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POVZETEK

Nanovlakna (NV) so vrsta nanomateriala, ki jih v zadnjih letih intenzivno razvijajo za
uporabo na razli¢nih podro¢jih, med drugim tudi kot dostavni sistem zdravilnih u¢inkovin
in v tkivnem inzenirstvu. Metoda izbora za izdelavo NV je elektrostatsko sukanje, pri
katerem se polimerna nit vleCe v elektricnem polju. Gre za dostopno in visoko
prilagodljivo metodo, ki omogoca izdelavo vlaken nanometrskih premerov iz $tevilnih vrst
polimerov v enem koraku in katerih lastnosti lahko prilagajamo s spreminjanjem procesnih

spremenljivk.

Nas cilj je bil razviti metodo za in vitro spros¢anje iz NV. V ta namen smo izbrali polivinil
alkohol (PVA) kot nosilni polimer in natrijev ibuprofenat (NalBU) kot modelno
ucinkovino. Slednjo smo vgradili v PVA vlakna pri razli¢nih delezih glede na maso suhih
vlaken: 1, 5, 10 in 20%. V literaturi smo poiskali okvirne procesne parametre, ki smo jih
optimirali za vodne raztopine z 8% PVA in izbranimi delezi NalBU. Z uporabo vrsti¢nega
elektronskega mikroskopa smo potrdili nastanek NV pri ibranih procesnih nastavitvah, s

katerimi smo nato izdelali serije vzorcev NV za spros€anje.

Koli¢ino spros¢enega NalBU smo  kvantificirali z UV-VIS spektrofotometrom. Pri
naértovanju metode smo Zzeleli doseci visoko stopnjo ponovljivosti, kar smo poskusili
dose¢i z odstranitvijo PVA pred kvantifikacijo. Tega smo oborili z acetonitrilom in
odstranili z centrifugiranjem. To je mo¢no znizal ob¢utljivost analizne metode. Zato smo
zmanjsali volumen medija za spros$¢anje in povecali koli¢ino NV v testiranih vzorcih, ki
smo jih navili na inertne steklene nosilce. S popolnim sproscanjem iz preostanka

neraztopljenih NV smo dolo¢ili u¢inkovitost vgradnje.

Kljub razlikam v morfologiji NV, je bila oblika krivulj enaka za NV z razlicnimi
vsebnostmi NalBU. Razlike so se pojavile pri uc¢inkovitosti vgrajevanja in delezu zaostale
ucinkovine. Odstopanja rezultatov so bile posledica razlik v produktivnosti, naklju¢nih
napak ter neenakomernost premerov vlaken zaradi vozlov in vpliva nenadzorovane zracne
vlaznosti. Za razvito metodo za in vitro spros¢anje sSmo pokazali sposobnost pridobivanja

ponovljivih rezultatov ter razlikovanja med formulacijskimi spremenjljivkami.

Kljuéne besede: nanovlakna, elektrostatsko sukanje, PVA, natrijev ibuprofenat,

acetonitril, in vitro spros¢anje, SEM



ABSTRACT

Nanofibers (NF) are a type of nanomaterial which has been under intense development in
recent years for use in diverse fields, among them in drug delivery and tissue engineering.
The method of choice for manufacturing NF is electrospinning where a polymer fibre is
drawn in an electric field. The technique is afordable and highly versatile while enabling
the creation of fibres on a nano scale from various types of polymers in a single step, the

properties of which can be tailored by adjusting processing parameters.

Our goal was to develop a method for in vitro release from nanofibers. For this purpose we
selected polyvinyl alcohol as the carrier polymer and sodium ibuprofenate (NalBU) as the
model drug. The latter was incorporated into PVA fibres at different percentages as related
to the mass of dry fibres: 1, 5, 10 and 20%. Initial processing parameters were selected
based on literature data which we then optimized for water solutions of 8% PVA and
selected NalBU concentrations. Using scanning electron microscopy we confirmed the
creation of nanofibers at selected processing parameters which we then used to create

several series of NF release samples.

UV-VIS spectrophotometry was used to quantify NalBU. Our aim in designing this
method was to achieve a high degree of repeatability which we tried to achieve by
removing PVA prior to quantification. The polymer was precipitated using acetonitrile and
removed by centrifugation. This led to a substantial decrease in the analytical sensitivity.
Because of this, the volume of release medium was reduced while the amount of NF used
in release samples was increased. These were wrapped onto inert glass carriers. Complete
release from the remainder of undisovled NF enabled us to determine efficiency of drug

incorporation.

Despite differences in morphology, the shape of release curves was the same for NF with
different quantities of NalBU. Differences emerged at efficiency of drug incorporation and
percentage of retained drug. Variation of results was due to differences in productivity,
random error as well as uneven fibre diameter due to beads and the impact of uncontrolled
relative humidity. We were thus able to show the ability of our method to produce

reproducible release data but also to distinguishing between formulation variables.

Keywords: nanofibers, electrospinning, PVA, sodium ibuprofenate, acetonitrile, in vitro
release, SEM



1 UVvOD

1.1 DEFINICIJA OSNOVNIH POJMOV

Elektrohidrodinamsko oz. elektrostatsko sukanje (ES) (ang. electrospinning) je metoda za
izdelavo vlaken nanometrskih premerov (50 nm do 1000 nm) in poljubne dozine, ki temelji

na vlecenju prevodnega materiala v elektrostatskem polju (1,2).

1.2 ZGODOVINA

Elektrostatsko sukana nanovlakna (NV) so v splosni uporabi zadnjih trideset let, predvsem
za izdelavo visokozmogljivih filtrov (3), medtem ko so jih v nekdanji Sovjetski Zvezi
priceli izdelovati ze leta 1938 in so v tem geografskem obmocju $e danes poznana kot
Petryanovi filtri (4). Kot napreden nanomaterial so elektrostatsko sukana NV priceli
obravnavati v sredini devetdesetih let prejSnjega stoletja, ko sta Reneker in Yarin s skupino
objavila serijo raziskovalnih ¢lankov, v katerih sta kot prva opisala moznost izdelave
nanovlaken z ES iz ve¢ razli¢nih vrst polimerov ter hkrati predlagala prve teoreti¢ne
razlage mehanizma procesa. S tem sta postavila temelje za podro¢je nanoznanosti, ki je v
zadnjih dveh desetletjih pozelo izjemno zanimanje raziskovalcev (1,5,6). Danes se z ES
ukvarja preko 200 razli¢nih univerz in raziskovalnih institutov (7). Gre namre¢ za relativno
enostavno, cenovno dostopno ter izjemno prilagodljivo metodo, ki omogoca izdelavo
neprekinjenih nanovlaken v enem koraku (8). Teoreti¢no je v isti napravi mogoc¢e sukati
vlakna submikronskih dimnezij iz ve¢ kot sto razli¢nih tekoc¢ih polimernih disperzij,
kolikor jih je raziskovalcem do sedaj uspelo izdelati (6,7). Znotraj doloCenega obmocja
lahko morfologijo NV enostavno spreminjamo zgolj s prilagajanjem procesnih parametrov
(1,2,6). ES omogoca vkljucitev majhnih, kot tudi kompleksnih bioloskih molekul v ogrodja
iz NV in celo inkapsuliranje intaktnih celic, kjer blagi procesni pogoji ne povzrocajo
denaturiranja oz. odmrtja (9). Ideje o uporabnosti ES na novih podro¢jih porajajo nove
moznosti za izdelavo kompozitnih polimernih ogrodij ter kemijske ali fizikalne
modifikacije (8,10).



NV izdelana z ES premorejo izjemno razmerje med povrsino in volumnom, zaradi ¢esar
predstavljajo velik tehnoloski potencial za uporabo na raznolikih podro¢jih: filtri, senzorji,
katalizatorji, zaScCitna oblacila, fotovoltaika, elektronika, hramba in proizvodnja energije
itd. Danes se v biomedicini intenzivni raziskovalni napori posvecajo izdelavi ogrodij za
tkivno inzenirstvo, naprednih oblog za rane ter farmacevtskih oblik s prirejenim

spros¢anjem zdravilnih u¢inkovin (2,11,12,13,14,15).

1.3 PROCES ELEKTROSTATSKEGA SUKANJA

V najenostavnejsi izvedbi ES obsega plasticno brizgo, ki je napolnjena s prevodno
raztopino polimera in na katero je pritrjena igla doloCenega premera. Nasproti igli je
postavljeno ozemljeno plos¢ato zbiralo (slika 1). Crpalka skozi iglo enakomerno potiska
raztopino in na Kkonici ustvari kapljico. Z generatorjem visoke napetosti se med iglo in
zbiralom vzpostavi visok elektri¢ni potencial, zaradi ¢esar naboji v raztopini teZijo proti
najve¢jemu nasprotnemu polu, tj. proti ozemljenemu zbiralu. Elektrostatska sila
preoblikuje kapljico v znacilen stoZec z zaobljenim vrhom, t.i. Taylorjev stozec. Temu
nasprotuje povrsinska napetost raztopine, ki tezi k zmanjSanju povrSine kapljice in
vzdrzuje njeno okroglo obliko. Zaradi majhne povrsine je gostota naboja na kapljici velika
in sorazmerno s tem elektrostatska sila. To omogoca, da pri sobnih pogojih in z jakostjo
nekaj kV stece proces ES. Ko z nadaljnim vecanjem potencialne razlike elektrostatska sila
izenadi in preseze povrSinsko napetost, iz vrha stozca proti zbiralu pospeseno izide tanek

curek raztopine (slika 2) (5,9,10,16).
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Slika 1: diagram osnovne postavitve naprave za elektrostatsko sukanje (17)

Elektrostatska sila iz kapljice vlece curek, Ki se pri tem razteguje in tanjsa, s povrSine pa
pospeseno odpareva topilo, kar dodatno pripomore k zmanjSanju premera ter hkrati curek
ohlaja in do dolo¢ene mere stabilizira (5,18). V prvih nekaj centimetrih leta curek linearno
sledi gradientu elektricenga polja. S tanjSanjem in izhlapevanjem topila se spreminjajo
lastnosti curka; spremembe viskoelasti¢nih lastnosti, zmanjS$anja upogibne togosti, kot tudi
zgostitve naboja in njihove manjSe mobilnosti, vse dokler v neki tocki ne prevladajo
coulombske odbojne sile med enakimi naboji. To vodi v nastanek t.i. Krivinskih
nestabilnosti, serije postopno manjsih turbulentnih vijacenj okoli osi krivulje leta (slika 3)
(10,19). Intenzivno bi¢anje moc¢no pospesi raztegovanje curka in je dejansko kljucen
fizikalni pojav, ki omogofa veC tisoc-kratno zmanjSanje premera iz zacetnega
milimetrskega curka do kon¢nih nanometrskih dimenzij, v zgolj nekajcentimetrski razdalji
od igle do zbirala (10,20,21). Ko topilo dokonéno odpari, se raztezanje ustavi in na zbiralu
se v nakljuénih smereh nalozijo suha vlakna, s prostim ofesom vidna kot enakomeren
tanek nanos. Na poti do zbirala curek orisuje volumen stozca z vrhom pri zacetku prve

krivinske nestabilnosti in dnom na povrsini zbirala (10).



Slika 2: konica igle s kapljico polimerne raztopine in izhajajo¢im curkom (vir: J. Dolenc)

V literaturi je mo¢ zaslediti mnoge vrste izvedb in razliénih prilagoditev osnovne
postavitve naprave za ES, z namenom odpraviti ali izboljsati pomanjkljivosti osnovne
konfiguracije. Znana je postavitev naprave v zaprto komoro s kontrolirano atmosfero in
temperaturo, kar nudi moznost bistveno boljSega nadzora okoljskih pogojev. Naprednejse
postavitve so opremljene z elektronskim nadzorom in regulacijo elektriéne napetosti ter
pretoka raztopine, s ¢imer se lahko dinamicno in avtomatizirano prilagajajo pogoji za

ohranjanje Taylorjevega stozca znotraj nastavljenih okvirjev (22).

Slika 3: diagram krivinske nestabilnosti (10)

Posebnost predstavlja sukanje polimerne taline, pri kateri odpade potreba po uporabi topil,

a je omejena z veliko tehnolosko zahtevnostjo (potreba po uporabi vakuumske komore,



bistveno visjih napetosti, zagotavljanju stalne visoke temperature, minimalne dimenzije

sukanih vlaken omejene na mikrometrsko obmocje) (7).

