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SAZETAK

Za potrebe rada pripravljene su i karakterizirane poli(met)akrilne mikroCestice s
uklopljenim mupirocin kalcijem primjenom tehnike suSenja rasprSivanjem. IstraZeni su utjecaji
omjera lijeka i polimera (5:1,2:1,1:1,1:2,1:5, m/m), ulazne temperature (70 - 110 °C),
koncentracije otopine za rasprsivanje (1-5%, m/m), otapala za pripravu otopine za rasprsivanje te
fizickih oblika polimera na ucinkovitost uklapanja lijeka u mikrocestice, iskoriStenje procesa, brzinu
oslobadanja lijeka iz mikrocestica, morfologiju i veli¢inu Cestica te svojstva ¢vrstog stanja i fizicku
stabilnost. Veli¢ina Cestica analizirane je metodom difrakcije laserske zrake pri niskom kutu, a
morfologija primjenom elektronskog mikroskopa. Svojstva ¢vrstog stanja odredena su primjenom
rendgenske difrakcije, modulirane diferencijalne pretrazne kalorimetrije i termogravimetrije te
Fourier transformirane infracrvene i Ramanove spektroskopije. Kinetika oslobadanja lijeka iz
mikrocestica analizirana je pomoc¢u monoeksponencijalnih i bieksponencijalnih matematickih
modela. Ispitana je antimikrobna djelotvornost mikrocestica na sojevima Staphyloccocus aureus radi
potvrde funkcionalnosti pripravljenih mikrocestica kojima se postiZze najpovoljnije in vitro
oslobadanje lijeka.

Najuspjesnije kontrolirano oslobadanje ostvareno je za uzorke s povecanim udjelom lijeka
(omjer lijeka i polimera 2 : 1, m/m), pripravljenim pri poviSenim ulaznim temperaturama (100 -
110 °C) ili iz otopina sa snizenom koncentracijom otopine za rasprsivanje (<4%, m/m). Kontrolirano
oslobadanje lijeka ostvareno je i za mikrocestice izradene iz razliCitih otapala sljede¢im
redoslijedom: metanol = metanol-etanol (50 : 50, m/m) > aceton-izopropanol (40 : 60, m/m).
Mikrocestice izradene iz razlicitih otapala bile su fizicki stabilne tijekom deset mjeseci, bez znatnijih
promjena u nacinu oslobadanja lijeka. Antimikrobna djelotvornost lijeka oslobodenoga iz
mikrocCestica pokazao da je lijek sacuvao svoju aktivnost i nakon procesa mikrokapsuliranja.
Takoder, usporeno oslobadanje lijeka potvrdeno je studijama dinamike uginuc¢a na S. aureus (ATCC
29213) i na meticilin-rezistentnom soju S. aureus (MRSA).

Opcenito, pocetna zasicenost lijeka/polimer u otopini, kao i ulazna temperatura i
uporabljena otapala upravljaju procesom ocvrséivanja tijekom suSenja kapljice te, posljeditno,
morfologijom mikrocestica i nacinom oslobadanja lijeka. Procesom susenja rasprsivanjem iz otopine
lijeka i polimera nastaju amorfne cvrste disperzije. Ovisno o omjeru lijeka i polimera, one su ¢vrste
otopine ili kombinacije ¢vrste otopine i amorfnih nakupina lijeka. Kontrolirano oslobadanje lijeka
ostvareno je samo iz amorfnih ¢vrstih otopina, uz preduvjet da je polimerni matriks nastao kasnije u
procesu suSenja, nakon dovoljnog sazimanja kapljice i stvaranja gus¢ega polimernog matriksa.
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SUMMARY

Spray dried microparticles containing mupirocin calcium were designed as
poly(meth)acrylic matrix carriers with modulated drug release for efficient local drug delivery at
minimum daily dose. Particle generation in spray-drying and its effect on release performance were
assessed by varying drug:polymer ratios (5:1, 2:1, 1:1, 1:2 and 1:5, w/w), inlet temperatures
(70-110 °C) and feed concentrations (1%-5%, w/w). Moreover, feed solvent influence at preselected
drug:polymer ratios (1:5 and 2:1, w/w) on the performance and stability of the prepared
microparticles was assessed. Morphology and particle size were determined using low-angle laser
light scattering and a scanning electron microscopy. Profound solid state characterization of the
microparticles was conducted using X-ray powder analysis (XRPD), thermogravimetric analyses
(TGA), modulated differential scanning calorimetry (MDSC), Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR) and Fourier transformed Raman spectroscopy (FT Raman). Mathematical
modeling (monoexponential and biexponential equations) was applied to characterize drug release
kinetics. In addition, a time-kill assay was performed using S. aureus (ATCC 29213) and clinically
isolated methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains at two concentrations in order to evaluate the
antimicrobial activity of microsystems.

The best control over mupirocin release was achieved for 2:1, w/w drug:polymer ratio and
found to be strongly process-dependant. The increased feed concentration (>4%) resulted in higher
burst release due to looser matrix formation, whereas increased inlet temperature (=100°C)
reduced burst release since formation of polymer matrices was enhanced by higher molecular
mobility and lower solvent residues. Molecular solid dispersions were obtained with weak drug-
polymer interaction; phase separation was observed only for the highest drug loading (~83%,
w/w). Morphology was markedly influenced by drug loading, but with no connection to release
behaviour. Mupirocin calcium-loaded microparticles intended for controlled drug release could be
obtained even with a high loading (~66%, w/w) of readily soluble drug when appropriate spray-
drying conditions were achieved and when the polymer deposition kinetics allowed appropriate
matrices to be formed.

The superior control of drug release from microparticles was achieved with a 2:1, w/w
drug:polymer ratio using solvents in the following order: methanol = methanol:ethanol (50:50,
w/w) > isopropanol:acetone (40:60, w/w). The solvent influence on morphology was less
pronounced for particular drug loading. However, solvent altered drug-polymer miscibility,
conceivably as a result of different solidification kinetics. Moreover, a time-kill assay performed on

S. aureus (ATCC 29213) and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) confirmed a prolonged release
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and preservation of antimicrobial activity of encapsulated drug. Irrespective of the solvents used,
drug:polymer ratio 1:5, w/w yielded less control over the drug release, as supported by the drug
release and antimicrobial activity data. For this drug:polymer ratio, the solvent affected the thermal
properties, but without a noteworthy impact on performance. The physical aging of the solid
dispersion after ten months of storage had negligible impact on the microparticle performance. The
feed solvent influenced the physical characteristics, stability and performance of microparticles.
Drug-polymer miscibility and the corresponding thermal properties, morphology, drug release and
antimicrobial activity were dependent on the drug loading and the solvent used.

The preparation of microparticles for controlled drug release via spray-drying is a complex
task accompanied with challenges to overcome burst release. Drug loading solely is not a sufficient
and reliable predictor of drug release pattern and should be evaluated in conjunction with
corresponding processing parameters. Microparticles intended for controlled drug delivery
necessitate the formation of well-formed (denser) matrices which can be tailored via appropriate
spray-drying processing, given that even small variations in the process may profoundly change
delivery system performance. Variations of initial saturation of drug/polymer, inlet temperature
and solvent used, were recognised as efficient tools to modulate the formation of proper polymer
matrices. Conclusively, spray-drying was proven as a suitable method for preparation of structured

microparticles able to control drug release even at exceptionally high drug loadings.
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1. UVOD



Primjena mikrotehnologije i nanotehnologije u istrazivanju novih terapijskih sustava
ima neprocjenjiv potencijal. Dostava lijeka na ciljano mjesto djelovanja u Zeljenoj terapijskoj
koncentraciji i dalje je izazov istrazivaCima s podrucja farmaceutske tehnologije.
Standardnim dozirnim oblicima kao $to su tablete i injekcije ¢esto se ne mogu jednostavno
kontrolirati mjesto i brzina oslobadanja lijeka. Koncentracija tako doziranog lijeka nerijetko
prelazi toksi¢nu razinu, a potom slijede brzi metabolizam i uklanjanje iz organizma.
Djelotvornost lijeka u tom slucaju ovisi o u€estalosti primjene te o brzini biotransformacije i
izluc¢ivanja. Suradnja pacijenata u terapiji nije dostatna za osiguranje potpunog ucinka lijeka
te su se ve¢ 1960-ih godina poceli razvijati i primjenjivati napredni terapijski sustavi na
bazi silikona i polietilena s kontroliranim oslobadanjem lijeka. Posljednjih godina, kao
rezultat intenzivnih biotehnoloSkih istraZivanja, otkrivaju se soficisticirani i potentni
lijekovi kao Sto su proteini i nukleinske kiseline. Konvencionalne tehnologije dostave lijeka
ne mogu se primijeniti na te molekule zbog vrlo uskoga terapijskog podrucja i toksi¢nosti
koja se uocava i pri najmanjoj fluktuaciji razine lijeka (Freiberg i Zhu, 2004; Tao i Desai,
2003).

Mikroterapijski sustavi s kontroliranom, modificiranom ili ciljanom dostavom lijeka
danas su mnogobrojni, njihova su istraZivanja raznovrsna te je gotovo nemoguce obuhvatiti
sve trenutacne spoznaje na tom podrucju. Ukratko, mikroterapijski sustavi unaprjeduju
farmakokineticki profil lijeka, a primarno se primjenjuju na onim mjestima gdje je njihova
veli¢ina znatna prednost (parenteralno, pulmonarno, okularno, (trans)dermalno, nazalno,
intrakranijalno u obliku implantata, pa i oralno, npr. u obliku gastroretentivnih i
mukoadhezivnih mikrocestica). Nadalje, ovisno o tipu polimera od kojih su izradene,
mikrocestice mogu biti mukoadhezivne (npr. kitozanske ili druge polisaharidne) (Agnihotri
i sur., 2004; Chowdary i Rao, 2004; Filipovi¢-Gr¢i¢ i sur., 2003; Liu i sur., 2008; Martinac i
sur., 2005a; Martinac i sur., 2005b), lipidne (Hafner i sur., 2009; Muller i sur., 2002),
fizioloski razgradljive (npr. polilaktati, poliglikolati ili njihovi kopolimeri) (Jilek i sur., 2005;
Mundargi i sur., 2008) ili nerazgradljive (npr. silikonske, metakrilne, etilcelulozne,
poloksamerne) (Batrakova i Kabanov, 2008; Pepic i sur., 2010; Tao i Desai, 2003). Danas se
u mikroterapijske sustave ugraduju razli¢ite ljekovite tvari, od malih organskih ili

neorganskih molekula, pa sve do peptida, proteina, DNK i RNK molekula, cjepiva i gena te



njihovih konjugata za ciljanu dostavu lijeka (Allemann i sur., 1998; Azarmi i sur., 2008;
Hughes, 2005; Jiang i sur., 2005; Jilek i sur., 2005; Langer i sur., 1997; Mundargi i sur., 2008;
O'Hagan, 1998; Park i sur., 2006).

Mikrocestice se proizvode razlic¢itim tehnikama utemeljenima na kemijskim i fizicko-
kemijskim metodama (hladenje rastaljenih disperzija, polimerizacija na granici faza,
separacija faza iz vodenih i nevodenih medija - koacervacija) te na uklanjanju otapala
(ekstrakcija otapala iz emulzija, suSenje rasprSivanjem) (JalSenjak i sur., 1998; Mora-
Huertas i sur., 2010; Wischke i Schwendeman, 2008). Razvoj naprednih terapijskih sustava
neminovno je uvjetovao snaZan napredak tehnologija priprave mikrocestica. Neke od
modernijih tehnologija ukljucuju susenje rasprsivanjem u kriogenim medijima (engl. spray-
freeze drying), tehnologije utemeljene na uporabi superkriti¢nih fluida, elektrorasprsivanje
(engl. electrospray), ultrazvucno rasprsivanje i mikrofluidizacija (Chow i sur., 2007; Li i sur.,
2008; Shoyele i Cawthorne, 2006; Ye i sur., 2010) te neke zasti¢ene inovativne tehnologije
(Microsponge®, Prolease®) (Embil i Nacht, 1996; Tamber i sur., 2005).

SuSenje rasprsSivanjem istodobno je kompleksan i jednostavan proces priprave
mikrocestica s kontroliranim oslobadanjem lijeka (Ré, 2006). Rasprsivati se mogu otopine,
emulzije ili suspenzije. Ta je tehnika primjenjiva za uklapanje hidrofilnih i hidrofobnih
lijekova, za sterilne i termolabilne materijale. U svjetlu nedavnih znanstvenih istrazivanja o
Cesticnom inZenjerstvu u susenju rasprsivanjem (Hadinoto i sur., 2007a; Kawakami i sur.,
2010; Vehring, 2008), postaje jasno koliko je bitno razumijevanje utjecaja procesnih
parametara i sastava formulacije na fiziCko-kemijska svojstva mikrocestica koje onda
odreduju njihovu funkcionalnost.

Osim toga, pri brzom suSenju smjese lijeka i polimera najceS¢e nastaju neuredene,
amorfne strukture, tj. ¢vrste disperzije. One mogu imati svojstva bitno razli¢ita od samog
lijeka ili polimera. Interakcije izmedu polimera i lijeka, s jedne strane, te struktura ¢vrstog
stanja, s druge strane, mogu mijenjati topljivost i stabilnost lijeka te nacin njegova
oslobadanja iz polimernog matriksa. Amorfni su sustavi podlozni strukturnim promjenama
koje u konacnici mogu mijenjati nac¢in otpustanja ili dovesti do nepotpunog oslobadanja
lijeka. Strukturne relaksacije u amorfnim sustavima ovise o procesu izrade, zaostalim

otapalima, kao i o postojanju interakcija (Craig i sur., 1999; Hancock i Zografi, 1997).



Fenomeni koji upravljaju nastankom mikrocestica nedovoljno su istrazeni. Utjecaj
procesnih i formulacijskih parametara na morfologiju, raspodjelu lijeka unutar
mikrocCestice, kontrolu oslobadanja lijeka i ostala fiziCko-kemijska svojstva cvrstih
disperzija obiluju otvorenim pitanjima. IstraZivanja uklapanja mupirocin Kkalcija u
poli(meta)krilni polimer provedena su radi produbljivanja trenuta¢nih spoznaja o nastanku
Cestica tijekom suSenja rasprSivanjem te o svojstvima i stabilnosti nastalih ¢vrstih
disperzija.

Mupirocin kalcij topicki je antibiotik, derivat pseudomonske kiseline i izolat
ferementacije Pseudomonas fluoresens, koji se u farmakoterapiji primjenjuje iskljucivo
eksterno. Njegove ucestale dnevne primjene umanjuju suradnju pacijenata, kao iizglede za
uspjesSnost terapije. Stoga je postojala opravdana potreba da se izradi topicki pripravak s
kontroliranim oslobadanjem lijeka na povrsini koZe koji bio omogucio jednokratnu dnevnu

primjenu lijeka.



2. TEORIJSKI DIO



Teorijski dio obuhvaca tri osnovne cjeline koje prozimaju cilj, rezultate i raspravu te
zakljucke ove disertacije. Poglavlje poc¢inje osnovnim, suvremenim spoznajama o amorfnom
stanju i ¢vrstim disperzijama, njihovoj fizici, svojstvima i tehnikama karakterizacije. Mnoge
teorije koje opisuju amorfno stanje primjenjive su i za Ccvrste disperzije kao
viSekomponentne sustave. Teorijski se dio nastavlja primjenom tih znanja u tehnologiji
suSenja rasprsivanjem, u potpoglavlju u kojemu se opisuje proces nastanka cestica i
svojstva mikrocCestica koja odreduju njihovu funkcionalnost i primjenu. Poglavlje zavrSava

podacima o mupirocin kalciju.

2.1. Amorfno stanje

Mnoge farmaceutski vazne tvari, kao $to su pomoc¢ne supstancije, funkcionalni
polimeri i sami lijekovi (osobito peptidi i proteini), postoje u amorfnom stanju (grc.
amorphos - bez oblika). Za razliku od kristala, u amorfnom stanju ne postoji periodi¢no
uredena trodimenzionalna struktura dugog dosega (sl. 2 - 1). Molekule amorfne tvari nalaze
se u medusobno nasumi¢nom poloZzaju, sli¢no kao u teku¢inama. Medutim, amorfi posjeduju
uredenost kratkog dosega na udaljenosti od samo nekoliko molekula. Karakteriziraju ih

rezidualna kristali¢nost i podrucja razlic¢itih gustoc¢a (Hilden i Morris, 2004; Yu, 2001).
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Slika 2 - 1. U amorfnom stanju raspored molekula nije u potpunosti nasumican
kao u plinovitom stanju, niti u potpunosti ureden kao u kristalnom stanju. Amorfno
stanje moZe imati podrudja razlic¢ite uredenosti (npr. a i ), s potpuno drugacijim

gustoéama (Yu, 2001).

2.1.1. Vaznost amorfnog stanja

Bitno je naglasiti da su svojstva amorfnih tvari znatno drugacija od svojstava
njihovih kristalnih inacica (Hancock i Zografi, 1997). U farmaceutskoj industriji amorfni se
lijekovi najcesc¢e susrecu pri izradi c¢vrstih disperzija lijeka u polimeru radi postizanja
kontroliranog oslobadanja lijeka (uz netopljive polimere), poboljSanja topljivosti lijeka (uz
topljive, hidrofilne polimere) te u liofilizatima. Najbitnija prednost amorfa u odnosu prema
kristalu jest njegova bolja topljivost, a samim time i bolja bioraspoloZivost. No amorfe prati
veta kemijska reaktivnost te opasnost od spontanog prijelaza u kristalno stanje (Sto
ugrozava bioraspoloZivost lijeka tijekom skladiStenja ili obrade) (Hancock i Zografi, 1997).
Amorfni lijekovi mogu nastati s namjerom, pa je njihove nedostatke lakSe kontrolirati.
Medutim, oni vrlo Cesto nastaju tijekom obrade lijeka u tehnoloSkom procesu, i to u maloj
koli¢ini na povrSini kristala, koja se teSko detektira, a u konacnici narusava fizicku i

kemijsku stabilnost lijeka. Jednako tako, velik broj ekscipijensa ili ljekovitih tvari egzistira u



amorfnom stanju, pa je njegova svojstva potrebno poznavati radi ispravne obrade i cuvanja

(Craig i sur., 1999).

2.1.2. Tehnike amorfizacije

Tablica 2 - 1. predocuje najcesce tehnike dobivanja amorfnih tvari. Izrada amorfnih
materijala relativno je lagana za materijale sklone formiranju staklastih struktura, i
obratno. Termodinamicki gledano, sklonost tvari da stvara staklasto stanje potjece od
svojstava njegova Kkristalnog stanja, koje moZe imati ,loSe“ pakiranje molekula ili viSe
stupnjeva sloboda. Kineticki gledano, spora kristalizacija omogucuje ostakljivanje (engl.
vitrification) tvari, uz izostanak nukleacije i rasta kristala. Nastanku amorfa pridonosi i
postojanje konformacijske fleksibilnosti molekule (kao npr. u ugljikohidrata) (Yu, 2001).

Amorfi, kao Sto je prije receno, imaju stanovitu uredenost. Nacin izrade najbitniji je
parametar koji odreduje uredenost kratkog dosega amorfne tvari, a time i njezina svojstva i
stabilnost. Na primjer, amorfizacija mljevenjem obuhvaéa dovodenje energije za
pobudivanje i lom kristala te nastanak metastabilnoga amorfnog stanja. Nasuprot tome,
amorfizacija brzim hladenjem taline nastaje zbog kontinuiranog porasta viskoznosti.
Moguce je pretpostaviti da ¢e amorfno stanje nastalo mljevenjem strukturno nalikovati
kristalnom stanju, dok ono nastalo brzim hladenjem moZe imati bitno drugaciju lokalnu

uredenost (Surana i sur., 2004a).

Tablica 2 - 1. Tehnike amorfizacije tvari (Angell, 1995; Surana i sur., 2004b)

kompakcija ili kompresija kristala

zracenje ili intenzivno mljevenje kristala
Tehnike difuzijski-kontrolirana reakcija u ¢vrstom stanju (dehidracija iz hidrata)
amorfizacije = brzo hladenje taline (engl. quench-cooling)

isparavanje otapala (suSenje rasprsivanjem i liofilizacija)

taloZenje iz otopine




2.1.3. Fizika amorfnog stanja

Klju¢ne razlike izmedu amorfnoga i kristalnog stanja te fazni prijelazi koji ih prate
mogu se shematski prikazati dijagramom ovisnosti entalpije (H), entropije (S) i specificnog

volumena (V) o promjeni temperature (T) u zatvorenome termodinami¢kom sustavu

(sl.2-2).
Axéina
volumen
entalpija pothladena te
entropija

staklasto stanje

Kkristalno stanje

Tk Tgz Tg1 Tm
temperatura

Slika 2 - 2. Shematski prikaz promjene volumena, entalpije i entropije s promjenom temperature

Pri niZim temperaturama, a ovisno o toplinskom kapacitetu (C,) i toplinskome
ekspanzijskom koeficijentu («), kristalne tvari pri porastu temperature dozivljavaju male
promjene entalpije i volumena. Na temperaturi taljenja (7») kristala dogada se fazni prijelaz
prvog reda. On je popracen diskontinuiranom promjenom entalpije ili entropije, Sto
eksperimentalno znaci da tijekom fazne transformacije postoji primanje ili otpustanje
toplinske energije (Agren, 2002).

Nadalje, brzim hladenjem taline, tj. tekuéine, vrijednosti entalpije i volumena prate
ravnoteznu liniju ispod temperature taljenja (T) u podrucje tzv. pothladene tekuc¢ine (engl.
supercooled liquid). To se stanje u hrvatskom jeziku cCeSc¢e naziva vis(o)koelasticnim ili
gumastim stanjem (engl. rubbery state) (Janovi¢, 1997). Proces kristalizacija vidljivo
izostaje zbog brzine hladenja ili zbog nepovoljnih sterickih uvjeta prouzrocenih veli¢inom i
oblikom molekula (npr. u vecine proteina) (Craig i sur., 1999). Tijekom toga faznog prijelaza

nema diskontinuirane promjene entalpije ni volumena. To je stanje strukturno slicno
9



teku¢inama, ali ima mnogo vecu viskoznost (najces¢e izmedu 10-3 i 1012 Pas) i znatnu
molekulsku gibljivost (srednja vremenska skala gibljivosti molekula manja je od 100 s).
Karakteristi¢na svojstva pothladene tekucine izrazito ovise o temperaturi.

Daljnjim hladenjem tvari dolazi do blage promjene nagiba ravnotezne linije entalpije
i volumena te do stvaranja nove staklaste faze (engl. glassy state). Fazni se prijelaz dogada
pri karakteristicnoj temperaturi koja oznacava stakliste ili temperaturu staklastog prijelaza
(Ty) (engl. glass transition temperature). Svojstva neravnotezZnoga staklastog stanja
odstupaju od svojstava gumastog stanja (Hilden i Morris, 2004). Translacijska i rotacijska
gibanja molekula u staklastom stanju znatno su smanjena, ali vibracije molekula i dalje
postoje (Craig i sur., 1999; Surana i sur., 2004a). Tekuc¢ina je prakticki ,smrznuta“. Staklasto
stanje je neravnoteZno stanje s viSom entalpijom od kristalnog stanja. Daljnje smanjenje
temperature ne uzrokuje bitnije promjene staklastog stanja. Viskoznost mu je obi¢no veca
od 1012 Pas, a srednja vremenska skala gibljivosti molekula ve¢a od 100 s.

Nastanak gumastoga i staklastog stanja smatraju se faznim prijelazima drugog reda
(sl. 2 - 3) zbog kontinuirane promjene entalpije i volumena sustava. S obzirom na to da se
toplinski kapacitet definira kao nagib pravca ovisnosti entaplije o promjeni temperaturi pri
konstantnom tlaku, lako je zakljuciti da se na temperaturi stakliSta mijenja specifi¢ni
toplinski kapacitet (C,). Upravo je promjena toplinskog kapaciteta bitno obiljeZje faznih
prijelaza drugog reda. Prijelaz je ovisan o gibljivosti molekula te u njemu nema izmjene
toplinske energije (Agren, 2002; Craig i sur., 1999). Promjena specifi¢tnoga toplinskog
kapaciteta pri T varira od tvari do tvari i sluzi kao mjera fragilnosti amorfnog sustava.
Staklasto se stanje popularno definira kao teku¢ina bez sposobnosti teCenja (Angell, 1995).
Zbog poviSene unutarnje energije amorfno stanje ima promijenjena termodinamicka
svojstva (npr. topljivost, tlak para, adsorpciju para) i mehanicka svojstva te vecu kemijsku

reaktivnost.

10



a) b)
entalpija entalpija
volumen volumen
taljenje
diskontinuirani ?
staklasti prijelaz

kontinuirani prijelaz

Tm Tg
temperatura temperatura

Slika 2 - 3. a) Fazni prijelazi prvog reda s diskontinuiranim prijelazom topline i volumena; b) fazni

prijelaz drugog reda s kontinuiranim prijelazom entalpije i volumena

Prethodno je opisano nastajanje staklastog stanja naglim hladenjem taline. Bitno je
naglasiti da amorfno stanje nastaje zbog kontinuiranog porasta viskoznosti (kontinuiranog
ocvrséivanja), dok se Kkristalizacija dogada zbog diskontinuiranog porasta viskoznosti
(diskontinuiranog oc¢vrscivanja) tijekom kojega dolazi do rasta kristala u talini. Preduvjet da
se umjesto kristalizacije dogodi ostakljivanje jest da kriticna brzina hladenja (q.) bude

dovoljno velika, a definira se ovako:

gdje 71, oznacava indukcijsko vrijeme nukleacije, a T, temperaturu pri kojoj se dogada
nukleacija. Kada je brzina q. dovoljno velika, Kkristalizacija je sprijecena. Najbrze hladenje
koje se eksperimentalno moZe postici jest 107 K s1 (npr. pri suSenju rasprsivanjem ili
uranjanjem taline u tekuc¢i dusik) (Hilden i Morris, 2004). Dodatno, temperatura stakliSta
ovisna je o brzini ostakljivanja te sporije ostakljivanje rezultira niZom temperaturom

staklista (Tj,; sl. 2 - 2).

11



2.1.3.1. Kauzmannov paradoks

Iz slike 2 - 2. vidljivo je da bi ekstrapolacija ravnoteznog pravca pothladene tekucine
(uz izostanak staklastog prijelaza) pri kriti¢noj temperaturi dovela do neuredenog stanja s
nizom energijom od kristala te bi sustav u konacnici dosegnuo negativnu entalpiju. Ta se
kriti¢na temperatura naziva Kauzmannovom temperaturom, Ty, te se smatra najniZom
eksperimentalnom temperaturom staklastog prijelaza. Slu¢aj u kojemu bi metastabilno
staklasto stanje poprimilo niZu konfiguracijsku entropiju od kristala naziva se
Kauzmannovim paradoksom. Ta se pojava smatra paradoksom jer neuredeno tekuce stanje
mora imati vecu entropiju nego uredeni kristal. Jedno od rjeSenje Kauzmannova paradoksa
jest nastajanje termodinamicki uvjetovanoga staklastog stanja (prije nego entropija
pothadene tekucine padne ispod entropije kristala) pri kojem je zbog promjene toplinskog
kapaciteta smanjen gubitak entropije i sprijecena termodinamicka kriza sustava (Hilden i

Morris, 2004).

2.1.4. Teorije staklastog prijelaza

Priroda staklastog prijelaza nije jednoznac¢na. O njoj postoji viSe teorija, ali nijedna
nije univerzalno prihvaéena. OpazZanjem da staklasti prijelaz karakteriziraju promjene
termodinamickih parametara kao Sto su volumen, entalpija i entropija namece se zakljucak
da je ta pojava prijelaz drugog reda. Ali s obzirom na to da je primijeena ovisnost
staklastog prijelaza o brzini ostakljivanja, a prema definiciji prijelazi drugog reda nisu o
tome ovisni, staklasti se prijelaz ne moZe smatrati idealnim prijelazom drugog reda (Agren,
2002; Craig i sur., 1999). U daljnjem tekstu opisane su kineticka i termodinamicka teorija

staklastog prijelaza.
2.1.4.1. Kineticki model staklastog prijalaza - teorija slobodnog volumena

Model slobodnog volumena razvijen je za tekucine uz pretpostavku da su sastavljene
od oscilirajucih sfera. Ukupni volumen tekucine podijeljen je na dva dijela: a) na dio koji je
zauzet sferama bez termickih oscilacija pri temperaturi 0 K (Vo) i b) na dio koji je slobodan

za gibanje i oscilaciju sfera (Vs). Slobodni volumen (Vs) dalje se mozZe podijeliti na termicki
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volumen (Vierm), koji je zauzet tijekom termickih gibanja sfera i ostatni volumen (Vost), koji
nikad nije zauzet sferama. Slobodni volumen (Vi) odreden je Supljinama razliCitih poloZaja i
veli¢ina, ovisno o nasumicnom rasporedu molekula.

S povecanjem temperature raste volumen zauzet termickim oscilacijama, a smanjuje
se gustoca tvari. Vrijedi i obrnuto. Na temperaturama ispod T smanjeni slobodni volumen
(i ve¢a gustoca) cine energetsku barijeru nasumicnoj raspodjeli slobodnog volumena (t;j.
slobodni je volumen donekle ureden). U tim su uvjetima toplinski ekspanzijski koeficijenti
staklastoga i kristalnog stanja sli¢ni. U podrucju ispod Tg povecanje temperature dovodi do
povecanja vibracija molekula oko fiksnih poloZaja uzrokuju¢i ekspanziju. Pritom je volumen
joS uvijek neravnomjerno rasporeden. Povecanje entropije s povelanjem temperature
maleno je jer translacijska gibanja ne pridonose promjeni volumena. Na temperaturama
iznad T, termicka je energija dovoljna za prevladavanje energetskih barijera i ravnomjernu
raspodjelu slobodnog volumena. Toplinski ekspanzijski koeficijent postaje slican
koeficijentima tekucina te nastaje povecanje entropije sustava s porastom temperature. Taj

pristup Cesto sluzi za opisivanje polimera (Hilden i Morris, 2004).
2.1.4.2. Termodinamicki model staklastog prijelaza

Termodinamicki model staklastog prijelaza bazira se na Gibbs-Dimarziovoj teoriji
koja kaZe da ispod Tg postoji pravi termodinamicki prijelaz drugog reda kako bi se izbjegla
Kauzmannova kriza. Broj atoma koji sudjeluju u kooperativnom razmjestaju postaje veci
kako se povecava temperatura. S obzirom na to da se s povecanjem slaganja atoma
smanjuje entropija, konfiguracijska je entropija varijabla koja kontrolira pribliZzavanje
staklastom prijelazu. To je u sukobu s kinetickom teorijom Kkoja, prema kojoj se staklasti

prijelaz dogada pri konstantnom volumenu (Hilden i Morris, 2004).

2.1.5. Stabilnost amorfa

Staklasto je stanje neravnotezno u usporedbi s kristalnim, te ¢e se amorf uvijek
nastojati vratiti/relaksirati u ravnotezno stanje ili stanje nize energije. Slobodna energija
amorfnog stanja razlika je slobodne energije amofnog stanja u usporedbi s kristalnim

stanjem. Uvjetovana je tehnikom amorfizacije te se definira kao termicka povijest tvari.
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Znatno utjece na strukturne relaksacije, difuzivnost, stabilnost i temperature stakliSta

amorfne tvari.
2.1.5.1. Strukturne relaksacije

Relaksacije su, u njihovoj najsiroj definiciji, prijelazi molekula iz nepovoljnijega viSeg
energetskog stanja u ravnoteZno stanje ili stanje niZe energije. Strukturne se relaksacije
odnose na promjene rasporeda atoma/molekula tijekom relaksacije. NeravnoteZna se
staklasta stanja zbog znatne gibljivosti molekula, viSka slobodne eneregije i vecega
slobodnog volumena nastoje strukturno vratiti u ravnoteZno stanje najniZe slobodne
energije i najmanjeg volumena. Ta se promjena naziva fizickim starenjem (engl. physical
ageing, annealing). Taj proces ovisi o temperaturi (s obzirom na temperaturnu ovisnost
gibljivosti molekula) i vremenu (konstanta relaksacijskog vremena t povetava se s
vremenom) (Janssens i sur., 2008b; Surana i sur., 2004a). OcCito je da su strukturne
relaksacije usko povezane s gibljivosti molekula.

Temperaturna ovisnost relaksacijskog vremena opisana je Vogel-Tammann-

Fulcherovom jednadZbom:

DT,

u kojoj je T srednje relaksacijsko vrijeme, T temperatura, a 7o, D i To konstante. Pretpostavlja
se da Ty konstanta odgovara Kauzmannovoj temperaturi, a 7o vremenu relaksacije
nerestriktivnog materijala. Kad je T=0, dobiva se poznata Arrheniusova jednadzZba te je D
direktno razmjeran aktivacijskoj energiji gibanja molekula.

