende Untersuchung wurde in Kapitel 3.3.2 durchgefuhrt.
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3.2.6 Zusammenfassung

Die TPA stellte eine geeignete Methode dar, um eine physikalische Charakterisierung der
weichen Kausticke durchzuflihren. Neben primaren Texturparametern wie Harte und
Klebrigkeit konnte auch die elastische Rickformung als sekundarer Texturparameter bestimmt
werden. Ein Anstieg der Harte konnte fir die untersuchten Formulierungen festgestellt werden.
Besonders innerhalb der ersten 30 Tage nach Herstellung kam es zu einem raschen Anstieg
mit Verdopplung der Harte fur K12, K30 und K90. Dies war ein Hinweis auf eine Veranderung
der inneren Struktur der Probe Uber die Lagerzeit. Es konnte kein relevanter Einfluss der
verwendeten Povidon-Typen auf die Wachstumsrate festgestellt werden, was nahelegt, dass

der Hartezuwachs unabhangig vom Molekulargewicht ist.

Einen Einfluss besal} jedoch PLP; die Formulierung oPLP zeigte eine geringere Harte als PLP-
haltige Formulierungen. Zuruckgefuhrt werden konnte dies auf die heterogene
Zusammensetzung des Aromas. Durch Interaktion der chemischen Komponenten des Aromas
kam es im Kaustlck zu einer nicht untersuchten Veranderung der Probe mit Anstieg der Harte.
In der Literatur sind zahlreiche Reaktionen durch Leberbestandteile aufgefihrt (Frankel 1983,
Im et al. 2004, Wilhelm 2015). Trotz Hartezuwachs wurde das Limit von 10 N von keiner

Formulierung Uberschritten.

Alle Kaustlicke wiesen eine geringe Klebrigkeit auf. In Abhangigkeit der Lagerzeit konnte
ebenso wie fur die Harte ein Klebrigkeitszuwachs fir alle Formulierungen beobachtet werden.
Die Klebrigkeit konnte dabei nicht auf die Anwesenheit einer bestimmten Povidon-Qualitat
zurtckgefihrt werden. Die Lagerung bei unter Stressbedingungen (40 °C) flhrte zu einer
insgesamt hoheren Klebrigkeit, verglichen zur Lagerung bei Raumtemperatur. Durch die
héhere Temperatur konnte eine Synarese festgestellt werden. Dies duf3erte sich durch einen
dinnen Flissigkeitsfilm, der bei der Probenentnahme auf der Innenseite des Blisters verblieb.
Bei der Flussigkeit handelte es sich vermutlich um nicht gebundenes Glycerol. Durch den
thermischen Einfluss wurde die Viskositat des Glycerols gesenkt, sodass ein FlielRen
ermoglicht wurde. Auffallend war eine insgesamt hohere Klebrigkeit fir Formulierung oPLP.
Es wurde geschlussfolgert, dass die Klebrigkeit durch Flissigkeitsadsorption in Anwesenheit

von PLP effektiv gesenkt werden konnte.

Eine Unterscheidung der Formulierungen tUber ER war nicht mdglich. Bei Raumtemperatur
gab es eine Rickbildung auf 92 % der urspriinglichen Hohe des Kaustlicks. Abweichungen
konnten durch Fehlmessungen erklart werden. Auch bei erhdhter Temperatur war eine

Unterscheidung der Arzneiformen nicht méglich.
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Zur Untersuchung der Veranderung Uber die Lagerzeit wurde erfolgreich eine erweiterte TPA
durchgefiihrt. Neben klassischen Texturparametern konnten in Analogie zum Tablettieren die
plastische und elastische Arbeit beim Verdichten der Probe bestimmt und ausgewertet
werden. Die ermittelten Werte gaben Auskunft Uber das Uberwiegende Verhalten bei
Krafteinwirkung und somit auf die innere Struktur. Auch hier konnte eine Zunahme der
aufgebrachten Arbeit, sowohl elastisch als auch plastisch, insbesondere in den ersten 30
Tagen nach Herstellung festgestellt werden. Diese korrelierte mit Korrelationskoeffizienten
R = 0,962 mit dem Hartezuwachs. Ausnahme bildete abermals oPLP. Eine schwachere
Korrelation der plastischen Arbeit und der Harte wurde ermittelt (R = 0,804). Der Faktor E2/E3
gab Auskunft Uber das Verhaltnis des elastischen Anteils zum plastischen Anteil. Fur alle
getesteten Formulierungen ergab sich ein groRerer plastischer Anteil. Uber die Zeitskala

wurde jedoch eine gréfRere relative Zunahme der Elastizitat fur alle Kaustiicke gemessen.

Auf mechanistischer Ebene lieBen sich die relative Zunahme der Elastizitdt sowie das
Nachharten nicht aufklaren. Die mechanistische Aufklarung rickte damit in den Fokus der
Untersuchungen und bedarf weiterer Untersuchung. Die Frage nach dem Hintergrund der

physikalischen Veranderung wurde ausfihrlicher in Kapitel 3.5 untersucht.

Die Ergebnisse aus der erweiterten TPA sollten anhand der DMA verifiziert werden, es zeigte
sich jedoch ein kontrares Bild. Wahrend ein Uberwiegend plastisches Verhalten der Proben in
der TPA gezeigt wurde, zeigte die DMA ein deutliches elastisches Verhalten. Durch die DMA
wurde das Verhalten der Probe in Ruhe gemessen. Die Messung reprasentierte damit ein
Kaustlick wahrend der Lagerung. Zunachst wurde gezeigt, dass die Probe Uber eine Amplitude
von bis zu y = 25 % Verformung zerstérungsfrei untersucht werden konnte. Sie gab damit
zusatzliche Informationen zur Ruhephase der weichen Kaustliicke und erganzten die
Ergebnisse der TPA. Es konnte zusammengefasst werden, dass weiche Kaustlicke in
Ruheposition, also wahrend der Lagerung, eine stabile, elastische Darreichungsform bildete,
die gegen leichtere Belastung widerstand. Wurde eine Belastungsgrenze Uberschritten,
konnten die weichen Kaustlicke hingegen leicht plastisch verformt werden. Beide Erkenntnisse

sind fUr eine robuste, schnell zerfallende Arzneiform zur oralen Anwendung wiinschenswert.

Des Weiteren konnten Bedenken hinsichtlich des mikrobiellen Verderbs ausgeschlossen
werden. Uber die Lagerzeit wurde eine Wasseraktivitat von 0,6 nicht (iberschritten; maximal
betrug die Wasseraktivitat 0,5. Sie wurde allein durch das Mischungsverhaltnis von Glycerol
zu Wasser bestimmt. Eine Kontrolle des Mischungsverhaltnisses war somit unerlasslich, um
Konservierungsstoffe zu vermeiden. Die Wasseraktivitdt war dabei unabhangig vom

Molekulargewicht des eingesetzten Povidons oder die Anwesenheit von PLP.
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Aufgrund fehlender Monographie wurde die Zerfallszeit anhand rationaler Aspekte auf 30 min
festgelegt. Wahrend der Lagerzeit von 7 Monaten lag diese flir nahezu alle untersuchten

Proben unterhalb dieses Wertes. Eine ausreichend geringe Zerfallszeit war somit gegeben.

Durch die umfassende physikalische Charakterisierung wurde ein weitreichendes
Produktverstandnis gewonnen. Zur kompetitiven Beurteilung der Arzneiform ist im folgenden

Kapitel ein Vergleich zu bereits auf dem Markt befindlichen Produkten beschrieben.

Mittels Methodentransfers konnten zunachst nicht bekannte Aspekte konkret untersucht und
charakterisiert werden. Anhand des Produktverstdndnisses war es nun moglich, eine
nachfolgende Optimierung der Arzneiform durch statistische Versuchsplanung unter Aspekten
des QbD durchzufihren. Aufgrund der allgemein guten Eigenschaften wurde Formulierung
K30 hierzu ausgewahlt. Die Optimierung des Herstellprozesses wird in Kapitel 3.4 naher
beschrieben.
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3.3 Vergleich der weichen Kauarzneiform mit
Marktprodukten

3.3.1 Einleitung

Kaubare Arzneiformen stellen eine einfach anzuwendende Darreichungsform fur Hunde dar,
die eine Verbesserung der Therapietreue durch Férderung der Adharenz von Hunden und
Hundebesitzern ermoglichen. Um eine ausreichende Akzeptanz auch bei bitteren
Arzneistoffen zu gewahrleisten, werden den Formulierungen oftmals grofle Mengen
Aromastoffe zugesetzt und so die Schmackhaftigkeit erhdht. Dabei bevorzugen Hunde
fleischartige Produkte mit Geschmack nach Rind, Schwein oder Hefe-basierte Aromastoffe
(Ahmed und Kasraian 2002). Die Textur der Darreichungsform spielt wegen des gréften
Einflusses auf die Schmackhaftigkeit (Ahmed und Kasraian 2002, Majumdar et al. 2016) eine
wesentliche Rolle (Thombre 2004). Weiche, fleischartige Strukturen werden festen, bréseligen

Strukturen vorgezogen (Song et al. 2016).

Verschiedene Formulierungsstrategien wurden in den vergangenen Jahren unternommen, um
den hohen Akzeptanzsanforderungen gerecht zu werden. Dabei konnen einzelne
Gemeinsamkeiten zu einer Generation zusammengefasst werden. Eine der Beimengung von
Futtermitteln zur Applikation nicht unahnliche Vorgehensweise zeigen Produkte der ersten
Generation. Hier wurde der Arzneistoff in fleischhaltige Produkte eingearbeitet. Durch die
natlrliche Fleischbasis besitzen diese Arzneiformen eine hohe Schmackhaftigkeit fir Hunde
und Katzen (Song et al. 2016, Thombre 2004). Im Gegensatz zu Tabletten zeigte sich eine
langsame Freisetzung der Arzneistoffe aus der oftmals kompakten Matrix. Das Infektionsrisiko
durch Tiererkrankungen wie bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) und Maul- und
Klauen-Seuche (MKS) flihrte zum Rickgang der Produktentwicklung. Zur Verbesserung der
Eigenschaften und Vermeidung von Erkrankungen wurden fleischahnliche Strukturen auf
Starkebasis entwickelt und bilden die zweite Generation. Diese enthalten statt Fleisch erstmals
Aromastoffe, die den Geschmack positiv beeinflussen. Durch die im Produkt enthaltene Starke
war die Lagerfahigkeit oftmals eingeschrankt. Bedingt durch die Retrogradation
vorverkleisterter Starke kommt es zur Rekristallisation amorpher Bereiche unter Verlust von
Elastizitat (Kapitel 3.1.1). Eine neue, dritte Generation stellte die Weiterentwicklung zu
starkefreien, schmackhaften Arzneiformen dar. Kanikanti et al. beschrieben eine
Darreichungsform, die ganzlich auf Starke verzichtete zugunsten einer Komposition aus
Mannitol und Cellulosederivaten. Diese wurden gemeinsam zu einer festen, teigartigen
Struktur extrudiert und schliel3lich als Neuheit patentiert (Kanikanti et al. 2017, Kanikanti und
Hamann 2013). Derzeit befindet sich mit Trocoxil nur ein Produkt der dritten Generation auf
dem Markt (EMA 2020). Eine groRere Zahl Vergleichsdaten zwischen Kauarzneimittel der

zweiten und der dritten Generation fehlen (Stomberg 2015).
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3.3.2 Vergleich weicher Kaustiicke mit Marktprodukten

In einer Untersuchung wurde das formulierungsoptimierte weiche Kaustliick K30 gegen drei
auf dem Markt befindliche Kauarzneiformen flr Hunde getestet: Milbemax Kautabletten flr
kleine Hunde der Firma Elanco, sowie Quellin und Advantus Soft Chew der Firma Bayer
Animal Health (Kapitel 6, Tabelle 6.3). Die Auswahl der Produkte erfolgte hinsichtlich ihrer
Applikationsroute. Alle verwendeten Produkte sollten kaubar sein und anschlieRend als
Ganzes oder in Stucken verschlungen werden. Milbemax stellt darUber hinaus eine
starkehaltige Kauarzneiform dar und ist in die zweite Generation einzuordnen (Kapitel 3.3.1).
Die exakte Zusammensetzung von Advantus und Quellin ist nicht bekannt. Zum Vergleich
wurde zunachst eine Texturanalyse durchgefihrt, in der die Parameter Harte (Kapitel 5.2.4.1)
und Klebrigkeit (Kapitel 5.2.4.2) untersucht wurden. Zur weiteren Beurteilung wurde die
Zerfallszeit der Produkte (Kapitel 5.2.8) und aw (Kapitel 5.2.6) untersucht und mit der weichen
Kauarzneiform verglichen. Als Referenz diente eine bereits einen Monat bei 22 °C gelagerte
Probe der Kauarzneiform K30 (Kapitel 5.2.2.3). Anhand der Ergebnisse sollte eine Beurteilung
der Leistung der optimierten Kaustlicke in Bezug zu den Marktprodukten anhand der
ausgewahlten Qualitatsattribute erfolgen. Die Ergebnisse wurden in Abbildung 3.24, sowie in
Tabelle 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.24 Vergleich physikalischer Eigenschaften verschiedener Kauarzneiformen fir Hunde;
n =6 oder n =3 (*), MW £ s. Quellin (A) konnte aufgrund seiner Gré3e nicht im Zerfallstester nach
Methode 2.9.1, Test A (Ph. Eur.) vermessen werden. Die Wasseraktivitdt aw wurde n = 1 bestimmt.
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Im Vergleich zu den getesteten Marktprodukten wiesen die weichen Kaustiicke mit
7,65 £ 0,34 N die geringste Harte auf. Die Gbrigen Formulierungen zeigten dabei Harten von
> 25 N. Damit Uberstiegen alle Marktprodukte den definierten Bereich flr weiche Kaustiicke
von 3—-10N Harte (Kapitel 1.1.5). Aufgrund der Ergebnisse entsprach keines der
Marktprodukte der verwendeten Definition ,weich®, obwohl die Produktbezeichnung diese
Eigenschaft fir Quellin und Advantus Soft Chews auswies. Weiche Kaustlcke wurden
zugunsten einer optimalen Textur verbessert und lagen innerhalb der spezifizierten
Grenzwerte. Sie konnten entsprechend des Texturparameters von den Marktprodukten
abgegrenzt werden. Im Gegensatz dazu besallen weiche Kaustlicke eine mittlere Klebrigkeit
mit 0,067 £ 0,022 N-mm. Diese lag hoher als die Klebrigkeit von Advantus (0,025 + 0,004
N-mm) und Milbemax (0,008 £ 0,003 N-mm), jedoch deutlich niedriger als von Quellin
(0,185 £ 0,114 N-mm). Durch die Anwesenheit einer groRen Flissigkeitsmenge war das
Ergebnis nicht verwunderlich. Nach Einschub des Indentors in die Probe wurde dieser mit
einem dunnen Flussigkeitsfilm der aus dem Kaustlick gepressten Flissigkeit benetzt. Beim
Herausziehen des Indentors aus der Probe wurde eine negative Kraft durch Kapillarkrafte,
ausgewertet als Klebrigkeit, zwischen Indentor und Probe gemessen (Bikerman 1947). Die
Ausbildung von Kapillarbriicken ist hierbei unter anderem abhangig von der Kontaktzeit,
Oberflachenbeschaffenheit der Kontaktflache und der Benetzung des Indentors (Ben-Zion und
Nussinovitch 2002).

Die Ubrigen Arzneimittel wiesen einen geringeren Flissigkeitsgehalt auf, sodass im Verhaltnis
weniger Kapillarbricken zum Indentor durch eine geringere Fllssigkeitsmenge ausgebildet
wurden. Die resultierende Adhasionskraft war niedriger. Insgesamt wurde der negative Effekt
der Klebrigkeit weicher Kaustlicke als vernachlassigbar eingeschatzt. Beim Aufnehmen der
Kaustlicke per Hand liel sich kein Kleben feststellen. Auch nach Belastung durch den Indentor
zeigten sie eine geringere Klebrigkeit als das bereits auf dem Markt befindliche Quellin.
Folglich wurde der Einfluss auf den Transport und die Verpackung der Arzneiform als gering

angesehen und stellte keinen wesentlichen Nachteil der Arzneiform dar.
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Tabelle 3.5 Vergleich der physikalischen Eigenschaften Harte, Klebrigkeit, Zerfallszeit und aw von
Marktformulierungen mit weichen Kaustticken; Harte, Klebrigkeit und Zerfallszeit wurden je n = 6 oder
n = 3 (*) bestimmt, MW * s. Die Bestimmung von aw erfolgte n = 1.

Harte Klebrigkeit Zerfallszeit a
(N) (N-mm) (min:s) W
weiches 7,65+ 0,34* 0,07 + 0,02* 13:57 + 01:36" 0,38
Kaustuck
Quellin 26,21 £ 0,87 0,19+ 0,11 --- 0,34
Advantus 30,30 + 0,98 0,02 + 0,00 20:53 £ 00:49 0,33
Milbemax 41,34 + 1,99 0,01 £ 0,00 17:10 £ 00:58 0,40

Nach Ph. Eur. herrschen bei einer aw < 0,6 Bedingungen vor, die eine Vermehrung von
Bakterien und Pilzen unterbinden. Produkte mit einer entsprechend geringen aw gelten als
mikrobiell stabil und konnen daher als ausreichend konserviert ohne Zusatz eines
Konservierungsmittels angesehen werden. Fur alle untersuchten Produkte konnte eine
aw < 0,4 nach Gleichgewichtseinstellung gemessen werden. Damit entsprachen alle Produkte

den Vorgaben des Arzneibuchs und waren hinreichend vor mikrobiellen Verderb geschutzt.

Mit Zerfallszeiten < 30 min erflllten alle Proben die festgelegte, maximale Zerfallszeit von
30 min. Lediglich fur Quellin konnte aufgrund der GréRRe keine Zerfallszeit im identischen
Zerfallsaufbau bestimmt werden. Das optimierte weiche Kaustick erzielte mit 13 min 57 s die
geringste, Milbemax mit 17 min 10 s eine mittlere und Advantus mit 20 min 53 s die héchste
Zerfallszeit. Advantus und Milbemax waren von fester, trockener Struktur. Es war notwendig,
dass die Bestandteile zunachst im Medium quellen oder gelést werden, um einen Zerfall der
Arzneiform zu initiieren. Das optimierte Kaustlick wies bereits einen hohen Flissigkeitsgehalt
auf, sodass eine initiale Quellung nicht notwendig war und einen Zeitvorteil bestand, wodurch

geringere Zerfallszeiten realisiert werden konnten.

Neben der Zerfallszeit gilt das Freisetzungsverhalten als wichtiger Qualitatsparameter zur
Bewertung einer Formulierung in Bezug auf etablierte Marktprodukte. Dabei werden zum
Vergleich des Leistungsverhaltens objektive Beurteilungskriterien wie der Ahnlichkeitsfaktor f2
zur Beurteilung zweier Freisetzungsprofile oder das Q-Kriterium, das die zum Erreichen einer
definierten Wirkstofffreisetzung bendtigte Zeit widerspiegelt, herangezogen (EMA 2010, Ph.
Eur. 10). Eine Unterscheidung zweier Freisetzungsprofile unter biorelevanten Aspekten kann
auch durch eine alternative Freisetzungsmethode wunter der Nachahmung des

Mastikationsvorgangs erfolgen (Stomberg et al. 2017).
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Ein vierhockriger Molar ahmt hierbei zu Beginn der Freisetzung die okklusale Kaubewegung
im Mundraum nach, wodurch die Arzneiform mechanisch zerkleinert wird. Durch die
Vergrolierung der Oberflache kann eine schnellere Freisetzung des Arzneistoffs aus der
Arzneiform erreicht werden. Hierdurch konnte beispielsweise eine relevante Freisetzung flr
bittere Arzneistoffe wahrend der Mastikation innerhalb der ersten Sekunden nachgewiesen
werden (Stomberg et al. 2017). Insbesondere bei kaubaren Arzneiformen ist dies ein
gewulnschter Prozess, jedoch wird dieser biorelevante Aspekt in herkdmmlichen
Freisetzungsuntersuchungen vernachlassigt. In der vorliegenden Arbeit wurde auf die
Kausimulation verzichtet und ein qualitativer Vergleich des Freisetzungsverhaltens

durchgeflhrt.

Als Referenzarzneimittel wurde Milbemax Kautabletten fiur kleine Hunde der Firma Elanco
verwendet. Dieses enthielt als Arzneistoff mit 25 mg die gleiche Einzeldosis PZQ wie weiche
Kausticke und konnte mit diesen unmittelbar verglichen werden. Die maximale
Freisetzungsdauer von 12 h durfte von beiden Arzneimitteln nicht Uberstiegen werden
(Kapitel 3.1.2).

PZQ besitzt eine sehr geringe Wasserldslichkeit, sodass die Freisetzungsrate in dem. Wasser
als diskriminierend angesehen werden kann. Aufgrund der geringen Einzeldosis von 25 mg im
Vergleich zur Sattigungsléslichkeit von 400 mg/L (The Merck Index 2021), bzw. ca. 270 mg/L
bei 37 °C (El-Arini und Leuenberger 1998), lagen wahrend der Durchfihrung der Experimente
Sink-Bedingungen vor (Niebergall et al. 1967, Niebergall et al. 1971). Durch die geringe
Lésungsgeschwindigkeit und Loslichkeit von PZQ in dem. Wasser lieR sich die
Freisetzungsrate als zur Resorption zur Verfligung stehenden Dosis interpretieren. Sie stellte
somit einen  wichtigen  Qualitatsparameter dar. In der Auswertung der
Freisetzungsuntersuchungen (Kapitel 5.2.9) wurde der Verlauf der Freisetzungskurve
analysiert. Der berechnete Ahnlichkeitsfaktor f. gibt dariiber Auskunft, in welchem MaR
verschiedene Freisetzungsprofile unter dem Gesichtspunkt der Bioaquivalenz fir orale
Darreichungsformen aufeinander abbildbar sind. Nur bei ausreichender Ahnlichkeit (f. = 50)
kann von einem gleichen Freisetzungsverhalten ausgegangen werden und ein Vergleich der
Produkte stattfinden. f» wurde in dieser Untersuchung als qualitativer Parameter ohne

Ableitung einer Biodquivalenz untersucht.
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Abbildung 3.25 Freisetzungsprofile weicher Kausticke und Milbemax (Referenz) bei 40 °C und
50 UpM, n =6, MW % s.

Die Freisetzungsprofile von Milbemax und weichen Kaustlicken zeigten eine zunachst rasche
Zunahme und anschlieBend ein Abflachen der freigesetzten Menge Uber die Messdauer
(Abbildung 3.25). Insgesamt zeigte Milbemax eine grélere Streuung bis 120 min nach
Messbeginn. Bis zum Ende der Messung nach 300 min erreichte keine der Milbemax-Proben
den deklarierten Gehalt von 25 mg. Im Gegensatz hierzu setzten die weichen Kaustiicke die
vollstandige Wirkstoffdosis nach bereits 120 min frei. Im Freisetzungsprofil der weichen
Kaustlicke war initial eine verlangsamte Freisetzung zu beobachten (0 — 15 min). Nach 15 min
beschleunigte sich die Freisetzung unter Verdnderung der Kinetik. Der Ahnlichkeitsfaktor
wurde mit > = 49,03 bestimmt. Die Freisetzungsprofile von Milbemax und weicher Kaustlicke
unterschieden sich somit voneinander, wobei weiche Kaustlicke eine schnellere und hohere

Freisetzung in dem. Wasser zeigten.

Wahrend des Freisetzungsverlaufs konnte eine Erosion der weichen Kaustlicke beobachtet
werden (Abbildung 3.26). Nach augenscheinlicher Quellung unter Volumenzunahme folgte
das Loslésen einzelner, groferer Bestandteile. Im Laufe der Untersuchung erodierte das
Kaustlck vollstandig. Das Einsetzen und Fortschreiten der Erosion schienen mit der

beschleunigten Freisetzung zu korrelierten.
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Abbildung 3.26 Weiche Kausticke in einer Blattrihrer-Freisetzungsapparatur nach
Ph. Eur. (A) wurde zu Beginn der Freisetzung aufgenommen, (B) zeigt die Erosion eines Kaustlicks mit
fortlaufender Freisetzungsdauer. Zur besseren Darstellung wurden die Helligkeit und der Kontrast in (B)
angepasst.

Die Freisetzung eines Arzneistoffs aus einer hydrophilen, quellbaren Polymermatrix kann
durch drei parallel verlaufende Prozesse beschrieben werden: 1) Durch Absorption des
Freisetzungsmediums kommt es zur Quellung der Polymermatrix und Freisetzung des im
Polymer geldsten oder dispergierten Arzneistoffs durch Fick’sche Diffusion aus der Matrix in
das Medium. 2) Der in der Arzneiform dispergierte Arzneistoff wird gelést und in das
Freisetzungsmedium freigesetzt. 3) Mit fortschreitender Freisetzung kommt es infolge der
Quellung und Aufldsung der hydrophilen Matrix zur Erosion oder zum Zerfall der Arzneiform.
Dabei wird gelGster oder dispergierter Arzneistoff gemeinsam mit Matrixbestandteilen in das
Freisetzungsmedium freigesetzt. Diesen Zusammenhang beobachteten und beschrieben
verschiedene Forschergruppen (Colombo 1993, Efentakis et al. 1997, Peppas et al. 1980).
Durch Einflhrung einer allgemein gultigen mathematischen Formel (Kapitel 5.2.9, Formel
(5.9)) gelang es Ritger und Peppas (1987), die Freisetzungskinetik gemaR ihrem
zugrundeliegenden Verhalten zu beschreiben. Dabei liegt bei der Freisetzung einer
zylindrischen, quellbaren Probe eine Fick’sche Diffusion vor, wenn der Freisetzungsexponent
n einen Wert von 0,45 annimmt. Nimmt der Exponent einen Wert 0,45 < n < 0,89 an, liegt eine
anomale, nicht-Fick’'sche Diffusion vor. Diese tritt auf, wenn Diffusions- und
Relaxationsprozesse gleichermalen Einfluss auf die Freisetzung haben und in nahezu
gleicher GroRenordnung ablaufen. Nimmt der Freisetzungsexponent einen Wert von n = 0,89

an, liegt ein sogenannter Case-II-Fall vor (Enscore et al. 1977).

Im Vergleich zur gleichzeitig verlaufenden Polymerrelaxation liegt eine schnelle Diffusion vor,
sodass die Freisetzung beschleunigt ablauft. Kommt es durch Verringerung der
Anziehungskrafte zu einer Plastifizierung des Polymers in der Gelschicht, kann die Relaxation
schneller verlaufen und vermehrt Arzneistoff freigesetzt werden. Der Freisetzungsexponent
nimmt einen Wert von n> 1 an. Dieses Phanomen wird Super-Case-Il Transport genannt
(Llabot et al. 2004).
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Die Quellung der Matrix besitzt einen wesentlichen Einfluss auf die Freisetzungskinetik. In
Abhangigkeit der Quellungsrate kann eine Kinetik 0. Ordnung oder 1. Ordnung vorherrschen
(Colombo 1993). Dabei ist eine Auspragung verschiedener Zonen wahrend der Quellung zu
beobachten, in folgender Reihenfolge vom Polymerkern hin zum Freisetzungsmedium:
Glasubergangsfront, Diffusionsfront, Erosionsfront (Colombo 1993). Die Glaslibergangsfront
beschreibt einen glasartigen Zustand des Polymers, der nach Entschlaufung der
Polymerketten durch Senkung der Glasubergangstemperatur unter die Experimenttemperatur,
auftritt. Sind Diffusions- und Erosionsfront dariber hinaus synchronisiert, d.h. sie verlaufen
gleich schnell, besitzt die Matrix eine Freisetzungskinetik 0. Ordnung. Efentakis et al. (1997)
stellten darUber hinaus eine lineare Abhangigkeit der Freisetzung von der Quellung CMC-Na-
haltiger Matrices fest. Bei geringen CMC-Na-Gehalten zeigte die Matrix eine geringere
Quellung und folgte der Freisetzungskinetik 1. Ordnung. Wies die Matrix einen hohen CMC-
Na-Gehalt auf, naherte sich die Freisetzungskinetik der 0. Ordnung an. Wurden die
Quellungsrate und Erosionsrate synchronisiert, verlief die Freisetzung nach Kinetik
0. Ordnung.

Wan et al. (1993) konnten unter Verwendung verschiedener HPMC-Konzentrationen
nachweisen, dass die Freisetzungsrate invers mit der Quellung der hydrophilen, erosiven
Matrix korrelierte. Je héher der HMPC-Gehalt der Matrix war, desto starker quoll diese. Als
Folge verlangerten sich die Diffusionswege und die Freisetzungsrate wurde erniedrigt. Durch

die hohe Hydrophilie waren die Wasseraufnahme und Benetzung der Matrix begunstigt.

Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Untersuchungen wiesen weiche Kausticke eine
unlésliche, bereits vorgequollene Matrix aus X-CMC-Na auf. Einen Einfluss der Quellung nach
Kontakt mit dem Freisetzungsmedium wurde zunachst als gering eingeschatzt, da die
Quellung bereits zum Zeitpunkt der Herstellung erfolgte. In der Freisetzung zeigte sich jedoch
die Ausbildung einer durchscheinenden Gelschicht unter Volumenzunahme, sodass vermutet
wurde, dass eine weiterflhrende Quellung stattfand (Abbildung 3.26, A). Die
Freisetzungskinetik zeigte in den ersten 15 min einen linearen Verlauf. Mit fortlaufender
Freisetzungsdauer konnte eine Erosion der Kaustlicke beobachtet werden (Abbildung 3.26,
B). Die Erosion besitzt einen bereits beschriebenen, nachgewiesenen Einfluss auf die

Freisetzungskinetik.

Wenn das weiche Kaustlick nach 15 min vollstandig gequollen war, wirde die Erosion eine
Beschleunigung der Freisetzung beglnstigen. Fur weiche Kaustlicke wurde daher in Summe
eine Freisetzung mit Mischkinetik erwartet. Milbemax zeigte in der Freisetzung ein Auflésen
der hydrophilen Matrix unter Liberation der unléslichen Matrixbestandteile. Unldsliche Partikel
wurden durch Rihrbewegung dispergiert und bildeten eine milchige, braunlich gefarbte

Suspension.
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Hydrophobe Bestandteile des Aromastoffs, vermutlich Fette, schwammen auf der Oberflache
auf und bildeten weildliche Inseln. Durch die Tribung der entstehenden Suspension konnte
keine eindeutige Gelschicht ausgemacht werden. Es wurde jedoch vermutet, dass die
Freisetzung ahnlich der weicher Kaustlicke Uber die Ausbildung einer Gelschicht verlauft und

letztlich von der Erosion der Matrix beeinflusst wurde.
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Abbildung 3.27 Freisetzungsprofile < 60 % kumulativ freigesetzter Menge von Milbemax (Referenz)
und weicher Kaustlcke in doppelt logarithmierter Darstellung der Achsen, n=6, MW ts.
Ausgenommen t = 0.

In der logarithmierten Darstellung beider Achsen (Abbildung 3.27) zeigte Milbemax ein lineares
Freisetzungsprofil. Das Freisetzungsprofil der weichen Kaustlicke hingegen zeigte zwei
scheinbar unterschiedliche Phasen; Phase 1 zeigte eine geringe Steigung Uber die ersten zwei
Messpunkte, wahrend in Phase 2 die letzten drei Messpunkte einen nichtlinearen Bereich
zeigten. Insgesamt sind zu wenige Messpunkte zur Auswertung vorhanden, um einen
detaillierten Kurvenverlauf zu beschreiben. Die Auswertung der Freisetzungskinetiken nach
Korsmeyer-Peppas (Kapitel 5.2.8) ist in Tabelle 3.6 dargestellt. Uber alle Messwerte hinweg
zeigte das weiche Kaustlck eine Super-Case-ll Transport-Freisetzungskinetik mit n = 1,167 in
guter Korrelation der Messwerte mit r?=0,942. Der Verlauf der Kinetik in zwei scheinbaren

Phasen wurde auf die Verwendung von Glycerol als Quellflissigkeit zurickgefuhrt.

Tabelle 3.6 Diffusionsexponent n und Bestimmtheitsmal} r? der Freisetzungskinetiken von Milbemax
und weicher Kaustlicke, n = 5, MW * Standardfehler.

Probe n r?
Milbemax 1,435 + 0,074 0,990
Weiches Kaustlick 1,167 £ 0,144 0,942
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In Vorversuchen konnte eine erhéhte Loéslichkeit von PZQ mit 770 mg/L in einer Glycerol-
Wasser-Mischung mit 80 % (m/m) Glycerol gezeigt werden (Kapitel 5.2.9.1). Durch die um den
Faktor zwei verbesserte Ldslichkeit lag PZQ vollstandig in der Quellflissigkeit gelost vor. Die
Freisetzung des Arzneistoffs erfolgte unter folgender Hypothese: In Kontakt mit dem
Freisetzungsmedium kam es zur Quellung der unldslichen, hydrophilen Matrix. Bis zur
ausreichenden Quellung der duReren Polymerpartikel zeigte sich eine niedrige, konstante
Freisetzungsgeschwindigkeit bis 15 min nach Messbeginn. Durch Verdinnung der inneren,
flussigen Phase folgte ein rasches Freisetzen des bereits geldsten Arzneistoffs aus der
Arzneiform. Die Freisetzung wurde durch die Erosion der Arzneiform beschleunigt. Die
Freisetzung erfolgte nicht aus der Polymermatrix, sondern vornehmlich durch das

Auswaschen der PZQ-haltigen Glycerol-Wasser-Phase aus der erodierenden Matrix.

Fir Milbemax konnte mit n= 1,435 ein Super-Case-ll Transport festgestellt werden. Die
Regressionsgerade beschrieb die Messwerte mit r?=0,990 dber die gesamte
Freisetzungsdauer in guter Korrelation. Dieses Ergebnis war aufgrund der in Milbemax
enthaltenen Hilfsstoffe plausibel und wurde wie folgt erklart: Die enthaltene vorverkleisterte
Starke quoll in Kontakt mit Wasser auf und flhrte zur Relaxation der Starke-Polymerketten.
Nachfolgend fiihrte die Plastifizierung der Gelschicht zur Uberkompensation der
Auflésungsrate der Ubrigen Matrix unter erhohter Freisetzung des Arzneistoffs aus der

erodierenden Matrix.

3.3.3 Zusammenfassung

Im Vergleich zu bereits auf dem Markt befindlichen Produkten bildeten weiche Kaustiicke die
dritte Generation der kaubaren Arzneiformen fur Hunde. Dies war insbesondere durch die
geringere Harte und verbesserten Textureigenschaften moglich. Durch Verzicht auf Starke und
Starkederivate wurde das Risiko der Retrogradation und Festwerden der Arzneiform minimiert.
Ein hoher FlUssigkeitsanteil bedingte die weiche, schmackhafte Struktur der Kaustlcke. Durch
eine deutlich geringere Harte der weichen Kausticke (7,65 N) im Vergleich zu Milbemax
(41,34 N), Advantus (30,30 N) und Quellin (26,21 N) konnten die zuvor festgelegten
Anforderungen an ein weiches Kaustlck erflllt werden. Im Zerfallstest zeigten weiche
Kaustlicke mit 13 min 57 s die geringste Zerfallszeit. Nichtsdestoweniger konnte die Vorgabe
von 30 min von allen getesteten Proben eingehalten werden; einzige Ausnhahme bildete
Quellin, welches nicht im gleichen apparativen Aufbau vermessen werden konnte. Alle

untersuchten Proben wiesen darlber hinaus eine ausreichend geringe aw < 60 % auf.
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Im qualitativen Vergleich der Freisetzungsprofile zeigten weiche Kaustlicke eine schnellere
und héhere Freisetzung als das Referenzprodukt Milbemax. Nach 120 min setzten weiche
Kaustlicke den enthaltenen Wirkstoff frei. Langsamer und unvollstandig wurde der Arzneistoff

aus Milbemax freigesetzt.

