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1.UvOD

1.1.KITOZAN

Povijest upotrebe kitozana zapo€inje u 19. stolje¢u, kad je C. Rouget 1859. godine
prvi puta govorio o deacetiliranom hitinu (Dodane i Vilivalam, 1998), ali njegovo ime potice
iz 1894. od strane Hoppe-Seyler (Muzzarelli, 1977). U povijesti se prvo predlagalo koristenje
kitozana za keliranje kationa, precipitaciju aniona prijelaznih metala, u svrhu procis¢avanja
vode (Miizzarelli, 1971) i kod kromatografija (Muzzarelli, Raith i Tubertini, 1970), za $to se i
danas koristi. U prehrambenoj industriji kitozan se koristi za zgu$njavanje, ali i za
produljenje roka trajanja namirnica (No i sur., 2007) te je u Japanu dozvoljeno njegovo
koristenje u hrani od 1987. godine (No i sur., 2007). Njegova najraznolikija primjena je ipak

u raznim novim terapijskim sustavima, za koje su ideje krenule sredinom 20. stoljeca.

1.1.1. KEMIJSKA I BIOLOSKA SVOJSTVA KITOZANA

Kitozan je hidrofilan, biokompatibilan i biorazgradljiv polimer (He i sur., 1998). Po
kemijskom sastavu je polisaharid, graden od nasumic¢no rasporedenih B-(1—4) D-
glukozamina i N-acetil-D-glukozamina, a dobiva se djelomi¢nom deacetilacijom hitina u
luznatim uvjetima. Hitin je drugi najzastupljeniji prirodni polimer, te ga se moze naci u
oklopima ¢lankonozaca i stani¢nim stijenkama nekih rodova gljiva (Rinaudo, 2006). Razlike

u njihovoj strukturi mogu se vidjeti na slici 1.

NHCOCH3

hitin kitozan

Slika 1. Strukture hitina i kitozana (prilagodeno prema Ravi Kumar, 2000)

Iz sirovine (najcesce su to oklopi raci¢a i rakova) se u luznatim uvjetima i pri visokoj
temperaturi (u 40% otopini NaOH 1-3 sata pri 120°C), uz deacetilaciju hitina, odmah
uklanjaju i svi proteini i CaCOs koji ¢ine oko 80% suhe tvari oklopa raci¢a (Ravi Kumar,
2000). Takvom hidrolizom doduse ne uklanjaju se u potpunosti karotenoidi, pa je kruti

kitozan ve¢inom blijedo Zute boje. Granica kada hitin po¢injemo nazivati kitozanom je kada
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je polimer otprilike 50% deacetiliran i postane topljiv u kiselom vodenom mediju (Rinaudo,
2006). Do takvog stupnja deacetilacije dolazi se relativno brzo, dovoljno je svega pola sata

tretiranja hitina luzinom pri povisenoj temperaturi (Muzzarelli, 1977).

Deacetilacija hitina nije jedini nac¢in dobivanja kitozana; Davis i Bartnicki-Garcia,
(1984) prvi su opisali sintezu kitozana direktno iz N-acetilglukozamina istodobnim
djelovanjem enzima hitin-sintaze i hitin-deacetilaze, prisutnima u ekstraktu gljiva Mucor
rouxiia, ¢iji su stani¢ni zidovi ve¢im dijelom gradeni od kitozana. Tsigos i suradnici (2000)
nadalje navode prednosti kontrolirane deacetilacije hitina hitin-deacetilazama razli¢itog
podrijetla jer je na taj nac¢in moguce dobiti kitozane to¢no odredenih ciljanih svojstava, $to

nije moguce postici deacetilacijom luzinom.

Kitozan se iz otopine jednostavno precipitira razrjedivanjem otopine velikom

koli¢inom vode ili neutralizacijom (Miizzarelli, 1971).

Kitozan je jedinstven u farmaceutici kao polimer koji je pri pH<6,5 pozitivno nabijen

1 usprkos tome niske toksi¢nosti, Sto njemu i njegovim derivatima daje iznimnu vaznost

(Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012).

Bioloska svojstva kitozana kao §to su mukoadhezivnost, Sposobnost in situ geliranja,
pospjesivanja permeacije kroz razliCite sluznice i inhibiranja efluksnih pumpi veéinom
proizlaze iz pozitivhog naboja kitozana (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012). Primjerice,
mukoadhezivnost se moZe pojasniti ionskom interakcijom izmedu kitozana i negativno
nabijenog mucina koji oblaze sluznice (He i sur., 1998), dok se antimikrobno djelovanje
objasnjava disrupcijom stani¢ne membrane uslijed ionske interakcije (Bernkop-Schniirch i
Diinnhaupt, 2012).

Jos§ jedno vrlo bitno svojstvo kitozana je i sposobnost otvaranja medustani¢nih ¢vrstih
veza, koje se zasniva na. (i) keliranju Ca* iona koji u¢vrséuju medustaniéne &vrste veze, (ii)
defosforilaciji klaudina 4 (proteina koji ¢ini Cvrste veze) ¢ime se uklanjaju s membrane, te

(iii) smanjenju stvaranja klaudina 4 od strane stanice (Wang i sur., 2017).