Izrazita tezava ES je nizka produktivnost. Ena od predlaganih reSitev zajema hkratno
sukanje iz stevilnih vzporednih igel. S tem se vnasa dodatna raven zapletenosti, ki se lahko
delno omili z uporabo pomoznih elektrod za stabilizacijo curka tekom leta (23), podobno
kot se to uporablja pri elektrostatskem prSenju. Alternativni pristop predstavljajo vrste
naprav, ki temeljijo na sukanju iz proste povrsine, brez uporabe igel. Poleg bistveno veéje
produktivnosti je sam proces s tem poenostavljen. Nacini sukanja iz proste povrsine Se
pojavljajo v mnogih inovativnih izvedbah, navedenih v Stevilnih objavah (15,24,25,26) in
celo moznost sukanja vlaken tipa jedro-obloga s proste povrsine (27,28). Pomanjkljivost
brezigelnega sukanja je manjsa kakovost izdelanih NV (15), potreba po uporabi visjih
napetosti in draZja naprava z manj moznostmi uravnavanja pogojev ES ter s tem lastnosti
izdelanih NV.

1.4 PROCESNE SPREMENJLJIVKE

Nadzor procesa ES pomeni zagotavljanje stalnih pogojev za izdelavo neprekinjenih in
gladkih NV, s ¢im ozjim odstopanjem povprecnega premera. Ena glavnih pomanjkljivosti
metode je relativno visoka zapletenost, ki se kaze v nezanesljivi ponovljivosti. Proces je
odvisen od S$tevilnih spremenljivk, od katerih so mnoge v medsebojni odvisnosti in jih

lahko razdelimo na:

Lastnosti raztopine Nastavitve aparature Pogoji okolja

¢ Vrsta polimera o Napetost o0z. jakost polja e Temperatura

¢ Vrsta topila ¢ Razdalja konica igle - zbiralo e Zra¢na vlaznost
¢ Koncentracija polimera e Premer in vrsta igle ¢ Gibanje zraka

¢ Dodatki o Hitrost pretoka

Vsaka sestava raztopine terja svoj nabor spremenljivk za procesno okno, v obmodju
katerega dobimo stabilen curek in se tvorijo gladka NV. Ugotavljanje optimalnega nabora
vseh spremenljivk (optimizacija) je zamudno in kljub izdatnim raziskovalnim naporom ter
poizkusom postavitve matemati¢nih odvisnosti, ve¢inoma ostaja na temelju empirije.

Znotraj procesnega okna lahko s spreminjanjem posameznih parametrov do dolo¢ene mere
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prilagajamo morfologijo izdelanih NV. Vpliv taksnih spremeb je bil obsirno predstavljen v
objavljenih raziskovalnih delih (1,7,29,30,31,32).

1.4.1 Lastnosti raztopine
1.4.1.1 Sposobnost sukanja

Pri ES govorimo o t.i. sposobnosti sukanja (ang. electrospinability) in na splo$no pomeni
primernost raztopine za tvorbo NV. Kljucen pogoj, da iz neke raztopine z ES nastanejo
neprekinjena in gladka NV, je prisotnost zadostne koli¢ine ¢vrstih notranjih struktur, ki se
lahko orientirajo v smeri elektricnega polja (33,34). V nasprotnem primeru se na vlaknih
pojavijo napake ali pa pride celo do popolnega razbitja curka na posamezne drobne
kapljice. Slednje se imenuje elektrostatsko prSenje (ang. eletrospraying) in je soroden
tehnolos8ki proces, ki ga uporabljajo za izdelavo mikro- in nanodelcev. Stopnja prepletanja
polimernih verig je odvisna od intrinzi¢nih kemijskih lastnosti polimera, molekulske mase

o0z. dolzine verig ter njihovih interakcij s topilom.
1.4.1.2 Izbor polimera in koncentracija

Izbira vrste materiala, ki bo sestavljalo ogrodje NV, predstavlja izhodis¢e pri postavljanju
procesa in v najvecji meri dolo¢a mehanske lastnosti koénega produkta. Pogojena je s
predvidenim namenom uporabe in kompatibilnostjo morebitno dodanih u¢inkovin. Mozna
je kombinacija veCih polimerov v isti raztopini, za sukanje kompozitnih vlaken ali
vzporedno sukanje razli¢nih disperzij v enotna, prepletajoca-se kompozitna ogrodja z

dopolnjujo¢imi-se lastnostmi obeh gradnikov (2).

Raztopine s primernimi sposobnostmi sukanja dobimo zgolj z uporabo dolgoveriznih
polimerov, katerih molekule prek medsebojnega prepletanja tvorijo viskoelasti¢ne
raztopine z nelinearnimi reoloSkimi lastnostmi (35,36). Primeri uspesnega elektrostatskega
sukanja NV, brez uporabe polimerov kot nosilnega materila, so redki. Do sedaj je znana
zgolj uporaba ciklodekstrinov (37), ki so se izkazali kot uporaben dodatek za izbolj$anje

sposobnosti sukanja obi¢ajnih raztopin s polimerom (38).

Najprimernej$a surovina za ES so linearni, dolgoverizni, neionogeni polimeri z malo
funkcionalnimi skupinami, ki bi motili interakcije med verigami in bi dajali raztopini
previsoko prevodnost. Znano je, da je sposobnost sukanja sinteznih polimerov naceloma

boljsa kot tistih naravnega izvora. Slednji so zanimivejSi za biomedicinske aplikacije



zaradi podobne kemijske narave z makromolekulami ¢loveskega telesa. 1z tega razloga se
v praksi naravnim pogosto dodajajo Se sintezni polimeri, da se tako izboljsa sposobnost
sukanja raztopine (2,9). Pri tem je pomembno, da zagotovimo dobro kompatibilnost med
polimeri ali drugaCe prepre¢imo nastanek dvofaznih sistemov (39). Najpogosteje
uporabljeni polimeri naravnega izvora vkljucujejo kolagen, hitosan, celulozni acetat, hitin,
fibrinogen, hialuronsko kislino, fibroin svile, alginat in druge. Od sinteznih najpogosteje
uporabljajo za izdelavo NV polivinil alkohol (PVA), poliuretan (PU), polietilen glikol
(PEG), polikarbonat, poli(¢-kaprolakton) (PCL), poli(mle¢no Kislino) (PLA), poli(glikolno
kislino) (PGA), ali kombinacijo obeh slednjih (PLGA) (1,7).

Koncentracija polimera v raztopini za sukanje je klju¢na spremenljivka, ki v najvecji meri
dolo¢a sposobnost sukanja zaradi viskoelasti¢nih lastnosti raztopine (36) in debelino
nastalih vlaken (40).

1.4.1.3 Vrstatopila

Je primarno pogojena s topnostjo nosilnega polimera, kot tudi topnostjo predvidene
uc¢inkovine. Pomemben vidik prav tako predstavlja toksi¢nost 0z. varnost. S svojimi
intrinziénimi lastnostmi (prevodnsot, viskoznost, povrSinska napetost, parcialni tlak,

interakcije z nosilnim polimerom) je topilo eden klju¢nih dejavnikov za proces ES.
1.4.1.4 Dodatki

Povrsinsko aktivne snovi, elektroliti in druge spojine dodajamo z hamenom spreminjanja
konéne morfologije NV ali izbolj$anja sposobnosti sukanja. Na primer, povrsinsko aktivne
snovi znizajo povrSinsko napetost in s tem povpreéni premer vlaken. Dodatek soli poveca
elektri¢no prevodnost raztopine, zaradi ¢esar na curek v elektricnem polju deluje vecja sila.

Poveca se intenzivnost raztegovanja ter bicanja v fazi leta, posledi¢no so vlakna tanjsa (1).

Kot posebna vrsta dodatkov se lahko smatrajo uc¢inkovine dodane neposredno v raztopino,
z namenom vgradnje v NV, ki, glede na svojo kemijsko naravo, spremenijo lastnosti

raztopine.
1.4.2 Nastavitve aparature

1.4.2.1 Elektricno polje

Za ES je pomembna jakost samega polja, ne napetost na igli kot taki, vendar avtorji v
literaturi iz prakti¢nih razlogov navajajo zgolj slednjo. Napetost potrebna za ohranjanje
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stabilnega curka je manjs$a od napetosti potrebne za njegovo sprozitev, ki mora premagati
povrsinsko napetosto raztopine (5). Ob preveliki napetosti postaneta Taylorjev stozec in
curek nestabilna (1). Reneker in Chun sta pokazala, da elektri¢no polje ne vpliva bistveno
na premer vlaken pri elektrostatskem sukanju polietilen oksida. Nasprotno trdita Demir in
Zhang s skupinama, namre¢ da se ob vecji napetosti iz kapljice vleCe vecja koli¢ina
raztopine, zaradi Cesar je zacetni curek sicer debelejsi, a je hkrati raztegovanje ter bi¢anje v
fazi leta intenzivnejSe, kar posledi¢no povzro¢i nastanek tanjsih vlaken (7). Tako lahko
preko uravnavanja jakosti elektri¢ne napetosti relativno enostavno vplivajo na debelino in s

tem posredno na kinetiko sproscanja zdravilne uc¢inkovine, ¢e je ta vgrajena v ogrodje NV
(D).
1.4.2.2 Pretok

Hitrost dovajanja raztopine mora biti takSen, da se na konici igle ohranja kapljica primerne
velikosti. Nadomescati mora koli¢ino raztopine porabljene pri sukanju, brez kapljanja.
PrimernejsSa je manj$a kapljica, iz katere $e lahko nastane Taylorjev stozec, kajti na vedji se
pogosto pojavijo sekundarni izvori curka, kar vodi do neenakomernih velikosti NV. Vpliv
pretoka na samo morfologijo vlaken je neznaten, z izjemo kadar je igla postavljena

pravokotno nad vodoravno lezece zbiralo (1).
1.4.2.3 Razdalja konica igle — zbiralo

Pomeni pot in s tem c¢as leta curka, zato jo prilagajamo predvsem glede na hlapnost topila.
Na zbiralu se morajo nalagati suha vlakna, v nasprotnem primeru se pojavijo razli¢ne
deformacije NV, npr. sploscitve ali sprijeta vlakna (6,7). Z oddaljenostjo od izvora

napetosti (konice igle) se prav tako zmanjSuje jakost elektricnega polja.
1.4.2.4 lgla

Premer mora biti manjsi od kapljice, a dovolj velik, da lahko tekoc¢ina Se vedno tece.
Mnenja o vplivu velikosti igle na proces ES se v literaturi razlikujejo. Nekateri menijo, da
izbira velikosti vpliva na premer vlaken, spet drugi so zakljucili, da povezava med

premerom igle in vlakni ne obstaja (1,41).
1425 Zbiralo

Poleg razdalje in napetosti na izvoru zbiralo s svojo obliko in povrsino vpliva na jakost

elektricnega polja. V najosnovnejsi izvedbi je zbiralo enostavno ploscato stojalo, obdano s



prevodnim materialom, na katerem se nabirajo NV v obliki netkane mreze. Za nekatere
posebne aplikacije je potreba po izdelavi vlaken z usmerjeno ureditvijo, tako imenovana
vzporedna nanovlakna. Urejenost nanovlaken je posebej pomembna za aplikacije,
namenjene za podporo zivim celicam, ki se specifi¢no odzivajo glede na topografske
lastnosti povrsine (42). Za izdelavo vzporednih nanovlaken uporabljajo vrteca zbirala v

obliki valjev ali pravokotno postavljene elektrode.

1.4.3 Pogoji okolja
1.4.3.1 Temperatura

Temperatura vpliva na proces ES posredno preko drugih lastnosti, ki so v temperaturni
odvisnosti (viskoznost, povrsinska napetost, hitrost odparevanja topila, mobilnost molekul
v elektricnem polju idr.) (1). V praksi ES najveckrat izvajajo pri sobni temperaturi. Visoka
temperatura je lahko problematicna, kadar imamo opravka z obcutljivimi

makromolekulami, nizka pa lahko vodi do tezav zaradi pojava rosisca.
1.4.3.2 Relativna vlaznost

Pri zra¢ni vlaznosti so nihanja med skrajnimi vrednostmi normalna posledica vremenskih
sprememb. Zra¢na vlaznost ne vpliva neposredno na elektricno prevodnost zraka in pri
napetostih, ki se obicajno uporabljajo za ES, je razelektritev zraka malo verjetna (43).
Namesto tega spreminja predvsem hitrost odparevanja topila. Ucinek na morfologijo
vlaken je odvisen od hidrolipofilne narave raztopine. Pri hidrofobnih topilih se ob visoki
nasiCenosti zraka tvorijo pore (7), pri hidrofilnih raztopinah pa spremeni premer NV.
Pelipenko s sodelavci je pokazal, kako lahko zgolj z natan¢nim reguliranjem zracne
vlaznosti spreminjamo premer visoko hidrofilnih polivinil alkoholnih NV (44). Ne glede
na sestavo na splosno velja, da ob nizki vlaznosti nastajajo debelejSa vlakna, medtem ko
pri vi§ji nastajajo tanjSa, z bolj heterogeno dimenzijsko porazdelitvijo. Razlika v
parcialnem tlaku topila in okoliSkega zraka je gonilo za uparevanje topila. Z nara§¢anjem
nasi¢enosti zraka ta razlika pada, topilo odpareva pocasneje in raztezanje nastajajocega

vlakna poteka dlje (45).