Die Differenzierung der Freisetzungsprofile konnte mithilfe des Ahnlichkeitsfaktors f, = 49,03
zugunsten der optimierten Kaustucke bestatigt werden. Die Analyse der Freisetzungskinetik
erbrachte einen Super-Case-ll Transport fur weiche Kaustlicke und Milbemax. Da die
Freisetzungsuntersuchung nur einen Qualitatsvergleich ermdglichte, ist ein zukunftiger,
biorelevanter Vergleich beider Arzneiformen in in-vivo Tierexperimenten notwendig, um eine

Bestatigung der Messergebnisse zu liefern.
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3.4 Optimierung des Feuchtextrusionsprozesses

3.4.1 Einleitung

Zu Beginn des 21. Jahrhunderts wurde das bisherige Konzept zur Qualitatssicherung
grundlegend durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) verbessert. Die Neuerung ist
hierbei nun ein risikobasierter Ansatz zur Bewertung der Produktqualitat (FDA 2004b). Dieses
Konzept wurde von der Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) (dbernommen,
weiterentwickelt und schlieRlich unter Quality by Design (QbD) zusammengefasst (Djuris et al.
2013, ICH Q8 2009). Sie wird als wissenschaftsbasierter Ansatz zur Regulierung der
Produktqualitat verstanden. Dabei bilden eine stringente Risikoanalyse, -verminderung und -
kontrolle in dieser Betrachtung die Kernelemente (ICH Q8 2009, ICH Q9 2005, ICH Q10 2008,
ICH Q11 2012). Anhand eines Produktprofils wird im Vorfeld definiert, welche Eigenschaften
das zu entwickelnde Arzneimittel besitzen soll. Das Profil wird durch pharmakokinetische und
-dynamische Daten gestitzt und enthalt dariber hinaus unter anderem Angaben zur
beabsichtigten Administrationsroute (ICH Q8 2009). Durch die Risikoanalyse ist schon zu
Beginn der Formulierungsentwicklung eine Reflektion der Prozessfiihrung moglich (Aksu und
Yegen 2019, Braem und Turner 2019). Als Ergebnis der Risikoanalyse kdnnen CQA definiert
werden (Braem und Turner 2019, Dijuris et al. 2013, FDA 2004b, ICH Q8 2009). Durch die
fortwahrende Kontrolle dieser Attribute ist der pharmazeutische Hersteller in der Lage, die
Qualitat wahrend der Herstellung zu Uberwachen und gegebenenfalls Abweichungen zu
bewerten (ICH Q10 2008). Eine umfangreiche Prozesskenntnis zur Identifizierung jener
kritischen Prozessparameter (CPP) mit Auswirkung auf CQA, muss hierbei vorausgesetzt sein
(Braem und Turner 2019). Dariber hinaus liefert diese Art der Betrachtung ein tieferes
Verstandnis des Prozesses, sowie die Moglichkeit, einen Gestaltungsraum (design space) fur
die Herstellung festzulegen (Aksu und Yegen 2019, FDA 2004b). Das Resultat ist ein
Arzneimittel, das durch die Kontrolle und Uberwachung seines Herstellungsprozesses eine
hohe pharmazeutische Qualitat besitzt. Die rationale Arzneimittelentwicklung konnte bereits
erfolgreich realisiert werden. Uhlenbrock et al. (2017) gelang die erfolgreiche Umsetzung des
QbD-Ansatzes flur die Herstellung eines Phytopharmakons aus Eibe. Ein QbD-basierter
Ansatz zur Optimierung unterschiedlicher Arzneiformen ist Gegenstand gegenwartiger
Forschungsarbeiten (Crcarevska et al. 2015, Fahmy et al. 2012, Kaljevi¢ et al. 2016,
Shekhawat und Pokharkar 2019, Sonar und Rawat 2015). Die Ubertragung des QbD-Ansatzes
auf die Entwicklung und Optimierung einer weichen Kauarzneiform fur Hunde, hergestellt

durch Feuchtextrusion, soll in diesem Kapitel thematisiert werden.

76



Ergebnisse und Diskussion

3.4.2 Quality by Design-Ansatz

Zunachst wurde ein Qualitatsziel-Produktprofil QTPP (Quality target product profile) erstellt
(Tabelle 3.7). Das QTPP fasst spezifische Qualitdtsmerkmale der Arzneiform prospektiv
zusammen (ICH Q8 2009). Die Angaben entsprechen dabei den Anforderungen an eine
weiche Kauarzneiform (Kapitel 3.1.2) und kombinieren Eigenschaften ahnlicher, bereits auf
dem Markt befindlicher Produkte der Firma Bayer Animal wie Advantus™ Soft chewables und
Quellin™ Soft chewables (Bayer Animal Health, Deutschland). Da es sich um eine noch nicht
auf dem Markt befindliche Arzneiform handelt, konnte nur ein indirekter Bezug zu

Lebenszyklus-Aspekten der Arzneiform genommen werden.

Auf Basis des QTPP wurde im nachsten Schritt eine Ursache-Wirkungs-Untersuchung als
gangiges Qualitatsmanagementelement durchgefuhrt (Fahmy et al. 2012, Paciarotti et al.
2014). Anhand des Ursache-Wirkungs-Diagramms, auch als Ishikawa-Diagramm bezeichnet,
wurde der Einfluss verschiedener Parameter auf die resultierende Produktqualitat bewertet
(Abbildung 3.28). In die Betrachtung wurde der komplette Herstellungsprozess einbezogen.

Madgliche Fehler in zweiter Ebene wurden in diese Anschauung nicht integriert.

Tabelle 3.7 Qualitatsziel-Produktprofil einer verbesserten, weichen Kauarzneiform flr Hunde.

Produktattribut Gewiinschtes Attributziel Begriindung

Hunde bevorzugen eine weiche,
Darreichungsform Weiches Kaustuick kaubare Arzneiform, die
fleischartig ist.

Eine schnelle Freisetzung ermdglicht
Darreichungsdesign Schnellfreisetzend die gleichmafige Verteilung und
Wirkung im GIT.

Arzneistoffdosis entspricht der
gangigen Praziquantel-Einzeldosis

Dosisstarke 25 mg und 50 mg fiir kleine (25 mg) und
grofRe Hunde (50 mg).
Applikationsroute Oral Einfachste Applikationsroute fur

Wirkung im GIT.

Arzneistoff ist flr die antiparasitische
Spezifische Population Hunde Behandlung fir Tiere gut untersucht
und lange auf dem Markt zugelassen
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Fortsetzung der Tabelle 3.7.

Produktattribut Eigenschaften
Harte Definition eines Bereiches, der fiir
Hunde als angenehm eingeschatzt
Elastizitat wird
abhangig von
Physikochemische Attribute Gewicht applizierter Dosis,
750 mg £ 25 mg Arzneistoff
Homogene, ebenmalige braune
Aussehen Oberflache, nicht klebend
Geruch Nach Hundetrockenfutter
. Anforderung gemaf
Wasseraktivitat Ph. Eur. 10.0: < 60 %
Physikalische Attribute Anhand physiologischer Daten wird
Zerfall <30 min als ausreichend angesehen;
keine Monographie
\dentitat Qualitatskriterien entsprechend der
Reinheit Monographie des Ph. Eur. 10

Arzneimittelqualitat

Freisetzung

Stabilitat

Gleichférmigkeit des Gehalts

Freisetzung in dem. Wasser zur
Qualitatskontrolle; diskriminierend
durch Léslichkeit (BCS-Klasse Il)

Stabilitdtsdaten fir mindestens 1
Jahr inklusive Stabilitatsdaten unter
Stressbedingungen
(Temperatur: 40 °C),
Kommerzialisierung

entspricht Anforderungen
des Ph. Eur. 10

Verpackungssystem

Aluminium-Aluminium-Blister

(LD-PE)

Erhalt der Qualitat tber den
Anwendungszeitraum, physikalischer
Schutz der weichen Arzneiform,
Schutz vor Verdunstung
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Ausriistung Materialien Herstellungsprozess
Schneidemesser\
Packmittel Mischen
Forderband \ \
) . Hilfsstoffe Produkttransport
Freifallmischer
Dosierpumpen Arzneistoffe Feuchtextrusion\
Extruder Ausgangsqualité& Schneiden
A > Produktqualitit
Verpackung / Inprozesskontrolle /
Arbeitsanweisung
Lagertemperatur Prozessanalytik
Luftfeuchte Qualifikation Validierung
Umwelt Menschen Analytik

Abbildung 3.28 Ishikawa-Diagramm zur Analyse mdglicher Ursachen auf die Produktqualitat.

Ziel der Formulierungsentwicklung ist die Erzeugung eines Arzneimittels gleichbleibend hoher
Qualitat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit (Ph. Eur. 2019). Ist das Arzneimittel vom
pharmazeutischen Unternehmer hergestellt und zur Freigabe vorgelegt, l1asst sich die Qualitat
nicht mehr verandern. Man kann keine hohere Qualitat in ein Erzeugnis niederer Qualitat
hineinprifen. Es ist daher unerlasslich, bereits bei der Herstellung der Arzneiform
Vorkehrungen zu treffen, die die geforderte Qualitat gewahrleisten konnen. Dies spiegelt der
Quality by Design-Gedanke (QbD) wider (ICH Q8 2009).

CQAs werden haufig durch die physikochemischen Eigenschaften der verwendeten Hilfsstoffe
bestimmt. Haufig nimmt der Einfluss des Hilfsstoffs auf die Qualitat zu, je groRer sein Anteil
ist. Wird Uberwiegend Arzneistoff verwendet, dann treten die Eigenschaften des Arzneistoffs
in den Vordergrund. Eine kleine Anderung dieser Attribute kann zu einer erheblichen
Verschlechterung der vorher definierten Qualitdt fuhren. Sie geben somit den
Handlungsrahmen fir die Formulierungsentwicklung vor. Eine Kontrolle der CQA ist
fortlaufend, auch Uber die Formulierungsentwicklung hinaus, umzusetzen. Fur weiche
Kaustlcke wurden CQA bereits in Kapitel 3.1.2 gemal Stomberg (2015) definiert. Vor dem
Hintergrund des QbD sollen diese nun erneut bewertet werden. Die Ergebnisse wurden in

Tabelle 3.8 zusammengefasst.
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Tabelle 3.8 Identifizierung der CQA der weichen Kauarzneiform anhand der charakteristischen

physikalischen Eigenschaften der Arzneiform.

Qualitatsattribut ZielgroBen/ ..
?
des Arzneimittels Spezifikationen CQA? Begrindung
Harte gilt als wichtigster
Harte 3—-10N Ja Texturparameter flr den
Einsatz bei Hunden
Produkt soll
Elastizitat Elastizitat > Plastizitat Ja fleischartige Konsistenz
besitzen
Massenbezogene
Gewicht 750 mg = 7,5 mg Ja Arzneistoffdosierung
(Extrudat)
. Akzeptanz des
Homogene, ebenmalige . -
oo Aussehen i Ja Hundehalters wird positiv
Physikalische Oberflache beeinflusst
Attribute
Nach . Abhangig vom
Geruch Hundetrockenfutter Nein eingesetzten Aromastoff
GemaR Ph. Eur. 10
Wasser- o notwendig, um
aktivitat <60% Ja mikrobiellem Verderb
vorzubeugen
Erosive Arzneiform,
schnell freisetzend,
Zerfall < 30 min Ja Freisetzungsverhalten

durch Zerfallszeit
bestimmt (Liberation)

Zur ldentifizierung der CPP wurde im Folgenden eine Fehlerméglichkeits- und -einflussanalyse
(FMEA) durchgeftihrt (Ben-Daya 2009). Fur die Berechnung der Risikoprioritatszahl (RPZ)
wurde Formel (3.4) verwendet.

RPZ=A-B-E (3.4)

Far die Berechnung der RPZ wurden die Auftretenswahrscheinlichkeit A, die Bedeutung B und

die Entdeckungswahrscheinlichkeit E verwendet (Bundesministerium des Innern und
Bundesverwaltungsamt 2018). A, B und E kdnnen in dieser Betrachtung Werte zwischen 1 bis

10 annehmen. Fir A und B bedeutet 1 ein geringes Risiko, 10 ein hohes Risiko.
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Fur Parameter E gilt der umgekehrte Fall: E = 10 spiegelt eine sehr geringe, E = 1 eine sehr
hohe Entdeckungswahrscheinlichkeit wider (Ben-Daya 2009, Carbone und Tippett 2004).
Entsprechend dieser Voraussetzung kann die RPZ zwischen 1 und 1000 liegen. Im
Allgemeinen gilt eine niedrige RPZ als unkritisch, z.B. durch ein sehr unwahrscheinliches
Auftreten, eine hohe Entdeckungswahrscheinlichkeit und einer untergeordneten Bedeutung.
Uberschreitet die RPZ jedoch einen Schwellenwert von 100, so besteht dringender
Handlungsbedarf (Bundesministerium des Innern und Bundesverwaltungsamt 2018).
MalRnahmen missen in diesem Fall formuliert und umgesetzt werden. Als MalRnahmen
kommen alle Mdglichkeiten in Frage, die Ursachen zu reduzieren und so Fehler zu vermeiden.
Um den Erfolg der MaRnahmen zu bestimmen, wird eine neue Risikobewertung mittels FMEA

durchgefuhrt. Die Priorisierung erfolgt analog zum ersten Durchgang.

In Vorversuchen zur Formulierungsentwicklung zeigte sich bei der Herstellung weicher
Kaustlicke, dass der Herstellungsprozess das grote Risiko fir die beabsichtigte
Produktqualitat darstellt. Ziel des QbD-Ansatzes ist es, eine gleichbleibende Produktqualitat
durch konsequente Prozesskontrolle zu erreichen. Somit wurden keine Malinahmen im
Vorfeld definiert, sondern im Anschluss die Prozessoptimierung zur Vermeidung von Fehlern
genutzt. Die Ergebnisse der Prozess-FMEA sind in Tabelle 3.10 dargestellt. Zur Identifizierung
des Risikos, wurden die ermittelten Risikoprioritatszahlen in vier Kategorien gegliedert, anhand

dessen sich die kritischen Prozessparameter wie folgt ableiten lassen:

Tabelle 3.9 Einteilung der Risikoprioritdtszahlen (RZP) nach resultierendem Handlungsbedarf in
Abhangigkeit der Punktzahl.

RPZ Fehlerrisiko Handlungsbedarf Kritischer Parameter

=1 Kein Risiko Kein Handlungsbedarf Unwahrscheinlich

Kein zwingender

< < . .
2<RPZ<50 Akzeptables Risiko Handlungsbedarf Unwahrscheinlich
51 <RPZ <100 Mittleres Risiko Handlungsbedarf Wahrscheinlich
. Dringender o
101 £ RPZ <1000 Hohes Risiko Sehr wahrscheinlich

Handlungsbedarf
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Die ermittelten Risikoprioritatszahlen zeigten einerseits, dass ein groRRes Risiko vom
Mischprozess, andererseits von den Flissigkeitsdosierungen 1 und 2 (RPZ = 135) wahrend
des Feuchtextrusionsprozesses resultierte (Tabelle 3.10). Als weiteren Prozessparameter mit
hohem Risiko wurde das L/S-Verhaltnis (RPZ = 270) identifiziert. Die Prozessverweilzeit war
ein Prozess mit mittlerem Risiko (RPZ = 100). Diese Parameter bedirfen einer strengeren
Kontrolle (Katz und Campbell 2012). In Vorversuchen konnte die Aussage der FMEA teilweise
untermauert werden. Wurde die Flissigdosierung insgesamt zu niedrig eingestellt, fihrte dies
zu einer Verhartung des Extrudats und konnte infolge zu einem Festsetzen des Extruders
fluhrten, sodass ein Fortsetzen der Extrusion ohne vorherige, vollstandige Reinigung
unmoglich wurde. Gleiches galt fur die Einstellung des Verhaltnisses zwischen L/S. In beiden
Fallen kann der Einfluss als erheblich angesehen werden (Kapitel 3.1.3). Die
Prozessverweilzeit wurde in vorangegangenen Experimenten in dieser Arbeit bisher nicht
naher untersucht. Sie stellt in Extrusionsprozessen haufig einen CCP dar. Um die
Prozessverweilzeit naher zu untersuchen, wurden Experimente zur Bestimmung der mittleren
Verweilzeit (MRT) durchgefihrt (Kapitel 3.4.4). Um den tatsachlichen Einfluss der
Prozessparameter auf das Produkt und dessen Qualitat zu untersuchen, wurde ein

experimenteller Versuchsplan realisiert (Kapitel 3.4.6).

3.4.3 Einfluss des Glycerol zu Wasser-Verhaltnisses

Die Dosierung der Quellflissigkeiten Wasser (Flissigkeit 1) und Glycerol (Flussigkeit 2)
wahrend des Extrusionsprozesses wurden als kritische Prozessparameter innerhalb der
FMEA identifiziert (Tabelle 3.10). Mit einem Risikoergebnis von RPZ > 100 (135) ist nach der
Klassifizierung ein dringender Handlungsbedarf gegeben, um mdgliche Fehlerquellen zu
reduzieren. Das Verhaltnis der beiden Flussigkeiten zueinander wurde jedoch in der FMEA
nicht untersucht. Um den Einfluss des Mischungsverhaltnisses auf die Produktqualitat zu
erortern, wurde eine vereinfachte, terndre Mischung als reprasentative Formulierung
verwendet, bestehend aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser (Tabelle 3.12). Dabei wurde so
viel Flussigkeit eingesetzt wie anteilig in der Feuchtextrusion fur jeden Pulverbestandteil zur
Verfugung stand. Eine Pulver-Dosierrate von 10 g/min entsprach einer Menge von 1,457 g/min
X-CMC-Na, bezogen auf eine Flissigkeitsmenge von 8 g/min Glycerol und 1,81 g/min Wasser
(Kapitel 5.2.2.3).
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Tabelle 3.11 Ubersicht der Produktbestandteile. Angegeben sind die Anteile der festen Hilfsstoffe an
der Pulvermischung, die Quellflissigkeiten an der Flussigkeitsdosierung und der Anteil, bezogen auf
das fertige Produkt.

Feststoffe Anteil Pulvermischung % Anteil gesamt %
PZQ 6,99 3,53
PLP 20,40 10,30
X-CMC-Na 14,57 7,35
Mannitol 48,95 24,71
PVP K30 9,09 4,59
Quellfliissigkeiten Anteil Fliissigdosierung % Anteil gesamt %
Glycerol 81,53 40,38
Wasser 18,47 9,15

Fir die Untersuchung wurde jeweils 1 g X-CMC-Na mit 7 g Quellflissigkeit versetzt und mit
einem Spatel in einem PE-Probengefall (PS-14) fur die Wasseraktivitatsmessung vermischt
(Kapitel 5.2.3.1). Die Zusammensetzung der Quellflissigkeiten variierte dabei von 70 % bis
90 % (m/m) Glycerol. Zusatzlich wurde die Harte der vereinfachten, terndren Mischung
bestimmt, um weitere Einflisse durch die Glycerol-Wasser-Mischung auf die weiche
Kauarzneiform durch Prozessvariation zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.5.3

naher erlautert.

Tabelle 3.12 Vereinfachte, ternare Formulierung zur Untersuchung der Auswirkung des Glycerol-
Wasser-Verhaltnisses, bezogen auf den Hilfsstoff X-CMC-Na. Dargestellt sind die Anteile zur Extrusion
optimierter Kaustuicke (Kapitel 5.2.2.3).

Bestandteil Anteil % Molenbruch xi
X-CMC-Na 12,93
Glycerol 70,99 0,46
Wasser 16,08 0,54
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Abbildung 3.29 aw-Messung in Abhéngigkeit des Glycerolanteils der terndren Formulierung aus X-
CMC-Na, Glycerol und Wasser. Gemessen an aufeinanderfolgenden Tagen seit der Herstellung
(Tag 0); n = 3, als Einzelwerte dargestellt.

Der Zusammenhang zwischen Wasseraktivitdt und Glycerolanteil der Wasserphase wurde
bereits in Kapitel 3.2.4, Abbildung 3.21, dargelegt. Der fur die Extrusion relevante
Glycerolanteil zwischen 70 und 90 % (m/m) in der Flussigkeitsphase ist in Abbildung 3.29
detaillierter dargestellt. Bereits ab einem Glycerolanteil von 78,02 % wurde eine effektive aw
von 0,5 erzielt und wirkte somit konservierend fir die weiche Kauarzneiform. Die Werte von
aw an aufeinanderfolgenden Tagen zeigten nur eine geringe Streuung. Dabei zeigten die
Messpunkte an Tag 3 die grofite Abweichung. Die Streuung kénnte durch einen
Anwenderfehler verursacht worden sein: Beim Offnen des Probenbehdlters und beim
Einsetzen des Gefales in das Messgerat konnte es zu Verwirbelungen der Luft oberhalb der
Probe gekommen sein. Die gesattigte Dampfphase Uber der Mischung, welche zur korrekten
Messung von aw notwendig war, konnte damit gestort werden. Als Folge lag kein
Sattigungsgleichgewicht Gber der Probe vor. Méglicherweise wurde die Messung gestartet,
bevor eine ausreichend lange Zeit bis zur Einstellung des Phasengleichgewichts erreicht
wurde. Dadurch kénnte eine niedrigere aw resultieren. Dennoch wurde die Messung nach
Erreichen der Fehlertoleranz von + 0,02 % beendet. Eine weitere Fehlerursache konnte ein
nicht vollstandiges Aufliegen des Messkopfs gewesen sein. Dieser wurde Uber einen O-Ring
mit dem Probenhalter abgedichtet. Eine Fehlposition konnte zum Entweichen von
Wasserdampf wahrend der Messung gefihrt haben und zu einem falsch-niedrigen Wert
geflihrt haben. Eine temperaturbedingte Abweichung der Messwerte konnte Uber die Buck-
Gleichung bei einer konstanten Temperierung von 20 —22 °C ausgeschlossen werden
(Buck 1981). Zwischen aw und Glycerolgehalt wurde eine starke antiproportionale Beziehung
festgestellt und kann mit einem R =-0,9917 angegeben werden. Ubertragt man die
Ergebnisse auf die Flissigkeitsanteile der Formulierungsoptimierung der weichen
Kauarzneiform (Kapitel 3.2.4), liegt der dort verwendete Glycerolanteil der Fllssigkeitsphase

bei 81,53 %. Daraus resultiert eine zu erwartende aw von 0,45.
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Alle untersuchten Formulierungen zeigten aw-Werte zwischen 0,4 und 0,5. Eine effektive
Kontrolle der mikrobiellen Stabilitat konnte somit tGber die Dosierung von Glycerol und Wasser
ermoglicht werden und bot somit eine Kontrolle des CQA aw bereits wahrend des Prozesses.
Um die Robustheit des Sachverhalts zu prifen, wurden Flissigkeitsanteile in Abhangigkeit der
Pulvermenge (L/S) variiert und in einem experimentellen Versuchsplan (DoE) in Kapitel 3.4.6

systematisch untersucht.

3.4.4 Bestimmung der mittleren Verweilzeit

Die mittlere Verweilzeit (MRT) diente als Surrogatparameter fir die Zeit, die zur Interaktion
von Feststoff und Flussigkeit innerhalb des Extrusionsprozesses zur Verfigung steht. Als
kritischer Prozessparameter besitzt sie einen wesentlichen Einfluss auf die Produktqualitat und
die Prozessierbarkeit (Peng et al. 1994, Wesholowski et al. 2018). Sie wird durch die
Schneckenkonfiguration, die Schneckengeschwindigkeit und den Pulverdurchsatz mafigeblich
beeinflusst (Ganjyal und Hanna 2002, Kao und Allison 1984, Lee und McCarthy 1996). Die
Bestimmung der MRT erfolgte sowohl an der vollstindigen Schnecken- und
Zonenkonfiguration des Extruders (Kapitel 5.2.2.1), sowie an einer reduzierten Schnecken-
und Zonenkonfiguration (Kapitel 5.2.5). Im Vorversuch wurde die Verwendbarkeit
verschiedener Pigmente sowie des wasserloslichen Farbstoffs Amaranth als Indikator fir die
Durchfuhrung der Verweilzeitbestimmung untersucht. Der verwendete Indikator wurde als
geeignet angesehen, wenn die Farbverdnderung im braunen Extrudat ausreichend gut
detektierbar war, sodass eine moglichst groBe Anderung des Farbkanals am Detektor
gemessen wurde. Zudem musste sich der Indikator mit den Pulverbestandteilen ausreichend
mischen, um eine Bestimmung der mittleren Verweilzeit des gequollenen Pulvers zu

ermoglichen.

Amaranth wies im Vergleich zu den verwendeten Pigmenten die breiteste mittlere
Verweilzeitverteilung mit der geringsten Intensitat auf. Durch die gute Wasserl6slichkeit
bedingt schien sich der Farbstoff in den hinzudosierten Flissigkeiten Wasser (Zone 2) und
Glycerol (Zone 6) zu I6sen und mit der FlUssigkeit Uber das Barrel zu verteilen. Statt der MRT
des befeuchteten Pulvers wurde somit die MRT der Flissigkeit bestimmt. Diese Bestimmung
lie® keine Aussage uber die mittlere Quellzeit der Pulverbestandteile zu. In fortfihrenden
Experimenten wurde deshalb auf wasserlosliche Farbstoffe verzichtet und wasserunlésliche
Pigmente verwendet. Aufgrund ihrer fehlenden Wasserloslichkeit war eine Konvektion entlang
der Extrusionsrichtung nach Vermischen mit dem Pulver anzunehmen. Die so ermittelte MRT
entspricht vielmehr jener, die einem Pulver bei der Herstellung der weichen Kauarzneiform
widerfahrt und entspricht der zur Quellung zur Verfigung stehenden Zeit. Die nachfolgenden
Untersuchungen der Verweilzeit wurden mit den Pigmenten Titandioxid (Anatas-Modifikation),

rotem und schwarzem Eisenoxid durchgefuhrt (Tabelle 3.13).

86



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.13 MRT-Parameter verschiedener Indikatoren, ermittelt fir die verktrzte Barrelkonfiguration
(n=3, MW % s).

Indikator Farbkanal thirst (S) tpeak (S)  tmean (S) tout (S) Varianz (s?)
Titandioxid AE 46 £ 3 65+ 1 72+2  115+12 155
Eisenoxid, rot Rot 395 67+5 791 1517 439
Eisenoxid, schwarz Blau 48 + 1 67 £ 2 86+4 19135 762

Generell konnte fir die verklrzte Schneckenkonfiguration festgestellt werden, dass jeder
Indikator von der USB-Kamera trotz Braunfarbung des Extrudats erfasst werden konnte. Dabei
wurde fUr rotes Eisenoxid eine Zunahme der Intensitat im roten Farbkanal detektiert, wahrend
schwarzes Eisenoxid eine Zunahme im blauen Farbkanal aufwies. Fur schwarzes Eisenoxid
ware eine Veranderung der Helligkeit des Extrudats erwartet worden. Titandioxid fihrte
erwartungsgemalf zu einer Zunahme der Lumineszenz, ausgedrickt als euklidische Distanz
zweier Farben im CIELAB-Farbraum (AE). Der Farbraum besteht aus einem kartesischen
Koordinatensystem, in dem die Komplementarfarbentheorie die Farben grin und rot
(a; x-Achse) und blau und gelb (b; y-Achse) die Farbebene aufspannen. Die Lumineszenz
steht orthogonal zur Farbflache und schneidet den Nullpunkt (L; z-Achse) Durch die native
Braunfarbung des Extrudates wurde das Messsignal jedoch vergleichsweise spat durch den
Detektor registriert. Schwarzes Eisenoxid wies die grofdte Varianz der MRT auf. Es wurde
angenommen, dass die hohe Streuung darin begrindet war, dass die Detektion als Signal im
blauen Farbkanal erfolgte. Durch Verwendung von schwarzem Eisenoxid wurde jedoch eine
Verminderung der Luminiszenz erwartet. Durch die Detektion als blau konnte eine niedrigere
Sensitivitat vorgeherrscht haben, sodass es zu einer grof3eren Streuung durch unzureichender
Detektionsleistung gekommen war. Aufgrund dieser Tatsache wurden im Folgenden nur

Messdaten von rotem Eisenoxid und Titandioxid ausgewertet (Tabelle 3.14).

Tabelle 3.14 MRT-Parameter von Titandioxid und rotem Eisenoxid, ermittelt fur die Standard-
Barrelkonfiguration (n = 3, MW % s).

Indikator tirst (S)  tpeak (S) tmean (S)  tout (S) Varianz (s?)
Titandioxid 110+ 4 144 1 160+2 268+ 14 788
Eisenoxid, rot 101+3 1442 167+4 336+24 1504
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Die MRT lag flr die Standard-Konfiguration bei 160 s mit Titandioxid und fir rotes Eisenoxid
bei 167 s (Tabelle 3.14, tnean). Sie entspricht derjenigen Zeit, die das hinzudosierte Pulver zur
Interaktion mit Wasser und Glycerol als Quellflissigkeiten besitzt. Variationen der MRT
entspringen dabei der unterschiedlichen Sensitivitdt des Detektors fur die entsprechenden

Anderungen der Messkanéle.

Fir die gekurzte Barrel-Konfiguration ergaben sich MRTs von 79 s fir rotes Eisenoxid und
72 s fur Titandioxid (Tabelle 3.15). Diese Zeit steht korrespondierend mit der Quellzeit, die im
Median dem Pulver zur Interaktion mit Wasser (tmean-wasser) Zur Verfigung steht. Obwohl die
gekurzte Barrel-Konfiguration auch die Glycerol-Dosierzone enthalt, konnte aufgrund des
zugigen Transports nicht von einer Quellung des befeuchteten Pulvers in Glycerol
ausgegangen werden. Sie wurde daher als vernachlassigbar angenommen. Zur vollstandigen
Charakterisierung wurde nachfolgend die MRT flir Interaktionen mit Glycerol im
Extrusionsprozess (tmean-ciycero) auf Basis der Standardkonfiguration und verkirzten

Barrelkonfiguration bestimmt. Die Berechnung von tmean-ciycerol €rfolgte mithilfe der Formel (3.5):

IVIRT(GcheroI) = MRT(Gesamt) - MRT(Wasser) (3-5)

Zwischen den MRT von tmean-ciyceror Mit Titandioxid und rotem Eisenoxid konnte eine
Mittelwertdifferenz von 1 s festgestellt werden (Tabelle 3.15). Damit lag sie unter der Differenz,
die fur die Standardkonfiguration mit 7 s berechnet wurde. Bei naherem Blick auf tmean-wasser
zeigte sich eine kirzere MRT fiur Titandioxid. Es wurde eine hdhere Sensitivitat der
Farbanderung fir diesen Indikator vermutet. Dies lief3 sich wie folgt erklaren: Braun stellt eine
Mischfarbe aus Rot und Griin dar. Geringe Anderungen der Anteile zwischen Rot und Griin
fihren nur zu einer geringfiigigen Anderung des Farbtons. Wird hingegen Titandioxid als
Weillpigment eingesetzt, andert sich die Sattigung des Farbtons. Dies wurde im CIELAB als
Anderung der z-Koordinate mit héherer Sensitivitat festgestellt. Eine frilhere Detektion lie3 den
Schluss zu, dass auch die MRT der Standardkonfiguration fir Titandioxid einen geringeren
Wert annimmt. Fir die Untersuchung und Charakterisierung der Abschnitte wurden beide

Indikatoren als verwendbar gewertet.

Tabelle 3.15 Mittlere Quellzeit von Pulverbestandteilen mit Wasser (tmean-wasser) und Glycerol
(tmean—GcheroI) wahrend der Extrusion, sowie der Gesamt-Verweilzeit (tmean—Gesamt), MW % s.

Indikator tmean-Wasser (5) tmean-Glycerol (5) tmean-Gesamt (S)
Titandioxid 72+2 88+3 160 £ 2
Eisenoxid, rot 79 £1 89+4 167 £ 4
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Mithilfe der Verweilzeitbestimmung konnten jene Prozessabschnitte naher charakterisiert
werden, in denen eine Quellung standfand. Durch die Braunfarbung des Produkts wurden
zunachst verschiedene Indikatoren auf Eignung untersucht und schlief3lich Titandioxid und
rotes Eisenoxid verwendet. Beide Pigmente zeigten eine hohe Sensitivitat und geringe Breite
des Messsignals. Unter Verwendung der Standard- und einer verkirzten Barrelkonfiguration
konnten die MRTs von zwei Abschnitten bestimmt werden: Die initiale Quellzeit des Pulvers
mit Wasser tmean-wasser= 72 £ 2 s (Titandioxid) und 79 + 1 s (rotes Eisenoxid), sowie die
Quellzeit mit Glycerol tmean-ciycerol. Dabei wurde tmean-ciycerol als Differenz der Verweilzeiten der
Standardkonfiguration und verklrzten Barrelkonfiguration fir Titandioxid berechnet mit
88 + 3 s und fur rotes Eisenoxid mit 89 + 4 s und spiegelten einen nahezu identischen Wert
wider. Es konnte angenommen werden, dass Wasser zwischen 72 s und 79 s zur Quellung,
sowie weitere 88 s bis 89 s fur Wasser und Glycerol zur Quellung der Pulvermasse im Extruder
zur Verfigung standen. Das Resultat war ein koharentes, formstabiles Kaustick nach einer

Gesamtquellzeit von 160 s bis 167 s.

3.4.5 Gleichformigkeit des Gehalts

Weiche Kaustlcke, wie in dieser Arbeit beschrieben, stellen eine kontinuierlich hergestellte
Arzneiform mittels Zweischnecken-Feuchtextrusion dar. Um aus dem koharenten
Extrudatstrang (Intermediat) einzelne Dosiseinheit abzuteilen, ist ein Zuschneiden auf die
gewunschte Zieldosierung notwendig. Unter Annahme einer gleichmafigen Verteilung des
Arzneistoffs innerhalb des Intermediats ist die Dosis abhdngig vom Gewicht der Einheiten.
Daneben wird die Dosis durch die Austritts6ffnung vorgegebenen Form indirekt auch von der
Lange der Extrudatstiicke bestimmt, sodass eine genaue Abteilung der Dosis nach vorheriger
Gewichts-Lange-Kalibrierung tber die Kaustiicklange maglich wird. Um die Homogenitat der
Kombination von Arzneistoffverteilung und Schneidevorgang zu prufen, wurde als
Zieldosierung ein Gehalt, entsprechend einer Einzeldosierung flr kleine Hunde, von 25 mg
PZQ je abgeteilten Kaustlicks vorgegeben. Unmittelbar nach der Herstellung wurde das
Extrudat zunachst in ca. 20 cm lange Extrudatstrange vorgeschnitten und aus dem Prozess
entnommen. Anschlielend wurden diese mithilfe einer Millimeterskala in Stiicke mit einer
berechneten Lange von 13 mm geschnitten. Dies entsprach einem theoretischen PZQ-Gehalt
von 25 mg je Einzeldosis bei 700 mg Gesamtgewicht, hergestellt bei einem durchschnittlichen
Massenstrom von 19,81 g/min durch die Austrittsé6ffnung. Ob eine ausreichend homogene
Arzneistoffverteilung im Extrudatstrang vorlag, wurde anschlielend Uber den Akzeptanzwert
(AV) nach Monographie 2.9.40 — Gleichformigkeit des Gehalts untersucht (Ph. Eur. 2019). Im
Gegensatz zu Tabletten, Kapseln und weiteren Arzneiformen findet sich flr diese innovative

Kauarzneiform jedoch keine spezifische Monographie im Arzneibuch.
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Unter Einhaltung der Vorgaben wurde deshalb zur Prifung die Gleichféormigkeit des Gehalts
entsprechend fester Zubereitungen in Einzeldosisbehaltnissen, Sub-Typ ,andere®, ausgewahlt
und durchgefuhrt (Kapitel 5.2.10).

Durch manuelles Schneiden kam es zum ungenauen Abteilen der Einzeldosen. Als Folge
variierte das Gewicht der zugeschnitten Kaustliicke und lag zwischen 750 mg und 800 mg
(Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30 Vergleich des Gewichts und Gehalts weicher Kaustlicke, hergestellt im kontinuierlichen
Herstellungsprozess. Die Zieldosierung der Einzeldosis, entsprechend 25 mg PZQ, ist dargestellt als
gestrichelte Linie.

Zur Vermeidung von Massenvariationen muss der Schneideprozess durch eine prazise
Schneidevorrichtung, z.B. in Form eines rotierenden Messers, in zukunftigen Versuchen
optimiert werden und war nicht Teil dieser Arbeit. Die theoretisch berechneten Gehalte der
untersuchten Kaustlicke lagen zwischen 26,48 mg und 28,24 mg und damit Uber der
Zieldosierung von 25 mg. Trotz Abweichungen in der Einwaage der weichen Kaustlicke und
den damit resultierenden hoheren Gehalten der Einzeldosen entsprach die Gleichférmigkeit
des Gehalts mit AV = 10,63 den Vorgaben von L1. Die homogene Verteilung des Wirkstoffs
wurde durch den Herstellprozess unter Berlcksichtigung der Schneckenkonfiguration
postuliert. Thompson und Sun (2010) zeigten in Untersuchungen zum Einfluss der
Schneckengeometrie auf einen Zweischnecken-Granulationsprozess, dass Knetzonen in
Vergleich zu reinen Transportelementen zu einer starkeren Agglomeration und Verdichtung
von Pulver fihren. Wahrend ein Versatzwinkel von 30° innerhalb der Knetzonen zu einer
geringen VergroRerung der Pulverpartikel fihrte, zeigten Knetzonen mit 90° eine starke
Zunahme der AgglomeratgroRe und gleichzeitige Abnahme der Feinpartikel-Fraktion.
Aulerdem erfolgte ein Forttransport bei 90° Versatz ausschliellich durch Druck von
nachfolgendem Material. Eine Durchmischung der befeuchteten Masse konnte hauptsachlich

fur Mischzonen, ausgestattet mit Kammmischelementen, beobachtet werden.

90



Ergebnisse und Diskussion

Durch die spezifische Geometrie wurden die zuvor in den Knetzonen aufgebauten
Agglomerate desaggregiert und vermischt, wodurch die befeuchtete Pulvermasse
homogenisiert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden vier Knetblocke und zwei
Mischelemente in der Schneckenkonfiguration verwendet. Durch die Konfiguration der
Knetzonen ist eine starke Verdichtung des befeuchteten Pulvers wahrend der Herstellung
weicher Kaustlicke zu erwarten. Wahrend Knetzonen 1-3 (Kapitel 5.2.2.1) in positiver
Orientierung, d.h. das Produkt in Richtung Auslassplatte transportierend, aufgebaut sind,
fihrte Knetzone 4 zu einer Rickstauung des Materials durch negative Orientierung der Zone,
d.h. der Materialtransport erfolgt entgegen der Extrusionsrichtung. Die verdichtete Masse
wurde nachfolgend in einem Sternelement homogenisiert, sodass eine gleichmalige
Verteilung der Produktbestandteile zu erwarten war. Liegt ein homogenes Extrudat vor, kann

die Dosierung anhand des Gewichts erfolgen.