S obzirom na temperaturnu ovisnost aktivacijske energije potrebne za gibanje
molekula neposredno ispod i iznad staklista, amorfe je moguce podijeliti na jake (engl.
strong) ili fragilne (engl. fragile). Neki proteini i silicijev oksid primjeri su tvari koje grade
jake amorfne strukture s malom promjenom toplinskog kapaciteta na temperaturi staklista,
tako da se ta promjena obi¢no ne moZe otkriti rutinskim kalorimetrijskim metodama.
Fragilni amorfi imaju izraZeniju temperaturnu ovisnost molekulskoga gibanja u blizini Ty i

relativno veliku promjenu toplinskog kapaciteta pri Tg. U praksi fragilnost amorfa ukazuje
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na to kako se brzo povecavaju stukturne relaksacije kad se on zagrijava, priblizava i prolazi
kroz staklasti prijelaz. Kao okvirno pravilo vrijedi sljedece: relativni omjer temperature
taljenja i stakliSta (Tm/Tg) u kelvinima veci je od 1,5 za jake i manji od 1,5 za fragilne
amorfne sustave.

Kohlrausch-William-Wattsova jednadZba povezuje ,povratnu“ entalpiju relaksacije,
AHreiax (engl. relaxation recovery entalphy) s prosjecnom konstantom relaksacijskog

vremena, T, i strech parametrom £ i glasi:

et () - o (2

pri ¢emu je AHw energija dostupna za relaksaciju, AHr.ax Se odreduje uporabom DSC-a i

detektira se kao endotermni dogadaj koji se preklapa sa staklastim prijelazom i oznacava
energiju koju staklo mora uzeti iz okoline da bi nakon procesa relaksacije na temperaturi
ispod T postao pothladena tekucina, a @ je razina relaksacije koja se krece izmedu 1, gdje

uopce nema relaksacija, i O, gdje je relaksacija zavrsena.
2.1.5.2. Gibljivost molekula (globalna i lokalna)

Gibljivost molekula koja se primjecuje prilikom prelaska tvari iz staklastoga u
gumasto stanje naziva se a-gibljivost ili globalna gibljivost. Ona oznacava spora gibanja na
vecoj udaljenosti, slicno onima ukljucenim u viskozno tecenje tvari. Pravilo Ty - 50 kaZe da
molekulsko gibanje amorfne tvari postaje zanemarivo 50 °C ispod temperature stakliSta i
zbog smanjenje gibljivosti smatra se dobrom predikcijom stabilnosti amorfnog sustava
(Yoshioka i sur., 1994). a-gibljivost se moZe bitno modificirati dodatkom plastifikatora.

Spoznaja da pojedine amorfne tvari odstupaju od tog pravila te kristaliziraju
stajanjem na temperaturama bitno nizima od staklista, uputile su na zakljucak da postoje i
drugi Cinitelji koji utjecu na stabilnost amorfnih tvari te da ¢uvanje na temperaturama
Tg - 50 nije apsolutni uvjet za oCuvanje amorfnosti. Nadalje, pretpostavka da se, ovisno o
poloZaju Ty moZe predvidjeti sklonost amorfa kristalizaciji takoder se za neke slucajeve

pokazala neto¢nom jer su npr. nifedipin i felodipin sa slicnim Ty temperaturama imali
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razlic¢ite sklonosti kristalizaciji. Stoga se u novije vrijeme velika pozornost pridaje
proucavanju (3-gibanja ili lokalnoga gibanja molekula. B-gibanja su brza lokalna kretanja
dijelova molekula poput rotacije bo¢nih lanaca, uz relaksacijska vremena manja od 10! s
(Janssens i Van den Mooter, 2009). -gibanje molekula poznato je i kao Johari-Goldsteinovo
gibanje, prema autorima koji su ga podrobnije opisali. Oni su pokazali da takva gibanja
postoje i u malim rigidnim molekulama, bez unutarnjih stupnjeva slobode, koja obuhvacaju
gibanja cijelih molekula. Ta gibanja karakteriziraju niske aktivacijske energije i ona ne prate
Arrheniusovu jednadZbu, a njihova se stvarna priroda jo$ uvijek proucava (Bhattacharya i
Suryanarayanan, 2009).

B-gibanja katkad imaju ozbiljne posljedice na fizicku stabilnost, npr. na rast kristala
ili na kemijsku stabilnost. Medutim, [B-gibanja makromolekula (proteina) mogu biti
zaustavljena uporabom odgovarajuc¢ih ekscipijensa, Sto se primjenjuje pri stabilizaciji
makromolekula u liofilizatima.

Neke od dostupnih tehnika za detekciju i proucavanje [-gibanja jesu dielektri¢na
relaksacijska spektroskopija, nuklerna magnetna rezonancija i diferencijalna pretrazna

kalorimetrija (Bhattacharya i Suryanarayanan, 2009).
2.1.5.3. Kemijska stabilnost

Kemijska se stabilnost amorfnih tvari razlikuje od kemijske stabilnosti kristala. U
amorfnim tvarima reaktivne molekule (ili dijelovi molekule) imaju viSe ,slobode“ i
gibljivosti da ostvare degradacijsku reakciju nego kristalne tvari te je za veliki broj lijekova

ta teorija i potvrdena.
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2.2. Cvrste disperzije

2.2.1. Definicija i tipovi ¢vrstih disperzija

[zraz cvrste disperzije odnosi se na ¢vrste smjese fino rasprSene tvari (jedne ili viSe
njih) u polimernom nosacu (matriksu). Polimerni nosa¢ moZze biti kristalan ili amorfan.
Unutar nosaca tvar mozZe biti rasprSena na molekulskoj razini, moZe postojati u amorfnim
nakupinama (klasterima) ili u kristalima (Chiou i Riegelman, 1971). Ovisno o molekulskoj
raspodjeli komponenata unutar ¢vrste disperzije, moguce je razlikovati nekoliko tipova tih

disperzija (tabl. 2 - 2,sl.2-41i2 - 5).

Tablica 2 - 2. Tipovi ¢vrstih diperzija (van Drooge, 2006)

Tip ¢vrste disperzije Nosac Lijek Broj faza
1. eutekticka smjesaa kristalni kristalni 2
2. amorfni precipitati lvij ekau kristalni amorfni 2
kristalnom nosacub)
¢vrste otopine

kontinuirane ¢vrste otopinec) kristalni molekulski rasprsen 1
3.  diskontinuirane ¢vrste otopine kristalni molekulski rasprsen 2

supstitucijske ¢vrste otopine kristalni molekulski rasprsen 1ili2

intersticijske ¢vrste otopine kristalni molekulski rasprsen 2
4, staklaste suspenzije amorfni kristalni 2
5. staklaste suspenzije amorfni amorfni 2
6. staklaste otopine amorfni molekulski rasprsen 1

Legenda:

a) prvi izradeni tip ¢vrste disperzije nastaje od tvari koje su u ¢vrstom stanju nemjesive, ali su mjesive u teku¢em stanju, a
na temperaturi eutekticne smjese u odgovaraju¢em omjeru tvari zajedno kristaliziraju (Janssens i Van den Mooter, 2009);
b) iznimno rijedak oblik; ¢) mjeSiv pri svim omjerima, nikada izraden u farmaceutskoj primjeni, koncept preuzet iz fizike

metala
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Cvrste disperzije nisu uvijek jednostavne te mogu biti kombinacije navedenih tipova.
Informacija o tome nalazi li se lijek u nosacu u obliku kristala, amorfnih nakupina ili
molekulski rasprSen govori o tome koja je koli¢ina lijeka izloZena mediju za otapanje. Nacin
oslobadanja lijeka iz navedenih sustava nece biti jednak. Nadalje, fizicka stabilnost ¢vrstih
disperzija ovisi o nacinu raspodjele i gibljivosti molekula unutar binarnih smjesa lijeka i
polimera. Ako lijek unutar cvrste disperzije egzistira u obliku amorfnih nakupina, za
njegovu su Kkristalizaciju potrebna samo rotacijska gibanja molekule. Za molekulski
rasprsen lijek potrebno je i translacijsko i rotacijsko gibanje molekule prije nego zapocne
kristalizacija. Takoder, kemijska stabilnost lijeka moZe ovisiti o fiziCkom stanju nosaca jer
kristalni matriks onemogucuje translacijska i rotacijska gibanja lijeka nuzna za potencijalne

reakcije razgradnje.

2 00000
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+ —_ [ 4
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00000 00000

polimer "X lijek intersticijska "X

¢vrsta disperzija
Slika 2 - 4. Shematski prikazi a) supstitucijskih ¢vrstih disperzija (ne postoji velika
razlika u veli¢ini molekula lijeka i polimera te se oni mogu medusobno izmjenjivati;
disperzije mogu biti kontinuirane i diskontinuirane); b) intersticijskih cvrstih
disperzija (postoji velika razlika u velicini molekula; lijek je smjeSten izmedu

polimernih lanaca; disperzije su obi¢no diskontinuirane) (Van den Mooter, 2009)
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Opcenito, svojstva cvrste disperzije ovisit Ce o fizicko-kemijskim svojstvima lijeka i
polimera, postojanju interakcija medu njima i o tehnici izrade. Danas se u literaturi pod
terminom cvrste disperzije (bez daljnjeg objasSnjenja strukture) najceS¢e poimaju staklaste
(amorfne) otopine/suspenzije (tip 4 - 6), ali treba imati na umu da je to mnogo Siri pojam

koji obuhvaca razlicite fizicke smjese lijeka i polimera.

a) nakupine kristalnog
/ ili b) amorfnog lijeka u
amorfnom (staklastom)
nosacu

amorfni (staklasti)
polimerni nosac

c) molekulske
disperzije lijeka
u amorfnom

/ (staklastom)
nosacu

lijek

d) kompleksne faze
(nanokristalne domene)

Slika 2 - 5. Shematski prikazi ¢vrstih disperzija s amorfnim nosa¢em: a) staklaste
(amorfne) suspenzije s Kristalnim lijekom; b) staklaste (amorfne) suspenzije s
nakupinama amorfnog lijeka; c) staklaste (amorfne) otopine molekulski

rasprsenog lijeka; d) kompleksne strukture (Van den Mooter, 2009)

2.2.2. Mijesanje polimera i lijeka

Kao Sto je navedeno u tablici 2 - 3, lijek i polimer u ¢vrstoj disperziji mogu Ciniti
jednu ili viSe faza, tj. biti potpuno ili djelomi¢no pomijesani ili pak nemjesivi. Za postizanje
molekulski rasprsenog lijeka unutar staklastog polimera moraju biti zadovoljeni odredeni
kriteriji topljivosti u c¢vrstom stanju (engl. solid solubility), mjeSivosti i kineticke
stabilizacije. Topljivost u ¢vrstom stanju oznacava termodinamicku topljivost jedne Cvrste
tvari u drugoj, mjeSivost podrazumijeva mjeSivost dviju amorfnih tvari u njihovu

pothladenome tekuc¢em (gumastom) stanju, a kineticka se stabilizacija odnosi na
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imobilizaciju prezasi¢ene otopine lijeka u vrlo viskoznome matriksu radi sprjecavanja
separacije faza i kristalizacije (Janssens i Van den Mooter, 2009).

Za mjeSive staklaste cvrste disperzije temperatura staklastog prijelaza obi¢no se
nalazi izmedu stakliSta pojedinih komponenti, a ovisno o njihovim masenim udjelima.
Gordon-Taylorova (skr. GT) jednazba, utemeljena na teoriji slobodnog volumena, bila je
razvijana za proucavanje smjesa polimera (Gordon i Taylor, 1952). Danas se prema njoj

racunaju stakliSta smjesa Cvrstih disperzija, a glasi:

_ (Wi T, + Kw,T,)
g (w; + Kwy,)

’

U jednadzbi su T, i T, temperature staklista, a wi i w2 maseni udjeli lijeka i polimera

koji ¢ine ¢vrstu diperziju. Konstanta K izra¢unava se prema Simha-Boyerovu pravilu:

— pl Tgl
Pz ng'

K
u kojemu su p; i p2 gustoce polimera i lijeka. Prema istom nacelu mogu se izraditi i
jednadZbe za viSe od dvije komponente (Craig i sur., 1999; Hancock i Zografi, 1997).
Uskladenost temperature stakliSta smjese izmjerene i izracunane prema GT
jednadzbi sluzi za otkrivanje neidealnosti mijeSanja lijeka i polimera, pojave separacije faza,
postojanja razlika u veli¢ini molekula (neaditivnosti volumena), prisutnosti plastifikatora i
specificnih interakcija (Hancock i Zografi, 1997). SavrSeno izmijeSani sustavi imaju samo
jedno stakliste, a djelomi¢no mjesivi viSe njih. Lako je uocljivo da polimeri s vrlo visokim
stakliStem mogu dodatno stabilizirati ¢vrstu disperziju pomicanjem stakliSta smjese prema
viSim temperaturama (koje ga udaljavaju od wuobicajenih temperatura skladiStenja
lijekova)(Six i sur., 2004).
Cvrste disperzije s pozitivnim odstupanjem od GT predikcije opisane su u mnogim
radovima (Patterson i sur., 2007; Tajber i sur., 2005; van Drooge i sur., 2006). Primjerice,
van Drooge i sur. (2006) pokazali su da Ty smjese inulina (Tg=155 °C) i diazepama

(Tg=45 °C) zbog specificnih heteromolekuskih interakcija i velike razlike u polarnosti
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molekula raste c¢ak iznad Tg polimera (Tg(smjesey=158 °C). Velik porast Ty smjese (>50 °C)
rezultat je nastanka ionskih interakcija izmedu lijeka i polimera, npr. poliakrilne kiseline i
bazi¢nog lijeka (Weuts i sur., 2005).

Amorfne tvari imaju sposobnost apsorbcije velike koli¢ine vode. S obzirom na to da
je stakliSte vode na 136 K (-137,15 °C), njezina prisutnost znatno sniZava temperaturu
staklista. Govorimo o plastifikaciji ili omekSavanju amorfne smjese. Plastifikacija oznacava
pojavu smanjenja jakosti medumolekulskih sila, Sto inducira povecanje slobodnog
volumena, gibljivosti i elasticnosti molekula (Janovi¢, 1997). Tvari koje uzrokuju
omekSavanje nazivaju se plastifikatorima ili omekSavalima. Zbog sveprisutnosti vode, ona je
najcesci plastifikator amorfnih tvari u farmaceutskim pripravcima. Temperatura, tlak para i
svojstva same disperzije utjecat ¢e na razinu adsorpcije vode i plastifikaciju sustava
(Janssens i Van den Mooter, 2009). SniZavanje Tg smjese polimera i lijeka takoder se susrece
u C¢vrstim disperzijama, a nastaje zbog plastifikacije polimera lijekom (Patterson i sur.,
2007). Suprotno plastifikatorima, tvari koje povecavaju stakliSte amorfne smjese nazivaju
se punilima (Cesto se susrecu u kemiji polimera).

Pri postojanju interakcija izmedu polimera i lijeka primjenjuju se Kwe jednadZba,

koja predocuju modifikaciju GT jednadzbe i glasi:

B (W, Ty, + Kw,T,.)
9 (Wl + KWZ)

+ qwiwy,

gdje je q parametar prilagodbe ovisan o jakosti vodikovih veza u smjesi polimera i lijeka
(Wiranidchapong i sur., 2008).

Ako se smjesa sastoji od amorfne i Kristalne faze, mjeSivost se moZe proucavati
analizom sniZenja taliSta Kristalne faze. SniZenje taliSta ovisno o sastavu smjese i postoje¢im
interakcijama izraCunava se prema Nishi-Wangovoj jednadZbi utemeljenoj na Flory-
Hugginsovoj teoriji:

—T,, BV, ®?
Tm - Tmb = TZTl’
2
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gdje su T i Tmp temperature taliSta kristalne faze i smjese, B gustoca interakcijske energije
medu komponentama, V> molarni volumen ponavljajuce jedinice kristalne tvari, @; volumni
udio amorfne faze, a Ah; toplina spajanja mola kristalne faze po molu ponavljajuce jedinice

polimera (Wiranidchapong i sur., 2008).

2.2.3. Stabilnost ¢vrstih disperzija

Optimalna stabilnost ¢vrstih disperzija postiZe se smanjenjem gibljivosti molekula.
Nasuprot tome stoji ¢injenica da su c¢vrste disperzije termodinamicki nestabilne. Kad se
¢vrste disperzije lijeka u polimeru iskoriStavaju za kontrolirano oslobadanja lijeka (npr.
mikrocestice s kopolimerima mlijec¢ne i glikolne kiseline (engl. poly(lactic-co-glycolic) acid,
PLGA)), nestabilnost se ocituje u promjeni nacina oslobadanja lijeka, od povecanja
toksi¢nosti zbog naglog otpustanja lijeka ili subdoziranja zbog nepotpunog oslobadanja
lijeka. Amorfne mikrocestice nastoje prije¢i u stanje niZe strukturne eneregije koja je
povezana sa smanjenjem entalpije i volumena (i povecanjem gustoce sustava). Strukturne
relaksacije PLGA matriksa mogu mijenjati nacin oslobadanja lijeka zbog smanjenja
difuzivnosti lijeka uvjetovanoga redukcijom gustoe polimernog matriksa. Brzina
strukturnih relaksacija ovisi o temperaturi i viSku strukturne energije unutar sustava (tj. o
kolicini zaostalog nereda)(Allison, 2008).

Kristalizacija je krajnji oblik nestabilnosti cvrstih disperzija namijenjenih
poboljsanju topljivosti lijeka jer se pritom bitno narusava bioraspolozivost lijeka. Staklaste
suspenzije (tip 5) ili staklaste otopine (tip 6) stabilniji su sustavi jer migracija lijeka u
polimeru prethodi kristalizaciji lijeka. Nestabilnost ¢vrstih disperzija ne obuhvac¢a samo

pojavu kristalizacije nego bilo koju promjenu raspodjele lijeka i polimera.
2.2.3.1. Gibljivost molekula u ¢vrstim disperzijama

Kad su amorfni lijek i polimer homogeno pomijeSani, postoji samo jedna faza.
Poznato je da amorfi imaju bitno razlicite gibljivosti molekula ispod i iznad temperature
staklista. Uporabom polimera s visokim stakliStem povisuje se i stakliSte novonastale ¢vrste
disperzije, a u skladu s ve¢ opisanom Gordon-Taylor jednadZbom. Taj se pojam oznacava

kao antiplastifikacija i jedan je od mehanizama stabilizacije ¢vrste disperzije.
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U ¢vrstim disperzijama koje se sastoje od dvije faze, difuzija lijeka u matriksu bit ¢e
ograniCena temperaturom stakliSta matriksa, dok ¢e sklonost kristalizaciji lijeka unutar
amorfnog klastera ovisiti o temperaturi stakliSta samog lijeka. Utjecaj polimernog matriksa
na stabilizaciju bit ¢e izraZen samo na granici faza izmedu klastera lijeka i matriksa. Jasno je

da velicina izdvojene amorfne faze lijeka bitno odreduje stabilnost ¢vrste disperzije.
2.2.3.2. Inherentna sklonost kristalizaciji

Kristalizacija se ostvaruje kroz dva koraka: nukleaciju i rast kristala. Nukleaciju
potiCu niZe temperature, a rast kristala povecana gibljivost molekula. Brzina kristalizacije
ovisi o prirodi molekule: neke su sklone stvaranju kristala (kao mnoge lipofilne molekule),
neke prirodno postoje kao tekuéi kristali (npr. ciklosporin), a trece pak nisu sklone
kristalizaciji (npr. proteini). Sklonost kristalizaciji ovisi o molekulskoj masi, obliku,

kompleksnosti i orijentaciji molekula u kristalnoj reSetci (Hancock i Zografi, 1997).
2.2.3.3. Omjer lijeka i polimera

Omjer lijeka i polimera utjeCe na nekoliko bitnih odrednica stabilnosti ¢vrste
lijeka ima bitnu ulogu u inicijaciji Kkristalizacije, tj. Sto je veca njihova udaljenost,
kristalizacija je neizvjesnija. Nadalje, niski udio lijeka u polimeru smanjuje rizik
prekoracenja topljivosti u ¢vrstom stanju, tj. kad je kolicina lijeka veca od topljivosti lijeka u
polimeru, onda postoji pokretatka snaga za razdvajanje faza (relevantno samo za
djelomi¢no mjesSive ili nemjesive sustave). Trece, ako se upotrebljavaju polimeri s visokim
Tg, onda povecani udio lijeka u smjesi utjece na sniZavanje Ty smjese i potencijalno ugrozava
stabilnost.

Nasuprot tome, povecani udio lijeka moze djelovati i na suprotan nacin. ZabiljeZeni
su slucajevi da lijek djeluje kao punilo te povecava Ty smjese bilo zbog sterickih razloga ili
zbog interakcija izmedu lijeka i polimera (Rosilio i sur., 1998). Takoder, ako je lijek
hidrofoban, moze povecati hidrofobnost polimernog matriksa umanjujuci plastifikacijski

ucinak vode ili pak sprijeciti kristalizaciju.
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2.2.3.4. Molekulska masa polimera

S obzirom na to da je stabilnost ¢vrstih disperzija uglavnom povezana s gibljivos¢u
molekula, poZeljna je uporaba polimera s visokim stakliStem. Fox-Floreyova jednadzba

povezuje stakliste i molekulsku masu polimera:

1 1 K
T, T;  DP

gdje je T,° stakliSte polimera beskonacne duZine lanca, K je konstanta koja ovisi o
geometriji monomera i interakcijama, a DP je stupanj polimerizacije. Opcenito, polimeri
vece molekulske mase tromiji su te imaju vece stakliSte. Stoga je primjena takvih polimera
pogodnija za izradu cvrstih disperzija, a nerijetko se rade kombinacije polimera male i
velike molekulske mase kako bi se postigla Zeljena svojstva smjese (npr. smjese
polivinilpirolidona i polietilenglikola) (van Drooge, 2006). Medutim, polidisperznost
molekulskih masa polimera s velikim udjelom monomernih (neprocis¢enih) jedinica moZe

utjecati na povecanje gibljivosti polimera (Allison, 2008).
2.2.3.5. Interakcije lijeka i polimera

Tip i razmjer interakcija polimera i lijeka u ¢vrstim disperzijama vrlo su bitni jer
utjeCu na mjesivost, stabilnost i nac¢in oslobadanja lijeka. Interakcije mogu biti slabe, kao
npr. vodikove veze, ili jace, kao ionske interakcije ili kompleksacije. Interakcije obicno
utjeCu na povecanje T smjese te je potrebno dovesti viSe enegije da bi se te interakcije
prevladale i molekule pocele gibati. Vodikove veze, koje vrlo ¢esto gradi polivinilpirolidon
(PVP), obic¢no pridonose fizickoj stabilizaciji.

Medutim, joS se vode polemike Sto zaista dovodi do stabilizacije: interakcije ili
antiplastifikacijski u¢inak polimernog matriksa. Cvrste disperzije izradene od monomera
PVP pokazuju postojanje interakcija lijeka i polimera, ali je stabilnost izgubljena u odnosu

prema polimeru PVP (van Drooge, 2006).
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2.2.3.6. Utjecaj tehnike izrade

Tehnike izrade cvrstih disperzija (termicka povijest) utjeCe na koli¢inu ,nereda“
zaostaloga u sustavu, koji se ocituje u poviSenoj energiji i slobodnom volumenu.
Liofilizirane cvrste disperzije izradene brzim i sporim smrzavanjem pri niskoj i visokoj
koncentraciji PLGA polimera imale su matrikse razli€itih fizickih svojstava. Brzo smrznute i
izradene od razrjedenijih otopina imale su niZe i ,proSireno stakliSte“ nego one izradene
sporijim smrzavanjem i od koncentriranijih otopina polimera. Razlike su pripisane
razli¢itim gustoCama sustava. Ista analogija vrijedi i za brzinu hladenja pri pripravi ¢vrstih

disperzija tehnikama taljenja (Allison, 2008).

2.2.4. Primjena cvrstih disperzija

U farmaciji se cvrste disperzije upotrebljavaju u pripravcima s kontroliranim
oslobadanjem lijeka ili za poboljSavanje oralne bioraspolozivosti lijeka. Na trzistu je niz
proizvoda na bazi kopolimera mlijec¢ne i glikolne kiseline (PLGA) u obliku mikrocestica za
kontrolirano oslobadanje lijeka iz polimernog matriksa (Allison, 2008):

a) leuprolid acetat (Lupron® depo, parenteralna primjena),

b) oktreotid (Sandostatin® parenteralna primjena),

c¢) minociklin hidroklorid (Arestin®, subgingivalna primjena u periodontalnim dZepovima),
d) risperidon (Risperdal Consta® parenteralna primjena),

e) naltreksen (Vivitrol® parenteralna primjena),

f) olanzapin (Zyyprexa® Relprevv ™ parenteralna primjena).

Vrlo velik broj novootkrivenih farmakoloski aktivnih molekula pripada kategoriji
slabo topljivih lijekova (skupina II, prema biofarmaceutskom klasifikacijskom sustavu).
Primjenom tehnologija ¢vrstih disperzija uspjesno su poboljSani nedostaci tih molekula.

Danas je na trziStu nekoliko lijekova u obliku cvrstih disperzija s ucinkom
poboljsanja topljivosti i bioraspoloZivosti:

a) s polivinilpirolidonom: nabilon (Cesamet®) i troglitazon (Rezulin®),
b) s polietilenglikolom 5000: grizeofulvin (Gris-PEG®),

c) s polivinilpirolidon-ko-vinilacetatom: lopinavir + ritonavir (Kaletra®),
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d) s hidroksipropilmetilcelulozom: itrakonazol (Sporanax®), etravirin (Intelence®),
everolimus (Certican®), nivaldipin (Nivadil®) i takrolimus (Prograf®),
e) s hidriksipropilcelulozom i hidroksipropilmetilcelulozom: verapamil (Isoptin SR-E®)

(Janssens i Van den Mooter, 2009).

2.2.5. Izrada ¢évrstih disperzija

Prva metoda priprave c¢vrstih disperzija jest taljenje (engl. melting method). Ono
obuhvaca zagrijavanje polimera i lijeka iznad temperature taliSta, njihovo mijeSanje i, na
kraju, brzo hladenje. Industrijska varijanta metode taljenja jest ekstruzija taljenjem (engl.
hot-melt extrusion). Modifikacija te metode jest rasprSivanje taline u rashladnoj komori, u
struji hladnog zraka (engl. spray congealing), pri ¢emu se stvaraju ¢vrste sferi¢ne Cestice
koje se dalje mogu puniti, npr. u kapsule. Nedostaci te tehnike su termicka razgradnja lijeka
ili polimera, sublimacija ili polimorfne transformacije te nedostatna izmijeSanost lijeka i
polimera (engl. level of mixing). Prednost joj je izbjegavanje uporabe organskih otapala.

Druge metode pak podrazumijevaju primjenu otapala (engl. solvent methods), koja se
onda iz otopine polimera i lijeka uklanjaju ispravanjem. Prakti¢ne primjene te metode jesu
suSenje rasprsivanjem i liofilizacija. SuSenje rasprsivanjem obuhvaca rasprsivanje otopine u
zagrijanome mediju, suSenje mikrokapljica i odjeljivanje nastalih mikrocestica. Liofilizacija
oznacava smrzavanje otopine lijeka i polimera, nakon kojega slijedi sublimacija otapala uz
sniZeni tlak. Osim toga, primjenjuju se i tehnike suSenja u fluidizirajuéem sloju, gdje se
otopina polimera i lijeka nanosi na pelete. Te su metode prikladnije za termolabilne tvari, a
njima se ostvaruje i bolja izmijeSanost lijeka i polimera. Nedostatak metode su toksi¢na
ostatna otapala koja se ¢esto moraju uklanjati sekundarnim susSenjem (Janssens i Van den
Mooter, 2009).

Osim tih konvencionalnih metoda, postoji niz novih tehnika kao S$to su

elektrostaticko vrtloZenje ili uporaba superkriti¢nih fluida u ekstruziji taljenjem.
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2.2.6. Karakterizacija ¢vrstih disperzija

Velik broj analitickih tehnika primjenjuje se za istrazivanje ¢vrstog stanja lijeka i
polimera unutar ¢vrstih disperzija. Analizom potpuno amorfnih sustava nastoji se razluciti

jesu li strukture homogene ili nehomogene.
2.2.6.1. Rendgenska difrakcija

Rendgenska difrakcija na praskastom uzorku omogucuje otkrivanje materijala s
uredenoscéu dugog dosega. Monokromatska rendgenska zraka nakon sudara s rotiraju¢im
monokristalom ili polikristalnim uzorkom difraktira u razli¢itim smjerovima. Kristal djeluje
kao trodimenzionalna difrakcijska resetka. Prema Braggovu zakonu (nA/2sin6=d), difrakcija
je ekvivaletna refleksiji sa sustava paralelnih ravnina u kristalu. Kada monokromatsko
zraCenje pada na kristal, dijelom se reflektira s prve ravnine, a dijelom s druge. Uvjet za
konstruktivnu interferenciju dviju tako dobivenih zraka jest da je njihova putna razlika
jednaka cjelobrojnom (n, red difrakcije) umnosku valnih duljina (A) zracenja, d predstavlja
meduravninsku udaljenost, a 6 kut upada rendgenskog zraCenja na Kristalnu plohu
(Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1985). Ostri difrakcijski ,pikovi“ upucuju na sigurno postojanje
kristalne faze. Medutim, s obzirom na nisku osjetljivost metode (detekcija tek viSe od 5%
kristala, ali i ta vrijednost varira od uzorka do uzorka), izostanak ostrih ,pikova“ ne znaci i

sigurno nepostojanje kristalnih struktura (Hancock i Zografi, 1997).
2.2.6.2. Diferencijalna (modulirana) pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC)
obuhvaca mjerenje promjene protoka topline izmedu posudice s uzorkom i referentne
posudice kao funkcije vremena i temperature u kontroliranim uvjetima tlaka i inertne
atmosfere. Temperaturni program moZze biti izotermicki ili se temperatura moZe mijenjati
linearno u vremenu (Verdonck i sur., 1999). Kad uzorak prolazi kroz fazne transformacije,
trebat ¢e vise (ili manje) topline da uzorak ostane na istoj temperaturi (u odnosu prema
referentnoj posudici). DSC instrument mjeri protok topline (dH/dt) koji je potreban da se
razlika temperatura izmedu uzorka i referentne posude svede na nulu. Detektiraju se

razli¢iti: a) endotermni prijelazi (apsorbiraju toplinu), npr. taljenje ili dehidracija/
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desolvacija, b) egzotermni prijelazi (otpustaju toplinu), npr. kristalizacija (i razgradnja iako
ne pripada u fazne prijelaze) ili c) prijelazi koji podrazumijevaju promjenu toplinskog
kapaciteta kao Sto je staklasti prijelaz. Rezultat DSC mjerenja jest krivulja grijanja ili
hladenja koja se naziva termogramom. Prema konvenciji, endotermni se prijelazi prikazuju
kao ,pikovi“ (vrh okrenut prema gore). Iz termograma se mogu izracunati entalpije
prijelaza integracijom ,pika“ prema formuli AH=K4, gdje je K kalorimetrijska konstanta, a A
povrsina ispod ,pika“. Entalpija taljenja sluZi za mjerenje koli¢ine kristalne tvari u uzorku.
Modulirana diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Modulated Differential
Scanning Calorimetry, MDSC) napredni je oblik DSC u kojemu je osnovni iskorak ostvaren u
raCunalnim aplikacijama, a ne u DSC uredaju. Umjesto lineranoga, upotrebljava se
sinusoidno modulirano zagrijavanje uzorka. Ukupni protok topline kombinacija je odgovora
nastalih zbog promjena toplinskog kapaciteta i kinetickih procesa. Primjerice, kad u
materijalu nema nekakvih prijelaza, protok topline odreden je samo toplinskim
kapacitetom. U trenutku kad temperatura dosegne toc¢ku u kojoj se dogada neki od prijelaza
(npr. taljenje ili kristalne pretvorbe), onda protok topline nije odreden samo toplinskim
kapacitetom nego i energijom prijelaza. Osnovna razlika izmedu njih je reverzibilnost
procesa. MDSC moZe odvojiti reverzibilne od nereverzibilnih procesa. Osnova za
razdvajanje je razlika u protoku topline pri moduliranome i lineranom zagrijavanju. S
pomocu diskretne Fourierove transformacije ukupni se protok topline razdjeljuje na onaj
koji pripada reverzibilnim i ireverzibilnim procesima. Na taj se nacin otkrivaju procesi koji
se u termogramu ukupnog protoka topline podudaraju s nekim drugim procesima, npr. kad
se staklasti prijelaz (reverzibilan) dogada paralelno s gubitkom adsorbiranog otapala

(ireverzibilan) (Coleman i Craig, 1996; Royall i sur., 1998).
2.2.6.3. Fourier-transformirana infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija (IR) pripada u vibracijske spektroskopije jer se temelji
na Cinjenici da molekule titraju (vibracije istezanja i savijanja) oko ravnoteznog polozaja pri
specificnim kvantiziranim energetskim razinama. Svaka molekula ima Kkarakteristicne
vibracije koje ovise o ¢vrsto¢ama veza i masama dijelova molekula koje vibriraju. Fourier-

transformirana IR (FTIR) najceS¢e se upotrebljava za identifikaciju funkcionalnih skupina

28



unutar molekula koje se karakteristicno pojavljuju na odgovaraju¢im vrpcama (podrucje
funkcionalnih skupina, 1 200 - 1 400 cm 1) (Pine i sur., 1984).

