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Mikrosfere so majhni, trdni in okrogli delci, obi¢ajno veliki od 10°® m do 10™ m. Zdravilna
ucinkovina, ki jo mikrokapsuliramo, je enakomerno razporejena po celotnem volumnu
ogrodne snovi mikrosfer. Ogrodno snov najveckrat predstavljajo naravni ali sintezni
polimeri, ki omogocajo nadzorovano sproScanje zdravilne ucinkovine, hkrati pa le-to
Scitijo pred vplivi okolja.

Namen eksperimentalnega dela diplomske naloge je bil izdelati ¢vrste in mehansko
odporne mikrosfere. Mikrosfere smo izdelali z enkapsulatorjem Inotech IE-50 R in sicer z
metodo vibrirajo¢e membrane. Uporabili smo princip kapljalne metode, ki temelji na
enakomernem trganju kapljic od Sobe, hitrost nastajanja kapljic pa je bistveno pocasnejsa
kot pri razprSevanju laminarnega curka. Pri delu smo uporabili enokanalno koncentri¢no
Sobo s premerom 500 pm.

Na zacetku izdelave mikrosfer smo najprej dolocili nastavitve enkapsulatorja pri katerih
nastanejo ¢vrste in mehansko odporne mikrosfere. Nato smo izdelali dve seriji mikrosfer,
pri ¢emer so mikrosfere prve serije vsebovale samo 1,5% natrijevega alginata, drugi seriji
pa smo dodali tudi pomozZne snovi (5% laktoze in 1% NaCl). Ker se je izkazalo, da
pomozne snovi povecajo nabrekanje in sproS¢anje modelne ucinkovine iz alginatnega
ogrodja, smo nadaljne raziskave naredili na ogrodju z dodano laktozo in NaCl. Tako smo
pri konstantni sestavi ogrodne snovi (1,5% vodna raztopina natrijevega alginata s 5%
laktoze in 1% NaCl) spremljali vpliv koncentracije in vrste polivalentnih kationov (0,3M
Ca*’, 0,5M Ca*", 0,3M AI*", 0,3M Cu*", 0,3M Ca**/Zn*" in 0,3M Ca”" ioni + 1% hitosan),
ki so povzrocili takoj$nje premreZenje alginatnih verig, na nabrekanje in erozijo mikrosfer
v treh razli¢nih medijih (vodna raztopina HCl s pH = 3, preciS¢ena voda s pH = 5,5 in
fosfatni pufer s pH = 6,8).

V nadaljevanju eksperimetalnega dela smo s testom raztapljanja in UV/VIS
spektrofotometricno dolocali koli¢ino sproscenega furosemida iz mikrosfer, ki smo ga
predhodno enakomerno suspendirali v celoten volumen ogrodne snovi. Sproscanje
furosemida smo prav tako kot nabrekanje in erozijo izvajali v vodni rztopini HCI,
precisceni vodi in fosfatnem pufru.

Ugotovili smo, da s spreminjanjem razli¢nih parametrov (medij, dodatek pomoznih snovi
in vrsta premrezevalnega iona) vplivamo na nabrekanje, erozijo alginatnih mikrosfer ter na

spros¢anje ucinkovine iz le-teh. Dodatek pomoznih snovi (laktoza in NaCl) poveca
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poroznost ogrodja in s tem posledi¢no nabrekanje in sproS€anje furosemida, prav tako
fosfatni pufer, v katerem alginat razpade in se po dolo¢enem ¢asu popolnoma raztopi. Med
nabrekanjem, erozijo in spros¢anjem ucinkovine v vodni raztopini HCI in precisceni vodi
pa ni bistvene razlike. Razlike v eroziji so tako majhne, da nimajo velikega vpliva na
sproscanje ucinkovine. Razli¢ni premrezevalni kationi vplivajo tako na nabrekanje in
erozijo, kot tudi na delez sproScene ucinkovine. V kislem mediju in precisceni vodi
izkazujejo podoben trend, medtem ko fosfatni pufer poveca hitrost spros¢anja in delez
sproscenega furosemida. Povecana koncentracija premrezevalnega iona zadrzi nabrekanje
in spros¢anje ucinkovine, prav tako ioni, ki imajo vecjo afiniteto do alginatnih verig in
tisti, ki premrezujejo alginat na razlicnih mestih. Tudi dodatna hitosanska ovojnica zadrzi
difuzijo u€inkovine v okolico, medtem ko trivalentni kationi za razliko od dvovalentnih,
tvorijo triplastno premrezenje, kar ima za posledico nastanek zelo ¢vrstega gela, ki manj
nabreka, poleg tega pa prav tako zadrzi sproscanje uc¢inkovine.

Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da ima najvecji vpliv na nabrekanje in
spros€anje furosemida iz alginatnega ogrodja pH medij, znotraj tega pa tudi valenca, vrsta

in koncentracija premreZevalnega iona.
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1. UVOD

Peroralne farmacevtske oblike so zaradi enostavne uporabe, varnosti in u¢inkovitosti Se
vedno najbolj zazelena oblika aplikacije zdravila. Na trziScu se pojavljajo vedno nove
zdravilne uc¢inkovine, ki zaradi najrazli¢nejSih razlogov niso primerne za vgradnjo v Ze
obstojeCe farmacevtske oblike, zato je razvoj novih oblik, kot so pelete, mikrosfere in

mikrokapsule nujno potreben.

Po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu (BCS) lahko razdelimo zdravilne

ucinkovine glede na biofarmacevtske lastnosti v Stiri razrede:

razred I: dobro topne uc¢inkovine, ki dobro prehajajo membrane;
razred II: slabo topne u¢inkovine, ki dobro prehajajo membrane;
razred III: dobro topne u€inkovine, ki slabo prehajajo membrane;

razred I'V: slabo topne ucinkovine, ki slabo prehajajo membrane (1).

Najnovejse raziskave so pokazale, da skoraj 40% novo odkritih potencialnih zdravilnih
ucinkovin zaradi nizke topnosti v vodnem mediju (manj kot 1 pg/mL) in/ali slabega
prehoda skozi membrane po BCS spada v II, III ali celo IV razred. Zaradi omenjenih
lastnosti je peroralni vnos le-teh velik izziv za razvoj novih postopkov izdelave, s katerimi
lahko obidemo slabe lastnosti uc¢inkovin kot sta slaba topnost in majhen obseg absorpcije
iz GIT. Topnost zdravilnih ucinkovin lahko izboljSamo s fizikalno modifikacijo, kar
pomeni, da npr. zmanjSamo velikost delcev. Pomagamo si lahko tudi s kemijsko
modifikacijo zdravilne ucinkovine npr. tvorbo soli, estrov ali pa z razvojem ustrezne
farmacevtske oblike, s ¢imer se ukvarja podro¢je farmacevtske tehnologije. Prehajanje
zdravilnih ucinkovin skozi sluznico izboljSamo z dodatkom pospeSevalcev absorpcije ali
inhibitorjev efluksa (v primeru, da predstavljajo njihov substrat). Poleg teh dveh pristopov
si lahko tudi tu pomagamo z razvijanjem ustrezne farmacevtske oblike (slika 1). Za
povecanje hitrosti raztapljanja u¢inkovine in vitro lahko tako uporabimo npr. mikrometrske
dostavne sisteme, kot so mikrosfere, mikrokapsule in mikropelete. Splosno je znano, da
povec€ana hitrost raztapljanja sama po sebi ne vodi tudi v povecano biolosko uporabnost.
Izdelava mikrodelcev s hidrofilnimi polimeri pa v vecini poleg pove€anja hitrosti
raztapljanja v vodi poveca tudi biolosko uporabnost, kar je razlog, da se kot ogrodni

sistemi za izdelavo mikrodelcev pogosto uporablajo hidrogeli (2).
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Razmerje odmerek/topnost [ml]
250 500 1,000 10,000 100,000

GI permeabilost

Slika 1: Moznosti za izboljsanje bioloske uporabnosti zdravilnih ucinkovin s slabimi

biofarmacevtskimi lastnostmi (1).

1.1 MIKROSFERE

Pojem mikrosfere se v literaturi ne pojavlja vedno povsem dosledno. V uporabi so izrazi,
kot so mikrodelci, mikrosfere in mikrokapsule, med katerimi je v€asih zelo tezko to¢no
lociti za katero farmacevtsko obliko pravzaprav gre, Ceprav so vsi izrazi po definiciji jasno
lo¢eni. Kljub nedoslednosti v poimenovanju pa v grobem velja, da se izraz mikrokapsule
uporablja za vse tri oblike delcev (mikrosfere, mikrokapsule in mikrodelce), kar oznacuje
delce mikrometrskih velikosti, sestavljenih iz snovi, ki jo mikrokapsuliramo in ogrodne

snovi, ne glede na notranjo zgradbo in obliko delcev.

Tako glede na obliko in notranjo zgradbo lo¢imo tri vrste mikrodelcev (slika 2):

o mikrosfere oz. ogrodni tip mikrokapsul: majhni, trdni delci okroglih oblik, katerih
velikost se giblje med 10° m in 10 m, kjer sta mikrokapsulirana in ogrodna snov
enakomerno razporejeni po celotnem volumnu mikrodelca;

o mikrokapsule v ozjem pomenu besede oz. filmski tip mikrokapsul: majhni, trdni
delci okroglih oblik, katerih velikost se giblje med 10° m in 107 m, kjer sta

ovojnica in jedro z mikrokapsulirano snovjo povsem lo¢ena;
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e mikrodelce: majhni delci nepravilnih oblik, katerih velikost se giblje med 10 m in
10° m, kjer sta mikrokapsulirana in ogrodna snov enakomerno razporejeni po

celotnem volumnu mikrodelca (3, 4).

NOSILNA SHOV 2 JEDRO 7 OVOTNICA HOSILHA SHOV 7
ENAKOMERNC R&ZPOREIEND EZDRAVILNO ENAKOMERNO RAZPOREIENC
FDRLVILNO UCINKOVING UCINKOVING ZDRAVIINO UDCINEOVING

B

Slika 2: Shematski prikaz mikrosfere (4), mikrokapsule (B) in mikrodelca (C).

1.1.1 OGRODNA SNOV MIKROSFER

Uspesnost postopka mikrokapsuliranja in nastanek Cvrstih mikrosfer sta v veliki meri
odvisna od izbire ustrezne ogrodne snovi, zato so lastnosti slednje klju¢nega pomena.
Ogrodje je obicajno polprepustno, tako da omogoca nadzorovano sproscanje zdravilne
ucinkovine, hkrati pa zdravilno ucinkovino, ki je enakomerno razporejena po celotnem
ogrodju, varuje pred vplivi okolja (5). Najpogosteje uporabljene snovi so naravni in
sintezni polimeri (preglednica I), poleg njih pa tudi razli¢ni proteini, voski in lipidi (6).
Sintezni polimeri so kemijsko stabilni, poleg tega pa lahko njihovo zgradbo in strukturo
prilagajamo glede na potrebe. Ne glede na to pa je v farmacevtski industriji Se vedno v
ospredju uporaba naravnih polimerov, ker so le-ti biokompatibilni in nizko ali pa celo

netoksicni (7).

Preglednica I: Polimeri, ki gradijo ogrodje mikrosfer (6).

NARAVNI POLIMERI SINTEZNI POLIMERI
PROTEINI POLISAHARIDI | BIORAZGRADLIJIVI | NEBIORAZGRADLIJIVI
zelatina alginat polimle¢na kislina metil metakrilat
albumin karagenani poliglikolna kislina | hidroksietil metakrilat-metil
metakrilat
gelan kopolimeri (PLGA)
pektin
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V nadaljevanju sta podrobneje predstavljena dva polimera in sicer natrijev alginat in

hitosan, ki smo ju v diplomski nalogi uporabili kot ogrodno snov za izdelavo mikrosfer.

Alginska kislina in alginati

Alginska kislina je naravni polisaharid, ki se v glavnem nahaja v razli¢nih vrstah rjavih alg
(Pheophyta), ve¢inoma v celi¢nih stenah in intercelularnih prostorih v obliki kalcijevih,
magnezijevih, barijevih, natrijevih, stroncijevih in kalijevih soli (8, 9, 10, 11). Koli¢ina
alginata lahko dosega tudi do 40% vsebnosti alg in variira znotraj posameznih vrst in med
razli¢nimi deli rastlin. V industriji se alginat zaradi sposobnosti zadrZzevanja vode uporablja
kot gelirno sredstvo ter sredstvo za povecCanje viskoznosti in stabilnosti sistema. V
farmaciji se alginska kislina ter natrijev in magnezijev alginat uporabljajo skupaj z antacidi
in Hy-receptorskimi antagonisti za zdravljenje gastroezofagalnega refluksa, medtem ko se
kalcijev in natrijev alginat v obliki hemostatskih gaz uporabljata za zaustavljanje krvavitev
in pospesevanje celjenja ran (10, 12).

Alginska kislina je kemijsko gledano linearni polimer, sestavljen iz dveh monomernih
enot, ki ju predstavljata uronski kislini a-L-guluronska kislina (G) in B-D-manuronska
kislina (M), povezani z o ali B-(1,4) glikozidno vezjo (8, 13, 14). Kislini sestavljata
homogene poli-G in poli-M bloke, ki so med seboj loCeni s predeli, kjer se G in M

monomerni enoti izmenjujeta (slika 3) (10, 11, 13).

00¢ 00C -
N oMo o \ﬁ\o MO o 0
HO- - oo MO o Ho M
0o0C ooc

Slika 3: Strutura polimanuronskega (M) in poliguluronskega (G) bloka alginata ter bloka,

kjer se manuronska in guluronska kislina izmenjujeta (MG) (8).
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Fizikalne lastnosti alginata

Fizikalne lastnosti alginata so odvisne od molekulske mase in sestave makromolekule, pri
¢emer je pomembno razmerje med monomernimi enotami in dolzinami posameznih
blokov. Slednje je odvisno od vrste organizma in dela alge, iz katerega se alginat
pridobiva, pa tudi od rastiS¢a in letnega Casa Zetve (8). V primeru, da ima makromolekula

pravo kemic¢no sestavo in molekulsko maso, je alginat primeren za industrijsko uporabo

(10).

V nadaljevanju so predstavljene lastnosti alginata, ki so pomembne za razvoj novih

farmacevtskih oblik:

® premreZevanje
Vecina alginatov se danes uporablja v obliki ionotropnih gelov. To pomeni, da so
polimerne molekule alginata premreZene z najrazlicnejSimi vec¢valentnimi kationi, kot
so Ca®", Ba” in Sr*" (10). Ostali divalentni kationi, kot so Pb*", Cu*", Cd**, Co®", Ni*",
Zn*" in Mn®*" prav tako premreZijo alginatni gel, vendar se jih zaradi njihove
toksicnosti uporablja v manjSih koncentracijah (11). Vezava ionov na polimer in
njihova afiniteta sta odvisni predvsem od sestave alginske kisline. Afiniteta alginata do
zemljoalkalijskih kovin raste v naslednjem vrstnem redu: Mg>” << Ca*" < Sr*" < Ba™",
vendar pa je to odvisno od strukture polimera. Nadaljne raziskave so pokazale, da
selektivnost naras¢a z vecjo vsebnostjo G monomernih enot, medtem ko pri visji

vsebnosti G in M enot to ni izrazeno (10, 11).