In diesem Kapitel konnte die Gleichformigkeit des Gehalts der weichen Kaustiicke Uber den
kontinuierlich hergestellten Produktstrang gezeigt werden. Trotz Massenvariation der
Kausticke konnte ein zufriedenstellendes Ergebnis hinsichtlich der Arzneibuchvorgaben
erzielt werden. Der Einfluss dieser Variation wurde festgestellt, jedoch nicht naher quantifiziert.
Eine Optimierung des Extrusionsprozesses, um eine bessere Homogenitat zu erzeugen, war
nicht notwendig. Somit bestand kein Handlungsbedarf zur Intervention durch Gefahrdung der
Gleichférmigkeit des Gehalts. Wahrend des Schneideprozesses des Extrudatstrangs wurde
ein Kleben des Produkts am Schneidewerkzeug festgestellt. In kinftigen Untersuchungen
muss geklart werden, inwiefern dies die serienmafige Produktion beeintrachtigt. Als
Lésungsvorschlag bietet sich eine Beschichtung der Werkzeuge mit hydrophoben Materialen
an, um ein Anhaften zu vermeiden, beispielsweise durch Einsatz von Polytetrafluorethylen
(Teflon®). Als alternative Losung kann eine Vorrichtung verwendet werden, die das
Schneidewerkzeug in regelmaRigen Zeitabstanden abwischt und anhaftende Produktreste
entfernt.

3.4.6 Evaluierung verschiedener Prozessparameter auf die
Eigenschaften der weichen Kauarzneiform

Im Rahmen des QbD sollte der Einfluss der Prozessparameter auf die CQA der weichen
Kaustlicke untersucht werden. Nur bei ausreichender Prozesskenntnis kann, wenn CQA zuvor
definiert wurden, der Herstellprozess so optimiert werden, dass eine kontinuierlich hohe
Produktqualitat erbracht wird. Wenn dariber hinaus bekannt ist, welches Ausmall die
Prozesseinfllisse auf die Zielgroflen besitzen, kann zusatzlich ein Set an Parametern definiert
werden, in dessen Grenzen eine erfolgreiche Herstellung mit sehr niedriger

Fehlerwahrscheinlichkeit erfolgen kann.
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In einer systematischen Untersuchung sollte geprift werden, ob statistisch signifikante Effekte
auf die Produktqualitat nachweisbar sind. Dazu wurde ein statistischer Versuchsplan (DoE)
aufgestellt (Kapitel 5.2.11.2). Im ersten Schritt wurde eine Vorauswahl der moglichen

Prozessparameter in einem Screening getroffen.

Als kritischer Parameter aus der FMEA wurde L/S berlcksichtigt (Kapitel 3.4.2). L/S stellte
einen abhangigen Parameter dar, der durch die unabhangigen Parameter
Flissigkeitsdosierung und Pulverdurchsatz beeinflusst wurde. Zuséatzlich zum L/S wurde der
Gesamtdurchsatz als Einflussgréfie untersucht. Hierbei sollte generell untersucht werden, ob
ein Einfluss auf die Produkteigenschaften besteht, wenn der Prozess beschleunigt (hoher
Durchsatz), oder die Prozesszeit verlangert (niedriger Durchsatz) wurde. Durch Variation der
Flussigkeits- und Pulverdosierung wurde der Gesamtdurchsatz im Verhaltnis L/S
gleichermalien erhdht oder erniedrigt. Der Einfluss des Glycerol-Wasser-Verhaltnisses wurde
in Kapitel 3.4.3 ausfuhrlich beschrieben und deshalb nicht in den Versuchsplan einbezogen.
In der FMEA wurde auch der Mischprozess durch die RPZ als kritisch gekennzeichnet. Dieser
Prozessschritt ist der Herstellung weicher Kaustiicke der Herstellung mittels Extruder als
Prozessschritt vorgegliedert und keine direkte EinflussgroRe, die durch den Extruder
beeinflusst werden kann. Aus diesem Grund wurde der Mischprozess in der Untersuchung der
Extruder-Prozessparameter nicht berticksichtigt. Als weiterer Parameter mit einem maoglichen
Einfluss auf die Extrusion wurde die Schneckenumdrehungsgeschwindigkeit im Versuchsplan
untersucht. Die MRT wird unter anderem stark durch den Durchsatz und die
Umdrehungsgeschwindigkeit der Schnecken in einem Extrusionsprozess beeinflusst (Ganjyal
und Hanna 2002). Des Weiteren wurde berichtet, dass die Temperatur ebenfalls einen Einfluss
auf die MRT besitzen kann. Einen Temperatureinfluss auf die Eigenschaften weicher
Kaustlicke wurde von Stomberg untersucht. Dabei stellte eine Temperatur von 40 °C einen
Kompromiss zwischen Produkteigenschaften und Prozesszeit dar (Stomberg 2015). Da die
Formulierung einer Optimierung unterzogen wurde, wurde der Einflussfaktor Temperatur in die
statistische Untersuchung aufgenommen. Die Untersuchung der EinflussgroRen auf die
ZielgroRen Harte (Kapitel 5.2.4.1), Zerfallszeit (Kapitel 5.2.8) und aw (Kapitel 5.2.6) der
resultierenden Kaustiicke wurde in einem vollfaktoriellen 24Versuchsplan mit drei

Zentralpunkten realisiert (Tabelle 3.16).
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Tabelle 3.16 Screening-Versuchsplan und Ergebnisse der statistischen Analyse der Einflussgrofien

Schneckenumdrehungsgeschwindigkeit (Schnecke), L/S, Gesamtdurchsatz (Durchsatz) und
Temperatur auf die CQA weicher Kaustlcke.

Schnecke L/S Durchsatz Temperatur | Harte Zerfallszeit aw
Nr. | (UpM) Stufe (-) Stufe (g/min) Stufe (°C) Stufe (N) (s) %
N1 60 -1 0,9 -1 17,34 -1 20 -1 15,18 867 40,0
N2 140 1 0,9 -1 17,34 -1 20 -1 15,05 1016 37,9
N3 60 -1 1,1 1 22,29 -1 20 -1 2,07 592 42,8
N4 140 1 1,1 1 22,29 -1 20 -1 2,17 687 42,3
N5 60 -1 0,9 -1 34,80 1 20 -1 14,67 885 39,5
N6 140 1 0,9 -1 34,80 1 20 -1 13,53 771 39,4
N7 60 -1 1,1 1 44,74 1 20 -1 1,72 449 43,0
N8 140 1 1,1 1 44,74 1 20 -1 1,42 483 40,9
N9 60 -1 0,9 -1 17,34 -1 60 1 13,15 724 41,2
N10 | 140 1 0,9 -1 17,34 -1 60 1 13,40 944 41,1
N11 60 -1 1,1 1 22,29 -1 60 1 1,57 443 40,0
N12 | 140 1 1,1 1 22,29 -1 60 1 1,79 514 38,7
N13 60 -1 0,9 -1 34,80 1 60 1 12,05 646 39,4
N14 | 140 1 0,9 -1 34,80 1 60 1 16,44 674 37,2
N15 60 -1 1,1 1 44,74 1 60 1 1,89 490 43,4
N16 | 140 1 1,1 1 4474 1 60 1 1,77 520 41,2
N17 | 100 0 1,0 0 29,8 0 40 0 5,21 739 42,7
N18 | 100 0 1,0 0 29,8 0 40 0 5,66 731 42,2
N19 | 100 0 1,0 0 29,8 0 40 0 5,73 723 42,7
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Abbildung 3.31 Modellzusammenfassung des Screening-Versuchsplans. Dargestellt sind die
Modellkennzahlen R?, Q?, Modellvaliditdt und Reproduzierbarkeit der ZielgréRen Harte, Zerfallszeit und
Wasseraktivitat aw.

Das resultierende statistische Modell wird durch vier Qualitdtsparameter beschrieben: das
Bestimmtheitsmal® R? ist ein Mal} daflir, wie gut die Streuung der Daten in einem linearen
Regressionsmodell wiedergegeben wird. Die Vorhersagegute Q? gibt an, mit welcher Gute
eine Vorhersage eines Messwerts infolge einer Kreuzvalidierung erfolgen kann. Sie stellt den
sensitivsten Parameter dar und wird als der wichtigste Parameter zur Beurteilung von
Regressionsmodellen angesehen. Ein valides, gutes Modell liegt vor, wenn Q2> 0,5 ist. Dabei
sollte der Unterschied zwischen R? und Q? < 0,3 betragen (Sartorius Stedim 2017). Mit der
Modellvaliditat wird nach Modde 12 die Giltigkeit des Modells beschrieben und setzt sich
multifaktoriell zusammen (Sartorius Stedim 2017). Sie testet unter anderem auf systematische
Fehler, die nicht durch die zufallige Streuung der Regression erklart werden kann (Stomberg
2015). Die zugrundeliegenden Berechnungen der Modellvaliditat werden nach dem
Benutzerhandbuch Modde 12 nicht naher definiert. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
wird Uber die Realisierung der Zentralpunkte bestimmt und gibt unter anderem die Variabilitat
des Modells an. Sie ist ein Mal dafir, wie gut experimentelle Fehler kontrolliert werden.
Werden beispielsweise fur alle Zentralpunkte identische Ergebnisse erzielt, ist die
Reproduzierbarkeit = 1. Damit ein gultiges Modell vorliegt, sollten die Modellvaliditat nicht
< 0,25 und die Reproduzierbarkeit > 0,5 sein (Sartorius Stedim 2017).
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Abbildung 3.32 Koeffizientenplot des Screening-Versuchsplans. Dargestellt sind die Effekte der
Prozessparameter auf die Zielgrofken mit Harte (DF = 14; R? = 0,96), Zerfallszeit (DF = 12; R2 = 0,90),
und Wasseraktivitat aw (DF = 16; R? = 0,40), MW % KI (a = 0,05). Es wurden N = 19 Versuche realisiert.

Das Screening-Modell wurde hinsichtlich der héchsten Modellgite flir R? und Q? verbessert.
Dazu wurden nicht-signifikante Effekte exkludiert, bis keine Verbesserung des Modells maglich
war. Fur die ZielgroRe Harte zeigte sich eine hohe Glte mit R? = 0,96 und Q? = 0,94 bei einer
geringen Modellvaliditat von 0,17 (Abbildung 3.31). Einen signifikanten negativ proportionalen
Einfluss auf die Harte zeigte dabei L/S (Abbildung 3.32). Je geringer L/S, desto hartere
Kaustlicke entstanden in dem Produktionsprozess. Dies erschien plausibel, da mit steigendem
L/S mehr FlUssigkeit zur ,Verdlinnung“ des Pulveranteils zur Verfiigung stand. Wirde L/S Uber
den experimentellen Raum hinaus fortlaufend erhoht, wirden die interpartikularen
Wechselwirkungen, bspw. Reibung, infolge der héheren Flissigkeitsmenge abnehmen und
die Kohasion des Kaustlcks verloren gehen. Eine braune, breiartige Masse wirde entstehen.
Ein Beispiel fir zu hohe Flissigkeitsdosierung wahrend der Extrusion war in Kapitel 3.1.3
gegeben. Die Durchsatzmenge und Temperatur zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die
Harte der Kaustucke (Abbildung 3.32).

Die Modellgite zur Beschreibung der Zerfallszeit zeigte ebenfalls ein qualitativ hochwertiges
Modell mit Bestimmtheitsmald R? = 0,897 und Vorhersagegute Q2 = 0,730 (Abbildung 3.31).
Die Modellvaliditédt zeigte eine negative Validitat von -0,11 bei einer Reproduzierbarkeit
von 0,998 an. Durch die hohe Reproduzierbarkeit und gute Modellglite kann eine kunstlich
erzeugte, schlechte Modellinvaliditat vorliegen. Insbesondere ftritt dieser Fall auf, wenn die
Residuenquadratsumme der Wiederholungen der Zentralpunkte kleine Werte annimmt, die

Messwerte jedoch eine gréfRere Streuung aufweisen.
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Durch die hohe Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurde das Regressionsmodell
dennoch als akzeptabel bewertet. Die EinflussgréfRen L/S, Durchsatz und Temperatur zeigten
einen signifikanten Einfluss auf die Zerfallszeit. Dabei lag ein negativ proportionaler
Zusammenhang fir alle drei GrofRen, bezogen auf die Zerfallszeit vor. Je niedriger die
Parameter gewahlt wurden, desto langer dauerte der Zerfall der weichen Kaustlicke. Dies
schien mit Hinblick auf die physikalische Struktur der weichen Kaustticke plausibel. Damit ein
Polymer quillt, missen zunachst die Bindungen zwischen den Molekulketten durch Wasser
aufgebrochen werden (Schott 1992). Je geringer der Flussigkeitsanteil wahrend der Extrusion
war, desto weniger Flussigkeit stand zur Quellung der X-CMC-Na zur Verfigung. Als
Zerfallhilfsstoff kann X-CMC-Na ein Vielfaches seines Volumens an Wasser aufnehmen
(Quodbach und Kleinebudde 2014). Folglich konnte X-CMC-Na bei vermindertem L/S weniger
Flissigkeit aufnehmen, sodass der Quellungsgrad im Vergleich zur Extrusion mit hdheren L/S
vermindert war. Der Kontakt mit dem Zerfallsmedium flhrte zur Penetration von Wasser in das
weiche Kaustlick und damit zur Quellung der X-CMC-Na. Mit zunehmender Quellung
verringerte sich die Porositat der weichen Kaustlcke. Je geringer die Porositat ist, desto langer
ist die bendtigte Zeit, die zur Aufnahme von Wasser bendétigt wird (Lenz et al. 2021a), desto
langer wird die Zerfallszeit der weichen Kaustlcke. Eine geringe Extrusionstemperatur fuhrte
daruber hinaus zu einer starkeren Wechselwirkung der Polymerketten untereinander.
Infolgedessen kontrahierten die Polymerketten starker, sodass ein Eindringen von Wasser zur
Quellung erschwert wurde (Li et al. 2013). Weniger Energie stand zum Aufbrechen der
intermolekularen Wechselwirkungen zur Verfligung, sodass der Quellprozess langsamer
verlief. Der Effekt des Durchsatzes auf die Zerfallszeit [&sst sich wie folgt erlautern: Durch den
Extruderaufbau kommt es im Barrel zu einer Verdichtung des befeuchteten Pulvers,
vornehmlich in den Knetzonen der Schnecke. Schneckenelemente mit einer Neigung von 90°
zeigen dabei eine hohe Scherung und Verdichtung des Materials (Thompson und Sun 2010).
Durch einen geringeren Massendurchsatz wurde weniger Material pro Zeiteinheit durch das
Extruderbarrel geférdert. Dadurch stand in den Knetzonen eine hdhere Verweilzeit zur
Verfligung, die zu einer groReren Verdichtung des befeuchteten Pulvers fuhrte. Dabei ist eine
Abnahme der Porositat zu erwarten und, wie oben beschrieben, eine Zunahme der Zerfallszeit.
Die Interaktionen zwischen der Umdrehungsgeschwindigkeit und Durchsatz, sowie Durchsatz

und Temperatur hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Zerfallszeit.

Das Modell der aw zeigte eine schlechte Glite. Mit einem R? = 0,398 und Q? = 0,164, sowie
geringer Modellvaliditat von 0,114 schien das Modell zur Beschreibung der Ergebnisse
unzureichend (Abbildung 3.31). Insgesamt zeigten die Ergebnisse der aw-Messung mit

37,22 < aw < 43,41 nur eine geringe Streuung der Messwerte.
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Die geringe Modellgite war vermutlich auf systematische Fehler wahrend der
Probenvorbereitung zurlickzufihren, die vom Modell aufgrund der geringen Streuung nicht

ausreichend gut beschrieben werden konnten.

Der Einfluss der Temperatur auf aw konnte durch eine konsequente Temperierung des
Messraums weitestgehend ausgeschlossen werden, obwohl der Temperatureinfluss haufig in
der Literatur beschrieben wurde (Schneider und Goss 2011, Starzak und Mathlouthi 2006).
Vielmehr kénnten geringe Schwankungen der Dosierung von Wasser und Glycerol und der
Pulverdosierung wahrend des Produktionsprozesses zu einer geringen Streuung der
Messwerte gefiihrt haben. Der proportionale Einfluss von L/S auf aw war zu erwarten, da bei
steigendem L/S mehr Flussigkeit zur Interaktion mit der Pulvermischung zur Verfigung stand.
Das Pulver besitzt jedoch nur ein begrenztes Interaktionspotenzial, bspw. als
Wasseraufnahmekapazitat oder tUber inter- und intrapartikulare Poren. Je mehr FlUssigkeit
dosiert wurde, desto mehr Flussigkeit stand zur Ausibung eines Partialdampfdrucks tGber dem
weichen Kaustick zur Verfligung. Der Wassergehalt weicher Kaustlcke variierte im
Versuchsplan um bis zu 0,35 g, wodurch die nur geringe Schwankung der aw erklart werden

konnte.

Zur Ermittlung optimaler Herstellungsparameter weicher Kaustlicke wurde im zweiten Schritt
eine Versuchsreihe durchgefihrt, die anschlieRend statistisch ausgewertet wurde. Die
Zielparameter Harte, Zerfallszeit wurden dazu festgelegt wie folgt: Bereits zuvor waren
Grenzwerte fur die Harte definiert worden (Kapitel 3.1.2). In dieser Versuchsreihe wurden sie
mit 3 bis 10 N Harte beibehalten. Als eine akzeptable Zerfallszeit wurde ein Limit von 30 min
angesehen. Dieses Limit wurde bereits in Kapitel 3.2.5 auf Basis der physiologischen
Erkenntnisse des Hundes festgelegt. Fiur aw wurden die Grenzwerte des Ph. Eur. mit
aufgegriffen mit aw<0,6. Ein CCF (Central Composite Face)-Design wurde zur
Prozessoptimierung ausgewahlt. Das Design basierte wesentlich auf dem Screening-
Versuchsraum. Die Schneckendrehzahl wurde jedoch nicht mehr bericksichtigt. Die
Erkenntnisse wahrend der Extrusion im Screening-Versuchsplan wurden mit in die Hohe der
Faktorstufen einbezogen. Dabei wurden folgende empirische Limitationen bericksichtigt: Bei
Unterschreiten eines L/S < 0,9 wurden feste Kaustlicke erhalten, die eine groRere Harte als
10 N aufwiesen. Wurde das L/S = 1,1 Uberschritten, wurden Kaustiicke einer unzureichenden
Harte < 3 N erzeugt und erfullten damit nicht die Anforderungen (Kapitel 3.4.2). Ein Durchsatz
> 45 g/min fuhrte zur Uberfiillung des Extruders. Dabei bildete sich ein Pulverturm im

Pulvereinlass und fiihrte zur Blockade der Schnecken.
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Jeder Faktor wurde um eine weitere, mittlere Stufe erganzt (CCF), um quadratische Einflisse
zu untersuchen und eine statistische Optimierung durchfihren zu kénnen. EinflussgréfRen in
dieser Experimentreihe waren Durchsatz, L/S und Temperatur des Extruders. Im Screening
zeigte die Schneckendrehgeschwindigkeit keinen signifikanten Einfluss auf die
Produktqualitat, sodass sie im CFF nicht einbezogen wurde. Als Ergebnisparameter wurden

erneut die Harte, Zerfallszeit und aw ausgewertet (Tabelle 3.17).

Tabelle 3.17 CCF-Versuchsplan und Ergebnisse der statistischen Analyse der Einflussgrofien
Schneckenumdrehungsgeschwindigkeit (Schnecke), L/S, Gesamtdurchsatz (Durchsatz) und
Temperatur auf die CQAs weicher Kaustlicke.

L/S Durchsatz Temperatur Harte Zerfallszeit aw
Nr. (<) Stufe  (g/min)  Stufe (°C) Stufe (N) (s) %
N1 0,73 -1 10 -1 20 -1 16,37 992 39,2
N2 1,23 1 10 -1 20 -1 2,05 483 38,4
N3 0,74 -1 20 1 20 -1 13,36 755 40,1
N4 1,24 1 20 1 20 -1 1,44 410 42,4
N5 0,73 -1 10 -1 60 1 13,54 611 38,8
N6 1,23 1 10 -1 60 1 1,98 402 40,7
N7 0,74 -1 20 1 60 1 13,68 534 39,8
N8 1,24 1 20 1 60 1 1,79 413 40,7
N9 0,79 -1 15 0 40 0 13,05 719 41,0
N10 1,19 1 15 0 40 0 13,36* 626 42,3
N11 0,98 0 10 -1 40 0 7,44 834 39,7
N12 0,99 0 20 1 40 0 4,57 560 40,4
N13 0,99 0 15 0 20 -1 5,50 524 39,5
N14 0,99 0 15 0 60 1 4,61 665 39,0
N15 0,99 0 15 0 40 0 4,08 632 38,4
N16 0,99 0 15 0 40 0 6,45 576 41,9
N17 0,99 0 15 0 40 0 4,96 606 39,9

* moglicher Ausreifler (Detektion durch Modde 12).
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Abbildung 3.33 Modellzusammenfassung des CCF-Versuchsplans. Dargestellt sind die
Modellkennzahlen R?, Q?, Modellvaliditdt und Reproduzierbarkeit der Zielgréften Harte, Zerfallszeit und
Wasseraktivitat aw.
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Abbildung 3.34 Studentisierte Residuen-Plot der ZielgroRen Harte, Zerfallszeit und aw. Der Ausreil’er
N10 (Harte, links) ist rot hervorgehoben und wurde nachtraglich ausgeschlossen.

Die Modellzusammenfassung des CCF-Versuchsplan lieferte eine mittlere Modellgite der
Harte mit R? = 0,70 und Q2 = 0,59 (Abbildung 3.33). Bei naherer Betrachtung der Modelldaten
zeigte sich, dass Messwert N10 von der Software als méglicher Ausreif3er oder systematischer
Fehler erkannt wurde (Abbildung 3.34). Dieser Wert lag aulerhalb von vier
Standardabweichungen der Normalverteilung im Residuenplot. Bei naherer Betrachtung
zeigte N10 fur die Harte mit 13,36 N eine deutlich héhere Harte als andere Kaustlcke
desselben L/S-Faktorstufe von 1. Eine Verwechselung der Probe flir die Hartemessung konnte
nicht ausgeschlossen werden. GemalR den Ergebnissen des Screening-Versuchsplans wurde
eine solche Harte fur Kaustlicke mit niedrigem L/S (Faktorstufe = -1) erwartet (Tabelle 3.16).
Nachdem dieser Wert von der Auswertung ausgeschlossen wurde, verbesserte sich das
Modell deutlich. Die Modellgiteparameter betrugen R? = 0,96 und Q% = 0,95 und zeigten eine
hohe Modellgute an (Abbildung 3.35). Einen signifikanten Einfluss auf die Harte zeigte L/S,
wie bereits im Screening gezeigt wurde (Abbildung 3.32). Je héher L/S, desto niedriger wurde
die Harte der Kausticke. Zu weiche Kaustlicke bargen die Gefahr, keine ausreichende

mechanische Stabilitat zur Handhabung zu besitzen.
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Eine Mindestharte von 3 N sollte nach Definition als Grenzwert nicht unterschritten werden.
Neben einem linearen Effekt konnte auch ein statistisch signifikanter quadratischer Effekt von
L/S auf die Harte festgestellt werden. Infolgedessen wurde ein Prozessoptimum fir L/S
erwartet, in dem weiche Kaustlicke mit einer akzeptablen Harte innerhalb der Grenzwerte
produziert werden koénnen (Abbildung 3.36). Der Einfluss wurde in einem Konturplot
verdeutlicht (Abbildung 3.37). Mit konstantem L/S konnte die Pulverdosierung innerhalb des
experimentellen Versuchsraums variiert werden, ohne einen signifikanten Einfluss auf die
Harte der Kausticke auszuliben. Bei Variation von L/S wurde ein starker Effekt auf die Harte
festgestellt. Dieser Einfluss nahm mit abnehmendem L/S zu. Dieser Effekt konnte fur alle
Faktorstufen der Temperatur festgestellt werden.
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Abbildung 3.35 Modellzusammenfassung des CCF-Versuchsplans nach Ausschluss des Ausreillers
N10. Dargestellt sind die Modellkennzahlen R? Q2 Modellvaliditdt und Reproduzierbarkeit der
Zielgrofien Harte, Zerfallszeit und Wasseraktivitat aw.
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Abbildung 3.36 Koeffizientenplot des CCF-Versuchsplans nach Ausschluss des Ausreilers N10.
Dargestellt sind die Effekte der Prozessparameter auf die Zielgrofien mit Harte (N = 16; DF = 13;
R?=0,96), Zerfallszeit (DF =11; R2=0,77), und Wasseraktivitat aw (DF =9; R2=0,61), MW % KiI
(a=0,05). Es wurden N = 17 Versuche realisiert.
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Das Modell zur Beschreibung der Zerfallszeit zeigte eine geringere Gute. Sie war mit R? = 0,77
und Q% = 0,42 jedoch als akzeptabel anzusehen. Auch hier Ubte die EinflussgréoRe L/S den
grofliten statistisch signifikanten Effekt aus (Abbildung 3.36). Sie zeigte einen negativ
proportionalen Einfluss auf die Zerfallszeit. Je héher L/S, desto schneller zerfielen die
Kaustlicke. Dieser Einfluss ist von Vorteil fur eine Arzneiform, die den Arzneistoff schnell
freisetzen soll. Dem entgegen steht die oben beschriebe Verringerung der Harte bei Erhéhung
des L/S. Es musste ein Optimum fir L/S gefunden werden, in dem die Grenzwerte der
ZielgrofRen eingehalten wurden. Die Effekte wurden des Weiteren im Konturplot dargestellt
(Abbildung 3.37). Bei einer Extrusionstemperatur von 20 °C zeigte L/S einen groReren Effekt
auf die Zerfallszeit als der Pulverdurchsatz. Wurde die Temperatur auf 60 °C erhoht,
verringerte sich die Effektstarke von L/S und sie uUbte einen &hnlich hohen Effekt auf die
Zerfallszeit aus, wie die Pulverdosierung. Insgesamt konnte ebenfalls, wie im Screening-
Versuchsplan bereits evaluiert wurde, die Zerfallszeit mit steigender Extrusionstemperatur

gesenkt werden.

Das Modell der aw konnte eignete sich aufgrund der geringen Giite nicht zur Auswertung. Der
Grund hierfir war die schlechte Vorhersagegite Q?=-0,04 (Abbildung 3.35). Wie im
Screening-Versuchsplan konnten Anwenderfehler und geringe Schwankungen mit einem
Einfluss auf aw nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt zeigten die Messwerte von aw eine

geringe Streuung zwischen 38,4 und 42 4.
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Abbildung 3.37 Konturplots der Zielgrof3en Harte und Zerfallszeit in Abhangigkeit der EinflussgroRen
Pulverdurchsatz, L/S und Temperatur.
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Auf den Ergebnissen des CCF-Versuchsdesign wurde der Idealpunkt, auch Sweet spot
genannt, ermittelt. Er beschreibt einen Prozessraum, in dem die zuvor festgelegten CQA
Harte, Zerfallszeit und aw gleichzeitig erflllt werden. Diese wurden anhand der Grenzwerte
festgelegt, die bereits in der physikalischen Charakterisierung getroffen wurden
(Kapitel 3.2.2.1, 3.2.4 und 3.2.5). Alle im CCF-Design untersuchten Kaustlicke zeigten aw-
Wert < 0,43. Auch die Zerfallszeiten der Kaustlicke aller untersuchten Parameter lagen mit
max. 992 s (N 1) deutlich unterhalb des zuvor definierten Grenzwertes von 1800 s (2 30 min)
(Tabelle 3.17). Beide Einflussgrofien wurden daher nicht zur Auswertung herangezogen. Die
Auswertung wurde in der Software vorgenommen und lieferte als Idealbereich (sweet spot), in
dem alle Zielvorgaben erfiillt sind, (KI = 0,95) folgende Ergebnisse (Abbildung 3.38).

Temperatur (°C) = 20 Temperatur (°C) = 40 Temperatur (°C) = 60

L/S
Sweet spot = Hirte 3-10 N

Abbildung 3.38 Sweet spot-Plot des CCF-Versuchsplans mit den EinflussgrofRen L/S, Pulverdurchsatz
und Temperatur. Die Zielgrofie wurde definiert als Harte 3—10 N. Der ideale Bereich wird als griine
Flache (Sweet spot) angezeigt.

Innerhalb der Grenzwerte 0,84 < L/S < 1,11 zeigten die Einflussparameter Pulverdurchsatz,
Temperatur und L/S das Vorhandensein des Idealpunkts. Mit L/S = 0,84 konnte demnach eine
maximale Harte von 10 N, mit L/S = 1,11 eine minimale Harte von 3 N erzielt werden. Wahrend
eine Abhangigkeit der Zielparameter von L/S vorlag, wurde keine Abhangigkeit der Gbrigen
Einflussgroflen festgestellt. Das Erreichen des Idealpunkts war somit unabhangig von
Pulverdurchsatz und Temperatur. Dies liel3 sich wie folgt begriinden: Durch Erhéhung des
Pulverdurchsatzes bei gleichbleibendem L/S wurde automatisch auch die Flissigkeitsmenge
proportional erhéht. Damit die beiden Zielgrofien Harte und Zerfallszeit gleichzeitig erfuillt
werden, musste ein Blick auf den Koeffizienten-Plot gerichtet werden. Ein statistisch
signifikanter Effekt des Pulverdurchsatzes wurde nur fur die Zerfallszeit festgestellt, womit die
Abhangigkeit der EinflussgroRe nicht fur die Harte gilt. Im Koeffizienten-Plot konnte dartber
hinaus kein statistisch signifikanter Effekt durch Variation der Temperatur festgestellt werden.

Somit war eine Temperaturunabhangigkeit des Idealbereichs nicht verwunderlich.
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Auf Basis der experimentellen Daten des CCF-Versuchsplans sollte nun eine Vorhersage des
Prozessraums getroffen werden, in dem die Qualitatsattribute mit einem definierten
Vorhersagefehler innerhalb der geforderten Grenzen liegen. Dies wurde mit der Erstellung
eines Designraums realisiert. Er umfasst die Gesamtheit der kontrollierbaren Parameter,
einschliellich Prozessparameter, mit denen alle CQA innerhalb der gesetzten Grenzwerte mit
einem zuvor festgelegten Konfidenzintervall vorhergesagt werden kdnnen. Fir die Vorhersage
wurde der CCF-Versuchsplan zugrunde gelegt. Der Designraum wurde auf Basis dieser
Ergebnisse mithilfe der Software Modde 12 berechnet. Das Konfidenzintervall wurde auf 0,99
festgelegt. Zur Veranschaulichung wurden die Ergebnisse graphisch dargestellt
(Abbildung 3.39).

Temperatur (°C) = 20 Temperatur {(°C) = 40 Temperatur (°C) = 60 %

N
(=

-
co

-
-]

=
N

-
N

Pulverdurchsatz {g/min)

-
[=]

.
08 09 1 11 12 08 09 1 11 12 08 039 1 11 1.2 I
Lis L/s s 0,5

Abbildung 3.39 Designraum auf Basis des CCF-Versuchsplans als 4D-Plot. Dargestellt sind die
Prozessparameter auf die CQA. Die Farbskala zeigt die Fehlerwahrscheinlichkeit a. Grin: a < 0,01; Rot
a=0,01.

Der Designraum zeigte einen Prozessbereich, in dem mit einer 1 %igen
Fehlerwahrscheinlichkeit die Zielvorgaben der CQA Harte und Zerfallszeit eingehalten wurden.
Dieser war unabhangig vom Temperaturbereich 20 °C bis 60 °C. Der Pulverdurchsatz als
weitere EinflussgrofRe zeigte nur einen geringen Einfluss, sodass der Haupteffekt durch L/S
getragen wurde. L/S stellte somit den wichtigsten CCP dar und es galt diesen genauestens zu
kontrollieren. Innerhalb von 0,86 <L/S 1,14 war eine Extrusion unter den gegebenen
Parametern mit Einhalten der Zielparameter nach dem erstellten Modell mdglich (a = 0,01).
Die Vorhersage des Prozessraums lieferte einen besonders bevorzugten Prozessraum mit
a < 0,005 fir 0,88 <L/S<1,03. Werden diese Grenzen eingehalten, ist eine erfolgreiche
Extrusion mit Erfullung der Zielvorgaben zu erwarten. Auf Grundlage der Prozesserfahrung ist
ein niedrigeres L/S anzustreben, um feste Kaustiicke zu erhalten. Zwar werden innerhalb der
Limits alle CQA eingehalten, fur die Handhabung ist aber ein festeres Kaustlck, welches
bereits zum Zeitpunkt der Herstellung eine hdhere Resistenz gegenuber Verformung besitzt,

winschenswert.
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Aus dem Designraum und den experimentellen Daten wurde daher abgeleitet, dass ein
L/S innerhalb 0,95 — 1,0 ein Kaustlick mit optimaler Harte und Zerfallseigenschaften aufweist
und Uber eine ausreichende Harte gegeniber Verformung in weiteren Prozessen, z.B.
Verpackung der Arzneiform, besitzen sollte. Die Validierung dieser Schlussfolgerung wurde in

dieser Arbeit nicht durchgefuhrt und ist daher in zukunftigen Experimenten zu bestatigen.

3.4.7 Zusammenfassung

Im Rahmen der Optimierung wurde in Anlehnung an die ICH-Leitlinie Q8 zunachst ein QTPP
(Kapitel 3.4.2) aufgestellt. Darin wurden CQAs und CCPs definiert, welche anschlieRend in
einer FMEA bewertet wurden. Dabei wurden als CQA die Harte, Zerfallszeit, Gleichférmigkeit
des Gehalts und aw der weichen Kaustlicke identifiziert. Als kritische Prozessparameter
wurden das Glycerol zu Wasser-Verhaltnis, L/S, (Pulver)-Durchsatz, Schneckendrehzahl und
Temperatur bewertet. An einer vereinfachten Formulierung aus X-CMC-Na, Glycerol und
Wasser konnte ein negativ proportionaler Zusammenhang zwischen aw und Glycerol-
Molenbruch mit R =-0,991 nachgewiesen werden. Anhand der Korrelation wurde ein
theoretischer aw-Wert von 0,45 fir die optimierte weiche Kauarzneiform berechnet. Die
experimentell bestimmten aw-Werte lagen fur die untersuchten Formulierungen zwischen 0,4
und 0,5. Eine effektive Kontrolle war somit Uber den Glycerol-Molenbruch gegeben. Daraus
wurde abgeleitet, dass eine Kontrolle des Glycerol zu Wasser-Verhaltnisses wahrend des
Prozesses zu weichen Kaustlcken definierter aw fuhrt. Sie stellte ein Steuerelement dar, um
dieses Qualitatsattribut bereits wahrend der Herstellung zu beeinflussen. Als weiterer,
kritischer Prozessparameter wurde die MRT untersucht. Als Indikatoren wurden Amaranth,
Titandioxid, rotes und schwarzes Eisenoxid eingesetzt. Trotz nativer Braunfarbung der
weichen Kaustucke konnten Modelle der Verweilzeit unter Verwendung der Pigmente
Titandioxid und rotem Eisenoxid erfolgreich aufgestellt werden. Amaranth und schwarzes
Eisenoxid wurden aufgrund hoher Streuung von der Untersuchung ausgeschlossen. Die MRT
betrug bei festen Werten fir Durchsatz und Schneckendrehzahl 160 s flr Titandioxid und
167 s fur rotes Eisenoxid fur die Standard-Schneckenkonfiguration, sowie 65 s fur Titandioxid
und 79 s fur rotes Eisenoxid bei verkirzter Schneckenkonfiguration. Die Zeit, die Glycerol zur
Quellung der befeuchteten Pulverbestandteile zur Verfligung stand, wurde mit 95 s flr

Titandioxid und 88 s flir rotes Eisenoxid berechnet.

Die Gleichformigkeit des Gehalts wurde nach den Vorgaben des Ph. Eur. 10 fiir eine nicht

naher monographierte Arzneiform untersucht.
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Sie stellte einen weiteren CQA dar und sollte fir den kontinuierlichen Herstellungsprozess der
weichen Kaustlicke gezeigt werden. In der Probenvorbereitung wurde der Zielgehalt von
25 mg wegen klebender Produktriickstande am Schneidewerkzeug nicht erreicht. Es folgte
eine Uberdosierung mit theoretisch berechneten Gehalten zwischen 26,48 mg und 28,24 mg.
Dennoch wurde die Gleichférmigkeit des Gehalts an zehn zufallig ausgewahlten Kaustlicken

mit einem AV = 10,63 bestatigt und entsprach damit den Anforderungen.

