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Oбобщена информация за дисертацията: 

• Дисертацията съдържа 84 страници, 47 фигури и 2 таблици 

• Цитирани са 131 литературни източника 

• Дисертацията е базирана на 2 статии с общо 6 цитата 

• Номерацията на фигурите отговаря на тази в дисертацията.  
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ГЛАВА 1. ВЪВЕДЕНИЕ 

Оралният път е предпочитания метод за приложение на лекарства поради неговата 

простота и удобство за пациентите [1, 2]. Успехът на пероралното приложение зависи от 

сложното взаимодействие между компонентите в стомашно-чревния тракт (СЧТ) и 

физикохимичните характеристики на лекарството. За да се абсорбира лекарствена молекула 

в СЧТ, тя първо трябва да се разтвори или солюбилизира в мицелите на жлъчните соли в 

СЧТ и след това да се транспортира през чревните клетки. Скоростта на разтваряне и 

чревната проницаемост на лекарството се контролират от физикохимичните му 

характеристики, но също така се влияят от взаимодействията му с помощните вещества в 

лекарствената форма и от различните физиологични характеристики по протежение на 

СЧТ. 

Въпреки обширните изследвания и огромния напредък в технологията на 

лекарствените форми, лошата разтворимост във вода остава основен проблем при 

пероралното доставяне на малки лекарствени молекули, тъй като приблизително 40% от 

предлаганите на пазара лекарства и близо 90% от новите химични съединения са 

липофилни и имат лоша разтворимост във вода [3]. В литературата са идентифицирани две 

основни причини за ниската разтворимост във вода. Oт една страна, лекарствата може да са 

твърде липофилни т. нар. „Grease-ball“ съединения, или да имат висока енергия на 

кристалната решетка, която ограничава разтворимостта, са известни като „Brick-dust“ 

съединения [4, 5]. Решаването на тези проблеми изисква рационален избор на технологичен 

подход, който отчита характеристиките на лекарствените молекули, помощните вещества и 

как те взаимодействат помежду си в лекарствената форма. Класическите технологии за 

повишаване на разтворимостта включват образуване на соли, комплексообразуване, 

липидни форми, солюбилизация, аморфизация и др. 

Аморфизацията и солюбилизацията са доказани методи за увеличаване на 

привидната разтворимост и бионаличност на слаборазтворими лекарства. Практическото 

им приложение обаче е ограничено от непълното разбиране на механизмите, чрез които 

свойствата на помощните вещества влияят върху ключови процеси като разтваряне и 

солюбилизация. 

Солюбилизацията на лекарства в СЧТ може да бъде предизвикана както от екзогенни 

молекули (напр. помощни вещества), така и от ендогенни молекули като жлъчни соли и 

фосфолипиди, които естествено присъстват в стомашно-чревните течности. При 

храносмилането на липидите, триглицеридите се разграждат ензимно до моноглицериди 

(МГ) и свободни мастни киселини (МК), които след това образуват смесени мицели с 
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жлъчни соли и фосфолипиди. Този процес може да окаже силно влияние върху привидната 

разтворимост на съединения с ниска разтворимост във вода, тъй като образуваните смесени 

мицели имат значително по-висок солюбилизационен капацитет [6, 7]. 

Подобно вещество с ниска разтворимост е холестеролът, който освен това е 

есенциална молекула, образуваща клетъчни мембрани и служеща като прекурсор в 

биосинтеза на жлъчни соли и хормони [8]. В резултат на това холестеролът е структурно 

подобен на редица стероидни лекарствени съединения като прогестерон, естрон, 

тестостерон и други и е добро моделно съединение за оценка на ефектите на различни 

фактори върху чревната солюбилизация и резорбция [9]. Като всяка липофилна молекула, 

холестеролът е неразтворим във вода, така че за да бъде резорбиран, първо трябва да бъде 

солюбилизиран от смесените мицели в чревните течности. Това означава, че 

солюбилизацията на холестерола е скоростоопределящият етап от резорбцията му, както е 

показано и в серия от изследвания [10, 11, 12]. 

Процесът на солюбилизация и резорбция на холестерола може да бъде повлиян от 

хранителни компоненти като растителни стероли и сапонини [13, 14, 15, 16]. 

Понижаващият холестерола ефект на фитостеролите се дължи главно на структурните им 

сходства с холестерола, което им позволява да се конкурират с молекулите на холестерола 

за солюбилизация и резорбция [17, 18]. Сапонините, от друга страна, действат чрез 

допълващи се механизми; те могат да намалят активността на панкреатичната липаза, като 

по този начин намалят образуването на продукти на липолизата, които действат като 

косърфактанти в мицелите [19], а също така да намалят солюбилизацията на холестерола 

чрез взаимодействия с жлъчните соли или директно утаяване [13, 14]. 

Въпреки че ефектът на сапонините и фитостеролите върху храносмилането на 

липидите е изследван преди това, ефектът на солюбилизацията върху разтварянето на 

стероидни съединения е изследван чрез опростени модели, базирани на разтвори на жлъчни 

соли, без включване на триглицериди, фосфолипиди и ензими. Тъй като е известно, че 

продуктите на липолизата увеличават солюбилизационния капацитет на чревните мицели 

[6, 7], това, че не са включени в предишни изследвания е значителен недостатък на 

литературата. Освен това, потенциалният синергистичен ефект на сапонините и 

фитостеролите не е проучен. Тези ограничения на съществуващата литература са взети под 

внимание при дефинирането на целите на дисертацията, представени в края на увода. 

Друго направление на изследване в дисертацията беше фокусирано върху 

разтварянето и образуването на преситени разтвори на аморфни твърди дисперсии (ASD). 

ASD се състоят от лекарство, диспергирано в полимерен носител, където всички 

компоненти в системата са в аморфно състояние. Въпреки че аморфното състояние е 



 
 

Page 5 of 38 
 

термодинамично нестабилно, включването на лекарството в полимерна матрица може 

значително да забави кристализацията (с години) [20, 21]. 

Основните техники за приготвяне на ASD, които са възприети във фармацевтичната 

индустрия, включват шоково охлаждане на стопилка (чрез екструзия на гореща стопилка) 

и изпаряване на разтворителя (чрез разпръсквателно сушене) [22, 23]. Физическата 

стабилност на ASD зависи от множество фактори, включително температура на 

встъкляване (Tg), относителна влажност, температура на съхранение, смесваемост на 

лекарство и полимер, междумолекулни взаимодействия, както и от самата способност на 

лекарството да се аморфизира [24, 25]. Основните предимства на ASD пред 

конвенционалните лекарствени форми на съединения с ниска разтворимост във вода са по-

доброто омокряне, значително подобрената скорост на разтваряне и най-важното - 

повишената орална бионаличност. 

Данните в литературата показват, че молекулното тегло на полимера може да 

повлияе на свойствата на ASD, тъй като е свързано с множество параметри на системата: 

Tg, вискозитет и молекулна мобилност [26, 27]. Проучвания с поливинилпиролидонови 

(PVP) форми показват, че полимерите с по-високо молекулно тегло са по-добри от 

полимерите с по-ниско молекулно тегло по отношение на стабилизирането на аморфното 

състояние и на преситените разтвори, образувани по време на разтваряне [28, 29]. 

Проучвания с полимери на основата на целулоза, като хидроксипропилцелулоза (HPC), 

обаче разкриват по-сложна картина: за HPC с ниска Mw е доказано, че подобряват 

стабилността на фенофибрат в аморфно състояние [30], докато друго проучване показва, че 

HPC с по-високо молекулно тегло стабилизира по-успешно преситените разтвори на 

целекоксиб [31]. 

Резултатите показват специфичен за лекарството и полимера характер на ефекта на 

молекулното тегло и имат две важни общи последици, подчертавайки пропуски в научната 

литература: (1) валидността на общите механизми на ефектите на молекулното тегло на 

полимерите е поставена под въпрос и (2) влиянието на молекулното тегло на HPC 

полимерите върху стабилността на аморфни форми е неясно. 

Целите на дисертацията са: 

(1) Да се проучи влиянието на фитостеролите и сапонините върху солюбилизацията 

на холестерол по време на липолиза при условия близки до тези в СЧТ и да се разкрият 

основните механизми водещи до наблюдаваните ефекти. 
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(2) Да се изследва влиянието на молекулното тегло на полимера върху разтварянето 

и образуването на преситени разтвори от аморфни форми на глибенкламид, базирани на 

HPC полимери и да се разкрият механизмите на инхибиране на кристализацията. 

Глава 2 изследва влиянието на фитостеролите и сапонините върху солюбилизация 

на холестерол, използвайки in vitro модел на СЧТ. Глава 3 се фокусира върху ASD и ролята 

на молекулното тегло на полимера за стабилността на аморфното състояние и на 

преситените разтвори на глибенкламид в опростен in vitro модел на СЧТ. Основните 

приноси на дисертацията са обобщени в края на текста, заедно с публикуваните статии, 

участия в научни конференции и литература. 
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ГЛАВА 2. ЕФЕКТ НА САПОНИНИТЕ И ФИТОСТЕРОЛИТЕ ЗА 

СОЛЮБИЛИЗАЦИЯТА НА ХОЛЕСТЕРОЛ ПРИ УСЛОВИЯ 

БЛИЗКИ ДО ТЕЗИ В СТОМАШНО-ЧРЕВНИЯ ТРАКТ  

В тази глава от дисертацията е изследвано влиянието на фитостеролите и сапонините 

върху намаляването на солюбилизацията на холестерол в мицелите на жлъчни соли, 

използвайки in vitro модел на СЧТ. Холестеролът беше избран като моделно съединение 

поради централната си роля в липидния метаболизъм, както и структурното му сходство с 

редица молекули, използвани в лекарствената терапия като прогестерон, дексаметазон, 

хидрокортизон и др. 