Ob skrajnih vrednostih zracne vlage je proces ES popolnoma onemogocen. V primeru
suhega okolja prihaja do prezgodnjega strjevanja ali pa se raztopina posusi Ze na igli in jo
zamas$i. Pri visoki relativni vlagi je izhlapevanje topila onemogoceno in na zbiralo se

nalagajo Se vedno mokra polimerna vlakna, ki e vedno vsebujejo dovolj topila, da lahko
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prevajajo elektri¢ni tok. V dolocenih skrajnih primerih se na zburalu namesto tankega in
povsem ravnega nanosa, lahko pri¢ne nabirati skupek grobo urejenih, s prostim ocesom
vidnih niti. Elektrostatski naboj se nabere na konicah skupkov, ki se orientirajo v smeri
nazaj proti izvoru elektri¢nega polja. Hkrati se na konicah $e naprej nabira groba polimerna
nit, ki tako raste od zbirala proti igli, vse dokler ne pride do stika z izvorom. Elektri¢ni tok
nekajkrat naraste in nastanek nanovlaken je dokon¢no onemogocen (slika 4). V literaturi je
bil takSen pojav v enem primeru pripisan uporabi previsoke napetosti (46), v drugem pa se
omenja pri sukanju polianilina ob normalnih oz. optimalnih procesnih pogojih. Polianilin
je namre¢ eden redkih polimerov, ki dobro prevaja elektri¢ni tok in se zato smatra kot
prevodnik (10).

Slika 4: skupek PVA vlaken z dodanim natrijevim ibuprofenatom, ki sega od zbirala proti
igli in je nastal pri elektrostatskem sukanju ob previsoki zra¢ni vlaznosti (nad 78%) (vir:
J.Dolenc)

1.5 MORFOLOGIJA NANOVLAKEN

Cilj ES je izdelati gladka nanovlakna s ¢im ozjo razporeditvijo premerov. Vozli (ang.
beads) so ena izmed najpogostejSih napak, ki se pojavljajo pri elektrostatsko sukanih NV.
Pod elektronskim mikroskopom so vidni kot »kroglice na vrvici«, ponavljajoce-se okrogle

ali delno podolgovate zadebelitve, povezane s tankimi nitmi. Debelina NV z vozli je zelo
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neenakomerna in ker je njihovo velikost ali razporeditev tezko nadzorovati, je pojav
nezazelen (47). Vozli nastanejo, ¢e tekom sukanja NV povrsinska napetost prevlada nad
viskoznostjo 0z. pride do porasta clasticne komponente G' glede na plasticno komponento

G", kar privede do kapilarnega razpada curka (Rayleigheva nestabilnost) (16,47,48).

Pojavu vozlov se je moc izogniti z izboljSanjem sposobnosti sukanja, torej S pove¢anjem
koncentracije ali molekulske mase nosilnega polimera. Podoben uc¢inek lahko dosezemo,
¢e povecamo viskoznost raztopine, npr. z dodatkom soli. Ker je glavno gonilo za nastanek
vozlov povrSinska napetost, Vkljucitev povrSinsko aktivne snovi pripomore k njihovi
odpravi (1). Podobno dosezemo z dodatkom elektrolita. Ta poveca gostoto nabojev, ki se
med seboj odbijajo in tezijo k povecanju povrsine curka (47,49). Reneker je slednje
elegantno dokazal v poskusu z dodatno elektrodo, postavljeno pred zbiralom in pravokotno
na curek. V poskusu so nastajala gladka vlakna, vse dokler se ni vkljucila sekundarna
elektroda, ki je nevtralizirala naboje na curku in so se pojavili vozli (47). Do vozlov lahko
privede tudi uporaba previsoke napetosti na igli (1) ali visoka relativna vlaznost oz. nizek

parcialni tlak topila (10).

1.6 VGRAJEVANJE UCINKOVIN V ELEKTROSTATSKO SUKANA NANOVLAKNA

Izredna prilagodljivost metode ES se kaze pri razli¢nih moznih naéinih vgradnje zdravilnih
ucinkovin in profilov sproséanja, ki jih lahko s tem doseZzemo. Izbor surovin, procesnih
spremenljivk ter nacin vgradnje dolo¢ajo mehanizem oz. Kinetiko spros¢anja (50,51).
Nanjo vplivajo tako fizikalni kot kemijski dejavniki: narava polimera (molekulska masa,
kristalini¢nost), narava spojine, njena razporeditev in aktivnost, morfologija povrsine,
velikost vlaken, poroznost, kot tudi sama debelina nanosa ter delez hidrofilnih/lipofilnih
polimerov v ogrodju. Z ES so izdelali NV z razlicnimi profili spros¢anja ucinkovin:
takojSen, enakomeren, pulzirajo¢, zadrzan ali bifazni. Raznolike ucinkovine od
antibiotikov, protitumornih ucinkovin, proteinov, aptamerov, DNK in RNK so bile
vkljucene v elektrosukana NV (52). Glavni mehanizem spros¢anja zravilne uc¢inkovine iz
ogrodja NV je difuzija, nekateri pa navajajo tudi desorpcijo (51). Ce je ogrodje

razgradljivo oz. vodotopno, sproscanje pospesuje tudi erozija.
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1.6.1 Enostavno mesSanje

Najpreprostejsi ter dale¢ najpogosteje uporabljen nacin vgradnje je raztapljanje uc¢inkovine
v raztopini za sukanje skupaj z nosilnim polimerom. Ucinkovina je enakomerno
dispergirana v ogrodje vlaken nanometrskih dimenzij. Zaradi izredno kratkega ¢asa do
nastanka suhih vlaken, se u¢inkovina ve¢inoma nalaga v amorfni obliki (50), kar poveca
hitrost raztapljanja in je sproS¢anje enake ucinkovine bistveno hitrejSe iz NV kot iz
enakovrednih filmov (53). Elektrostatsko sukana NV z enostavnim mesSanjem polimera in
ucinkovine predstavljajo idealen dostavni sistem za takojSnje sproScanje ali Se
pomembneje, za izboljsanje bioloske uporabnosti 40-50% novih spojin (ang. NCE — new
chemical entity), ki spadajo v Il ali IV kategorjio po BCS Kklasifikaciji in so v vodi

prakti¢no netopne (54).

1.6.2 Emulzije in nanosuspenzije

Ce Zelimo izdelati sistem s podalj§anim sproi¢anjem za dobro vodotopno uginkovino,
moramo uporabiti katerega od v vodi stabilnih polimerov, ki pa so ponavadi hidrofobni in
niso kompatibilni z vodotopnimi snovmi. Po drugi strani so organska topila, ki bi jih
uporabili za raztapljanje lipofilnih u¢inkovin, nezelena z vidika varnosti. V teh primerih
sukanje iz enotne raztopine ni mogoce. Namesto tega lahko uporabimo veckomponentni
disperzni sistem. Elektrostatsko sukanje emulzije tvori vlakna z vozli, v katerih se nahaja
notranja faza. V nekaterih primerih se lahko tekom sukanja dispergirana faza orientira in
zlije v sredini vlaken v povezano jedro, ki je obdano z nosilnim polimerom. U¢inkovina se
nahaja v kompatibilni fazi jedra, obloga pa predstavlja za difuzijo omejujoco (ang. rate-
limiting) bariero. Dobimo obloZena nanovlakna tipa jedro-obloga (55,56), ki predstavljajo
naprednejSo obliko NV s stevilnimi prednostmi: ucinek izbruha se moc¢no zmanjsa,
izognemo se potrebi po skupnem topilu za polimer in uc¢inkovino, molekule obcutljive za
organska topila (npr. DNK ali proteini) lahko sukamo v vodi obstojna vlakna. Jing s
sodelavci je porocal o pripravi kompozitnih vlaken tipa jedro-obloga s sukanjem emulzije
v/o z enostavno iglo, kjer so uporabili polietilen oksid (PEO) raztopljen v vodi kot notranjo
fazo in amfifilni diblok kopolimer polietilen glikol-poli mle¢na kislina (PEG-PLA)

raztopljen v kloroformu za zunanjo fazo (52).

Kot zanimiva strategija se je izkazalo sukanje raztopine z dodanimi nanodelci u¢inkovine.
Slednja v tako izdelanem ogrodju ohrani izboljsano topnost, a ker se delci ne raztapljajo, je

vpliv dodatka na sposobnost sukanja raztopine in kon¢no morfologijo vlaken minimalen,
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medtem Ko je sproscanje podaljSano in ucinek izbruha zadusen (57). Alternativni nacin
vgradnje nanodelcev neposredno v NV je hkratno elektrostatsko sukanje vlaken in

elektrostatskim razprSevanjem nanodelcev v enotno ogrodje (2).

1.6.3 Kaoaksialno sukanje

NV tipa jedro-obloga je prav tako mogoce izdelati z uporabo posebne Sobe, ki je
sestavljena iz dveh igel razli¢nih velikosti, koncentri¢no postavljenih ena znotraj druge. To
omogoca hkratno sukanje dveh raztopin v eno, dvoslojno vlakno: notranjega, ki sestavlja
jedro ter zunanje, ki tvori oblogo (28,56,58). S koaksialno Sobo enostavno nadzorujemo
debelino bariere in tako spreminjamo hitrost spro$¢anja ucinkovine iz jedra. Bistvena
pomanjkljivost koaksialne Sobe je dodatna raven kompleksnosti in s tem tezji nadzor
procesa. Moreno in sodelavci je z uporabo koaksialne Sobe dosegel enomese¢no
podaljsano spros¢anje encima laktat dehidrogenaza iz polivinil alkoholnih NV. Encim, ki
raztopljen v tris-HCI pufru sam po sebi ne bi bil primeren za izdelavo NV, je znotraj PVA

obloge ohranil kataliti¢no funkcijo (59).

1.6.4 Kovalentna vezava

Poprocesna povrsinska funkcionalizacija oznacuje kemijsko ali fizikalno obdelavo Ze
izdelanih NV. Uporabljajo jo predvsem za upocasnitev in podaljSanje spro$¢anja
u¢inkovine preko stabilizacije vodotopnih vlaken. Ceprav je nalaganje uginkovine na
povr§ino omejeno z nizko kapaciteto vgradnje, je povrsinska funkcionalizacija zanimiva za
aplikacije v tkivnem inZenirstvu. Bioloske molekule adsorbirane ali kemijsko vezane na
povrsino drugace inertnih sinteznih polimerov, lahko oponasajo dolocene celi¢ne signale
(1,58).

Najenostavnejsa metoda povrsSinske funkcionalizacije polimernih NV je inkubacija
(namakanje) v raztopini z ucinkovino, ki se pri tem adsorbira na povrsino NV in veze s
Sibkimi Van der Waalsovimi silami, elektrostatskimi ali hidrofobnimi interakcijami ter
vodikovimi vezmi. U¢inkovitost adsorbcije na povrSino hidrofobnih NV se lahko izboljsa z
zra¢no plazmo, ki jo naredijo bolj hidrofilno in omogocijo boljso infiltracijo vodnih
raztopin. Prednost inkubacije je enostaven in blag postopek, ki ne poskoduje obcutljive
strukture NV. Na primer, pri namakanju v simulirano ¢lovesko plazmo, se povrsina oblozi

z nanokristalini¢nim apatitom za izraZanje osteogenih genov v osteoblastih (58).
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Ucinkovino lahko na povr$ino NV vezemo tudi kovalentno, za kar je potrebna prisotnost
ustreznih funkcionalnih skupin na polimernih verigah, najpogosteje karboksilne in aminske
(52). Zanimiva strategija je na primer vezava rastnih faktorjev preko vmesnih (‘linkerskih')
molekul heparina. Pogoj je prisotnost reaktivne aminske skupine na molekulskih verigah
NV. Rastni faktorji se vezejo preko Stevilnih anionskih sulfonskih skupin heparina, s ¢imer
se ohrani njihova bioloska aktivnost ter jih hkrati zasciti pred denaturiranjem zaradi
toplote, proteoliticno encimsko razgradnjo ali inaktivacijo v kislem pH okolju. Enostavna
fizikalna adsorbcija rastnih faktorjev povzro¢i hipno sproscanje celotne vsebine, spros¢anje

iz heparinskih linkerjev pa lahko traja ve¢ tednov (60).