In einem statistischen Versuchsplan wurde der Einfluss der Prozessparameter auf die CQAs
untersucht. Dabei konnten im Screening-Versuchsplan Modelle mit einer hohen Qualitat fir
Harte (R? = 0,96, Q% = 0,94) und Zerfallszeit (R? = 0,90, Q? = 0,73) bestimmt werden. Fir aw
konnte keine ausreichende Modellgute erreicht werden. Den gréf3ten, statistisch signifikanten
Einfluss auf Harte und Zerfallszeit zeigte L/S. Auf beide CQAs wurde ein negativ proportionaler
Effekt ausgelbt. Auf die Zerfallszeit konnten ebenfalls negativ proportionale, statistisch
signifikante Effekte des Pulverdurchsatzes und der Temperatur nachgewiesen werden.
AnschlieRend wurde ein Optimierungsversuchsplan in Form eines CCF-Versuchsplans
durchgefihrt, um Prozessoptima ausfindig zu machen, unter denen alle geforderten Grenzen
der CQA eingehalten werden. Nachdem ein Ausreiler ausgeschlossen wurde, konnte fur die
Harte eine Modellgite mit R? = 0,96 und Q? = 0,95 erzielt werden. Fur die Zerfallszeit konnte
ebenfalls ein akzeptables Modell erstellt werden, nicht jedoch fur aw. Durch die geringe
Streuung der Messwerte konnte nur ein Modell unzureichender Glte erstellt werden. Wie im
Screening-Versuchsplan wurde der groRte, signifikante Effekt durch L/S auf Harte und
Zerfallszeit ausgeubt. Eine quadratische Wechselwirkung von L/S auf die Harte zeigte dartber
hinaus an, dass ein Optimum in Bezug zur Harte vorliegen misse. Infolgedessen wurde der
Idealpunkt des CCF-Versuchsplans bei 0,84 < L/S < 1,11 ermittelt, sowie eine Unabhangigkeit
von Pulverdurchsatz und Temperatur. Anschlie®end wurde ein Designraum vorhergesagt, in
welchem mit einer 1 %igen Fehlerwahrscheinlichkeit eine Extrusion unter Einhaltung aller
CQAs erfolgen kann. Unter Berlcksichtigung der Fehlerwahrscheinlichkeit liefert die
Vorhersage einen Bereich von 0,86 <L/S 1,14, in dem der Prozess die zuvor festgelegten
CQA-Grenzwerte einhalt. Auch hier konnte eine Unabhangigkeit von Pulverdurchsatz und
Temperatur im Versuchsraum gezeigt werden. Im nachsten Schritt muss der Designraum

durch Validierung in kiinftigen Experimenten bestatigt werden.
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3.5 Mechanistische Untersuchungen ternarer
Croscarmellose- Glycerol-Wasser-Mischungen

3.5.1 Einleitung

Nach wie vor ist das Interesse an der Aufklarung der Quellmechanismen von Zerfallhilfsstoffen
und deren Vorhersage innerhalb der pharmazeutischen Technologie gro? (Caramella et al.
1986, Desai et al. 2016, Markl et al. 2017b). Sie zahlen neben Bindemitteln als essentielle
Bestandteile einer schnell freisetzenden Tablettenformulierung (Markl und Zeitler 2017). Durch
einen hohen Quellungsdruck vermag ein Zerfallhilfsstoff eine Tablette in kurzer Zeit in viele,
kleinere Agglomerate zerfallen zu lassen (Badgujar und Mundada 2011, Bala et al. 2012,
Quodbach und Kleinebudde 2016). Barmpalexis et al. gelang 2017 die Aufklarung der
Quellung auf molekularer Ebene. Durch Simulation der dynamischen Molekularbewegung von
Wasser in Interaktion mit X-CMC-Na konnten in den durchgefihrten Simulationen zwei
Phasen der Wasserdampfsorption identifiziert werden: eine mit langsamer und eine mit

schneller Kinetik (Barmpalexis et al. 2017).

Wahrend die Bestimmung des Quellvermogens (Lenz et al. 2021b, Pourkavoos und Peck
1993, Quodbach und Kleinebudde 2014, Soundaranathan et al. 2020, Stomberg 2015) in
einem Medium einfach durchzufihren ist, ist die Bestimmung des aktuellen Zustands der
Quellung (Quellgrad) herausfordernd. Fur die Bestimmung werden mikroskopische (Desai et
al. 2012, Rudnic et al. 1982) oder spektroskopische Messverfahren (Froix und Nelson 1975,
Markl et al. 2017a) verwendet. Hierbei werden ein oder mehrere Pulverpartikel auf ein Gitter
mit definierter Maschenweite aufgebracht (Desai et al. 2012). Idealerweise erfolgt eine
punktuelle Fixierung, um die zu untersuchenden Partikel zu immobilisieren, jedoch nicht in
ihrer Quellung zu behindern. Durch diese Art von Messungen kann die Volumenausdehnung,
meist zweidimensional, im Vergleich zum Ausgangszustand bestimmt werden. Der Quellgrad
wird ausgehend von einem runden Partikel als Zunahme des Kugelvolumens, bezogen auf
das maximale Quellvolumen, bestimmt. Werden zwei mikroskopische Systeme verwendet,
kann eine annahernd dreidimensionale Ausdehnung beobachtet und gemessen werden.
Problematisch ist jedoch die bei der Quellung zunehmende Transluzenz der beobachteten
Pulverpartikel. Durch Verlust klarer Partikelgrenzflachen wird die Erfassung des Volumens bei

zunehmender Quellung erschwert.

Nahezu alle Untersuchungen betrachten die Quellung von quervernetzten Zerfallhilfsmitteln
vor dem Hintergrund des Tablettenzerfalls in Wasser oder verdinnten Sauren und Laugen
(Lenz et al. 2021a, Markl und Zeitler 2017, Zhao und Augsburger 2005). Nur wenige
wissenschaftliche Publikationen thematisieren die Quellung in organischen Ldsemitteln
(Caramella et al. 1984) und ionischen Flussigkeiten (Cai und Zhang 2005, Chen et al. 2002).
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Stomberg stellte 2015 eine Hypothese zur Quellung von X-CMC-Na mit den zwei separat
dosierten Flissigkeiten Wasser und Glycerol und Ausbildung eines Hydrogels auf. Als
Hypothese formulierte sie eine Vorquellung von X-CMC-Na durch Wasser, gefolgt von
Glycerol, welches vorgequollene X-CMC-Na vollstandig quellen lieR. Tiefergehende,
mechanistische Untersuchungen zur Bestatigung der Hypothese fehlen bisher. In diesem
Kapitel soll die Hypothese mit einer Alternativhypothese zur Quellung einer ternaren Mischung
aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser gepruft werden und der zugrundeliegende Mechanismus

aufgeklart werden.

3.5.2 Hypothesen zur Gelentwicklung von quervernetzten
Zerfallhilfsmitteln

In den vorherigen Messreihen konnte eine wiederkehrende Veranderung der weichen
Kaustiicke erfasst werden. Allen Kaustiicken gemein war die Zunahme der Harte innerhalb
der ersten 30 Tagen nach Herstellung (Kapitel 3.2.2.1) durch die Entwicklung einer bisher
unbekannten inter-, bzw. intrapartikuldaren Struktur. Bei der Durchfihrung vorlaufiger
Experimente zur Wasseraktivitat (Kapitel 3.2.4) konnten die an der Hartezunahme mafgeblich
beteiligten Hilfsstoffe auf X-CMC-Na, Glycerol und Wasser eingegrenzt werden. Eine ternare
Mischung der Hilfsstoffe zeigte als einzige untersuchte Probe eine mechanische Veranderung.
Wurde X-CMC-Na in einer Glycerol-Wasser-Mischung suspendiert, so bildete sich nach
wenigen Minuten Ruhezeit eine transluzierende, streichfahige, halbfeste Masse (Abbildung
3.40). Dieses Phanomen war in jenem Mischungsverhaltnis von X-CMC-Na-Glycerol-Wasser,
das zur Extrusion verwendet wurde (Kapitel 3.1.3 und 5.2.2.3), von 1:5,4:1,6 bis 1:5,7:1,3
reproduzierbar. Allgemein konnte das Phanomen in drei Phasen unterschiedlicher Kinetik
gegliedert werden: (1) eine unmittelbare Veranderung der ternaren Mischung mit Ausbildung
einer formbaren Struktur innerhalb von Sekunden bis wenige Minuten nach der Herstellung;
(2) Die Entwicklung setzte sich verzdgert bis zu 72 h fort und fuhrte zur Auspragung einer
stichfesten, schneidbaren Masse. Dabei fand eine grofe Veranderung innerhalb von 24 h
nach Herstellung statt. Nach dieser Zeit war die ternare Mischung ausreichend verfestigt,
sodass die Probe beim Umdrehen des Schnappdeckelglases nicht herauslief (Abbildung 3.40).
Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 3.41 gegeben. Fir weiche Kaustlicke konnte
eine rasche Hartezunahme beobachtet werden (3.2.2.1). (3) Die Harte der weichen Kaustlcke
nahm Uber 30 Tage weiter zu und zeigte ein Plateau, dem sie sich asymptotisch annaherte.
Fur die terndre Gelformulierung konnte keine weiterfihrende Veradnderung beobachtet

werden.
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Abbildung 3.40 Hydrogel aus einer terndren Mischung aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser im
Mischungsverhaltnis  1:5,4:1,6, unmittelbar nach Herstellung (A) und nach einer
24-stindigen Lagerung (B).

Abbildung 3.41 Schematische Darstellung der Herstellung eines ternaren Hydrogels aus X-CMC-Na,
Glycerol und Wasser.

Durch Beobachtungen konnten weitere Hinweise auf die Entwicklung einer halbfesten
Struktur, beispielsweise eines Gels, aus den zuvor ausgefuhrten Kapiteln gewonnen werden.
Messungen der verrichteten Arbeit durch eine 25 %ige Verformung der weichen Kaustiicke
mittels eines zylindrischen Eindringkdrper zeigten eine starke Zunahme der elastisch
gespeicherten Energie innerhalb weniger Tage nach Herstellung (Kapitel 3.2.3.1).
Oszillationsrheologische Untersuchungen innerhalb des linear-viskoelastischen Bereichs
zeigten ein dominierendes elastisches Verhalten in Ruheposition bei 1 % Auslenkung
(Kapitel 3.2.3.2). Ein elastischer Anteil mit G* > G*ist bei einer Flussigkeit nicht zu erwarten,
sondern setzt vielmehr ein Polymernetzwerk mit Ausbildung elastischer Strukturen voraus.
Zogfrafi und Kontny (1986) resumierten, dass Polymer-gebundenes Wasser unterhalb eines
Schwellenwertes eine Veranderung der Hilfsstofffunktionalitdt, bspw. der Viskoelastizitat
bewirkt. Dabei begunstigt ein geringerer Anteil gebundenen Wassers ein plastisches
Deformationsverhalten.
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Umgekehrt Iasst sich aus dieser Aussage schlussfolgern, dass ein hoher Anteil gebundenes
Wasser ein elastisch-dominierendes Verhalten beglinstigt. Die Zunahme des elastischen
Verhaltens wurde somit als langsam fortschreitende Quellung interpretiert (Kapitel 3.2.3.1).
Wurde die Kinetik der Hartezunahme mit der Quellungskinetik gleichgesetzt, konnte eine
verlangerte, exponentielle Zunahme der Quellung bis zu 30 Tagen nach Herstellung fur PLP-
haltige Kaustlicke festgestellt werden (Kapitel 3.2.2.1). Sie ist gekennzeichnet durch eine
zunachst hohe Anderungsrate, welche bis zur vollstdndigen Gelentwicklung asymptotisch
abnimmt (Schott 1992). Im Allgemeinen ist eine verlangsamte Gelentwicklung insbesondere
dann zu erwarten, wenn die Diffusion von Wasser behindert oder eingeschrankt wird, oder der
verwendete Gelbildner nur langsam relaxiert. Dieses ist besonders mit zunehmender
Polymerkettenlange zu beobachten (Cai und Zhang 2005, Sarkar 1995). Durch die
Verwendung eines hohen Glycerolanteils von 77,6 % bis 81,4 % (m/m) in der Flussigphase
resultierte eine erhohte Viskositat im Vergleich zu reinem Wasser. Folglich nimmt der
Diffusionskoeffizient D flir Wasser zu, sodass eine verlangsamte Diffusion vorliegt
(Formel (3.6)). Der Diffusionskoeffizient D in m?/s wird durch die Boltzmannkonstante kg in J/K,
absolute Temperatur T in K, dynamische Viskositat n in Pa-s, den Radius des als kugelférmig

betrachteten Teilchens, in diesem Fall des Wasserclusters und den Faktor 611, beschrieben.

kg T
611-ner

(3.6)

Diese Annahme konnte durch Beobachtungen bei der Probenherstellung gestitzt werden.
Unmittelbar nach Mischen der Bestandteile lag eine zahflissige Suspension vor. Nach
wenigen Sekunden erhdhte sich bereits die Viskositat der Probe. Mithilfe eines Spatels
konnten irreversible Deformationen im noch weichen Gel erzeugt werden. Wurde eine langere
Ruhezeit gewahrt, bildete sich eine feste, schneidbare Struktur aus. In einer empirischen
Voruntersuchung konnte die Probe nach einer nicht naher definierten Lagerzeit in dinnen
Streifen abgeschabt werden. Wurde das abgeschabte Probenmaterial in der Hand geknetet,
konnten stabile Formkdrper, wie etwa ein Wirfel, gebildet werden. Dabei hinterliel3 das Gel
klebrige Ruckstéande auf der Haut. Die Gelstarke wurde zu diesem Zeitpunkt nicht instrumentell

bestimmt.

Zur Erlauterung der Beobachtungen wurden im Folgenden theoretische Uberlegungen zur
Ursache der ersten beiden Phasen der Quellungskinetik angestellt. In der wissenschaftlichen
Literatur ist die Ausbildung einer Diffusionsbarriere bei der Verwendung hoher Anteile
X-CMC-Na in Kontakt mit Wasser bereits beschrieben worden: In Kontakt mit Wasser kommt

es zu einer spontanen Quellung von X-CMC-Na.
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Dabei quellen die Pulverpartikel und sein fibroses Gerust greift unter Wasseraufnahme
ineinander (Pourkavoos und Peck 1993), schematisch dargestellt in Abbildung 3.43. Dabei ist
eine Schlaufenbildung, ahnlich wie sie bei der Gelbildung und in situ-Quervernetzung geléster
Polymere auftritt (Markl und Zeitler 2017, Quodbach und Kleinebudde 2014), aufgrund der bei
der Produktion bereits kovalent-quervernetzten Polymerketten nicht zu erwarten (Ferry 1948,

Winter 2001) und wurde als nicht ursachlich angesehen.

In der qualitativen Beurteilung von schnell freisetzenden Tabletten wird die Ausbildung einer
Diffusionsbarriere durch das Zerfallhilfsmittel X-CMC-Na als Qualitatsmangel angesehen.
Insbesondere bei schnellfreisetzenden Arzneiformen wie nichtiiberzogenen Tabletten ist ein
rascher Zerfall von maximal 15 Minuten gefordert (Ph. Eur. 2019). Durch die kurze Zerfallszeit
wird sichergestellt, dass sich in der Tablette befindliche Arzneistoffe schnell im
Gastrointestinaltrakt verteilen und fur die Arzneistoffresorption verfigbar sind. Wird der Zerfall
verzogert, kann im Extremfall eine unzureichende Liberation der Arzneistoffpartikel erfolgen
und eine pharmakologisch gewollte Wirkung ausbleiben. Ublicherweise werden 5 —10 %
(m/m) Zerfallhilfsstoff-Anteil in schnellzerfallenden Tabletten verwendet, abhangig vom
verwendeten Typ. Im Vergleich hierzu weisen weiche Kausticke, wie in Kapitel 3.1.3
beschrieben, einen hoéheren X-CMC-Na-Anteil von 14,57 % (m/m), bezogen auf den
Feststoffanteil, auf. Die Untersuchung des terndren Systems aus X-CMC-Na-Glycerol-Wasser
stellt X-CMC-Na mit einem Feststoffanteil von 100 % einen Sonderfall dar. Die
zerfallshemmende Wirkung des hohen X-CMC-Na-Gehalts lasst sich einfach an einer
Placebo-Pulvermischung verdeutlichen. Vermischt man eine groRe Menge X-CMC-Na mit
wenigen Tropfen Wasser, dann bilden die Tropfen bei Kontakt mit der umliegenden X-CMC-
Na eine durchscheinende Masse. Wird weiteres Wasser hinzugetropft perlt dieses an der

Oberflache nahezu vollstandig ab.

Unterhalb der bereits gequollenen Masse kann man, wenn diese vorsichtig entfernt wird, nicht
benetztes Pulver sehen. Eine vollstdndige Absorption der FlUssigkeit und homogene
Verteilung im Pulverbett bleibt im betrachteten Zeitraum aus. Der Effekt des zugesetzten
Zerfallhilfsmittels, den Tablettenzerfall durch spontane Quellung in Wasser zu férdern, wird
durch den Uberwiegenden X-CMC-Na-Anteil somit umgekehrt. Um der Ausbildung einer
Diffusionsbarriere  im  Extrusionsprozess zu entgehen und eine homogene
Flissigkeitsverteilung in den weichen Kaustlicken zu realisieren, wurden zum Homogenisieren
vier Knetzonen eingesetzt. Durch die hohe Scherwirkung wurden Pulvernester zerstort und die
Durchfeuchtung des Pulvers gefordert. Mit einer mittleren Prozesszeit von 160 s — 167 s stand
genugend Zeit zur Verflgung, um ein homogenes Produkt mit gleichmallig gequollenen
X-CMC-Na-Partikeln zu erhalten (Kapitel 3.4.4).
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Auf Grundlage der Beobachtungen wurde folgende Hypothese zur Gelentwicklung einer
ternaren Gelformulierung aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser fur die Phasen (1) unmittelbar
und (2) bis zu 72 h nach Herstellung formuliert: X-CMC-Na bildet mit einer 77,6 % bis
81,4 %igen Glycerol-Wasser-Mischung im L/S-Verhaltnis 7:1 eine schnittfeste Hydrogel-
Matrix. Dabei flhrt der Kontakt mit Wasser initial zur raschen Quellung von X-CMC-Na. Durch
spontane Wasserabsorption kommt es lokal begrenzt zur Abnahme des relativen
Wassergehalts der Losung. Es folgt eine lokale Aufkonzentrierung der Glycerol-Phase. Durch
die Zunahme von Glycerol steigt die Viskositat in lokal begrenzten Bereichen an. Parallel
kommt es durch den Quellprozess zu einer stetigen Volumenzunahme der X-CMC-Na-
Partikel, bis der maximale Quellungsgrad erreicht ist. Dabei nimmt die Oberflache in zweiter,
das Volumen in dritter Potenz zu, sodass die volumenspezifische Oberflache Sy von
X-CMC-Na wahrend der Quellung abnimmt. Durch seine Uberwiegend fibrose Struktur bedingt
(Abbildung 3.42), quellen die Partikel und verhaken sich ineinander, sodass ein
dreidimensionales Netzwerk durch Verzahnen auf makroskopischer Ebene entsteht
(Abbildung 3.43).

100 pm

Abbildung 3.42 Morphologie von X-CMC-Na. (A) zeigt pulverformiges X-CMC-Na im
Rasterelektronenmikroskop, (B) zeigt eine ternare X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischung > 72 h
Lagerung im Hellfeld-Modus des konfokalen Raman-Mikroskops.

[4]

Abbildung 3.43 Strukturelle Veranderung der ternaren Gelformulierung; (A) zeigt dispergierte X-CMC-
Na-Partikel, in Analogie zur Morphologie (Abbildung 3.42) als Faden und kugelige Strukturen
dargestellt, unmittelbar nach Dispergieren der Bestandteile. Nach wenigen Sekunden ist eine Zunahme
der Viskositat und Verringerung der Transluzens zu erkennen. X-CMC-Na-Fasern greifen ineinander
(B). Nach annahernd 72 h liegt ein vollstandig ausgebildetes, verzahntes Gelnetzwerk vor (C).
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Die entstehenden Poren- und Hohlrdume werden durch die Volumenzunahme gefiillt. Als
Folge nimmt der effektive Diffusionsweg zu. Ungebundenes Wasser bendtigt eine langere
Diffusionszeit, um ein partielles Konzentrationsgefalle auszugleichen. Durch die Absorption
von Wasser verandert sich fortlaufend das L/S-Verhaltnis zugunsten des Feststoffanteils, bis
die Quellung im Gleichgewichtszustand zum Erliegen kommt. Als Folge nimmt das System
zunehmend Feststoffeigenschaften an. Wahrend im suspendierten Zustand viskose
Eigenschaften mit irreversibler Verformbarkeit dominieren, setzt mit der Auspragung des X-
CMC-Na-Netzwerks eine dominierende elastische und mindestens teilweise reversible
Verformbarkeit ein und kann rheologisch als ein Kelvin-Voigt-Kérper beschrieben werden
(Grau et al. 1983). Bei Krafteinwirkung wird demnach ein Teil der Energie gespeichert und
nach Beendigung der Belastung wieder abgegeben. Ahnlich eines Schwamms ist das Gel
damit in der Lage, elastisch verformt zu werden und erneut in seine urspringliche Form
zurickzukehren. Aufgrund des Polymernetzwerks und der Verzahnung der Fasern ineinander
besitzt das System eine FlieRgrenze. Wird ein gelspezifisches Energieniveau (= FlieRgrenze)
Uberschritten, folgt eine Zerstérung der makroskopischen Gelstruktur als Folge des
Uberschreitens der FlieRgrenze (Elliot und Ganz 1974, Reiner 1945, Rogovina et al. 2008).
Die Kohasion des Gels wird insbesondere durch eine steigende, interpartikulare Konzentration
von Glycerol und infolgedessen einer steigenden Viskositat beglnstigt. Unter der Annahme,
dass Glycerol nicht an der Gelentwicklung beteiligt ist, verbleibt dieses im Interpartikularraum.
Dort bildet es ein immobilisiertes, koharentes Netzwerk aus. Es entsteht eine hochviskose und
konzentrierte Suspension mit einem L/S von etwa 5,4:1, entsprechend dem Glycerol-Feststoff-

Verhaltnis nach Entzug von Wasser. Das ternare System besitzt eine FlieRgrenze.

Die Entwicklung der FlieRgrenze mit Ausbildung des strukturgebenden Netzwerkes wurde fur
die isolierte ternare Formulierung bereits innerhalb von 2 h nach Herstellung beobachtet. Nach
etwa 72 h befindet sich schlieRlich das Gel im Gleichgewicht. Innerhalb der Zeitspannen findet
eine langsame Quellung der X-CMC-Na mit Ausbildung einer homogenen Gelstruktur statt. Im
Extrusionsprozess bendtigte die Verfestigung des Kaustlicks eine Prozessdauer von nur
180 s. Bereits mit Verlassen der Dusenplatte war eine ausgepragte FlieRgrenze vorhanden,

sodass formstabile Kaustlucke mit ausreichender Festigkeit hergestellt werden konnten.

Per Definition handelt es sich bei den weichen Kausticken nicht um eine feste
Darreichungsform. Vielmehr liegt eine pastdse Hydrogel-Matrix mit hoher Kohasion vor, die in
Ruhe aufgrund der FlieRgrenze formstabil ist, bei Krafteinwirkung hingegen leicht plastisch
verformt werden kann. Diese Eigenschaften sind malfigeblich fur die Innovation der weichen
Kauarzneiform. Der Ubergang von einer hochkonzentrierten Suspension zu einer
bikoharenten, dreidimensionalen Hydrogel-Matrix ist dabei durch Uberschreitung des
Gelpunktes gekennzeichnet (Burey et al. 2008, De Rosa und Winter 1994, Menczel und
Prime 2009, Nayak und Das 2018).
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Der Gelpunkt beschreibt den Schnittpunkt des Verlustmoduls G*, reprasentativ flr den
plastischen Anteil, und des Speichermoduls G, reprasentativ fir den elastischen Anteil in
Abhangigkeit der Frequenz bei 1 %iger Deformationsamplitude. Dieser Punkt wird als sog.
cross-over Punkt bezeichnet. Bei Uberschreiten des Schnittpunkts Uberwiegt das

Speichermodul G*. Der Verlustfaktor tan(é) nimmt hierbei Werte <1 an.

Abgeleitet weist das oben definierte System auch Limitationen auf. Gemall der Hypothese
wurde bei einem deutlich héheren Wasseranteil als der eingesetzten Glycerol-Wasser-
Mischung eine unzureichende Viskositat der Flissigkeit vorherrschen, um eine ausreichend
hohe Kohasion zu erzeugen. Die Kohasion setzt sich dabei aus der Summe einer Vielzahl von
Anziehungskraften zwischen den Molekilen zusammen (Pople 1952). Ebenso wie die
Viskositat ist sie ein Maly dafiir, wie stark die Wechselwirkungen innerhalb einer Flussigkeit
sind und kann ebenfalls als Summe der intermolekularen Anziehungskrafte und
Wechselwirkungen verstanden werden (Creton und Fabre 2002, Grunberg und Nissan 1944).
Eine Erhdhung der Viskositat kann eine héhere Kohasion zur Folge haben (Creton und Fabre
2002). Neben der Viskositat ist eine Benetzung der Partikel notwendig, um eine hohe Kohasion
zu erzeugen (Kan et al. 2018). Zeigen die Kontaktwinkel zwischen Flussigkeit und Partikel
6 = 0°, liegt eine perfekte Benetzung vor. Die Summe der Adhasionskrafte ist infolge hoch und
eine kohasive Paste liegt vor. Je groRer 0° < 6 < 180°, desto kleiner wird die Kontaktflache und
desto weniger adhasive Krafte kdnnen aufgebaut werden. Mit zunehmendem Kontaktwinkel
nimmt die Adhasion von Flussigkeit an Pulver ab, sodass letztlich keine Benetzung stattfindet
(6 =180°) und keine kohasive Masse gebildet werden kann. Zur vollstandigen Benetzung
kénnte sich Wasser eignen, sofern alle Pulverpartikel vollstandig benetzbar sind. Im Fall von

PLP ist dies aufgrund von lipophilen Komponenten jedoch nicht zu erwarten.

Eine Mischung aus Glycerol und Wasser kann aufgrund des groReren lipophilen Anteils des
Glycerol eine bessere Benetzung zeigen und ist fur die Kohasion vermutlich besser geeignet.
Einen negativen Effekt des Aromastoffs auf die Klebrigkeit konnte in Kapitel 3.2.2.2 fiur
Formulierung oPLP gezeigt werden. Fur eine optimale Kohasion der Paste wurde das
Vorliegen eines Viskositatsoptimums der FlUssigkeit vermutet. Ebenso wurde erwartet, dass
die Kohasion bei einer Verdinnung der Paste zur Suspension durch Erhdhung des L/S
abnimmt. Eine antiproportionale Abhangigkeit der Harte von L/S konnte bereits gezeigt werden
(Kapitel 3.4.6). Ist darGber hinaus das betrachtete Zeitintervall zu kurz, kann sich kein
genugend starkes Gelgerust aufbauen. Eine Mindestquellzeit bis zum Erreichen des
Gelpunkts ist daher notwendig. Die Bildung eines supramolekularen Gels aus unldslichen
Zerfallhilfsstoffen wie X-CMC-Na stellt nach aktuellem Kenntnisstand ein ungewohnliches
Phanomen dar und wurde bisher wissenschaftlich unzureichend beschrieben. Im Gegensatz
hierzu wurde die Gelbildung durch I6sliche Polymere, z.B. CMC-Na, bereits ausfuhrlich
beschrieben (Barbucci et al. 2000).
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Um die Hypothese zu prifen, missen Messsysteme verwendet werden, die einen Einblick in
die Kinetik der Gelentwicklung geben. Zur Messung von rheologischen Phanomenen werden
in der Regel rheologische Messverfahren, wie DMA oder Scherrheometer, eingesetzt. Mit
ihnen kann eine Aussage getroffen werden, ob ein System mithilfe verschiedener
Messmethoden eine Zunahme der Viskositat Uber die Zeit bei geringen Scherraten, oft
assoziiert mit der Gelentwicklung, treffen. Fir die Untersuchung der Quellungskinetik der
ternaren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischung wurden DMA- und Scherrheometer-
Messungen durchgefuhrt und die Messergebnisse in Kapitel 3.5.3 diskutiert. Zur weiteren
Beurteilung der Quellung und Erfassung der Kinetik wurden auch optische Messverfahren
eingesetzt (Kapitel 3.5.4). Mit diesen sollte die Quellung nachverfolgt werden und die Struktur
des gequollenen Gels naher untersucht werden. Aufgrund der hohen Spezifitat der Raman-
Streuung sollte mithilfe eines konfokalen Raman-Mikroskops die Frage geklart werden, welche
Flissigkeit fur die Quellung innerhalb der terndren Mischung verantwortlich war (Kapitel 3.5.5).
Die Ergebnisse sollten dann mit einem zweiten Verfahren, der Fluoreszenz-Mikroskopie, nach

Anfarben der Wasserphase mit einem Farbstoff Uberprift werden (Kapitel 3.5.6).

3.5.3 Experimente zur mechanistischen Aufklarung

Zur Charakterisierung von Gelsystemen werden haufig rheologische Messverfahren
angewendet. Durch die Anwendung von Relaxationsuntersuchungen konnen Ruckschlisse
auf die Relaxation von Polymerketten wahrend der Quellung geschlossen werden (Bose et al.
2015, Menczel und Prime 2009, Williams 1964). Dies gibt Informationen Uber den
Mechanismus der Gelbildung. Daneben dient der Gelpunkt der Erfassung, ab welchem
Zeitpunkt der elastische Anteil durch Ausbildung eines koharenten Netzwerkes Uberwiegt.
Oszillationsrheologische Untersuchungen dienen u.a. der Identifizierung dieses Punktes
(Burey et al. 2008, De Rosa und Winter 1994, Menczel und Prime 2009, Nayak und Das 2018).
In diesen Untersuchungen werden jedoch nach aktuellem Wissensstand nur jene Systeme
untersucht, die einen kolloidal gelésten Gelbildner verwenden. Auch Studien an
quervernetzten Gelbildnern wie X-CMC-Na wurden beschrieben. Diese beschranken sich
haufig auf die Wasseraufnahmekapazitat und Ausibung des Quellungsdrucks wahrend der
Quellung und fuhren keine systematische Untersuchung der viskoelastischen Eigenschaften
auf (Barbucci et al. 2000, Markl und Zeitler 2017, Quodbach und Kleinebudde 2014). Die
Gelentwicklung von Hilfsstoffen wie X-CMC-Na, die bereits vor der Gelbildung quervernetzt
wurden, wurde hingegen nicht beschrieben. Im Gegensatz zu kolloidal suspendierten Partikeln
besitzt X-CMC-Na eine native mittlere PartikelgroRe (dso) von 25 — 55 ym (FMC Corporation
2005), womit die Partikel die GréfRe kolloidal geldster Gelbildner um ein Vielfaches Ubersteigen

und somit andere Voraussetzungen vorliegen.
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Vorversuche zur mechanistischen Aufklarung sollten einen ersten Einblick geben, welche
Messmethoden generell eingesetzt werden kénnen und auch Limitationen der Messmethoden
aufzeigen, bevor eine intensive Betrachtung der Quellungskinetik anhand der ausgewahlten
Messmethoden erfolgte.

Mit einem Rotationsviskosimeter wurde die dynamische Viskositat Uber die Zeit von frisch
hergestellten X-CMC-Na-Glycerol-Wasser Mischungen untersucht (Kapitel 5.2.7.1). Nach 48 h
Messdauer wurden folgende Ergebnisse erzielt:
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Abbildung 3.44 Rheogramme von X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Gelen bei konstanter Scherrate von
1 s1in Abhangigkeit der Messzeit. Dargestellt sind Einzelkurven bei 40 °C Messtemperatur.

Nach Beginn der Messung konnte ein Anstieg der dynamischen Viskositat beobachtet werden
(Abbildung 3.44). Bereits nach 6 h kam es bei einer Probe zu einem unregelmafigen Verlauf
der Viskositatskurve. Eine Streuung um einen durchschnittlichen Wert von + 50 Pa.s wurde
beobachtet. Die Gbrigen Proben zeigten einen monotonen Viskositatsanstieg bis 18 h nach
Beginn der Messung. Nach dieser Zeit streuten auch hier die Messwerte. Obwohl bei einer
Probe eine Zunahme der Viskositat auf 243 Pa-s nach 36 h gemessen werden konnte, fiel die
Viskositat schlieRlich wie bei den Ubrigen Proben ab. Die Ursache zeigte sich nach
Beendigung der Messung. Beim Entfernen der Thermalschutzabdeckung konnten gequollene
Pulverpartikel auRerhalb des Messspalts beobachtet werden. Wahrend der Messung kam es
zur Bildung hoher Reibungskrafte infolge der Strukturveranderung. Diese wurden so grof3,
dass eine Messung zur Kinetik unmdglich wurde. Durch die andauernde Scherbelastung
wurde die makroskopische Gelstruktur zerstért und die Probe aus dem Spalt gedriickt. Obwonhl
sich die Methode als nicht geeignet herausstellte, konnte hiermit gezeigt werden, dass die

Entwicklung des FlieRwiderstands Uber Stunden nach der Herstellung stattfand.
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Auch nach 24 h konnte eine fortwahrende Zunahme des Widerstands festgestellt werden.
Durch die hoéhere innere Reibung war ein Viskositatsanstieg auf bis zu 243 Pa.s zu

beobachten.

Da es wahrend der Messung zur Zerstorung der Probe kam, wurde das ternare System im
nachsten Schritt mit einer zerstérungsfreien Methode untersucht. Mithilfe der DMA sollte ein
Einblick in die gelartige Struktur ermoglicht werden (Kapitel 5.2.7.2). Findet die Messung in
der linear-viskoelastischen Region (LVER) bei geringer Deformationsamplitude y statt, tritt
keine Destruktion der Probe auf (Berker 2002). Innerhalb der viskoelastischen Region ist die
Probe unabhangig von der Deformationsamplitude. Mit einer Frequenzrampe innerhalb des
LVER kann die vorliegende Struktur in Ruheposition gemessen werden. In Abhangigkeit der
gewahlten Frequenzskalen konnte das strukturelle Verhalten Uber eine kirzere oder langere

Zeitspanne simuliert werden.

Frequenz (Hz)

Abbildung 3.45 Oszillationsrheogramme X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischungen 2 h nach
Herstellung. Offene Symbole reprasentieren den Speichermodul Gf, halbgeflillte Symbole den
Verlustmodul G*. Der Verlustfaktor tan(d) ist dargestellt durch vollstandig gefiillte Symbole; n =4,
Einzelkurven fur Proben mit d = 16 mm sind in rot und blau, mit d = 22 mm sind in grin und orange
eingefarbt.

Zur Herstellung der Gele standen zwei verschieden grofle Giel3formen zur Verfigung mit
d =16 mmund d = 22 mm. Aus Zeitgrinden wurden zeitgleich zwei Proben im Zeitversatz von
30 min hergestellt. Je zwei Proben mit d = 16 mm und je zwei Proben mit d = 22 mm wurden
zwei Stunden nach der Herstellung in der DMA vermessen. Fur alle Proben konnte eine
simultane Zunahme von G' und G* Uber den betrachteten Frequenzbereich 0,1 — 10 Hz
beobachtet werden (Abbildung 3.45). Das Verhaltnis zueinander, gegeben durch den
Verlustfaktor tan(d) zeigte bei sehr kleinen Messfrequenzen um 0,1 Hz eine Unterscheidung
der vier vermessenen Proben, ab einer Frequenz > 0,2 Hz verliefen sie simultan und

asymptotisch gegen 0,2. Der elastische Anteil G* Uberwiegt Uber den gesamten Messbereich.
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Die Ergebnisse der DMA wurden daher wie folgt interpretiert: Auch Uber einen langeren
Ruhezeitraum weist die entstandene Struktur Gberwiegend Feststoffeigenschaften auf. Dieses
Verhalten konnte auch fir weiche Kaustlicke beobachtet werden, deren DMA-Ergebnisse in
Kapitel 3.2.3.2 ausfuhrlich beschrieben wurden. Somit konnte das strukturelle Verhalten der
weichen Kaustlicke zumindest zu einem hohen Anteil auf die ternare X-CMC-Na-Glycerol-
Wasser-Mischung zurickgefiihrt werden. Die entstandene Struktur weist eine hohe Kohasion

auf, nachdem ausreichend Zeit, in diesem Fall 2 h, gewahrt wurde, um diese auszubilden.

Eine Charakterisierung der Viskoelastizitat mit Einblick in die Ruhestruktur, welche bei
Lagerung vorliegt, wurde erfolgreich mittels DMA-Untersuchungen umgesetzt. Die Messung
der Viskoelastizitat erganzt damit das Verstandnis Uber die Probenstruktur, welche durch die
Scherrheologie nicht zuganglich war (Feve 1989). Bei der Messung handelte es sich nicht um
eine kinetische Betrachtung; es wurde vielmehr eine punktuelle Betrachtung durchgefihrt, die
den Ist-Zustand nach Verfestigung der Struktur widerspiegelt. Die Aufklarung der Kinetik blieb
weiterhin offen.

Eine Untersuchung der kinetischen Strukturentwicklung erfolgte anhand von Messungen der
Widerstandskraft unmittelbar nach Herstellung mithife von Penetrationsversuchen
(Kapitel 5.2.4.1). Bei diesem Messverfahren handelte es sich um ein destruktives Verfahren,
indem ein Eindringkoérper in die ternare Mischung unmittelbar nach Herstellung eindrang und
der Strukturwiderstand als Kraft (N) gemessen wurde. Die Position wurde innerhalb der Probe
mehrfach gewechselt, um Messfehler durch zuvor verdichtetes Material zu umgehen.
Analysiert wurden ternare Mischungen mit unterschiedlichem Glycerol-zu-Wasser-Gehalten

zwischen 70 % und 90 % Glycerol und einem L/S von 7:1.

|—=—70% —=—75% ——80% 85% —+—90%

l
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Gelstarke (N)
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Abbildung 3.46 Bestimmung der Gelstarke mittels Texturanalyse bei 22 °C. MW = s, n = 3. Dargestellt
sind Glycerolgehalte zwischen 70 % und 90 % (m/m), bezogen auf die flissige Phase. Ausgeschlossen
wurden Messdaten < 2 h 40 min aufgrund von Messfehlern.
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Initial wurde eine im Vergleich zu den Gbrigen Messwerten hohe Widerstandskraft gemessen.
Im noch flissigen Zustand der Probe fuhr der Eindringkérper durch die viskose Flissigkeit bis
zum Boden des Probengefalles. Der Probenwiderstand war nicht grol3 genug, um den
Schwellenwert zum Start der Messung von 0,049 N auszulésen. Infolgedessen wurde der
Widerstand des GefalRbodens bei 25 %iger Verformung gemessen. Die Messwerte wurden
entsprechend aus der Darstellung entfernt (Abbildung 3.46). Die Messung zeigte eine
Zunahme der Gelstarke in Abhangigkeit der Glycerol-Konzentration. Bei einer Glycerol-
Konzentration von 90 % wurde zunachst eine Verzdgerung der Gelentwicklung beobachtet.
Insgesamt fuhrte eine hohere Glycerol-Konzentration zu einem spateren Erreichen eines
Plateaus.