2.1 Материали 

За изследването използвахме холестерол (≥ 95%) продукт на Sigma, фитостеролите 

бяха предоставени от Unilever и съгласно литературата съдържат три основни компонента: 

ситостерол (43–52%), кампестерол (24–28%) и стигмастерол (14–24%) [32]. Екстрактът от 

сапонини, Quillaja Dry 100 (QD) беше предоставен от Desert King Co., Чили и съдържа 38,3 

тегл.% сапонини [33], както и полифеноли, фенолни киселини и полизахариди. За 

приготвяне на моделната емулсия използвахме слънчогледово олио, закупено от местен 

супермаркет.  

Симулираните стомашни и чревни течности приготвяхме чрез смесване на разтвор 

на електролити (59 mM NaCl, 35 mM  KCl, 3.5 mM CaCl₂) и разтвор на HCl с добавен свински 

пепсин за стомашната фаза, както и натриев хидрогенкарбонат със свински жлъчен екстракт 

и панкреатин за чревната фаза. 

2.2 Методи 

Солюбилизацията на холестерол изследвахме чрез in vitro модел на СЧТ, разработен 

по-рано в нашата изследователска група (Фигура 16) [34]. Емулсия тип масло-във-вода (с 

маслена фаза 60%) съдържаща холестерол или комбинация от холестерол и фитостероли (5, 

10, 15 и 30 mg/mL за холестерол и 5, 10 и 15 mg/mL за фитостероли) беше добавена към 

симулираните стомашни течности. В експериментите, в които е изследван ефектът на QD 

върху липолизата и солюбилизацията на холестерол, QD е предварително разтворен в 

стомашната фаза, за да се получат крайни концентрации от 1 и 3 mM сапонини  в разтвора 

имитиращ течностите в червата. 

Преходът между стомашни и чревни условия беше осъществен чрез добавяне на 

разтвори на натриев хидроген карбонат, жлъчни соли и панкреатични ензими към 
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стомашната фаза. pH на симулираната чревна течност се повишава до 6.0–6.3 след 

въвеждането на бикарбонатния разтвор. Разтворите на жлъчни соли и панкреатин се 

добавят, за да се имитират по-точно условията в дванадесетопръстника. Пробите се бъркат 

на магнитна бъркалка при 37 °C в продължение на 30, 60 или 240 минути. Преди взимане 

на проби за анализ се добавя необратим инхибитор на липазата (Орлистат), за да се прекрати 

процесът на липолиза. 

 

Компонент Концентрация, мМ 

Na+ 137 

K+ 10 

Ca2+ 1 

HCO3
- 66 

Cl- 83 

Жлъчни соли 10 

Сапонини 1 или 3 

Фигура 16. Схема на експерименталния протокол симулиращ СЧТ. 

За определяне на степента на липолиза и концентрацията на липидите във водната 

фаза анализирахме два типа проби: (1) пълната проба, съдържаща водната фаза и всички 

липиди (за определяне на степента на липолиза). (2) водни проби, получени след 

центрофугиране при 37 °C, 4500 rpm за 30 минути (за количествено определяне на 

солюбилизацията). 
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За анализ на съдържанието на триглицериди (TG) и продуктите от липолизата, като 

мастни киселини (FA), моноглицериди (MG) и диглицериди (DG), както и други липиди, 

присъстващи в храносмилателната среда (холестерол и фитостероли), подлагахме пробите 

на екстракция. За целта понижавахме pH на средата до приблизително 2 с помощта на солна 

киселина, след което екстрахирахме липидите с хлороформ. Получените хлороформни 

екстракти дериватизирахме с BSTFA и анализирахме чрез газова хроматография (GC). 

2.3 Експериментални резултати 

2.3.1 Степен на липолиза 

Степента на разграждане на липидите беше определена чрез анализ на съдържанието 

на триглицериди (TG), диглицериди (DG), моноглицериди (MG), мастни киселини (FA) и 

ненаситени мастни киселини (UFA). Степента на липолиза на триглицеридите, α, беше 

изчислена по уравнение (13). 

                                           𝛼 =
𝑇𝐺−𝑇𝐺(𝑡)

𝑇𝐺
                                                   (13)                                                  

Където TG е първоначалната концентрация на триглицериди (в молове), а TG(t) е 

моларната концентрация на нехидролизираните триглицериди, определена чрез газова 

хроматография (GC). Параметърът α представлява относителното количество TG, 

разградени до моно- и диглицериди (MG и DG).  

При всички проби липолизата се увеличава с времето, достигайки 60–75% след 4 

часа. Вижда се, че използването на QD като емулгатор или добавянето му в солевия разтвор 

при концентрация 1 mM, повишава малко степента на липолиза (Фигура 18A) в сравнение с 

емулсиите стабилизирани само с Tween 20. При добавянето на по-висока концентрация от 

3 mM QD към разтвора се наблюдава спадане в степента на липолиза до определената за 

емулсиите стабилизирани с Tween 20 без добавен сапонин. 

Наблюдаваните тенденции, основани на стойностите на α, бяха потвърдени чрез 

измерване на липидните метаболити (Фигура 18B). Анализът на MG, DG и FA показа по-

ясно положителния ефект на ниските концентрации на QD върху липолизата в сравнение с 

анализа на TG съдържанието. Значително по-високи концентрации на продуктите от 

липидното разграждане бяха установени, когато QD се използваше като емулгатор или се 

добавяше в солевия разтвор при 1 mM в сравнение с другите две изследвани системи (в 

отсъствие на добавен сапонин и при добавяне на 3 mM).  
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Фигура 18.  (A) Степен на липолиза на TG, α, за SFO при различните изследвани 

условия като функция от времето (B) Сума от концентрациите на метаболитите 

на TG като функция от времето: Синьо – емулсия, стабилизирана с 1 тегл.% T20; 

Лилаво – емулсия, стабилизирана с 1 тегл.% QD; Зелено – емулсия, стабилизирана с 

1 тегл.% T20 и добавяне на 1 mM QD в солевия разтвор; Червено – емулсия, 

стабилизирана с 1 тегл.% T20 и добавяне на 3 mM QD в солевия разтвор. Празни – 

системи без добавен холестерол и плътни символи – емулсии с 10 mg/mL холестерол 

(спрямо липидната фаза), добавен към SFO. Резултатите са за емулсии без добавени 

фитостероли в липидната фаза. 

2.3.2. Солюбилизация на холестерол 

2.3.2.1 Ефект на фитостерола 

Ефектът на концентрацията на фитостеролите върху солюбилизацията на 

холестерола беше изследван чрез серия от експерименти с различни концентрации на 

холестерол и фитостероли в моделната емулсия. Фигура 19 показва влиянието на 

концентрацията на фитостеролите върху солюбилизацията на холестерол, получено чрез 

използване на моделна емулсия с липидна фаза, съдържаща 5 mg/mL холестерол, и Tween 

20 като емулгатор. Резултатите показаха, че концентрации на фитостероли до 7 mg/mL 

нямат ефект върху солюбилизацията на холестерола. Допълнителното увеличаване на 

концентрацията на фитостеролите до 10–15 mg/mL води до 40% намаление на 

солюбилизацията на холестерол в мицелите на жлъчните киселини. 
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2.3.2.2 Ефект на фитостерола и сапонините 

Проведохме експерименти, при които освен фитостероли и холестерол в липидните 

фази, към водната фаза добавяхме сапонин в концентрации от 1 и 3 mM. Получените 

експериментални данни след 30 минути престой на сместа в чревната фаза показват 

значително намаление на количеството солюбилизиран холестерол в присъствие на 

сапонин в системата, като ефектът е по-силно изразен при по-високата концентрация на 

сапонин. Ако смесите престоят 60 минути, ефектите на добавянето на фитостероли и на 

сапонин върху солюбилизацията на холестерол, намаляват значително.  Солюбилизираният 

холестерол след 30 минути липолиза, намалява от 100% до 50% в присъствие на 3 mM QD, 

ако в липидната фаза има добавени 5 mg/mL фитостероли. При наличието на 15 mg/mL 

фитостероли намалението е от 50% (без сапонин) до 34% в присъствие на 3 mM QD, което 

е и най-ниската определена стойност за солюбилизирания холестерол. Ефектът на 

наличието на фитостероли и сапонини във формулировката намалява значително при по-

дългите времена на липолиза от 60 минути, където най-ниската определена стойност е от 

около 60% и тя не зависи съществено от наличието на сапонин в системата.       

