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Abstract

Parasiten beim Haustier sind nicht nur unangenehm, sondern vielmehr auch Ubertrager
gefahrlicher Krankheiten. Ein effizienter und lang anhaltender Schutz ist daher
wlnschenswert. Ziel dieser Arbeit war es, ein Formulierungskonzept zur topischen
Anwendung mit langer Wirkdauer gegen Ektoparasiten, wie Zecken und Fléhe, zu
entwickeln. Als Wirkstoffe stehen Flumethrin und Imidacloprid zur Verfigung. Far eine
retardierte Freisetzung wird der Wirkstoff in einer Polymermatrix aus nicht bioabbaubaren
Polymeren, wie Polystyrol und Polymethylmethacrylat, verkapselt. Die Herstellung der
Partikel erfolgt entweder Uber ein Sprihtrocknungs- oder ein Emulsion Evaporation
Verfahren. Die ca. 2 um grof3en Partikel sollen im Fell haften und den Wirkstoff Gber drei
Monate freisetzen. Die Anbindung an das Fell kann zum einen uber elektrostatische
Wechselwirkungen erfolgen, zum anderen Uber eine Antigen—Antikdrper—Bindung. Hierflr ist
die Ausstattung der Partikeloberflache mit funktionellen Gruppen Voraussetzung. Dies
geschieht unter Verwendung der Copolymere Poly(meth)acrylat (Eudragit®) und Styrol-
Maleinsaureanhydrid.

Untersucht wurde der Einfluss der Formulierungsbestandteile auf die Partikeleigenschaften.
Eine Optimierung hinsichtlich des Wirkstoffgehalts, der Grofe und des Freisetzungs-
verhaltens wurde durchgefihrt. Die tber das Emulsion Evaporation Verfahren hergestellten
Partikel zeigen grundsatzlich gunstigere Eigenschaften. Ein hoher Wirkstoffgehalt
beschleunigt die Invitro Freisetzung ebenso, wie ein niederes Molgewicht des
Matrixpolymers. Durch den Massenanteil der verwendeten Copolymere ist die Partikelgrofl3e
variierbar. In einem Invivo Versuch kann nach neun Wochen noch eine 55 %ige

Wirksamkeit gegen Zecken erreicht werden
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A.1l Einleitung

In unserer heutigen Zeit haben Haustiere einen hohen Stellenwert erlangt. Das
Zusammenleben mit ihnen ist Teil moderner Lebensqualitdt geworden. Fir viele Menschen
sind ihre Haustiere lieb gewonnene, vollwertige Familienmitglieder. Fir andere ersetzen die
Tiere sogar die Familie. Die Beziehung zum Haustier ist somit rein emotional, und in keiner
Weise unter einem wirtschaftlichen Aspekt zu betrachten. Weil sie so wichtig sind, erfahren
Haustiere beinahe die gleiche Aufmerksamkeit und Gesundheitsfiirsorge wie Menschen. Das
Wohlergehen des Tieres steht fir den Besitzer an erster Stelle. Dabei ist er nicht kosten-,
sondern nutzenorientiert.

Im Nutztiersektor dagegen spielen Kosten eine enorme Rolle. Veterindrmedizinische
Praparate missen schnell und einfach anwendbar sein, auch fir eine grof3e Anzahl an
Tieren. Aber vor allem muissen die Kosten gering sein. Wirtschaftlichkeit und Rentabilitat
sichern hier das Uberleben der Betriebe.

Wahrend also Kosten im Nutztierbereich von groRer Bedeutung sind, spielen die
Behandlungskosten im Haustiersektor eine untergeordnete Rolle. So kénnen in diesem
Bereich groRRere Preisspannen erzielt werden, was die veterinarmedizinischen Produkte flr
Haustiere fir die Industrie besonders attraktiv macht.

Neben den auch in der Humanmedizin bekannten Erkrankungen sind immer noch
vorwiegend Parasiten ein Problem bei Hund und Katze. Bei den Endoparasiten waren
Spulwirmer, Hakenwirmer, Peitschenwirmer und Bandwirmer zu nennen. Im
ektoparasitdren Bereich sind vor allem Zecken, Flohe, Lause, Haarlinge und Milben von
Bedeutung.

Der Befall mit Zecken und / oder Flohen wird vom Tierbesitzer als sehr unangenehm
empfunden, zudem konnen durch solche Parasiten auch Krankheiten tbertragen werden.
Eine sofortige Wirkung, sog. Knock Down Effekt, des angewendeten Ektoparasitizids ist
daher vom Kunden erwinscht. Der Markt bietet zur Bekdmpfung von Zecken und Fléhen
verschiedenste Arzneiformen an: Shampoo, Spray, Tabletten, Injektions-Suspension,
Spot on, Halsband. Die Wirkdauer der einzelnen Formulierungen ist dabei auf 1-2 Monate
beschrankt, nur die Halsbander weisen eine langere Wirksamkeit von bis zu 6 Monaten auf.
Die Handhabung eines Praparates sollte genauso einfach wie effektiv sein. Zudem ist eine
lange Wirkdauer von Vorteil. Die sog. Spot ons werden im Nacken des Tieres aufgetragen
und verteilen sich durch Spreitungseffekte Uber den gesamten Koérper. Innerhalb von 24 h
tritt die Wirkung ein und halt je nach Parasit und Praparat 4 bis 8 Wochen an (z.B.

Advantage / Advantix von der Bayer Animal Health GmbH gegen Fléhe / Zecken und Fl6he;
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Wirkdauer 4 Wochen [12]; Frontline von Merial, Wirkdauer gegen Zecken 4 Wochen und
gegen Fléhe 8 Wochen. [45]) Im Gegensatz dazu haben Floh- und Zeckenhalsbander eine
Wirkdauer von bis zu 6 Monaten (z.B. Bolfo / Kiltix von der Bayer Animal Health GmbH
gegen Floéhe und Zecken; Wirkdauer bis zu 6 Monaten. [16]) Auch hier ist die Anwendung
denkbar einfach: das Halsband wird dem Tier um den Hals gelegt und verbleibt tber den
Zeitraum der Wirkdauer am Hals des Tieres. Wirkungseintritt ist allerdings erst nach ca.
1-2 Tagen zu beobachten. Diese Latenzzeit wird vom Kunden jedoch problemlos akzeptiert.

In der vorliegenden Arbeit soll nun eine Formulierung entwickelt werden, die sowohl die
Vorteile der Spot ons als auch die Vorteile der Halsbander vereint. Das neue Produkt soll
einfach und sicher in der Anwendung sein, ein Knock Down Effekt ist erwinscht, Wirkdauer

uber 3-6 Monate und so unaufféllig wie ein Spot on.

A.2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Herstellung und Charakterisierung von
polymeren Mikropartikeln, die ein eingebettetes Insektizid (ber einen Zeitraum von
3-6 Monaten freisetzen sollen. Dabei missen die Partikel so klein sein, dass sie mit dem
bloRen Auge nicht mehr im Fell des Tieres sichtbar sind. Zudem muss die Freisetzung so
langsam von statten gehen oder die Beladung so hoch sein, dass die gewtinschte Wirkdauer
erreicht werden kann. Eine Formulierung als Spray oder Wipe on ist das Ziel, da sie
besonders anwenderfreundlich sind. Die Polymerpartikel missen jedoch nicht nur auf das
Tier aufgebracht werden, sie missen auch im Fell haften. Hierzu gibt es zum einen die
Mdglichkeit, die Partikel Gber anionische oder kationische Wechselwirkungen an das Haar zu
binden, so wie es auch bei Haarsprays und Haarlacken der Fall ist. Zum anderen ist eine
Anbindung Uber Antikorper, die spezifisch fur ein Antigen des Hundehaars sind, denkbar.
[13] Letztere Methode bringt die groRe Herausforderung der Stabilisierung eines Antikdrpers
in einer Formulierung mit sich.

Im Folgenden geht es nun um die Methodenentwicklung zur Herstellung polymerer
Mikropartikel  definierter GroRe mit modifizierter Oberflache und geeignetem

Freisetzungsprofil.
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B.1 Parasitologie

B.1.1 Zecken

Zecken gehdren zu den Spinnentieren und besitzen somit vier, im Larvenstadium nur drei,
Beinpaare. Es werden zwei Familien unterschieden: die Argasidae (Lederzecken) und die
Ixodidae (Schildzecken). Voll gesogen kdnnen sie bis zu 3 cm grol3 werden. Charakteristisch
fur Zecken ist ihr ausgepragtes Beil3werkzeug und das sog. Hallersche Organ. Das
Hallersche Organ ist eine mit Chemorezeptoren, die sich auch entlang der Vorderbeine
finden, bestuckte Grube an den Vordertarsen (Endglieder der Vorderbeine) der Zecke, das
der Findung eines Wirtes dient. Mit ihrem ausgepragten Beil3werkzeug graben sie sich in die
Haut. Dabei stechen sie keine Ader an, sondern formen mit ihrem Sauger eine Grube, die
wahrend des langer dauernden Saugvorgangs mehrmals mit Blut vollauft. Die
Zeckencuticula ist so dehnbar, dass die Zecke mehrere Male das eigene Koérpergewicht an
Blut aufsaugen und der Korper stark anschwellen kann. Bei dem Saugvorgang, der eine
Dauer von mehreren Minuten bis Tagen hat, entzieht die Zecke ihrem Wirt eine beachtliche
Menge Blut, die bei starkem Zeckenbefall zu einer Anamie beim Wirtstier fiihren kann,
welche dadurch dann besonders anféllig fir Infektionskrankheiten sind. Wahrend des
Saugvorgangs injiziert die Zecke Speichel in die Stichwunde, der neben
gerinnungshemmenden, betdubenden und gefalRerweiternden  Substanzen auch
Krankheitserreger und neurotoxische Substanzen enthdlt. Letztere fihren zu einer Paralyse
(aufsteigende Zeckenlahme), die bei Erreichen der Atemmuskulatur zum Tod des Wirtes
fuhrt. Diese Lahmung ist jedoch meist reversibel, wenn die Zecke rechtzeitig entfernt wird.

Im Allgemeinen saugen alle Entwicklungsstadien der Zecke Blut. Aus dem Ei entwickelt sich
eine Larve, welche sich nach einer Hautung zur Nymphe differenziert, die sich dann
schlie3lich nach erneuter Hautung zum geschlechtsreifen, adulten Tier ausbildet. Jedes
Stadium wird mit der zum Wachstum notwendigen Hautung abgeschlossen, auf3erdem ist fir
jede Hautung und vor der Eiablage eine Blutmahlzeit notwendig. Der Lebenszyklus einer
Zecke wird durch Zeiten des Hungerns, welche von langer Dauer sein konnen,
charakterisiert. Die Nahrungsaufnahme nimmt nur einen kleinen Teil im Leben einer Zecke in
Anspruch. In diesen Zeiten werden jedoch enorme Mengen Blut aufgesaugt.

Der Entwicklungszyklus einer Schildzecke kann bis zu sechs Jahre dauern, dabei nimmt der
Kontakt mit dem Wirt nur 2 % dieser Zeit in Anspruch. Hungerperioden von mehr als drei
Jahren sind keine Seltenheit. Es wurden schon Gattungen beobachtet, die 14 Jahre ohne

Nahrung auskamen. Diese Fahigkeit ist flr die Zecke sehr wichtig. Wenn die Epidemiologie
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und die Ubertragung gewisser Pathogene durch die Zecke betrachtet wird, muss jedoch die
lange Uberlebensdauer der Zecke mit bedacht werden. [43]

Zecken sind Ubertrager wichtiger Krankheiten, die sowohl den Haustieren als auch
Menschen gefahrlich werden kdnnen, da sie keine grof3e Wirtsspezifitdt besitzen. Zu den
Krankheitserregern zéhlen Viren, Bakterien, Rickettsien, Anaplasmen, Protozoen und
Nematoden. Ubertragen werden Erreger durch Speichel und Darminhalt der Zecke, sowie
durch den Frafl3 dieser durch den Wirt. Speichel injiziert die Zecke wahrend der Blutmahlzeit
in die Stichwunde, um Blutgerinnung und Schmerzempfindung zu unterdriicken. Zudem
kommt es auch vor, dass sie Teile des Darminhalts in den Wirt pumpt. Nematoden
ubertragen sich durch den Fral3 der Zecke auf den Wirt (,abknabbern“ der Zecke von der
Haut). Ixodes ricinus (Abb. 1) als sehr haufig vorkommende Zeckenart, ist der Ubertrager
des TBE-Virus, das die Frihsommermeningoencephalitis (FSME, Hirnhautentziindung)
auslost, und Ubertrager des Bakteriums Borrelia burgdorferi, welches die Ursache fur die

Lyme-Krankheit oder auch Borreliose ist.

Abb. 1 Ixodes ricinus

Gegen FSME ist eine Impfung mdglich. Drei Teilimpfungen schitzen durch aktive
Immunisierung fur drei Jahre, bevor eine Auffrischung des Impfschutzes notwendig wird. [25;
48] Symptome der Borreliose sind die Wanderréte und in Phase eins grippeartige
Symptome. In Phase zwei kénnen Herzmuskelentzindung, Arthritis, Nervenentziindungen
und Lahmungen auftreten. Phase drei beinhaltet Syphilis-ahnliche, Multiple-Sklerose-
ahnliche Hirnveranderungen. Die einzelnen Symptome kdnnen zusammen als auch
unabhangig voneinander auftreten. Das Krankheitsbild ist somit sehr komplex und nicht
immer leicht zu diagnostizieren. Eine Heilung ist nur bei frihzeitiger Antibiotikatherapie
moglich. [67]

B.1.2 Flohe

Flohe sind blutsaugende, braune, fligellose Insekten mit einer GréRe von 1,5-6 mm. Sie
besitzen sechs Beine und eine starke Korpersegmentierung. Adulte Tiere sind wegen ihres

kraftigen dritten Beinpaares zu besonderen Sprungleistungen fahig. Eine weitere
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Besonderheit stellt die Pygidialplatte dar. Sie befindet sich am unteren Ricken mit einer
artspezifischen Anzahl an Sinneshaaren. Eine hohe Dichte an Rezeptoren in diesem Bereich
ist fir die Wahrnehmung von Luftbewegungen und Erschitterungen zustandig. Mit ihren
Ocellen kdnnen die Flohe lediglich hell-dunkel unterscheiden, somit ist die Pygidialplatte ein
wichtiges Organ zur Orientierung und Wirtsfindung. [44]

Die Entwicklung eines Flohs verlauft tber mehrere Stadien. (Abb. 2) Beginnend mit dem Ei,
aus dem eine Larve schllipft, die sich dann nach zweimaligem H&auten verpuppt und sich
schlieBBlich Uber die Adultenvorstufe zum adulten Tier entwickelt. Diese Entwicklungsstadien
sind innerhalb von 14 Tagen abgeschlossen, kdnnen sich aber auch Uber einen Zeitraum
von 140 Tagen erstrecken, abhéangig von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und der Anwesenheit
eines Wirtes. [39]

Abb. 2 Lebenszyklus des Katzen und Hunde Flohs (1)  Adulter weibli cher
Floh (2) Eier (3) Larve (4) Puppe (5) Adultenvorstu fe (Preemerged
adult) [39]

Flohe kbnnen maximal 18 Monate alt werden. Das Weibchen legt Uber einen Zeitraum von
3-6 Wochen taglich 10-25 Eier, die aus dem Fell des Tieres auf den Boden fallen. Daraus
schlipfen nach einigen Tagen bein- und augenlose Larven, auch Drahtwirmer genannt, die
sich hauptsachlich von zerfallenen organischen Substanzen aus ihrer Umgebung, toten
Adulten und Kottropfen der adulten Tiere erndhren. Zwei Hautungen und 2-3 Wochen spater
verpuppen sich die Larven. Die Puppe bleibt fir 1-2 Wochen in einem unbeweglichen
Zustand (Adultenvorstufe) bevor sie dann auf einen Umweltreiz, z. B. Vibration, hin den
Kokon verlasst. Bleibt dieser Reiz aus, so kann der Floh in dem Puppenkokon langere Zeit
verharren und sichert somit sein Uberleben. [44]

Die zwei wichtigsten Spezies auf dem Haustiersektor sind Ctenocephalides felis, der
Katzenfloh und Ctenocephalides canis, der Hundefloh. [39] Sie saugen nicht einfach nur

Blut, sondern kdnnen auch Krankheiten Ubertragen, Allergien auslésen und bei starkem
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Befall zu Anadmien fuhren. Da Fléhe wirtsunspezifisch sind, kdnnen Krankheiten auch auf
den Menschen Ubertragen werden.

Die Flohspeichel Allergie Dermatitis (FAD) wird durch den Speichel ausgel6st, den der Floh
in die Stichwunde injiziert, um eine Blutkoagulation zu verhindern. An diesen Stellen
entstehen kleine Hauterhebungen und Krusten, die durch Scheuern und Lecken des Hundes
oder der Katze schnell groRer werden. Die Haut ist entziindet und gerétet, Haare fallen aus
und Bakterien sorgen flir eine eitrige Sekundarinfektion. Auch kénnen Fléhe Wirmer,
bakterielle Erreger und virdése Infektionen lbertragen. Um eine Ubertragung von Krankheiten
zu verhindern, muss nicht nur das Haustier, sondern auch dessen Umgebung gegen Flohe
behandelt werden. Denn 99 % einer Flohpopulation befinden sich in der Umgebung des
Tieres. Die adulten Flohe, die der Tierbesitzer sieht, sind somit nur die Spitze des Eisbergs.
[39; 44]
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B.2 Wirkstoffe

B.2.1 Flumethrin

Flumethrin gehdrt in die Wirkstoffklasse der Pyrethroide. Bei Raumtemperatur ist es eine
feste, klare, gelbe Substanz, die erst ab 60 T zu einer zah flieRenden Masse wird. Sein
chemischer Name lautet Alpha-Cyano-(4-fluoro-3-phenoxy)-benzyl-3-[2-chloro-2-(4-
chlorophenyl)-ethenyl]-2,2-dimethyl-cyclopropancarboxylat (Abb. 3). Wie alle Pyrethroide ist

Flumethrin lipophil und nicht wasserléslich.

Cl

Cl

A Q
HsC

HsC
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Abb. 3 Strukturformel Flumethrin

Flumethrin ist ein schnell wirkendes, neurotoxisches Kontaktgift. Bei Anthropoden fiihrt es
schnell zu einem Knock down Effekt und bei genigender Einwirkzeit zum Tod. Durch
passive Penetration gelangt es durch die lipophile Insektencuticula in den Insektenkdrper.
Flumethrin fiihrt zu einer verlangsamten SchlieRung bzw. einer lang andauernden Offnung
von Na'-Kanalen der Nervenzellmembran. Dadurch kommt es zum vermehrten Na*-lonen
Einstrom in die Zelle, welches eine spontane Depolarisation zur Folge hat. Dies fuhrt zu
initialen Errgegungszustanden, gefolgt von Koordinationsstérungen und LAhmungen bis hin
zum Tod des Insekts. Aufgrund der Reizung traktiler Elemente in den Extremitaten (Fuf3-
Ruckzieh-Effekt), hat Flumethrin auch eine repellierende Wirkung. Dartiber hinaus kommt es
bei Zecken zu einer Hemmung der Eiablage, sodass Uberlebende, weibliche Zecken nicht fur
Nachwuchs sorgen kénnen.

Trotz seiner neurotoxischen Wirkung besitzt Flumethrin eine hohe Anwendersicherheit. Die
mittlere letale Dosis (LDsp), d.h. fir 50 % der betrachteten Population ist die verabreichte
Dosis letal, fir Saugetiere bei oraler Gabe unterscheidet sich von der topischen LDsgq flr
Insekten bei Pyrethroiden generell mindestens um den Faktor 1000. Sie liegt bei
> 10.000 mg/kg Korpergewicht. [40] Dennoch kénnen beim Einsatz von Flumethrin einige

unangenehme Nebenwirkungen auftreten. So fuhrt ein Dauerkontakt mit der Haut zu starken
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Reizungen bis hin zu schmerzhaften Hautldsionen. Inhalation fuhrt zu Irritationen der
Schleimhéaute. Oral wird Flumethrin schlecht resorbiert, jedoch kann Uber bestehende
Hautlasionen eine groRe Menge Flumethrin in den Koérper gelangen, sodass
Nebenwirkungen wie Ubererregbarkeit, Hypersalivation, Erbrechen, Diarrhoe, milder Tremor,

Ataxie und Erschopfung zu beobachten sind. [40]

B.2.2 Imidacloprid

Imidacloprid gehort in die Wirkstoffklasse der Guanidinderivate. Strukturell ist es dem Nicotin
sehr @hnlich und zahlt deswegen auch zu den Neonicotinoiden (Abb. 4). Imidacloprid besteht
aus farblosen Kristallen, die einen schwachen charakteristischen Geruch aufweisen. Der

chemische Name lautet: 1-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-nitro-2 imidazolidinimin.

un-—NO,

Abb. 4 Strukturformel Imidacloprid

Im Pflanzenschutz angewendet wirkt Imidacloprid als Fral3- und Kontaktgift. Es wird gut tGber
die Wurzeln aufgenommen und in die Blatter transportiert. AuRerlich aufgebracht verteilt es
sich zwischen Blattober- und -unterseite. Da der Abbau des Insektizids in der Pflanze nur
langsam voran schreitet, halt die Wirkung langere Zeit an.

Im veterindrmedizinischen Bereich findet Imidacloprid gegen Parasiten (FI6he und Tierlause)
seine Anwendung. Topische Formulierungen gegen Fl6he werden vor allem bei Hund und
Katze eingesetzt. Reizungen von Haut und Augen sind dabei nicht zu erwarten. Auch wenn
die Wirkung zeitlich nicht unmittelbar nach der Behandlung eintritt, sondern eine Latenzzeit
von mehreren Stunden zu erwarten ist, so wirkt Imidacloprid doch sehr zuverlassig und lang
anhaltend.

Beim Insekt wirkt Imidacloprid wie Acetylcholin am nicotinischen Acetylcholinrezeptor der
Nervenzellen, es wird aber nicht durch das Enzym Acetylcholinesterase abgebaut. Durch
den ausgeltsten Dauerreiz wird die chemische Signallibertragung gestort. Es kommt zu
motorischen Storungen, Tremor, Muskellahmungen und schlie3lich zum Tod des Insekts.
Imidacloprid ist jedoch fir S&ugetiere gut vertraglich. Die Affinitdt des Imidacloprids zu
nicotinartigen Rezeptoren der Insekten ist wesentlich hoher als jene zu Saugetierrezeptoren.
Zudem ist die topische Wirkkonzentration so gering, dass fiur Sauger keine Vergiftungsgefahr
besteht. Schon 10-20 mg/kg Korpergewicht Imidacloprid reichen fur eine topische
Anwendung aus. Die orale LDs, flr Ratten liegt dagegen bei 424 mg/kg Korpergewicht, die

dermale LDsg, liegt sogar bei > 5000 mg/kg Korpergewicht. Nach oraler Aufnahme,

8
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beispielsweise durch intensive Fellpflege der Katze, kann jedoch voribergehendes
Speicheln und Wirgen die Folge sein. Imidacloprid wird gut und rasch aus dem Magen-
Darm-Trakt aufgenommen und innerhalb von 48 h im Kdérper nahezu vollstandig abgebaut

oder unverandert ausgeschieden. [39]
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B.3 Kapselmaterial

B.3.1 Polystyrol

Polystyrol (PS) gehdort zu den Thermoplasten, d.h. bei Erwarmung wird es erst weich, dann
flussig, bis es sich schlielBlich in seine Einzelbestandteile zersetzt. Thermoplastische
Polymere koénnen im erwdrmten Zustand dauerhaft verformt werden. In seinem
Grundzustand ist Polystyrol ein farb- und geruchloses Polymer. Sein Grundbaustein ist das
Monomer Styrol (Abb. 5).

Abb. 5 Strukturformel Styrol

Chemisch betrachtet ist Polystyrol (Abb. 6) ein Polyvinylbenzol, dessen Phenylsubstituenten
ataktisch langs der Kette angeordnet sind. So kénnen sich keine kristallinen Bereiche bilden.
Polystyrol ist also amorph. [20] Es ist ein im Alltag haufig vorkommendes Polymer. Polystyrol
ist ein robustes, inertes Material, das Vvielseitig Verwendung findet. Die
Glasubergangstemperatur wird laut Literatur [20] mit 100 < fir hochwarmestandfestes
Polystyrol, mit 90 < fiur normal flieRendes und mit 80 T fir leicht flieRendes Polystyrol
angegeben. Eine besondere Form des Polystyrols ist das sogenannte Styropor®. Hierbei
handelt es sich um aufgeschdumtes Polystyrol. Styropor® ist weil3 und undurchsichtig, sehr
leicht, besitzt eine geringe Wéarmeleitfahigkeit, ist wenig elastisch und von geringer
Festigkeit. [6]

i
__?_?__
H H]

n
Abb. 6 Strukturformel Polystyrol

Als Kapselmaterial ist Polystyrol fir den hier gesuchten Zweck gut geeignet: es ist in Wasser
stabil, gesundheitlich unbedenklich und es setzt einmal verkapselte Stoffe nur langsam
wieder frei. [53] Mit dem richtigen Copolymer kombiniert lasst sich die Partikeloberflache
modifizieren, sodass eine Anbindung an das Haar moglich wird. Polystyrol ist u. a. in

Dichlormethan, Chloroform, Tetrahydrofuran und Acetonitril I6slich oder quillt stark. In

10
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Wasser, Alkoholen und Aceton ist dagegen keine Veranderung zu verzeichnen. [17] Als

Kapselmaterial findet Polystyrol vielfach Verwendung. [53; 56; 58; 65; 66]

B.3.2 Polymethylmethacrylat — PMMA

PMMA, auch weitlaufig bekannt unter Plexiglas, ist ein klarsichtiger Thermoplast mit hoher
Steifigkeit und guter Witterungsbestandigkeit. Wegen seiner geringen Zahigkeit ist es schlag-
und spannungsrissempfindlich. [20] Loéslichkeit oder starke Quellung ist u. a. in Aceton,
Ethanol, Dichlormethan, Chloroform und Acetonitril zu beobachten. [17] Gegenlber Wasser
ist PMMA formstabil. Somit besitzt Polymethylmethacrylat die notwendigen Eigenschaften,
um mit den hier einzusetzenden Verfahren verarbeitet zu werden. Sein Glastbergang liegt
laut Literatur bei 106 <C. [20] Die Strukturformel zeigt Abb. 7.

—C|7—C'H3—
v C“‘\ _

L 4 11

Abb. 7 Strukturformel von Polymethylmethacrylat

PMMA ist ein vielseitig eingesetztes Polymer, so findet es u. a. Verwendung als Uhrglas,
Schutzscheibe, Geh&ause und in zahnmedizinischen Artikeln. [20]

Auch in der pharmazeutischen Industrie sind Einsatzgebiete fir PMMA vorhanden. So wird
es z. B. als Verkapselungsmaterial verwendet. [57; 65] Hier dient es der retardierten

Freisetzung von Wirkstoffen.

B.3.3 Chitosan

Chitosan ist ein Biopolymer, das natirlich in der Natur vorkommt. Durch Deacetylierung des
Chitins, welches aus den Panzern von Schalentieren gewonnen wird, wird Chitosan erhalten.
Die Deacetylierung kann teilweise oder auch vollstandig erfolgen, daraus ergeben sich
Produkte mit unterschiedlichen Eigenschaften. Dies wirkt sich vor allem auf die Ldslichkeit
als auch auf die Viskositdt aus. Daher ist die Qualitat des Chitosans von Hersteller zu
Hersteller unterschiedlich.

Aufgrund der Deacetylierung entstehen freie Aminogruppen, die dafir sorgen, dass Chitosan
zwar in Wasser und verdinnten Sauren I6slich ist, jedoch nicht in basischen Losungen.
Chitosan (Abb. 8) wird vielfaltig eingesetzt. Anwendung findet es z.B. in der
Wasseraufbereitung, um Schwebstoffe zu binden und auszufallen. Auch wird es eingesetzt
in Medizinprodukten als Lipidabsorbens und in Wundauflagen, wegen seiner Bakteriziden

und fungiziden Wirkung. [38]
11



B Allgemeiner Teil - Kapselmaterial

Chitosan H 0.0
_~OH

Abb. 8 Strukturformel Chitosan

Wegen seiner Wasserldslichkeit gehort Chitosan nicht zu den geeigneten Kapselmaterialien.
Jedoch koénnen die freien Amin-Gruppen des Chitosans mit Glutardialdehyd quervernetzt
werden. Durch diese Vernetzungen kann die Wasserloslichkeit gesteuert werden. Mit
steigender Vernetzung sinkt die Loslichkeit in Wasser soweit, dass Chitosan in Wasser stabil
bleibt. Verbleibende, freie Amin-Gruppen kdnnen die Partikeloberflache modifizieren und

somit eine spatere Kopplungsreaktion vereinfachen.

B.3.4 Eudragit ® RS 100

Eudragit® RS wird in der pharmazeutischen Industrie vor allem als Filmbildner und
Bindemittel eingesetzt. Weiterhin hat es tensidische Eigenschaften, die auch einen Einsatz
als Dispergierhilfsmittel erméglichen. [1] Eudragit® RS ist ein Copolymer aus Acryl- und
Methacrylsaureestern mit einem geringen Anteil an quaternaren Ammonium Gruppen (Abb.
9).

|
CH;
we”
cr- |_
/:T ~
CH;

HiC CH;

Abb. 9 Strukturformel Eudragit® RS

Diese Ammonium Gruppen liegen als Salz vor und machen den erhaltenen Polymerfilm
permeabel.  Aufgrund seiner Permeabilitit, pH-unabhéngigen  Quellung und
Ldsungseigenschaften wird es zur Retardierung von Arzneistoffen eingesetzt. In der Literatur
wird die Herstellung von Eudragit® Partikeln mit dem Spriihtrocknungs- und Emulsion

Evaporation Verfahren beschrieben. [21; 36; 51] Sein mittleres Molgewicht betragt

12
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Mw = ~ 30.000 g/mol [22]. Die Glasuibergangstemperatur, welche flr die Charakterisierung
von Polymeren von grof3er Bedeutung ist, liegt bei Ty =~ 65 T. Ein weiterer wichtiger
Parameter zur Charakterisierung ist die Mindestfilmbildungstemperatur (MFT). Sie gibt an,
bei welcher Temperatur die Latexpartikel der Dispersion zu einem klaren, durchgehenden
Film zerflieRen, bei welcher Temperatur die Partikel koaleszieren. Sie ist charakteristisch fur
Polymerdispersionen und kann durch Weichmacher beeinflusst werden. Fir die
Eudragit® RS 30D Dispersion liegt die MFT bei ~ 45 <C.

In der hier vorliegenden Arbeit stehen die Emulgatoreigenschaften des Eudragits® im
Vordergrund. Seine Grenzflachenaktivitdt wird zur Emulgierung und gleichzeitigen

Oberflachenmadifizierung der Polymerpartikel genutzt.

B.3.5 Eudragit ® S 100

Eudragit® S 100 ist ein anionisches Copolymer bestehend aus Methacrylsdure und
Methylmethacrylat (Abb. 10).

Abb. 10  Strukturformel Eudragit ®SundL

Das Verhdltnis von freien Carboxylgruppen zu Estergruppen betragt ungefahr 1:2. Diese
Sauregruppen sind fir pH-abhangige Losungseigenschaften verantwortlich. Im sauren
Magen pH ist es nicht l6slich, erst im basischen Milieu des Darms |6st sich das Copolymer,
sodass es fir magensaftresistente Uberziige Verwendung findet. Wie auch das Eudragit® RS
besitzt es tensidische Eigenschaften. Sein Molgewicht betragt My, = ~ 123.000 g/mol. Die
Glastibergangstemperatur T, kann nicht bestimmt werden, da sie mit T, > 150 T so hoch
liegt, dass es zu einer Uberlappung mit der Zersetzung der funktionellen Gruppen kommt.
[22]

B.3.6 Eudragit © L 100

Das Eudragit® L 100 ist dem Eudragit® S 100 sehr ahnlich. Das Molgewicht liegt ebenfalls bei
My = ~ 123.000 g/mol und auch die Glaslibergangstemperatur kann nicht bestimmt werden,
da sie mit T4 > 150 €T schon in dem Bereich der Zersetzung der fu nktionellen Gruppen liegt.
Auch bestehen beide Polymere aus Methacrylsdure und Methylmethacrylat. Jedoch besitzt

Eudragit® L 100 einen hoheren Anteil an Carboxylgruppen. Das Verhéltnis von freien

13
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Carboxylgruppen zu Estergruppen ist ungeféahr 1:1. Damit erhoht sich die Hydrophilie und die
Wasserloslichkeit von Eudragit® L (Strukturformel siehe Abb. 10).

In der Literatur wird der Einsatz von Eudragit® L zur Herstellung von Mikropartikeln und zur
Veranderungen des Freisetzungsprofils beschrieben. [46; 68]

Erwlnscht ist eine Verringerung der notwendigen Emulgatormenge bei gleich bleibender
Oberflachenladung der Partikel. Jedoch ist dieses Eudragit® so hydrophil, dass die
emulgierenden Eigenschaften nicht mehr ausreichend sind und die Emulsion instabil wird.
Daher findet Eudragit® L 100 nur in Vorversuchen Anwendung. Eine Optimierung wird
zugunsten des Eudragit® S 100 nicht durchgefiihrt. [22]

B.3.7 Eudragit ® E 100

Eudragit® E 100 ist ein kationisches Polymer bestehend aus Dimethylaminoethylmethacrylat,

Butylmethacrylat und Methylmethacrylat (Abb. 11).

C C C
ca; o7 =0 S0 | =0
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Abb. 11  Strukturformel Eudragit ®E

Das tertidare Amin ist kationisierbar, somit ist die Lo6slichkeit pH-abhéngig. [46] Seine
Anwendung findet es ebenso wie die anderen Eudragite® hauptséchlich in der
Feststoffformulierung als Filmiberzug. Im sauren Magen pH l8st es sich schnell und zlgig
auf und sorgt fir eine schnelle Wirkstofffreisetzung. Eudragit® E bildet einen wasserdichten
Uberzug der Tablette und schiitzt so den Wirkstoff vor Feuchtigkeit. Dies ist bei
empfindlichen Wirkstoffen von groBem Vorteil. Das Molgewicht von Eudragit® E 100 liegt bei
Mw = ~ 47.000 g/mol. Die Glasubergangstemperatur hat einen Wert von Ty = ~ 48 .

Eudragit® E 100 wird in anfanglichen Versuchen als Emulgator und Oberflachenmodifizierer
bei der Partikelherstellung eingesetzt. Jedoch zeigt sich keine homogene
Tropfchenverteilung der Emulsion und keine homogene Partikelverteilung der Suspension.
Die Partikel scheinen aneinander zu kleben. Eine weitere Optimierung erfolgt hier nicht,
aufgrund der guten Ergebnisse mit den Eudragiten® RS und S. Auf Basis des heutigen
Wissenstands ist jedoch nicht auszuschlieBen, auch mit Eudragit® E eine erfolgreiche

Formulierung zu entwickeln. [22]
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B.3.8 Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer

Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymer ist ein weil3es geruchloses Pulver. Es ist teilweise im
basischen Milieu l6slich. Im Falle von Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymer 7 % handelt es
sich um ein farbloses Granulat, das in organischen Lésungsmitteln wie Dichlormethan und
Chloroform l6slich ist, nicht jedoch in Wasser. Eine allgemeine Strukturformel zeigt Abb. 12.
Der Anteil an Maleinsdureanhydrid (MAH) variiert. So enthalt das Produkt von Sigma-Aldrich
7 Gewichts-% MAH. Die Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymere 86/14 und 50/50 von der
Firma ABCR GmbH & Co. KG enthalten dagegen 14 und 50 Molare-% Maleinsaureanhydrid.
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c—C
JFHZ JXLJ\ /Qy
o~ "0~ ~o

Abb. 12  Allgemeine Strukturformel von Styrol-  Maleinsaureanhydrid
Copolymer; der Anteil an Maleinsaureanhydrid variie rt

Maleinsaureanhydrid wird genutzt, um unpolare Polyolefine polarer und sie damit mischbar
oder auch vertraglich mit anderen Polymeren zu machen. [20] Styrol-Maleinsaureanhydrid
Copolymer dient als Schlagzahigkeitsverbesserer von glasfaserverstarktem Polycarbonat
und als Vertraglichmacher fur Polystyrol. [20]

In der hier vorliegenden Arbeit dient Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymer (MSCP) der
Oberflachenmodifizierung von Polystyrolpartikeln. Es zeigt sich, dass Eudragite® nicht
kompatibel sind, MSCP aufgrund seiner Styrolgruppen jedoch schon. Die
oberflachenmodifizierenden Carboxylgruppen entstehen durch Verseifung des Anhydrids
durch ein basisches Milieu.

Das in Wasser dispergierte MSCP besitzt emulgierende Eigenschaften, die jedoch bei 7 %
MAH nicht genligend ausgepragt sind, sodass keine stabile Emulsion entsteht. MSCP 14 %
erzeugt stabile Emulsionen und wird bevorzugt eingesetzt, da MSCP 50 % eine héhere
Hydrophilie besitzt, dass Polymer aber in den Partikel miteingeflochten werden soll, der in

der lipophilen Phase entsteht.
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B.4 Partikelherstellung

B.4.1 Solvent Evaporation Verfahren

B.4.1.1 Grundlagen

Das Solvent Evaporation oder auch Emulsion Evaporation Verfahren ist ein oft
beschriebenes Verfahren zur Herstellung von Polymerpartikeln. [51; 53; 56; 58; 65] Hierbei
liegen die einzelnen Partikelkomponenten in geldster Form in einer Emulsion vor. Durch
Abzug des organischen Losungsmittels bilden sich feste Partikel. Aus der Emulsion wird so
eine Suspension.

Mit diesem Verfahren lassen sich sehr schonend Polymermikropartikel herstellen, da auf
Extrembedingungen verzichtet werden kann. Durch den Einsatz der bereits polymerisierten
Monomere ist ein Zusatz reaktiver Agenzien, wie sie fur eine Polymerisation wichtig sind,
nicht notwendig. Das System kommt ohne extreme pH-Werte aus, jedoch stabilisieren sich
einzelne Formulierungen erst in einem basischen oder sauren Milieu. Dies ist als
unproblematisch zu betrachten, sowie keine pH-sensitiven Stoffe eingesetzt werden. Zudem
werden sowohl Polymer als auch Wirkstoff in der organischen Phase des Systems geldst
und kommen so nur in geringem MalRe mit der wassrigen Phase in Kontakt. In diesem Fall
sollte dennoch auf Zersetzungsprodukte geprift werden. Der Entzug des Ldsungsmittels
geschieht durch einfaches Erhitzen und dadurch Verdampfen der Ldsungsmittelphase.
Durch den langsamen Lésemittelentzug wird die Aushartungsphase der Partikel verlangert.
So bilden sich massive, gleichmaRig geformte Partikel. Schwer flichtige Lésungsmittel
kbnnen am Rotationsverdampfer abgezogen werden, dadurch lasst sich die ndétige
Energiezufuhr minimieren. Zu hohe Temperaturen koénnen fur thermolabile Stoffe
problematisch werden. Auch hier muss das Auftreten moglicher Zersetzungsprodukte

abgeklart werden.

B.4.1.2 Praktische Anwendung

In der vorliegenden Arbeit kommen verschiedene Polymere und Copolymere zum Einsatz.
Aufgrund ihrer glinstigen chemischen und physikalischen Eigenschaften konzentrieren sich
die Arbeiten auf die Polymere Polystyrol und PMMA. Andere Polymere, wie Polyvinylalkohol,
Chitosan oder auch Polyvinylpyrrolidon quellen oder I6sen sich sogar in Wasser, sodass ein
langsames Freisetzungsprofil nicht erreicht werden kann. Als Wirkstoff wird meist Flumethrin
verwendet. Dichlormethan bildet die organische Phase, Ethylacetat und Chloroform werden
auch verwendet, zeigen jedoch keine optimalen Ergebnisse.