1.7 UCINEK IZBRUHA

T.i. u¢inek izbruha (ang. burst effect) je pogost pojav pri nano farmacevtskih sistemih z
veliko povrsino na enoto mase, kot so nanosfere, liposomi, pa tudi elektrostatsko sukana
NV. Gre za hitro sprostitev znatnega deleza vgrajene u¢inkovine v prvih nekaj minutah po

stiku z medijem, cemur ponavadi sledi faza poCasnega in enakomernega sproscanja (61).

Za vecino zdravil poteka absorpcija zmerno pocasi v Zelodcu, hitro v proksimalnem delu
Crevesja in ostro pade v distalnem predelu. Posledi¢no tudi farmacevtska oblika z 0. redom
in vitro spro$¢anja ne more zagotoviti konstantne plazemske koncentracije. Dostavni
sistem, ki bi izkazoval hiter zaetni porast in s tem hitrejSe doseganje terapevtskih
plazemskih koncentracij, bi predstavljal ugodnejSo reSitev, Se posebej pri uporabi
antibiotikov (62). Kljub temu je uc¢inek izbruha naceloma nezaZeljen pojav, saj ga je v
praksi tezko koli¢insko napovedati ali kakor koli natan¢no nadzorovati, poleg tega v
primerih spojin z visoko jakostjo farmakoloskega ucinka predstavlja potencialno tveganje
(61). Zacetni izbruh je predvsem znacilen za NV, ki imajo ucinkovino vgrajeno z
enostavnim mesanjem in je posledica izpiranja molekul z in blizu povrsine. Slenja je pri
NV izredno velika in je pojav zato toliko izrazitejsi. Tekom nastajanja z ES se ucinkovina,
v raztopini ponavadi v ionski obliki, koncentrira na 0z. blizu povrsine curka zaradi odbojev
med enakimi naboji ter vec¢jo mobilnostjo v primerjavi z dolgoveriznimi makromolekulami
nosilnega polimera (47). Pomemben vzrok za obseg ucinka izbruha je tudi kompatibilnost
oz. topnost uc¢inkovine v raztopini nosilnega polimera. Zeng s sodelavci je izdelal lipofilna

poli(L-laktid) (PLLA) nanovlakna z vgrajeno protitumorno u¢inkovino doksorubicin, ki je
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bila dodana v dveh oblikah: kot hidrofilna HCI sol in kot prosta baza. Hidrofilna sol je z
raztopino polimera tvorila suspenzijo, medtem ko se je lipofilna baza raztopila skupaj s
polimerom v mesanici kloroforma in acetona. Sproscanje v vodni medij za vlakna izdelana
iz suspenzije je pokazalo ve¢ kot 70% takoj$njo sprostitev doksorubicina, medtem ko je

bila ta pri vlaknih izdelanih iz raztopine zgolj 20% (50).

Uc¢inku izbruha se je moc¢ izogniti oz. ga omiliti z uporabo formulacij polimer-topilo, ki so
z u¢inkovino dobro kompatibilne. Pri kompleksnejsih vrstah NV tipa jedro-obloga izbruh

onemogoca za difuzijo omejujoca bariera (63).
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2 NAMEN DELA

Kljub relativni dostopnosti ES, ostaja slaba ponovljivost ena njenih glavnih
pomanjkljivosti. Metodo pogojujejo Stevilne spremenljivke raztopine in nastavitve
aparature, kot tudi vplivi okolja, od katerih so mnoge v medsebojni, pogosto nelinearni

odvisnosti.

Cilj raziskav v okviru moje diplomske naloge je proucevanje elektrostatskega sukanja in
razvoj postopka za izdelavo neprekinjenih, gladkih vlaken iz polivinil alkohola, s
premerom nanometrskih dimenzij, s ¢im ozjim variiranjem debeline ter enakomerno
vgrajeno modelno zdravilno uc¢inkovino. Eksperimentalno proucevanje bo temeljilo na
delu preteklin raziskovalnih nalog opravljenih na Fakulteti za farmacijo, Univerze v
Ljubljani (64,65,66). l1zdelana NV bomo nadalje uporabili pri razvoju in vitro metode za

dolocanje sproscanja. To bo vklju¢evalo naslednje faze:

1. Postavitev ustreznih procesnih parametrov za elektrostatsko sukanje raztopine pri
izbrani koncentraciji PVA.

2. Vgraditev modelne ucinkovine v razli¢nih koncentracijah (1-20%) in optimizacija

procesnih parametrov za nove raztopine.

Vrednotenje izdelanih nanovlaken s SEM analizo.

Razvoj in vitro metode za spro$c¢anje ucinkovine.

Priprava vzorcev NV za spros¢anje.

o 0ok~ w

Spros¢anje ucinkovine iz NV po postavljeni in vitro metodi in analiza z UV-VIS
spektrofotometrijo.
7. Statisti¢na analiza ponovljivosti na podlagi rezultatov sproscanja.

8. Obravnava najpogostejSih napak in moznosti njihove odprave oz. zmanjSanja.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Surovine za izdelavo polimernih nanovlaken:

e Polivinil alkohol Mowiol® 20-98, Mr=125.000 g/mol, stopnja polimerizacije: 2800,
stopnja hidrolize: 98°0- 98°8%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nem¢ija

e Precis¢ena voda

e Natrijev ibuprofenat, Mr=228"29 g/mol, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Nemcija

Postavitev aparature za elektrostatsko sukanje:

e 20 mL brizge, B-Braunn, ZDA
e Kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering, Italija
e Crpalka Razel TM, Ma R-99E, Italija

e Generator visoke napetosti Linari Engineering s.r.l., Ma. P60-R-EU, ltalija

Reagenti za pripravo fosfatnega pufra s pH=7,4:

e Natrijev klorid (>99,5%), Merck KgaA, Darmstadt, Nem¢ija
Kalijev klorid (>99,5%), Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

Dinatrijev hidrogenfosfonat (>99,0%), Merch KgaA, Darstadt, Nemcija
Kalijev dihidrogenfosfat (>99,5-100,5%), Merch KgaA, Darmstadt, Nem¢ija
Natrijev hidroksid (>99,0%), Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

Precis¢ena voda

Ostale aparature in reagenti:

e Analitska tehtnica, Metter Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica
¢ Digitalna tehtnica, Sartorius M-pact, Sartorius Group

e Magnetno mesalo, Rotamix 560 MMH, Tehnica, Zelezniki, Slovenija
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e Acetonitril (>99,9%) Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

e Avtomatska pipeta, 500-5000 pL

e Spektrofotometer, Hewlett Packard 8453, Agilent Technolgoies, Nem¢ija
e Centrifugirke, 10 mL

e Vorteks stresalnik

3.1.1 Polivinil alkohol

Polivinil alkohol (PVA) pridobivajo s polimerizacijo vinil acetata z nadzorovano hidrolizo
estrskih ostankov ob pristotnosti alkalnega katalizatorja (saponifikacija). Kon¢ni produkt
se pojavlja v obliki zrnc ali praska prosojne, bele ali mle¢nate barve, brez vonja ali okusa.
Komercialno je PVA na voljo kot druzina surovin, ki se med seboj razlikujejo v
molekulski masi oz. stopnji polimerizacije in delezu hidroliziranih estrskih ostankov (slika
5) ter s tem v fizikalno-kemijskih lastnostih: temperatura taliS¢a, temperatura steklastega

prehoda, stopnja kristalini¢nosti, vodotopnost, reoloske lastnosti v raztopini itd. (39,67).

CHy~CHf CH;~ lCH—_—
OH|, 0
C:

|
CH;,

- Jm

Slika 5: strukturna formula delno hidroliziranega PVA

3.1.1.1 Uporaba v industriji

Uporaba PVA je pestra in obsega Stevilna podrocja, tako v papirni, tekstilni in gradbeni,
kot tudi prehrambeni, kozmeti¢ni ter farmacevtski industriji, kjer se uporabja v topikalnih
in oftalnih formulacijah, npr. v umetnih solzah, obraznih maskah, v raztopinah za
kontaktne lece, transdermalnih oblizih, rekonstrukcijski Kirurgiji ter mnogih drugih oblikah
medicinskih pripomockov. Uporablja se kot emulgator za stabilizacijo emulzij in drugih

koloidnih sistemov, kot zgoSCevalec, vezalec, za povrSinsko oblaganje, sestavina

18



prehrambene embalaze in druge uporabe (39,67,68,69). PVA odlikujejo visoka kemijska in
fizikalna odpornost, dobre barierne lastnosti za kisik in vodo ter odli¢na sposobnost tvorbe

filmov.
3.1.1.2 Varnost

Varnost PVA je bila iz¢rpno raziskana in dokazana v Stevilnih raziskavah. PVA je
biokompatibilen, netoksicen, nekancerogen, nemutagen ali drugace Skodljiv polimer.
FizioloSko je prakticno inerten, ne drazi koze ali sluznic in se slabo absorbira iz
prebavnega trakta. Ceprav so neposredne S$tudije na ljudeh redke in omejene na
dermatoloske teste, dolgoletna uporaba v farmacevtski in prehrambeni industriji ni razkrila
Skodljivih vplivov na ljudi (39,67,69,70). PVA je najbolj biolosko razgradljiv od vinilnih
polimerov (71) in se v odpadnih vodah z mikroorganizmi popolnoma razgradi do CO; in
vode (39). Kot sestavina formulacij filmskih oblog za tablete in kapsule ima PVA

pridobljen status GRAS (ang. generally recognized as safe) (69).
3.1.1.3 Topnost

Narava polimerov onemogoc¢a doloCitev nasi¢ene raztopine, tj. maksimalne koncentracije
neke snovi v topilu, pri kateri Se ne pride do obarjanja. Pri polimerih je teoreti¢éno mogoce
izdelati raztopino poljubne koncentracije, z upoStevanjem Vviskoznosti raztopine, pri kateri
je $e mogoce normalno rokovanje. Topnost polimerov je tako dolocena kot koli¢ina, ki se
raztopi pri doloCeni temperaturi in v doloCenem c¢asu z uporabo primerljive

aparature/vsebnika (39).

Dalec¢ najpogostejse topilo za PVA predstavlja voda. Je zelo hidrofilen polimer, ki v vodi
gelira (predvsem dalj ¢asa stojece, popolnoma hidrolizirane oblike v vi§jih koncentracijah),
a ne deluje higroskopno (31). Topnost v vodi je zapletena in mo¢no odvisna od stopnje
polimerizacije in deleza hidroksilnih ostankov, ki doloc¢ajo jakost inter- ter intra-
molekularnih interakcij. Ceprav slednji delujejo hidrofobno, hkrati ovirajo tvorbo
vodikovih vezi med hidroksilnimi ostanki (39). Topnost pada z vecanjem Mw kot tudi
manjsanjem prostih hidroksilnih skupin. Tako so popolnoma hidrolizirane oblike v vodi
prakti¢no netopne pri sobni temperaturi, pri 40-60°C nabrekajo in se zares raztapljajo sele
pri temperaturi 90°C. Raztopina PVA je kineticno stabilna; z ohladitvijo na sobno
temperaturo se polimer ne obarja (39). Poleg vode je PVA relativno dobro topen Se v
visoko polarnih hidrofilnih topilih: dimetil sulfoksid (DMSO), N-metil pirolidon (NMP),
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acetamid, formamid in dimetilformamid, fosforna Kislina trisdimetilamid, dietilen triamin
(31,39). V mono in multivalentih alkoholih kot so metanol, etanol, glicerol, etilen glikol,
di- in trietilen glikol, nekatere oblike PVA nabrekajo, vendar se ne raztapljajo. Ne glede na
stopnjo hidrolize je PVA popolnoma netopen v acetaldehidu, acetonu ali drugih organskih
topilih (67). PVA deluje kot povrsinsko aktivna snov, a zgolj pri koncentracijah do 0°25%,
Ki pa se pri ES ne uporabljajo (39).