Фигура 19. Процент на солюбилизирания 
холестерол като функция от 
концентрацията на фитостеролите в 
емулсии, стабилизирани с Tween 20. 
Емулсията съдържа 5 mg/mL добавен 
холестерол в липидната фаза. Празни 
символи – време на престой на сместа в 
чревната фаза от 30 min, а плътни символи 
– 60 min. Резултатите са средните 
стойности от (поне) два отделни 
експеримента. За някои експериментални 
точки грешката на измерването е по-малка 
от размера на символа в графиката.  
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Фигура 22. Процент на солюбилизирания холестерол като функция от 

концентрацията на фитостеролите след 30 минути (А) и след 60 минути (B). Синьо 

– емулсии, стабилизирани с Tween 20. Зелено – емулсии, стабилизирани с QD, 1 mM 

QD в солевия разтвор. Червено – емулсии, стабилизирани с QD, 3 mM QD в солевия 

разтвор. Стандартните отклонения могат да бъдат по-малки от символите. 

2.3.2.3 Ефект на отношението между холестерол: фитостерол и 

утаяване на холестерола с фитостерол 

Резултатите, представени на Фигура 22, са изобразени като функция от отношението 

между общото количество фитостероли и холестерол, като надобавеният фитостерол и 

холестерол съдържащ се в слънчогледовото масло и екстракта от свинска жлъчка също е 

отчетен  (Фигура 23). За двете времена на храносмилане се наблюдава рязко понижение в 

концентрацията на холестерола при съотношение 1 за референтната система с Tween 20. 

Когато QD се въведе в солевия разтвор, праговата концентрация се измества към по-ниски 

стойности ≈ 0.75 и 0.20 за съответно 1 mM и 3 mM QD. Общото количество неразтворим 

холестерол в експериментите беше изчислено по формулата: неразтворим холестерол = общ 

холестерол – разтворим холестерол. Количеството неразтворим холестерол е представено 

като функция от процента неразтворим фитостерол (Фигура 24). Наблюдава се добра 

корелация между нарастването на неразтворимия холестерол и увеличаването на 

неразтворимия фитостерол. Резултатите предполагат, че директната преципитация на 

холестерола може да бъде основният механизъм, който определя намаляването на неговата 

солюбилизация. Тази хипотеза ще бъде обсъдена в следваща глава. 
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Фигура 23. Солюбилизиран холестерол като функция от отношението общ 

фитостерол/общ холестерол при време на храносмилане (A) 30 минути и (B) 60 

минути. Синьо – емулсии, стабилизирани с Tween 20, съдържащи 5 mg/mL холестерол 

в маслената фаза. Зелено – в присъствие на 1 mM QD. Червено – в присъствие на 3 

mM QD. Резултатите са средни стойности от (поне) два отделни експеримента. 

Диапазонът на грешките може да бъде по-малък от символите. 

 

Фигура 24. Неразтворим холестерол като функция от неразтворимите 

фитостероли при време на реакция (A) 30 минути и (B) 60 минути. Синьо: емулсии, 

стабилизирани с Tween 20, съдържащи 5 mg/mL холестерол в липидната фаза. 

Зелено: в присъствие на 1 mM QD в солевия разтвор. Червено: в присъствие на 3 mM 

QD в солевия разтвор. Лилаво: емулсия, стабилизирана с QD. 
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2.3.2.4 Ефект на продуктите на липолизата 

Ефектът на продуктите от липолизата, като FA, MG и DG, върху солюбилизацията 

на холестерола беше изследван чрез изобразяване на количеството солюбилизиран 

холестерол като функция от сумата на FA, MG и DG (Фигура 25A).

 

Фигура 25. Солюбилизиран холестерол: (A) като функция от сумата 

[FA+UFA+MG+DG] след липолиза; (B) солюбилизиран холестерол, нормализиран 

спрямо общото количество холестерол, като функция от сумата 

[FA+UFA+MG+DG] след липолиза на SFO емулсии. Червено – без добавен холестерол 

в липидната фаза. Синьо – 5 mg/mL холестерол в липидната фаза. Зелено – 10 mg/mL 

холестерол в липидната фаза. Розово – 15 mg/mL холестерол в липидната фаза. Сиво 

– 30 mg/mL холестерол в липидната фаза. 

Наблюдава се много добра корелация между концентрацията на солюбилизиран 

холестерол и концентрациите на продуктите от липолизата. Това показва, че образуването 

на смесени мицели от жлъчни соли и липидните метаболити има ключово значение за 

солюбилизацията на холестерол. Наклонът на графиките се увеличава с количеството 

холестерол в експеримента, което показва, че максималният капацитет на солюбилизация 

за холестерола не е достигнат. Универсална крива беше получена чрез нормализиране на 

солюбилизирания холестерол спрямо общото количество холестерол във всяка система 

(Фигура 25B). 

2.4 Фактори контролиращи солюбилизацията на холестерол в 

чревните течности 

2.4.1 Ко-солюбилизация от липидни метаболити 

Процесът на солюбилизация на холестерол в разтвори на жлъчни соли е изследван и 

описан в литературата [35–38]. Резултатите показват, че солюбилизацията на холестерола 

се определя от количеството жлъчни соли и продуктите на липидния метаболизъм (FA, MG) 
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в средата. Предишни изследвания в нашата група показаха, че солюбилизацията на 

холестерол по време на храносмилането на липиди зависи силно от профила на мастните 

киселини в използваното масло. Дълговерижни наситени мастни киселини като 

палмитинова и стеаринова не оказват влияние върху солюбилизацията на холестерола, 

докато ненаситените им аналози, като олеинова и линолова киселина, стимулират 

солюбилизацията на холестерола [34, 39]. Резултатите от настоящото изследване са в добро 

съгласие с предишните, като показват, че неразтворимите продукти от липидното 

храносмилане се солюбилизират от смесени мицели. Линейна корелация между 

солюбилизирания холестерол и количеството липидни метаболити се наблюдава дори в 

присъствието на сапонини и фитостероли, което показва, че солюбилизация не се влияе от 

тяхното присъствие. 

2.4.2 Преципитация на холестерол от QD сапонини 

Резултатите от нашия in vitro модел на храносмилане показаха, че ниските 

концентрации на фитостероли не влияят върху солюбилизацията на холестерола, като 

понижение се наблюдава при съотношения от и над 1:1. Невъзможността на фитостеролите 

да намалят солюбилизацията на холестерола при ниски концентрации поставя под 

съмнение механизма на динамично изместване и предполага, че може да настъпва директна 

преципитация на холестерола. 

 Различията между отделните проучвания вероятно се дължат на различни 

експериментални условия. В предишни наши изследвания беше установено, че сапонините 

могат да намалят солюбилизацията на холестерола чрез няколко механизма, включително 

директна преципитация и изместване от мицелите [39]. В настоящото изследване наличието 

на QD заедно с фитостеролите показа синергичен ефект по отношение на намаляването на 

солюбилизацията. Общото съотношение фитостероли/холестерол се измести наляво, 

достигайки 0.2 при добавяне на 3 mM QD в солевия разтвор (Фигура 26). Важно е да се 

отбележи, че екстрактът QD съдържа допълнителни вещества освен сапонини, като 

полифеноли. Полифенолите също могат да взаимодействат с фитостеролите и холестерола, 

допринасяйки допълнително за наблюдаваните ефекти. 
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Фигура 26. Схематично представяне на основните механизми, регулиращи 

разтворимостта на холестерола. Отляво надясно: (1) начална смес от маслени 

капки с разтворен холестерол и фитостероли и мицели от жлъчни соли; (2) кратко 

време на липолиза (30 минути) – QD и фитостеролите образуват неразтворими 

комплекси с холестерола; (3) дълго време на липолиза (60 минути) – храносмилането 

на липидите води до образуване на смесени хранителни мицели, които подпомагат 

солюбилизацията на холестерола. 

2.4.3 Кинетика на липолиза и солюбилизация на холестерол 

Експериментите с моделни емулсии, съдържащи фитостероли и холестерол, 

показаха, че добавянето на QD и фитостероли намалява солюбилизацията на холестерола 

при кратки времена на липолиза, но не успява да го направи при по-дълги времена. Това 

характерно поведение може да се обясни по следния начин. Когато емулсията се добави към 

средата на храносмилане, ензимите започват да разграждат маслото до неговите 

метаболити, докато холестеролът и фитостеролите се освобождават от липидната фаза. При 

30 минути, когато продуктите на липолизата все още са в относително ниски концентрации, 

фитостеролите и QD успяват да преципитират холестерола. При по-дълги времена на 

храносмилане степента на разграждане на липидите е значително по-голяма, което води до 

по-големи количества продукти на липолизата и освободен холестерол. В резултат на това 

се образуват повече мицели и ефектът на фитостеролите и QD се потиска, като 

количеството солюбилизиран холестерол се увеличава. 

2.5 Основни резултати и заключения 

В настоящото изследване е изследван ефектът на добавянето на сапонини във 

водната фаза и на фитостероли в маслената фаза върху солюбилизацията на холестерол в 
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мицели на жлъчни соли в in vitro модел при условия близки до тези в стомашно-чревния 

тракт. Получените експериментални резултати показват, че: 

(1) Процентът солюбилизиран холестерол нараства линейно от концентрацията на 

ненаситените мастни киселини, моноглицериди и диглицериди, получени в хода 

на липолизата на триглицеридните капки от слънчогледово масло.  

(2) При кратките времена на престой на капките при условията на чревните 

течности, когато степента на липолиза е по-ниска, процентът на солюбилизиран 

холестерол в мицелите на жлъчни киселини намалява съществено, когато 

отношението на общото количество фитостерол към холестерола достигне 

съотношение по-голяма или равно на 1. 