Wirkstoff und Polymer werden in der organischen Phase geltst. Das Copolymer, welches

hier die Aufgabe des Emulgators tbernimmt, wird in der wéassrigen Phase dispergiert. Dafur

16



B Allgemeiner Teil - Partikelherstellung

ist teilweise ein bestimmter pH-Wert einzustellen. Aber auch ein Lésen in der organischen
Phase kann nétig sein, wenn das Copolymer nur aus der organischen Phase heraus seine
emulgierende Wirkung entfaltet. Mit Hilfe von hohen Scherkréaften, wie sie ein UltraTurrax
erzeugt, lasst sich die organische Phase in der wassrigen Phase dispergieren. Es entsteht
eine homogene Emulsion, die durch den Einsatz eines Hochdruckhomogenisators eine noch
feinere Tropfchenverteilung erhalt. Durch leichtes Erwarmen und gleichzeitiges Rihren kann
die organische Phase abgezogen werden. So bilden sich aus der inneren Phase Wirkstoff
beladene Polymerpartikel. Die erhaltene Suspension ist Uber einen langeren Zeitraum stabil

und steht der weiteren Verarbeitung zur Verfligung.
B.4.2 Sprihtrocknungsverfahren

B.4.2.1 Grundlagen

Die Spruhtrocknung ist ein weiteres Verfahren zur Herstellung von Partikeln. [21; 51]
Versprihen lassen sich u.a. Lésungen, Emulsionen und Suspension. Bei der
Sprihtrocknung gelangt die Formulierung mit einer Pumpe gefdrdert durch die Zweistoffdiise
von oben in den Spriuhzylinder. Hier findet die Verdampfung des Ldsungsmittels statt.
Verdampftes Losungsmittel und Feststoffpartikel gelangen tber ein Verbindungsstiick in den
Zyklon. Hier entweicht das Losungsmittel nach oben durch einen Filter; ggf. wird das
Losungsmittel auch durch eine spezielle Vorrichtung wieder zurickgewonnen. Die
Feststoffpartikel werden in dem Zyklon nach unten abgeschieden und sammeln sich in
einem Auffanggefall. Es wird ein trockenes Pulver erhalten, das sofort fur weitere
Charakterisierungen zur Verfiigung steht. Wasch- und Aufreinigungsschritte entfallen.
Jedoch ist das Verfahren der Sprihtrocknung nicht sehr schonend. Der fllissige Anteil der zu
verspriihenden Formulierung wird schnell verdampft. Dies geschieht durch eine dem System
angepasste Temperatur und einen hohen Luftstrom. Die Zeit, die dem Polymer zum
Ausharten bleibt, ist sehr kurz. So kann es dazu kommen, dass sich die entstehenden
Partikel  verformen oder aufplatzen, auch hohle Partikel sind fir das
Sprihtrocknungsverfahren nicht ungewoéhnlich. Diese Phdnomene sind wie folgt zu erklaren:
Wird die Formulierung verspriiht, so verdampft das Losungsmittel rasch. Eine harte Schale
bildet sich, wahrend im Innern noch L&sungsmittelreste vorhanden sind. Im weiteren
Trocknungsverlauf verdampft auch das letzte Lésungsmittel. Da das Partikel schon eine
harte Schale hat, baut sich im Innern ein Druck auf, der letztendlich das Partikel zum Platzen
bringt. So erhalten die Partikel ein sichtbares Loch oder fallen wieder in sich zusammen.
Hohle Partikel entstehen, wenn das verdampfende Losungsmittel die gelésten Bestandteile
mit nach auRen an den Rand des Tropfens treibt, dort dann verdampft und der Feststoff
aushartet. Solche Partikel sind fur eine langsame und lang dauernde Freisetzung nicht

geeignet, da der Wirkstoff aus einem hohlen oder aufgeplatzten Partikel leicht entweichen
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kann. Durch die Wahl des Losemittels kann Einfluss auf die Bildung von hohlen und

geplatzten Partikeln genommen werden. [21]

B.4.2.2 Praktische Anwendung

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Kapselmaterialien erwies sich das Verspriilhen von
Emulsionen als am besten geeignet. Durch die Emulsionstropfchen sind die Partikel schon
vorgeformt. HierlUber lasst sich auch in gewissem Mal3 die PartikelgroRe beeinflussen. Das
Versprihen von Ldsungen kann dagegen problematischer sein. Ist die Verdampfung nicht
optimal, so kommt es bei Polystyrol zu einer Fadenbildung. Das leicht fllchtige
Losungsmittel wird in der Dise so warm, dass es schon vor dem Austritt in den
Sprihzylinder zu einer geringen Verdampfung kommt. Dadurch fallt das Polymer
ungleichméRig aus und es bilden sich netzartige Fadenstrukturen aus. Dieses Phanomen
kann umgangen werden, wenn sichergestellt wird, dass die Verdampfung des
Ldsungsmittels erst im Spruhzylinder stattfindet. Der Blichi Mini Sprihtrockner B-290 kann
dieses leisten, da die Zweistoffdlise temperiert werden kann. (weiteres hierzu siehe E.2.2.1)

Verspruht werden die gleichen Formulierungen, wie sie auch im Solvent Evaporation
Verfahren eingesetzt werden. Dabei stellt sich heraus, dass die Formulierungen, die PMMA
enthalten, einfacher zu versprihen und die Polystyrol Formulierungen fur das Solvent
Evaporation Verfahren besser geeignet sind. Vorteil der Sprihtrocknung ist die
Geschwindigkeit, mit der die trockenen Partikel erhalten werden. Jedoch gibt es in diesem
Verfahren keine Waschschritte, sodass im Uberschuss eingesetztes Edukt als
Verunreinigung im eigentlichen Produkt vorhanden ist. Der Emulgator ist die Komponente,
die nicht vollstandig fur die Belegung der Grenzflache bendtigt wird. Diese Emulgatorreste
unterstitzen eine gute Redispergierung, da sie die Benetzbarkeit deutlich verbessern. Es ist
jedoch auch moglich, dass sich der Uberschuss an Emulgator beim Trocknungsvorgang auf
den eigentlichen Partikeln ablagert. Dieser Emulgator ist nicht fest gebunden und wird beim
Redispergierungsvorgang wieder in Losung gebracht. Dies bedeutet, dass eine
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (REM-Aufnahme) ein anderes, grol3eres
Partikelbild zeigt, als mit der Laserdiffraktometrie gemessen wird. Die Tatsache, dass der
Emulgator nur teilweise fur die Bildung der Partikel bendétigt wird, sorgt daflr, dass die
Gesamt-Partikelmasse sinkt. Dies wiederum erhoht den Flumethrinanteil, der auf die
Gesamtmasse bezogen wird. Daraus musste sich ein hoherer Wirkstoffgehalt als theoretisch

berechnet ergeben.
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B.5 Instrumentelle Methoden

B.5.1 Laserdiffraktometrie

Die Messung von TeilchengréRen ist in der pharmazeutischen Industrie von besonderer
Bedeutung. Verschiedene Formulierungen stellen auch unterschiedliche Anspriiche an
vorhandene Partikel. So kann durch Partikelmessungen die Giite eines Mahlvorgangs
geprift oder auch die Stabilitat einer Formulierung kontrolliert werden. Ein Partikelwachstum
deutet auf eine ungenigende Stabilitat hin.

Die Grundlage der Laserdiffraktometrie ist die Beugung von Licht. Je nach Form und Grol3e
der Teilchen entstehen unterschiedliche, aber charakteristische Beugungsmuster. Als
Lichtquelle dient ein 2 mW Helium-Neon-Laser mit einer Wellenlange von 633 nm
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments). Fur die Messung des Feinbereichs dient bei
Malvern Instruments eine Blaulicht Diode mit einer Wellenlange von 450 nm. Sie ermoglicht
eine Messung bis zu einer Partikelgrof3e von 20 nm. Das Laserlicht wird durch ein optisches
System aufgeweitet, trifft dann auf die Probe, bevor das Streulicht, durch eine Fourierlinse
geleitet, vom Detektor erfasst und vom Computer ausgewertet wird (Abb. 13). Die
Fourierlinse dient dem Ausgleich unterschiedlicher Abstande der Partikel zum Detektor. So
nehmen gleich groRe Partikel immer dieselbe Position auf dem Detektor ein. Ungebeugte

Laserstrahlen treffen auf den Mittelpunkt der Detektiereinheit.

Fourierlinse

Laser

Optischeé <
System

i

Probe Detektor ~Computer

Abb. 13  Schematische Darstellung eines Laserdiffrak  tometers [47]

Der Detektor besteht aus ringférmigen Elementen, die im Brennpunkt der Fourierlinse
positioniert sind. Die Ringsegmente nehmen dabei von innen nach aul3en an Breite zu. So
wird die gréRRere Streuung bei der Beugung des Lichts an kleinen Partikeln, die in den
auRReren Ringsegmenten detektiert werden, ausgeglichen. Jedes Ringsegment misst die
Lichtintensitat, somit wird vom System eine Radialsymmetrie erfasst. Dies wiederum
bedeutet, dass nur kugelformige Teilchen prazise gemessen werden kénnen, da nur diese

ein radialsymmetrisches Beugungsbild erzeugen. Der Beugungswinkel kleiner Teilchen ist
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grof3, der Beugungswinkel groRer Teilchen dagegen klein (Abb. 13). Neben der Beugung von
Licht kommt es zu weiteren Wechselwirkungen zwischen Laserlicht und Partikeln, wie
Absorption, Emission, Brechung und Reflektion. Bei Malvern Instruments wird eine komplexe
Detektoreinheit genutzt, um die vielseitigen Wechselwirkungen zu erfassen und so das
Partikelbild zu charakterisieren. Es konnen Vorwarts-, Weitwinkel-Vorwarts-, Seit- und
Ruckstreuung erfasst werden. [41]

Vorteil der Laserdiffraktometrie ist die gro3e Spannweite an Partikelgro3en, die mit dieser
Messtechnik erfasst werden kann. Malvern Instruments gibt einen Messbereich von 0,02 um
bis 2000 um an. So wird durch dieses Messprinzip eine grol3e Partikelspanne abgedeckt.
Dies hat den Vorteil, dass ein Geréat vielen Anwendungen und Fragestellungen offen steht.
Zudem konnen multimodale Teilchensuspensionen charakterisiert und Agglomerate bis zur
oben angegebenen GroRRe erfasst werden. So ist eine Beurteilung der Gilte einer
Suspension moglich. Da die Formulierungen, die Gegenstand dieser Arbeit sind, teilweise
auch Agglomerate enthalten, ist diese Messanordnung fiir eine Charakterisierung der
Teilchenverteilung optimal.

Die Auswertung der Beugungsbilder kann nach zwei Theorien Erfolgen. Zum einen steht die
Fraunhoferbeugung zur Verfigung, zum anderen kann eine Auswertung uber die Mie-
Theorie erfolgen. Mit Hilfe der Mie-Theorie lassen sich Partikel im Submikronbereich
erfassen. Fir ihre Berechnung missen allerdings der Brechungsindex und die Absorption
der dispergierten Teilchen bekannt sein. Eine genaue Bestimmung dieser Parameter ist
schwierig, daher werden meist Naherungswerte zur Bestimmung herangezogen. Die Mie-
Theorie gilt nur fur spharische Partikel. Diese Einschréankung ist jedoch von geringer
Bedeutung, da durch die Anordnung der Detektorelemente bei der Laserdiffraktometrie
spharische Partikel postuliert werden.

Bei der Fraunhoferbeugung erfolgt eine Berechnung der PartikelgréRe Uber das
Fraunhofersche Beugungsintegral, das sich durch den Einfall monochromatischen,

koh&renten Lichtes fur die Intensitatsverteilung | wie folgt ergibt (Gl. 1):
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Besselfunktion erster Art und erster Ordnung
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Diese mathematische Vereinfachung aus Gleichung (Gl. 1) setzt eine gewisse Partikelgrol3e
voraus, um Verfalschungen und Messungenauigkeiten auszuschlielen. Die Messung der
reinen Beugung bei sehr kleinen Partikeln (groRe Beugungswinkel) ist zudem als kritisch zu
betrachten, da Uberlagerungen mit anderen Streulichtphanomenen mdglich sind. Somit ist
die Berechnung der PartikelgroBe mit dem Fraunhofer Beugungsintegral im
Submikronbereich nur bedingt sinnvoll.

Es ist zu beachten, dass die erhaltenen Partikelgré3enanalysen volumenbasiert sind. Dies
bedeutet, dass sich prozentuale GroRenangaben auf das Gesamtvolumen der Partikel
beziehen. Bei der Annahme, dass eine Suspension anzahimaRig 50 % Partikel mit einem
Durchmesser von 1 um enthélt und 50 % der Partikel einen 10 um Durchmesser besitzen,

geht das Volumen mit dem Faktor 1000 in die prozentuale GréRenverteilung ein (Gl. 3).

_1 3

_E”m Gl. 3)
\Y Volumen des Partikels
d Partikeldurchmesser

Demzufolge machen die grofRen Partikel (50 % in der Anzahlverteilung) 99,9 % des
Gesamtvolumens aus. Dies zeigt sehr deutlich, dass die groRen Partikel durch ihr vielfach
groReres Volumen viel starker ins Gewicht fallen, und dass das volumenbasierte Ergebnis
keineswegs mit der Anzahlverteilung korreliert.

Eine Umrechnung des volumenbasierten Ergebnisses in eine Anzahlverteilung ist moglich,
jedoch muss beachtet werden, dass die Rohdaten auf einer Messung des Volumens

basieren und somit systematische Fehler bei der Umrechung nicht auszuschlie3en sind.
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B.5.2 HPLC

Die HPLC (High Performance Liquid Chromatographie) ist aus dem heutigen Laboralltag
nicht mehr wegzudenken. Sie dient der Auftrennung und Analyse eines Probengemischs.
Dabei kénnen qualitative und quantitative Aussagen Uber die Probe gemacht werden.
Aufgrund verschiedener HPLC-Trennverfahren ist die Analyse verschiedenster Substanzen
mdglich. Die HPLC ist eine Saulenchromatographie, deren Trennmechanismus vor allem auf
Adsorptions- und Verteilungsvorgdngen und ionischen Wechselwirkungen beruht. Diese
Wechselwirkungen finden zwischen der Probe, der stationdren und der mobilen Phase statt.

Der schematische Aufbau einer HPLC ist in Abb. 14 zu sehen.

! 1 [
)II‘- Pumpe
Elutionsmittel 1 ) Schraiber
e | -
= B o lrenn- L ™ Integrator
Gradien-  Proben- o ;
ten- ainlass- soiile Detaktor
| _l— | ..u
E =Imischer  system

,f]; Pumpe
Elutionsrrittel 2

Abb. 14  Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage [55]

Uber hochpréazise Pumpen gelangen die Elutionsmittel zum Gradientenmischer. Die Pumpen
mussen pulsationsarm arbeiten, um einen kontinuierlichen Fluss auf der Saule zu erzeugen.
Das Probeneinlasssystem sorgt fir einen immer gleichen Auftrag der Probe ins System. Die
Auftrennung der Analyse findet in der Trennséule statt. Je nach Art der Probe und
besonderen Fragestellungen, sind das S&ulenmaterial, die Lange der Saule und der
Innendurchmesser variierbar. Die aufgetrennten Probenbestandteile verlassen nacheinander
die Saule und werden von einem geeignetem Detektor erfasst. Eine Visualisierung der
Ergebnisse wird durch einen Computer vorgenommen.

Die HPLC ist so vielseitig einsetzbar, da viele Parameter variiert werden kénnen. Vom
Elutionsmittel Gber die Saule bis hin zum Detektor ist eine Optimierung je nach Bedarf
mdglich. Entscheidend flr eine gute Auftrennung sind die Wechselwirkungen der Probe mit
der mobilen (Elutionsmittel) und der stationaren Phase (Trennsaule). Das Elutionsmittel
muss rein sein und darf kein Storsignal verursachen. Als FlieBmittel kann sowohl eine
einzige Ldsungsmittelkomponente als auch ein Losungsmittelgemisch dienen. Fur die Starke
eines Elutionsmittel ist die Hydrophilie oder Lipophilie ausschlaggebend. Ein lipophiler Stoff
wird zu einem lipophilen Elutionsmittel eine so hohe Affinitdt haben, dass es mit einer kurzen
Retentionszeit den Detektor erreicht. Ein hydrophiler Stoff dagegen wird mit dem

Saulenmaterial starker wechselwirken und den Detektor dementsprechend spater erreichen.
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In der sog. Elutropen Reihe sind Lésungsmittel nach steigender Polaritat sortiert. Bleibt die
Zusammensetzung des Elutionsmittels Uber die Analysendauer konstant, so handelt es sich
um eine isokratische Analyse. Andert sich das Mischungsverhaltnis liegt ein Gradient vor.

Die Trennsaule ist ca. 5 bis 30 cm lang und besitzt einen Innendurchmesser von 2 bis 8 mm.
Sie sind meist stahlummantelt und lassen sich leicht ins System einbauen. Die Séaulen
konnen mit unterschiedlichen Trennmaterialien befillt werden. Der Teilchendurchmesser
liegt meist zwischen 5 und 25 um. Partikelmaterial, Korngré3e, Porengréf3e und Saulenlénge
haben Einfluss auf die Trenneigenschaften. Als Trennmaterialien eignen sich Stoffe mit einer
grol3en spezifischen Oberflache, die einem hohen Druck in der Trennsaule standhalten und
sich nicht verandern, wie Kieselgel und Aluminiumoxid. Die Trennmaterialien kdnnen noch
chemisch modifiziert werden, wie es in der haufig verwendeten Umkehrphasen-
chromatographie (reversed phase; RP) der Fall ist. Dabei wird die urspringlich polare
Oberflache hydrophobiert (Abb. 15). Als Alkylreste sind Methyl-, Acetyl- und
Octadecylgruppen gebrauchlich.
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Abb. 15 Umsetzung der Silanolgruppen des Kieselgels mit Alk ylchlorsilanen zur
Hydrophobierung [55]

Samtliche Veranderungen der Parameter haben zum Ziel eine Uberlagerung verschiedener
Substanzen durch ahnliche Retentionszeiten zu vermeiden und weit auseinander liegende
Retentionszeiten fir eine bessere Auswertung auf ein sinnvolles MalR zu verkirzen. Fir die
Detektion stehen verschiedene Detektoren mit unterschiedlichen Eigenschaften zur
Verfigung. Welcher Detektor optimal ist, ist individuell nach Probe und gesuchten
Ergebnissen abzuwéagen. Haufig finden UV / Vis-, Fluoreszenz-, Leitfahigkeits- und
Brechungsindex-Detektoren, chemische Reaktionsdetektoren, elektrochemische und
massenselektive Detektoren Anwendung.

Die HPLC ist ein duRReres Chromatogramm, d. h. dass die aufgetrennten Substanzen das
chromatographische System verlassen und mittels eines Detektors erfasst werden. Das
Detektorsignal wird in ein Diagramm Ubertragen, welches das Signal gegen die Zeit darstellt
(Abb. 16).
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Abb. 16 Schematische Darstellung eines HPLC-Chroma  togramms [55]

Der erhaltene Peak ahnelt unter idealen Bedingungen der Gauf3'schen Normalverteilung.
Dabei wird die Zeit, die das Elutionsmittel benétigt, um die Saule zu passieren als Totzeit t,
bezeichnet. Die Zeit, die die Analyse in der stationaren Phase verbringt, ist die

Nettoretentionszeit ts. Daraus errechnet sich dann die Gesamtretentionszeit t.s wie folgt:

1:m+s - 1:m + ts (Gl. 4)
tss Gesamtretentionszeit
tm Totzeit
ts Nettoretentionszeit

Die Retentionszeit kann in einem bestehenden System zur qualitativen Charakterisierung
einer Substanz herangezogen werden. Jedoch ist zu beachten, dass gednderte Parameter,
wie Temperatur, Saulenlange, Stromungsgeschwindigkeit und Elutionsmittel, die

Retentionszeit beeinflussen. [55]

B.5.3 DSC

Die DSC (Differential Scanning Calorimetry oder Dynamische Differenz-Kalorimetrie, DDK)
gehort wie eine Vielzahl anderer Messmethoden zu den Thermischen Analysen. Das
Verfahren beruht auf der Messung von Warmestromdifferenzen zwischen einem Proben-
und einem Referenztiegel. Dabei wird der Warmestrom wahrend des Temperaturprogramms
guantitativ gemessen. Da der Warmefluss eine auf den Tiegel Ubertragene Leistung darstellt,
ist die Messeinheit Watt bzw. Milliwatt. Enthalpieanderungen, wie sie bei einer Kristallisation
oder auch bei Schmelzvorgangen vorkommen, werden durch die Integration des
Warmeflusses uber die Zeit erhalten. Dabei gilt: Je grofRer die Enthalpieanderung, umso

grofRer ist auch das Integral (AUC =Area under the curve).
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Die DSC ist ein einfaches und schnelles Verfahren zur Charakterisierung von Stoffen. Es
dient der Qualitatskontrolle und —sicherung. So kann die Reinheit, Identitat, Polymorphie und
die Stabilitit von Substanzen bestimmt werden. Die DSC macht Kristallisations- und
Schmelzvorgange ebenso sichtbar, wie Glasibergange oder Vernetzungsprozesse. Ein
grolRer Vorteil dieser Messmethode besteht in der sehr geringen Probenmenge. So sind
Mengen im Milligrammbereich fir eine Analyse ausreichend.

Grundsatzlich sind zwei Messanordnungen zu unterscheiden. Zum einen gibt es die
Dynamische Warmestrom-Differenz-Kalorimetrie und zum anderen die Dynamische
Leistungskompensations-Differenz-Kalorimetrie.

Bei der ersten Messanordnung befinden sich Probe und Referenz in einem Ofen auf einer
Heizplatte (Abb. 17). Beide Tiegel erhalten die exakt gleiche Warmezufuhr.

Feterenz

Temperatur- Jegt
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Abb. 17  Schematischer Aufbau eines Dynamischen Warm  estrom-Differenz- Kalorimeters
Ty = Ofentemperatur ; AT = Temperaturdifferenz zwischen Probe und Referenz ~ [55]

Kommt es bei der Probe zu einer Zustandsanderung, so andert sich auch der Warmestrom
im Vergleich zum Referenztiegel. Diese Warmestromdifferenz ist proportional zu der
entstehenden Temperaturdifferenz. Die wiederum wird von dem Gerat gemessen und in eine
Leistung (Wéarmestrom) umgerechnet, sodass die Zeit in Minuten und die Temperatur in T
gegen die Temperaturdifferenz in Milliwatt aufgetragen werden.

Bei der Dynamischen Leistungskompensations-Differenz-Kalorimetrie befinden sich Probe
und Referenz in zwei verschiedenen Ofen, auch steht jedem Tiegel eine Heizung zur
Verfiigung (Abb. 18).
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Abb. 18  Schematischer Aufbau eines Dynamischen Leis  tungskompensations-
Differenz-Kalorimeters [55]

Bei diesem Versuchsaufbau werden die Temperatur der Probe und der Referenz gleich
gehalten. Bei einer Zustandsanderung der Probe muss entweder mehr oder weniger Warme
zugefugt werden. Hier wird also direkt die notwendige Warmeleistung gemessen. Gegen
diese in Milliwatt werden dann die Zeit in Minuten und die Temperatur in T aufgetragen.

Wie angesprochen ist die Temperaturdifferenz zu der Warmestromdifferenz proportional und
die Flache bzw. das Integral des bei einer Zustandsanderung erhaltenen Peaks proportional
zur Enthalpiednderung. Eine quantitative Analyse macht eine vorangegangene Kalibrierung
erforderlich. Kalibriersubstanzen sollten einen scharfen Schmelzpeak zeigen, absolut rein
und inert sein. Haufig werden Metalle, wie z. B. Indium, zu einer Kalibrierung herangezogen,
da sie diese Anforderungen erfillen. Eine Kalibrierung sollte fir alle experimentellen
Parameter erfolgen. Es ist jedoch zu beachten, dass eine groRere Probenmasse den Peak
nicht nur breiter und hoéher macht, sondern auch eine Verschiebung zu hodheren
Temperaturen verursacht. Daher sollten fir eine Probenreihe, um die Vergleichbarkeit zu

gewadhrleisten, ahnliche Probenmassen eingesetzt werden. [27]

B.5.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie ist ein weit verbreitetes Verfahren, wenn es um die
Abbildung von Strukturen und Oberflachen geht. Sein hohes Auflosungsvermégen und die
VergroRerungsmaoglichkeiten erlauben es, auch kleinste Strukturen sichtbar zu machen und
zu analysieren. Dazu wird ein Elektronenstrahl auf einen kleinen Punkt der Probe fokussiert
und rastert diese zeilenweise ab. Die hierfir bendtigten Elektronen werden in einer

Elektronenkanone erzeugt (Abb. 19).
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Abb. 19 Schematische Darstellung einer Elektronenka  nonenkammer

Im Wesentlichen werden drei Typen von Elektronenkanonen eingesetzt: eine Wolfram-
Haarnadelelektrode, eine Lanthanhexaborid-Kristallelektrode und eine Feldemissions-
Elektronenkanone. Die Wolfram-Haarnadelelektrode wird als Standard angesehen und soll
hier beschrieben werden. Vorteile sind die Stabilitat, die relativ kostenglinstige Ersetzung
und die Tatsache, dass kein Ultrahochvakuum fir einen ordnungsgeméfien Betrieb
notwendig ist. Die Wolframdrahtschleife, die haarnadelférmig gebogen ist, dient als Kathode.
Eine angelegte Spannung erzeugt einen Stromfluss, der den Draht aufheizt. An der Spitze
des Wolframfadens entsteht durch Glihemission eine Elektronenwolke. So wird diese
Kathode auch als Gliihkathode bezeichnet. Die Anode befindet sich auf einem Nullpotential,
ist aber in Bezug auf den Faden positiv, und tbt eine Anziehungskraft auf die Elektronen der
Elektronenwolke an der Kathode aus. Die Elektronen werden in Richtung Anode
beschleunigt. Der Wehnelt-Zylinder ist eine Metallkapsel und negativ geladen. Er wirkt auf
die beschleunigten Elektronen abstoRend und erzeugt so eine elektrostatische Linse. Einige
Elektronen treffen auf die Anode und tragen so nicht zur Bilderzeugung bei. Der
Elektronenstrahl, der die Anodendéffnung passiert, trifft auf die Probe und kann diese
abbilden. Dieser Vorgang findet im Hochvakuum statt, um Wechselwirkungen mit Atomen
und Molekilen aus der Luft zu vermeiden. Fir eine Abbildung missen die Proben elektrisch
leitend sein. Da dies jedoch auf die meisten Proben nicht zutrifft, werden diese mit einer sehr
dunnen Metallschicht versehen. So wird eine negative Aufladung verhindert. Dazu wird die
Probe in einem Kathodenzerstauber mit Gold bedampft. So entsteht eine Goldschicht mit
einer Dicke von 10 bis 20 nm. Trifft der feine Elektronenstrahl auf die Probe, so wird dieser
mit Hilfe von Ablenkspulen, die ein Magnetfeld erzeugen, in einem kontrollierten Muster

(Raster) uber die Probe gefiuihrt. Aufgrund komplexer Wechselwirkungen des
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Elektronenstrahls mit der Probenoberflache kommt es zur Bildung von Sekundarelektronen,
die durch eine Saugspannung in Richtung des Detektors beschleunigt werden, und dort eine
ihrer Menge entsprechende Anzahl von Impulsen erzeugen. Auf einer Erhebung der
Oberflache wird eine groRe Anzahl an Sekundarelektronen detektiert, eine grof3e Anzahl
Impulse wird erfasst, welche vom Detektor in einem hellen Punkt umgesetzt wird. Bei einer
Vertiefung werden wenige Sekundarelektronen detektiert, die Anzahl der Impulse sinkt, ein
dunkler Punkt wird abgebildet. So entsteht ein Bild aus tausenden Punkten unterschiedlicher
Intensitat, die der Topographie der Probe entsprechen. Sekundarelektronen entstehen bei
der Wechselwirkung zwischen den einfallenden Elektronen und den schwach gebundenen
Leitungsbandelektronen in den Probenatomen. Die Sekundarelektronen sind energiearm und
fur die Bilderzeugung von grol3er Bedeutung. Ruckgestreute Elektronen des
Elektronenstrahls sind energiereich. Sie werden auch zur Bilderzeugung genutzt, jedoch ist
die Aufldsung geringer als bei dem Bild, das von den Sekundarelektronen erzeugt wird. Das
Ruckstreuelektronenbild ist ein Tiefenbild, wahrend das Sekundarelektronenbild ein
Oberflachenbild darstellt. So erreichen die meisten Rasterelektronenmikroskope eine

Auflésung von 4 bis 6 nm. [24]
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B.6 Kontrollierte Wirkstofffreisetzung

Potente und effiziente Wirkstoffe sollen helfen, Krankheiten zu bek&dmpfen, Schmerzen zu
lindern und Menschen zu heilen. Eine noch so wirksame Substanz kann jedoch ihre Wirkung
nicht entfalten, wenn sie nicht zum Wirkort gelangen kann. Die richtige Formulierung sorgt
fur eine gezielte Freisetzung zum richtigen Zeitpunkt, im richtigen Mal3e und am richtigen
Ort. Zur Erfullung dieser Kriterien stehen verschiedene Freisetzungsmodelle und
modifizierende Formulierungssubstanzen zur Verfigung.

So gibt es Retardarzneiformen, die den Wirkstoff Uber einen verlangerten Zeitraum
freisetzen oder Depotarzneiformen, die ein lokales Wirkstoffdepot im Muskel oder subcutan
anlegen. Eine modifizierte Freisetzung beinhaltet verschiedene Freisetzungsmethoden, wie
pH-abhangige Freisetzung, Burst-Effekt durch Platzen des Uberzugs, Freisetzung aus einer
Matrix, diffusionskontrollierte Freisetzung durch eine porenfreie oder eine porenhaltige
Membran, Freisetzung mit Hilfe osmotischer Effekte und quellungskontrollierte Freigabe. [7]
Je nach Indikationsgebiet und gewlnschter Wirkung finden die verschiedenen
Freisetzungsmechanismen ihre Anwendung. Eine schnelle Resorption gefolgt von einem
mehr oder weniger schnellen Abfall der Plasmakonzentration kann ebenso erwiinscht sein,
wie ein langsames Anfluten mit dem Erhalt eines wirksamen Plasmaspiegels Uber einen
lAngeren Zeitraum.

Vorteile der retardierten Freisetzung sind gleichmé&Rigere Plasmaspiegel, was zu einer
Minderung an unerwinschten Nebenwirkungen fuhren kann, langere Wirkdauer und damit
verbunden eine Verringerung der Einnahmehaufigkeit, welches wiederum die
Patientencompliance verbessert, und verbesserte Wirkung durch Plasmaspiegel im
therapeutischen Bereich Uber einen langeren Zeitraum. Wirkstoffe, die die
Magenschleimhaut reizen oder auch solche, die im sauren Magen pH nicht bestandig sind,
konnen durch einen magensaftresistenten Uberzug sicher im Darm freigesetzt werden.
Einzeldosen von Retardformulierungen sind meist hoéher dosiert und bergen, z. B. bei
unsachgemafRer Handhabung, die Gefahr eines Dose-Dumping, bei dem der gesamte
Wirkstoff schlagartig freigesetzt wird. An Wirkstoffe, die in einer Retardformulierung
angewendet werden sollen, werden somit besondere Anforderungen gestellt. So sind
Wirkstoffe mit einer geringen therapeutischen Breite nicht fir eine Retardarzneiform
geeignet. Bei Wirkstoffen mit einer schnellen Elimination erreicht die zu applizierende
Wirkstoffmenge einen Wert, der nicht mehr in einer Einzeldosis unterzubringen ist. Ist
dagegen die Elimination langsam, so retardiert sich der Wirkstoff selbst Uber seine
Eliminationsrate. Auch der Einsatz eines Prodrugs kann zu einer Retardierung fihren.
Interessant sind also solche Stoffe mit grol3er therapeutischer Breite, mittlerer

Eliminationsrate und nicht zu grofRer Wirkstoffmenge je Einzeldosis.
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In der hier vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine topische Anwendung, bei der auch
eine Retardierung des Wirkstoffs erwiinscht ist. Die Freisetzung soll kontinuierlich Gber 3 bis
6 Monate verlaufen. Dies kann zum einen Uber eine unldsliche, porenfreie oder Uber eine
porenhaltige Membran erfolgen, an der die Freisetzung diffusionskontrolliert erfolgt (Abb.
20).

Wirkstotfreservoir
/

\
—* jMemhrur'.\oc-%Fp%
Eliae e ity
e

Abb. 20 Diffusionskontrollierte Freisetzung durch u nlgsliche, poren freie
Membran (links) und porenhaltige Membran (rechts) [ 7]

Auch ist ein Matrixsystem denkbar. Hier wird zwischen heterogenen, porenhaltigen Matrices,
bei denen die Diffusion durch die Poren erfolgt, und homogenen, porenfreien Matrices, der
Wirkstoff diffundiert hier durch das Matrixmaterial, unterschieden (Abb. 21).

- b
=
& ¥ Matrixteiichen kontinuerhche
ol zusammenhongende
] 2
a5 Wirkstoffmolekile Matrix

Abb. 21 Matrixsystem; a heterogene, porenhaltige Ma  trix — Wirkstoff diffundiert
durch die Poren; b homogene, porenfreie Matrix — Wirkstoff diffundiert
durch das Matrixmaterial [7]

Aus dem 1. Fick’schen Gesetz (Gl. 5) leitet sich die sog. Diffusionsgleichung ab. Sie
beschreibt die diffusionskontrollierte Freisetzung durch eine Membran und wird auch als das
2. Fick’sche Gesetz der Diffusion bezeichnet (Gl. 6):
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_om _ _pf°
Aot ox (Gl-5)
ac a°c
— =D— Gl.6
ot x> (Gl.6)
A Querschnitt eines Volumenelementes (m?)
t Zeit (s)
D Diffusionskoeffizient
m Masse

ac Konzentrationsgradient

ox Diffusionsstrecke

J Massenfluss
Die Diffusionsgleichung beschreibt die Geschwindigkeit, mit der sich die Konzentration eines
gelosten Stoffes an einem bestimmten Punkt x einer Losung verandert. Diese Veranderung
setzt sie dann zu der raumlichen Variation der Konzentration an diesem Punkt in Beziehung.
[2] Vorausgesetzt wird, dass die Membran weder quillt noch sich auflost und im System Sink-
Bedingungen herrschen, d. h. auch wenn der verkapselte Wirkstoff géanzlich im
Freisetzungsmedium gel6st ist, wird maximal ein Drittel der Loslichkeitsgrenze erreicht. Bei
der diffusiven Freisetzung aus einem Membransystem kann zwischen einer Kinetik nullter
und erster Ordnung unterschieden werden. [61] Bei einer Kinetik 0. Ordnung (GI. 7) ist die
Freisetzung  Konzentrationsunabhangig. Die  Geschwindigkeit  bleibt  konstant.
Konzentrationsabhangig ist die Freisetzung bei einer Kinetik 1. Ordnung (Gl. 8). Mit

sinkendem Wirkstoffgehalt nimmt auch die Freisetzung ab. [3]

AC(t) _

== ok
At (Gl. 7)

C(t) =C(0) ™" (Gl. 8)

C() Konzentration zum Zeitpunkt t

t Zeit

C(0) Konzentration zum Zeitpunkt O
k Geschwindigkeitskoeffizient

e Eulersche Zahl = 2,718

Die Freigabekinetik von Matrixsystemen kann durch die sog. ,Higuchi-Gleichung*
beschrieben werden. Auf ein planares System bezogen unterscheidet Higuchi zwischen
einer homogenen, porenfreien und einer heterogenen, porenhaltigen Matrix. [29; 30] Die

Freisetzung aus der homogenen Matrix wird durch Gleichung (GI. 9) beschrieben:
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Q=,/Dt(2A-C,)Cq (Gl 9)

Bei Betrachtung der heterogenen Matrix muss die Porositat des Systems mit bertcksichtigt
werden. Dies beschreibt Gleichung (GI. 10) durch:

Porositat der Matrix
Gewundenheitsfaktor des kapillaren Systems

De

Q= \/T (2A-£C5)Cot (Gl. 10)
Q Wirkstoffmenge, die nach der Zeit t je Flacheneinheit abgegeben wird
D Diffusionskoeffizient
A Gesamtwirkstoffkonzentration in der Matrix je Volumeneinheit
t Zeit
Cs Loslichkeit des Wirkstoffs in dem die Matrix umgebenden Medium
£
T

Wie Gleichung (Gl. 10) erkennen lasst, spielt die Matrixoberflache bei der Freisetzung eine
entscheidende Rolle. Die Porositdt bestimmenden Kapillaren kdnnen gewunden oder
geradlinig sein, einen kleinen oder grol3en Durchmesser besitzen, in groRer Anzahl oder nur
selten vorhanden sein. Bei einer porenfreien Matrix ist die Wirkstoffléslichkeit in der Matrix
selbst von Bedeutung. Oberflachenbeschaffenheit und Wirkstoffeigenschaften sind also
wichtige Parameter fir die Freisetzungsgeschwindigkeit. Ebenso sollte davon ausgegangen
werden, dass die Wirkstoffléslichkeit Cs in dem die Matrix umgebenden Medium groR3er ist,
als der geloste Wirkstoffanteil A in der Matrix selbst. Um eine reelle Freisetzung messen zu
kénnen, missen im System Sink-Bedingungen herrschen, d. h. A << Cs. Ist dies nicht der
Fall, sondern es gilt A >> Cs, so wird ein Pseudo Steady State erreicht. Dies bedeutet, dass
genauso viel in die Matrix hinein-, wie auch hinausdiffundiert. Wird eine homogene
PorengrofRe und gleichmafige Porenverteilung vorausgesetzt, so ist die Freisetzungsrate
noch eine Funktion der Zeit und der Oberflache.

Fur die Anwendbarkeit der Higuchi-Gleichung gelten folgende Vereinfachungen: Die dem
Freisetzungsmedium zugangliche Oberflache andert sich im Verlauf des Versuchs weder
durch Erosion noch durch Quellung. Fir eine konstante Losungsgeschwindigkeit missen
Sink-Bedingungen herrschen. Die Porositat, die durch den herausgel6sten Wirkstoff bedingt
ist, bleibt unberiicksichtigt. Eine Ubereinstimmung der theoretisch und praktisch ermittelten
Freisetzung ist bis zu einer Freisetzungsrate von 50 % gegeben. [29; 30]

Die Gleichung nach Peppas kann ebenfalls genutzt werden, die Freisetzung eines Wirkstoffs
zu beschreiben. Das 2. Fick’sche Gesetz und die Higuchi Gleichung sind Sonderfélle der
Peppas Gleichung. Sie beschreiben die Freisetzung, die auf diffusive Vorgange

zuriickzufuihren ist. Die Gleichung nach Peppas lautet (GI. 11):
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Der Exponent n und die Geschwindigkeitskonstante k werden durch die strukturellen und
geometrischen Charakteristiken, die das System beinhaltet, beeinflusst. So kann durch den
Exponent n eine diffusive, anomalische und durch Quellung verursachte Freisetzung
beschrieben werden (Tabelle 1). [61]

Tabelle 1 Freisetzungskinetik und —-mechanismus in A  bhangigkeit des Freisetzungs-
exponenten n fiir verschiedene geometrische Koérper

Exponent n Kinetik und Freisetzungs-
Planare Flache Zylinder Kugel mechanismus
Fick’sche Diffusion
0,5 0,45 0,43 o
\t - Kinetik
0,5<n<1 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Anomaler Transport
Polymerquellun
1,0 0,89 0,85 _ Y _ d 9
Kinetik 0. Ordnung
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C Ergebnisse und Diskussion

C.1 Allgemeine Vorversuche und Techniken

C.1.1 Auswahl des Losungsmittels

Fur die Verkapselung von Wirkstoffen in einer Polymermatrix wird flr viele
Herstellungsverfahren vorausgesetzt, dass Ldsungsmittel existieren, welche sowohl das
Polymer als auch den Wirkstoff I16sen. In der hier vorliegenden Arbeit wird vor allem auf das
Sprihtrocknungs- und das Emulsion Evaporation Verfahren eingegangen. Voraussetzung fur
das Emulsion Evaporation Verfahren ist eine Emulsion, bei der das organische
Ldsungsmittel die einzelnen Formulierungsbestandteile 16st und gleichzeitig unmischbar mit
der wassrigen Phase ist. Zudem sollte die organische Phase mdoglichst untoxisch sein und
einen wesentlich niedrigeren Siedepunkt als Wasser haben, damit sie leicht abgedampft
werden kann. Diese Bedingungen minimieren die Zahl der moglichen Losemittel erheblich.
Schwefelkohlenstoff und Dichlorethan scheiden wegen ihrer Giftigkeit aus. Zur Verfligung
stehen Dichlormethan, Chloroform (=Trichlormethan) und Ethylacetat. Die Siedepunkte der

Losemittel sind Tabelle 2 zu entnehmen. [62; 63; 64]

Tabelle 2 Siedepunkte der Lésemittel

_ Siedepunkt
Losemittel
[T]
Dichlormethan 39,8-40
Chloroform 60,5 - 61,5
Ethylacetat 76,5-77,5

Den Siedepunkten nach scheint sich Dichlormethan fur das Emulsion Evaporation Verfahren
am besten zu eignen. Bei der Spruhtrocknung sollte ein hoherer Siedepunkt kein Problem
darstellen. Sowohl Chloroform als auch Dichlormethan sind wasserunldslich. Ethylacetat I0st
sich mit 7,8 % in Wasser. [8]

Versuche mit Chloroform zeigen, dass sich die Formulierungen im Emulsion Evaporation
Verfahren nicht so geschmeidig verarbeiten lassen, wie mit Dichlormethan. Zudem ist ein
Aufheizen der Emulsion zum Entzug des Losemittels auf Uber 60 € als kritisch zu
betrachten, da einige Formulierungen eine Glaslibergangstemperatur aufweisen, die in
diesem Temperaturbereich liegt. Die aus der Chloroformphase entstandenen Partikel liegen
in ihrer GrolRe Uber denen der Partikel, die aus der Dichlormethanphase erhalten werden.

Somit ist Dichlormethan Chloroform in der Partikelherstellung vorzuziehen.
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Ethylacetat ist durch seinen hohen Siedepunkt fir einen Einsatz im Emulsion Evaporation
Verfahren nicht geeignet. Dies ist fur das Sprihtrocknungsverfahren, bei dem Emulsionen
verspriht werden, als nicht problematisch zu sehen. Die, wenn auch geringe Ldslichkeit von
Ethylacetat in Wasser stellt sich jedoch als kritisch heraus. Wird im Herstellungsprozess die
organische Phase in die Wasserphase gegeben, vermischt sich das Ethylacetat sofort
solange mit dem Wasser, bis seine Loslichkeitsgrenze erreicht ist. Das in der organischen
Phase geloste Polymer droht auszufallen, wenn der Arbeitsschritt der Zugabe des
Losemittels zu langsam verlauft. Ist dieser kritische Punkt Uberwunden, kommt es zur
Bildung einer stabilen Emulsion. Bei einer Formulierung mit Polystyrol und Eudragit® S wird
in der Sprihtrocknung ein volumindses Produkt erhalten, das im redispergierten Zustand
sehr kleine Partikel erkennen, sich aber auch schlecht benetzen lasst. Eine REM-Aufnahme
dieser Probe zeigt fadenartige Polymerstrukturen und zusammengefallene Partikel. Aufgrund
der Loslichkeit in Wasser und der sich daraus ergebenden kritischen Phase der Zugabe von
Ethylacetat in die Wasserphase, wird von einer weiteren Verwendung dieses Ldsemittels
abgesehen.

Mittel der Wahl mit bestméglichen Losemitteleigenschaften bleibt Dichlormethan. Zudem ist

dies fur den Einsatz in den hier verwendeten Verfahren gebrauchlich. [56; 65]

C.1.2 Homogenisierung

GemalR Herstellungsvorschrift wird die organische Phase mit Hilfe des UltraTurrax in der
wassrigen Grundlage dispergiert. Der Energieeintrag ist nétig, um eine stabile Emulsion zu
erzeugen. Trotz des Erhalts eines stabilen Systems zeigen mikroskopische Aufnahmen,
dass die Tropfchen teilweise noch sehr grofd sind oder dass die TropfchengréfZenverteilung
sehr inhomogen ist (Abb. 22).