Prednost kitozana nad hitinom, koji ima sli¢na svojstva keliranja, je u tome §to ga je
jednostavnije otopiti. Dok je hitin topljiv samo u nekolicini organskih otapala te u vodenim
otapalima samo uz dodatak mineralnih kiselina i polarnih suotapala, kitozan je topljiv ve¢ u
blago kiselim vodenim otopinama kao $to je na primjer 0,5% octena kiselina (Ravi Kumar,
2000) dok je netopljiv u neutralnim i1 bazi¢nim vodenim otopinama (Yadav i Chauhan, 2017,

Miizzarelli, 1971). Takoder, buduc¢i da kitozan ima, u odnosu na acetilirane amino skupine
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hitina, relativno reaktivne amino skupine, puno je lakSe sintetizirati derivate kitozana nego

hitina, $to omogucuje velike promjene u svojstvima ovog polimera.

Mukoadhezivnost i reverzibilno otvaranje medustani¢nih ¢vrstih veza (Yeh i sur.,
2011) ¢ine ga funkcionalnim ekscipijensom za oralnu primjenu lijekova (Lin i sur., 2007), ali
1 za primjenu lijekova putem razli¢itih sluznica, s obzirom da kitozan moze osigurati dulje
zadrzavanje na mjestu primjene i vecu bioraspolozivost topikalno primijenjenog lijeka (Rossi

i sur., 2012).

Mukoadhezivnost, hemostatsko (Malette i sur., 1983), antibakterijsko (Tsai i Su,
1999) i antifugalno (Rodriguez, i sur., 2003; Roller i Covill, 1999) djelovanje kitozana ¢ine
ga polimerom izbora u pripravi mnogih terapijskih sustava i medicinskih proizvoda, posebice
suvremenih obloga za rane. Kitozan ne samo da sprjeCava krvarenje i infiltraciju
mikroorganizama, ve¢ i pomaze brzem cijeljenju uz manje oziljke (Paul i Sharma, 2004).

Bioloska aktivnost kitozana uz mehanizme pregledno je prikazana u Tablici 1.

Tablica 1. Bioloska aktivnost kitozana (prilagodeno prema Yadav i Chauhan, 2017)

Bioloska aktivnost Mehanizam djelovanja

Hemostatsko Apliciran na rane, kitozan apsorbira plazmu, te se zahvaljujuci
djelovanje svom pozitivnom naboju veze na negativno nabijenu sluznicu i
ostecena tkiva, koagulira eritrocite, poti¢e adheziju, agregaciju i
aktivaciju trombocita, te potice obnovu glatkih miSica.

Baktericidno Postoje tri teorije antimikrobnog djelovanja kitozana:

djelovanje e interakcija kitozana i negativno nabijene stani¢ne
membrane mikroba rezultira pove¢anjem permeabilnosti
membrane

e kitozan se veZe za bakterijsku DNA, te tako inhibira
transkripciju 1 posljedi¢no uzrokuje smrt stanice

e kitozan keliranjem metalnih iona smanjuje djelovanje
metaloproteina (Goy i sur., 2009)

Antivirusno Ovisi 0 mediju (precipitacijom kitozana slabi njegovo
djelovanje djelovanje), koncentraciji (s povecanjem koncentracije kitozana
jaca i djelovanje), stupnju polimerizacije (kitozani veéeg
stupanja polimerizacije imaju jace djelovanje) i naboju
(negativno nabijeni derivati ne pokazuju antivirusna svojstva)
(Chirkov, 2002).




BioloSka aktivnost

Mehanizam djelovanja (nastavak)

Antitumorsko
djelovanje

Kitozan smanjuje integritet stani¢ne i mitohondrijske membrane
tumorskih stanica (Qi i sur., 2005).

Oblikovan u nanocestice, njegov potencijal Smanjenja rasta
tumorskog tkiva je to veci Sto su Cestice manje (Qi 1 Xu, 2006).

Protuupalno
djelovanje

Imunosni odgovor na biopolimer vodi agregaciji monocita na
mjestu upale. Ti monociti diferenciraju u makrofage i luce razne
protuupalne citokine, kao na primjer interleukin 10 koji djeluje
kao faktor cijeljenja.

Imunosni odgovor smanjuje se s povecanjem stupnja
deacetilacije kitozana (Tomihata i Ikada, 1997).

Ubrzava formaciju
kosti

Povecava kapacitet formiranja kosti povec¢avaju¢i mehanicku
stabilnost na mjestu prijeloma kosti.

Brzina zarastanja je dodatno povec¢ana u kombinaciji s
trombocitnim faktorom rasta BB koji ubrzava prirodno cijeljenje
kosti i inducira diferencijaciju nediferenciranih stanica u aktivne
osteoblaste.

Imunosni adjuvans

Povecava permeaciju antigena preko sluznice te se imunosni
sustav brze i jace senzibilizira (Illum i sur., 2001).

Hipolipemicno lonskom interakcijom kitozan precipitira masne i Zu¢ne kiseline i

djelovanje tako smanjuje njihovu apsorpciju (Martinac i Filipovi¢-Gréié,
2002).

Reverzibilno In vitro ispitivanjima utvrdeno je da kitozan otvara medustani¢ne

otvaranje ¢vrste veze monosloja Caco-2 stanica poticanjem uklanjanja

medustani¢nih ¢vrstih

veza

klaudin 4 proteina sa membrane i njegove razgradnje. Nakon
uklanjanja kitozana, utvrden je porast sinteze klaudina 4 u stanici
i obnavljanje medustani¢nih ¢vrstih veza. Autori takoder navode
da to sigurno nije jedini mehanizam (Yeh i sur., 2011).
Reverzibilno otvaranje medustani¢nih ¢vrstih veza mnogo je
slabije u prisustvu mucina uslijed interakcije kitozana s mucinom
i slabijeg dopiranja do epitela (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt,
2012).




