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POVZETEK

Mikrokapsule so majhni delci, obi¢ajno veliki od 1 um do 1000 pm, z definiranim jedrom
in ovojnico. Zdravilna u€inkovina se ponavadi nahaja v jedru, ovojnica pa je sestavljena iz
razli¢nih polimerov.

Z enkapsulatorjem Inotech IE-50 R smo izdelali mikrokapsule s samomikroemulgirajo¢im
sistemom. Jedrno fazo je sestavljal samomikroemulgirajo¢i sistem (SMES) nasien z
brezvodnimi CacCl, in suspendirano zdravilno ucinkovino. Za ovojno fazo smo uporabili
raztopino natrijevega alginata in laktoze.

Z optimiranjem koncentracije alginata in laktoze smo uspeli izdelati mikrokapsule, ki so
zadrzale jedrno fazo. Z dodatkom CaCl, k jedrni fazi smo omogocili takojSne
premrezevanje alginatnih verig in tako omejili meSanje ovojne in jedrne faze.

Ovrednotili smo viskoznost ovojnih in jedrnih faz ter postavili okvirne vrednosti, pri
katerih smo uspesneje izdelali mikrokapsule.

Ugotovili smo, da je za uspeSno mikrokapsuliranje pomemben polozaj jedra v
mikrokapsuli. Polozaj jedra smo poskuSali optimirati s poznavanjem gostot ovojne in
jedrne faze.

DSC meritve alginatnih gelov z zdravilnimi u¢inkovinami smo uporabili za dolocitev
interakcij med alginatno ovojnico in zdravilno u¢inkovino.

Pri vrednotenju stabilnosti zdravilnih u€¢inkovin v SMES-u smo ugotovili, da SMES vpliva
na stabilnost ucinkovin, zato je potrebno primernost uporabe SMES-a za izdelavo
mikrokapsul dolociti glede na posamezno izbrano zdravilno u¢inkovino.

Izdelali smo mikrokapsule z NDS1 in NDS2 ter dolocili vsebnost zdravilne u¢inkovine v
mikrokapsuli z UV/VIS spektrofotometrijo.

Za mikrokapsule z NDS1 smo izvedli test spros¢anja zdravilne u€inkovine iz mikrokapsul.
Za primerjavo smo izdelali ogrodni tip mikrokapsule iz alginata in NDS1. Pokazali smo,
da se v zaletnih minutah iz izdelanih mikrokapsul sprosti ve¢ NDS1 v primerjavi z

ogrodnim tipom mikrokapsul.
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ABSTRACT

Microcapsules are small, spherical particles, usually up to 1000 um in diameter, with a
defined core and shell. Active pharmaceutical ingredient (API) is usually located in the
core and the shell is usually made from different types of polymers.

We have used encapsulator Inotech IE-50 R to produce microcapsules. The core was
produced with selfmicroemulsifying system (SMES), saturated with anhydrous CaCl,, in
which API was suspended.

The shell was formed from water solution of sodium alginate and lactose. An optimal shell
composition was necessary to prepare stable microcapsules. CaCl; in the core interacted
with alginate solution to create a barrier which prevented mixing of core and shell phases,
allowing for preparation of microcapsules with clearly defined core. Viscosity of the core
and shell phases were evaluated and optimal ranges for microcapsules preparation were
determined. The position of core within microcapsule 1is essential for the
microencapsulation, therefore the density of core and shell phases were determined and its
influence on the microencapsulation was determined.

DSC was used to check for possible interaction between alginate shell and API. It was
shown that SMES has influence on the stability of the API.

We prepared microcapsules with NDS1 and NDS2. The concentration of API was
determent with help of UV/VIS spectrophotometer. A dissolution test was performed for
microcapsules containing NDS1. Matrix microcapsules, composed of alginate and NDSI
were used as reference. During first 15 minutes, the dissolution rate of NDS1 from SMES

containing microcapusles was much higher during compared to the matrix microcapsules.
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SEZNAM OKRAJSAV

A absorbanca;

AUC povrsina pod krivuljo;

a-L-G a-L-guluronska kislina;

BCS biofarmacevtski klasifikacijski sistem;

BU bioloska uporabnost;

B-D-M B-D-manuronska kislina;

Crax najvecja koncentracija u¢inkovine v plazmi v dolo€enem ¢asu;
GIT gastrointestinalni trakt;

HLB hidrofilno-lipofilno ravnotezje;

L dolgo verizne mascobne kisline;

LFCS lipidni formulacijski klasifikacijski sistem;

LML dolgo-srednje-dolgo verizni strukturni trigliceridi;
M srednje verizne mascobne kisline;

m/m masno/masno razmerje;

MLM srednje-dolgo-srednje verizni strukturni trigliceridi;
ov olje v vodi;

PEG polietilenglikol;

PG propilenglikol;

SMES samomikroemulgirajoci sistem,;

SES samoemulgirajoci sistem;

tmax ¢as, ko je koncentracija uc¢inkovine v plazmi najvecja;
V/O voda v olju;

ZU zdravilna u¢inkovina.
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Uvod

1 Uvod

1.1 Farmacevtske oblike z v vodi slabo topnimi uc¢inkovinami

V procesu razvoja zdravil se velikokrat pojavijo terapevtsko primerni kandidati za
ucinkovine, ki pa izkazujejo zelo slabo topnost v vodnem mediju (manj kot 1pg/ml). To
bistveno vpliva tudi na razvoj zdravil za peroralno uporabo, ki je eden izmed
najpogostejSih nacinov apliciranja zdravilnih ucinkovin. Biofarmacevtski klasifikacijski
sistem (BCS) razdeli u¢inkovine glede na njihovo topnost in permeabilnost v 4 razrede.
Ucinkovine v razredu I imajo dobro topnost in dobro permeabilnost, v II slabo topnost in
dobro permeabilnost, v III dobro topnost in slabo permeabilnost, v IV pa slabo topnost in

slabo permeabilnost. (1)

Absorpcija in posledi¢no bioloska uporabnost v vodi slabo topnih ucinkovin iz GIT je
omejena s procesom raztapljanja. Te ucinkovine uvr§¢amo v razred II oz. IV po BCS
klasifikaciji. U¢inkovine v razredu IV, ki imajo slabo permeabilnost in slabo vodotopnost,
so najveckrat slabi kandidati za nadaljnji razvoj, razen v primeru, da je predviden odmerek
ucinkovine nizek. Izbira farmacevtske oblike je pomemben faktor, a njihovo uporabo Se

vedno omejuje nizka permeabilnost.

Hitrost in obseg absorpcije ucinkovin iz razreda II, ki imajo slabo topnost in dobro
permeabilnost, je velikokrat odvisna od lastnosti farmacevtske oblike v katero so vgrajene.
Farmacevtska oblika mora biti oblikovana tako, da zagotavlja zadostno topnost in s tem
biorazpoloZljivost uc¢inkovine. S spreminjanjem fizikalno-kemijskih lastnosti u¢inkovine z
namenom izboljSanja topnosti, kot sta tvorba soli in zmanjSevanje velikosti delcev, ne
dosezemo vedno pricakovanih rezultatov. Uporaba trdnih disperzij, ciklodekstrinov in
nanodelcev ni primerna za vse ucinkovine. Zaradi tega je bilo v zadnjih letih veliko
raziskav usmerjenih v razvoj lipidnih sistemov. Zelo primeren tehnoloSki pristop je
vgraditev ucinkovine v inertni lipidni nosilec (olja, disperzije z emulgatorji,
samomikroemulgirajo¢e oblike, mikrokapsulirane emulzije, samoemulgirajoce pelete, trdni
samoemulgirajo¢i sistemi v obliki tablet, liposomi,...) s poudarkom na samoemulgirajoc¢ih

sistemih, ki ob stiku z vodo tvorijo fine oljne kapljice ali disperzije micelov. (1, 2, 3)
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Uvod

1.1.1 Lipidni sistemi

Lipidni sistemi imajo to prednost, da lahko dostavijo u¢inkovino v telo kot stabilno tekoco
raztopino. Termin lipidni sistem predstavlja veliko skupino formulacij, katere povezujejo
nekatere skupne lastnosti. Lipidne sisteme sestavljajo trigliceridi, mono- in digliceridi,
lipofilni emulgatorji, sotopila in pomozne snovi s Sirokim spektrom fizikalno-kemijskih
lastnosti. Oblikovan je bil lipidni formulacijski klasifikacijski sistem (LFCS), ki pomaga
ovrednotiti kriti¢ne lastnosti lipidnih sistemov. Sistem razdeli lipidne formulacije v 4

razrede; I, I, III, IV (Preglednica I). (1, 4)

Formulacije razreda I sestavljajo olja (trigliceridi, mesani gliceridi). Biorazpolozljivost ZU,
ki se raztopi v olju je dobra, saj se trigliceridi hitro metabolizirajo do prostih mascobnih
kislin in 2-mono-gliceridov, ki tvorijo koloidno disperzijo meSanih micelov (skupaj z
zol¢nimi solmi in lecitinom). V micele se prav tako solubilizirajo hidrofobne u¢inkovine in
ti miceli predstavljajo rezervoar u¢inkovine, iz katerih nato prehaja u¢inkovina v sistemski
krvni obtok s pasivnim (transcelularnim) transportom. Formulacije razreda II so v vodi
netopni samoemulgirajo¢i dostavni sistemi, ki vsebujejo ve€jo koli¢ino lipofilnih
emulgatorjev, kar pospesi emulgiranje in izboljSa kapaciteto topila za sprejem hidrofobnih
ucinkovin. Formulacije razreda III so samoemulgirajo¢i dostavni sistemi oz.
samomikroemulgirajo¢i dostavni sistemi, ki vsebujejo vodotopne emulgatorje in/ali
sotopila (razred IIIA) oz. vecje koli¢ine vodotopnih komponent (razred IIIB). Razlika med
tipom Il in III je v tem, da vodotopne komponente pri dispergiranju tezijo k lo¢itvi od oljne
faze in raztapljanju v vodnem mediju. TakSna loc¢itev faz je gonilna sila za
samoemulgiranje, a hkrati povzro¢a zmanjSanje kapacitete topila, kar lahko vodi v
obarjanje ucinkovine. Obseg obarjanja je odvisen od fizikalno-kemijskih lastnosti
ucinkovine in hidrofilnosti formulacije. Formulacije razreda IV vsebujejo precejSni delez

hidrofilnih emulgatorjev in sotopil. (1, 4)
Ucinkovitost lipidnih sistemov in usoda ucinkovine v GIT je odvisna od fizikalnih

sprememb, ki se zgodijo pri dispergiranju in red¢enju sistema ter od vpliva prebave na

solubilizacijo uc¢inkovine.
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Uvod

Najvecja prednost lipidnih sistemov je v tem, da je ucinkovina v raztopljenem stanju pri
prehodu skozi celoten prebavni trakt in se tako izogne procesu raztapljanja, ki je omejujoc

faktor pri absorpciji hidrofobnih uc¢inkovin v krvni obtok. (1, 4)

Preglednica I: Lipidni formulacijski klasifikacijski sistem (LFCS).

Pomozne snovi v formulaciji Vsebnost v formulaciji [m/m]
I II IITA 111B v
Olja: trigliceridi, mesani gliceridi 100 40-80 40-80 <20 -
V vodi netopni emulgatorji (HLB<12) - 20-60 - - 0-20
V vodi topni emulgatorji (HLB>12) - - 20-40 20-50 30-80
Hidrofilna sotopila - - 0-40 20-50 0-50

1.2 Mikroemulzije

Mikroemulzije so opti¢no bistre, termodinamsko stabilne disperzije dveh med seboj
nemesSajocih se tekocCin. Makroskopsko so monofazni, izotropni sistemi, ki vsebujejo
fleksibilni medfazni film emulgatorja. Molekule emulgatorja se orientirajo tako, da so
njihove hidrofilne skupine v hidrofilni, lipofilne skupine pa v lipofilni fazi in tako tvorijo
medfazni film, ki stabilizira mikroemulzijo. Glede na ime lahko mikroemulzije

povezujemo s klasicnimi emulzijami, vendar so med njimi pomembne razlike (Preglednica

D). (8)

Preglednica II: Razlike med klasi¢nimi emulzijami in mikroemulzijami.

Klasi¢ne emulzije Mikroemulzije

Termodinamsko nestabilne Termodinamsko stabilne

Velikost kapljic 200-1000 nm Velikost kapljic < 140 nm

Grobi disperzni sistemi Koloidni sistemi

Motne do mlecno bele Bistre, transparentne

Za nastanek potrebna zunanja energija Za nastanek potrebno le rahlo stresanje
Mozna fazna locitev Ni fazne locitve

Lastnosti mikroemulzij omogocajo uporabo le-teh kot nosilnih sistemov za dostavo in
povecanje absorpcije in BU slabo vodotopnih ucinkovin, za zas¢ito ucinkovin,
nadzorovano sprosCanje in za zmanjSanje interindividualne variabilnosti med pacienti.
Mikroemulzije se enostavno pripravijo in aplicirajo, njihova termodinamska stabilnost pa

podaljsa rok uporabnosti.
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Uvod

So bistre, lahko jih filtriramo (sterilizacija), imajo nizko viskoznost (manj boleca
parenteralna aplikacija) in omogocajo vgraditev u¢inkovin z razli¢no topnostjo. (9, 10)

V nekaterih primerih lahko sestavine mikroemulzij spremenijo lastnosti tkiv in delujejo kot
pospesevalci absorpcije. Pri O/V mikroemulzijah lahko oljna faza sluzi kot rezervoar

ucinkovine, od koder se nato spros¢a v vodno fazo. (11)

1.2.1 Sestava in stabilnost mikroemulzij

Poznamo tri vrste mikroemulzij (Slika 1):
e olje v vodi (O/V), kjer je voda kontinuirana faza;
e voda v olju (V/O), kjer je olje kontinuirana faza;

e dvoverizna struktura, kjer sta volumna olja in vode priblizno enaka.

voda

olje

O/V mikroemulzija VIO mikroemulzija

dvoverizna struktura

Slika 1: Primeri razli¢nih tipov mikroemulzij.

Notranja faza se lahko oblikuje v razli¢ne mikrostrukture; okrogle, paliCaste, diskaste ali
dvoverizne strukture. Vedno pa sta lipofilna in vodna faza lo¢eni s homogenim filmom
emulgatorja.

Razmerje volumnov faz in vrsta emulgatorja vplivata na tip nastale mikroemulzije. Ce je
vsebnost dispergirane faze manjSa od 25%, mikroemulzijo sestavlja notranja faza
dispergirana v zunanji (V/O ali O/V mikroemulzija), ¢e pa sta deleza obeh faz primerljiva,
se v ravnotezju oblikujejo dvoverizne strukture ali pa je mikroemulzija v ravnotezju s
prebitkom olja, vode ali obeh, kar imenujemo Windsorjevi sistemi. (8)

Razlika med V/O in O/V mikroemulzijo je tudi v delezu dispergirane notranje faze. Pri
uporabi ionskega emulgatorja pri O/V mikroemulzijah kapljice olja obdaja elektri¢ni
dvosloj, ki sega v zunanjo fazo (do 100 nm) in je odvisen od koncentracije elektrolita. To
pomeni, da je vsota obeh veliko vecja od samega oljnega jedra (oljne kapljice), kar vodi do

nastanka moc¢nih osmotskih (odbojnih) sil pri relativno nizkem delezu dispergirane faze.
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Uvod

Te mikroemulzije vsebujejo manjsi delez dispergirane notranje faze kot V/O
mikroemulzije.

Tudi pri uporabi neionskega emulgatorja je delez dispergirane notranje faze pri O/V
mikroemulzijah manj$i, na ra¢un hidratacijskega plascka, ki obdaja polarne glave
emulgatorja. Pri V/O mikroemulzijah pa so skupki dispergirane faze in emulgatorja le
malo vecji od dispergiranih vodnih kapljic. Ti skupki so steri¢no stabilizirani, interakcije
med posameznimi kapljicami delujejo na kratkih razdaljah, kjer prihaja do prepletanja
hidrofobnih repkov molekul emulgatorja.

Pri oblikovanju mikroemulzije je potrebno najvec¢ pozornosti nameniti izbiri emulgatorja in
koemulgatorja. Biti morata fiziolosko sprejemljiva, zmanjSati morata medfazno napetost
proti vrednosti ni¢, da lahko potece dispergiranje in tvoriti morata gibljiv film, ki se lahko

prilagodi obliki majhnih kapljic. (8)

1.2.2 Sproséanje uéinkovin iz mikroemulzij

Za poskuse in vitro velja, da ucinkovina raztopljena v notranji fazi, najprej preide iz
dispergirane faze v disperzni medij in nato difundira skozi membrano v akceptorski medij.
Prehoda v disperzni in akceptorski medij sta odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti
ucinkovine, vehikla in membrane. (8)

Na sproscanje ucinkovine iz mikroemulzije vpliva: porazdelitveni koeficient u¢inkovine
med oljem in vodo; velikost kapljic notranje faze; topnost ter difuzijski koeficient
ucinkovine v posameznih fazah mikroemulzije; lastnosti oljne faze in emulgatorja;
koncentracija emulgatorja; razmerje volumnov faz in viskoznost sistema. (12, 13)

Za izbiro primerne mikroemulzije kot dostavnega sistema, je potrebno poznati obnasanje
ucinkovine in vivo, najpomembnejsi faktor je permeabilnost u€inkovine skozi tkiva, ki jih

prehaja na svoji poti. (9)

1.2.3 Uporaba mikroemulzij v farmaciji

Mikroemulzije so zelo primerni nosilni dostavni sistemi za lipofilne u€inkovine. Njihovo
uporabnost povecujejo tudi njihove specificne lastnosti. O/V mikroemulzije omogocajo
povecano topnost, zadrzano sproScanje in ve€jo BU lipofilnih u¢inkovin. Mikroemulzije

lahko apliciramo na tri nacine: parenteralno, peroralno in dermalno.
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Pri parenteralni in peroralni aplikaciji prihaja in vivo do redCenja vodne faze s fizioloskimi
tekoc¢inami, kar lahko povzroci destabilizacijo sistema (separacija ali inverzija faz).