Spektri Cvrstih disperzija sluZe za identifikaciju karakteristi¢nih vrpci kristalne tvari
ako se one razlikuju od amorfnih oblika. FTIR se ipak naj¢eSCe rabi za utvrdivanje
interakcija izmedu polimera i lijeka. Vrlo ¢esto npr. karbonilne i hidroksilne skupine
medusobno grade vodikove veze koje uzrokuju pomak karbonilne vrpce prema niZim
valnim duljinama (pomak nadesno ili batokromni pomak). Taj je pomak jasna naznaka
postojanja interakcije, a one mogu takoder uvjetovati pojavu ili nestajanje pojedinih vrpci

(Wuisur., 2009).
2.2.6.4. Ramanova spektroskopija/Ramanova mikroskopija

Tehnika je slicna IR spektroskopiji i takoder se temelji na vibracijama molekula.
Koristi se neelasticnim Ramanovim rasprsSenjem za prikupljanje spektroskopskih podataka.
U Ramanovu i IR spektru iste vrpce obi¢no imaju razli¢ite intenzitete, a ponekad su u
jednome od tih spektara potpuno nevidljive pa su IR i Ramanova spektroskopija
komplementarne tehnike. Prednost Ramanove spektroskopije jest veca osjetljivost na
vodikove veze i moguénost snimanja u vodenim otopinama. Ta spektroskopska metoda
omogucuje otkrivanje grubih nehomogenosti binarnih smjesa. Mikroskopski osjetnik
Ramanova mikroskopa generira kemijske mape koje omogucéuju provjeru homogenosti

uzorka na osnovi Ramanovih spektara (Patterson i sur., 2007).
2.2.6.5. Adsorpcija vodene pare

Adsorpcija vodene pare (engl. water vapour sorption) moZze posluZziti za razlikovanje
kristalnoga od amofnog stanja. Kristali na svojim povrSinama obi¢no adsorbiraju male
koli¢ine vode, osim kad tvore stehiometrijske hidrate. Nasuprot njima, amorfni materijali
adsorbiraju velike koli¢ine vode (¢ak i do 100% vlastite mase). Dodatno, gumasto stanje
adsorbira viSe pare nego staklasto stanje. To se nacelo danas iskoristava u tehnici
dinamicke adsorpcije para (engl. Dynamic Vapour Sorption, DVS). Van Drooge i sur. (2006)

istodobno su primjenjivali DVS i MDSC metode za procjenu veli¢ine klastera amorfnog
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diazepama u PVP nosacu, ali se DVS tehnika pokazala preciznom samo onda kad je

higroskopnost polimera bila znatno smanjena zbog prisustva hidrofobnog lijeka.
2.2.6.6. Ostale tehnike

Osim navedenih, najc¢eSCe KkoriStenih metoda za karakterizaciju cvrstog stanja
disperzija, u farmaceutici se rjede primjenjuju tehnike navedene u tablici 2 - 4, a primarno

sluZe za otkrivanje i karakterizaciju amorfnog stanja.

Tablica 2 - 3. Tehnike karakterizacije ¢vrstih disperzija (Hancock i Zografi, 1997; Shah i sur., 2006;

Yu, 2001)

Tehnika

Informacija

nuklearna magnetna rezonancija u
¢vrstom stanju (engl. solid state NMR)

strukturne relaksacije, mikroheterogenost sustava

elektronska spinska rezononacija

strukturne relaksacije

izotermicka mikrokalorimetrija

strukturne relaksacije, kinetika kristalizacije, razina
kristali¢nosti

kalorimetrija otopina

viSak entalpije (engl. excess enthalpy), razina kristali¢nosti

adijabatska kalorimetrija

viSak entalpije, entropije i slobodne energije

dielektri¢na analiza
(engl. dielectric analysis)

strukturne relaksacije, a-gibanja i B-gibanja

dinamicka mehanicka analiza

strukturne relaksacije

termicka mehanicka analiza

stakliste

viskometrija strukturne relaksacije

dilatometrija stakliste, tekuc¢i/plinoviti ekspanzijski koeficijenti
topljivost viSak slobodne energije

gustoca razlika u gusto¢i kristala i amorfa

termicki stimulirana struja
(engl. termostimulated current)

strukturne relaksacije, razina Kkristali¢nosti,
mikroheterogenost

30



2.3.SuSenje rasprsSivanjem

SuSenje rasprsivanjem, najkrace definirano, oznacava tehniku rasprsivanja tekuceg
supstrata (otopine, emulzije ili suspenzije) u zagrijanome mediju za suSenje (npr. u zraku ili
inertnom plinu), koja rezultira uklanjanjem otapala i nastankom suhog proizvoda. Tako
obradene mikrocestice nisu viSe samo pasivni nosaci, nego su esencijalni dio terapijskog
sustava koji omogucuje modulaciju oslobadanja lijeka te su njegova svojstva jednako vazna
kao i svojstva samog lijeka (Vehring, 2008).

SuSenje rasprsivanjem sastoji se od tri osnovna koraka:

a) rasprsivanja uz pomoc rasprsivaca,
b) suSenja u struji zagrijanog zraka ili inertnog plina,
c) separacije osusSenih cCestica.

Glavni dijelovi uredaja za suSenje rasprsivanjem dobro su opisani u literaturi i u ovoj
disertaciji nece biti detaljnije razmatrani (Cal i Sollohub, 2010; Masters, 1985; Sollohub i
Cal, 2010). Nadalje, Cinitelji koji odreduju formiranje ¢vrstih mikrocCestica i izravno utjecu
na njihova fizicko-kemijska svojstva nisu u potpunosti razjasnjeni (donekle zbog
tehnoloskih ogranicenja i nemoguc¢nosti pracenja vrlo brzih procesa konverzije teku¢e —
¢vrsto). Posljednjih nekoliko godina raste zanimanje za upoznavanje i upravljanje procesom

formiranja Cestica tijekom suSenja rasprsivanjem.

2.3.1. Morfologija i velicina mikrocestica

Mikrocestice mogu imati vrlo razlicite oblike. Jezgra mikrocestice je njezin unutarnji
dio (engl. core), dok je ljuska ili kora (engl. shell) vanjski dio, dovoljno ¢vrst da podnese
mehanicki pritisak. Ovojnica (engl. coat) tanki je vanjski sloj bez sposobnosti odrZavanja
¢vrstog oblika. Cestice mogu imati strukturu ¢vrste pjene sa satem ograni¢enim ovojnicom
(sl. 2 - 6. c) ili Supljinama ispunjenima zrakom (sl. 2 - 6. e). Mikrocestice nastale iz
suspenzija najceS¢e poprimaju morfologije prikazane na slikama 2 - 6. d - f. U prvom
slucaju suspendirana je tvar uklopljena u kontinuranu fazu i zauzima manji dio Cestice.
Nasuprot tome, u drugom slucaju, dispergirana faza dominira nad kontinuiranom fazom, a
moZe graditi i kompozitne ljuske (npr. od nanocestica). Slika 2 - 6. g predocuje mikrocesticu
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s radijalnom raspodjelom komponenti i povrSinskim naborima koji tvore vanjske Supljine.
Nepravilne mikrocestice (engl. irregular) oznacuju one cija morfologija drasticno odstupa
od savrSene sfere. Medutim, takve Cestice i dalje mogu zadrzati ukupni sfericni oblik

(Vehring, 2008).

Slika 2 - 6. Shematski prikaz morfologija Cestica: a) slojeviti, sa srediSnjom
jezgrom; b) slojeviti sa srediSnjom Supljinom; c) ¢vrsta pjena, zatvorene sace
d) ¢vrsta pjena, otvorene sace; e) Cestice s uklopljenim nanocesticama;
f) kompozitna ljuska; g) nepravilna, s eksternim Supljinama i radijalnom

raspodjelom komponenti (Vehring, 2008)

Veli¢ina Cestica izravno je odredena obiljeZjima rasprsivaca. Cetiri su osnovna tipa:
rotirajudi, tlacni, ultrazvucni i rasprsivaci s dvije cijevi za dotok otopine za rasprsivanje.
Veli¢inu mikrocestica, osim promjera rasprsivaca, odreduju i tlak rasprsivanja (veéi tlak —
manje Cestice), koncentracija otopine za rasprSivanje (veca Kkoncentracija — veca
viskoznost — vece kapljice/Cestice) ili poCetna zasi¢enost otopljenih tvari (veca zasi¢enost

— vece Cestice) (Elversson i Millgvist-Fureby, 2005b).

2.3.2. Nastanak cCestice u procesu susSenja rasprsivanjem i temperatura

Rasprsivanjem tekuc¢ine u mikrokapljice ekstremno se povecava dodirna povrsina
izmedu otapala i medija za suSenje, Sto poboljSava prijenos topline i ubrzava isparavanje

otapala te nastanak Cestica.
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temperatura

Kapljica/Cestica
POVRSINA
UNUTRASNJOST
Taol faza 4
faza 3 kriti¢na tocka -~
- -
faza 2 povrsina / . >
_________ “
~
P -
/Q P
TND [ s . e o s e o i i i i e i e i —
unutrasnjost
vrijeme

Slika 2 - 7. Promjene temperature kapljice/Cestice tijekom suSenja rasprsivanjem

Slika 2 - 7. predocuje tipican Zivotni ciklus mikrokapljice tijekom suSenja te daje
uvid u izloZenost kapljice i Cestice toplini medija za suSenje. Isparavanje otapala obuhvaca
dva istodobna konvekcijska procesa: a) prijenos topline izmedu zagrijanog zraka i kapljice i
b) prijenos mase isparenog otapala kroz granicni sloj oko kapljice u medij za susenje. Brzina
prijenosa topline i mase ovisi o temperaturi i vlaznosti medija za susenje, relativnoj brzini
gibanja kapljica i medija za suSenje te promjeru kapljice (Masters, 1985).

U najranijem stadiju suSenja zapocinje isparavanje (faza 1, sl. 2 - 7) te se kapljica
neznatno zagrijava. Tijekom faze 2 (sl. 2 - 7) otapalo isparava konstantnom brzinom, i to
sve dok je vanjski sloj zasi¢en otapalom koje kontinuirano difundira iz unutrasnjosti prema
povrsSini mikrokapljice. U toj fazi suSenja povrSina mikrokapljice ima konstantnu
temperaturu (Twb, temperatura mokre kapljice; engl. wet bulb) koja je zbog trosenja topline
na proces isparavanja niza od izlazne temperature medija za suSenje. Konstantna brzina
isparavanja odrzava se do kriticne tocke koju karakterizira nastanak ¢vrste faze (Masters,
1985).

Nakon toga zbog povecanog otpora prijenosu mase unutar mikrocestice koja
ocvrscuje slijedi pad brzine ispravanja otapala (faza 3, sl. 2 - 7). Posljedi¢no, brzina prije-

nosa topline premasuje brzinu prijenosa mase uzrokujuci porast temperature povrsine, a i
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unutraSnjosti  mikroCestice.  Temperatura mikrocestice u zavrSnoj fazi 4
(sl. 2 - 7) oznacena je kao Tap, temperatura suhe mikrocestice (engl. dry bulb) i potencijalno
doseZe vrijednosti izlazne temperature. Produkt suSenja nikada ne postiZze ulaznu
temperaturu medija za suSenje te je ta tehnologija primjenjiva i za termolabilne materijale.
Zbog svega navedenog temperatura medija za suSenje smatra se jednim od vrlo
bitnih procesnih parametara u procesu susenja rasprsivanjem. Temperatura izravno utjece
na dinamiku ispravanja otapala, Sto u konacnici odreduje brzinu povlacenja povrsSine
kapljice te snaZno utjeCe na morfologiju novonastalih mikrocestica (Vehring i sur., 2007).
Ulazna temperatura, tj. omjer ulazne i izlazne temperature, vrlo je bitan parametar u
optimiranju iskoriStenja laboratorijskih uredaja za suSenje rasprSivanjem. Naime,
iskoriStenje procesa raste s povecanjem temperature do odredene granice zbog boljeg
susSenja mikrocestica (niZe ostatne vlage) i smanjenog zadrZavanja na stijenkama cilindra.
Maksimalno se iskoristenje postiZe na onoj ulaznoj temperaturi koja daje izlaznu
temperaturu koja ne prelazi stakliSte smjese polimera i lijeka koja se susi. U tom trenutku
iskoriStenje opet pada zbog lijepljenja gumastog materijala na stijenke cilindra (Maury i
sur., 2005). Visa ulazna temperatura pokazala se pogodnijom za ostvarivanje kontroliranog
oslobadanja lijeka mikrocestica s PLGA polimerom (Fu i sur., 2001). Nadalje, temperatura
procesa pokazala se klju¢nom za nastanak amorfnih mikrocestica cefditoren pivoksila

razli¢itih povrsinskih svojstava i fizickih stabilnosti (Ohta i Buckton, 2005).

2.3.3. Kompetitivni procesi tijekom susenja rasprsivanjem

Uspjesno upravljanje formiranjem Cestica u procesu susenja rasprsivanjem ovisi o
razumijevanju i kontroli ovih kompetitivnih procesa unutar kapljice:
a) difuzije tvari,
b) povrsinske aktivnosti,
c) topljivosti.

Radi pojednostavnjenja rasprave o pojavama tijekom suSenja mikrokapljice, daljnja
¢e se diskusija temeljiti na suSenju otopina kao homogenih sustava. Osnovna nacela o
kojima se raspravlja u daljnjem tekstu mogu se primijeniti i na sloZenije sustave suSenja
emulzija i suspenzija, uz odredene prilagodbe.
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2.3.3.1. Nastanak cestice i difuzijski procesi

Difuzija tvari pojavljuje se u otopinama s viSe otopljenih tvari kad njihove
koncentracije u svim dijelovima otopine nisu jednake. Tijekom suSenja mikrokapljice
istodobno se dogadaju razliciti difuzijski procesi, i to:

a) transport otapala prema povrsini mikrokapljice,
b) transport otopljenih tvari prema unutrasnjosti mikrokapljice.

Kao $to je vidljivo, sila koja pokrece te difuzijske procese koncentracijski je gradijent
nastao zbog isparavanja otapala i koncentriranja otopljenih tvari na povrsini (engl. surface
enrichment). Brzina difuzije otopljenih tvari ovisit ¢e o njihovoj difuzivnosti i
koncentracijskom gradijentu. Difuzivnost otopljene tvari funkcija je njegove molekulske

veli¢ine prema Stokes-Einsteinovoj jednadZbi:

 KeT
~ 6muR,’

u kojoj je D difuzivnost (m2s1), T temperatura (K), Kz Boltzmanova konstanta (1,38 x 10-23]
K1), u viskoznost (kg m-1s1), a Ry (m) promjer molekule koja difundira. Ako mikrokapljice
sadrZavaju viSe otopljenih tvari, unutar njih se moZe dogoditi segregacija tvari ovisno o
njihovim difuzijskim brzinama. Tako se na povSini mikrocestica mogu ocekivati one
komponente koje imaju najniZu difuzivnost ili najnizu topljivost (Kim i sur., 2003).
Segregacija komponenti unutar mikrocestica glavna je posljedica difuzijskih procesa (Wang
i Langrisha, 2009). Pojave segregacije u mikrocestici detaljno su istraZivane u preradi
mlijeka tehnikom suSenja rasprSivanjem, gdje je potvrdeno da najvete komponente
(masnoce i proteini) dominiraju povrsinom i slojevima bliskim povrsini mikrocestica
osuSenog mlijeka u odnosu prema, primjerice, laktozi (Kim i sur., 2003).

Ako se zanemare interna komesanja, raspodjela komponenti unutar kapljice moze se
opisati nelineranom difuzijskom jednadZbom, tj. Fickovim prvim zakonom difuzije (protok
tvari u otopini spontano se uspostavlja od podrucja viSe koncentracije prema podrucju nize

koncentracije). Brzina ispravanja tada je definirana jednadZbom:
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d2(t) = d& - kt,

gdje su didy promjer i poCetni promjer kapljice, t vrijeme suSenja, a k brzina ispravanja.
PovrSina kapljice smanjuje se linerano u vremenu. Ta se jednazba primjenjuje za
izraCunavanje vremena suSenja (7p), koje mora biti manje od vremena zadrzavanja

mikrocestice u ciklonu kako bi susSenje bilo potpuno:

dg
TD = —

Koncentracija tvari na povrSini mikrocestice (E;) izraCunava se iz transformirane
difuzijske jednadzbe i oznacava udio tvari na povrSini Cestice (csi) u odnosu prema ukupnoj

kolic¢ini tvari u Cestici (cm,i)-

. csi _ exp(0,5P¢)
Y Oy 3B;

Bezdimenzionalna vrijednost Pe; Pecletov broj, upotrijebljen je kako bi se prethodni izraz

pojednostavio:

a [ je broj koji je potrebno eksperimentalno odrediti za svaku Pe vrijednost.

Za uzorke s Pe<1 difuzijsko je gibanje otopljenih tvari brzo u usporedbi s radijalnim
povlaCenjem povrSine Kkapljice te nastaju mikrocestice s jednolikom radijalnom
raspodjelom tvari. Drugim rijeCima, nema nakupljanja otopljenih tvari na povrsini
mikrocesice. Kad je pocetna zasi¢enost otopljenih tvari niska, trajanje susSenja je gotovo
jednako vremenu potrebnome da otopljena tvar postigne toCku oc¢vsc¢ivanja. Tada nastaju

mikrocestice velike gustoce.
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Za uzorke s Pe>1 povlacenje povrsine kapljice brze je od difuzije otopljenih tvari. To
dovodi do preferencijalnog nakupljanja otopljene tvari na povrSini novonastale
mikrocestice. Ovisno o prirodi istaloZenih tvari, nastaju raznolike morfologije. Otopljene
tvari visoke pocetne koncentracije (i zasi¢enosti) ¢ak mogu i kristalizirati na povrSini
mikrocestica. Studije na inzulinskim mikrocCesticama pokazale su da visoke ulazne
temperature dovode do ekstremno brzog ispravanja otapala te do nastanka povrsSinske
ljuske koja moZe biti propusna ili nepropusna za otapalo zaostalo u unutrasnjosti. Ako je
nepropusna i elasti¢na, nastaju velike Suplje mikrocCestice. Kad tlak pak postane previsok,

mikrocestice mogu prsnuti (Maltesen i sur., 2008).
2.3.3.2. Nastanak cestica i povrsinska aktivnost

Ako otopina za rasprSivanje sadrzava povrSinski aktivne tvari, one prevladavaju
povrSinom mikrokapljice nakon rasprsivanja zbog svoje sklonosti adsorpciji na granici
tekuce i plinske faze. Tako su Millqvist-Fureby i Smith (2007) pokazali da nakon dodatka
lecitina smjesi za suSenje on dominira povrSinom osusene cCestice. Takoder, rasprsuje li se
smjesa koja sadrzava vise povrSinski aktivnih tvari, na povrSini mikrokapljice nastaje
kompetitivna adsorpcija te tvari s najve¢im afinitetom za povrsine ostaju na vanjskoj plohi
mikrocestice.

Kompetitivna se adsorpcija moZe iskoristiti za mikrokapsuliranje povrsinski
aktivnih i terapeutski vaznih tvari kao $to su proteini (Elversson i Millqvist-Fureby, 2006;
Landstrém i sur., 2000; Landstrom i sur., 2003; Maa i sur., 1998; Millqvist-Fureby i sur.,
1999). In situ oblaganje mikrocestica uz pomo¢ neionskih surfaktanta (npr. poloksamera) i
hidroksipropilmetilceluloze s uklopljenim govedim serumskim albuminom uspjeSno su
proveli Elversson i Millgvist-Fureby (2006). U tom je procesu bila bitna dinamicka, a ne
ravnotezna adsorpija povrSinski aktivnih tvari na granici faza zbog vrlo kratkog vremena
suSenja kapljice (0,1 - 1 s). Morfologija mikrocCestica bila je povezana s elasti¢noscéu
povrsine kapljice tijekom suSenja rasprSivanjem. Slicne se metode mogu iskoristiti za
dobivanje Zeljenih svojstava prasaka kao S$to su poboljSano mocenje i odgovarajudi

povrsinski oblici (Elversson i Millgvist-Fureby, 2005a).
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2.3.3.3. Nastanak cestice i topljivost

Kad se na povrsini mikrocestice dogada isparavanje, koncentracija otopljenih tvari
se povecava. Promjena koncentracije pokretacka je snaga za difuzijske procese samo onda
ako je koncentracija otopljene tvari manja od prezasi¢ene otopine. Uklanjanjem otapala
potencijalno najprije nastaje o¢vrs¢ivanje/taloZenje tvari, koje se za razliCite susptancije
moze dogoditi u razli¢itom trenutku i na razli¢itim udaljenostima od povrSine Cestice.
Difuzivnost ovisi o molekulskoj masi, a i topljivost je bolja u malih molekula. Op¢enito se
moze zakljuCiti da vece molekule brze ocvrS¢uju i zaostaju na povrSini mikrocestice.
Naravno, topljivost pojedinih komponenata u zajednickom otapalu moZe biti razlicita te je
nemoguce predvidjeti segregaciju tvari samo na temelju molekulske mase. Evidentno je da
pocetna zasiCenost otopljene tvari drasticno utjeCe na pocetak taloZenja pojedine
komponente u procesu suSenja rasprsivanjem.

Dodatno, suSenje rasprsivanjem trehaloze iz otopina razli¢itih koncentracija dovelo
je do nastanka mikrocestica razli¢itog uredenja amorfne strukture, i to zbog razlicitih
kinetika susenja. Te razlike lokalne uredenosti uvjetovale su razlicitu stabilnost i sklonost

kristalizaciji (Moran i Buckton, 2007).

2.3.4. Levitacijsko susenje kapljica (engl. levitation single-droplet drying)

Nastanak mikrocestica moZe se proucavati uporabom levitatora, pri cemu se samo
jedna kapljica odrzava u stanju lebdenja, u ¢voristu akusti¢nih valova, te se pritom susi u
kontroliranim uvjetima temperature i vlaZnosti zraka. lako ta metoda ima nedostataka
(razlike u velic¢ini kapljica i turbulencijama medija za susenje) u odnosu prema stvarnim
uvjetima u uredajima za suSenje rasprSivanjem, rezultati istrazivanja pokazali su da ima
velik potencijal pri odredivanju vremena/brzine suSenja (vrijeme potrebno da
mikrokapljica dosegne kriti¢nu tocku) i istrazivanju nastanka mikrocestica (Schiffter i Lee,

2007a; Schiffter i Lee, 2007b; Wulsten i sur., 2009).
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2.3.5. Karakterizacija mikrocestica

Karakterizacija mikrocCestica najceS¢e obuhvaca ove parametre: iskoriStenje procesa,
uspjeSnost uklapanja lijeka, morfologiju i velic¢inu Cestica, in vitro oslobadanje lijeka, analizu
¢vrstog stanja, analizu povrsSine mikrocestica (mjerenjem specificne povrSine mikrocestica,
energije povrsine, poroznosti, gustoce ili analizom elementarnog sastava). S obzirom na to
da su tehnike karakterizacije ¢vrstog stanja detaljno opisane u poglavlju 4.2.5. ovdje ¢e biti

opisane samo ostale metode bitne za mikrocesti¢ne sustave.

2.3.5.1. Odredivanje veli¢ine cestica metodom difrakcije laserske zrake pri niskom

kutu

Metoda difrakcije laserske zrake pri niskom kutu vrlo je ¢esta metoda mjerenja
raspodjele veliCine Cestica, od vrlo sitnih do velikih Cestica. Metoda se moZe prilagoditi
razli¢itim fizikalnim oblicima wuzoraka (od praSaka, suspenzija do aerosola).
Monokromatska laserska svjetlost stvara usku analizatorsku zraku, koja se pri prolasku
kroz uzorak ogiba (nakon sudara s cesticom). Zbog velikog broja Cestica u jedinici za
mjerenje broj ogiba i kutova ogiba je velik pa se na detektoru stvaraju difrakcijski krugovi.
Metoda se temelji na zakonitosti da je kut ogiba veci $to je Cestica veca. 1z izmjerenih kutova
ogiba, matematickim se transformacijama (Fraunhofer, Rayleigh, Mie) dobiva raspodjela

veli¢ine Cestica (Villari i Micali, 2008).
2.3.5.2. Pretrazna elektronska mikroskopija

Elektronski se mikroskop umjesto snopom svjetlosti koristi snopom elektrona, a
mala duljina vala elektrona omogucuje postizanje visoke rezolucije. Na uzorak se projicira
uzak snop elektrona koji se moze rasprSivati na uzorku ili stvarati tzv. sekundarne
elektrone (elektroni Sto se emitiraju s povrsine uzorka) koji se zatim skupljaju i detektiraju
uz pomoc¢ elektronickog uredaja. Pretrazni elektronski mikroskopi upotrebljavaju se za
istraZivanje povrsSina jer stvaraju detaljnu i realisticnu trodimenzionalnu sliku povrsine

objekta koji promatramo.
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2.3.5.3. BET analiza

BET metoda (prema autorima Brunauer-Emmett-Teller) sluZi za analizu specifi¢ne
povrSine uzorka, a temelji se na fizickoj adsorpciji plina u monosloju na povrsini materijala,
uz sljedece pretpostavke: a) molekule plina adsorbiraju na povrSini u beskonac¢nim
slojevima; b) nema interakcije izmedu slojeva adsorbiranog plina i c) Langmuirova se
teorija moZe primijeniti na svaki sloj. BET analiza iznimno je korisna za mikrocestice
neravne povrsSine jer iste veliine ¢estica mogu imati bitno razliCite specifi¢cne povrsine koje

onda mogu utjecati na interakciju medija za oslobadanje i samog lijeka.
2.3.5.4. Mjerenje poroznosti

Porozimetrija obuhvac¢a mjerenje razliitih aspekata poroznosti materijala kao $to su
promjer pora, ukupni volumen pora i njihova povrsina. Tehnika se temelji na intruziji
teku¢ina s niskim indeksom mocivosti (npr. Zive) pod visokim tlakom u uzorak. Veli¢ina
pora odreduje se na osnovi tlaka potrebnoga da se materijal “ispuni” Zivom u odnosu prema

otporu tekucine zbog povrsinske napetosti (Abell i sur., 1999).
2.3.5.5. Odredivanje elementarnog sastava povrsine mikrocestica

Fotoelektronska spektroskopija s rendgenskim zracenjem (engl. X-ray photoelectron
spectroscopy, XPS) nije klasicna spektroskopska metoda jer ne promatra apsorpciju ili
emisiju elektromagnetskog zracenja molekule ve¢ elektrone koje je molekula ispustila zbog
djelovanja elektromagnetskog zracenja. Naziva se jo$ elektronskom spektroskopijom za
kemijsku analizu (engl. Electron Spectroscopy for Chemical Analysis, ESCA). Ta se tehnika
primjenjuje za elementarnu analizu povrs$ina i obuhvaéa atome na samo 20 - 50A dubine
uzorka, Sto je kvalificira kao ekstremno osjetljivu i pogodnu za analizu povrsina.

Fotoelektronska spektroskopija zasniva se na fotoelektricnom efektu. Energija
elektrona izbaCenoga iz molekule jednaka je energiji elektromagnetskog zracenja,
umanjenoj za energiju vezanja elektrona koji je izbacen te energiju vibracije i rotacije
molekule. Zbog Ceste pojave nakupljanja lijeka na povrsini mikrocestica tijekom njihova
nastanka, ta se tehnika upotrebljava za analizu sastava povrSine (Dahlberg i sur., 2008;

Dahlberg i sur., 2010).
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2.3.5.6. Inverzna plinska kromatografija

Inverzna plinska kromatografija (engl. inverse gas chromatography, 1GC) tehnika je
karakterizacije tvari koja moZe dati informaciju o energiji povrSina i/ili o relativnoj
povrsinskoj izloZenosti pojedinih funkcionalnih skupina u ¢vrstoj tvari (Ohta i Buckton,
2005). Takoder nam moZe dati informaciju o disperzivnim komponentama energije
povrSina i kiselo/baznim svojstvima. Tijekom IGC pokusa promjenjiva ili konstantna
koncentracija poznatog plina injektira se na uzorak koji je pakiran u kolonu. Vrijeme
zadrZavanja poznatog plina, ovisno o svojstvima uzorka u koloni, mjeri se s pomocu
tradicionalnih detektora u plinskoj kromatografiji.

IGC primjenjivana je prilikom otkrivanja uzroka razlicite stabilnosti dvaju amorfnih
prasaka cefditoren pivoksila (s identi¢nim difraktogramima praha i s jednakim staklistima),
suSenih rasprsivanjem na razli¢itim temperaturama, na 40 i 100 °C. Uzorci suSeni na 40 °C
kristalizirali su prije nego uzorci suSeni na 100 °C. IGC analize pokazale su razliite energije
povrsina koje su prouzrocile razlicite kinetike adorpcije vode i konverzije amorfa u kristal
(Ohta i Buckton, 2005). Uzorci nisu imali uredenost dugog dometa, ali je razlika u

orijentaciji molekula na povrsini uzrokovala znatne razlike u stabilnosti amorfnih prasaka.

2.3.6. Primjena susenja rasprsivanjem u farmaceutici

Tehnologija suSenja rasprSivanjem stara je i dobro poznata tehnika, a prvi se put
spominje jo§ davne 1860, dok su prvi patenti publicirani 1872. godine (Cal i Sollohub,
2010). Prednosti te tehnike jesu jednostavnost, kontinuirani proces i moguénost povecanja
na proizvodna mjerila. Uporaba suSenja rasprSivanjem S$iri se 1950-ih godina i na
farmaceutsku industriju. Danas se ta tehnologija primjenjuje za razliCite proizvode na
trzistu:

a) za izradu terapijskih sustava za poboljSanje topljivosti lijeka, npr. Intelence® (etravirin),
Tibotec; Samsca™ (tolvaptan), Otsuka Pharmaceutics Inc; Prandin® (repaglinid),
NovoNordisk; Pritor® (telmisartan), Boegringer Ingelheim,

b)za izradu terapijskih sustava za modificirano oslobadanje lijeka, npr. GLIADEL®

implantat karmustina u polifeprosanu 20, Eisai Inc.,
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c) za izradu terapijskih sustava za pulmonarnu primjenu proteina, npr. EXUBERA (inzulin),
Pfizer&Sanofi-Aventis, proizvod povucen s trziSta 2007. zbog komercijalnih razloga,

d) za izradu terapijskih sustava za pulmonarnu primjenu drugih lijekova, npr. Pulmo-
Spheres™ mikrocCestice s tobramicinom u trecoj su fazi klinickih ispitivanja, Novartis
Pharm Corp,

e) za poboljSanje tehnoloskih svostava ekscipijensa kao Sto su proto¢nost, kompresibilnost i
ujednacCenost veliCine cestica, npr. SuperTab 11SD, laktoza i sorbitol za direktno
komprimiranje, DMW Fonterra Excipients,

f) za stabilizaciju mikroorganizama (probiotika) i biljnih ekstrakata.

Osim toga, u farmaceutskoj se industriji suSenje rasprsivanjem primjenjuje za izradu
mikrocCestica za razliCite sustave, npr. za parenteralne, nazalne, topicke ili pulmonarne
terapijske sustave. Intenzivno se upotrebljava u izradi mikrocestica za inhalacijsku
primjenu (pri ¢emu morfologija i veli¢ina Cestica znatno utjeCu na raspodjelu u diSnom
sustavu i bioraspolozivost lijeka) (Lechuga-Ballesteros i sur., 2008) i pri mikrokapsuliranju
proteina i peptida (radi zaStite i poboljSanja permeabilnosti), dok je neSto manje
zastupljena u izradi mikrocestica za kontrolirano oslobadanja lijeka. Kompleksniji terapijski
sustavi obuhvacéaju mikrocestice niske gustoce s kontroliranom povrsinskom morfologijom,
naborane mikrocestice s funkcionalnim slojevima ili pak mikrocestice s nanocesticnim
podjedinicama (Dellamary i sur., 2000; Hadinoto, 2009; Hadinoto i Cheow, 2009; Hadinoto i
sur., 2007a; Hadinoto i sur., 2007b).