1.1.2. STUPANJ DEACETILACIJE KITOZANA

Sva najbitnija svojstva kitozana temelje se na njegovom pozitivnom naboju. Ukupni
pozitivni naboj kitozana ovisi 0 stupnju deacetilacije, odnosno udjelu slobodnih
(deacetiliranih) amino skupina koje se, pri odgovarajuéem pH, mogu protonirati (pKa
kitozana iznosi 6,5). Stupanj deacetilacije takoder je svojstvo koje ga odjeljuje od hitina;
uzima se da je kitozan polimer sa stupnjem deacetilacije od 50 % 1 viSe, dok je hitin polimer

sa stupnjem deacetilacije manjim od 50 % (Rinaudo, 2006).

S porastom stupnja deacetilacije i pozitivnog naboja kitozana raste i intenzitet
interakcije s negativno nabijenim bioloskim strukturama/molekulama, iz ¢ega proizlazi veca
mukoadhezivnost, izraZenije antimikrobno djelovanje, uspjesnije uklapanje negativno
nabijenih djelatnih tvari i posebice bioloskih lijekova (proteina, peptida, RNA ili DNA), kao i
njihovo sporije oslobadanje (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012; Xu i Du, 2003; Rege i
Block, 1999).

O stupnju deacetilacije ovisi i brzina razgradnje terapijskih sustava. Primjerice,
utvrdeno je da se kitozanski filmovi primijenjeni supkutano u Stakora sporije razgraduju $to
su viSe deacetilirani (Tomihata i Ikada 1997). Isti autori navode i zapazanje da Kitozani veceg
stupnja deacetilacije uzrokuju manji upalni odgovor od kitozana manjeg stupnja deacetilacije

uslijed niskog zeta potencijala.

U okviru utjecaja kitozana na cijeljenje rana, zapazeno je da kitozani s velikim
stupnjem deacetilacije jako stimuliraju fibroblaste na proliferaciju, dok je brzina dijeljenja

ljudskih keratinocita bila ovisna o koncentraciji kitozana (Howling i sur., 2001)

Problem u utvrdivanju razlike u djelovanju razli¢ito acetiliranih kitozana predstavlja
¢injenica da se u dosta sluCajeva za otapanje kitozana u vodi koristi 0,5% octena kiselina,
koja tijekom priprave terapijskog sustava moze dodatno acetilirati Kitozan (Corrigan, i sur.,
2006).

1.1.3. MOLEKULSKA MASA KITOZANA

Tipi¢no, komercijalno dostupni kitozani imaju molekulsku masu 50-2000 kDa (Rege i
sur., 2003). Takav raspon molekulskih masa posljedica je korisStenja razli€itih izvora hitina,
kao Sto su oklopi Skampa, rakova 1 miceliji gljiva (Ravi Kumar, 2000), razlicitih tehnika

deacetilacije i alkalija, te razli¢itog trajanja kisele hidrolize kojom se kidaju glikozidne veze.



Mnoga svojstva kitozana, osim o stupnju deacetilacije, ovise i 0 njegovoj molekulskoj
masi. Primjerice, kitozani vec¢e molekulske mase i/ili terapijski sustavi pripravljeni s
kitozanom veée molekulske mase su mukoadhezivniji (Honary i sur., 2009), osiguravaju
sporije oslobadanje uklopljenog lijeka (Learoyd i sur., 2009; Xu i Du, 2003) te su uéinkovitiji
u pospjeSivanju transmukozne permeacije uklopljenog lijeka (Bernkop-Schniirch i
Diinnhaupt, 2012). Antimikrobna aktivnost kitozana ovisi 0 vrsti mikroorganizma, pa tako
primjerice kod bakterije Staphylococcus aureus raste s poveéanjem molekulske mase, a
smanjuje se kod bakterije Escherichia coli (Zheng i Zhu, 2003).

1.1.4. DERIVATI KITOZANA

Derivati kitozana sintetiziraju se s ciljem poboljSanja topljivosti Kkitozana,
mukoadhezivnih svojstava, otpornosti prema proteolitickim enzimima, te Samoorganiziranja
u koloidne strukture (Zhang i sur., 2008). Naj¢es¢i postupci modificiranja svojstava kitozana
su stvaranje soli, uvodenje funkcionalnih skupina ili lipofilnih entiteta te umrezavanje lanaca

kitozana (Estevinho i sur., 2013).

Nemodificirani kitozan precipitira pri pH > 6,5, tako da njegov pozitivan utjecaj na
apsorpciju lijekova prestaje unutar dvanaesnika i tankog crijeva, gdje se pH penje na 7,0.
(Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012). Taj problem se moze rijeSiti modifikacijom
kitozana. Primjerice, trimetilirani kitozan, konjugati kitozana i tiobutilamidina te konjugati
kitozana i tioetilamidina ne precipitiraju unutar raspona pH vrijednosti u probavnom sustavu
(Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012).