V/O mikroemulzije omogocajo tudi zas¢ito hidrofilnih u¢inkovin (peptidi, nukleotidi) pred
vplivi okolja in prebavnega trakta in tako povecajo njihovo BU. Mikroemulzije z
dvoverizno strukturo omogocajo izdelavo nosilnih dostavnih sistemov, ki so sposobni

sprejeti velike koli¢ine vodotopnih ali lipofilnih u¢inkovin. (9, 10)

1.3 SamomikroemulgirajocCi sistem (SMES)

Samomikroemulgirajo¢i sistemi (SMES) so bistre, transparentne in izotropne zmesi
naravnih ali sinteti¢nih olj, trdnih ali teko¢ih neionskih emulgatorjev, oziroma enega ali

ve¢ hidrofilnih topil, sotopil in emulgatorjev ter u¢inkovine. (2)

Na osnovi blagega stresanja, kot je prisotno v GIT, samoemulgirajoci sistemi (SES) v
vodnem mediju tvorijo motne O/V emulzije z velikostjo kapljic od 100-300 nm, medtem
ko SMES tvorijo bistre (transparentne) O/V mikroemulzije, z velikostjo kapljic manjsih od
140 nm. Samomikroemulgirajo¢i sistemi se hitro in zelo dobro razporedijo po GIT,
motiliteta prebavnega trakta pa zagotavlja zadostno stresanje, ki je potrebno za
samoemulgiranje. V primerjavi s klasicnimi emulzijami, ki so obcutljivi in nestabilni
sistemi, so mikroemulzije fizikalno stabilne in nezahtevne za proizvodnjo. Za peroralno

uporabo se lahko SMES polni v mehke ali trde zelatinaste kapsule.

S tvorbo SMES se lahko uc¢inkovinam, ki izkazujejo z raztapljanjem omejeno absorpcijo,
mocno izboljSa hitrost in obseg absorpcije oz. njihova bioloska uporabnost (BU), kar
vpliva na bolj ponovljive plazemske profile u€inkovine (Cmax, tmax, AUC) in zmanjSanje

intra- in interindividualne variabilnosti, ki jo izkazujejo hidrofobne u¢inkovine.

Kljub Stevilnim Studijam je danes na trgu malo ucinkovin v obliki samoemulgirajoCih
sistemov (ciklosporin A, ritonavir, saquinavir), se pa Ze leta uporabljajo za pripravo
koncentratov hidrofobnih herbicidov in pesticidov. Dejstvo, da ve¢ kot 40% na novo
odkritih u¢inkovin izkazuje moc¢no hidrofobnost nas sili, da nadaljnje raziskave usmerimo
v iskanje novih sistemov, kot so SMES, da zagotovimo ustrezno BU novih u¢inkovin. (2,

5)
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1.3.1 Sestava SMES

Proces samoemulgiranja je specifiCen in je odvisen od narave olja in emulgatorja,
koncentracije emulgatorja, razmerja olje/emulgator in od temperature pri kateri se

samoemulgiranje zgodi. (1)

1.3.2 Olja

Olja predstavljajo najbolj pomembno sestavino samoemulgirajo¢ih sistemov; omogocajo
solubilizacijo hidrofobnih uc¢inkovin, olajSajo samoemulgiranje, $¢itijo uc¢inkovino pred
kemijsko in encimsko razgradnjo in povecajo absorpcijo hidrofobnih u¢inkovin s pomocjo
tvorbe lipoproteinov, ki odnasajo ucinkovino v krvni obtok preko limfnega sistema.
Uporabljajo se dolgo in srednje verizni trigliceridi z razlicno stopnjo nasicenosti. Jedilna
olja niso primerna, saj tezko solubilizirajo veéje koli¢ine hidrofobnih uéinkovin. Siroko
uporabna so modificirana ali hidrolizirana rastlinska olja, ki so zmoZzna vecje
solubilizacije, hkrati pa dajejo fizioloskim enake razgradnje produkte. Srednje verizne

trigliceride lahko zamenjajo novi semisinteti¢ni srednje verizni derivati, ki imajo amfifilne

in emulgatorske lastnosti. (2, 6)

Absorpcijski profil in porazdelitev ucinkovine v kri oz. limfo je odvisen od dolZzine
kislinskih verig trigliceridov, stopnje nasicenosti in volumna lipidne faze. Kratke in srednje
verizne mascobne kisline (z manj kot 12 C-atomi) se prenesejo v sistemsko cirkulacijo s
portalno krvjo in niso vkljuene v tvorbo hilomikronov, absorpcijo ucinkovin v krvni
obtok pospesujejo z delovanjem na tesne stike epitelnih celic. Dolgo verizne mas¢obne
kisline in monogliceridi so podvrzeni re-esterifikaciji v trigliceride znotraj epitelnih celic,
ki se nato vkljucijo v hilomikrone in se izlo¢ijo v limfo. V hilomikrone je lahko vklju¢ena
tudi u¢inkovina. Zoléne soli, monogliceridi, holesterol, lecitin in lizo-lecitin po vstopu v
¢revesje emulgirajo velike maScobne kapljice in omogocijo tvorbo manjsih kapljic (0,5-1
um). Temu sledi razgradnja s pankreati¢nimi lipazami, produkti pa skupaj z Zol¢nimi solmi
tvorijo meSane micele. Ti solubilizirajo ucinkovino v odvisnosti od njenih fizikalnih
lastnosti. Mesani miceli in oljne kapljice mikroemulzije, ki se ne metabolizirajo, prehajajo
skozi vodni sloj in mucin do celiéne membrane, kjer se absorbirajo s pinocitozo, difuzijo

ali endocitozo. (2, 4)
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Kot lipidni medij se uporabljajo tudi strukturni trigliceridi z razli¢no intramolekularno
zgradbo (LLL, LML, MLM) (Slika 2). S spreminjanjem razmerja srednje (M) in dolgo
veriznih (L) maScobnih kislin se spreminja tudi absorpcija hidrofobnih ucinkovin. Pri
uporabi LML trigliceridov se ucinkovine v vecjem obsegu prenasajo v sistemski krvni

obtok preko limfnega sistema kot pa pri uporabi MLM trigliceridov. (2)

LLL LML MLM

Slika 2: Zgradba strukturnih trigliceridov: M-srednje veriZne mascobne kisline ( Cg—C,y), L-dolgo

veriZzne mascobne Kisline (Cjg).

1.3.3 Emulgator;ji

Emulgatorji imajo amfifilne lastnosti in lahko raztopijo oz. solubilizirajo vecje koliCine
hidrofobnih ucinkovin. Molekule emulgatorja se razporedijo na medfazni povrSini in

predstavljajo mehansko oviro za koalescenco kapljic. (2, 6)

Najbolj priporoc¢ajo uporabo ne-ionskega emulgatorja z visokim HLB kot so npr. trdni ali
tekoci etoksilirani poliglikozilirani gliceridi z razlicnimi dolZinami verig mas¢obnih kislin
in polietilenglikola ter derivati sorbitana (Tweeni). Hidrofobni emulgatorji (HLB <10), so
netopni v vodi in dajejo emulzije s prevelikimi kapljicami. Hidrofilni emulgatorji, s HLB
>10, tvorijo fine emulzijske kapljice z veliko povrSino, a se ne morejo uspesno porazdeliti
v hidrofobno okolje. Ne obstaja pa splosna korelacija med HLB vrednostjo emulgatorja in
povecanim obsegom absorpcije ucinkovine. Oljne raztopine, ki imajo vecje razmerje
emulgator/koemulgator:oljna faza povzrocijo nastanek SMES. Za tvorbo stabilnega SES je
potrebno od 30-60% (m/m) emulgatorja. SES sestavljeni iz neionskih komponent (olje,
emulgator) niso obcutljivi na spremembe pH in ionske moci vodne faze v pH obmocju 3-
10, kar je potrebno upostevati pri u€inkovinah, kjer sta topnost in stabilnost odvisni od pH

vrednosti topila. (2, 3)
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Emulgatorji morajo imeti relativno visoke HLB vrednosti in hidrofilnost, da se lahko takoj
oblikuje sistem O/V oz. da se doseZze ¢im vecja razporeditev farmacevtske oblike v
vodnem mediju.

Za ucinkovito absorpcijo je potrebno prepreciti obarjanje ucinkovine v GIT in zagotoviti
podaljSano zadrzevanje raztopljene wucinkovine na mestu absorpcije. Razgradnja

emulgatorjev mora voditi do netoksi¢nih produktov. (2, 3)

Visja ko je koncentracija emulgatorja, vecje je obmocje samoemulgiranja, vendar
previsoke koncentracije zmanj$ajo topnost ucinkovine in povzro¢ijo obarjanje. Vecja je
koncentracija emulgatorja, manjSa je velikost kapljic emulzije in hitreje se ucinkovina
sprosti. Pomemben faktor pri izbiri je toksikoloska sprejemljivost emulgatorja, emulgator;ji
naravnega izvora imajo prednost pred sintetinimi, ¢eprav imajo ti manjSo sposobnost
samoemulgiranja. Ne-ionski emulgatorji izkazujejo manjSo toksi¢nost kot ionski, a lahko
povzrocijo reverzibilne spremembe v permabilnosti prebavne stene.

Emulgatorji vplivajo na povecano permeabilnost membrane preko interakcije z lipidnim
dvoslojem epitelnih celic GIT, ki skupaj z neprepustnim vodnim slojem tvori oviro za
absorpcijo oz. difuzijo ucinkovine. Zaradi svoje strukture se vrinejo v lipidni dvosloj in
motijo njegovo strukturo, kar vodi v povecano permeabilnost, istoCasno povecajo obseg
raztapljanja u¢inkovine, kar pripomore k obsezZnejsi absorpciji. Na obseg absorpcije prav
tako vpliva naboj oljnih kapljic, pozitivho nabite oljne kapljice interagirajo z negativno
nabito membrano, kar povzroci vecjo absorpcijo v primerjavi z negativno nabitimi oljnimi

kapljicami. (2, 3, 6)

1.3.4 Sotopila

Pri pripravi optimalnega samoemulgirajoega sistema je potrebna visoka koncentracija
emulgatorjev (ponavadi ve¢ kot 30%). Primerna sotopila so organska topila (etanol,
propilenglikol, polietilenglikol), saj lahko raztopijo veliko vecje koli¢ine hidrofilnih
emulgatorjev ali uc¢inkovine v lipidni fazi. Potrebna je pazljivost pri alkoholih in drugih
hlapnih topilih, saj izhlapevajo, prehajajo v ovojnico kapsul in povzrocijo obarjanje

ucinkovine. (2)
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1.3.5 Mehanizem samoemulgiranja

Klasi¢ne emulzije so heterogeni, grobo-disperzni sistemi (velikost kapljic je 0,1-50 um),
termodinamsko so nestabilne, zato jim dodajamo povrSinsko aktivne snovi (emulgatorje),
ki s tvorbo filma okoli kapljic upocasnjujejo njihovo zlitje.

Po videzu so mlecnato bele barve. Mikroemulzije so heterogeni, bistri koloidni sistemi
(velikost kapljic je < 140 nm), termodinamsko so stabilne, kar dosezemo z dodatkom

velike koli¢ine emulgatorjev. (7)

Pri SMES je emulgiranje spontano, saj je prosta energija, ki je potrebna za nastanek nove
povrsine, nizka. Trajna medfazna povrSina med oljem in vodo se tvori po dodatku binarne
zmesi (olje/emulgator) k vodi. Za samomikroemulgirajo¢i proces sta pomembni zelo nizka
medfazna napetost olje/voda in medfazna prekinitev, ki jo povzro¢i penetracija vode v
oljno fazo ali difuzija sotopila iz oblike v vodno fazo. Mikroemulzije, ki nastanejo so
termodinamsko stabilne.

Penetracija vode preko medfazne povrSine v oljno fazo, povzro¢i poviSanje tlaka na
medfazni povrS$ini in njeno nestabilnost, ¢emur sledi solubilizacija vode v oljni fazi. Blago
mesanje povzroci hitro prehajanje vode v vodno sredico kar povzro¢i prekinitev medfazne
povrsine in tvorbo emulzijskih kapljic. (2, 5)

Difuzija sotopila v vodno fazo, kjer je bolje topno, povzroci locitev oljne faze v obliki
oljnih kapljic in tvorbo mikroemulzije. Tako se mo¢no poveca sti¢na povrsina, kar ugodno
vpliva na absorpcijo u€inkovine. Posledica tega mehanizma je zmanj$anje kapacitete topila

in obarjanje ucinkovine. (5)

1.3.6 Lastnosti SMES

Ucinkovitost samoemulgiranja ovrednotimo z doloCanjem stopnje emulgiranja in
porazdelitvijo velikosti kapljic. Velikost kapljic emulzije je kriti¢ni faktor v procesu
samoemulgiranja, saj ta dolofa hitrost in obseg sproScanja ucinkovine in posledi¢no
absorpcije. Ce se velikost kapljic zmanj$a pod 140 nm, se oblikuje mikroemulzija, ki je
stabilna, bistra in izotropna O/V disperzija. Za ovrednotenje mikroemulzij se uporabljajo:
solubilizacija barvil, red¢enje s presezkom dispergirane faze, merjenje prevodnosti,
merjenje medfazne napetosti, dolocitev gostote, refrakcijskega indeksa, viskoznosti in

velikosti kapljic. (1, 3, 6)
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Za ponazoritev uporabljamo trofazni diagram, kjer s spreminjanjem razmerja oljne faze,
emulgatorja in koemulgatorja ali sotopila dolo¢imo obmocja samo(mikro)emulgiranja in
obmoc¢ja drugih tipov disperzij. Obmocje na trofazanem diagramu doloca optimalne
koncentracije vseh sestavin, ki vodijo do nastanka u¢inkovitega SMES. (2)

Za vsak S(M)ES je potrebno izvesti predformulacijske Studije topnosti u¢inkovine v vodi
in/ali olju, dolociti porazdelitveni koeficient u¢inkovine olje/voda, fizikalno in kemijsko
stabilnost uc¢inkovine v lipidni fazi, ugotoviti potencialne interakcije ucinkovine s
komponentami SMES-a in izdelati fazni diagram v prisotnosti u¢inkovine, ¢e je ta

povrsinsko aktivna in vpliva na obmocje samomikroemulgiranja. (1, 4)

Na spros¢anje ucinkovine v vodno fazo vpliva tudi polarnost kapljic emulzije. Ta je
odvisna od HLB vrednosti in koncentracije emulgatorja in dolzine verig trigliceridov ter
njihove stopnje nasi¢enosti. Prav tako je potrebno ovrednotiti naboj oljnih kapljic.
Obicajno je ta negativen zaradi prisotnosti prostih masc¢obnih kislin, vkljucitev kationskih
lipidov (oleilamin) v koncentraciji 1,0-3,0% pa povzro€i nastanek kationskega S(M)ES.
Tak sistem ima pozitiven & potencial z vrednostjo 35-45 mV, ki je ugoden za vgraditev

ucinkovin. (2)

Za nastanek koloidne disperzije v GIT sta pomembni obcutljivost na prebavne encime in
solubilizacija z meSanimi miceli Zol¢nih soli in fosfolipidov. ZmanjSanje vsebnosti olj v
SMES in povecanje deleza emulgatorjev ter sotopil povzroci, da oljne emulzijske kapljice
niso podvrzene razgradnji s prebavnimi encimi. Posledi¢no se zmanjSa obseg raztapljanja
in topnost u¢inkovine v prebavnih sokovih, u¢inkovina ni vgrajena v oljne kapljice in tako
ni zaSCitena pred kemicno in encimsko razgradnjo, vse to pa vodi v zmanj$ano biolosko

uporabnost (2,3, 4)

1.3.7 VKkljucitev u€inkovine v SMES

Ucinkovine z nizko vodotopnostjo so problemati¢ne za vgradnjo v ustrezno farmacevtsko
obliko, hkrati pa njihova velika hidrofobnost preprecuje raztapljanje v najbolj primernih in
tehnolosko sprejemljivih topilih. Nova sinteti¢na olja in emulgatorji lahko raztopijo vecje
koli¢ine hidrofobnih ucinkovin v primerjavi z rastlinskimi olji. Dodatek topil kot so etanol,

PG in PEG lahko izboljS$ajo topnost v lipidnih nosilcih.
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Ucinkovitost vkljucitve ucinkovine v S(M)ES je odvisna od fizikalno-kemijske
kompatibilnosti ucinkovina/SMES. Prisotnost ufinkovine velikokrat vpliva na proces
samo(mikro)emulgiranja, zaradi Cesar je potrebna prilagoditev optimalnega razmerja
olje/emulgator. Ucinkovitost S(M)ES se lahko spremeni zaradi spremenjenega naboja v
sistemu, ki je posledica direktne kompleksacije, s katero izmed komponent sistema ali
zaradi penetracije u¢inkovine v monosloj emulgatorja.

Posledice interakcij u¢inkovine s S(M)ES se lahko kaZejo v spremenjeni velikosti kapljic
(mikro)emulzije, kar vpliva na koncentracijo ucinkovine. Praviloma so emulzije z
manj$imi oljnimi kapljicami bolj obcutljive na spremembe v koncentraciji uc¢inkovine. (2,

3,4)

Spros¢anje uc¢inkovine iz SMES poteka na osnovi porazdeljevanja v prebavni tekocini med
potovanjem in razgradnjo kapljic v GIT. U¢inkovina je med potovanjem skozi GIT ves Cas
raztopljena v finih oljnih kapljicah, ki imajo veliko medfazno povrSino za
spros€anje/izmenjevanje ali pa se nahaja v koloidnih disperzijah meSanih micelov. Na
absorpcijo vplivajo Stevilni parametri: vrsta oljne faze, razmerje lipidov, koncentracije
emulgatorja, razmerje oljna faza/emulgator, polarnost emulzije in velikost ter naboj

kapljic. (2, 4)

1.4 Mikrokapsule

Mikrokapsule so majhni delci, velikosti od 1 um do 1000 pum, z definiranim jedrom in
ovojnico. Zdravilna u¢inkovina se ponavadi nahaja v jedru, ki je v trdnem ali teko¢em
agregatnem stanju. Jedro obdaja ovojnica, ki je lahko sestavljena iz razli¢nih polimerov. V
ta namen uporabljamo naravne, modificirane naravne in sinteti¢ne polimere. (14)

Med naravne in modificirane naravne polimere spadajo celulozni etri in estri, Zelatina,
hitosan, arabski gumi, Skrob, gumiji, proteini, mascobe in voski. Med sinteti¢ne polimere
pa spadajo derivati poliakrilne kisline (Eudragiti, Carbopoli,...), polivinilpirolidon,
poliamidi, polialkoholi, poliuretani, itd.