(3) Добавянето на сапонини във водната фаза допълнително намалява процентът на 

солюбилизиран холестерол в мицелите на жлъчни соли при кратки времена от 30 

минути на липолиза, като най-ниското процентно съдържание на 

солюбилизирания холестерол се достига при наличие на фитостероли в 

липидната фаза и сапонини във водната фаза.  

Тези резултати показват, че солюбилизацията на холестерола се определя от 

сложното взаимодействие между неговата преципитация от различни съединения и 

неговата ко-солюбилизация в смесените мицели на жлъчни киселини и реакционни 

продукти на триглицеридната липолиза. 

 

ГЛАВА 3. РАЗТВАРЯНЕ НА ГЛИБЕНКЛАМИД В ИН-ВИТРО 

МОДЕЛ ИМИТИРАЩ СТОМАШНО-ЧРЕВНИЯ ТРАКТ 

Тази глава е посветена на аморфните твърди дисперсии (ASD) и изследва връзката 

между молекулната маса на HPC полимерите и способността на полимера да стабилизира 

преситени разтвори на лекарства, както и да инхибира прехода от аморфно към кристално 

състояние в твърдата фаза. При изследване на способността на полимерите да 

възпрепятстват кристализацията и да поддържат преситени разтвори, повечето автори се 

фокусират върху ролята на химичната структура и специфичните лекарствено-полимерни 

взаимодействия, като водородни връзки и ван дер Ваалсови сили [40, 41].  

Значително по-малко е известно за влиянието на характеристиките на полимера, като 

молекулна маса. За да се придобие по-задълбочено разбиране за ефекта от молекулната маса 
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на HPC, изследвахме неговото въздействие върху стабилността на преситените разтвори на 

аморфен глибенкламид (Glb) чрез серия от моделни експерименти и in vitro модел на СЧТ. 

3.1. Материали 

Глибенкламидът (Glb), който използвахме като моделно лекарство е продукт на 

заедно с набор от HPC полимери предоставени от NISSO с различна молекулна маса: HPC-

SSL (40 kDa), L (140 kDa) и M (700 kDa). Разтворите за разпръсквателно сушене, бяха 

приготвени с помощта на смес от метанол и дихлорметан. Солна киселина и солеви разтвор 

(NaCl, KCl, CaCl₂) бяха използвани за приготвяне на стомашната среда за разтваряне. 

Бикарбонатен буфер и свински жлъчен екстракт бяха използвани за имитиране на чревните 

течности. За избрани експерименти беше използван биорелевантен прах 3F (натриев 

таурохолат и лецитин) за приготвяне на чревна течност, наподобяваща състава на чревните 

течности след хранене (FeSSIF, 10 mM таурохолат, 2.5 mM лецитин). 

3.2. Meтоди  

Аморфните формулировки на Glb и HPC приготвяхме чрез разпръсквателно сушене. 

Разтворът на лекарството и полимера приготвяхме в смес от дихлорметан и метанол (80:20 

v/v) при съотношение лекарство:полимер 1:3 и обща концентрация на разтворените 

вещества 5% (w/v). След това изсушавахме разтвора в разпръсквателна сушилня Buchi mini-

spray drier B-290. 

Структурният анализ на праховете получени чрез разпръсквателно сушене (SDP) е 

проведен чрез комбинация от методи, включително микроскопия в поляризирана светлина 

(PLM), широкоъгълна рентгенова дифракция (WAXS), диференциална сканираща 

калориметрия (DSC) и твърдофазна ЯМР спектроскопия. 

Свойствата на разтваряне на SDPs бяха изследвани чрез in vitro модел на СЧТ, 

използващ бикарбонатен буфер и свински жлъчен екстракт [34]. Концентрациите на Glb в 

средата за разтваряне бяха определени чрез HPLC анализ. 

3.3. Експериментални резултати 

3.3.1. Структурен анализ на прахове получени след разпръсквателно 

сушене 

Пробите, получени след разпръсквателно сушене от: (1) SD-G – чист аморфен 

глибенкламид, (2) Aморфен глибенкламид с HPC полимерите SSL и L в съотношение 1:3, 
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бяха характеризирани чрез PLM, DSC и WAXS. Аморфни твърди дисперсии с по-високо 

молекулни полимери не бяха приготвени поради високия вискозитет на техните разтвори. 

 Кристалният Glb показа добре оформени кристали с добре видими цветове при 

наблюдение в поляризирана светлина (Фигура 27). Праховете получени чрез 

разпръсквателно сушене изглеждат с аморфна структура без наличие на цветове в тях. 

                    

                      

Фигура 27. Снимки на праховете получени чрез разпръсквателно сушене в 

поляризирана светлина. 

Бяха проведени WAXS анализи на референтното кристално вещество, 

аморфизираните системи  (Фигура 29A), както и на физични смеси от кристалното вещество 

и HPC полимери (Фигура 29B). Референтното кристално съединение показа характерни 

дифракционни пикове, които са видими и във физичните смеси на кристалния 

глибенкламид и изследваните полимери. Пиковете в дифрактограмата съответстват на 

полиморф тип I на Glb [41].  WAXS измерването на праховете получени чрез 

разпръсквателно сушене, не показаха подобни пикове, допълнително потвърждавайки 

аморфната структура на материалите.  

Измерванията с DSC показаха, че кристалното вещество има температура на топене 

175 °C (Фигура 30A), което отново съответства на полиморф тип I на глибенкламид [41, 42]. 

При праховете получени чрез разпръсквателно сушене не се наблюдаваха пикове на топене. 

SD-G (no polymer)  Crystalline Glb 

(SD-G-L) (SD-G-SSL) 
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Малки екзотермични пикове, вероятно съответстващи на температурата на встъкляване, Тg, 

бяха регистрирани при SD-G (Tg = 70 °C) и Glb + HPC SSL (Tg = 50 °C), но не и при Glb + 

HPC L. Проведени бяха и измервания с DSC на физични смеси между лекарството и 

полимерите. Температурата на топене на кристалното лекарство беше ясно отчетена 

(Фигура 31), но леко изместена към по-ниски стойности, вероятно поради 

пластифициращия ефект на полимерите.   

                                  

(A)                                                                         (B) 

Фигура 29. WAXS анализ на изследваните материали: кристален Glb (черен), SD-G-L 

(зелен), SD-G-SSL (син) и SD-G (червен). 

 

(А)                                                                         (B)                                                                                                       

Фигура 30. DSC термограми на SDP след съхранение за (A) 1 ден или (B) четири 

месеца при T = 22 °C в ексикатор: SD-G (розов), SD-G-L (син) и SD-G-SSL (червен). 

Термограмата на кристалния Glb (черен) е показана с цел сравнение.  
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Фигура 31. Термограми на физични смеси кристален Glb и полимер: Glb (черен), Glb 

+ HPC SSL (червен), Glb + HPC L (син). 

3.3.2. Профили на разтваряне в разтвори, имитиращи състава на 

чревните течности 

Експериментите за определяне разтворимостта на глибенкламида от получените 

прахове на аморфен глибенкламид и референтния кристален глибенкламид  бяха проведени 

по два различни подхода. В първия набор от експерименти, диспергирахме лекарството 

директно в разтвор имащ състав близък до чревните течности ˗ сценарий, описващ какво би 

се случило, ако SDP се приеме под формата на гастро-резистентна капсула. Във втория 

набор от експерименти, въвеждахме SDP в стомашната фаза, след което променяхме 

условията, така че да съответстват на условията на чревните течности, имитирайки 

стандартна лекарствена форма с немодифицирано освобождаване.  

Първият набор от експерименти, при който въвеждахме SDP директно в чревните 

течности, е представен на (Фигура 34). Всички изследвани системи показаха повишена 

разтворимост в сравнение с референтното кристално съединение, като концентрациите се 

увеличиха от приблизително 1 µg/mL за референтното кристално лекарство до 100 и 300 

µg/mL за SDP. Идентични профили на разтваряне бяха наблюдавани при двете аморфни 

проби, съдържащи HPC, при които концентрациите на Glb достигнаха около 100 µg/mL през 

първите 5 минути и постепенно се повишиха до приблизително 300 µg/mL след 120 минути. 

Чистото аморфно лекарство показа по-ниски концентрации, достигайки едва около 160 

µg/mL след 120 минути. Същият експеримент беше проведен и с физични смеси от 

кристален Glb и HPC полимери (Фигура 35). 
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Фигура 34. Профил на разтваряне на аморфни форми на Glb, въведени (A) директно 

в чревната фаза (B) в стомашната фаза, след което е преминато към чревни условия. 

SD-G-SSL – червени кръгове, SD-G-L – сини квадратчета, SD-G – розови звезди, 

кристален Glb – кафяви ромбове. Представените резултати са средни стойности 

от най-малко три независими проби (n ≥ 3). Диапазонът на грешките може да е по-

малък от символите. 

За да се провери как преминаването от стомашни към чревни условия влияе върху 

свойствата на SDP, са проведени експерименти, при които лекарството първо се добавя в 

стомашната фаза, а след 30 минути се преминава към чревни условия (Фигура 34B). 