Es wird davon ausgegangen, dass sich die Homogenitat der Emulsion auch auf die
PartikelgréRenverteilung der Suspension auswirkt, die beim Emulsion Evaporation Verfahren
erhalten wird. Dies kann damit begriindet werden, dass sich in den Tropfen der organischen
Phase die Bestandteile der Partikel befinden. In groRen Tropfen ist mehr Polymer geldst,
welche dann grol3e Partikel zur Folge haben.

Eine weitere Homogenisierung ist notwendig, wenn kleine Partikel mit einer monomodalen
GroRRenverteilung erhalten werden sollen. Fir diese Optimierung wird der Microfluidizer M-
110Y der Firma Microfluidics verwendet. Er presst die Emulsion pulsatil durch zwei
Interaktionskammern, die mit einem porésem Keramikmaterial definierter PorengréRe gefillt
sind. Dabei besitzt die erste Kammer einen grol3eren Porendurchmesser als die darauf
folgende. Eine weitere Optimierung kann durch Erhdhung des Drucks, der die Lésung durch

die Kammern pumpt, oder durch Minimierung der Porendurchmesser der
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Interaktionskammern erreicht werden. Eine Verkleinerung der Tropfchengréf3e ist nicht bei

jeder Emulsion im gleichen Malf3e zu erreichen (Abb. 22):

™y

Abb. 22 Emulsionen vor und nach Einsatz des Microfl uidizer (MF); a) PS For mulierung ohne
MF; b) PS Formulierung mit MF; ¢) PMMA Formulierung ohne MF; d) PM MA
Formulierung mit MF

Die Bilder a) und b) zeigen eine Polystyrol Formulierung. Eine Verbesserung nach Einsatz
des Microfluidizer ist deutlich sichtbar, jedoch scheint das Ergebnis nicht optimal. c) und d)
zeigen eine PMMA Formulierung. Die Verbesserung ist augenscheinlich. Ein homogenes
Emulsionsbild wird erhalten. Trotz des apparenten suboptimalen Ergebnisses in b)
resultieren aus dieser Formulierung Partikel mit einer engen GroéfRenverteilung. Ein erneutes
Bearbeiten mit dem Microfluidizer oder eine Erhdéhung des Druckes zur besseren
Homogenisierung ist nicht erforderlich. Zudem muss beachtet werden, dass ein nicht
unerheblicher Energieeintrag stattfindet. Die Emulsion erwarmt sich beim Durchgang durch
den Microfluidizer, sodass ein Teil der organischen Phase dem System entweicht, da
Dichlormethan einen geringen Siedepunkt von 40 T [63] besitzt. Dieser Verlust kann das
System madglicherweise in seinen Eigenschaften verandern und negativ beeinflussen. Die

gleiche Polymermenge ist dann in einer geringeren Menge Dichlormethan gel6st. Die
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organische Phase wird dadurch viskoser und ein Ausfallen oder Koaleszieren der Tropfen
wahrscheinlicher. Es sollte daher darauf geachtet werden, das Emulsionssystem durch

auRere Einfliisse moglichst wenig zu verandern.

C.1.3 Aufreinigung

Das anfangliche Verstandnis der Formulierung beruht auf der Annahme, dass Polymer,
Wirkstoff und Emulgator nach dem Verdampfen der organischen Phase in Form von
Partikeln in einer wassrigen Phase vorliegen, deren pH-Wert an das System angepasst
wurde (meist basisch). Ein Waschschritt scheint nicht nétig. Zudem lasst sich die Suspension
schwerlich filtrieren und bei einer Zentrifugation bleibt ein gewisser Partikelanteil im
Uberstand, der nicht sedimentiert. Wird die wassrige Phase bei Raumtemperatur
abgedampft, bildet sich eine glasartige, weil3lich gelbe Schicht auf den Partikeln. Es zeigt
sich, dass diese glasartige Schicht vom Emulgator gebildet wird, der bei dem
Trocknungsvorgang verfilmt. Aufgrund des vorhandenen Uberschuss werden in C.2.1.3
Versuche zur Optimierung des Emulgatoranteils durchgefiihrt. Dabei stellt sich heraus, dass
keine Sattigung der Oberflachen mit Emulgatormolektlen erfolgt, sondern dass es vielmehr
zu einer Ausbildung eines Verteilungsgleichgewichtes zwischen wassriger und organischer
Phase kommt. Fir den Erhalt einer stabilen Emulsion muss der Emulgator demnach im
Uberschuss eingesetzt werden. Zur Entfernung der (iberschiissigen Edukte ist ein
nachgeschalteter Aufreinigungsschritt notig. Anfangs ist Filtration das Mittel der Wahl. Dies
ist eine sehr schonende Methode, die zudem Produktverluste bei geeignetem Filtermaterial
nahezu ausschlief3t. Der Filter geeigneter PorengrofRe muss zudem pH-besténdig sein, da
die Suspensionen meist stark basisch sind. Unter diesen Voraussetzungen findet sich ein
PESU-Filter (Polyethersulfon) der Firma Sartorius mit einer Porengrdf3e von @ = 0,45 um.
Diese Art der Aufreinigung ist jedoch nicht optimal. Der Filter verstopft sehr schnell und eine
zeitintensive Filtration ist die Folge. Gewaschen werden die Partikel durch die Zugabe von
destilliertem Wasser, bis das Filtrat einen nahezu neutralen pH-Wert erreicht. Trocknen die
auf dem Filter erhaltenen Partikel, so lassen sie sich einfach moérsern, jedoch schlecht
redispergieren. Werden die Partikel vor ihrer Eintrocknung wieder redispergiert, wird eine
homogene, aggregatfreie Suspension erhalten. Eine Verbesserung des Filtrationsvorgangs
konnte nicht erzielt werden.

Durch das Verfahren der Zentrifugation lasst sich die Partikelsuspension ebenfalls
aufreinigen. Sehr kleine Partikel sedimentieren nicht bei der angewendeten Zentrifugalkraft
und verbleiben im Uberstand. Dieser wird im Verlauf des Waschvorgangs mehrmals
ausgetauscht und verworfen, sodass hier ein Partikelverlust entsteht, der jedoch so marginal

ist, dass keine verdnderten Ergebnisse zu erwarten sind.
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Um zu zeigen, dass ein Waschschritt zu der gewlnschten Aufreinigung fuhrt, wird der eine
Teil der erhaltenen Partikelsuspension filtriert, wahrend bei dem anderen Teil lediglich das
Wasser bei Raumtemperatur abgedampft wird. Die so erhaltenen Partikelproben werden

zum einen im Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet, als auch einer

PartikelgréRenanalyse mittels Laserdiffraktometrie unterzogen.

Abb. 23 Polystyrolpartikel mit MSCP 50/50 als Emulg  ator a) ungewaschen; H ,0 verdampft bei
RT; b) gewaschen mit H ,0

In Abb. 23 ist zu sehen, dass ein Waschvorgang in jedem Fall eine Aufreinigung des
Produktes bedeutet. a) zeigt die ungewaschene Probe. Runde Partikel mit glatter Oberflache
sind erkennbar, jedoch scheinen diese Partikel wie eingebettet. Leere Buchten, in denen
auch Partikel lagen, bleiben zuriick. Im unteren Bildteil ist eine fadenartige Verunreinigung zu
sehen, die eventuell vom eingesetzten Polymer stammt. Die ungewaschenen Partikel lassen
sich besser redispergieren, was auf die Partikel einbettende Substanz zurtickzufiihren ist.
Die Vermutung liegt nahe, dass es sich hier um einen Uberschuss an Emulgator handelt, der
neben den Partikeln ausfallt. Durch diesen Uberschuss, der bei einem Redispergiervorgang
wieder in Losung geht, wird eine grolRere Agglomeratbildung unterbunden. Die
PartikelgréRenverteilung ist Tabelle 3 zu entnehmen. Der geringe D(90)-Wert dieser

ungewaschenen Partikel zeigt, dass kaum Agglomerate vorhanden sein kénnen.

Tabelle 3 PartikelgroRenanalyse redispergierter Par  tikel gewaschen und ungewaschen

i ier- D(10 D(50 D(80 D(90
Probe D|spzfg|er Ultraschall (10) (50) (80) (%0)
medium [um] [um] [um] [um]
PS Partikel Wasser 6 min 0797 | 1571 | 2401 | 2,997
ungewaschen
PS Partikel 0,1 % wassrige .
gewaschen DOS Na-Lostng 6min 0,738 2,077 11,733 19,327
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Die gewaschenen Partikel zeigen ein deutlich anderes Bild. In der REM-Aufnahme sind
keine Verklebungen oder andere Uberreste zu sehen (Abb. 23). Die Partikel liegen
nebeneinander vor, wobei anhand der Aufnahme nicht beurteilt werden kann, ob die Partikel
vereinzelbar sind. Die GréRenverteilung scheint hier wesentlich nach kleineren Groflien
verschoben zu sein. Dies ist zum Teil mit einer fehlenden Homogenisierung der Suspension
vor der Aufteilung in gewaschen und ungewaschen zu erklaren, auferdem ist ein
Verschwinden der kleinen Partikel im Emulgatoriberschuss in der ungewaschenen Probe
denkbar. Kleinere Partikelgrof3en der gewaschenen Probe sind nach Betrachtung der REM-
Aufnahmen zu erwarten. Die Partikel lassen sich jedoch schlecht redispergieren. Der Einsatz
einer tensidischen Losung als Dispergierhilfsmittel verbessert zwar die Benetzung, kann aber
auch nicht alle Agglomerate auflésen. Die genaue GroRenverteilung ist Tabelle 3 zu
entnehmen. Der extreme Anstieg vom D(50)- zum D(80)- und D(90)-Wert ist nur durch
vorhandene Agglomerate zu erklaren. Durch den Einsatz von Ultraschall, der in die
Messeinheit des Laserdiffraktometers integriert ist, kann eine Verbesserung der
PartikelgroRenverteilung erzielt werden. Agglomerate lassen sich so, zumindest teilweise,
singularisieren.

Es soll noch darauf hingewiesen werden, dass die hier beschriebene Formulierung einen
sehr hohen Emulgatoranteil besitzt. Der damit verbundene Uberschuss ist demzufolge auch
besonders grof3. Der deutliche Unterschied zwischen gewaschen und ungewaschen
verwundert daher nicht. Ein weiterer Versuch zu dieser Thematik, mit einer Formulierung mit
der geringsten moglichen Menge an Emulgator, fihrt zu den gleichen Ergebnissen, auch
wenn der Emulgatortiberschuss hier nicht so grof3 ist. Es konnte gezeigt werden, dass ein
Waschschritt eine Aufreinigung bewirkt und den Uberschuss an eingesetzten Edukten
entfernt.

Dieses Phanomen wirkt sich auch auf den Wirkstoffgehalt der Probe aus. Der Gehalt wird
auf die eingesetzte Feststoffmenge bezogen. Dazu gehdren das Polymer, der Emulgator und
der Wirkstoff. Verringert sich eine dieser Komponenten, wird der Wirkstoff auf eine geringere
Gesamtmenge bezogen. Dies hat zur Folge, dass der Wirkstoffgehalt steigt. Zur Stiitzung
dieser Theorie wird der Gehalt einer Partikelcharge bestimmt, deren eine Hélfte gewaschen
und die andere ungewaschen vorliegt. Zudem wird die gleiche Formulierung mit steigendem

Wirkstoffgehalt im gewaschenen Zustand auf ihre Wirkstoffmenge hin untersucht.
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Tabelle 4 Wirkstoffgehalt gewaschener und ungewasch  ener Polystyrol Formulierungen

Theoret. Wirkstoffgehalt Prakt. Wirkstoffgehalt
Probe
(6] [%]
7a_EE ungewaschen 9 6,3
7a_EE gewaschen 9 10,5
7b-4_EE gewaschen 13 14,5
7c-5_EE gewaschen 17 19,2

Tabelle 4 zeigt, dass bei der gleichen Probe im gewaschenen und ungewaschenen Zustand
ein sehr unterschiedlicher Wirkstoffgehalt festgestellt werden kann. Bei allen drei
gewaschenen Proben ist der ermittelte Wirkstoffgehalt héher als der theoretisch berechnete.
Dies bestatigt die Vermutung, dass der Gehalt bei den um den uberschiissigen Emulgator
befreiten Partikeln durch die Verringerung der Gesamtmasse steigt. Eine Steigerung von

~ 2 % absolut ist moglich und realistisch, wenn die Partikel gewaschen werden.

C.1.4 Freisetzung

Neben einer guten Verkapselung des Wirkstoffs ist es auch wichtig, dass die aktive Substanz
die Matrix wieder verlassen und ihre Wirkung entfalten kann. Um eine kontrollierte
Freisetzung zu erreichen, ist der Einsatz von In vitro Tests unerlasslich. [23] Zudem kann so
eine Freisetzung unter standardisierten Bedingungen stattfinden. So kénnen verlassliche
Aussagen getroffen und der Einfluss verschiedener Parameter untersucht werden. Dabei
sollte das ausgesuchte Freisetzungsmodell dem spéateren Anwendungsbereich so nahe wie
mdglich sein. Die fur dieses Projekt erarbeitete Formulierung dient der Bekampfung von
Zecken und Fléhen und soll im Hundefell haften. Die Freisetzung findet demzufolge nicht auf
der Hundehaut statt, sondern tatsachlich im Fell des Hundes. Diese Freisetzungs-
bedingungen sind im Labor schwerlich nachzustellen. Ein Freisetzungsmedium scheint in
diesem Fall nicht zu existieren, wobei beachtet werden muss, dass das Hundefell von einer
natirlichen  Sebumschicht  Uberzogen ist, deren Zusammensetzung individuell
unterschiedlich ist. Inwieweit diese Sebumschicht die Freisetzung beeinflusst und
vorantreibt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig zu beantworten. Ein
Freisetzungsmodell, welches die Sebumschicht als wichtigen Faktor der Freisetzung wieder
aufgreift, wird in C.5 ndher beschrieben. Fir eine quantitative, reproduzierbare Analyse der
eingesetzten Wirkstoffmenge ist das Vorhandensein eines Freisetzungsmediums jedoch fast
unerlasslich. Dabei muss beachtet werden, dass auf diese Weise erhaltene
Freisetzungskurven lediglich dem Vergleich verschiedener Formulierungen dienen kénnen,

und ein Bezug zu der Freisetzung auf dem Hund nicht direkt mdglich ist.
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Das Freisetzungsmedium sollte einfach in der Handhabung sein, es darf das Kapselmaterial
weder auflésen noch quellen, muss aber den Wirkstoff l6sen und es muss mit der
Analysenmethode der HPLC kompatibel sein. Als geeignet zeigt sich eine Ethanol-Wasser-
Mischung. [17] Welches Mischungsverhdltnis als optimal zu betrachten ist, soll ein
Freisetzungsversuch tber 24 h bei verschiedenen Mischungsverhaltnissen von Ethanol und
Wasser zeigen. Fir eine diffusive Freisetzung mussen dafir Sink-Bedingungen herrschen,
nur so kann davon ausgegangen werden, dass sich kein Steady State zwischen der
Diffusion in und aus der Matrix heraus einstellt. [29] Dafir ist es notwendig, die Loslichkeiten
des Wirkstoffs Flumethrin in den Ethanol-Wasser-Mischungen zu kennen. Vorversuche
hierzu wurden bereits durchgefiihrt. [9] Die Ergebnisse in Tabelle 5 zeigen, dass die
Loslichkeit des Wirkstoffs Flumethrin stark sinkt, sobald das Losungsmittel einen auch nur

geringen Wasseranteil besitzt.

Tabelle 5 Ldslichkeiten von Flumethrin in Ethanol-W  asser-Mischungen

Ldsungsmittelmischung Gehalt Flumethrin
Ethanol / Wasser [%0]
Ethanol / Wasser 4:6 3,498e-4
Ethanol / Wasser 5:5 4,548e-3
Ethanol / Wasser 7:3 0,0694
Ethanol / Wasser 8:2 0,527
Ethanol / Wasser 9:1 1,976
Ethanol / Wasser 10:0 10,34

Fur die Freisetzungsversuche werden folgende Ethanol-Wasser-Mischungen in einem
Versuchszeitraum von 24 h getestet: 30/70; 50/50; 70/30; 100/0. Wahrend der
Versuchsdauer werden die Proben bei Raumtemperatur geschuttelt (vgl. E.2.4.2) Nach 24 h
werden die Proben filtriert und mittels HPLC vermessen. Das Ergebnis ist Abb. 24 zu

entnehmen.
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Abb. 24 Freisetzung Flumethrin bei unterschiedlichen Ldsemi ttelzusammensetzungen
bezogen auf den Flumethringehalt der Partikel

Es ist gut zu erkennen, dass mit steigendem Ethanol-Gehalt auch die freigesetzte Menge
Flumethrin steigt. Um verschiedene Formulierungen miteinander vergleichen zu kdnnen, ist
sowohl eine sehr grol3e als auch eine sehr kleine Freisetzungsrate nicht von Vorteil. Bei
einer mittleren Freisetzung sollten Unterschiede in der Freisetzung am sichersten auswertbar
sein. Nach Abb. 24 ist die Ethanol-Wasser-Mischung 70/30 optimal fur den Vergleich des
Freisetzungsverlaufs verschiedener Formulierungen. Dieses Freisetzungsmedium st
allerdings nur fur die Flumethrin beladenen Polystyrolpartikel geeignet. Nach [17] 16st sich
PMMA in reinem Ethanol, und selbst in Mischungen aus Ethanol und Wasser ist es nicht
stabil. Methanol dagegen soll PMMA nicht 16sen. Analog zu der Freisetzung in Ethanol-
Wasser-Mischungen wird bei den PMMA Partikeln mit Methanol-Wasser-Mischungen

verfahren. Das Ergebnis dieser Freisetzung ist in Abb. 25 zu sehen:
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Abb. 25 Freisetzung Flumethrin bei unterschiedliche n Losemittelzusamm ensetzungen
bezogen auf den Flumethringehalt der Partikel

Bei den PMMA Partikeln ist ebenfalls eine mittlere Freisetzung von Vorteil, wenn
verschiedene Formulierungen miteinander verglichen werden sollen. Das Verhaltnis 70/30
Methanol zu Wasser zeigt sich optimal. Ein direkter Vergleich der PMMA- und
Polystyrolformulierungen ist durch die Wahl der unterschiedlichen Freisetzungsmedien nicht
ohne weiteres moglich.

Die Freisetzung wird durch das eingesetzte Freisetzungsmedium beeinflusst. [23; 52] Auch
die physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffs und fur die Herstellung bendtigte

Zusatze konnen die Freisetzungskinetik beeinflussen. [19; 23; 52; 54]
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C.2 Polystyrol

C.2.1 Emulsion Evaporation Verfahren

C.2.1.1 Einfluss des Wirkstoffgehalts

Der Wirkstoffgehalt der Partikel ist fur eine langsame und lang andauernde Freisetzung von
grolRer Bedeutung. Je mehr Wirkstoff das Partikel enthalt, umso mehr kann theoretisch auch
freigesetzt, und umso langer kann die notwendige Wirkkonzentration gehalten werden. Die
verkapselbare Wirkstoffmenge ist limitiert. Je nach GroRe und Herstellungsverfahren der
Partikel lasst sich mehr oder weniger Wirkstoff in den Kapseln unterbringen. In Bezug auf
Flumethrin als Modellwirkstoff und das Emulsion Evaporation Verfahren als
Herstellungsmethode ergibt sich eine experimentelle Hochstkonzentration von ~ 20 % (m/m).
Mehr Wirkstoff liegt als Uberschuss auRRerhalb der Kapseln vor und verklebt diese so sehr,
dass sie nicht mehr singularisiert werden kénnen.

In der hier vorliegenden Arbeit wird mit drei Konzentrationsabstufungen gearbeitet: 9, 13 und
17 % (m/m). Bei einer praktischen Uberprifung dieser Werte werden jedoch
Konzentrationenerhalten, die eine Abstufung von ca. 10, 15 und 20 % (m/m) zeigen (siehe
C.1.3). Diese Konzentrationssteigerung ist dadurch zu erklaren, dass die Edukte nicht
vollstdndig zum Produkt umgesetzt werden. Besonders ist hier der Emulgator zu nennen, der
dem System im Uberschuss zugesetzt wird. Ein Teil bleibt in der wassrigen Lésung als
geldster Bestandteil zurlick. Dieser verringert den Feststoffgehalt, sodass die eingesetzte
Wirkstoffmenge auf eine kleinere Masse bezogen werden muss. Eine Variation des
Wirkstoffgehalts soll zeigen, wie sich die Eigenschaften der Partikel verandern, z. B. Grol3e,

Glasubergangstemperatur, Freisetzung.

C.2.1.1.1 PartikelgroRRe

Fur diesen Versuch wird eine Formulierung gewdahlt, die in Vorversuchen eine stabile
Emulsion und Partikel in einer praxisrelevanten GroR3e ergibt. Vermessen wird hier in allen
Fallen die Suspension, die nach dem Abzug des Loésungsmittels erhalten wird. Werden die
Partikel gewaschen, getrocknet und dann wieder redispergiert, kann es zu Agglomeraten
kommen, die eine genaue Messung der PartikelgroRe erschweren. Zur Ermittlung der
GroRRenverteilung wird die Laserdiffraktometrie herangezogen (siehe Kap. B.5.1). Mit dieser
Methode lassen sich Partikel in einem GréRenbereich von 0,02 bis 2000 um messen. [41]
Die Ergebnisse werden volumenbasiert errechnet. Zu weiteren Gerateangaben siehe
E.2.3.2.

Die untersuchten Formulierungen setzen sich wie folgt zusammen (Tabelle 6):
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Tabelle 6 Standardformulierung

Substanz Menge

2,64 g (m/m bezogen auf die organische Phase)

Polystyrol ™
= 0

L . 1,05 g (m/m bezogen auf Polymermasse)
Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer (MSCP14)

2 28 %
_ 0 - 0,75 g (m/m bezogen auf Feststoffanteil)
Flumethrin
2 0-19 %
Wasser 160 ml
Dichlormethan 40 ml

Das in den Standardformulierungen verwendete Polystyrol ist Ware fir technische Zwecke.
Das Molekulargewicht ist nicht genau definiert, liegt aber nach Herstellerangaben im Mittel
bei 265.800 g/mol. [4]

Tabelle 7 zeigt die PartikelgroR3enverteilung der Formulierung mit steigendem
Flumethringehalt. Die Messungen beziehen sich auf die Suspensionen, die nach dem Entzug
der organischen Phase erhalten werden. Fur eine monomodale GréRenverteilung werden die
Formulierungen vorher mit dem Microfluidizer behandelt. Der positive Effekt des

Microfluidizers ist in C.1.2 beschrieben.

Tabelle 7 PartikelgroRenverteilung bei steigendem F  lumethringehalt; Vermessung der
Suspension mit der Laserdiffraktometrie

Flumethringehalt D(10) D(50) D(90)

Probe
(6] (k] (k] [bm]
7-2_EE-MiFlu 0 0,678 1,207 2,068
7a-5_EE-Miflu 10,4 0,750 1,231 1,956
7b-4_EE-MiFlu 14,5 0,723 1,296 2,209
7c-5_EE-MiFlu 19,1 0,618 1,110 1,921

Tabelle 7 zeigt, dass das Hauptfeld der Partikel eine Gréf3e von 0,6-2,2 um hat. Damit liegen
sie in einem fur die Anheftung an Fell relevanten GroRenbereich. Anbindungsversuche
haben gezeigt, dass die notwendige Anbindungsstarke mit der Gré3e der Partikel sinkt. Eine
GroRRe von 2 um gilt nach bisherigen Erkenntnissen als Obergrenze fir eine gute Anbindung.
Trotz des steigenden Wirkstoffgehalts ist keine Volumenzunahme bei den Partikeln

festzustellen. Visualisiert wird die Partikelgréf3e in Abb. 26.
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Abb. 26 Einfluss des Wirkstoffgehalts auf die Parti

7b-4_EE 14,5 %; 7c-5_EE 19,1 %

kelgroRe; 7-2_EE 0 %; 7a-5 EE 10,4 9%;

Wie dicht die einzelnen Verteilungen beieinander liegen, ist gut zu erkennen. Die Ordinate
zeigt die Partikelgrof3e, logarithmisch aufgetragen. Die Abszisse gibt die Partikelanzahl in
Volumenprozent an. Kleine Unterschiede in der Partikelgro3enverteilung ergeben sich durch
den Herstellungsprozess, der unvermeidbaren, nattrlichen Fehlerquellen unterliegt. Diese
Streuungen sind unvermeidbar und in einem gewissen Mal3 akzeptabel. Durch wiederholte
Herstellung soll gezeigt werden, dass die Werte in Tabelle 7 reproduzierbar sind. Dazu wird
jede Formulierung mindestens dreimal hergestellt. Aus den Kennzahlen der Verteilung lasst
sich die Standardabweichung ermitteln. [37] Wie aus Tabelle 8 ersichtlich, liegen die

relativen Standardabweichungen unter 10 %. Diese Streuung ist als akzeptabel einzustufen.

Tabelle 8 Mittelwerte der gemessenen  PartikelgréRen und die dazugehdrigen
Standardabweichungen
Flumethringehalt D(10) D(50) D(90)
Probe ]
Theoretisch [%] [pm] [pm] [um]
7_EE-MiFlu 0 0,70 +/- 0,02 1,24 +/- 0,05 2,12 +/- 0,07
7a_EE-Miflu 9 0,72 +/- 0,05 1,23 +/- 0,01 2,03 +/- 0,16
7b_EE-MiFlu 13 0,72 +/- 0,01 1,25 +/- 0,04 2,11 +/- 0,10
7c_EE-MiFlu 17 0,63 +/- 0,07 1,17 +/- 0,08 2,10 +/- 0,15
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C.2.1.1.2 Glasubergangstemperatur

Die Bestimmung der Glastibergangstemperatur T4 kann fur verschiedenste Zwecke genutzt
werden. So reagiert sie sensibel auf Konformations&nderungen, Solvate, Hydrate,
Verunreinigungen und Molekulargewichte, um nur einige Punkte zu nennen. In einer
Formulierung, in der verschiedene Komponenten aufeinander stolR3en, wird die
Glasubergangstemperatur vielseitig beeinflusst. Durch den Einsatz sog. Weichmacher kann
die T4 nach unten Korrigiert werden.

Eine T4 unter 40 T ist in diesem Fall als kritisch zu bet rachten, wenn davon ausgegangen
werden kann, dass auf der Haut im Fell des Hundes eine Temperatur von 30-35 T herrscht.
Liegt die Glastibergangstemperatur unter der des Hundefells, verschmelzen die Partikel mit
dem Fell. Dieses Phanomen kann erwiinscht sein, da so eine Anheftung des Partikels an
das Fell mdglich ist. Jedoch ist auch eine unerwiinschte Verklebung des Deckhaars mdglich.
In dieser Arbeit werden die Glastubergangstemperaturen zur weiteren Charakterisierung der
Formulierungen herangezogen.

Abb. 27 zeigt sehr anschaulich, wie die T4 vom Wirkstoffgehalt beeinflusst wird. Wie durch
die amorphe Struktur des Flumethrins zu erwarten war, I6st es sich gut in dem amorphen

Polymer.

Einfluld des Wirkstoffgehalts auf die Tg

160
140
120
100
80
60
40
20

Temperatur [TC]

Abb. 27 Glasuibergangstemperaturen der Formulierungen mit st eigendem Wirkstoffgehalt
[7-3_EE 0 % Flumethrin, 7a-7+8_EE 9,9 % Flumethrin; 7b-4_EE 14,5 % Flumethrin;
7c-5_EE 19,1 % Flumethrin] und der Ausgangsstoffe P olystyrol (PS) und Styrol-
Maleinsaureanhydrid Copolymer (MSCP14)
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Das Partikel besteht nicht aus einem Kern-Schale Modell, sondern stellt ein homogenes
Gemisch aus Wirkstoff und Polymermatrix dar. Dies legt zum einen die Herstellungsmethode
nahe (vgl. E.2.1), zum anderen zeigen die Glastbergangstemperaturen der Ausgangsstoffe
und des fertigen Produkts, dass Flumethrin einen Weichmacher-Effekt austibt. [59] Die
Glasubergangstemperatur der Partikel liegt also niedriger, als die des reinen Polymers.
AulRerdem ist nur eine thermische Reaktion zu beobachten, was ebenfalls auf das Vorliegen

einer festen Lésung hindeutet (Abb. 28).
Aendo

J3[7a-T+8_EE filtriert &
Ta-7+3_EE fitriert &, 3,5300 myg

Glasurmwandlung

Cinset 76,31 °C
Mitiel 80,24 °C
Heizrate 10,00 *Crnin®-1

Glasumwandiung
Onset  63.61°C
Mitiel 68,76 °C
Heizrate 10,00 *Cmin®*-1

|3[7e-5_EE fittriart 7
To-5_EE filiriert 7, 3.7500 mg

1E0 200 °C
| Il
I T I
18 13min

Bayer: ta STAR® SW 8.01

Abb. 28  Glasiibergangstemperatur in Abhé&ngigkeit vom Wirkstoffgehalt; 7-3 EE 0 %
Flumethrin (rot), 7a-7+8_EE 9,9 % Flumethrin (blau) ; 7b-4_EE 14,5 % Flumethrin
(pink), 7¢c-5_EE 19,1 % Flumethrin (griin)

Die Abszisse zeigt den Zeit- und den Temperaturverlauf. Auf die Ordinate wird der
Warmestrom durch die Einheit Milliwatt wiedergegeben. Durch die hier gewéhlte Darstellung
sind nur relative Zahlen auf der Ordinate moglich. Zur besseren Ansicht werden die
Messkurven auRerdem auf den aussagekraftigen Teil, Segment drei der Messung, gekurzt.
Segment drei zeigt die zweite Aufheizphase, die Glastubergangstemperaturen unverfalschter
darstellt als die erste Aufheizphase, in der z. B. Restwasser fir einen weiteren
Kurvenausschlag sorgt. Abb. 28 zeigt die Glastuibergangstemperaturen bei Formulierungen
mit unterschiedlichem Wirkstoffgehalt. Es ist zZu erkennen, dass die
Glasubergangstemperatur mit steigendem Flumethringehalt sinkt. Der Wirkstoff fungiert als

Weichmacher, indem er sich zwischen die einzelnen Molekile des Polymers setzt und so
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dessen physikalische Eigenschaften beeinflusst. Die T4 sinkt von 100 T auf 63 €. Die

genauen Daten sind aus Tabelle 9 ersichtlich.

Tabelle 9 Glasiibergangstemperatur bei steigendem FI  umethringehalt

Flumethringehalt Ty
Probe
[%] [C]
7-3_EE 0 100,83
7a-7+8_EE 10,9 76,31
7b-4_EE 14,7 71,24
7c-5_EE 19,1 63,61

Um den Ausgangswert, d.h. die Glasubergangstemperatur bei Partikeln ohne Wirkstoff,
besser einordnen zu kdnnen, werden die Einzelbestandteile auf ihre Enthalpieeigenschaften
untersucht. Die Placebo Partikel bestehen lediglich aus zwei Komponenten. Zum einen aus
dem Kapselmaterial Polystyrol und zum anderen aus dem oberflachenmodifizierenden
Copolymer Styrol-Maleinsaureanhydrid. Das hier verwendetet Polystyrol besitzt eine T4 von
86 T (laut Literatur > 70 T [5]). Das Styrol-Male ins&ureanhydrid Copolymer hat einen
Glasubergang bei 149 € (zu diesem Produkt ist leid er kein Literaturwert vorhanden). Die
Placebo Partikel liegen mit einem Wert von ~ 101 € genau dazwischen (Abb. 27). Da auch
hier nur ein Glastbergang und keine weiteren Peaks zu sehen sind, gilt die Annahme einer
homogen vorliegenden Polymermatrix. Polystyrol fungiert als Weichmacher fir das
Copolymer Styrol-Maleinsaureanhydrid und senkt dessen Glasubergangstemperatur. Der
Zusammenhang zwischen Wirkstoffgehalt und Glastbergangstemperatur ist linear mit einem
BestimmtheitsmafR von R? = 0,9908 (Abb. 29).
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Abb. 29 Glasuibergangstemperatur in Abh&angigkeit vom Wirkstoffgehalt

Auf der Ordinate wird die Glastubergangstemperatur und auf der Abszisse der
Flumethringehalt abgebildet. Der Wirkstoffgehalt ist in dem hier getesteten Bereich

umgekehrt proportional zur Glaslibergangstemperatur.

C.2.1.1.3 Freisetzung

Es ist zu vermuten, dass eine hohere Beladung der Partikel auch eine schnellere
Freisetzung begunstigt. Die Glasiibergangstemperatur sinkt, das Molekilgeriist des Partikels
ist somit flexibler. Dies sollte den Austritt des Wirkstoffs aus den Partikeln vereinfachen. [59]
Zudem steigt der Wirkstoffgehalt bei gleich bleibender Gré3e der Partikel. Eine Diffusion des
Wirkstoffs aus dem Partikel wird so beginstigt.

Um diese Vorlberlegungen zu stitzen und zu Uberprifen, werden Formulierungen
verschiedener Wirkstoffgehalte in einem Freisetzungsversuch getestet. Hierzu dient eine
Ethanol-Wasser-Mischung (70/30 (V/V) %) als Freisetzungsmedium. Das optimale
Mischungsverhéltnis wurde in einem Vorversuch ermittelt (C.1.4). 5 ml dieses
Alkoholgemischs, mit Partikeln versetzt, werden mit einem Multi Wrist® Shaker auf Stufe 7
bei Raumtemperatur in waagerechter Anordnung sieben Tage geschiittelt (siehe E.2.4). Die
Probenziehung findet nach 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96 und 168 h statt. Aus organisatorischen
Grunden ist auch eine Probenziehung bei 144 h anstatt 168 h mdglich. An dieser Stelle sei
noch einmal erwdhnt, dass diese Freisetzungsmethode dem Vergleich der Proben
untereinander dient, und keine direkten Schlisse auf die Freisetzung im Hundefell zulasst.
Die Freisetzung beeinflussenden Faktoren auf dem Hundefell sind zu komplex, um sie in

einem einfachen Versuch darstellen zu kbnnen.
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Die Proben werden, wie in Kap. E.2.4.1 beschrieben, vorbereitet. Der Feststoffgehalt der
gewaschenen Partikelsuspension entscheidet Uber die Menge, die dem Freisetzungsmedium
zugesetzt wird. Dabei ist zu beachten, dass die Proben das Volumen, in dem die Freisetzung
gemessen wird, erhoéhen. Zur Vereinfachung wird davon ausgegangen, dass die
Probensuspension eine Dichte von 1 mg/ml besitzt. Das zugesetzte Probenvolumen wird
dann von der benétigten Wassermenge, der Ethanol-Wasser-Mischung abgezogen. So lasst
sich auf eine einfache Art das richtige Probenvolumen fir die Freisetzung zusammenstellen.
Abb. 30 zeigt die freigesetzte Menge Flumethrin in Abhangigkeit von der Zeit.
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Abb. 30 Freisetzung von Flumethrin bezogen auf den Flumethr ingehalt der Partikel,

Freisetzung mit Partikeln  verschiedenen Wirkstoffgehalts: 10,9 % (pink); 14, 7 %
(gelb); 18,8 % (blau)

Verglichen werden hier Formulierungen, die sich lediglich in ihrem Wirkstoffgehalt
unterscheiden. Die genauen Gehaltsangaben sind Tabelle 10 zu entnehmen. Probe
7a-7+8_EE hat den geringsten Wirkstoffgehalt und setzt am langsamsten frei. Je mehr

Wirkstoff vorhanden ist, umso mehr wird im gleichen Zeitraum freigesetzt. [68]
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Tabelle 10 Flumethringehalt; Formulierungen unterscheiden sich nur im Wirkstoffgehalt,
Gehaltsbestimmung mittels HPLC

Probe Flumethringehalt [%]
7a-7+8 EE_gewaschen 10,9
7b-4_EE_gewaschen 14,7
7c-8_EE_gewaschen 18,8

Wie in C.2.1.1.1 bereits gezeigt, andert sich die PartikelgroRe mit steigendem Wirkstoffgehalt
nicht. Demnach ist bei hohem Wirkstoffgehalt mehr Flumethrin in demselben Volumen
verteilt. Die Flumethrindichte ist hoher. Somit befindet sich auch mehr Flumethrin an der
Oberflache, dass durch einen kurzen Diffusionsweg schnell freigesetzt werden kann. [31; 59]
Dies zeigt sich durch einen hohen Burst-Effekt bei 7c-8 EE. Bei Partikeln mit geringem
Wirkstoffgehalt befindet sich dementsprechend weniger Flumethrin an der Oberflache. Somit
hat auch eine geringere Menge Flumethrin einen kurzen Diffusionsweg. Der Burst-Effekt ist
kleiner. Eine genaue Steuerung des Burst-Effekts ist schwierig. [32] 7b-4_EE und 7c-8_EE
setzen &hnlich schnell frei. Dies lasst sich am Steigungsfaktor der Diagrammgleichung
erkennen (Abb. 30).

Im Folgenden soll ein Abgleich der erhaltenen Freisetzungskurven mit verschiedenen
Freisetzungskinetiken zeigen, welchem Mechanismus die ermittelten Freisetzungen folgen.
Eine Kinetik 0. Ordnung kann ausgeschlossen werden, da hierfir eine gleich bleibende,
konstante Freisetzung beobachtet werden muss. Dies ist hier nicht der Fall. Charakteristisch
fur eine Kinetik 1. Ordnung ist ein exponentieller Abfall der Freisetzung. Wird die Zeit gegen
den naturlichen Logarithmus der Konzentration aufgetragen, so wird eine Gerade erhalten.
Zeigen die erhaltenen Werte lediglich in der terminalen Phase einen linearen
Zusammenhang, ist das Vorliegen einer Kinetik 2. oder auch 3. Ordnung mdglich (Abb. 31)
Dies bedeutet, dass die Geschwindigkeitskonstante nicht Gber den gesamten Bereich
konstant ist. Der vordere Teil des Graphen besitzt die Form einer Hyperbel, da sich
verschiedene Freisetzungsraten Uberschneiden. Durch das Abschalverfahren kénnen die
verschiedenen Freisetzungsgeschwindigkeitskonstanten aus dem Verlauf errechnet werden.
Bei einer Kinetik 2. Ordnung muss sich aus den Differenzen aus den gemessenen Werten
und den vom terminalen Teil extrapolierten Werten eine Gerade ergeben. Ist dies nicht der
Fall ist ein weiteres Abschalen nétig und es handelt sich beim Erhalt einer Gerade um eine
Kinetik 3. Ordnung.
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InC

Abb. 31  Abschélverfahren. e tatsdchlich gemessene Konzentration; o Konzentrationen auf
der riickextrapolierten terminalen Gerade; A Differ enzwerte zwischen tatséchlichen
und rickextrapolierten Konzentrationen [33]

Bei den hier vorliegenden Freisetzungskurven kann keine Kinetik 1. Ordnung festgestellt
werden. Nach Anwendung des Abschélverfahrens zeigen die erhaltenen Differenzen keinen
linearen Zusammenhang. Somit liegt auch eine Kinetik 2. Ordnung nicht vor. Fir ein
erneutes Abschélen ist die Anzahl der Datenpunkte zu gering. Die erhaltene Freisetzung
lasst sich mit diesem Modell nicht ausreichend beschreiben.

Des Weiteren soll das Modell von Higuchi auf die ermittelten Freisetzungen Ubertragen
werden. [29; 30] Die Freisetzung nach Higuchi oder das Quadratwurzelgesetz beschreibt die
Freisetzung aus einer Matrix. Dabei wird die Wurzel der Zeit gegen die pro Flacheneinheit
freigesetzte Wirkstoffmenge aufgetragen. Zudem sind die Sattigungskonzentration des
Wirkstoffs in dem Ldsemittel, in dem die Freisetzung stattfindet, und die Menge an Wirkstoff

pro Volumeneinheit von Bedeutung (Gl. 12).

Q=,/Dt(2A-C,)C, =k, @/t (Gl. 12)

Wirkstoffmenge, die nach der Zeit t je Flacheneinheit abgegeben wird
Diffusionskoeffizient
Gesamtwirkstoffkonzentration in der Matrix je Volumeneinheit
Zeit
s Loslichkeit des Wirkstoffs in dem die Matrix umgebenden Medium
Formulierungsabhéngige Proportionalitdtskonstante

O~ >»00

=~
I

Wird die Wurzel der Zeit t gegen Q, das aus experimentell ermittelten Werten erhalten wird,

aufgetragen, so zeigt sich kein linearer Zusammenhang (Abb. 32).
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Abb. 32 Freisetzung nach Higuchi. Bei den Proben 7a -7+8 EE, 7b-4 EE und 7c- 8 EE wird
dieses Freisetzungsprofil erhalten

Aus den Werten \t > 4 [asst sich eine Linearitat vermuten (in Abb. 32 pink dargestellt). Die
Tatsache, dass keine Linearitdt Uber den gesamten Freisetzungszeitraum erhalten wird,
deutet auf eine komplexere Freisetzung hin, die sich durch das angewendete
Versuchsmodell nicht erklaren I&sst.

Als letztes Modell soll die Freisetzung nach Peppas (Gl. 13) zeigen, ob sie die erhaltene
Freisetzung beschreiben kann. Peppas setzt die freigesetzte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t
und die insgesamt freigesetzte Wirkstoffmenge ins Verhaltnis. Der Exponent n beschreibt die
Kinetik ndher und ist von der Geometrie der Freisetzungsmatrix und dem
Freisetzungsmechanismus abhangig (vgl.B.6).