Mnoga istrazivanja pokazuju da se suSenje rasprsivanjem moZe primijeniti za izradu
suhih emulzija, suSenje fosfolipida, izradu biorazgradljivih ili silikatnih gel mikrocestica.
Mikrocestice izradene radi modificiranja oslobadanja lijeka najceSc¢e se koriste hidrofilnim
polimerima (celuloznim derivatima: celuloza acetat ftalatom, natrij karoksimetil celulozom,
hidroksipropilmetil celulozom, poliakrilatnom kiselinom itd.), uglavhom za nazalnu
primjenu i bioadhezivne sustave (Ré, 2006) ili mikrocCesticama s kitozanom za uklapanje

konvencionalnih lijekova, proteina i DNK molekula (Ko i sur., 2002).
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2.3.7. SuSenje rasprsSivanjem i polimetakrilni polimeri

Izrada polimetakrilnih mikrocestica tehnikom suSenja rasprSivanjem opisana je
prethodno u literaturi (tabl. 2 - 4 i 2 - 5). Mikrocestice su izradivane iz vodenih ili
organskih sustava, u razliitim procesnim uvjetima, a osnovni podaci o istrazivanim

svojstvima i rezultatima prikazani su idu¢im tablicama.
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Tablica 2 - 4. Literaturni pregled pripravaka dobivenih suSenjem rasprsivanjem Eudragit® RS polimera iz organskih otapala

Autori Lijek Materijali Cilj Rezultati
Otsuka i sur. furosemid otopina lijeka i istraZziti stabilnost i funkcionalnost Stabilnost ¢vrstih disperzija ovisila je o omjeru
(1993) polimera u smjesi mikrocestica s kontroliranim oslobadanje  lijeka i polimera. Oslobadanje lijeka in vitro bilo
kloroform: metanol lijeka (uz analizu oslobadanja lijeka, je kontrolirano, ali je zamijec¢ena i naknadna
(4:1); ulazna kemije Cvrstog stanja i veli¢ine Cestica) adsorpcija lijeka na polimer zbog interakcija
temperatura furosemida s kvaternim amonijevim skupinama
ispod T, polimera polimera.
Kristmundsdéttiri diltiazem otopina lijeka i istraZiti mogucnost priprave mikrocCestica  Mikrocestice (mikrosfere) u obliku amorfne
sur. polimera u DCM-u; s kontroliranim oslobadanjem lijeka (uz Cvrste disperzije pokazale su loSiju kontrolu
(1996) disperzija lijeka u analizu oslobadanja lijeka, kemije ¢vrstog  oslobadanja od mikrocestica (mikrokapsula) s
toluenskoj otopini  stanja i veli¢ine Cestica) uklopljenim Kristalnim lijekom.
polimera
Pignatello i sur. tolmetin otopina lijeka i istraZiti mogucnost priprave mikrocestica  Mikrocestice u obliku ¢vrste disperzije
(1997) polimera u DCM-u; s kontroliranim oslobadanjem lijeka (uz amorfnog lijeka u polimeru nisu ostvarile
ulazna temperatura analizu oslobadanja lijeka, kemije ¢vrstog  kontrolirano oslobadanje lijeka uz
ispod Ty polimera stanja, interakcija i veli¢ine Cestica) pretpostavku velike poroznosti matriksa.
Pignatello i sur. diflunisal otopina lijeka i istraziti utjecaj pH otopine za rasprsSivanje  Mikrocestice u obliku ¢vrste disperzije
(2001) polimera u DCM-u; iomjer lijeka i polimera na nacin amorfnog lijeka u polimeru nisu ostvarile
ulazna temperatura oslobadanja lijeka u pH 1,21 6,8, kontrolirano oslobadanje lijeka zbog male
ispod T, polimera interakcije lijeka i polimera te pojavu veliCine Cestica i velike kontaktne povrsine s
kristalizacije lijeka medijem za oslobadanje.
Palmieri i sur. paracetamol lijek otopljen u istraziti sposobnost susenja rasprSivanjem MikrocCestice su bile ¢vrste disperzije kristalnog
(2001) polimernoj otopini  da bi se pripravile mikrocestice s lijeka u polimernom matiksu, bez sposobnosti
(etanol/voda) kontroliranim oslobadanjem lijeka, uz kontroliranog oslobadanja lijeka.
variranje omjera lijeka i polimera (i
analizu ¢vrstog stanja)
Hegazy i sur. piridostigmin lijek otopljen ili istraziti utjecaj otapanja ili dispergiranja Mikrocestice u obliku amorfne ¢vrste disperzije
(2002) bromid dispergiran u lijeka u polimernoj otopini na oslobadanje = pokazale su losiju kontrolu oslobadanja nego
nepoznatom lijeka iz mikrocestica mikrocestice s uklopljenim kristalnim lijekom.
otapalu
Chenisur. (2008) salbutamol lijek otopljen u istraziti sposobnost susenja rasprsivanjem Mikrocestice u obliku amorfne cvrste
polimernoj otopini  da bi se pripravile mikrocestice s disperzije, s izrazenim interakcijama lijeka i
(metanol/voda) kontroliranim oslobadanjem lijeka za polimera, ostvarile su dobru kontrolu

pulmonarnu primjenu uz pomo¢
rasprsivaca s Cetiri kanala.

oslobadanja lijeka u medijima s razli¢itim pH.
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Tablica 2 - 4 (nastavak). Literaturni pregled pripravaka dobivenih susenjem rasprsivanjem Eudragit® RS polimera iz organskih otapala

Autori Lijek Materijali Cilj Rezultati
Sipos i sur. diklofenak v/o/v emulzije istraziti termicka svojstva ¢vrstih Otapala su imala samo manji utjecaj na
(2008) natrij DCM+Me,CO; disperzija izradenih iz Cetiri razlic¢ita termicka svojstva ¢vrstih disperzija.
DCM+MeCOEt; otapala
DCM+nPrOH;
DCM+nBuOAc
Esposito i sur. prednizolon  etanol, istraziti utjecaj procesnih parametara Otapalo je imalo najvedi utjecaj na morfologiju
(2000) etanol/voda, (ulazne temperature, aspiratora, tlaka mikrocestica.
metanol, rasprsivanja i pumpe) i formulacijskih Manje Cestice — manja brzina pumpanja, veci
metanol/voda, parametara (otapala, koncentracije tlak rasprsivanja, veca ulazna temperatura.
acetonitril polimera) na veli¢inu i morfoloska Sferi¢ne mikrocestice — manja brzina
svojstva mikrocestica pumpanja, tlak raspSivanja i ulazna
temperatura bez utjecaja, veci protok zraka za
suSenje.
Rassu i sur. ketoprofen otopina lijeka i istraziti utjecaj procesnih parametara na Velicina Cestice — pumpa i protok zraka za
(2008) polimera u DCM-u;  veli¢inu, morfoloSke osobitosti i stabilnost  suSenje bez utjecaja; veéa ulazna temperatura,

ulazna temperatura
ispod Tg polimera

mikrocestica

manja veli¢ina Cestica.
Mofologija — protok zraka za suSenje bez
utjecaja

Legenda: DCM - diklorometan; Me2CO - dimetil keton; MeCOEt - metiletil keton; nPrOH - n-propanol; nBuOAc - n-butil acetat
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Tablica 2 - 5. Literaturni pregled mikrocestica dobivenih su§enjem rasprsivanjem Eudragit® RS polimera iz vodenih medija

Autori Lijek Materijali Cilj Rezultati
Al-Zoubi i sur. buspirion lijek suspendiran u istraziti utjecaj omjera lijeka i Mikrocestice su bile ¢vrste disperzije
(2008) hidroklorid pseudolateks disperziji polimera na kontrolu oslobadanja kristalnog lijeka u polimernome matriksu,
polimera lijeka bez sposobnosti kontroliranog oslobadanja
lijeka.
Rattes i Oliveira  diklofenak natrij  lijek suspendiran u istraziti utjecaj procesnih Vi$a ulazna temperatura — manja vlaZnost
(2007) pseudolateks disperziji parametara (ulazne temperature i produkta, bez utjecaja na oslobadanje lijeka.
polimera pumpe) na mnoga svojstva Veca brzina pumpe — vece mikrocestice,
mikrocestica sporije oslobadanje lijeka.
Cortesi i sur. aciklovir lijek suspendiran u istraziti sposobnost suSenja Lijek se oslobada iz mikrocestica na
(2007) pseudolateks disperziji rasprsivanjem da bi se pripravile kontrolirani nacin. Testiranje viroloske
polimera mikrocestice za kontrolirano aktivnosti aciklovira pokazuje da
oslobadanje lijeka za okularnu mikrokapsuliranje lijeka ne umanjuje
primjenu aktivnost lijeka.
Esposito i sur. vitamin C Koristena je vodena istraziti sposobnost suSenja Sferi¢ne mikrocestice (<10pum) nisu ostvarile
(2002) pseudolateks disperziji rasprsivanjem da bi se pripravile kontrolirano oslobadanje lijeka.
polimera. mikrocestice s kontroliranim
oslobadanjem lijeka
Palmieri i sur. teofilin, Lijekovi otopljeni u otopini  istraziti utjecaj omjera lijeka i SuSenje rasprsivanjem nijednoga od uzoraka
(1994) sulfametazin (etanol/voda) ili polimera na oslobadanje lijeka iz mikrocestica nije rezultiralo kontroliranim

pseudolateks disperziji
polimera (voda).

mikrocestica

oslobadanjem.
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2.4. Mupirocin Kkalcij

Mupirocin kalcij (sl. 2 - 8) topicki je antibiotik koji se u farmakoterapiji primjenjuje
isklju¢ivo eksterno. Kemijski je derivat pseudomonske kiseline, izolata fermentacije
Pseudomonas fluoresens. Mupirocin kalcij ima antibakterijsko djelovanje protiv gram-
pozitivnih i nekih gram-negativnih bakterija, inhibirajuéi reverzibilno izoleucil-transfer
ribonukleinsku kiselinu, a time i bakterijsku proteinsku i RNA sintetazu (Bryskier, 2005;
Parenti i sur., 1987; Ward i Campoli-Richards, 1986). Pri niskim koncentracijama djeluje
bakteriostaticki, dok je pri visokim koncentracijama baktericidan. Primjenuje se u razli¢itim
pripravcima za lijecenje sekundarnih infekcija traumatizirane koZe zarazZene Staphylococcus
aureusom i Streptococcus pyogenesom te kao intranazalni pripravak za eradikaciju infekcija

uzrokovanih meticilin-rezistentnim sojem S. aureus (skr. MRSA).

Ca2t + 2H,0

OH H HO H

Slika 2 - 8. Mupirocin Kalcij dihidrat

In vivo istrazivanja na ljudima pokazala su da se samo 0,2 - 0,3% mupirocina
apsorbira kroz intaktnu kozu (Baines i sur., 1984; Lawrence i sur., 1989), dok je penetracija
nesto veca (0,2 - 0,6%) u bolesnika s psorijazom i ekcemima. Oko 2,7% aplicirane doze
mupirocina penetrira u vanjske slojeve koZe nakon 24 sata, a penetracija je dodatno
poboljsana okluzijom (Baines i sur., 1984). Mupirocin apsorbiran u sistemsku cirkulaciju
veZe se za proteine u vrlo visokom postotku (95%) te se na taj nacin inaktivira. Serumske
koncentracije vrlo su kratkotrajne zbog ekstenzivnog metabolizma u inaktivni metabolit,
monicnu kiselinu A, koja se stvara hidrolizom esterske veze izmedu nukleusa i bo¢nog lanca

molekule (Sutherland i sur., 1985).
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Lijek se daje tri puta na dan tijekom trajanja terapije (do deset dana). Ucestale
dnevne primjene lijeka Cesto rezultiraju slabijom suradnjom pacijenata te smanjuju izglede
za uspjeSan zavrSetak terapije. Stoga je postojala opravdana potreba da se izradi pripravak
za jednokratnu dnevnu primjenu lijeka koji bi omogucio produljeno oslobadanje lijeka.
Slicno su Amrutiya i sur. (2009). izradili mikrospuzZve s mupirocinom, primjenom
emulzijsko-difuzijske metode, uz etilcelulozni polimer. Thakur i sur. (2008) dodatno su

istrazivali ,scaffolde” za produljeno oslobadanje mupirocina pri lijeCenju rana.
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3. CILJ) RADA



Kontrolirano oslobadanje lijeka moZe se posti¢i uporabom neutralnog estera
metakrilne kiseline s malim udjelom trimetilaminoetil-metakrilat klorida, koji zbog svoje
slabe topljivosti i permeabilnosti omogucuju modulirano oslobadanja lijeka. Taj je polimer
komercijalno dostupan pod imenom Eudragit® RS, te Ce biti primjenjivan u razli¢itim
fizickim oblicima (RS 100, RS 30D i RS 12.5). Kao modelni lijek upotrebljavat ¢e se
mupirocin kalcij.

Cilj je ovog rada ispitati kako formulacijski parametri (omjer lijeka i polimera,
koncentracija smjese za suSenje rasprsivanjem, vrsta otapala, fizicki oblik lijeka i polimera)
i procesni parametri (temperatura suSenja) utjeCu na formiranje poli(met)akrilnih
mikrocestica, njihova fizicko-kemijska svojstva i morfologiju; te razumjeti povezanost tih
varijabli s na¢inom oslobadanja lijeka iz mikrocestica. Morfologija te fizicko-kemijsko stanje
lijeka i polimera unutar mikrocestice izravno utjeCu na nacin oslobadanja lijeka iz
mikrosustava.

Mikrocestice vrlo Cesto karakterizira pocetno, brzo i nekontrolirano oslobadanje
lijeka (engl. burst release)(Allison, 2008; Yeo i Park, 2004). Takvo oslobadanje moZe
prouzrociti toksi¢nost ili nepotrebni gubitak dijela primijenjene doze lijeka. Naj¢eS¢i razlozi
te pojave jesu neodgovarajuca arhitektura ili morfologija mikrocestica i nehomogena
raspodjela lijeka.

Dosadasnja istraZivanja sustava amonijmetakrilanih mikrocestica donose neke
spoznaje o povezanosti procesnih parametara i obiljeZja mikrocestica. Pove¢ana brzina
protoka otopine za rasprsivanje rezultirala je sporijim oslobadanjem lijeka, dok povecanje
temperature suSenja nije imalo bitnog utjecaja na svojstva mikrocestica (Esposito i sur,,
2000). Nasuprot tome, neki su autori potvrdili da povecanje temperature uzrokuje
smanjenje veli¢ine Cestica, kao i iskoristenja procesa (Esposito i sur., 2000). Velic¢ina Cestica
takoder je ovisna o tipu i koncentraciji polimera. Pokazano je da vrsta otapala izravno
utjeCe na strukturu mikrocestica odredujuci brzinu oslobadanja (Kristmundsdéttir i sur.,
1996). Nadalje, povecanje udjela polimera uzrokuje sporije oslobadanje lijeka (Al-Zoubi i
sur., 2008). Medutim, ta ispitivanja ne povezuju utjecaj pojedinih procesnih parametara s
nac¢inom formiranja mikrocestice i njezinim fizicko-kemijskim svojstvima, koja odreduju

nacin oslobadanja lijeka. Stoga ¢e upravo to biti predmet ovih istrazivanja.
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Za odredivanje ucinkovitosti uklapanja lijeka u polimerni matriks, kao i za studije
oslobadanja lijeka koristit ¢e se visokotlacna tekucinska kromatografija. Istrazit ce se
prikladne metode za ispitivanje oslobadanja lijeka iz mikrocesticnih sustava te utjecaj
samih medija na nacin oslobadanja. Morfoloska istraZzivanja dobivenih mikrocestica
provodit ¢e se uporabom pretraznoga elektronskog mikroskopa. Termicke metode
(diferencijalna pretrazna kalorimetrija i termogravimetrijska analiza) omogucit ¢e uvid u
fizicka svojstva lijeka i polimera, njihovu medusobnu mjeSivost, provjeru amofnosti ili
kristali¢nosti, potvrditi nastanak ¢vrstih disperzija ili pojave separacija faza s odvojenim
amorfnim ili kristalnim fazama lijeka ili polimera. Postojanje interakcija omogudit ce
predvidanje i objaSnjenje promjene topljivosti lijeka i naCina njegova oslobadanja.
Termogravimetrijska analiza posluzZit ¢e za potvrdu prisutnosti i odredivanje ostatnih
otapala upotrijebljenih u procesu suSenja rasprSivanjem. Pripremljene mikrocestice
karakterizirat ¢e se i primjenom infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom (FTIR) te difrakcije rendgenskih zraka na prahu (XRPD).

Znanstveni je doprinos predloZenog istrazivanja visestruk. Poznavanje nacina
formiranja mikromatriksa te nacina kako formulacijske i procesne varijable utjecu na nacin
oslobadanja lijeka bit ¢e od velikog znacaja pri modeliranju farmakinetickog profila lijeka te
sprjecavanju njegova nekontroliranog oslobadanja iz mikrosustava. Medusobna ovisnost
navedenih varijabli unutar mikrocestica do sada nije sustavno istraZivana, a moze imati
velik utjecaj na kinetiku oslobadanja lijeka. Te su spoznaje od velike vaznosti za razvoju

naprednih ljekovitih oblika s kontroliranim oslobadanjem lijeka.
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3.1. Specificni ciljevi rada

Glavni cilj ovog istrazivanja jest pripraviti i karakterizirati poli(met)akrilne
mikrocestice s uklopljenim lijekom - mupirocin kalcijem. Primijenit ¢e se metoda suSenja
rasprsivanjem. Specific¢ni ciljevi rada jesu:

a) istraziti utjecaj formulacijskih varijabli na ucinkovitost uklapanja lijeka, iskoriStenje
procesa, brzinu oslobadanja lijeka iz mikrocestica, morfologiju i veli¢inu Cestica te
svojstva Cvrstog stanja (amorfnost/kristali¢nost, odvajanje faza, mjeSivost),

b) istraZiti utjecaj procesnih varijabli na uc¢inkovitost uklapanja lijeka, iskoristenje procesa,
brzinu oslobadanja lijeka iz mikrocestica, morfologiju i veliCinu cCestica te svojstva
¢vrstog stanja (amorfnost/kristalicnost, odvajanje faza, mjesSivost),

c) istraziti utjecaj upotrijebljenog otapala na ucinkovitost uklapanja lijeka, iskoriStenje
procesa, brzinu oslobadanja lijeka iz mikrocestica, morfologiju i veli¢inu Cestica te
svojstva ¢vrstog stanja (amorfnost/kristali¢nost, odvajanje faza, mjeSivost),

d) istraZziti utjecaj fizickog stanja polimera i lijeka (primijenjenih u otopini ili suspenziji) na
ucCinkovitost uklapanja lijeka, iskoriStenje procesa, brzinu oslobadanja lijeka iz
mikrocCestica, morfologiju i veli¢cinu Cestica te ostala svojstva c¢vrstog stanja
(amorfnost/kristali¢nost, odvajanje faza, mjesivost),

e) ispitati antimikrobnu djelotvornost mikrocestica na sojevima Staphyloccocus aureus radi
potvrde funkcionalnosti pripravljenih mikrocestica koje ostvaruju najpovoljnije in vitro
oslobadanje lijeka,

f) istraziti interakcije lijeka i polimera te utvrditi njihov utjecaj na oslobadanje lijeka iz
polimernog nosaca,

g) povezati sve navedene procesne i formulacijske varijable s nacinom formiranja

mikromatriksa i ostvarivanja kontroliranog oslobadanja lijeka.
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4. MATERIJALI I METODE



4.1.Materijali

4.1.1. Polimetakrilni polimeri

Polimerizaciju akrilnih polimera prvi su opisali Caspary i Tollens jo$ davne 1873.
godine. Industrijska primjena tih polimera nije bila Siroko rasprostranjena sve do kasnih
1930-ih, nakon pionirskih radova Pechmanna i R6hma. Pleksiglas, akrilni homopolimer
izraden od polimetilmetakrilata, privukao je veliku pozornost na svjetskoj izlozbi 1937.
godine. Zbog svoje multifunkcionalne prirode, raznolikih svojstava i izvrsne
biokompatibilnosti, ti se polimeri smatraju jednim od najbitnijih farmaceutskih
ekscipijensa.

Akrilni su polimeri potpuno polimerizirani derivati akrilne i metakrilne kiseline.
Fizicka i kemijska stabilnost polimera uvjetovana je postojanjem kostura izradenoga od
ugljikovih atoma i bo¢nih metakrilnih lanaca (te skupine osiguravaju c¢vrstu i krutu
strukturu) (sl. 4 - 1). Akrilne skupine pridonose fleksibilnosti i meko¢i polimera.

U izradi ovoga doktorskog rada korisSten je amonioetilni metakrilni kopolimer tipa B,
tj. kopolimer estera akrilne i metakrilne kiseline s niskim sadrzajem kvaternih amonijevih
skupina u obliku kloridnih soli. Kvaterne su amonijeve grupe u bo¢nim lancima akrilnog
polimera hidrofilne. Samo 5% (m/m) hidrofilnih skupina u tom kopolimeru, $to ¢ini jednu
do dvije kvaterne amonijeve skupine na Cetrdeset monomernih esterskih skupina, ¢ini te
polimere netopljivima u vodi. Oni u vodi bubre, a njihovu permeabilnost specificno
odreduju hidrofilne skupine. Ulazak vode u polimer (tj. u polimerni matriks ili film) te
difuzija otopljenog lijeka uglavnom se ostvaruju kroz hidratizirane hidrofilne kanale
(Dittgen i sur., 1997). Hidrofilnost kvaterne amonijeve skupine (u obliku kloridnih soli)
neovisna je o pH unutar fizioloSkog raspona pH vrijednosti (od 1 do 8). Koncentracija soli
utjeCe na nacin bubrenja polimera; veca ionska jakost smanjuje bubrenje polimera.
Prisutnost drugih aniona, kao i puferske otopine, mogu takoder mijenjati nacin oslobadanja

lijeka.
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Slika 4 - 1. Struktura Eudragit® RS polimera

Eudragit® RS 100, Eudragit® RS 12.5 i Eudragit® RS 30D komercijalno su dostupni

amonioetil metakrilni kopolimeri (Evonik, Essen, Njemacka).

4.1.2. Ostali materijali

Organska otapala metanol i tetrahidrofuran bila su odgovarajuce kvalitete za
tekuc¢insku kromatografiju, a kalij bromid za infracrvenu spektroskopiju (Merck KgaA,
Darmstadt, Njemacka).

Acetatni pufer (pH=5,5) pripremljen je na sljede¢i nacin: u odmjernoj tikvici od 1 1
odvagano je 5,98 g natrij acetat trihidrata te dodano 3 ml 2 N octene kiseline, a zatim je
volumen dopunjen do 1 l. Za potrebe istraZivanja 2 N octena Kkiselina pripremljena je na
sljede¢i nacin: 116 ml ledene octene kiseline (Kemika, Zagreb, Hrvatska) razrijedeno je
vodomdo 11

Priprema 0,1 M amonij acetata obavljena je ovako: u odmjernu tikvicu od 2 000 ml
odvagano je 15,4 g amonij acetata (Merck, Darmstadt, Njemacka), otopljeno u 1 800 ml
vode te je pH korigiran ledenom octenom kiselinom (Kemika, Zagreb, Hrvatska) do 5,7, a
zatim volumen dopunjen do 2 000 ml.

Polisorbat 80 (Tween 80) pribavljen je od proizvodaca Uniquema (Merseyside, UK),
a Mueller-Hinton podloga pribavljena je od Sigme (Miinchen, Njemacka). U svim je

pokusima upotrebljavana ultracista voda.
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4.2.Metode

4.2.1. Izrada mikrocestica

Mikrocestice su pripremljene tehnikom suSenja rasprSivanjem iz razli¢itih smjesa
Eudragit® RS polimera i mupirocin kalcija. Sastavi svih otopina za rasprSivanje prikazani su
u tablicama 4 - 1.1 4 - 2. Kada je upotrebljavan Eudragit® RS 100, prethodno je potpuno
otopljen u otapalu ili smjesi otapala na ultrazvuc¢noj kupelji te je polimerna otopina
ostavljena stajati 24 sata kako bi se postiglo potpuno raspletanje polimernih lanaca.
Mupirocin kalcij otopljen je u otopini polimera neposredno prije suSenja rasprsivanjem.
Uzorak IVc izraden je od prethodno amorfiziranog lijeka osuSenoga rasprSivanjem iz
2-postotne (m/m) metanolne otopine kristalnog mupirocin kalcij dihidrata. Za ostale
pokuse upotrebljavani su komercijalno dostupni Eudragit® RS 30D (30-postotna vodena
koloidna disperzija polimera) i Eudragit® RS 12.5 (12,5-postotna otopina polimera u smjesi
acetona i izopropanola). Uzorci Id, le, IVd i IVe pripremljeni su suspendiranjem lijeka u
otopini ili disperziji polimera dodatkom polisorbata 80, a rasprsivani su uz kontinuirano
mijeSanje.

SuSenje rasprsivanjem provedeno je na uredaju Bilichi B-290 mini spray drier (Blichi
Labortechnik AG, Flawil, Svicarska) s ukapljivacem otpadnih otapala (Inert Loop B-295),
koji je omogucio siguran rad s organskim otapalima. Uredaj radi na nacelu istosmjernog
strujanja medija za suSenje (zraka ili inertnog plina) i samog proizvoda, s integriranim
rasprSivatem promjera 0,7 mm. Otopina je rasprSena u sitne Kkapljice s pomocu
komprimiranog duSika, a one su zatim suSene u cilindru i odvojene u ciklonu. Radi
unaprjedenja iskoristenja procesa upotrijebljen je mali visokoucinkoviti ciklon, koji se
svojim dimenzijama i geometrijom razlikuje od standardnog ciklona (uze tijelo ciklona s
uzim izlaznim otvorom). Konstantni parametri procesa susenja bili su:

a) aspirator: 85% maksimalne vrijednosti,
b) pumpa: 40% maksimalne vrijednosti,

c) tlak rasprsivaca: 55 mm (670 Nl/h).
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Ulazna temperatura varirana je za razliCite pokuse, a vrijednosti su navedene u

tablicama4-1.i4 - 2.

Tablica 4 - 1. SuSenje rasprSivanjem iz otopina - sastav otopina za rasprSivanje i procesni

parametri
Sastav otopina za suSenje rasprsivanjem
: Ulazna
Mikrocestice (_)_m]er_ Uku??a vt Fizicki temperatura
lijeka i konc. lijeka Fizicki . (°C)
. . . I oblik Otapalo
polimera ipolimera  obliklijeka limer
[m:m] __ [%,m/m] poner

I 1:5 3 otopljen otopljent metanol 100 °C
11 1:2 3 otopljen otopljent metanol 100 °C
11 1:1 3 otopljen otopljen! metanol 100 °C
\Y 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 100 °C
\Y 5:1 3 otopljen otopljen! metanol 100 °C
IV-110 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 110°C
IV-100 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 100 °C
IV-90 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 90 °C
IV-80 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 80 °C
IV-70 2:1 3 otopljen otopljen! metanol 70 °C
IV-1% 2:1 1 otopljen otopljen? metanol 100 °C
IV-2% 2:1 2 otopljen otopljen? metanol 100 °C
IV-3% 2:1 3 otopljen otopljen? metanol 100 °C
IV-4% 2:1 4 otopljen otopljen?! metanol 100 °C
IV-5% 2:1 5 otopljen otopljen?! metanol 100 °C

1 Koristen je polimer Eudragit® RS 100.

Amorfni je lijek dobiven suSenjem rasprsivanjem iz 2-postotne (m/m) metanolne
otopine, uz jednake procesne parametre suSenja kao i mikroCestice te na ulaznoj
temperaturi od 100 °C. Na isti je nacin pripravljen i osuSeni polimer. Svi su prasci ¢uvani u

staklenim spremnicima, u desikatoru, na sobnoj temperaturi.
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Tablica 4 - 2. SuSenje rasprSivanjem iz otopina i suspenzija - sastav otopina/suspenzija za

rasprsivanje i procesni parametri

Sastav otopina za suSenje rasprsivanjem

Ulazna
rocesti Omjer Ukupna temperatura
MikroCestice  pokai  konc.lijekai Fizickioblik Fizicki oblik otanalo Q)
polimera  polimera lijeka polimera ap
[m:m] [%, m/m]
Ia 1:5 3 otopljen otopljen metanol 110°C
1:5 . . metanol : etanol o
Ib 3 otopljen otopljen = 50: 50 (m/m) 110°C
1:5 . .,  aceton:izopropanol o
Ic 3 otopljen otopljen = 401 60 (m/m) 110°C
1:5 suspendiran, aceton : izopropanol
Id : 3 djelomicno otopljen ' 110°C
lotopl].en Py =40: 60 (m/m)
suspendiran, .
le 1:5 3 djelomicno l.<0101dr'1.a voda 110 °C
. disperzija3
otopljen
. . metanol : etanol o
IVa 2:1 3 otopljen otopljen = 50:50 (m/m) 110°C
. . metanol : etanol o
IVb 2:1 3 otopljen otopljen = 50: 50 (m/m) 110 °C
4 ) I . aceton : izopropanol o
IVc 2:1 3 otopljen otopljen — 40: 60 (m/m) 110 °C
suspendiran, aceton : izopropanol
Ivd 2:1 3 djelomicno otopljen? : 110°C
’Otopl].en Pl =40: 60 (m/m)
suspendiran, .
Ve 2:1 3 dielomigno Xoloidna voda 110°C
. disperzija3
otopljen

1 Mupirocin kalcij prethodno je amorfiziran (suSenjem rasprsivanjem) kako bi se postigla zadovoljavajuéa topljivost lijeka

2 Koristen je komercijalno dostupan Eudragit® RS 12.5.

3 Koristen je komercijalno dostupan Eudragit® RS 30D.

4 Topljivost mupirocin kalcij dihidrata nije bila dostatna za pripravu uzoraka te je upotrijebljen amorfni oblik mupirocin

kalcija.

58



4.2.2. Odredivanje uspjesnosti uklapanja lijeka u mikrocestice

SadrZaj mupirocin kalcija odreden je HPLC metodom, koja je opisana u americkoj
farmakopeji (United States Pharmacopeia, USP, 31. izd., sv. 2, 2009). Odgovarajuca koli¢ina
mikrocCestica s koncentracijom lijeka od 0,1 mg/ml otapana je na ultrazvucnoj kupelji
(Julabo USR3, Julabo Labortechnik GmbH, Sellbach, Njemacka), u metanolu, tijekom 30
minuta. Kromatografska analiza sadrZaja lijeka provedena je instrumentom Agilent 1100
Series (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka) s detektorom s nizom dioda. Mobilna
se faza sastojala od degazirane i filtrirane smjese 0,1 M amonij acetata i tetrahidrofurana u
omjeru 68 : 32. Protok mobilne faze bio je 1 ml/min. Temperatura kolone (Zorbax Eclipse
XDB (8, 250 x 4,6 mm, velic¢ina Cestica 5 um, Agilent, Palo Alto, CA, SAD) s odgovaraju¢om
pretkolonom (Symmetry C8, veli¢ina cCestica 5 um, 3,9 x 20 mm, Waters, Dublin, Irska) bila
je 35 °C. Volumen injektiranja bio je 20 pl. Izokratno eluiranje trajalo je 10 minuta. Svi su
pokusi provedeni u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti. Uklapanje

lijeka izraZeno je kao maseni udio (m/m) lijeka u mikrocesticama prema formuli:

teoretska koli¢ina lijeka - pronadena koli¢ina lijeka
U= — x 100.
teoretska kolic¢ina lijeka

4.2.3. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

[spitivanje oslobadanja lijeka provedeno je na USP Aparaturi 2 s lopaticama (uredaj
PharmaTest tip PTWS, PharmaTest Apparatebau GmbH, Hainburg, Njemacka). Odredena
koli¢ina mikrocestica stavljena je u 500 ml degaziranoga acetatnog pufera pH=5,5 na
37+0,5 °C kako bi se ostvarila ciljanja koncentracija od 0,1 mg/ml. Brzina okretanja lopatica
bila je 20 okr./min. U odredenim vremenskim intervalima uzorkovano je po 5 ml otopine,
koja je filtrirana (Acrodisc® GF 25 mm filteri sa GF/0.45 GHP membranama, Pall, Bad
Kreuznach, Njemacka) i analizirana HPLC metodom za sadrzaj mupirocin Kkalcija

(prethodno opisana u poglavlju 4.2.2.). Uzorkovane su koli¢ine nadomjeStene novim
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medijem zagrijanim na 37 °C. Koliina mikrocestica odredena je tako da se osiguraju uvjeti
potpune topljivosti lijeka u zadanom pH mediju (topljivost amorfnog mupirocin kalcija u

acetatnom puferu pH=5,5 veca je od 20 mg/ml). Sve su analize provedene po tri puta.

4.2.4. Odredivanje velicina Cestica

Mjerenje velicina Cestica provedeno je metodom difrakcije laserske zrake pri malom
kutu na uredaju Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK).
Primijenjena je vlazna metoda pa su mikrocestice prije analize dispergirane u vodi
(disperzijski medij) s nekoliko kapi 1-postotne (m/m) otopine polisorbata 80. Uzorak je
mjeren u disperzijskoj jedinici (Hydro 2000uP), uz zasjenjenje od 8 - 15%. Eksperimentalni
su uvjeti bili sljedec¢i: vrijeme mjerenja - 1 minuta; mijeSalica - kontinuirano 2 000
okr./min; ultrazvuéna mijesalica - 10% nominalne vrijednosti; broj mjerenja - 6. Rezultati

su izraZeni kao srednja vrijednost.

4.2.5. Karakterizacija ¢vrstog stanja

4.2.5.1. Modulirana diferencijalna pretrazna kalorimetrija (MDSC)

Termicka su svojstva analizirana uz pomo¢ TA Instrument modulated DSC Q1000
kalorimetra (TA Instruments, New Castle, SAD) primjenom aluminijske hermeticke
posudice s probuSenim poklopcem (da se omoguci uklanjanje ostatnog otapala) s oko 2 - 5
mg uzorka u atmosferi dusika (50 ml/min). Uzorci su grijani 5 °C/min od 20 °C do 200 °C,
uz modulaciju +0,8 °C (amplituda) svakih 60 sekundi (period). Stakliste (Tg) odredeno je s
pomocu racunalnog programa TA universal analyses ekstrapoliranjem linernog dijela MDSC
krivulje ispod i iznad stakliSta, uz odredivanje srediSnje temperature u Krivulji
reverzibilnog protoka topline. Sve su analize provedene u triplikatu.