Концентрациите на Glb са измервани само по време на чревната фаза, тъй като 

разтворимостта на лекарството в стомашната среда е под границата на откриване на 

аналитичния метод.  

При излагане на стомашни течности SDP, съдържащ само Glb, показа слабо 

разтваряне, като след 120 минути концентрацията достига едва около 10 µg/mL, в сравнение 

със 160 µg/mL, когато лекарството се въвежда директно в чревната среда. SDP, съдържащ 

HPC SSL, показа най-добри резултати в експеримента, с концентрации до приблизително 

200 µg/mL след 120 минути, следван от формата с HPC-L, при която концентрацията на Glb 

достига 160 µg/mL след 120 минути. 



 
 

Page 23 of 38 
 

                    

Фигура 35. Профил на разтваряне на физични смеси от кристален Glb и HPC 

полимери. Чист кристален Glb (черен), HPC SSL (червен), HPC L (син). Резултатите 

са осреднени от две независими проби. 

Тъй като ЯМР измерванията не показаха взаимодействия между лекарството и 

полимера, е резонно да се изследва дали повишената разтворимост на лекарството се дължи 

единствено на аморфното му състояние и наличието на полимер в средата за разтваряне, 

или е повлияно и от специфични твърдофазни характеристики на системата лекарство–

полимер. Проведохме експерименти със SD-G-SSL и физична смес от SD-G и HPC SSL. 

Резултатите не показаха разлика в поведението на разтваряне между SD-G-SSL и физичната 

смес от SD-G и HPC SSL (Фигура 36). Тези резултати са в добро съответствие с данните от 

ЯМР анализа и позволяват провеждането на допълнителни серии експерименти с полимери 

с по-висока молекулна маса, които ще бъдат предварително разтворени в средата за 

разтваряне. 

                    

Фигура 36. Профили на разтваряне на аморфен Glb, въведен в първо в стомашната 

фаза. Чист разпръсквателно изсушен Glb (черни триъгълници), физична смес от SD-

G и HPC SSL (сини квадратчета), SD-G-SSL (червени кръгове). 
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3.3.3.  Моделни експерименти  

3.3.3.1.  Стомашни условия: Ефект на полимера върху прехода от аморфна 

към кристална структура 

 Проведена бе серия експерименти с цел да се изследва влиянието на стомашна среда 

върху поведението на разтваряне на SD-G. В тези експерименти като моделно лекарство е 

използван чист аморфен Glb без добавени полимери. SD-G се добавя към водни разтвори 

на HPC полимери в стомашна или чревна среда при концентрации 6 mg/mL за стомашната 

фаза и 3 mg/mL за чревните условия. В края на експериментите е извършен структурен 

анализ на неразтвореното вещество (DSC, WAXS), за да се оцени ефектът на полимера 

върху структурните характеристики на SD-G. Концентрацията на лекарството е 

проследявана чрез HPLC измервания както в стомашната, така и в чревната фаза (Фигура 

37).  

               

Фигура 37. Профил на разтваряне на аморфен Glb, въведен в стомашна среда с 

предварително разтворен HPC SSL (червени кръгове), HPC L (сини квадратчета), 

HPC M (зелени триъгълници) и при липса на предварително разтворен полимер 

(розови звезди). Резултатите са осреднени от три независими експеримента. 

При чревни условия измерените концентрации на Glb достигат приблизително 160 

µg/mL в присъствие на HPC SSL, следвани от HPC L (около 100 µg/mL Glb) и HPC M (около 

60 µg/mL). Системата без полимер показва само леко повишение на концентрацията на Glb, 

което предполага, че в пробата е настъпила кристализация. За потвърждение на тази 

хипотеза, бяха проведени DSC и WAXS анализи на неразтворенето вещество в края на 

експеримента (Фигура 38). При липса на полимер в средата за разтваряне, в термограмата 

на SD-G се вижда ендотермичен пик при T = 153 °C, което демонстрира преход от аморфно 
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към кристално състояние, най-вероятно под формата на полиморф тип III [93]. В присъствие 

на HPC M се наблюдава екзотермичен пик на кристализация при T = 130 °C, последван от 

ендотермичен пик на топене при T = 172 °C (характерен за първоначалния кристален 

полиморф на Glb). При пробите с HPC SSL и HPC L не се наблюдават пикове на топене или 

кристализация.  

WAXS измерванията (Фигура 38B) на пробата без полимер показаха множество 

Дифракционни пикове в ниския q диапазон (между 0.6 и 1.6 Å⁻¹), което показва преход от 

аморфно към кристално състояние. При наличието на полимери, се появяват само две групи 

слаби пикове при 0.8 Å⁻¹ и 1.3 Å⁻¹. Пиковете са най-изразени при HPC M, следван от HPC L 

и HPC SSL. Това предполага, че по време на 30-минутната стомашна фаза в пробите е 

настъпила частична кристализация. Моделът на пиковете за SD-G в отсъствие на полимер 

обаче се различава от този на референтното кристално съединение, съответстващо на 

полиморф тип I на Glb индикирайки кристализация в различен полиморф. 

 

Фигура 38. (A) DSC измервания на неразтворения материал, събран след 30 минути 

стомашни условия: SD-G (черна линия), физична смес от Glb + HPC SSL (червена 

линия), физична смес от Glb + HPC L (синя линия), физична смес от Glb + HPC M 

(зелена линия). (B) WAXS данни oт неразтворения материал, събран след 30 минути 

стомашни условия в присъствие на предварително разтворен HPC M (розова линия), 

HPC L (зелена линия), HPC SSL (синя линия) или без предварително разтворен полимер 

(черна линия). За сравнение са показани и WAXS данните на кристален Glb (червена 

линия). 

Получените резултати показват, че ако аморфният Glb се въведе в стомашна среда без 

разтворен полимер, лекарството кристализира в рамките на 30 минути, докато при наличие 

на HPC полимери процесът на кристализация може да бъде потиснат.  
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В отделна серия експерименти са проведени микроскопски наблюдения в 

поляризирана светлина, за да се визуализират промените в морфологията на SD-G в 

присъствие и отсъствие на полимери (Фигура 39). След престой от 30 минути в стомашната 

фаза, частиците SD-G са събрани и изследвани, като кристализацията е оценявана по 

появата на двойно лъчепречупване. Материалът, въведен в чиста стомашна среда, образува 

големи агрегати с изразено двойно лъчепречупване, което отново потвърждава 

кристализацията на лекарството. Външният вид на лекарството изложено на среда, 

съдържаща полимер, бе съществено различен. Наблюдава се значително по-слабо 

агрегиране, най-изразено при пробите с HPC M и HPC L и най-слабо при HPC SSL. Във 

всички случаи пробите се състоят основно от индивидуални частици SD-G, суспендирани в 

стомашната среда. Част от частиците показват признаци на двойно лъчепречупване, което 

е най-изразено при HPC M и HPC L и най-слабо при HPC SSL. Тези резултати отново 

показват, че HPC SSL успява в по-голяма степен да инхибира кристализацията на материала 

в сравнение с HPC L и HPC M с по-висока молекулна маса. 

                              

Фигура 39. PLM изображения на неразтворен SD-G след 30 минути в (A) 

стомашна фаза, (B) стомашна фаза с 6 mg/mL HPC SSL, (C) стомашна фаза с 6 

mg/mL HPC L, (D) стомашна фаза с 6 mg/mL HPC M. 

За да разберем по-добре механизма на кристализация на частиците SD-G по време 

на стомашната фаза, са проведени експерименти с цел да се установи как и кога настъпва 
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кристализация при контакт на частиците със симулираната стомашна среда. Промените в 

морфологията на частиците са представени като функция на времето (Фигура 40). 

Експеримента показа настъпване на кристализация след 1 минута контакт. Анализът на 

прехода от аморфно към кристално състояние при агрегатираните частици показва, че 

кристализацията започва от частиците по външните ръбове на агрегата и след това се 

разпространява към централните му части.  

          

Фигура 40. PLM аморфни частици Glb в стомашна среда като функция на 

времето (без полимер). 

3.3.3.2 Чревни условия: Ефект на жлъчните соли и полимерите върху 

прехода от аморфна към кристална структура  

Получените резултати до момента показват, че излагането на стомашна среда 

предизвиква кристализация на SD-G, когато в средата липсват полимери. В този контекст 

представлява интерес да се оцени как чревните среди биха повлияли на свойствата на SD-

G, ако лекарството се въведе директно в тях, имитирайки приложение чрез гастро-

резистентна капсула. Проведена е серия експерименти, при които SD-G се добавя към 

симулирана чревна среда в присъствие и отсъствие на жлъчен екстракт и HPC SSL 

(ползвани са концентрации на полимера 3 mg/mL, съответстващи на тези от експериментите 

за разтваряне). По време на експериментите pH на буфера се променя от 6.5 до 7 поради 

отделяне на CO₂. Неразтвореният твърд материал в края на експеримента е изолиран и 

подложен на DSC анализ.  

Когато SD-G се въвежда в чист бикарбонатен буфер без полимер или жлъчен 

екстракт, в течната фаза се измерват едва около 2–3 µg/mL Glb (Фигура 41A). Това се дължи 
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на настъпила кристализация, потвърдена от DSC анализа, който показва ендотермичен пик 

на топене при T = 172 °C. Подобрена разтворимост се наблюдава при наличие на жлъчен 

екстракт и HPC SSL. Комбинацията от жлъчен екстракт и HPC SSL показва най-високи 

концентрации на Glb – до около 300 µg/mL, следвана от системите, съдържащи само жлъчен 

екстракт и само HPC SSL.  