Nach einer Verzdgerungszeit von einem Tag erreichte die gemessene Gelstarke einen Wert
von 1,9 N, ebenso wie die Ubrigen, sich schneller entwickelnden Gele. Nach drei Tagen war
eine Unterscheidung der Gele aufgrund ihrer Gelstarke moéglich. Das Gel mit 90 % Glycerol in
der FlUssigkeitsphase wies die hochste Gelstarke mit 2,5 N auf, das mit 85 % Glycerol zeigte
2,2 N, mit 80 % Glycerol und ebenso mit 75 % Glycerol noch 2,0 N. Fir die Probe mit 70 %

Glycerol konnte eine Widerstandskraft von 1,7 N gemessen werden.
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Abbildung 3.47 Korrelation der Gelstarke ternarer Gelformulierungen nach dreitagiger Lagerung bei 22
°C in Abhangigkeit der dynamischen Viskositat, gemessen bei 40 °C. Dargestellt sind Glycerolgehalte
zwischen 70 % und 90 % (m/m), bezogen auf die flissige Phase; n =3, MW ¢ s.

Die Abhangigkeit der Gelstarke nach drei Tagen und der korrespondierenden Viskositat der
Glycerol-Wasser-Mischungen bei 40 °C zeigte einen starken linearen Zusammenhang mit
einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von R = 0,9659 (Abbildung 3.47). Die Kohasion als
Maf fir den inneren Widerstand gegen Verformung wurde damit wesentlich durch den
Glycerol-Anteil bestimmt und unterstitzt die zuvor aufgestellte Hypothese unter dem Aspekt,

dass die Kohasion durch die Viskositat bestimmt wird.
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3.5.4 Lichtmikroskopie

Um den Quellprozess von X-CMC-Na mit Wasser (Abbildung 3.48), bzw. einer Glycerol-
Wasser-Mischung (Abbildung 3.49), optisch nachzuverfolgen, wurde die Quellung Uber die
Zeit im inversen Lichtmikroskop mithilfe einer Hochgeschwindigkeitskamera visualisiert
(Kapitel 5.2.13). In der ersten Zeitserie erfolgte bei Kontakt von X-CMC-Na-Partikeln mit
Wasser eine schnell ablaufende Quellung (Abbildung 3.48).

Sie konnte in drei Phasen (I — ) eingeteilt werden: In Phase | (0 — 0,8 s) kam es nach Kontakt
mit Wasser zu einer schlagartigen, initialen Quellung. Dabei wurde eine Volumenzunahme,
sowie eine hohe Bewegung der Partikel zueinander beobachtet. Ein Teil der Partikel zeigte
bereits zum Ende der Phase | keine weitere Volumenzunahme. In Phase Il (0,8 — 2,6 s) folgte
eine verlangsamte Quellung der Partikel. Die relative Bewegung der Partikel zueinander nahm
stark ab. Der Quellprozess schien nach 2,6 s weitestgehend abgeschlossen, erkennbar an der
nur noch geringen Volumenzunahme der Partikel. In Phase Il (2,6 — 3,6 s) kam es zur Bildung
eines Partikelverbunds und gegenseitige Bewegungshinderung durch direkten Kontakt der
Partikel zueinander und teilweises Verhaken ineinander. Nur gelegentlich konnte eine geringe
Bewegung eines gequollenen Partikels beobachtet werden. Die dritte Phase war
hauptsachlich durch eine raumliche Neuanordnung der gequollenen Pulverpartikel aufgrund
des hoheren Partikelvolumens gekennzeichnet. Die gequollenen Partikel zeigten eine
geringere Opazitat als Partikel im Ausgangszustand (t = 0 s), erkennbar anhand der héheren

Transluzenz (t=3,6s). Nach 3,6 s war die Quellung nahezu vollstdndig abgeschlossen,

sodass das System keine Veranderungen mehr zeigte.

Abbildung 3.48 Zeitserie zur Quellung von X-CMC-Na mit Wasser; zur Visualisierung der Quellung
sind ausgewahlte Zeitpunkte unmittelbar vor (0 s) und nach Kontakt der Partikel mit Wasser (0,8 s, 2,6 s
und 3,6 s) dargestellt.

In der zweiten Zeitserie wurde X-CMC-Na mit einer Glycerol-Wasser-Mischung mit einem
Flussigkeitsmischungsverhaltnis von 77,7 % versetzt und unter dem Mikroskop betrachtet. Im
Gegensatz zur Quellung in Wasser, fand hier die Quellung deutlich verlangsamt statt
(Abbildung 3.49). Sie liel3 sich ebenfalls in drei Phasen einteilen: In Phase | (0 - 49 s) wurden
die Pulverpartikel unmittelbar in der Glycerol-Wasser-Mischung suspendiert. Bis zu 49 s nach

Kontakt zeigten die Partikel eine hohe Bewegung in der Losung.
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Im Gegensatz zur Verwendung von Wasser konnte in Anwesenheit von Gycerol keine
schlagartige Quellung beobachtet werden. Stattdessen wurde eine verzogert einsetzende und
bei allen beobachteten Partikeln gleichermal3en langsam verlaufende Quellung beobachtet. In
Phase Il (49 — 829 s) kam es zu einer starken Reduktion der Partikelbewegung. Auch eine
Volumenzunahme infolge der Quellung wurde festgestellt. Insgesamt dauerte der
Quellprozess bis Uber die dritte Phase an. In Phase Ill (829 — 2400 s) war keine relative

Partikelbewegung gegeneinander gegeben.

Es zeigte sich ein langsames Ausdehnen der Pulverpartikel als Zeichen eines andauernden
Quellprozesses. Die Messung war auf 2400 s (= 40 min) begrenzt, sodass ein Endpunkt der

Quellung nicht bestimmt werden konnte. Auf Grundlage der Beobachtungen in Phase Il wurde

jedoch vermutet, dass die Quellung auch nach 2400 s andauerte.

Abbildung 3.49 Zeitserie zur Quellung von X-CMC-Na mit einer Glycerol-Wasser-Losung; zur
Visualisierung des Quellungsverhaltens sind ausgewahlte Zeitpunkte unmittelbar nach Benetzung der
Partikel mit Flissigkeit (0 s) bis zu 40 min (2400 s) nach Benetzung dargestellt. Zur besseren
Sichtbarkeit in gedruckter Form wurde die Helligkeit erhoht.

Eine rasche Quellung von X-CMC-Na in Wasser ist in der wissenschaftlichen Literatur
ausfuhrlich beschrieben. Im Vergleich zu anderen Zerfallhilfsstoffen wie XPVP besitzt
X-CMC-Na eine hohe, native Wasseraufnahmekapazitat (Desai et al. 2012). Sie hangt vom
Grad der Quervernetzung ab und nimmt bei vollstandiger Quervernetzung ihr Maximum an
(Barbucci et al. 2000). Die Absorption von Wasser flihrt dabei zu einer Zunahme des Volumens
um ein Vielfaches des Ursprungsvolumens (Bala et al. 2012, Caramella et al. 1984, Desai et
al. 2016, Quodbach und Kleinebudde 2014, Rudnic et al. 1982).

Barmpalexis et al. (2017) untersuchten mithife der ATR-FTIR Spektroskopie die
Wasseraufnahme von Superzerfallhilfsmitteln auf sub-molekularer Ebene. Hierbei konnten sie
zwei simultan verlaufende Sorptionsprozesse fir X-CMC-Na nachweisen: eine schnelle und
eine langsame Sorption von Wasser (Barmpalexis et al. 2017). Die Volumenzunahme von X-
CMC-Na in Wasser konnte anhand der Mikroskopieaufnahmen bestatigt werden (Abbildung
3.48). Im Gegensatz hierzu wurde eine verlangerte Quellungskinetik fur X-CMC-Na in einer
Glycerol-Wasser-Mischung festgestellt. Wissenschaftliche Untersuchungen zur verlangerten

Quellungskinetik dieses Systems wurden bisher noch nicht beschrieben.
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Mithilfe des Kamerasystems konnte die verlangerte Quellung visualisiert werden. Bis zum
Ende der Messdauer von 40 min waren die beobachteten Quellungsvorgange nicht
abgeschlossen und standen im Kontrast zur spontanen, raschen Quellung in Wasser. Die
vorliegenden Beobachtungen zeigten somit eine kontrollierte, langsame Quellung der
X-CMC-Na in einer Glycerol-Wasser-Mischung. Eine Verlangsamung der Quellung konnte auf
eine Erniedrigung der Diffusionsgeschwindigkeit im Vergleich zu reinem Wasser begrindet

werden.

Interpretiert man die Ergebnisse von Barmpalexis et al. (2017) unter der Annahme einer
verringerten Diffusionsgeschwindigkeit fir Wasser aufgrund der Anwesenheit von Glycerol,
ware eine Verlangsamung sowohl der schnellen, als auch langsamen Wassersorption zu

erwarten. Dies ist jedoch spekulativ und wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

3.5.5 Konfokale Raman-Mikroskopie

Um einen Einblick in das Gelsystem zu erhalten, wurde als optisches Messverfahren ein
konfokales Raman-Mikroskop verwendet (Kapitel 5.2.14). Vorteilhaft bei Verwendung dieses
Messsystems ist die gleichzeitige Aufnahme von hochaufgelésten Bildern im Lichtmikroskop-
Modus und korrespondierenden Raman-Spektren der enthaltenen Hilfsstoffe. Die
Identifizierung der Bestandteile innerhalb der Mischung erfolgte an zuvor ausgewahlten
Bildpositionen. Aufgrund der hohen Substanzspezifitat (Rostron et al. 2016, Vaskova 2011)
der Raman-Spektren sollte mit dieser Untersuchung die Frage beantwortet werden, ob Wasser
und Glycerol gemeinsam an der Quellung von X-CMC-Na beteiligt sind. Als Ergebnis der
Messung war eine klare Differenzierung zwischen Glycerol, Wasser und X-CMC-Na gefordert.
Wirden Glycerol und Wasser gleichermallen an der Quellung beteiligt sein, so wirden
hypothetisch Raman-Mischspektren beider Flissigkeiten im stets gleichen Verhaltnis Gber die
Messdauer vorliegen. Zur Untersuchung wurden zunachst Reinsubstanzspektren von X-CMC-
Na und Glycerol aufgenommen. Bedingt durch seine Molekulstruktur besitzt Wasser eine
ausgepragte  Raman-Aktivitdt  in Form von  Streckschwingungen  zwischen
3000 und 3800 1/cm (Auer und Skinner 2008, Carey und Korenowski 1998, Scherer et al.
1974, Walrafen 1964, Walrafen und Blatz 1973). Da Wasser jedoch sowohl in der Glycerol-
Wasser-Mischung, als auch in X-CMC-Na als Kapillarwasser vorkommt, wurde kein
Reinspektrum bestimmt. Stattdessen wurde ein Mischspektrum der verwendeten binaren
Glycerol-Wasser-Mischung mit 75 % (m/m) Glycerol betrachtet (Kapitel 5.2.14.2). Zur
Bestatigung der Hypothese, dass ausschlielBlich Wasser fiir die Quellung verantwortlich ist,
wurde eine Veranderung des Raman-Mischspektrums mit Hervortreten der flr Glycerol

charakteristischen Bereiche erwartet.
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Durch die Anderung der Anteile der Komponenten innerhalb der Fliissigkeit wiirde sich das
Ausmal der Interaktionen geringfligig andern, was in einer Anderung der Intensitat oder
Verschiebung der Wellenzahl messbar ware. Diese Hypothese wurde anhand der o.g. Probe

gepruft.
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Abbildung 3.50 Raman-Spektren ausgewahlter Positionen in einem ternaren
X-CMC-Na-Gel im Hellfeld-Modus des Lichtmikroskops (A) mit 75 % (m/m) Glycerol in der
Wasserphase mit zugehdérigen Raman-Spekiren nach Normalisierung auf einen fir Glycerol
charakteristischen Peak bei 852 cm™ (D). (B) und (C) zeigen VergroRerungen der eingerahmten
Teil-Spektren (D).

Anhand der Raman-Spektren lie} sich eine Differenzierung zwischen X-CMC-Na und der
Glycerol-Wasser-Mischung vornehmen. Die Raman-Spektren der untersuchten Probe zeigten
Mischspektren mit unterschiedlichen Intensitaten in einem fir X-CMC-Na charakteristischen
Wellenzahlbereich von 1000 bis 1500 1/cm (Abbildung 3.50, B). Befand sich eine gequollene
X-CMC-Na-Faser unmittelbar an der Position der Messung, wies das Mischspektrum ein
ausgepragtes Raman-Signal von X-CMC-Na auf. Wurde die Messung hingegen seitlich an der
abfallenden Woélbung eines Partikels vorgenommen, wurde das X-CMC-Na-Raman-Signal im
Vergleich schwacher. Im Interpartikularraum (Medium) zeigte das Raman-Spektrum eine
Uberwiegende Prasenz des Glycerol-Wasser-Mischsignals. Nach Normierung der Spektren
auf einen fur Glycerol charakteristischen Peak bei 852 1/cm konnte nachfolgend eine
qualitative Verteilung der flissigen Komponenten ermittelt werden. Die Auswertung erfolgte im

Vergleich zur eingesetzten Glycerol-Wasser-Mischung.
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In Abbildung 3.50, C, lagen relativ héhere Intensitaten in der fir Wasser charakteristischen
Bande zwischen 3000 und 3800 1/cm vor, wenn die Messung mittig auf einem gequollenen X-
CMC-Na-Partikel erfolgte. Stattdessen zeigten die normalisierten Spektren flr das Medium die
geringsten Intensitaten der Wasserbande. Seitliche Messungen an einem gequollenen X-

CMC-Na-Partikel zeigten eine mittlere Intensitat.

Je hdher die Intensitat der Wasserbande lag, desto mehr Wasser lag an der Messposition im
Vergleich zur 75 %igen Glycerol-Wasser-Mischung vor. Dies bedeutete, dass gequollene X-

CMC-Na-Partikel einen relativ hdheren Wassergehalt als die umgebende Glycerol-Wasser-

Mischung aufwiesen.

[@
o

IS
FN
1

w
L
Intensitat
N w
h L

Intensitat

N
N

100 um ;a‘ X Al 1000 1500 3000 3250 3500 3750
——— '

s ot rel. Wellenzahl (1/cm) rel. Wellenzahl (1/cm)

@ 14 o | == X-CMC-Na, mittig
1 | === X-CMC-Na, mittig
12 4 | e X-CMC-Na, mittig
10 1 | == X-CMC-Na, seitlich
] | == X-CMC-Na, seitlich
® 8- Medium
‘» 1 Medium
c
8 6+ | —— Medium
E o
4 4
1 AMA—\/\_AAA
0 -
] v ] v ] v 1
0 1000 2000 3000 4000

rel. Wellenzahl (1/cm)

Abbildung 3.51 Raman-Differenzspektren ausgewahlter Positionen in einem terndren
X-CMC-Na-Gel im Hellfeld-Modus des Lichtmikroskops (A) mit 75 % (m/m) Glycerol in der
Wasserphase mit zugehdérigen Raman-Differenzspektren nach Normalisierung auf einen fir X-CMC-Na
charakteristischen Peak bei 1377 cm™* (D). (B) und (C) zeigen Vergrofterungen der eingerahmten Teil-
Spektren (D).

Zur Untersuchung des Einflusses des Restwassers von X-CMC-Na, welches einen Einfluss
auf die Wasserbande der Spektren in Abbildung 3.50 auslbte, wurden Differenzspektren nach
Normalisierung auf X-CMC-Na berechnet (Kapitel 5.2.14.2). Insgesamt wiesen die

Differenzspektren eine hohere Intensitdt der Wasserbanden bei 3000 — 3750 1/cm bei
geringerem X-CMC-Na-Anteil auf (Abbildung 3.51).
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Dies traf insbesondere auf die Differenzspektren zu, deren Messpositionen im Medium und
seitlich der X-CMC-Na-Partikel lagen. An Positionen, an denen X-CMC-Na-Partikel mittig
vermessen wurden, konnte eine geringere Intensitat der Wasserbande beobachtet werden. Es
wurde somit geschlussfolgert, dass nur ein Teil des Wassers aus der Glycerol-Wasser-
Mischung von X-CMC-Na zur Quellung aufgenommen wurde, der groRere Anteil des Wassers

jedoch in der Glycerol-Wasser-Mischung verblieb.

Um eine Differenzierung zwischen Wasser und Glycerol vornehmen zu kénnen, sollte das
enthaltene Wasser angefarbt werden. Es wurde eine Substanz gesucht, die eine hohe Raman-
und/oder Fluoreszenzaktivitat besitzt, die gut wasserldslich ist und im gelésten Zustand
charakteristische, zu Glycerol unterscheidbare Raman- oder Fluoreszenz-Spektren liefert. Die

Vorauswahl fiel auf die Laserfarbstoffe Rhodamin B und Rhodamin 6G.

Laserfarbstoffe zeichnen sich durch eine hohe Quantenausbeute bei geringer Konzentration
und hoher Laserbestandigkeit aus, was einem Ausbleichen des Farbstoffs wahrend der

Messung vorbeugt (Arden et al. 1991).

Zur Eignungsprifung wurde eine wassrige Rhodamin B-Lésung mit einer Konzentration von
110 pg/mL hergestellt und mit einem 532 nm-Laser angeregt (Kapitel 5.2.14.1). In
Vorversuchen zeigten Rhodamin B und 6G bereits in geringer Konzentration eine sehr hohe
Detektorintensitat bei guter Wasserldslichkeit. Im Vergleich beider Farbstoffe zeigte
Rhodamin B eine hohere Bestandigkeit gegen Ausbleichen als Rhodamin 6G und wurde daher
fur weiterfUhrende Versuche verwendet. Anschlielend wurde die Mischbarkeit des Farbstoffs
mit Glycerol in einer Verdunnungsreihe untersucht. Die Fluoreszenz der Farbstofflosung war
auch bei verminderter Laserleistung von 0,1 mW und einer Akquirierungsrate von 0,2 s
deutlich ausgepragt und fiihrte zur Uberséttigung des Detektors. Die praparierte Rhodamin B-
Lésung wurde 1:10 (v/v) verdunnt und neben einem Tropfen Glycerol auf einen Objekttrager
aufgebracht. Mit einer Pipettenspitze wurden die Tropfen in Kontakt gebracht und visuell die
Mischbarkeit untersucht und die Fluoreszenz unter dem Raman-Mikroskop beurteilt. Auch in
dieser Verdinnung war eine ausgepragte Fluoreszenz messbar, der Detektor wurde dabei
nicht Ubersattigt. SchlieRlich wurde die Rhodamin B-Lésung auf 1:1000 (v/v) verdinnt und
wiederholt neben einem Glyceroltropfen aufgebracht und mit diesem vermischt. Die
Verdlinnung wies eine geringere Quantenausbeute auf. Um eine gleichmaliig hohe
Quantenausbeute wahrend der Messung auch bei Degradation des Farbstoffs zu
gewahrleisten, wurde im Folgenden die 1:10 (v/v) verdinnte Rhodamin B-Lésung verwendet.
Sie wies eine fur die Messung ausreichend hohe Quantenausbeute auf und war ausreichend
hoch konzentriert, um einem Intensitatsverlust durch Bleichen des Laserfarbstoffs
entgegenzuwirken. Rhodamin B wurde flr folgende Untersuchungen als wassrige Losung mit

Konzentration von 11 pg/mL verwendet (Kapitel 5.2.14.2).
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Abbildung 3.52 Raman-mikroskopische Aufnahmen einer terndren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-
Mischung: (A) Aufsichtsaufnahme im Dunkelfeld und (B) fokussiert auf eine Ebene innerhalb der
Mischung im Hellfeld. Aufgenommen und zusammengeflgt wurden die Bilder mithilfe des stitch-Modus
der Auswertungssoftware Project Five.

Im Mikroskop-Bild ist die fibrose Struktur der X-CMC-Na im Hellfeld-, sowie die
flissigkeitsbenetzte Partikeloberflache im Dunkelfeld-Modus erkennbar. Die Pulverpartikel
lagen eng aneinander und teilweise ineinander verhakt angeordnet ohne relative Bewegung
zueinander, wie zuvor in Kapitel 3.5.4, Phase Ill der Quellung beschrieben wurde. Um die
Hilfsstoffe anhand ihrer Raman-Spektren identifizieren zu kénnen, wurde ein Raman-mapping
eines kleinen Bildausschnitts durchgeftihrt. Hierbei wurde der Bildausschnitt (Abbildung 3.52)
punktweise mit dem Laser angeregt und das korrespondierende Raman-Spektrum flr jeden
angeregten Bildpunkt aufgenommen. Dabei wurden Raman-Spektren aufgenommen, die die
Anwesenheit von X-CMC-Na, Glycerol und Wasser (Spektrum A) oder X-CMC-Na, Glycerol,
Wasser und Rhodamin B (Spektrum B) zeigten; dabei wurde Rhodamin B anhand seiner

charakteristischen Fluoreszenz identifiziert (Abbildung 3.53).
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Abbildung 3.53 Isolierte Mischspektren zur Differenzierung der Bestandteile; Spektrum A:
Mischspektrum von X-CMC-Na, Glycerol und Wasser. Spektrum B: Mischspektrum der Bestandteile
aus Spektrum A, inklusive charakteristischer Fluoreszenz von Rhodamin B, erkennbar als Verschiebung
der Basislinie zwischen 800 — 2250 1/cm.

125



Ergebnisse und Diskussion

Im Raman-Scan konnte eine eindeutige Verteilung von Rhodamin B innerhalb der Probe
beobachtet werden. Zur Verdeutlichung wurde die Verteilung in einem Positiv- und Negativ-
Falschfarbenbild dargestellt (Abbildung 3.54, B und C). Im Negativ-Bild (B) stellen dunkle
Bereiche keine, bzw. eine geringe Fluoreszenz dar, wahrend helle Bereiche eine
Uberwiegende Fluoreszenz anzeigten. Je heller der Bildpunkt ist, desto hoher ist die Intensitat
der Fluoreszenz an dieser Position gemessen worden. Im Positiv-Bild (C) verhalt es sich
umgekehrt; ein heller Bildpunkt reprasentiert keine/geringe Fluoreszenz und dunkle Bildpunkte

eine hohere Fluoreszenz.
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Abbildung 3.54 Raman-Mikroskopische Aufnahmen; A zeigt die Hellfeld-Aufnahme der ternaren
Mischung, B und C zeigen nach Entmischen der Raman-Spekiren mit Falschfarben eingefarbte
Mikroskop-Aufnahmen als Negativbild (B) und Positivbild (C).

Wahrend X-CMC-Na-Partikel nahezu keine Fluoreszenz zeigten, fluoreszierte die umgebende
Flissigkeit durch die Anwesenheit durch Rhodamin B. Daraus wurde abgeleitet, dass
Rhodamin B praktisch nicht in X-CMC-Na-Partikel eindringt und im Interpartikularraum
verbleibt. Es resultiert ein koharentes, zweidimensionales Geflge aus interpartikularen
Flussigkeitskanalen, was im Falschfarbenbild deutlich erkennbar ist. Diese Beobachtung liel3
keine Aussage zu, ob Glycerol und Wasser, oder Wasser alleine in die Partikel zur Quellung
eindrang. Es konnte jedoch geschlussfolgert werden, dass Rhodamin B nicht in die
X-CMC-Na-Partikel eindrang. Ob die Flissigkeit ein dreidimensionales Gerust darstellt, ist in
weiterflhrenden Tiefenscans zu untersuchen und nicht Teil der experimentellen Arbeit
gewesen. Unter der Annahme einer homogenen Mischung ist eine koharente
Flussigkeitsphase jedoch zu erwarten. Eine Differenzierung zwischen den Bestandteilen der
Flissigkeit war nicht mdoglich, da Rhodamin B sowohl in Wasser, als auch in Glycerol I6slich
ist. Auf dieser Basis konnte keine Aussage getroffen werden, ob Wasser oder Glycerol fur die
Quellung verantwortlich ist. Somit sind nur Spekulationen méglich und bedurfen weiterer

analytischer Klarung.
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Zur Untersuchung der Quellungskinetik sollte im Folgenden eine Zeitserie aufgenommen
werden. Dabei wurde X-CMC-Na mit einer Glycerol-Wasser-Rhodamin B-Mischung in bereits
beschriebener Zusammensetzung unmittelbar vor der Messung dispergiert und auf einen
Objekttrager aufgetropft; der Gehalt von Rhodamin B wurde dabei aufgrund seiner niedrigen
Konzentration von 11 ug/mL (m/m) nicht in den Anteilen bertcksichtigt. Schon zu Beginn der
Zeitserie wurde deutlich, dass die Zeit, welche zum Raman-mapping bendtigt wurde, auch bei
der Aufnahme eines kleinen Bildausschnitts von 200 x 200 ym, nicht angemessen war. Fir
jeden vollstdndigen Raman-Scan wurden 100 Bildpunkte in 100 Bildlinien mit einer
Laserleistung von 20 mW abgetastet. Bei einer Scan-Geschwindigkeit von 5,372 s/Linie
wurden somit 8 min 57 s zuzlglich Zeit zur Neupositionierung der Probe je Bild bendtigt. Die
Nachverfolgung der schnellen Quellungskinetik von X-CMC-Na, welche im Sekundenbereich
ablauft (Kapitel 3.5.4), war somit nicht moglich. Lediglich die verlangerte Quellung, welche zur
Verfestigung der Probe fuhrte und eingangs als Hypothese formuliert wurde (Kapitel 3.5.2),
ware mit einer geringen Bildaufnahmerate erfasst worden. Von besonderem Interesse ist
jedoch die mechanistische Aufklarung der initialen Quellung mit Verfolgung der Kinetik bis zum
Verfestigen, da dies bisher weder untersucht, noch wissenschaftlich beschrieben wurde und
essentiell fur die Struktur der weichen Kauarzneiform, welche in dieser Arbeit untersucht
wurde, ist. Wahrend der Messung wurde die Probe zusatzlich einer hohen Laserbelastung
ausgesetzt. Durch den Energieeintrag unerwlnschte thermische Ereignisse, wie lokale
Erwarmung der Probe, Bleichen des Farbstoffs und beschleunigtes Verdunsten des Mediums
konnten wahrend einer geplanten Messdauer von mehreren Stunden nicht ausgeschlossen
werden. Wenn die verlangsamte Quellung gemaf zuvor definierter Hypothese (Kapitel 3.5.2)
aufgrund der verlangsamten Diffusionsgeschwindigkeit im Vergleich zu reinem Wasser eintritt,
wirde eine Erwarmung der Probe zu einer Veranderung der Diffusionsgeschwindigkeit und zu
verfalschten Ergebnissen flihren. Messbedingte Stér- und FehlergrofRen sollten moglichst
minimiert werden.

Die konfokale Raman-Mikroskopie konnte einen neuartigen Einblick in die Quellung und
Struktur des untersuchten ternaren Gel-Systems geben. Dabei wurde erneut gezeigt, dass
X-CMC-Na zuféllig angeordnete, nach Quellung ineinander verhakte Partikel aufweist. Diese
sind von einem Flissigkeitsfilm umgeben. Mittels Raman-mapping konnte nachgewiesen
werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff wahrend der Quellung nicht in X-CMC-Na eindringt.
Ein koharentes Flissigkeitsnetzwerk bestand nach abgeschlossener Quellung zwischen den
Partikeln fort. Die eingesetzte Flissigkeit wurde somit nicht vollstandig fur die Quellung
absorbiert. Mit den Ergebnissen wurde ein Teilaspekt der zuvor formulierten Hypothese, dass
die Flussigkeit nicht vollstandig von X-CMC-Na absorbiert wird, bestatigt (Kapitel 3.5.2). Ein
eindeutiger Nachweis, ob Glycerol oder Wasser fur die Quellung verantwortlich ist, konnte aber

nicht erbracht werden.
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Dabei war einerseits keine Unterscheidung der Zusammensetzung der Flussigkeit mdglich,
andererseits konnte die Quellungskinetik nicht ohne Einflussnahme auf die Probe untersucht
werden. Fir weitere Untersuchungen wurde ein anderes Messsystem verwendet, welches
einerseits eine hohe Bildaufnahmegeschwindigkeit besitzt und zeitgleich eine hohe Auflésung
bietet. Die Verwendung von Laserfarbstoffen fuhrte zur Sichtbarmachung der Flissigkeit durch
seine charakteristische Fluoreszenz und lie3 eine klare Unterscheidung zwischen der
Glycerol-Losung und zu X-CMC-Na zu. Dieses Prinzip wurde im Folgenden weiterverwendet

und die Ergebnisse im nachfolgenden Kapitel 3.5.6 beschrieben.

3.5.6 Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie

Mithilfe der Raman-Mikroskopie-Messungen konnten Teilaspekte der Hypothese
(Kapitel 3.5.2) bestatigt werden. Durch die lange Aufnahmedauer von bis zu 8 min 57 s pro
Bild, stellte sie eine ungeeignete Methode fiir schnelle kinetische Prozesse dar. Diese
Einschrankung wurde mithilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops behoben. Analog zum Raman-
Mikroskop stellte das hier verwendete System Zeiss LSM 880 Airyscan ein konfokales
Laserscanning-Mikroskop dar. Im Gegensatz zum Raman-Mikroskops wurden keine Raman-
Spektren aufgenommen, sondern Fluoreszenz-Spektren bzw. -Intensitaten. Weder Wasser,
noch Glycerol sind von Natur aus genug fluoreszenzaktiv, um ein ausreichend hohes
Messsignal zu erhalten. Daher wurde die Glycerol-Wasser-Phase durch einen
Fluoreszenzfarbstoff, analog zur Raman-Mikroskopie-Messung, sichtbar gemacht, um
dennoch eine erfolgreiche Messung durchfihren zu kénnen. Dabei musste im Vorfeld
folgendes festgelegt werden: 1) Der Fluoreszenz-Farbstoff muss in der bindren Mischung
I6slich sein. 2) Eine hohe Quantenausbeute bei Anregung mit Laserlicht ist essentiell. 3) Der
Farbstoff muss im hohen Male photochemisch stabil und somit méglichst unempfindlich
gegen Ausbleichen durch den Laser wahrend der Langezeitmessung sein. 4) Eine kovalente
Bindung an X-CMC-Na musste ausgeschlossen werden. Aus Vorversuchen konnten bereits
einige Laserfarbstoffe identifiziert werden, die den Anforderungen entsprachen: Rhodamin 6G
und Rhodamin B. Als Alternative sollte der Laserfarbstoff Nilrot aufgrund seiner spezifischen
Eigenart, in Abhangigkeit der Losemittelpolaritdt seine Farbgebung zu verandern, verwendet
werden. Beispielhaft wurde die Farbgebung von Nilrot in Abhangigkeit der Losemittelpolaritat
in Abbildung 3.55 demonstriert. Glycerol und Wasser fuihrten hingegen bei Tageslicht zu keiner
ausreichenden Farbgebung und wurden nicht dargestellt. Diese Entscheidung zur Auswahl
des Laserfarbstoffs fiel aufgrund folgenden Gedankenexperiments: Wird die Polaritat einer
Nilrot-haltigen Lésung verandert, ist eine Anderung im emittierten Licht detektierbar. Diese
wichtige Eigenschaft war notwendig, um die Hypothese zu prifen, ob Wasser und Glycerol

gleichermalden zur Ausbildung der Gelmatrix verantwortlich waren (Stomberg 2015).
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Wirde zunachst Wasser aufgrund der erheblich geringeren MoleklilgroRe die X-CMC-Na
quellen lassen, ware eine Verringerung der Polaritdt zu erwarten. Ist Glycerol im zweiten
Schritt, also verzdgert an der Quellung beteiligt, ware ein Glycerolentzug aus der Flussigphase
zu erwarten, sodass es zu einem Anstieg der Polaritdt kommen wirde. In einer

Feinabstimmung der Detektoren musste sich die Hypothese entsprechend prifen lassen.

Abbildung 3.55 Farbgebung von Nilrot in Abhangigkeit der Lésemittelpolaritat als farbiger Eindruck bei
Tageslicht; Losemittel 1: PEG 300, 2: Cyclohexan, 3: Isopropanol, 4: Aceton.

Um die Anwendbarkeit der Methode zu zeigen, wurde eine Probe, bestehend aus 1 Teil
X-CMC-Na und 7 Teilen einer Glycerol-Wasser-Mischung, entsprechend 77,7 % Glycerol
(m/m) (Kapitel 5.2.3.1), mit einer Spatelspitze pulverférmigem Nilrot versetzt, sodass
ungeldstes Nilrot Gber die gesamte Beobachtungsdauer vorlag und bis zur gleichmaRigen
Verteilung des Farbstoffs in der Gelprobe bei Raumbedingungen gelagert. Uber die Zeit
konnte die Diffusion des Farbstoffs in die Gelmatrix beobachtet werden, sodass als Endpunkt
eine vollstandige, visuell homogene Farbung des Gels angenommen wurde. Aus dem
urspringlich durchscheinenden Gel war ein lilafarbenes Gel geworden. Eine kleine Menge der
Probe wurde auf einen Objekttrager gestrichen und zunachst mit Lasern der Wellenlangen
405 nm, 488 nm, 561 nm und 633 nm unter dem Mikroskop zur Fluoreszenz angeregt. Nur
zwei der vier zuvor ausgewahlten Wellenlangen erzielten eine ausreichend hohe
Quantenausbeute. Wie zu erwarten wurde beobachtet, dass Nilrot im vorliegenden Glycerol-
Wasser-System eine starke Anregung bei 561 nm besitzt. Die gleiche Exzitationswellenlange
war in der wissenschaftlichen Literatur auch Rhodamin 6G und Rhodamin B beschrieben
(Arden et al. 1991). Um die resultierende Emissionswellenlangen zu bestimmen, wurde ein
Wellenlangenscan des emittierten Lichts, ein sog. A-Scan, durchgefltihrt. Hier wurde fir Nilrot
das zuvor praparierte Gel verwendet. Fir Rhodamin wurde ein Gel aus X-CMC-Na, Glycerol,
Wasser und Rhodamin 6G in den gleichen Verhaltnissen hergestellt und eine Woche inkubiert,
um eine vollstandige Aquilibrierung und homogene Verteilung des Farbstoffs zu gewéhrleisten.
Aus technischen Griinden wurde fur Bild B in den Abbildungen Abbildung 3.56 und Abbildung

3.57 ein schwarzes Bild erhalten. Die Anregungswellenlange entsprach mit 561 nm der
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Wellenlange des Bandfilters mit 559 — 569 nm und wurde durch den Strahlteiler

herausgefiltert.

Beide Abbildungen dienen der |lllustration. Die Auswertung erfolgte anhand der

Emissionsmaxima im Lambda-Scan.
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Abbildung 3.56 A-Scan eines mit Rhodamin 6G gefarbten X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Gels.
Dargestellt sind Fluoreszenz-Aufnahmen des emittierten Lichts nach Anregung durch einen 561 nm-

Laser durch einen Schmalbandfilter mit A = 10 nm. A bis Q reprasentieren Wellenlangenbereiche von
549 nm bis 719 nm in Bandbreiten von 10 nm.

Abbildung 3.57 A-Scan einer quartaren Mischung aus X-CMC-Na, Glycerol, Wasser und Nilrot.
Dargestellt sind Fluoreszenz-Aufnahmen des emittierten Lichts nach Anregung durch einen 561 nm-

Laser durch einen Schmalbandfilter mit A = 10 nm. A bis Q reprasentieren Wellenldngenbereiche von
549 nm bis 719 nm in Bandbreiten von 10 nm.
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Im A-Scan zeigte Rhodamin 6G ein Intensitatsmaximum bei 589 bis 599 nm (Abbildung
3.56, E). Besonders erkennbar war die Zu- und Abnahme der Intensitat bis zum Maximum,
dargestellt in Abbildung 3.56. Dem entgegen zeigte Nilrot ein kontrares Emissionsverhalten
(Abbildung 3.57). Nach Anregung mit einem 561 nm-Laser konnten zwei Emissionsmaxima
identifiziert werden: 1) 569 bis 589 nm (Abbildung 3.57, C und D) und 2) 659 bis 679 nm
(Abbildung 3.57, L und M). Im Emissionsmaximum 1) konnten fluoreszierende Strukturen
festgestellt werden, wahrend der Raum zwischen den Partikeln eine geringere Intensitat
aufwies. Insgesamt war die Fluoreszenz gering ausgepragt. Im Emissionsmaximum 2) konnte
eine starke Fluoreszenz kontrar zu 1) festgestellt werden. Wahrend der Partikelzwischenraum
eine hohe Fluoreszenzintensitat aufwies, konnte nahezu keine Fluoreszenz fir die in 1)
sichtbaren Partikel festgestellt werden. Dies war auf zwei Eigenschaften zurtickzufuhren: Zum
einen kam es bedingt durch die unterschiedliche Ldslichkeit des Farbstoffs in Losung und an
der Grenzflache zu einer lokalen Ubersattigung der Lésung. Es folgte ein Ausféllen des
Farbstoffs an der Partikeloberflache. In seiner festen Form zeigte sich ein anderes
Emissionsspektrum als in geldster Form, wodurch eine Differenzierung der
Probenbestandteile, Feststoffpartikel und Flussigkeit, moglich wurde. Zum anderen konnte
anhand der Probe im Vorfeld gezeigt werden, dass eine Anderung der Lésemittelpolaritat zu
einer Veranderung des Emissionsspektrums fihrte. Da Nilrot praktisch unléslich in Wasser ist,
lag Nilrot in der lipophileren, wasserhaltigen Glycerolphase gel6st vor (Jose und Burgess
2006). Durch Entzug von Wasser aus der Glycerolphase folgte eine Anderung der Anteile
zugunsten eines hdheren Glycerolanteils. Aufgrund der polaritdtsabhangigen Emission von
Nilrot konnte nun eine Emissionsverschiebung festgestellt werden. Beide Effekte flihrten zu
einer Unterscheidung zwischen fliissiger und fester Phase und kdnnten auch eine Anderung
der FlUssigkeitszusammensetzung messbar machen. Die Methode war somit unter

Verwendung von Nilrot anwendbar.