Dodatno, uzroci su podvrgnuti ciklicnom zagrijavanju (grijanje — hladenje - grijanje):
grijanju do 200 °C, hladenju do 20 °C pod kontroliranim uvjetima (brzinom 5 °C/min),
nakon Cega je slijedio drugi ciklus zagrijavanja od 20 °C do 200 °C pri 5 °C/min i modulaciju

10,8 °C svakih 60 sekundi u svakom koraku. Takav nacin snimanja termograma omogucuje
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uklanjanje ostatnog otapala iz mikrocCestica i odredivanje stvarnog staklista (T'). Svaka je

analiza provedena u triplikatu.
4.2.5.2. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Za provedbu termogravimetrijske analize u platinastim posudicama s pribliZzno 5 mg
uzorka, u struji duSika (35 ml/min), uz brzinu grijanja 10 °C/min, u temperaturnom
rasponu od 30 °C do 250 °C upotrijebljen je TGA-7 termogravimetar (PerkinElmer,
Norwalk, SAD). Te su analize omogucile kvantificiranje ukupne koli¢ine ostatnih hlapljivih

otapala. Svaka je analiza provedena je u triplikatu.
4.2.5.3. Fourier-transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR)

Infracrveni spektri snimljeni su na Nicolet 6700 FTIR (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, SAD) uredaju s brzo obnovljivim deuteriranim triglicin sulfatnim (DTGS)
detektorom, KBr metodom (s priblizno 0,5% uzroka), uz pomo¢ racunalnog programa
Omnic, verzija 4.1. Spektralni raspon od 400 do 4 000 cm™1, rezolucija 4 cm~! i akumulacija

od 32 snimke omogucili su snimanje kvalitetnih spektara.
4.2.5.4. Fourier-transformirana Ramanova spektroskopija (FT Raman)

Ramanovi spektri snimljeni su na Nicolet 6700 FTIR spektrofotomeru s NXR FT-
Ramanovim modulom (ThermoFisher Scientific Inc.,, Waltham, SAD), opremljenim s 1 064
nm Nd:YVO4 ekscitacijskim laserom, CaF, djeliteljem zraka i Ge detektorom. Podaci su
obradeni uz pomo¢ racunalnog programa Omnic, verzija 4.1. KoriSten je spektralni raspon

od 3 700 do 400 cm'L s rezolucijom 4 cm-! i akumulacijom od 128 snimaka.
4.2.5.5. Rendgenska difrakcija

Difraktogrami praha snimani su na Philips X'Pert PRO difraktometru (PAN
Analytical, Kassel Waldau, Njemacka), opremljenom X’Celerator detektorom (2 022° 20) uz
CuKa radijaciju pri 45 kV i 40 mV. Kut snimanja (26) bio je 2-50°, korak (20) bio je 0,017°, a

vrijeme po koraku 50 sekundi. Uzorak je smrvljen u tarioniku, a zatim nanesen na originalni
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Phillipsov nosac (promjera 16 mm), rucno pritisnut Spatulom i zatvoren drugom plocicom.

Difraktogrami su interpretirani uz pomo¢ racunalnog programa X'Pert Data Collector.

4.2.6. Morfoloska karakterizacija mikrocestica

4.2.6.1. Pretrazna elektronska mikroskopija

Morfologija mikroCestica analizirana je uz pomo¢ pretraznoga elektronskog
mikroskopa (JEOL, tip JSM-5800, Tokio, Japan). Uzroci su pri¢vrS¢eni na ljepljivu traku te

obloZeni tankim slojem zlata u vakuumu. Mikroskop je radio pod naponom od 15kV.

4.2.7. Antimikrobna djelotvornost mikrocestica

Antimikrobna djelotvornost mikrocestica s mupirocin kalcijem odredena je i
usporedena s antimikrobnom djelotvornoSéu samog lijeka i praznih mikrocestica.
Mikrocestice su suspendirane u acetatnom puferu pH=5,5 (USP pufer, medij za analizu in
vitro oslobadanja lijeka iz mikrocCestica) neposredno prije analize, u kona¢noj koncentraciji
od 400 pg/ml. Paralelno su analizirani uzorci dobiveni nakon trosatnog pokusa in vitro
oslobadanja lijeka iz mikrocestica kako bi se utvrdilo utjece li postupak mikrokapsuliranja
negativno na aktivnost lijeka.

Antimikrobna djelotvornost testirana je na soju vrste Staphylococcus aureus (ATCC
29213). Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) metodom dvostruke
mikrodilucije provedeno je u skladu sa CLSI smjernicama (2001) na Miller-Hintonovom
bujonu. Inokulum od 1 - 2x108 cfu/ml pripremljen je i razrijeden do kona¢ne koncentracije
od 1 - 2x105 cfu/ml u podlozi s lijekom, mikrocCesticama i lijekom oslobodenim iz
mikrocestica nakon tri sata. Metodom dvostruke mikrodilucije na mikrotitarskoj ploci
testirane su koncentracije lijeka u rasponu od 0,625 do 256 png/ml. Kao pozitivna (kontrola
rasta) i negativna kontrola (kontrola sterilnosti) koriSten je bujon s i bez kulture S. aureus.
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najmanja koncentracija mupirocin kalcija
koja je inhibirala vidljivi bakterijski rast nakon 18 sati inkubacije na 35+2 °C. Nakon 3, 6 i

18 sati, razrjedenja (10 pl) nasadena su na Miiller-Hintonove agarne ploce, a broj ukupno
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naraslih kolonija zabiljeZen je nakon 18 sati inkubacije na 35 £2°C. Minimalna baktericidna
koncentracija odredena je kao najniZa koncentracija uzoraka s mupirocin kalcijem pri kojoj
je broj S. aureus kolonija smanjen za 99% pocetnog inokuluma. Svi su eksperimenti

provedeni po tri puta.

4.2.7.1. Dinamika uginuca bakterija djelovanjem lijeka u vremenu (engl. time-kill

study)

Studija dinamike uginuca bakterija djelovanjem lijeka u vremenu provedena je na S.
aureus (ATCC 29213) i klinicki izoliranome meticilin rezistentnom soju S. aureus (MRSA).
Kao pocetni inokulum korisStena je bakterijska koncentracija od 6,1 - 6,5 log cfu/ml na
mikrotitarskoj plo¢i. Mupirocin kalcij uzorci u koncentraciji od 16 pg/ml i 8 pg/ml bili su
inkubirani sojevima S. aureus tijekom 3, 6 i 24 sata na 35+2 °C. Nakon inkubacije,
pripremljena su 10-struka razrjedenja u Miieller-Hintonovom bujonu te je po 10 pl iz
svakog razrjedenja nasadeno na Miieller-Hinton agar. Bakterijske su kolonije prebrojene

nakon 18 sati inkubacije na 35+2 °C. Svi su pokusi napravljeni tri puta.

4.2.8. Statisticka analiza

Numericki su rezultati izraZeni kao srednja vrijednosti + standardna devijacija (SD),
ako nije drugacije naznacCeno. Eksperimentalni su rezultati usporedeni primjenom
jednosmjerne analize varijance. Post-hoc usporedba sredina provedena je primjenom
Tukeyeva testa, uz razinu znacajnosti manju od 0,05 (P<0,05). Matematicko modeliranje
krivulja oslobadanja lijeka iz mikrocestica provedeno je primjenom monoeksponencijalnih i
bieksponencijalnih jednadZbi uz pomo¢ racunalnog programa GraphPad Prism (GraphPad

Software Inc., San Diego, SAD, www.graphpad.co). Matematicko modeliranje primjenom

bieksponencijalnih jednadZbi omogucuje razdvajanje brze i spore faze oslobadanja lijeka te
njihovu medusobnu usporedbu (Beck i sur., 2007; Cruz i sur. 2006; Lionzo i sur., 2007;

Raffin i sur., 2006).
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5. REZULTATI I RASPRAVA



5.1.Utjecaj omjera lijeka i polimera na svojstva mikrocestica



5.1.1. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

Kako bi se istraZio utjecaj omjera lijeka i polimera na svojstva mikrocestica,

pripremljeni su uzorci navedeni u tablici 5 - 1.

Tablica 5 - 1. Svojstva mikrocestica s razli¢itim omjerima lijeka i polimera (m/m) susenih

rasprs$ivanjem na 100 °C

Mikrocestice Iskoristenje Sadrzaj lijeka u Uspjesnost
[lijek : polimer, procesa mikrocesticama uklapanja lijeka
m/m] [%] [% + SD] [% + SD]
[(1:5) 53,7 15,7+0,1 99,9+0,5
I1(1:2) 57,2 31,7+0,2 100,8+0,7
M(:1) 59,4 47,6 +0,7 100,8+ 1,5
IV(2:1) 55,9 63,7+ 1,4 101,1+2,3
V(5:1) 57,1 78,1+2,8 99,1+3,6
Legenda:

iskoriStenje procesa (%) - omjer mase dobivenih mikrocestica i mase ukupnih sastojaka dodanih u otopinu za
rasprsivanje; uspjeSnost uklapanje lijeka (% m/m) - omjer stvarnoga i teoretskog sadrZaja mupirocin kalcija u

mikrocesticama; SD - standardna devijacija (n=3)

[skoriStenje procesa suSenja rasprSivanjem variralo je izmedu 53 i 59%. U
preliminaranim studijama suSenja prilagodbom tehnoloskih parametara sprije¢eno je
odlaganje materijala na stijenkama cilindra (npr. smanjenjem brzine pumpanja), ¢ime su
postignuta relativno visoka iskoriStenja. IskoriStenje je dodatno poboljSano uporabom
ciklona sa suZenim izlaznim otvorom koji je sprjeCavao gubitak najlakSih i najmanjih
Cestica. Naime, prema Maury i sur. (2005) ciklon sa suZenim promjerom te uzim izlaznim
otvorom moze odvajati Cestice manje od 0,44 um, za razliku od standardnog ciklona koji
moZe odvajati Cestice ve¢e od 1,43 pm. Geometrija uzeg ciklona uzrokuje smanjenje
volumnog protoka medija za susSenje (u ovom primjeru dusika) i dovodi do veceg pada tlaka
duZ ciklona, Sto pogoduje boljem odvajanju Cestica. Neznatno slabije iskoriStenje (53,7%)

ostvareno je na uzorku s najmanjom koli¢inom lijeka (mikrocestice I). Kao Sto ¢e se vidjeti
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kasnije, te su Cestice bile najmanje te su gubici kroz izlazni otvor ciklona bili veci.

Sadrzaj lijeka unutar mikrocestica odgovarao je teoretskim udjelima, Sto potvrduje
da je uklapanje lijeka za sve pripremljene mikrocestice, neovisno o sastavu, bilo gotovo
100-postotno. UspjeSnost uklapanja lijeka kretala se izmedu 99,1 i 101,1% (tabl. 5 - 1), bez
znacajne statisticke razlike (P>0,05) medu analiziranim uzorcima. Op¢enito, bolja topljivost
lijeka u odredenom otapalu jamci bolje uklapanje lijeka (Wang i Wang, 2002a). UspjeSno
uklapanje lijeka unutar polimernih mikroCestica povezuje se i s prirodom pocetne smjese za
rasprSivanje. Naime ako je pocetna smjesa za rasprSivanje otopina, postoji velika
vjerojatnost da ¢e mikrokapljice nastale nakon rasprSivanja zadrzati svoju inherentnu
homogenost (u smislu omjera lijeka i polimera). Zbog toga stvarni udio lijeka unutar
polimernih mikrocestica vrlo Cesto odgovara teoretskim vrijednostima, $to je i potvrdeno
mnogim literaturnim rezultatima (Pignatello i sur., 1997; Rassu i sur., 2008; Wang i Wang,
2002a; Wang i Wang, 2002b). Zbog isparavanja otapala i nastaloga koncentracijskoga
gradijenta unutar mikrokapljice te razliCite difuzivnosti otopljenih tvari ili njihove
povrsinske aktivnosti, u konac¢no formiranoj mikrocestici moze do¢i do razdvajanja
polimera i lijeka te narusavanja homogenosti otopine iz koje Cestica nastaje (Vehring,

2008).

5.1.2. Morfologija mikrocestica

Mikrocestice su bile u obliku finoga, sipkog praska. Slika 5 - 1. prikazuje snimke
mikrocestica napravljene uz pomo¢ pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM). Slike 5 - 1.
a) i e) predocuju mikrocCestice s najmanjim i najve¢im udjelom lijeka. Vidljivo je da
morfologija tih mikrocestica bitno odstupa od pravilnih sferi¢nih oblika. Mikrocestice s
najmanjim udjelom lijeka naborane su, smeZurane i jako deformirane. Mikrocestice s
najvise lijeka takoder su nepravilnog oblika, poneke su ravnih rubova i ploha, ali se sferi¢ni
oblik ipak nasluc¢uje. Ostale prikazane mikrocestice (sl. 5 - 1. b - d) pravilnog su, sfericnog
oblika, glatke, bez vidljivih pora i drugih povrSinskih nepravilnosti. Na samim
mikrocesticama ili izvan njih nema vidljivih kristala lijeka.

Povrsina mikrocestica opcenito je glatka kad polimer ocvrséuje polako i kad ima
dovoljno vremena da se mikrokapljica sazme (skupi), Sto se naj¢es¢e dogada zbog sporog
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uklanjanja otapala ili dobre topljivosti (niske ukupne zasi¢enosti) otopljenih tvari u
koriStenom otapalu (Bain i sur., 1999; Mandal i sur., 2001). Visoka zasi¢enost polimera ili
lijeka u otopini za rasprSivanje pogoduje ranim faznim transformacijama (otopina » gel »
krutina) u procesu suSenja mikrokapljice, koje onda rezultiraju raznolikim morfologijama.
Visoka koncentracija (i zasi¢enost) polimera u mikrokapljici s omjerom lijeka i polimera
1:5 (m/m) (sl. 5 - 1. a) dovela je do naboravanja mikrocCestica, vjerojatno zbog ranog
taloZenja polimera na povrsini mikrokapljice, te do stvaranja mekane i tanke kore koja se u
konacnici naborala zbog niske ¢vrstoce (Vehring, 2008). Vidljivo je da je pri tome udio lijeka

(a samim time i njegova pocetna zasicenost) bitno utjecao na izgled mikrocestica.

Slika 5 - 1. SEM slike mikrocestica s razli¢itim omjerom lijeka i polimera

a)l(1:5);b)II(1:2);c)I(1:1);d)IV(1:2);e)V(5:1)(m/m)
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5.1.3. Velicina cCestica

Volumna raspodjela veli¢ine Cestica prikazana je u tablici 5 - 2. Mala veli¢ina Cestica
moZe se pripisati niskoj viskoznosti otopine za rasprSivanje (zbog niskih koncentracija
otopljenih tvari) i visokom tlaku za rasprSivanje otopine. Dobiveni rezultati pokazuju da
veli¢ina Cestica raste s udjelom lijeka. Medutim, ako se rezultati tih analiza tumace zajedno
sa SEM slikama, ocito je da mikrocCestice ne prate takav trend, nego da je povecanje d(0,9)
vrijednosti zapravo doprinos aglomerata u volumnoj raspodjeli veli¢ine cestica. SEM
snimke (sl. 5 - 1. a - e) pokazuju da je samo mali broj mikrocestica spojen te da je aglo-

meracija nastala nakon zavrsetka suSenja.

Tablica 5 - 2. Volumna raspodjela veli¢ine Cestica uzoraka s razli¢itim omjerima

lijeka i polimera (m/m) suSenih rasprsivanjem na 100 °C

Mikrocestice Raspodjela velicine cestica [um + SD]
[lijek : polimer,

m/m] d(0,1) d (0,5) d (0,9)
[(1:5) 1,2+0,0 2,1+£0,0 37+0,3
I1(1:2) 1,4£0,0 28+0,0 6,1+0,0
[r(1:1) 1,5+0,0 32+0,0 89+0,1
IV(2:1) 1,2+0,0 2,5+0,0 10,6 £ 0,2
V(5:1) 0,2+0,0 28+0,0 11,2+0,1

Legenda: d(0,1), d(0,5) i d(0,1) oznacava da je 10, 50 i 90% volumne raspodjele mikrocestica ispod

navedene vrijednosti; SD — standardna devijacija (n=6)

5.1.4. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami izvornog lijeka (kristalni, dihidratni oblik) i onoga dobivenog
suSenjem rasprsivanjem (amorfni) prikazani su na slici 5 - 2. Difraktogrami mikrocestica s
razli¢itim omjerom lijeka i polimera te amorfnog lijeka i polimera prikazani su na slici 5 - 3.
Vidljivo je da je nakon suSenja rasprSivanjem lijek presao iz kristalnoga u amorfni oblik
izgubivsi svoju pravilno strukturiranu kristalnu reSetku. Na snimkama su vidljivi halo

difraktogrami tipi¢ni za amorfne tvari.
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Slika 5 - 2. Difraktogram lijeka u izvornom obliku (kristalni) i onoga dobivenog suSenjem

rasprsivanjem (amorfni)

Difraktogrami (sl. 5 - 3) pokazuju da su sve mikrocestice u amorfnom stanju, bez
»pikova“ kristalne forme. Amorfni halo difraktogami pojedinih mikrocestica medusobno su
razli¢iti zbog razli¢itih udjela lijeka i polimera. Kako udio lijeka raste, halo difraktogram
mikrocestice postaje sli¢niji halo difraktogramu samog lijeka, i obratno. Provedene analize
upucuju na cinjenicu da su mikrocestice izradene od smjese amorfa lijeka i polimera u
obliku cvrste disperzije. Amorfizacija lijeka posljedica je brzog taloZenja u kratkome

vremenskom razdoblju, $to je onemogucilo proces kristalizacije lijeka.

70



— 1

3600 , — m

— IV

— V

—— Eudragit RS (SR)
mupirocin Kalcij (SR)

intenzitet

400 m

I I T I T I T
5 10 15 20 25 30 35
2Theta (°)

Slika 5 - 3. Difraktogrami mikrocestica s razli¢itim omjerom lijeka i polimera [I (1 : 5), I (1 : 2), III
(1:1),IV(1:2)iV (5:1) (m/m)], te amorfnog lijeka i polimera dobivenih suSenjem rasprsivanjem
(SR)

5.1.5. Termicka svojstva mikrocestica

S obzirom na amorfnost mikrocestica, ispitana su njihova termicka svojstva.
Primijenjena je modulirana diferencijalna pretrazna Kkalorimetrija (MDSC) kako bi se
razlucila termicka svojstva povezana s promjenom toplinskog kapaciteta (u tocki staklastog
prijelaza, T¢) od drugih preklapaju¢ih dogadaja vidljivih u krivulji ukupnog protoka topline
(Craig i sur., 1999; Hill i sur., 1999). Termicke analize binarnih smjesa (lijeka i polimera)
omogucuju analizu mjeSivosti lijeka i polimera, uz uporabu dobro poznate GT jednadZbe.

Odstupanja od predvidene GT vrijednosti stakliSta upucuju na postojanje
nesavrsenosti u mijesanju komponenti kao Sto su razdvajanje faza ili specificne interakcije
lijeka i polimera (Hancock i Zografi, 1997; Wiranidchapong i sur., 2008). Termogram

kristalnog lijeka ima endotermni prijelaz na ~134 °C, koji odgovara talistu (Tw) (sl. 5 - 4).
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Slika 5 - 4. Termogram (ukupnog protoka topline) mupirocin kalcij dihidrata

Amorfni lijek pripremljen suSenjem rasprsivanjem imao je stakliSte na temperaturi
59,1+0,5 °C. Temperatura stakliSta odcitana je na Kkrivulji reverzibilnog protoka topline jer
se na krivulji ukupnog protoka topline stakliSte preklapalo s desolvacijskim endotermnim
prijelazom. Nakon primjene ciklusa zagrijavanja, hladenja i ponovnog zagrijavanja uo¢eno
je da se stakliste pomaknulo na 77,8+0,3 °C Sto upucuje na plastifikacijski ucinak ostatnog
otapala (u ovom slucaju metanola ~1,4%) na amorfni oblik lijeka (suSenog rasprsivanjem).
Promjena toplinskog kapaciteta (ACp) u tocki stakliSta za amorfni mupirocin kalcij bila je
0,411+0,061 J/(g °C). Dodatno, analizom polimera (Eudragita RS) utvrdeno je da je njegovo
stakliste na temperaturi 56,3+0,5 °C (Dillen i sur., 2006; Sipos i sur., 2008), s promjenom
toplinskog kapaciteta 0,156+0,035 ]J/(g°C). Ostatni metanol (~0,9%) nije imao utjecaja na

stakliSte polimera, $to je potvrdeno cikli¢nim zagrijavanjem uzorka (Tz=56,8+0,0 °C).
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Tablica 5 - 3. Svojstva mikrocestica s razli¢itim omjerima lijeka i polimera (m/m) suSenih

rasprsivanjem na 100 °C

Mikrocestice , Ostatna

(lijek : polimer, °C IgSD] ° C'l;gSD] [Eg‘] otapala

m/m) [% % SD]
[(1:5) 60,7+ 2,6 59,0+ 0,4 ~59,5 0,94+0,01
IM(1:2) 66,9+1,3 78,8+ 1,4 ~62,4 0,80+0,01
M(1:1) 66,7 +1,4 78,3+0,1 ~65,7 0,98+0,03
IV(2:1) 65,5+1,3 76,8+ 0,4 ~69,3 1,24+ 0,05
V(5:1) 66,3+0,8 77,3+0,6 ~73,3 1,32+0,09

Legenda:

SD - standardna devijacija (n=3); Tg - temperatura stakliSta; Ty’ - temperatura stakliSta nakon ciklusa
zagrijavanja — hladenja — zagrijavanja; GT - temperatura stakliSta za smjese lijeka i polimera izratunana

prema Gordon-Taylorovoj jednadZbi

Sve termograme mikroCestica karakterizira izostanak ,pika“ taljenja lijeka na
temperaturi od priblizno 133 °C, Sto pokazuje da je lijek unutar mikrocestica amorfan. To
dodatno potvrduje rezultate analiza rendgenske difrakcije opisane u prethodnom odjeljku
(sl. 5 - 3). Za sve omjere lijeka i polimera detektiran je samo jedan staklasti prijelaz koji
ukazuje da su formirane c¢vrste disperzije lijeka i polimera uz potpunu mjeSivost na
molekulskoj razini. Iz termograma ukupnog protoka topline takoder je vidljivo da
mikrocestice sadrzavaju odredenu koli¢inu ostatnog otapala, koje daje Sirok endotermni
prijelaz u rasponu temperatura od 30 do 100 °C, a kojega na krivulji reverzibilnog protoka
topline nema. Dodatno su provedene termogravimetrijske analize ¢iji su rezultati prikazani
u tablici 5 - 3.

Mikrocestice s ve¢im udjelom lijeka (IV i V) imale su veéi sadrzaj ostatnih otapala
nego druge mikrocestice. Odc¢itane i predvidene temperatura staklista prema GT jednadZbi
nije bilo moguce usporedivati zbog ostatnog otapala, potencijalnog plastifikatora sustava.

Stoga su provedene termicke analize s cikli¢cnim zagrijavanjem, koje su omogucdile
uklanjanje ostatnog otapala i analizu stvarnog staklista (Ty', tabl. 5 - 3). Ostatno otapalo nije
imalo nikakvog utjecaja na mikrocestice I s najmanjim udjelom lijeka. Temperatura

staklastog prijelaza (59,0+0,4 °C) tih mikrocestica dobro je odgovarala GT predikciji
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(59,5 °C) (uz pretpostavku o jednakim gustoc¢ama lijeka i polimera). Dodatno, Ty' vrijednosti
za ostale mikrocCestice bile su viSe od onih predvidenih GT jednadZbom (GT, tabl. 5 - 3).
Medutim, MDSC analize fizickih smjesa polimera i lijeka u navedenim omjerima pokazale su
da porast Tg vrijednosti nije stvaran te da je uzrokovan razdvajanjem faza zbog ciklicnog
zagrijavanja. 1 takva termicka analiza, naZalost, nije omogucila usporedbu stvarne
temperature stakliSta (bez utjecaja ostatnog otapala) i one predvidene GT jednadZbom sa

svrhom otkrivanja interakcija izmedu lijeka i polimera ili faznih separacija.

5.1.6. FTIR i FT Ramanova spektroskopija mikrocestica

Za dodatnu analizu mjeSivosti lijeka i polimera provedene su spektroskopske analize
(FTIR i FT Raman). Spektri mikrocestica usporedeni su sa spektrima lijeka i polimera
pripremljenima na jednak nacin, tj. suSenjem rasprSivanjem. FTIR spektri mikrocestica
odgovarali su fizickim smjesama lijeka i polimera u zadnim omjerima. Medutim, u podrucju
karbonilnih istezanja od 1 700 do 1 750 cm, pripisanih esterskim skupinama lijeka i
polimera, primijeCena je razlika u obliku i poziciji vrpci izmedu mikrocestica i fizickih
smjesa lijeka i polimera. Istezanje karbonilne skupine na 1 713 cm! u spektru amorfnog
lijeka pomaknuto je prema nizim valnim duljinama u spektru mikrocestica IV (vrpca u

obliku ramenana 1 695 cm1) (sl. 5 - 5).
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Slika 5 - 5. a) FTIR spektri lijeka (suSenog rasprSivanjem), polimera
(suSenog raspSivanjem) i mikrocestica s razli¢itim omjerima lijeka i

polimera: IV (2: 1, m/m)iV (5 : 1, m/m); b) detaljni prikaz FTIR spektara u
podrucju izmedu 1 5001 1 800 cm-?

Ramanovi su spektri pokazali jos vece razlike u poloZaju vrpci u podrucjima C=0
istezanja dajuc¢i komplementarne rezultate FTIR analizama (sl. 5 - 6). Istezanje C=0 skupina
lijeka bilo je na 1 711 cm-, a polimera na 1 727 cm-1. Spektri mikrocestica IV imali su samo

jednu vrpcu na 1 722 cm-L Ta je vrpca bila pomaknuta prema viSim valnim duljinama s
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obzirom na lijek, a prema niZim s obzirom na polimer. Ramanovi spektri mikrocestica III
imali su C=0 vrpcu na 1 714 cm, koja je takoder bila pomaknuta prema viSim valnim
duljinama s obzirom na lijek. Evidentno je postojala drugacija molekulska okolina lijeka
unutar mikrocestica, Sto ukazuje na interakciju lijeka i polimera unutar ¢vrste disperzije
mikrocCestica. S obzirom na pomicanje C=0 istezanja prema viSim valnim duljinama,
mozemo zakljuciti da su izmedu lijeka i polimera postojale slabije vodikove veze nego
izmedu samih molekula lijeka. Ta zapaZanja takoder pokazuju da je lijek fino dispergiran

unutar polimernog matriksa za mikrocestice I1I i IV.
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Slika 5 - 6. Ramanovi spektri lijeka (suSenog rasprsivanjem), polimera
(suSenog rasprsivanjem) i mikrocestica s razli¢itim omjerima lijeka i

polimera: Il (1:1, m/m)ilV (2:1, m/m)

Nasuprot tome, za mikrocestice V, s najve¢im udjelom lijeka s obzirom na polimer,
C=0 istezanje u FTIR spektru (sl. 5 - 5) bilo je ,razdijeljeno“ na dvije vrpce,na 1 732 cm1 i
1 714 cm-l. Pojava dviju vrpci upucuje na postojanje razdvojenih amorfnih faza lijeka i
polimera. Iako su MDSC mjerenja pokazala samo jedno stakliSte, svojstveno potpuno
izmijeSanim fazama, FTIR mjerenja u ovom su slucaju bila osjetljivija na razdvajanje faza.

Metodologija MDSC vjerojatno je bila nedovoljno selektivna za dva vrlo bliska termicka
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dogadaja. Janssens i sur. (2008a) takoder su dokazali razdvojene faze primjenom
rendgenske fotoelektronske spektroskopije iako su MDSC analize pokazivale jedno

stakliste.

5.1.7. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 7. prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikrocCestica s razlicitim
omjerima lijeka i polimera. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka provedeno je
primjenom monoeksponencijalnih i bieksponencijalnih jednadZzbi te je njihova prikladnost
provjerena uz pomoc¢ F-testa sume kvadrata (tabl. 5 - 4). Bieksponencijalni modeli pokazali
su najbolje slaganje sa stvarnim rezultatima oslobadanja lijeka iz mikrocestica za sve
analizirane uzorke, upucuju¢i na dvije zasebne faze oslobadanja lijeka (brzu, ki1 i usporenu,
kz). Dodatno, osim usporedbe modela uz pomo¢ statistic¢kih testova, bilo je evidentno da su
koeficijenti determinacije (R?) bieksponencijalnih modela za svaki pojedinac¢ni uzorak bili

veci od koeficijenata determinacije (R?) monoeksponencijalnih modela.

100
o 1
F\j 80 4O 11
> A 11l
=60 A IV
T O v
R © MUP
=
=]
= 20
=]
0 1 ) ) 1 1
0 40 80 120 160 200

vrijeme (min)

Slika 5 - 7. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica s razli¢itim omjerom lijeka
ipolimera [l (1:5),11(1:2),1I1(1:1),IV(1:2)iV (5:1)(m/m)]uusporedbisa

samim lijekom
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Tablica 5 - 4. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica

MI(1:1),IV(1:2)iV (5:1) (m/m)] suSenih rasprSivanjem na 100 °C

s razli¢itim omjerom lijeka i polimera [I (1 : 5), II (1 : 2),

Monoeksponencijalni model

Bieksponencijalni model

Q=a(l—e™*) Q =A(1—e %) + B(1— eket)
Mikrocestice
R a k RZ A ki B ka
[% £ SEM] [min1x SEM] [% +SEM] [min1tSEM] [% +SEM] [min-1+SEM]
I® 0,977 80,1+1,3 0,265+0,033 1,000 63,5+1,7 0479+0,044 22,0+2,5 0,028+0,004
11(8) 0,990 88,7+09 0,337£0,030 1,000 76,1+18 0521+0,045 161+2,5 0,033+0,005
[11(8) 0,990 854+09 0,293+£0,024 0,998 64,2+119 0556+0,229 23,2+13,0 0,064+0,024
IV® 0,943 788+33 0,134£0,028 0,994 50,6+3,6 0376+0,063 356+53 0,025+0,005
V(®) 0,992 90,0£0,8 0,349+0,019 1,000 79,2+0,7 0503+0,016 14210 0,030+0,002
Legenda:

Q — postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i k2 — konstante brzina; SEM — standardna pogreska; A i B — parametri koji predocuju udio lijeka

oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; R2 — koeficijent determinacije; M).(8) — monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani su

matematicki model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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Svi profili oslobadanja lijeka pokazuju brzo pocetno oslobadanje lijeka (parametar
A, tabl. 5 - 4) koje se krece izmedu 50,6%3,6% (mikrocestice IV) i 79,2+0,7% (mikrocestice
V) uklopljenog lijeka. Sli¢ni, vrlo visoki rezultati oslobadanja lijeka ve¢ su objavljeni za
mikrocestice s Eudragit® RS polimerom i uklopljenim diltiazemom (Kristmundsdottir i sur.,
1996), tolmetinom (Pignatello i sur., 1997) i salbutamolom (Chen i sur., 2008).

Najsporije oslobadanje lijeka neoCekivano je ostvareno za mikrocestice IV, koje
sadrZzavaju dva puta viSe lijeka od polimera. PoCetno oslobadena koli¢ina lijeka bila je
~50%, a ni nakon tri sata lijek nije bio u potpunosti osloboden (86,7+1,5%). Konstanta
brzine brze faze (ki) oslobadanja lijeka iznosila je 0,376+0,063 min! i bila je najniza
ostvarena vrijednost medu svim mikrocesticama. Dodatno, uzorak s najve¢im udjelom
polimera (mikrocestice I) pokazao je niZe pocCetno oslobadanje lijeka (parametar A=
63,5+1,7%), dok je nakon tri sata dosegnuta vrijednost od 86,6+1,7%, s konstantom brzine
ki od 0,479+0,044 minl. Pocetno oslobadanje lijeka iz drugih mikroCestica bilo je
ekstremno brzo i nije omogucivalo bilo kakvo znacajno kontroliranje oslobadanja lijeka
(k1>0,503 min-1).

Ocekivalo se da ¢e povecana koli¢ina polimera (mikrocestice 1) zbog vlastite
netopljivosti uvjetovati usporeno oslobadanje lijeka (Al-Zoubi i sur., 2008), ali su rezultati
pokazali da je poCetno oslobadanje lijeka bilo izuzetno visoko (~64%). Analize c¢vrstog
stanja mikrocestica potvrdile su da je lijek u potpunosti dispergiran unutar polimernog
matriksa. Konverzija lijeka iz kristalnog stanja u amorfno nije pogodovala Zeljenim
ucincima sustava i pridonijela je pojavi visokoga pocetnog oslobadanja lijeka, nasuprot
ocekivanju da ¢e netopljivi polimer koji okruZuje lijek sprijeciti takve pojave. Moguci
razlozi za takvo oslobadanje lijeka jesu kinetika i nacin taloZenja polimera. Bain i sur.
(1999) te Yeo i Park (2004) naveli su da u uvjetima brzog uklanjanja otapala, naglo
taloZenje polimera rezultira niskom gusto¢om polimera. Polimerni lanci nemaju dovoljno
vremena za kontrolirano taloZenje pa nastaju polimerni matriksi niZe gustoce (bez obzira
na vizualno kompaktne mikrocestice bez vidljivih pora). Niska gustoc¢a polimera omogucuje
laksi ulazak vode te nesmetano oslobadanje lijeka. Naborana struktura mikrocestica
(mikrocestice 1) dodatno potkrepljuje hipotezu o brzom i nekontroliranom taloZenju

polimera.