Структурния анализ не показва признаци на кристализация при системите, 

съдържащи жлъчен екстракт и HPC (Фигура 41B). Термограмите на пробата, съдържаща 

само жлъчен екстракт, показват ендотермичен пик на топене при T = 164 °C. Изместването 

на температурата на топене вероятно се дължи на пластифициращия ефект на жлъчните 

соли. При пробата с HPC SSL се наблюдава широк и нисък пик на топене при 150 °C, като 

това изместване може да се дължи на пластифициращия ефект на полимера или на 

формиране на полиморф тип III на Glb. 

       

Фигура 41. (A) Концентрации на Glb в различни среди като функция на 

времето, получени след добавяне на SD-G в свински жлъчен екстракт в присъствие 

на 3 mg/mL HPC SSL (синьо), свински жлъчен екстракт (червено), чиста среда с 

предварително разтворен 3 mg/mL HPC SSL (зелено) или чиста буферна среда без 

добавки (черно). (B) DSC анализ на неразтворения материал. SD-G е добавен в 

свински жлъчен екстракт в присъствие на 3 mg/mL HPC SSL (синьо), свински жлъчен 

екстракт (червено), чиста среда с предварително разтворен 3 mg/mL HPC SSL 

(зелено) или чиста буферна среда без добавки (черно). 

3.4 Дискусия                      

3.4.1. Ефект на молекулната маса на полимера върху стабилността на 

аморфните форми при разтваряне       

Резултатите от нашето изследване показаха, че всички HPC полимери могат 

потенциално да инхибират кристализацията на аморфен глибенкламид, но полимерът с най-



 
 

Page 29 of 38 
 

ниска молекулна маса демонстрира най-добра ефективност, като водните концентрации на 

Glb се увеличават в следния ред: SSL > L > M (Фигура 37). Експериментите с физични смеси 

от SD-G и HPC SSL ясно показаха, че високите концентрации на Glb, получени по време на 

разтварянето, не се дължат на междумолекулни взаимодействия между лекарството и 

полимера в твърдо състояние (потвърдено чрез серия от 13C твърдофазни ЯМР 

измервания). 

3.4.1.1 Разтваряне и преход от аморфна към кристална структура 

Моделните експерименти показаха, че водните концентрации на Glb се определят от 

кинетиката на два конкуриращи се процеса– разтваряне и кристализация. Фактори като 

наличието на жлъчни соли, фосфолипиди, полимери, както и молекулната маса на 

полимера, могат да повлияят на кинетиката на тези процеси. HPC полимерите могат да 

инхибират кристализацията на лекарството както в стомашната, така и в чревната фаза, 

както се вижда от DSC и WAXS анализа на неразтворените твърди остатъци. Способността 

на полимерите да възпрепятстват прехода от аморфно към кристално състояние на 

суспендираните аморфни частици зависи от тяхното молекулна маса, като наблюдаваната 

тенденция е: [SSL, 40 kDa] > [L, 140 kDa] > [M, 700 kDa].  

Йонизацията на лекарството при повишаване на pH се оказа основна движеща сила 

за процеса на разтваряне. Концентрациите на Glb в стомашната фаза (pH = 1.3) са под 

границата на откриване, дори когато веществото е в аморфно състояние. При повишаване 

на pH до 6.5–7 част от лекарството се йонизира, което улеснява неговата разтворимост до 

измерими концентрации. При pH 9.5 процесът на разтваряне е още по-бърз поради по-

високата степен на йонизация. Получените резултати показват, че йонизацията на 

лекарството оказва съществено влияние върху разтварянето на аморфните твърди 

дисперсии (ASD) [45, 46, 47]. 

Следователно основната движеща сила за разтварянето на Glb е йонизацията на 

лекарството при промяна на pH, докато HPC полимерите предотвратяват кристализацията 

на лекарството по време на стомашната и чревната фаза, но не увеличават директно 

неговата разтворимост. Полимерите с по-ниска молекулна маса успяват да задържат по-

голяма част от лекарството в аморфна форма, което води до по-високи водни концентрации. 
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3.4.1.2 Механизъм на стабилизиране на аморфната структура от HPC 

полимерите 

По време на кристализацията на аморфните частици беше отбелязано, че началният 

преход към кристално състояние започва от частиците, разположени по периферията на 

агрегатите. Поради това е логично да се приеме, че процесът се задейства от контакта между 

частиците и средата на разтваряне. Кристализацията протича чрез повърхностно 

зародишообразуване, както е илюстрирано на (Фигура 45). Визуалните наблюдения 

показаха, че кристализацията настъпва по-често в по-малки частици– индикация за 

зависимост от съотношението повърхност/обем, което допълнително подкрепя вече 

предложения механизъм на повърхностно зародишообразуване [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]. 

Различните резултати, получени при полимери с различна молекула маса, могат да 

се обяснят чрез скоростта на адсорбция и свойствата на образувания адсорбционен слой. 

По-малките полимерни вериги се адсорбират по-бързо върху повърхността на лекарството 

поради по-високия им дифузионен коефициент. Като се има предвид времевата рамка на 

прехода от аморфно към кристално състояние, скоростта на адсорбция вероятно е критичен 

фактор за инхибирането на кристализацията. След като се адсорбират върху повърхността, 

молекулите на полимера ограничават движението на глибенкламидните молекули по 

повърхността на кристала, като по този начин намаляват вероятността за образуване на 

зародиш. По-късите вериги, могат също така да осигурят по-добро покритие на частицата, 

което допълнително подпомага инхибирането на кристализацията. Наскоро е докладвана 

по-висока повърхностна активност и поведение, подобно на повърхностноактивни 

вещества, при HPC с по-ниско молекулна маса, което подкрепя тази хипотеза [55]. 

 

Фигура 45. Схематична илюстрация на повърхностно индуцираната кристализация 

на аморфни твърди вещества на Glb (лява страна) и инхибиращия ефект на 

адсорбирания HPC полимер (дясна страна). 
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3.4. Заключения  

Проучването демонстрира влиянието на молекулната маса на HPC върху 

поведението при разтваряне на аморфен глибенкламид при условия, близки до тези в СЧТ. 

HPC полимерите предотвратяват повърхностната кристализация чрез инхибиране на 

повърхностно-индуцирания преход от аморфно в кристално състояние. Връзката между 

молекулната маса на полимера и неговата способност да поддържа високи водни 

концентрации на глибенкламид, както и да инхибира кристализацията на лекарството, 

показва, че HPC с ниска молекулна маса превъзхожда по-дългите полимерни вериги, поради 

по-бързата му адсорбция на междуфазовата граница. Установено е, че концентрациите  на 

глибенкламид в разтвора зависят от взаимодействието между процесите на кристализация 

и разтваряне, както и от други фактори като солюбилизация, pH и омокряне. 

 

ОСНОВНИ ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИЯТА  

Оригинални приноси с научно-теоретичен характер 

(1) Предложен е механизъм, който обяснява влиянието на фитостеролите и 

сапонините върху солюбилизацията на холестерол в мицели, образувани от жлъчни соли и 

продукти на триглицеридна липолиза на слънчогледово масло. Установеното значително 

намаление на концентрацията на солюбилизиран холестерол при кратките времена на 

липолиза на триглицериди, е обяснено с утаяването на фитостеролите, сапонините и 

холестерола. Установеното нарастване на солюбилизирания холестерол при дълги времена 

на липолиза, е обяснено с получаването продукти на липолизата, които заедно с жлъчните 

соли образуват смесени мицели с увеличен солюбилизационен капацитет, препятстващи 

утаяването на холестерола и фитостеролите. 

(2) Установен е механизмът, по който наличието на полимерни молекули от 

хидроксипропил целулоза в праховете съдържащи аморфен глибенкламид препятстват 

неговата кристализация в условия близки до тези в храносмилателния тракт. Показано е, че 

кристализацията на аморфния глибенкламид в отсъствие на полимерни молекули се 

осъществява посредством повърхностно зародишообразуване, докато наличието на 

полимерни молекули препятстват този процес. Установената по-висока ефективност на 

полимерните молекули с по-ниска молекулна маса, е обяснена с по-бързата им адсорбция 

на повърхността на аморфните частици от глибенкламид.   
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Приноси с научно-приложен характер 

(1) Изказана е хипотеза, че приемането на храни богати на сапонини и 

фитостероли може да намали солюбилизацията на лекарствени вещества, структурно 

сходни с холестерола (като дексаметазон, хидрокортизон, прогестерон и др.), което да 

намали тяхната орална бионаличност и да повлияе на терапевтичния им ефект. 

(2) Разработена е технология за получаване на аморфен глибенкламид на базата 

на хидроксипропилцелулозни полимери чрез разпръсквателно сушене, която увеличава 

неговата разтворимост в разтвори, имитиращи състава на чревните течности, предпазва от 

неговата кристализация в разтвори и осигурява стабилност на аморфното състояние при 

съхранение от 4 месеца. Разработената прахова смес може да бъде използвана за 

приготвянето на твърди лекарствени форми. 