Mt —_ n
v Ko Gl. 13)

00

A Freigesetzte Arzneistoffmenge zum Zeitpunkt t
Insgesamt freigesetzte Arzneistoffmenge
Geschwindigkeitskonstante

Zeit

Die Freisetzung beschreibender Exponent

3'_"7722
8

Um die Kompatibilitdt der Freisetzung nach Peppas mit den in diesem Versuch erhaltenen

Werten zu Uberprifen, werden fur n verschiedene Werte angenommen.
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Abb. 33 Freisetzung nach Peppas bei variierendem Faktor n. Darstellung ist gultig fur die

Proben 7a-7+8 EE, 7b-4_EE und 7¢c-8 EE

In Abb. 33 ist die Zeit gegen M(t)/M(insgesamt) aufgetragen. Bei einer Richtigkeit des
angewendeten Modells werden lineare Zusammenhange erfasst. Dies ist in diesem Fall nicht
zu erkennen. Bei n = 0,43 zeigt sich die beste Ubereinstimmung zwischen dem Modell von
Peppas und den ermittelten Freisetzungswerten. Eine Ausgleichsgerade durch diese Werte
zeigt einen Korrelationsfaktor von R2 = 0,9195. Eine gewisse Richtigkeit dieses Modells fir
die ermittelte Freisetzung ist vorhanden, jedoch ist keine vollstindige Klarung dieser
Freisetzung mit dem Modell von Peppas mdglich.

Der Versuch, die erhaltenen Freisetzungen mit einem Freisetzungsmodell zu beschreiben,
zeigt, dass die experimentell ermittelten Werte nicht vollstdndig mit den verwendeten
Modellen Kkorrelieren. Dies kann mit einem komplexen Freisetzungsmechanismus
zusammenhangen, der durch viele Parameter beeinflusst wird. So ist eine leicht
ungleichméaRige Verteilung des Wirkstoffs in der Matrix mdglich. Auch ist es denkbar, dass
die mit Carboxylgruppen modifizierte Oberflache durch ihre gréRere Polaritat im
Freisetzungsmedium leicht quillt und fur den Burst-Effekt mitverantwortlich ist. [32; 46]
Zudem ist keine einheitliche PartikelgrofRe vorhanden. Kleinere Partikel werden aufgrund
ihrer groReren Oberflache eine schnellere Freisetzung zeigen als grof3ere. [52] Bei
bioabbaubaren Polymeren kann sich dieser Effekt auch umkehren, wenn im Verlauf der
Freisetzung die Porositdt steigt. [60] Fir die Berechnung der Freisetzung nach

verschiedenen Freisetzungstheorien wird die mittlere Partikelgro3e herangezogen. Hieraus
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ergibt sich ein gewisser Fehler fiir weitere Berechnungen. Die groRte Ubereinstimmung ist

mit der Theorie von Higuchi und Peppas bei n = 0,43 erkennbar.

C.2.1.2 Einfluss des Molekulargewichts

Als Kapselmaterial, der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Partikel, werden Polymere
verwendet. Die Molekilmasse ist hier von Bedeutung, da diese die physikalischen und
chemischen Eigenschaften des Polymers beeinflusst. Eine exakte Angabe des
Molekulargewichts ist bei technisch verwendeten Polymeren nicht immer mdglich, aber auch
nicht immer noétig. Dies liegt daran, dass eine genaue Steuerung der Polymerisation
schwierig ist und so ein Produkt mit Molekilen von unterschiedlichen Molekulargewichten
erhalten wird.

Fur die hier durchgefihrten Versuche werden Polystyrole einer genau definierten
Molekilmasse verwendet. Nur so kann gezeigt werden, wie sich das Molekulargewicht auf
die Formulierung, Glastbergangstemperatur, PartikelgroRe und Freisetzung auswirkt. Die
Polymere werden von der Firma PSS GmbH speziell fur diesen Zweck synthetisiert, die

Molgewichte reichen von 2.000 Da bis 500.000 Da. Die Grundformulierung ist Tabelle 11 zu

entnehmen.
Tabelle 11 Grundzusammensetzung der Formulierung be i verandertem Molekulargewicht des
Polymers
Substanz Menge [%]
Polystyrol (2000 — 500.000 Da) 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
MSCP 14 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 13 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

C.2.1.2.1 Auswirkungen auf die Formulierung

Die Polymere zeigen ein stark unterschiedliches Losungsverhalten. Nach Versuchsprotokoll
in E.2.1 wird das Polymer in Dichlormethan geldst. Polystyrol mit dem Molekulargewicht
(Mw) 2.000 Da lost sich sehr schnell. Die Lésungsgeschwindigkeit nimmt mit zunehmendem
Molekulargewicht ab. Auch das Aussehen des Polymers hangt vom Polymerisationsgrad ab.
So sind die niedrigen Molekulargewichte granulat- und pulverartig, wohingegen die hdher
molekularen Polystyrole sehr voluminds erscheinen.

Die Eigenschaften der Emulsion werden von dem Molekulargewicht des Polymers
beeinflusst. Alle Emulsionen scheinen stabil, jedoch zeigen sich beim Einsatz des
Microfluidizer und beim Verdampfen des Ldsungsmittels Unterschiede. Die Polymere mit
Mw = 2.000 Da und Mw = 15.000 Da lassen sich durch den Einsatz des Microfluidizer sehr
fein dispergieren, die Emulsionstropfchen werden so klein, dass sie lichtmikroskopisch kaum

sichtbar sind. Bei Polystyrol Mw = 110.000 Da und Mw = 500.000 Da zeigt sich dagegen ein
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weniger grofl3er Einfluss. Grol3e Tropfen bleiben vorhanden und auch insgesamt werden die
Emulsionstropfen nicht so klein (Abb. 34).
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Abb. 34 Emulsion nach Bearbeitung mit dem Microfluidizer; a ) Mw = 2000 Dag;
b) Mw = 15000 Da; ¢) Mw = 110.000 Da; d) Mw = 500.0 00 Da

Wird das Ldsungsmittel verdampft, zeigen sich nur bei den beiden héher molekularen
Polystyrolen Polymerablagerungen am Riuhrfisch und Temperaturfiihler. Ablagerungen heif3t
in diesem Fall, dass Emulsionstropfchen koaleszieren und, bevor es zur Ausbildung fester
Polymerpartikel kommt, als groRes Agglomerat ausfallen. Dies zeugt im Allgemeinen von
einer unzureichenden Stabilitat der Emulsion.

C.2.1.2.2 PartikelgroRRe

Die PartikelgrofR3e ist ein entscheidender Faktor, wenn es um die Anbindung der Partikel ans
Fell geht. Sind die Partikel zu grof3, sind sie fur eine Anheftung zu schwer und fallen ab.
Daruber hinaus sollen sie fur das menschliche Auge nicht sichtbar sein. Sind die Partikel
jedoch zu klein, kann davon ausgegangen werden, dass eine Wirkdauer von 3-6 Monaten
nicht erreicht werden kann. Als Kompromiss wird flr eine Anbindung eine optimal maximale

Grof3e von 2 pm angenommen.
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Die PartikelgréRe wird unter verschiedenen Bedingungen ermittelt. Zum einen werden die
Suspensionen, die direkt nach dem Verdampfen des Lésungsmittels erhalten werden, mit
der Laserdiffraktometrie vermessen, zum anderen werden die Partikel vor der Messung
gewaschen und getrocknet, und dann wieder in einer tensidhaltigen Losung redispergiert.
Ultraschall dient der Singularisierung von Partikeln aus Agglomeraten und wird nur bei

Bedarf in zwei Minuten Schritten eingesetzt.

Particle Size Distribution
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—7b _PS2000_EE_Susp 0. US, 22 February 2008 07:38:02
—7b_PS15000_EE_Susp 2Zmin.US, 22 February 2008 07:54:49
L 7b_PS110000_EE_Susp 4min.US, 22 February 2008 08:09:45
— b PS500000 _EE Susp 0.US, 22 February 2008 08:19:08

Abb. 35 PartikelgréRenanalyse bei steigendem Moleku largewicht; Polystyrol Mw = 2000 bis
500000 Da

Abb. 35 zeigt die PartikelgrofRenverteilung von Suspensionen mit Polystyrolpartikeln
folgender Molekulargewichte: 2.000 Da (rot); 15.000 Da (grun); 110.000 Da (hellblau);
500.000 Da (dunkelblau).

Liegt der Suspension eine stabile, homogene Emulsion zugrunde, so kann davon
ausgegangen werden, dass auch die Suspension eine homogene GroRenverteilung zeigt.
Agglomerate, vor allem solche, die durch Verklebung noch nicht ausreichend ausgeharteter
Partikel entstehen, sind kaum oder gar nicht vorhanden. Die Laserdiffraktometriemessung
der Molekulargewichte 2.000 Da (rot) und 15.000 Da (grun) zeigt deutlich, dass die Partikel
zwar sehr klein sind, aber auch grof3e Agglomerate vorhanden sind, die durch Ultraschall
nicht singularisierbar sind. Dies zeigt, dass die Emulsion nicht optimal stabilisiert vorlag.
Polystyrol mit 110.000 Da (hellblau) zeigt eine gleichm&Rige Verteilung, jedoch sind die
Partikel viel kleiner als der vorgegebene D(90)-Wert von 2 pm. So ist zwar eine gute
Anbindung garantiert, jedoch besteht die Gefahr, dass keine ausreichende Retardierung
gewadhrleistet ist.
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Bei einem Molekulargewicht von 500.000 Da (dunkelblau) ist die Verteilung nicht optimal, die
Spannweite ist zu grof3, und auch die absolute GrofR3e liegt mit Gber 10 um fur eine

Anbindung zu hoch. Eine genaue Verteilung kann aus Tabelle 12 entnommen werden.

Tabelle 12 PartikelgroRenverteilung bei verschieden en Molekulargewichten des Kapsel-
materials Polystyrol

D(10) D(50) D(80) D(90)
Probe
[um] [um] [um] [um]
7b_PS2000_EE 0,149 0,369 3,344 21,191
7b_PS15000 EE 0,142 0,418 1,475 30,953
7b_PS110000_EE 0,213 0,449 0,754 0,971
7b_PS500000_EE 0,822 3,127 6,297 8,385

Der im Vergleich zu den D(10)- und D(50)-Werten sehr hohe D(90)-Wert von
7b_PS2000_EE und 7b_PS15000_EE zeigt, dass es sich hier um Agglomerate handelt.
Durch den Einsatz von Ultraschall kann eine Besserung erzielt werden. Agglomerate, die
durch Verklebung der Partikel bei der Herstellung entstanden sind, bleiben vorhanden. Probe
7b_PS110000_EE weist ein sehr homogenes Partikelbild auf, Agglomerate sind nicht
vorhanden. Auch bei 7b_PS500000_EE deutet die Partikelgrof3enverteilung nicht auf
Agglomerate hin. Das hohe Molekulargewicht sorgt fur eine viskosere organische Phase, die
sich nicht sehr fein in der wéssrigen Phase dispergieren lasst. Dadurch resultiert ein
Partikelkontingent aus gréf3eren Partikeln.

Nach ihrer Herstellung werden die Partikel gewaschen und getrocknet. Dabei kommt es zu
einer erneuten Agglomeration. Die Partikel lassen sich bei Redispergierung durch eine
Tensidlosung (0,1 %ige wassrige Dodecylsulfat-Natrium Lésung, Dos Natrium) gut benetzen,
jedoch bleiben die Agglomerate bestehen. Mikroskopische Aufnahmen (Abb. 36) zeigen,
dass es sich bei den Proben 7b_PS2000 EE und 7b_PS15000 EE nicht nur um
Agglomerate handelt, sondern um Verschmelzungen der Partikel, die so stark sind, dass
einzelne Partikel nicht mehr zu erkennen sind. Probe 7b_PS110000_EE zeigt auch solche
Verschmelzungen, jedoch nicht in einem solchen MalR. Dagegen treten bei
7b_PS500000_EE kaum Verklebungen auf. Diese Verschmelzungen kénnen umgangen
werden, wenn die Partikel direkt nach dem Waschvorgang, ohne einen Trocknungsschritt,

also noch im feuchten Zustand, redispergiert werden.
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c) d)

Abb. 36  Partikel resuspendiert in 0,1 %iger Dos Nat rium LOsung; a) 7b_PS2000_EE;
b) 7b_PS15.000_EE; c) 7b_PS110.000_EE d) 7b_PS500.0 00_EE6

Dieses Beispiel zeigt, dass das Emulsionssystem ein sensibles System ist, das sich schon
durch eine Variation in der Molekulmasse des Polymers, aus dem Gleichgewicht bringen
lasst. Optimierung des Systems ist durch eine Anderung des Emulgatoranteils moglich, um
ein ZusammenflieBen der entstehenden Partikel durch eine grofRere Stabilisierung zu
verhindern, oder im Falle von Mw = 500000 Da durch eine anteilsmafiige Erhéhung der
organischen Phase, da so die Viskositat sinkt und eine homogenere Dispergierung in der
Wasserphase mdglich ist. Ein Verschmelzen der Partikel beim Trocknungsvorgang kann
durch Sprihtrocknung der Suspension verhindert werden, ein Waschschritt sollte dem

vorausgehen.

C.2.1.2.3 Glasubergangstemperatur

Die Glasubergangstemperatur wird nach der in E.2.3.4 beschriebenen Methode ermittelt.
Das Herstellungsverfahren legt die Vermutung nahe, dass es sich bei der Verkapselung des
Wirkstoffs nicht um ein Kern-Schale Modell handelt, sondern um eine Polymermatrix in der
der Wirkstoff homogen verteilt ist. Eine Bestatigung dieser Vermutung kann die DSC liefern.
Ist nur ein Glaslubergang zu sehen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der
untersuchten Probe um eine homogene Mischung handelt. Mehrere Glasiibergange oder
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auch Schmelzpeaks deuten dagegen auf getrennt voneinander vorliegende Bestandteile hin.
Wie vermutet, zeigt die DSC-Messung der Proben nur einen Glaslbergang mit einem
kleinen Relaxationspeak (siehe Abb. 37). Es kann also davon ausgegangen werden, dass
ein homogenes Probenmaterial vorliegt.

Fur den Nachweis einer festen Losung (Feststoff in Feststoff geldst), wie sie hier existiert,
kann auch die Réntgendiffraktometrie herangezogen werden. Sie detektiert die Beugung von
Rontgenstrahlen, wie sie von Kristallen verursacht wird. Bei einer festen Lésung liegen die
einzelnen Bestandteile amorph vor. Werden kristalline Strukturen detektiert, kann es sich
demnach nicht um eine homogene Mischung aus Wirkstoff und Polymermatrix handeln.
Dieser Nachweis kann in diesem Fall nicht angewendet werden, da der Wirkstoff Flumethrin

schon im Reinzustand amorph ist.
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Abb. 37  Glaslibergangstemperatur in Abhangigkeit vom Molekulargewicht;  7b_PS2000

Mw = 2000 Da (braun), 7b_PS15000 Mw = 15000 Da (turkis); 7b_PS110000
Mw = 110000 Da (blau), 7b_PS500000 Mw = 500000 Da ( dunkelblau)

Zudem zeigt Abb. 37, dass die Glasubergangstemperatur auch vom Molekulargewicht des
Polymers abhangt. Mit steigendem Molekulargewicht steigt die Glaslibergangstemperatur,
die dann aber ein gewisses Maximum nicht Uberschreitet. Die genauen Werte sind Tabelle

13 zu entnehmen.
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Tabelle 13 Glasiibergangstemperaturen bei steigendem Molekulargewicht

Probe Mw [Da] Tg [C]
7b-PS2000 2000 51,53
7b-PS15000 15000 72,33
7b-PS110000 110000 74,27
7b-PS500000 500000 71,39

Wenn der Glasibergang ein MalR fir die Flexibilitat und Weichheit des eingesetzten
Materials ist, liegt die Vermutung nahe, dass sich diese auch auf die Freisetzung des
Wirkstoffs aus den Partikeln auswirkt. Demzufolge misste eine niedrigere
Glasubergangstemperatur zu einer schnelleren Freisetzung fuhren. [50] Dies hielRe, dass die
Partikel mit einem Molekulargewicht von 2000 Da am schnellsten freisetzen, sich zwischen
den anderen Partikelsorten jedoch kein deutlicher Unterschied bemerkbar machen sollte, da
die Glasubergangstemperaturen hier im gleichen GroéRRenbereich liegen. Diese Vermutung
findet ihre Bestatigung in C.2.1.2.4.

C.2.1.2.4 Freisetzung

Die Freisetzung wird in einem Ethanol-Wasser-Gemisch 70/30 (V/V) % gemessen. Eine
optimale Zusammensetzung dieser Komponenten wird in Vorversuchen ermittelt (vgl. C.1.4).
Dazu werden die Auswirkungen verschiedener Mischungsverhdltnisse auf das
Freisetzungsverhalten untersucht. Als optimal wird die Mischung angenommen, bei der
innerhalb von 24 h eine mittlere Freisetzung erreicht werden kann. Wird zu wenig freigesetzt,
kénnen Unterschiede der Formulierungen schlecht beobachtet werden. Dies gilt auch, wenn
zu viel freigesetzt wird. Die Freisetzungsmethode ist kritisch zu betrachten, da sie die reellen
Bedingungen nicht widerspiegeln kann. Das Medium ,Hundefell“, in dem die Freisetzung
tatsachlich stattfindet, ist schwer nachzustellen. Diese vereinfachte Darstellung dient dem
Vergleich der einzelnen Formulierungen und der ersten Interpretation des
Freisetzungsverhaltens verschiedener Formulierungen.

Im hier dargestellten Beispiel handelt es sich um eine Formulierung von Polystyrolpartikeln
mit einem theoretischen Wirkstoffgehalt von 13 %. Als Emulgator wird Styrol-
Maleinsaureanhydrid Copolymer 86/14 verwendet. Die Formulierungen sind durch ihre
identische Zusammensetzung vergleichbar, da sie sich lediglich im Molekulargewicht des
eingesetzten Polymers unterscheiden. Verschiedene PartikelgréRen werden aus den
einzelnen Formulierungen erhalten. Die sich daraus ergebenden Oberflachenunterschiede
nehmen auch Einfluss auf die Freisetzung, lassen sich jedoch nicht vermeiden. [52]

Sinkende Glasubergangstemperaturen bei sinkendem Molekulargewicht (siehe C.2.1.2.3)
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lieRen bereits auf eine schnellere Freisetzung schlielBen. [59] Abb. 38 bestatigt dies nun. Bei
einem Molgewicht von 2000 Da (blau) betragt die Freisetzung nach einer Woche bereits Uber
60 % des verkapselten Flumethrins. Steigt das Molgewicht auf 15000 Da (pink), so betragt
die Freisetzung nach einer Woche lediglich noch 28 %. Wird das Molekulargewicht noch
weiter auf 110000 Da (gelb) und 500000 Da (hellblau) erhodht, so verringert sich die
freigesetzte Menge Flumethrin auf 10 % und 5 % nach sechs Tagen. Die Vermutung, dass
die Partikel der Molgewichte von 15000, 110000 und 500000 Da &hnlich freisetzen, da ihre
Glasubergangstemperaturen im gleichen GréRenbereich liegen, wird hier nicht im erwarteten
Mal3e bestatigt. Es ist jedoch deutlich erkennbar, dass Partikel mit dem Molgewicht von 2000
Da wesentlich schneller und mehr Wirkstoff freisetzen als die tbrigen Partikelsorten. Dies

korreliert mit den gemessenen Glasiibergangstemperaturen. [50]
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Abb. 38 Fre isetzung von Flumethrin bezogen auf den Flumethring ehalt der Partikel bei
steigendem Molgewicht der Polymermatrix

Die unterschiedlichen Freisetzungskurven zeigen, dass das Molekulargewicht einen grofR3en
Einfluss auf die Freisetzung hat. Ein niedriges Molgewicht sorgt fir eine schnellere Diffusion
des Wirkstoffs aus den Partikeln. Mit steigendem Molekulargewicht dagegen sinkt die
Freisetzungsgeschwindigkeit. [32]
Die Freisetzung kann demzufolge durch die Wahl eines bestimmten Molekulargewichts
gesteuert werden. So ist es denkbar, dass die Zielformulierung Partikel mit
unterschiedlichem Molekulargewicht enthalt. Fiar einen schnellen und sofortigen
Wirkungseintritt werden Partikel mit einem Polymer niedrigeren Molgewichts eingesetzt und
fur die stark retardierte Freisetzung werden héhere Molgewichte gewahlt. Es soll an dieser
Stelle noch erwahnt werden, dass die Freisetzung neben dem Molekulargewicht auch von
der PartikelgroRe (gréRere Oberflache bei kleinen Partikeln) und dem Wirkstoffgehalt (vgl.
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C.2.1.1.3) abhangig ist. Welcher Faktor den grof3ten Einfluss auf die Freisetzung hat, ist
nicht vollstandig geklart. Aus C.2.1.2.5 wird ersichtlich, dass die Partikel des geringsten
Molgewichts, die die grofite Freisetzungsrate haben, den niedrigsten Wirkstoffgehalt
besitzen. Dies lasst die Vermutung zu, dass der Einfluss des Molgewichts gréRer als der des
Wirkstoffgehalts ist. Flr eine allgemeingtltige Aussage muss diese Beobachtung noch naher
untersucht werden.

Abb. 38 zeigt, dass sich die erhaltenen Werte mit Hilfe einer Funktion darstellen lassen. Wird
nun die Skalierung der Abszisse logarithmiert so wird noch deutlicher, wie sehr die Werte
korrelieren. Dies ist in Abb. 39 zu sehen.
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Abb. 39 Freisetzung von Flumethrin bezogen auf den Flumethr ingehalt der Partikel bei
steigendem Molgewicht der Polymermatrix; logarithmi sch dargestellt

Anhand der Ausgleichsgeraden ist zu erkennen, dass die Werte fir die Freisetzung mit dem
Polymer von 2000 Da am starksten abweichen. Dennoch liegt das Bestimmtheitsmafd mit
einem Wert von R? = 0,97 in einem sehr guten Bereich. Als mégliche Fehlerquellen wéhrend
der Freisetzung sind ungenaues Zupipettieren der Probe und des Ldsungsmittels,
Konzentrationsunterschiede, Verlust des Ldsungsmittels durch verdampfen und

unzureichendes Abfiltrieren der Probe vor der Analyse mittels HPLC zu nennen.

C.2.1.2.5 Flumethringehalt

Kapitel C.2.1.2 beschaftigt sich mit dem Einfluss des Molekulargewichts auf die
Formulierung. Um einen Vergleich anstellen zu kénnen, ist es wichtig, die restlichen
Formulierungsbestandteile in ihrer Menge konstant zu halten. Somit &ndert sich auch die

eingesetzte Flumethrinmenge absolut und prozentual nicht. Bei den Freisetzungsversuchen
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zeigt sich jedoch, dass der Flumethringehalt mit dem Molekulargewicht steigt. Tabelle 14
zeigt den Wirkstoffgehalt in Abh&ngigkeit vom Molekulargewicht des Polymers. Der
theoretische Flumethringehalt liegt bei 13 %. Die mittels HPLC ermittelten Werte liegen

jedoch zwischen ~ 9 und ~ 16 %.

Tabelle 14 Wirkstoffgehalt in Abhéngigkeit vom Mole  kulargewicht des Polymers

Probe Flumethringehalt [%]
7b-1_PS2000_EE gewaschen 9,6
7b-1_PS15000 EE gewaschen 12,9
7b-1_PS110000_EE gewaschen 15,9
7b-1_PS500000_EE gewaschen 16,2

Der Grund fir die Unterschiede im Wirkstoffgehalt kann mit der GrofRe der Partikel
zusammen hangen. So besitzen die kleineren Partikel eine groRRere Oberflache. Fir die
Entstehung dieser Oberflachen ist der eingesetzte Emulgator von grof3er Bedeutung. Je
groRer die Oberflache, umso mehr Emulgator wird bendétigt. Dies hat zur Folge, dass mehr
des im Uberschuss zugesetzten Emulgators fiir die Partikelbildung bendétigt wird. Fir
7b-1_PS500000 EE wird demnach am wenigsten Emulgator benétigt. Die Masse der
Polymermatrix verringert sich um den nicht bendtigten Emulgatoranteil, wahrend die
Wirkstoffmenge gleich bleibt. So wird der Wirkstoff auf eine geringere Gesamtmasse
bezogen, der Gehalt steigt. Diese Uberlegung wird in der Praxis besttigt.

Bei einem theoretischen Gehalt von 13 % scheint ein ermittelter Wirkstoffgehalt von 9,6 %
sehr niedrig. Wirkstoffverluste kdnnen im Herstellungsprozess und der spateren Aufreinigung

der Partikel auftreten.

C.2.1.3 Einfluss des Emulgatoranteils

Fur die Herstellung der Partikel ist die Emulsion von zentraler Bedeutung. lhre Gite
entscheidet Uber die Qualitat der Partikel. Nur eine ausreichend stabile Emulsion mit einer
kleinen, homogenen Trépfchenverteilung fuhrt zu gentgend kleinen Partikeln mit einer
monomodalen GréRenverteilung. Interessant ist nun der Einfluss, den der Emulgator auf das
System ausibt. Dazu werden zum einen verschiedene Emulgatoren getestet, zum anderen
der Einfluss der zugesetzten Menge des als Optimum bezeichneten Emulgators.

Die Auswahl der verschiedenen Emulgatoren beruht auf folgendem Hintergrundgedanken:
Fur die weitere Verarbeitung und spéatere Anbindung an Haare muss die Partikeloberflache
geladen sein. Je nach Verfahren ist eine positive oder eine negative Ladung notwendig.
Dabei muss die Oberflache nicht permanent kationisch oder anionisch, sondern ionisierbar

sein, d.h. die Oberflache soll Molekilgruppen enthalten, die als Protonendonatoren oder
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-akzeptoren fungieren. Carboxyl- und Amin-Funktionen sind solche ionisierbaren
Molekulgruppen. Ein Emulgator, der eben solche Eigenschaften hat und sich, wenn das
Losungsmittel abgezogen wird, auf der Partikeloberfliche anlagert ist damit keine
Formulierungssubstanz, die spater aufwendig entfernt werden muss, sondern ein Bestandteil
der Partikel.

Zu diesen Substanzen gehéren die Eudragite®, die in der pharmazeutischen Industrie vor
allem als Filmbildner eingesetzt werden, aber auch Copolymere wie das Styrol-
Maleinsaureanhydrid (vgl. Kapitel B.3). Die Eudragite® gehoren in die Gruppe der
Methylmethacrylate. In ihren strukturellen Eigenschaften sind sie dem Polymer PMMA
ahnlich und sollten daher mit diesem kompatibel sein. Dies ist notwendig wenn die
Eudragite® ihre Wirkung als Emulgator entfalten und sich an der Polymermatrix des Partikels
anlagern sollen. Gleiches gilt fur das Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer. Aufgrund der
Styrol Gruppe ist es dem Polystyrol dhnlich und sollte sich so an dessen Oberflache
verankern lassen. Dies gilt auch fur die Polystyrolsulfonsaure, jedoch sind ihre
emulgierenden Eigenschaften nicht deutlich genug ausgepragt, sodass keine stabile
Emulsion erhalten werden kann.

In der hier vorliegenden Arbeit werden die emulgierenden Eigenschaften folgender
Substanzen in der Kombination mit Polystyrol weiter untersucht: Eudragit® S 100,
Eudragit® RS 100, Eudragit® E 100 und Styrol-Maleinséureanhydrid Copolymer 86/14, 50/50
und 93/7. Die vermuteten Kompatibilitdten werden bestatigt, sodass der Einfluss des
Emulgatoranteils nur mit dem Copolymer Styrol-Maleinsaureanhydrid systematisch tUberprift
wird. Die Kombinationen mit den tbrigen Emulgatoren sollen im Folgenden nur kurz erwahnt

werden.

C.2.1.3.1 Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer

Die Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymere unterscheiden sich lediglich in ihrem
Saureanteil (siehe auch B.3.8). In Versuchen zeigte sich, dass das Copolymer 86/14 ein
optimales Verhéltnis zwischen dem hydrophilen und lipophilen Molekulteil aufweist. Das
Copolymer mit einem Maleinsaureanhydridgehalt von 7 % (m/m) ist zu wenig hydrophil,
sodass keine stabile Emulsion gebildet werden kann. Sowohl das Copolymer 50/50 als auch
das Copolymer 86/14 ist in der Lage stabile Emulsionen zu bilden. Eingesetzt wird jedoch
das Copolymer 86/14, da hier der hydrophile Anteil geringer ist. Aufgabe des Copolymers ist
es, sich in das Matrixsystem des Partikels einzuflechten und so dessen Oberflache zu
modifizieren. Dies sollte einfacher von statten gehen, wenn der lipophile Teil des Polymers
madglichst grof ist.

Fur die Untersuchung, welchen Einfluss der Emulgatoranteil auf die Partikel hat, wird eine

bewahrte Formulierung verwendet, Polystyrol- und Flumethringehalt konstant gehalten und
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nur der Emulgatoranteil (MSCP 14) variiert. Tabelle 15 zeigt die allgemeine

Zusammensetzung der Partikel.

Tabelle 15 Zusammensetzung der Partikelsorten mits  teigendem Emulgatoranteil

Substanz Menge [%]
Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
MSCP 14 17 %; 23 %; 28 % und 33 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 13 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Ein Emulgatoranteil von 17 % wird hier als untere Grenze gewahlt, da bei einem geringeren
Gehalt ein brechen der Emulsion zu befirchten ist. So sind zwar die Emulsionen mit 23 und
17 % Copolymeranteil noch stabil, jedoch kommt es beim Verdampfen des L&sungsmittels
zu einer Polymerablagerung am Rduhrfisch, was auf eine nicht ausreichend stabilisierte
Emulsion hindeutet. Die Formulierung mit 28 % Copolymer ist als optimal anzusehen. Es
wird eine stabile Emulsion ohne Koaleszenz beim Abdampfen des Lésungsmittels erhalten.
Ein Uberschuss an Copolymer ist dafiir notwendig. Dieser Uberschuss wird bei einem
Copolymergehalt von 33 % noch grof3er. Damit ist die Menge des Copolymers, das in die
Partikel miteingeflochten wird, langst tberschritten. Es entsteht also ein Gleichgewicht, das
zugunsten des in Losung verbleibenden Copolymers verschoben wird. Eine weitere
Erhohung des Emulgatoranteils ist als nicht sinnvoll zu erachten.

Bei der Auswertung des Versuchs ist die Betrachtung der Partikelgrof3e von besonderem
Interesse. Zur Stabilisierung der Emulsion muss die gesamte Oberflache der dispergierten
organischen Phase mit Emulgatormolekilen besetzt sein. Viele kleine Tropfen haben dabei
eine groRRere Oberflache, als wenige grof3e mit dem gleichen Volumen. Auch wenn der
Emulgator immer im Uberschuss zugegeben wird, liegt die Vermutung nahe, dass ein noch
groRerer Anteil des Copolymers kleinere Tropfen stabilisieren kann, welches dann auch
kleinere Partikel zur Folge hat. Um dies zu zeigen, reicht eine mikroskopische Aufnahme
nicht aus. Daher werden die hergestellten Partikel mittels REM und Laserdiffraktometrie
untersucht, auch eine Messung der spezifischen Oberflache wird durchgefiihrt.

Die REM-Aufnahmen zeigt Abb. 40.
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Abb. 40 REM Aufnahmen der Formulieru ngen mit verandertem Emulgatoranteil; a) 33 %
MSCP 14; b) 28 % MSCP 14; c¢) 23 % MSCP 14; d) 17 % MSCP 14

Die Partikel liegen filtriert und gewaschen vor. Von a) nach d) nimmt der Copolymeranteil ab.
Es ist deutlich erkennbar, dass die Partikelgrof3e mit sinkendem Emulgatoranteil steigt. Der
Anteil sehr kleiner Partikel ist bei einem hohen Copolymeranteil sehr grof3. Diese Versuche
wurden ohne den Einsatz des Microfluidizer durchgefiihrt. Es ist zu vermuten, dass die
Partikel mit Hilfe des Microfluidizer insgesamt kleiner und homogener verteilt vorlagen. Bild
d) zeigt Partikel, die scheinbar nicht grindlich genug gewaschen wurden. Ob diese
Ablagerungen wirklich aufgrund eines mangelhaften Waschvorgangs entstanden sind oder
fester Bestandteil der Partikel sind, ist abschlieBend noch nicht geklart. Da die REM-
Aufnahmen nur einen kleinen Ausschnitt der Probe zeigen, ist nicht gewahrleistet, dass sie
fur die gesamte Probe reprdsentativ sind. Eine PartikelgroRenmessung mit Hilfe der
Laserdiffraktometrie soll weiteren Aufschluss geben. Hier ist allerdings zu beachten, dass
nicht zwischen einzelnen Partikeln und Agglomeraten unterschieden werden kann. Die

PartikelgréRen sind tabellarisch in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16 PartikelgrolRenmessung der Suspension mit  tels Laserdiffraktometrie

D(10) D(50) D(80) D(90)
Probe
[um] [um] [um] [um]
a) 33% MSCP 14 0,679 1,281 1,891 2,262
b) 28% MSCP 14 0,700 1,294 1,889 2,250
c) 23% MSCP 14 0,820 1,510 2,176 2,578
d) 17% MSCP 14 0,794 1,647 2,456 2,940

Die Messung mittels Laserdiffraktometrie zeigt nur einen kleinen Unterschied in der
PartikelgroRRe bei sinkendem Emulgatoranteil. Diese Anderung ist wesentlich geringer als es
die REM-Aufnahmen vermuten lassen. Der Grund hierfur liegt zum einen in der
volumenbasierten Auswertung des Laserdiffraktometers. Viele kleine Partikel fallen nicht so
sehr ins Gewicht wie wenige grof3e. Zum anderen ist es mdglich, dass sich die kleinsten
Partikel auf der Oberflache der grof3eren Partikel angelagert haben und so ein Agglomerat
erfasst wird und keine einzelnen Partikel.

Weiteren Aufschluss soll die Messung der spezifischen Oberflache geben. Dabei wird die
Stickstoff-Adsorption nach Mehrpunkt-BET-Methode bei -196 T ermittelt (siehe dazu auch
E.2.3.5). Die Ergebnisse dieser Messung sind Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17 Messung der Spezifischen Oberflache nach Mehrpunkt-BET- Methode
bei sinkendem Emulgatoranteil

Probe Ob(fr?lziii;izc[rr]ne “Ig]
a) 33% MSCP 14 8.4
b) 28% MSCP 14 83
c) 23% MSCP 14 6.7
d) 17% MSCP 14 6.3

Wie nach der PartikelgroRenmessung mittels Laserdiffraktometrie und den REM-Aufnahmen
erwartet, nimmt die spezifische Oberflache mit sinkendem Emulgatoranteil ab. Aber auch
hier zeigt sich ein Unterschied zwischen REM-Aufnahmen und BET-Messung. Bei
Betrachtung der mikroskopischen Aufnahme wird bei a) eine vielfach hdhere Oberflache
angenommen als bei d). Es kann aber nur ein Unterschied von 2 m?/g gemessen werden.
Dies kann folgende Begrindung haben: Fur die Messung werden die trockenen Partikel
verwendet. Ein vorangegangener Waschschritt sollte dafiir sorgen, dass keine Eduktreste
das Ergebnis verfélschen. Die getrockneten Partikel werden zu einem feinen Pulver
gemdrsert und dann vermessen. Wie Redispergierungsversuche zeigen, lassen sich die

gewaschenen Partikel schlecht benetzen. Sie sind sehr hydrophob und durch den
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Trocknungsvorgang haben sich Agglomerate gebildet. Ob und wie viele Agglomerate
vorliegen, lasst sich durch die BET-Messung nicht ermitteln, da keine detaillierte Auswertung
der Probe mdoglich ist. Es ist aber davon auszugehen, dass nicht nur einzelne Partikel
vermessen werden, sondern auch Agglomerate, die fir eine geringere Oberflache sorgen.
Die erhaltenen Werte spiegeln also nicht die tatsachliche Oberflache der Probe wider.
Dennoch ist die Tendenz erkennbar, dass bei sinkendem Emulgatoranteil auch die
Gesamtoberflache durch das Vorhandensein grof3erer Partikel sinkt.

Es konnte gezeigt werden, dass der Emulgatoranteil die PartikelgroRe beeinflusst. Eine
Modifizierung der Grof3e ist demnach zusétzlich auch Uber die Zusammensetzung der
Formulierung maoglich. Als untere Grenze fur die Emulgatorkonzentration ist die Stabilitat der
Emulsion zu sehen. Es muss soviel Emulgator vorhanden sein, dass daraus ein stabiles
System resultiert. Die obere, sinnvolle Grenze bildet der Emulgatoranteil von 33 %. Eine
weitere Verkleinerung der PartikelgroRe ist bei noch hdheren Emulgatorkonzentrationen
zwar nicht ausgeschlossen, jedoch erhodht sich auch der Anteil des in der Wasserphase
verbleibenden Emulgators. Eine Sattigung der Oberflache wird somit erreicht.

An dieser Stelle soll kurz erwéhnt werden, dass auch versucht wurde durch die Hohe des
Druckes des Microfluidizer die Partikelbildung zu beeinflussen. Der Standarddruck von
500 bar (vgl. E.2.1.1) kann nicht erhdht werden, da der Energieeintrag sonst so grof3 wird,
dass durch die Erwarmung der Emulsion zuviel Dichlormethan verdampft. Wird der Druck
verringert zeigt sich jedoch auch keine Verschlechterung der erhaltenen Tropfchenverteilung.
Der Einfluss des Microfluidizer kann nicht so fein dosiert werden, dass es zu einem
merklichen Unterschied in der TropfchengroRe kommt. Uber eine Mehrfachbehandlung der
Emulsion mit dem Microfluidizer kann eine Verbesserung erzielt werden. Jedoch verdampft
bei jedem Durchgang erneut Dichlormethan, was negative Auswirkungen auf die erhaltene
Emulsion haben kann. Variationen in der PartikelgréRe missen also uUber die
Zusammensetzung der Emulsion gesteuert werden und nicht Gber Druckanderungen des
Microfluidizer.

Freisetzungsversuche von Partikeln mit steigendem Emulgatoranteil wurden nicht
durchgefuhrt. Es ist zu vermuten, dass die Freisetzungsrate mit steigender Partikelgréfe
abnimmt. [52]

C.2.1.3.2 Eudragit ® S 100

Eudragit® in Kombination mit Polystyrol wird nur ganz zu Anfang der Arbeit in Vorbereitung
auf die Spruhtrocknung getestet. Dabei werden keine Optimierungen vorgenommen, es wird
lediglich gepriift, ob Polystyrol und Eudragit® S ein stabiles Emulsionssystem bilden. Mit Hilfe
des Emulsion Evaporation Verfahrens wird die Emulsion in eine Suspension Uberfuhrt. Die
Gute der Emulsion kann so tber die erhaltenen Partikel erneut geprift werden. Zusatzliche

Charakterisierungen werden nicht unternommen, da die Formulierung dem Verfahren der
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Sprithtrocknung unterworfen werden soll. Weitere Informationen zu Polystyrol - Eudragit®

Partikeln finden sich demzufolge in C.2.2 Sprihtrocknung — Polystyrol.

Polystyrol ergibt mit Eudragit® S scheinbar stabile Emulsionen. Die TrépfchengréRe ist
inhomogen. Ein Microfluidizer kommt nicht zum Einsatz. Die erhaltene Suspension zeigt
Partikel < 5 um, die GroRenverteilung ist wiederum nicht homogen. Zudem bildet sich beim
Abzug des Ldsungsmittels ein grofRer Polymerpfropf am Ruhrfisch, welches fir eine
unzureichende Stabilitéat der Emulsion spricht. Eine Optimierung kann in jedem Fall erfolgen,
jedoch scheint dies angesichts der guten Ergebnisse mit Styrol-Maleinsdureanhydrid als

oberflachenmodifizierendes Molekdul nicht sinnvoll.

C.2.1.3.3 Eudragit ® E 100

Eudragit® E ist ein kationisierbares Molekiil. Es I6st sich in einer wassrigen Phase mit
saurem pH-Wert und kann erst in diesem Milieu seine Emulgatoreigenschaften entfalten. Die
Emulsionstropfen sind in ihrer GréRe inhomogen, es sind sogar grof3e doppelwandige
Oltropfen vorhanden, die aber nicht sehr stabil sind. Wird das Ldsungsmittel verdampft,
bilden sich kleine Partikel, die meist <5 um sind, jedoch liegen die Partikel nicht einzeln vor.
Es bilden sich Partikelnester, wo viele kleine Partikel als Agglomerat zusammenheften. Eine
weitere Optimierung mit Polystyrol und Eudragit® E wird nach diesen Versuchen nicht weiter

verfolgt.

C.2.1.3.4 Eudragit ® RS 100

Eudragit® RS ist permanent kationisch geladen, es ist nicht wasserldslich, aber dennoch in
der Lage eine Emulsion zu stabilisieren. In Kombination mit Polystyrol wird eine Emulsion mit
kleinen (~ 7 um), homogenen Tropfchen erhalten. Auch die daraus entstehende Suspension
zeigt kleine Partikel (< 5 um) in einer homogenen GrélRenverteilung. Diese Formulierung wird

in der Spruhtrocknung weiter untersucht.

C.2.1.4 Verdopplung der organischen Phase

Bei einem Probenvolumen von 200 ml kénnen ca. 3 g Partikel erhalten werden. Die
Mdglichkeit das Volumen pro Ansatz zu erhéhen, ist nicht realisierbar, da eine groéRere
Flassigkeitsmenge nicht mehr vom UltraTurrax bewadltigt werden kann. Somit wird versucht
die organische Phase zu verdoppeln, das Gesamtvolumen aber beizubehalten. Die Emulsion
setzt sich nun aus 80 ml Dichlormethan und 120 ml Wasser zusammen. Dadurch verdoppelt
sich auch die Menge der Edukte, wobei die Konzentrationsverhaltnisse gleich bleiben.