79



Mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) (mikrocestice IV) pokazale su
neocekivano najniZe pocetno oslobadanje lijeka, kao i ukupni profil, koji ni nakon tri sata
nije dosegnuo ukupnu koliCinu uklopljenog lijeka. To je znaCilo da je u tim
eksperimentalnim uvjetima nastao polimerni matriks superiorniji od drugih. Mikrocestice
IV bile su amorfne bez vidljive kristalizacije lijeka. FTIR i FT Ramanove spektroskopske
analize potvrdile su postojanje Cvrste disperzije na molekulskoj razini (tj. cvrste otopine),
bez odvojene amorfne faze lijeka. Nisu postojale ni interakcije izmedu lijeka i polimera koje
bi utjecale na sniZavanje topljivosti lijeka. Analize veli¢ine Cestica i sama vizualna analiza
(SEM) takoder su pokazale da su te mikrocestice najmanje, Sto je bilo u suprotnosti s
uoCenim profilom oslobadanja. Medutim, vrlo glatka povrsina i izrazito pravilni oblici tih
mikrocestica upucuju na ¢injenicu da su one nastale vrlo polako i kasnije u procesu susenja
(Wang i Wang, 2002b). Stoga postoji vjerojatnost da je proces oc¢vrsc¢ivanja mikrocestica
utjecao na obiljezja oslobadanja lijeka.

SniZeni udio polimera u sastavu tih mikrocestica snizio je poletnu zasi¢enost
polimera i odgodio njegovo taloZenje (nastanak matriksa) za kasniji trenutak u procesu
suSenja, omogucuju¢i bolje konformiranje polimernih lanaca. Kako bi se ispitala ta
hipoteza, provedena su dodatna istraZivanja nacina stvaranja polimernog matriksa
variranjem ulazne temperature i koncentracije otopine za rasprSivanje. Rezultati

istraZivanja opisani su u idu¢im poglavljima.
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5.2.Utjecaj ulazne temperature na svojstva mikrocestica



Ulazna temperatura zraka ili inertnog plina za suSenje smatra se jednim od vrlo
bitnih procesnih parametara u procesu susenja rasprsivanjem. Temperatura izravno utjece
na dinamiku ispravanja otapala, Sto u konacnici odreduje brzinu povlacenja povrSine
kapljice te uvelike utjeCe na morfologiju novonastalih mikrocestica (Vehring i sur., 2007).
Kad se tijekom procesa suSenja rasprsivanjem primjenjuju viSe ulazne temperature, brze se
stvara Cvrsti vanjski sloj na povrsini mikrocCestice, Sto znatno skracuje vrijeme suSenja. To
podvrgava povrsSinu mikrocestice viSim temperaturama nego kad se suSenje provodi na

nizim ulaznim temperaturama (Masters, 1985).

5.2.1. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

Mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) iz prethodnog poglavlja pod-
vrgnute su suSenju na razli¢itim ulaznim temperaturama, u rasponu od 70 do 110 °C,

navedenima u tablici 5 - 5.

Tablica 5 - 5. Ulazne i izlazne temperature za mikrocestice s omjerom lijeka i

polimera 2 : 1 (m/m) suSene rasprsivanjem na razli¢itim temperaturama

Ulazna Izlazna
Mikrocestice temperatura temperatura
[°C] [°C]

IV-110 110 70 - 60
IV-100 100 65-53
IV-90 90 56 -46
IV-80 80 47 - 41
IV-70 70 41-37

Uklapanje lijeka bilo je vrlo uspjesSno za sve pripremljene mikrocestice i kretalo se
izmedu 99,0 i 101,7% (tabl. 5 - 6). IskoriStenje procesa suSenja rasprsivanjem za sve je
ulazne temperature bilo ve¢e od 55% (tabl. 5 - 6). Takva se iskoriStenja smatraju
uspjeSnima za procese suSenja rasprsivanjem na laboratorijskom uredajima, koji su cesto
povezani s vrlo niskim iskoristenjem (Al-Zoubi i sur., 2008). Esposito i sur. (2000) objavili

su da je povecanje ulazne temperature bilo povezano sa sniZenjem iskoriStenja procesa, ali
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takvi rezultati nisu dobiveni u nasim istrazivanjima. Nasuprot njima, Maury i sur. (2005)

pokazali su da povecanje temperature procesa pogoduje iskoristenju sve dok izlazne

temperature ne prijedu stakliSte suSenog materijala.

Tablica 5 - 6. Svojstva mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem

na razli¢itim temperaturama

Iskoristenje Sadrzaj lijeka u Uspjesnost
Mikrocestice procesa mikrocesticama uklapanja lijeka

[%] [% £ SD] [% £ SD]

IV-110 53,7 64,1+0,3 101,7+ 0,4

IV-100 57,2 63,7+14 101,1+ 2,3

IV-90 59,4 63,6+0,0 100,9+0,4
IV-80 55,9 62,4+0,1 99,0+0,1

IV-70 57,1 63,5+0,3 100,8+ 0,5

Legenda:

iskoriStenje procesa (%) - omjer mase dobivenih mikrocestica i mase ukupnih sastojaka dodanih u otopinu za

rasprsivanje; uspjeSnost uklapanja lijeka (% m/m) - omjer stvarnoga i teoretskog (dodanog) sadrZaja mupirocin kalcija u

mikrocesticama; SD - standardna devijacija (n=3)

5.2.2. Morfologija mikrocestica

Slika 5 - 8. prikazuje snimke mikrocestica suSenih na razli¢itim ulaznim temperatu-

rama, napravljene uz pomo¢ pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM). Primjecuje se da

su sve mikrocestice pravilnih sferi¢nih oblika. Povrsine su im glatke, bez vidljivih pora ili

deformacija.

Promjena ulazne temperature i posljedicna promjena brzine ispravanja u ovom

slucaju nisu imali znatan utjecaj na morfologiju mikrocestica, tj. na njihov vanjski izgled.
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Slika 5 - 8. SEM slike mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem

na razlicitim ulaznim temperaturama: a) na 110 °C; b) na 90 °C; c) na800°Cid) na 70 °C

5.2.3. Velicina cCestica

Volumna raspodjela velic¢ine Cestica prikazana je u tablici 5 - 7. Vidljivo je da su
Cestice vrlo slicnih dimenzija iako postoje razlike u parametru d(0,9). Razlike u tom
parametru volumne distribucije pripisuju se malom broju vecih cestica ili aglomerata cija je
incidencija u raspodjeli vrlo rijetka, ali je njihov volumni doprinos ukupnom volumenu
velik. Ako se rezultati volumne raspodjele usporede sa SEM slikama, vidljivo je da i tada
postoji nesuglasje izmedu velicina mikrocestica odredenih tim komplementarnim
metodama. Prema SEM slikama, sitnije Cestice nastaju pri viSim ulaznim temperaturma, Sto
pri tumacenju volumnih raspodjela nije vidljivo. Stoga mnogi autori predlazu da se
analiticki rezultati distribucije veli¢ine Cestica dobivenih metodom difrakcije laserskog

zracenja usporede sa SEM slikama.
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Tablica 5 - 7. Volumna raspodjela veliine cestica uzoraka s omjerom lijeka i

polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem na ulaznim temperaturama 110, 100, 90,

80i700C
Raspodjela velicine cestica [um + SD]
Mikrocestice
d(0,1) d (0,5) d (0,9)
IV-110 1,2+0,0 3,1+£0,0 10,1+0,2
IV-100 1,24+0,0 2,5+0,0 10,6 +0,2
IV-90 0,8+0,0 1,6+0,0 9,6+0,2
IV-80 0,8+0,0 1,6+0,0 4,8+0,2
IV-70 0,8+0,0 1,7+0,0 4,2+0,1

Legenda: d(0,1), d(0,5) i d(0,1) oznacavaju da je 10, 50 i 90% volumne raspodjele mikrocestica

ispod navedene vrijednosti; SD - standardna devijacija (n=6)

5.2.4. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami mikrocestica pripremljenih na razli¢itim ulaznim temperaturama

prikazani su na slici 5 - 9. Vidljivo je da na njemu nema , pikova“ koji bi odgovarali kristal-

nom lijeku te da je tijekom procesuiranja otopine za suSenje doSlo do potpune amorfizacije

lijeka. Kako je u prethodnom poglavlju opisano, zbog iznimno brzog taloZenja mikrocestica i

dobre topljivosti lijeka u metanolu, kristalizacija lijeka je onemogucena. Halo difraktogrami

svih mikrocestica medusobno su sli¢ni zbog identi¢nog sastava (udjela lijeka i polimera).
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Slika 5 - 9. Difraktogrami mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprSivanjem na ulaznim temperaturama 110, 90,801 70 °C

5.2.5. Termicka svojstva mikrocestica

Termicka svojstva mikrocestica prikazana su u tablici 5 - 8. Na termogramima
reverzibilnog protoka topline postojao je samo jedan staklasti prijelaz za sve mikrocestice,
Sto upucuje na Cinjenicu da je ostvarena potpuna mjesivost lijeka i polimerau 2 : 1 (m/m)
omjeru. Temperature staklastog prijelaza pokazivale su odredeni trend tj. tendenciju pada
temperature stakliSta sa sniZenjem ulazne temperature susenja. Primjenom jednosmjerne
analize varijance pokazalo se da ne postoji statisticka razlika izmedu navedenih uzoraka
(P>0,05). Medutim, pojedinacnim usporedbama stakliSta mikrocestica IV-110 i 1V-70
pokazalo se da izmedu tih vrijednosti ipak postoji statisticki znacajna razlika (P<0,05).

Uzorci suSeni na viSim temperaturama imali su smanjen udio ostatnih otapala pa je
tako udio padao od ~1,4 do ~1,1%, kad je temperatura suSenja rasla od 70 do 110 °C.
Takoder je vidljivo da su povecani udjeli ostatnih otapala povezani sa sniZenim
temperaturama stakliSta. Takva pojava moZe biti posljedica plastifikacijskog utjecaja

otapala na mikrocestice.
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Tablica 5 - 8. Svojstva mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m)

suSenih rasprsivanjem na ulaznim temperaturama 110, 100, 90,801 70 °C

Mikrocestice Te 2:::::11:
[°C + SD] (% £ SD]
IV-110 67,2+ 1,9*% 1,12+ 0,09
IV-100 65,5+1,3 1,24 + 0,05
IV-90 62,9+2,4 1,32+£0,03
IV-80 62,8+2,4 1,33+£0,08
IV-70 59,7 + 3,6* 1,44 +£0,08
Legenda:

SD - standardna devijacija (n=3); Ty - temperatura staklista; * - statisticki znacajna razlika
(P<0,05)

5.2.6. FTIR spektroskopija mikrocestica

FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsi-
vanjem pri razli¢itim temperaturama (sl. 5 - 10) pokazuju da medu mikrocesticama nema
znatne razlike u poziciji IR vrpci. Medusobno mijeSanje polimera i lijeka nije bilo uvjetovano

promjenom temperature.
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Slika 5 - 10. FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprsivanjem na ulaznim temperaturama 70, 80,90, 100i 110 °C

5.2.7. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 11 prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka
i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem na razli¢itim ulaznim temperaturama. Mate-
maticko modeliranje profila oslobadanja lijeka prikazano je u tablici 5 - 9. Biekspo-
nencijalne su jednadzbe u odnosu prema monoeksponencijalnim jednadZbama potvrdene

kao matematicki model koji najbolje opisuje oslobadanje lijeka iz svih uzoraka.
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Slika 5 - 11. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka i polimera

2:1 (m/m) suSenih rasprSivanjem na ulaznim temperaturama 110, 100, 90,801 70 °C

Opet je vidljivo da je pocetno oslobadanje lijeka znatno sniZeno (P<0,05), s
50,6+3,6% (parametar A, mikrocestice IV-100) na 32,1+2,9% (parametar A, mikrocestice
[V-110), kad je ulazna tempertura porasla sa 100 na 110 °C. Takoder je vidljivo da pri niZim
temperaturama susenja, tj. pri 90, 80 i 70 °C redom dolazi do naglog porasta pocetnog

oslobadanja lijeka, i to na 76,1%0,5, 78,6+1,0 i 72,4+0,7%.
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Tablica 5 - 9. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica suSenih na ulaznim temperaturama 110, 100, 90,801 70 °C s

omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m)

Monoeksponencijalni model

Bieksponencijalni model

Q =a(1—e7*) Q=A(1—-et)+B(1—e2t)
Mikrocestice
R a k RZ A ki B kz

[% £SEM] [min-1+ SEM] [%+SEM] [min1:SEM] [%+SEM] [min1+SEM]
IV-110® 0,962 82,7 +4,4 0,047+ 0,011 0,999 32,1+29 0,346+ 0,061 55,5+4,2 0,024 + 0,002
IV-100() 0,943 78,8+3,3 0,134+0,028 0,994 50,6 £3,6 0,376 £ 0,063 35,6+5,3 0,025+ 0,005
IV-90® 0,984 879+19 0,362+ 0,070 1,000 76,1+0,5 0,599+ 0,031 17,6 +1,0 0,021+ 0,002
IV-80® 0,989 91,0+1,7 0,324+ 0,049 0,999 78,6+ 1,0 0,483+ 0,025 168+ 1,6 0,027 £ 0,003
IV-70() 0,985 85,0+1,8 0,305+ 0,051 0,999 72,4£0,7 0,466+ 0,018 17,7+1,1 0,024 +£ 0,002

Legenda:

Q — postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i kz — konstante brzina; SEM — standardna pogreska; A i B — parametri koji predocuju udio lijeka

oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; R2 — koeficijent determinacije; M).() - monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani su

matematicki model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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Rezultati sugeriraju da ulazna temperatura suSenja bitno utjeCe na pocetno
oslobadanje lijeka (ali i na ukupni profil); i to da viSa ulazna temperatura pogoduje sniZenju
pocetnog oslobadanja lijeka. Kao Sto je veC navedeno, postojao je odredeni trend u
temperaturama stakliSta, koji je zahtijevao dubinsku analizu procesa susSenja. Podrobnije je
razmotren utjecaj temperature na mikrocestice tijekom njihova boravka u cilindru uredaja
za suSenje. Visa ulazna temperatura (mnogo visa od vreliSta otapala) prouzrocila je vrlo
brzo isparavanje otapala i pogodovala vrlo ranom oé&vr$é¢ivanju mikrocestica. ,Zivot"
mikrokapljica pri takvim se uvjetima znatno skratio. Uz identi¢ne postavke aspiratora,
mikrocCestice osuSene na viSim temperaturama egzistirale su dulje vrijeme u toplijoj
unutraSnjosti cilindra. Temperatura je mogla utjecati na svojstva polimernog matriksa
omogucujuci bolju gibljivost polimernih lanaca iznad temperature stakliSta. Za amorfne
materijale, bolja gibljivost molekula ili polimernih lanaca omogucuje relaksacijske procese
koji dovode do smanjenja slobodnog volumena i povecanja gustoce (Craig i sur., 1999).
Pretpostavlja se da su takvi uvjeti omoguciti nuZzne konfiguracijske promjene koje su
dovele do povecanja gustoce polimernog matriksa (Azarmi i sur., 2002). Dodatno, sniZene
vrijednosti ostatnih otapala za te mikrocestice (IV-110 i IV-100) umanjile su plastifikacijski
uCinak samog otapala. Takvi su matriksi karakterizirani povec¢anim intermolekulskim
silama uzduz polimernih lanaca koji mogu stvarati guS¢e matrikse. Svi ti procesi mogu
ometati ulazak medija u mikrocesticu te usporiti oslobadanje lijeka. Slicha opaZanja
sniZzenja profila oslobadanja s porastom temperature suSenja zbog povecanja gustoce
matriksa opisali su Fu i sur. (2001) za mikrocestice izradene od kopolimera mlijecne i
glikolne kiseline.

Suprotno prethodnim primjerima, uzorci suSeni na temperaturama nizima od
100 °C (tocnije, 90, 80 i 70 °C) nisu egzistirali u gumastom stanju i postali su staklasti ranije
u procesu susenja. Izlazne temperature susenja (tabl. 5 - 5) pokazuju da su mikrocestice
zapravo tijekom cijelog procesa susSenja bile u staklastom obliku, Sto je omelo molekulsko
preslagivanje i zguSnjavanje matriksa iako je proces ispravanja bilo usporen. Takvi su
zakljucci u skladu s temperaturama staklista odgovarajuc¢ih mikrocestica iako se rezultati
statisticki znacajno ne razlikuju. Duljina difuzijskog puta u mikrocesticnim sustavima
drasti¢no je smanjena u usporedbi s makroskopskim terapijskim sustavima. Stoga je svaka

devijacija u formiranju polimernog matriksa izvor povec¢anoga pocetnog oslobadanja lijeka
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te i male promjene u temperaturi stakliSta koje su povezane s gustotom mikrocestica

(Bouissou i sur., 2006) valja paZljivo razmotriti.
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5.3. Utjecaj koncentracije otopine za rasprsivanje na svojstva

mikrocestica



Koncentracija otopine za rasprSivanje direktno utjece na sljedece aspekte suSenja: a)
na brzinu nastanka suhog produkta (pocetna zasi¢enost otopine odreduje Kkinetiku
formiranja mikrocestica jer koncentriranije otopine brze postiZu tocku taloZenja, istodobno
sprecavajuc¢i da se vlazna kapljica stisne ili/i smanji, onemogucujuci postizanje gusc¢ih
mikrocCestica) i b) na veli¢inu mikrocestica (veca koncentracija otopljene tvari moZe
uvjetovati povecanje viskoznosti otopine koja u jednakim uvjetima rasprSivanja

(atomizacije) rezultira ve¢im mikrokapljicama) (Rizi i sur.).

5.3.1. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

Mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) iz prethodnih poglavlja pod-
vrgnute su suSenju pri konstantnoj ulaznoj temperaturi od 100 °C iz otopina razlicitih

koncentracija (od 1 do 5%, m/m) opisanih u tablici 5 - 10.

Tablica 5 - 10. Koncentracija otopina za rasprsivanje mikrocestica s
omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem pri kon-

stantnoj temperaturi od 100 °C

Ukupna

.. Koncentracija

koncentracija .. .

S .. . . lijeka u otopini

Mikrocestice lijeka i polimera [%, m/m]
[%, m/m] "

IV-1% 1% 0,67
IV-2% 2% 1,33
IV-3% 3% 2,00
IV-4% 4% 2,67
IV-5% 5% 3,33

Uklapanje lijeka bilo je vrlo uspjesSno za sve pripremljene mikrocestice i kretalo se
izmedu 101,0 i 101,7% (tabl. 5 - 11). Primjecuje se da je iskoriStenje procesa susenja
rasprsi-vanjem bilo niZe za mikrocestice pripremljene iz razrijedenih otopina, tj. viSe za

koncentriranije otopine (tabl. 5 - 11).
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Tablica 5 - 11. Svojstva mikroCestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsi-

vanjem iz otopina razli¢itih koncentracija (1, 2, 3, 4 i 5%, m/m)

v Sadrzaj lijeka u UspjesSnost
e Iskoristenje NN e
Mikrocestice rocesa [%] mikrocesticama uklapanja lijeka
P 0 [% £ SD] [% £ SD]
IV-1% 44,4 63,7+0,0 101,2+0,0
IV-2% 54,7 64,0+0,3 101,7£0,5
IV-3% 55,9 63,7+14 101,1+ 2,3
IV-4% 64,9 63,9+0,5 101,5+£0,8
IV-5% 62,5 63,7+0,5 101,0£0,8
Legenda:

iskoristenje procesa (%) - omjer mase dobivenih mikrocestica i mase ukupnih sastojaka dodanih u otopinu za
rasprsivanje; uspjeSnost uklapanja lijeka (% m/m) - omjer stvarnoga i teoretskog (dodanog) sadrZaja mupirocin kalcija u

mikrocesticama; SD - standardna devijacija (n=3)

5.3.2. Morfologija mikrocestica

Slika 5 - 12. prikazuje SEM slike mikrocestica suSenih rasprsivanjem iz otopina razli-
¢itih koncentracija (od 1 do 5%, m/m) pri stalnoj ulaznoj temperaturi. Slika 5 - 12. a) prika-
zuje deformirane i spojene (slijepljene) mikrocestice. Ti su aglomerati nastali tijekom
procesa suSenja mikrokapljica, najvjerojatnije zbog sudaranja mikrocestica u cilindru.
Pretpostavlja se da su fine kapljice zbog niskog sadrZaja otopljenih tvari, a time i niske
viskoznosti, imale neelasti¢nu (,krhku“) povrSinu koja se zbog sudaranja lako deformirala.
Sli¢ni su fenomeni mogli pogodovati lakSem odlaganju mikrocestica na stijenkama cilindra,
$to je u konacnici rezultiralo smanjenim iskoriStenjem procesa u usporedbi s drugim
uzorcima (~44%, tabl. 5 - 6). Ostale mikrocestice, dobivene iz 2-postotnih do 5-postotnih
otopina, imale su pravilne sferi¢ne oblike (sl. 5 - 12. b - d). Vizualno veée mikrocestice dobi-
vene su iz koncentriranijih otopina iako su izmjerene vrijednosti volumne distribucije
ujednacene (Elversson i Millqvist-Fureby, 2005a; Elversson i sur., 2003). Povecana
koncentracija otopljene tvari u otopini za rasprsSivanje pogodovala je ranijem formiranju

¢vrste ljuske oko mikrokapljice, a ona je onemogucila naknadno povlacenje povrsSine
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mikrokapljice i smanjenje veli¢ine mikrocestice. Dodatno, koli¢ina otopljenih tvari (lijeka i
polimera) povecala je viskoznost otopine, Sto je pridonijelo nastanku vec¢ih mikrokapljica.

Promjena koncentracije otopine nije pridonijela znatnoj promjeni morfologije

mikrocestica, osim za vrlo niske koncentracije (<2%).

Slika 5 - 12 . SEM slike mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem

iz otopina razlicitih koncentracija: a) 1%; b) 2%; c) 4% i d) 5%

5.3.3. Velicina cCestica

Volumna raspodjela velic¢ine Cestica prikazana je u tablici 5 - 12. Rezultati pokazuju
postojanje aglomerata za uzorke mikrocestica s najniZom koncentracijom tvari u otopini za
suSenje (IV-1%), Sto je u skladu s prethodno opisanim morfoloSkim svojstvima. Ostale su
mikrocestice vrlo sli¢nih dimenzija, iako postoje razlike u d(0,9) parametru. Kao i

prethodno, razlike u tom parametru volumne distribucije pripisuju se malom broju vecih

96



Cestica ili aglomerata cija je pojava u raspodjeli vrlo rijetka, ali je njihov volumni doprinos

ukupnom volumenu velik.

Tablica 5 - 12. Volumna raspodjela veli¢ine cestica mikrocestica s omjerom
lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem iz otopina razli¢itih koncen-

tracija (1, 2, 3, 41 5%, m/m)

Raspodjela velicine cestica [um + SD]

Mikrocestice
d(0,1) d (0,5) d (0,9)
IV-1% 46+0,0 11,9+0,0 25,7+0,1
IV-2% 2,2+0,0 4,1+0,0 92+0,1
IV-3% 1,2+0,0 25%0,0 10,6 +0,2
IV-4% 1,9+0,0 2,8+£0,0 42+0,1
IV-5% 23%0,0 43+0,0 89+0,0

Legenda: d(0,1), d(0,5) i d(0,1) oznacava da je 10, 50 i 90% volumne raspodjele mikrocestica ispod

navedene vrijednosti; SD — standardna devijacija (n=6)

5.3.4. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami mikrocCestica pripremljenih iz otopina razli¢itih koncentracija
prikazani su na slici 5 - 13. Svi su uzorci amorfni, bez vidljive kristalizacije lijeka. Iako je
koncentracija lijeka i polimera mogla utjecati na nacin kistalizacije lijeka u mikrokapljici, u

ovom pokusu nije bilo nikakve razlike medu analiziranim uzorcima.
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Slika 5 - 13. Difraktogrami mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprsivanjem iz otopina razlic¢itih koncentracija (1, 2, 3, 4 i 5%, m/m)

5.3.5. Termicka svojstva mikrocestica

Termicka svojstva mikrocestica prikazana su u tablici 5 - 13. Na termogramima
reverzibilnog protoka topline postojao je samo jedan staklasti prijelaz za sve mikrocestice,
Sto upucuje na ¢injenicu da koncentracija otopine za rasprsivanje nije utjecala na mjesivost
lijeka i polimera u omjeru 2 : 1 (m/m). Naime, prethodno je utvrdeno da brzina nastanka
amorfne smjese lijeka i polimera moZe utjecati na poloZaj staklastog prijelaza ili razdvajanje
faza. Amorfne smjese nastale sporijim procesom (npr. hladenjem pri primjeni film-casting
metode) imaju nize stakliSte (Janssens i sur., 2010) od brzih procesa (npr. od suSenja
rasprsSivanjem). S obzirom na to da pocetna koncentracija otopine za suSenje utjeCe na
brzinu nastanka amorfne smjese, oCekivane su i razlike medu uzorcima. Medutim, vidljivo je
da su staklista svih analiziranih uzoraka vrlo sli¢na, bez statisticki znacajne razlike medu

njima.
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Tablica 5 - 13. Svojstva mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprsivanjem iz otopina razlicitih koncentracija (1, 2, 3, 4 i 5%, m/m)

Mikroéestice °C IgSD] OSt?E/rol aiost]z)llp ala
IV-1% 66,7+ 1,1 1,14+ 0,17*
IV-2% 65,5+2,5 1,17 £ 0,15*
IV-3% 65,5+1,3 1,24 + 0,05
IV-4% 65,7+2,1 1,08 +0,17*
IV-5% 63,1+1,5 1,57 £ 0,06*

Legenda:
SD - standardna devijacija (n=3); Tg - temperatura stakliSta, * - statisticka razlika u usporedbi s

mikrocesticama IV-5% (P>0,05)

Uzorci pripremljeni iz otopine najviSe koncentracije imali su najvecu koli¢inu
ostatnih otapala (~1,6%), i oni se i statisticki razlikuju od veéine drugih uzoraka
(tabl. 5 - 13). Najvec¢i udio ostatnih otapala takoder je povezan s najniZom prosjecnom
temperaturom stakliSta (63 °C), Sto takoder moZe potvrditi plastificiraju¢i uc¢inak otapala na

smjesu lijeka i polimera.

5.3.6. FTIR spektroskopija mikrocestica

FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) susenih rasprsi-
vanjem iz otopina razli¢itih koncentracija (sl. 5 - 14) pokazuju da medu mikrocesticama
nema bitne razlike u poziciji IR vrpci. Medusobno mijeSanje polimera i lijeka nije bilo

uvjetovano promjenom koncentracije otopine za susenje rasprsivanjem.
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Slika 5 - 14. FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprSivanjem iz otopina razlic¢itih koncentracija: 1%, 2%, 3%, 4% i 5% (m/m)

5.3.7. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 15 prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikrocestica suSenih
rasprsivanjem iz otopina razli¢itih koncentracija (od 1 do 5%) sa stalnim omjerom lijeka i
polimera 2 : 1 (m/m). Vidljivo je da je poCetno oslobadanje lijeka iz mikrocestica dobivenih

iz 5-postotne otopine (IV-5%) brZe nego iz svih ostalih uzoraka.
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Slika 5 - 15. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka i
polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem iz otopina razlic¢itih koncentracija:

1%, 2%, 3%, 4% i 5% (m/m)

Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka uz primjenu monoeksponencijalnih i
bieksponencijalnih jednadZbi prikazano je u tablici 5 - 14. Najbolje slaganje opetovano je
ostvareno za bieksponencijalne modele, Sto upucuje na dvije zasebne faze oslobadanja
lijeka. Koli¢ina lijeka oslobodenoga u brzoj fazi iz mikrocestica izradenih iz
najkoncentriranije otopine (5-postotne) bila je najvisa i dosezala je 76% (parametar A,
75,941,0%). Ta je vrijednost bila znatno visa (P<0,05) nego za ostale mikrocestice, za koje
je pocetno oslobadanje lijeka bilo izmedu 43 i 50%.

Konstanta brzine brze faze oslobadanja lijeka (ki) za mikrocestice 1V-5% bila je
0,424+0,017 min-! dok se za ostale mikrocestice kretala izmedu 0,315+0,006 i 0,380+0,109
min-1. Usporedbe konstanata brzina brzih faza oslobadanja lijeka ne pokazuju razlike medu

mikrocesticama (P>0,05).
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Tablica 5 - 14. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprsivanjem iz otopina razli¢itih koncentracija: 1%, 2%, 3%, 4% i 5% (m/m)

Monoeksponencijalni model Bieksponencijalni model
Q =a(1—e7*) Q=A(1—e"t) +B(1—e2t)
Mikrocestice
RZ a k RZ A ki B kz
[% £SEM] [min1t SEM] [%+SEM] [min1:SEM] [%ZSEM] [min1+SEM]
IV-5% 0,989 885+16 0,271+0,036 1,000 759+1,0 0,424+ 0,017 16,8 +1,5 0,027 £ 0,003
IV-4% 0,931 73,9+4,0 0,112+0,037 1,000 49,2+0,2 0,315+ 0,006 37,2+0,7 0,015+ 0,000
IV-3% 0,943 78,8+3,3  0,134+0,028 0,994 50,6 +3,6 0,376 £ 0,063 35,6+5,3 0,025+ 0,005
IV-2% 0,999 76,4+39  0,090+0,026 0,999 43,1+£2,0 0,358 £ 0,040 41,2£3,2 0,023 £ 0,002
IV-1% 0,949 809+3,7 0121£0,034 0,998 50,0+5,9 0,380+ 0,109 39,1+89 0,025+ 0,006
Legenda:

Q — postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i k2 — konstante brzina; SEM — standardna pogreska; A i B — parametri koji oznacavaju udio

lijeka oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; R2 — koeficijent determinacije; (M).(B) - monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani

matematicki su model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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Profili oslobadanja lijeka iz mikrocestica otkrivaju da se brzina oslobadanja mijenja
s koncentracijom otopine za suSenje, ali ne linerano. Povecanje koncentracije od 1 do 4%
nije jace utjecalo na promjenu oslobadanja lijeka, ali je porast na 5% (m/m) doveo do
znatnog ubrzanja pocetnog oslobadanja lijeka i slabije ukupne kontrole.

Karakterizacija Cvrstog stanja mikroCestica nije pokazala razlike medu
mikrocCesticama iako je njihova funkcionalnost uvelike razli¢ita. Dodatno, ako se i
mikrocestice 1V-1% iskljuCe iz procjene zbog razliCite morfologije i velic¢ine cestica, svi
ostali su uzorci sli¢cnih dimenzija. Mikrocestice 1V-5% imaju usporedivu veli¢inu s
mikrocesticama IV-2% i IV-3%, dok su 1V-4% mikrocestice jo$ sitnije, ali sposobne
osigurati kontrolirano oslobadanje.

Promjena pocetne koncentracije otopine za rasprSivanje utjeCe na trenutak
nastanka c¢vrste mikrocestice pod jednakim uvjetima susenja (Elversson i Millqvist-Fureby,
2005a; Elversson i Millgvist-Fureby, 2005b). Oc¢vrs¢ivanje se dogada brze i ranije u procesu
suSenja iz koncentriranijih otopina (Lechuga-Ballesteros i sur., 2008). Rano taloZenje
komponenti zbog visoke pocetne zasienosti onemogucuje saZimanje/smanjivanje
mikrokapljice i poveéanje njezine gustoce. Mikrokapljice su zapravo ,smrznute“ te
polimerni lanci ostaju ,labavo” pakirani (Yeo i Park, 2004). Cini se da je u ispitivanim
uvjetima suSenja 5-postotna otopina imala previsoku pocetnu koncentraciju koja je
potaknula rano formiranje mikrocestica s manjkavom kontrolom oslobadanja lijeka.
Takoder, rano stvaranje vanjske ,kore“ moZe dovesti da povecanog uklapanja ostatnih
otapala u tijelu mikrocestice kakvo je dobiveno za mikrocestice IV-5% (1,6%, tabl. 5 - 13).
Ta otapala takoder mogu pridonijeti plastifikaciji polimernog matriksa i pogodovati brzem
oslobadanju lijeka.

Nedavna istrazivanja provedena na mikrocesticama Eudragita® L dobivenim
suSenjem rasprsivanjem na tragu su sli¢nih zakljuc¢aka (Rizi i sur.). Ovim je istraZivanjem
dokazano da pocetna koncentracija otopine za susenje utjece na morfoloska i funkcionalna
svojstva mikrocestica, a zbog formiranja poroznih struktura i/ili taloZenja lijeka na
povrsini. Bitno je razumjeti da povecanje koncentracije otopine za rasprsivanje (uz stalan

omjer lijeka i polimera), zbog stalne potrebe za povecanjem ekonomicnosti procesa ili
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zaStite okoliSa od otapala, moZe promijeniti funkcionalnost mikrocestica (primarno nacin

oslobadanja lijeka)(Rizi i sur.).
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5.4. Utjecaj otapala na svojstva mikrocestica i njihovu fizicku

stabilnost



Otapalo upotrijebljeno za pripravu otopine za rasprSivanje utjece na nekoliko vrlo
vaznih Ccinitelja koji odreduju svojstva i funkcionalnost mikrocestica dobivenih suSenjem
rasprSivanjem. Naime, otapalo utjeCe na: a) topljivost polimera i konformaciju polimernih
lanaca (Miller-Chou i Koenig, 2003), b) kinetiku ocvrS¢ivanja pri konstantnim uvjetima
suSenja koji su povezani s (i) brzinom isparavanja otapala odredenom temperaturom i
energijom isparavanja (Raulai sur., 2004)(ako je rije¢ o smjesi otapala, u rasprsenoj kapljici
najprije isparavaju otapala s niZom temperaturom isparavanja, a naknadno isparava manje
hlapljivo otapalo; (Wulsten i sur., 2009) i (ii) poCetnim zasi¢enjem otopljenih komponenti.