 

ПУБЛИКАЦИИ ПО ДИСЕРТАЦИЯТА: 

1. Petkov, V., Vinarov, Z., Tcholakova, S. Mechanisms of dissolution and crystallization of 

amorphous glibenclamide. International Journal of Pharmaceutics, 2024, 666, 124820. 

IF=5.2; 3 цитата, без автоцитати, точки = 20 

 

2. Tsibranska-Gyoreva, S., Petkov, V., Katev, V., Krastev, D., Vinarov, Z., Tcholakova. 

Cholesterol solubilization: Interplay between phytosterols, saponins and lipid digestion 

products. S. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2023, 662, 

131052. IF=5.4; 3 цитата, без автоцитати, точки = 10 

 

Общо 6 цитата (без автоцитати) в SCOPUS 

Общо= 30 според Показател G 

Минимални точки= 30 според Показател G 

* Съгласно Таблици 1 и 2 от Област 7. Здравеопазване и спорт в Приложението към член 

1а, алинея 1 от Правилник за прилагане на Закона за развитието на академичния 

състав в Република България. 

Други публикации, които не са включени в дисертацията: 

3. Petkov, V., Tsibranska, S., Manoylov, I., Kechidzhieva, L., Ilieva, K., Bradyanova, S., 

Ralchev, N., Mihaylova, N., Denkov, N., Tchorbanov, A., Tcholakova, S. ISCOM-type 

matrix from beta-escin and glycyrrhizin saponins. Heliyon, 2025, 11, e41935, 
IF = 3.6; 1 citation, self-citations removed 

  



 
 

Page 33 of 38 
 

Участия в научни форуми 

1. XXI National Conference on Chemistry for Students and Doctoral Students, 17-

19.05.2023, Sofia, Bulgaria, Презентация: Investigation of the solubility of amorphous solid 

dispersions of glibenclamide in an in vitro gastrointestinal tract model. 

Vladimir Petkov, Sonya Tsibranska, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

2. XX National Conference on Chemistry for Students and Doctoral Students, 18-

20.05.2022, Sofia, Bulgaria, Презентация: Preparation of amorphous solid dispersions of 

glibenclamide and dissolution in biorelevant media, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka 

Tcholakova 

3. XIX National Conference on Chemistry for Students and Doctoral Students, 04-

06.06.2021, Sofia, Bulgaria, Презентация: Stabilization of supersaturated solutions of 

glibenclamide using cellulose polymers and bile acids, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, 

Slavka Tcholakova 

4. EXTREME Workshop “Colloid and interface research & innovations”, Sts. Constantine 

and Helena, Bulgaria, 18-21.07.2021, Презентация: Dissolution kinetics of glibenclamide 

solid amorphous dispersions in biorelevant media, Vladimir Petkov, Sonya Tsibranska, Zahari 

Vinarov, Slavka Tcholakova 

5. EXTREME Workshop “Colloid and interface research & innovations”, Sts. Constantine 

and Helena, Bulgaria, 11-14.07.2022, Презентация: Dissolution kinetics of glibenclamide 

solid amorphous dispersions in biorelevant media, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka 

Tcholakova 

6. 9th international BBBB Conference, 16-17.09.2022, Ljubljana, Slovenia 

Постер: Dissolution kinetics of glibenclamide solid amorphous dispersions in biorelevant 

media, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

7. 4th European Conference on Pharmaceutics, 20-21.03.2023, Marseille, France 

Презентация: Role of polymer type and bile salts for sustained supersaturation of 

glibenclamide solid amorphous dispersions in biorelevant media, Vladimir Petkov, Zahari 

Vinarov, Slavka Tcholakova 

8. VIII Congress of Pharmacy with International Participation, 27-30.04.2023, Borovets, 

Bulgaria, Презентация: Stabilization of supersaturated solutions of glibenclamide using 

cellulose polymers and bile salts, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

9. NNP “Healthy Foods,” jointly with NPP “Intelligent Plant Growing,” 28-29.11.2023, 

Hisarya, Bulgaria, Постер: Cholesterol solubilization: Interplay between phytosterols, 

saponins and lipid digestion products, Sonya Tsibranska-Gyoreva, Vladimir Petkov, Vladimir 

Katev, Delyan Krastev, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

10. III National Student Conference on Pharmaceutical and Chemical Sciences, 05-

06.10.2022, Sofia, Bulgaria, Постер: Dissolution kinetics of glibenclamide solid amorphous 

dispersions in biorelevant media, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

11. Satellite Scientific Symposium "Medicinal and Aromatic Plants for Innovative Bioactive 

Products" (SSS MAPBIO), 10.11.23, Sofia, Bulgaria, Презентация: Crystallization 



 
 

Page 34 of 38 
 

inhibition mechanism of supersaturated glibenclamide solutions in biorelevant media. 

Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

12.   CRS 2024 Annual Meeting and Expo in Bologna, July 8-12, 2024, Постер: Effect of HPC 

molecular weight on stability and supersaturation of glibenclamide formulations in 

biorelevant media, Vladimir Donkov Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

13.  XXII National Conference on Chemistry for Students and Doctoral Students, 17-

19.05.2023, Sofia, Bulgaria, Презентация: Stabilizing glibenclamide supersaturated 

solutions with HPC polymers, Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka Tcholakova 

14.  Formula XII, Sofia Bulgaria, 16-18.06.2025, Постер: Mechanism of dissolution and 

crystallization of amorphous glibenclamide Vladimir Petkov, Zahari Vinarov, Slavka 

Tcholakova 

 

 

Цитирана литература 

1.  Williams S (2023) Formulation Considerations in Oral Medications. Biochem Pharmacol (Los 

Angel). 12:338, DOI: 10.35248/2167-0501.23.12.338 

2. Johnson, P., & Swindell, R. (1999). Drug delivery: Oral route. In E. Mathiowitz (Ed.), 

Encyclopedia of controlled drug delivery (Vol. 1, pp. 743-767). Wiley 

3. Bing Xie, Yaping Liu, Xiaotong Li, Pei Yang, Wei He, Solubilization techniques used for 

poorly water-soluble drugs. https://doi.org/10.1016/j.apsb.2024.08.027 

4. Carola M. Wassvik; Molecular Characteristics for Solid-State Limited Solubility; Journal of 

Medicinal Chemistry, 2008, Vol. 51, No. 10 

5. Christel A. S. Bergstrom; Poorly Soluble Marketed Drugs Display Solvation Limited 

Solubility; Journal of Medicinal Chemistry, 2007, Vol. 50, No. 23 5859 

6 .  Wiedmann, T. S., Liang, W., & Kamel, L. (2002). Solubilization of drugs by physiological 

mixtures of bile salts. Pharmaceutical Research, 19(8), 1203–1208. 

https://doi.org/10.1023/A:1019858428449 

7. Riethorst et al. Characterization of Human Duodenal Fluids in Fasted and Fed State 

Conditions; Pharmaceutics, Drug Delivery and Pharmaceutical Technology; DOI 

10.1002/jps.24603 

8. Grundy, Ahrens, and Davign. The interaction of cholesterol absorption and cholesterol 

synthesis in man; JOURNAL OF LIPID RESEARCH VOLUME 10, 1969 

9. David E Cohen. Balancing Cholesterol Synthesis and Absorption in the Gastrointestinal Tract; 

J Clin Lipidol. 2008 Apr;2(2):S1–S3. doi: 10.1016/j.jacl.2008.01.004 

10. L A Woollett, Y Wang, D. D Buckley, L Yao, S Chin, N Granholm, P J H Jones, K D R 

Setchell, P Tso, J E Heubi; Micellar solubilisation of cholesterol is essential for absorption in 

humans; Gut 2006 Feb;55(2):197–204. doi: 10.1136/gut.2005.069906 

https://doi.org/10.1016/j.apsb.2024.08.027


 
 

Page 35 of 38 
 

11. H Westergaard, J M Dietschy; The mechanism whereby bile acid micelles increase the rate of 

fatty acid and cholesterol uptake into the intestinal mucosal cell; DOI: 10.1172/JCI108465 

12. Wilfred J Simmonds, Alan F Hofmann, Emanuel Theodor; Absorption of Cholesterol from a 

Micellar Solution: Intestinal Perfusion Studies in Man; J Clin Invest. 1967 May;46(5):874–

890. doi: 10.1172/JCI105587 

13. BY G. S. SIDHU AND D. G. OAKENFULL; A mechanism for the hypocholesterolaemic 

activity of saponins; British Journal of Nutrition (1986), 55, 643-649 

14. D. G. OAKENFULL, DOROTHY E. FENWICK AND R. L. HOOD; Effects of saponins on 

bile acids and plasma lipids in the rat; Br. J. Nutr. (1979), e, 209 

15. S.M. Mel’nikov et al. Effect of phytosterols and phytostanols on the solubilization of 

cholesterol by dietary mixed micelles: an in vitro study/ Chemistry and Physics of Lipids 127 

(2004) 121–11. 

16. Elliot D. Jesch, Timothy P. Carr; Sitosterol reduces micellar cholesterol solubility in model 

bile; https://doi.org/10.1016/j.nutres.2006.08.006 

17. F.M. Coreta-Gomes, W.L. Vaz, E. Wasielewski, C.F. Geraldes, M.J. Moreno, Quantification 

of cholesterol solubilized in dietary micelles: dependence on human bile salt variability and 

the presence of dietary food ingredients, Langmuir 32 (2016) 4564–4574. 