Die entstehenden Emulsionen scheinen stabil. Beim Abzug des Losungsmittels, kommt es
jedoch zu gréReren Polymerausfallungen, welches auf eine ungeniigende Stabilitdt hinweist.
Wird der Emulgatoranteil kleiner, so werden die Polymerablagerungen grol3er. Die

erhaltenen Emulsionen lassen sich demnach schneller aus dem Gleichgewicht bringen. Die
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mikroskopischen Aufnahmen der Emulsionen und Suspensionen zeigen keinen merklichen
Unterschied zu denen mit einer organischen Phase von nur 40 ml. PartikelgréRen-
messungen zeigen, dass die Partikel, die in der organischen Phase kleineren Volumens
hergestellt werden, kleiner sind. Dafir werden zwei Formulierungen einmal mit dem
Phasenverhaltnis 160 ml / 40 ml und einmal mit 120 ml / 80 ml Wasser / Dichlormethan
hergestellt. Die Formulierungen werden nicht mit dem Microfluidizer homogenisiert, welches
wohl zu einer weiteren Verkleinerung der Partikel fihren wirde. Die Partikelgrof3enverteilung

ist Tabelle 18 zu entnehmen.

Tabelle 18 PartikelgréRenanalyse  mittels  Laserdiffr — aktometrie  bei  unterschiedlicher
Ldsemittelzusammensetzung

D(10) D(50) D(80) D(90)
Probe

[um] [um] [um] [um]
7a_EE
28 % MSCP 14 0,693 1,247 1,790 2,115
40 ml Dichlormethan
7a_EE_80ML
28 % MSCP 14 0,771 1,554 2,419 3,012
80 ml Dichlormethan
10b-2_EE
17 % MSCP 14 0,794 1,647 2,456 2,940
40 ml Dichlormethan
10b_EE_80ML
17 % MSCP 14 0,760 1,638 2,580 3,198
80 ml Dichlormethan

Bei der Probe 7a ist der GroRenunterschied beider Formulierungen deutlich erkennbar. Der
Emulgatoranteil dieser Probe ist zudem hoch, was eine bessere Stabilitat gewahrleistet. Die
Probe 10b enthalt dagegen einen geringeren Anteil an Emulgator. Die Stabilisierung der
Emulsion ist hier schwieriger. Ein Unterschied zu der Formulierung mit h6herem Anteil an
organischer Phase ist kaum noch sichtbar. Aufgrund dessen, dass es bei den
Formulierungen mit 80 ml Dichlormethan zu grofBen Produktverlusten durch
Polymerausfallungen aufgrund ungentigender Stabilisierung kommt, wird das anfangliche

Verhaltnis von wassriger zu nicht wassriger Phase von 160 ml / 40 ml beibehalten.

C.2.1.5 Polystyrol mit Imidacloprid

Alle vorangegangenen Optimierungen wurden auf den Wirkstoff Flumethrin abgestimmit.
Aufgrund der sehr unterschiedlichen Eigenschaften von Flumethrin und Imidacloprid ist nicht
davon auszugehen, dass die optimierte Formulierung auch fir Imidacloprid gunstig ist.

Dennoch soll versucht werden das kristalline Imidacloprid mit der auf Flumethrin
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abgestimmten Methode zu verkapseln. Fir eine Verkapselung muss der Wirkstoff amorph
vorliegen, nur so kann die gewlnschte Partikelgrof3e erreicht werden. Grundvoraussetzung
fur eine erfolgreiche Verkapselung ist die Loéslichkeit von Imidacloprid in der organischen
Phase. Diese ist in Dichlormethan mit 6,7 % gegeben. [11] Um sicher zu gehen, dass der
Wirkstoff verkapselt wird, darf er sich nicht in der wassrigen Phase l6sen. Flumethrin ist
praktisch unléslich in Wasser, Imidacloprid l6st sich jedoch mit 0,061 % in Wasser. [11] Um
beim Verdampfen des Losungsmittels das Verteilungsgleichgewicht von Imidacloprid nicht
ungunstig zu beeinflussen, wird mit einer Imidacloprid gesattigten Wasserphase gearbeitet.

Die Formulierung ist Tabelle 19 zu entnehmen.

Tabelle 19 Zusammensetzung der Imidacloprid verkaps  elten Partikel

Substanz Menge [%]
Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
MSCP 14 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Imidacloprid 9 %, 13 % und 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die erhaltenen Emulsionen scheinen von ihrer Konsistenz sehr niedrigviskos und wassrig, im
Gegensatz zu den vergleichbaren Emulsionen mit Flumethrin. Ein beflirchtetes Brechen der
Emulsion tritt jedoch nicht ein. Zur Verbesserung des Partikelbildes werden die Emulsionen
mit dem Microfluidizer homogenisiert. Jedoch zeigt sich unabh&ngig vom Wirkstoffgehalt
keine wesentliche Besserung. Die vermutete Instabilitdtt kommt beim Verdampfen der
organischen Phase zum Tragen. Es bilden sich grof3e Polymerablagerungen, die nur
entstehen, wenn die Emulsionstropfen, bedingt durch ungentgende Stabilitat, koaleszieren.
Sowohl die lichtmikroskopischen Aufnahmen als auch die Analyse der Laserdiffraktometrie
der erhaltenen Suspension zeigen, unabhangig vom Wirkstoffgehalt, ein homogenes
Partikelbild mit D(90)-Werten von ~ 2 um. Die Verkapselung von Imidacloprid scheint trotz
der auftretenden Instabilititen erfolgreich verlaufen zu sein. Eine Analyse des
Wirkstoffgehalts der Partikel soll dies bestatigen. Dazu werden die erhaltenen, gewaschenen
Partikel in Ldsung gebracht, der enthaltene Wirkstoff herausgelost und mittels HPLC-
Methode analysiert. In allen Imidacloprid Proben konnte lediglich 0,05 % Imidacloprid
gefunden werden. Eine Verkapselung des Wirkstoffs ist somit fehlgeschlagen. Ein Grund
hierfir ist wohl die nicht optimal stabilisierte Emulsion, deren Formulierung fir den Wirkstoff
Imidacloprid optimiert werden musste. Auch ist es wahrscheinlich, dass die Ldslichkeit von
Polystyrol in Dichlormethan besser ist als die von Imidacloprid. Dies bedeutet, dass der
Wirkstoff mit seinen kristallinen Eigenschaften beim Abzug des organischen Losungsmittels
seine Lo6slichkeitsgrenze erreicht und auskristallisiert, bevor das Polystyrol feste Partikel
ausbilden kann. Dieses Beispiel zeigt, dass die fir Flumethrin optimierten Formulierungen

nicht ohne weiteres auf Imidacloprid tbertragbar sind. Die Entwicklung einer Formulierung,
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die fur die Verkapselung von Imidacloprid geeignet ist, wirde den Rahmen dieser Arbeit

sprengen und wird so nicht weiter verfolgt.

C.2.2 Spruhtrocknung

Die Spruhtrocknung ist das zweite grol3e Verfahren, das hier zum Einsatz kommen soll. Ein
Vorteil liegt darin, dass die Partikel in trockener Form erhalten werden. Ein Waschschritt, wie
Zentrifugation oder Filtration, entfallt. Es ist jedoch zu bemerken, dass im Uberschuss
eingesetzte Edukte neben dem gewlinschten Produkt anfallen. Dies kann von Vorteil sein,
da der Uberschissige Emulgatoranteil bei einer spateren Redispergierung der Partikel als
Ldsungsvermittler dient. Es kann aber auch beim Auftragen der Partikel in einer Suspension
auf das Fell zu unerwiinschten Verklebungen kommen, wenn die als Emulgator verwendeten
Eudragite® ihre filmbildenden Eigenschaften entwickeln. Als positiv ist auch zu nennen, dass
die Bildung von Agglomeraten durch die Trocknung einzelner Emulsionstropfen erschwert,
wenn nicht sogar unterbunden wird.

Polystyrol konnte nicht sehr erfolgreich mit dem Verfahren der Spriihtrocknung verarbeitet
werden. Es wird die Verspriihung von reinen Lésungen, Emulsionen und Suspensionen
getestet. Dabei wird Polystyrol mit verschiedenen Copolymeren kombiniert: Eudragit® S und
RS, Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymer 86/14 und 50/50. Die Standardversuchs-
bedingungen sind E.2.2.1 zu entnehmen.

Die Versprithung von reinen Lésungen zeigt sich als nicht praktikabel. Das Losungsmittel der
versprihten Tropfen kann nicht schnell genug verdampft werden, sodass die Aushartung der
Partikel nicht optimal verlauft. Das Polymer kann so nicht in sphéarischen Partikeln ausharten,
sondern zieht spinnennetzartige Faden. Das dennoch in kleinen Mengen erhaltene Produkt

ist nicht redispergierbar und lasst kaum einzelne Partikel erkennen.

C.2.2.1 Polystyrol mit Eudragit © RS

Eudragit® RS ist permanent kationisch geladen. Es ist im wassrigen Milieu nicht l8slich,
besitzt dennoch emulgierende Eigenschaften, um eine Emulsion zu stabilisieren. Der positive
Vorversuch von Polystyrol und Eudragit® RS kann in der Sprithtrocknung nicht bestétigt
werden, obwohl sich die Versprihung der Emulsion problemlos zeigt. Ein flockiges, stark
elektrostatisches Produkt wird erhalten. Die mikroskopische Aufnahme Ilasst einzeln
geformte Partikel erkennen. Diese sind stark hydrophob und lassen sich nicht benetzen. Eine
Redispergierung und damit Vereinzelung der Partikel ist nicht moglich. Die wenigen,
redispergierten Partikel zeigen sich homogen in GroRe und Aussehen. Weitere Versuche

werden wegen der schlechten Benetzbarkeit der Partikel nicht unternommen.

74



C Ergebnisse und Diskussion — Polystyrol

C.2.2.2 Polystyrol mit Eudragit ©S

C.2.2.2.1 Optimierung des Emulgatoranteils Eudragit ©S

Im Emulsion Evaporation Verfahren konnte bereits gezeigt werden, dass der Anteil des
eingesetzten Emulgators Einfluss auf die Produktqualitat nimmt. Grundsatzlich bleibt
festzuhalten, dass ein hoherer Anteil an Emulgator in der Lage ist, Partikel einer groReren
Oberflache und damit kleinere Partikel zu erzeugen (siehe C.2.1.3). Inwieweit dies auch auf
die Spriihtrocknung zutrifft wird am Beispiel Polystyrol mit Eudragit® S getestet. Die

Standardformulierung ist Tabelle 20 zu entnehmen.

Tabelle 20 Standardformulierung zur Optimierung des Emulgatoranteils

Substanz Menge [%]
Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® S 33 %; 28 % und 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 9 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Alle Emulsionen werden ohne den Einsatz des Microfluidizer hergestellt. Sie sind stabil und
lassen sich ohne die Ausbildung von Polymerfaden versprihen. Die Produkte sind flockig
und nicht elektrostatisch. Die Partikel sind redispergierbar, kleinere Agglomerate bleiben
jedoch zurick. Das Partikelkontingent ist < 5 um, jedoch ist die GroRenverteilung
inhomogen. Besonders die Probe mit dem geringsten Emulgatoranteil zeigt groRRe
Inhomogenitaten. Hier sind auch grofRere, nicht spharische Partikel zu beobachten. Da die
lichtmikroskopischen Aufnahmen aufgrund ihrer Aufldsung nicht fir eine ausreichende
Beurteilung geeignet sind, werden REM-Aufnahmen zur weiteren Charakterisierung
angefertigt (Abb. 41).

®

Abb. 41 REM-Aufnahmen von Polystyrol - Eudragit S - Partikeln mit unterschiedlichem
Emulgatoranteil; a) 33 % Eudragit © S, b) 28 % Eudragit © S; ¢) 17 % Eudragit © S

Die im Lichtmikroskop als lediglich in der PartikelgréRe inhomogen erachteten

Formulierungen zeigen in den REM-Aufnahmen ein vollig anderes Bild (vgl. Abb. 41).
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Einzelne Partikel sind hier kaum zu erkennen. Vielmehr sind Gebilde vorherrschend, die wie
Partikelschalen aussehen. Auch einige Polymerfaden sind sichtbar. Die Proben machen den
Eindruck, dass sich wahrend des Trocknungsvorgangs die dauRere Umhillung der Partikel
geldst hat und separat neben dem Matrixpolymer ausgefallen ist. Die Schalen zeigen eine
glatte, ebene Oberflachenstruktur, wahrend die erhaltenen Partikel eine unférmige, raue
Oberflache besitzen. Die Inhomogenitét der Gré3e wird hier bestatigt. Teilweise sind Partikel
mit einem Loch erkennbar. Dieses Phanomen ist fir das Sprihtrocknungsverfahren nicht
ungewdhnlich. Durch den aufRerst schnellen Trocknungsvorgang harten die Partikel aul3en
teilweise schneller aus als innen. Das restliche, noch im Partikel verbleibende Losungsmittel
kann nun durch die ausgehartete Partikelhille nicht mehr entweichen. Beim fortschreitenden
Trocknungsprozess baut sich durch das verdampfende Losungsmittel ein Druck im Partikel
auf, der dieses letztendlich zum Platzen bringt und das Losungsmittel entweichen lasst. Das
erhaltene Partikel ist hohl, welches nicht erwiinscht ist, da so durch eine grol3ere Oberflache
auch eine schnellere Wirkstofffreisetzung begunstigt wird. [52] Abb. 41 I&asst nicht erkennen,
dass ein sich andernder Emulgatorgehalt Auswirkungen auf die PartikelgréRe oder das
Aussehen der Partikel hat. Diese Versuche machen jedoch sehr deutlich, dass Polystyrol mit
dem Methylmethacrylat-Derivat Eudragit® S nicht kompatibel ist. Eudragit® S, welches sich
aufgrund seiner emulgierenden Eigenschaften an der Grenzfliche Wasser — organische
Phase aufhalten wird, bildet die &uRere Schale der Partikel. Gewilnscht ist der Effekt, dass
sich der emulgierende Bestandteil mit seinem hydrophoben Molekulteil in der Polymermatrix
des Partikels verankert, so dessen Oberflache modifiziert und den Partikel fur eine
Anbindung an das Hundehaar vorbereitet. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
schalenartigen Gebilde von dem Emulgator gebildet werden, der nicht mit der Polymermatrix
kompatibel ist. Der Versuch die Oberflache zu modifizieren ist somit misslungen. Fir weitere
Untersuchungen muss eine emulgierende Substanz gefunden werden, die mit dem

Matrixpolymer Polystyrol kompatibel ist.

C.2.2.2.2 Optimierung der Homogenitat

Im Rahmen der in C.2.2.2.1 durchgefuhrten Versuche wird auch untersucht, welchen
Einfluss der Einsatz eines Hochdruckhomogenisators auf das System hat. Dazu wird eine
Formulierung gleicher Zusammensetzung keinmal, einmal und dreimal mit dem Microfluidizer

behandelt. Die Formulierungsbestandteile sind in Tabelle 21 aufgefihrt.
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Tabelle 21 Zusammensetzung der Formulierung zur Untersuchung d es Einflusses eines
Hochdruckhomogenisators

Substanz Menge [%]
Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® S 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 9 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Das Produkt, welches aus der nicht behandelten Emulsion gewonnen wird, ist flockig, aber
nicht elektrostatisch. Die Partikel, die nach der einfach und mehrfach Behandlung mit dem
Microfluidizer erhalten werden, sind sehr fein pulvrig und ebenfalls nicht elektrostatisch.
Schon die mikroskopische Betrachtung der Emulsionen zeigt nach Einsatz des Microfluidizer
eine enorme Verbesserung der TropfchengréfRe. So ist die organische Phase nach dem
einmaligen Durchfluss durch den Microfluidizer so fein in der Wasserphase verteilt, dass nur
noch wenige grof3e Emulsionstropfen zuriickbleiben. Nach dem dreimaligen Durchtritt durch
den Microfluidizer sind die Tropfen der organischen Phase so fein dispergiert, dass einzelne
Emulsionstropfen kaum noch erkennbar sind. Die Vorschrift zum Einsatz des Microfluidizer
ist E.2.1.1 zu entnehmen. Alle drei Proben lassen sich gut redispergieren. Die erhaltenen
Partikel sind teilweise sehr klein, sodass sie im Lichtmikroskop kaum erkennbar sind. Jedoch
sind auch groRere Partikel sichtbar. Die REM-Aufnahmen aus Abb. 42 geben Auskunft

dariber, ob die Homogenisierung tatsachlich erfolgreich verlaufen ist.

o 0 Ry D RS BT MRS

Abb. 42 REM-Aufnahmen von Polystyrol - Eudragit © S - Partikeln mit Behandlung durch den
Microfluidizer; a) keinmal, b) einmal; c) dreimal

In a) sind die in C.2.2.2.1 beschriebenen Schalen zu sehen. Die Edukte der Emulsion
konnten zu keinem homogenen Produkt verarbeitet werden. Doch schon nach einmaliger
Bearbeitung mit dem Microfluidizer werden Partikel, wie in b), erhalten, bei denen keine
Inkompatibilitdten mehr zu sehen sind. Allerdings zeigt sich kein Partikelbild einer
monomodalen GrdlRenverteilung. Es sind sehr kleine (~ 1 um) aber auch sehr groRRe
(~ 10 um) Partikel vorhanden. Die Oberflache der Partikel ist leicht rau. Neben hohlen,

erkennbar an einem Loch in der Hiille, sind auch stark verformte Partikel vorhanden. c) zeigt
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zu b) keine Verbesserung. Zwar deuten die Aufnahmen der Emulsion aufgrund einer
homogeneren Tropfchenverteilung auch auf ein homogeneres Partikelbild hin, dies kann
jedoch durch die REM-Aufnahmen nicht bestétigt werden. Selbst ein dreimaliger Durchgang
durch den Microfluidizer bringt kein optimales Ergebnis. Verformte und hohle Partikel sind
unerwinscht, jedoch durch das Verfahren der Sprihtrocknung meist unumgéanglich. Die
mikroskopischen Aufnahmen der redispergierten Partikel zeigen auch grolRe Partikel, es
entsteht jedoch der Eindruck, dass die Zahl der groRen Partikel im REM-Bild wesentlich
groBer ist als beim mikroskopischen Bild. Dieser Eindruck kann mdglicherweise wie folgt
begriindet werden: Das (iberschiissig eingesetzte Eudragit® S liegt gelost in der erhaltenen
Emulsion vor. Durch das Verfahren der Spriihtrocknung werden im Uberschuss eingesetzte
Edukte nicht entfernt, sondern sie fallen neben dem gewtnschten Produkt aus. Diese
Eduktreste werden durch die REM-Aufnahme erfasst, die die trockene Probe abbildet.
Werden die Partikel dagegen redispergiert, lost sich auch der Uberschuss an Emulgator, der
teilweise in Wasser Igslich ist. Hiervon ist zum einen der Teil betroffen, der separat zu den
gewunschten Polystyrolpartikeln ausfallt, zum anderen I6st sich auch der Emulgator von den
Polystyrolpartikeln, der nicht fest auf der Oberflache in die Polymermatrix mit eingeflochten
werden konnte. Dadurch zeigt sich im lichtmikroskopischen Bild ein anderes, wohl kleineres
Partikelbild.

C.2.3 Vergleich Spruhtrocknung und Emulsion Evapora  tion

C.2.3.1 Polystyrol mit Styrol-Maleinsdureanhydrid C ~ opolymer

In einem weiteren Versuch soll geklart werden wie sich Polystyrol mit Styrol-
Maleinsaureanhydrid Copolymer in der Sprihtrocknung und im Emulsion Evaporation
Verfahren verhalt. Diese Versuchsreihe wird etwas umfassender angesetzt, sodass eine

Formulierung nach dem folgenden Schema (Abb. 43) bearbeitet wird:
I—

SUSpPeENSION | e—— Partikel

Partikel

RN

gewaschen ungewaschen

Abb. 43 Schematische Darstellung des Versuchsaufbau s von Polystyrol und MSCP
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Die nach Formulierungsvorschrift erhaltene Emulsion wird entweder direkt der
Sprihtrocknung zugefuhrt oder es wird mit dem Solvent Evaporation Verfahren durch
Verdampfen des Losemittels eine Suspension erhalten. Aus dieser konnen gewaschene und
ungewaschene Partikel erhalten werden, aber auch ein Verspriihen der Suspension wird
getestet. Durch diesen umfassenden Versuch kann gezeigt werden, welche

Herstellungsmethode und Vorgehensweise fir die Formulierung optimal ist.

Tabelle 22 Zusammensetzung der Formulierungen fird  ie nachfolgenden Versuche

Probe Zusammensetzung

Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
7a MSCP 14 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 9 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
9a MSCP 50 33 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 9 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Polystyrol 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
10b MSCP 14 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 13 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Bei der Probe 7a fuhrt der Einsatz des Microfluidizer zu keiner homogenen Emulsion, die
Tropfchen werden jedoch kleiner. Wird die Emulsion sprihgetrocknet (7a_ST) zeigen sich
unter dem Elektronenmikroskop viele zusammengefallene Partikel, schalenartige Strukturen
und nur wenige sphéarische Partikel (Abb. 44). Das Partikel scheint aul3en so schnell
auszuharten, dass Losemittel im Partikel eingeschlossen wird, welches dann im weiteren
Verlauf der Trocknung daflir sorgt, dass das Partikel platzt. Die GréRenverteilung, die durch
Laserdiffraktometrie ermittelt wird, zeigt ein ebenso inhomogenes Bild. Die Partikel sind bis
zu 12 um grof3 (D(99)-Wert). Wird dagegen erst die Suspension hergestellt und dann
spruhgetrocknet (7a_EE_ST), entstehen meist sphéarische Partikel mit einer rauen
Oberflache (Abb. 44). Die GrolRenverteilung scheint optisch inhomogen, vor allem die grof3en
Partikel sind haufig hohl, was unerwiinscht ist. Ebenso wie bei der Sprihtrocknung der
Emulsion werden auch hier, bei der Trocknung der Suspension, die im Uberschuss
eingesetzten Edukte getrocknet und fallen als Nebenkomponente zu den eigentlichen
Partikeln an. In der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme kann jedoch Kkein
Unterschied zwischen gewinschtem Produkt und unerwinschter Nebenkomponente
gemacht werden. Die GroéRenmessung mittels Laserdiffraktometrie zeigt eine homogene
Verteilung mit einem D(90)-Wert von 2,06 um (Tabelle 23). Die Inhomogenitaten, die in der
REM-Aufnahme zu sehen sind, tauchen nicht auf. Es ist davon auszugehen, dass sich der
Teil der Probe, der von dem Uberschiissigen Emulgator gebildet wird, bei der Messung der

PartikelgréRe im wassrigen Medium auflést. Das als Emulgator eingesetzte Copolymer
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Styrol-Maleinsadureanhydrid 86/14 ist zu einem gewissen Teil in Wasser ldslich. Wird
dagegen ganz auf die Sprihtrocknung verzichtet und die Partikel nach dem Solvent
Evaporation Verfahren gewaschen oder ungewaschen zur Trockne gebracht, verhalten sich
die Partikel sehr typisch, wie in C.1.3 beschrieben. Die ungewaschenen Partikel lassen sich
sehr gut redispergieren. Ihr elektronenmikroskopisches Bild zeigt deutlich den Uberschuss
an Emulgator (Abb. 44). Bei den gewaschenen Partikeln (7a_EE gewaschen) dagegen ist
kein Emulgatoriberschuss erkennbar. Das Partikelkontingent ist spharisch mit einem grofRen
Feinanteil. Eine Redispergierung und damit Singularisierung der Partikel ist nicht trivial.
Teilweise bleiben grof3e Agglomerate zuriick (Tabelle 22). Diese Agglomeratbildung kann
umgangen werden, wenn die gewaschenen Partikel nicht getrocknet, sondern sofort nach
dem Waschschritt redispergiert werden.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe werden beispielhaft an der Probe 7a durch die
Darstellung der REM-Aufnahmen in Abb. 44 und die Ergebnisse der Laserdiffraktometrie in

Tabelle 23 visualisiert.
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Abb. 44 Eine Formulierung (7a), verschiedene Verfahren a) S  prihtrocknung der Emulsion;
b) Spruhtrocknung der Suspensi on; c) Emulsion Evaporation, Partikel gewaschen;
d) Emulsion Evaporation, Partikel ungewaschen

Tabelle 23 PartikelgrolRenanalyse

Probe D(10) D(50) D(80) D(90) Bild
[um] [um] [um] [um] Abb. 44
7a_ST 0,806 3,588 6,780 8,598 a)
7a_EE_ST 0,685 1,208 1,733 2,056 b)
7a_EE Suspension 0,659 1,210 1,783 2,137
7a_EE gewaschen 0,724 1,785 13,911 24,377 c)
7a_EE ungewaschen 0,655 1,272 1,955 2,393 d)

Bei der Probe 9a zeigt sich ein sehr ahnliches Bild. Die Partikel an sich sind minimal kleiner
und die Menge der unerwiinschten Komponenten, die bei der elektronenmikroskopischen

Aufnahme der ungewaschenen Partikel zu sehen sind, ist groRer. Beide Beobachtungen sind
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auf den hoheren Emulgatoranteil dieser Probe zuriickzufihren. Trotz des Einsatzes des
Copolymers  Styrol-Maleinsaureanhydrid 50/50 andern sich keine offensichtlichen
Eigenschaften der Emulsion.

Auch Probe 10b verhalt sich sehr &hnlich zu 7a und 9a. Hier sind die Partikel im Gesamten
jedoch etwas groRRer, was mit dem geringeren Emulgatoranteil zusammenhangt (vgl.
C.2.1.3).

Die durchgefuhrten Versuche zeigen deutlich, dass das Verfahren der Sprihtrocknung far
Polystyrolpartikel nicht gut geeignet ist. Es ist kaum mdglich kleine, sphérische und
gleichzeitig massive Partikel zu erzeugen. Dagegen zeigen sich die Formulierungen im
Emulsion Evaporation Verfahren als unkompliziert. Spharische Partikel < 2 pm sind einfach
in ihrer Herstellung. Weitere Optimierungen und Variationen werden daher im Emulsion

Evaporation Verfahren getestet.

C.2.4 Zusammenfassung Polystyrol

AbschlieRend zu den Arbeiten mit Polystyrol soll kurz zusammengefasst werden, welchen
Einfluss Formulierungsvariationen und —bestandteile auf die erhaltenen Partikel nehmen.
Grundsatzlich kann gesagt werden, dass das Emulsion Evaporation Verfahren die fir
Polystyrol bevorzugte Herstellungsmethode ist. Als Emulgator und zur Modifizierung der
Partikeloberflache eignet sich Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer. Versuche mit
Eudragiten® fiihren nur zu suboptimalen Ergebnissen. Eine Erhéhung des Wirkstoffanteils
bewirkt keine VergroRerung der Partikel, jedoch wird bei einem hoheren Gehalt eine
schnellere Freisetzung beobachtet. Eine Steuerung der Freisetzung kann auch lber das
Molekulargewicht des Matrixpolymers geschehen. Mit steigendem Molgewicht und damit
verbundenen Anstieg der Glaslbergangstemperatur, sinkt die freigesetzte Menge
Flumethrin. Zudem verringert sich die erhaltene PartikelgréRe mit dem Molgewicht. Die
GroRRenverteilung kann ebenfalls durch die eingesetzte Emulgatormenge beeinflusst werden.
Ein groRBer Anteil Emulgator ist in der Lage eine grof3e Oberflache abzusattigen. Die
PartikelgréRe sinkt demnach mit steigendem Emulgatoranteil. Das Freisetzungsprofil kann
Uber Molgewicht, Wirkstoffgehalt und PartikelgréRe gesteuert werden. [32; 68] Gewlnschte
Eigenschaften lassen sich so kombinieren und zusammenstellen. Eine optimierte

Formulierung ist in G.1 hinterlegt.
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C.3 PMMA

C.3.1 Emulsion Evaporation Verfahren

Grundlage fur die Spruhtrocknung und das Emulsion Evaporation Verfahren ist eine stabile
Emulsion. Die erhaltenen stabilen Systeme werden teilweise beiden Verfahren zugefuihrt. So
kann ein direkter Vergleich beider Verfahren erreicht werden.

Fur das Emulsion Evaporation Verfahren werden die emulgierenden Eigenschaften folgender
Substanzen in der Kombination mit PMMA weiter untersucht: Eudragit® S 100,
Eudragit® RS 100, Eudragit® E 100 und Eudragit® L 100.

Eine Standardzusammensetzung der Formulierungen mit PMMA st Tabelle 24 zu

entnehmen.

Tabelle 24 Grundformulierung zur Herstellung von PM  MA-Partikeln

Substanz Menge
PMMA 3,70 g (m/m bezogen auf die organische Phase) 2 6,5 %
Eudragit® 0,74-2,64 g (m/m bezogen auf Polymermasse) 2 17-42 %
Flumethrin 0,44-2,64 g (m/m bezogen auf Feststoffgehalt) £ 9-30 %
Wasser 160 ml
Dichlormethan 40 ml

C.3.1.1 Eudragit ®RS 100

Eudragit® RS ist permanent kationisch geladen und kann dadurch nicht iber einen Linker an
den Antikorper gebunden werden. Dennoch ist auch hier eine Anbindung an das Hundefell
moglich. Das Haar ist mit einer negativen Oberflachenladung versehen. [28; 49] Durch
elektrostatische Wechselwirkungen haftet das Eudragit® RS am Hundehaar. Ein
Verschmelzen mit oder auch ein Kleben an dem Hundehaar, beglnstigt durch die
Filmbildeeigenschaften des Eudragit® RS, kann zu einer verbesserten Haftung filhren.
Beachtet werden muss, dass es nicht zu einer zu schnellen Freisetzung des Wirkstoffs aus
der Matrix kommt, und dass kein sichtbares Verkleben von Fellpartien auftritt. Die
Freisetzung kann durch entstehende Poren oder Quellen kontrolliert stattfinden. [31; 46]

Eine Formulierung von PMMA mit Eudragit® RS uiberzeugt durch ihre Eigenschaften, sodass

sie im Tierversuch (C.6) eingesetzt wird.
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C.3.1.1.1 Formulierung
Mit PMMA bildet Eudragit® RS stabile Emulsionen, die durch ihre niedrige Viskositat auffallen

und die Emulsion nicht stabil erscheinen lassen. Der Einsatz des Microfluidizer flhrt zu einer
Verbesserung des Partikelbildes. Ein Aufschaumen der Emulsion, wie es bei den anderen
Eudragiten® der Fall ist, kann beim Abzug des Lésemittels nicht beobachtet werden. Die
erhaltenen Suspensionen Uberzeugen durch sehr kleine Partikel mit einer augenscheinlich
homogenen GroRenverteilung. Das Filtrieren der LOsung, zur weiteren Aufreinigung, ist
aufgrund der kleinen PartikelgroRen schwierig, Uber eine Zentrifugation ist eine Waschung
jedoch mdglich. Ein Emulgatortiberschuss, wie er bereits beschrieben wurde, liegt hier
jedoch nicht vor. Eudragit® RS ist nicht wasserléslich, kann somit nicht als Uberschuss in der
Wasserphase vorliegen. Eine pH-Wert-Neutralisierung muss auch nicht vorgenommen
werden, da der Versuch im neutralen pH-Bereich stattfindet. Die Zusammensetzung ist

Tabelle 25 zu entnehmen.

Tabelle 25 Zusammensetzung der PMMA - Eudragit © RS - Partikel

Substanz Menge [%]

PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)

Eudragit® RS 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)

Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Filtrierte, getrocknete Partikel lassen sich schlecht redispergieren. Die lichtmikroskopische
Aufnahme zeigt zudem unformige Partikelagglomerate, die auf eine Verschmelzung der
Partikel hindeuten. Dies ist auf die guten Filmbildeeigenschaften des Eudragits®
zuruickzufuhren. Eine Filmbildung kann durch ein sofortiges Redispergieren der Partikel nach
der Waschung verhindert werden.

Eine Messung der GrofRenverteilung ist Tabelle 26 zu entnehmen.

Tabelle 26 Laserdiffraktometriemessung der PMMA - E  udragit ® RS - Partikel

D(10) D(50) D(80) D(90)
Probe

[um] [um] [um] [um]
12-1-1 0,177 0,605 0,891 1,030

Wie bereits erwahnt sind die Partikel sehr klein. Dies konnte limitierend fur die Wirkdauer
sein, da die enthaltene Wirkstoffmenge geringer ist und eine Diffusion aus den Partikeln
durch die groRRere Oberflache beglnstigt wird. [52]

Die Glasuibergangstemperatur (Tg) liegt fur diese Formulierung bei 67,5 T. Das rei ne PMMA
hat eine T,von 102,9 . Dies zeigt, wie schon bei den Polysty rolpartikeln ermittelt, dass der

Wirkstoff Flumethrin als Weichmacher fungiert und die Glastibergangstemperatur herabsetzt.
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C.3.1.1.2 Freisetzung

Die Freisetzung dieser Formulierung wird wie in C.1.4 erlautert in Methanol / Wasser im
Verhaltnis70/30 getestet. Dabei wird die Probe in 5 ml der Methanol-Wasser-Mischung bei
Raumtemperatur geschuttelt. Die Freisetzung verlauft Gber einen Zeitraum von sieben
Tagen. Der Flumethringehalt wird analytisch mittels HPLC ermittelt. Eine graphische

Darstellung der Freisetzung ist in Abb. 45 zu sehen.
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Abb. 45 Freisetzung Flumethrin bezogen auf den Flum  ethringehalt der Partikel

Die Freisetzung beginnt mit einem Burst-Effekt von ~ 10 %. Danach wird der Wirkstoff
gleichmalig freigesetzt. In der logarithmischen Darstellung wird eine Gerade erhalten, deren
Bestimmtheitsma mit einem Wert von R®* = 0,9557 in einem guten Bereich liegt. Die
Freisetzungskurve zeigt, dass nach sieben Tagen (168 h) ca. 45 % des enthaltenen
Wirkstoffs freigesetzt wird. Die Freisetzungsrate erreicht hier ein leichtes Plateau. Ob noch
genugend Wirkstoff fir eine ausreichende Wirkung freigesetzt wird, muss der Tierversuch
zeigen (C.6). Eine ausreichende Wirksamkeit kann in dem hier angewendeten
Versuchsaufbau nicht nachvollzogen werden, da keine realitditsnahen Versuchsbedingungen
herrschen.

C.3.1.2 Eudragit ® L 100

Eudragit® L und S gehéren zu den anionischen Eudragiten® und unterscheiden sich lediglich
durch ihren Carboxylgruppenanteil. Eudragit® L 100 hat einen Methacrylsaureanteil von
50 %, Eudragit® S 100 dagegen nur 30 %. [22] Dies spiegelt sich in der Hydrophilie der
beiden Stoffe wider. Eudragit® L 100 ist besser wasserléslich und sollte durch die héhere
Carboxylgruppendichte die Partikeloberflache mit einem hdheren Anteil an S&uregruppen

besetzen konnen. Dies ist fur eine spéatere, effektive Ankopplung der Partikel an das
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Hundehaar vorteilhaft. Jedoch zeigt sich in Versuchen mit Eudragit® L 100, dass die
Wasserloslichkeit zwar verbessert ist, die Affinitdt zur organischen Phase aber nicht
ausreichend groR3 ist, um ein stabiles System zu bilden. Die erhaltene Emulsion scheint
stabil, bricht jedoch nach langerem Stehen. Eine Optimierung durch Erhéhung des
Emulgatoranteils kann versucht werden, aber angesichts der Tatsache, dass Emulsionen mit
dem strukturéhnlichen Eudragit® S als emulgierenden Bestandteil sehr stabil sind, wird auf

eine weitere Optimierung verzichtet.

C.3.1.3 Eudragit ® S 100

Wie bereits in B.3.5 erwdhnt, ist Eudragit® S ein anionisches Polymer. Sein
Methacrylsaureanteil liegt bei 30 %. Die hydrophilen und hydrophoben Anteile dieses
amphiphilen Molekils sind so ausgeglichen, dass eine ausreichende Loslichkeit sowohl in
der organischen als auch in der Wasserphase gegeben ist. Hieraus resultieren gute
Emulgatoreigenschaften. Die erhaltenen Emulsionen sind auf3erst stabil und zeigen eine
gute Reaktion auf den Einsatz des Microfluidizer.

Formulierungen mit Eudragit® S und PMMA werden vermehrt in der Spriihtrocknung
verarbeitet (weiteres hierzu siehe C.3.2.1) Auch hier ist eine stabile Emulsion die
Voraussetzung fir ein gelungenes Produkt. Im Emulsion Evaporation Verfahren wird analog
Herstellungsvorschrift in E.2.1 verfahren. Einige Besonderheiten dieser Formulierungen
sollen an dieser Stelle hervorgehoben werden:

Eudragit® S besitzt solch ausgepragte tensidische Eigenschaften, dass es beim Verdampfen
des Losungsmittels zu einer extremen Schaumbildung kommt. Ein Uberkochen kann durch
vorsichtiges Aufheizen und Ruhren der Lésung verhindert werden. Nach Abzug des
Losungsmittels bilden sich haufig glasartige, sandkorngro3e Agglomerate, sowie
Polymerablagerungen am Rihrfisch. Die Emulsion ist nur mit einem Uberschuss an
Emulgator zu stabilisieren. Dieser kann durch Filtration als Waschschritt entfernt werden.
Geschieht dies nicht, sondern werden die Partikel durch Abdampfen der wassrigen Phase
bei Raumtemperatur erhalten, so bildet sich eine glasartige, harte, meist leicht gelbliche
Schicht auf den Partikeln. Je nach Formulierung kann unter dieser Schicht eine weil3e, leicht

zu morsernde, da pordse Partikelschicht gefunden werden (Abb. 46).
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Abb. 46 PMMA - Eudragit ® S - Partikel nach Verdampfen der wassrigen
Phase bei RT; Partikel- (unten) und Emulgatorschicht (oben) sind
deutlich erkennbar

Diese Beobachtung zeigt, dass ein Waschschritt notwendig ist. Bei den PMMA Eudragit® S
Partikeln ist jedoch eine Filtration, ebenso wie eine Zentrifugation, aufgrund der Konsistenz
der erhaltenen Suspension meist nicht praktikabel. Im Emulsion Evaporation Verfahren
kénnen mit PMMA in der Kombination mit Eudragit® S keine Partikel der geforderten

Eigenschaften erhalten werden.

C.3.1.3.1 Einfluss des Hochdruckhomogenisators

Ohne Einsatz des Microfluidizer werden Partikel < 5 pm erhalten, die sich ungewaschen gut
redispergieren lassen. Mit Einsatz des Microfluidizer werden so feine Partikel erhalten, dass
ein Waschschritt nicht mehr moglich ist, da sich die Partikel nicht filtrieren lassen.

Fur einen Vergleich werden verschiedene Formulierungen einmal mit dem
Hochdruckhomogenisator behandelt und einmal nicht. Die erhaltenen Emulsionen und
Suspensionen werden nach ihrem optischen Erscheinungsbild und nach einer Analyse mit
Hilfe der Laserdiffraktometrie beurteilt.

Im Folgenden werden zwei Formulierungen naher betrachtet. Beide werden jeweils einmal
mit dem Microfluidizer homogenisiert und einmal nicht. Dabei spiegeln die Ergebnisse dieser
Proben das Verhalten aller, auf diese Art gepruften Formulierungen wider. Die

Zusammensetzung der Formulierungen ist Tabelle 27 zu entnehmen.
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Tabelle 27 Probenzusammensetzung fir Versuche mitd  em Hochdruckhomogenisator

Probe Zusammensetzung

PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 7-1 EE Eudragit® S 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA _7-2_EE Eudragit® S 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Bei beiden Formulierungen entstehen stabile Emulsionen mit max. TropfchengréRen von
~ 5 um. Nach Einsatz des Microfluidizer (MF) werden Emulsionen mit sehr kleinen Tropfen
erhalten. Die daraus resultierenden Suspensionen zeigen Partikel, die unter dem
Lichtmikroskop nur als Rauschen erkennbar sind. Teilweise sind jedoch auch sandkorngrof3e
Partikel vorhanden. Solche grof3en Partikelagglomerate finden sich auch bei den
Suspensionen, die ohne Microfluidizer hergestellt werden. Hier kommt es auch zu kleineren
Polymerausfallungen. Das Partikelkontingent insgesamt scheint jedoch homogen. Aufgrund
der schlechten Filtrierbarkeit der Suspensionen werden die Partikel durch Abzug der
wassrigen Phase bei Raumtemperatur erhalten. So féllt der Emulgatortberschuss neben den
Partikeln an und bildet die bereits beschriebenen, glasartigen Filme aus. Die erhaltenen,
trockenen Partikel sind von einer leicht gelben Farbe. Aufgrund der Filmbildung des
Emulgators lassen sich die Proben, im Besonderen die nicht zusatzlich homogenisierten,
schlecht mdrsern. Harte, glasartige Verschmelzungen bleiben erhalten. Das getrocknete
Partikelsediment ist sprdode, sehr hart und weil3-gelblich. Ist ein Abtrennen des
Emulgatoriberschusses nicht mdglich, sind die Partikel fir einen Einsatz im Tierversuch
nicht geeignet. Hier wird dennoch so verfahren, um den Einfluss des
Hochdruckhomogenisators zu erlautern. Werden die Partikel redispergiert, welches aufgrund

der Léseeigenschaften des Eudragits® méglich ist, ist folgendes zu erkennen (Abb. 47):
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Abb. 47 PMMA Partikel, redispergiert, hergestellt im Emulsion E ~ vaporation Verfahren;
a) PMMA 7-1_EE ohne MF; b) PMMA 7-1 mit MF; ¢) PMMA 7-2_EE ohne MF;
d) PMMA 7-2_EE mit MF

Abb. 47 zeigt keine augenscheinlichen Verschiedenheiten zwischen der Probe PMMA
7-1 EE und PMMA 7-2 EE (Bild a) und c)). Diese divergieren lediglich in ihrem
Emulgatoranteil. Es ist jedoch ein groRRer Unterschied zwischen der mit dem Microfluidizer
behandelten und nicht behandelten Probe zu erkennen (a) und b) bzw. c¢) und d)). Durch den
Einsatz des Hochdruckhomogenisators sind die Partikel so klein, dass unter dem
Lichtmikroskop nur noch ein Rauschen zu sehen ist. Einzelne Partikel lassen sich nicht mehr
erkennen. Der dunkle Fleck im rechten Teil des Bildes ist auf eine Verunreinigung des
Mikroskops zurtickzufiihren. Der Versuch durch die Druckeinstellung des Microfluidizer das
gewilnschte Partikelbild zu erhalten, schlug bereits bei einer Polystyrolformulierung fehl.
Feineinstellungen sind Uber den Hochdruckhomogenisator kaum mdglich. Dies wird hier
nicht erneut getestet.