3.1.1.4 PVA kot surovina za elektrostatsko sukanje

Polivinil alkohol predstavlja idealno surovino za elektrostatsko sukanje nanovlaken.
Linearna polimerna struktura nadzorovanega sinteznega izvora z moznostjo tvorbe moc¢nih
medmolekulskih vezi daje odli¢no sposobnost sukanja v vodni raztopini, pri ¢emer imajo
NV izdelana iz PVA dobre mehanske lastnosti. 1z teh razlogov se PVA dodaja drugim
polimerom, ki imajo samostojno manj ugodne mehanske lastnosti ali se tezje sukajo,
predvsem tistim naravnega izvora, npr. k hitosanu, alginatu ali hialuronski kislini. Izbor
oblike z razli¢nimi stopnjami polimerizacije ali hidroliziranih acetatnih ostankov nudi
moznost natan¢nega prilagajanja surovine potrebam, hidroksilne skupine pa nudijo
moznost funkcionalizacije (53). Poleg Ze omenjene varnosti in biokompatibilnosti,

vodotopnost odpravlja potrebo po uporabi potencialno toksi¢nih organskih topil.

Nekaj primerov uporabe PVA v NV: dostavni sistemi z ultra-hitrim spro$¢anjem (53),
visokoobéutljivi elektri¢ni senzorji (72), vodni filtri za adsorbcijo virusov (73), UV-
odzivna vlakna za uporabo v opti¢nih napravah (74), izdelava magnetnih nanovlaken (75),
naprednih ogrodij za gojenje celic (76), tkivnih nadomestkov (77), kot obloga za rane (78),

komponente gorivnih celic (79), ¢len v baterijah (80).
3.1.1.5 Stabilizacija PVA

Struktura PVA nudi moznost postprocesne modifikacije nanovlaken za izboljsanje
stabilnosti v vodi. To je mo¢ doseci s kemijskimi ali fizikalnimi metodami. Med prve
spada premreZenje z glutaraldehidom, acetaldehidom, epiklorhidrinom, formaldehidom ali
drugimi monoaldehidi ob prisotni Zvepleni Kislini ali metanolu za tvorbo acetalnih mostov.
Fizikalna stabilizacija zajema obsevanje z visokoenergijskimi elektroni oz. fotoni (p in y
sevanje). Ce vodno raztopino PVA zamrznemo do -20°C, segrejemo nazaj na sobno
temperaturo in to nekajkrat ponovimo, se v strukturi hidrogela pojavijo delno kristalizirana

obmocja (kristaliti). Podoben ucinek ima segrevanje PVA hidrogelov pri temperaturi med
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steklastim prehodom in taliS¢em (okoli 150°C). S tem se poveca mobilnost polimernih
verig in omogo¢i tvorbo vodikovih vezi med —OH skupinami. Fizikalno premrezeni PVA
hidrogeli izkazujejo povecano odpornost proti raztapljanju v vodi, hkrati z izboljSano
mehansko trdnostjo v primerjavi z kemijskim premrezenjem (68,81,82,83). Poleg
podaljsanja sproscanja se s stabilizacijo PVA vlaken omili pojav ucinka izbruha. Kenawy s
sodelavci je porocal o izni¢enju prekomernega zacetnega izbruha ketoprofena po obdelavi

z metanolom (84).

3.1.2 Natrijev ibuprofenat

Natrijev ibuprofenat (NalBU) je natrijeva sol ibuprofena (slika 6), ene najpogosteje
uporabljenih nesteroidnih protivnetnih ucinkovin z analgeti¢nim, antipireticnim in
protivnetnim ucinkom. Mehanizem delovanja poteka preko neselektivne inhibicije
encimov ciklooksigenaze, ki pretvarjajo arahidonsko kislino v prostaglandine, mediatorje
za bolecino, vnetje in vro¢ino. Prosta baza je slabo vodotopna (0,021 mg/mL pri 25°C),
natrijeva sol pa zelo hidrofilna in se v vodi raztaplja do nasi¢ene topnosti 100 mg/mL
(85,86).

V Sloveniji je ibuprofen na voljo v razliénih odmerkih (150 oz. 200 mg do 800 mg za
peroralne, 10 mg za intravenske aplikacije) ter v farmacevtskih oblikah: tablete, oblozene
tablete, filmsko obloZene tablete, mehke kapsule, peroralne suspenzije, tablete s
podaljSanim spros¢anjem, Sumeca zrnca, kapsule s podaljsanim spro$¢anjem, svecke, geli,

kreme in raztopine za injiciranje (87).

CH3

CHs

HsC Na™*

Slika 6: strukturna formula natrijevega ibuprofenata
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3.2 POSTOPKI IN METODE

3.2.1 lzbor surovin

Za izdelavo NV smo izbrali polivinil alkohol (PVA), netoksic¢en, vodotopen in
biokompatibilen sintezni polimer z relativno enostavno kemijsko strukturo. Kot eden
najbolje raziskanih in najpogosteje uporabljenih polimerov za ES, je za njegovo uporabo
na voljo bogata zbirka strokovne literature. Uporabili smo popolnoma hidrolizirano obliko
(98-99%), z visoko povprecno molekulsko maso (125.000 g/ml) in stopnjo polimerizacije
(2800), ki ima zaradi odli¢no sposobnost sukanja. Kot modelno u¢inkovino smo uporabili
v vodi zelo dobro topno natrijevo sol ibuprofenata. Odli¢na vodotopnost je pomembna za

ohranjanje sink pogojev.

3.2.2 Preliminarna postavitev procesnih pogojev

Za zacCetni nabor procesnih parametrov smo uporabili podatke raziskovalnega dela o
lastnostih PVVA raztopin in procesnih spremenljivkah potrebnih za njihovo uspesno tvorbo
v NV, ki je bilo do sedaj opravljeno na naSi fakulteti. Glede na pretekle raziskave
(48,65,66) bom za sukanje PVA uporabili naslednje parametre:

e Koncentracija polimera: 8%

e Premerigle: 0,8 mm

e Povrsina zbirala: 23 cm x 17,5 cm

e (Oddaljenost konica igle-zbiralo: 15 cm
e Napetost: 10-20 kV

e Pretok: 0,42 mL/h - 0,990 mL/h

3.2.3 Priprava raztopin za sukanje

Na tem mestu je potrebno poudariti pomembno razliko v nadaljnem navajanju
koncentracij. Koli¢ina polimera v raztopini je klju¢nega pomena za uspesnost sukanja NV,
medtem ko je vsebnost u¢inkovine predvsem pomembna s staliS¢a jakosti farmakoloSkega
ucinka, torej njene koncentracije v kon¢ni farmacevtski obliki, v tem primeru suhih NV. V
nadaljevanju se zato posamezne formulacije vecinoma navajajo po vsebnosti NalBU v
izdelanih NV.

Za pripravo vzorcev NV smo najprej pripravili koncentrirano 12% raztopino PVA, ki smo

Jo uporabili za izdelavo posameznih 8% PVA raztopin z dodano modelno u¢inkovino v
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razli¢nih koncentracijah in sicer 1%, 5%, 10% ter 20%, glede na teoreticno maso suhih
vlaken. Preracunano na celokupno maso raztopin za sukanje, so koncentracije u¢inkovine v
njih znaSale 0°10%, 0°50%, 1°01% in 2°04%. Eno raztopino namenjeno za sukanje
referen¢nih vzorcev Smo pustili prazno brez dodane ucinkovine, zgolj 12% PVA razred¢en
z destilirano vodo na 8%. Delezi posameznih komponent raztopin za sukanje NV so

predstavljene v pregldnici I.

Preglednica I: ponazoritev delezev posameznih komponent v raztopinah in suhih vlaknih

Delez snovi (m/m) | V raztopini za sukanje (%) V suhih vlaknih (%)
PVA 8 99 95 90 80
0,10 1
NalBU 0,50 5
1,01 10
2,04 20

Zacetno koncentrirano raztopino PVA smo pripravili z natan¢nim natehtanjem PVA
granul, ki smo jih pocasi kvantitativno prenesli v erlenmajerico napolnjeno s primerno
koli¢ino pre¢iiene vode in dodanim magnetnim mesalom. Ca$o smo postavili v vodno
kopel in jo pokrili, da smo preprecili prekomerno izhlapevanje topila. Magnetno mesalo je
preprecilo sprijemanje granul v skupke, enakomerno segrevanje na vodni kopeli pa njihovo
usedanje in sprijemanje na dno c¢ase. PVA se je pricel pocasi raztapljati Sele pri temperaturi
nad 80°C, kolikor smo segreli vodno kopel. Po dveh do treh urah, ko so se raztopile vse
polimerne granule, smo ¢aso ohladili in nadomestili koli¢ino destilirane vode, ki je pri
segrevanju izhlapela. Koncentrirano raztopino polimera smo razdelili v manjSe caSe,
katerim smo dodali primerne zatehte modelne u¢inkovine ter v vsako dodali e izra¢unano
koli¢ino destilirane vode, tako da smo dobili 8% (m/m) PVA s po 0°10%, 0°'50%, 1'01% in
2°04% (m/m) NalBU. Vsako od teh smo pokrili s parafinskim filmom in pustili mesati 24
ur. Prazna PVA raztopina in tista z najnizjo vrednostjo dodanega NalBU sta bili

popolnoma prozorni, ostale pa motno-belkaste barve (slika 7).
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Slika 7: vodne raztopine 8% PVA z dodanimi razli¢nimi masnimi delezi NaIBU, od leve
proti desni: 0,0°5, 1, 3, 5, 7°5 in 10%. Povzeto po (64)

3.2.4 Elektrostatsko sukanje

Z raztopino za sukanje smo previdno napolnili 20 mL plasti¢no brizgo, na katero smo
pritrdili kovinsko iglo premera 0,8 mm in iz nje iztisnili morebitne zra¢ne mehurcke.
Napolnjeno brizgo smo vpeli v ¢rpalko in na iglo prikljucili elektrodo visokonapetostnega
generatorja. Zbiralo smo ovili z aluminijasto folijo, jo ozemljili ter postavili 15 cm od
konice igle. Na ¢rpalki smo nastavili pretok in vkljucili generator. Z mo¢no fokusirano
lu¢jo in kontrastnim temnim ozadjem postavljenim za iglo, smo opazovali droben curek, Ki
se je ustvaril na konici igle. Sprva smo rahlo prilagajali pretok, dokler se ni ustalil.

Aparaturo smo nato pustili prizgano, da se je na zbiralu nabrala zadostna koli¢ina NV.

3.2.5 Optimizacija procesnih parametrov

V prvi fazi je bilo potrebno dolociti optimalne procesne parametre in jih prilagoditi za
vsako uporabljeno formulacijo. Pripravljene raztopine PVA in NalBU smo sukali pri treh
razli¢nih napetostih (10 kV, 15k V, 20 kV) in z razliénimi pretoki (0,849 mL/h, 0,919
mL/h, 0,990 mL/h). Ostale spremenljivke so ostale konstantne. Z opazovanjem curka smo
dolo¢ili najprimernej$o0 kombinacijo pretoka in napetosti, s katerimi smo izdelali po pet
vzorcev za sproS¢anje za vsako koncentracijo u¢inkovine. Optimalne pogoje za sukanje

smo potrdili z analizo NV pod vrsti¢nim elektronskim mikroskopom.

3.2.6 Vrednotenje z elektronskim mikroskopom

Nanovlakna smo pregledovali z vrsticnim elektronskim mikroskopom (ang. scanning
electron microscope — SEM) visoke lo¢ljivosti (Zeiss, model SEM Supra 35 VP, Nemcija)
in s sekundarnim detektorjem. Iz aluminijastih folij z naneSenimi vlakni, za katere smo

predviedvali, da so bila sukana pod ugodnimi pogoji, smo previdno izrezali priblizno 5 mm
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velike kvadrate, ki smo jih prilepili na nosilce mikroskopa. Te smo analizirali s SEM pri
pospesevalni napetosti 1 kV in povecavi 20.000 krat. Dobljene posnetke smo obdelali z
racunalniSkim programom Photoshop CC 2015 (Adobe, USA), da smo ocenili povpre¢en
premer vlaken. Na SEM posnetkih smo izbrali 20-30 naklju¢no izbranih segmentov vlaken
in jim dolo¢ili premer glede na merilo mikroskopa. Nabor idealnih pogojev smo nato
uporabili za izdelavo serij vzorcev PVA nanovlaken s koncentracijami NalBU 1, 5, 10 in
20% namenjenih analizi spro$¢anja ucinkovine. Vsakega od teh vzorcev smo sukali 90

minut, da smo dobili uporabno koli¢ino.