V razli¢nih industrijah v jedro mikrokapsul vgrajujejo zdravilne u¢inkovine, prav tako tudi
barve, hranila, lepila, bakterije, herbicide, viruse, encime, olja, pigmente, vitamine, diSave,

itd. (14, 15)
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Glede na obliko in notranjo strukturo loc¢imo (Slika 3):
e mikrokapsule v ozjem pomenu besede oz. filmski tip mikrokapsul. Jedro vsebuje
mikrokapsulirano snov in je obdano z oblogo.
e mikrosfere o0z. ogrodni tip mikrokapsul. Gre za okrogle delce, kjer sta
mikrokapsulirana snov in nosilna snov razporejeni po celotnem volumnu.
e mikrodelce. Ti so nepravilnih oblik, mikrokapsulirana snov ter nosilna snov sta

razporejeni po celotnem volumnu. (14)

ovojnica nosilna snov

jedro snov, ki jo
kapsuliramo

A B

Slika 3: Shematski prikaz mikrokapsul: A-filmski tip , B- ogrodni tip.

V literaturi se pogosto za vse tri oblike (mikrokapsule, mikrosfere in mikrodelce) uporablja
izraz mikrokapsule, kar oznacuje delce mikrometerskih velikosti, sestavljenih iz snovi, ki

jo mikrokapsuliramo in nosilne snovi, ne glede na notranjo strukturo in obliko delcev. (14)

1.4.1 Mikrokapsuliranje

Mikrokapsuliranje je postopek izdelave delcev mikrometrskih velikostih sestavljenih iz
zdravilne uc¢inkovine in nosilne snovi. Zacetki priprave majhnih delcev, ki imajo jedrni
material ujet v lupino-oblogo segajo Zze v leto 1930. Takrat so razvili brezsajni kopirni
papir, ki je vseboval mikrokapsulirane delce. Od tedaj naprej se je uporaba metode
prenesla na razlitna podro¢ja kot so farmacija, medicina, kozmeti¢na industrija,
biotehnologija, elektronika, fotografija, grafika,... To je pripomoglo k razvoju Stevilnih

razli¢nih metod za izdelavo mikrokapsul in mikrosfer. (15, 16)
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Zdravilne ucinkovine vgrajujemo v mikrokapsule z razlicnim namenom: za doseganje
nadzorovanega sprosc¢anja ucinkovine; prikritje neprijetnega vonja in okusa; izboljSanje
stabilnosti; spremembe agregatnega stanja (tekoce v trdo); spremembe (povecanje) mase
ali volumna; loc¢itve reaktivne sestavine zmesi (prepreCevanje inkompatibilnosti);
izboljSanje stisljivost in vsipljivost u¢inkovin v obliki praskov; zmanjSanje drazenje
zelod¢ne sluznice in toksi¢nih ucinkov; izboljSanja porazdelitev po GIT; povecanja
bioloske uporabnosti peptidnih u€inkovin; doseganja dispergiranja hidrofobnih uc¢inkovin v
vodnem mediju ter priprave gastrorezistentnih in bioadhezivnih farmacevtskih oblik. (14,
15, 16,)

Postopki mikrokapsuliranja omogocajo tudi enkapsulacijo zZivih celic (mikrobne, Zivalske,
rastlinske), rekombinantnih uc¢inkovin, cepiv, peptidov, proteinov, encimov, hormonov...
Danes je na trgu prisotnih veliko enkapsuliranih u¢inkovin: aspirin, teofilin in njegovi
derivati, progesteron, antihipertenzivi, pankreati¢ne lipaze, kalijev klorid, vitamini... (15,

16, 17)

1.4.2 Metode za izdelavo mikrokapsul

1. Kemijske:
e polimerizacija na fazni meji;

e »in situ« polimerizacija.

2. Fizikalno kemijske:
e metoda koacervacije;
e metoda z odstranjevanjem topila;

¢ metoda z ohlajevanjem dispergirane taline.

3. Mehanske:

e mikrokapsuliranje z razprSevanjem (fluid bed);
e suSenje z razprSevanjem;

e mikrokapsuliranje v drazirnih bobnih;

e centrifugalno prekrivanje. (14)
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4. Postopki mikrokapsuliranja v ve¢jem obsegu (omogocajo proizvodnjo v vecjem
obsegu, kapsuliranje zivih celic in biomolekul):

e vibrirajoa membrana (" Vibrating nozzle’);

e sekalec curka (‘JetCutter’);

¢ metoda s koaksialnim tokom raztopine polimera in plina ("AirJet’).

Vibrirajo¢a membrana (" Vibrating nozzle")

Izdelava mikrokapsul temelji na razbitju laminarnega toka teko€ine s pomocjo nihajoce
membrane. Komercialni aparat Encapsulator Inotech IE 50-R je razvilo Svicarsko podjetje
Inotech.

Kapsule izdelamo tako, da eno injekcijsko brizgo napolnimo z raztopino polimera
(ovojnica), drugo pa z lipofilno fazo (jedro). Tlacilka ali kompresor na stisnjen zrak
potiska obe fazi skozi Sobo dolocenega premera. Ustvari se laminarni curek sestavljen iz
obeh faz (zunanja faza obliva notranjo). Membrana, ki niha z dolo¢eno frekvenco, razbije
curek v kapljice.

Kapljice nato potujejo skozi elektricno polje in se pri tem nabijejo, kar prepre¢i njihovo
zlepljanje, ko padejo v premrezevalno raztopino. Mikrokapsule pustimo nekaj Casa v
premrezevalni raztopini, da se proces premrezevanja zakljuci. S spreminjanjem procesnih
spremenljivk in lastnosti polimera lahko pripravimo mikrokapsule razli¢nih velikosti. (18,

19)

Sekalec curka (" JetCutter’)

Metoda izdelave temelji na razbitju laminarnega toka raztopine s pomocjo vrtecega kolesja
z rezalnimi zi¢kami, ki prekinjajo tok. Tlak tlacilke potiska raztopino polimera skozi Sobo.
Tvorijo se delci cilindricne oblike, ki pa se zaradi povrSinske napetosti oblikujejo v
sfericno obliko. S spreminjanjem procesnih spremenljivk (hitrost vrtenja kolesja z
rezalnimi zickami in njihovo Stevilo, hitrost pretoka raztopine skozi Sobe, Stevilo Sob in
njihov premer) doseZemo optimalne pogoje za izdelavo.

Gre za novo, enostavno in u¢inkovito tehnologijo za izdelavo sferi¢nih kapljic. V farmaciji

se uporablja za kapsulacijo u¢inkovin, vitaminov, diSav... (18, 20)
Metoda s koaksialnim tokom raztopine polimera in plina (" AirJet’)

Napravo sestavljata cevi z istim osiS¢em. Skozi notranjo cev tece laminarni tok raztopine

polimera, skozi zunanjo pa dusik pod tlakom.
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Raztopino polimera napolnimo v brizgo in s pomocjo tlaka tlacilke se tvori laminarni tok.
Mikrosfere se tvorijo na distalnem koncu cevi. Tok tekoCine prekinja plin in nastajajo
kapljice, ki jih lovimo v premreZevalno raztopino. Velikost mikrosfer je odvisna predvsem

od hitrosti pretoka dusSika. (18)

1.4.3 Vrednotenje mikrokapsul

Vecina metod, ki se uporabljajo za kontrolo in vrednotenje mikrokapsul, je bila razvita za
kontrolo drugih trdnih farmacevtskih oblik in se v ta namen Se vedno uporabljajo. (16)
Lastnosti mikrokapsul, ki jih najpogosteje dolo¢amo so:

e vsebnost u¢inkovine v mikrosferah: odstranimo vse motece substance in uporabimo
ustrezno analitsko metodo za kvantitativno analizo ucinkovine (npr. UV
spektrofotometrijo);

e sproscanje ucinkovin iz mikrokapsul: za vse mikrokapsule je zelo pomembno, s
kaks$no kinetiko se ucinkovina sprosca, to velja tudi za mikrokapsule, pri katerih
kontrola sproS¢anja ni osnovni namen mikrokapsuliranja. Mehanizem in kinetika
spros€anja sta odvisna od strukture mikrokapsul in od lastnosti ufinkovine ter
polimera, predvsem od njune topnosti v mediju, kjer spros¢anje poteka. U¢inkovina
se lahko sprosca na veC nacinov: z difuzijo skozi membrano (pore), z difuzijo iz
polimernega matriksa, pri doloenih pogojih se lahko obloga raztopi, raztali,
razpade, po¢i zaradi osmotskega ali mehanskega tlaka in tako sprosti u¢inkovino.

e velikost mikrokapsul: dolo¢amo lahko s sejalno analizo, z opti¢no ali elektronsko
mikroskopijo, z elektronskim Stevcem (Coulter counter);

o fizikalne lastnosti: dolocanje povrsine, por, gostote, debeline obloge, vsipljivosti...
in testiranja, ki so vezana na specificno uporabo mikrokapsul, npr. vrednotenje

bioadhezivnih sposobnosti. (14,16)

1.5 Polimeri

Kapsuliranje celic, biomolekul in uéinkovin zahteva izbiro polimera z ustreznimi
lastnostmi. Ta mora zagotavljati ustrezno mehansko stabilnost sistema, nuditi ustrezno
mikrookolje, biti biorazgradljiv, pomembna pa je tudi njegova cena. Z izbiro polimera je

povezano tudi doseganje nadzorovanega sproscanja. (21, 22)
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Uporabljajo se polimeri, ki lahko v svojo strukturo vkljucijo vecje koli¢ine vode in so
sposobni tvoriti hidrogele. Hidrogeli so tridimenzionalne hidrofilne polimerne mreze ki
tvorijo ogrodje matriks sistema, nastalega s premrezevanjem polimernih enot. Te so lahko
povezane preko kemicnih (kovalentne vezi) ali fizikalnih vezi (ionske, hidrofobne, Van der
Waalsove, vodikove vezi). Hidrogele tvorijo tako naravni kot sinteti¢ni polimeri. Med
naravne spadajo: alginat, hitosan, Skrob, kolagen, agar, Zelatina,... med sinteti¢ne pa

polivinilpirolidon, derivati poliakrilne kisline, poliamidi ter drugi. (14, 23)

1.5.1 Alginska kislina in alginati

Alginat je prvi¢ opisal Stanford leta 1881 kot strukturni polisaharid prisoten v rjavih algah
(Phaeophyta). Koli¢ina alginata v rjavih algah je zelo velika, presega lahko tudi do 40%
vsebnosti. V morskem rastlinju alginat omogoca njihovo vec¢jo Cvrstost in fleksibilnost.
Vsebnost alginatov variira tako znotraj posameznih vrst kot med razli¢énimi deli rastline.
(24)

Alginska kislina je naravni linearni polimer, sestavljen iz dveh uronskih kislin, a-L-
guluronske kisline (G) in B-D-manuronske kisline (M). Je hidrofilni, koloidni polisaharid,
ki se nahaja kot strukturni element celi¢ne stene v razli¢nih vrstah alg. (25)

G in M enote se med seboj povezujejo in tvorijo polimerno verigo, pri ¢emer nastanejo
trije tipi segmentov; MM, GG in MG bloki (Slika 4). Ti se razlikujejo po vrsti vezi med
posameznimi enotami. GG bloki se povezujejo z a(1,4) glikozidno vezjo. Taksna struktura
je bolj zaprta in man;j fleksibilna.

Struktura je dodatno stabilizirana z intramolekularnimi vodikovimi vezmi. GG bloki
tvorijo votlinska mesta, v katera se dobro prilegajo dvovalentni kovinski ioni. MM bloki se
povezujejo z B(1,4) glikozidno vezjo pri ¢emer dobi veriga strukturo podobno ravnemu
traku in to ji omogoca vecjo fleksibilnost. Pri MG povezavi pa polimerna veriga izgubi
obicajno linearno strukturo in spremeni svojo smer v MG stiku, kar povzro¢i, da je MG
blok manj tog kot MM in GG bloka. Togost blokov naras¢a v zaporedju MG < MM < GG.
(24, 26)
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Slika 4: Stereokemicna struktura alginata: GG, MG in GG blok.

Na topnost alginske kisline v vodnem mediju vpliva pH vrednost topila, saj le ta vpliva na
elektrostatski naboj na uronskih kislinah. Alginska kislina ima polianionski znacaj in je v
protonirani obliki netopna v vodi. V vodotopno sol se pretvori pri dvigu pH vrednosti
medija nad 3. Popolna nevtralizacija nastopi pri vrednosti pH 4, pri kateri je celotna
alginska kislina pretvorjena v ustrezno sol. Ima veliko sposobnost sprejemanja vode, saj

lahko zadrzi 200-300 kratno koli¢ino vode glede na njeno maso. (24, 25)

Topnost soli alginske kisline (alginatov) je odvisna od prisotnosti kationov. Alginati
enovalentnih kationov (Na“, K, NH;") so vodotopni in tvorijo v vodi viskozno koloidno
raztopino s psevdoplasti¢nimi lastnostmi. Ob stiku z dvovalentnimi kovinskimi ioni (Ca™,
Zn*", Ba*", Sr*", razen Mg®") pa tvorijo elasti¢ni gel, ki je v vodi netopen. Vezava ionov je
visoko selektivna in afiniteta je moc¢no odvisna od sestave alginske kisline. Afiniteta
zemljo-alkalijskih kovin do alginata narai¢a Mg*" << Ca®* < Sr*" < Ba’’. Nadaljnje
raziskave so pokazale, da selektivnost naras¢a z vsebnostjo G enot, medtem, ko pri viSanju

vsebnosti M in G enot to ni izrazeno.

Moc¢ povezave dvovalentnih ionov z razli¢nimi fragmenti je naslednja:

GG bloki: Ba > St> Ca>> Mg

MM bloki: Ba > Sr ~ Ca ~ Mg

MG bloki: Ba ~ Sr ~ Ca ~ Mg

Visoka selektivnost med podobnimi ioni kaze na to, da interakcije med alginatom in
dvovalentnimi ioni niso samo elektrostatske. Prisotno je tudi kompleksiranje ionov z GG
bloki. Mehanizem je razloZzen z modelom ‘jajéna posoda’. G bloki tvorijo votline, ki

predstavljajo vezavna mesta za ione (kot jajca v jajéni posodi).
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Kalcijevi ioni se ujamejo v ta votlinska mesta GG bloka in pre¢no povezejo karboksilne
skupine polimernih verig, kar vodi v nastanek gela (Slika 5, 6). Cinkovi ioni pa se veZejo

na mesta MM in GG blokov. (17, 24, 27, 28)

Ca2+

Slika 5: Stereokemicna struktura GG bloka Slika 6: Model “jajéne posode’.

(vezavno mesto za Ca’").

Alginate pridobivajo z ekstrakcijo iz razli¢nih alg (vrsta, pogoji rasti), zaradi ¢esar imajo
razlicne kemijske in fizikalne lastnosti. Proizvajalci tezko zagotovijo enake lastnosti
alginatov, zato poskuSajo stalnost sestave in kakovost doseci z meSanjem alginatov iz
razliénih alg in iz razliénih krajev rasti, prav tako tudi s kontroliranimi metodami

pridobivanja.

Med posameznimi alginati se razmerje med manuronskimi in guluronskimi kislinskimi deli
spreminja glede na vrsto alg iz katerih so izolirani. Razmerje vpliva na tridimenzionalno
strukturo polimera in posledi¢no na reoloSke, ionsko izmenjevalne in gelirne sposobnosti
alginata.

Vecji delez guluronskih kislin vpliva na tvorbo moc¢nega, a krhkega neelasticnega gela, ki
ohrani integriteto precej Gasa. Pri premrezevanju s Ca’’ ioni niso podvrZeni velikemu
nabrekanju ali kréenju, zaradi Cesar zavirajo rast kapsuliranih celic. Nasprotno pa alginati
bogati z manuronsko kislino dajejo Sibke, bolj elasti¢ne in porozne gele. Premrezevanje s
Ca”" ioni povzro&i precej$nje nabrekanje oz. kréenje, a so zato primernejsi za kapsuliranje
zivih celic. Obicajno razmerje vsebnosti manuronske in guluronske kisline (M/G) je od 0,4

do 1,9. (29)
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Prednosti uporabe alginatov pri izdelavi mikrokapsul:
e alginati so netoksi¢ni, biorazgradljivi in imajo zaSCitni ucinek na sluznico
zgornjega prebavnega trakta;
e posusene mikrokapsule lahko ponovno nabreknejo, zato jih lahko uporabljamo v
sistemih za nadzorovano sproscanje;
e ker je sposobnost nabrekanja odvisna od pH okolja, lahko kapsuliramo u¢inkovine

obcutljive na Zelod¢no kislino.

Na difuzijo skozi gel vpliva poroznost gela, topnost in velikost molekulske mase
ucinkovine. Velika poroznost gela in majhna molekulska masa ucinkovine vplivajo na
hitro sproScanje iz gela. Za izdelavo sistemov z nadzorovanim spros¢anjem so bolj
primerne makromolekule oz. nizko molekularne ucinkovine, ki so vezane na
makromolekule. Za izdelavo mikrokapsul z ustreznimi lastnostmi je potrebna skrbna izbira

alginata, pogojev geliranja in pomoznih snovi. (30, 31)

Uporaba alginatov je zelo razSirjena tako v farmacevtski kot prehrambeni industriji. V
prehrambeni industriji se uporabljajo kot zgoScevala in stabilizatorji za razlicne vrste
izdelkov. V farmaciji se alginska kislina in natrijev ter magnezijev alginat uporabljajo
skupaj z antacidi ali H,-receptorskimi antagonisti za zdravljenje gastroezofagealnega
refluksa. Kalcijev in natrijev alginat se v obliki hemostatskih gaz uporablja za
zaustavljanje krvavitev in pospeSevanje celjenja ran. V farmacevtski industriji alginsko
kislino in alginate uporabljamo kot zgoscevala oz. premrezevala (stabilizacija emulzij,
suspenzij...) in razgrajevala (v tabletah). Lastnost alginatov, da se hidratiran natrijev
alginat v Zelodénem soku pretvori v netopno alginsko kislino, ki se nato pretvori nazaj v
topno pri vi§jih pH vrednosti (tanko Crevo), izkoriS§¢amo pri oblikovanju sistemov z

nadzorovanim sproscanjem. (17, 26, 31)

1.6 Enkapsulator Inotech IE-50 R

Enkapsulator Inotech IE-50 R je polavtomatizirana aparatura za kapsuliranje Zivalskih,

rastlinskih in mikrobnih celic, biomolekul ter u¢inkovin. (19)
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Aparatura omogoca:

e izdelavo mikrokapsul v sterilnih pogojih (sterilizacija oz. avtoklaviranje vseh delov
instrumenta);

e ponovljivost pogojev izdelave mikrokapsul med serijami (nastavljivi parametri:
frekvenca, amplituda, napetost, hitrost toka curka, hitrost mesala);

e pri enkapsuliranju bioloSkega materiala visok odstotek prezivelih celic zaradi milih
pogojev kapsuliranja;

e ozko porazdelitev velikosti mikrokapsul (ob uporabi raztopine Cistega alginata je
standardna deviacija velikosti priblizno 5%);

o velik velikostni razpon izdelanih mikrokapsul (od 100pm do 1000 pm in vec);

e takojSno kontrolo procesa s pomocjo stroboskopske luci;

e visoko produktivnost (mozna izdelava 50-3000 mikrokapsul na sekundo, odvisno

od velikosti mikrokapsul in viskoznosti polimerne raztopine. (19)

Sistemi, ki omogocajo kontrolirano proizvodnjo mikrokapsul in nastavitve razli¢nih
parametrov so na kontrolni enoti instrumenta (Slika 7). To so enota za nastavitev in
kontrolo relativne hitrosti tlacilke za brizgo, enota za kontrolo frekvence in amplitude
elektromagneta membrane (vibracijska enota), enota za kontrolo elektri¢nega naboja,
regulator tlaka, enota za kontrolo hitrosti magnetnega mesala in stroboskop. Reakcijska

posoda je prikljucena kontrolni enoti.