Die PartikelgréRenmessungen mittels Laserdiffraktometrie lassen sowohl fur die mit dem
Microfluidizer behandelten als auch nicht behandelten eine homogene Grol3enverteilung
erwarten, die im Fall b) und d) einer Verschiebung nach links, zu kleineren Partikeln hin,
unterliegt.
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Particle Size Distribution
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Abb. 48 PartikelgréRenverteilung der Suspensionen; rot: PMMA 7- 1_EE ohne MF; hellblau:
PMMA 7-1_EE mit MF; griin: PMMA 7-2_EE ohne MF; dunk elblau: PMMA 7- 2_EE mit
MF

Abb. 48  bestatigt zum Teil die vorhergesagten Vermutungen (Uber die
PartikelgréRenverteilung. Die Formulierungen, die einem zusatzlichen
Homogenisationsschritt unterworfen werden (hellblau und dunkelblau), zeigen eine grol3e
Anzahl Partikel in einem sehr kleinen GrdéRenbereich. Die Verteilung ist jedoch nicht
homogen. Es werden viele groRere Partikel und Agglomerate erfasst. Die GréRenverteilung
ist damit sehr breit angelegt und reicht von 0,1-50 um. Die Formulierungen, die nicht mit dem
Microfluidizer behandelt werden, liegen in einem etwas hoheren PartikelgréRenbereich und
zeigen dort eine gleichméfige, homogene Verteilung. Jedoch sind auch hier gréf3ere Partikel
vorhanden, die soviel groRRer sind, dass sie als eigener Peak im rechten Teil der Grafik
erscheinen. Bei der Probe PMMA 7-2_EE (griin) ist dieses Phanomen starker ausgepragt.
Die bereits erwahnten sandkorngrof3en Agglomerate werden hier erfasst. Erwdhnenswert ist
jedoch die Tatsache, dass die PartikelgrolRenmessung eine volumenbasierte Verteilung
darstellt. Wenige grol3e Partikel fallen wesentlich starker ins Gewicht als viele kleine. Dies
bedeutet, dass der recht grol3e Peak bei 500 um nur von sehr wenigen Partikel erzeugt wird.
Durch den Einsatz des Microfluidizer werden die Partikel zwar kleiner, aber in diesem Fall
wird keine Verbesserung des Partikelkontingents erzielt. Ohne zusatzliche Aufarbeitung
entsteht eine meist homogene GréRRenverteilung, bei der sich die grof3en Agglomerate
abtrennen lassen sollten. Jedoch liegt der D(90)-Wert bei der Probe PMMA 7-1 EE bei

3,2 um, welches fir eine optimale Anbindung schon zu grof3 ist.
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C.3.1.3.2 Anderung des Emulgatoranteils

Fir die Untersuchung der Anderung des Emulgatoranteils werden zum einen die unter
C.3.1.3.1 erwédhnten Formulierungen betrachtet, zum anderen werden Formulierungen
verglichen, bei denen sich der Feststoffgehalt nicht andert, sondern lediglich das Verhaltnis
PMMA zu Eudragit® S.

In C.3.1.3.1 lasst sich in Abb. 48 erkennen, dass die Formulierung PMMA 7-1_EE mit dem
groReren Emulgatoranteil nicht so sehr zu einer Agglomeratbildung neigt (vergleiche Graph
rot und grun). Bei Betrachtung der Graphen, die durch den zusatzlichen Einsatz des
Hochdruckhomogenisators entstehen (hellblau und dunkelblau), zeigt sich ein fast
gegenteiliges Bild. Hier wird bei der Probe mit dem hdéheren Emulgatorgehalt ein deutlicher
Anteil groRerer Agglomerate beobachtet. Trotz des sehr unterschiedlichen Anteils an
Emulgator fallen die Suspensionen nicht sehr verschieden aus. Dies deutet darauf hin, dass
bei einer Uberschreitung einer Mindestkonzentration keine weitere Verbesserung des
Partikelbildes durch den Emulgator erzielt werden kann.

Bei weiteren Versuchen zur Variation des Emulgatoranteils werden drei Formulierungen mit
sinkendem Emulgatoranteil, jedoch gleichbleibendem Flumethrin- und Feststoffgehalt,
untersucht. Gleichbleibender Feststoffgehalt bedeutet, dass mit sinkendem Emulgatoranteil
der PMMA-Anteil steigt. Die Zusammensetzungen der Formulierungen sind Tabelle 28 zu

entnehmen.

Tabelle 28 Zusammensetzung der Partikel mit sinkend  em Emulgatoranteil

Probe Zusammensetzung

PMMA 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 9 EuS 17 Eudragit® S 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PMMA 9,4 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 9,4 EuS 13 Eudragit® S 13 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PMMA 9,8 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 9,8 EuS 9 Eudragit® S 9 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Suspensionen zeigen keinen optisch erkennbaren
Unterschied der einzelnen Formulierungen. Einzig die Tatsache, dass bei der Probe
PMMA 9 EuS 17 die geringste Polymerablagerung zu finden ist, deutet darauf hin, dass
diese Emulsion auch am stabilsten ist. Genaueren Aufschluss Uber Unterschiede der drei

Formulierungen soll eine PartikelgroRenanalyse der redispergierten Partikel geben. Dazu
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werden die ungewaschenen Partikel in Wasser redispergiert und im Laserdiffraktometer

vermessen.
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Abb. 49 Laserdiffraktometer Messung von PMMA 9 EuS 17 (rot) ; PMMA 9,4 EuS 13 (griin)
und PMMA 9,8 EuS 9 (blau)

Mit steigendem Emulgatoranteil ist eine leichte Verbesserung der PartikelgroRenverteilung
zu erkennen (Abb. 49). Bei einem Emulgatoranteil von 9 bzw. 13 % bleiben nicht
singularisierbare Partikelagglomerate zuriick (Graph grin und blau). Das Partikelbild bei
PMMA 9 EuS 17 ist ebenfalls nicht optimal. So sind hier Agglomerate zwar nicht mehr
sichtbar, aber die Partikel sind zu grof3. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass diese
Formulierungen ohne zusatzliche Homogenisierung, welches eine weitere Verkleinerung der
PartikelgréRen zur Folge hat, hergestellt werden, und keine Agglomerate sichtbar sind, ist

eine Mindestkonzentration des Emulgators von 17 % als sinnvoll einzustufen.

C.3.1.3.3 Anderung des Wirkstoffgehalts

Zur Beurteilung des Wirkstoffeinflusses auf die Formulierung wird eine Versuchsreihe mit
verschiedenen Wirkstoffgehalten durchgefiihrt. Dabei werden drei Formulierungen mit 30, 17
und 9 % Flumethrin getestet. Die Emulsionen werden einer weiteren Homogenisierung durch
den Microfluidizer unterzogen. Die erhaltenen Suspensionen werden anhand ihres
lichtmikroskopischen Bildes und der Analyse des Laserdiffraktometers beurteilt. Die

Grundzusammensetzung ist Tabelle 29 zu entnehmen.
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Tabelle 29 Zusammensetzung der Formulierung zur Beurteilung de s Einflusses des

Wirkstoffgehalts
Substanz Menge [%]
PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® S 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 9, 17, 30 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Nach der Homogenisierung mittels Microfluidizer wird in allen Fallen eine sehr feine
Tropfchenverteilung erzielt. Die erhaltenen Suspensionen zeigen ein ebenso kleines
Partikelbild. Jedoch sind hier auch einige groRere Partikel sichtbar. Eine bessere Ubersicht

liefert das Ergebnis des Laserdiffraktometers (Abb. 50).
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Abb. 50 PartikelgroRenanalyse bei steigendem Wirkstoffgehal t: 9 % (blau); 17 % (grun) und
30 % (rot) Flumethrin

Die Messung der Laserdiffraktometrie zeigt deutlich, dass sehr kleine Partikel erhalten
werden, aber auch grof3e Agglomerate vorhanden sind. Die Partikelgrof3enverteilung ist bei
jeder der drei Proben leicht unterschiedlich. Es ist jedoch nicht erkennbar, dass der
steigende Wirkstoffgehalt die Partikelgré3e in eine bestimmte Richtung beeinflusst.

Da sich die Suspensionen kaum filtrieren lassen, werden die Partikel Uber das Abdampfen
der wassrigen Phase bei Raumtemperatur erhalten. Bei allen Proben bildet sich auf der
Oberflache eine harte, spréde milchige Schicht, die sich sehr schlecht mérsern lasst. Diese
Vorgehensweise ist nicht optimal, die erhaltenen Suspensionen lassen jedoch keine andere
Handhabung zu. Im Falle von 17 und 30 % Wirkstoffgehalt sind die Proben gelblich, wie

Flumethrin, gefarbt. 9 % Wirkstoff lassen sich ohne Gelbfarbung der Partikel verkapseln. Die
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gelbliche Toénung lasst an einer sicheren Verkapselung des Wirkstoffs zweifeln. Im
Sprihtrocknungsverfahren ist eine solche Farbung nicht zu beobachten (vgl. C.3.2). Die
erhaltenen Partikel sind gut redispergierbar und wegen ihrer geringen Grof3e unter dem

Lichtmikroskop nur als Rauschen erkennbar.

C.3.1.4 Eudragit ®E 100

Eudragit® E gehért zu der Klasse der kationischen Eudragite®. An seine Aminogruppe kann
ein Linker angebunden werden, der in der Lage ist den Antikérper zu koppeln, und somit
eine Bindung ans Hundehaar erméglicht. Bei Formulierungen von Eudragit® E mit PMMA
zeigt sich ein inhomogenes Bild der Emulsion. Die TrépfchengréRenverteilung unterliegt
einer sehr breiten Verteilung und auch die erhaltene Suspension zeigt bereits Agglomerate
und eine inhomogene GréRenverteilung. Aufgrund der Tatsache, dass Eudragit® S zu sehr
stabilen Emulsionen fiihrt, wird die Optimierung des Eudragit® E - PMMA Systems nicht
weiter verfolgt. Dennoch wird fir den Nachweis, dass eine inhomogene Emulsion auch in der
Sprihtrocknung zu einem nicht hinreichenden Ergebnis fuhrt, ein Verspriihen der Emulsion
getestet (siehe C.3.2.3).

C.3.2 Spruhtrocknung

Formulierungen mit PMMA lassen sich meist problemlos in einem Sprihtrocknungsverfahren
verarbeiten. Eine Bildung von Polymerfaden, wie es beim Polystyrol teilweise zu beobachten
ist, tritt hier nicht auf. Einige Produkte zeigen jedoch eine starke elektrostatische Aufladung.
Voraussetzung fur die Anwendung des Sprihtrocknungsverfahrens ist eine stabile
Polymeremulsion. Neben den Prozessparametern hat auch das eingesetzte Losemittel einen
Einfluss auf die entstehenden Partikel (siehe C.3.2.3). [21] Nach den Vorversuchen (siehe
auch C.3.1) zeigt sich, dass Eudragit® RS schon im Emulsion Evaporation Verfahren gute
Ergebnisse liefert. Eine Testung in der Sprihtrocknung steht daher auf3er Frage. Fir eine
Antikérperanbindung muss die Partikeloberfliche jedoch kationisierbar oder anionisierbar
sein. Hierfir stehen Eudragit® S, L und E zur Verfiigung. Eudragit® S und L sind beide
anionisch. Da Eudragit® S in den Vorversuchen besser abschneidet, wird auch dieses fiir die
Spriithtrocknung verwendet. Das protonierbare Eudragit® E zeigt in den Vorversuchen keine
Uberzeugenden Ergebnisse, soll aber dennoch im Sprihtrocknungsverfahren getestet
werden. Untersucht wird neben den verschiedenen Copolymerzuséatzen der Einfluss des

Emulgatoranteils, des Wirkstoffs und des Molekulargewichts des Polymers.
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C.3.2.1 Eudragit ® S

C.3.2.1.1 Wirkstoffgehalt

Neben dem eingesetzten Emulgator soll auch hier gepruft werden, welchen Einfluss der
Wirkstoffanteil auf das System ausubt. Dazu werden drei Formulierungen gleicher
Zusammensetzung, jedoch mit unterschiedlichen Wirkstoffgehalten, naher untersucht. Die
Grundzusammensetzung der mit dem Microfluidizer homogenisierten Formulierungen ist

Tabelle 30 zu entnehmen.

Tabelle 30 Grundzusammensetzung der Formulierungen mit steigendem Flumethringehalt

Substanz Menge [%]
PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® S 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 0, 17, 30 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die nach Homogenisierung mit dem Microfluidizer erhaltenen Emulsionen zeigen ein sehr
feines Tropfenbild. Einzelne Tropfen sind in den mikroskopischen Aufnahmen kaum noch
auszumachen, lediglich bei der Probe mit 30 % Wirkstoff sind noch einige sehr grof3e
Emulsionstropfen vorhanden. Nach Versprihen der Emulsionen zeigen sich in allen Fallen
sehr feine, weil3e Pulver. Mikroskopische Aufnahmen der in Wasser redispergierten Partikel
deuten bei einem Wirkstoffgehalt von 30 % auf vorhandene groRRe Partikel oder Agglomerate
hin. Bei 17 % Flumethrin ist die GroRenverteilung sehr fein, bis auf wenige grol3e Partikel.
Ohne Wirkstoff sind die Partikel kaum noch unter dem Mikroskop zu erkennen. Eine

genauere Analyse bietet eine Messung der Laserdiffraktometrie.
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Particle Size Distribution
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Abb. 51 PartikelgroRenanalyse von PMMA - Eudragit ® S - Partikeln mit steigendem

Wirkstoffgehalt: 0 % (griin); 17 % (blau); 30 % Flum  ethrin (rot)

Die Analyse der Laserdiffraktometrie (Abb. 51) zeigt ein etwas anderes Bild als durch die
mikroskopischen Aufnahmen erwartet wird. Die Placebo Partikel (ohne Wirkstoff) erscheinen
hier gré3er als die Partikel mit 17 % Flumethrin. Wird der Wirkstoffgehalt auf 30 % erhdht, so
werden zwar absolut keine grol3eren Partikel erhalten, jedoch verschiebt sich die Verteilung
zu Gunsten der grof3eren Partikel.

REM-Aufnahmen sollen der weiteren Charakterisierung der Partikelproben dienen. Diese

sind Abb. 52 zu entnehmen.

Abb. 52 REM-Aufnahmen von PMMA - Eudragit ®S - Partikeln mit steigendem Wirkstoff-
gehalt; a) 0 %; b) 17 % und c) 30 % Flumethrin

Die Partikelproben in Abb. 52 zeigen eine inhomogene GrolRenverteilung. Neben vielen
kleinen Partikeln sind auch sehr grof3e sichtbar. Wie fir das Verfahren der Sprihtrocknung
nicht ungewdhnlich, sind auch Partikel mit Loch erkennbar. Wie viele Partikel jedoch
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tatsachlich nicht massiv sind, muss ein Querschnitt zeigen. Anhand der REM-Aufnahmen
kann kein Unterschied zwischen den einzelnen Proben festgestellt werden. Lediglich die
Oberflachenstruktur der Partikel ohne Wirkstoff (a)) ist etwas glatter als die der anderen
Proben. Somit scheint der Wirkstoffgehalt auf die Struktur der Partikel keinen groRRen

Einfluss zu nehmen.

C.3.2.1.2 Epoxidharzeinbettung

Die Sprihtrocknung ist ein schnelles und einfaches Verfahren, um aus einer Emulsion
trockene Partikel zu erhalten. Nachteilig ist, dass Verunreinigungen nicht direkt entfernt
werden konnen und neben den Partikeln anfallen. Zudem ist das Verfahren durch den
schnellen Trocknungsvorgang fir die Entstehung der Partikel nicht sehr schonend. Das
schnelle Verdampfen des Losemittels birgt die Gefahr, dass aufgeplatzte, hohle, dennoch
spharische Partikel entstehen oder, wenn die aufRere Hulle nicht genlgend Stabilitéat
aufweist, dass die Partikel wieder in sich zusammenfallen und unregelmaRig
zusammengefaltete Formen ausbilden. Mdglich ist auch, dass das Lésemittel die gel6sten
Polymerbestandteile beim Verdampfen mit nach aul3en an die Partikelhllle zieht. So entsteht
ein hohler Partikel der von auf3en unversehrt aussieht. Solche Partikel sind nicht erwiinscht,
da sie bei der Freisetzung eine stark vergréRerte Oberflache aufweisen, welches zu einer
schnelleren Freisetzung fiihren kann.

Hat das Partikel ein Loch, wird dies im Elektronenmikroskop sichtbar, wenn das Loch in die
Betrachtungsrichtung zeigt. Ansonsten lassen sich hohle Partikel nicht von massiven
unterscheiden. Zur ldentifizierung solcher Partikel, wird eine Partikelprobe mit einem
Epoxidharz gemischt. Nach dessen Aushartung wird ein Querschnitt angefertigt. Dieser
Querschnitt kann nun unter dem Elektronenmikroskop betrachtet werden. Hier sind nicht nur
die Epoxidharzmatrix zu sehen, sondern auch die darin befindlichen Partikel. Durch den
Querschnitt ist es moglich, hohle Partikel zu identifizieren und die Gute der Partikelprobe zu
bestimmen.

Drei PMMA Eudragit® S Formulierungen werden in diesem aufwendigen Verfahren
prapariert. Alle Formulierungen, deren Zusammensetzungen Tabelle 31 zu entnehmen sind,
werden zur besseren Homogenisierung mit dem Microfluidizer bearbeitet. Die erhaltenen

Emulsionen werden durch ein feines, homogenes Troépfchenbild charakterisiert.
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Tabelle 31 Zusammensetzung der Proben der Epoxidhar  zeinbettung

Probe Zusammensetzung

PMMA 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 6-1-1 Eudragit® S 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 29 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PMMA 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 7-1-1 Eudragit® S 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PMMA 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 9-1-1 Eudragit® S 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die Proben werden bewusst nach grof3en Unterschieden in der Formulierung ausgesucht.
So wird erhofft, dass durch die Formulierung bedingte, unterschiedliche Ergebnisse starker
hervortreten und so besser zugeordnet werden konnen. Fir eine wirklich aussagekréftige
Analyse reichen drei Proben nicht aus. Dies ist aber ein Anfang, um die Formulierungen

friihzeitig besser einordnen und charakterisieren zu kénnen.

a) zeigt massive Partikel, die jedoch in ihrer Struktur inhomogen aussehen. a) enthalt den
hochsten Anteil an Emulgator und Wirkstoff. Bei b) ist erneut ein inhomogenes Gré3enbild
der Partikel erkennbar. Neben vielen massiven sind auch einige hohle Matrices vorhanden.
Die Partikel sehen von ihrer Struktur jedoch viel homogener aus als bei a). Der Unterschied
zwischen a) und b) besteht lediglich in der eingesetzten Wirkstoffmenge, die bei 29 bzw.
17 % liegt. Bei c) sind einige hohle Partikel erkennbar. Die Partikelrdnder scheinen pords

und inhomogen. Die massiven Partikel besitzen eine gleichmafige Farbung.
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Abb. 53 REM-Aufnahmen der Partikelquerschnitte a) 6  -1-1; b) 7-1-1; c) 9-1-1

Bei Betrachtung der hier erhaltenen Ergebnisse kann festgehalten werden, dass die
Formulierung mit einem hohen Emulgatoranteil und einem geringen Wirkstoffgehalt die
besseren Partikel liefert (b) 7-1-1). Diese sind homogen im Aussehen, obgleich sie in der
GroRRe inhomogen und auch hohle Partikel vorhanden sind. Als optimal kann keine der hier
aufgefuhrten Formulierungen bezeichnet werden.

Auch muss beachtet werden, dass die in der Sprihtrocknung erhaltenen Partikel nicht
aufgereinigt sind. Der Uberschuss an Emulgator wird mitverspriiht und getrocknet. Ein
Entfernen dieses Uberschusses, der im Hundefell zu unerwiinschten Verklebungen fiihren

kann, ist somit notwendig, aber schwierig.

C.3.2.1.3 Einfluss des Molekulargewichts

Wie bereits mit Polystyrol in C.2.1.2 ausfihrlich bearbeitet und diskutiert, soll auch fir das
Polymer PMMA der Einfluss des Molekulargewichts getestet werden. Hierzu wird folgende

Formulierung mit Polymeren verschiedenen Molgewichts spriihgetrocknet (Tabelle 32).
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Tabelle 32 Grundzusammensetzung der Formulierung be i verandertem Molekulargewicht des
Polymers
Substanz Menge [%]

PMMA (2.000; 12.000; 80.000; 600.000 Da) 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)

Eudragit® S 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)

Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die erhaltenen Emulsionen sind stabil. Die Emulsionstropfen sind inhomogen in der Grol3e,
werden aber mit sinkendem Molekulargewicht kleiner. Nach Einsatz des Microfluidizer sind
bei der Formulierung mit PMMA 600.000 Da noch groRe Emulsionstropfen vorhanden. Die
Formulierungen der tbrigen Molgewichte zeigen nach der zusatzlichen Homogenisierung ein
deutlich kleineres und homogeneres Bild. Alle Formulierungen lassen sich versprihen und
ergeben ein feines, weiRes Pulver. Bei der Emulsion mit PMMA 600.000 Da kommt es zu
einer Ablagerung des Produktes im Zyklon. Die erhaltenen Partikel sind rein optisch und
auch redispergiert mit Hilfe des Lichtmikroskops nicht zu unterscheiden. Sie scheinen sehr
klein, homogen und nicht agglomeriert. Um eventuelle Unterschiede erkennen zu kénnen,

werden die Proben im Rasterelektronenmikroskop betrachtet (Abb. 54).
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(4 ) Bayer Technology Services

c) d) SHm

Abb. 54 REM- Aufnahmen der Formulierungen mit steigendem Molekul argewicht
a) PMMA 2.000 Da; b) PMMA 12.000 Da; c) PMMA 80.000 Da; d) PMMA 600.000 Da

Abb. 54 zeigt im Falle von 2000, 12.000 und 80.000 Da ein recht &hnliches Partikelbild. Es
sind sowohl sehr kleine, als auch grol3ere Teilchen vorhanden. Teilweise ist die Oberflache
rau, teilweise sind Partikel mit einem flr die Spruhtrocknung typischen Loch versehen. Das
Partikelkontingent der Probe mit dem hochsten Molekulargewicht von 600.000 Da zeigt
insgesamt etwas gréRere Partikel mit einer rauen Oberflache. Da eine REM-Aufnahme nur
einen sehr kleinen Probenausschnitt darstellen und eine Bewertung des Partikelkontingents
nicht rein objektiv erfolgen kann, soll eine Analyse mittels Laserdiffraktometrie weiteren

Aufschluss liefern.
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Abb. 55 PartikelgréRenanalyse bei Formulierungen mi  t steigendem Molgewicht 2.000 Da
(rot); 12.000 Da (griin); 80.000 Da (hellblau); 600. 000 Da (dunkelblau)

Abb. 55 zeigt, dass die Molgewichte 2.000, 12.000 und 80.000 Da eine leichte Verschiebung
nach links in den kleineren Partikelbereich aufweisen. Je nach Formulierung ist ein mehr
oder weniger ausgepragter Feinanteil, sowie an Anteil mit gréf3eren Partikeln vorhanden.
Eine gleichmalige, homogene Verteilung zeigt dagegen die Formulierung mit PMMA
600.000 Da. Es ist kein Feinanteil zu erkennen, ebenso wie gréRere Partikel. Dennoch sind
die Partikel in ihrer Gesamtheit zu grol3. Sehr kleine Partikel kénnen unerwiinscht sein, da
sie nicht viel Wirkstoff enthalten und durch ihre grof3ere Oberflache diesen auch schneller
wieder abgeben. Grol3e Partikel dagegen kénnen nicht so gut angebunden werden, fallen ab
und stehen so fir eine ektoparasitizide Wirkung nicht mehr zur Verfligung.

Des Weiteren soll untersucht werden, wie sich das steigende Molekulargewicht auf die
Glasubergangstemperatur auswirkt. Dazu werden zuerst die reinen Polymere mittels DSC

vermessen (Abb. 56).
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Abb. 56  Einfluss des Molekulargewichts aufdie T 4

Abb. 56 zeigt, dass mit steigendem Molekulargewicht auch die Glasiibergangstemperatur
steigt (vgl. C.2.1.2.3). Bei den Molgewichten 80.000 und 600.000 Da ist ein Unterschied in
der T4 kaum festzustellen. Beide Polymere liegen bei ~ 120 T. PMMA 12.000 Da hat eine T 4
bei ~ 100 € Die grof3te Temperaturdifferenz ist zu PMMA 2.000 Da erkennbar. Dieses hat
eine Glasuibergangstemperatur von lediglich ~ 70 C.

Da alle Polymere in der gleichen Formulierung verarbeitet werden, lasst sich durch eine
Messung der Glastbergangstemperatur der erhaltenen Partikel der Einfluss von Wirkstoff
und Emulgator bestimmen. Die gemessenen Glasibergange sind Abb. 57 zu entnehmen.
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Abb. 57 Glasuibergangstemperaturen der Formulierungen mit st eigendem Molgewicht
des Matrixpolymers

In allen Fallen ist eine Erniedrigung der Glastibergangstemperatur zu erkennen. Im Vergleich
zum reinen Polymer zeigt sich bei 7-2_ST_2.000 die geringste Abweichung zu
PMMA 2.000 Da von nur 6 C. Die Ubrigen Formulierun gen zeigen eine deutlich gréRRere
Depression der Glastibergangstemperatur. Bei PMMA 12.000 Da sinkt die T4 um 20 C. Bei
PMMA 80.000 Da und PMMA 600.000 Da sind es dagegen ~ 40 . Wie bereits in C.2.1.1.2
beschrieben hat der Wirkstoff Flumethrin eine weichmachende Eigenschaft. Er bewirkt durch

eine Mischung mit dem Matrixpolymer eine Senkung der Glasiibergangstemperatur.

C.3.2.2 Eudragit ® RS

Eudragit® RS bildet mit PMMA stabile Emulsionen, die sich problemlos verspriihen lassen.
Die REM-Aufnahme zeigt ein inhomogenes Bild. Neben sehr kleinen spharischen Partikeln
(< 0,3 um) sind sehr groRe Partikel (~ 5 um) zu sehen. Auch sind schalenartige Strukturen
und Verklebungen sichtbar. Eine Homogenisierung der Emulsion mittels Microfluidizer fuhrt
mdglicherweise durch eine bessere Dispergierung auch zu einer gleichmaRigeren
Tropfchenverteilung, welches Auswirkungen auf die erhaltenen Partikel hat. So kdnnte ein
homogeneres Partikelbild und eine Minimierung der schalenartigen Strukturen erreicht
werden. Dies wird jedoch nicht weiter verfolgt.

Getestet wird zum einen der Einfluss des Wirkstoffgehalts auf die Partikel und zum anderen

der Einfluss des Emulgatoranteils.
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C.3.2.2.1 Einfluss des Wirkstoffgehalts

Um den Einfluss des Wirkstoffgehalts auf die Formulierung zu testen, stehen zwei

Formulierungen zur Verfigung (Tabelle 33).

Tabelle 33 Zusammensetzung der Formulierungen

Substanz Menge [%]
PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® RS 42 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 0 % und 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die Formulierung ohne Wirkstoff ergibt ein feines, weilles Pulver, welches nicht
elektrostatisch ist. Mit Wirkstoff ist das Produkt flockig voluminds und leicht elektrostatisch.
Werden die Partikel in Wasser redispergiert und mit dem Lichtmikroskop betrachtet, so sind
bei beiden Formulierungen Partikelagglomerate erkennbar. Bei der wirkstofffreien Probe
scheint die Menge der vereinzelt vorliegenden Partikel gro3er. Ihre GréRRe ist jedoch nicht
optimal und liegt fir die separat vorliegenden Partikel bei <5pm. Eine

PartikelgréRenanalyse soll zeigen, ob ein Unterschied zwischen den beiden Formulierungen

existiert (Abb. 58).
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Abb. 58 PartikelgréRenanalyse der Formulierung ohne Wirk stoff (rot) und mit 17 % Wirkstoff
(grin)

In Abb. 58 ist ein Unterschied bei einer Formulierung mit und ohne Flumethrin kaum zu
erkennen. Der Feinanteil ist bei der Probe ohne Wirkstoff starker ausgepragt. Dies ist auf

eine eventuell bessere Singularisierung der Partikel, welche schon unter dem Lichtmikroskop
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sichtbar wird, zurlckzufiihren. Das Partikelkontingent ist in seiner Gesamtheit zu grof3. Eine

Anbindung an Hundehaar kann nicht optimal verlaufen.

C.3.2.2.2 Einfluss des Emulgatoranteils

Um eine Aussage uber den Einfluss des Emulgatoranteils treffen zu kdnnen, werden zwei
Formulierungen mit gleicher Zusammensetzung, jedoch unterschiedlichem Eudragit® RS
Anteil, nach der Spruhtrocknung auf ihre PartikelgréBe hin untersucht. Die

Zusammensetzung der Formulierungen ist Tabelle 34 zu entnehmen.

Tabelle 34 Zusammensetzung der Formulierungen

Substanz Menge [%]
PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® RS 42 % und 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Bei beiden Formulierungen wird eine stabile Emulsion erhalten, die durch einen zusatzlichen
Homogenisierungsschritt, wohl auch ein homogeneres Partikelbild erzeugen wurde (vgl.
C.3.2.2.1). Das Produkt ist in beiden Fallen flockig voluminds und leicht elektrostatisch. Die
lichtmikroskopische Aufnahme der in Wasser redispergierten Partikel zeigt, dass sich beide
Formulierungen nicht optimal benetzen lassen. Es entsteht der rein optische Eindruck, dass
die Partikel mit dem geringeren Emulgatoranteil kleiner sind. Dies wirde dem Ergebnis mit
Polystyrol und MSCP 14 aus C.2.1.3 entgegenstehen, wo eine Partikelvergréf3erung bei
sinkendem Emulgatoranteil beobachtet wird. Die Analyse des Laserdiffraktometers soll hier

weiteren Aufschluss geben (Abb. 59).
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Particle Size Distribution
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Abb. 59 PartikelgréRenanalyse der Formulierung mit 42 % Eudragit ® RS (rot) und mit 17 %
Eudragit ® RS (griin)

Abb. 59 zeigt, dass die GroRRenverteilung der Probe mit dem geringeren Emulgatoranteil
tatsachlich nach links in den niedrigeren Grof3enbereich verschoben ist. Dieser Unterschied
ist nicht sehr gro3 und kann von Charge zu Charge variieren. Dass ein Einfluss des
Emulgators nicht deutlich erkennbar ist, kann mit den getesteten Emulgatorkonzentrationen
zusammenhangen. Fir das System existiert eine bestimmte Mindestkonzentration, die nétig
ist, um eine stabile Emulsion zu bilden. Die Maximalkonzentration ist die, die die
entstehenden Oberflachen so absattigt, dass das Optimum erreicht wird. Eine weitere
Erhéhung der Emulgatorkonzentration ist ohne weiteres moglich, bringt aber keine weitere
Verbesserung des Partikelbildes mit sich.

Das erhaltene Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass ein Zusatz von 17 % Emulgator
genugt, um das Emulsionssystem ausreichend zu stabilisieren. Mehr Emulgator schadet

dem System nicht, bringt aber auch keine Verbesserung mit sich.

C.3.2.3 Eudragit ®E

Trotz der nicht sehr vielversprechenden Vorversuche soll Eudragit® E in einem
Sprihtrocknungsversuch getestet werden. Dazu wird die Formulierung aus Tabelle 35 in der
Blchi Spruhtrocknungsanlage nach einem Homogenisierungsschritt mit dem Microfluidizer

verspruht.
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Tabelle 35 Zusammensetzung der in der Sprihtrocknung verarbeit eten Formulierung mit

Eudragit ®E
Substanz Menge [%]
PMMA 6,5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Eudragit® E 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse)
Flumethrin 25 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Das erhaltene Produkt ist ein sehr feines Pulver, das nicht elektrostatisch geladen ist. Die
redispergierten Partikel sind wegen ihrer geringen GrofRe unter dem Lichtmikroskop kaum
sichtbar. Einige Probenbereiche sind jedoch schlecht benetzbar, sodass sie als Agglomerate
unter dem Mikroskop erkennbar sind. Die REM-Aufnahme des erhaltenen Produkts zeigt
keine spharischen Partikel (Abb. 60).

5um
Abb. 60 REM-Aufnahme von PMMA - Eudragit ® E - Partikeln

Es entsteht der Eindruck, dass die Kapseln in sich zusammengefallen sind. Dies kann mit
einem Phanomen der Sprihtrocknung beschrieben werden, bei dem der Trocknungsvorgang
nicht zum gleichméanRigen Ausharten der Partikel fihrt (siehe C.3.2.1.2).

Dieser Versuch zeigt, dass sich Eudragit® E nicht fiir eine Formulierung mit PMMA eignet.
Weitere Versuche mit Eudragit® E werden aufgrund der ebenfalls schlechten Ergebnisse im

Emulsion Evaporation Verfahren nicht durchgefihrt.

C.3.3 Zusammenfassung PMMA

Nach Abschluss der Arbeiten mit PMMA sollen die erhaltenen Ergebnisse kurz
zusammengefasst werden. Die meisten der hergestellten Formulierungen lassen sich besser
in der Spruhtrocknung verarbeiten, jedoch kann bei diesem Verfahren keine Formulierung
entwickelt werden, die den gesuchten Anforderungen entspricht. Im Emulsion Evaporation
Verfahren, welches fur viele Formulierungen suboptimal ist, kann eine Formulierung mit
PMMA und Eudragit® RS erarbeitet werden, die aufgrund ihrer positiven Eigenschaften zum

Einsatz im Tierversuch (C.6) kommt. Neben den ionisierbaren Copolymeren Eudragit® E und
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S wird das permanent kationische Eudragit® RS verwendet. Eudragit® E bildet in beiden
Verfahren keine spharischen Partikel der gewiinschten GroRe. Eudragit® S ist in der
Kombination mit PMMA gut zu versprihen, jedoch kommt es bei der Redispergierung zu
unerwinschten Losungseffekten, sodass keine Partikel der gewlnschten GroRRe
D(90) < 2 um erhalten werden konnen. Im Emulsion Evaporation Verfahren ist mit
Eudragit® S eine schlechte Filtrierbarkeit der Suspensionen zu beobachten, auch ist das
erhaltene Partikelkontingent suboptimal. PMMA und Eudragit® RS lassen sich in beiden
Verfahren verarbeiten. Ein optimales System wird mit dem Emulsion Evaporation Verfahren
entwickelt.

Allgemein ist festzustellen, dass die PMMA-Systeme sensibler und in ihren Eigenschaften
schwerer steuerbar sind als die Polystyrolsysteme. Folgende Zusammenhénge kdnnen bei
den PMMA Formulierungen beobachtet werden. Bei steigendem Wirkstoffgehalt ist im
Emulsion Evaporation Verfahren keine Tendenz zum Partikelwachstum erkennbar. Bei
Erhdhung des Emulgatoranteils ist beim gleichen Verfahren ebenfalls keine eindeutige
Veranderung der Partikelgrof3e sichtbar. Der Einsatz des Microfluidizer dagegen zeigt eine
deutliche Verkleinerung des Partikelkontingents im Emulsion Evaporation Verfahren. Dies ist
dennoch nicht optimal, da die Partikel keine enge Verteilung besitzen und ein Grof3teil zu
klein ist. Ohne Microfluidizer wird eine engere GroRRenverteilung erzielt, ein D(90)-Wert von
<2 um kann jedoch nicht erreicht werden. So nehmen verédnderte Verfahrensparameter
Einfluss auf das Partikelkontingent. Diese Anderungen lassen sich in ihrer Wirkung jedoch
noch nicht optimal steuern und erfordern weitere Untersuchungen. In der Sprihtrocknung
kommt es erst bei einem sehr hohen Wirkstoffanteil zu einer leichten PartikelvergréRerung.
Bei steigendem Molgewicht ist kaum eine Veranderung in der Gr6éRe der Partikel zu
beobachten. Die Menge der sehr kleinen und sehr gro3en Partikel sinkt mit steigendem
Molekulargewicht, die Verteilung wird enger, was durchaus positiv zu bewerten ist. Die
Glasubergangstemperatur steigt mit dem Molgewicht und sinkt durch eine Verkapselung des
Wirkstoffs. Partikel des Spruhtrocknungsverfahrens besitzen suboptimale LoOse-
eigenschaften, sind in ihrer Grof3e inhomogen und zudem oft hohl. Eine optimierte

Formulierung ist in G.2 hinterlegt.
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C.4 Sonstige Polymere

Neben PMMA und Polystyrol werden verschiedene andere Polymere in Versuchen getestet.
Aufgrund nicht optimaler LOoseeigenschaften oder sonstigen Formulierungsschwierigkeiten
werden die Versuche mit diesen Polymeren nicht weiter ausgebaut. Dennoch soll im
Folgenden kurz erwahnt werden, welche sonstigen Versuche unternommen wurden, eine
optimale Formulierung zu entwickeln. Untersucht werden Chitosan als naturliches Polymer
und das bereits oft verwendete Eudragit® RS. Die Polymere bilden in diesem Fall nicht nur
die Matrix, sie sind auch selbstemulgierend. Die Zugabe eines zusatzlichen Emulgators ist in
diesen Fallen nicht nétig. Versuche mit Polyvinylalkohol und Polyvinylpyrrolidon konnten

aufgrund der zu guten Wasserldslichkeit nicht weiter verfolgt werden.

C.4.1 Eudragit ® RS

Eudragit® RS wird erfolgreich in einer Formulierung mit PMMA eingesetzt (siehe C.3.1.1).
Das Copolymer als alleiniges Matrixmaterial fur die Herstellung der Partikel einzusetzen, wird
durch die Tatsache unterstiitzt, dass Eudragit® RS nicht wasserlslich ist. Das Polymer wird
sowohl im Sprihtrocknungs- als auch im Solvent Evaporation Verfahren eingesetzt. In der
Sprihtrocknung wird der Wirkstoffgehalt variiert und die Partikel auf eine massive Matrix
untersucht. Versuche im Solvent Evaporation Verfahren sollen einen Vergleich von

Sprihtrocknung und Solvent Evaporation erméglichen.

C.4.1.1 Wirkstoffgehalt

Um den Einfluss des Wirkstoffs auf das System zu testen, werden drei Formulierungen mit
unterschiedlichem Wirkstoffgehalt spriihgetrocknet. Neben den rein visuellen Eigenschaften,
wird eine PartikelgréRenmessung durchgefuhrt und eine rasterelektronenmikroskopische

Aufnahme angefertigt. Die Zusammensetzung der Proben ist Tabelle 36 zu entnehmen.

Tabelle 36 Zusammensetzung der Formulierungen mits  teigendem Wirkstoffgehalt

Substanz Menge [%0]
Eudragit® RS 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Flumethrin 0, 17 und 33 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Alle nicht einem zusatzlichen Homogenisierungsschritt unterzogenen Emulsionen zeigen ein
sehr ahnliches inhomogenes Bild. Neben vielen groRen Emulsionstropfen sind auch kleine
zu sehen. Nach Versprihen der Formulierungen wird in allen Féallen ein feines, weil3es
Pulver erhalten. Bei der Redispergierung in Wasser zeigt das Lichtmikroskop bei allen

Formulierungen sphérische Partikel < 5 um, jedoch sind auch Agglomerate sichtbar. Ob
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diese durch Ultraschallbehandlung singularisierbar sind, muss die Messung der

PartikelgréRe zeigen.

Particle Size Distribution
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Abb. 61 PartikelgréRenanalyse von Eudragit ® RS Partikeln mit unterschiedlichem Wirkstoff-
gehalt: 0 % (rot); 17 % (grun); 33 % (blau)

Abb. 61 zeigt die PartikelgroRenverteilung in Abhangigkeit von der Wirkstoffkonzentration.
Die GroRRenverteilung lasst nicht auf groRe Partikelagglomerate schlie3en, jedoch ist in allen
Proben ein Feinanteil zu sehen. Bis zu mindestens 17 % Wirkstoff scheinen keinen Einfluss
auf die PartikelgroBe zu nehmen. Eine Veranderung der PartikelgroRenverteilung ist
praktisch nicht sichtbar. Bei einem Wirkstoffgehalt von 33 % ist jedoch eine Kklare
Verschiebung in einen grél3eren Partikelbereich erkennbar.

Weiteren Aufschluss Uber die Proben soll eine REM-Aufnahme liefern. Dazu wird auch eine
vergleichbare Probe mit 17 % Wirkstoff, die sich lediglich durch den Einsatz des
Microfluidizer unterscheidet, in Epoxidharz eingebettet, um die Massivitat der Partikel zu

Uberprifen (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ).
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) Bayer Technology Services

c) d)

Abb. 62 REM-Aufnahmen von Eudragit ® RS Partikeln mit a) 0 %; b) 17 %; c) 33 %
und d) 17 % (im Querschnitt) Wirkstoff Flumethrin

Auch die REM-Aufnahmen zeigen, dass es zwischen 0 und 17 % Wirkstoff (a) und b))
optisch keinen Unterschied gibt. ¢) bildet etwas groRRere Partikel ab, welches ebenfalls durch
die Mastersizer Analyse bestatigt wird. Die Partikelproben weisen eine raue, strukturierte
Oberflache auf. Die Betrachtung der Epoxidharzeinbettung macht deutlich, dass es sich hier

um massive Partikel kleiner GroRRe handelt.

C.4.1.2 Vergleich Emulsion Evaporation und Sprihtro ~ cknung

Fur den direkten Vergleich beider Verfahren wird eine Formulierung ausgewahlt, die in der
Sprihtrocknung gute Handhabung zeigte. Die Zusammensetzung der Partikel ist Tabelle 37

zu entnehmen.