3.2.7 Poskus stabilizacije

V preteklem raziskovalnem delu Zavaloke, ki je preucevala vgrajevanje in sproScanje
natrijevih soli nesteroidnih antirevmatikov iz elektrosukanih PVA nanovlaken, je o
spros¢anju NalBU zapisano: »Ugotovili smo, da se, ne gleda na vsebnost vgrajene
u¢inkovine, ta v celoti sprosti takoj po dodatku pufra« (65). Zaradi hitrega sproSc¢anja
ucinkovine smo poskusili PVA nanovlakna stabilizirati. Odlocili smo se za stabilizacijo s
toploto. Ploskve aluminijaste folije, na katere smo nasukali vlakna, smo postavili v

avtoklav za 30 minut pri 160°C.

3.2.8 Priprava fosfatnega pufra

Fosfatni pufer (ang. phosphate-buffered saline, PBS) je pogost medij v bioloskih
raziskavah. Je izotoni¢en in netoksicen, zato predstavlja za vecéino celic ugodno okolje,

sicer pa simulira ¢lovesko plazmo.

Za pripravo 1 L smo v buc¢ko natehtali 8'0 g NaCl, 02 g KCI, 1°44 g Na,HPO,, 0°24 g
KH,PO, in s precis¢eno vodo dopolnili do oznake. Nato smo pripravili 0,1 M raztopini
NaOH in HCI ter z njuno pomocjo uravnali pH pufra na 7,4. Tako pripravljen pufer smo v

nadaljevanju uporabili za dolo¢evanje spro$¢anja ucinkovine iz NV.

3.2.9 Postavitev metode za in vitro sprosc¢anje

Metoda za dolocanje in vitro sproS¢anja naj bi bila razvita s poudarkom na mesto
predvidene aplikacije, kot tudi na lastnosti faramcevtske oblike ter uporabljenega zdravila.
Zagotoviti mora ponovljive rezultate spro$¢anj in omogociti lo¢evanje med razli¢nimi

formulacijskimi ali procesnimi spremenjljivkami, ki imajo vpliv na biolosko uporabnost

(88).
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Nanovlakna se niso uveljavljena Kot dostavni sistem zdravilnih uéinkovin. Dosedanje
raziskave in vitro sproS¢anja na naSi fakulteti so pokazale relativno visoka odstopanja
rezultatov. Z namenom izboljSanja ponovljivosti smo odstranili PVA iz vzorcev
spros¢anja. To smo storili s topilom v katerem je PVA netopen, a se prosto mesa z vodo in
ne vpliva na merjeno koncentracijo NalBU. Izbrali smo acetonitril (AcN), polarno
organsko topilo, ki ga zaradi odli¢nih spektroskopskih lastnosti uporabljamo kot mobilno
fazo pri kromatografiji visoke locljivosti in podobnih analiznih metodah. V vsak vzorec
odvzet pri sproS¢anju uc¢inkovine smo dodali enakovreden volumen AcN, ga premesali z
vorteks stresalnikom, da se je ostanek PVA nanovlaken oboril oz. geliral, katerega smo
nato enostavno odstranili. PVA se z acetonitrilom sicer mesa in tvori enofazni sistem,
vendar zgolj v ozkem koncentracijskem obmocju (slika 8) (89). V 1 mL 8% vodne
raztopine PVA se nahaja priblizno 86,95 mg PVA. Dodatek 1 mL AcN, katerega masa
znasa 786 mg, zniza koncentracijo PVA na 4°64%, masni delez AcN pa na 42%. Da bi
nastala ena faza in bi se PVA raztapljal, bi morala biti njegova koncentracija niZja od
0,2%.
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Slika 8: fazni diagram AcN-PVA-voda pri 25°C in atmosferskem tlaku, Mw polimera
85.000-124.000 g/mol, ki prikazuje koncentracijska obmocja v katerih se komponente med

seboj prosto mesajo v enotno fazo in pri Katerih nastane dvofazni sistem. Prirejeno po (89)

26



3.2.9.1 Preverjanje morebitnih interakcij med acetonitrilom in natrijevim ibuprofenatom

Mesanica vode in AcN tvori netopilo za NaIBU (90). Ceprav praktiéni poizkus dodatka
AcN vodni raztopini NaiBU ni pokazal znakov obarjanja, smo vseeno preverili morebitno
motenje kvantifikacije NalBU zaradi dodatka organskega topila in odstranjevanje PVA.
Pripravili smo standardne raztopine PVA z razli¢nimi koncentracijami NalBU raztopljene
v PBS in jim pomerili absorbanco pri izbrani valovni dolzini. Nato smo postopek ponovili
Se dvakrat, le da smo raztopinam dodali enak volumen AcN in pomeSali z vorteks
stresalnikom, da je PVA geliral. Slednjega smo v drugi seriji odstranili s filtriranjem skozi
0,45 um filter, v tretji pa z enostavnejSim centrifugiranjem pri 4.000 obratih na minuto za

12 minut. Slednje smo na koncu vkljuéili kot del nase in vitro metode.
3.2.9.2 Umeritvena premica

Za kvantitativno dolo¢anje natrijevega ibuprofena oz. ibuprofenata (anionske oblike
uéinkovine v raztopini) smo izbrali UV-VIS spektrofotometrijo. Meritev absorbcijskega
spektra je pokazala, da moramo zaradi dodatka AcN in obarjanja PVA izbrati drugo, manj
ugodno valovno dolzino, pri kateri bomo merili ibuprofenat. Kot posledica nizje
absorbance merjene ucinkovine Se je s znizala ob¢utljivost analizne metode (v primerjavi z
absorbcijskim maksimumom za priblizno 200x). Zacetno raztopino NalBU smo pripravili
pri koncentraciji 1,00 mg/mL. Natehtali smo 100 mg NalBU in ga kvantitativno prenesli v
100 mL bucko ter dopolnili do oznake s predhodno pripravljenim fosfatnim pufrom.
Osnovno raztopino smo red¢ili, da smo dobili koncentracije 1°00, 070, 0°60, 0°50, 0°40,
030, 020, 0°10 in 0050 mg/mL, katerim smo izmerili absorbanco z UV-VIS
spektrofotometrom. Pred pri¢etkom smo posneli Se ozadje PBS, brez dodanega NalBU.
Vsako od standardnih koncentracij smo posneli v treh paralelkah. Umeritvena premica je

prikazana na sliki 9.
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Slika 9: umeritvena premica - natrijev ibuprofenat

Obcutljivost analizne metode nam preko meje kvantifikacije (LOQ) doloca
koncentracijsko obmocje vzorcev, ki jim lahko zanesljivo dolo¢imo vsebnost. Nizki
obcutljivosti smo morali prilagoditi koli¢ino 0z. koncentracije vzorcev, ki jih merimo z
UV-VIS. Zato smo za posamezno spro$¢anje namenili celotno vsebino NV na aluminijasti
foliji, nastalo po 90 minutah sukanja. Da je bila koncentracija u¢inkovine ¢im veéja, Smo

uporabili zgolj 10 mL receptorskega medija in temu primerne epruvete.
3.2.9.3 Tehtanje vzorcev nanovlaken in prenos na nosilec za sproséanje

Ceprav so nanovlakna relativno enostaven ter bolj varen nanomaterial za rokovanje v
primerjavi z nanodelci, klasi¢na izdelava z nanaSanjem na folijo ali drugo prevodno
podlago prinaSa tezavo odstranjevanja in prenosa v kon¢no dostavno obliko. Pri
opravljenih raziskavah na nasi fakutleti so uporabili krovna stekelca, na katera so
neposredno sukali vzorce NV ali pa so izrezali doloceno dimenzijo aluminijaste folije
(65,66). To v nasem primeru, zaradi potrebe po ve¢jih koncentracijah ucinkovine v
analitskih vzorcih, ni bila primerna resitev. Namesto tega smo uporabili celotno vsebino
folije, na katero smo sukali NV 90 minut. Ta smo morali prej Se prenesti iz folije v obliko,
ki bi bila primerna za majhen volumnem vsebnika za spros¢anje, z realno izpostavljeno
povrsino. Kot primerno resitev smo izbrali prirezane steklene palcke, dolge priblizno 15-20

cm. Po predhodnem tehtanju prazne pal¢ke, smo nanjo previdno prenesli vsebino celotne
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povrsine folije in jo skrbno ovili okoli steklene palcke (slika 10). Iz razlike mas navite in

prazne palcke smo dobili maso vlaken, iz katerih smo opazovali spros¢anje ucinkovine.

Slika 10: vsebina enega vzorca NV preneSena iz aluminijaste folije na stekleno palcko,

pripravljena za preizkus in vitro spros¢anja (vir: J.Dolenc)

Ce predpostavljamo, da je masa vzorca NV z 10% NalBU 100 mg, to teoreti¢no znasa 10
mg ucinkovine. Da bomo lahko $e vedno zaznali in kvantificirali 5% celotne vsebnosti,
znasa volumen medija za sproscanje, glede na umeritveno krivuljo, maksimalno 10,06 mL.

Zato smo kot vsebnik za sproscanje izbrali 10 mL plasti¢no epruveto 0z. centrifugirko.

Ker je sproscanje NalBU potekalo dokaj hitro, smo vzorcili pogosteje v prvih nekaj
minutah po stiku z medijem. Odvzemali smo po 1 mL z avtomatsko pipeto in vsakié¢
nadomestili odvzeto koli¢ino z novim PBS pufrom enakega volumna. Sproscanje je

potekalo na mesalni mizici, Ki je zagotavljala zmerno stopnjo agitacije.

Kumulativno spro$€eno uc¢inkovino sSmo izracunali po formuli:

Miotal = E Ct—1 * Vozorec T Ct * Visebnik
t

Miorar: Celokupno sproscéena ucinkovina iz NV
V,z0rec: Volumen odvzetega vzorca (1 mL)
¢t koncentracija NalBU v mediju ob Casu odvzema t

Vysebnik: volumen medija za sproscanje v centrifugirki (10 mL)
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3.2.9.4 Popolno sproséanje

Ker je dolocen delez vlaken vedno ostal neraztopljen na palcki tudi po ve¢ dneh in se
koncentracija v akceptorskem mediju ni ve¢ spreminjala od dveh ur naprej, smo za zadniji
dve seriji izvedli Se t.i. popolno spros$¢anje. Epruvete s palcko in preostankom NV na njih
smo prenesli v vodno kopel ter segrevali do priblizno 80°C. Pri tem smo pazili, da je
izparelo ¢im manj medija. Ko so se vlakna dokon¢no raztopila, smo iz vsake epruvete
odvzeli vzorce v dveh paralelkah in jih obravnavali enako kot preostale za UV-VIS

analizo.

Popolno spros¢anje nam je omogocilo, da smo dolocili delez ucinkovine, Ki je zaostal v
PVA nanovlaknih. Tako smo lahko ocenili pravo vsebnost NalBU in s tem dejansko
uc¢inkovitost vgradnje v vlakna glede na teoreti¢éno vrednost, ki naj bi jo ta vsebovala.