Raztopino za pripravo mikrokapsul lahko dovajamo s pomocjo brizge ali pa iz posode pod
tlakom. Pri uporabi brizge hitrost curka uravnamo s pomocjo enote za nastavitev relativne
hitrosti na kontrolni enoti. Hitrost lahko spreminjamo od vrednosti 0 do 1000, dejanska
hitrost curka pa je odvisna od premera uporabljene Sobe, volumna brizge in viskoznosti
raztopine. Kadar dovajamo raztopino iz posode, je hitrost pretoka kontrolirana s tlakom,
pri ¢emer je hitrost curka odvisna od uporabljene Sobe in viskoznosti raztopine.

Frekvenco nihanja membrane lahko nastavljamo v nizjem (50-440 Hz) oz. vi§jem (440-
7000 Hz) frekvencnem obmocju. Nastavitev amplitude je relativna in ima razpon od 1 do
7. Nastavitve elektricne napetosti se uporabljajo z namenom preprecevanja zlepljanja

mikrokapsul. Uporabljamo lahko napetosti med 400 in 1800 V.

Stran: 21



Uvod

1 — enota za kontrolo hitrosti magnetnega

mesala

2 — regulator tlaka

3 — stroboskopska lu¢

4 — enota za kontrolo relativne hitrosti

tlacilke za brizgo

5 — enota za kontrolo frekvence in

amplitude elektromagnetne membrane

6 — enota za kontrolo elektricnega naboja

7 — elektromagnetna tuljava

8 — plosca za pritrditev reakcijske posode

Slika 7: Kontrolna enota enkapsulatorja.

Enkapsulator Inotech IE-50 R omogoca izdelavo mikrokapsul in kapsuliranje tekocih
hidrofilnih in hidrofobnih u¢inkovin s pomoc¢jo koncentri¢nega sistema Sob (dvokanalna
Soba). Koncentri¢ni sistem Sob z ustrezno pulzacijsko glavo predstavlja dodatno opremo

sistema z enojno Sobo. Enota s koncentri¢no Sobo je pritrjena na krovno plosco.

Sestavni deli enote s koncentricno Sobo so (slika 8):
e koncentri¢na Soba, sestavljena iz Sobe, skozi katero tece zunanja faza in Sobe, skozi
katero tecCe notranja faza;

e koncentri¢na pulzacijska glava s pulzacijskim telesom in membrano.

1 Soba zunanje faze

7 «

2 Soba notranje faze

4
3 3 Koncentri¢no pulzacijsko telo
g iig 4 Membrana
Ovojnica Jedro

6 5 5 Prikljucek za jedrno fazo

6 Prikljucek za ovojno fazo

1 8 7 Tuljava

5 8 Krovna plosca

Slika 8: Shematski prikaz koncentri¢ne Sobe.

Koncentri¢na Soba je bistvena za izdelavo homogenih in okroglih mikrokapsul. Notranja in

zunanja Soba skupaj omogocata tvorbo laminarnega curka.
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Premeri odprtin segajo od 100 do 1000 um. Tako kot pri uporabi sistema z enojno Sobo, je
pri uporabi dvokanalne Sobe premer kapsul odvisen od premera uporabljene Sobe. V
splosnem je premer kapsul dvakrat ve¢ji od premera zunanje Sobe. Premer jedra kapsule pa

lahko variira od 1 do 2,5 krat premera notranje Sobe.

1.6.1 Princip delovanja

Snov, ki jo kapsuliramo (jedro) in material za ovojnico (polimer) napolnimo v lo¢eni
injekcijski brizgi ali tlacni posodi. Obe tekocini potiskamo v smeri koncentricne Sobe z
injekcijsko brizgo ali s stisnjenim zrakom. Tekocini steceta skozi koncentricno Sobo, ki je
izdelana iz posebno natan¢no brusenega safirja. Ob izhodu se s pomocjo nihanja
membrane oblikujejo okrogle, enako velike kapljice, ki nato potujejo skozi elektricno
polje, ki ga ustvari posebna elektroda pod koncentricno Sobo. Pri prehodu skozi elektri¢no
polje dobijo kapljice povrSinski naboj, ki preprecuje zlepljanje kapljic pred padcem v
premrezevalno raztopino. Premrezevanje mikrokapsul poteka v premrezevalni raztopini (v

primeru natrijevega alginata je to lahko Ca’", Ba®", Zn®", AI’"

). PriporoCena hitrost
mesSanja je tista, pri kateri je opazen rahel vrtinec tekoc¢ine. Pri vi§jih hitrostih meSanja se
inducirajo mocne strizne sile, ki deformirajo mikrokapsule. Na sliki 9 je prikazana shema
enkapsulatorja Inotech IE-50R.

Po uporabi je potrebno instrument in vse njegove dele dobro oéistit. Sobi se lahko spere s
prec¢isceno vodo in etanolom ter ju spihamo z zrakom, da prepre¢imo zamasitev odprtin.

Lahko ju ocistimo z 0,01 N NaOH nikoli pa s HCI, saj pride do tvorbe oborine v kislem.

Sobe ne smemo dajati v ultrazvoéno kadicko, ker se lahko poskodujejo diski na $obah. (19)
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Slika 9: Shematski prikaz enkapsulatorja Inotech IE-S0R.

1 Brizga (jedro)

2 Tla¢na posoda (jedro)

3 Brizga (ovojnica)

4 Tla¢na posoda (ovojnica)
5 Membrana z magnetom
6 Vibracijski sistem

7 Koncentri¢na Soba

8 Elektroda

9 Reakcijska posoda

10 Posoda za prestrezanje

11 Filter za tekocCine

12 Zra¢ni filter

13 Generator elektricnega naboja

14 Generator frekvenc
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1.6.2 Splosna pravila izdelave

e Velikost izdelanih mikrokapsul je odvisna od premera Sobe. Velja, da je velikost
kapsul priblizno enaka dvakratni vrednosti premera Sobe;

e visja hitrost pretoka polimerne raztopine daje vec¢je mikrokapsule in obratno;

e uporaba vi§jih frekvenc daje manjSe kapsule in obratno;

e ¢im vecja je viskoznost uporabljene raztopine, tem vecja hitrost pretoka je potrebna
za doseg kontinuiranega laminarnega curka tekocine;

e priizdelavi manjsih kapsul je potrebna nizja elektricna napetost;

e nizje frekvence so potrebne pri uporabi raztopin z visjo viskoznostjo;

e pri uporabi raztopin z visjo viskoznostjo se tvorijo vecje kapsule;

e viskoznost alginata naras¢a z njegovo koncentracijo. (19)

1.6.3 Tezave pri izdelavi in mozni vzroki

Nestabilen tok raztopine: Nestabilna veriga kapljic:
e hitrost curka je prenizka; e hitrost curka je previsoka ali prenizka;
e frekvenca je previsoka; e amplituda je prenizka ali previsoka;
e amplituda je previsoka; e frekvenca je previsoka ali prenizka;
e Soba ni ocis¢ena. e 3oba ni ociscena.

Nehomogena distribucija velikosti kapljic:
e hitrost curka je previsoka;
e frekvenca je previsoka;
e clektricna napetost je previsoka;

e raztopina se ne obnasa kot newtonska.(19)

Najpomembnejsi vpliv na izdelavo mikrokapsul imata premer koncentricne Sobe in

viskoznosti raztopin notranje in zunanje faze.
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2 Namen dela

Namen naSega dela je izdelati mikrokapsule s samomikroemulgirajo¢im sistemom.
Mikrokapsule bomo izdelali s pomocjo enkapsulatorja. Ovojnica bo sestavljena iz alginata
in laktoze, jedro mikrokapsule pa bo imelo samomikroemulgirajoce lastnosti in bo
vsebovalo suspendirano zdravilno u¢inkovino.

Najprej se bomo osredotocili na iskanje optimalne koncentracije alginata in laktoze za
izdelavo mikrokapsul s Cvrsto alginatno ovojnico, ki omogoca zadrzevanje jedra s
samomikroemulgirajoimi lastnostmi. IstoCasno bomo ovrednotili vpliv viskoznosti in
gostote ovojne ter jedrne faze na izdelavo mikrokapsul.

V naslednji stopnji bomo ovrednotili vpliv razli¢nih zdravilnih uc¢inkovin na jedrno fazo
(viskoznost in gostota jedrne faze) ter vpliv jedrne faze na stabilnost zdravilnih uc¢inkovin.
Za dolocitev vsebnosti zdravilne ucinkovine v mikrokapsulah bomo izdelali umeritevno
premico in s pomo¢jo UV/VIS spektrofotometrije ovrednotili izdelane mikrokapsule glede
na uspesnost vgradnje zdravilne ucinkovine.

Zadnja stopnja bo predstavlja preverjanje spros¢anja zdravilne uc¢inkovine iz mikrokapsul.
Za primerjavo sproscanja zdravilne u€inkovine iz mikrokapsul bomo pripravili ogrodni tip

mikrokapsule z zdravilno u¢inkovino, a brez SMES-a.
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Preglednica III: Materiali in kemikalije.

Surovina, kemikalija Trgovsko ime Proizvajalec Drzava
Trigliceridi s srednje dolgo verigo Miglyol 812" Cognis GMBH Nemcija
Makrogolglicerol kaprilokaproilat Labrasol® Gattefossé Francija
Diester poliglicerola-6 in oleinske kisline Plurol Oleique® Gattefossé Francija
Alginska kislina, natrijeva sol (viskoznost 2% Sigma Nemcija
raztopine (25 °C) je 250 mPa-s)

Alginska kislina, natrijeva sol (viskoznost 2% Sigma Nemcija
raztopine (25 °C) je > 2,000 Pa-s)

Alginska kislina, natrijeva sol (viskoznost 1% | Protanal LF 10/60 FMC Norveska
raztopine (20 °C) je 20-70 mPa-s)

Alginska kislina, natrijeva sol (viskoznost 1% | Protanal LF 120M FMC Norveska
raztopine (20 °C) je 70-150 mPa-s)

CaCl,x2H,0 Merck Nemcija
CaCl, Merck Nemcija
Laktoza, susena z razprSevanjem Fonterra excipients Nemcija
Citronska kislina Merck Nemcija
Na,HPO, x 2H,0 Merck Nemcija
Na-lavrilsulfat Texapon® Cognis GMBH Nemcija
MeOH Merck Nemcija
Demineralizirana voda Lek Slovenija
Polisorbat 80 Croda USA

Preglednica I'V: Naprave in pripomocki za izdelavo ter vrednotenje mikrokapsul.

Naprave, pripomocki Tip Proizvajalec Drzava
Analitska tehtnica XP 205 Mettler Toledo Svica
Tehtnica L 2200 P Sartorius laboratory Nemcdija
Enkapsulator Inotech IE-50R Inotech Svica
Brizge Luer Lok™ BD Plastipam™ Irska
Centrifuga Laborzartrifugen 2-15 Sigma Nemcdija
UV/VIS spektrofotometer Safir? Tecan Svica
Aparatura za merjenje gostote Tensiometer K100 Kriiss Nemcija
Viskozimeter Vibro viscometer SV-10 AND Japonska
Naprava za raztapljanje Varian 705 DS Varian USA
Aparatura za DSC DSCI Stare System Mettler Toledo Anglija
Aparatura za doloc¢anje velikosti | Mastersizer Malvern Anglija
delcev
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3.1 Uporabljene zdravilne u¢inkovine

NDSI: spada v skupino zdravilnih u€inkovin, ki vplivajo na raven horesterola v
krvi in se uporablja pri zdravljenju hiperlipidemije. Topnost NDS1 v vodi je 0,01
mg/ml, temperatura talisca je 160 °C.

Preglednica V: Velikost delcev [um | NDS1

Velikost [um]
d (0,9 17,31
d (0,5) 8,4
d (0,1) 0,38

NDS2: spada v skupino zdravilnih u¢inkovin, ki vplivajo na vrednost krvnega tlaka
in se uporablja pri zdravljenju hipertenzije. Topnost NDS2 v vodi je 0,001 mg/ml,
temperatura talis¢a je 160 °C.

Preglednica VI: Velikost delcev [um | NDS2
Velikost [um]

d(0,9) 16,0
d(0,5) 4,0

NDS3: spada v skupino zdravilnih ucinkovin, ki zaviralno delujejo na imunski

sistem in se uporablja za preprecevanje zavrnitve presajenih organov. Topnost

NDS3 v vodi je 0,0026 mg/ml, temperatura talisca je 185 °C.

NDS4: spada v skupino zdravilnih uéinkovin, ki vplivajo na raven krvnega

sladkorja in se uporablja pri bolnikih s sladkorno boleznijo. Topnost NDS4 v vodi

(pH=7,8) je 0,02 mg/ml, temperatura talis¢a je 210 °C.

NDSS: spada v skupino zdravilnih uc¢inkovin, ki se uporabljajo pri zdravljenju

sréne odpovedi. Topnost NDS5 v vodi (pH=5) je 0,001 mg/ml, temperatura talisca

je 240 °C.

NDS6: spada v skupino zdravilnih u¢inkovin, ki vplivajo na vrednost krvnega tlaka

in se uporablja pri zdravljenju hipertenzije. Topnost NDS6 v vodi je 0,91 mg/ml,

temperatura talisca je 250 °C.
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Vse zdravilne u¢inkovine smo ovrednotili glede na kompatibilnost z alginatnim gelom in
stabilnost v SMES-u. Velikost delcev NDS1 (Preglednica V) in NDS2 (Preglednica VI) je
bila dolo¢ena z metodo laserske difrakcije z aparaturo Mastersizer, proizvajalca Malvern.

NDS1 in NDS2 smo uporabili za izdelavo mikrokapsul. Za izdelane mikrokapsule z NDS1

smo izvedli test sproscanja zdravilne u¢inkovine iz mikrokapsul.

3.2 Priprava raztopine alginata s pomoznimi snovmi

Za ovojno fazo smo pripravili vodne raztopine alginata nizke viskoznosti (Sigma) v
razli¢nih koncentracijah [m/m]; 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0% in vodne raztopine alginata z
5,0%, 7,5%, 10%, 15% dodatkom laktoze. Ker vodna raztopina alginata ni mikrobiolosko

stabilna, smo jo pripravili vedno neposredno pred izdelavo mikrokapsul.

3.3 Priprava samomikroemulgirajo¢ega sistema (SMES) in
nasi¢enje SMES-a s CaCl,

Za jedrmo fazo smo uporabili samomikroemulgirajoc¢i sistem (SMES), ki je plod

raziskovanj na Katedri za farmacevtsko tehnologijo na Fakulteti za farmacijo. SMES je

sestavljen iz 80% emulgatorja (Labrasol®) in koemulgatorja (Plurol Oleique®) in 20%

lipofilne faze (Miglyol 812%). Razmerje med emulgatorjem in koemulgatorjem je 4:1. (32)

Sestava SMES:

Labrasol® 64 g
Plurol Oleique® 16 g
Miglyol 812° 20g

2=100¢g

Najprej smo v ¢asi zdruzili emulgator in koemulgator, mesali na magnetnem mesalu toliko
¢asa, da smo dobili homogeno zmes in nato dodali lipofilno fazo. SMES je bistra, rahlo
rumenkasta viskozna tekocina.

SMES smo nasitili z brezvodnim CaCl, tako, da smo 1 g brezvodnega CaCl, in 50 g SMES

mesali 24 ur.
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Nato smo zmes centrifugirali 15 min pri 5000 obratih/min in odstranili neraztopljeni
CaCl,. SMES je mikrobioloSko stabilen, tako da smo ga lahko shranjevali dlje ¢asa pri
sobnih pogojih.

3.4 Dolocanje gostot raztopinam ovojne in jedrne faze =z
zdravilno uéinkovino

Za dolocanje gostote smo uporabili tenziometer K100, proizvajalca Kriiss. Za posamezno
meritev smo pripravili po 100 ml vzorca. Zanimala nas je povezava med gostoto
posameznih faz in izdelavo mikrokapsul, natan¢neje vpliv na polozaj jedra v mikrokapsuli.
Pripravili smo vodne raztopine alginata nizke viskoznosti (Sigma) v koncentracijah [m/m]
1%, 1,5%, 2,0%, 2,5% in 3,0%. Prav tako smo pripravili vodne raztopine alginata z laktozo

katerih sestava je podana v Preglednici VII.

Preglednica VII: Sestava vzorcev ovojne faze za merjenje gostot.

Alginat [m/m] | Laktoza [m/m]
1,5 5
1,5 10
2,0 5
2,0 10
2,5 5
2,5 10
2,5 15
3,0 5

Pripravili smo tudi suspenzijo jedrne faze z ZU (NDS1=260 mg/ml in NDS2=206 mg/ml),
ki smo jo uporabili pri izdelavi mikrokapsul. Zanimal nas je vpliv dodane ZU na parametre
izdelave in lastnosti mikrokapsul.