GG blok  Mg*'<< Ca®’< Sr*'< Ba®"

MM blok Mg*~ Ca*"~ Sr*'< Ba*"

GMblok  Mg*'~ Ca*'~ Sr*'~ Ba**
Visoka selektivnost med podobnimi ioni kaze, da povezave med alginatom in
omenjenimi ioni niso samo elektrostatske. Ta mehanizem je pojasnjen s t.i. modelom
»skatle za jajca« (slika 4), kjer biaksialno povezani G bloki predstavljajo ogrodje, vies

pa so prostori, kamor se ujamejo dvovalentni kationi kot jajca v »$katli za jajca« (10,

11).



Tadeja Kovadié Diplomska naloga
UvoD

Ccoo

OH O OH 0o

Slika 4: Shematski prikaz nastanka ionotropnega gela z modelom »skatle za jajca« (8, 10)

— A predstavlja kelacijo dvovalentnega kationa, B pa stransko povezavo alginatnih verig.

e viskoznost
Viskoznost alginatnih raztopin je odvisna predvsem od molekulske mase ter
koncentracije raztopine alginata. Poleg tega pa na viskoznost vpliva tudi raznolikost
intrinzi¢ne fleksibilnosti posameznih blokov polimerne verige, pri Cemer igra
pomembno vlogo naboj funkcionalnih skupin. V primeru, da je alginatna veriga nabita
pretezno negativno, se bo viskoznost raztopine povecala zaradi teznje molekule v
naklju¢no zvito obliko. Raziskave so pokazale, da je intrinzi¢na viskoznost alginatnih
raztopin linearno odvisna od Stevila in jakosti ionskih sil v raztopini. Prav tako pa se
viskoznost raztopin povecuje z naraS¢anjem molekulske mase polimera, vendar smo pri
uporabi le-teh omejeni, kajti raztopine s preveliko viskoznostjo je, v primeru zahteve

po sterilnem materialu, teZko sterilno filtrirati (10).
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e fopnost
Natrijev alginat in ve¢ina soli alginske kisline z enovalentnimi kationi (K', NH,") je
dobro topnih v vodi in tvorijo viskozne koloidne raztopine s psevdoplasticnimi
lastnostmi. Ob stiku z dvovalentnimi kovinskimi kationi (Ca2+, Zn2+, Ba2+, Sr2+, razen
Mg”") pa nastane elasti¢en gel, ki je v vodi netopen. Pomemben parameter, ki vpliva na
topnost polimera v vodi, je pH. Ta ima vpliv na elektrostatski naboj na uronskih
kislinah. Alginska kislina ima polianionski znacaj in je v protonirani obliki prakti¢no
netopna v vodi, tvori pa gele ali precipitate. V vodotopno sol se pretvori pri dvigu pH
vrednosti medija nad 3, popolna nevtralizacija pa nastopi pri vrednosti pH = 4.
Doloceni sta pK, vrednosti dveh monomernih enot in sicer 3,38 za M in 3,65 za G
monomer v 0,1M NaCl. V primeru vecjega Stevila G monomerov se tudi vrednost pK,

polimera povecuje (10).

Alginatni geli

Alginska kislina se v vodi nahaja v neionizirani obliki in je v njej netopna, medtem ko je
topnost njenith soli odvisna od vrste prisotnih kationov ter vrednosti pH medija (8).
Alginatni gel je, tako kot vecina ostalih biokompatibilnih gelov, neprekinjena, v vodi
nabrekla mreza polimera. Posamezni deli mreze so med seboj povezani z nekovalentnimi
vezmi. Lastnosti alginatnega gela so odvisne od parametrov, kot so kemicna sestava,
zaporedje in molekulska masa. Alginat tvori dve vrsti gelov in sicer ionotropni in kislinski

gel.

lonotropni gel

Nastane z interakcijo vedvalentnih kationov (najpogosteje so to Ca’’, Zn*", Ba®', Sr*",
AP’") in polimernih verig alginata. Pri tvorbi te vrste gela so izjema soli Mg>" ionov, ki v
vodi tvorijo viskozne koloidne raztopine; enako se zgodi tudi v prisotnosti monovalentnih
ionov, zato ti ioni niso primerni za tvorbo gela. Pri postopku ionotropnega geliranja pride
do izmenjave natrijevih ionov iz soli guluronskih kislin z ve&valentnimi ioni npr. Ca®’, ki
povezejo posamezne bloke guluronskih kislin in s tem povzrocijo njihovo preureditev v
urejeno tridimenzionalno strukturo, ki je Se dodatno stabilizirana z vodikovimi vezmi. Ta
oblika navidezno spominja na model »Skatle za jajca« (slika 4). V tem primeru so za
tvorbo gela pomembni le poliguluronski bloki makromolekule, ki imajo zaradi prostorske

razporeditve kisikovih atomov v karboksilnih in hidroksilnih skupinah vecjo afiniteto do
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vecvalentnih kationov. Poleg elektrostatskih interakcij so v strukturi ionotropnega gela
prisotne tudi koordinacijske interakcije, v katerih vec¢valentni kationi predstavljajo kelatne
centre (8).

Lastnosti ionotropnega gela so odvisne tako od lastnosti alginata kot tudi od lastnosti
premrezevalnega kationa. Kemijska sestava alginata vpliva na stabilnost, odpornost na
erozijo in poroznost alginatnega gela. Visji kot je deleZ G enot, bolj stabilen, odporen na
erozijo in porozen je gel in obratno, visji kot je delezZ M enot, bolj elastiCen, manj odporen
na erozijo in manj porozen je gel. Tako kot kemijska sestava, tudi molekulska masa in
zaporedje monomernih enot vplivata na lastnosti gela. Pod dolo¢eno molekulsko maso je
sposobnost geliranja omejena, medtem ko je nad molekulsko maso 2,4*10° Da jakost gela
odvisna prav od slednje. Afiniteta do premrezevanja je odvisna od Stevila in dolZine G
blokov. Alginat z dalj$imi in StevilénejSimi G bloki ima vecjo afiniteto do premrezevanja,
kar pomeni, da afiniteta do premrezevanja naras¢a v naslednjem vrstnem redu: MM < MG
<GG.

Stevilo MM, GG in GM blokov pa vpliva tudi na jakost gela in sicer naraiéa v nasledjem
zaporedju: MG < MM < GG, kar lahko razlozimo s povezavami med monomernimi G in
M enotami. GG bloki se povezujejo z a-(1,4) glikozidno vezjo in tvorijo zaprto in manj
fleksibilno strukturo, medtem ko se MM bloki povezujejo z B-(1,4) glikozidno vezjo, pri
¢emer dobi veriga strukturo podobno ravnemu traku, ki ji omogoca vecjo fleksibilnost. Pri
GM povezavi pa polimerna veriga izgubi obi¢ajno linearno strukturo in spremeni svojo

smer v GM stiku, kar zmanjsa togost bloka (8).

Poleg lastnosti alginata pa na lastnosti gela vplivajo tudi lastnosti premrezevalnega kationa.
Pri monovalentnih kationih geliranje ne potece, medtem ko afiniteta dvovalentnih kationov
do alginata pada v naslednjem vrstnem redu: Cd*" > Ba®>" > Cu*" > Ca®" > Ni*" > Co*" >
Mn?". Pri tem je pomembno to, da ioni z ve&jo afiniteto tvorijo bolj &vrst gel z grobo in
nagubano povrsino; premrezevenje s trivalentnimi kationi pa potece v treh plasteh. Poleg
valence na lastnost premrezevalnega kationa vpliva tudi velikost oz. premer iona. loni z
vecjim premerom zapolnijo vecji prostor med alginatnimi verigami, tako nastane
stabilnej$i gel, vendar pa le-ta manj nabreka (8). Velikost premrezevalnih kationov pada v

: + + + +
naslednjem vrstnem redu: Ca>" > Cu*" > Zn*" > A",
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kation (Ca™")
polianion
(alginat) fizikalno premrezeni hidrogel

Slika 5: Nastanek hidrogela s premreZevanjem: alginska kislina s kalcijevim kloridom

(15).

Kislinski gel

Nastane v primeru znizevanja pH raztopine alginata pod pKa guluronske (pKa = 3,65) in
manuronske (pKa = 3,38) kisline. Pod takimi pogoji preide raztopina alginata iz sol stanja
v gel stanje, t.i. kislinski gel pa je stabiliziran z intramolekularnimi vodikovimi vezmi.
Poleg koncne vrednosti pH raztopine je pomembna tudi hitrost znizevanja pH-ja. V kolikor
je le-ta previsoka, se alginska kislina izobori, zato je za nastanek kislinskega gela potrebno
pH nizati pocasi. Glavni gradniki tega gela so poliguluronski odseki, vendar pa k tvorbi
gela nekoliko prispevajo tudi polimanuronski deli. Vi§ji kot je delez guluronskih odsekov,

mocnejsi gel nastane (8).

Prednosti uporabe alginatov pri izdelavi mikrosfer:

e alginati so netoksi¢ni, biorazgradljivi in imajo za$c¢itni u€inek na sluznico
zgornjega prebavnega trakta;

e posusene mikrosfere lahko ponovno nabrekajo, zato jih lahko uporabljamo v
sistemih za nadzorovano sproscanje;

e sposobnost nabrekanja je odvina od pH okolja, zato lahko kapsuliramo

zdravilne u¢inkovine obcutljive na Zelod¢no kislino (16, 17).

Hitosan

Hitosan je kemijsko gledano linearni kopolimer enot glukozamina in N-acetilglukozamina,
povezan z 3-(1,4) glikozidnimi vezmi (slika 6).

Pridobivajo ga z delnim deacetiliranjem polisaharida hitina, ki je sestavljen iz
N-acetilglukozaminskih enot. Ima visoko molekulsko maso (10* do 10° g/mol); slednja je

odvisna od deacetilacije. V naravi najdemo hitin v oklepih rakov, Skoljk in drugih
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lupinarjev, nahaja pa se tudi v nekaterih insektih in gobah. Pri fizioloSkih pogojih in v
alkalnih vodnih raztopinah je hitosan zaradi proste aminske skupine popolnoma netopen. V
kislih raztopinah pa se aminske skupine glukozamina protonirajo, zato se hitosan v njih
lahko raztopi. Zaradi omenjenih lastnosti za pripravo raztopine hitosana obicajno
uporabljamo od 1% do 3% raztopino ocetne kisline (lahko tudi HCI) (18). Veriga hitosana
je tako pozitivno nabita, zato se lahko povezuje z mnogimi polianioni, kot so pektin,

heparin, alginat, karboksimetilceluloza, ksantan idr (slika 7) (7, 19).

R
H OH ! F H OH
NH
H o H o
™0 Ho—H
HO HO o)
T i T .
b NHg Lo NH

R=H ai COCH;
Slika 6: Struktura hitosana (20).

Hitosan odlikujejo mnoge prednosti, kar povecuje njegovo uporabo na podrocju farmacije,
predvsem pri razvoju mikro in nanotehnologije. Stevilne proste aminske skupine
sodelujejo pri premrezevanju polimera, obenem pa omogocajo tvorbo kompleksov med
hitosanom in anionskimi polimeri ter adhezijo na Crevesno sluznico. Izdelamo lahko

farmacevtske oblike s prirejenim spros¢anjem (19, 21).

CO0- CO0- CO0- [ [ |

CO0- CO0- Co0-
+ MHI+ MH3+ MH3+
| | I

MHZ+ MHZ+ MHZ+

Slika 7: Shema nastanka kompleksa med anionskim in kationskim polimerom (21).
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1.2 HIDROGELI

Hidrogeli so polimerne verige, ki tvorijo koherentno tridimenzionalno reSetko, v kateri je
imobilizirana tekoca faza. V vodnem okolju nabrekajo, ne da bi se pri tem raztopili, vodo
pa so v svoji strukturi sposobni tudi zadrzati (22, 23, 24). V grobem jih opiSemo kot
dvokomponentne sisteme, pri Cemer je prva komponenta hidrofilna, netopna,
tridimenzionalna mreza polimera, druga komponenta pa je voda. Hidrofilno naravo
hidrogelov omogocajo polarne funkcionalne skupine, kot so -COOH, -OH, -CONH-,
-CONH,;, -HSO:;, ki so razporejene vzdolz polimernih verig. Netopnost v vodi je posledica
kemijskih (ireverzibilni hidrogeli) in fizikalnih (reverzibilni hidrogeli) premreZzenj med
polimernimi verigami (24, 25). Povezava med polimernimi verigami je pri kemijskih
premrezenjih kovalentne narave, pri fizikalnih pa so verige med seboj povezane s Sibkimi
van der Waalsovimi, ionskimi, hidrofobnimi ali vodikovimi vezmi (24).

Zaradi imobiliziranja tekoCe faze v koherentni tridimenzionalni reSetki polimera imajo
hidrogeli tudi dolo¢ene lastnosti tekoc¢in. Glede na lastnosti ujete vode v hidrogelu lo¢imo
dve vrsti vod in sicer vezano in prosto. Vezana voda je tista, ki se z mo¢nimi interakcijami
veze na hidrofilne funkcionalne skupine polimernih molekul, prosta pa tista, ki jo hidrogel
zaradi spremembe v osmolarnosti znotraj in zunaj gela dodatno vsrka vase. Vmesne
prostore med polimernimi verigami tako zapolni prosta voda, v kateri lahko molekule
prosto difundirajo, prav tako pa je na razpolago za raztapljanje hidrofilnih snovi. Na
raztapljanje in difuzijo snovi skozi hidrogel vplivata delez vode v hidrogelu in razmerje
med vezano in prosto vodo. Obi¢ajno velja pravilo, da se s povecevanjem deleza vezane
vode zmanjSuje delez vode, ki je na razpolago za raztapljanje zdravilne ucinkovine in za

njeno difuzijo skozi gel (15).

1.2.1 LASTNOSTI HIDROGELOV

Izbira monomernih enot in povezave med izbranimi enotami dolocajo koncéne lastnosti
hidrogelov, ki se odrazajo v stopnji hidratacije t.i. stopnji nabrekanja, mehanskih
lastnostih, permeabilnosti in biokompatibilnosti. Med vsemi nastetimi lastnostmi je
najpomembnejsa lastnost, zaradi katere hidrogele uporabljamo v farmacevtski tehnologiji,
nabrekanje, ki predstavlja razmerje med maso vezanega hidratacijskega medija ter maso

suhega hidrogela (enacha 3) (25).

11
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Vsebnost absorbirane vode ali vodne raztopine, ki predstavlja hidratacijski medij, je
odvisna predvsem od narave monomernih enot ter vrste in jakosti premrezenja. Vecja kot
je stopnja premrezenja in mo¢nejSe kot so sile, manj vode se bo absorbiralo in posledicno
bo stopnja nabrekanja nizZja. Stopnja nabrekanja nekaterih hidrogelov je odvisna tudi od
temperature hidratacijskega medija, kar pomeni, da je za doloCeno stopnjo nabrekanja
potrebna to¢no dolo¢ena temperatura. TakSne hidrogele imenujemo toplotno odvisni
hidrogeli. Obstajajo tudi hidrogeli, ki so obcutljivi na pH hidratacijskega medija in se
nahajajo v nevtralni ali ionski obliki. To pomeni, da je za doloCeno stopnjo nabrekanja
potreben optimalni pH, ki je odvisen tako od ionizacije funkcionalnih skupin kot tudi
ionskih sil, ki so odvisne od pH okolja (22).

Druga pomembna lastnost hidrogelov so njihove mehanske lastnosti. V to skupino spadata
elasti¢nost in viskoelasti¢nost. Obe lastnosti temeljita na ¢asovno odvisnem/neodvisnem
vracanju posameznih enot in celotne strukture v osnovno stanje.