Als weitere Bedingung musste der eingesetzte Farbstoff iber den gesamten Messzeitraum
photostabil sein. Auch bei hoher Laserbelastung durfte kein dauerhaftes Photobleichen
auftreten. Als experimentelles Setup wurde ein FRAP-Design (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) gewahlt. Hierbei wird ein definierter Bildausschnitt mit einer hohen
Lasereinstrahlung ausgebleicht (Klonis et al. 2002, Lorén et al. 2015, Meyvis et al. 1999). Als
Folge bleibt ein dunkler, nicht fluoreszierender Bereich zuriick, in dem der Farbstoff irreversibel
zerstort oder seltener die Emission reversibel im hohen Male zeitabhangig unterdrickt wurde.
Durch Diffusion kommt es zum Einwandern intakter Farbstoffmolekille, was zur Regeneration
der Fluoreszenz im zuvor ausgeldschten Bereich flhrt. Urspringlich wurde diese Methode

eingefluihrt, um die Fluiditat von Zellmembranen zu beurteilen (Lorén et al. 2015).
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Die Kinetik der Regeneration gibt hierbei Aufschluss Uber die Fluiditdt des betrachteten
Mediums. Anhand der Dauer lasst sich zudem eine Aussage Uber die Viskositat und

Zusammensetzung der Membran treffen.

Die Abhangigkeit der Zeit zur vollstandigen Wiederherstellung der Fluoreszenz stellte eine
wichtige Grundvoraussetzung fir die folgenden Versuche dar. Zur Untersuchung wurden je
eine Luftblase und ein Partikel in der Nilrot-haltigen Probe gesucht. In der Grenzflache
zwischen Luft und Losung reicherte sich der Farbstoff verstarkt an. Unter einer
Lasereinstrahlung von 90 % Laserleistung wurden anschlieBend zwei rechteckige Regionen
durch einen kurzen Laserimpuls gebleicht. Innerhalb kurzer Zeit erholte sich die Fluoreszenz
und zeigte nach dem Bleichen bei t = 113 s bereits die urspringliche Intensitat (Abbildung
3.58), was ebenfalls die Dynamik des Systems demonstriert. Durch die vollstandige
Fluoreszenzrickbildung nach Bleichen im FRAP-Experiment konnte auch gezeigt werden,
dass die hohere Fluoreszenzintensitat am Rand der Blase, respektive Partikel, nicht durch
Reflektion zustande kam, sondern eine hohere Konzentration des Farbstoffs bedeutete und
somit charakteristisch flr das untersuchte System war. Eine Reflexion an Grenzflachen ware

nicht bleichbar gewesen.

t=0s t=12s t=21s t=29s t=50s t=113s

Abbildung 3.58 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Bleichens von Nilrot zu ausgewahlten
Zeitpunkten. Dargestellt sind kombinierte Bilder der Wellenlangenbandbreiten mit 559 bis 589 nm und
599 bis 619 nm in Falschfarben. Die durchschnittliche Bildaufnahmerate betrug 4 Bilder pro s. Der
Bleichprozess dauerte 12 s, beginnend beit = 0 s.

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass Nilrot eine geeignete Alternative zu
Rhodamin B und Rhodamin 6G in der Fluoreszenzmikroskopie darstellte. Auch unter hoher
Laserbelastung im Bleichversuch kam es innerhalb kurzer Zeit zu einer vollstandigen
Wiederherstellung der Fluoreszenz durch die hohe Dynamik des Systems. Im Gegensatz zu
Rhodamin zeigte Nilrot unterscheidbare Emissionen in 2zwei zuvor lokalisierten
Wellenlangenbereichen, wodurch eine Unterscheidung der Strukturen innerhalb der Probe
durch eine Emissionsverschiebung ermdglicht wurde. Dieser Effekt konnte auf lokale
Anderungen der Polaritat zuriickgefiihrt werden und stellte einen Vorteil fiir die mechanistische

Aufklarung eines ternaren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Gels dar.
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In einer Zeitserie sollte die Quellungskinetik von X-CMC-Na in einer Glycerol-Wasser-
Mischung untersucht werden. Um eine mdgliche Veranderung von Nilrot zu erfassen, wurde
zur Kontrolle die Fluoreszenz eines einzelnen, in Glycerol-Wasser-Mischung suspendierten,
Nilrot-Partikels gemessen (Kapitel 5.2.15). Dazu wurde ein Bildausschnitt gewahlt, in dem ein
Partikel tber die gesamte Messdauer sichtbar war und der Fokus wurde auf diesen Partikel
festgesetzt (Abbildung 3.59). Die Intensitaten der Kandle B und C wurden gegen die
Messdauer aufgetragen, sowie die relative Anderung beider Kanale als Verhéltnis zueinander
bestimmt (Abbildung 3.60).

-

Abbildung 3.59 In Glycerol-Wasser suspendierter Nilrot-Partikel im Durchlichtkanal (A), grinen
Fluoreszenzkanal (B) und roten Fluoreszenzkanal (C). Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast
erhoht, dies diente ausschlie3lich einer besseren Visualisierung.
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Abbildung 3.60 Fluoreszenzintensitaten eines Nilrot-Partikels in einer gesattigten Nilrot-Glycerol-
Wasser-Suspension in Abhangigkeit der Zeit, n = 1.

Uber die Messzeit von 66 min 40 s konnte eine geringe Abnahme der Intensitaten in den
Fluoreszenzkanalen B und C festgestellt werden. Die Abnahme verlief in beiden Kanalen
parallel, wie Verhaltnis Ks/Kc zeigte. Sie kdnnte moglicherweise durch eine Verschiebung des
Nilrot-Partikels aus der Fokusebene des konfokalen Mikroskops zustande gekommen sein.
Neben der hohen Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffpartikels wurde nur eine sehr geringe
Hintergrundfluoreszenz gemessen. Dabei handelte es sich vermutlich um das
Hintergrundrauschen des Detektors oder um eine schwache autofluoreszente Reaktion der

Glycerol-Wasser-Mischung und wurde in der Betrachtung vernachlassigt.
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Die relative Anderung der Kanéle, dargestellt als Verhaltnis Ke/Kc, verlief parallel gegen 0,45.
Daraus wurde geschlussfolgert, dass eine Fluoreszenzzunahme wahrend der Messdauer wie
in der Langzeituntersuchung festgestellt wurde, hochst wahrscheinlich nicht durch eine
artifizielle Fluoreszenzintensivierung durch die Laserbelastung auf Nilrot hervorgerufen wurde.

Der Anstieg der Fluoreszenz war vielmehr auf die Interaktion des Farbstoffs mit X-CMC-Na

zurickzufuhren.
Kanal Kanal Kanal Kanal Kanal Kanal
A B C A B C

200 s

Abbildung 3.61 Zeitserie der Autofluoreszenz der ternaren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischung,
angeregt mit einem 561 nm Laser. Dargestellt sind der Durchlichtkanal (Kanal A), grine
Fluoreszenzkanal 569 — 589 nm (Kanal B) und rote Fluoreszenzkanal 659 — 679 nm (Kanal C). Zur
besseren Darstellung wurde der Kontrast in allen drei Kanalen erhoht, dies diente ausschlieRlich der
besseren Visualisierung.

In einem weiteren Experiment wurde die Autofluoreszenz der X-CMC-Na in Abwesenheit von
Nilrot in einer Zeitserie untersucht (Abbildung 3.61), um die nachfolgenden experimentellen
Studien zur Langzeitkinetik zu prifen und die erwartete Zunahme der Intensitaten durch den
Farbstoff zu verifizieren. Eine Probe der ternaren Mischung aus X-CMC-Na, Glycerol und
Wasser wurde unmittelbar vor dem Start der Messung hergestellt und die Messung nach 4 min
30 s nach Herstellung gestartet. Dabei wurde eine Autofluoreszenz sowohl im griinen
Fluoreszenzkanal bei 569 — 589 nm, als auch im roten Fluoreszenzkanal bei 659 — 679 nm

zum Beginn der Messung bemerkt.
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In Abhangigkeit des Quellungsgrads konnte eine Veranderung der Fluoreszenzintensitat
beobachtet werden. Auch die Intensitat des Kanals A wahrend der Messung wurde verfolgt.

Zur Auswertung wurden die Intensitaten der gemessenen Kanale A, B und C gegen die Zeit
aufgetragen (Abbildung 3.62).
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Abbildung 3.62 Durchlichtintensitat einer terndren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischung ohne Nilrot
(A) und mittlere Fluoreszenzintensitaten der gleichen Mischung in Abhangigkeit der Zeit (B), n = 1.

Zu Beginn der Messung wies die ternare Mischung eine niedrige Intensitat in Kanal A auf, was
hoéchst wahrscheinlich auf eine hdhere optische Dichte, bzw. Streuung, zurtickzufthren ist. Als
Folge gelangte wenig Licht zum Detektor (Abbildung 3.62, B). Innerhalb von 5 min nach
Beginn der Messung verringerte sich die optische Dichte oder Streuung. Zeitgleich konnte eine
parallel verlaufende Quellung der X-CMC-Na-Partikel beobachtet werden (Abbildung 3.61).

Nach etwa 5 min erreichte die optische Dichte ein Gleichgewicht und nahm bis zum Ende der
Messung geringfligig ab.

Anhand der mittleren Fluoreszenzintensitaten wurde beobachtet, dass die Fahigkeit zur
kurzwelligen Autofluoreszenz mit zunehmender Quellung abnahm (Abbildung 3.62, A). Dabei
nahm die mittlere Fluoreszenz im kirzer welligen Kanal B von Beginn bis zum Ende der
Messdauer exponentiell ab, wahrend die mittlere Fluoreszenzintensitat in Kanal C nahezu
unverandert blieb. Dies konnte durch den simultanen Verlauf von Kanal B und des
Verhaltnisses Kg/Kc der Kanale B und C belegt werden.
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Ein Ereignis bei 6 min 40 s zeigte einen geringfligigen Anstieg der mittleren Fluoreszenz,
konnte jedoch nicht naher erklart werden. Hinter der exponentiellen Abnahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat wurde ein Verdinnungseffekt vermutet und wie folgt erklart: Durch
Aufnahme von Wasser oder Glycerol in das Partikel verringerte sich die relative Dichte von X-

CMC-Na im Vergleich zu nicht gequollener X-CMC-Na infolge der Volumenausdehnung.

Der relative Abstand der Polymerketten innerhalb der X-CMC-Na nahm zu, sodass ein
groRerer Abstand von planaren, starren Strukturen, welche nach Anregung mit einem
561 nm Laser Fluoreszenz zeigten, resultierte. Ahnliche Untersuchungen zeigten bereits die
Anwendbarkeit fluoreszenzmikroskopischer Messverfahren zur Bestimmung der Quellung von
Polymeren (Deschout et al. 2014, Wang et al. 2016).

Die Kinetik der Gelentwicklung wurde auf Basis der zuvor beschriebenen Erkenntnisse in
Langzeit-Versuchen charakterisiert. Hierzu wurden drei Proben quartarer Mischungen aus X-
CMC-Na, Glycerol, Wasser und Nilrot an verschiedenen Tagen im Fluoreszenzmikroskop
untersucht (Kapitel 5.2.15).
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Abbildung 3.63 Langzeitkinetik-Untersuchungen einer quartdren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser
Mischung mit Nilrot. Dargestellt sind die Transmissionsintensitat Kanal A (A) und relative
Fluoreszenzanderung der Kanale B und C als Verhaltnis Ke/Kc (B) als Einzelkurven der Messungen,
n = 3. Ereignis (a) zeigt eine Anderung der Bildaufnahmerate von 10, bzw. 15 s auf 90 s an; Ereignis
(b) markiert den Zeitpunkt eines Flissigkeitsabrisses in Experiment 1 (Abbildung 3.64).
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Alle Experimente zeigten eine Veranderung des Kanals A Uber die Zeit (Abbildung 3.63, A).
Unmittelbar nach Beginn (Experiment 1 und 3) bis wenige Minuten nach Beginn der Messung
(Experiment 2) fiel die Transmissionsintensitat tendenziell streng monoton bis zum Ende der
Messdauer von > 17 h geringfligig ab. Experiment 1 zeigte darUber hinaus eine sprunghafte
Abnahme der Transmissionsintensitat bei Ereignis (b) nach 826,5 min. Dies konnte in den
Ubrigen Messungen nicht beobachtet werden und stellte eine Auffalligkeit dar. Insgesamt zeigt
Experiment 1 eine um den Faktor 6 geringere Intensitat im Vergleich zu Experimenten 2 und
3. Eine mogliche Erklarung ist die Abhangigkeit der Messung von technisch bedingten
Einflussgrofien am Tag der Messung. Wahrend die Messparameter Uber alle Messungen
gleich gehalten wurden und die Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessungen gewahrleisten
(Kapitel 5.2.15), kdnnen abweichende Einstellungen am Kondensor des Lichtmikroskops an
den Messtagen einen Einfluss auf die Transmissivitat und somit auf die absolut gemessene
Intensitat besitzen. Zusatzlich vergingen zwischen dem Experiment 1 und den Experimenten
2 und 3 zwolf Monate. In dieser Zeit wurde das Gerat umgezogen und der verwendete Laser
ausgetauscht. Ein Einfluss auf die mechanischen Baugruppen des Mikroskops konnte nicht
ausgeschlossen werden. Der Vergleich der Messungen sollte daher mit Hinblick auf den
Verlauf erfolgen. Eine geringe Abnahme des Transmissionslichts wurde mit fortschreitender
Quellung und infolgedessen eines abnehmenden, interpartikuldren Abstands erklart. Mit
zunehmender Quellung kam es zum Angleichen der refraktaren Eigenschaften, wobei eine
geringere Streuung des Lichts resultierte. Die Partikel ndherten sich im betrachteten
Bildausschnitt aneinander an und die Fllssigkeitsphase wurde geringer. Das eingestrahlte

Licht musste infolge die gequollenen Partikel passieren, sodass die Transmissionsintensitat

abnahm.
Kanal A Kanal B Kanal C
B
t,=13,75h
(825 min)
t,=13,78 h ¢
(826,5 min) '

Abbildung 3.64 Flussigkeitsabriss in Experiment 1 der Langzeitkinetik-Untersuchung, gekennzeichnet
als Ereignis b in Abbildung 3.63. Dargestellt ist die Bildaufnahme vor (t1) und nach (t2) Abriss in den
Kanalen A, B und C. Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast erhoht, dies diente ausschlielich
der besseren Visualisierung.
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Die Verhaltnisse Ke/Kc der Fluoreszenzintensitaten verliefen bis zum Ereignis (b) kongruent
(Abbildung 3.63, B). Zwei Phasen der Quellungskinetik konnten anhand der Verhaltnisse Ks/Kc
identifiziert werden: (1) eine rasche Zunahme der Fluoreszenz bis Ereignis (a) nach 1 h
Messdauer mit Kinetik 1. Ordnung und (2) eine langsame, positiv lineare Kinetik bis zum Ende
der Messdauer nach ca. 18 h. Die Fluoreszenz in Kanal B dominierte hierbei auf der
Partikeloberflache, wahrend Kanal C ebenfalls ein deutliches Messsignal im umgebenden
Medium aufwies (Abbildung 3.65). Dies wurde besonders im Falschfarbenbild des
Verhaltnisses Kc/Kg deutlich. Eine Ausnahme bildete Experiment 1. Wie im Durchlichtkanal

Kanal A konnte hier ebenfalls eine Veranderung beobachtet werden.

Dabei fielen die Messsignale in Kanal B und C stark ab. In Abbildung 3.64 ist ein
Flissigkeitsabriss deutlich erkennbar. Als Folge des Flissigkeitsabrisses war die relative
Intensitatsanderung fiir Kanal C starker, sodass das Verhaltnis Kgs/Kc antiproportional stieg
und insgesamt einen sprunghaften Anstieg des Verhaltnisses im Graphen zeigte. Das
Messsystem ist fir eine Fluoreszenzmessung ohne Medium nicht ausgelegt. Die oben
genannten Rickschlisse stellen damit Vermutungen dar, da die Messmethode nicht flr
Untersuchungen dieser Art ausgelegt ist. Der FlUssigkeitsabriss erzeugte ein
unvorhersehbares Ergebnis, womit die Ergebnisse auf Basis des FlUssigkeitsabrisses

spekulativer Natur sind.
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Abbildung 3.65 Bestimmung der Fluoreszenzintensitdten wahrend der Langzeitkinetik-Untersuchung
quartarer X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Nilrot-Mischungen nach 13 h 45 min. A reprasentiert ein
Kombinationsbild aus den Kanalen B (a1) und C (a2). Die Fluoreszenzintensitaten wurden entlang der
weillen Linie Uber 200 ym gemessen und in B dargestellt. C zeigt das Verhaltnis Kc/Ks im
Falschfarbenbild.

139



Ergebnisse und Diskussion

Besonders auffallend war eine allgemeine Zunahme der Fluoreszenz in den Kanélen B und C
Uber die Messdauer (Abbildung 3.66). In Vorversuchen (Abbildung 3.59) wurde bereits gezeigt,
dass die Fluoreszenz eines Nilrot-Partikels in einer Ubersattigten Nilrot-Lésung sich Uber die
Zeit von > 65 min weder in Kanal B, noch Kanal C, veranderte. Eine Veranderung der
Fluoreszenz wahrend der Langzeitkinetik-Untersuchung deutete somit auf eine Interaktion des
Fluoreszenzfarbstoffs mit entweder X-CMC-Na oder der Glycerol-Wasser-Mischung hin. Levitt
et al. beschrieben eine Verschiebung des Emissionsmaximums fur Nilrot, welches in primaren
Alkoholen verschiedener Kettenlangen geldst wurde. Nilrot zeigte eine umso hohere
Rotverschiebung, je hoher die Polaritat des Alkohols, also je kirzer dessen Kettenlange war

(Levitt et al. 2015). Dies konnte in eigenen Versuchen ebenfalls dargelegt werden.
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Abbildung 3.66 Exemplarischer Kurvenverlauf der Fluoreszenzkanale B und C der Langzeitkinetik-
Untersuchung, n = 1. Zu ausgewahlten Zeitpunkten (a), (b), (c) und (d) sind die zugehdrigen
Bildausschnitte dargestellt. Zur besseren Visualisierung wurde der Kontrast erhdht und diente
ausschlielich der besseren Visualisierung.
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Mit Zunahme der Polaritat des Lésemittels wurde eine Farbanderung von Gelb (Cyclohexan)
zu Rot (Aceton), bzw. Pink (Isopropanol, PEG 400) flr gelostes Nilrot beobachtet
(Abbildung 3.55). Betrachtete man nun die Zunahme der Fluoreszenz nicht als Verhaltnis
Ke/Kc, sondern in den einzelnen Kanalen B und C gemeinsam mit der aufgenommenen
Bildserie, konnte Folgendes festgestellt werden: die Fluoreszenzzunahme im grinen
Wellenlangenbereich des Kanals B war fast ausschlieBlich auf die quellenden Partikel
begrenzt. Im Interpartikularraum konnte nur eine sehr geringe Fluoreszenzintensitat

festgestellt werden. Kanal C zeigte eine Zunahme Uber den gesamten Bildausschnitt.

Dabei zeigten sowohl die Partikel, als auch das umgebende Medium im Interpartikularraum
eine Zunahme der Fluoreszenz (Abbildung 3.66). Aufgrund des polaritdtsabhangigen
Emissionsmaximums von Nilrot wurde vermutet, dass die Zunahme der Intensitat in Kanal C
auf einer Veranderung in der Zusammensetzung der Flissigkeitsphase beruhte. Einer auf
Grundlage der Messdaten aufgestellten Hypothese zufolge, resultierte die bathochrome
Verschiebung durch eine Aufkonzentrierung der Glycerolphase. Obwohl Glycerol in einem
beliebigen Mischungsverhaltnis mit Wasser mischbar ist, wurde das Auftreten von
Wassermolekulinseln und isolierten Wassermolekulen fur Glycerol-Wasser-Mischungen mit
hohem Glycerol-Anteil berichtet (Nakagawa und Oyama 2019). Durch Wasserstoffbricken
zwischen Glycerol und Wasser lag Glycerol partiell hydratisiert vor. Bedingt durch den grof3en
Glycerolanteil von > 77 % (m/m) war der Uberwiegende Anteil nicht hydratisiert und stand fur
Interaktionen und zum Lésen von Nilrot zur Verfliigung. Infolge der Quellung kam es zum
Wasserentzug der Glycerol-Wasser-Nilrot-Mischung mit Senkung der Losemittelpolaritat und
einer Erhéhung des Molenbruchs von Glycerol in der Lésung. Obwohl die Polaritat
herabgesetzt wurde, konnte nun freies Glycerol verstarkt hydrophobe Wechselwirkungen, wie
van-der-Waals-Wechselwirkungen, mit Nilrot eingehen und fiihrte zu einer bathochromen

Verschiebung des Emissionsmaximums in den langerwelligen, roten Bereich.

Dies war als Fluoreszenzanstieg im Interpartikularraum in Kanal C messbar. Wahrend der
Messdauer wurde auch ein Anstieg der Fluoreszenz in Kanal B gemessen. In der
korrespondierenden Bilderserie (Abbildung 3.66) zeigte sich deutlich, dass die Fluoreszenz,
wie oben beschrieben, nur auf der Partikeloberflache festzustellen war, nicht jedoch im
Interpartikularraum. Diese Beobachtung liel sich durch zwei Vorgange darstellen: (1) Durch
Adsorption des Farbstoffs an der Partikeloberflache und (2) folgender Absorption ins Innere
der Partikel. In einer Untersuchung konnten Kim et al. (2020) eine Adsorption verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe an die Oberflache unléslicher metallorganischer Netzwerkoberflachen
in wassrigem Medium nachweisen. Die Adsorption fand fur mindestens einen untersuchten

Farbstoff hauptsachlich durch Physisorption nach Pseudokinetik 1. Ordnung statt.
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Im vorliegenden Experiment konnte eine Zunahme der Fluoreszenz durch Adsorption des
Farbstoffs auf der Oberflache der Partikel beobachtet werden. Zusatzlich kam es durch
Anreicherung des Farbstoffs im Innern der Partikel zu einem Fluoreszenzanstieg in den
Partikeln (Abbildung 3.66, Kanal C, a und b). Da Nilrot jedoch nicht in Wasser I6slich ist, war

Glycerol infolge der Quellung fir den Transport des Farbstoffs in die Partikel verantwortlich.

Zur Untersuchung der Quellung von X-CMC-Na in Glycerol und Wasser formulierte Stomberg
(2015) die Hypothese eines zweistufigen Quellungsprozesses. Bei einem Extrusionsprozess
fuhrte eine hinzudosierte, wassrige Hyaluronsaure-L6sung demnach zu einer Vorquellung von
X-CMC-Na. In den gleichen Prozess, jedoch separat dosiert, diente Glycerol zur vollstandigen
Quellung der X-CMC-Na unter Ausbildung einer fleischahnlichen Textur. Stomberg konnte
hierbei zeigen, dass Hyaluronsaure die Gelbildung unterstiitzte, diese jedoch auch ohne
Hyaluronsaure stattfand. Eine derartige Strukturbildung war far
X-CMC-Na bisher nicht beschrieben worden.

Die Untersuchung des Funktionsprinzips der Quellung beschrankte sich haufig auf die
Anwendung fur Tabletten in Wasser als Quellmedium. Hier sollte X-CMC-Na einen schnellen
Tablettenzerfall beglinstigen. Wissenschaftliche Untersuchungen finden sich daher haufig
zum Quellverhalten nach Tablettierung. Quodbach und Kleinebudde (2014) untersuchten
beispielsweise die Wasseraufnahme und Quellkraft verschiedener Zerfallhilfsstoffe, u.a. X-
CMC-Na. Puckhaber et al. (2019) kamen zum Schluss, dass ein komplexes Zusammenspiel
von Herstellungsparametern und Formulierungsbestandteilen auf die Wasseraufnahme und
Quellkraft einwirkt. Lenz et al. (2021a) entwickelten eine verbesserte Methode zur simultanen
Bestimmung von Wasseraufnahme und Quellung der Tabletten auf Basis einer
symmetriebasierten 3D-Volumen-Rekonstruktion. Mechanistische Untersuchungen zum
Flissigkeitstransport in Tabletten (Pourkavoos und Peck 1993) und Entwicklung innovativer
Terahertz-basierter Analysemethoden (Markl et al. 2017a, Markl et al. 2017b) fihrten zu einem
erweiterten Verstandnis zum Quellverhalten von pharmazeutischen Hilfsstoffen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in zahlreichen Reviews zusammengefasst und
verdeutlichen das grofRe wissenschaftliche Interesse in der pharmazeutischen Technologie
(Desai et al. 2016, Markl und Zeitler 2017, Quodbach und Kleinebudde 2014, Rudnic et al.
1982). Untersuchungen zu weiteren Darreichungsformen, etwa weichen Kaustiicken, oder
zum Quellverhalten in diversen Quellmedien fehlten bisher. Durch Vorversuche konnte gezeigt
werden, dass ein Anstieg der Fluoreszenz wahrend der Langzeitmessung weder auf
Interaktion von Nilrot mit dem eingestrahlten Laserlicht Uber die Messdauer, noch durch
Autofluoreszenz von X-CMC-Na wahrend der Messung hervorgerufen wurde. Anhand der
Langzeitkinetik-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl Wasser, als auch
Glycerol an der Quellung von X-CMC-Na gleichermal3en beteiligt sind.
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Auf mechanistischer Ebene flihrte hierbei zunachst Wasser, dann Glycerol zu einer Quellung
von X-CMC-Na. Die Aufklarung gelang mit der Verwendung von Nilrot. Wahrend zu Beginn
der Messung das Innere der Partikel keine messbare Fluoreszenz zeigte, konnte zeitverzogert
in Glycerol gelostes Nilrot in das Innere der Partikel diffundieren und gemessen werden. Die
Hypothese zur Quellung, welche Stomberg in Ihrer Forschungsarbeit verfasste, konnte somit
experimentell bestatigt werden (Stomberg 2015). Die Erkenntnisse tragen zu einem besseren

Verstandnis des Quellungsprozesses von X-CMC-Na in einer Wasser-Glycerol-Mischung bei.

3.6.7 Zusammenfassung

Wahrend der Formulierungs- und Prozessoptimierung der weichen Kauarzneiform deuteten
erste Beobachtungen auf die Ausbildung einer neuartigen, bisher noch nicht naher
beschriebenen Struktur hin. Dabei bildete sich zeitabhangig eine feste Struktur der nach der
Extrusion weichen Kaustiicke aus, sodass sich schneidbare Kaustiicke formten. Durch
Isolation einzelner Bestandteile konnte eine ternare Mischung aus X-CMC-Na, Glycerol und
Wasser als Ursache der Struktur identifiziert werden. Auf Basis der zuvor gemachten
Beobachtungen wurde die Hypothese formuliert, dass eine ternare X-CMC-Na-Glycerol-
Wasser-Mischung innerhalb von Minuten zur Ausbildung eines streichfahigen Hydrogels flhrte
(Kapitel 3.5.2). Dabei wirde Wasser, entsprechend der Hypothese, von X-CMC-Na unter
Quellung absorbiert und schlieRlich durch die hohe Viskositat des Glycerols und raumliche
Nahe der Partikel Uber Kapillar- und Adhasionskrafte zusammengehalten. Die entstehenden

Gele wiesen eine unerwartet hohe Widerstandsfahigkeit gegen Verformung auf.

Die zur Charakterisierung verwendeten Methoden sollten der mechanistischen Aufklarung und
physikalischen Charakterisierung des neuartigen Systems dienen. Als Methoden wurden
hierzu scher- und oszillationsrheologische Messverfahren eingesetzt (Kapitel 3.5.3). Eine
mechanistische Aufklarung der Gelentwicklung gelang nicht, daflr konnte eine lineare
Abhangigkeit der Gelstarke von der Viskositat der eingesetzten Glycerol-Wasser-Mischung mit
hoher Korrelation (R =0,9659, Kapitel 3.5.3) festgestellt werden. In Ruhe zeigte das Gel
daruber hinaus ein elastisch-dominiertes Verhalten, wahrend es bei Krafteinwirkung leicht

plastisch verformt werden konnte.

Zur mechanistischen Aufklarung wurden zusatzlich licht-, Raman- und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Im Lichtmikroskop konnte die
Quellung der bindren X-CMC-Na-Wasser-Mischung und der terndren X-CMC-Na-Glycerol-
Wasser-Mischung mithilfe einer Hochgeschwindigkeitskamera nachverfolgt werden
(Kapitel 3.5.4). Die Quellung von X-CMC-Na in Wasser betrug lediglich 2,6 s, wahrend die
Quellung des X-CMC-Na im terndren System auch nach 40 min Messdauer nicht vollstandig

abgeschlossen war.
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Vor dem Hintergrund einer schnellen und langsamen Wasseraufnahme von X-CMC-Na
(Barmpalexis et al. 2017) wurde eine Verlangsamung der Diffusion durch eine Erniedrigung
der Diffusionsgeschwindigkeit fir Wasser in der Glycerol-Wasser-Mischung im Vergleich zu
reinem Wasser diskutiert und als weitere Hypothese formuliert. In Raman-mikroskopischen
Untersuchungen sollte neben der Untersuchung der Quellungskinetik auch die Verteilung von
Glycerol und Wasser im ternaren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Gel bestimmt werden, um die
eingangs formulierte Hypothese zu prifen (Kapitel 3.5.5). An verschiedenen Positionen
innerhalb der ternaren Gelmischung konnten sowohl Glycerol-Wasser-Mischspektren
nachgewiesen werden, die sich hauptsachlich zwischen den Partikeln in Flissigkeitskanalen
wiederfanden, es konnten aber auch Mischspektren von X-CMC-Na und Glycerol bei
Messungen von gequollenen X-CMC-Na-Fasern aufgenommen werden. Es konnten
Mischspektren von X-CMC-Na und Glycerol an verschiedenen Positionen einer Probe des
ternaren Gels nachgewiesen werden (Kapitel 3.5.5). Raman-Spektren fir Wasser als
Einzelkomponente konnten nicht bestimmt werden. Zur Lokalisation von Wasser anhand
charakteristischer Raman-Spektren wurden die Laserfarbstoffe Rhodamin 6G und
Rhodamin B verwendet, mit denen ein Anfarben von Wasser moglich wurde. Aufgrund der
héheren Bestandigkeit gegen Ausbleichen sollte Rhodamin B fir die folgenden Experimente
verwendet werden (Kapitel 3.5.5). In einer Langzeitkinetik-Untersuchung wurde die
Quellungskinetik gemeinsam mit der Verteilung einer wassrigen Rhodamin B-Lésung und
Glycerol in der Probe untersucht und die Quellungshypothese geprift. Durch die hohe
Laserbelastung, die zur Anregung der Raman-Streuung notwendig war, und der langen
Bildaufnahmezeit von > 8 min/Bild kam es jedoch zum Ausbleichen des Laserfarbstoffs und

zur Veranderung der Probe wahrend der Messung.

Die Raman-Mikroskopie war somit flir den beabsichtigten Zweck nicht anwendungsfahig.
Stattdessen wurde ein invers-konfokales Fluoreszenzmikroskop verwendet (Kapitel 3.5.6).
Der Vorteil lag in der deutlich kirzeren Fluoreszenzanregungszeit sowie geringerer
Laserbelastung. Als Laserfarbstoff wurde Nilrot aufgrund seiner besonderen F&higkeit
eingesetzt, eine Emissionsverschiebung in Abhangigkeit der Losemittelpolaritat zu zeigen
(Kapitel 3.5.6). Aus den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnten folgende
Schlisse gezogen werden: X-CMC-Na zeigte in Kanal B und Kanal C eine Autofluoreszenz.
Diese nahm mit fortlaufendem Quellungszustand ab, sodass bereits nach 40 min nur noch
eine geringe Anderung der Autofluoreszenz zu beobachten war (Kapitel 3.5.6). Nilrot zeigte in
einer Ubersattigten Glycerol-Wasser-Lésung keine Veranderung der Fluoreszenz Uber eine
Messdauer von > 65 min (Kapitel 3.5.6). In der Langzeitkinetik-Untersuchung konnte eine

Veranderung der Fluoreszenz als Verhaltnis Ke/Kc nachgewiesen werden.
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Dabei zeigten sich zwei Phasen: eine unmittelbar nach Messbeginn schnelle Zunahme des
Verhaltnisses Kg/Kc, ahnlich einer Kinetik 1. Ordnung, deutete auf eine rasche Quellung hin
(Phase I). Diese endete nach ca. 1 h Messdauer. An die schnelle Kinetik schloss sich eine
positiv-linear steigende Kinetik an (Phase Il), welche bis zum Ende der Messdauer nach > 18 h
fortdauerte (Kapitel 3.5.6). Diese Beobachtungen unterstreichen die Hypothese einer
veranderten Diffusionsgeschwindigkeit von Wasser in Abhangigkeit der Zeit. Bei Betrachtung
der Fluoreszenzaufnahmen konnte nachgewiesen werden, dass die Fluoreszenz in Kanal C
Uber die Messzeit zunahm. Eine Autofluoreszenz wurde anhand von Vorversuchen
ausgeschlossen. Wegen seiner geringen Wasserldslichkeit konnte Nilrot nicht Uber die
Wasserphase ins Innere der X-CMC-Na gelangen. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde der
Schluss gezogen, dass neben Wasser auch Glycerol an der Quellung von X-CMC-Na beteiligt
sein muss, da nur so Nilrot in ausreichender Konzentration geldst in X-CMC-Na eindringen
konnte. Die zuvor aufgestellte Hypothese zur Quellung, in welcher ausschlieRlich Wasser fur
die Quellung von X-CMC-Na dient, musste verworfen werden (Kapitel 3.5.2). Im
Umkehrschluss wurde mit den Langzeitkinetik-Untersuchungen nachgewiesen, dass sowohl
Wasser als auch Glycerol fir die Quellung von X-CMC-Na verantwortlich waren. Damit konnte
die zuvor von Stomberg (2015) aufgestellte Hypothese zur Quellung eines ternaren X-CMC-
Na-Glycerol-Wasser-Systems bestatigt werden. In den Experimenten wurde ausschliel3lich X-
CMC-Na als unldslicher, quervernetzter Zerfallhilfsstoff verwendet. Eine Allgemeingultigkeit
konnte deshalb nicht abgeleitet werden, sodass eine Bestatigung der Hypothese an weiteren

Zerfallhilfsstoffen zukuinftig gepruft werden muss.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Formulierungsentwicklung einer schmackhaften und bevorzugt akzeptierten
Darreichungsform zur oralen Applikation fir Hunde stellt nach wie vor eine grof3e
Herausforderung in der pharmazeutischen Industrie dar. Besonders relevant fir die
Schmackhaftigkeit ist dabei die Textur der oralen Darreichungsform. Derzeit auf dem Markt
verfligbare Produkte zeigen eine vergleichsweise hohe Harte, haufig bedingt durch einen
geringen Wassergehalt. Des Weiteren fiihrt die Verwendung von vorverkleisterter Starke zu
Stabilitatsproblemen und zum Verlust der Textureigenschaften. Die Weiterentwicklung der
Zubereitungen unter besonderer Berlicksichtigung der Textur stellt somit eine Notwendigkeit
zum Erhalt der Schmackhaftigkeit Uber die Haltbarkeitsdauer dar. In der vorliegenden Arbeit
wurde eine neu entwickelte wasserhaltige, weiche Kauarzneiform als Ausgangspunkt
verwendet. In einer ersten Untersuchung wurden CQAs auf Basis der besonderen
gastrointestinalen und physiologischen Begebenheiten von Hunden, sowie internationalen
Qualitatsansprichen, die aus den aktuellen Arzneiblchern abgeleitet wurden, getroffen. Zur
einfachen und schnellen Erfassung der Textur wurde die TPA durchgeflihrt. Als
Surrogatparameter flr die Textur wurden hierbei die Harte und Klebrigkeit der Proben ermittelt.
Die Grenzwerte wurden fir die Harte mit 3 — 10 N festgelegt. Zudem wurde eine méglichst
geringe Klebrigkeit angestrebt. Aus der wissenschaftlichen Literatur konnte eine maximale
Zerfallsdauer von < 30 min und Freisetzungsdauer < 24 h abgeleitet werden. Innerhalb dieser
Zeitraume waren eine vollstandige Freisetzung und Resorption des Arzneistoffs nach
Verabreichen des Arzneimittels zu erwarten. Die optimierte Formulierung zeigte mit aw = 0,5
eine ausreichende mikrobielle Stabilitdt ohne Verwendung eines extern hinzugefugten
Konservierungsmittels. Eine exponentielle Korrelation zwischen aw und dem Glycerol-Anteil
der Glycerol-Wasser-Mischung wurde experimentell nachgewiesen. Somit war es mdglich, aw
bereits wahrend der Herstellung zu steuern, wenn der Glycerol-Anteil wahrend der Herstellung
kontrolliert wurde. Uber eine Lagerzeit von bis zu einem Monat konnte eine physikalische
Veranderung der Probe mit Zunahme der Harte beobachtet werden. In einer weiterfihrenden
Charakterisierung wurde eine erweiterte TPA-Auswertung vorgenommen und das
viskoelastische Verhalten zusatzlich mittels DMA untersucht. Die weichen Kaustlicke zeigten
elastisch-dominiertes Verhalten in Ruhephase, wahrend sie nach Uberschreitung der
Flielspannung leicht plastisch verformt werden konnten. Analog zum Hartezuwachs konnte
eine relative Zunahme des elastischen Anteils der Kausticke bis zum Erreichen des
Aquilibriums nach 30 Tagen beobachtet werden. Als Ursache wurde eine physikalische

Veranderung der Kaustlcke innerhalb dieser Zeitspanne vermutet.
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Ein weiterer Teilaspekt der Arbeit beinhaltete die Optimierung des Herstellungsprozesses
nach der aktuellen Q8-Leitlinie des ICH. Ausgangspunkt bildete ein umfassendes, in dieser
Arbeit aufgestelltes QTPP (Kapitel 3.4.2). Im nachsten Schritt wurde eine FMEA durchgefuhrt
und folgende kritische Prozessparameter in der Herstellung identifiziert: Mit einer RPZ = 135
zeigten sowohl der Mischprozess, als auch die Fllssigdosierungen 1 und 2 ein mittleres Risiko
zur Unter-/Uberdosierung mit Handlungsbedarf. Mit einem AV =10,63 konnte die
Gleichformigkeit des Gehalts an 10 Probenstiicken nachgewiesen werden, sodass ein direktes
Eingreifen nicht notwendig war. Ein erheblich groReres Risiko barg das zur Extrusion
verwendete L/S mit RPZ=270. Nach aktuellem Kenntnisstand kann eine zu grofie
Abweichung von L/S zu einer deutlichen Verschlechterung der Produkteigenschaften, mitunter
zur Unterbrechung der Extrusion fiihren. In einem vollfaktoriellen 24-Versuchsplan wurde der
Einfluss der Prozessparameter ndher untersucht. Dabei zeigte L/S den groten signifikanten
Einfluss auf die Produkteigenschaften Harte, Zerfallszeit in antiproportionaler Korrelation mit
den Messergebnissen. In einem CCF-Design wurde erfolgreich ein Designraum innerhalb der
vorgegebenen Grenzen fur Harte (3 — 10 N), Wasseraktivitat (aw < 0,6) und Zerfallszeit
(<30 min) ermittelt. Alle Qualitatsattribute entsprachen den Vorgaben mit einer

Fehlerwahrscheinlichkeit von a = 0,05 bei einer L/S-Spannweite von 0,86 < L/S < 1,14.