Kao $to je prethodno opisano u literaturi, otapalo ima velik utjecaj na morfologiju
(Esposito i sur., 2000; Gander i sur., 1995; Wulsten i sur., 2009; Zhang i sur., 2000) i gusto¢u
mikrocestica (Bain i sur., 1999) koje su izravno povezane s na¢inom oslobadanja lijeka.

Stericka konformacija polimernih lanaca u razli¢itim je otapalima razli¢ita. U dobrim
otapalima polimeri su nasumic¢no konformirani i tvore rastegnute lance, dok u loSim
otapalima i razrijedenim otopinama postoje u kolabiranim, globularnim strukturama.
Dodatno, u loSim otapalima mogu postojati podrucja bogatija ili siromasnija polimerom
(Luna-Barcenas i sur., 1997) i ona ometaju sposobnost polimera da ude u interakciju s
lijekom. Brzina ispravanja otapala i kinetika ocvrS¢ivanja utje¢u na koherentnost
polimernog matriksa i razinu naprezanja u sustavu (Al-Obaidi i sur., 2009). Gus¢i polimerni
matriks onemogucuje pokretljivost pojedinacnih lanaca zbog smanjenoga slobodnog
volumena, istodobno smanjuju¢i prodor medija za oslobadanje lijeka u unutrasnjost

mikrocestice (Bain i sur., 1999).

5.4.1. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

Mikrocestice s omjerima lijeka i polimera 2 : 11 5 : 1 (m/m) izradene su iz razli¢itih
otapala:
a) iz metanola,
b) iz metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m),
c) iz izopropanol-acetonske smjese (40 : 60, m/m),
te podvrgnute suSenju rasprsivanjem pri konstantnim procesnim uvjetima. Uklapanje lijeka

bilo je vrlo uspjeSno za sve pripremljene mikrocestice i kretalo se izmedu 99,0 i 102,3%
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(tabl. 5 - 15). IskoriStenje procesa suSenja rasprsivanjem bilo je izmedu 56 i 66% za sva

upotrijebljena otapala (tabl. 5 - 15).

Tablica 5 - 15. Svojstva mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) (mikroCestice[)i2:1

(m/m) (mikrocestice V)

Iskoristenje  Sadrzaj lijeka u Uspj esno.st
e R uklapanja
Mikrocestice Otapalo procesa mikrocesticama lii
[%] [% +SD] ijeka
— [% £ SD]
Ia metanol 55,8 16,1 +0,2 102,3+1,1
metanol : etanol
Ib (50 : 50, m/m) 56,0 15,6 +0,1 99,1+£0,9
aceton : izopropanol
Ic (40 : 60, m/m) 62,6 15,2+0,1 99,6+ 0,6
IVa metanol 62,6 64,1+0,3 101,7+0,4
metanol : etanol
IVb (50 : 50, m/m) 62,7 62,4+0,5 99,1+0,8
aceton : izopropanol
IVc (40 : 60, m/m) 65,8 61,1+04 99,0+0,6
Legenda:

iskoriStenje procesa (%) - omjer mase dobivenih mikrocestica i mase ukupnih sastojaka dodanih u otopinu za
rasprsivanje; uspjeSnost uklapanja lijeka (% m/m) - omjer stvarnoga i teoretskog (dodanog) sadrZaja mupirocin kalcija u

mikrocesticama; SD - standardna devijacija (n=3)

5.4.2. Morfologija mikrocestica

Sve pripremljene mikrocestice bile su u obliku bijeloga, sipkog praska. Kao Sto je
vidljivo iz slike 5 - 16, utjecaj otapala na morfologiju mikrocestica bio je vrlo velik.
Slika 5 - 16. prikazuje mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m), susene rasprsi-
vanjem iz razlicitih otapala. Mikrocestice Ia (sl. 5 - 16. a) vrlo su naborane i smeZurane, Sto
se moze pripisati ranom ocvrsc¢ivanju mikrokapljica u procesu susSenja koji je zapoceo
stvaranjem savitljivoga povrsinskog sloja, koji se naknadno deformirao zbog povecanoga
unutarnjeg tlaka prouzrocenoga ispravanjem otapala (Raula i sur., 2004; Rizi i sur., 2011).
Smjese otapala, metanol-etanolska i aceton-izopropanolska, omogucile su nastanak
sferi¢nih mikrocestica (Ib i Ic) s glatkom povrsSinom i bez vidljivih pora (sl. 5 - 16. b - c).
Glatke povrsine nastaju oc¢vrséivanjem polimera na dovoljno visokim tempera-turama, koje
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su dostatne za odrZavanje polimera u viskoelasticnom stanju (izlazne su teperature bile
izmedu 56 i 69 °C), omogucujuci da se dogode nuzZni relaksacijski procesi. Etanol je bolje
otapalo za polimer te pridonosi produZenju vremena suSenja mikrokapljica i odgada
pocetak ocvrs¢ivanja. Njegovo viSe vreliSte takoder moZe utjecati na produZenje vremena
suSenja uz pretpostavku konstantne ulazne temperature. Mikrokapljice su imale dovoljno
vremena da smanje svoj promjer, uz ocuvanje sfericnog oblika. Smjesa aceton-izopronol
dodatno je poboljsala topljivost polimera, Sto je opet omogucilo nastanak sferi¢nih
mikrocCestica bez preranoga povrsSinskog taloZenja. Pretpostavlja se da je utjecaj lijeka i

njegove topljivosti u tim uzorcima manje bitan jer je udio lijeka na razini od 15 - 16%

(m/m).

Slika 5 - 16. SEM slike mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) susSenih rasprsivanjem
iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese

(40 : 60, m/m)

Slika 5 - 17. prikazuje mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) pri-
premljene iz razli¢itih otapala. Mikrocestice IVa i IVb, pripremljene iz metanola i metanol-
etanolske smjese, bile su sfericne (sl. 5 - 17. a - b). Usprkos visokom udjelu lijeka u mikro-
Cesticama, lijek nije kristalizirao. Topljivost lijeka u navedenim otapalima bila je visoka te je
ocvrs¢ivanje mikrokapljica pocelo kasnije u procesu susSenja, omogucujuci zadrzavanje
izvorne morfologije. Nadalje, aceton-izopropanolska smjesa znatno je smanjila topljivost
lijeka, istodobno djelujuéi kao izvrsno otapalo za polimer. Zbog takvih odnosa topljivosti
lijeka i polimera ocekivano je da ¢e polimer posti¢i tocku oc¢vrséivanja prije nego lijek. Te

mikrocestice nisu pravilne sfere (sl. 5 - 17. ¢). O¢vrsc¢ivanje mikrokapljica vjerojatno je nas-
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talo u neposrednoj blizini rasprSivaca, inicirano brzim taloZenjem lijeka, i formiralo je

nepravilne i aglomerirane mikrocestice.

Slika 5 - 17 . SEM slike mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih rasprSivanjem
iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese

(40 : 60, m/m)

5.4.3. Velicina cCestica

Volumna raspodjela velic¢ine cestica prikazana je u tablici 5 - 16. Mikrocestice la
nesto su sitnije od mikrocestica Ib i Ic, kojima je d(0,9) veéi od 14 pm. Nasuprot njima, [Vb
su najmanje mikrocestice (d(0,9)<7 um) dobivene iz otopine s omjerom lijeka i polimera
2 : 1 (m/m). Mikrocestice IVc imaju najveci d(0,9) parametar, nastao zbog vidljive aglome-

racije i sljepljivanja mikrocestica.
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Tablica 5 - 16. Volumna raspodjela veliCine Cestica uzoraka s omjerima lijeka i
polimera 1 : 51 2 : 1 (m/m) suSenih rasprsivanjem iz a) metanola; b) metanol-

etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

Raspodjela velicine cestica [um + SD]

Mikrocestice
d(0,1) d (0,5) d (0,9)
Ia 1,4+0,0 2,8+0,1 7,0£0,2
Ib 34+0,1 7,6+0,2 23,6+0,0
Ic 26+0,0 57+0,0 13,6+ 0,0
IVa 1,2+0,0 3,1+£0,0 10,1+£0,2
IVb 2,0+0,0 3,7+0,0 6,9 +£0,0
IVc 4,1+0,0 9,5+0,0 21,5+0,3

Legenda: d(0,1), d(0,5) i d(0,1) oznacavaju da je 10, 50 i 90% volumne raspodjele mikrocestica

ispod navedene vrijednosti; SD — standardna devijacija (n=6)

5.4.4. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami mikrocestica pripremljenih iz razlic¢itih otapala prikazani su na
slikama 5 - 18.1 5 - 19. Vidljivo je da ni na jednome od njih nema , pikova“ koji bi odgovarali
kristalnom lijeku te da je tijekom procesuiranja otopine za suSenje dosSlo do potpune
amorfizacije lijeka, bez obzira na omjer lijeka i polimera ili upotrijebljeno otapalo. Brzina

taloZenja lijeka takoder nije utjecala na pojavu kristalizacije lijeka.
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Slika 5 - 18. Difraktogram mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) suSenih
rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopro-

panolske smjese (40 : 60, m/m)
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Slika 5 - 19. Difraktogram mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih
rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopro-

panolske smjese (40 : 60, m/m)
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5.4.5. Termicka svojstva mikrocestica

Termicka svojstva mikrocestica prikazana su u tablici 5 - 17. Temperature staklista
dobivene iz termograma reverzibilnog protoka topline pokazuju razlike termickih svojstava
mikrocestica ovisno o uporabljenom otapalu. Kad je rabljen metanol, stakliSte je bilo najniZe
(58,4x2,2 °C), dok je za smjese metanol-etanol (63,4+1,0 °C) i aceton-izopropanol
(68,7+1,1 °C) stakliste postupno raslo. Al-Obaidi i sur. (2009) opisali su slican fenomen
pripisujudi ga postojanju razli¢itih konformacija polimernih lanaca zbog razliitih afiniteta
prema otapalima. U tom specificnom slucaju najviSe stakliSte imao je sustav u kojemu je
polimer imao najvecu topljivost, Sto se pokazalo i u naSem primjeru. ViSe vrijednosti
staklista koja pozitivno odstupaju od GT predvidenih vrijednosti pokazuju da postoje jace
medumolekulske sile koje je potrebno prevladati kako bi smjesa lijeka i polimera presla iz
staklastoga u viskoelasti¢no stanje (van Drooge i sur., 2006). Treba naglasiti da je koli¢ina
preostalih otapala u mikrocesticama (Ia) s najnizim stakliStem (58,4+2,2 °C) takoder bila
najmanja (0,9%) te se njihov plastifikacijski u¢inak ne moZe smatrati uzrokom smanjene

temperature staklista.

Tablica 5 - 17. Svojstva mikrocCestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 51 2 : 1 (m/m)
susSenih rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i

c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

Ostatna

Mikrocestice °C IgSD] [Ea [(;/taipz;gll
Ia 58,4+ 2,2 ~59,5 09+0,0

Ib 63,4+1,0 ~59,5 1,0+0,2

Ic 68,7+1,1 ~59,5 1,3+0,1

IVa 68,1+1,7 ~69,3 1,0+0,1

Ivb 66,7 +0,6 ~69,3 1,6 0,0

IVc ~61i~68 ~69,3 2,2+0,1

Legenda:

SD - standardna devijacija (n=3); Tg - temperatura staklista; GT - izracunana temperatura stakliSta za smjese

lijeka i polimera prema Gordon-Taylorovoj jednadzbi
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Nadalje, termogrami reverzibilnog protoka topline za mikrocestice s omjerom lijeka
i polimera 2 : 1 (m/m) izradene iz metanola (IVa) i metanol-etanolske smjese (IVb) imaju
samo jedan termicki dogadaj (tabl. 5 - 17). Jedinstvena temperatura stakliSta potvrduje
ostvarenu mjeSivost polimera i lijeka bez tragova separacije faza. Predvidena GT
temperatura stakliSta za taj omjer lijeka i polimera je 69,3 °C ako se zanemare razlike u
gustoci. Temperature stakliSta za mikrocestice IVa i I[Vb dobro su odgovarale predvidenim
vrijednostima. Medutim termogram reverzibilnog protoka topline za mikrocestice 1Vc
pokazao je dva uzastopna termicka dogadaja koji se pojavljuju na ~61 °C i ~68 °C,
potvrduju¢i odvajanje faza. NajviSe ostatnog otapala (2,2%) pronadeno je u uzorcima
izradenima iz aceton-izopropanolske smjese.

Navedeni rezultati pokazuju da je mjeSivost lijeka i polimera odredena otapalom, uz
stalan sastav i procesne uvjete suSenja rasprsivanjem. Uzroci takvih rezultata mogu leZati u
loSoj topljivosti lijeka u danom otapalu. S bzirom na to da je topljivost lijeka znatno
smanjena, njegovo je rano taloZenje ocekivano, dok istodobno polimer ne postiZe tocku
zasi¢enost u mikrokapljici. OCito je da je jedan od preduvjeta istodobnog ocvrscivanja
polimera i lijeka njihova pribliZno jednaka topljivost u zajednickom otapalu. Janssens i sur.
(2010) nedavno su objavili istraZivanje o vaznosti kinetike suSenja za mjesivost lijeka i
polimera, iznose¢i znatne razlike u mjeSivosti pri film-cast metodi i pri suSenju

rasprsivanjem.

5.4.6. FTIR analize mikrocestica

FTIR analize mikrocestica primarno su provedene radi provjere potencijalnih
interakcija izmedu lijeka i polimera koje su rezultat uporabe razli¢itih otapala. FTIR snimke
prikazane su na slikama 5 - 20.i 5 - 21. Identi¢ni spektri dobiveni su snimanjem mikro-
Cestica Ia - c i njihovih fizickih smjesa, kao i mikrocestica IVa - c i njihovih fizickih smjesa,
bez ikakvih pomaka u specificnim IR vrpcama.

Ti rezultati iskljuCuju jace intermolekulske sile kao uzrok poviSenja temperature
stakliSta za mikrocestice Ib i Ic. Potencijalni razlog za uocene razlike u Ty temperaturama

moze biti razlika u molekulskom pakiranju (tj. u slobodnom volumenu) polimernih lanaca
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uzrokovanih razli¢itim konformacijama u razli¢itim otapalima. Sli¢ne su rezultate objavili

su Tajber i sur. (2005) za polivinilpirolidonske ¢vrste disperzije.
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Slika 5 - 20. FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) suSenih
rasprsivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropa-

nolske smjese (40 : 60, m/m) u usporedbi s fizickim smjesama (FS) lijeka i polimera
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Slika 5 - 21. FTIR spektri mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih
rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropa-
nolske smjese (40 : 60, m/m) u usporedbi s fizickim smjesama (FS) lijeka i polimera
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5.4.7. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 22. prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerom
lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) suSenih rasprSivanjem iz razlicitih otapala. Iz njih se lako
uocava slaba kontrola oslobadanja lijeka iz mikrocestica, uz iznimno brzo oslobadanje lijeka
u pocetnim toCkama krivulje. Takva je pojava opSirno opisana u literaturi o mikrocesticama
s kontroliranim oslobadanjem lijeka (Allison, 2008; Yeo i Park, 2004) i veliki je izazov
istrazivacima. Opisuju se kao nekontrolirano pocetno oslobadanje lijeka, koje se pojavljuje
odmah nakon dodira mikrocestica s disolucijskim medijem (Allison, 2008). Cesto se
povezuje s nehomogenom raspodjelom lijeka unutar mikrocestica ili njegovim postojanjem
na povrsini mikrocestica (Yeo i Park, 2004). MoZe ga uvjetovati i velika poroznost ili niska
gustoca mikrocestica. Difuzijski procesi unutar cestica mikronskih dimenzija takoder su

ogranicavajuci Cinitelj u ostvarivanju kontroliranog oslobadanja lijeka (Vehring, 2008).
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Slika 5 - 22. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka i
polimera 1 : 5 (m/m) susSenih rasprsSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske

smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

Oslobadanje lijeka iz mikrocestica dobivenih iz razli¢itih otapala usporedeno je s
kristalnim i amorfnim oblikom samog lijeka. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka
provedeno je primjenom monoeksponencijalnih i bieksponencijalnih jednadzbi te je njihova

prikladnost testirana F-testom sume kvadrata (tabl. 5 - 18). Najbolje slaganje ostvareno je
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za bieksponencijalne modele. Pocetno oslobodena koli¢ina lijeka varirala je izmedu
62,843,611 69,7£2,0% (parametar A, tabl. 5 - 18) s konstantama brzina izmedu 0,336+0,024
i 0,457+0,073 min-1; bez statisticki znacajne razlike medu uzorcima s omjerom lijeka i
polimera 1:5 (m/m) (P>0,05).

Jedan od uzroka brzoga pocetnog oslobadanja lijeka moZe biti promjena fizickog
oblika lijeka, iz manje topljivoga kristalnog u bolje topljiv amorfni oblik. Oslobadanje lijeka
iz mikrocestica evidentno je sporije u usporedbi s amorfnim oblikom lijeka (sl. 5 - 22).
Medutim, brzo poletno oslobadanje moze biti uzrokovano i brzim taloZenjem polimera
zbog njegove visoke pocetne zasi¢enosti. Variranjem otapala nastojalo se utjecati na
dinamiku taloZenja polimera, tj usporiti njegovo taloZenje. Promjena otapala rezultirala je
nastankom mikrocestica modificiranih fizickih obiljezja, ali bez znatnog utjecaja na nacin
oslobadanja lijeka. Iako su mikrocestice Ic, izradene iz aceton-izopropanolske smjese, imale
viSe vrijednosti stakliSta, Sto upucuje na mogucu vecu gusto¢u mikrocestica, te razlike nisu
utjecale na poboljSanje kontrole oslobadanja lijeka. Razlog neuspjeha moZe biti paralelno
smanjenje topljivosti lijeka u danoj smjesi otapala, Sto je dovelo do ranijeg taloZenja lijeka
na povrsini mikrocestica. Ocito je potrebno uskladiti taloZenje polimera i lijeka te ih usporiti

ako se Zeli posti¢i kontrolirano oslobadanje lijeka.
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Slika 5 - 23. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1

(m/m) suSenih rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m)

i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

116



In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocCestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m)
prikazano je slici 5 - 23. Matematicko modeliranje rezultata oslobadanja ponovno je
pokazalo da profili odgovaraju bieksponencijalnim jednadzbama (tabl. 5 - 18). Mikrocestice
izradene iz metanola (IVa) i metanol-etanolske smjese (IVc) pokazale su gotovo jednake
profile s poCetnim oslobadanjima od 31,8+5,3 i 37,2+3,9% (parametar A, tabl. 5 - 18).
Mikrocestice IVc, pripremljene iz aceton-izopropanolske otopine, imale su brzo pocetno
oslobadanje lijeka (45,5£9,9%, parametar A), s Kkonstantom brzine oslobadanja
0,434+0,193 min-L. Brzo oslobadanje lijeka nije bilo povezano s veli¢inom cestica jer su IVc
mikrocCestice dodatno bile aglomerirane (Sto je moglo uvjetovati otezano oslobadanje
lijeka). Pretpostavlja se da je zbog anomalija u mjeSivost lijeka i polimera postojao izdvojeni
dio lijeka, lako dostupan za otapanja odmah nakon dodira s medijem za oslobadanje. Ta je
teza dodatno potkrijepljena pojavom separacije faza prema termickim nalazima. Zbog niske
topljivost lijeka u aceton-izopropanolskoj smjesi, njegovo je taloZenje pocelo vrlo brzo,
onemogucujuéi daljne saZimanje mikrokapljice i stvaranje koherentnog matriksa.
Usporedbom profila oslobadanja mikrocestica IVa i IVb s amorfnim oblikom lijeka, lako je
uocljivo da te Cestice uspjesno kontroliraju oslobadanje lijeka, znatno usporavajucéi profile

oslobadanja lijeka.
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Tablica 5 - 18. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerima lijeka i polimera 1 : 51 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprsivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

Monoeksponencijalni model Bieksponencijalni model
o Q=a(1—e*) Q =A(1—eFt) + B(1 — e7F2t)
Mikrocestice . a K . A K, B K,

[% + SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM]

[a(® 0,980 78,3+1,0 0,270+ 0,024 0,996 62,8+ 3,6 0,457 +0,073 19,5+49 0,033+0,008

Ib®) 0,982 83,8+1,0 0,286 £ 0,025 0,998 69,7+2,0 0,455 + 0,044 19,0+ 3,0 0,027 £ 0,005

Ic® 0,990 85,1+0,8 0,220+0,013 0,999 67,3+3,4 0,336+ 0,024 20,7 +4,0 0,042 + 0,007
IVa®) 0,954 82,7+2,4 0,047 £ 0,006 0,991 31,8+5,3 0,348 +0,113 55,8+7,7 0,024+ 0,003
IVb® 0,941 75,6 £2,2 0,062 £ 0,009 0,993 37,2+39 0,336 £ 0,076 45,3+6,1 0,022 +0,003
IVc® 0,953 85,1+1,8 0,119+0,016 0,986 45,5+99 0,434 +0,193 449 +12,3 0,037+ 0,009

Legenda:

Q — postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i k2 — konstante brzina; SEM — standardna pogreska; A i B — parametri koji predocuju udio lijeka

oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; R2 — koeficijent determinacije; M).() — monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani su

matematicki model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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5.5. Fizicka stabilnost mikrocestica izradenih iz razlicitih

otapala



SuSenje rasprSivanjem cesto rezultira nastankom amorfnih struktura. Poznato je da
su amorfni oblici podloZzni strukturnim relaksacijama tijekom uskladistenja, koje
karakterizira smanjenje entalpije i slobodnog volumena. Stoga oslobadanje lijeka iz
polimernih amorfnih struktura ovisi o varijacijama slobodnog volumena (Rosilio i sur.,
1998). Pokretacka snaga koja dovodi do strukturnih relaksacija izravno je povezana s
brzinom nastanka mikrocestica i ovisi o procesnim parametrima (Allison, 2008).
Znanstveni c¢lanci o temi mikrocestica izradenih iz poli(laktatno-ko-glikolnih) Kkiselina
pokazuju da proizvodni postupak, ostatna otapala te priroda interakcija izmedu lijeka i
polimera utjecu na brzinu strukturnih relaksacija (Allison, 2008). Zato uvjeti koji izravno
utjeCu na nacin fomiranja mikrocestica (npr. otapalo, pocCetna zasi¢enost otopine lijeka)
mogu biti izvor varijabilnosti u nacinu oslobadanja lijeka te mogu utjecati na stabilnost

profila oslobadanja tijekom uskladistenja (Allison, 2008; Rosilio i sur., 1998).

5.5.1. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami mikrocestica pripremljenih iz razli¢itih otapala uskladistenih deset
mjeseci na 25 °C/60%RV prikazani su na slikama 5 - 24.1 5 - 25. Vidljivo je da na njima
nema ,pikova“ koji bi dokazivali postojanje kristalnog lijeka i da je tijekom uskladistenja
¢vrsta disperzija zadrZala amorfnu strukturu. Medutim, kristalizacija lijeka samo je jedna od
pojava koja moZe ugroziti funkcionalnost sustava. Bilo kakva promjena u distrubiciji lijeka
unutar polimernog matriksa na molekulskoj razini moZe takoder ugroziti kvalitetu

terapijskog sustava.
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Slika 5 - 24. Difraktogram mikroCestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) suSenih
rasprsivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropa-

nolske smjese (40 : 60, m/m) nakon deset mjeseci uskladiStenja na 25 °C/60%RV
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Slika 5 - 25. Difraktogram mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) suSenih
rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropa-
nolske smjese (40 : 60, m/m) nakon deset mjeseci uskladiStenja na 25 °C/60%RV
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5.5.2. Termicka svojstva mikrocestica

Termicka svojstva mikrocCestica s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) nakon deset
mjeseci uskladiStenja prikazana su na slici 5 - 26. a. Sve termograme karakterizira jedan
staklasti prijelaz koji je bio blago pomaknut prema viSim temperaturama u odnosu prema
onima s pocetka ispitivanja stabilnosti. StakliSta mikroCestica izradenih iz metanola,
metanol-etanolske i aceton-izopropanolske smjese bila su 61,0+0,6, 66,4+0,5 i 72,2+1,0 °C.
Dodatno, termickim analizama nije dokazano postojanje kristalnog lijeka jer je na
termogramima izostao prijelaz karakteristican za taljene lijeka.

Cuvanje uzoraka tijekom deset mjeseci nije prouzroé¢ilo kristalizaciju lijeka iako su
uocCene neke promjene termickih svojstava. S obzirom na to da su mikrocestice izradene
metodom koja podrazumijeva brzo uklanjanje otapala i o¢vrs¢ivanje, polimerni su lanci
imobilizirani u nastojanju da postignu ravnotezno stanje (Allison, 2008; Tajber i sur., 2005).
Porast temperature staklista tijekom uskladiStenja moZe se pripisati lokalnim molekulskim
preslagivanjima unutar dostupnoga slobodnog volumena, dok se sustav nastoji termicki
uravnoteziti.

Termogrami reverzibilnog protoka topline za mikrocestice s omjerom lijeka i
polimera 2 : 1 (m/m) (sl. 5 - 26. b) pokazuju da se stakliSte za IVa i [IVb mikrocestice nije
znatno promijenilo s obzirom na pocetnu vrijednost. Temperatura staklista za IVa
mikrocestice bila je 67,7+2,2 °C, a za IVb mikrocestice 67,2+1,3 °C. Bez obzira na amorfnu
prirodu uzorka, nije doslo do promjena strukture mikrocestica. Nekada lijek dispergiran
unutar polimernog matriksa djeluje kao antiplastifikator usporavaju¢i procese relaksacije i
fizickog starenja amorfnih sustava (Rosilio i sur., 1998).

Nasuprot tim uzorcima, mikrocestice IVc odlikuju se prominentnom separacijom
faza pokazujuci jos izraZenije odvojene termicke dogadaje na ~66 i ~74 °C u usporedbi s

pocetnim stanjem (sl. 5 - 26. c).
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Slika 5 - 26. Krivulja reverzibilnog protoka topline za mikrocestice uskladistene
deset mjeseci na 25 °C/60%RV: a) Ia, Ib i Ic; b) IVa, IVb i IVc i ¢) povecana krivulja u

podrucju razdvajanja faza i pojave dvaju staklastih prijelaza za mikrocestice IVc
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5.5.3. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 27. prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikroCestica s pocCetka
ispitivanja stabilnosti i nakon deset mjeseci uskladiStenja. Graficki prikaz krivulja
oslobadanja lijeka govori da se za veliku ve¢inu mikrocestica funkcionalnost mikrocestica
nije bitno promijenila tijekom starenja. Bitne promjene profila oslobadanja lijeka uocene su
za mikrocestice IVc, za koje je takoder primijecena prominenta separacija faza koja je
dodatno ugrozila kontrolirano oslobadanje.

Usporedbom A i B parametara bieksponencijalne krivulje, koja najbolje opisuje
dobivene profile oslobadanja, statisticki je potvrdeno da medu pocetnim i 10-mjesecnim
profilima nema bitne razlike (P>0,05). Brze faze oslobadanja lijeka za mikrocestice s
omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m) kretale su se izmedu 50,3+5,2 i 57,6+7,0%, uz
konstante brzina koje su varirale izmedu 0,422+0,033 i 0,640+£0,051 min-1. Koli¢ina brzo
oslobodenog lijeka bila je izmedu 44,4+6,5 i 39,5+3,3%, uz konstante brzina od
0,423+0,036 1 0,552+0,033 min-1 za mikrocestice [Va i IVb. Te se vrijednosti nisu razlikovale
od pocetnih. Medutim, mikrocestice IVc imale su iznimno visoko pocetno oslobadanje
(parametar A, 76,6+1,8%), s konstantom brzine od 0,505+0,005 min-l. Vrijednosti
parametara bieksponencijalne jednadZbe znacajno se razlikuju od pocetno ostvarenih
vrijednosti.

Zakljucno, u vecini uzoraka nije doslo do pojave Kkristalizacije niti separacije faza.
MoZe se pretpostaviti da je polimerni matriks bio svojevrsna energetska barijera procesima
koji su mogli narusiti funkcionalnost mikrocestica. Manje promjene stakliSta uzoraka s
manjim udjelom lijeka nisu utjecale na promjenu nacina oslobadanja lijeka. Promjene su
bile uocljive samo pri vecem udjelu lijeka u polimernom nosacu, a ovisno o upotrijebljenom

otapalu.

124



a) b) c)

1001 1001 1001
= 804 — 9 £ = 804
e N S
2 22 2
[ B O
= 6046 = = 601
g g g
vg 404 - la *g 404 -O- 1b g 404 < Ic
2 -~ Ia (10 mj.) 2 ; < 1
] © =@~ Ib (10 mj. =)
2 204 S 504 (10 mj.) 2 50 -® Ic (10 mj.)
o S 5]
0{:/ T T T 1 0(;’ T T T 1 UQ-’ T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
vrijeme (min) vrijeme (min) vrijeme (min)
d) e) f)
1001 100
s s )
2 22 22
=, AL 1o
.E . .§ .E
T 407 O IVa < < 40 - Ve
2 2 - £
& o <@ 1Va (10 mj)) 2 204 IV (10 mj.) 2 2 @~ Ve (10 mj))
= o )
0 T T T 1 00 T T T 1 0¢ T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
vrijeme (min) vrijeme (min) vrijeme (min)

Slika 5 - 27. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica suSenih rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m)

i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m) nakon deset mjeseci uskladiStenja na 25 °C/60%RV
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Tablica 5 - 19. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerima lijeka i polimera 1 : 5i 2 : 1 (m/m) suSenih
rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m) nakon 10-

mjesecnog uskladiStenja na 25 °C/60%RV

Monoeksponencijalni model Bieksponencijalni model
Q =a(1—e7*) Q=A(1—et)+B(1—e2t)
Mikrocestice . a K . A K, B K,

[% + SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM]
[a®) 0,975 79,6 1,1 0,270+ 0,027 0,994 50,3+5,2 0,550+ 0,038 23,4+6,6 0,038+ 0,010
Ib(®) 0,981 80,3+1,0 0,271+ 0,024 0,996 57,6+7,0 0,640 £ 0,051 25,8+8,1 0,051+0,012
Ic(® 0,939 858+2,0 0,163+ 0,025 0,974 54,7+ 11,2 0,422+ 0,033 37,6 £ 14,7 0,033+0,013
[Va® 0,958 74,2+ 1,4 0,143 +0,017 0,991 44,4 + 6,5 0,423+ 0,036 34,8+8,3 0,036 £ 0,008
IVb® 0,942 77,6 1,9 0,097 £ 0,014 0,997 39,5+3,3 0,552+ 0,033 44,6 + 4,6 0,030+ 0,003
IVc®) 0,983 869+1,0 0,389 + 0,040 0,996 76,6 +1,8 0,505+ 0,005 24,3+18,1 0,030+ 0,006

Legenda:
Q - postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i k2 — konstante brzina; SEM - standardna pogresSka; A i B - parametri koji predocuju udio lijeka
oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; Rz - koeficijent determinacije; M.(8) - monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani su

matematicki model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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5.6. Utjecaj fizickog oblika polimera na svojstva mikrocestica



U prethodnim poglavljima opisana je priprava mikrocestica iz otopina lijeka i
polimera, pri ¢emu je ocekivan i potvrden nastanak Cvrstih disperzija. Lijek je u tim
sustavima amorfiziran, Sto je zasigurno pridonijelo njegovu brZzem otapanju i oslobadanju.
Kako bi se istrazila moguénost zadrZavanja lijeka u kristalnom stanju, te njegovo oblaganje i
uklapanje u polimer, pripremljeni su uzorci iz smjesa kristalnog lijeka s polimerom u

otopljenome ili dispergiranom stanju te su potom suSeni rasprsivanjem.

5.6.1. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

I[skoriStenja procesa suSenja za uzorke dobivene iz smjesa s otopljenim polimerom
(Eudragit® RS 12.5) neSto su veca (66 - 75%) od iskoristenja procesa za uzorke dobivene iz
smjesa s vodenom Kkoloidnom disperzijom polimera (Eudragit® RS 30D) (59 - 63%)
(tabl. 5 - 20). Nasuprot tome, uklapanje lijeka za sve mikroCestice bilo je manje od
teoretskoga, vjerojatno zbog nehomogenih kapljica nastalih rasprsivanjem i zbog gubitka

dijela Cestica u ciklonu.

Tablica 5 - 20. Svojstva mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 1:5 (m/m) (Id -1e)i2:1 (m/m)

(IVd - IVe)

Iskoristenje Sadrzaj lijeka u Uspjesnost
Mikrocestice Otapalo Procesa mikrocCesticama uklapanja lijeka
[%] [% + SD] [% £ SD]
aceton : izopropanol
Id (40 : 60, m/m)! 75,1 15,1+0,1 95,9+0,2
le vodaz 62,6 15,1+£0,0 95,6 £0,2
aceton : izopropanol
Ivd (40 : 60, m/m)! 66,2 54,1+0,5 85,9+0,7
Ve voda? 59,4 60,5+0,4 96,0+ 0,6
Legenda:

1 - komercijalno dostupna otopina polimera Eudragit® 12.5 (aceton-izopropanol, 40 : 60, (m/m)); 2 - komercijalno
dostupna vodena disperzija polimera Eudragit® 30D; iskoriStenje procesa (%) - omjer mase dobivenih mikrocestica i
mase ukupnih sastojaka dodanih u otopinu za rasprsivanje; uspjesnost uklapanja lijeka (% m/m) - omjer stvarnoga i

teoretskoga (dodanog) sadrzaja mupirocin kalcija u mikrocesticama; SD - standardna devijacija (n=3)
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5.6.2. Morfologija mikrocestica

Slika 5 - 28. prikazuje snimke mikrocestica suSenih iz smjesa s razli¢itim omjerima
lijeka i polimera (1:51i 2 :1 (m/m)) u kojima je koriSten otopljeni polimer (Eudragit® RS
12.5). Kao $to je ustanovljeno, suSenjem nastaju veliki aglomerati slijepljenih mikrocestica
veci od 100 um. Postoji samo mali broj pojedina¢nih nedeformiranih mikrocestica. Vidljivo
je da se pri primjeni otopljenog polimera (Eudragit® RS 12.5) ne stvaraju pravilno
odijeljene mikrocCestice ni za jedan omjer lijeka i polimera.