Ucinkovitost vgradnje smo izrac¢unali po naslednji formuli:

Wonr = Meotal 2t Ce—1 * Vozorec + C¢ * Visepnik + Crinar * Vosebnik
eff — -

Mteor Mpyy * Wy,

Wesr: uCinkovitost vgrandje NalBU v NV

Meorar: C€lokupna vsebnost NalBU v NV

Mieor: teoretitna vsebnost NalBU v NV

myy: natehtana masa NV

wo,: teoreticni delez NalBU

V,zorec: volumen odvzetega vzorca (1 mL)

c;: koncentracija NalBU ob ¢asu odvzema't

Vysebnik: volumen medija za sproscanje v centrifugirki (10 mL)

Crinai: koncentracija NalBU po totalnem sprosScanju

Stabilnost NalBU pri povisani temperaturi smo potrdili s pripravo raztopine NalBU, ki
smo jo 30 minut segrevali pri 90°C. UV-VIS meritev koncentracije je pokazala enako
vrednost pred in po segrevanju. Povzetek metode za in vitro spros$canje, kot smo jo

postavili tekom nasih raziskav, je predstavljena v preglednici II.
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Preglednica Il: Povzetek metode za in vitro sproscanje iz elektrostatsko sukanih PVA

nanovlaken z vgrajenim NalBU

4 N\ ( N\ 4 N\
tehtanje prazne dodatek AcN meSanie na vorteksu
steklene palcke vzorcem J

. J . J . J

4 N\ ( N\ 4 N\

prenos NV iz opolno sproscanje
aluminijaste folije Pizppreostgnka NV centrifugiranje
na palcko
. J \. J . J
4 ) 4 ) 4 )
. . spros¢anje + analiza z UV-VIS
tehtanje palCke z NV vzordenje spektrofotometrom
. J \. J . J
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4 REZULTATI

4.1 OPTIMIZACIJA PROCESNIH SPREMENLJIVK

V fazi optimizacije smo opazovali proces sukanja NV iz pripravljenih PVA raztopin z
dodanim NalBU pri razli¢nih pretokih (med 0,849 in 0,990 mL/min) in napetostih (10, 15
in 20 kV). Izmed teh smo dolocili kombinacije nastavitev, pri katerih je bil proces za dano
formulacijo najugodnejsi z vidika stabilnosti curka. Ostali procesni parametri so ostali
konstantni: premer igle 0°'8 mm, oddaljenost slednje do zbirala 15 cm. Pogoje okolja smo
sicer merili in belezili, a so ostali nekontrolirani. Za 1% in 5% koncentracijo NalBU smo
dolo¢ili 15 kV kot najustreznejSo napetost. Pri nizji vrednosti je bil curek neizrazit, na
zbiralu pa se je nabirala Sibka, na Siroko razprsena lisa. Ob nastavitvi 20 kV so se v obeh
primerih koncentracij pojavile nestabilnosti v smislu vecih izvorov curka na kapljici, kar je
se odrazilo na zbiralu v treh diskretnih lisah ali pa je namesto enotne lise nastal kolobar.
Ne glede na nastavljen pretok je kapljica nara$¢ala in se periodi¢no odcepljala. Nekatere od
teh so celo zadele in umazale zbiralo. 10 kV napetosti pri 10% NalBU je ustvarila sibko
liso, ki je bila razprSena po celotni povrsini zbirala, 20% pri isti napetosti pa ozko liso. Pri
srednji in visoki napetosti je bil curek za 10 in 20% lepo viden in relativno stabilen. Pretok

je bil v¢asih previsok, v¢asih prenizek.

Optimizacija ja pokazala, da so bili predvideni pretoki previsoki. Poleg tega je zaradi
elektrostatske narave pretok nestabilen in ga je zato najbolje prilagajati sproti, dokler se ta
ne ustali. Razli¢ne koncentracije NalBU so se med seboj razlikovale ne samo po vplivu na
proces nastajanja NV, temvec¢ tudi v makroskopski strukturi. Medtem ko so imela prazna
PVA vlakna in tista z 1% delezem uc¢inkovine nezno, pajcevinasto strukturo, je bila ta pri
ostalih treh koncentracijah u¢inkovine bolj kompaktna in enotna, naloZzena v plasteh. Ta je
bila enostavnejsa za rokovanje in je omogocila skoraj popoln prenos iz folije na nosilec za

sproscanje (slika 11).
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Slika 11: prenos PVA vlaken z 10% NalBU iz aluminijaste folije na stekleno palc¢ko. Z

lastovita struktura nanosa (vir: J.Dolenc)
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4.2 ANALIZA POSNETKOV ELEKTRONSKEGA MIKROSKOPA

Nastavitve izbrane pri optimizaciji smo uporabili za izdelavo NV, ki smo jih poslali na
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analizo z elektronskim vrsticnim mikroskopom. Rezultati so prikazani na slikah 12,13,14.

Slika 12: 8% PV A nanovlakna s 5% NalBU
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Slika 14: 8% PV A nanovlakna z 20% NalBU

Na podlagi SEM posnetkov in uporabi ra¢unalniSkega programa Photoshop CC 2015 smo
dolo¢ili povprecen premer NV. Rezultati so prikazani v preglednici Ill. Vrednosti za 5%
NalBU se dokaj dobro ujemajo z rezultati v delu Zavaloke (65) (119 nm £ 22 nm), medtem

ko so pri ostalih koncentracijah rezultat motili vozli.
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Preglednica I11: premer NV dolo¢en na podlagi SEM posnetkov (*prisotnost vozlov)

o 09 " iy
1% (nismo merili)
5% 99+ 30
10% 167 +202 *
20% 211 + 267 *

4.3 TOPLOTNA STABILIZACIJA NANOVLAKEN

Ceprav je bila stabilizacija PVA nanovlaken z vsebujo¢im NalBU v avtoklavu Ze
uporabljena kot strategija za izboljSanje odpornosti proti raztapljanju v vodnem mediju,
pretekli raziskovalci niso porocali o nobenih posebnostih ali spremembah (65). V naSem
primeru so NV, ki so bila izpostavljena visoki temperaturi, rahlo porumenela. SEM analiza
ni razkrila nobenih opaznih razlik v primerjavi s strukturo nestabiliziranih vrst. Ob poskusu
prenosa z aluminijaste folije na stekleno pal¢ko pa se je izkazalo, da so NV pri segrevanju
izgubila takoreko¢ Vvso elasti¢nost, zaradi Cesar je bilo navijanje tezavno. Ob stiku z
medijem za spro$Canje stabilizirana vlakna niso nabrekala in rumenkasto-rjav odtenek je
postal izrazitejsi (slika 15). Preizkus spros¢anja prav tako ni pokazal nobene prednosti v
smislu podaljsanja spros¢anja ucinkovine v primerjavi z NV, ki niso bila izpostavljena

povisani temperaturi. Za kon¢no analizo iz NV smo zato uporabili nestabilizirana NV.

Slika 15: stekleni palcki s preostankom NV po testu in vitro sprosc¢anja. Zgoraj vlakna

stabilizirana s toploto, spodaj nestabilizirana vlakna (vir: J.Dolenc)
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4.4  INTERAKCIJE ACETONITRILA Z NATRIJEVIM IBUPROFENATOM

Za potrditev pravilnosti analiznega postopka z odstranitvijo PVVA, smo preverili interakcije
organskega topila in morebiten vpliv na meritev vsebnosti uc¢inkovine. Slika 16 prikazuje
ujemanje UV-VIS meritev koncentracij NalBU z dejansko vsebnostjo v pripravljenih
standardnih raztopinah z dodanim PVA. Tem smo dodali PVA brez in z dodanim AcN, s
tistimi, ki smo jim dodali AcN in odstranili geliran PVA.

m PVA/NalBU

m PVA/NalBU + AcN (0,45 um filter)
1,5

mPVA/NalBU + AcN (centrifuga)

0,5 I I I
u I
0,40 0,50 0,60 0,70 1

0,20 0,30

Izmerjena koncentracija NalBU [264nm]

,00 2,00

Koncentracija NalBU v standardnih raztopinah [mg/mL]

Slika 16: standardne raztopine NalBU z dodanim PVA (modra), PVA in AcN ter

odstranjenim polimerom z filtracijo (rdeca) oz. s pomocjo centrifugiranja (zelena)

45 REZULTATI SPROSCANJA

V nadaljevanju so predstavljeni rezultati in vitro sproscanja NalBU iz elektrostatsko

sukanih PVA nanovlaken, izvedenega po zastavljeni metodi. Merilo za % sproscene

ucinkovine se nanaSa na teoreti¢no vsebnost, tj. koli¢ino, ki naj bi jo vlakna vsebovala

glede na koncentracijo v raztopini iz katere so bila ta izdelana. Primer: za vzorec, ki je bil

pripravljen iz raztopine z 1,01% NalBU, naj bi ta v obliki suhih NV vseboval 10%

ucinkovine. Maso NV smo dolo¢ili pri 100 mg, torej naj bi vzorec za sproscanje teoreticno
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vseboval skupaj 10 mg NalBU. Za omenjeni vzorec je 10 mg predstavljalo 100%

sproscene ucinkovine.

Na slikah 17,18,19 in 20 so prikazani rezultati in vitro spro$¢anja iz PVA nanovlaken z 1,
5, 10 in 20% NalBU. Za vsako koncentracijo smo izvedli 5 serij spros$¢anj. Primerjava
krivulj je prikazana na sliki 21. Vsakemu grafu je dodana ¢rtkana crta, Ki predstavlja
zgornjo mejo, izratunano na podlagi popolnega spros¢anja za dano koncentracijo in
predstavlja 'pravo' vsebnost ucinkovine. Ce smo za vlakna z 10% NaIBU dolo¢ili
uc¢inkovitost inkapsuliranja 90%, to pomeni da so NV iz zgornjega primera v resnici
vsebovala zgolj 9 mg ucinkovine namesto 10. Razdalja med krivuljo kumulativno
spros¢ene ucinkovine in zgornjo mejo c¢rtkane Crte kaze delez zaostalega NalBU v NV.
Razlika med 100% teoreticne in zgornjo mejo ‘'prave’ vsebnosti je ucinkovitost

inkapsuliranja.
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Slika 17: povprecje spros$¢anja iz PVA NV z 1% NalBU, s prikazanimi standardnimi

deviacijami in 'pravo’ vsebnostjo u¢inkovine (¢rtkana Crta)
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Slika 18: povpre¢je sproscanja iz PVA NV s 5% NalBU, s prikazanimi standardnimi

deviacijami in 'pravo' vsebnostjo uc¢inkovine (értkana ¢rta)
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Slika 19: povprecje spros¢anja iz PVA NV z 10% NalBU, s prikazanimi standardnimi

deviacijami in 'pravo' vsebnostjo u¢inkovine (Crtkana ¢rta)
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Slika 20: povprec¢je sproscanja iz PVA NV z 20% NalBU, s prikazanimi standardnimi

deviacijami in 'pravo' vsebnostjo u¢inkovine (¢rtkana ¢rta)
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Slika 21: primerjava profilov sprosc¢anj iz PVA NV z razli¢nimi vsebnostmi NalBU
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4.6 POPOLNO SPROSCANJE UCINKOVINE IN VARIABILNOST MASE

V preglednici IV so predstavljeni rezultati popolnega sproscanja, ki kazejo ucinkovitost ter
pravilnost inkapsuliranja u¢inkovine v NV. Prav tako so dodane meritve mas vzorcev NV

za sproscanje.

Preglednica IV: popolno spros¢anje NalBU in povprecna masa vzorcev NV za sproscanje

U9 | ROV O ke (19)
1% 123 3,7 84,9 £ 11
5% 104 +7,8 582+53
10% 90 +2,3 78,1 £ 9,6
20% 80+ 0,7 93,3 +23
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5 RAZPRAVA

Elektrostatsko sukanje je kompleksen proces s Stevilnimi moznimi vzroki variacij. Pri
celotni izvedbi od priprave raztopin, izdelave NV in vzorcev za sprosc¢anje, do same
izvedbe analize in vitro vrednotenja, je bilo moznih mnogo vzrokov tako za sistemati¢ne

kot naklju¢ne napake.

Elektrostatsko sukanje smo izvajali brez uporabe komore. Zra¢na vlaznost se je
spreminjala naklju¢no skupaj s trenutnimi vremenskimi razmerami, od 34% pa vse do
70%, kar je gotovo prispevalo k razprSenosti konénih rezultatov spro$c¢anja. Pelipenko s
sodelavci, ki je preuceval vpliv nasi¢enosti zraka z vodno paro na tvorbo elektrosukanih
PVA nanovlaken, je zakljucil: »V primeru PVA nanovlaken lahko premeri znasajo od 161
+ 42 nm (60% vlaznost) do 667 £+ 83 nm (4% vlaznost). Vozli na NV so se pojavili ob
da so se premeri NV, ki smo jih pripravili iz enakih raztopin in z enakimi delezi NaIBU,
med seboj bistveno razlikovali zgolj zaradi nekontroliranja zrane vlaznosti kot procesne
spremenljivke. SEM analiza je bila namre¢ opravljena zgolj za en nabor vzorcev,
pripravljen pri eni vrednosti zra¢ne vlage. S tem je prav tako vprasljiva morebitna

prisotnost vozlov v vzorcih NV za spros¢anje.