Die Zunahme der Harte in den Langzeitstabilitdtsuntersuchungen, sowie die Beobachtungen
wahrend der Extrusion weicher Kaustlicke deuteten auf eine ungewdhnliche Gelentwicklung
unmittelbar bei Kontakt der Quellflissigkeiten mit der eingesetzten Pulvermischung hin. In
einem direkten Nachweis konnte ein ternares System innerhalb der Formulierung fir dieses
Phanomen identifiziert werden: X-CMC-Na, Glycerol und Wasser in einem zur Extrusion
eingesetzten Verhaltnis von 1:5,4:1,6 bis 1:5,7:1,3. Dieses ternare System zeigte unmittelbar
nach Vermischen eine giel3fahige Suspension, welche innerhalb weniger Minuten bereits eine
FlieRgrenze aufwies und nach mehreren Stunden schneidbar wurde. Untersuchungen zur
Gelstarke verschiedener wassriger Glycerolldsungen zwischen 70 % und 90 % (m/m) mit
X-CMC-Na zeigten eine exponentielle Zunahme mit asymptotischen Verlauf nach drei Tagen.
Eine positive Korrelation der Gelstarke mit der dynamischen Viskositat der Losung konnte
nachgewiesen werden (R = 0,9659). Die Kohasion als Mal} fiir die Festigkeit des Gelsystems

schien somit abhangig von der Viskositat der eingesetzten Glycerol-Wasser-Mischung.

In einer weiteren Untersuchung wurde die Quellungskinetik mit mikroskopischen
Messverfahren analysiert. Im Lichtbildmikroskop konnte eine stark verlangsamte Quellung von
X-CMC-Na in einer Glycerol-Wasser-Mischung im Vergleich zu reinem Wasser nachgewiesen
werden. Die Zeitskala der vollstandigen Quellung verlangerte sich von 3,6 s fir Wasser auf
> 2400 s (= 40 min) fur die Glycerol-Wasser-Mischung. Statt einer spontanen Quellung konnte

hier eine kontrollierte, langsame Quellung beobachtet werden.
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Unter Verwendung eines konfokalen Raman-Mikroskops gelang erstmals eine kinetische
Untersuchung der Quellung, in der eine Veranderung in der relativen Zusammensetzung der
Glycerol-Wasser-Mischung Uber den Quellungsverlauf nachgewiesen werden konnte. Im
Verlauf der Quellung nahm simultan der relative Wassergehalt der Glycerol-Wasser-Mischung
ab und der relative Wassergehalt der X-CMC-Na zu. Die Hypothese, dass sowohl Wasser, als
auch Glycerol an der Quellung beteiligt waren, konnte erst in der konfokalen Fluoreszenz-
Mikroskopie bestatigt werden. Dies gelang durch Anfarben der Glycerol-Wasser-Mischung mit
Nilrot als Fluoreszenzfarbstoff. Nilrot zeigte die unabdingbare Eigenschaft zur
Emissionsverschiebung bei Anderung der Polaritét des Losemittels. Uber die Messdauer
konnte eine Verschiebung der Emissionswellenldnge beobachtet werden und zeigte somit eine
Absorption von Wasser durch X-CMC-Na an. Zeitversetzt konnte eine durch Nilrot bedingte
Emission auch im Innern der X-CMC-Na-Partikel beobachtet werden. Dies war nur mdglich,
wenn Glycerol ebenfalls, wenn auch zeitverzogert, an der Quellung beteiligt war. Es gelang
somit ein direkter zeitaufgeloster Nachweis der Quellung mit simultaner Identifikation der
unmittelbar an der Quellung beteiligten Flussigkeiten des ternaren X-CMC-Na-Glycerol-
Wasser-Systems. Um die Beobachtungen zu stutzen, sind aufgrund der geringen Anzahl an

Untersuchungen weitere Experimente notwendig.

In zukunftigen Experimenten soll insbesondere der Einfluss der Viskositat auf die kontrollierte
Quellung und Gelbildung von begrenzt quellbaren Hilfsstoffen untersuchen werden. Gelingt
eine eindeutige Korrelation zwischen Quellungskinetik und Viskositat der eingesetzten
wassrigen Glycerol-Mischung, kann das System auf andere Anwendungen Ubertragen
werden. Insbesondere ist eine physikalische Stabilisierung von unloslichen Nanopartikeln
mdglich, wenn diese in der Formulierungsstrategie schwerléslicher Arzneistoffe in Erwagung
gezogen werden. Ein entscheidender Vorteil ist die einfache Herstellung des Systems durch
einfaches Vermischen der Bestandteile. Durch die hohe Viskositat im Vergleich zu reinem
Wasser ist eine Sedimentation verlangsamt und wird im Verlauf der Quellung durch
Ausbildung eines koharenten Netzwerks und Immobilisierung der Nanopartikel irrelevant. In
dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob eine Ubertragbarkeit auf andere, begrenzt quellbare
Hilfsstoffe méglich ist. Hypothetisch ist eine Ubertragbarkeit maoglich, sofern die Ausbildung
des Netzwerks hauptsachlich durch die Viskositat der Quellflissigkeit gegeben ist. Zunachst
sollten weitere Zerfallhilfsstoffe mit hohem Quellungsvermogen, wie Natrium-Starkeglykolat,
als ternare Mischung mit Glycerol und Wasser untersucht werden, dann Hilfsstoffe mit weniger
hohem Quellvermégen wie XPVP. Ist auch hier die Gelentwicklung zu beobachten, muss die
Hypothese durch Verwendung von Flissigkeiten mit unterschiedlicher Viskositat gefestigt
werden. Nach aktuellem Kenntnisstand wird eine Grenzviskositat vermutet, die vorherrschen
muss, um ein Gel mit begrenzt quellbaren Hilfsstoffen durch kontrollierte Quellung zu

erzeugen.
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Die Untersuchung der Gelbildung hat ein tieferes Verstandnis flr die Arzneiform
hervorgebracht. Im Ubertrag auf weiche Kaustiicke bietet sich die Méglichkeit, schwerlésliche
Arzneistoffe in eine kontrolliert quellbare Hydrogelmatrix einzubetten. Durch Variation der
Bestandteile kdnnten unterschiedliche Freisetzungsprofile realisiert werden. Des Weiteren
bietet die Kontrolle der Textur ein wichtiges Hilfsmittel zur Herstellung von Darreichungsformen
zur oralen Einnahme, Uberall dort, wo die Textur eine gro3e Rolle spielt. Durch die
gleichmaRige Gelentwicklung wird eine besonders gleichmaflige Struktur erreicht und bietet

einen interessanten Ansatzpunkt in der Entwicklung neuer Darreichungsformen.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Materialien

Im Allgemeinen wurden, wenn nicht anders bezeichnet, Arznei- und Hilfsstoffe verwendet, die
in Tabelle 5.1 und Tabelle 5.2 genannt sind. Wasserfreies Glycerol wurde unmittelbar am
selben Tag verwendet, oder unmittelbar nach Entnahme aus dem Gefall mit Parafilm

verschlossen.

Tabelle 5.1 Zur Feuchtextrusion verwendete Arznei- und Hilfsstoffe.

Arzneistoff

Handelsname

Bezugsquelle

Praziquantel (PZQ)

Bayer CropScience AG,
Deutschland

Hilfsstoff

Handelsname

Bezugsquelle

Schweineleberpulver (PLP)

Mannitol

Dicalciumphosphat (DCP)

Croscarmellose (X-CMC-Na)

Macrogol 3350 (PEG)
Povidon K12
Povidon K25
Povidon K30
Povidon K90

Copovidon

Hyprolose (HPC-SSL)

Crospovidon (XPVP)

Schweineleberaroma

Pearlitol® 160C

Emcompress®

Ac-Di-Sol SD-711

Polyglycol 3350 S
Kollidon®12 PF
Kollidon® 25
Kollidon® 30
Kollidon® 90
Kollidon® VA 64 fine

Nisso HPC SSL

Polyplasdone® XL10

Bayer CropScience AG,
Deutschland

Roquette, Frankreich
JRS Pharma, Deutschland

FMC, Irland

DuPont Pharma, Deutschland

Clariant, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland

Nippon Soda, Japan

International Speciality Products,

Deutschland

Vor der Verwendung der Arznei- und Hilfsstoffe wurden die Pulverbestandteile mindestens 48
Stunden unter unkontrollierten Raumbedingungen gelagert, um die Bedingungen des Pulvers
dem Herstellungsraum anzugleichen und Veranderungen wahrend des Extrudierens zu

vermeiden.
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Fur alle in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche, ausgenommen HPLC-Untersuchungen,

wurde demineralisiertes Wasser aus der hausinternen Leitung der Heinrich-Heine-Universitat

verwendet.

Tabelle 5.2 Verwendete Hilfsstoffe in der Flussigdosierung zur Extrusion.

Hilfsstoffe Besonderheiten Bezugsquelle

Caelo, Deutschland

Glycerol, wasserfrei Wasserfrei
Fisher Scientific, UK
Hylauronsaure (30 — 50 kDa) aus Streptococcus equi Sigma Aldrich, Deutschland
Demineralisiertes Wasser -—-- Hauseigene Herstellung

Die Bestimmung der mittleren Verweilzeit (Kapitel 3.4.4) erfolgte unter Verwendung der in

Tabelle 5.3 dargestellten Pigmente und des Farbstoffs Amaranth.

Tabelle 5.3 Verwendeter Farbstoff, sowie verwendete Pigmente zur Bestimmung der mittleren
Verweilzeit.

Pigment Handelsname Bezugsquelle
Eisen(lll)-oxid, rot - Caelo, Deutschland
Eisenoxid, schwarz Sicopharm Schwarz 85 BASF, Deutschland
Titandioxid (anatas) Kronos 1171 Kronos International,
Deutschland

Amaranth C.1.16185 Carl Roth, Deutschland

Die Fluoreszenzfarbstoffe, welche in der konfokalen Raman- und Fluoreszenzmikroskopie

verwendet wurden, sind in Tabelle 5.4 aufgeflhrt.

Tabelle 5.4 Eingesetzte Farbstoffe zur Fluoreszenzfarbung.

Farbstoff Bezugsquelle
Rhodamin 6G Radiant Dyes, Deutschland
Rhodamin B Radiant Dyes, Deutschland
Nilrot Carl Roth, Deutschland
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5.2 Methoden

5.2.1 Mischen

Die Pulverbestandteile wurden zunachst durch ein Sieb der Maschenweite 1400 um
desagglomeriert und auf einer Prazisionswaage (Precisa 16000D, Pag Oerlikon, Schweiz)
eingewogen. Die Gesamtansatzmengen der Pulvermischungen betrugen zwischen
1000 g und 2000 g. Die gesiebten Pulverbestandteile wurden in einen Freifallmischer (LM40,
L.B.Bohle Maschinen + Verfahren, Deutschland) fir 20 min bei 26 — 28 UpM gemischt. Im
Anschluss wurde die Pulvermischung in LD-PE-Beutel Uberflhrt, verschlossen und im

Herstellungsraum gelagert, bis sie zur Extrusion verwendet wurde.

5.2.2 Herstellung weicher Kaustiicke durch Zweischnecken-
Feuchtextrusion

5.2.2.1 Zweischnecken-Feuchtextrusion allgemein

FUr die Herstellung der weichen Kausticke wurde der Zweischnecken-Extruder
Pharma HME 16 (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) mit einem
Schneckendurchmesser d = 16 mm und einer Lange von 40 x d (= 640 cm) verwendet. Der
Extrusionsprozess wurde mit einer Schneckenumdrehungsgeschwindigkeit von 100 UpM
durchgefuhrt. Im Folgenden werden die zur Herstellung verwendeten Temperaturprofile
(Abbildung 5.1, oben) und die Schneckenkonfiguration (Abbildung 5.1, unten) fir die

allgemeine Feuchtextrusion erlautert.
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Abbildung 5.1 Temperaturprofil (oben) und Schneckenkonfiguration zur Herstellung weicher Kaustticke
(unten). Die Schnecken wurden aus je vier Knetblocken (KB), verschiedenen Férderelementen (FE) und
zwei Sternelementen (SE) aufgebaut. Gekennzeichnet sind die Positionen der Pulverdosierung
(Pulver), Wasserdosierung (Wasser) und Glyceroldosierung (Glycerol).
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Die Pulvermischung wurde, wenn nicht anders angegeben, Uber einen gravimetrischen
Pulverdosierer (K-CL-24-KT 20, K-Tron , Schweiz), mit einer Dosierrate von 10,0 g/min in Zone
1 des Extruders dosiert. Verwendet wurden Férderschnecken mit hoher Gewindesteigung, um
die GleichmaRigkeit der Forderung bei unzureichender FlieRfahigkeit zu erhéhen. Der

Pulverdosierer wurde vor jeder Verwendung kalibriert.

Die Flussigkeitsdosierung fand in zwei verschiedenen Zonen des Extruders statt, analog zur
Extrusion, die in der Dissertation von Stomberg (2015) beschrieben wurde. Zunachst wurde
entweder demineralisiertes Wasser oder eine wassrige Hyaluronsaure-Losung
(1 mg/17,5 mL (w/w)) als Vorquellflissigkeit mit einer Schlauchquetschpumpe (ISM1077A,
Ismatec®, Schweiz) in Zone 2 des Extruders dosiert, um eine Befeuchtung der Pulverpartikel
und Vorquellung der quellbaren Pulverbestandteile zu gewahrleisten. Zur weiterfihrenden
Quellung wurde wasserfreies Glycerol Uber eine Mikrozahnring-Pumpe
(MZP 7205, HNP Mikrosysteme, Deutschland) mit einer Kapillare mit einem
Innendurchmesser von 0,5 mm in Zone 6 dosiert. Das gequollene Produkt wurde durch eine
Schlitzdiisenplatte mit einer Dicke von 12 mm, deren Offnung ein sich konisch verengendes
Rechteck mit abgerundeten Ecken prasentiert, extrudiert. Die Dimensionen der
Schlitzdisenplatte sind folgend aufgefiihrt (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2 Verwendete Schlitzdisenplatte, Ruckseite (links) und Vorderseite (rechts).
Abmessungen in mm. Die Dicke der Dusenplatte betrug 12 mm.

Nach Einstellung eines Prozessgleichgewichts wurde die Probenahme begonnen. Die
Gleichgewichtseinstellung wurde anhand der Leistungsaufnahme des Extruders mithilfe des
Programms LabView (LabView 2009 SP 1, National Instruments, USA) Uberprift. Ein
Prozessgleichgewicht lag typischerweise nach 240 s vor, wenn die Leistungsaufnahme uber

mindestens eine Minute im Mittel unverandert blieb.
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Zur Probenahme wurde das Feuchtextrudat unmittelbar nach Austritt aus der Disenplatte auf
ein Forderband (Typ 846102.001, Brabender®, Deutschland) beférdert. Die Geschwindigkeit
des Forderbands wurde manuell an den Massenstrom des Produkts angepasst, sodass die
weiche Kauarzneiform nicht gestreckt oder gestaucht wurde. Sobald das Produkt die halbe
Wegstrecke des Forderbands erreicht hatte, wurde es mit einem Einwegskalpell handisch in
gleichmafig grofte Stlicke von ca. 20 cm Lange geschnitten und auf eine glatte, mit
Aluminiumfolie bedeckte Oberflache ausgelegt und bis zur Verblisterung (Kapitel 5.2.2.4)
gelagert. Die weichen Kausticke wurden anschlieBend bei Raumtemperatur
(22 °C) und/oder erhohter Temperatur (40 °C) gelagert.

Falls nicht anders angegeben, wurden flir jede Experimentalreine die angegebenen
Pulvermischungen erneut extrudiert. Eine umfassende Ubersicht der Experimente und

Formulierungen ist im Anhang beigeflgt (Kapitel 6, Tabellen Tabelle 6.1 bis Tabelle 6.3).

5.2.2.2 Formulierungen der statistischen Versuchsplanung

Fir die Formulierungsoptimierung wurde ein 22-Versuchsplan zur Feuchtextrusion realisiert.
Die Chargengrole jeder Extrusion betrug 1 kg Pulvermischung. Zunachst wurde der Hilfsstoff
PEG 3350 durch a) PVP K30 oder b) HPC-SSL ersetzt. Die Extrusion wurde jeweils mit
X-CMC-Na oder XPVP durchgefuhrt. Daraus ergaben sich folgende Formulierungen:

Tabelle 5.5 Bezeichnung der verwendeten Pulvermischungen in der Formulierungsentwicklung.
Dargestellt sind die verwendeten Hilfsstoffkombinationen in Abhangigkeit der Zusammensetzung aus

PVP K30 HPC-SSL
X-CMC-Na a (K30) b (HPC)
XPVP c(K30_XPVP) d (HPC_XPVP)
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Tabelle 5.6 Formulierungen zur systematischen Untersuchung der Machbarkeit unter Verwendung
alternativer Hilfsstoffe fur PEG 3350.

Bestandteile % Funktion
Original a b N d
9 (K30) (HPC) (K30_XPVP) (HPC_XPVP)
PZQ 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 Arzneistoff
PLP 20,40 20,40 20,40 20,40 20,40 Aromastoff
X-CMC-Na 14,57 14,57 14,57 e e
Zerfallhilfsmittel
XPVP e e 14,57 14,57
Mannitol 40,79 48,95 48,95 48,95 48,95 Bindemittel
DCP 8,16 - e e e Fllstoff
PEG 3350 9,09 - e e
PVPK30 - 9,09 - 909 - Porenbildner
HPC-SSL = o 9,09 - 9,09
5.2.2.3 Feuchtextrusionsverfahren zur Herstellung optimierter Kaustiicke

Finf verschiedene Formulierungen sollten auf Veranderungen ihrer physikalischen
Eigenschaften wahrend der Lagerzeit untersucht werden. Die Auswahl der
Formulierungsbestandteile wurde anhand der vorausgegangenen Formulierungsoptimierung
und Funktionsbestimmung vorgenommen (Kapitel 3.1). Hierbei erwies sich PVP K30 als

potenziell geeigneter Ersatz fir PEG 3350.

Des Weiteren wurde zur Feuchtextrusion ausschlieBlich gereinigtes Wasser anstelle einer
Hyaluronsaure-L6sung verwendet. Damit die Proben vergleichbare Ausgangsbedingungen
aufwiesen, wurden zu Beginn der Herstellung einmalig die Dosierraten der Flissigdosierung
angepasst. Bei einer Dosierrate von 1,81 g/min fir Wasser, sowie 8,0 g/min fur Glycerol,
gelang die Extrusion bei allen verwendeten Pulvermischungen. Die Ubrigen Prozessparameter
wurden beibehalten (siehe Kapitel 5.2.2). Neben K30 wurden weitere PVP-Qualitaten
untersucht, um eine allgemeinglltige Anwendbarkeit von PVP-basierten Hilfsstoffen zu
evaluieren. Zur Kontrolle des PLP-Einflusses auf die physikalische Stabilitdt wahrend der
Lagerzeit wurde zusatzlich eine Pulvermischung ohne PLP (oPLP) extrudiert. PLP wurde
durch die Ubrigen Pulverbestandteile qualitativ ersetzt. Eine Aufstellung der verwendeten

Formulierungen ist in Tabelle 5.7 zu entnehmen.
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Tabelle 5.7 Pulverformulierungen zur Prifung der Textureigenschaften des weichen Kaustticks. Je eine
Pulvermischung wurde in den angegebenen Anteilen verwendet.

Pulvermischung % Gesamt %
K12 K30 K90 V'.AM oPLP | K12 K30 K90 V564 oPLP
fine fine

Praziquantel 699 699 699 699 12,09 | 353 3563 353 353 6,10
PLP 20,40 20,40 20,40 20,40 - 10,30 10,30 10,30 10,30 ---

X-CMC-Na 14,57 14,57 14,57 14,57 1967 | 735 735 735 7,35 9,93

Mannitol 48,95 4895 4895 48,95 54,05 | 24,71 24,71 2471 2471 27,28
PVP K12 9,09 - - 4,59
PVP K30 9,09 --- 14,19 --- 4,59 7,16
PVP K90 9,09 - - - 4,59
VA64fine 9,09 - - 4,59
dem. Wasser --- - - - - 914 914 914 914 9,14
Glycerol - --- | 40,83 40,83 40,83 40,83 40,83

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Herstellung einzeln in Extrudatstrangen von ca.
15cm in Aluminium-Sachets eingesiegelt, um einen Austausch von Sauerstoff und
Wasserdampf mit der Umgebung zu unterbinden (Kapitel 5.2.2.4) Zur Lagerung flr die
Stabilitatsuntersuchungen wurden die Probensachets entweder bei Raumtemperatur oder,
entsprechend ICH-Leitlinie Q8 (R2), unter Stresstest-Bedingungen von 40 °C gelagert (ICH Q8
2009). Jede Formulierung mit Ausnahme oPLP wurde innerhalb von sechs Stunden nach
Herstellung, sowie in den ersten drei Monaten jeden Monat, zu jedem Zeitpunkt zu n=3
analysiert. FUr oPLP wurden innerhalb des ersten Tages Einfachmessungen durchgefuhrt.
Das Intervall wurde anschliefsend auf alle drei Monate bis zu einer maximalen Lagerzeit von
6 Monaten fur oPLP und bis zu einem Jahr flir die Gbrigen Formulierungen erhéht. Die Analyse
der PLP-haltigen weichen Kaustlicke erfolgte zu den Zeitpunkten 20, 30, 40, 50 min, 1, 2 h,
1,2,3,7,15, 30, 60, 90, 120, 185, 365 Tagen.
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5.2.24 Verblistern

Die weichen Kaustlcke wurden nach der Extrusion handisch kurzfristig auf Aluminiumfolie
uberflhrt und anschlielend in lebensmittelechte, versiegelbare Aluminiumtuten Gberfuhrt. Die
Aluminiumtiten enthielten eine innere Beschichtung aus LD-PE, die unter
Temperatureinwirkung schmolz und eine schwer zu 6ffnende Schweil3naht hinterlie®. Die
Kaustlicke wurden so angeordnet, dass sie sich nicht Uberlappten und nebeneinander Platz
fanden. Fur die Formulierungsentwicklung (Kapitel 3.1) wurden hierzu jeweils bis zu 8
Extrudatstrange nebeneinander in einen Beutel platziert. Mdgliche Interaktionen untereinander
wurden aufgrund der geringen Lagerzeit von bis zu einem Monat vernachlassigt. Zur spateren
physikochemischen Charakterisierung (Kapitel 3.2) wurden die Kaustlcke in einzelne Strange
eingesiegelt, um eine gegenseitige Interaktion auszuschlieen. Dazu wurden aus einer grof3en
Aluminiumtite kleinere Tuten mit ca. 2,5 cm Breite geschnitten und versiegelt. Aufgrund der
groBeren Lagerzeit bis zu einem Jahr erwies sich dieses Vorgehen als praktikabler und
materialsparender. Restliche Proben wurden nach den Messungen entsorgt. Vor dem
Verschlielen wurde Uberschissige Luft vorsichtig durch Zusammendricken der Tute
herausgedrtckt und die Tate mit einem Schweil3gerat (Polystar® 100 GE, Rische + Herfurth,

Deutschland) bei Einstellung des Drehreglers zwischen 4 - 5 versiegelt.

5.2.3 Herstellung ternarer Gelformulierungen
5.2.3.1 Herstellung ternarer Gelformulierungen allgemein

Zur Untersuchung der Gelbildung wurden vereinfachte Formulierungen, basierend auf der
optimierten Formulierung weicher Kauarzneiformen (Kapitel 5.2.2.3), verwendet. Jeweils 0,5
oder 1,0 g X-CMC-Na wurde in ein 10 mL-Schnappdeckelglas eingewogen (Sartorius E124D,
Deutschland). Auf das eingewogene Pulver wurden 7,0 g LOsung, bestehend aus Glycerol und
Wasser in variablen Glycerol-Massenkonzentrationen unter Verwendung einer 10 mL
Einmalspritze hinzugefiigt und mit einem Spatel handisch kurz und zigig verrihrt. Das
eingesetzte L/S-Verhaltnis entsprach 7:1 fur 1 g X-CMC-Na. Unmittelbar nach der Herstellung
wurde die noch flissige Probe zu Messzwecken verwendet oder das Glas wurde mit dem

Schnappdeckel verschlossen.
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5.2.3.2 Herstellung von Gelen fiir DMA-Untersuchungen

Zur Untersuchung der viskoelastischen Eigenschaft der ternaren X-CMC-Na-Glycerol-
Wasser-Gele wurde zunachst 1 g X-CMC-NA in ein Schnappdeckelglas eingewogen und
anschlielend mit 7 g Glycerol-Wasser-Losung mit 77,7 % Glycerol (m/m), entsprechend eines
in der frthen Formulierungsentwicklung verwendeten Glycerol-Wasser-Verhaltnisses von
8:2,3, zugig mit einem Spatel vermischt. Die Suspension wurde in ein zylinderférmiges
Formwerkzeug aus Teflon mit Durchmessern von 16 mm und 22 mm gegossen und eine
Stunde bei Raumbedingungen zur Gelentwicklung stehen gelassen. Anschliel’end wurden die
zylindrischen, festen Gele vorsichtig entnommen und der dynamisch-mechanischen Analyse
unterzogen (Kapitel 5.2.7.2).

5.2.4 Texturprofilanalyse (TPA)

Zur Analyse der sensorischen Textureigenschaften wurde ein Texturanalysegerat
(TA.XTplus Texture Analyser, Stable Micro Systems, UK) verwendet. Als Prifkorper diente ein
zylindrischer Indentor aus Aluminium mit einem kreisformigen Querschnitt des Durchmessers
d=5mm (SMS P/5, Stable Micro Systems, UK). Dieser war zur Kraftaufnahme mit einer
50 N-Kraftmesszelle verbunden. Zur Messung wurde jeweils ein weiches Kaustuck mit
Mindestlange von 1 cm mittig zentriert unter den Indentor auf die Probenauflageflache
positioniert. Fur die Messung wurden die in Tabelle 5.8 beschriebenen Parameter eingestellt.
Unter einem Vorschub von 3 mm/s fuhr der Indentor auf die Probe. Bei Kontakt mit dem
Probenkorper startete die Messung. Der Indentor dringt um 25 % der Probenhdhe von
ca. 5 mm mit einer Penetrationsgeschwindigkeit von 1 mm/s in die Probe ein und wieder
heraus. Die Probenhéhe wurde dabei vom Messsystem flr jedes Kaustlick zu Beginn der
Messung vom Messsystem einzeln bei Erreichen der Ausldsekraft gemessen. Dies entsprach
einer Eindringtiefe von ca. 1,25 mm. Unmittelbar nach Erreichen der Ausgangsposition erfolgte
der zweite Messzyklus unter gleichen Parametern. Wahrend der Messung werden gleichzeitig
die Kraftin N, Zeit in s und die zurtickgelegte Wegstrecke des Messarms in mm aufgenommen.
Um moglichst reprasentative Proben der weichen Kaustlicke zu vermessen, wurden zufallig
Extrudatstiicke gewahlt, die Uber den gesamten Extrudatstrang entnommen wurden. Die
Texturprofilanalyse wurde auch fur Marktprodukte durchgefiihrt. Die Marktprodukte wurden
dazu analog mittig unter den Eindringkdrper positioniert. Vor jeder Messreihe wurde der

Eindringkdrper tariert, die Hohe genullt und der Abstand auf 15 mm zur Auflageflache gesetzt.
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Tabelle 5.8 Texture Analyser-Einstellungen zur Durchfihrung der TPA.

Bezeichnung Einstellung
Testprogramm Cycle until count
Testmodus Kompression
Vor-Test-Geschwindigkeit 3 mm/s
Test-Geschwindigkeit 1 mm/s
Nach-Test-Geschwindigkeit 1 mm/s
Deformation 25%
Ausldsekraft 0,049 N
Zyklen 2

Falls nicht anders angegeben, wurden je Probe n =3 Kaustlicke vermessen. Fir jede
Messung wurden parallel die Kraft, Messzeit und vom Eindringkérper die ab Beginn der
Messung zuriickgelegte Distanz aufgenommen. Die Auswertung erfolgte anschlielRend mithilfe
der Exponent-Software (Version 6.1.5.0, Stable Micro Systems, UK). Uber die Funktion
Schnell-Auswertung wurden die Messergebnisse ausgewertet. Die Erfassung der einzelnen
Texturparameter wurde in den folgenden Unterkapiteln beschrieben. Die Ergebnisse wurden
als Mittelwert und Standardabweichung berechnet und gegen die Zeit ab dem Zeitpunkt der

Herstellung ausgewertet.
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Abbildung 5.3 TPA eines weichen Kaustlicks. Dargestellt sind die maximale Kraft Fmax1 des ersten
Zyklus und Fmax2 des zweiten Zyklus, sowie die negative Flache A1 am Ende des ersten Zyklus.
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5.2.41 Harte

Die Harte einer Probe wurde als maximale resultierende, positive Kraft in N auf ein
Probenstlick bei einer 25 %igen Verformung der Probe durch den Prifkdrper ermittelt
(Abbildung 5.3). Sie stellte den maximalen Materialwiderstand der Probe gegen eine vorher
definierte Verformung der Probe dar. Zur Auswertung wurde nur der Maximalwert des ersten

Zyklus verwendet. Als bevorzugte Harte wurde ein Wert zwischen 3 und 10 N angestrebt.

Fir die Messung der ternaren Mischungen aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser wurden
zylindrische Probenbehaltnisse aus Polyethylen verwendet, in die das noch flissige Gel
gegossen wurde. Die erste Messung wurde nur wenige Sekunden nach dem Vermischen und

Eingie3en der Bestandteile gestartet.

5.24.2 Klebrigkeit

Die Klebrigkeit der Probe wurde direkt aus der Texturprofilanalyse im ersten Zyklus ermittelt.
Sie berechnete sich aus der Flache A1 in N-s nach der Abwartskurve zwischen der Messkurve
und der Nulllinie (Abbildung 5.3).

5.243 Elastische Riickformung

Aus den Peak-Hohen beider Zyklen liel3 sich die elastische Rickformung berechnen. Dazu

wurde folgende Formel angewandt:

F
ER [%] = =222 * 100 (5.1)

max1

Die Hohe des zweiten Maximums wurde in Bezug zur Hohe des ersten Maximums gesetzt und
mit 100 multipliziert, um die elastische Ruckformung in Prozent auszudriicken. Sie stellte die
prozentuale Ruckformung nach Krafteinwirkung im ersten Zyklus dar. Das Ergebnis war
abhangig von den verwendeten Einstellungen, sodass die Beurteilung unter denselben

Messbedingungen galt und somit nicht variiert wurde.

5.244 Bestimmung der plastischen (E2) und elastischen Arbeit (E3)

In einer erweiterten Auswertung der TPA (Kapitel 5.2.4) wurde die bendtigte plastische (E2)
und elastische Arbeit (E3) in N-mm berechnet, die bei der Kompression der Kaustiicke im
ersten Kompressionszyklus verrichtet wurde, um eine 25 %ige Verformung zu erzielen. Als
Voraussetzung zur Berechnung der verrichteten Arbeit unmittelbar aus der TPA musste die

gleiche Ein- und Ausfuhrgeschwindigkeit des Indentors in die Probe verwendet werden.
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Die Arbeit berechnete sich aus dem Integral der zwischen der Funktion eingeschlossenen
Flache (E2) und des Integrals unter der Kraft-Weg-Kurve der TPA zwischen Basislinie und

maximalem Stempelweg im ersten Zyklus (E3), dargestellt in Abbildung 5.4.

[A] L F

max

Kraft (N)
Kraft (N)

S, S, 0,0 0,5 1,0 1,5
Stempelweg (mm) Stempelweg (mm)

Abbildung 5.4 Schematisches Kraft-Weg-Diagramm einer Exzenterpresse mit instrumentiertem
Oberstempel (A) und beispielhaftes Kraft-Weg-Diagramm des ersten Zyklus einer TPA mittels Texture
Analyser (B).

Der Vorgang wurde dabei in Analogie zum Arbeitsvorgang einer Exzenter-Tablettenpresse
interpretiert. Beim Einfahren des Stempels kommt es im Allgemeinen zunadchst zu einer
kraftlosen Verdichtung des Pulvers oder Granulats. Nach dem Rearrangieren erfolgte unter
gleichbleibender Einschubgeschwindigkeit eine Kompression des Schittgutes (S1). Durch
Uberschreiten des linear-elastischen Bereichs erfolgte die plastische Verformung mit
exponentiellem Kraftanstieg (Aufwartskurve, b). Nachdem die vollstandige Eindringtiefe (Smax)
erreicht wurde, fuhr der Stempel aus dem Probengut heraus, die gemessene Kraft fiel ab
(Abwartskurve, c). Fuhr der Indentor vollstandig aus der Probe heraus, sank die Kraft auf null

(S2). Bei maximaler Eindringtiefe Smax wurde ebenfalls die maximale Kraft (Fmax) gemessen.

Fir die Berechnung der verrichteten Arbeit wurden zunachst die positive Gesamtflache und
die positive Flache bis zum Erreichen des Kraftmaximums mithilfe der Analysefunktion der
Exponent-Software berechnet. Die verrichtete elastische Arbeit E3 errechnete sich aus
Abbildung 5.4, (B) wie folgt: Flache E3 wurde durch Subtraktion der Flache bis Erreichen des
positiven Kraftmaximums Fmnax der Aufwartskurve von der positiven Gesamtflache bestimmt.
Die positive Gesamtflache setzt sich zusammen aus der plastischen (E2) und elastischen
Arbeit (E3) wahrend der Aufwartskurve b, sowie der elastischen Arbeit (E3) bei der
Abwartskurve c¢. Dabei standen der zurlickgelegte Stempelweg S (mm) und die
Messdauer t (s) Uber die Test-Geschwindigkeit in proportionalem Zusammenhang. Die
resultierende Flache E3 wird als Integral der Funktion der Abwartskurve fc(s) durch

Formel (5.2) beschrieben.
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Smax
E3 = fo(s)ds (5.2)
S2

Wahrend der Messung wurde sowohl plastische (E2), als auch elastische Arbeit (E3)
gleichzeitig verrichtet. Zur Berechnung von E2 wurde nun die Flache E3 von der Flache S = 0
bis Smax = Fmax subtrahiert. Das Ergebnis E2 gibt die wahrend der Kompression verrichtete
plastische Arbeit wieder (Formeln (5.3) und (5.4)).

Egesamt = Ex+E; (5.3)

E2 = Egesam - E3 (5.4)

Die Analyse der weichen Kaustlicke unter Anwendung der TPA fand ohne raumliche
Begrenzung der Messzone statt. Dadurch war es moglich, dass Arbeit infolge der Messung
auch in den angrenzenden Bereichen der Messzone verrichtet werden konnte. Zur Korrektur
der Messwerte wurde die Energie E2‘ berechnet und von der Flache bis Erreichen von Fmax.