Tabelle 37 Zusammensetzung der Formulierung zum Vergleich von Emulsion Evaporation
und Sprihtrocknung
Substanz Menge [%]
Eudragit® RS 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)
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Diese Formulierung wird sowohl im Spruhtrocknungs- (ST) als auch im Emulsion
Evaporation (EE) Verfahren getestet. Zudem wird im Emulsion Evaporation Verfahren

nochmals der Einfluss des Microfluidizer getestet.
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Abb. 63 PartikelgréRe einer Formulierung mit MF und ST (rot ), mit MF und EE (blau) und
ohne MF und EE (griin)

In Abb. 63 ist die PartikelgrolRenverteilung einer Formulierung, die verschieden bearbeitet
wird, zu sehen. Dass der Einsatz des Microfluidizer die Partikelgrof3e senkt, wird zum Teil
bestétigt (Vergleich des blauen und griinen Graphen), jedoch ist erkennbar, dass durch den
zusatzlichen Homogenisierungsschritt eine bimodale Verteilung aufgetreten ist (blau). So
sind sehr kleine Partikel vorhanden (< 1 pm), aber auch sehr groRe Agglomerate werden in
der Laserdiffraktometrie sichtbar (> 100 um).

Beim Vergleich der beiden Herstellungsverfahren zeigt sich, dass die Grélienverteilung, die
beim Emulsion Evaporation Verfahren ohne Microfluidizer erhalten wird (griin), die besseren
Ergebnisse zeigt. Beim Spruhtrocknungsverfahren sind die erhaltenen Partikel groRer (rot)
und beim Emulsion Evaporation Verfahren mit Microfluidizer wird eine bimodale Verteilung
erhalten (blau). Trotz einiger groRRerer Partikel im Emulsion Evaporation Verfahren, bleibt
dies das bevorzugte Verfahren fur diese Formulierung.

Fur einen weiteren Vergleich werden REM-Aufnahmen der Partikel gemacht, die nach dem
Sprihtrocknungsverfahren hergestellt werden und der Partikel, die ohne zusatzlichen
Homogenisierungsschritt mittels Microfluidizer und Emulsion Evaporation Verfahren erhalten
werden. Diese werden gewahlt, da sie in ihrer PartikelgroRRenverteilung in einem &ahnlichen
Bereich liegen, obgleich die GroRRenverteilung noch nicht optimal ausfallt. Die

Formulierungen sind in Abb. 64 abgebildet.
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®

Abb. 64  REM-Aufnahme der Eudragit RS — Partikel a) Produkt der Sprihtrocknung;
b) Partikel des Emulsion Evaporation Verfahrens

Die Partikel des Emulsion Evaporation Verfahrens scheinen insgesamt kleiner und
homogener. Auch ist hier nicht diese raue Oberflache zu sehen, wie sie fir sprihgetrocknete
Eudragit® RS-Partikel charakteristisch ist. Obwohl kein zusatzlicher Waschschritt vollzogen
wurde, sind keine Eduktiiberreste zu sehen. Dies macht Sinn, da die Formulierung keine
wasserloslichen Bestandteile enthalt. Samtliches Edukt muss sich demnach in der
organischen Phase befinden, welche fein in der wassrigen Phase dispergiert ist. Wird die
organische Phase verdampft, fallen die vorher gelosten Bestandteile in spharischer Form
wieder aus.

Eine weitere Optimierung, der Einsatz des Microfluidizer im Emulsion Evaporation Verfahren,
bringt nicht das erhoffte Ergebnis (siehe Abb. 63). Ein feines Austarieren der einzelnhen
Parameter ist nétig, um Partikel im GrdlRenbereich bis max. 2 um zu erhalten. Weitere

Optimierungen werden jedoch an dieser Stelle nicht durchgefihrt.

C.4.2 Chitosan

Chitosan quillt in Wasser, lost sich aber erst bei einem sauren pH auf. Sowohl der
Quellungsschritt, als auch der Lésevorgang kann umgangen werden, wenn das Polymer
nachtraglich quervernetzt wird. [42] In der vorliegenden Arbeit wird keine Quervernetzung
vorgenommen. Das Sprihtrocknungsverfahren soll bei dieser Formulierung zur Anwendung
kommen. Um Chitosan in Ldsung zu bringen, wird die wassrige Phase mit
Essigsaureanhydrid auf einen pH-Wert von 4,2 gebracht. Flumethrin wird in Dichlormethan

geldst. Die Einsatzmengen sind Tabelle 38 zu entnehmen.

114



C Ergebnisse und Diskussion — Sonstige Polymere

Tabelle 38 Zusammensetzung der Flumethrin beladenen Chitosanpartikel

Substanz Menge [%]
Chitosan 3 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
Flumethrin 9 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

Die erhaltene Emulsion zeigt sehr kleine aber auch sehr groRe Emulsionstropfen. Eine
Homogenisierung soll durch den Microfluidizer erreicht werden. Eine Optimierung kann nur
teilweise erzielt werden. Die GroRenverteilung ist wesentlich homogener, jedoch sind die
Emulsionstropfen mit ~ 7 um Durchmesser immer noch grof3. Die so praparierte Emulsion
wird anschlieRend in der Sprihtrocknungsanlage verspriht. Das erhaltene Produkt ist von
leicht gelber Farbe, fein, klebt aber auch leicht. Der Versuch muss vorzeitig abgebrochen

werden, da die Zweistoffduse verstopft.

o

Abb. 65 REM-Aufnahme von Chitosan Partikeln

In Abb. 65 sind Chitosanpartikel zu sehen, die in ihrer Gré3e inhomogen sind und scheinbar
Verklebungen aufweisen. Nicht alle Partikel sind sphéarisch, auch eingedellte Strukturen sind
sichtbar. Die so erhaltenen Partikel quellen in Wasser und sind fur die hier gesuchte
Anwendung nicht geeignet. Die bereits erwadhnte Quervernetzung der Chitosan Strukturen
sollte eine Quellung verhindern kénnen.

Quervernetzte Chitosan Partikel werden nicht selbst hergestellt, liegen jedoch fur weitere
Versuche vor. Die Vernetzung wird mit Glutardialdehyd durchgefiihrt, das an die freien
NH,-Gruppen des Chitosans bindet. [34; 35] Diese Amin-Gruppen stehen dann nicht mehr
fur eine Kopplungsreaktion fur den Antikdrper zur Verfligung. Es muss also gewahrleistet
sein, dass das Chitosanpartikel so stark quervernetzt ist, dass es weder quillt noch sich I6st,
und so wenig vernetzt ist, dass gentigend Amin-Gruppen zur Verfigung stehen, damit eine

Kopplungsreaktion durchgefuhrt werden kann. Es zeigt sich jedoch, dass auch die am
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starksten quervernetzten Partikel noch in Wasser quellen. Somit scheint ein Einsatz von
Chitosanpartikeln als nicht praktikabel. Weitere Versuche mit Chitosan werden nicht

unternommen.

C.4.3 Zusammenfassung Sonstige Polymere

Eudragit® RS ist fiir eine Verarbeitung sowohl in der Spriihtrocknung als auch im Emulsion
Evaporation Verfahren geeignet. Die erhaltenen Partikel sind in ihrer Gré3e noch suboptimal,
jedoch besteht Optimierungspotenzial. Wichtig wird auch, das Freisetzungsverhalten dieser
Partikel zu prifen.

Chitosan ist fur die gesuchten Eigenschaften nicht modifizierbar.
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C.5 Zecken-Filter-Versuche

Die ersten Zecken-Filter-Versuche sind nicht fir einen Vergleich mit der Freisetzung auf dem
Hundefell geeignet. Der Versuchsablauf ist wie folgt: Es werden einmal 500 ppm und einmal
1000 ppm Wirkstoff in Form einer wassrigen Partikelsuspension auf ein trockenes
Filterpapier, Durchmesser 47 mm, aufgetragen. In erst wochentlichen dann monatlichen
Abstanden werden je funf Zecken auf das Filterpapier gesetzt. Selbst nach vier Monaten ist
kein Wirkungsverlust erkennbar. Eine 100 %ige Wirkung konnte jedes Mal erzielt werden.
Dieser Versuchsaufbau lasst Unterschiede in der Wirkdauer und —schnelligkeit kaum
erkennen. Zudem kann nicht definiert werden, ob die Zecken mit den Partikeln in Kontakt
kommen mussen, um eine todliche Dosis zu erhalten oder ob der aus den Partikeln in die
Umgebung diffundierte Wirkstoff fiir eine tddliche Wirkung ausreichend ist.

Die modifizierten Zecken-Filter-Versuche sollen dem besseren Verstandnis der Freisetzung
des Wirkstoffs aus den Partikeln dienen. Zudem kann hier ein besserer Vergleich zum
Freisetzungsmedium Hund hergestellt werden. Die Freisetzung auf dem Hund wird durch
verschiedene Faktoren bestimmt, die in ihrer Komplexitat in In vitro Versuchen schwer
nachzustellen sind. Zum einen findet die Freisetzung bei erhdhter Temperatur, die die
Raumtemperatur Ubersteigt, aber nicht die Korpertemperatur erreicht, statt. Die Werte
héangen von den &auflleren Bedingungen und von der Nahe des an das Haar gebundenen
Partikels zur Hundehaut ab. Zum anderen ist das Freisetzungsmedium schwer definierbar.
Es ist 6lig und wird durch die naturliche Sebumschicht des Hundes gebildet. Die
Zusammensetzung dieses Sebums ist abhéangig von Rasse und Haltungsbedingungen des
Hundes. Zudem ist der Hund standig in Bewegung, ebenso wie das Fell. Auch die
Sebumschicht unterliegt einem FlieRvorgang, da sie stéandig neu gebildet wird und sich
gleichmafig tber das Fell verteilt.

Die Filterversuche sollen zeigen, inwieweit der Wirkstoff aus den Partikeln hinausdiffundiert
und sich mit Hilfe der Sebumschicht Gber das Hundefell verteilt. Dies hat den Vorteil, dass
der Parasit nicht direkt mit dem Partikel in Kontakt kommen muss, um eine tddliche Dosis
des Wirkstoffs zu erhalten. Nachteilig ist jedoch, dass das Partikel durch die gute
Fettloslichkeit des Wirkstoffs ausbluten und so schneller seine Wirksamkeit verlieren kann.
Diese unter realen Bedingungen stattfindenden Vorgdnge sind schwer unter definierten
Bedingungen nachzustellen.

Die Filterversuche sind wie in Abb. 66 gezeigt aufgebaut. Dabei befindet sich das
Filterpapier, auf einen Durchmesser von 145 mm zugeschnitten, in einer Petrischale
(@ = 150 mm). Die aufgesetzten Glasringe besitzen einen Innendurchmesser von ca. 2, 7,5,
11 und 13,5 cm.
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Filterpapier mit
Lanolin getrankt

Glasring
Formulierung

Abb. 66  Schematische Darstellung der Zecken-Filter-  Versuche

Das Filterpapier wird mit einer Dichlormethan—Lanolin—Mischung getrankt und anschlieBend
getrocknet. Dabei ist darauf zu achten, dass das Filterpapier gleichmafiig durchtrénkt ist und
sich kein Uberschissiges Lanolin ansammelt. Die Formulierung wird in der Mitte des
Filterpapiers aufgetragen. Von hier aus soll der Wirkstoff nach auf3en diffundieren. Um
verschiedene Formulierungen miteinander vergleichen zu kénnen, richtet sich die Menge an
aufgetragener Probe nach dem Flumethringehalt. Jedes Filterpapier soll mit der gleichen
Menge Wirkstoff besttickt werden. In konzentrischen Kreisen um die Auftragung der Probe
werden Glasringe aufgestellt, die das Filterpapier in einzelne Segmente unterteilt. Die
Segmente werden mit Zecken bestlickt, wobei der innerste Ring wegen seiner geringen
Grol3e nur funf Zecken enthalt, die anderen Ringsegmente enthalten jeweils zehn Zecken.
Die Wirkstoffdiffusion wird durch das Verhalten der Zecken auf dem Filterpapier angezeigt.
Ist eine gentgende Menge Wirkstoff vorhanden, sterben die Zecken oder werden zumindest
in ihren motorischen Fahigkeiten sichtbar eingeschrankt. Eine Kontrolle der Probe findet
nach 24 und 48 h statt. Ausgezahlt werden tote, lebende und in ihrer Motorik stark
eingeschrankte (Knock Down) Zecken. Bei der Auswertung werden die motorisch
eingeschrankten Zecken mit den toten gleichgesetzt. Dies ist moglich, da diese Zecken nicht
mehr in der Lage sind, sich in ihrem Wirt zu verbeil3en. Dadurch sind sie ungefahrlich und
koénnen als positiven Therapieerfolg gezahlt werden.

Im ersten Versuch dieser Art werden erst 62 Tage nach Auftragen der Formulierung Zecken
auf das Filterpapier gesetzt. Die Lagerung der Filterpapiere fand bei Raumtemperatur statt.
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Eine Auszahlung der Zecken findet hier nach 24, 48 und 72 h statt. Folgende Ergebnisse

konnten so ermittelt werden (Tabelle 39).

Tabelle 39 Ergebnisse des Zecken—Filter—Versuchs

7c-6+7_EE 12-1-1
Polystyrol Mortalitét PMMA Mortalitat
18 % Flu [%0] 15 % Flu [%0]
Ring 1 100 Ring 1 100
Ring 2 0 Ring 2 0
24 h 24 h
Ring 3 0 Ring 3 0
Ring 4 0 Ring 4 0
Ring 1 100 Ring 1 100
Ring 2 60 Ring 2 10
48 h 48 h
Ring 3 40 Ring 3 0
Ring 4 0 Ring 4 0
Ring 1 100 Ring 1 100
Ring 2 80 Ring 2 50
72 h 72 h
Ring 3 40 Ring 3 0
Ring 4 0 Ring 4 0

Tabelle 40 Kontrollversuch, Filterpapier ohne Wirks  toffformulierung

Mortalitat Mortalitat Mortalitat
Kontrolle
(%] (%] (%]
Ring 1 0 Ring 1 0 Ring 1 0
24 h Ring 2 0 48 h Ring 2 10 72h Ring 2 10
Ring 3 0 Ring 3 0 Ring 3 0

Im ersten Zecken—Filter—Versuch werden eine Polystyrol- und eine PMMA- Formulierung, die
im Emulsion Evaporation Verfahren hergestellt werden, untersucht. Aufgetragen werden
~ 2 mg Flumethrin je Formulierung. Tabelle 40 zeigt den Kontrollversuch, in dem die Zecken
ohne Formulierung, lediglich auf das Lanolin getrankte Filterpapier gesetzt werden. Aufgrund
dessen, dass die Zecken im Kontrollversuch Uberleben, kann das Ergebnis der
Verumgruppen auf die Wirkung der Formulierung zurickgefiihrt werden. Die prompte
Wirksamkeit im innersten Ring zeigt deutlich, dass der Wirkstoff aus den Partikeln diffundiert.
Die Tatsache, dass eine abnehmende Wirksamkeit von Ring 1 Gber 2 und 3 bis Ring 4
(keine Wirkung) zu beobachten ist, setzt eine Verteilung und Diffusion des Wirkstoffs in das

Lanolin getrénkte Filterpapier voraus. Bei Betrachtung der Daten wird deutlich, dass die
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Polystyrolformulierung eine bessere Wirksamkeit aufweist. Wahrend hier im Ring 2 die
Wirksamkeit auf 80 % und in Ring 3 auf 40 % ansteigt, so ist bei der PMMA—-Formulierung
lediglich eine letale Dosis bis Ring 2 zu finden. 50 % der Zecken sterben hier, wéhrend in
Ring 3 keine Wirkung sichtbar ist. Nach 72 h werden die Zecken vom Filterpapier entfernt.
Fur den Nachweis, dass erneut Flumethrin aus den Partikeln in das Filterpapier diffundiert
ist, werden nach 39 Tagen wieder Zecken auf die bereits getesteten Filterpapiere gesetzt.
Jedoch kann dieses Mal keine Wirkung erzielt werden. Lediglich die Zecken im innersten
Ring sterben. Grund fur die ausbleibende Wirkung, kann eine ungentigende Diffusion in das
Filterpapier sein, dadurch ist der Flumethringehalt auf dem Filter fir eine letale Dosis zu
gering. Auch ist es mdglich, dass nicht mehr gentugend Wirkstoff in den Partikeln vorhanden
ist und er Wirkungsverlust so erklart werden kann.

Ein erneuter Versuch soll zeigen, wie und ob sich die Wirksamkeit tber die Zeit &ndert. Dazu
werden Polystyrolproben mit 10,9 % und 18,8 % Flumethrin eingesetzt. Es wird die Menge
an Partikeln auf das Filterpapier aufgetragen, die einer Flumethrinmenge von 5 mg
entspricht. Auch wenn die aufgetragene Menge Flumethrin gleich ist, so wird doch in
Freisetzungsversuchen gezeigt, dass Polystyrolpartikel mit einem hoheren Wirkstoffgehalt
schneller freisetzen (vgl. C.2.1.1.3). Es ist also zu erwarten, dass Wirkungsunterschiede
sichtbar werden. Da die aufgetragene Menge nicht unerheblich ist, wenn die Grol3e des
inneren Ringes betrachtet wird, und Formulierungsreste in Ring 2 zu einem verfalschten
Ergebnis flhren, wird die Formulierung mit zusatzlichem Lanolin fixiert.

45 Stunden nach Auftrag der Formulierung werden die ersten Zecken auf das Filterpapier
gesetzt. Eine Auszahlung der Tiere findet nach 24 und 48 h statt. Danach werden die Zecken
vom Filter entfernt. In einem Rhythmus von 14 Tagen werden nun Zecken auf die
Filterpapiere gesetzt. Stellt sich dieser Zeitplan als nicht sinnvoll heraus wird dieser bei
Bedarf gedndert und Zeitraume verkirzt oder verlangert. Wobei letzteres wahrscheinlicher
ist, da diffusive Vorgénge eine gewisse Zeit bendétigen. An den Tagen, an denen der Versuch
ruht, werden die Filter im Trockenschrank bei 30 T aufbewahrt. Dies soll die Temperatur,
die auf dem Hundefell vorherrscht, imitieren und die Diffusion unterstitzen. Bei
Versuchsbeginn kann davon ausgegangen werden, dass nicht in allen Ringen eine Wirkung
zu sehen ist. Daher werden auch nicht alle Ringe mit Zecken bestlickt. Fehlende Werte in
den Tabellen deuten auf einen nicht besetzten Ring hin. Die Ergebnisse dieses Versuchs

sind Tabelle 41 zu entnehmen.
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Tabelle 41 Ergebnisse des Zecken—Filter—Versuchs, Z ugabe der Zecken 45 h, 2 und 4 Wochen
nach Auftrag der Formulierung

7a-7+8_EE 7c-8_EE
10.9 % Mortalitat 18,8 % Mortalitat
Flumethrin [%0] Flumethrin [%0]
45 Stunden 45 Stunden
Ring 1 100 Ring 1 100
24 h Ring 2 0 24 h Ring 2 0
Ring 3 -- Ring 3 --
Ring 1 100 Ring 1 100
48 h Ring 2 0 48 h Ring 2 0
Ring 3 -- Ring 3 --
2 Wochen 2 Wochen
Ring 1 100 Ring 1 100
24 h Ring 2 0 24 h Ring 2 10
Ring 3 0 Ring 3 0
Ring 1 100 Ring 1 100
48 h Ring 2 0 48 h Ring 2 20
Ring 3 10 Ring 3 0
4 Wochen 4 Wochen
Ring 1 100 Ring 1 100
24 h Ring 2 0 24 h Ring 2 10
Ring 3 10 Ring 3 0
Ring 1 100 Ring 1 100
48 h Ring 2 20 48 h Ring 2 30
Ring 3 0 Ring 3 0

Wie bereits erwartet, zeigt Tabelle 41, dass bei einem Auftrag der Zecken nach 45 Stunden
keine grofRe Wirkung erreicht wird. Lediglich die Zecken, die direkt mit der Formulierung in
Kontakt kommen, sterben. Ansonsten ist keine Wirkung erkennbar. Ring 3 wird nicht mit
Zecken besetzt.

Bei den 2-Wochen Werten ist eine erste Wirkung, die auf die Diffusion zurtickgefuhrt werden
kann, sichtbar. Dabei ist, wie vermutet, die Formulierung mit dem hdheren Wirkstoffgehalt
wirksamer. Auch wenn nur eine Wirksamkeit von 20 % in Ring 2 erreicht wird, so wird doch

deutlich, dass eine Diffusion stattgefunden hat. Die Mortalitat von 10 % in Ring 3 nach 48 h
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bei der Formulierung 7a-7+8 EE, wobei in Ring 2 keine Wirkung zu sehen ist, deutet auf ein
Messartefakt hin. Eine Wirkung des diffundierten Flumethrins kann hier nicht erwartet
werden.

Nach 4 Wochen zeigt sich bei der Probe 7c-8 EE eine leicht verbesserte Wirkung in Ring 2
nach 48 h mit einer Mortalitat von 30 %. Bei 7a-7+8_EE ist auch eine Wirkung in Ring 2 nach
48 h erkennbar, die bei 20 % liegt. Eine Wirkung in Ring 3 bei 24 h, die bei 48 h nicht wieder
bestatigt wird, ist nicht mdglich (siehe Probe 7a-7+8 EE). Dies kann mit einer falschen
Auszéahlung erklart werden. Die beim Auftrag auf das Filterpapier recht agilen Zecken
verfallen in eine Art Ruhephase. Zur Auszahlung wird das Filterpapier auf eine Warmeplatte
gesetzt. So erhalten die Zecken das Gefiihl, dass ein Wirt in ihrer Nahe ist, dessen
Korpertemperatur sie spiren. Die ruhenden Zecken werden so wieder agil. Die Warmeplatte
muss vorsichtig bedient werden, um einerseits die Bewegungsfreude der Zecken anzuregen,
aber andererseits die Zecken nicht durch Ubermafllige Wéarme zu schadigen. So ist es
moglich, dass eine lebende Zecke durch ungentigende Warmezufuhr in ihrem Ruhezustand
verbleibt und als tot identifiziert wird.

Fur die Aussagekraft der durchgefiihrten Versuche ist eine Kontrollgruppe unerlasslich.

Tabelle 42 Kontrollgruppe der Zecken-Filter—Versuch e, Ring 1 funf Zecken, Ring 2 zehn

Zecken
Kontrolle
Mortalitat Mortalitat Mortalitat
45h 2 Wochen 4 Wochen
(%] (%] (%]
Ring 1 60 Ring 1 0 Ring 1 0
24 h 24 h 24 h
Ring 2 0 Ring 2 0 Ring 2 0
Ring 1 80 Ring 1 20 Ring 1 0
48 h 48 h 48 h
Ring 2 10 Ring 2 0 Ring 2 0

Die erhaltenen Werte fur die Kontrollgruppe fallen in Ring 1 sehr schlecht aus. Dies ist damit
zu erklaren, dass Ring 1 eine zusatzliche Menge an Lanolin erhalt, wie auch die
Verumgruppen zur Fixierung der Formulierung. Dieser Zusatz ist im Falle der Kontrollgruppe
jedoch so groRR ausgefallen, dass die Zecken in der Lanolinschicht kleben und
wahrscheinlich ersticken. Fur den 2-Wochen Wert wird der groRe Uberschuss Lanolin
entfernt, sodass das noch vorhandene Lanolin der Menge entspricht, die auch zusatzlich auf
den Filterpapieren der Verumgruppen zu finden ist.

Dieses Versuchsmodell entstand in Anlehnung an Filterversuche, wie sie fir die Spot ons
Verwendung finden. [14] Ein Einsatz der bereits verwendeten Versuche ist fir die
Partikelformulierungen nicht mdoglich. Die modifizierten Filterversuche stehen noch am

Anfang und bedurfen einer Optimierung. So wird in diesem Fall der Wirkstoff lediglich durch
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das Sterben der Zecken angezeigt. In der spateren Anwendung wird der Hund am gesamten
Korper mit der Partikelsuspension behandelt. Diffusive Vorgédnge sind auch hier von
Bedeutung. Diese werden jedoch durch die Bewegung des Hundes, die Neubildung der
Sebumschicht und der erhéhten Temperatur weiter begunstigt. Mdglicherweise sind die hier
gewahlten Diffusionsstrecken zu weit gewahlt. Auch muss beachtet werden, dass Zecken
den diffundierten Wirkstoff abgreifen, der so weiteren Diffusionsvorgangen nicht mehr zur
Verfligung steht. So ist es auch denkbar, das Filterpapiersystem nach einer Inkubationszeit,
in der sich diffusive Vorgange ausbilden kdnnen, analytisch zu untersuchen. Ob und wie sich
dieses Versuchsmodell fur die Charakterisierung der Partikelformulierung eignet, missen

weitere Versuche und Analysen zeigen.
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C.6 Tierversuch In vivo

Zur praktischen Uberprifung der im Labor erarbeiteten Formulierungen werden zwei
Partikelchargen im Tierversuch getestet. Hierzu stehen fir jede Formulierung und fur eine
Kontrollgruppe je drei Hunde der Rasse Beagle zur Verfigung. Getestet werden die
Mikropartikel in einer Spray-Formulierung, die auf den Hund gespriht wird.

Fir die Spot on Formulierung wird angenommen, dass 1 mg Wirkstoff pro Kilogramm Hund
notig ist, um eine Wirkdauer von vier Wochen zu erreichen. Dieser Wert beruht auf
jahrelanger Erfahrung und zahlreichen Studien mit dem Wirkstoff Flumethrin. Eine explizite
Studie zur Dosierungsfindung existiert nicht.

Ein Beagle wird mit einem durchschnittlichen Gewicht von 11 kg angegeben. Das bedeutet,
dass 11 mg Wirkstoff fur eine einmonatige Wirkung bendtigt werden. Das gesteckte Ziel fur
die in dieser Arbeit zu entwickelnde Formulierung liegt bei 3-6 Monaten Wirkdauer. Daher
wird in diesem Versuch eine Dosierung von 6 x 11 mg Wirkstoff pro Hund gewahlit. Da
keinerlei Erfahrungswerte in diese Richtung existieren muss sich im Versuch zeigen,
inwieweit diese Dosierung sinnvoll ist. Zudem muss beachtet werden, dass der Wirkstoff
Flumethrin bei Hautkontakt in einer zu hohen Konzentration zu schweren Hautlasionen
fuhren kann (siehe B.2.1). Diese Lasionen sind bei der hier eingesetzten Wirkstoffmenge zu
erwarten, wenn die Formulierung als Spot on aufgetragen wird. Da hier aber eine
Retardierung erzielt werden soll, und der Wirkstoff nicht direkt auf der Haut aufgetragen wird,
sollten keine Irritationen der Haut beobachtet werden. Zum Wohle der Hunde wird dieses
jedoch in den ersten Stunden nach Auftrag der Versuchsformulierung intensiv Uberwacht.
Getestet werden zum einen Polystyrolpartikel, deren Oberflache mit dem Antikorper
gekoppelt wurde, zum anderen PMMA-Partikel, die durch ihre kationische Oberflache tber
elektrostatische Wechselwirkungen an das Haar binden sollen. Die Formulierungen sind

Tabelle 43 zu entnehmen.

Tabelle 43 Zusammensetzung der Proben fir den Tierv  ersuch

Ermittelter
Probe Zusammensetzung Wirkstoffgehalt
[%]

PMMA 9 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
PMMA 12-1-1 Eudragit® RS 17 % (m/m bezogen auf Polymermasse) 15,0
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)

PS 5 % (m/m bezogen auf die organische Phase)
7c-6+7_EE MSCP 14 28 % (m/m bezogen auf Polymermasse) 18,05
Flumethrin 17 % (m/m bezogen auf Feststoffgehalt)
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Uber den genauen Wirkstoffgehalt wird die Menge der Partikel errechnet, die auf den Hund
aufgetragen werden muss, um 66 mg Flumethrin aufzusprihen. Es muss davon
ausgegangen werden, dass ein gewisses Volumen in der Sprihflasche verbleibt. Um eine
Dosisverringerung durch dieses Totvolumen zu vermeiden, werden 2 ml zuséatzlich in die
Sprihflaschen gefillt. Das Applikationsvolumen betragt 30 ml (additiv 2 ml). Dieses Volumen
ist als maximal applizierbare Menge zu sehen, da der Hund sonst zu nass wird und die
Versuchsformulierung heruntertropfen kdnnte. Wird das Volumen minimiert, so steigt die
Konzentration der Suspension und damit die Gefahr, dass der Sprihkopf verstopft. Den
Versuchsformulierungen werden  Fluoreszenzpartikel zugesetzt, die die gleiche
Zusammensetzung wie die Verumpartikel haben, es wird lediglich der Wirkstoff gegen einen
Fluoreszenzfarbstoff (Uvitex® OB) ausgetauscht. Eine Menge von je 100 mg
Fluoreszenzpartikeln wird beiden Formulierungen beigemischt. Diese haben keine Wirkung
und dienen lediglich einer schnellen und einfachen Visualisierung der Partikel auf dem Fell.
So kann mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops tberprift werden, ob sich noch Partikel auf

dem Fell befinden.

C.6.1 Versuchsdurchfiihrung

Neun Hunde der Rasse Beagle, sowohl weiblich als auch ménnlich stehen zur Verfligung.
Die Tiere sind 21-30 Monate alt und wiegen zwischen 8,8 und 15,5 kg. Die Identifizierung
findet Gber die Ohr Tattoo Nummern statt. Die Hunde sind ohne klinischen Befund in einem
gesunden Zustand und an die Haltungsbedingungen, wie sie wahrend des Versuchs
herrschen, gewdhnt. Kommt es zu unerwarteten Reaktionen auf die Versuchsformulierung
oder erkrankt ein Tier aus einem anderen Grund, so wird es aus der Studie
herausgenommen. Gehalten werden die Hunde in Einzelkafigen, um Kreuzreaktionen zu
vermeiden. Die Hunde werden nach einem gefertigten Schema mit je 25 weiblichen und
mannlichen Zecken der Gattung Rhipicephalus sanguineus (braune Hundezecke) bestiickt.
Um ein besseres Beil3en der Zecken zu gewahrleisten, werden die Hunde zu diesem Zweck

narkotisiert. Der Zeitplan der Studie ist Tabelle 44 zu entnehmen.
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Tabelle 44 Zeitplan des Vorgehens im Tierversuch

Woche |Wochentag | Studientag Datum Aktivitat
physische Uberpriifung zur Aufnahme
Mo -2 11. Aug 2008 )
Wiegen der Hunde
Di -1 12. Aug 2008 Infestation mit Zecken
Zeckenzahlung vor Behandlung
Einteilung der Hunde in Behandlungs-
) und Kontrollgruppe
0 Mi 0 13. Aug 2008
Behandlung
klin. Uberpriifung (vorher, 2 und 4 h nach
Behandlung
Do 1 14. Aug 2008 klin. Uberpriifung
klin. Uberpriifung
Fr 2 15. Aug 2008 .
Zeckenzéahlung
Mo 5 18. Aug 2008 Infestation mit Zecken
1 detaillierte generelle Gesundheits-
Mi 7 20. Aug 2008 uberwachung
Zeckenzéhlung
Mo 12 25. Aug 2008 Infestation mit Zecken
2 detaillierte generelle Gesundheits-
Mi 14 27. Aug 2008 uberwachung
Zeckenzéahlung
Mi 21 3. Sept 2008 Infestation mit Zecken
3 detaillierte generelle Gesundheits-
Fr 23 5. Sept 2008 uberwachung
Zeckenzéhlung
Mo 40 22. Sept 2008 Infestation mit Zecken
6 detaillierte generelle Gesundheits-
Mi 42 24. Sept 2008 uberwachung
Zeckenzéahlung
Di 48 30. Sept 2008 Infestation mit Zecken
7 detaillierte generelle Gesundheits-
Do 50 2. Okt 2008 tberwachung
Zeckenzéhlung
Mo 61 13. Okt 2008 Infestation mit Zecken
9 detaillierte generelle Gesundheits-
Mi 63 15. Okt 2008 tberwachung
Zeckenzéahlung
Vorzeitiger Abbruch
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24 h vor Behandlungsbeginn (Studientag = Study Day= SD -1) werden die Zecken auf die
Hunde gesetzt. Kurz vor Beginn des Versuchs (SD 0) werden die auf dem Hund
verbliebenen Zecken gezahlt und notiert. Eine Einteilung der Tiere in Behandlungs- und
Kontrollgruppe wird nach der Anzahl der auf den Hunden befindlichen Zecken
vorgenommen. Jede Gruppe soll bei Versuchsbeginn ungefahr gleich viele Zecken haben,
um moglichst gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen. Die Hunde in der
Behandlungsgruppe werden mit der Versuchsformulierung am gesamten Korper gleichmafig
eingespriht. Die Kontrollgruppe wird nicht behandelt. Aus Sicherheitsgriinden werden die
Hunde 2 und 4 h nach der Applikation auf ihren Gesundheitszustand untersucht. Flumethrin
ist sehr wirksam, bengtigt jedoch eine gewisse Latenzzeit. Daher erfolgt die Auszahlung und
Entfernung der noch am Hund befindlichen Zecken 48 h nach Auftrag der Formulierung.
Wird eine Zecke Ubersehen, so fallt dies beim nachsten Zeckenzahlen auf, da diese Zecke
dann mehr Blut gesaugt haben wird als die tbrigen. Eine Uberpriifung der Wirkung soll bei
Woche 0, 1, 2, 6, 10, 14 und 18 erfolgen, bzw. so lange, wie eine Wirkung festzustellen ist.
Dieser Versuchsplan musste den aktuellen Ergebnissen angepasst werden und ist nun in
Tabelle 44 zu finden. Danach werden die Hunde an SD -1, 5, 12, 21, 40, 48 und 61 mit je 50
Zecken (25 weibliche und 25 mannliche) infestiert. Eine Auszdhlung und Entfernung der
Zecken findet an SD 2, 7, 14, 23, 42, 50 und 63 statt. Eine unplanmafiige Infestation mit
Zecken findet an SD21 und 48 statt, da an den geplanten Auszahlungen (SD 14 und SD 42)
so wenige Zecken in der Kontrollgruppe zu finden sind, dass eine aussagekraftige
Auswertung nicht méglich ist.

Zu den Tagen SD 2, 7, 14, 42 und 63 werden den Hunden Haarproben entnommen. Dazu
werden dem Hund insgesamt ~ 100 mg Haare entfernt. Um eine reprasentative Aussage
Uber den Verbleib von Flumethrinpartikeln auf dem Hund treffen zu kénnen, werden die
Fellproben an verschiedenen Kdrperstellen entnommen. Einzelne Haare werden zum einen
mikroskopisch betrachtet. Im Fluoreszenzmikroskop werden die Placebo Partikel sichtbar,
die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Uvitex® OB beladen sind. Zum anderen werden die
Fellproben mit Acetonitril Gberschichtet, sodass das in den Partikeln verbliebene Flumethrin

herausgeldst wird und analytisch mittels HPLC bestimmt werden kann (vgl. E.2.4.3).

C.6.2 Ergebnisse

Sowohl die mikroskopischen Aufnahmen als auch die HPLC-Analyse des Fells sollen
zusatzliche Informationen zu dem durchgefihrten Versuch liefern. Die hauptséchliche
Beurteilung der Studie ist mit dem Vorhandensein der Zecken auf dem Hund verbunden. Die
Zecken dienen als Indikator fur die Wirkung. Mikroskopische Aufnahmen und HPLC-Analyse
sorgen fur eine zusétzliche Bestatigung der erhaltenen Ergebnisse. Zwei Formulierungen

werden getestet. Zum einen Polystyrolpartikel, die Gber den spezifischen Antikbrper an das
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Fell geheftet werden, und zum anderen PMMA Partikel, die Uber -elektrostatische
Wechselwirkungen an das Haar haften. Die mikroskopischen Bilder der Polystyrolpartikel
sind in Abb. 67 zu sehen.

<) d)

Abb. 67 Mikroskopische Aufnahmen der Probe 7c-6+7_E E auf Hundehaaren an a) SD 2;
b) SD 7; c) SD 14; d) SD 42

Abb. 67 zeigt Hundehaare unter dem Fluoreszenzmikroskop mit anhaftenden Mikropartikeln,
die Uber den spezifischen Antikdrper angebunden werden. Die Partikelmenge nimmt im
Verlauf des Versuchs ab (von a) bis d)). Zu Beginn lassen sich noch viele
Fluoreszenzpartikel auf dem Fell finden. Bei SD 42 dagegen sind kaum noch Partikel
sichtbar. Eine Aufnahme von SD 63 wird nicht eingefugt, da hier keine Partikel sichtbar
werden. Es muss jedoch beachtet werden, dass diese Aufnahmen nicht das gesamte
Partikelkontingent widerspiegeln, sondern lediglich den Teil, der mit Fluoreszenzfarbstoff
beladen ist. Es ist davon auszugehen, dass neben den Fluoreszenzpartikeln auch die
wirkstoffbeladenen Partikel an Menge abnehmen, und dass die durch den Farbstoff

sichtbaren Partikel eine Indikatorfunktion besitzen.
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In der zweiten Verumgruppe werden die Partikel nicht Gber einen Antikérper angebunden,
sondern haften durch elektrostatische Wechselwirkungen auf dem Fell. Die Polymermatrix
wird von PMMA gebildet, die oberflachenmodifizierende Substanz ist Eudragit® RS. Hier

werden ebenfalls Fellproben der Hunde mikroskopisch und analytisch untersucht (Abb. 68).

SD 42

c) d)

Abb. 68 Mikroskopische Aufnahmen der Probe 12-1- 1 auf Hundehaaren an a) SD 2; b) SD 7;
c) SD 14; d) SD 42

Abb. 68 zeigt die Fluoreszenzpartikel auf dem Hundehaar, die uber elektrostatische
Wechselwirkungen auf dem Fell haften, zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuchs. Die
Aufnahmen machen deutlich, dass im Verlauf des Versuchs die Partikelzahl nachlasst,
ebenso wie es auch bei den Partikeln zu beobachten ist, die lber den Antikorper
angebunden werden. Auch hier gilt wieder, dass die fluoreszierenden Partikel nur eine
Indikatorfunktion haben. Die Verumpartikel kénnen bei dieser Darstellungsweise nicht
abgebildet werden.

Die mikroskopischen Aufnahmen dienen lediglich einer anschaulichen Darstellungsweise
und einer schnellen und einfachen Uberpriifung von Partikeln auf dem Haar. Fir eine

Bewertung der Anhaftung von Partikeln auf dem Fell sind die mikroskopischen Daten nicht
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hinreichend. Eine analytische Aufarbeitung der Proben soll hier Aufschluss geben. Dazu
werden die Fellproben mit 5 ml Acetonitril (iberschichtet. Uber Nacht wird so der Wirkstoff
Flumethrin aus den auf dem Fell verbliebenen Partikeln extrahiert. Ein Teil des Acetonitrils
wird filtriert und mittels HPLC-Analyse aufgearbeitet (E.2.4.3). Die erhaltenen Daten sind
Abb. 69 zu entnehmen.
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Abb. 69  Anderung des Flumethringehalts auf dem Fell im Verlauf des Versuchs

Abb. 69 zeigt die Veranderung des Flumethringehalts tber den Zeitraum des Versuchs. In
der Grafik sind auch die Fehlerbalken aufgetragen, die bei SD 2 noch sehr grof3 sind und
dann im Verlauf des Versuchs abnehmen. Dies ist damit zu erklaren, dass die Fellproben
inhomogen sind. Es wird zwar Fell von verschiedenen Korperteilen des Hundes genommen,
um eine madglichst reprasentative Probe zu erhalten, dennoch ist es bei dem ungleichen
Verhéaltnis von Haare zu Flumethrin schwierig, eine 100 mg Probe zu erhalten, die den
Flumethringehalt auf dem gesamten Hund widerspiegelt. Eine Verringerung der
Abweichungen erklart sich durch den abnehmenden Wirkstoffgehalt oder durch die
Abdiffusion des Wirkstoffs in die Sebumschicht des Hundes, die auf die Verteilung
ausgleichend wirkt. Ist nur wenig Wirkstoff vorhanden fallen auch die gemessenen
Unterschiede geringer aus. Aufgetragen wird die Zeit gegen die Menge Flumethrin in ppm.
Flumethrin ist ein sehr potenter Wirkstoff. In einem Kontakttest, d. h. die Zecken kommen mit
dem reinen Wirkstoff in Kontakt, kann gezeigt werden, dass noch 0,0575 ppm zu einer
100 %igen Wirkung bei adulten Zecken fiihren. [10] Es ist deutlich erkennbar, dass sich der

Wirkstoffgehalt von innerhalb nur 5 Tagen halbiert. Schon an SD 14 ist so wenig Flumethrin
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vorhanden, dass ein Wirkungsverlust vermutet werden kann. Bei SD 63 erreicht der
Wirkstoffgehalt die Detektiergrenze. Wahrend der Wirkstoffgehalt anfangs bei beiden
Formulierungen sehr &ahnlich ist, so zeigt sich nach SD 7 bei der Probe 7c-6+7_EE ein
groRerer Wirkstoffverlust als bei der Probe 12-1-1. Abb. 69 legt die Vermutung nahe, dass
die Anbindung Uber die Antikérper weniger stabil ist, als eine Anbindung Uber
elektrostatische Wechselwirkungen. Dies kann durch die im Versuch ausgezéahlten Zecken
jedoch nicht bestatigt werden. Genaueres miuissen jedoch weitere Versuche zu den
Anbindungseigenschaften liefern.

Die Analyse des Fells mittels mikroskopischer Aufnahmen und HPLC-Messung dient, wie
bereits erwdhnt, dem besseren Verstandnis der erhaltenen Ergebnisse. Die
Hauptauswertung des Versuchs lauft tber die auf dem Hund verbliebenen Zecken. Diese
werden 48 h nach Infestation, an SD 2, 7, 14, 23, 42, 50 und 63, gezahlt und entfernt. Die
Ergebnisse zeigt Tabelle 45.