Kemijska modifikacija kao §to je trostruka metilacija amino skupine (S§to pojacava
kationska svojstva kitozana) i dodatna PEG-ilacija rezultiraju 3-4 puta jacom
mukoadhezivnoséu (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012), bez znacajnog povecanja
citotoksi¢nosti (Amidi i sur., 2006), dok se tioliranjem kitozana dobiva polimer iznimne
mukoadhezivnosti i pojacane kohezije, uslijed formiranja disulfidnih veza izmedu tioliranog
kitozana i mucina (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012). Zbog toga je istrazivan njihov
potencijal u pripravi inovativnih terapijskih sustava za oralnu primjenu peptidnih lijekova
(Bernkop-Schniirch i sur., 2004).

Kemijske modifikacije kao $to je N-supstitucija kitozanskih primarnih amino skupina
s alkalnim lancima urodile su formulacijama kontroliranog oslobadanja i poboljSane

bioraspolozivosti uklopljenog lijeka pri neutralnom i alkalnom pH (Chopra i sur., 2006).



Nesto neobi¢nija modifikacija kitozana je lauril-Kitozan, pripravljen reakcijom
izmedu laurinske masne Kiseline i kitozana. Navedeni derivat kitozana izvrsna je zamjena za
magnezijev stearat, sredstvo za klizenje u proizvodnji ¢vrstih dozirnih oblika. Naime, lauril-
kitozan ne utjeCe negativno na ¢vrsto¢u farmaceutskog oblika i brzinu raspadanja tableta
nakon primjene, kao $to je slu¢aj pri ve¢im koncentracijama magnezijevog stearata (Bani-
Jaber i sur., 2015).

Kitozan modificiran linolenskom kiselinom u otopinama tvori samoorganizirajuée
nanocestice prihvatljive ¢vrstoce, koje su sposobne uklopiti proteine (Liu i sur., 2005). Sli¢ne
Cestice, pripravljene od tridehidroksikolne kiseline i glikol-kitozana, pokazale su dobro
uklapanje doksorubicina i nizu toksi¢nost od otopine doksorubicina pri primjeni u Stakora

(Hyung Park i sur., 2006).

1.15. KITOZAN KAO POLIMER I1ZBORA U PRIPRAVI INOVATIVNIH
TERAPIJSKIH SUSTAVA

Zahvaljuju¢i iznimnim svojstvima kitozana kao S§to su biokompatibilnost,
biorazgradljivost, mukoadhezivnost i netoksi¢nost, u zadnjih 20 godina velik broj istrazivanja
fokusiran je na razvoj kitozanskih terapijskih sustava, dizajniranih za oralnu primjenu te
topikalnu primjenu putem razli¢itih sluznica kao $to su nazalna, bukalna, okularna i vaginalna
(Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012).

Kitozan je prikladan za razvoj razliCitih terapijskih sustava kao $to su mikrocestice,
nanocestice, gelovi 1 spuzve. Prednost mikrocestica kao terapijskog sustava je moguénost
duljeg zadrzavanja na sluznici u odnosu na otopinu djelatne tvari (Illum i sur., 2001). Naime,
kitozanske mikrocCestice bubre u kontaktu sa vodenim medijem stvarajuci gel koji osigurava
dulje zadrzavanje lijeka na mjestu apsorpcije. Oslobadanje lijeka kontrolirano je difuzijom
kroz izbubreni sloj polimera. Dodatno usporavanje bubrenja/oslobadanja lijeka iz polimernog
matriksa moguce je posti¢i umreZavanjem kitozana polianionima kao Sto je alginat, pektin ili
hijaluronska kiselina, ali i multivalentnim anorganskim polimerima kao Sto je tripolifosfat
(Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012).

Uvelike se razvijaju i kitozanske nanocestice, primjerice ionotropnim geliranjem
tripolifosfatom (Sawtarie i sur., 2017) ili negativno nabijenim lipidima (Hafner i sur., 2009).
Intenzivno se istrazuju 1 nanocestice formirane ionskom interakcijom izmedu kitozana i

negativno nabijenih bioloskih molekula poput DNA ili siRNA (Ballarin-Gonzalez i sur.,
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2013). Navedenim pristupom povecava se internalizacija bioloskih molekula u stanice, 1
pospjesuje njihov ucinak. Jedinstvena svojstva kitozana i njegovih derivata omogucuju razvoj
pametnih terapijskih sustava s ciljanom dostavom vrlo potentnih i toksi¢nih lijekova na samo
mjesto djelovanja. Primjerice, razvijan je pH-ovisni hidrogel derivata kitozana (N-karboksi-
etil-kitozan/dibenzaldehid-PEG) s uklopljenim doksiciklinom koji je namijenjen lije¢enju
metastaza u tkivu jetre. Navedeni hidrogel razgraduje se pri nizem pH od fizioloskog, koji je
uobicajen u mikrookolini tumorskog tkiva (koje svoju energiju primarno dobiva iz glukoze
anaerobno koristeci laktat-dehidrogenazu). Time je osigurana ciljana dostava citotoksicnog

lijeka u tumorsko tkivo uz minimaliziranje nuspojava (Qu i sur., 2017).

Gelovi kitozana narocito su korisni u oftalmickoj i vaginalnoj primjeni, gdje se istic¢e
kombinacija njihovog antimikrobnog i mukoadhezivnog djelovanja (Bernkop-Schniirch i
Diinnhaupt, 2012; Bonferoni i sur., 2006).