SMES je mikrobiolosko stabilen in smo ga shranjevali pri sobnih pogojih, a smo se zeleli
prepricati, da pri shranjevanju ne prihaja do sprememb gostote. Vzorec SMES-a (40 ml)
smo hranili pri sobnih pogojih in spremljali gostoto 9 dni. Za vodno raztopino alginata
gostote s Casom nismo spremljali, ker smo za izdelavo mikrokapsul vedno pripravili svezo

raztopino alginata.
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3.5 Doloc¢anje viskoznosti raztopinam ovojne in jedrne faze z

zdravilno ucinkovino

Viskoznost smo dolo¢ili z oscilacijskim viskozimetrom Vibro viscometer SV-10,
proizvajalca AND. Za posamezno meritev smo potrebovali priblizno 35 ml vzorca, ki smo
ga termostatirali na temperaturo 23 °C. Z merjenjem viskoznosti smo skuSali ugotoviti, ¢e
obstaja povezava med koncentracijo alginata, njegovo viskoznostjo in parametri izdelave
ter lastnostmi mikrokapsul. Ker je alginat naravni material, pridobljen iz ve¢ vrst rjavih
alg, se alginati razli¢nih proizvajalcev med seboj razlikujejo po kemijskih in fizikalnih
lastnostih. Za primerjavo smo vzeli po dva razli¢na alginata proizvajalcev Sigma in FMC
(Preglednica VIII, IX). Na podlagi pridobljenih podatkov smo se odlo¢ili za najprimernejsi

alginat za izdelavo mikrokapsul.

Preglednica VIII: Sestava vzorcev raztopin alginata za merjenje viskoznosti.

SIGMA (nizka viskoznost) SIGMA (visoka viskoznost)

Koncentracija [m/m]

Laktoza [m/m]

Koncentracija [m/m]

Laktoza [m/m]

3,0
2,5
2,0

/
15in 10
/

2,0
1,5
1,0

/
/
/

Preglednica IX: Sestava vzorcev raztopin alginata za merjenje viskoznosti.

PROTANAL LF 10/60

PROTANAL LF 120M

Koncentracija [m/m] | Laktoza [m/m] | Koncentracija [m/m] | Laktoza [m/m]
3,0 / 3,0 /
2,5 10 2,5 10
2,0 / 2,0 /

Zeleli smo preveriti, ¢e se ob dodatku ZU k jedrni fazi pove¢a njena viskoznost in &e ta
sprememba vpliva na izdelavo mikrokapsul. V ta namen smo pripravili suspenzije jedrne
faze z ZU (NDS1=260 mg/ml in NDS2=206 mg/ml), jih termostatirali na temperaturo 23

°C in izmerili viskoznost.
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3.6 Ovrednotenje premrezevalnih sposobnosti SMES-a s CaCl,

Za jedrno fazo smo uporabljali SMES, ki vsebuje 80% emulgatorja in koemulgatorja, kar
mocno pospesi meSanje jedrne in ovojne faze. Da bi zmanjsali tendenco po meSanju, smo
SMES-u dodali CaCl, Ta je vir Ca*" ionov, ki omogo¢ijo urejanje alginatnih verig v
elasti¢ni gel Ze ob prvem stiku med jedrno in ovojno fazo, Se preden pade kapljica v
premrezevalno raztopino CaCl, PremreZevalno sposobnost SMES-a s CaCl, smo
ovrednotili s pomoc¢jo merjenja viskoznosti vodne raztopine alginata ob dodatku razli¢nih
raztopin SMES s CaCl,. Viskoznost smo merili z oscilacijskim viskozimetrom Vibro
viscometer SV-10, proizvajalca AND. Na podlagi pridobljenih podatkov smo se odlocili za

najprimernej$i SMES s CaCl, za izdelavo mikrokapsul.

Pripravili smo nasi¢en SMES z brezvodnim CaCl; in s CaCl,x2H,0. K 50 g SMES-a smo
dodali po 1 g CaCl, (brezvodni oz. dihidrat), mesali 24 ur na magnetnem mesalu in nato
centrifugirali 15 min pri 5000 obratov/min. SMES s CaCl, smo pripravili tudi z dodatkom
0,5 M raztopine CaCl,x2H,0, v koncentraciji 0,05% [m/m]. En vzorec smo pripravili z
dodatkom vode v koncentraciji 0,05% [m/m]. Pripravili smo po 2 vzorca in enega hranili
pri sobni temperaturi, drugega v hladilniku (Preglednica X). Viskoznost smo merili prvi,

drugi in osmi dan po pripravi vzorcev.

Preglednica X: Sestava vzorcev in shranjevanje za ovrednotenje premreZevalnih sposobnosti SMES s
CaClz.

Vzorec Sestava Shranjevanje

Al SMES + CaCl, (brezvodni), nasi¢ena | Sobna temperatura
raztopina

Bl SMES + CaCl,x2H,0, nasi¢ena | Sobna temperatura

raztopina
Cl SMES + 0,5M CacCl, x2H,0 (0,05%) | Sobna temperatura
D1 H,0 + CaCl,x2H,0 (0,05%) Sobna temperatura

A2 SMES + CaCl, (brezvodni), nasi¢ena | Hladilnik
raztopina

B2 SMES + CaCl,x2H,0, nasi¢ena | Hladilnik

raztopina
C2 SMES + 0,5M CaCl,x2H,0 (0,05%) | Hladilnik
D2 H,0 + CaCl,x2H,0 (0,05%) Hladilnik
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Zanimal nas je tudi vpliv na viskoznost 2,5% raztopine alginata nizke viskoznosti (Sigma)
ob dodatku samega SMES-a in ob dodatku vode. V ta namen smo pripravili naslednje

vzorce (Preglednica XI):

Preglednica XI: Sestava vzorcev alginata s SMES-om in vodo.

Vzorec | Sestava
1 2,5% Alginat
2 2,5% Alginat + SMES
3 2,5% Alginat + voda

3.6.1 Priprava vzorcev alginata in SMES-a s CaCl, za merjenje

viskoznosti

Za merjenje viskoznosti smo pripravili vsakokrat svezo 2,5% raztopino alginata nizke
viskoznosti (Sigma). Priprava vzorcev SMES-a s CaCl, je opisana v poglavju 3.6. Vzorce
smo shranjevali pri pogojih, ki so navedeni v Preglednici X. Vse vzorce smo dobro
premesali, vzorce hranjene v hladilniku smo segreli na sobno temperaturo. Vzorec alginata
za merjenje viskoznosti smo pripravili tako, da smo natehtali 40,0 g vodne raztopine
alginata in ji po kapljicah dodajali 5 ml SMES oz. vode s CaCl,. Vseskozi smo zmes mesali
pri najvecji hitrosti na magnetnem mesalu, da smo dosegli ¢imbolj homogeno porazdelitev
Ca®". Po dodatku vseh 5 ml smo mesali $¢ dodatnih 5 min. Vzorec smo termostatirali na
temperaturo 23 °C in izmerili viskoznost. Viskoznost smo merili prvi, drugi in osmi dan po
pripravi vzorcev.

Na enak nacin smo pripravili vzorec alginata s SMES-om in vzorec alginata z vodo

(Preglednica XI), jih termostatirali na temperaturo 23 °C in izmerili viskoznost.

3.7 Stabilnost zdravilnih uc¢inkovin v SMES-u

Za ovrednotenje stabilnosti ZU v SMES-u smo pripravili vzorec iz SMES-a (30 ml) in

ucinkovine (Preglednica XII).
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Preglednica XII: Sestava vzorcev ZU in SMES-a za ovrednotenje stabilnosti.

Ucinkovina | Masa [mg] Koncentracija [mg/ml]
NDSI1 750 25

NDS2 75 2,5

NDS3 90 3

NDS4 9 0,3

NDS5 15 0,5

NDS6 30 1

Vse ZU so se v SMES-u popolnoma raztopile. Pripravili smo 6 vzorcev po 5 ml, jih zaprli
v viale in starali 1 mesec pri 25, 40 in 50 °C. Vzorce smo ovrednotili glede na vsebnost in

skupne sorodne snovi s HPLC metodo v Lekovem razvojnem centru.

3.8 DSC meritve alginatnih gelov z zdravilno uc¢inkovino

Pripravili smo 2,0% vodno raztopino alginata nizke viskoznosti (Sigma). Za premreZevanje
smo uporabili 0,5 M raztopino CaCl,x2H,0, ¢as premrezevanja je bil 15 minut. Mikrosfere
smo izdelali z enkapsulatorjem Inotech IE-50R, pri ¢emer smo uporabili samo zunanjo
Sobo premera 750 pum. Izdelali smo mikrosfere brez ZU in mikrosfere z 20% ZU.
Mikrosfere smo susili 2 dni na sobnih pogojih. Za DSC meritve smo uporabili aparaturo
DSCI1 Stare System, proizvajalca Mettler Toledo. Termograme smo posneli v razponu 20-

280 °C (oz. 20 °C nad talis¢em ZU) v koraku 10 °C na min v odprtih lonc¢kih.

3.9 Tehnologija izdelave mikrokapsul s sobo 500/750 um

Izdelane mikrokapsule so sestavljene iz jedra in ovojnice; jedro tvori SMES z ZU,
ovojnico gradi premreZen natrijev alginat s CaCl, . Mikrokapsule smo izdelali po metodi
kapljanja, Ceprav je enkapsulator Inotech IE-50R namenjen za izdelavo z laminarnim
curkom. Metodo kapljanja smo uporabili zaradi lazjega spremljanja in spreminjanja
parametrov izdelave. Prav tako smo lahko izdelali ve¢je mikrokapsule, katere smo lazje
posusili in ovrednotili. Uporabili smo koncentricno Sobo notranjega premera 500 um in
zunanjega 750 um. Pri metodi kapljanja ne prihaja do razprsitve laminarnega toka tekoc¢ine
s pomocjo nihanja membrane.

Od sobe se enakomerno trgajo kapljice, hitrost nastajanja mikrokapsul je odvisna od

relativnih hitrosti pretoka obeh faz in je poCasnejsa kot pri metodi laminarnega curka.
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Jedrno fazo s suspendirano zdravilno ucinkovino smo napolnili v injekcijsko brizgo,
ovojno fazo pa v posodo, ki je povezana z izvorom stisnjenega zraka. V primeru prisotnosti
zracnih mehurckov smo pocakali nekaj casa, da so ti izginili. Najprej smo vklopili pretok
ovojne faze in s spreminjanjem tlaka uravnavali pretok do Zelenega kapljanja. Sele nato
smo vklopili pretok jedrne faze in pocakali kar nekaj Casa, da sta se pretoka uravnala.
Relativna hitrost jedrne faze je bila 17 enot (nastavitev na aparaturi), za pretok ovojne faze
smo uporabili tlak 0,5 bar (nastavitev na aparaturi). Tvorbo kapljic smo opazovali s
pomoc¢jo stroboskopske lu€i. Drugih parametrov na kontrolni plos¢i enkapsulatorja
(frekvenca, amplituda, elektri¢na napetost) nismo uporabljali, saj imajo ti bistveno vec;ji
vpliv pri izdelavi z metodo laminarnega curka, kot pri metodi kapljanja. Shematski prikaz

enkapsulatorja je prikazan na Sliki 9.

Za premrezevanje smo uporabili 0,5 M raztopino CaCl,x2H,0, €as premreZevanja je bil 5
minut. Med premrezevanjem mikrokapsul nismo mesali, saj je to dodatno pospesilo
iztekanje jedrne faze. Za posamezno serijo smo potrebovali priblizno 50 ml premrezevalne
raztopine. Med premrezevanjem so se mikrokapsule posedle na dno ¢aSe, premrezevalno

raztopino smo odlili ter mikrokapsule susili na sobnih pogojih najmanj 2 dni.

Izdelali smo S§tiri razlicne vzorce mikrokapsul z ZU (Preglednica XIII) pri enakih pogojih

izdelave (Preglednica XIV).

Preglednica XIII: Sestava jedrne in ovojne faze za izdelavo mikrokapsul.

Vzorec Sestava jedrne faze Sestava ovojnice
E SMES (nasi¢en z brezvodnim CaCly) + | 2,5%  raztopina  alginata  nizke
NDS1 (260 mg/ml) — suspenzija viskoznosti (Sigma) + 15% laktoze
F SMES (nasi¢en z brezvodnim CaCl,) + | 2,5%  raztopina  alginata  nizke
NDS1 (130 mg/ml) — raztopina viskoznosti (Sigma) + 15% laktoze
G SMES (nasi¢en z brezvodnim CaCl,) in | 2,5%  raztopina  alginata  nizke

0,5x re¢en s SMES-om brez CaCl, + | viskoznosti (Sigma) + 15% laktoze
NDS1 (260 mg/ml) — suspenzija
H SMES (nasi¢en z brezvodnim CaCly) + | 2,5%  raztopina  alginata  nizke

NDS2 (206 mg/ml) — suspenzija viskoznosti (Sigma) + 15% laktoze
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Preglednica XIV: Pogoji izdelave mikrokapsul.

Parameter Nastavitev/izbira
Tlak ovojne faze 0,5 bar
Relativna hitrost jedrne faze 17
Premrezevalna raztopina 0,5 M CaCl,x2H,0
Cas premreZevanja 5 min
Pogoji suSenja Sobni pogoji, 2 dni

3.10Dolocitev vsebnosti zdravilne u¢inkovine v mikrokapsulah

Za doloc¢itev ZU v mikrokapsulah smo najprej pripravili umeritveno premico. Za
doloc¢evanje NDS1 smo izdelali umeritveno premico v topilu MeOH:H,0 (6:4), za NDS2
smo uporabili 100% raztopino MeOH. Posameznim vzorcem mikrokapsul smo dolo¢ili
vsebnost zdravilne u¢inkovine s pomoc¢jo UV/VIS spektrofotometra proizvajalca Tecan,
povezan z programsko opremo Magellan. Pri merjenju absorbanc smo uporabili UV/VIS
merilno plos¢ico, volumen merjenega vzorca je 250 pl. Vsebnost ZU v 1 g mikrokapsul

smo izracunali po formuli:

vsebnost (mgZU /1g mikrokapsul) = A=n - fV- 1000
k masa
A - absorbanca vzorca
n, k — parametra umeritvene premice
f - faktor red¢enja
A" - volumen topila
masa — natehta mikrokapsul

Pri izraCunu je potrebno upoStevati absorbanco medija, v katerem smo dispergirali
mikrokapsule in izdelali umeritveno krivuljo. Z meritvami smo pokazali, da absorbanca
medija prakticno ne vpliva na dolo¢eno vsebnost ZU, zato smo pri vseh izraCunih

vsebnosti ZU absorbanco medija zanemarili.

3.10.1 Izdelava umeritvene premice za dolo¢anje NDS1

Za izdelavo smo pripravili topilo MeOH:H,O v razmerju 6:4. V. SMES-u smo raztopili
NDSI1 v koncentraciji 130 mg/ml. Osnovno raztopino smo pripravili iz znane koli¢ine

NDSI, raztopljenega v SMES-u in MeOH:H,O (6:4).
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Iz te smo z red¢enjem pripravili ostale raztopine razli¢nih koncentracij. Na enak nacin smo
pripravili slepe raztopine za ozadje, kjer smo v zacetnem topilu raztopili SMES brez
NDSI. Za potrditev umeritvene premice smo pripravili testni vzorec NDS1 v SMES-u, s
koncentracijo v obmoc¢ju umeritvene premice. Absorbanco smo merili v intervalu valovnih
dolzin 230-280 nm. Absorpcijski maksimum NDSI1, v raztopini MeOH: H,O (6:4), je pri

valovni dolzini 248 nm.
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Slika 10: Absorpcijski spekter NDS1 v raztopini MeOH:H,O (6:4).

3.10.2 Izdelava umeritvene premice za dolo¢anje NDS2

Za izdelavo umeritvene premice smo uporabili 100% MeOH. Najprej smo pripravili
suspenzijo NDS2 v SMES-u (206 mg/ml). Osnovno raztopino smo pripravili iz NDS2
suspendiranega v SMES-u in MeOH. Iz te smo z red¢enjem pripravili ostale raztopine
razli¢nih koncentracij. Na enak nac¢in smo pripravili slepe raztopine za ozadje, kjer smo v
MeOH raztopili SMES brez NDS2. Absorbanco smo merili v intervalu valovnih dolzin
230-380 nm. NDS2 ima 2 absorpcijska maksimuma (255 nm in 304 nm). Zaradi vecjega

odziva smo upostevali absorpcijski maksimum pri 255 nm.
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Slika 11: Absorpcijski spekter NDS2 v 100% MeOH.
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3.10.3 Priprava vzorca mikrokapsul za doloc¢anje vsebnosti

zdravilne ucinkovine

Znano koli¢ino mikrokapsul smo dispergirali v znani volumen topila. Kapsule z NDSI
smo dispergirali v zmes MeOH:H,O (6:4) , kapsule z NDS2 pa v 100% MeOH. Pocakali
smo 10 minut, da so se mikrokapsule namocile in jih nato sonificirali z UZ 2 h, da smo
dosegli popolno izluZzenje ZU iz mikrokapsul. Po ustreznem red¢enju smo izmerili

absorbanco.

3.11Test sproscéanja zdravilne ucinkovine iz mikrokapsul

Za test sprosc¢anja ZU iz mikrokapsul smo uporabili napravo za raztapljanje Varian 705
DS, proizvajalca Varian.

Test sproscanja za mikrokapsule z NDS1 smo izvedli v 200 ml fosfatnega pufra (pH=7) z
1% Na-lavrilsulfata. Za primerjavo smo izdelali ogrodni tip mikrokapsule iz alginata in
NDSI. Razmerje med alginatom in NDSI je priblizno tak$no kot smo ga predhodno
dolocili v izdelanih mikrokapsulah, to je 9:1.

Test spros¢anja za izdelane mikrokapsule smo izvedli v 2 paralelkah, za ogrodni tip
mikrokapsul pa v 3. Vzorci so bili termostatitani na 37 °C , hitrost mesal je bila 100
obratov/min. Vzor¢ili smo ob ¢asu 15min, 30min, 1 h,2h,4h,5h, 6 h, 7hin 24 h.
Odvzeli smo po 1 ml vzorca, ga filtrirali skozi 0,45 pm filter tako, da smo nekaj zacetnih
kapljic filtrata zavrgli in izmerili absorbanco s pomocjo UV/VIS spektrofotometra,
proizvajalca Tecan, povezan z programsko opremo Magellan ter izracunali koli¢ino
sproscene ZU po formuli:

A —n

masa ZU (mg) = :

- f-(200~(n—1))

A, - absorbanca vzorca ob Casu vzor¢enja
n, k - parametra umeritvene premice
- faktor redcenja

n - zaporedno $tevilo vzorcenja

NDS2 je zelo slabo vodotopna ZU. Poskusali smo izdelati umeritveno premico v razli¢nih
medijih: v fosfatnem pufru (pH=7) z 1% Na-lavrilsulfata in v 2,0% polisorbatu 80. NDS2
je v obeh medijih topna v koncentraciji pod 0,01 mg/ml, kar onemogoca natan¢no

spremljanje hitrosti raztapljanja, zato hitrosti raztapljanja za NDS2 nismo dolo¢ili.
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3.11.1 Izdelava umeritvene premice v mediju za spros¢anje NDS1
iz mikrokapsul

Pripravili smo fosfatni pufer (pH=7) z 1% Na-lavrilsulfata. Za izdelavo 100 ml fosfatnega
pufra smo uporabili 19,0 ml 0,1 M citronske kisline in 81 ml 0,2 M Na,HPO4x2H,O.