Tabelle 45 Zeckenauszéhlung und Berechnung der Effi  zienz fir die einzelnen Studientage

Study Group | DogID | SDO | SD2 | SD7 | SD14 | SD23 | SD42 | SD50 | SD 63
4751 21 0 0 0 1 0 5 1
1487 20 2 0 0 0 0 3 7
7c-6+7_EE
18,05 %
Flumethrin geom. 0,4 0 0 0,3 0,3 1,9 5,2
Mittel : : ' ' '
Effizienz 97,2 100 100 97,4 86,2 78,3 56,2
4641 20 4 1 0 2 0 1 7
6520 14 4 3 0 5 4 0 6
12-1-1
PMMA 8918 19 6 0 0 2 0 1 17
15,0 %
Flumethrin geom- 4.6 1 0 28 07 0.6 9
Mittel : : : :
Effizienz 71,2 89,8 100 72,3 62,3 93,2 24,3
6231 10 10 2 1 4 5 9 6
Kontroll- 4596 18 25 37 6 14 3 12 27
gruppe 4586 20 16 10 0 17 0 6 10
unbehandelt
geom. 15,9 9,8 1,4 10,1 1,9 8,7 11,9
Mittel

Tabelle 45 gibt die Anzahl der ausgezahlten Zecken an den jeweiligen Studientagen fir die

einzelnen Hunde (Dog ID = Hunde Identifikationsnummer; die letzten vier Ziffern der
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Ohrtatowierung) wider. Das daraus resultierende geometrische Mittel (Gl. 14) und die

Effizienz (Gl. 15) ergeben sich aus der Zeckenzahl wie folgt:

Xgeom =]/ X, [X, [X;......[X (Gl. 14)
i N, -N
Effiienz9% = —2—21 (Gl. 15)
N, 100 :
N1 Geometrisches Mittel der Zeckenzéahlung der Verumgruppe
N2 Geometrisches Mittel der Zeckenzéahlung der Kontrollgruppe

SD 0 ist der Tag an dem die Hunde mit der Partikelformulierung eingespriiht werden. An
SD 2 werden die noch auf dem Hund befindlichen Zecken ausgezahilt. Im weiteren Verlauf
des Versuchs kommt es zu weiteren Infestationen der Hunde mit Zecken und einer
Auszéhlung dieser nach 48 h. Ein erneutes Einsprihen der Hunde mit der
Versuchsformulierung erfolgt nicht. Die Wirkdauer soll untersucht werden. SD 14 und SD 42
sind in der Tabelle hellgrau hinterlegt, da die Daten dieser Studientage nicht auszuwerten
sind. Aufgrund der geringen Zeckenzahl in der Kontrollgruppe kann die Wirkung der
Verumgruppe nicht ausreichend beurteilt werden. Zusatzliche Infestationen erfolgen daher
an SD 48 und SD 61. Die Effizienz ist in Tabelle 45 grau hinterlegt. Die Wirksamkeit bei der
Gruppe 7c ist gleichbleibend gut bei ca. 100 %, bis zum Studientag SD 50, wo eine erste
merkliche Minimierung der Wirkung sichtbar wird. Diese sinkt bei SD 63 auf nur noch 56,2 %.
Dies ist fur eine ausreichende Wirkung zu gering. Ein weiterer Wirkungsverlust ist zu
erwarten. Die Gruppe 12-1-1 startet nicht so erfolgreich in den Versuch. Die Effizienz liegt
hier lediglich zwischen 70 und 90 %, obwohl bei der analytischen Aufarbeitung der
Fellproben bei 12-1-1 ein hodherer Flumethringehalt festgestellt werden kann als bei
7c-6+7_EE. Der Wert von 93,2 % bei SD 50 scheint erstaunlich hoch. Bei SD 63 kann dann
auch nur eine Wirksamkeit von 24,3 % verzeichnet werden.

Die abnehmende Effizienz lasst eine Weiterfihrung des Versuchs als nicht sinnvoll
erscheinen. Die Studie wird an SD 63 aufgrund des Wirkungsverlustes der
Versuchsformulierungen abgebrochen.

Die durchgefiihrten HPLC-Analysen bestéatigen die beobachteten Ergebnisse. Bei SD 63
erreicht die noch vorhandene Wirkstoffmenge die Nachweisgrenze. Eine noch fir Zecken
letale Dosis lasst sich hier nicht erwarten. Unstimmig scheint die Tatsache, dass bei der
Gruppe 12-1-1 eine héhere Flumethrinmenge im Fell gefunden werden kann, jedoch die
Effizienz in dieser Gruppe geringer ist.

In diesem Versuch kann zwar keine Wirkung Uber die gewinschten 3-6 Monate erzielt
werden, jedoch ist eine Wirkung tber ~ 8 Wochen zu verzeichnen. Dies Ubersteigt bereits

die Wirkdauer der Spot on Formulierungen. Eine Retardierung ist somit gelungen. Als
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ebenfalls positiv zu bemerken ist die Tatsache, dass keine Hautlasionen bei den Hunden
auftreten, obwohl die 6-fache Dosierung verabreicht wird. Dies deutet wiederum auf eine
Retardierung der Wirkstofffreigabe hin. Dennoch stellt sich die Frage, warum es zu einem
Wirkungsverlust bereits nach 8 Wochen kommt. Eine mdgliche Ursache kann die zu rasche
Entleerung der Partikel sein. Aufgrund der Sebumschicht des Hundes und der erhéhten
Temperatur kdonnte der sehr lipophile Wirkstoff schneller als erwartet aus den Partikeln
diffundiert sein. Dem steht entgegen, dass keine Hautlasionen zu beobachten sind, die
entstehen, wenn die Wirkstoffkonzentration zu hoch wird. Auch wéare dann eine bessere
Wirkung bei der Gruppe 12-1-1 zu erwarten. Vorteil dieser Formulierungen ist auch, dass der
Wirkstoff nicht auf die Haut aufgetragen wird, sondern im Fell des Hundes, welches ebenfalls
das Risiko von Hautirritationen senkt. Des Weiteren ist es moglich, dass die Anbindung der
Partikel auf dem Haar nicht ausreichend ist und die beladenen Partikel nach kurzer Zeit
abfallen und fir eine ektoparasitizide Wirkung nicht mehr zur Verfugung stehen. Demnach ist
zu vermuten, dass beide Anbindungsmethoden suboptimal sind. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist der natirliche Fellwechsel der Tiere. Wahrend der Versuchsdauer kann beobachtet
werden, dass einige Tiere stark haaren und ihr Fell wechseln. Da die Partikel im Fell haften,
gehen diese mit den ausfallenden Haaren verloren. Dies wirde sich auf beide Proben
gleichermal3en auswirken.

In welchem Mafe die wirkungsmindernden Faktoren ins Gewicht fallen, muss weiter gepruft
werden. Dazu werden die Bindungs- und Freisetzungseigenschaften weiter untersucht.
Zudem ist ein weiterer Tierversuch geplant mit einem gréReren Kontingent an
Versuchstieren, um eine Aussage grolRerer Genauigkeit zu erzielen. Es soll jedoch
festgehalten werden, dass dieser erste Versuch zeigt, dass die Mikropartikel die gewlinschte
retardierende Wirkung haben, das System effizient ist. Eine ektoparasitizide Wirkung ist
vorhanden und die Hunde vertragen die hohe Dosierung durch die Verkapselungstechnik

gut.
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D Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit werden Polymerpartikel mit einem ektoparasitiziden Wirkstoff
beladen. Dabei kommen zwei Herstellungsverfahren zum Einsatz. Zum einen das
Sprihtrocknungs- und zum anderen das Emulsion Evaporation Verfahren. Die vornehmlich
verwendeten Polymere sind Polystyrol und Polymethylmethacrylat (PMMA). Die erhaltenen
Partikel sollen topisch angewendet auf dem Hundefell haften. Dies kann zum einen Uber
elektrostatische Wechselwirkungen geschehen, zum anderen Uber eine Antikorper-Antigen-
Bindung. Dabei bindet der verwendete Antikorper spezifisch an bestimmte Strukturen des
Hundehaars. Beide Anbindungsmethoden setzen voraus, dass die Oberflache des Partikels
modifiziert ist. Im Falle der elektrostatischen Anbindung wird auf der Partikeloberflache
Eudragit® RS verankert, welches durch seine permanent kationische Ladung mit dem negativ
geladenen Haar wechselwirken kann. Fir eine Anbindung des Antikdrpers ist das
Vorhandensein von funktionellen Gruppen, wie Carboxylgruppen, notwendig. Dies wird mit
Hilfe von Eudragit® S oder Styrol-Maleinsaureanhydrid Copolymer verwirklicht. Die GroRe
des Partikels ist von essentieller Bedeutung. Ist das Partikel zu klein, so wird es sich,
aufgrund seiner groReren Oberflache, und der durch die Grofie bedingten geringeren
enthaltenen Wirkstoffmenge, schneller entladen. Ist das Partikel dagegen zu grof3, reichen
die Anbindungskrafte nicht mehr aus und das Partikel fallt ab. Zudem sollen die Partikel nicht
sichtbar sein. Eine GroRRe von < 2 um wird angestrebt. Durch die Variation verschiedener
Formulierungsparameter soll eine Optimierung der Formulierung und der erhaltenen Partikel
erzielt werden. Neben der Kombination verschiedener Edukte, steht die mengenmafig
unterschiedliche Zusammensetzung der Formulierungsbestandteile im Vordergrund. Variiert
wird der Wirkstoffgehalt, die Menge des eingesetzten Emulgators, das Mengenverhaltnis
organische Phase zur wassrigen Phase und das Molekulargewicht des Matrixpolymers. Es
kann festgestellt werden, dass eine Erhéhung des Wirkstoffgehalts keine VergroRerung der
Partikel mit sich bringt, die Freisetzung jedoch mit dem Wirkstoffgehalt steigt. Durch eine
Verringerung des Emulgatoranteils ist ein Anstieg der PartikelgréRe zu beobachten. Die
Mindestmenge Emulgator, die fir die Bildung einer stabilen Emulsion notwendig ist, stellt
immer noch einen Uberschuss dar. So wird auch bei dieser Formulierung Emulgator im
Waschwasser gefunden. Eine VergroRerung der organischen Phase wirkt sich negativ auf
die PartikelgroRe aus. Bei der Erhdéhung der Menge der organischen Phase wird die
prozentuale Zusammensetzung in Bezug auf diese beibehalten. Dies bedeutet, dass die
Einwaagen an Polymer, Emulgator und Wirkstoff steigen.

Wird das Molekulargewicht des eingesetzten Polymers variiert, so steigt zum einen die
PartikelgréRe mit steigendem Molekulargewicht, zum anderen sinkt bei hoheren

Molgewichten die Freisetzungsrate. Es zeigt sich, dass Polystyrol besser im Emulsion
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Evaporation Verfahren zu verarbeiten ist, PMMA sich dagegen komplikationslos verspriihen
lasst. Es kann jedoch keine Formulierung mit dem Sprihtrocknungsverfahren entwickelt
werden, die die gewlnschten PartikelgréRen liefert. Im Emulsion Evaporation Verfahren
dagegen wird sowohl eine Formulierung mit Polystyrol als auch mit PMMA entwickelt, die
den gegebenen Anforderungen genlgt. Diese gehen zur weiteren Testung in einen
Tierversuch. Die ausgewdahlten Partikelproben werden, in wassriger Phase dispergiert,
gleichméaRig auf dem Hund der Rasse Beagle appliziert. Zum Nachweis der Wirksamkeit
werden die Hunde mit Zecken bestiickt. Eine Infestation der Tiere mit Zecken findet nach
einem angefertigten Versuchsprotokoll zu angegebenen Zeitpunkten statt. Die Wirksamkeit
wird Uber das Verhaltnis der vorhandenen Zecken auf der Verumgruppe und der
Kontrollgruppe errechnet. So kann eine Wirkung Uber einen Zeitraum von acht Wochen
nachgewiesen werden. Dies erreicht noch nicht die Vorgabe von 3-6 Monaten, zeigt jedoch
eine langere Wirkung als die sog. Spot on Formulierungen, bei denen eine erneute
Applikation nach vier Wochen empfohlen wird. [12]

In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass das Emulsion Evaporation Verfahren fir die
Herstellung von Mikropartikeln der hier gestellten Anforderungen geeignet ist. Sowohl eine
PMMA- als auch eine Polystyrolformulierung werden soweit optimiert, dass ein Einsatz im
Tierversuch maglich ist. Die Aufgabenstellung dieser Arbeit kann somit fur diesen Teil erfullt
werden. Die Wirkdauer ist jedoch noch suboptimal. Das gesteckte Ziel von einem
Wirkzeitraum Uber 3-6 Monate wird nicht erreicht. Ursachen hierfir sind nicht eindeutig
auszumachen und bedurfen einer genaueren Analyse. Eine Wirkverlangerung der bereits im
Handel befindlichen Systeme zeigt jedoch, dass eine Retardierung der Wirkstofffreisetzung
erzielt werden kann. Dies stimmt positiv, dass durch ein besseres Verstandnis der Vorgange

auf dem Fell eine Optimierung der Wirkdauer méglich ist.
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E Experimenteller Tell

E.1 Material

E.1.1 Chemikalien

Tabelle 46 Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Chem ikalien mit genauer Bezeichnung und

Herkunft

Substanz Abkirzung/Synonym Hersteller/Lieferant | Chargenbezeichnung
Aceton k.A. Merck diverse
Acetonitril ACN Merck diverse
Chitosan _
low molecular weight k.A. Aldrich 13604PC
Dichlormethan Methylenchlorid Aldrich diverse
Ethanol absolut EtOH Aldrich diverse
Ethanol 96% EtOH Aldrich diverse
Essigsaureanhydrid k.A. Merck K22720341 636
Essigsaureethylester Ethylacetat Aldrich U 07749-425
Eudragit® E 100 EuE R6hm GmbH 8360801021
Eudragit® L 100 EuL Réhm GmbH 1930603501
Eudragit® RS 100 EuRS Réhm GmbH 08-90374
Eudragit® S 100 EuS R6hm GmbH 1931005501
Flumethrin k.A. Bayer Crop Science | TK 003E210
Imidacloprid k.A. Bayer Crop Science | 230024420
Lanolin k.A. Fluka 1409552
Methanol MeOH Riedel-de Haén 92030
Milli-Q®-Wasser dem. Wasser Eigenherstellung diverse
E‘g{;‘;ﬁ:gmo’“d NaOH KMF 3A08503
Poymethyimethacrylat | pyma 2.000 PSS GmbH mm2k
Polymetyimethaciylat | pumma 12.000 PSS GmbH mm13k
Polymethyimethacrylat | pvma 80.000 PSS GmbH mm8sk
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Polymethylmethacrylat

600.000 Da PMMA 600.000 PSS GmbH mm650k
Polymethylmethacrylat i
y! h y y! PMMA Terb Hell Plastics KA

Terez® PMMA 5003 GmbH

Polystyrol PS158 PS BASF diverse

Polystyrol 110.000 Da | PS 110.000 PSS GmbH ps120k

Polystyrol 15.000 Da PS 15.000 PSS GmbH ps16k

Polystyrol 2.000 Da PS 2.000 PSS GmbH ps2k

Polystyrol 500.000 Da | PS 500.000 PSS GmbH ps560k

Tetrahydrofuran THF Aldrich S41123-457

Salzsaure 1mol/l HCI KMF 52340

Styrol-

Maleinsaureanhydrid | MSCP 50 ABCR GmbH & Co. | ;55363
KG

50/50

Styrol-

Maleinsaureanhydrid MSCP 7 Aldrich 05119PC

7%wt.

Styrol-

Maleinsaureanhydrid | MSCP 14 ABCR GmbH & Co. | 1455508
KG

86/14

Trichlormethan Chloroform KMF 53260

Tween® 20 Polysorbat 20 Fluka 1337618

Uvitex® OB k.A. Ciba 014759.8S

Wasser H,O, dem. Wasser k.A. k.A.
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E.2 Methoden und Geréate

E.2.1 Herstellungsvorschrift Solvent Evaporation Ve rfahren

In 160 ml Wasser wird der Emulgator dispergiert. Bei Eudragit® L und S, sowie Styrol-
Maleinsaureanhydrid 86/14 und 50/50 wird die wassrige Phase mit NaOH Platzchen auf
einen basischen pH-Wert eingestellt (pH ~ 11). Bei Eudragit® E wird mit Salzsaure
angesauert, bei Chitosan mit Essigsaureanhydrid (auch Essigsaure ist hier mdoglich).
Eudragit® RS und MSCP 93/7 werden in 40 ml der organischen Phase geldst. In dieser wird
erst der Wirkstoff, dann das Polymer und ggf. Eudragit® RS oder MSCP 93/7 geldst. Unter
Einsatz des UltraTurrax mit 9500-13500 rpm wird die organische Phase langsam zur
wassrigen Phase hinzugegeben. Fir eine hinreichende Dispergierung wird zwei Minuten bei
gleichbleibender Drehzahl homogenisiert. Die erhaltene Emulsion kann zur Verbesserung
der TropfchengréBen mit dem Microfluidizer behandelt werden, ansonsten kann das
Losemittel auch direkt nach der Dispergierung der organischen in der Wasserphase
abgezogen werden. Dazu wird die Emulsion unter stdndigem Rihren mittels Magnetriihrer
langsam auf maximal 60 C erhitzt. Kommt es dabei zu einer vermehrten Schaumbildung
muss sowohl das Aufheizen als auch das Rihren verlangsamt werden. Das Ldsemittel ist
nach ca. 30 min. vollstandig verdampft, kontrolliert werden sollte der Vorgang jedoch uber
das Gewicht, um sicher zu stellen, dass samtliches Losemittel entwichen ist. Die erhaltene
Suspension ist so lagerfahig, kann aber auch direkt dem néchsten Verfahrensschritt der

Aufreinigung zugefuhrt werden.

E.2.1.1 Microfluidizer

Der Microfluidizer dient der Homogenisierung und TropfchengrofZenverkleinerung von
Emulsionen. Hierzu wird die Probe mit pulsatiiem Druck durch zwei Keramik gefiillte
Interaktionskammern gedriickt. Durch den Druck und die PorengrofR3e der Keramikfillung
kommt es zu einer Homogenisierung und gleichzeitigen Verkleinerung der Tropfchen. Eine

Optimierung der PartikelgroRenverteilung kann so erreicht werden.

Microfluidizer:

Firma: Microfluidics

Model: M-110Y

Interaktionskammern: PorengréRe 200 pm und 100 pm

Druck: max. 1900 bar (standardmafig verwendet: 500
bar)
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E.2.2 Herstellungsvorschrift Sprihtrocknungsverfahr en

Fur das Spriuhtrocknungsverfahren gilt die gleiche Vorgehensweise wie beim Solvent
Evaporation Verfahren (vgl. E.2.1). Die erhaltene Emulsion wird im Sprihtrockner verspruht.
Ein versprihen der Suspension ist auch mdglich, jedoch kann hier Uber die

Verfahrensparameter kein Einfluss mehr auf die Partikelbildung genommen werden.

E.2.2.1 Buchi Spruhtrockner

Im Rahmen dieser Arbeit wird mit zwei verschiedenen Spruhtrocknungsanlagen gearbeitet.
Zum einen der Buchi B190 und zum anderen der Bichi B290, wobei letzterer das
Nachfolgemodell ist. Soll der Unterschied beider Anlagen nur kurz beschrieben werden, so
ist die prazisere Bedienung aufgrund einer Digitalisierung der Bedienungseinheiten zu
nennen und die Mdglichkeit die Einspritzdiise zu temperieren. Dies hat den Vorteil, dass die
eingespritzte Losung nicht schon in der Zuleitung zum Sprihturm erwarmt wird, sondern
tatsachlich erst dann, wenn sie verspriht wird. Ein vorzeitiges Erwarmen ist nachteilig, wenn
das eingesetzte Ldsemittel einen sehr niedrigen Siedepunkt besitzt. So kann es zu einem
frihzeitigen Verdampfen des Ldsemittels kommen, welches die Bildung der Partikel negativ
beeinflusst. Der Blchi B290 ermdglicht auch eine Lésemittelriickgewinnung. So kdnnen
Resourcen geschont werden. Beide Sprihtrocknungsanlagen besitzen eine Zweistoffdise,
die wie folgt aufgebaut ist (Abb. 70):

Zuluft

Probe

Abb. 70  Schematische Darstellung der Zweistoffdiise

Die Probe wird aus dem Zentrum der Diise verspriht. Die Menge der Zuluft (Flow) regelt die
feine Versprihung der Emulsion. Je hoher der Flow, umso feinere Trdpfchen bilden sich
beim Versprihen. So kann durch die Einstellung der Flow-Rate Einfluss auf die
PartikelgréRe genommen werden. Die Inlet Temperatur gibt dabei die Temperatur der
eingespeisten Zuluft an. Die Temperatur, die gemessen wird, wenn die Zuluft nach dem
Trocknungsvorgang das System verlasst, nennt sich Outlet Temperatur. Der Sprihturm des
B290 ist im Vergleich zum B190 gréRer. Dies hat den Vorteil, dass es zu weniger
Luftverwirbelungen kommt und ein Kontakt des Produkts mit dem Sprihturm verhindert oder

vermindert wird. Produktablagerungen im Spriihturm werden so unterbunden.
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In der hier vorliegenden Arbeit werden standardmafiig sehr kleine Sprihraten und niedrige
Temperaturen eingestellt. So kann eine minimale Belastung fur die entstehenden Partikel

wahrend des Sprihvorgangs erreicht werden.

Sprihtrockner:

Firma: Bichi Labortechnik GmbH
Model: B190 und B290
Versuchsparameter:

Sprihrate: 1 -2 ml/min

Inlet Temperatur: 40-45<C

Outlet Temperatur: 25-34<C

Flow: 800 I/h

E.2.3 Partikelcharakterisierung

Die Uber beide Verfahren (Emulsion Evaporation und Sprihtrocknung) hergestellten Partikel
werden sowohl in der Suspension als auch im redispergierten Zustand auf ihre Gré3e und
aullere Beschaffenheit hin untersucht. Auch Gehalt und Oberflache werden teilweise

ermittelt. Dafiir stehen verschiedene Verfahren und Messtechniken zur Verfiigung.

E.2.3.1 Mikroskopie

Die Mikroskopie dient der genaueren Charakterisierung und Beschreibung der Suspension,
der Emulsion, vor und nach Microfluidizer Einsatz, der redispergierten Partikel und der
Kontrolle im Tierversuch, wie viele Partikel sich im Hundehaar wiederfinden. Zwei

Mikroskope kommen hier zum Einsatz:

Mikroskop:

Firma: Keyence

Model: VHX-100, digitales Mikroskop

Firma: Keyence

Model: Biozero, BZ-8100E, digitales Fluoreszenz-

mikroskop

E.2.3.2 Laserdiffraktometrie — Mastersizer

Mit Hilfe der Laserdiffraktometrie werden die Suspensionen und die redispergierten Partikel
weiter charakterisiert und auf Agglomerate hin untersucht.
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Laserdiffraktometer:

Firma: Malvern Instruments Ltd., UK

Modell: Mastersizer 2000

Messprinzip: Fraunhofer Beugung

Lichtquellen: Rote Lichtquelle: Helium-Neon-Laser, 633 nm

Blaue Lichtquelle: Festkorperlichtquelle,
450 nm

E.2.3.3 Rasterelektronenmikroskop - REM

Die Rasterelektronenmikroskopie dient der genaueren Betrachtung der Partikel, vor allem
deren Oberflache. Hierzu werden die Partikel im Hochvakuum mit Gold bedampft, damit ihre
Oberflache elektrisch leitende Eigenschaften erhalt. Mit einem Elektronenstrahl wird die
Probe abgerastert. Der Detektor registriert sowohl Rickstreu- als auch Sekundarelektronen.
Uber den Winkel mit dem die Elektronen die Probe verlassen und den Detektor erreichen,

wird die topographische Struktur der Probe visualisiert.

REM:
Firma: Fei
Modell: Quanta 400
Elektronenkanonenkammer: Wolfram-Haarnadelelektrode
Spannung: 500-30.000 V

E.2.3.4 DSC

Die Glasubergangstemperatur dient der weiteren Charakterisierung der erhaltenen Partikel.
Hierzu werden ~ 3-5 mg Partikelprobe in einem 40 pl Standardaluminiumtiegel eingewogen.
Gemessen wird in einem offenen Tiegel. Dazu wird der Deckel des Tiegels vor dem
VerschlieRen mit der beiliegenden Nadel durchstochen. Probe und Referenz werden mit der
gleichen Heizrate aufgeheizt. Verandert sich die Probe durch Glaslbergange, Schmelzen
oder Verdampfen, so kommt es zu einem Warmeverbrauch oder Warme wird frei. Diese
endo- und exothermen Vorgange sorgen fir eine Temperaturdifferenz zwischen Probe und
Referenz. Der Temperaturunterschied ist proportional zum Warmestrom. Gegen das
Temperatur-Zeit-Programm wird dieser in der Einheit Watt graphisch dargestellt. Durch
Extrapolation der Basislinie konnen Onset und Endset Temperatur erhalten werden. Die

zweite Aufheizkurve wird zur Bestimmung der T, herangezogen. Aus dem arithmetischen
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Mittel von Onset- (Tonser) UNd Endset- (Tengset) T€EMperatur kann die Glastibergangstemperatur
ermittelt werden (GlI. 16). [26]

T, = Torss ;Te”d*‘ (Gl. 16)
DSC:
Firma: Mettler Toledo GmbH
Modell: DSC 822°
Software: StAR® System Version 6.0
Probentiegel: Standardaluminiumtiegel; 40 pl;

Deckel gelocht

Referenztiegel: Leerer Standardaluminiumtiegel; 40 pl;

Deckel gelocht

Temperaturprogramm: 20 bis 200 <, Aufheizen - Abkihlen -
Aufheizen

Heizrate: 10 C/min

E.2.3.5 Oberflachenbestimmung

Die Bestimmung der Oberflache geschieht Gber die Adsorption von Gasmolekilen an die
Festkorperoberflache. Die spezifische Oberflache wird aus dem Quotienten von Oberflache
und Masse des Festkorpers errechnet. Die Adsorption von Gasen an die Oberflache wird
durch die Adsorptionsisotherme charakterisiert. Sie stellt die Abhangigkeit der adsorbierten
Gasmenge vom Gasdruck dar. Es werden zwei Bindungsarten des Adsorbats an eine
Oberflache unterschieden. Die Physisorption beschreibt eine reversible Bindung von
Gasmolekillen an eine Oberflache, die durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen gebildet
wird. Bei der Chemisorption werden die Gasmolekile durch eine chemische Reaktion
irreversibel an der Oberflache gebunden. [2] Die adsorbierte Gasmenge ist bei der
Chemisorption vergleichbar einfach zu bestimmen, da das Adsorbat nicht abdiffundieren
kann und sich durch diese Art der Bindung nur eine monomolekulare Schicht aufbaut. Bei
der Physisorption stehen freie und adsorbierte Gasmenge in einem dynamischen
Gleichgewicht.

Bei der Physisorption werden Adsorptions- und Desorptionsvorgange durch die
Adsorptionsisotherme beschrieben. Adsorption und Desorption befinden sich im
Gleichgewicht. Die Adsorptionsgeschwindigkeit ist dabei proportional zum Gasdruck und zur

Zahl der freien Bindungsstellen auf der Oberflache. Die Desorptionsgeschwindigkeit ist
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proportional zur Zahl der adsorbierten Molekile. Im Gleichgewichtszustand andert sich der
Bedeckungsgrad nicht mehr. Aus diesen Zusammenhangen wird die Langmuir-Isotherme
(Gl. 17) erhalten, die dann gilt, wenn die Oberflache einheitlich, lediglich eine Monolage
Gasmolekile auf der Oberflache zu finden ist und keine Wechselwirkungen zwischen den

adsorbierten Molekilen bestehen. [2]

= Kp K= —kAd
1+ Kp m|t kDe (G| 17)
] Bedeckungsgrad = Anzahl der besetzten Adsorptionsstellen /
Anzahl der besetzten Adsorptionsstellen
p Druck

Kag Geschwindigkeitskonstante Adsorption

Kpe Geschwindigkeitskonstante Desorption
Wenn die Adsorption nicht bei einer Monoschicht adsorbierter Molekiile stehenbleibt, wird
eine Multischicht-Adsorptionsisotherme angewendet. Diese Isotherme ist nach ihren
Entwicklern Stephen Brunauer, Paul Emmett und Edward Teller benannt. [18]
Bei der BET-Messung wird Stickstoff an die Oberflache adsorbiert. Die adsorbierte
Gasmenge ist von der Temperatur und vom Gasdruck des verwendeten Gases abhéangig.
Die Arbeitsweise des Messgerates basiert auf einer Tieftemperatur-Stickstoff-Adsorption.
Dazu werden zwei volumengleiche Gefalie eingesetzt, wobei das eine die Probe enthalt und
das andere leer oder mit groRen Glaskugeln (Durchmesser 3-6 mm) gefllt ist. Nach dem
Evakuieren beider GefalRe werden diese in flissigem Stickstoff eingetaucht, bevor sie mit
einer definierten Menge Stickstoff beflllt werden. Durch die Adsorption des Gases an die
Probenoberflache muss das Probengefal? mit mehr Stickstoff befillt werden als das
Referenzgefal, um die Druckdifferenz beider GefalRe auf Null zu halten. Aus der Differenz
der Stickstoffmengen und dem Gleichgewichtsdruck im MessgefaR wird die
Stickstoffisotherme im Bereich von 0,05 bis 0,30 p/p0 ermittelt. Dabei ist p der Druck im
Messgefal? und pO der Druck im Referenzgefald. Aus der Steigung der aus diesem Punkten
gebildeten Regressionsgeraden und der Probeneinwaage wird nun die spezifische
Oberflache berechnet. [15]

Physisorptionsmessgerat:

Firma: Micromeritics GmbH
Modell: Gemini 2360
Messbereich: 0,1-1000 m?%g
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E.2.4 Freisetzung

E.2.4.1 Waschvorgang flr Freisetzung

Fur den Versuch werden die Proben wie folgt aufbereitet:

Die nach Verdampfen des Lodsungsmittels erhaltene Suspension wird in 1,5 ml
Eppendorfgefalle Uberfuhrt, bei 13000 rpm 20 min in der Biofuge zentrifugiert, um den
Uberstand abnehmen zu kénnen. 1 ml Wasser wird hinzupipettiert, der Bodensatz wird
redispergiert, bevor wieder 20 min bei 13000 rpm zentrifugiert wird. Dieser Waschschritt wird
wiederholt, bevor die Partikel in Wasser aufgenommen werden und fir weitere Versuche zur

Verfiigung stehen.

Zentrifuge:

Firma: Hereaus Instruments
Modell: Biofuge 13

Max. Drehzahl: 13000 rpm

E.2.4.2 Versuchsaufbau

Fur die Freisetzung muss der Feststoffgehalt der gewaschenen, konzentrierten
Partikelsuspensionen bestimmt werden. Auf der Grundlage dieser Bestimmung wird eine
sinnvolle Menge in das Kunststoffgefald fur die Freisetzung Uberfiihrt (~ 250 ul). Dazu wird
das Freisetzungsmedium (Ethanol / Wasser bzw. Methanol / Wasser) hinzugegeben, sodass
ein Gesamtvolumen von 5 ml erhalten wird. Die Probengefal3e werden dicht verschlossen in
waagerechter Position in die Schuittelmaschine eingespannt und bei Raumtemperatur
geschuttelt. Die Probenziehung erfolgt nach folgenden Zeitpunkten: 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96
und 168 h. Zu diesen Zeiten werden die entsprechenden Proben mit Hilfe eines PET-
Spritzenvorsatzfilters (Chromafil® PET-20/25, Fa. Macherey-Nagel) in ein HPLC-Vial filtriert
und kénnen nun analytisch ausgewertet werden.

Um auszuschlieBen, dass Wirkstoff an der Filtermembran adsorbiert wird und so das
analytische Ergebnis verfalscht, wird ein HPLC-Standard einmal mit dem Filter filtriert und
einmal unfiltriert vermessen. Findet keine Adsorption statt, so missen beide Proben den
gleichen Wirkstoffgehalt aufweisen. Dies kann nachgewiesen und so ein verfalschender

Einfluss des Filters auf das Freisetzungsergebnis ausgeschlossen werden.
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Freisetzungsgefai:

Firma: Fisher Scientific

Gefal3: Zentrifugenréhrchen, Polystyrol, rund, steril, Art.
Nr. 9477425, (Charge: 096272)

Volumen: 10 ml

Schittelmaschine:

Firma: Lab-Line Instruments

Modell: Multi Wrist® Shaker

Modellnr.: 3589-1

Einstellung: Stufe 7, waagerechte Probenanordnung

E.2.4.3 HPLC-Analyse

Fur die HPLC-Analyse liegen die Proben in verschiedenen Ldsungsmitteln vor. Bei einem
Freisetzungsversuch in Ethanol / Wasser oder Methanol / Wasser und bei einer
Gehaltsbestimmung in Acetonitril oder Tetrahydrofuran. Die Proben werden durch einen
Spritzenaufsatzfilter (Chromafil® PET-20/25, Fa. Macherey-Nagel) in das HPLC-Vial

gespritzt, um Polymerreste zu entfernen. Folgende Analysenparameter werden eingestellt:

HPLC:

Firma: Agilent Technologies, Inc

Modell: Agilent 1100 Series

Methode:

Saule: LiChroCart 125-4; RP-18 (5 um); Lot. L750917
Temperatur: 32

FlieRmittel: Isokratisch; ACN / H,O ; 80/ 20

Detektor: DAD (Dioden Array Detektor); 268 nm

Fluss: 1 ml/min

Laufzeit: 12 min, Flumethrinpeak bei ~ 7,9 min

E.2.5 Zecken — Filter — Versuch

Die Filterpapiere werden so vorbereitet, dass sie in die dafir vorgesehenen Petrischalen
passen. AulRerdem werden mit Bleistift die Positionen der Glasringe markiert. Eine ca.
25 %ige (m/m) L6sung von Lanolin in Dichlormethan hilft, das Fett gleichméafig zu verteilen.

Es wird soviel Losung auf das Filterpapier aufgetragen, bis dieses vollstandig benetzt ist. Ein
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Uberschuss an Lanolin sollte vermieden werden, da dieses durch seine weiche Konsistenz
die Zecken in ihrer Mobilitat beeinflussen kann. Nach Verdampfen des Dichlormethans, was
bei Raumtemperatur geschieht, kann durch ein Wiegen vor und nach dem Auftrag der
Lanolinldsung die genaue Menge Lanolin ermittelt werden, die sich auf dem Filterpapier
befindet. In die Mitte des Filters wird nun die Formulierung aufgetragen. Sauberes Arbeiten
ist hier wichtig, um eine Kontamination des restlichen Filterpapiers mit Flumethrin zu
vermeiden. Die Petrischale dient der Aufbewahrung und der Vermeidung von
Verschmutzung des Filters. Die talcumierten Glasringe werden nur zu Versuchszeiten auf
den Filter gesetzt. Die Zecken werden nun in die Zwischenraume der Glasringe gegeben.
Dabei befinden sich im innersten Ring funf, in allen anderen zehn Zecken. Die Auswertung
erfolgt nach 24 h und 48 h. Dafur werden die Filter auf eine Warmeplatte gesetzt. Dies muss
mit Vorsicht geschehen, um die Zecken nicht zu schadigen oder sogar zu téten. Zecken, die
sich vorher in einem Ruhezustand befanden, werden dann wieder agil. Gezahlt werden die
lebenden, toten und durch den Wirkstoff geschadigten Zecken.

Welche Lagerungszeit notwendig ist, um eine Diffusion des Wirkstoffs zu erkennen, und in
welchen Abstanden es sinnvoll ist Zecken aufzutragen, ist abschlielend noch nicht geklart.
In dieser Arbeit wird schlieBlich ein Rhythmus von zwei Wochen eingehalten, um die
Filterpapiere mit Zecken zu bestlicken. In den Zwischenzeiten werden die Filterpapiere in
einem Trockenschrank bei 30 T gelagert. Dies soll der Freisetzung auf dem Hund néher

kommen, da auch im Fell eine erhéhte Temperatur herrscht.

Zecken—Filter-Versuch:

Filterpapier: Rundfilter 589/3; @=150 mm;
Whatman GmbH

Petrischale: 150x20 mm; mit Nocken;
Sarstedt-Nr. 82.1184

Glasringe: @ (innen)= 2; 7,5; 11; 13,5 cm

E.2.6 Tierversuch In vivo

Der Tierversuch wird wie in C.6.1 beschrieben durchgefihrt. Bei den Spot on
Formulierungen wird 1 mg Flumethrin pro Kilogramm Ko&rpergewicht appliziert. Bei einem
Durchschnittsgewicht der Beagle von 11 kg entspricht dies einer Menge von 11 mg
Flumethrin pro Hund. Da in diesem Versuch eine Wirkung von optimalerweise 6 Monaten
erreicht werden soll und die Spot ons eine Wirkung tber lediglich einen Monat zeigen, muss
sechsfach (iberdosiert werden. Dies entspricht 66 mg Flumethrin pro Hund. Uber den
genauen Wirkstoffgehalt der Partikel kann nun die Menge an Partikeln bestimmt werden, die

eben diese 66 mg Wirkstoff beinhaltet. Die so errechnete Partikelmenge wird mit einem
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6,6 %igen Aufschlag (dies entspricht in der fertigen Losung 2 ml) versehen, und, ggf. nach
Kopplung mit dem Antikérper, in 30 ml einer wéssrigen, 0,01 %igen Tween® 20 Lésung
dispergiert. 100 mg Fluoreszenzpartikel, die in genau 2 ml Lésung enthalten sind, werden als
Indikatorpartikel unter die Verumpartikel gemischt. Es werden demnach 32 ml einer
Partikelsuspension erhalten, die 100 mg Fluoreszenzpartikel und 70,4 mg Flumethrin in
Partikeln verkapselt enthalt. So werden 32 ml Partikelsuspension erhalten, obwohl nur 30 ml
appliziert werden sollen. Die zusatzlichen 2 ml dienen der Kompensation der Losung, die aus
technischen Griinden am Ende des Spriihvorgangs in der Spriuhflasche und im Sprihkopf
zuriickbleibt. Der Tween® 20 Zusatz sorgt fiir eine bessere Benetzbarkeit des Fells und soll
ein Abperlen der aufgespruhten L6sung verhindern. Unmittelbar nach der Zusammenstellung
der Spruhlosung wird diese auch appliziert, um mogliche Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Bestandteilen zu vermeiden. Die Hunde werden gleichm&Rig mit der Formulierung

am gesamten Korper besprunht.

Sprihflasche:

Firma: Stolzle-Oberglas GmbH

Modell: Boston Medizinflasche; Braunglas
Grolie: @= 32,5 mm; Hohe = 78,6 mm
Sprihkopf:

Firma: MeadWestvaco Calmar GmbH
Modell: MISTETTE Mark VI™
Spruhvolumen: 0,21 ml pro Sprihstol3
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G Anhang — Optimierte Formulierung Polystyrol

G Anhang

G.1 Optimierte Formulierung Polystyrol

Eine fur das Matrixpolymer Polystyrol optimierte Formulierung wird mit dem Emulsion
Evaporation Verfahren hergestellt. Zur Modifizierung der Oberflachenladung zeigt sich
Styrol-Maleinsdureanhydrid Copolymer 86/14 als am besten geeignet. Eine mdglichst hohe
Beladung mit dem Wirkstoff Flumethrin soll eine lange Wirkdauer gewahrleisten. Die

Zusammensetzung der Formulierung ist Tabelle 47 zu entnehmen.

Tabelle 47 Zusammensetzung der optimierten Polystyr ol Formulierung

Substanz Menge

2,64 g (m/m bezogen auf die organische Phase)

Polystyrol A 5 0
= 0

1,05 g (m/m bezogen auf Polymermasse)
Styrol-Maleinséureanhydrid Copolymer (MSCP14)

A 28%

0,75 g (m/m bezogen auf Feststoffanteil)
Flumethrin

A 17 %
Wasser 160 ml
Dichlormethan 40 ml

Die Herstellung erfolgt analog der Herstellungsvorschrift E.2.1. So werden Partikel mit
folgenden Eckdaten erhalten (als Beispiel dient 7¢c-5_EE) (Tabelle 48).
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Tabelle 48 Eigenschaften der erhaltenen Polystyrolp  artikel

article Size Distribution,

D(10) = 0,618 um
PartikelgroRe: D(50) = 1,110 um
D(90) = 1,921 pm

Volume (%)

10 100 1000 3000

Emulsion: Mit Microfluidizer
Suspension:
Glasuibergangstemperatur: 63,44 C
Wirkstoffgehalt: 19,1 %
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G.2 Optimierte Formulierung PMMA

Auch wenn sich PMMA meist besser im Sprihtrocknungsverfahren verarbeiten lasst, wird

eine optimierte Formulierung nur mit dem Emulsion Evaporation Verfahren erhalten. Fir das

Matrixpolymer PMMA zeigte sich das permanent kationische Eudragit® RS geeignet. Die

Formulierung ist Tabelle 49 zu entnehmen.

Tabelle 49 Zusammensetzung der optimierten PMMA For  mulierung

Substanz

Menge

PMMA

3,70 g (m/m bezogen auf die organische Phase) 2 6,5 %

Eudragit® RS

0,74 g (m/m bezogen auf Polymermasse) £ 17 %

Flumethrin 0,88 g (m/m bezogen auf Feststoffgehalt) £ 17 %
Wasser 160 ml
Dichlormethan 40 ml

Die Herstellung erfolgt analog der Herstellungsvorschrift E.2.1. So werden Partikel mit

folgenden Eckdaten erhalten (als Beispiel dient 12-1-1) Tabelle 50.
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Tabelle 50 Eigenschaften der erhaltenen PMMA Partik el

Volume (%)

\

D(10) = 0,177 um ; ]
PartikelgroRe: D(50) = 0,605 pum : I i
D(90) = 1,030 pm ) I i

; |

: |

b 1

Emulsion: Mit Microfluidizer
Suspension:
Glasubergangstemperatur: 67,50 C
Wirkstoffgehalt: 15,0 %
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