Razvijaju se i kitozanske spuzve kao obloge za rane pripravljene liofiliziranjem
kitozanskog gela. Originalno su zamiSljene kao terapijski sustavi s kortikosteroidom za
lijeCenje rana zubnog mesa nastalih stomatoloskim intervencijama (Oungbho 1 Miiller, 1997).
U novije vrijeme istrazuje se njihova primjena, u kombinaciji sa nanocesticama srebra, u
lijecenju vecih rana na kozi (Huang i sur., 2017). U tim slu€ajevima zarastanje je izmedu
ostalog usporeno i ¢injenicom da tkivo nema kako premostiti nastalu ranu. Primjenom
kitozanskih spuzvi, stanice se mogu infiltrirati u pore i tako brze premostiti oStecenje, dok

istodobno razgraduju kitozan i stvaraju medustani¢ni matriks (Paul 1 Sharma, 2004).

Kitozanom se mogu oblagati raznovrsni terapijski sustavi s ciljem optimiranja
povrSinskih svojstava i modificiranja profila oslobadanja uklopljenog lijeka. Primjerice,
ispitivan je potencijal liposoma obloZenih kitozanom umrezenim s tripolifosfatom za oralnu
primjenu kvercetina (Caddeo 1 sur., 2016). Oblozeni liposomi karakterizirani su odli¢nim

uklapanjem kvercetina i kontroliranim oslobadanjem u alkalnim uvjetima.

1.1.6. TERAPIJSKI SUSTAVI KITOZANA | POLIVINILNOG ALKOHOLA

Polivinilni alkohol (PVA) je linearni sintetski polimer koji se koristi dugi niz godina.
Komercijalno je dostupan u Sirokom rasponu molekulskih masa. Tako razlikujemo PVA
velike, srednje 1 male viskoznosti koji odgovaraju redom molekulskim masama od
20 000 Da, 130 000 Da i 200 000 Da (Rowe, i sur., 2006).



Njegova biokompatibilnost, bioadhezivnost, netoksi¢nost, nekancerogenost, odli¢na
topljivost u vodi i loSa topljivost u organskim otapalima te cijeli spektar fizickih svojstava
ovisnih o hidroksilaciji, molekulskoj masi i umrezenju lanaca, omoguéuju njegovu Siroku
primjenu u mnogim podru¢jima, ukljucujué¢i biomedicinsko (Baker i sur., 2012). Kao
ekscipijens, PVA se koristi kao sredstvo za klizenje, sredstvo za oblaganje te sredstvo za
prilagodavanje viskoznosti (Rowe, i sur., 2006). Primjenjuje se u izradi obloga za rane,

kontaktnih le¢a, umjetnih organa i novih terapijskih sustava (Sivaraman i sur.2017).

U novije vrijeme razvijaju se terapijski sustavi kitozana u kombinaciji s PVA,
posebice funkcionalne obloge za rane poput film-obloga (de Souza Costa-Juniori sur., 2008),
hidrogelova (Morgado i sur., 2017; Fan i sur., 2016) i nanovlakana (Majd i sur., 2016).
Kombinacijom navedenih polimera moguce je optimirati biofarmaceutska svojstva navedenih
terapijskih sustava, kao Sto je fleksibilnost, topljivost/brzina otapanja i brzina
razgradnje/resorpcije koja treba pratiti dinamiku cijeljenja rane (de Souza Costa-Juniori sur.,
2008). Istodobno, ponasanje polimernog matriksa u kontaktu s bioloskim teku¢inama, odredit
¢e 1 brzinu oslobadanja djelatne tvari, iz ¢ega proizlazi da se kombiniranjem navedenih
polimera i optimiranjem njihovog omjera moze optimirati i profil oslobadanja uklopljene
djelatne tvari. U sluCaju termoosjetljivog hidrogela kitozana 1 glicerofosfata kao
injektiraju¢eg implantata s produljenim oslobadanjem/djelovanjem uklopljenog lijeka,
dodatak PVA rezultirao je viSestrukom koristi. Dodatkom PVA povecana je hidrofilnost
povrsine hidrogela i, posljedi¢no, inhibicija vezanja stanica za hidrogel, §to je umanjilo
infiltraciju hidrogela stanicama vezivnog tkiva. Takoder, dodatak PVA rezultirao je puno
brzim nastankom gela, i mnogo kompaktnijom mreZom polimera, §to je sprijecilo 1 bubrenje i

dehidraciju gela, osiguravajuci kontrolirano oslobadanje uklopljenog lijeka (Sun i sur., 2012).

1.2. SUSENJE RASPRSIVANJEM

SuSenje rasprSivanjem metoda je prevodenja raznih vodenih i organskih otopina,
suspenzija i emulzija u suhi produkt (Re, 2007). Susenje rasprSivanjem prvi put Se spominje
1872. godine kad je Samuel L. Percy patentirao istodobno atomiziranje i suSenje tekucina, to
jest suSenje rasprSivanjem (Percy, 1872). Ono se koristi najvise u prehrambenoj industriji,
najpoznatije — u proizvodnji mlijeka u prahu (Cal i Sollohub, 2010). To je proces kojemu su

glavne prednosti visoka kontrola nad veli¢inom, morfologijom te drugim fizi¢ko-kemijskim



svojstvima dobivenih Cestica, kao i relativna brzina u odnosu na, primjerice, liofilizaciju

(Nizi¢, 2017).