Osnovno raztopino z znano koncentracijo ZU, smo pripravili iz suspenzije SMES-a z ZU
(NDS1=260 mg/ml), ki smo jo raztopili v mediju za sproscanje. Iz osnovne raztopine smo
z red€enjem pripravili raztopine razliénih koncentracij. Na enak nacin smo pripravili slepe

vzorce tako, da smo v osnovni raztopini raztopili samo SMES.

Umeritveno premico smo izdelali s pomoc¢jo UV/VIS spektrofotometra, proizvajalca
Tecan, povezano z programsko opremo Magellan. Absorpcijski spekter smo posneli v
obmocju valovnih dolzin 230-280 nm. Absorpcijski maksimum NDS1 je pri valovni

dolzini 250 nm.
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Slika 12: Absorpcijski spekter NDS1 v raztopini fosfatnega pufra (pH=7) in 1% Na-lavrilsulfata.

Stran: 39



Rezultati in razprava

4 Rezultati in razprava

4.1 Priprava raztopine alginata s pomozZnimi snovmi

V zacetni fazi izdelave diplomske naloge smo se osredotocili na iskanje najbolj optimalnih
pogojev za izdelavo Cvrstih mikrokapsul, ki so sposobne zadrzati jedro s
samomikroemulgirajoCimi lastnostmi. Mikrokapsule smo izdelali iz razli¢nih koncentracij
[m/m] vodnih raztopin alginata; 1,5%, 2,0%, 2,5% in 3,0%. Z vefanjem koncentracije
alginata nastajajo bolj ¢vrste mikrokapsule, ker je premrezevanje alginatnih verig
obseznejSe. Nastale mikrokapsule so odpornejSe na mehanske vplive okolja ter bolje
zadrzujejo jedrno fazo. Zazeleno je, da je koncentracija alginata ¢im vi§ja, vendar se z
vecanjem koncentracije povecuje viskoznost alginatne raztopine, kar lahko oteZzi izdelavo
mikrokapsul. Vi§ja viskoznost zahteva vecji tlak za enak pretok alginatne faze hkrati pa
nastajajo mikrokapsule neenakomernih velikosti z repki. Nepravilna oblika mikrokapsul
povzroc€i, da alginatna ovojnica ne obdaja jedrne faze enakomerno, kar lahko povzroci

iztekanje jedra med suSenjem.

Za izdelavo mikrokapsul je potrebno prepreciti mesanje jedrne in ovojne faze ze v sami
Sobi. Pretok alginatne ovojne raztopine mora biti takSen, da sproti odnasa jedrno fazo, ne
sme pa biti prevelik, ker se drugace jedro ne vgradi v mikrokapsulo. Ker je jedrna faza
nasicena s CaCl,, potee premreZevanje alginatnih verig Ze v sami Sobi, kar v primeru
prepocasnega pretoka (normalno pri preveliki viskoznosti alginatne raztopine) lahko
povzroc€i zamasitev Sobe in zaustavitev procesa. Pretoka faz morata biti optimalna, drugace

se proces enkapsuliranja ustavi.

Optimalno sestavo ovojne faze smo dolocili na podlagi uspesnosti enkapsuliranja. Za
uspesno mikrokapsuliranje smo Steli: da se kapljice enakomerno trgajo od zunanje Sobe; da
se po padcu kapljice v premrezevalno raztopino oblikuje mikrokapsula; da ne nastane
mikrokapsula z repkom in da je po padcu kapljice v premreZevalno raztopino motnost
raztopine ¢im manjSa. Pripravili smo vodne raztopine natrijevega alginata razlicnih
proizvajalcev v razlicnih koncentracijah in ovrednotili uspesnost enkapsuliranja
(Preglednica XV). Za jedrno fazo smo uporabili SMES. Pogoji enkapsuliranja so navedeni

v Preglednici XIV.
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Preglednica XV: Sestava vzorcev in dolocitev uspesSnosti enkapsuliranja.

Vrsta Koncentracija | Enakomerno | Nastanek Nastanek Motnost Uspesnost
alginata alginata trganje mikrokapsule | mikrokapsule | premrezevalne | enkapsuliranja
[m/m] kapljic z repki raztopine
Sigma 2,0 NE NE / / Neuspesno
(visoka
viskoznost)
Sigma 2,0 DA NE / / Neuspesno
(nizka
viskoznost)
2,5 DA DA NE Zelo motno Uspesno
3,0 NE DA DA Zelo motno Manj uspesno
Protanal 2,0 DA NE / / Neuspesno
LF 10/60
2,5 DA DA NE Zelo motno Uspesno
3,0 NE DA DA Zelo motno Manj uspesno
Protanal 2,0 DA DA/NE NE Zelo motno Manj uspesno
LF 120M
2,5 NE DA DA Zelo motno Manj uspesno
3,0 NE NE / / Neuspesno

V naSem primeru smo za najbolj optimalno izbrali 2,5% vodno raztopino alginata nizke

viskoznosti (Sigma) (Preglednica XV).

Med premrezevanjem alginata s CaCl, nastane elasti¢nen gel s porozno strukturo. Porozna

struktura v prebavnem traktu omogoci iztekanje SMES z ZU in s tem nastanek

mikroemulzije. Za samo izdelavo mikrokapsul pa je porozna struktura neugodna, ker skozi

pore lahko izteka jedrna faza. Da bi zapolnili pore, smo v vodni raztopini alginata raztopili

laktozo. Pri tem smo omejeni s topnostjo laktoze v vodi. Koncentracijo [m/m] laktoze smo

povecevali od 5%, 7,5%, 10% do 15% (Preglednica XVI). Povecevanje koncentracije

laktoze poveca tudi gostoto alginatne raztopine, kar je ugodno, saj s tem zmanjSamo

razliko v gostoti jedrne in ovojne faze, to pa izboljSa proces izdelave mikrokapsul.

Povecana gostota alginatne raztopine na pretok nima bistvenega vpliva.
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Iztekanje jedrne faze smo ovrednotili glede na zamotnitev premrezevalne raztopine,
manjSe iztekanje povzro¢i manjSo zamotnitev in obratno. NajmanjSe iztekanje jedrne faze
smo opazili pri 15% dodatku laktoze, tako da smo za nadaljnjo izdelavo uporabljali 15%

raztopino laktoze v alginatu (Preglednica XVI).

Preglednica XVI: Sestava vzorcev in dolo¢itev motnosti premreZevalne raztopine.

Koncentracija alginata nizka viskoznost Koncentracija laktoze Motnost premrezevalne
(Sigma) [m/m] [m/m] raztopine
2.5 5 Zelo motno
2,5 7,5 Zelo motno
2,5 10 Zelo motno
2,5 15 Motno

Ceprav je vsebnost laktoze zelo visoka, to v celoti ne prepreéi iztekanje jedrne faze.
Smiselno je, da se nadaljnje raziskave usmerijo v iskanje pomoznih snovi, ki bi bolj
ucinkovito zadrzevale jedrno fazo in hkrati prepre¢evale mesanje jedrne in ovojne faze.

Ker vodna raztopina alginata ni mikrobiolosko stabilna, smo jo vedno pripravili
neposredno pred izdelavo mikrokapsul. Za ovojno fazo smo uporabljali 2,5% raztopino

alginata nizke viskoznosti (Sigma) s 15% laktoze.

4.2 Dolocanje gostot raztopinam ovojne in jedrne faze z
zdravilno uéinkovino

Gostoto (p) smo dolocali s pomocjo tenziometra K100, proizvajalca Kriiss. Poznavanje
gostot jedrne in ovojne faze je pomembno za samo izdelavo mikrokapsul. Da mikrokapsula
zadrzi jedro in da je mehansko bolj odporna, je zazeleno, da je jedro ¢im bolj na sredini in
je tako enakomerno obdano z alginatno ovojnico. To dosezemo s tem, da sta gostoti ovojne

in jedrne faze enaki oz. primerljivi.

Izmerili smo gostote vodnih raztopin alginata brez in z dodatkom laktoze (Preglednica
XVII). Na podlagi rezultatov gostot in uspesnosti pri izdelavi mikrokapsul (Preglednica
XV) smo se odlocili za najbolj optimalno kombinacijo alginata in laktoze za izdelavo
mikrokapsul z ZU. Izbrali smo 2,5% raztopino natrijevega alginata nizke viskoznosti

(Sigma) s 15% laktoze, katere gostota je 1,078 mg/ml.
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Meritve gostot so potrdile nasa pri¢akovanja, da se z veCanjem koncentracije alginata

gostota ne povecuje, mocno pa se poveca viskoznost vodnih raztopin alginata (Poglavje

4.3).

Iz Preglednic XVII in XVIII je razvidno, da povecevanje koncentracije laktoze vodi do

povecanja gostote vodne raztopine alginata.

Preglednica XVII: Gostote [g/ml] vodnih raztopin alginata in vodnih raztopin alginata z dodatkom

laktoze.
Laktoza [m/m] | Alginat nizke viskoznosti (Sigma) [m/m]
1 1,5 2,0 2,5 3,0
0 1,002 | 1,006 | 1,007 | 1,009 | 1,016
5 / 1,024 | 1,026 | 1,030 | 1,031
10 / 1,044 | 1,048 | 1,049 /
15 / / / 1,078 /

Preglednica XVIII: Povecanje gostote [%] ob dodatku laktoze glede na osnovno raztopino alginata.

Laktoza [m/m] | Alginat nizke viskoznosti (Sigma) [m/m]
1,5 2,0 2,5 3,0
5 1,79 1,9 2,08 1,48
10 3,77 4,07 3,96 /
15 / / 6,84 /

NajmanjSe povecanje gostote alginatne raztopine je pri dodatku 5% laktoze, najvecje pa pri
15% dodatku, kar je tudi pri¢akovano. Zeleli smo pripravit ovojno fazo, ki bo imela

gostoto primerljivo z gostoto jedrne faze. Za izdelavo smo zato uporabljali 2,5% alginat s
15% laktoze.

Preglednica XIX: Gostote SMES in jedrne faze z ZU.

Vzorec p [g/ml] | Povecanje p [%o]
SMES 1,023 /
Jedrna faza 1,023 /
Jedrna faza + NDS1 [260 mg/ml] | 1,068 4.4
Jedrna faza + NDS2 [206 mg/ml] | 1,062 3,8
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Jedrna faza predstavlja SMES, ki je nasi¢en z brezvodnim CaCl,. Ugotovili smo, da

nasicenje SMES s CaCl, ne spremeni gostote, jo pa spremeni dodatek ZU.

Predvidevali smo, da ¢e bo gostota ovojne faze vecja ali enaka jedrni fazi, bomo lahko
izdelali mikrokapsule z jedri, ki se bodo zadrzevala na sredini mikrokapsule. Gostota
jedrne faze (Preglednica XIX) z ZU je bila v obeh primerih manjSa od ovojne faze (1,069
mg/ml oz. 1,062 mg/ml), a smo kljub temu imeli velike tezave pri izdelavi. Jedra so se
zadrzevala na spodnji strani mikrokapsule, kar je privedlo do iztekanja jedrne faze, Se
preden je premrezevanje alginatnih verig poteklo v tolik$ni meri, da bi zadrzalo jedro fazo
v mikrokapsuli. Na strani, kjer se je zadrzevala jedrna faza, je ta po padcu v premrezevalno
raztopino takoj presla skozi alginatni sloj in premreZevanje alginatnih verig ni poteklo. Na
zacetku smo sklepali, da je za to kriv prevelik pretok jedrne faze, a se hipoteza ni izkazala

za pravilno.

S pomocjo stroboskopske lu¢i smo spremljali izdelavo mikrokapsul in zakljucili, da se pri
odtrganju kapljice od zunanje Sobe zaradi povrSinske napetosti jedro potisne na spodnjo
stran. TakSen polozaj jedra poslabsa proces izdelave mikrokapsul, v primeru zadostnega
premrezevanja alginatnih verig in nastanka ovojnice pa lahko povzro¢i mocnejse iztekanje

jedra med suSenjem.

Ker je SMES mikrobiolosko stabilen, smo ga shranjevali pri sobnih pogojih. Preverili in

ugotovili smo, da se njegova gostota ne spreminja s Casom shranjevanja (Preglednica XX).

Preglednica XX: Gostota SMES-a v odvisnosti od ¢asa shranjevanja v hladilniku (4-8 °C).

Cas [dan] | p [g/ml]
1 1,023
2 1,025
6 1,027
8 1,024
9 1,024

Za alginatno raztopino spreminjanja gostote s ¢asom nismo preverjali, ker smo raztopino

alginata pripravili vedno isti dan kot smo izdelali mikrokapsule.
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4.3 Doloéanje viskoznosti raztopinam ovojne in jedrne faze z
zdravilno uéinkovino

Na izdelavo mikrokapsul mocno vpliva velikost koncentri¢ne Sobe in viskoznost ovojne ter

jedrne faze oz. pretok faz. PoskuSali smo ovrednotiti povezavo med koncentracijo

raztopine alginata, njegovo viskoznostjo in parametri izdelave mikrokapsul.

Prav tako smo ovrednotili viskoznost SMES, jedrne faze in jedrne faze z ZU. Jedrno fazo

predstavlja SMES nasic¢en z brezvodnim CaCl,.

Preglednica XXI: Viskoznost SMES-a in jedrne faze z ZU.

Vzorec n [mPa.s] | T [°C] | Povecanje 1 [%]
A | SMES 74,00 23,77 /
B | Jedrna faza 79,13 23,95 /
C | Jedrna faza + NDS1 (130 mg/ml) — raztopina 167,31 23,43 111,45
D | Jedrna faza + NDS1 (260 mg/ml) — suspenzija | 285,73 23,95 261,09
E | Jedrna faza + NDS2 (206 mg/ml) — suspenzija | 238,12 23,17 200,92

Razlika v viskoznosti med SMES in jedrno fazo je zelo majhna in ne vpliva na izdelavo
mikrokapsul (Preglednica XXI, Slika 13). Po dodatku ZU pa se viskoznost jedrne faze
bistveno spremeni. Vecja viskoznost jedrne faze pomeni manjsi pretok pri isti relativni
hitrosti, kar je bilo pri nasi izdelavi mikrokapsul zazeleno, ker smo imeli velike tezave pri
uravnavanju pretoka notranje faze. V primeru, da smo uporabili notranjo Sobo manjSega
premera (150 um) se je ta takoj zamasila. Prevelik pretok jedrne faze povzro¢i vecje

mesanje faz in neuspesnost enkapsuliranja.

Pricakovali smo, da bo pri uporabi suspenzije ZU namesto raztopljene ZU iztekanje jedrne
faze manjse, saj se bodo delci u€inkovine ujeli v pore alginatnega gela in tako preprecili
iztekanje. Vendar tega s prostim ofesom nismo mogli opaziti, je pa opazna razlika v
vsebnosti ZU, ¢e uporabimo jedrno fazo z raztopljeno oz. suspendirano ZU (poglavije

4.7.1).
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Slika 13: Viskoznost SMES-a in jedrne faze z ZU (Sestava vzorcev je podana v Preglednici XXI).

Vpliv viskoznosti ovojne faze na izdelavo mikrokapsul je veliko vecji v primerjavi z

jedrno fazo. Pri izdelavi tezimo k uporabi ¢im vecjih koncentracij alginata, ker nam to

omogoci izdelavo mikrokapsul z bolj ¢vrsto ovojnico. Vendar se z veCanjem koncentracije

alginata povecuje viskoznost alginatnih raztopin.

Alginat je naravni material pridobljen iz rjavih alg in alginati razli¢nih proizvajalcev se

med seboj razlikujejo po fizikalnih in kemijskih lastnostih. Proucevali smo po dva razli¢na

alginata od dveh proizvajalcev; Sigma in FMC. Velike razlike so razvidne v koncentraciji

in viskoznosti raztopin alginata (Preglednica XXII), kar je pomemben faktor pri izdelavi

mikrokapsul.

Preglednica XXII: Viskoznosti [mPs-s] alginatov proizvajalca Sigma.

SIGMA (nizka viskoznost)

SIGMA (visoka viskoznost)

Alginat [m/m] | Laktoza [m/m] | n [mPa-s] | T[°C] | Alginat [m/m] | Laktoza [m/m] | n [mPa-s] | T[°C]
3,0 / 406,67 | 23,23 2,0 / 601,95 | 22,78
2,5 / 249,32 | 23,36 1,5 / 311,25 | 23,18
2,5 15 277,12 | 23,67 1,0 / 117,49 | 23,30
2,0 / 134,36 | 23,20
2,0 10 166,33 | 23,72

Iz Preglednice XXII je razvidno, da je pri 2% alginatu nizke viskoznosti (Sigma)

viskoznost za 348% vecja kot pri 2% alginatu nizke viskoznosti (Sigma), oz. vecja za 48%

kot pri 3% alginatu nizke viskoznosti (Sigma).
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Dodatek 15% laktoze k 2,5 % alginatu nizke viskoznosti (Sigma) poveca viskoznost za

11%, medtem, ko se gostota poveca za 6,9%.
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Slika 14: Odyvisnost viskoznosti alginata nizke viskoznosti (Sigma) od koncentracije alginata.

Slika 14 prikazuje, kako se viskoznost alginatne raztopine zelo poveca ob majhnem
povecanju koncentracije alginata. Veliko povecanje viskoznosti omejuje uporabo visokih

koncentracij alginatov pri izdelavi mikrokapsul.

Viskoznosti razlicnih koncentracij alginatov proizvajalca FMC so podane v Preglednici

XXIII).

Preglednica XXIII: Viskoznosti [mPa-s] alginatov proizvajalca FMC.

PROTANAL LF 10/60 PROTANAL LF 120M
Alginat [m/m] | Laktoza [m/m] | n [mPa-s] | T[°C] | Alginat [m/m] | Laktoza [m/m] | n [mPa-s] | T[°C]
3,0 / 380,88 | 22,45 3,0 / 731,61 | 23,11
2,5 / 227,10 | 23,39 2,5 / 485,90 | 23,70
2,5 10 280,10 | 22,54 2,5 10 504,27 | 23,02
2,0 / 128,54 | 23,41 2,0 / 279,96 | 23,30

Slika 15 prikazuje razliko v viskoznosti razli¢nih alginatov proizvajalca FMC. Pri enaki
koncentraciji alginatne raztopine je povecanje viskoznosti za Protanal LF 120M, vedno
vecje. To je za naSo izdelavo mikrokapsul neugodno, ker zelimo imeti dokaj nizko

viskoznost in ¢im vecjo koncentracijo alginatne raztopine.
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Slika 15: Razlika v viskoznosti alginata Protanal LF 10/60 in Protanal LF120M.