18. Carlos Eduardo Cabral, Márcia Regina Simas Torres Klein; Phytosterols in the Treatment of 

Hypercholesterolemia and Prevention of Cardiovascular Diseases; Arq. Bras. Cardiol. 

109Nov 2017 • https://doi.org/10.5935/abc.20170158 

19. Bao Jun Xu TM, Li Kun Han, Yi Nan Zheng, Jeong Hyun Lee, and Chang Keun Sung; In 

Vitro Inhibitory Effect of Triterpenoidal Saponins from Platycodi Radix on Pancreatic Lipase; 

Arch Pharm Res Vol 28, No 2, 180-185, 2005 

20. Sonal V. Bhujbala, Biplob Mitrab, Uday Jainc, Yuchuan Gongb, Anjali Agrawalb, Shyam 

Karkib, Lynne S. Taylora, Sumit Kumarb, Qi (Tony) Zhoua; Pharmaceutical amorphous solid 

dispersion: A review of manufacturing strategies; https://doi.org/10.1016/j.apsb.2021.05.01 

21. Keisuke Uedaa, Dana E. Mosesonb, Lynne S. Taylorc, Amorphous solubility advantage: 

Theoretical considerations, experimental methods, and contemporary relevance; Journal of 

Pharmaceutical Sciences 114 (2025) 18−39 

22. T. Vasconcelos et al. Amorphous solid dispersions: Rational selection of a manufacturing 

process; Advanced Drug Delivery Reviews 100 (2016) 85–101 

23. Siyuan Huang and Robert O. Williams; Effects of the Preparation Process on the Properties 

of Amorphous Solid Dispersions; DOI: 10.1208/s12249-017-0861-7 

24. Jared A. Baird, Lynne S. Taylor; Evaluation of amorphous solid dispersion properties using 

thermal analysis techniques; Advanced Drug Delivery Reviews 64 (2012) 396–421; doi: 

10.1016/j.addr.2011.07.009 



 
 

Page 36 of 38 
 

25. Browers, Brewster, and Augustinjns; Supersaturating Drug Delivery Systems: The Answer to 

Solubility-Limited Oral Bioavailability?; JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES, 

VOL. 98, NO. 8, AUGUST 2009 

26. Sarat Mohapatra, Subarna Samanta, Khushboo Kothari, Pinal Mistry, and Raj 

Suryanarayanan, Effect of Polymer Molecular Weight on the Crystallization Behavior of 

Indomethacin Amorphous Solid Dispersions, DOI: 10.1021/acs.cgd.7b00096 

27. V.N. Novikov and E.A. Rössler; Correlation between glass transition temperature and 

molecular mass in non-polymeric and polymer glass formers; V.N. Novikov, E.A. Rössler / 

Polymer 54 (2013) 6987e6991 

28. Kestur, U.S., et al., 2010. Effects of the molecular weight and concentration of polymer 

additives, and temperature on the melt crystallization kinetics of a small drug molecule. Cryst. 

Growth. Des. 10 (8), 3585–3595. 

29. Knopp, M.M., et al., 2015. Influence of polymer molecular weight on drug-polymer solubility: 

A comparison between experimentally determined solubility in PVP and prediction derived 

from solubility in monomer. J. Pharm. Sci 104 (9), 2905–2912. 

30. Luebbert, C., Stoyanov, E., Sadowski, G., 2021. Phase behavior of ASDs based on 

hydroxypropyl cellulose. Int. J. Pharm. X 3, 100070. 

31. Niederquell, A., Stoyanov, E., Kuentz, M., 2022. Hydroxypropyl cellulose for drug 

precipitation inhibition: from the potential of molecular interactions to performance 

considering microrheology. Mol. Pharm 19 (2), 690–703. 

32. R. Cantrill, Phytosterols, phytostanols and their esters – chemical and technical assessment, 

in: Proceedings of the 69th JECFA – Chemical and Technical Assessment (CTA) (Ed.), FAO, 

2008. 

33. F.A.O. Quillaja. Quillaja Extracts Type 1 and 2: Chemical and Technical Assessment, Food 

and Agriculture Organization, 2005 

34. Vinarov, Z., et al., 2012. In vitro study of triglyceride lipolysis and phase distribution of the 

reaction products and cholesterol: effects of calcium and bicarbonate. Food. Funct. 3 (11), 

1206–1220. 

35. M.C. Carey, D.M. Small, The physical chemistry of cholesterol solubility in bile. Relationship 

to gallstone formation and dissolution in man, J. Clin. Investig. 61 (1978) 998–1026. 

36. M.C. Carey, J.C. Montet, M.C. Phillips, M.J. Armstrong, N.A. Mazer, Thermodynamic and 

molecular basis for dissimilar cholesterol-solubilizing capacities by micellar solutions of bile 

salts: cases of sodium chenodeoxycholate and sodium ursodeoxycholate and their glycine and 

taurine conjugates, Biochemistry 20 (1981) 3637–3648. 

37. W.J. Simmonds, A.F. Hofmann, E. Theodor, Absorption of cholesterol from a micellar 

solution: intestinal perfusion studies in man, J. Clin. Investig. 46 (1967) 874–890. 



 
 

Page 37 of 38 
 

38. J.C. Montet, M.O. Reynier, A.M. Montet, A. Gerolami, Distinct effects of three bile salts on 

cholesterol solubilization by oleate-monoolein-bile salt micelles, Biochim. Biophys. Acta 575 

(1979) 289–294 

39. L. Vinarova, Z. Vinarov, S. Tcholakova, N. D. Denkov, S. Stoyanov, A. Lips; The mechanism 

of lowering cholesterol absorption by calcium studied by using an in vitro digestion mode; 

Food Funct. 2016, 7, 151-163; DOI: 10.1039/c5fo00856e 

40. Wu, J., Mooter, G.V.D., 2023. The influence of hydrogen bonding between different 

crystallization tendency drugs and PVPVA on the stability of amorphous solid dispersions. 

Int. J. Pharm 646, 123440. 

41. Shan, X., et al., 2021. Mutual effects of hydrogen bonding and polymer hydrophobicity on 

ibuprofen crystal inhibition in solid dispersions with poly(N-vinyl pyrrolidone) and poly(2-

oxazolines). Pharmaceutics 13 (5). 

42. Suleiman, M.S., Najib, N.M., 1989. Isolation and physicochemical characterization of solid 

forms of glibenclamide. Int. J. Pharm. 50 (2), 103–109. 

43. Sanz, D., et al., 2012. The structure of glibenclamide in the solid state. Magnetic. Resonance. 

Chem. 50 (3), 246–255. 

44. Panagopoulou-Kaplani, A., Malamataris, S., 2000. Preparation and characterisation of a new 

insoluble polymorphic form of glibenclamide. Int. J. Pharm. 195 (1), 239–246. 

45. Nguyen, H.T., Van Duong, T., Taylor, L.S., 2023. Impact of gastric pH variations on the 

release of amorphous solid dispersion formulations containing a weakly basic drug and enteric 

polymers. Mol. Pharm 20 (3), 1681–1695. 

46. Chiang, C.W., et al., 2023. Effect of buffer pH and concentration on the dissolution rates of 

sodium indomethacin-copovidone and indomethacin-copovidone amorphous solid 

dispersions. Mol. Pharm 20 (12), 6451–6462. 

47. Almotairy, A., et al., 2021. Effect of pH Modifiers on the solubility, dissolution rate, and 

stability of telmisartan solid dispersions produced by hot-melt extrusion technology. J. Drug. 

Deliv. Sci. Technol 65. 

48. Dyett, B., et al., 2018. Crystallization of femtoliter surface droplet arrays revealed by 

synchrotron small-angle X-ray scattering. Langmuir 34 (32), 9470–9476. 

49. Jung, S., et al., 2012. Mechanism of supercooled droplet freezing on surfaces. Nat. Commun 

3, 615. 

50. Li, K., et al., 2012. Investigating the effects of solid surfaces on ice nucleation. Langmuir 28 

(29), 10749–10754. 

51. Seddon, A.M., et al., 2016. Control of Nanomaterial Self-Assembly in Ultrasonically 

Levitated Droplets. J. Phys. Chem. Lett 7 (7), 1341–1345. 

52. Denkov, N., Tcholakova, S., Cholakova, D., 2019. Surface phase transitions in foams and 

emulsions. Curr. Opin. Colloid. Interface. Sci. 44, 32–47. 



 
 

Page 38 of 38 
 

53. Cholakova, D., Denkov, N., 2023. Polymorphic phase transitions in triglycerides and their 

mixtures studied by SAXS/WAXS techniques: In bulk and in emulsions. Adv. Colloid. 

Interface. Sci., 103071 

54. Cholakova, D., et al., 2023. Structure of rotator phases formed in C13–C21 alkanes and their 

mixtures. in bulk and in emulsion drops. Cryst. Growth. Des. 24 (1), 362–377. 

55. Niederquell, A., Stoyanov, E., Kuentz, M., 2022. Hydroxypropyl cellulose for drug 

precipitation inhibition: from the potential of molecular interactions to performance 

considering microrheology. Mol. Pharm 19 (2), 690–703. 