Dobivanje Cestica kontrolirane veli¢ine i morfologije omogucuje dizajniranje sustava
ciljanih biofarmaceutskih svojstava. Svojstva ¢estica mogu se optimirati mijenjanjem otapala,
brzine dotoka uzorka, sapnice (kod obi¢ne sapnice se moze mijenjati veli¢ina otvora sapnice,
kod ultrazvu¢ne frekvencija ultrazvuka, a kod bifluidne brzina protoka medija za
rasprsivanje), brzina dotoka i temperatura medija za susenje i duljina kolone (Singh i Van den
Mooter, 2016; Cal i Sollohub, 2010). Za iskoriStenje procesa, uz efikasno susenje, bitno je §to
ucinkovitije odvajanje Cestica produkta od medija za suSenje, za Sto su bitni pad tlaka na

ciklonu i1 odabir veli¢ine ciklona (Singh i Van den Mooter, 2016).

Susenje se provodi tako da se nakon atomizacije tekuéeg uzorka u koloni za susenje
kapljice susrecu sa strujom toplog medija za suSenje te se zbog velikog odnosa povrsine i
volumena kapljice iznimno brzo suse (Singh i Van den Mooter, 2016). Ova tehnika je
prikladna i za suSenje otopina/suspenzija/emulzija termolabilnih tvari, budu¢i da je suSenje
brzo, pa isparavanje otapala hladi Cesticu u nastajanju, tako da Cestice nikada ne dosegnu
temperaturu medija za suSenje na ulazu u kolonu nego im je najvisa temperatura jednaka
temperaturi medija za suSenje na izlasku iz kolone (Singh i Van den Mooter, 2016; Cal i
Sollohub, 2010).

U farmaceutskoj tehnologiji suSenje rasprSivanjem primjenjuje se s ciljem poboljSanja
svojstava tecenja 1 kompresibilnosti pomo¢nih tvari (primjer laktoze monohidrata), ali 1
poboljsanja topljivosti i bioraspolozivosti te optimiranja profila oslobadanja djelatnih tvari
uklopljenih u polimerni matriks. Bolja topljivost djelatne tvari moze biti posljedica
mikronizacije i/ili amorfizacije uslijed brzog procesa suSenja. Koprecipitacija s hidrofilnim
polimerom moZe rezultirati boljom topljivos¢u djelatne tvari uslijed nastajanja amorfne
disperzije 1/ili hidrofilnog karaktera polimera. Ako je koriSteni polimer lipofilan, pripravljeni
sustav moZe znacajnije produljiti oslobadanje uklopljenog lijeka. SuSenje rasprSivanjem
koristi se 1 za pripravu inhalacijskih prasaka, s obzirom na moguénost optimiranja
aerodinamickih svojstava Cestica kroz prilagodbu formulacijskih 1 procesnih parametara

(Sollohub i Cal, 2010).
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1.3. KITOZANSKI TERAPIJSKI SUSTAVI PRIPRAVLJENI SUSENJEM
RASPRSIVANJEM

Susenje rasprsivanjem cesto je metoda izbora u pripravi mikrocCestica temeljenih na
kitozanu ili njegovim derivatima. Mikroc€estice se mogu pripremiti suSenjem rasprSivanjem
jednostavnih otopina kitozana, ali i slozenih sustava poput jednostrukih i dvostrukih emulzija.
U tim slucajevima kitozan se kombinira s drugim polimerima i/ili lipidima kako bi se
poboljsala fizicko-kemijska i biofarmaceutska svojstva pripravljenih terapijskih sustava.
Tablica 2 donosi primjere kitozanskih terapijskih sustava pripravljenih suSenjem
rasprSivanjem namijenjenih za oralnu primjenu, ali i topikalnu primjenu putem razlicitih
sluznica kao $to su nazalna, okularna, bukalna i pulmonalna. Suhi produkt u pravilu je
karakteriziran s obzirom na sposobnost bubrenja i mukoadhezivnost, biokompatibilnost te
profil oslobadanja uklopljenog lijeka. Primjeri prikazani u Tablici 2 potvrduju veliki
potencijal kitozanskih mikrocestica pripravljenih suSenjem rasprSivanjem za poboljSanje

terapijskog uc¢inka uklopljenih lijekova.
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Tablica 2. Primjeri terapijskih sustava temeljenih na kitozanu, pripravijenih metodom susenja rasprsivanjem

Polimer(i) Djelatna Terapijski Put Ispitivanja Zakljuéak Literatura
tvar sustav primjene

kitozan glutamat zolmitriptan | mikrosfere nazalna In vitro ispitivanje Svi polimeri su mukoadhezivni, | Gavini i
(M, <200 kDa; SD 75-90%); primjena mukoadhezivnosti, ex vivo ali jedino su kitozani povecavali | sur., 2013

ispitivanje mukoadhezivnosti na apsorpciju zolmitriptana nakon
kitozan glutamat svinjskoj nazalnoj sluznici, in nazalne primjene U odnosu na
(M, 200-600 kDa; SD75— vitro i ex vivo ispitivanje intravensku primjenu, nazalna
90%) permeabilnosti, analiza sluznice primjena mikrodestica sa