Koli¢ina vode, ki je imobilizirana v polimernem matriksu hidrogela, vpliva na difuzibilne
in permeabilnostne lastnosti hidrogela, poleg tega pa ima tudi velik vpliv na
biokompatibilnost in mehanske lastnosti hidrogela. Vecja koli¢ina v hidrogel absorbirane
vode je povezana z manjSo mehansko odpornostjo le-tega, kar se odraza v zniZani
temperaturi steklastega prehoda sistema (temperatura pri kateri viskozni sistem preide v
trdno in krhko steklasto stanje). Na to lastnost lahko vplivamo s postopkom
kopolimerizacije s hidrofobnimi monomernimi enotami in pre¢nim premrezevanjem

polimernih verig, s ¢imer zmanj$amo absorptivno lastnost hidrogela (22, 25).

1.3 MIKROKAPSULIRANJE

Mikrokapsuliranje je postopek izdelave delcev mikrometrskih velikosti sestavljenih iz
zdravilne ucinkovine in ogrodne snovi. Postopek se je zacel uporabljati v 30-ih letih 20.
stoletja in sicer je bil najprej namenjen izdelavi mikrokapsul v papirni industriji, ki so se
uporabljale za izdelavo brezsajnega kopirnega papirja (3). V 70-ih letih prejSnjega stoletja
pa se je izdelava mikrokapsul pojavila tudi v farmaciji, najprej za dostavo cepiv in
protitumornih uc¢inkovin, kasneje pa Se v pripravkih za zdravljenje oCesnih obolenj in v
peroralnih farmacevtskih oblikah (26). Danes je podroc¢je mikrokapsuliranja precej
razsirjeno in se poleg farmacije uporablja tudi v biotehnologiji, kozmeti¢ni ter prehrambeni

industriji, elektroniki, fotografiji, grafiki itd (3).

12
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1.3.1 POMEN MIKROKAPSULIRANJA

Postopek mikrokapsuliranja omogoca fizicno locitev imobilizirane snovi od preostalega
okolja tako, da imobilizirano snov obdamo z ovojnico (27). Kapsuliramo lahko
najrazli¢nejSe sisteme, od majhnih molekul pa vse do velikih, kot so zdravilne u¢inkovine,
DNK, peptidi, pa tudi emulzije, trdni delci in zive celice (28). Tehnologija izdelave
mikrodelcev je v farmaciji vedno bolj pogosta, ker postopek omogoca:

e zdruZzevanje ve¢ med seboj nekompatibilnih komponent v enem sistemu;

e zaS§cito zdravilne ucinkovine;

e povecanje topnosti slabo topnih zdravilnih u¢inkovin;

e doseganje nadzorovanega spros¢anja zdravilnih u€inkovin;

e prekritje neprijetnega vonja in okusa zdravilnih u¢inkovin;

e spremembo agregatnega stanja (tekoce v trdno);

e povecanje mase ali volumna,;

e zmanjSanje drazenja Zelod¢ne sluznice;

e izboljSanje porazdelitve po GIT;

e povecanje bioloske uporabnosti peptidnih u€inkovin;

e doseganje dispergiranja hidrofobnih zdravilnih u¢inkovin v vodnem mediju;

e pripravo gastrorezistentnih in bioadhezivnih farmacevtskih oblik;

e vgradnjo celic (3,7, 28, 29).

1.3.2 METODE ZA 1ZDELAVO MIKROKAPSUL

Pomen mikrosfer in mikrokapsul na razli¢nih podrocjih je vedno vecji, zato so do danes
razvili ve¢ razliénih metod mikrokapsuliranja. Metode se med seboj sicer razlikujejo,
vendar pa lahko v grobem pri vsaki metodi lo¢imo tri glavne korake, ki si vedno sledijo v
istem vrstnem redu:
1. korak: vgradnja zdravilne u¢inkovine v sistem, ki je lahko v obliki raztopine,
suspenzije ali emulzije in bo kasneje predstavljal ogrodje (matriks) mikrosfere oz.
jedro mikrokapsule;
2. korak: izdelava mikrosfer oz. mikrokapsul;
e Kadar izhajamo iz tekoCega matriksa, slednjega v tej fazi dispergiramo v
zraku (s postopkom kapljanja ali razprSevanja) ali v drugi tekoCini

(postopek emulgiranja ali mikroemulgiranja).

13
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e Kadar izhajamo iz trdnega matriksa pa na gibajo¢e delce le-tega
razprSujemo raztopino (oblaganje s fluid bed postopkom, aglomeriranje).

3. korak: stabilizacija izdelanih mikrosfer oz. mikrokapsul s fizikalnimi (suSenje,

strjevanje), kemijskimi (polimerizacija) ali fizikalno-kemijskimi (geliranje,

koacervacija) postopki (28).

Metode za izdelavo mikrokapsul delimo v §tiri skupine:

1. Kemijske:

polimerizacija na fazni meji oz. fazna polimerizacija;

Uporablja se za kapsuliranje tekoCin, pri ¢emer uporabljamo dva razli¢na
monomera. Prvi monomer je raztopljen v notranji, drugi pa v zunanji fazi
pripravljene emulzije. Reakcija poteka na sti¢ni povrsini obeh faz. Polimer, ki pri
tem nastane, mora biti v obeh fazah netopen, saj samo tako lahko obda kapljice

notranje faze (3, 4, 30).

»in situ« polimerizacija;

Uporablja se za kapsuliranje trdnih ali tekocih jeder. Monomer in katalizator se
lahko nahajata tako zunaj kot znotraj jedrnega materiala. Reakcija poteka na
povrsini trdnih delcev ali kapljic, polimer, ki nastane, pa je netopen in obda jedro

(3, 4, 30).

2. Fizikano kemijske:

metoda koacervacije oz. metoda loditve faz;

Koacervacija je pojav, ki ga zasledimo pri koloidnih raztopinah. Gre za ravnotezje
med dvema fazama in sicer med prvo fazo, ki vsebuje visoko koncentracijo
koloidno raztopljenega polimera, ter drugo fazo, v kateri je koncentracija
koloidnega polimera nizka, v primeru, da raztopina koloida miruje. Ce pa raztopino
koloida premeSamo, se s koloidom bogata faza v obliki kapljic dispergira v fazi, ki
vsebuje nizko koncentracijo koloida.

Mikrokapsuliranje s koacervacijo poteka tako, da jedrno substanco suspendiramo
ali emulgiramo v raztopini polimera in nato zmanjSujemo topnost polimera do

stopnje koacervacije, koacervatne kapljice pa obdajo jedra (4).

14
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metoda z odstranjevanjem topila;

Metoda z odstranjevanjem topila se uporablja v primeru emulzij, kjer je v notranji
fazi raztopljen polimer ter dispergirana zdravilna u¢inkovina skupaj s pomoznimi
snovmi, ki v zunanji fazi niso topne. Topilo notranje faze nato odstranimo
(najpogosteje z odparevanjem), pri cemer se vse komponente notranje faze med
seboj povezZejo v mikrosfere suspendirane v zunanji fazi. Sledijo izolacija, spiranje

in susenje mikrokapsul (4).

metoda z ohlajevanjem dispergirane taline;

Polimer najprej raztalimo in mu dodamo zdravilno ucinkovino. Nato meSanico
suspendiramo v ustreznem ne-topilu, s katerim se talina polimera ne meSa. Vse
skupaj med stalnim meSanjem segrejemo priblizno 5°C nad taliS¢e polimera. Nato
nastalo disperzijo ponovno ohladimo pod talis¢e in pustimo, da se kapljice, ki pri

tem nastanejo, strdijo (3).

3. Mehanske:

mikrokapsuliranje v drazirnih bobnih (»pan coating«);

Metoda je primerna za mikrokapsuliranje vec¢jih delcev. Jedra, ki jih Zelimo obdati

z ovojnico, damo v vrteci se boben in nato nanje dovajamo raztopino za oblaganje

3).

suSenje z razprsevanjem;

Jedra, ki jih Zelimo mikrokapsulirati, dispergiramo v raztopini snovi za oblaganje.
Disperzijo nato razprSujemo s tokom toplega zraka, ki odpari topilo in tvori

mikrokapsule (3, 4).

mikrokapsuliranje z razprSevanjem (fluid bed);

Metoda se uporablja za oblaganje nehlapnih jeder, katere zra¢ni tok vzdrzuje v
lebdeCem stanju. Mikrokapsule nastanejo tako, da skozi Sobo razprSujemo

raztopino snovi za oblogo, ki obda jedro, medtem ko topel zrak odpari topilo (slika

8) (4).
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Slika 8: Shematski prikaz sistema za razprSevanje.

4. postopki mikrokapsuliranja v vecjem obsegu (omogocajo proizvodnjo v vecjem

obsegu, mikrokapsuliranje Zivih celic in biomolekul):

metoda z vibrirajo¢o membrano (»vibrating nozzle«);

Izdelava mikrokapsul z metodo vibrirajoe membrane temelji na razbitju
laminarnega toka tekoCine s pomocjo vibrirajo¢e membrane. Mikrokapsule
izdelamo tako, da injekcijsko brizgo napolnimo z raztopino polimera, ki predstavlja
ogrodno snov, drugo pa z lipofino fazo v kateri je raztopljena ali suspendirana
zdravilna ucinkovina, ki predstavlja jedro. Tlacilka ali kompresor na stisnjen zrak
potiska obe fazi skozi dvokanalno koncentri¢no Sobo doloCenega premera. Pri tem
se ustvari laminarni curek sestavljen iz obeh faz, pri ¢emer zunanja faza obliva
notranjo. Membrana, ki vibrira, razbije laminarni curek v kapljice, ki nato potujejo
skozi elektricno polje, pri ¢emer se le-te nabijejo. Naboj na kapljicah prepreci
njihovo zlepljanje, ko le-te padajo v raztopino za premrezevanje. Mikrokapsule
pustimo dolo¢en Cas v raztopini za premreZevanje, da se proces premrezenja v
celoti zaklju¢i. S spreminjanjem procesnih spremenljivk (velikost Sobe, hitrost
pretoka raztopine polimera, amplitude, frekvence) in lastnosti polimera lahko

pripravimo mikrokapsule razli¢nih velikosti (slika 9) (31, 45).
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Slika 9: Shematski prikaz izdelave mikrokapsul z metodo vibrirajoce membrane (45).

= metoda s koaksialnim tokom raztopine polimera in plina (»4irJet«);

Naprava je sestavljena iz dveh cevi z istim osi§¢em. Skozi notranjo cev s pomocjo

brizge in tlaCilke dovajamo raztopino polimera in tvorimo laminarni tok, skozi

zunanjo cev pa tee dusik pod tlakom. Mikrokapsule se tvorijo na distalnem koncu

cevi, kjer tok tekocine prekine dusik, ki ga pod tlakom dovajamo skozi zunanjo

cev. Mikrokapsule lovimo v raztopino za premrezevanje. Velikost mikrokapsul je

odvisna predvsem od hitrosti pretoka dusika (33).

= metoda s sekalom curka (»JetCutter«);

Metoda s sekalom curka je nova, enostavna in u€inkovita tehnologija za izdelavo

sferi¢nih kapljic, ki se v farmaciji uporablja za kapsuliranje zdravilnih uc¢inkovin,

vitaminov, diSav itd. Izdelava mikrokapsul temelji na razbitju laminarnega toka

raztopine polimera s pomocjo vrtecega kolesja z rezalnimi zi¢kami, ki prekinjajo

tok. Zracni tlak tlacilke potiska raztopino polimera skozi Sobo. Pri tem se tvorijo

delci cilindri¢ne oblike, ki pa se zaradi povrSinske napetosti oblikujejo v sferi¢no

obliko. S spreminjanjem procesnih spremenljivk (hitrost vrtenja kolesja, Stevilo

rezalnih Zzick, hitrost pretoka raztopine polimera skozi Sobo, premer Sobe)

dosezemo optimalne pogoje za izdelavo (slika 10) (33, 45).
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Slika 10: Shematski prikaz izdelave mikrokapsul z metodo »JetCutter« (45).

1.3.3 VREDNOTENJE MIKROKAPSUL

Mikrokapsule, ki se uporabljajo v farmaciji, morajo ustrezati tocno dolo¢enim zahtevam,

vendar pa je bila ve€ina metod, ki se uporabljajo za vrednotenje mikrokapsul, razvita za

kontrolo drugih farmacevtskih oblik. Najpogosteje vrednotimo naslednje lastnosti:

vsebnost ucinkovine v mikrokapsulah

Dolo¢amo jo =z ustrezno kvantitativno analizno metodo (npr. UV/VIS
spektrofotometrija, HPLC).

sproscanje ucinkovine iz mikrokapsul

Tako kot za vse farmacevtske oblike, je tudi za mikrokapsule zelo pomembna
kinetika spro$¢anja zdravilne ucinkovine. Mehanizem in kinetika spros$canj
ucinkovine iz mikrosfer sta odvisna predvsem od strukture mikrokapsul in od
lastnosti u¢inkovine.

velikost mikrokapsul

Dolo¢amo jo lahko s sejalno analizo, z opti¢no ali elektronsko mikroskopijo ali z
elektronskim Steveem (» Coulter Counter«).

fizikalne lastnosti mikrokapsul

Dolocamo lastnosti povrSine mikrokapsul, obliko in sprijetost mikrokapsul,
debelino obloge, prisotnost por in razpok v oblogi, gostoto mikrokapsul ter

pretocne lastnosti (34).
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1.4 ENKAPSULATOR INOTECH IE-50 R

Mikrosfere smo izdelali s pomocjo enkapsulatorja Inotech IE-50 R (slika 11), ki je
polavtomatska naprava za kapsuliranje zdravilnih uéinkovin ter rastlinskih, zivalskih in
mikrobnih celic pa tudi drugih biomolekul. Izdelava mikrosfer temelji na metodi

vibrirajo¢e membrane, ki laminarni tok tekocCine razbije na enakomerno velike kapljice.

Slika 11: Enkapsulator Inotech IE-50 R.

Naprava nam omogoca:

¢ izdelavo mikrosfer in mikrokapsul v asepti¢nih pogojih;

e ponovljivost med posameznimi serijami mikrosfer zaradi nastavljivih parametrov,
kot so relativna hitrost pretoka, velikost Sobe, hitrost mesanja, frekvenca, amplituda
in napetost;

e ozko distribucijo porazdelitve velikosti mikrosfer;

e izdelavo mikrosfer v velikostnem razredu od 10° m do 10~ pm in veg;

e takojSnjo kontrolo procesa s pomocjo stroboskopske luci;

e visoko produktivnost (50 do 3000 mikrosfer na sekundo) v milih pogojih

mikrokapsuliranja (31).

Glavni enoti enkapsulatorja sta reakcijska posoda in kontrolna enota.
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Reakcijska posoda

Reakcijska posoda je prikljucena na kontrolno plosco in predstavlja enoto, kjer v raztopino
za premrezevanje, ki jo meSamo na magnetnem mesalu, zbiramo nastajajoce mikrosfere.
Ta sistem je lahko tudi zaprt in omogoca avtoklaviranje, s tem pa zagotavlja ustrezno

okolje za asepti¢no izdelavo mikrosfer.