Mikrokapsule smo poskusali izdelati iz vseh §tirih alginatov. Za jedrno fazo smo uporabili
SMES brez ZU. Na koncu smo izbrali najbolj optimalen alginat z laktozo za izdelavo
mikrokapsul z ZU. Pri izbiri smo se oprli na pridobljene podatke o viskoznosti in
koncentraciji raztopin alginatov ter na uspeSnost izdelave mikrokapsul. Sposobnost
zadrzevanja jedrne faze smo ovrednotili glede na zamotnitev premrezevalne raztopine.
Manj se je premrezevalna raztopina po padcu kapljice zamotnila, manjse je bilo iztekanje

jedrne faze ter obratno.

Pri uporabi 2% raztopine alginata visoke viskoznosti (Sigma) kapsul nismo mogli izdelati,
saj je bila viskoznost prevelika in nismo mogli uravnati pretoka, kar je privedlo do

zamasitve Sob in ustavitve procesa.

Iz alginata nizke viskoznosti (Sigma) smo izdelali 1,5%, 2,0%, 2,5% in 3,0% raztopino in
2,5% raztopino z 10% in 15% dodatkom [m/m] laktoze. Pri izdelavi mikrokapsul s
koncentracijami alginata 1,5% in 2,0% kapsul nismo mogli izdelati. Tezava ni bila v
pretoku alginata, ampak v tem, da se je kapsula po padcu v premrezevalno raztopino razlila
namesto, da bi poteklo premrezevanje alginatnih verig in tvorba ovojnice. Pri vi§jih
koncentracijah 2,5% in 3,0% pa je koncentracija alginata dovolj velika, da je zacetno
premrezevanje verig zadostno za tvorbo ovojnice, ki obdrzi obliko kapljice in omogoci
nastanek ¢vrstejSe ovojnice. Izkazalo se je, da 3,0% alginat ni najbolj primeren zaradi
visoke viskoznosti, saj je teZje uravnati pretok, kar povzro¢i meSanje faz v Sobi in pri

uporabi SMES-a nasic¢enega s CaCl, tudi zamasitev Sobe.
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Nastajajo mikrokapsule z repki, ki povecajo nestabilnost mikrokapsul in iztekanje jedrne
faze pri suSenju. K 2,5% raztopini alginata smo dodali 10% in 15% laktoze. Kapsule smo
lahko izdelali v obeh primerih, a smo pri 15% dodatku opazili manjSe iztekanje jedrne faze

(manj$a zamotnitev premrezevalne raztopine).

Pri izdelavi mikrokapsul iz 2,5% raztopine alginata Protanal LF 120M in 5% laktoze smo

imeli podobne tezave kot pri izdelavi iz 3,0% alginata nizke viskoznosti (Sigma).

Pri uporabi 2,0% raztopine alginata Protanal 10/60 in 10% laktoze nismo uspeli izdelati
mikrokapsul, tezave so bile podobne kot pri 1,5% in 2,0% raztopini alginata nizke
viskoznosti (Sigma). Pri uporabi 3% raztopine alginata LF10/60 z 5% in 10% laktoze smo
kapsule izdelali, a je prihajalo do podobnih tezav kot pri drugih alginatih vecje
koncentracije. Najboljse mikrokapsule iz alginata LF10/60 smo lahko izdelali pri 2,0% in

2,5% raztopini alginata z 10% laktoze.

Glede na koncentracijo, viskoznost in zmoznost izdelave smo postavili okvirne vrednosti,
v katerih lahko mikrokapsule izdelamo in imajo te ¢vrstejSo ovojnico in bolje zadrzujejo
jedrno fazo: viskoznost naj bo priblizno od 220-300 mPa-s, koncentracija alginata pa od
2,5% do 3,0%. Za izdelavo mikrokapsul z ZU smo izbrali alginat nizke viskoznosti

(Sigma) v koncentraciji [m/m] 2,5% s 15% laktoze.

Za boljso izdelavo mikrokapsul bi bilo dobro, da bi tudi jedrna faza bila v posodi, ki je
povezana z izvorom stisnjenega zraka. Jedrna faza povzro€i otrditev gume v brizgi in s
c¢asom postane ta neuporabna, to pa privede do neenakomernosti pretoka. Pri izdelavi
mikrokapsul z ZU smo uporabili SMES nasi¢en s CaCl,, ki omogoc¢i premrezevanje
alginatnih verig v Sobi in velikokrat ob nepravilnem pretoku povzro¢i zamasitev Sobe in
ustavitev procesa. Sobo je potrebno ogistiti in posusiti, kar proces izdelave podaljia.
Prisotnost CaCl, izboljSa proces enkapsuliranja, a je pomembno, da sta pri tem oba

pretoka, jedrne in ovojne faze, ¢im bolj konstantna.
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4.4 Ovrednotenje premrezevalnih sposobnosti SMES-a s CaCl,

SMES je sestavljen iz 80% emulgatorja in koemulgatorja, ki omogocata ob stiku z vodo
nastanek mikroemulzije. Za ovojno fazo smo uporabili vodno raztopino alginata in ob stiku
s SMES lahko pride do meSanja faz, kar vodi v neuspesnost enkapsuliranja. Zato smo
SMES-u dodali CaCl,, ki Ze v Sobi omogoci takojSno premrezevanje alginatnih verig in s

tem nastanek pregrade, ki onemogoc¢i mesanje obeh faz.

SMES-u smo dodali brezvodni CaCl, ali CaCl, dihidrat, priprava vzorcev Al, A2, B1, B2,
Cl1, C2, DI, D2 je opisana v poglavju 3.6. (Preglednica X). Tako pripravljen SMES smo
dodali alginatni raztopini in izmerili njegovo viskoznost, postopek priprave vzorca
raztopine alginata s SMES-om za merjenje viskoznosti je opisan v poglavju 3.6.1. Na
podlagi spremembe viskoznosti alginatne raztopine smo sklepali, v kolik§ni meri potece
premrezevanje alginatnih verig oz. kateri vzorec vsebuje najved Ca>" ionov. Vzorce
SMES-a smo shranjevali v hladilniku in pri sobni temperaturi ter spremljali spremembo
viskoznosti 8 dni. Tako smo preverili, ¢e razlicno shranjevanje SMES-a s CaCl, vpliva na
njegovo sposobnost premrezevanja in ¢e se ta s ¢asom spreminja. Pri vzorcih shranjenih v

hladilniku ni bilo opaznih izpadlih kristalov CaCl,.

Najprej smo izmerili viskoznost 2,5% raztopine alginta nizke viskoznosti (Sigma) in
viskoznost po dodatku SMES-a in po dodatku vode (Preglednica XXIV, Slika 16).
Postopek priprave vzorcev je opisan v Poglavju 3.6.1.

Pri interpretaciji rezultatov je potrebno upoStevati temperaturni vpliv na viskoznost.
Potrebna je pazljivost pri primerjavi viskoznosti vzorcev, ker temperatura merjenja pri

vseh vzorcih ni popolnoma enaka.
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Preglednica XXIV: Sprememba viskoznosti
2,5% raztopine alginata ob dodatku SMES-a in
vode.

Vzorec ‘ n [mPa.s] ‘ T [OC] 6 300 )

1 | Alginat 243,34 23,78 250 243,34
2 | Alginat + SMES | 228,26 24,65
3 | Alginat + voda 167,82 24,76

228,26

N
=1
3

167,82

150

Viskoznost [mPa.s]
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o
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m Viskoznost alginata
L J

Slika 16: Sprememba viskoznosti alginata ob
dodatku SMES-a in vode (vzorci 1, 2, 3 glej
Preglednico XI).

Viskoznost raztopine alginata se po dodatku SMES-a zmanj$a. Sklepamo, da SMES vpliva
na strukturo alginata (se vrine med alginate verige) in s tem zmanjs$a njegovo viskoznost.
To lahko prenesemo na dogajanje v Sobi pri izdelavi mikrokapsul. Po padcu kapljice v
premrezevalno raztopino mora poteci hitro in intenzivno premrezevanje alginatnih verig,
da nastane mikrokapsula. Ravno v tej fazi SMES verjetno ovira premrezevanje alginatnih
verig in nastanek trdne ovojnice, kar smo opazili kot izlitje jedrne faze v premrezevalno
raztopino. Po padcu kapljice v premreZevalno raztopino je ta obdrzala svojo obliko nekaj
sekund, nato pa je jedrna faza predrla nastajajo¢o ovojnico in kapljica se je razlila. To

tezavo smo deloma odpravili z nasi¢enjem SMES-a s CaCly,,

Iz Preglednice XXV je razvidno, da se ob dodatku SMES-a nasi¢enega z brezvodnim
CaCl, (Preglednica X) k 2,5% raztopini alginata mo¢no poveca viskoznost in to razlicno
glede na mesto shranjevanja. Povecanje viskoznosti je vec¢je za vzorec, ki je hranjen pri
sobni temperaturi (A1) kot za vzorec, ki je hranjen v hladilniku (A2). Lahko, da se pri
shranjevanju vzorcev v hladilniku CaCl, adherira na steklo in je tako na voljo manj CaCl,

za premrezevanje alginatnih verig.
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Povecanje viskoznosti 2,5% alginatne raztopine ob dodatku Al se s ¢asom spreminja od
206% do 303%. Ob dodatku A2 k 2,5 % raztopini alginata se viskoznost s asom poveca
od 167% do 209%. Taks$no nihanje je lahko tudi posledica nehomogene porazdelitve
CaCl,, ker je zaradi velike koli¢ine dodanega CaCl, in narascajoce viskoznosti nemogoce
zagotoviti njegovo homogeno porazdelitev. Zato mislimo, da je povecevanje viskoznosti s
c¢asom posledica napake pri pripravi vzorcev in ne posledica drugih dejavnikov. Vendar ne

moremo zagotovo trditi, da se zmoZnost premreZevanja SMES-a s CaCl, s ¢asom ne

spreminja.
Preglednica XXV: Viskoznosti vzorcev Al in A2.
Al (sobna temperatura) A2 (hladilnik)
Cas [dan] | n [mPa's] 2,5% alginata | T [°C] | n [mPa's] vzorca | T [°C] | n [mPas] vzorca | T [°C]
1 243,34 23,78 743,46 25,52 648,62 24,20
2 237,12 24,65 725,50 24,10 657,82 24,42
8 236,82 23,73 954,15 23,16 731,40 24,81

Vzorca B1 in B2 (Preglednica X) smo pripravili z nasi¢enjem SMES-a s CaCl,x2H,0.
Pripravili smo jih po enakem postopku kot vzorca Al in A2, le da smo namesto
brezvodnega CaCl, uporabili CaCl, dihidrat. Iz Preglednice XXVI je razvidno, da vzorca
B1 in B2 po dodatku k 2,5% raztopini alginata, ne povec€ata njene viskoznosti v tak$ni meri
kot jo vzorca Al in A2. Iz tega sklepamo, da se je v SMES-u raztopilo manj CaCl,x2H,0
in poteCe premrezevanje alginatnih verig v manjSem obsegu. Vzorec Bl (sobna
temperatura) poveca viskoznost alginatne raztopine od 7 do 22%, B2 (hladilnik) pa od 3%
do 10%. Glede na povecanje viskoznosti lahko sklepamo, da shranjevanje v hladilniku

zmanjSa razpolozljivost CaCl, Sposobnost premreZzevanja SMES-a s CaCl, se s Casom ne

spreminja.
Preglednica XXVI: Viskoznosti vzorcev Bl in B2.
B1 (sobna temperatura) B2 (hladilnik)
Cas [dan] | n [mPa's] 2,5% alginata | T [°C] | n [mPa's] vzorca | T [°C] | n [mPas] vzorca | T [°C]
1 243,34 23,78 297,08 24,56 251,39 25,35
2 237,12 24,65 255,63 24,21 251,24 25,46
8 236,82 23,73 252,52 24,63 260,57 23,65
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Vzorca C1 in C2 (Preglednica X) sta pripravljena iz 0,5 M raztopine CaCl,x2H,0 in
SMES-a. Koncentracija [m/m] CaCl,x2H,O je 0,05%. Dodatek SMES-a zmanjsa
viskoznost alginatne raztopine (Preglednica XXIV, Slika 16), prisotna koli¢ina CaCl, v
SMES-u (vzorec C1, C2) pa ni dovolj velika, da bi omogocila premrezevanje alginatnih
verig v takSnem obsegu, da se viskoznost alginatne raztopine poveca za toliko vec, kot jo
SMES zmanjsa (Preglednica XXVII). V primeru, da bi povecevali koli¢ino dodane 0,5 M
raztopine CaCl, k SMES-u, bi s tem vnesli v raztopino alginata vodo, ki bi zmanjSala
koncentracijo alginata, kar bi povzrocilo padec viskoznosti. Tako pripravljen SMES ni
smiseln za izdelavo mikrokapsul, ker ne bi omogo¢il tvorbo pregrade med ovojno in jedrno

fazo v Sobi. Zmoznost premrezevanja se s ¢asom ne spreminja.

Preglednica XXVII: Viskoznosti vzorcev C1 in C2.
C1 (sobna temperatura) C2 (hladilnik)
Cas [dan] | n [mPa-s] 2,5% alginata | T [°C] | n [mPa-s] vzorca | T [°C] | n [mPa-s] vzorca | T [°C]

1 243,34 23,78 242,39 25,03 217,66 24,92
2 237,12 24,65 233,47 25,39 234,35 25,66
8 236,82 23,73 233,65 24,34 247,54 23,79

Vzorca D1 in D2 (Preglednica X) sta pripravljena iz vode in CaCl,x2H,0. Koncentracija
[m/m] CaCl,x2H,0 je 0,05%. Dodatek vode s CaCl,x2H,O mocno zmanjSa viskoznost
alginatne raztopine, saj voda zmanjSa koncentracijo alginata in posledi¢no viskoznost
(Preglednica XXIV). Dodatek samo vode k alginatni raztopini zmanjsa viskoznost za 31%
(Preglednica XXIV) , voda s CaCl,x2H,0 (vzorec D1) pa za 26% (Preglednica XXVIII).
Prisoten CaCl;, v vzorcih D1 in D2 omogoci premreZevanje alginatnih verig, a ne v takSni
meri, da poveca viskoznost za toliko kot jo zmanjSa dodatek vode. Med vzorcema, ki sta
shranjena pri sobni temperaturi (D1) oz. v hladilniku (D2) ni razlik v sposobnosti

premrezevanja SMES s CaCl,. Ta se tudi s casom ne spreminja.

Preglednica XXVIII: Viskoznosti vzorcev D1 in D2.
D1 (sobna temperatura) D2 (hladilnik)

Cas [dan] | v [mPa's] 2,5% alginata | T [°C] |  [mPas] vzorca | T [°C] | 1 [mPa's] vzorca | T [°C]

1 243,34 23,78 180,87 25,18 167,47 25,06
2 237,12 24,65 179,50 24,10 176,92 24,82
8 236,82 23,73 173,72 23,61 174,10 24,05
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Nacin shranjevanja vzorec vpliva na sposobnost premrezevanja alginatnih verig. Vzorca
A2 in B2, ki sta bila shranjena v hladilniku, manj povecata viskoznost alginatne raztopine,
glede na vzorca Al in Bl shranjena pri sobni temperaturi. Vzorca C2 in D2, hranjena v
hladilniku, povzrocita vecje zmanjSanje viskoznosti alginatne raztopine, kar je posledica

manjSe razpolozljivosti CaCl, za premrezevanje (Slika 17).

4 )

260 - 206

Sprememba viskoznosti
[%]

Vzorec

@ Sobna temperatura m Hladilnik ‘

. S

Slika 17: Sprememba viskoznosti vzorcev Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2 glede na pogoje shranjevanja

(Sestava vzorcev je podana v Preglednici X).

Na podlagi pridobljenih rezultatov smo za najprimernejSo jedrno fazo izbrali SMES
nasicen z brezvodnim CaCl,, ki smo ga shranjevali pri sobni temperaturi. Vzorca Al in A2
sta najbolj povecala viskoznost alginatne raztopine. Sposobnost premreZevanja se s ¢asom
za vzorce B1, B2, C1, C2, DI in D2 ni spreminjala. Da se sposobnost premrezevanja s
casom za vzorca Al in A2 ni spremenila, ne moremo zagotovo trditi, zaradi napake pri
pripravi vzorcev. Se je pa pri vseh vzorcih, hranjenih v hladilniku, zmanjSala sposobnost

premrezevanja.

Dodatek CaCl, v SMES zelo izboljsa mikrokapsuliranjekapsuliranje, ker omogocimo
zacetek tvorbe alginatne ovojnice ze v Sobi, nadaljuje pa se po padcu kapljice v
premrezevalno raztopino CaCl,. Pri izdelavi je potreben vecji pretok alginatne faze, da se

ta ne zadrzuje predolgo v Sobi, ker to povzroci zamasitev Sob in zaustavitev enkapsuliranja.
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4.5 Stabilnost zdravilnih uéinkovin v SMES-u

Pripravili smo vzorce ZU v SMES-u (Poglavje 3.7, Preglednica XII). Dolocili smo
vsebnost ZU in sorodne snovi po shranjevanju 1 mesec pri 25, 40 in 50 °C (Preglednica

XXIX).

Preglednica XXIX: Stabilnost ZU v SMES-u.

ZU | Vsebnost ZU [mg/ml] | Skupne sorodne snovi [%] po 1 mescu shranjevanja Stabilnost
t=0 25°C 40 °C 50 °C

NDSI1 25 0,12 0,18 0,66 Mejna
NDS2 2,5 0,52 1,0 1,49 Mejna
NDS3 3 59 9,64 12,3 Mejna
NDS4 0,3 1,35 48,6 78,2 Ni stabilna
NDS5 0,5 1,10 1,60 2,67 Mejna
NDS6 1,0 0,65 1,22 1,81 Dobro stabilna

Pri izdelavi mikrokapsul smo uporabili NDSI in NDS2, ki sta mejno stabilni v SMES-u, a

to ni vplivalo na izdelavo mikrokapsul.