SEM-om nakon ex vivo ispitivanja | zolmitriptanom daje 3 puta veci
Kitozan u obliku baze permeabilnosti, farmakokineti¢ka | omjer izmedu koncentracije
(M, 150 kDa; SD>85%) ispitivanja nakon intravenske lijeka u cerebrospinalnoj

primjene otopine zolmitriptana i tekuéini i lijeka u krvi, $to znaci
Hidroksipropil-metilceluloza nazalne primjene mikrosfera, da se takvom nazalnom
(19-24% metoksilirana, 7— otopine ili suspenzije sa primjenom lijeka smanjuje
12% hidroksipropilirana, zolmitriptanom u $takora potencijal perifernih nuspojava.
viskoznost 2% vodene otopine
je 300-5,600 cPs)
Kitozani terbutalin mikrocestice pulmonalna | Iskoristenje uklapanja lijeka u Pripravljene su mikrocestice | Learoyd i
(My: <190 kDa), sulfat primjena oblik, SEM, DSC, TGA, veli¢ina | odgodenog oslobadanja | sur., 2008
(My: 190- 310 kDa) Cestica, aerosolizacija, in vitro terbutalin sulfata; koriStenjem
(Mr: >310 kDa) ispitivanje oslobadanja kitozana vete M, dobivaju se

Cestice ujednacenije veliCine i
vise odgodenog oslobadanja

Kitozan teofilin mikrocestice pulmonalna | SEM, odredivanje S pove¢anjem masenog omjera | Asada i
(SD 89.0%) primjena aerodinamickog promjera i kitozana i teofilina viSe se sur., 2004

raspodjele veli¢ina Cestica,
difrakcija rendgenskih zraka,
DSC, FT-IR, ispitivanje
oslobadanja in vitro

odgada i produljuje oslobadanje
lijeka, te se dobivaju sferi¢nije
mikrocestice.
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Kitozan, inzulin mikrocestice pulmonalna | Odredivanje iskori$tenja procesa | Mikrocestice pripravljene s Grenha i
(SD 86% (nanodestice); sa uklopljenim [ primjena priprave nano i mikrocestica, laktozom znatno su sur., 2005
TPP, laktoza, manitol nanodesticama morfologije ¢estica SEM-om, higroskopnije od mikroCestica
(mikrocestice) nasipne gustoce praska; pripravljenih s manitolom. U
Procjena aerodinamicnosti slu¢aju mikrocestica
mikrocestica, in vitro oslobadanje | pripravljenih s manitolom,
nanocestica iz mikroCestica, oslobadanje inzulina iz samih
ispitivanje stabilnosti nanocestica | nanocestica jednako je
u prisutnosti lizozima, usporedba | oslobadanju inzulina iz
in vitro oslobadanja inzulina iz nanocestica uklopljenih u
nanocestica i nanocestica mikrocestice.
uklopljenih u mikrocestice
Kitozan niske viskoznosti melatonin mikrosfere dermalna Veli¢ina Cestica, zeta potencijal, Melatonin pojacava Romié¢, i
(SD >75%) primjena uspjesnost uklapanja lijeka u antimikrobno djelovanje sur., 2016
Pluronic® F127 sustav, modulirani DSC, TGA, kitozansko-poloksamerskih
rendgenska difrakcija, svojstva mikrosfera protiv pet razli¢itih
teCenja, svojstva bubrenja, meticilin-rezistentnih sojeva
gubljenje vlage isparavanjem, in bakterije Staphylococcus
vitro oslobadanje melatonina, aureus.
antimikrobno djelovanje, in vitro | Zbog velikog kapaciteta
ispitivanje biokompatibilnosti apsorpcije tekucine i
sposobnosti stvaranja hidrogela
razvijene mikrocestice prikladne
su za tretiranje vrlo eksudativnih
rana.
Kitozan hidroklorid cimetidin mikrosfere oralna Priprava mikrocestica susenjem Mikrocestice pripravljene Davis i
Mr= 140£169 kDa nistatin mikrokapsule | primjena rasprsivanjem jednostavnih susenjem rasprsivanjem V/U/V | lllum, 1999
famotidin sustava te emulzija tipa V/U, U/V | emulzija plutajuéi su sustavi s

glutaraldehid
zelatina

etilceluloza
(uljna faza)

i V/U/V; odredivanje veli¢ine
Cestica, zeta potencijala,
uspjesnosti uklapanja lijeka, in
vitro ispitivanje oslobadanja lijeka

odgodenim oslobadanjem,
prikladni za ciljanu dostavu
lijeka u Zeludac. KoriStenjem
Tween 80, glukoze ili laktoze
kao sredstva za mocenje
mikrosfere vise ne plutaju po
povrsini i lijek se znatno brze
oslobada.
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Kitozan glutamat (150 i 350 diklofenak- | obloZene oralna Morfologija estica, oslobadanje Pripravljeni terapijski sustav Lorenzo-
kDa) natrij mikrosfere primjena uklopljenog lijeka iz mikrocestica | karakteriziran je odgodenim i Lamosa i
Kitozan u obliku baze (50,150 prije i poslije oblaganja Eudragit- | kontroliranim oslobadanjem sur., 1998
i 300 kDa) om, FT-IR uklopljenog lijeka; u kiselom
SD > 80%, za sve kitozane mediju lijek se uopée ne

oslobada (zbog ovojnice
Eudragit S-100 gradene od Eudragita), a u
Eudragit L-100 luznatom mediju lijek se
(ovojnica mikrocestica) oslobada jednolikom brzinom 8-