Kontrolna enota
Kontrolna enota je tisti del enkapsulatorja, ki zdruzuje vse sisteme za nastavitev razlicnih
parametrov za izdelavo mikrosfer:

e vibracijska enota za nadzor amplitude in frekvence elektromagneta membrane:
frekvenco nihanja membrane lahko ponastavljamo v dveh obmocjih in sicer v
nizkem in visokem obmocju. V nizkem obmocju se vrednosti gibljejo med 50 in
440 Hz, medtem ko v visokem med 430 in 7000 Hz. Nastavitev amplitude je
relativna z razponom od 1 do 7,

e enota za kontrolo elektricne napetosti: elektricna napetost povzroci elektri¢ni naboj
na povrsSini mikrosfer in s tem prepreci zlepljanje delcev v reakcijski posodi. V
praksi se uporablja obmocje napetosti med 400 in 1800 V;

® enota za nastavitev in kontrolo relativne hitrosti tlacilke za brizgo: relativno hitrost
pretoka matriksa lahko nastavimo med 0 in 1000, dejanska hitrost pa je odvisna od
premera Sobe ter viskoznosti samega matriksa. Tipka z napisom TURBO omogoca
hitro dosezen laminaren pretok, zato jo je potrebno pritisniti na zacetku izdelave
vsake posamezne serije mikrosfer;

e enota za kontrolo magnetnega mesala: hitrost mesanja mesala lahko nastavimo od
1 do 7, izbira hitrosti pa je odvisva od volumna raztopine za premrezevanje in
volumna matriksa, ki ga kapsuliramo;

e stroboskopska luc (31).

1.4.1 TEHNOLOGIJA IZDELAVE MIKROSFER

Matriks z raztopljeno ali suspendirano zdravilno u¢inkovino napolnimo v brizgo in ga nato
z zra¢no tlacilko v laminarnem toku potiskamo skozi enokanalno koncentricno Sobo
dolocene velikosti. Na izhodu se raztopina/suspenzija u¢inkovine v matriksu pod vplivom

vibriranja membrane razbije na koncentri¢ne in enako velike kapljice. Kapljice nato padajo
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skozi elektricno polje med Sobo in elektrodo, pri Ccemer se njihova povrSina nabije, to pa
preprecuje zleplanje kapljic. V zadnji stopnji kapljice padejo v raztopino za premreZevanje,
kjer se sloj matriksa premrezi, tako da dobimo konc¢no obliko mikrosfer. Nastajanje

mikrosfer lahko ves ¢as opazujemo s pomocjo stroboskopske luci (slika 12) (31).

Legenda:

brizga z ovojnico

tlacilka

membrana z magnetom
vibracijski sistem

enokanalna soba

elektroda

reakeijska posoda

generator elektriénega naboja
9 generator frekvence

10 stroboskopska lnéka

BT - N U -

=]

Slika 12: Shematski prikaz izdelave mikrosfer z enkapsulatorjem Inotech IE-50 R (35).

1.4.2 SPLOSNA PRAVILA IZDELAVE MIKROSFER

e Velikost mikrosfer je odvisna od velikosti Sobe in je praviloma dva krat vecja od
njenega premera.

e Pri uporabi nizjih frekvenc dobimo vecje mikrosfere in obratno.

e Priizdelavi manj$ih mikrosfer potrebujemo manjSo elektricno napetost.

e V primeru bolj viskoznega matriksa potrebujemo za dosego kontinuiranega toka

polimera nizje frekvence in vecjo hitrost (31).
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1.4.3 TEZAVE PRI IZDELAVI MIKROSFER

Glavne tezave s katerimi se sre¢amo pri izdelavi mikrosfer so naslednje:
o nestabilen tok matriksa: nastane zaradi zamasene Sobe, prenizke hitrosti curka ali
previsoke frekvence ali amplitude;
o nestabilna veriga kapljic: nastane zaradi premajhne ali prevelike hitrosti curka,
prenizke ali previsoke frekvence ali amplitude, lahko pa tudi zaradi neciste Sobe;
e nehomogena porazdelitev velikosti mikrosfer: nastane zaradi prevelike hitrosti
curka, previsoke frekvence, prevelike napetosti in ne-Newtonskega obnasanja

matriksa (31)
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2. NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je preutevanje vpliva vedvalentnih kationov, kot so Ca*", Cu®",
AP’ in kombinacije Ca*" in Zn*" ter kombinacije Ca®" ionov in hitosanske ovojnice na
lastnosti alginatnih mikrosfer, ki jih bomo izdelali z metodo vibrirajo¢e membrane, pri tem
bomo uporabili enokanalno Sobo s premerom 500 pum, pri kateri se od Sobe enakomerno
trgajo kapljice. Kot modelno ucinkovino bomo uporabili furosemid, diuretik Henlejeve
zanke, ki ga po BCS uvr§¢amo med ucinkovine razreda IV. Zdravilno u¢inkovino bomo v

alginatni matriks mikrosfer homogeno suspendirali.

Alginat je naraven polisaharid, ki ga pridobivamo iz razli¢nih vrst rjavih alg. Je linearen
polimer, sestavljen iz homogenih odsekov B-D-manuronske in a-L-guluronske kisline in
odsekov, kjer se kislini med seboj izmenjujeta. Njegova lastnost je tvorba dveh vrst gelov;
v kislem nastane t.i. kislinski gel, v prisotnosti ve¢valentnih kationov pa ionotropni. Od
izbire vrste in koncentracije ve¢valentnih kationov ter ¢asa premrezevanja je odvisna tudi
jakost premrezenja alginata, kar vpliva na nabrekanje in erozijo mikrosfer ter posledi¢no
tudi na hitrost spros¢anja vgrajene ucinkovine. Izdelane mikrosfere bomo zato ovrednotili
glede na nabrekanje in erozijo ter spros¢anje modelne u¢inkovine in vitro v vodni raztopini
HCI s pH = 3, precisceni vodi s pH = 5,5 in fosfatnem pufru s pH = 6,8 po preskusu

raztapljanja za trdne farmacevtske oblike na USP aparaturi 2 z veslastim mesalom.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Alginska kislina, natrijeva sol (Sigma, Nemcija)

Natrijev alginat je bel ali bledo rumenorjav prah brez vonja in okusa. V vodnem mediju se
pocasi raztaplja, pri tem pa tvori viskozno koloidno raztopino. V etanolu, etru, kloroformu,
ter ostalih organskih topilih, v katerih je etanola ve¢ kot 30% (m/m), in vodnih raztopinah
kislin s pH pod 3 je alginska kislina skoraj netopen (36). V industriji se alginat zaradi
sposobnosti zadrzevanja vode uporablja kot gelirno sredstvo ter sredstvo za povecanje

viskoznosti in stabilnosti (13, 14).

Hitosan (Fluka, Nemcija)

Hitosan je bel ali kremno bel prah brez vonja. Je polsintezni polisaharid s kemijskim
imenom  poli-B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoza in ga pridobivajo z delnim
deacetiliranjem hitina, ki je skoraj v celoti sestavljen iz [-(1,4) vezanih N-
acetilglukozaminskih enot (37). Za razliko od alginata je topen v kislem vodnem mediju,
njegova topnost pa je odvisna od stopnje N-acetilacije. Tako lahko hitosan z vsaj 60%
stopnjo deacetilacije pretvorimo v topno obliko Ze z majhno koli¢ino kisline. V
farmacevtski tehnologiji ga zaradi njegove biokompatibilnosti in nizke toksi¢nosti

uporabljamo za izdelavo pripravkov s prirejenim sproscanjem (38).

Kalcijev klorid, brezvodni (RIDEL de Haén, Nemcija)

Brezvodni kalcijev klorid je bel kristalini¢en (kubicni kristali) in zelo higroskopen prah s
temperaturo talisS¢a 772°C. V vodi in etanolu je dobro topen. Komercialno dostopen
izdelek vsebuje priblizno 94% do 97% CaCl,, glavno necistoto pa predstavlja Ca(OH),
(36).

Kalcijev klorid, dihidrat (Merck KGaA, Nemcija)
Kalcijev klorid, dihidrat je bel kristalini¢en prah, ki je dobro topen v vodi in etanolu. Je
manj higroskopen kot brezvoden kalcijev klorid. Komercialni izdelek vsebuje od 73% do

80% CaCl, (39).
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Aluminijev klorid, brezvodni (Merck KGaA, Nemcija)

Brezvoden aluminijev klorid je rumenkast prah, ki eksplozivno reagira z vodo, pri ¢emer
se sprosti velika koli¢ina toplote. Ima nizko tali§¢e in sublimira Ze pri 178°C. Pridobivanje
poteka s prepihovanjem klora skozi ogljik in aluminijev oksid pri temperaturi okoli 800°C.

Topen je v Stevilnih organskih topilih, kot so benzen, nitrobenzen, kloroform itd (36).

Cinkov sulfat, heptahidrat (RIDEL de Haén, Nemcija)
Cinkov sulfat vsebuje med 99% in 104% ekvivalenta ZnSO4*7H,0. Obicajno je bel
kristalini¢en prah, lahko pa se nahaja tudi v obliki brezbarvnih transparentnih kristalov. V

vodi je dobro topen, medtem ko se v alkoholu ne raztaplja (36).

Bakrov klorid, dihidrat (Merck KGaA, Nemcija)
Bakrov klorid se lahko nahaja v brezvodni obliki ali obliki dihidrata, ki ga sestavljajo
zeleni do modrozeleni ortorombic¢ni kristali. Topen je v vodi, metanolu, etanolu, acetonu

itd., dodatek HCl ali NH4Cl topnost zmanjSata, medtem ko jo dodatek NaCl poveca (36).

Ocetna kislina, koncentrirana (Merck KGaA, Nemcija)
Ocetna kislina je bistra, brezbarvna, hlapna tekoc¢ina z ostrim vonjem, ki se mesa z vodo,
alkoholom in etrom. Na podroc¢ju farmacije jo vefinoma uporabljamo za uravnavanje

pH-ja (37, 40).

Laktoza (Lek, Slovenija)
Laktoza je bel ali skoraj bel kristalini¢en prah, ki je lahko topen v vodi, vendar se pocasi
raztaplja. V etanolu je netopna. Na trziSCu je prisotna v obliki monohidrata O-B-D-

galaktopiranozil-(1,4)-a-D-glukopiranoze (40).
Fosforna kislina (Merck KGaA, Nemcija)

Fosforna kislina je brezbarvna, viskozna tekoc¢ina. Koncentrirana fosforna kislina (85%) je

zelo korozivna in Skodljiva (37).
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Klorovodikova kislina (Merck KGaA, Nemcija)
Klorovodikova kislina je bistra, brezbarvna, kade¢a se vodna raztopina vodikovega
klorida z ostrim vonjem. Koncentrirana HCI je korozivna in v primeru zauZitja ali stika z

o¢mi ali kozo povzroc¢a poskodbe (37).

Natrijev (di)hidrogenfosfat, brezvodni (Merck KGaA, Nemcija)
Natrijev dihidrogenfosfat je brez vonja in je v obliki ortorombic¢nih brezbarvnih ali belih

kristalov. Pri sobni temperaturi veze vodo, pri ¢emer nastane dihidrat (36, 37).

Natrijev hidroksid (Merck KGaA, Nemcija)
Natrijev hidroksid se nahaja v obliki grudic, plos¢ic, pali€ic ali kroglic bele ali skoraj bele
barve. Ce ga hranimo v dobro zaprtih vsebnikih velja, da komercialni izdelek vsebuje med

97% in 98% NaOH. Je zelo koroziven in ob stiku s kozo povzroca razjede (36, 37).

Etanol (Lek d.d., Slovenija)
Etanol je bistra, brezbarvna, hlapljiva teko€ina z znacilnim vonjem in ostrim okusom. 96%

etanol uporabljamo kot topilo (37).

Furosemid

Furosemid (slika 13) je diuretik Henlejeve zanke. Z inhibicijo Na/K/2Cl kotransporterja
inhibira transport NaCl v debelem delu Henlejeve zanke, poleg tega pa inhibira tudi
karboanhidrazo (41). Je saluretik, saj pospesuje izlo¢anje natrijevih, kloridnih, kalijevih,
kalcijevih, magnezijevih in bikarbonatnih ionov. Uporablja se pri zdravljenju edemov
zaradi zilnih, jetrnih ali ledvi¢nih bolezni in pri uravnavanju krvnega tlaka. Njegov
diureti¢ni efekt se pojavi v priblizno 30 minutah in traja do 6 ur (42). Vecinoma se
absorbira v Zelodcu in zgornjem delu tankega Crevesa; verjetno zaradi njegovih Sibko kislih
lastnosti (pKa = 3,9). Ozko absorpcijsko okno furosemida vodi v slabo biolosko
uporabnost (49% =+ 17%) (43). Kemijsko je derivat antranilne oz. o-aminobenzojske
kisline. Po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu spada v Cetrto skupino. To pomeni,
da je v vodnem mediju slabo topna zdravilna ucinkovina, ki slabo prehaja bioloske
membrane (35). Porazdelitveni koeficient furosemida ima vrednost 2,03. Hraniti ga

moramo za$Citenega pred svetlobo ter oksidanti, kislinami in kovinami (44).
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Slika 13: Strukturna formula furosemida (39).

3.2 METODE

3.2.1 NAPRAVE IN PRIPOMOCKI, KI SMO JIH UPORABILI PRI IZDELAVI
IN VREDNOTENJU MIKROSFER

Naprave in pripomocki, ki smo jih uporabljali pri izdelavi in vrednotenju mikrosfer, so

zbrani in na kratko predstavljeni v preglednici II.

Preglednica II: Naprave in pripomocki, ki smo jih uporabili pri izdelavi in vrednotenju

mikrosfer.

Magnetno mesalo 1

Rotamix 550 MMH, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Magnetno mesalo 2

Big squid, IKA®-WERKE, Nem&ija

Magnetno meSalo 3

HI 190M, HANNA instruments, Portugalska

Tehtnica Exacta 2200 EB, Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Analitska tehtnica AG245, Mettler Toledo, Svica

Enkapsulator Encapsulator IE-50, Inotech, Svica

Grelec Rotamix 550 MMH, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Transparentni papir

Ciat, Carta Ciat-Lucido, Italija

Top-spray komora

Strea-1, NIRO-Aeromatic, Svica

Naprava za test raztapljanja

Dissolution Tester, Van Kel, VK 7000, ZDA

pH meter MA235, Mettler Toledo, Svica
Brizge (60 mL) OMNIFIX® 60 ml, Braun, Svica
Brizge (5 mL) ICO (Plus2) 5 mL, Novico, Italija

Filtri za filtracijo raztopin

Minisant RC 0,45 pm, Santorius, Nemcija

Filtri za filtracijo raztopin

Celulozni acetat, 0,2 pm, Sartorius, Nemc¢ija

27




Tadeja Kovadié Diplomska naloga

EKSPERIMENTALNO DELO
Mrezaste kroglice ChaChult, Hamburg, Nemcija
Spektrofotometer Hewlett Packard 8453 spectrophotometer, Nemcija

Ultrazvocna kadicka Sonis 4, Iskra, Slovenija

3.2.2 PRIPRAVA ALGINATNEGA MATRIKSA

Za izdelavo ovojnice mikrosfer smo uporabili 1,5% raztopino natrijevega alginata z ali
brez dodatka 5% laktoze in 1% NaCl. Raztopino smo pripravili tako, da smo k 92,5 g
precis¢ene vode dodali 5 g laktoze in 1 g NaCl ter vse skupaj mesali na magnetnem mesalu
toliko Casa, da sta se laktoza in NaCl raztopila. Nato smo dodali Se 1,5 g natrijevega
alginata in pustili pokrito meSati 24 ur, da je nastala homogena raztopina brez zra¢nih
mehurckov.