Posnetki elektronskega mikroskopa so pokazali precej$nje razlike med posameznimi
formulacijami in potrdile vpliv vsebnosti u¢inkovine na kon¢no strukturo nanoogrodja. V
nasprotju z ocenami na podlagi podatkov iz literature, se je pojavnost vozlov povecevala
skupaj s koncentracijo NalBU. Zupanci¢ je preucevala vpliv razlicnih natrijevih soli
zdravilnih u¢inkovin na fizikalno kemijske lastnosti 8% vodnih raztopin PVA, med drugim
tudi NalBU, v koncentracijskem obmocju od 0,5 do 10%. Opravila je meritve gostote,
elektricne prevodnosti, povrSinske napetosti, reoloske lastnosti, ozkokotno sipanje
rentgentskih zarkov (SAXS), viskoznosti ter viskoelasti¢nih lastnosti. Meritve so pokazale,
da dodatek NalBU znatno poveca prevodnost, a vseeno manj kot NaCl. Hkrati s
prevodnostjo sta se z dodatkom soli povecala gostota in viskoznost. Pomembno za ES,
povrSinska napetost je z naras¢ajo¢o koncentracijo NalBU padala (slika 22) in je pri
koncentraciji 10% znasala skoraj polovico Ciste PVA raztopine. Ibuprofenat torej deluje
kot povrSinsko aktivna snov. Razmerje med elasticnim in plastiénim modulom je ostalo

nizko skozi obravnavano koncentracijsko obmocje, v korist slednjega. Meritev SAXS ni
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razkrila nobene spremembe strukture PVA molekul zaradi dodatka ucinkovine. Iz teh
podatkov je mo¢ sklepati, da dodatek NaIBU ne bo negativno vplival na sposobnost PVA
raztopine za tvorbo gladkih NV. Kot je zakljucila avtorica: »dodatek posameznih soli ne
spremeni notranje strukture [vodnih] PVA raztopin, zato predvidevamo, da bi izdelava
taksnih NV bila uspesna, ES pa bi lahko izvajali pri istih procesnih pogojih kot jih
uporabljamo pri Cisti vodni raztopini PVA« (64). Nasprotujo¢ rezultat je dobila Zavaloka,
ki je izdelala nanovlakna iz 8% PVA z delezi NaIBU od 1 do 20% glede na maso suhih
vlaken. Pri 1 in 5% so bila ta gladka in brez napak, a pri 10% in 20% so se pojavili vozli

(65). Slednje se ujema z nasimi lastnimi rezultati.

—mu— NaCl
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Slika 22: povrsinska napetost 8% raztopine PVA v odvnisnosti od koncentracije natrijevih
soli pri 26°C, kjer ¢rtkane ¢rte oznacujejo koncentracije NaIlBU, iz katerih smo sukali NV

vzorce v nasi raziskavi: 0°10, 0°50, 1°01 in 2°04% (prirejeno po 64)

Ceprav smo uporabili §tiri razli¢ne raztopine za izdelavo NV z delezi NaIBU od 1% do
20%, smo v vseh primerih uporabili enak delez PVA, kljub temu, da je ucinkovina
bistveno spremenila sposobnost sukanja. Glede na teoreti¢no izhodisce je bil pojav vozlov
nepri¢akovan in je prispeval k veéji razprSenosti rezultatov, kot je to razvidno iz
primerjave grafov za 1 in 5% NalBU z tistima za 10 in 20%. S tega stalis¢a je
presenetljivo, da se oblike krivulj spros¢anj iz NV s 5% (brez vozlov) in 10% (z vozli) med

seboj ne razlikujeta. Nekoliko bolj postopno je bilo spros¢anje iz NV z 20% NalBU, ki so
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tudi vsebovala vozle. Pri teh NV se je polovica u¢inkovine, Ki je bila na voljo za sprostitev,
izlo¢ila po priblizno 20 minutah, pri 5% in 10% pa po priblizno 11 oz. 13 minutah.

Mozen vzrok za nastanek vozlov bi lahko bil v nepopolnem raztapljanju ué¢inkovine. Pri 5,
10 in 20% oz. 0°50, 1°01 in 2°04%, kolikor je bil dejanski masni procent NalBU v
raztopinah pri sukanju, se je pojavila belkasta motnost. VVozli se pri 5% sicer niso pojavili.
Za omenjene tri koncentracije lahko torej re¢emo, da je PVA vplival na topnost u¢inkovine

in so bile zato sukane iz suspenzije namesto raztopine.

Za odstranitev PVA iz medija za spros¢anje z AcN smo dokazali, da ni vplival na vrednost
absorbance NalBU, ¢eprav so dodatni koraki v postopsku verjetno prispevali k dodatnim

naklju¢nim napakam.

Ceprav se je u¢inkovina iz NV sproiéala hitro pri vseh jakostih, ne moremo govoriti o
pojavu ucinka izbruha. Krivulje za vse jakosti so skladne in kazejo na relativno stabilno,
sigmoidno priblizevanje konstantni vrednosti. To gre pripisati dobri vodotopnosti
ucinkovine, kot tudi kompatibilnosti obeh komponent NV. Kljub ve¢jemu naboju in
mobilnosti manjSe molekule NaIBU napram PV A, se tekom elektrosukanja u¢inkovina ni
koncentrirala na povrSini ali agregirala v obliki kristalov, kot je razvidno iz SEM
posnetkov. Sklepamo, da je pri hidrofilnem polimeru in zelo dobro vodotopni u¢inkovini,
kompaktnost zgradbe manj pomembna, saj se u¢inkovina sprosca z difuzijo ob nabrekanju
polimera in prodiranju vode v notranjost. S tega vidika sistemati¢na napaka zaradi ro¢nega
navijanja NV iz aluminijaste folije na stekleni nosilec ni imela bistvenega pomena. Vpliv
strukture polimera na sprosScanje zdravilne ucinkovine je pri PVA nanovlaknih sicer

zapleten, vendar zaenkrat ni poglobljenih raziskav na molekularnem nivoju (33).

Popolno sproscanje je pokazalo razlike med teoreticno vsebnostjo uc¢inkovine, kolikor naj
bi je NV vsebovala glede na pripravljene raztopine za sukanje, ter dejansko celokupno
koli¢ino, kolikor smo izmerili tekom celotnega sproscanja, vklju¢no z neraztopljenimi
vlakni in v njih zaostalim NalBU. Ucinkovitost inkapsuliranja je padala z naras¢ajo¢im
delezem ucinkovine v NV. V primeru 1% NalBU je vgradnja celo presegla 100%, torej se
jem glede na dobljene rezultate, v vlakna koncentriralo ve¢ ucinkovine, kot jo je bilo
prisotne v sami raztopini iz katere smo vlakna izdelali. Na drugi strani se je v vlakna
sukana iz 10% NalBU vgradilo le 90%, iz 20% raztopine celo zgolj 80% ucinkovine. Pri
5% NalBU je bila u¢inkovitost vgradnje priblizno enaka 100%. Vzrok za taksne razlike je

neznan. Prav tako je bilo sproscanje iz ogrodij z ve¢jim delezem NalBU popolnejse kot pri
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tistih z nizjimi, kjer je ve¢ ucinkovine ostalo ujete v vlaknih. Pri 1% formulaciji je ob
koncu sproscanja v vlaknih ostala tretjina vsebovanega NalBU. Pri 5% se je izlo¢ilo 82%
uc¢inkovine, v primeru 10% in 20% pa se je sprostila skoraj vsa (97%). NalBU ocitno moti

prepletanje PVA verig in s tem lastno vgradnjo v polimer.

Potrebno je omeniti, da so rezultati UV-VIS meritev za vlakna z 1% NalBU nezanesljivi.
Vecina vrednosti dobljenih pri spro$¢anju za ta NV so bila, glede na umeritveno premico,

pod mejo kvantifikacije (1,00 — 0,05 mg/mL).

V preteklih raziskovalnih nalogah so spros¢anje modelne ucinkovine opazovali iz zgolj
nekajcentrimetrskih kvadratnih kos¢kov PVA nanovlaken, ki so v vodi hipno razpadli. V
nasem primeru smo uporabili znatno vecje koli¢ine NV. Posledica je bila druga¢na
Kinetika spro$¢anja ucinkovine in obnasanje PVA ob stiku z medijem; na palcki se je
raztopil oz. je razpadel zgolj zunanji del, medtem ko je notranjost nabrekala. Ceprav ne
pride do kristalizacije, se tekom nastajanja NV molekule PVA najverjenteje med seboj
dovolj dobro orientirati, da se lahko upirajo raztapljanju v vodi.

Za neuspeli poskus stabilizacije lahko na podlagi rezultatov predvidevamo, da je pri
segrevanju prislo do kemijske reakcije med ucinkovino in polimerom. Esterifikacija med
prostimi —OH skupinami na PVA in karboksilno kislino ibuprofenata je teoreti¢no sicer
mogoca glede na povisano temperaturo, vendar manjka prisotnost mo¢ne kisline, ki bi
sluzila kot katalizator. Poleg tega esterifikacija ne razlozi razpada polimerne verige, ki je
vzrok za izgubo viskoelasti¢nosti stabiliziranih vlaken. Najverjetneje je reakcija bolj
kompleksna in je potekala na ravni oksidacije. Sam PVA naj bi bil termostabilen do
temperature 180°C (39). Za potrditev bi bile potrebne dodatne raziskave (npr. IR
spektroskopija). Za podaljsanje spros¢anja NalBU iz PV A vlaken bi bilo potrebno raziskati

alternativne moznosti formulacij, ali morda bolje, izdelati NV tipa jedro-obloga.
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6 SKLEP

Namen naSega dela je bila postavitev metode za in vitro sprosc¢anje modelne uc¢inkovine iz
PVA nanovlaken. Razvoj je zahteval dobro poznavanje parametrov procesa ES in

njihovega odnosa do kon¢ne morfologije ter lastnosti NV.

Za ta namen smo izbrali kombinacijo modelne u¢inkovine s polimerom in preucili njune
lastnosti, na podlagi katerih smo potem prilagodili spremenljivke procesa ES in izdelali
NV za sproscanje. Z elektronskim mikroskopom smo potrdili nastanek vlaken v
nanometrskem obmodju in opazovali vpliv u¢inkovine na morfologijo NV. Pri 5% NalBU
glede na suho maso vlaken je bil premer 99 nm + 30 nm, pri 10 in 20% pa 167 nm + 202
nmin 211 nm £ 267 nm (za 1% premera nismo dolocali). Pri najvi§jih dveh koncentracijah
so bili premeri izjemno neenakomerni zaradi pojava vozlov. Kot poskus izboljsanja
ponovljivosti smo se odloc¢ili v nas$i metodi pred analizo izlo€iti nosilni polimer.
Posledi¢no smo za UV-VIS doloc¢itev modelne ucinkovine izbrali manj ugodno valovno
dolzino. Omejitvam obmocja kvantifikacije smo prilagodili postopek in vitro sprosc¢anja v
smislu mase testiranih vlaken in uporabljenega volumna medija, kot tudi samo pripravo
vzorcev za analizo. Z izvedbo popolnega spros¢anja smo lahko dolo¢ili u¢inkovitosti

vgradnje u¢inkovine.

Na podlagi obravnavanih rezultatov lahko predlagamo nekatere izboljSave, ki bi

pripomogle k vecji kakovosti NV in s tem boljsi ponovljivosti:

e Uporaba komore, s katero bi lahko natan¢no nadzorovali relativno vlaznost in
temperaturo.

e Avtomatizacija procesa s sposobnostjo dinami¢nega prilagajanja pretoka in
napetosti za ohranjanje Taylorjevega stozca znotraj idealnih okvirjev tekom
celotnega poteka sukanja NV.

e Avtomatizacija analitike, ki bi odpravila naklju¢ne napake roénega vzorcenja.

e Natancna prilagoditev procesnih spremenljivk za vsako kombinacijo polimer-
ucinkovina glede na sposobnost sukanja (na primer, visja koncentracija polimera za
vi§je koncentracije u¢inkovin).

e Konstantno mesanje raztopine Vv brizgi tekom ES za boljso homogenost in

enakomernejso razporeditev majhnih molekul v polimernem ogrodju NV.
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e Enostavnejsi prenos vlaken iz zbirala na nosilec, npr. z neposrednim sukanjem na

konéno dostavno obliko.

e uporaba HPLC kolone za vi§jo obcutljivost analizne metode.

Poleg analize rezultatov spros¢anj, Smo skupaj z obravnavanjem vseh meritev in variacij
dobili boljsi vpogled ter razumevanje procesa sukanja polimernih vlaken v elektricnem

polju.
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