4.6 DSC meritve alginatnih gelov z zdravilno uéinkovino

DSC meritve smo izvedli za NDS1, NDS2, NDS4, NDS5 in NDS6. Na podlagi DSC
meritev alginatnih gelov z ZU lahko sklepamo na moZne prisotne interakcije med alginatno
ovojnico in ZU. Posneli smo termograme ZU in termogram praznih kapsul (alginat) in nato
glede na te termograme primerjali analize alginatov z ZU. Na podlagi termogramov za
NDSI in NDS2 sklepamo, da ni prisotnih interakcij, saj se termogram alginata bistveno ne
spremeni, opazna pa so tudi talis¢a ZU. Za NDSS5 sklepamo, da ni prisotnih interakcij, ki bi
vplivale na izdelavo mikrokapsul. Interakcije med ZU in alginatno ovojnico so opazne pri
NDS4 in NDS6, kjer se termogram alginata spremeni, prav tako ni jasno opaznih talis¢ za

ZU. Termogrami so priloZeni v Prilogi.
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4.7 Dolocitev vsebnosti zdravilne u¢inkovine v mikrokapsulah

4.7.1 lzdelava umeritvene premice in doloCitev vsebnosti NDS1 v
mikrokapsulah

Umeritveno premico za NDSI smo izdelali v zmesi MeOH:H,O (6:4), absorpcijski

maksimum je pri 248 nm.

Preglednica XXX: Absorbance NDS1 in ozadja pri

248 nm.
Koncentracija A A A Ve ™\
[mg/ml] (NDS1+ozadje) (ozadje) (NDS1) 2
0,005 0,1848 0,077 0,1078 g 9]
0,01 0,2969 0,082 0,2149 é 14 >
0,05 1,1491 0,1094 1,0397 g 05 |
0,1 1,8212 0,1387 1,6825
’ 0 0,62 0,64 0,66 0,68 o‘,1 0,12
y=1737x+0,1465 Konceniracia g/
\ S
R* =0,9861

Slika 18: Umeritvena premica za NDS1.

Za dolocanje vsebnosti NDS1 smo uporabili umeritevno premico ( y =17,37x+0,1465), ki

uposteva absorbance NDS1 in ozadja. Vsebnost ZU smo izracunali tudi tako, da smo
absorbance ozadja odstevali, a je razlika v vsebnosti minimalna. Mikrokapsule smo susili

na foliji 2 dni in nato dolo¢ili vsebnost ZU.

Izdelali smo mikrokapsule (vzorec E, Preglednica XIII), kjer smo za jedrno fazo uporabili
SMES nasicen s CaCl, in s suspenzijo NDSI v koncentraciji 260 mg/ml ter dolocili

vsebnost NDS1. Izdelane mikrokapsule so bile bele barve in okrogle oblike.

Izracun vsebnosti ZU v 1 g¢ mikrokapsul (vzorec E):

m(ZU /1g) = 0,3957 -0,1465 100.25. 1000
V(MeOH) =25 ml 17,37 321,26
f=100

A =0,3957

n=0,1465

k=17,37

masa = 321,26 mg 11L6me/1
=1ll,6mg/lg
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Mikrokapsule (vzorec F, Preglednica XIII) smo izdelali tudi iz jedrne faze, ki je vsebovala
SMES nasicen s CaCl, in raztopljen NDS1 v koncentraciji 130 mg/ml ter dolocili vsebnost

NDSI. Izdelane mikrokapsule so bile okrogle oblike in rahlo motne po videzu.

Izracun vsebnosti ZU v 1 g mikrokapsul (vzorec F):

m(ZU /1g) = 0,5807 —0,1465 100-5.6- 1000
V(MeOH) = 10 ml 17,37 416,10
=100

A =0,5807

n=0,1465

k=1737

masa = 416,10 mg

=33,6mg/lg

Razlika med vzorcema E in F je le v uporabljeni jedrni fazi pri izdelavi. Pri izdelavi vzorca
E smo v jedrni fazi uporabili enkrat vec¢jo koli¢ino NDS1 kot pri vzorcu F. Pri¢akovali
smo, da bomo posledicno dolocili 1x ve¢jo vsebnost NDS1 v vzorcu E kot v vzorcu F.
Dolo¢ili smo, da vsebnost NDS1 v vzorcu E znasa 11,2%, v vzorcu F pa 3,4%. To pomeni,
da je v vzorcu E 3x ve¢ NDSI1 kot v vzorcu F in ne le 1x ve¢ kot smo pri¢akovali. Zato
sklepamo, da na iztekanje jedrne faze prav tako vpliva koli¢ina ZU v jedrni fazi. Ce je ZU
prisotna v jedrni fazi v suspenziji (vzorec E), se lahko delci ZU ujamejo v pore alginatnega

gela in tako zmanjSajo nadaljnje iztekanje jedrne faze.

Pri izdelavi mikrokapsul smo imeli tezave zaradi masenja Sob, ker je poteklo
premrezevanje alginatnih verig Ze v Sobi. Zato smo SMES nasi¢en s CaCl, 0,5x red¢ili s
SMES-om, ki ne vsebuje CaCl,, koncentracijo NDS1 smo pri tem ohranili (260 mg/ml).
Izdelali smo mikrokapsule (vzorec G, Preglednica XIII) in dolocili vsebnost NDSI.

Izdelane mikrokapsule so bile bele barve in okrogle oblike.

Izracun vsebnosti ZU v 1g mikrokapsul (vzorec G):

m(ZU /1g) = 0,5438 -0,1465 12010
V(MeOH) = 10 ml 17,37 69,6
f=20

A =0,5438

n=0,1465

k=17,37

masa = 69,61 mg 1000

" =65,Tmg/1g
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Rezultati in razprava

Pri izdelavi smo imeli manj tezav z maSenjem Sob, a uporaba tako pripravljene jedrne faze

zmanjSa vsebnost NDS1 v mikrokapsulah. V vzorcu G smo dolo¢ili, da vsebuje 6,6%

NDSI, kar je skoraj polovico manj kot pri vzorcu E. Tako pripravljena jedrna faza je

vsebovala manj CaCl,, zacetno premrezevanje alginatnih verig ni tako intenzivno in

iztekanje jedrne faze je poteklo v ve¢jem obsegu.

4.7.2 lzdelava umeritvene premice in dolo€itev vsebnosti NDS2 v

mikrokapsulah

Umeritevno premico za NDS2 smo zaradi slabe topnosti izdelali v 100% metanolu,

absorpcijski maksimum je pri 255 nm.

Preglednica XXXI: Absorbance NDS2 in ozadja

pri 255 nm.

Koncentracija A A A e ™)
[mg/ml] (NDS2+ozadje) (ozadje) (NDS2) 1; 1
0,005 0,1668 0,0714 0,0954 3 E
0,01 0,2294 0,0722 0,1572 g 0’; :
0,05 0,9422 0,0695 | 0,8727 £ os]
0.1 1,7586 00779 | 1,680 oo

° 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Koncentracija [mg/ml]
y=16,569x + 00,0766 N J

Za dolocanje vsebnosti ZU smo uporabili umeritevno premico (y =16,569x+0,0766 ), ki

uposteva absorbance NDS2 in ozadja. Vsebnost ZU smo izracunali tudi tako, da smo

absorbance ozadja odStevali, a je razlika v vsebnosti minimalna.

Izdelali smo mikrokapsule (vzorec H, Preglednica XIII), kjer smo za jedrno fazo uporabili
SMES, nasicen s CaCl,, s suspenzijo NDS2 v koncentraciji 206 mg/ml in dolocili vsebnost
NDS2. Izdelane mikrokapsule (Slika 20, 21) so bile bele barve in okrogle oblike, a so

imele repke. OCitno prisotnost NDS2 v jedrni fazi spremni njene lastnosti in nastajajo

R* =0,9996

mikrokapsule z repki.

Slika 19: Umeritvena premica za NDS2.
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Rezultati in razprava

Izracun vsebnosti ZU v 1g mikrokapsul (vzorec H):

m(ZU /1g) = 0,6095-0,0766 95.95. 1000
V(MeOH) = 25 ml 16,569 626,37
f=25

A =0,6095

n=0,0766

k=16,569

masa = 626,37 mg

=32,0mg/lg

Slika 20: Posusene mikrokapsule z NDS2 (vzorec  Slika 21: PosuSene mikrokapsule z NDS2 (vzorec

H, Preglednica XIII) H, Preglednica XIII)

Mikrokapsule smo susili na foliji 2 dni. Po susSenju je bila folija mastna zaradi iztekanja
SMES. Opazili smo tudi prisotnost kristalckov in sklepamo, da gre za kristalcke NDS2.

Ocitno je iztekanje jedrne faze iz mikrokapsul veliko bolj intenzivno kot pri mikrokapsulah
z NDSI1. Prav tako smo v mikrokapsulah dolo¢ili za dve tretjini manjSo vsebnost NDS2 v
primerjavi z mikrokapsulami, ki vsebujejo NDS1. Mikrokapsule z NDS1 in NDS2 smo
izdelali pod enakimi pogoji. Razlika je le v uporabljeni suspenziji u¢inkovine za jedrno
fazo. Dolocili smo tudi za 20,8% vecjo vsebnost ZU v mikrokapsulah z NDSI, v
primerjavi z mikrokapsulami z NDS2. Zaradi tega sklepamo, da na iztekanje jedrne faze

verjetno vpliva tudi velikost delcev ZU (Preglednici V, VI).
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Rezultati in razprava

4.8 Izdelava umeritvene premice v mediju za sprosc¢anje NDS1 iz
mikrokapsul

Umeritveno premico za NDSI smo izdelali v fosfatnem pufru (pH=7) in 1% Na-
lavrilsulfata, absorpcijski maksimum je pri 250 nm.
Za izraCun sproS¢ene ZU iz mikrokapsul smo uporabili umeritveno premico

(y=19,212x+0,1497), ki upoSteva absorbance NDS1 in ozadja. Razlika v koli¢ini

spros¢ene ZU iz mikrokapsul, ob upostevanju absorbance ozadja, je zanemarljiva.

Preglednica XXXII: Absorbance NDS1 in ozadja

pri 250 nm.
Koncentracija A A A e ™)
[mg/ml] (NDS1+ozadje) (ozadje) (NDS1) o
0,0047 0,23 0,146 0,084 : 1’:
0,011 0,359 0,144 0,215 g
0,047 1,011 0,139 0,871 g '
0,11 1,955 0,149 1,805 0.51
0 T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
y=19,212x+0,1497 . oneentecia ol J
R* = 0,9991

Slika 22: Umeritvena premica za NDS1.

4.9 Test sproscanja NDS1 iz mikrokapsul

Test spros€anja smo izvedli v fosfatnem pufru (pH=7) z 1% Na-lavrilsulfata. Uporabili
smo napravo za raztapljanje Varian 705DS. Koli¢ino spros¢ene ZU smo dolocili s pomocjo
UV/VIS spektrofotometra in umeritvene premice, ki smo jo predhodno izdelali.

Za primerjavo sproS¢anja NDSI1 iz izdelanih mikrokapsul smo pripravili ogrodni tip
mikrokapsule iz alginata in NDSI1. Test raztapljanja mikrokapsule smo izvedli v 2

paralelkah, za ogrodni tip mikrokapsul pa v 3.
Koli¢ina NDS1 v posamezni pararelki (izdelane mikrokapsule in ogrodne mikrokapsule) je

priblizno 75mg. Dolo¢ili smo najve¢jo topnost NDS1 v mediju za sproScanje, ki znaSa

0,25mg/ml.
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Rezultati in razprava

Pri¢akovali smo, da bo spros¢anje ZU iz izdelanih mikrokapsul na zacetku hitrejSe kot iz
ogrodnega tipa mikrokapsul. SMES, ki sestavlja jedro mikrokapsul, v vodi tvori

mikroemulzijo in tako naj bi omogo¢il hitrejSe raztapljanje ZU.

Iz slike 23 ugotovimo, da spros€anje ZU v zacetni fazi (30 min) potece v vecjem obsegu
pri izdelanih mikrokapsulah, kot pri ogrodnem tipu mikrokapsul. Vecje raztapljanje
omogo¢i SMES, ki ga uporabljamo za jedro mikrokapsule.

Ko mikrokapsule v mediju nabreknejo, zaéne SMES skupaj z raztopljeno ZU prodirati v
okolico in tvori mikroemulzijske kapljice, kar je razlog za hitro sproScanje v zacetnih
minutah. Od 30 minut dalje pa je hitrost sproS¢anja ZU vecja iz ogrodnega tipa
mikrokapsul (Slika 24), saj se te verjetno hitreje razgrajujejo, ker alginat ni bil izpostavljen
vplivu premrezevala z obeh strani. Razgrajevanje in odpiranje mikrokapsul je klju¢nega

pomena za raztapljanje delcev ZU, ki ne morejo difundirati skozi pore v mikrokapsuli.

w
a

Koli¢ina spros¢ene ZU [mg]
- - N N w
o (4] o (&) o

o

o

o

15 30 45 60 75

Cas [min]

‘+ zdelane mikrokapsule —e— Matriks tip mikrokapsul ‘

J

Slika 23: Test spros¢anja NDS1 v prvi uri.

Ceprav v splosnem nizka, je koli¢ina spros¢ene ZU iz izdelanih mikrokapsul v prvih 15
min za 89,7% vecja kot za ogrodni tip mikrokapsule. Tako ugotavljamo, da vgradnja slabo
vodotopne ZU v SMES in izdelava mikrokapsul v zacetnih cCasih izboljSata hitrost

raztapljanja slabo vodotopne ZU.
V 30 min je koli¢ina spros¢ene ZU iz izdelanih mikrokapsul vec¢ja le Se za 13,1%, v

priblizno 31 min pa sta koli¢ini enaki. Ce bi za topilo uporabili vodo, kjer je NDSI zelo

slabo topen, bi bila razlika v koli¢ini spro$¢ene ZU Se vecja.

Stran: 61



Rezultati in razprava

Dodatek 1% Na-lavrilsulfata zelo izboljSa topnost NDS1, a hkrati tudi omogoci razpad
mikrokapsul in s tem hitrejSo sprostitev ZU. Ogrodni tip mikrokapsule so po 40 min
raztapljanja popolnoma razpadle, kar se tudi odraza v profilu raztapljanja, saj po 120 min
dosezemo najvecjo koncentracijo raztopljene ucinkovine. Delci so se enakomerno
porazdelili po volumnu medija za raztapljanje in tako je ZU pridobila ve¢jo povrSino za
raztapljanje. Izdelane mikrokapsule pa niso razpadle v celoti in so se kljub meSanju
zadrZevale na dnu posode zaradi Cesar je bilo raztapljanje ZU pocasnejSe, kar prikazuje

tudi manjsi naklon profila raztapljanja (Slika 24).
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Cas [h]
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N\ ‘ J

Slika 24: Test spros¢anja NDS1 iz mikrokapsul v fosfatnem pufru (pH=7) z 1% Na-lavrilsulfata.
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5 Sklep

Ovrednotili smo viskoznost ovojnih in jedrnih faz ter postavili okvirne vrednosti, pri
katerih smo uspesnejSe izdelali mikrokapsule. Mikrokapsuliranje je bilo uspesnejSe, ko

smo uporabili ovojno fazo z viskoznostjo od 220 do 300 mPa-s.

S poznavanjem gostot ovojne in jedrne faze smo poskusali optimirati polozaj jedra v
mikrokapsuli. Pri izdelavi smo uporabili ovojno in jedrno fazo z priblizno enakimi
gostotami. Predvidevali smo, da bomo tako lahko izdelali mikrokapsule, ki bodo imela
jedra na sredini. Vendar so se jedra kljub temu zadrzevala na spodnji strani, kar je mo¢no

vplivalo na uspeSnost mikrokapsuliranja.

DSC meritve alginatnih gelov z zdravilnimi u¢inkovinami smo uporabili za dolocitev

intreakcij med posamezno zdravilno u¢inkovino in alginatno ovojnico.

Pri vrednotenju stabilnosti zdravilnih u¢inkovin v SMES-u smo ugotovili, da ima SMES
velik vpliv na stabilnost u¢inkovin, zato je pri odlocitvi za uporabo SMES-a za izdelavo

mikrokapsul potrebno upostevati stabilnost in kompatibilnost ZU s SMES-om.

Z enkapsulatorjem Inotech IE-50R smo izdelali mikrokapsule s samomikroemulgirajo¢imi
lastnostmi. Za ovojno fazo smo uporabili 2,5% vodno raztopino natrijevega alginata s 15%
laktoze. Z optimizacijo koncentracije alginata in laktoze smo uspeli izdelati mikrokapsule,
ki so zadrzale jedrno fazo. Ceprav je vsebnost laktoze zelo visoka, to v celoti ne prepreéi
iztekanje jedrne faze. Smiselno je, da se nadaljnje raziskave usmerijo v iskanje pomoznih
snovi, ki bi bolj u€inkovito zadrzevale jedrno fazo in hkrati preprecevale meSanje jedrne in

ovojne faze.

Jedrno fazo je sestavljal samomikroemulgirajoCi sistem (SMES) nasi¢en z brezvodnimi
CaCl; in suspendirano zdravilno uc¢inkovino. Z dodatkom CaCl, smo omogo¢ili takojSnje
premrezevanje alginatnih verig in s tem omejili meSanje ovojne in jedrne faze. Po padcu
kapljice v premrezevalno raztopino smo tako dosegli zadrzevanje jedrne faze v

mikrokapsuli in nastanek ¢vrstejSe alginatne ovojnice.
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Sklep

V mikrokapsule z NDS1 smo uspeli vgraditi 11,2% NDSI1, v mikrokapsule z NDS2 pa
3,2% NDS2. Glede na to, da smo mikrokapsule izdelali pod enakimi pogoji, sklepamo, da

na zadrzevanje ZU v jedru vpliva velikost delcev ZU.

Za mikrokapsule z NDS1 smo izvedli test spros¢anja ZU iz mikrokapsul. Za primerjavo
smo izdelali ogrodni tip mikrokapsule iz alginata in NDS1. Ugotovili smo, da se je v prvih
15 min iz izdelanih mikrokapsul sprostilo 89,7% ve¢ NDS1 v primerjavi z ogrodnim tipom
mikrokapsul. Kasneje se je sproS¢anje NDSI iz mikrokapsul upocasnilo, saj so le-te

pocasneje razpadale v primerjavi z ogrodnim tipom mikrokapsul.
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7 Priloga:

alginatnih gelov z zdravilnimi u¢inkovinami

DSC termogrami zdravilnih ucéinkovin

Rdeca krivulja — termogram ZU

Crna krivulja — termogram alginatnega gela z ZU

1. NDSI1
“endo

—

2. NDS2
“endo
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