V primeru, da smo pripravljali alginatni matriks brez laktoze in NaCl, smo k 98,5 g

preciscene vodi dodali 1,5 g natrijevega alginata in prav tako pustili meSati na magnetnem

mes$alu 24 ur.

3.2.3 PRIPRAVA ALGINATNEGA MATRIKSA S FUROSEMIDOM

Alginatne mikrosfere s furosemidom smo pripravili tako, da smo k 99,5 g 1,5%
alginatnega matriksa, ki smo ga pripravili po zgoraj opisanem postopku, dodali 0,5 g
furosemida in vse skupaj meSali na magnetnem mesalu toliko ¢asa, da je nastala homogena

suspenzija.

3.2.4 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA PREMREZEVANJE

0,3 M raztopina CaCl;
Raztopino smo pripravili tako, da smo k 965,7 g precis¢ene vode dodali 34,3 g CaCl,
(97% m/m) ter vse skupaj meSali na magnetnem mesalu toliko ¢asa, da smo dobili bistro

raztopino.

0,5 M raztopina CaCl,
Raztopino smo pripravili tako, da smo k 942,8 g precis¢ene vode dodali 57,2 g CaCl,
(97% m/m) ter vse skupaj meSali na magnetnem meSalu toliko ¢asa, da smo dobili bistro

raztopino.
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0,3 M raztopina AICI;

AICl; je mo¢no higroskopen prah, ki v stiku z vodo burno eksotermno reagira, zato bi bilo
bolj primerno, ¢e bi uporabili AICI3*6H,0, vendar pa le-tega nismo imeli na razpolago,
tako da smo vodno raztopino pripravili z brezvodnim AlCl;. AlCl; je mo¢na Lewisova

kislina, ki v prisotnosti vode delno hidrolizira, pri tem pa nastajajo hlapi HCI:
2AICI; + 6H,0 — 2A1 (OH); + 3HCIL.

Ustrezno maso aluminijevega klorida (40 g) smo zato natehtali (v digestoriju) en dan pred
pripravo raztopine in ga pustili ¢ez no¢€ v digestoriju, da se je ustrezno navlazil; na ta nacin
smo se izognili burni rekciji z vodo pri pripravi raztopine. Naslednji dan smo raztopino
pripravili tako, da smo k 960 g precis¢ene vode dodali pripravljeno natehto AlCI; ter vse

skupaj mesali na magnetnem mesalu toliko ¢asa, da smo dobili bistro raztopino.

0,3 M raztopina CuCl,
Raztopino smo pripravili tako, da smo k 959,7 g precis€ene vode dodali 40,3 g CuCl, ter

vse skupaj mesali na magnetnem mesalu toliko ¢asa, da smo dobili bistro raztopino.

0,15 M raztopina ZnCl; in 0,15 M raztopina CaCl;

V locenih ¢asah smo pripravili po 150 mL 0,3M raztopine CaCl, in 0,15M raztopine
ZnS0O;4. Raztopino CaCl, smo pripravili tako, da smo 265,7 g pre€is¢ene vode dodali 34,3 g
CaCl, (97% m/m), raztopino ZnSQ4 pa tako, da smo 292,5 g precis¢ene vode dodali 6,5 g
ZnS04*7H,0. Obe raztopini smo pustili meSati na magnetnem mesalu dokler nista nastali
bistri raztopini. Nato smo med meSanjem na magnetnem mesalu v raztopino CaCl, pocasi

dolivali raztopino ZnSOs. Pri tem je potekla naslednja reakcija:
CaCl, + ZnSO4 — CaSO4 + ZnCl,

V reakciji je nastala bela oborina CaSQy, ki je v vodi slabo topna. Po pol ure meSanja smo
oborino odfiltrirali. V 300 mL kon¢ne raztopine je po reakciji ostalo 0,15M raztopina
CaCl, (presezek, ki v reakciji ni zreagiral) in 0,15M raztopina ZnCl,. Kon¢no raztopino

smo nato uporabili za premrezevanje predhodno narejenih mikrosfer.
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Raztopina hitosana (1%)
Raztopino hitosana smo pripravili v obliki 1% raztopine hitosana v 1% ocetni kislini tako,
da smo k 99 g 1% ocetne kisline dodali 1 g hitosana. Na magnetnem meSalu smo ga pustili

mesati 24 ur do nastanka homogene raztopine.

3.2.5 PRIPRAVA MEDIJA ZA TEST RAZTAPLJANJA

Vodna raztopina HCI s pH = 3
Za pripravo 1 L raztopine smo 1 L vode dodali 0,08 mL HCI (37% m/m, p = 1,19 kg/L).

pH raztopine smo nato izmerili s pH-metrom in ga po potrebi Se uravnali.

Fosfatni pufer s pH = 6,8

V lo¢enih buckah smo pripravili razopini 0,2M NaOH in 0,2M raztopino NaH,PO4*2H,0.
Raztopino NaOH smo pripravili v 1 L merilni bucki tako, da smo 8 g NaOH raztopili v
precisceni vodi in nato bucko z vodo dopolnili do oznake.

Raztopino NaH,PO4 * 2H,0O smo pripravili v 2 L merilni bucki tako, da smo 62,4 g
NaH,PO4 * 2H,0 natehtali v bucko, raztopili v precis¢eni vodi in z vodo dopolnili do
oznake.

Fosfatni pufer s pH = 6,8 smo nato pripravili tako, da smo v 5 L merilni bucki zmesali
1250 mL 0,2M raztopine NaH,PO4 * 2H,0 in 560 mL 0,2 M raztopine NaOH ter s
precisc¢eno vodo dopolnili do oznake. Tako pripravljenemu pufru smo nato Se s pH-metrom

izmerili pH in ga po potrebi uravnali.

3.2.6 TEHNOLOGIJA IZDELAVE MIKROSFER S FUROSEMIDOM KOT
MODELNO UCINKOVINO

Mikrosfere smo izdelali s kapljalno metodo s pomocjo enokanalne Sobe velikosti 500 pm
na enkapsulatorju Inotech IE-50 R. Zaradi visoke viskoznosti in nizkega pretoka matriksa
se pri tej metodi od Sobe enakomerno trgajo kapljice.

Kot matriks smo uporabili 1,5% raztopino natrijevega alginata z dodatkom 1% NaCl in 5%
laktoze, v katerem je bilo suspendirane 0,5% modelne ucinkovine. Alginatni matriks s
homogeno suspendiranim furosemidom smo dovajali s pomo¢jo 60 mL brizge. Pred

zagonom naprave smo na kontrolni plos¢i naravnali frekvenco vibriranja membrane na
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3000 Hz, amplitudo na 3, napetost na 0,8 kV in relativno hitrost pretoka matriksa na 220.
Proces izdelave mikrosfer je prikazan na sliki 12.

Nastajajoce mikrosfere smo lovili v 100 mL raztopine za premreZevanje (0,3M CaCly,
0,5M CaCl,, 0,3M AICl3, 0,3M CuCl,, 0,3M CaCl,/ZnCl; in 0,3M CaCl, + 1% hitosan), ki
smo jo ves Cas izdelave zmerno meSali na magnetnem mesSalu. Neustrezne mikrosfere, ki
so nastajale na zaCetku in na koncu procesa izdelave vsake serije, smo lovili v ¢aso za
odpad.

Izdelane mikrosfere smo ob stalnem mesanju inkubirali v raztopini za premrezevanje 15
minut. V primeru, da smo mikrosfere premrezevali v raztopini 0,3M CaCl, z dodatkom
1% hitosana, smo jih, tako kot vse ostale, najprej inkubirali 15 min v raztopini za
premreZevanje, nato pa Se 5 min v 1% raztopini hitosana v 1% ocetni kislini. Tako
premrezene mikrosfere smo filtrirali z odsesavanjem in jih nato sprali s 150 mL preciScene

vode. Sprane in odcejene mikrosfere smo posusili v vrtinénoslojnem susilniku.

3.2.7 TEST RAZTAPLJANJA

S testom raztapljanja smo dolocali koli¢ino furosemida, ki se je v dolo¢enem ¢asovnem
intervalu sprostila iz suhih mikrosfer. Test smo izvajali na USP aparaturi 2 z veslastim
mesalom (Dissolution Tester, Van Kel, VK 7000, ZDA) (slika 14) pri 50-ih obratih/minuto
in konstantni temperaturi 37°C.

Ustrezno zatehto mikrosfer s furosemidom smo dispergirali v 900 mL medija za
raztapljanje (vodna raztopina HCl s pH = 3, precis¢ena voda s pH = 5,5 in fosfatni pufer s
pH = 6,8), ki smo jo dolocili tako, da smo upostevali maksimalno topnost furosemida v
posameznem pH-ju, ki ni smela bila presezena (Smax pm = 3) = 29 mg/L; Smax @1 = 55) = 35
mg/L; Smax (pH = 6,8) = 64 mg/L; vrednosti so bile dolocene eksperimentalno). Tako smo za
spros€anje zdravilne ucinkovine v vodni raztopini HCl uporabili priblizno 13 mg
furosemida, v precis¢evi vodi 15 mg ter v fosfatnem pufru kar 25 mg. Ob predhodno
dolocenih ¢asovnih intervalih (preglednica III) smo nato odvzeli 10 mL vzorca, ga filtrirali
skozi filter Minisant RC 0,45 pum (Santorius, Nemcija). Odvzetega medija nismo
nadomescali.

Tudi Casovne intervale vzorcenja smo izbrali v odvisnosti od vrednosti pH medija za
raztapljanje, saj pH moc¢no vpliva na raztapljanje alginatnega matriksa. V preglednici III so

prikazani intervali vzorcenja pri vseh treh medijih.
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Preglednica ITT: Casovni intervali vzoréenja v mediju s pH =3, pH = 5,5 in pH = 6,8.
medij raztapljanja
Casovni interval | pH=3 pH=35,5 pH=6,8
15 min X X X
30 min X
45 min X
1 ura X X X
4 ure X X X
8 ur X X
16 ur X X
24 ur X X

Ugotovili smo tudi, da pride med poskusom do izhlapevanja medija, kar smo preverjali z
meritvami volumna medija po konfanem poskusu. Privzeli smo, da je izhlapevanje
enakomerno in znasa 2 mL/h, ter to upoStevali pri izraCunu (enacha 1). Za vsako serijo

suhih mikrosfer smo izvedli test v treh paralelkah.
Enacéba 1 Va=Vo-m*Vy)-(ta *vp)

pri Cemer predstavlja V, dejanski volumen medija v ¢asu vzorcenja, V, zacetni volumen
medija (900 mL), n Stevilo vzorcev, V, volumen odvzetega vzorca, t, ¢as ob odvzemu

n-tega vzorca in v; hitrost izhlapevanja medija (2 mL/h).

Odvzete vzorce smo nato analizirali spektrofotometricno (Hewlett Packard 8453
spectrophotometer, Nemcija) in iz umeritvene premice izra¢unali koncentracijo furosemida
ob dolo¢enem ¢asu. Z upoStevanjem volumna medija in koli¢ine furosemida, ki smo ga

suspendirali v mikrosfere, smo izracunali delez (%) spros¢enega furosemida (enacba 2).

M (sprosceneU) *

Enaé’ba 2 % (sprosceneU) = ( VV) * 100

M(celotneU)

pri Cemer predstavlja % (sproscene U) deleZ sproScenega furosemida, m (sproscene U) MAsoO
spro$¢enega furosemida v €asu t, V, volumen odvzetega vzorca in m (celome v) c€lotno maso

furosemida, ki smo ga vgradili v mikrosfere in sproscali v 900 mL medija.

32



Tadeja Kovadié Diplomska naloga
EKSPERIMENTALNO DELO

Slika 14: Aparatura za raztapljanje (a), veslo (b) (16).

3.2.8 DOLOCANJE NABREKANJA IN EROZIJE

Nabrekanje je lastnost hidrogela, ki nam pove, kak$no koli¢ino hidratacijskega medija je
hidrogel sposoben vezati. Koli¢ina vezanega medija je odvisna od strukture hidrogela,
uspesnosti premrezenja ter vpliva suSenja na mikrosfere in medija v katerem hidrogel
nabreka. Nabrekanje in erozijo alginatnih mikrosfer smo dolocali s pomocjo aparature za
raztapljanje z vesli pri 50-ih obratih/minuto in temperaturi 37°C. Priblizno 500 mg suhih
mikrosfer smo tocno natehtali v mrezaste kroglice premera ~ 4 cm in jih dali v medij za
nabrekanje (900 mL vodne raztopine HCl s pH = 3, prec¢iS¢ena voda s pH = 5,5 ter fosfatni
pufer s pH = 6,8). Ob ustreznih Casovnih intervalih, ki so bili odvisni od medija za
nabrekanje in so predstavljeni v preglednici III, smo mrezaste kroglice z mikrosferami
vzeli ven, jih odcedili, odve¢no vodo narahlo popivnali s papirnato brisacko in vsebino
kroglice ponovno stehtali. Test smo izvajali v treh paralelkah. Nabrekanje smo nato

izraCunali po naslednji enacbi:

M(1) = M (suhe, ki so nabrekale)

Enacba3  S(%)=( )*100

M (suhe, ki so nabrekale)

pri ¢emer predstavlja S (%) nabrekanje izraZeno v odstotkih, m() maso nabreklih mikrosfer,

m() pa zacetno maso mikrosfer, ki so nabrekale.
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Erozija je lastnost hidrogelov, ki nam pove, kakSen delez matriksa je erodiral med
nabrekanjem hidrogela. Prav tako kot nabrekanje, je tudi erozija odvisna od strukture
hidrogela, gostote premrezenja, vpliva suSenja ter medija nabrekanja. Erozijo smo dolocali
socasno s spremljanjem nabrekanja. Mikrosfere, ki smo jih ob dolocenih casovnih
intervalih odvzeli iz medija za nabrekanje, smo najprej stehtali, nato pa smo jih susili do

konstantne mase (16 ur pri 55°C) in jih ponovno stehtali.

Parameter my (,a £ za erozijo smo izracunali po naslednji enacbi:

*
v ma) ™ Msuhe povpr)
Enacba 4 mocar)=( )
M) (suhe povpr)

pri ¢emer predstavlja m( zacetno maso mikrosfer, ki so nabrekale, m(une povpr) pOVprecno
konno maso ponovno suSenih mikrosfer, ter mgo) (sune povp) POVprecno zacetno maso
mikrosfer, ki so nabrekale. S pomocjo izra¢unanega parametra my (. gy Smo nato izracunali

erozijo po enacbi 5:

MO (za E) = M (suhe, ki so nabrekale)

Enacba5  E(%)=( )* 100

Mo (za E)

pri Cemer predstavlja E (%) erozijo izraZzeno v odstotkih, msune, ki so nabrekale) Pa Mmaso

ponovno posusenih mikrosfer, ki so predhodno nabrekale.

3.2.9 ANALITIKA UCINKOVINE

Kot analizno metodo za dolo¢anje u¢inkovine smo uporabili UV/VIS spektrofotometrijo.
Furosemid ima tri znacilne absorpcijske maksimume in sicer pri valovnih dolzinah A = 230
nm in A = 278 nm ter Se enaga manjSega pri priblizno A = 340 nm, zato je to ucinkovino
mogoce analizirati z UV/VIS spektrofotometrijo. Obmocje merjenja absorbance je med 0,2
in 0,8, saj to obmocje podaja linearni odnos med absorbanco in koncentracijo u¢inkovine.
Koncentracijo ucinkovine v raztopini preratuna racunalnik na podlagi absorbance in
umeritvene premice, ki jo predhodno posnamemo z vsaj petimi standardnimi raztopinami.
Za merjenje absorbance smo uporabili kiveto (1,0 cm) iz kvarénega stekla, Studije pa smo

izvajali v treh paralelkah.