Die Berechnung von E2‘ erfolgte nach Formel (5.5).

1
E2'= Egesamt - E ° (Smax' Fmax) (5'5)

5.2.5 Verweilzeitbestimmung

Um die MRT des Pulvers im Extrusionsprozess zu untersuchen, wurden inline Puls-
Experimente durchgefiihrt. Zur Extrusion wurde ein Aufbau analog zur Herstellung der
Feuchtextrudate verwendet (vgl. Kapitel 5.2.2). Zusatzlich wurde eine verkurzte Schnecken-
und Zonenkonfiguration verwendet. Dazu wurde der Aufbau von Richtung Motorblock in
Richtung Dusenplatte verschoben. Die Schneckenkonfiguration wurde entsprechend gekuirzt
und gemaf der Zonenkonfiguration beibehalten. Fehlende Schneckenelemente wurden durch
Hilsen aus Polyoxymethylen (POM) ersetzt. Diese umschlossen die Schneckenschafte
vollstandig und fixierten die Schneckenelemente. Der Aufbau ist in Abbildung 5.5 schematisch
dargestellt. Durch die verkirzte Konfiguration war es moglich, die MRT verschiedener
Quellungszonen zu messen. Zur Extrusion wurde die optimierte Formulierung K30

(Kapitel 3.2) verwendet.

162



Experimenteller Teil
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Abbildung 5.5 Schematischer Aufbau der MRT-Bestimmung. Oben: Schnecken- und
Zonenkonfiguration in Originallange. Unten: Verkirzte Schnecken- und Zonenkonfiguration mit Versatz
von Richtung Motorblock zur Disenplatte.

Im Prozessgleichgewicht wurde eine Indikatormenge, entsprechend 1% des
Gesamtdurchsatzes pro Sekunde, als Dirac-Stol3 mithilfe eines Spatels als Impuls in die
Pulverdosierzone (Zone 1) des Extruders gegeben. Dies entsprach einer Indikatormenge von
100 mg. Das verwendete Detektor-System bestand aus einem LED-Ringlicht und einer
hochauflésenden CMOS-USB-Kamera (USB-CAM-H52, Phytec, Deutschland), deren Fokus
auf eine rechteckige Flache von Interesse dicht hinter der Dusenplatte auf das Extrudat
eingestellt wurde (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6 Bildausschnitt des Kamera-Systems zur MRT-Bestimmung. Der Kamerafokus ist
dargestellt als rotes Rechteck unmittelbar hinter der Disenplatte.

Die Auswertung der Messsignale erfolgte mit der zum Messsystem zugehoérigen ExtruVis3-
Software. Je nachdem, welcher Indikator verwendet wurde, wurde die relative Farbanderung
im RGB-Farbraum als Differenzsignals der RGB-Kanéle oder als euklidische Distanz AE
analysiert. AE bezeichnet den Abstand zweier Farben im CIE L*a*b Farbraum. Als Ergebnis
der Messung wurde eine Verweilzeitdichtefunktion, sog. Exit-Age-Funktion Exit(t), anhand der

experimentellen Daten durch die ExtruVis 3-Software ausgegeben (Formel (5.6)).

Exit(t) = =0
tt1(out) c(f)at (5.6)

Aus der Verweilzeitfunktion Exit(t) (5.6) wurde die mittlere Verweilzeit (MRT) berechnet (5.7).

t(out)
> tedt
MRT = =fs— (5.7)
[ cdt

t1
Die Rohdaten wurden zunachst mit Glattungsfaktoren in der Software geglattet und Exit(t)
projiziert. Auf Basis der projizierten Funktion wurden folgende KenngroRen der
Verweilzeitdichtefunktion kalkuliert: Anfluten des Indikators (tist), Zeitpunkt der hochsten
Indikatorkonzentration (tpeax), mittlere Verweilzeit (tmean) Und das Ende der Auswaschphase des
Indikators (tiast). Zusatzlich wurde die Varianz (0% als Streuparameter fur die

Verweilzeitdichtefunktion ausgegeben.
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5.2.6 Wasseraktivitat

Die Wasseraktivitat jeder Charge wurde anhand einer Probe vermessen. Fir eine Messung
wurde die Probe zunachst bis zur Akklimatisierung unter kontrollierten Bedingungen gelagert,
dann genlgend Probenmaterial in ein Probengefald mit einem Durchmesser von 14 mm
(PS-14, Rotronic Messgerate, Deutschland) gegeben, damit ein Grofteil des Probenraums
geflllt war. Die Proben wurden bis zur Messung verschlossen bei kontrollierten Bedingungen
von 21 °C - 22 °C gelagert. Zur Messung wurde das Probengefald mit Probe gedffnet und
zugig in einen Edelstahl-Probenhalter eingebracht. Dieser Probenhalter wurde mit einem
Messfuhler mit integriertem kapazitivem und Temperatursensor (HC2-AW-USB, Rotronic
Messgerate, Deutschland) dicht abgedeckt. Mittels HW4-Software (Version V3.8.0.16151,
Rotronic Messgerate, Deutschland) wurde die Messung gestartet. Als Endpunkt der Messung
wurde eine maximale Anderung von aw = 0,002 und T = 0,02 °C pro Minute toleriert. Lag die

Anderung der Werte innerhalb der Grenzwerte, wurde die Messung erfolgreich beendet.

5.2.7 Rheologische Untersuchungen

5.2.71 Viskositatsmessungen

Die Bestimmung der Viskositat verschiedener Quellflissigkeiten erfolgte unter der
Verwendung eines Rotationsviskosimeters (Kinexus Pro, Malvern Instruments, UK). Als
Messgeometrie  wurde ein  Kegel-Platte-System  (Kegel: CP1/60 SR2482SS,
Platte: PL65 0520SS) ausgewahlt. Der Offnungswinkel zwischen Kegel und Platte betrug 1°
und der Durchmesser des Kegels 60 mm. Zwei Methoden wurden verwendet: die dynamische
Viskositat wurde bei einer konstanten Scherrate von 10 s gemessen, wahrend das
rheologische Verhalten tber eine Scherrampe im Bereich von 0,01 — 1000 s™' aufgenommen
wurde. Temperiert wurde die untere Messgeometrie auf 25 °C, bzw. auf 40 °C. Die Messzeit
wurde flr beide Methoden auf 5 min festgelegt. Damit es keine Schwankungen der Viskositat
aufgrund inhomogenen Erwarmens gab, wurde vor jeder Messung eine Temperaturkonstanz
der Probe, mindestens jedoch 5 min, abgewartet. Uberstehendes Probenmaterial wurde mit
einem Kunststoffspatel entfernt. Die Messmethoden wurden mit der Software rSpace (Version
1.61.1968, Malvern Instruments, UK) erstellt. Zur rheologischen Untersuchung des ternaren
X-CMC-Na-Glycerol-Wasser Systems wurde ein Platte-Platte-System (U40 S0139 SS, PL65
0520SS) verwendet. Der Abstand zwischen den Platten betrug 1 mm und der Durchmesser
der oberen Messplatte 40 mm. Zur Messung der dynamischen Viskositat wurde eine konstante
Scherrate von 1 s verwendet. Die Messgeometrie wurde auf 25 °C temperiert. Uberstehendes
Probenmaterial wurde mit einem Kunststoffspatel entfernt. Die Messdauer betrug je Messung
48 h. Die Messmethode wurde ebenfalls mit der Software rSpace (Version 1.61.1968, Malvern

Instruments Limited, UK) erstellt.
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Dazu wurde 1 g Pulver in ein Schnappdeckelglas abgewogen. Aus einer Stammlésung mit
einer Glycerol-Wasser-Losung im Verhaltnis 8:2,3 (m/m) wurden 7 g mit einer 10 mL
Einwegspritze enthommen. Unmittelbar vor der Messung wurde die Losung zum Pulver
gegeben, mit einem Spatel zlgig verrihrt und mittig auf die untere Messgeometrie des
Rheometers gegossen. Im Anschluss wurde die Sequenz gestartet. Nach Erreichen des
Temperatur-Equilibriums wurde die Messung gestartet und mit einer
Thermalschutzabdeckung versehen. Die Strukturveranderung, respektive Gelentwicklung, galt

als abgeschlossen, wenn sich die dynamische Viskositat nicht mehr anderte.

5.2.7.2 Dynamisch-mechanische Analyse

Zur zerstérungsfreien Messung von Proben wurde eine DMA-Analyse mit einem
Oszillationsrheometer Anton Paar Rheometer MCR-302 (Anton Paar, Osterreich)
durchgeflhrt. Zur Messung wurde ein Platte-Platte-System mit profilierten Kreisplatten
(PP25/P2-SN60621) mit einem Kreisplattendurchmesser der Messgeometrien von d = 25 mm
eingesetzt. Die Probe wurde vorsichtig mittig auf die untere Kreisplatte aufgebracht. Zur
Messung wurde die obere Geometrie auf die Probe herabgefahren, bis eine Normalkraft
von 1 N gemessen wurde. Die Messtemperatur betrug 20 °C. Um die maximale
Deformationsamplitude zu bestimmen wurde eine Amplitudenrampe von 1-25%
Deformation in logarithmischer Skala mit 20 Werten pro Dekade durchgefihrt. Anschliel3end
wurde ein Punkt des linear-viskoelastischen Bereichs ausgewahlt, respektive
1 % Deformation, und die viskoelastische Charakterisierung mit einer Frequenzrampe von
0,1— 10 Hz in logarithmischer Skala mit 20 Werten pro Dekade vorgenommen. Die
Messmethode sowie Auswertung wurden mit der RHEOPLUS-Software (RHEOPLUS/32
V3.62, Anton Paar, (")sterreich) erstellt.

5.2.8 Zerfallszeit

Die Zerfallsprufung von weichen Kausttcken zur oralen Anwendung wurde analog zum Zerfall
von Tabletten und Kapsel nach Ph. Eur. 2.9.1, Test A (Ausgabe 9.0, 2017) durchgefihrt. Es
wurden dazu 3 bis 6 weiche Kaustlicke zu je 25 mg Arzneistoff, entsprechend etwa 1,3 cm
Lange, verwendet. Als Referenz wurden je 6 Einheiten der Marktprodukte vermessen. Die
Zerfallszeit wurde elektronisch mit einer automatischen Endpunktbestimmung bestimmt
(PTZ AUTO 1EZ, Pharma Test Apparatebau, Deutschland). Zur Auswertung wurden die

Mittelwerte, sowie die Standardabweichung der Zerfallszeiten herangezogen.
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5.2.9 Freisetzung

Die weichen Kaustlicke wurden in einer Blattrihrer-Apparatur, Apparatur 2 nach Ph. Eur. 2.9.3
(2017), freigesetzt. Als Freisetzungsmedium wurde 900 ml demineralisiertes Wasser von
37 £ 0,5 °C verwendet, welches vor der Freisetzung durch Ultraschall fur jeweils 30 min
entgast wurde. Die weichen Kaustlicke wurden auf je 750 mg pro Stlick zugeschnitten. Die
Anzahl der freigesetzten Einheiten entsprach entweder 3 oder 6 weichen Kaustliicken. Das
Medium wurde mit 50 UpM durch die BlattrGhrer durchmischt. Trotz Entgasen des
Freisetzungsmediums konnten Luftblasen an den verwendeten Blattriihrern beobachtet

werden.

Je Probenzug wurden 5 ml manuell mit einer 10 ml Spritze entnommen. Ein Nachfillen der
entnommenen Probenmenge erfolgte nicht. Die Proben wurden durch einen
Spritzenvorsatzfilter aus Polyethersulfon mit nominaler Porengrélie von maximal 0,45 um in
ein HPLC-Flaschchen gefiltert und in einer HPLC mit folgendem Aufbau vermessen
(Tabelle 5.9).

Tabelle 5.9 Verwendeter HPLC-Aufbau zur Gehaltsbestimmung.

Funktion Geratebezeichnung Hersteller

Pumpe STH 585 Gynkotek HPLC, Deutschland

ASI-100 Automated Sample

Automatischer Probenaufgeber Dionex Softron, Deutschland

Injector
Saulenofen Nicht angegeben Nicht angegeben
UV-Detektor uUVvD 340U Dionex Softron, Deutschland

Zur chromatographischen Trennung und Quantifizierung des Arzneistoffgehalts wurde eine
HPLC-Saule mit C-18-Umkehrphase (Eurospher Il 100-5 C18A, KNAUER Wissenschaftliche
Gerate, Deutschland) mit folgenden Einstellungen (Tabelle 5.10). und Gradientenmethode

(Tabelle 5.11) verwendet
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Tabelle 5.10 Einstellungen zur Gehaltsbestimmung mittels HPLC.

Einstellungen

Detektor-Wellenlange 210 nm
Flussrate 1,5 ml/min
Temperatur 40 °C
Injektionsvolumen 20 pl
Elutionstyp Gradientenelution

Tabelle 5.11 Gradientenelution zur Gehaltsbestimmung.

Eluent A Eluent B
Laufzeit [min]
Wasser Acetonitril
0-8 70> 5 30> 95
8-11 5 95
11 -12 5->70 95> 30
12-14 70 30

Fir die Gehaltsbestimmung wurde Acetonitril in HPLC-Gradienten Qualitat und Reinstwasser,

gefiltert durch eine Reinstwasseranlage, verwendet.
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Abbildung 5.7 Beispiel-Kalibrierkurve von PZQ zur Quantifizierung des Gehalts.

Jede Probe wurde in einer Dreifachbestimmung analysiert und als Mittelwert und analytische
Standardabweichung angegeben. Die Quantifizierung wurde anhand von zuvor erstellten
Kalibriergeraden vorgenommen. Dabei wurde im ersten Schritt eine Stammldsung einer
wassrigen PZQ-Lésung hergestellt und diese anschlieRend arithmetisch verdinnt. Eine

Beispielkurve ist in Abbildung 5.7 dargestellt.
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Zum Vergleich der Freisetzungsprofile wurde der Ahnlichkeitsfaktor f» bestimmt (5.8). Dieser
gab eine Aussage zur Ahnlichkeit im Freisetzungsverhalten von Probe und Referenz. Damit
Probe und Referenz als gleich gelten, muss f. einen Wert zwischen 50 und 100 annehmen.
Die zugrundeliegende Formel zur Berechnung ist gemal EMA definiert als
(EMA 2010):

100
f,= 50-log (5.8)

J 1+ ZERO-TOP?

n

In der Gleichung geben f, den Ahnlichkeitsfaktor, n ist die Anzahl der Messpunkte und R(t)
und T(t) die mittlere freigesetzte Arzneistoffmenge zum Zeitpunkt t flir die Referenzprobe R
und der Testprobe T an. Zum Vergleich wurden nur diejenigen Messwerte herangezogen, die
zur selben Zeit nach Freisetzungsbeginn ermittelt wurden (t = 1, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 240).

Die zugrundeliegende Freisetzungskinetik wurde mithilfe der Peppas-Gleichung (Ritger und

Peppas 1987) beschrieben:
— = kt" (5.9)

Die Gleichung beschreibt die anteilig freigesetzte Arzneistoffmenge M, die Freisetzungszeit ¢,

Konstante k und den Freisetzungsexponent n. Nach Logarithmieren beider Achsen kann n als
Steigung der Regressionsgeraden abgelesen werden. Zur Auswertung wurden lediglich

Messwerte bis zu einer freigesetzten Arzneistoffmenge < 60 % herangezogen.

5.2.9.1 Bestimmung der Sattigungsloslichkeit

Zur Bestimmung der Sattigungsloslichkeit von PZQ wurden 3 g PZQ in 150 g einer Gycerol-
Wasser-Mischung mit 80 % Glycerol (m/m) in einem Schraubdeckelglas suspendiert. PZQ lag
somit im Uberschuss vor. Der Ansatz wurde bei 300 UpM auf einem Magnetriihrer mit
Ruhrfisch bei 40 °C fir mindestens 7 Tage gerthrt. Nach Abklhlen der Suspension auf
Raumtemperatur wurde die Suspension durch einen 0,45 pym Polyethersulfon-Filter filtriert und
mittels HPLC-Methode (Kapitel 5.2.9) quantifiziert. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung des
Gehalts.

169



Experimenteller Teil

5.2.10 Gleichformigkeit des Gehalts

Aufgrund der fehlenden Zuordnung der Arzneiform zu einer bestehen Darreichungsform wurde
zur Bestimmung der Gleichformigkeit einzeldosierter Arzneiformen die Bestimmung der
Gleichférmigkeit des Gehalts durchgefuhrt. Dazu wurden weiche Kaustlicke der optimierten
Formulierung (Kapitel 5.2.2.3) zu je etwa 750 mg einzeln verblistert. Von diesen Einheiten
wurden zuféallig 10 Dosen entnommen. Jedes Kaustick wurde anschlielend separat in
500,0 mL dem. Wasser dispergiert und bis zur vollstandigen Losung des Arzneistoffs gewartet.
Zur Quantifizierung wurde derselbe HPLC-Aufbau wie zur Quantifizierung der Freisetzung
verwendet (Kapitel 5.2.9). AnschlieRend wurde der Akzeptanzwert (AV) nach Monographie
2.9.40 des Ph. Eur. 10.0 mit Formel (5.10) bestimmt.

AV =|M- X+ ks| (5.10)

Der Mittelwert der Einzelgehalte X wird als Prozentsatz des Gehalts einer Dosis von 25 mg
angegeben, die Standardabweichung s als dimensionslose GroRRe. Der Referenzwert M wird
nach Ermittlung von X anhand der Tabelle 2.9.40-2 der Monographie abgelesen und kann
Werte zwischen 98,5 % und 101,5 % annehmen. Fir einen Probenumfang von 10 Kaustlicken
gilt fir Akzeptanzkonstante k = 2,4. Damit die grof3tmogliche zulassige Akzeptanz gegeben
ist, muss AV dem Kriterium L7 =15 entsprechen; damit darf AV <15 sein, um von einer

homogenen Verteilung des Arzneistoffs ausgehen zu kénnen.

5.2.11 Statistische Auswertung

5.211.1 Varianzanalyse (ANOVA)

Mithilfe der Software Origin 2020 wurde eine ANOVA durchgefihrt. Aus dem Mittelwert-
Vergleich der Eingabeparameter wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient R bestimmt. Die
Verschiedenheit der ermittelten Signifikanzwerte p wurden auf einem Signifikanzniveau von
0,05 beurteilt und verglichen. Wurde das Signifikanzniveau von 0,05 Uberschritten,

unterschieden sich die Mittelwerte mit einer 95 %igen Wahrscheinlichkeit nicht voneinander.

5.2.11.2 Durchfuhrung der statistischen Versuchsplanung

In einem statistischen Versuchsplan wurden die ProzesseinflussgroRen auf die Produktqualitat
untersucht. Dazu wurde mithilfe der Software Modde 12 Pro (Sartorius Stedim Data Analytics,
Schweden) zuerst ein Screening durchgefihrt, um die Grenzen der Prozessparameter auf
Umsetzbarkeit zu testen. In einem vollfaktoriellen 2%-Versuchsplan mit Triplikat des
Zentralpunkts wurden die Qualitdtsparameter Harte, Zerfallszeit und aw analysiert (Tabelle
3.16).
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Aufgrund der hohen Anzahl an Extrusionen wurden die Versuche an drei Tagen durchgeflhrt.
Damit wurde auch das Risiko systematischer StorgroRen geringgehalten. Die statistische
Auswertung der ZielgréRen erfolgte unter Verwendung einer multiplen linearen Regression

(MLR) als Regressionsmodell.

Nach Auswertung des Screenings wurde auf Basis dessen ein Optimierungsversuchsplan
aufgestellt. Aufgrund zuvor ermittelter Grenzen der Prozessparameter wurde dazu ein CCF-
Design fur drei Faktoren ausgewahlt. Dabei wurden Sternpunkte orthogonal zur
Versuchsebene in die Untersuchung einbezogen. Es wurden 14 Versuche mit Triplikat der
Zentralpunkte im CCF-Design durchgefihrt (Tabelle 3.17). Auch bei der Realisierung des
CCF-Designs konnten nicht alle Versuche an einem Tag umgesetzt werden. Die Versuche
wurden ebenfalls an drei Tagen durchgeflihrt. Zur Auswertung wurden ebenfalls die Harte,

Zerfallszeit und aw mithilfe der multiplen linearen Regression als CQA ausgewertet.

5.2.12 Rasterelektronenmikroskopie

Die Partikelgrole und -—-morphologie der Hilfsstoffe und PZQ wurde mit dem
Rasterelektronenmikroskop Phenom G2 Pro (Phenom-World, Niederlande) untersucht. Dazu
wurden Bilder bei einer Arbeitspannung von 5 kV erstellt. Sofern nicht anders angegeben,
wurden die Proben unbeschichtet vermessen. Fur empfindliche Proben, die Aufladungseffekte
wahrend der Messung zeigten, wurde eine 14 nm dicke Goldschicht vor der Messung

aufgetragen (Automatic Sputter Coater MSC 1T, Ingenieurbiro Peter Liebscher, Deutschland).

5.2.13 Lichtmikroskopie

Die Untersuchung der Quellungskinetik von X-CMC-Na in Wasser oder einer Glycerol-Wasser-
Lésung wurde mithilfe des inversen Ti Mikroskops (Nikon, Deutschland) durchgefiihrt. Das
System wurde mit einem Apo LWD 40x WI AS DIC N2-Objektiv ausgestattet. Als Scanmodus
wurde fast verwendet. Zur besseren Darstellung der Bilder wurde zur Verminderung von
lokalen Lichtabschattung, z.B. durch Staub, eine Korrektur des Abschattungsbildes, sog.
shading correction, durchgeflhrt und fir die nachfolgenden Messserien beibehalten. Um mit
zunehmendem Quellungsgrad der X-CMC-Na-Partikel eine gute Darstellbarkeit zu
gewahrleisten, wurde ein Differentialinterferenzkontrast (DIC) verwendet. So konnten auch
durchscheinende Strukturen in den Lichtbildaufnahmen mit ausreichendem Kontrast

dargestellt werden.

Es wurden zwei Zeitserien zur Erfassung der Quellungskinetik mit einem Stichprobenumfang
von jeweils n = 1 durchgefuhrt. Zur Vorbereitung der Probe wurde X-CMC-Na in einer dinnen
Pulverschicht auf einen Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas so bedeckt, dass eine

Kante des Deckglases Uberstand.

171



Experimenteller Teil

AnschlieRend wurden Objekttrager und Deckglas mit Klebeband fixiert. Der Objekttrager
wurde Deckglas-seitig in die Halterung des Mikroskops eingespannt und die Messung
gestartet. In der ersten Zeitserie wurde gereinigtes Wasser mit einer Eppendorfpipette auf das
uberstehende Deckglas aufgegeben, sodass sich dieses durch Kapillarkrafte zwischen
Deckglas und Objekttrager verteilte. Fir die erste Zeitserie wurden Bilder mit einer
durchschnittlichen Bildaufnahmerate von 39,4 ms/Bild aufgenommen. In der zweiten Zeitserie
wurde eine Glycerol-Wasser-Mischung mit Glycerol zu Wasser-Mischungsverhaltnis 8:2,3,
entsprechend einer 77,7 %igen Glycerollésung (m/m) anstelle von gereinigtem Wasser auf
das vorstehende Deckglas aufgetropft und durch Kapillarkrafte zwischen Deckglas und

Objekttrager verteilt. Die Bildaufnahmerate in der zweiten Zeitserie betrug 500 ms/Bild.

5.2.14 Konfokale Ramanmikroskopie
5.2141 Allgemeine Messbedingungen

Zur optischen Aufklarung wurde das konfokale Raman-Mikroskop alpha3000 R (WITec, Ulm,
Deutschland) verwendet Zur Anregung der Probe wurde dem Messsystem ein
fasergekoppelter Single-Mode-DPSS-Laser der Wellenlange 532 nm (grin) oder 785 nm (rot)
zugeschaltet. Zur VergrofRerung der Probe wurde ein Zeiss EC Epiplan-Neofluar HD
20x/0,5 NA verwendet. Als Detektorsystem wurde das WITec UHTS 300 mit einer Andor iDus
Deep Depletion CCD-Kamera kombiniert, welche auf -60 °C gekihlt wurden. Das Streulicht
wurde an einem Reflexionsgitter von 600 Linien/mm aufgetrennt. Mithilfe der Software Project
FIVE (Version 5.2.3.78, WITec, Ulm, Deutschland) wurden die Messdaten ausgewertet und

Raman-Bilder erstellt.

Kosmische Strahlung wurde aus den Raman-Bildern entfernt und eine Hintergrundsubtraktion
durchgefuhrt. Zuletzt wurden die Messwerte auf einen stoffspezifischen Peak normalisiert. Das
Mikroskop verflgte dartber hinaus Uber einen Hellfeld- und Dunkelfeld-Modus. Im Hellfeld-
Modus wurde die Probenstruktur durch Bilder aufgenommen, wahrend im Dunkelfeld-Modus
die Beurteilung der Oberflachenstruktur moglich wurde. Einzelbilder wurden in der Software

als stitching-Bild zu einer Ubersicht zusammengefiihrt.

Die verwendete Laserleistung, Integrations- und Abtastgeschwindigkeit wurden fir jede
Messung individuell angepasst. Wurde keine Angabe gemacht, wurde eine Integrationszeit
von 0,1 s, sowie eine Abtastgeschwindigkeit von 16 s/Linie verwendet. Zur Messung wurden
Gelproben aufgetropft oder ausgestrichen und ohne Deckglaschen unter dem Mikroskop
vermessen. Wurde eine Farbstofflésung vermessen, erfolgte die Fixierung des Tropfens mit

einem Deckglaschen.
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5.214.2 Gele

Zur Untersuchung der ternaren Gelformulierung aus X-CMC-Na, Glycerol und Wasser wurde
ein Reinstoff-Spektrum von X-CMC-Na und ein Misch-Spektrum einer 75 %igen Glycerol-
Wasser-Mischung (m/m) aufgenommen. Anschlieliend wurden an verschiedenen Positionen
innerhalb einer frisch hergestellten Probe Raman-Spektren erstellt. Glycerol zeigte einen
charakteristischen Peak bei 852 cm™ und wurde als Bezugsgrofie zur ausgewahlt. Nachdem
die Hintergrundkorrektur durchgefuhrt wurde, wurden alle Spektren auf den Glycerol-Peak
normalisiert. Der Vergleich der Spektren erfolgte anhand der zuvor ausgewahlten Regionen.
Zur Ermittlung des Anteils von X-CMC-Na auf die fur Wasser charakteristischen Banden bei
3000 — 3750 1/cm wurden Differenz-Spektren berechnet. Dazu wurden die zuvor
hintergrundkorrigierten Spektren und das X-CMC-Na-Reinstoff-Spektrum statt auf einen fur
Glycerol charakteristischen Peak bei 852 1/cm, auf einen fir X-CMC-Na charakteristischen

Peak bei 1377 1/cm normalisiert und die Differenz berechnet.

Das Reinstoff-Spektrum von X-CMC-Na, sowie das Misch-Spektrum der eingesetzten

Glycerol-Wasser-Mischung sind in (Abbildung 5.8) dargestellt.
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Abbildung 5.8 Raman-Reinspektren der verwendeten Glycerol-Wasser-Mischung und X-CMC-Na bei
Anregung mit einem 852 nm Laser.

Um die Quellungskinetik mithilfe von Fluoreszenz im Raman-Mikroskop zu untersuchen wurde
eine Rhodamin B-haltige Wasser-Glycerol-Mischung (11 pg/mL Rhodamin B und 77,7 %
Glycerol (m/m) in der Wasserphase) mit X-CMC-Na im L/S-Verhaltnis von 7:1 vermischt. Ein
Tropfen der noch flissigen Suspension wurde unmittelbar nach dem Dispergieren auf einen
Objekttrager getropft und 2 h bis zur Verfestigung gewartet. Im Mikroskop-Bild wurden
Bereiche von Interesse (ROI) ausgewahlt und anschlieRend die genaue Position, sowie

Raman-Spektren der Positionen innerhalb des Bereichs aufgenommen.
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5.2.15 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Fluoreszenzuntersuchung wurde das invers-konfokale Laserscanningmikroskop Zeiss
LSM 880 Airyscan verwendet. Als Objektiv. wurde ein  C-Apochromat-
Wasserimmersionsobjektiv mit 40x-facher Vergroflerung und numerischer Apertur von NA =
1,2 gemeinsam mit einem Immersionsol Typ W, geeignet fur Wasserobjektive, verwendet. Um
die Detektion von Streulicht auRerhalb des Fokus zu reduzieren, wurde eine Lochblende des
Offnungsdurchmessers von 40,8 um verwendet. Zur Anregung des verwendeten Fluoreszenz-

Farbstoffe Rhodamin B, Rhodamin 6G und Nilrot wurde ein 561 nm Laser verwendet.

Zur Erfassung des Durchlichts wurde ein T-PMT-Detektor (Kanal A), sowie zur Detektion des
emittierten Fluoreszenzlichtes ein GaAsP-Detektor in einer sequenziellen Serie mit
Detektorbereichen zwischen 569 bis 589 nm mit einem gain von 800 (Kanal B) und 659 bis
679 nm mit gain 500 (Kanal C) verwendet. Abweichende Detektorbereiche wurden
angegeben. In Vorversuchen wurden die Laserfarbstoffe Rhodamin B, Rhodamin 6G und
Nilrot auf ihre Eignung fur die Langzeitkinetik-Untersuchung gepruft. Zur Ermittlung der
Photostabilitdt und Emissionswiederherstellung der Farbstoffe nach Bleichen wurden diese
durch maximale Laserintensitat des 561 nm Lasers geblichen und die Fluoreszenzerholung
gemessen. Der aufgenommene Bildausschnitt betrug 512 x 512 Pixel mit einer lateralen
Auflésung von 0,42 x 0,42 um pro Pixel, entsprechend einer Gesamtflache von 215 x 215 uym=.
Die zu messenden Proben wurden in eine Probenkammer mit Glasboden (u-Dish 35 mm, high
glass bottom; Ibidi, Deutschland) Gberfihrt und mit einem Auflegedeckel verschlossen. Nach
dem Positionieren des Objekttragers wurden die Messparameter eingestellt und die Messung
durchgeflihrt.

Fir die Langzeitkinetik-Untersuchung wurde eine Probe aus X-CMC-Na im Verhaltnis 1:7 (L/S)
mit einer gesattigten Nilrot-Glycerol-Wasser-Lésung im Glycerol zu Wasser Verhaltnis 8:2,3
versetzt, kurz und zlgig vermischt und im noch gieRbaren Zustand in die Probenkammer des
Objekttragers Uberflihrt. Nach Positionierung der Probe unter dem Mikroskop wurde die
Messung umgehend gestartet. Die Parameter wurden zuvor eingestellt. Fur die Kanale A, B
und C wurden Uber einen Zeitraum von 43 min je ein Bild alle 10 s aufgenommen. Nach 43
min wurde die Bildakquirierungsrate auf 1 min 30 s je Bild gesenkt und bis zu einer
Gesamtlaufzeit von 17 Stunden und 37 min vermessen und der Fokus mittels des
Autofokussystems Definite Fokus 2 gehalten. Der aufgenommene Bildausschnitt betrug
1024 x 1024 Pixel mit einer lateralen Auflésung von 0,21 x 0,21 um pro Pixel, entsprechend

einer Gesamtflache von 215 x 215 uym2.
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In einer Reproduzierbarkeitsstudie wurde das gleiche Parameter-Set der Langzeitkinetik-
Untersuchung verwendet, lediglich die Bildaufnahmerate wurde zur besseren Nachverfolgung
angepasst. Diese betrug fur die ersten 300 Bilder 3000 s, entsprechend einer Aufnahmerate
von einem Bild alle 10 s. AnschlieBend wurde die Bildaufnahmerate auf ein Bild alle 90 s
gesenkt und die Messung fir mindestens 17 h weitergefuhrt. Die Auswertung der Bilder
erfolgte mithilfe des vorkonfigurierten Software-Pakets Fiji (Version V3_20201217, Center of
Advanced imaging (CAi), Deutschland; ImageJ, Version: 1.53c (Schindelin et al. 2012)). Um
eine Veranderung der Fluoreszenzintensitdt zu bestimmen, wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat iber den gesamten Bildausschnitt bestimmt. Zur besseren Darstellung
der Bilder wurde der Kontrast der Darstellungen angehoben und diente ausschlie3lich der
Visualisierung. Eine relative Zunahme der Fluoreszenz zwischen den Kanalen wurde aus dem
Verhaltnis Kanal B zu Kanal C bestimmt. Fur die Darstellung der Intensitatsunterschiede im
Falschfarbenbild wurde zunachst ein Median-Filter mit vier Pixel Filterweite auf Kanal B und C
angewandt. AnschlieRend wurde das Verhaltnis der Kanale Gber FIJI kalkuliert, der Kontrast
handisch angepasst und eingefarbt. Zur weiteren Beurteilung des Kinetikversuchs wurde die
GroRe ausgewahlter, sichtbarer Partikel Uber die Funktion region of interest (ROI) gemessen

und ein Flachenzuwachs Uber den Messzeitraum bestimmt.

Die Bestimmung der Autofluoreszenz von X-CMC-Na wurde an einer frisch hergestellten
ternaren X-CMC-Na-Glycerol-Wasser-Mischung mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop
vorgenommen. Hierzu wurde der gleiche experimentelle Aufbau wie zur Kinetik-Untersuchung
verwendet. Es wurde jedoch kein Farbstoff in der Flissigphase geldst. Die Bestimmung der
Fluoreszenz erfolgte wie in der Auswertung der Langzeitkinetik-Untersuchung beschrieben als
mittlere Fluoreszenz Uber den vollstandigen Bildausschnitt ebenfalls mithilfe des

vorkonfigurierten Software-Pakets Fiji berechnet.

In einem weiteren Experiment wurde die mittlere Fluoreszenz der reinen Nilrot-Losung als
Kontrolle gemessen. Dazu wurde die zuvor hergestellte, mit Nilrot Ubersattigte, Glycerol-
Wasser-Mischung unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Uber eine Messdauer von
4000 s (= 66,7 min) wurden Bilder mit einer Bildaufnahmerate von 10 s/Bild aufgenommen. Im
Gegensatz zur Kinetik-Untersuchung wurden zwei Detektoren zur zeitgleichen Erfassung der
Fluoreszenz verwendet: Kanal B wurde mit einem GaAsP-Detektor, Kanal C mit einem PMT-
Detektor gemessen. Die ubrigen Messbedingungen wurden beibehalten. Im betrachteten
Bildausschnitt wurde ein Nilrot-Partikel gesucht und den Fokus auf das Partikel festgesetzt.
Die Auswertung erfolgte als mittlere Fluoreszenzintensitat und der Bildung der relativen

Anderung der Kanéle B und C.
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6 Anhang
Tabelle 6.1 Ubersicht der verwendeten Formulierungen zur Formulierungsentwicklung in Kapitel 3.1.
Bestandteile Funktion
Original a b N d
9 (K30) (HPC) (K30_XPVP) (HPC_XPVP)
PZQ 6,99 6,99 6,99 6,99 6,99 Arzneistoff
PLP 20,40 20,40 20,40 20,40 20,40 Aromastoff
X-CMC-Na 14,57 14,57 14,57 -
Zerfallhilfsmittel
XPVP e e e 14,57 14,57
Mannitol 40,79 48,95 48,95 48,95 48,95 Bindemittel
DCP 816 - e e e Fullstoff
PEG 3350 909 - e e e
PVP K30 - 9,09 - 909 - Porenbildner
HPC-SSL - - 909 - 9,09
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Tabelle 6.2 Ubersicht der verwendeten Formulierungen zur Charakterisierung weicher Kaustiicke in
Kapitel 3.2.

Pulvermischung % Gesamt %
K12 K30 K90 V664 oPLP | K12 K30 K90 VAG4 oPLP
fine fine

Praziquantel 699 699 699 699 1209 | 353 353 353 353 6,10
PLP 20,40 20,40 20,40 2040 - 10,30 10,30 10,30 10,30 ---

X-CMC-Na 14,57 14,57 14,57 14,57 1967 | 735 735 735 7,35 9,93

Mannitol 48,95 4895 4895 48,95 54,05 | 24,71 24,71 2471 2471 27,28
PVP K12 9,09 - 4,59
PVP K30 --- 9,09 14,19 --- 4,59 7,16
PVP K90 --- 9,09 - - 4,59
VA64fine - 9,09 - - 4,59
dem. Wasser - - - --- - 914 914 914 914 9,14
Glycerol - --- | 40,83 40,83 40,83 40,83 40,83

Tabelle 6.3 Verwendete Marktprodukte im Vergleich mit weichen Kaustlicken in Kapitel 3.3.

Produkt Hersteller Arzneistoff Dosisstarke
. Praziquantel, 25 mg,
Milbemax Elanco Milbemycin-Oxim 2,5mg
Quellin® Soft Chews Bayer Animal Health Carprofen 25mg
Advantus Soft Chews Bayer Animal Health Imidacloprid 37,5mg
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Tabelle 6.4 ANOVA-Tabellen der Formulierungen oPLP, K90 und VA64fine.

e e et WM
Temperatur 1 0,0313 0,0313 0,0517 0,8291
Lagerzeit 5 4,2628 0,8526 1,4084 0,3581
Modell 6 4,2941 0,7157 1,1823 0,4365
VAG4fine DF sgrar:‘:af:r M'gi:‘(’jer:t:er F-Wert p-Wert
Temperatur 1 0,2870 0,2870 1,2689 0,3030
Lagerzeit 6 4,9008 0,8168 3,6110 0,0717
Modell 7 5,1878 0,7411 3,2764 0,0847
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