Tako veliki aglomerati objasnjavaju visoka iskoriStenja procesa dobivena za uzorke
Id i IVd. Velic¢ina Cestica bitno utjeCe na uspjeSnost separacije Cestica iz vrtloZnog sloja
medija za suSenje tijekom prolaska kroz ciklon te je bolje iskoriStenje rezultat veli¢ine

aglomerata.

AL SR T d ¢ 28 NS : W e B e Fo
Slika 5 - 28. SEM slike mikrocCestica s omjerom lijeka i polimera 1: 5 (m/m) (a)i2:1

(m/m) (b) suSenih rasprsSivanjem iz aceton-izopropanolske smjese (polimer u otopljenom

stanju) (skala oznacava 20 pm)

Na slici 5 - 29. vide se mikrocCestice nastale iz smjesa za rasprsivanje u kojima je
polimer bio u obliku vodene koloidne disperzije (Eudragit® RS 30D). Mikrocestice s manjim
udjelom lijeka (sl. 5 - 29. a - b) pokazuju dvije morfoloske populacije: jednu gradenu od
pravilnih sfera i drugu koja je djelomicno aglomerirana. Mikrocestice s ve¢im udjelom

lijeka (koji ostaje djelomi¢no neotopljen, tj. u kristalnome mikroniziranom obliku) imaju
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izgled polimerom obloZenih mikrocestica (sl. 5 - 29. c). Vidljivo je da postoji razlika u
nastanku mikrocCestica kad se uporabi otopljeni oblik polimera i kad se uporabi koloidna
disperzija. Prema SEM slikama, oblaganje Cestica bilo je izvedivo s koloidnim disperzijama,

dok polimerne otopine nisu bile pogodne za te procese.

Slika 5 - 29. SEM slike mikrocestica s omjerom lijeka i polimera1:5 (m/m) (a-b)i2:1 (m/m)

(c) susSenih rasprsivanjem iz vodene smjese (polimer u disperznom stanju) (skala oznacava 2 pm)

5.6.3. Velicina cCestica

Volumna raspodjela veliCine Cestica prikazana je u tablici 5 - 21. samo za mikro-
Cestice dobivene iz vodenih koloidnih polimernih disperzija. Rezultati analiza za
mikrocestice le pokazuju da postoje aglomerati do 28 um, Sto je i vidljivo iz SEM slika.

Mikrocestice [Ve velike su do 10-ak um, Sto je takoder u skladu sa SEM slikama.

Tablica 5 - 21. Volumna raspodjela veliCine Cestica suSenih rasprsivanjem iz

smjesa lijeka s vodenom koloidnom disperzijom polimera

Raspodjela velicine cestica [um * SD]

Mikrocestice
d(o,1) d (0,5) d (0,9)
Ie 44 +0,1 12,1+0,2 28,1+0,6
Ve 3,6 +0,0 6,1+0,0 10,6 +0,0

Legenda: d(0,1), d(0,5) i d(0,1) oznacavaju da je 10, 50 i 90% volumne raspodjele mikrocestica

ispod navedene vrijednosti; SD - standardna devijacija (n=6)
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5.6.4. Rendgenska difrakcija mikrocestica

Difraktogrami mikrocestica prikazani su na slici 5 - 30. Uzorci s ve¢im udjelom lijeka
IVd i IVe (mupirocin kalcij je u smjesi za rasprsivanje uglavnom bio neotopljen) zadrzale su
kristalni oblik lijeka s karakteristicnim difrakcijskim ,pikovima“. Uzorci s manjim udjelom
lijeka (jedan dio mupirocin kalcija u smjesi za rasprsivanje bio je otopljen) pokazivali su
znakove kristalne forme jer su se karakteristicni difrakcijski ,pikovi“ vidjeli na 5,4 i 6,2°
(260), ali uzorak Ie imao je manje kristalnog lijeka od uzorka Id (Sto je objasnjivo manjom

topljivosc¢u lijeka u aceton-izopropanolskoj smjesi nego u vodi).
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Slika 5 - 30. Difraktogram mikrocestica s omjerom lijeka i polimera 2 : 115 : 1 (m/m)

suSenih rasprsivanje iz smjesa razlicitih fizickih oblika lijeka i polimera

5.6.5. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocestica

Na slici 5 - 31. prikazani su profili oslobadanja lijeka iz mikrocestica Id - Ie i IVd -
[Ve. Vidljivo je da strategija koriStenja djelomi¢no otopljenog lijeka s razli¢itim fizickim
oblicima polimera nije bitno unaprijedila kontrolu oslobadanja lijeka. Svi profili
oslobadanja lijeka iz mikrocestica bili su jednaki ili visi od profila otapanja kristalnog lijeka,

osim mikrocestica Id.
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Medutim, iz prethodnih SEM slika (sl. 5 - 28. a) vidljivo je da su te mikrocestice zapravo
neprihvatljivo veliki aglomerati (ako se pretpostavi upotreba mikroCestica na povrsini

koZe) te da je usporeno oslobadanje lijeka posljedica smanjenja povrsine kroz koju otapalo

prodire do lijeka.
100+ OO — .
S 801 - 1d
% - le
= 601 4+ 1vd
g = IVe
E 40 - MUP (amorf)
% 20 -© MUP (kristalni)
=]
0 ] 1 1
0 50 100 150 200

time (min)

Slika 5 - 31. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrocCestica s omjerom lijekai polimer 1:5i2:1

(m/m) susenih rasprsivanje iz smjesa razlicitih fizickih oblika lijeka i polimera

Parametri matematickog modeliranja krivulja oslobadanja prikazani su u tablici
5 - 22.Vidljivo je da uzorak IVe ne odgovara bieksponencijalnom modelu kao ostale mikro-
Cestice za koje je najbolje slaganje ostvareno primjenom bieksponencijalnog modela. Brze
faze oslobadanja lijeka za mikrocestice s omjerom lijeka i polimera 1 :5 (m/m) kretale su se
izmedu 52,8+3,0 i 77,4+1,8%, uz konstante brzina koje su varirale izmedu 0,316+0,036 i
0,549+0,068 min1. Kao Sto je vidljivo, mikrocestice Id imale su najnizi parametar A, koji
oznacava najniZe pocetno oslobadanje lijeka. Koli¢ina brzo oslobodenog lijeka bila je oko

71,9+12,1%, uz konstantu brzine od 0,588+0,241 min-! za mikrocestice IVd.
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Tablica 5 - 22. Matematicko modeliranje oslobadanja lijeka iz mikrocestica s omjerima lijeka i polimera 1 : 51 2 : 1 (m/m) suSenih

rasprSivanjem iz a) metanola; b) metanol-etanolske smjese (50 : 50, m/m) i c) aceton-izopropanolske smjese (40 : 60, m/m)

Monoeksponencijalni model Bieksponencijalni model
=a(l—e* =A(l—e ™)+ B(1—e ¥t
Mikrocestice Y ( ) Y ( ) ( )
R2 a k R2 A k1 B kz
[% + SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM] [% £ SEM] [min-1+ SEM]
Id® 0,959 80,3+ 1,6 0,129+ 0,016 0,997 52,8+3,0 0,316 + 0,036 34,8 + 4,4 0,025 + 0,004
le(® 0,992 85,0 + 0,6 0,399+ 0,028 0,998 77,4+ 1,8 0,549 + 0,068 10,6 +2,9 0,026 + 0,009
IVd®) 0,992 89,5+ 0,7 0,400 + 0,022 0,997 71,9+12,1  0588+0241  192+13,1 0,066+ 0,030
Ve 0,995 93,2+0,5 0,443 + 0,028 0,999 79,7 + 1,4 + 15,2 +2,0 0,056 + 0,010
Legenda:

Q — postotak lijeka osloboden u vremenu t; a — ,plato” vrijednost; k, ki1 i k2 — konstante brzina; SEM — standardna pogreska; A i B — parametri koji predocuju udio lijeka

oslobodenoga u brzoj i usporenoj fazi oslobadanja lijeka; R2 — koeficijent determinacije; M.8) - monoeksponencijalni ili bieksponencijalni model preferirani su

matematicki model (nakon usporedbe modela F-testom sume kvadrata)
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Zaklju¢no, mikrocestice IVd i IVe koje su sadrzavale kristalni lijek nisu ostvarile
kontrolirano oslobadanje lijeka, pogotovo u usporedbi sa samim kristalnim lijekom. Uzorci
su morfoloski bili bitno razliciti, ali to nije imalo bitnijeg utjecaja na nacin oslobadanja
lijeka. Medutim, slaba kontrola oslobadanja lijeka moZe se objasniti postojanjem
polisorbata 80, koji je upotrijebljen za pripravu neaglomeriranih suspenzija lijeka u
polimeru neposredno prije suSenja rasprSivanjem. Surfaktant je moZda omogucio bolje
vlaZenje mikrocestica i ubrzano oslobadanje lijeka. Stoga se surfaktani u takvim sustavima
moraju upotrebljavati s oprezom.

[z rezultata je takoder vidljivo da je priprava ¢vrstih disperzija bolji pristup
ostvarivanju kontroliranog oslobadanja lijeka u testiranim uzrocima. Oblaganje lijeka
polimerom, bilo da se upotrebljava disperzija ili otopina lijeka, nije prikladno za
kontrolirano oslobadanje lijeka. Dodatno, primjena polimernih otopina za oblaganje

mikroniziranih cestica lijeka nije bila prikladna za stvaranje pravilnih mikrocestica.
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5.7. Antimikrobna djelotvornost mikrocestica



Cilj istrazivanja antimikrobne djelotvornosti mikrocCestica bio je potvrditi nacin
oslobadanja lijeka iz mikrocCestica te ispitati njegovu aktivnost nakon oslobadanja. S
obzirom na to da su testiranja in vitro oslobadanja provedena u medijima koji su sadrzavali
mnogo vecu koli¢inu otapala nego Sto se fizioloSki moZe ocekivati tijekom topic¢ke primjene,
Odabrane su kulture mikroorganizama za koje je prethodno potvrdeno da su osjetljive na

mupirocin kalcija.

5.7.1. Djelotvornost lijeka nakon oslobadanja iz mikrocestica

Antimikrobna djelotvornost mikrocestica usporedena je s djelotvornoséu samog
lijeka, praznih mikrocestica te lijeka oslobodenoga iz mikrocestica (nakon tri sata in vitro
oslobadanja lijeka). Za te su analize odabrane mikrocestice IV i IV-110 zbog najprikladnijih
rezultata in vitro testiranja koji su upucivali na to da ti sustavi najbolje kontroliraju
oslobadanje lijeka. Kao Sto je i ocekivano, prazne mikrocestice (izradene samo od polimera)
nisu pokazale nikakvu antimikrobnu djelotvornost. Minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK) za sve je analizirane uzorke nakon 18 sati bila 0,125 ug/ml. Minimalne baktericidne
koncentracije (MBK) (tabl. 5 - 23) svih uzoraka bile su ovisne o koncentraciji primijenjenog

lijeka i vremenu djelovanja i pokazivale su nisku baktericidnu aktivnost.

Tablica 5 - 23. Minimalne baktericidne koncentracije (MBK) mupirocin kalcija i mikrocestica

testiranih na kulturi Staphylococcus aureus (ATCC 29213) (n=3)

MBK nakon MBK nakon MBK nakon

Uzorak 3 sata 6 sati 18 sati

[ng/ml] [pg/ml] [ng/ml]
mupirocin kalcij 128 32 16
IV 128 - 256 64 - 128 16
IV-110 128 - 256 64 - 128 16
IV (lijek osloboden iz mikrocestica) 128 32 16
IV-110 (lijek osloboden iz mikrocestica) 128 32 16
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Minimalna inhibitorna koncentracija bila je znatno niZa od koncentracije potrebne
da ubije 99% mikroorganizama u usporedbi s pocetnim inokulumom nakon 18 sati
inkubacije, Sto je u skladu s prethodno opisanim baktericidnim svojstvima mupirocina
(Sutherland i sur., 1985). Nakon tri i Sest sati inkubacije minimalne baktericidne
koncentracije bile su dva puta vece za mikrocestice nego za sam lijek ili lijek osloboden
nakon tri sata in vitro oslobadanja (tabl. 5 - 23). ViSe MBK vrijednosti potjecu od sporijeg
oslobadanja lijeka iz mikrocestice, Sto je u skladu s analizama in vitro oslobadanja lijeka i
Zeljenog djelovanja mikrocesticnog sustava. Nakon 18 sati inkubacije minimalne
baktericidne koncentracije bile su slicne za sve analizirane uzorke s lijekom. Provedene
analize potvrduju da je lijek osloboden iz mikrocestica zadrZzao svoju antimikrobnu

djelotvornost, kao i da lijek iz mikrocestica izlazi usporeno.

5.7.2. Dinamika uginuca bakterija djelovanjem lijeka u vremenu

Rezultati testiranja dinamike uginuca bakterija u vremenu djelovanjem lijeka iz
mikrocestica i slobodnog lijeka graficki su prikazani na slikama 5 - 32.i 5 - 33. Minimalna
inhibitorna koncentracija za sve je analizirane uzorke S. aureus (ATCC 29213) nakon 24
sata inkubacije bila 0,125 pg/ml . Minimalna inhibitorna koncentracija za S. aureus
(meticilin-rezistentni S. aureus ili MRSA soj) bila je izmedu 0,25 i 0,5 ug/ml, pa se prema
postojecoj literaturi smatralo da je soj osjetljiv na primijenjeni antibiotik (Kresken i sur.,
2004).

Nakon tri sata inkubacije lijeka i Ia mikrocestica u koncentracijama od 8 i 16 pg/ml
pad broja kolonija za oba je testirana soja S. aureusa bio sli¢an (to¢nije iznosio je 4,7-4,9 log
cfu/ml i 4,6-4,7 log cfu/ml). Mikrocestice Ib i Ic znatno su se razlikovale od samog lijeka, Sto
je rezultiralo smanjenjem broja naraslih kolonija na 4,8-4,9 log cfu/ml za ATCC 29213 i na
4,8-5,0 log cfu/ml za MRSA soj. Medutim, nakon Sest sati inkubacije za obje testirane
koncentracije nije bilo znatne razlike u antimikrobnoj djelotvornosti izmedu mikrocestica i
lijeka, Sto se moZe pripisati potpunom oslobadanju lijeka iz mikrocestica u tom vremenu.

Mikrocestice (IVa, IVb, IVc) s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m) bile su statisticki
znacajno (P<0,05) manje aktivne nego lijek nakon tri i Sest sati inkubacije. Broj kolonija S.

aureus (ATCC 29213) koje su bile izloZene koncentracijama od 16 pg/ml i 8 pg/ml nakon 24
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sata pao je na priblizno 3,9 log cfu/ml i 4,2 log cfu/ml, Sto je odgovaralo 99,7-postotnom i
99,3-postotnom smanjenju pocetnog inokuluma. Broj kolonija MRSA pao je na 4,3 log
cfu/ml (99,3-postotno smanjenje inokuluma) i na 4,5 cfu/ml (99-postotno smanjenje
inokuluma) za 16 pg/ml i 8 pg/ml primijenjenu koncentraciju. Nakon 24 sata inkubacije svi
su analizirani uzorci pokazivali slicnu djelotvornost,, Ti rezultati antimikrobne
djelotvornosti mikrocestica dobro koreliraju s rezultatima in vitro oslobadanja lijeka,
pokazuju¢i da se iz mikrocestica s povecanim udjelom lijeka ostvaruje mnogo sporije
oslobadanje lijeka u usporedbi sa samim lijekom i mikroCesticama s omjerom lijeka i
polimera 1:5 (m/m).

dovoljno osjetljiv da detektira razlike izmedu lijeka i mikrocestica, daju¢i snazne dokaze o
sposobnostu mikrocestica da uspore oslobadanja lijeka. Primjena takvog sustava u terapiji,
naravno, zahtijeva prilagodbu koli¢ine pocetno apliciranih mikrocestica potrebnih da se

npr. na povrsini koZe odrZi u¢inkovita koncentracija lijeka.
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Slika 5 - 32. Dinamika uginuc¢a sojeva S. aureus ATCC 29213 u vremenu izloZenih mupirocin kalciju

i mikrocesticama u koncentracijama od 16 pg/ml (a,b) i 8 pg/ml (c,d) nakon tri i Sest sati. Zvjezdice

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu mikrocestica i lijeka
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Slika 5 - 33. Dinamika uginuéa sojeva S. aureus MRSA u vremenu izlozenih mupirocin kalciju i

mikrocesticama u koncentracijama od 16 ug/ml (a,b) i 8 pg/ml (c,d) nakon tri i Sest sati. Zvjezdice

oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu mikrocestica i lijeka.
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6. ZAKLJUCCI



Omjer lijeka i polimera bitno je utjecao na kinetiku oslobadanja lijeka iz
mikrocestica te na njihovu morfologiju. Neocekivano, najbolje kontrolirano oslobadanje
ostvareno je za uzorke s omjerom lijeka i polimera 2 : 1 (m/m). Ostali ispitivani omjeri
lijeka i polimera (1:5,1:2,1:1,5:1, m/m) pokazali su loSiju kontrolu oslobadanja lijeka,
vjerojatno zbog brzog ocvrséivanja polimera koji uvjetuje nastanak mikromatriksa niske
gustoce. Morfologija mikrocCestica bila je izravno povezana sa stupnjem zasic¢enosti lijeka i
polimera u otapalu primijenjenom za pripravu otopine za rasprsivanje. Kada je zasi¢enost
neke od komponenti bila visoka, zbog ranog ocvrsS¢ivanja mikrokapljica nastajale su
deformirane mikroCestice. UspjeSnost uklapanja lijeka unutar mikrocestica, kao i
iskoriStenje procesa nisu bitno ovisili o omjeru lijeka i polimera. Karakterizacija ¢vrstog
stanja mikrocestica pokazala je da tijekom procesa rasprsivanja uglavnom nastaju amorfne
¢vrste otopine, osim za mikrocestice s najve¢im udjelom lijeka (omjer lijeka i polimera 5 : 1
(m/m)). Te su mikroCestice nehomogene ¢vrste disperzije amorfnog lijeka u amorfnom
polimeru. Izmedu lijeka i polimera nije bilo jacih interakcija koje bi utjecale na nacin
oslobadanja lijeka.

Ulazna temperatura susenja bitno je utjecalae na pocetno oslobadanje lijeka (ali i
na ukupni profil), i to tako da je visa ulazna temperatura pogodovala sniZenju pocetnog
oslobadanja lijeka. Temperatura je utjecala na svojstva polimernog matriksa omogucujuci
bolju gibljivost polimernih lanaca iznad temperature stakliSta te uzrokujuéi relaksacijske
procese koji dovode do smanjenja slobodnog volumena i poveéanja gustoce. Povezano s tim,
uocen je trend porasta stakliSta mikrocestica s porastom ulazne temperature. Dodatno,
sniZene vrijednosti ostatnih otapala umanjile su plastifikacijski u¢inak otapala. Takva
svojstva matriksa utjeCu na ometanje ulaska medija u mikrocesticu te usporavaju
oslobadanje lijeka. Duljina difuzijskog puta u mikrocesticnim sustavima drasti¢no je
smanjena u usporedbi s makroskopskim terapijskim sustavima. Stoga je svaka devijacija u
oblikovanju polimernog matriksa izvor poveéanoga pocetnog oslobadanja lijeka. Ulazna
temperatura nije imala znatnijeg utjecaja na iskoriStenje procesa, morfologiju i veli¢inu
Cestica. Sve su mikrocestice bile amorfne ¢vrste otopine, bez jakih interakcija izmedu lijeka i

polimera.
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Koncentracija otopine za rasprSivanje utjecala je na nacin oslobadanja lijeka,
veli¢inu i morfologiju mikrocestica te na iskoriStenje procesa. Povecanje koncentracije
otopine za rasprSivanje iznad 4% (m/m) uvjetovalo je naruSavanje kontrole oslobadanja
lijeka, dok je za koncentracije niZe od 4% (m/m) ostvarena dobra kontrola oslobadanja
lijeka. Rano taloZenje komponenti zbog visoke pocetne zasiCenosti lijeka i polimera
onemogucivalo je saZimanje/smanjivanje mikrokapljice i povelanje njezine gustoce.
Mikrokapljice su brzo ,smrznute“ te su polimerni lanci ostali ,labavo® pakirani, Sto je
rezultiralo brzim nekontroliranim otpuStanjem lijeka. Mikrocestice dobivene iz
koncentriranijih otopina bile su sfericne i vece, a one iz razrijedenih otopina - deformirane i
manje. IskoriStenje procesa raslo je s povecanjem koncentracije otopine za rasprsivanje.
Koncentracija otopine za suSenje nije bitno utjecala na svojstva ¢vrstog stanja mikrocestica.

Otapala uporabljena za dobivanje mikrocestica utjecala su na termicka svojstva
amorfnih ¢vrstih disperzija (a ovisno i o omjeru lijeka i polimera) te na morfologiju i nacin
oslobadanja lijeka iz mikrocestica. MjeSivost lijeka i polimera bila je odredena otapalom, uz
stalan sastav i procesne uvjete suSenja rasprSivanjem. Razlozi su razli¢ite Kkinetike
ocvrscivanja lijeka i polimera prouzrocene razli¢itim topljivostima u odabranim otapalima.
Ocito je da je jedan od preduvjeta istodobnog ocvrséivanja polimera i ostvarivanja
(kineticke) mjeSivosti i lijeka njihova priblizno jednaka topljivost u zajednickom otapalu.
Bolja topljivost i lijeka i polimera u otapalu pogodovala je nastanku sferi¢nih mikrocestica,
dok su visoke zasi¢enosti bilo koje od komponenti uvjetovale promjenu pravilne sfericne
morfologije. Otapala su utjecala na nacin i brzinu nastanka mikrocestica te na nacin
oslobadanja lijeka. Opcenito, Sto su polimer i lijek topljiviji u otapalu, teze ¢e do¢i do
separacije faza i nastanka nehomogenih ¢vrstih disperzija koje mogu ugroziti kontrolirano
oslobadanje lijeka. Otapalo nije utjecalo na uspjesnost uklapanja lijeka u mikrocestice te na
iskoriStenje procesa.

Mikrocestice (u obliku c¢vrstih disperzija) dobivene iz razlicitih otapala bile su fizicki
stabilne tijekom deset mjeseci skladiStenja na 25 °C/60%RV, bez znatnih promjena u
nacinu oslobadanja lijeka i obiljezjima ¢vrstog stanja.

Mikrocestice pripravljene oblaganjem mikroniziranog lijeka otopinom ili

disperzijom polimera nisu pokazale kontrolirano oslobadanje lijeka. Dodatno, primjena
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polimernih otopina pri oblaganju mikroniziranih Cestica lijeka nije pogodovala nastanku
pravilnih mikrocestica.

Antimikrobna djelotvornost lijeka oslobodenoga iz mikrocestica pokazala je da je
lijek sacuvao svoju aktivnost i nakon procesa mikrokapsuliranja. Takoder, usporeno
oslobadanje lijeka potvrdeno je studijama dinamike uginuca na sojevima S. Aureus (ATCC
29213) i meticilin-rezistentnim sojevima S. aureus (MRSA). Ti rezultati dobro koreliraju s
rezultatima in vitro oslobadanja lijeka, dokazuju¢i da je, za mikrocestice s povecanim
udjelom lijeka, oslobadanje lijeka iz mikrosustava znatno sporije u usporedbi sa samim
lijekom i mikrocesticama s omjerom lijeka i polimera 1 : 5 (m/m).

Opcenito, morfologija mikrocestica bila je primarno odredena pocetnim zasi¢enjem
lijeka ili polimera u otopini za rasprsivanje. Zasi¢enost je pametar koji upravlja poc¢etkom
ocvrséivanja tijekom procesa suSenja kapljice. Promjenom omjera lijeka i polimera ili
sustava otapala primije¢ene su najvete promjene morfologije mikrocestica. Potpuno
uklapanje lijeka postignuto je u svim uzorcima pripremljenima iz otopina lijeka i polimera.
Homogenost otopine zadrzava se u mikrokapljici te je i unutar mikrocestice o¢uvan omjer
lijeka i polimera. Medutim, zbog difuzijskih procesa ili povrSinske aktivnosti moguca je
preraspodjela lijeka i polimera unutar mikrocestice. Procesom suSenja rasprsivanjem iz
otopine mupirocin Kkalcija i poli(meta)krilnog polimera nastaju staklaste ¢vrste disperzije.
Ovisno o omjeru lijeka i polimera, one su ili molekulske disperzije lijeka u polimeru ili
kombinacije molekulske disperzije i amorfnih nakupina lijeka. Staklaste ¢vrste disperzije s
izdvojenom amorfnom fazom lijeka nastaju i primjenom otapala koje bitno smanjuje
topljivost lijeka te je pocCetna zasi¢enost ekstremno visoka. Tijekom suSenja najprije se
talozi lijek iz otopine, Sto uvjetuje razdvajanje faza lijeka i polimera (smanjenja njihove
mjeSivosti). Kontrolirano oslobadanje lijeka postignuto je samo iz staklastih cvrstih
disperzija molekulski dispergiranog lijeka u polimeru, uz preduvjet da je polimerni matriks
nastao kasnije u procesu suSenja, nakon dovoljnog saZimanja kapljice i stvaranja gus¢ega

polimernog matriksa.
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PRIPRAVA CVRSTIH DISPERZIJA ZA KONTROLIRANO OSLOBAPANJE LIJEKA
METODOM SUSENJA RASPRSIVANJEM

Marjana Diirrigl
Pliva Hrvatska d.o.o0., IstraZivanje i razvoj generickih proizvoda, Zagreb

Sazetak

Za potrebe rada pripravljene su i karakterizirane poli(met)akrilne mikrocestice s uklopljenim mupirocin
kalcijem primjenom tehnike suSenja rasprsivanjem. IstraZeni su utjecaji omjera lijeka i polimera (5:1,2:1,1:
1,1:2,1:5, m/m), ulazne temperature (70 - 110 °C), koncentracije otopine za rasprsivanje (1%-5%, m/m),
otapala za pripravu otopine za rasprsSivanje te fizickih oblika polimera na ucinkovitost uklapanja lijeka u
mikrocestice, iskoriStenje procesa, brzinu oslobadanja lijeka iz mikrocestica, morfologiju i veli¢inu Cestica te
svojstva ¢vrstog stanja i fizicku stabilnost. Veli¢ina Cestica analizirane je metodom difrakcije laserske zrake pri
niskom kutu, a morfologija primjenom elektronskog mikroskopa. Svojstva ¢vrstog stanja odredena su
primjenom rendgenske difrakcije, modulirane diferencijalne pretrazne kalorimetrije i termogravimetrije te
Fourier transformirane infracrvene i Ramanove spektroskopije. Kinetika oslobadanja lijeka iz mikrocestica
analizirana je pomo¢u monoeksponencijalnih i bieksponencijalnih matematickih  modela. Ispitana je
antimikrobna djelotvornost mikrocestica na sojevima Staphyloccocus aureus radi potvrde funkcionalnosti
pripravljenih mikrocestica kojima se postize najpovoljnije in vitro oslobadanje lijeka.

Najuspjesnije kontrolirano oslobadanje ostvareno je za uzorke s povecanim udjelom lijeka (omjer lijeka i
polimera 2 : 1, m/m), pripravljenim pri poviSenim ulaznim temperaturama (100 - 110 °C) ili iz otopina sa
snizenom koncentracijom otopine za rasprsivanje (<4%, m/m). Kontrolirano oslobadanje lijeka ostvareno je i
za mikrocestice izradene iz razlicitih otapala sljede¢im redoslijedom: metanol = metanol-etanol (50 : 50, m/m)
> aceton-izopropanol (40 : 60, m/m). MikrocCestice izradene iz razlicitih otapala bile su fizicki stabilne tijekom
deset mjeseci, bez znatnijih promjena u nacinu oslobadanja lijeka. Antimikrobna djelotvornost lijeka
oslobodenoga iz mikrocestica pokazao da je lijek sacuvao svoju aktivnost i nakon procesa mikrokapsuliranja.
Takoder, usporeno oslobadanje lijeka potvrdeno je studijama dinamike uginué¢a na S. aureus (ATCC 29213) i
na meticilin-rezistentnom soju S. aureus (MRSA).

Opcenito, pocetna zasicenost lijeka/polimer u otopini, kao i ulazna temperatura i uporabljena otapala
upravljaju procesom ocvrs¢ivanja tijekom susSenja kapljice te, posljedi¢no, morfologijom mikrocestica i
nacinom oslobadanja lijeka. Procesom suSenja rasprsivanjem iz otopine lijeka i polimera nastaju amorfne
¢vrste disperzije. Ovisno o omjeru lijeka i polimera, one su Cvrste otopine ili kombinacije ¢vrste otopine i
amorfnih nakupina lijeka. Kontrolirano oslobadanje lijeka ostvareno je samo iz amorfnih ¢vrstih otopina, uz
preduvjet da je polimerni matriks nastao kasnije u procesu susenja, nakon dovoljnog sazimanja kapljice i
stvaranja gus¢ega polimernog matriksa.

Rad je pohranjen u knjiznici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, te Nacionalnoj i sveuciliSnoj knjiznici.
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Klju¢ne rijeci: suSenje rasprSivanjem, cvrste disperzije, kontrolirano oslobadanje lijeka, stabilnost,
antimikrobna djelotvornost, svojstva ¢vrstog stanja

Voditelj: Dr. sc. Jelena Filipovi¢-Gre¢i¢, red. profesorica
Ocjenjivaci: Dr. sc. Mira Becirevi¢-Lacan, red. profesor
Dr. sc. Jelena Filipovi¢-Gre¢i¢, red. profesorica
Dr. sc. Biserka Cetina-Cizmek, znan. Savjetnica

Datum prihvacanja rada: 15. lipnja 2011.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Pharmacy and Biochemistry Doctoral Thesis
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Summary

Mupirocin calcium-loaded poly(meth)acrylic-based microparticles were prepared using spray drying
technique. The influence of drug:polymer ratio (5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5, w/w), inlet temperature (70 - 110°C),
feed concentration (1%-5%, w/w), feed solvent and physical forms of the polymer on drug encapsulation,
yield, in vitro drug release, morphology, particle size and solid state properties of the microparticles were
investigated. Morphology and particle size were determined using low-angle laser light scattering and
scanning electron microscopy. Profound solid state characterization of the microparticles was conducted
using X-ray powder analysis (XRPD), thermogravimetric analyses (TGA), modulated differential scanning
calorimetry (MDSC), Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) and Fourier transformed Raman
spectroscopy (FT Raman). Mathematical modelling (monoexponential and biexponential equations) was
applied to characterize drug release kinetics. In addition, a time-kill assay was performed using S. aureus
(ATCC 29213) and clinically isolated methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains at two concentrations in
order to evaluate the antimicrobial activity of microsystems.

The best control over mupirocin release was achieved for 2:1, w/w drug:polymer ratio and found to be
strongly process-dependant. The increased feed concentration (>4%) resulted in higher burst release due to
looser matrix formation, whereas increased inlet temperature (2100°C) reduced burst release since formation
of polymer matrices was enhanced by higher molecular mobility and lower solvent residues. The superior
control of drug release from microparticles was achieved with a 2:1, w/w drug:polymer ratio using solvents in
the following order: methanol * methanol:ethanol (50:50, w/w) > isopropanol:acetone (40:60, w/w).

The physical aging of the solid dispersion after ten months of storage had negligible impact on the
microparticle performance. Moreover, a time-kill assay performed on S. aureus (ATCC 29213) and methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) confirmed a prolonged release and preservation of antimicrobial activity of
encapsulated drug. In general, variations of initial saturation of drug/polymer, inlet temperature or solvent
used, were recognised as efficient tools to modulate the formation of proper polymer matrices. Drug loading
solely is not a sufficient and reliable predictor of drug release pattern and should be evaluated in conjunction
with corresponding processing parameters. Complete encapsulation of drug was achieved in all
microparticles prepared from feed solution. Solid dispersions are frequently generated in the spray drying
process. The obtained solid dispersions are either solid solutions or inhomogeneous solid dispersions
containing amorphous drug clusters depending on the drug:polymer ratio. Controlled drug release was
achieved from amorphous solid solutions only if well-formed (denser) polymer matrix was generated later in
drying process (which could be tailored via appropriate spray drying processing).

Thesis is deposited in the library of the Faculty of Pharmacy and Biochemistry and University Library (195
pages, 42 figures, 30 tables, 256 references, original in Croatian language)

Keywords: spray drying, solid dispersions, controlled drug release, stability, antimicrobial activity, solid state
properties
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