Z UV/VIS spektrofotometrijo smo doloc¢ili  spros¢eno koncentracijo furosemida iz

alginatnih mikrosfer spremrezenih z 0,3M Ca2+, 0,5M Ca2+, 0,3M A13+, 0,3M Ca2+/Zn2+,
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0,3M Cu”" in 0,3M Ca”" ioni in hitosansko ovojnico v vseh treh medijih spros¢anja
(pH=3,pH=5,5, pH=6,8).

Osnovno standardno raztopino za analizo zvorca z UV/VIS spektrofotometricno smo
pripravili tako, da smo v 250 mL merilno bucko natehtali 7,3 mg furosemida, ga raztopili v
nekaj mililitrih etanola, nato pa z medijem za raztapljanje dopolnili do oznake. Bistro
raztopino smo prefiltrirali skozi membranski filter. Prefiltrirani raztopini smo izmerili
absorbanco, nato pa osnovno raztopino red¢ili toliko ¢asa, da smo dobili 5 razred¢enih

raztopin z absorbanco med 0,2 in 0,8.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultati predhodnega raziskovalnega dela na Katedri za farmacevtsko tehnologijo so
pokazali, da je s kalcijem premreZeni alginat z dodanimi razli¢nimi pomoznimi snovmi
primerno ogrodje za izdelavo mikrosfer z metodo vibrirajo¢e membrane. Namen naSega
dela je bil prouciti vpliv polivalentnih kationov na premrezenje in s tem ucvrstitev
alginatnih mikrosfer. V ta namen smo prouCevali vpliv razlicnih premrezeval na
nabrekanje in erozijo ogrodja mikrosfer ter na sprosc¢anje vgrajene modelne ucinkovine
furosemida v treh razliénih medijih (vodna raztopina HCl s pH = 3, preciS¢ena voda s

pH = 5,5 ter fosfatni pufer s pH = 6,8).

4.1 VREDNOTENJE NABREKANJA IN EROZIJE ALGINATNIH
MIKROSFER

V literaturi zasledimo podatke, da na nabrekanje in erozijo alginatnega ogrodja vplivata
tako vrsta kationov, s katerimi je alginatni matriks premrezen, kot tudi njihova
koncentracija v raztopini za premrezevanje (46). Poleg tega sta nabrekanje in erozija
ogrodja odvisna tudi od dodatka pomoznih snovi in medija, v katerem alginatne mikrosfere
nabrekajo (9, 46). Da bi ugotovili, kako razli¢ni polivalentni kationi in dodane pomozne
snovi (laktoza in NaCl) vplivajo na nabrekanje in erozijo ogrodja mikrosfer, smo izdelali
vec serij le-teh, ki so se med seboj razlikovale tako v vrsti premrezevalnega kationa, kot

tudi v koncentraciji slednjega v raztopini za premrezevanje ter dodanih pomoznih snoveh.

4.1.1 VPLIV DODANIH POMOZNIH SNOVI (LAKTOZA IN NATRIJEV
KLORID)

Na osnovi predhodnega raziskovalnega dela na Katedri za farmacevtsko tehnologijo se je
kot primeren matriks za kapsuliranje tekoCih sistemov izkazal 1,5% natrijev alginat z
dodatkom 5% laktoze in 1% NaCl premrezen z 0,3M koncentracijo Ca>" ionov. V
diplomskem delu nas je zanimalo, kako dodatek teh pomoznih snovi vpliva na nabrekanje
in erozijo v vodni raztopini HCl (sliki 16 in 17), precis€eni vodi (sliki 18 in 19) ter
fosfatnem pufru (s/iki 20 in 21).

Mikrosfere z dodano laktozo in NaCl v vodni raztopini HCl s pH = 3 bistveno bolj
nabrekajo (priblizno 150%) kot tiste brez dodanih pomoznih snovi. Laktoza in NaCl
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pritegneta medij v katerem nabrekata in se v njem raztopita. K formulacijam ju dodajamo z
namenom, da s svojim raztapljanjem omogocata nastanek por v ogrodju, kar olajSa
privzem medija v notranjost formulacije in s tem vplivata na nabrekanje le-te. Dodatek
laktoze in NaCl povzroca poroznost mikroser. Vecje nabrekanje mikrosfer z dodatki je
verjetno povezano tudi s prisotnostio NaCl, saj je znano, da se Na' ioni iz NaCl
izmenjujejo s Ca** ioni v strukturi Ca-alginata in tako olaj$ajo nabrekanje ogrodja.

Glede na to, da imajo pomozne snovi velik vpliv na nabrekanje, smo v nadaljni raziskavi
proucevali tudi vpliv le-teh na erozijo. Kar sta tako laktoza kot NaCl dobro vodotopna,
smo pri¢akovali, da bo erozija mikrosfer s pomoznimi snovmi bistveno vec¢ja kot erozija
mikrosfer iz samega Ca-alginata. V nasprotju z naSimi pri¢akovanji se stopnji erozije
razlikujeta le za slabih 10% (slika 17). Prav tako lahko opazimo, da je vpliv razlicnih
medijev na erozijo manjsi kot na nabrekanje. Na osnovi tega sklepamo, da laktoza in NaCl
olajSata privzem medija s tvorbo por oz. vplivom na poroznost ogrodja, vendar pa hitro
nabrekanje slednjega in posledi¢ni nastanek Cvrstega gela preprecita izplavljanje dodanih
pomoznih snovi v medij za nabrekanje.

Podobne rezultate smo dobili tudi v primeru nabrekanja in erozije mikrosfer v precis€eni
vodi (sliki 18 in 19), le da je nabrekanje v tem mediju med mikrosferami z dodanimi
pomoznimi snovmi in tistimi iz samega Ca-alginata vecje (skoraj 200%), razlika v eroziji

pa ostaja enaka (priblizno 10%).
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Slika 16: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na nabrekanje
alginatnih mikrosfer premreZenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od ¢asa v vodni raztopini

HClspH =3;n=3.

=
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Slika 17: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na erozijo alginatnih
mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’* ioni v odvisnosti od casa v vodni raztopini HCI s

pH=3:n=3.
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Slika 18: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na nabrekanje
alginatnih mikrosfer premreZenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od casa v precisceni vodi s

pH =355 n=3.
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Slika 19: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na erozijo alginatnih
mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od casa v precisceni vodi s pH = 5,5;

n=23.
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Nabrekanje mikrosfer iz Ca-alginata je v fosfatnem pufru s pH = 6,8 povezano z dodatno
izmenjavo Na™ ionov iz fosfatnega pufra in Ca®" ioni, ki premrezujejo alginatne verige, kar
poveca nabrekanje ogrodja. Polona Smrdel in sodelavci (47) so dokazali, da dodatek
netopnih pomoznih snovi, zaradi nizke afinitete slednjih do medija, zmanjSa hitrost in
privzem medija v alginatno ogrodje ter posledicno zmanjSa stopnjo nabrekanja. Z ozirom
na te ugotovitve smo pri¢akovali, da bosta dodatek laktoze in NaCl, ki sta vodotopna,
povecala nabrekanje mikrosfer. Kot je prikazano na sliki 20, mikrosfere z dodano laktozo
in NaCl resni¢no bolj nabrekajo (stopnja nabrekanja je vecja za dobrih 500%) kot tiste,
katerim pomoznih snovi nismo dodali. Ce primerjamo sliko 20 s slikama 16 in 18 opazimo,
da je nabrekanje mikrosfer v fosfatnem pufru kar 10 krat vecje kot tisto v precisc¢eni vodi
in vodni raztopini HCI. To lahko razloZimo z dodatno izmenjavo Na' ionov iz pufra in
Ca®" jonov alginata, kot smo Ze opisali (46, 47). Pove&ano nabrekanje v fosfatnem pufru pa
je lahko tudi na radun alginatnih -COOH skupin, ki s Ca*" ioni niso premreZene. Le-te
namre¢ pri pH = 6,8 ionizirajo, zato se med sabo odbijajo, kar daje dodatno moznost za
vecanje hidratacijskega ovoja oz. vecje nabrekanje.

Ne glede na to, da je nabrekanje v fosfatnem pufru tako veliko, pa se razlika v eroziji
mikrosfer z dodanimi pomoznimi snovmi in brez njih, tako kot v prec¢isceni vodi in vodni
raztopini HCI, bistveno ne razlikuje (priblizno 15%). Erozija mikrosfer z dodanimi
pomoznimi snovmi pa je v fosfatnem pufru nekoliko nizja kot v ostalih dveh medijih in
sicer za 5% glede na erozijo v prec¢isceni vodi in 10% v vodni raztopini HCI. Dobljene
rezultate lahko potrdimo z domnevo, da izmenjava Na™ in Ca’" ionov med pufrom in
alginatnimi verigami poveca privzem medija v notranjost, medtem ko odplavljanja

alginatnega ogrodja ne poveca in pospesi.
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Slika 20: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na nabrekanje
alginatnih mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od casa v fosfatnem pufiu

spH=16,8; n=3.
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Slika 21: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na erozijo alginatnih
mikrosfer premreZenih z 0,3M Ca”" ioni v odvisnosti od ¢asa v fosfatnem pufru s pH = 6,8;

n=23.
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4.1.2 VPLIV pH MEDIJA

V nadaljevanju smo proucevali vpliv spremembe medija na nabrekanje in erozijo
alginatnih mikrosfer, katerih ogrodje smo premrezili z razlicnimi kationi. Alginska kislina
ima zaradi svoje sestave (ostanki guluronske (pKa = 3,65) in manuronske (pKa = 3,38)
kisline) pri razli¢nih vrednostih pH medija razli¢no topnost. Poleg tega pa tudi razlicni
polivalentni kationi nimajo enake afinitete do alginatnih verig, tako da vezi med
alginatnimi verigami in premrezevalnimi polivalentnimi kationi nimajo enake jakosti. Tako
pH medija kot tudi vrsta premreZevalnega polivalentnega kationa vplivata na nabrekanje
alginatnih mikrosfer, kar se odraza v koli¢ini privzetega medija, v katerem alginatne
mikrosfere nabrekajo.

Vpliv razli¢nih polivalentnih kationov na nabrekanje alginantih mikrosfer v treh razlicnih
medijih (vodna raztopina HCI, pre¢is¢ena voda in fosfatni pufer) prikazujejo slike 22, 24 in
26. Med nabrekanjem mikrosfer v vodni raztopini HCI (s/ika 22) in precisceni vodi (slika
24) ni bistvene razlike, medtem ko je nabrekanje v fosfatnem pufru (slika 26) na racun
izmenjave Na“ ionov iz medija in Ca®" ionov Ca-alginata in ionizacije nepremreZenih
karboksilnih skupin kar 10 krat vecje. PremreZen alginatni matriks v vodni raztopini HCI
ni topen, v prec¢is¢eni vodi se njegova topnost nekoliko poveca, v fosfatnem pufru pa se po
doloCenem casu popolnoma raztopi. To je tudi razlog, da smo nabrekanje alginatnih
mikrosfer v vodni raztopini HCI in precis€eni vodi spremljali 24 ur, v fosfatnem pufru pa
so mikrosfere zaradi raztapljanja v mediju Ze po 2 urah povsem izgubile svojo obliko, saj
je hidratacija -COO'Na" in -COO" skupin tako velika, da mikrosfer ne moremo ve¢ stehtati,
po 8-ih urah pa ogrodje popolnoma razpade.

Vpliv razli¢cnih medijev na erozijo je manjsi in razlike niso tako ocitne kot pri nabrekanju
(slike 23, 25 in 27). Tako kot pri nabrekanju smo tudi za erozijo dobili podobne rezultate v
primeru vodne raztopine HCI (slika 23) in precis¢ene vode (slika 25), medtem ko je bilo

odstopanje v primeru fosfatnega pufru (slika 27) precej vecje.

Razli¢éni kationi imajo precej velik vpliv na nabrekanje alginatnega ogrodja, saj je pri
pH = 3 (slika 22) razlika v nabrekanju med mikrosferami premrezenimi z Cu®" ioni, ki so
najmanj nabrekale in tistimi, ki so premrezene z 0,5M Ca”" ioni in so nabrekale najbolj, kar
150%. Med mikrosferami premrezenimi z 0,3M Ca®", AI’" in hitosansko ovojnico ter
kombinacijo Ca*" in Zn®" ionov so razlike manjse. Mikrosfere premreZene z Cu®" ioni

zaradi ve&je afinitete kationov do alginata (najve&jo afiniteto imajo Cu®" ioni, nekoliko
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manjo Ca’", $¢ manjSo pa Zn’" in AI’" ioni) (8) nabrekajo manj kot mikrosfere
premrezene s Ca>™ ioni. Prav tako mikrosfere premreZene s trivalentnim kationom (AI’")
nabrekanjo bolj kot tiste, ki so premreZene z dvovalentnimi ioni, saj AI** ioni premreZijo
alginatni matriks v treh plasteh (8), nastali gel pa je organolepti¢no Sibkejsi in manj gost,
kot tisti v primeru premrezenja z dvovalentnimi kationi, ¢eprav literaturni podatki navajajo
ravno nasprotno (48). To je tudi razlog za moéno nabrekanje mikrosfer premrezenih z AI**
ioni. Ce primerjamo nabrekanje mikrosfer premreZenih z 0,5M in 0,3M koncentracijo Ca*"
ionov, so nas rezultati presenetili, saj smo pri¢akovali, da bodo mikrosfere premrezene z
nizjo koncentracijo kationa nabrekale bolj kot tiste premrezene z visjo. Podoben trend
lahko opazimo tudi pri eroziji (slika 23), Ceprav smo pri¢akovali, da bo alginatno ogrodje
premrezeno z vi§jo koncentracijo Ca** ionov tvorilo bolj &vrst gel in bo erozija posledi¢no
manjia. Poleg tega pa je pri manjsi koncentraciji Ca®" ionov veé prostih, nepremreZenih
karboksilnih skupin, ki niso ionizirane, zaradi ¢esar je tudi nabrekanje manjse. Mikrosfere
premreZene samo s Ca”" ioni nabrekajo bolj kot tiste, ki smo jih premrezili s kombinacijo
Ca®" in Zn*" ionov, kar lahko razlozimo z dejstvom, da Ca®" in Zn>" ioni premreZujejo na
razli¢nih mestih in s tem tvorijo bolj &vrst gel. Po drugi strani pa so Ca®" ioni nekoliko
vedji ter imajo ve&jo afiniteto do alginata kot Zn>" ioni, ampak v tem primeru ima
premrezevanje na razlicnih mestih ocitno vecji vpliv na nabrekanje, saj so rezultati
pokazali, da mikrosfere premrezene s kombinacijo ionov nabrekajo man;.

Rezultati nabrekanja v precis€eni vodi (slika 24) se od tistih v vodni raztopini HCI
nekoliko razlikujejo. Najve&je odstopnje opazimo pri mikrosferah premrezenih z AI*™ ioni
in 0,5M Ca* ioni, ki so v pH = 3 nabrekale enako, medtem ko v precis€eni vodi
mikrosfere premreZene s trivalentnim kationom nabrekajo precej bolj (priblizno 200%). V
precisceni vodi zasledimo tudi razliko v nabrekanju alginatnega ogrodja premreZenega z
0,3M in 0,5M koncentracijo Ca*" ionov, saj v tem primeru mikrosfere premreZene z niZjo
koncentracijo nabrekajo bolj, kar se ujema z nasim predvidevanjem o tvorbi manj Cvrstega
gela. Podobne rezultate pa dobimo tako v prec¢isc¢eni vodi kot tudi v vodni raztopini HCI1 v
primeru mikrosfer premreZenih s kombinacijo Ca®>" in Zn*" ionov in tistih, premrezenih s
samimi Cu”" ioni, saj imajo zaradi tvorbe &vrstega gela, velikosti ionov ter velike afinitete
do alginata manjSe nabrekanje kot mikrosfere premrezene s preostalimi kationi. Med
medijema s pH = 3 in pH = 5,5 pa lahko opazimo tudi razliko pri mikrosferah premrezenih
s Ca®" ioni in dodatno hitosansko ovojnico, saj le te v pregis¢eni vodi nabrekajo bolj kot v

vodni raztopini HCI.
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V mediju s pH = 3 izkazujejo najvecjo erozijo (dobrih 45%) mikrosfere premreZzene z
0,5M koncentracijo Ca®" ionov, najmanj (priblizno 25%) pa erodirajo mikrosfere
premrezene z Cu”" ioni in kombinacijo Ca** in Zn** ionov. Erozija mikrosfer premreZenih
z ostalimi kationi (0,3M Ca”", AI’", Ca®" s hitosansko ovojnico) se giblje med 35% in 42%.
Ce primerjamo sliki 22 in 23, ki prikazujeta nabrekanje in erozijo v vodni raztopini HCI,
lahko opazimo, da imajo tako najvec¢je nabrekanje kot tudi erozijo alginatne mikrosfere s
premrezene z 0,5M Ca®" ioni. V mediju s pH = 3 tako premrezene mikrosfere najbolj
nabrekajo, hkrati pa dopuscajo erodiranje alginatnega ogrodja v medij. Podobno si lahko
razlagamo tudi povezavo med nabrekanjem in erozijo mikrosfer premrezenih s
trivalentnim kationom, medtem ko alginatne mikrosfere z dodatno hitosansko ovojnico
nabrekajo malce manj kot mikrosfere premrezene z 0,3M Ca®* ioni, hkrati pa imajo tudi
manjSo erozijo. Iz tega lahko sklepamo, da dodaten hitosanski ovoj, verjetno zaradi
prisotnosti laktoze in NaCl, ne prepre¢i popolnoma privzema medija v notranjost ogrodja,
vendar pa ga delno zadrzi, hkrati pa ojaca alginatni mtriks, kar povzroci nastanek bolj
¢vrstega gela in s tem prepreci erodiranje le-tega v medij za nabrekanje.

Stopnja erozije v precisceni vodi (slika 25), se od tiste v vodni raztopini HCI malenkostno
razlikuje. Mikrosfere premrezene s trivalentnim kationom imajo zaradi Ze prej opisanih
lastnosti nastalega gela najvecjo erozijo, hkrati pa tudi nabrekanje. Tudi mikrosfere z
dodatno hitosansko ovojnico izkazujejo enake rezultate v obeh omenjenih medijih.
Hitosanska ovojnica zadrZi erozijo ogrodnega matriksa, saj verjetno tvori kompleks z
alginatom, Ceprav smo pricakovali, da se bo hitosan, ki je topen v kislem mediju, pri
pH = 3 raztopil in s tem mocno vplivala na erozijo mikrosfer. Glede na najmanjSo stopnjo
nabrekanja v pre¢iéeni vodi, ki jo izkazujejo mikrosfere premrezene s kombinacijo Ca®" in
Zn*" ionov smo pri¢akovali, da bo erozija omenjenih mikrosfer najmanjsa, vendar pa so v
mediju s pH = 5,5 najmanj erodirale mikrosfere premrezene z Cu*" ioni . Vzrok najmanjse
erozije Cu-alginata je verjetno v najvedji afiniteti Cu®" ionov do alginatnih verig.
Mikrosfere premrezene s kombinacijo Ca*" in Zn*" ionov imajo tako manjso erozijo kot
tiste iz samega Ca-alginata, saj kombinacija Ca>" in Zn*" ionov povzro¢i nastanek bolj
¢vrstega gela, ki zadrZi erodiranje matriksa. Rezultati erozije mikrosfer premrezenih z
0,3M in 0,5M koncentracijo Ca>" ionov se ujemajo z rezultati nabrekanja v mediju z isto
pH vrednostjo, saj Ca-alginat premrezen z vi§jo koncentracijo ionov tako manj nabreka kot

tudi erodira, kot tisti premreZen z nizjo koncentracijo.
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Slika 22: Vpliv razlicnih premreZevalnih kationov na nabrekanje alginatnih mikrosfer v

vodni raztopini HCl s pH = 3; n = 3.
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Slika 23: Vpliv razlicnih premrezevalnih kationov na erozijo alginatnih mikrosfer v vodni

raztopini HCl s pH = 3; n = 3.
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Slika 24: Vpliv razlicnih premrezevalnih kationov na nabrekanje alginatnih mikrosfer v

precisceni vodi s pH = 5,5; n = 3.
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Slika 25: Vpliv razlicnih premrezevalnih kationov na erozijo alginatnih mikrosfer v

precisceni vodi s pH = 5,5; n = 3.
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Alginatni matriks zaradi svoje znacilne sestave in pKa vrednosti, ki jo imajo ostanki
guluronske in manuronske kisline, najbolj nabreka v fosfatnem pufru s pH = 6,8. Na" ioni
iz fosfatnega pufra se v zacetni stopnji nabrekanja izmenjujejo s polivalentnimi kationi, ki
povezujejo -COO™ skupine pretezno v polimanuronskih blokih, v kasnejsi stopnji pa pride
tudi do izmenjave med Na' ioni in polivalentnimi kationi iz poliguluronskih blokov, kajti
avto-kooperativna povezava je v poliguluronskih blokih moc¢nejsa kot v polimanuronskih,
zato pride do izmenjave nekoliko kasneje. Tako nastane negativen elektrostatski naboj med
-COO" skupinami, ki povzro¢i razrahljanje polimerne verige ter posledicno nabrekanje
alginatnega gela. Ca®" ioni tvorijo s fosfatnim pufrom netopen kalcijev fosfat, ki ostane
suspendiran v mediju. V zadnji stopnji, ki predstavlja to¢ko, v kateri alginatni matriks
sprejme najvecjo koli¢ino medija za nabrekanje in se nato za¢ne v njem raztapljati,
difundirajo v medij tudi tisti dvovalentni kationi, ki sodelujejo v modelu »jajénih Skatel«

(46, 47, 49).

Rezultati nabrekanja alginatnih mikrosfer v fosfatnem pufru s pH = 6,8 (slika 26) so precej
drugacni od tistth v preciS€eni vodi in vodni raztopini HCIl. Nabrekanje mikrosfer
premrezenih s katerimi koli ioni je v tem mediju kar 10 krat ve¢je (izjema so mikrosfere
premrezene z Cu”” in A’ ioni) kot nabrekanje v vodni raztopini HCI in pre¢iséeni vodi;
glavni vzrok za taks$no odstopanje je predvsem zgoraj opisana izmenjava Na' ionov iz
pufra in polivalentnih kationov, s katerimi je premrezeno alginatno ogrodje, poleg tega pa
se le-to v bazi¢nem mediju tudi raztaplja. Najvec¢je nabrekanje (dobrih 5000%) v mediju s
pH = 6,8 izkazujejo mikrosfere premrezene s Ca>" ioni in dodatno hitosansko ovojnico.
Kot smo ze opisali, predstavlja hitosanska ovojnica bariero, ki ne prepreci privzema medija
v notranjost ogrodja, prepre€i pa erodiranje matriksa, saj je hitosan v alkalnem mediju
netopen poleg tega pa tvori komplekse z alginatom. V primerjavi z nabrekanjem v vodni
raztopini HCI in precis€eni vodi v tem mediju nekoliko bolj nabrekajo tudi mikrosfere
premrezene s kombinacijo Ca®” in Zn>" ionov, medtem ko je nabrekanje alginatnega
ogrodja premrezenega z Cu”" ioni, iz istega razloga kot v ostalih medijih, tudi v fosfatnem
pufru najmanjse (priblizno 500%). Nasprotne rezultate od nabrekanja v medijih s pH = 3 in
pH = 5.5 smo v fosfatnem pufru dobili §¢ v primeru mikrosfer premrezenih z AI*" ioni. V

mediju s pH = 6,8 so omenjene mikrosfere nabrekale bistveno manj kot v ostalih dveh

. . . v . ey e .. +
medijih. Razlika v nabrekanju mikrosfer premrezenih z razli¢nima koncentracijama Ca*
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ionov je v fosfatnem pufru podobna kot v precis¢eni vodi, medtem ko v vodni raztopini
HCI dobimo ravno nasprotne vrednosti.

Vpliv fosfatnega pufra na erozijo (s/ika 27) ni tako velik kot vpliv na nabrekanje. Razlika
med mikrosferami, ki erodirajo najbolj (slabih 40%) in tistimi, ki najmanj (priblizno 10 %),
je sicer v tem mediju malenkostno vecja kot v ostalih dveh, vendar v primerjavi z razliko v
nabrekanju komaj opazna. Najmanj erodirajo mikrosfere spremreZene s kombinacijo Ca*"
in Zn*" ionov, Geprav je nabrekanje le-teh precej veliko in smo pri¢akovali, da bodo
najmanj nabrekale mikrosfere iz Cu-alginata, saj so le- te v bazicnem mediju najmanj
nabrekale, poleg tega pa so v vodni raztopini HCI in precis¢eni vodi tudi najman;j erodirale.
Podoben preobrat opazimo tudi pri mikrosferah premrezenih s trivalentnim kationom, ki
imajo v pH = 6,8 zelo zadrzano nabrekanje, medtem ko je erozija skoraj najvecja. Tako kot
v vodni raztopini HCI imajo tudi v fosfatnem pufru mikrosfere premrezene z 0,5M
koncentracijo Ca®" ionov ve&je nabrekanje kot tiste premrezene z nekoliko niZjo
koncentracijo omenjenega iona (0,3M), medtem ko je nabrekanje mikrosfer premrezenih z
nizjo koncentracijo Ca*" ionov vedje.

V fosfatnem pufru so najbolj nabrekale mikrosfere z dodatno hitosansko ovojnico, medtem
ko je bila erozija slednjih zelo majhna; manjsa kot v vodni raztopini HCI in precisceni
vodi, kar se popolnoma ujema z dejstvom, da je hitosan v bazi¢nem mediju netopen in tako
prepreci izplavljanje matriksa v medij. Na enak nacin lahko razlozimo primerjavo med
mikrosferami iz Ca-alginata in tistimi s hitosansko ovojnico, kajti tudi v tem primeru

mikrosfere z ovojnico erodirajo manj kot tiste brez le-te.
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Slika 26: Vpliv razlicnih premreZevalnih kationov na nabrekanje alginatnih mikrosfer v

fosfatnem pufru s pH = 6,8, n = 3.
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Slika 27: Vpliv razlicnih premrezevalnih kationov na erozijo alginatnih mikrosfer v

fosfatnem pufru s pH = 6,8; n = 3.
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4.2 VREDNOTENJE SPROSCANJA FUROSEMIDA IZ ALGINATNIH
MIKROSFER

Preskuse sproS¢anja smo naredili z namenom, da bi proucili vpliv razlicnih premrezevalnih
kationov na spros$¢anje furosemida iz alginatnih mikrosfer v razlicnih medijih. V alginatni
matriks mikrosfer premrezenih z razlicnimi kationi smo suspendirali slabo topno in slabo
permeabilno zdravilno uc¢inkovino furesemid in nato spremljali sproS¢anje le-te v razli¢nih
medijih. Podobno kot pri vrednotenju nabrekanja in erozije, smo tudi v tem primeru poleg
vpliva medija in premreZevalnih kationov spremljali tudi vpliv pomoZnih snovi (laktoza in

NaCl) na spro$canje vgrajene modelne u¢inkovine.

42.1 VPLIV DODANIH POMOZNIH SNOVI (LAKTOZA IN NATRIJEV
KLORID) NA SPROSCANJE

Vpliv dodanih pomoznih snovi na sproScanje furosemida iz alginatnih mikrosfer smo
proucevali s primerjavo dveh serij mikrosfer; prva serija je poleg 1,5% natrijevega alginata
in 0,5% zdravilne u¢inkovine vsebovala tudi 5% laktoze in 1% NaCl, medtem ko drugi
seriji laktoze in NaCl nismo dodali. SproS¢anje ucinkovine je potekalo v treh razli¢nih

medijih, kar prikazujejo slike 28-30.

1z slik lahko razberemo, da tako pH medija kot tudi dodani pomoZni snovi laktoza in NaCl
vplivajo na delez spro$¢ene zdravilne u¢inkovine iz alginatnih mikrosfer. Glede na to, da
sta bila nabrekanje in erozija mikrosfer v vseh medijih ve¢ja v primeru alginatnega ogrodja
z dodanimi pomoznimi snovmi, smo pri¢akovali, da bo tudi sproS¢anje ucinkovine iz
Ca-alginata z dodano laktozo in NaCl potekalo hitreje in v vec¢jem obsegu kot iz tistih,
katerim pomoZznih snovi nismo dodali. Delez spros¢ene ucinkovine je bil po naSih
pricakovanjih v vseh treh medijih vecji v primeru mikrosfer z dodanimi pomoznimi
snovmi, le hitrost sproscanja se je od medija do medija razlikovala. V vseh treh medijih se
je 1z mikrosfer z dodatki po 24-ih urah (v fosfatnem pufru Ze po 4-ih urah) sprostilo skoraj
100% ucinkovine, medtem ko se je v pH = 3 (slika 28) iz mikrosfer iz samega Ca-alginata
v istem ¢asovnem intervalu sprostilo le 55% furosemida, v pH = 5,5 (slika 29) dobrih
40% ter v fosfatnem pufru (slika 30) skoraj 100%. Nabrekanje in deleZ sproScene

ucinkovine v kislem mediju in prec¢iS€eni vodi dajeta podobne rezultate, delez sproSc¢enega
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furosemida v fosfatnem pufru iz mikrosfer brez dodanih pomoznih snovi pa je bistveno
vecji, medtem ko je v primeru dodane laktoze in NaCl enak (skoraj 100%). V fosfatnem
pufru pa se bistveno razlikuje hitrost spros¢anja u¢inkovine, saj se je iz mikrosfer z dodatki
po 4 urah sprostilo skoraj 100% furosemida, medtem ko se je v mediju s pH = 3 sprostilo
le 30%, v precisceni vodi pa slabih 50%; dobljeni podatki potrjujejo, da je sproScanje v
precisceni vodi in vodni raztopini HCI bistveno pocasnejSe. TakS$no odstopanje je verjetno
posledica razlik predvsem v nabrekanju alginatnega ogrodja. Erozija mikrosfer, tako z
dodanimi pomoznimi snovmi kot tudi brez njih, se od medija do medija bistveno ne
razlikuje, zato predpostavljamo, da tudi na delez spros¢ene ucinkovine nima vecjega
vpliva. Nasprotno od tega lahko v literaturi zasledimo podatke, da je sproScanje slabo
vodotopnih u€inkovin iz hidrofilnih ogrodij odvisno predvsem od erozije le-teh (48, 50,
51).

V primeru alginatnih mikrosfer s pomoznimi snovmi je spros¢anje furosemida najhitrejse v
fosfatnem pufru, v katerem so mikrosfere tudi najbolj nabrekale. Vecja hitrost in obseg
spros¢enega furosemida iz mikrosfer z dodanimi pomoznimi snovmi je verjetno posledica
delnega raztapljanja le-teh v mediju ter posledi¢nega nastanka por v ogrodju mikrosfer.
Slednje olajsajo privzem medija v ogrodje, s ¢imer povecajo nabrekanje le-tega,

posledi¢no pa se tako lahko sprosti ve¢ vgrajene uc¢inkovine.
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Slika 28: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na delez sproscenega

furosemida (%) iz alginatnih mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’* ioni v odvisnosti od ¢asa

v vodni raztopini HCl s pH = 3; n = 3.
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Slika 29: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na delez sproscenega

furosemida (%) iz alginatnih mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od ¢asa

v precisceni vodi s pH = 5,5, n = 3.
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Slika 30: Vpliv dodanih pomoznih snovi (5% laktoze in 1% NaCl) na delez sproscenega
furosemida (%) iz alginatnih mikrosfer premreZenih z 0,3M Ca’" ioni v fosfatnem pufiu s

pH=68n=3.

422 VPLIV pH MEDIJA IN PREMREZEVALNIH KATIONOV NA
SPROSCANJE

Vpliv pH medija na sproS¢anje vgrajene ucinkovine smo proucevali na mikrosferah, ki
smo jih izdelali tako, da smo v alginatnem matriksu, kateremu smo predhodno dodali
laktozo in NaCl, suspendirali 0,5% modelne u€inkovine (furosemid), nato pa mikrosfere
premrezili z razli€nimi kationi. Slike 31-33 prikazujejo vpliv pH medija in premreZevalnih

kationov na delez sproS¢enega furosemida v odvisnosti od ¢asa.

Ce primerjamo vpliv pH medija na delez sproi¢enega furosemida iz alginatnega ogrodja z
njegovim vplivom na nabrekanje praznih mikrosfer vidimo, da rezultati slednjih izkazujejo
podoben trend. Modelna ucinkovina se najhitreje in v najve¢jem obsegu sprosti iz
alginatnega ogrodja v fosfatnem pufru (slika 33), medtem ko sta hitrost in delez
sproscenega furosemida v medijih s pH = 3 (slika 31) in pH = 5,5 (slika 32) manjSa, med
njima pa ni bistvene razlike. To se povsem ujema z rezultati nabrekanja, kjer je alginatno
ogrodje najbolj nabrekalo v fosfatnem pufru, v preostalih dveh medijih pa precej manj.
Nasprotno pa je bila erozija alginatnega ogrodja v vseh medijih precej podobna, zato

sklepamo, da na sproscanje furosemida erozija nima bistvenega vpliva.
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Kot smo ze omenili, smo prouCevali tudi vpliv premrezevalnih ionov na sproscanje
furosemida v razli¢nih medijih. Najvecji vpliv premrezevalnega iona smo opazili v vodni
raztopini HCl, medtem ko je razlika v koliini spro$¢ene ucinkovine iz alginatnih
mikrosfer premreZenih z razliénimi ioni v fosfatnem pufru minimalna (izjema so Cu**

ioni) .

V vodni raztopini HCI se furosemid v 24-ih urah najhitreje in v najve¢jem obsegu sprosti
iz mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca®" ioni in sicer dobrih 90%, nekoliko manj kot 70% se
ga sprosti iz mikrosfer premrezenih z 0,5M Ca”" ioni, §¢ manj, dobrih 50% pa iz tistih,
premrezenih s kombinacijo Ca®” in Zn®" ionov in slabih 40% iz mikrosfer s hitosansko
ovojnico. To se ujema z nasimi pri¢akovanji in literaturnimi podatki, ki navajajo, da vecja
koncentracija premrezevalnega kationa tvori bolj ¢vrst gel in s tem posledicno zadrzi
spros¢anje furosemida, medtem ko tudi Zn®" ioni pripomorejo k bolj &vrstemu gelu s
premreZenjem na drugih mestih kot sami Ca®" ioni. Dodatna hitosanska ovojnica sicer
omogoca privzem medija v notranjost alginatnega ogrodnja, vendar pa prepreci njegovo
erozijo hkrati pa tudi otezi difuzijo ucinkovine v okolico, zato je tudi delez sproScenega
furosemida iz mikrosfer z dodatno hitosansko ovojnico manjsi kot iz samega Ca-alginata.
Glede na rezultate, ki smo jih dobili pri nabrekanju in eroziji v kislem mediju pa smo
pricakovali, da bo sproS¢anje furosemida iz mikrosfer, premreZenih z ve¢jo koncentracijo
Ca®" ionov hitrejse in v vedjem obsegu, saj so le-te bolj nabrekale kot tudi erodirale od
tistih premrezenih z nizjo koncentracijo iona. Do 2 ure je bilo sproS¢anje iz mikrosfer
premrezenih z 0,5M Ca®" ioni res hitrejie, potem pa se je upocasnilo. Podoben trend
spros€anja kot iz mikrosfer z dodatno hitosansko ovojnico zasledimo tudi pri mikrosferah
premrezenih s trivalentnim AI’* kationom, iz katerih se v 24-ih urah sprosti slabih 40%
uéinkovine. V primeru spro§¢anja iz alginatnega ogrodja premrezenega z Al’" ioni so tudi
Das in sodelavci (48, 51) dokazali, da je spros¢anje iz le-teh zadrzano, kar je posledica
zmoznosti tvorjenja tridimenzionalne strukture AI’" ionov z Na-alginatom v notranjosti
mikrosfer. V naSih poskusih pa smo Na-alginatu dodali tudi pomoZzno snov NaCl, ki tako
Se dodatno vpliva na izmenjavo kationov med seboj. Posledica slednjega je premrezenje
celotnega ogrodja in nastanek cvrstih mikrosfer, ki organolepticno izgledajo povsem
drugace, vendar pa privzamejo le malo medija. Vse to je vzrok, da sta tako nabrekanje kot

tudi spro$canje iz takSnega ogrodja zadrzana.
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V vodni raztopini HCI zasledimo najbolj zadrzano sproS¢anje iz mikrosfer, premrezenih z
Cu”" ioni, iz katerih se po enakem &asu kot iz ostalih mikrosfer sprosti le 30% uéinkovine.
Tako majhen dele? sproitenega furosemida lahko razlozimo z najve&jo afiniteto Cu®’
ionov do alginatnih verig in s tem tvorbo najbolj Cvrstega gela. Poleg tega pa sta tudi
nabrekanje in erozija ogrodja manjsa kot pri mikrosferah premrezenih z Al’* ioni.

V literaturi spros¢anje furosemida iz alginatnega ogrodja pogosto razlagajo tudi z vplivom
velikosti premrezevalnega iona na poroznost ogrodja (48, 51). Das in sodelavci so
ugotovili, da je spros¢anje furosemida iz Ba-alginata pocasnejse kot iz Ca-alginata, kar so
razlozili s povetano velikostjo Ba®" ionov, ki tako vplivajo na zmanjSano poroznost
alginatnega ogrodja in posledi¢no otezen privzem medija v notranjost le-tega. V fosfatnem
pufru bi imela izmenjava Ba®" in Na' ionov iz medija ter odstranjevanje Ba®" ionov v
obliki netopnega Ba-fosfata za posledico otezeno nabrekanje in zadrzano sproScanje
vgrajenega furosemida. Podobno bi lahko razlozili vpliv velikosti premrezevalnih
kationov, ki smo jih uporabili v naSem raziskovalnem delu, kjer njihova velikost pada v
naslednjem vrstnem redu: Ca®* > Cu®" > Zn*" > AI’", pri Gemer vegji ioni zapolnijo pore in
zadrzijo privzem medija ter spros¢anje uéinkovine, hkrati pa ovirajo izmenjavo z Na" ioni
(48, 50). Vendar pa dodatek NaCl, ki smo ga dodali Na-alginatu, omogoca nastanek por,
kar vpliv velikosti ionov na sprosc¢anje furosemida iznici. Glede na vse dobljene rezultate
pa lahko recemo, da erozija, ne glede na to, da literaturni podatki navajajo, da je sproScanje
slabo vodotopnih ucinkovin iz hidrofilnih ogrodij odvisno predvsem od le-te, nima
velikega vpliva (48, 50, 51).

Popolnoma enak trend sprosc¢anja furosemida kot v vodni raztopini HCI zasledimo v
precis€eni vodi, le da je v tem mediju najve¢ja sproS¢ena koncentracija po 24-ih urah
sproscanja nekoliko visja, ne glede na to, s katerimi ioni smo premrezili alginatno ogrodje.
Tako se je iz mikrosfer, premrezenih z 0,3M koncentracijo Ca®" ionov v omenjenem
asovnem intervalu sprostilo 95% furosemida, iz mikrosfer premrezenih z 0,5M Ca®" ioni
dobrih 90%, iz tistih s kombinacijo Ca®" in Zn*" ionov skoraj 70%, ter vseh ostalih
(mikrosfere premrezene z AI’*, Cu®" in dodatno hitosansko ovojnico) priblizno 50%.
Dobljeni rezultati se popolnoma ujemajo s tistimi, ki smo jih dobili v vodni raztopini HCI.
V fosfatnem pufru s pH = 6,8 so rezultati nekoliko drugacni. Koli¢ina sproS¢enega
furosemida je po 6-ih urah sproScanja iz vseh mikrosfer skoraj 100% (izjema so mikrosfere
premrezene z Cu®" ioni, ki imajo poleg izjemno upolasnjenega sproitanja glede na

spros¢anje v ostalih medijih tudi zelo slabo ponovljivost, ki je lahko posledica
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nehomogenega premrezenja), medtem ko se hitrost sproScanja nekoliko razlikuje.
Najhitreje se je u¢inkovina sprostila iz mikrosfer premrezenih z 0,5M Ca®" ioni in sicer se
je po 1 uri spros¢anja v medij sprostilo 90% uginkovine, iz 0,3M koncentacije Ca*" ionov
80%, iz mikrosfer s hitosansko ovojnico 70%, iz tistih s kombinacijo Ca’" in Zn*" ionov
dobrih 40%, nekoliko manj iz Al-alginata, ter samo 5% iz mikrosfer premrezenih z Cu®"
ioni. Delez spros¢enega furosemida iz mikrosfer premrezenih z vsemi kationi, je v tem
mediju tako visok zaradi razpada alginatnega ogrodja, ki se po dolo¢enem ¢asu popolnoma
raztopi. Hitosanska ovojnica v fosfatnem pufru zmanjSa raztapljanje alginata in s tem
prepreci sproscanje furosemida v medij, kar potrjuje tudi rezultat erozije, zato smo
pricakovali, da bo spros¢anje iz mikrosfer z dodatno hitosansko ovojnico pocasnejse.
Dobljeni rezultati so to tudi potrdili. Spro§¢anje iz mikrosfer premrezenih z AI’* ioni je

bilo, ne glede na to, da so mo¢no erodirale ter nekoliko manj nabrekale, precej zadrzano.

2
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Slika 31: Vpliv razlicnih kationov na delez sproscenega furosemida (%) iz alginatnih
mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od casa v vodni raztopini HCI s

pH=3n=3.
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Slika 32: Vpliv razlicnih kationov na delez sproscenega furosemida (%) iz alginatnih
mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca*" ioni v odvisnosti od casa v precisceni vodi s pH = 5,5;

n=23.

%)

§ —+—0,3M CaCD2

= —=—0,3M CuCR2

E 0,3M AICB

3 0,3M CaCL2 + ZnCI2
)§ —a—(,3M CaClL2 + hitosan
3 —+—0,5M CaC2

S

¢as[h]

Slika 33: Vpliv razlicnih kationov na delez sproscenega furosemida (%) iz alginatnih
mikrosfer premrezenih z 0,3M Ca’" ioni v odvisnosti od ¢asa v fosfatnem pufiu s pH = 6,8;

n=23.
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S. SKLEPI

Namen diplomskega dela je bila izdelava ¢vrstih in mehansko odpornih mikrosfer iz

alginatnega ogrodja in proucevanje vpliva pH medija, pomoznih snovi (laktoza in NaCl)

ter premrezevalnih kationov na nabrekanje in erozijo le-teh, poleg tega pa tudi vpliv

omenjenih parametrov na sproscanje furosemida kot modelne u¢inkovine.

Prisli smo do naslednjih ugotovitev:

VREDNOTENJE NABREKANJA IN EROZIJE

Dodane pomozne snovi (laktoza in NaCl) vplivajo tako na nabrekanje kot erozijo
alginatnih mikrosfer; povecajo poroznost, zato je nabrekanje v primeru mikrosfer z
dodano laktozo in NaCl vecje kot tistih in samega Ca-alginata. Podobno smo
ugotovili tudi za erozijo, saj imajo mikrosfere brez dodatkov za priblizno 10% nizjo
erozijo od tistih z dodano laktozo in NaCl.

Poleg pomoznih snovi ima na nabrekanje in erozijo matriksa mikrosfer velik vpliv
tudi medij, v katerem alginatne mikrosfere nabrekajo. Nabrekanje mikrosfer je v
fosfatnem pufru kar 10 krat vecje od tistega v precis¢eni vodi, medtem ko v
nabrekanju v precis€eni vodi in vodni raztopini HCI ni bistvene razlike. Vpliv pH
medija na erozijo ni tako izrazit.

Tretji parameter, za katerega smo dokazali, da tudi vpliva na nabrekanje, je vrsta
premrezevalnega kationa, njegova valenca, koncentracija in afiniteta le-tega do
alginatnih verig. Nekoliko manjsi vpliv kot na nabrekanje imajo omenjeni
parametri na erozijo. Vecja koncentracija premrezevalnega iona tvori bolj ¢vrst gel
zaradi Cesar alginatno ogrodje manj nabreka. Enak u¢inek doseZzemo z ioni z vi§jo
valenco (AI’) ter tistimi, ki imajo ve&jo afiniteto do alginata (Cu*" > Ca*" > Zn*",

AP,

VREDNOTENIJE SPROSCANJA FUROSEMIDA

Spros¢anje furosemida, je tako kot nabrekanje in erozija, odvisno dodanih
pomoznih snovi, pH medija in premreZevalnih kationov.
Laktoza in NaCl povecata delez sproScene ucinkovine na racun povecane

poroznosti alginatnega ogrodja.
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e Sproscanje furosemida iz alginatnega ogrodja je v fosfatnem pufru hitrej$e in delez
spros¢ene ucinkovine je vecji kot v vodni raztopini HCI in precisceni vodi.

e Tako kot na nabrekanje in erozijo, tudi na sprosc¢anje ucinkovine vplivajo vrsta,
valenca in koncentracija premrezevalnega kationa ter afiniteta le-tega do
alginatnega matriksa. Sproscanje iz alginatnega ogrodja z bolj ¢vrsto strukturo, je
tako kot nabrekanje, zakasnjeno.

e Ne glede na to, da literaturni podatki navajajo, da ima erozija najvecji vpliv na
sprosc¢anje furosemida iz alginatnih mikrosfer pa smo dokazali, da na spro$¢anje
ucinkovine iz alginatnega ogrodja precej bolj vpliva nabrekanje le-tega kot pa

njegova erozija.
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