12 sati. Brzina oslobadanja

lijeka raste sa smanjenjem

molekulske mase kitozana. Veca

brzina oslobadanja postize se u

slu¢aju mikrocestica

pripravljenih iz kitozan acetata

nego iz kitozan glutamata.
N,O-[N,N-dietilaminometil- roktiamicin mikrosfere oftalmic¢ka i | Citotoksi¢nost modificiranih Koristenjem derivata umjesto Rassu i
(dietildimetilen amonij)2,g] nazalna kitozana, iskoriStenje suSenja kitozana primijeéena su nesto sur., 2009
metilkitozan primjena rasprsivanjem, uspje$nost bolja svojstva §to se tice veli¢ine

SD: 88,3%,
Udio supstitucije: 42,7

N,O-[N,N-dietilaminometil-
(dietildimetilen amonij)1,6]
metil kitozan

SD: 88,6%,

Udio supstitucije: 58,9%

Kitozan
SD: 96%

uklapanja, veli¢ina i morfologija
Cestica, in vitro oslobadanje lijeka
iz Cestica, bubrenje mikrocestica,
in vitro ispitivanje mukoadhezije

Cestica 1 mukoadhezivnosti, $to
im daje prednost pri okularnoj
primjeni. Utvrdena je
biokompatibilnost koristenih
derivata Kitozana. Takoder,
prednost navedenih derivata je
njihova topljivost u vodi.
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kitozan, SD 75-85%,
viskoznost (1% otopina u
octenoj kiselini): 200-800 cPs

natrijev alginat,
viskoznosti (2,0% vodena
otopina pri 25°C): 14,000 cPs

klorheksidin

Kitozanske
mikrocestice
dobivene
susenjem
rasprsivanjem
uklopljene u
alginatne
bukalne tablete

bukalna

SEM Cestica, veli¢ina Cestica,

DSC, koliéina lijeka u Cesticama,
usporedba minimalne inhibitorne

koncentracije mikrocestica sa
klorheksidinom i otopine

klorheksidina, in vitro oslobadanje

lijeka iz tableta, in vivo
oslobadanje lijeka u usnoj
Supljini, provedeno na zdravim
dobrovoljcima

Primjenom alginatnih bukalnih
tableta sa uklopljenim
kitozanskim mikrocesticama $
klorheksidinom omoguéena je
jednostavna primjena
klorheksidina te dugotrajniji i
jaci u¢inak u odnosu na vodice
za ispiranje usne Supljine sa
klorheksidinom.

Giunchedi
i sur., 2002

Koristene kratice: SD-stupanj deacetilacije, PEG-polietilen glikol, TGA-termogravimetrijska analiza, DSC-diferencijalna pretrazna kalorimetrija, Mr-molekulska masa, SEM-skenirajuc¢a
elektronska mikroskopija, HPLC-High Preformance Liquid Chromatography-teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti; FT-IR-infracrvena spektrofotometrija sa Fourierovom

transformacijom, TPP-tripolifosfat.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kitozan je hidrofilan, biokompatibilan i biorazgradljiv polimer koji se u zadnjih 20
godina uvelike istrazuje kao polimer izbora u pripravi inovativnih terapijskih sustava.
Svojstva poput mukoadhezivnosti i reverzibilnog otvaranja medustani¢nih ¢vrstih veza (Yeh i
sur., 2011) ¢ine ga funkcionalnim ekscipijensom za oralnu primjenu lijekova (Lin 1 sur.,
2007), ali i za topikalnu primjenu lijekova putem nazalne, pulmonalne, bukalne i okularne
sluznice (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012; Rossi i sur., 2012). Hemostatski (Malette i
sur., 1983) i antimikrobni uc¢inak (Rodriguez, i sur., 2003; Roller i Covill, 1999; Tsai i Su,
1999) prosiruju njegovu upotrebu u pripravi terapijskih sustava i medicinskih proizvoda,

posebice suvremenih obloga za rane.

Susenje rasprSivanjem predstavlja metodu izbora u izradi praSkastih terapijskih
sustava temeljenih na kitozanu i njegovim derivatima. U farmaceutskoj tehnologiji suSenje
rasprSivanjem primjenjuje se s ciljem poboljSanja svojstava tecenja i kompresibilnosti
farmaceutskih prasaka, ali 1 poboljSanja topljivosti 1 bioraspoloZzivosti te optimiranja profila
oslobadanja djelatnih tvari uklopljenih u polimerni matriks (Sollohub i Cal, 2010). Sustavni
pristup razvoju kitozanskih mikrocestica metodom suSenja rasprSivanjem ukljucuje
preliminarnu fazu istraZivanja u kojoj je potrebno provesti sveobuhvatnu karakterizaciju
ishodnih polimera te polimernih mikro€estica pripravljenih preliminarnim suSenjem

rasprSivanjem, a s ciljem procjene kriti¢nih procesnih parametara u pripravi suhog produkta.

Cilj ovog rada bio je je odrediti fizicko-kemijska svojstva triju kitozana razlicite
molekulske mase kao ishodnih polimera, te polimernih mikrocestica pripravljenih
preliminarnim suSenjem rasprSivanjem, koja ¢e posluziti kao temelj za optimiranje procesa
suSenja 1 usmjereni razvoj kitozanskih mikroCestica kao nosaca lijekova. Uz kitozane,
karakteriziran je i PVA kao polimer koji se u novije vrijeme kombinira s kitozanom u izradi
terapijskih sustava s ciljem optimiranja njihovih biofarmaceutskih svojstava (Morgado i sur.,
2017; Fan i sur., 2016; Majd i sur., 2016; de Souza Costa-Juniori sur., 2008), a koristi se i kao

emulgator u sloZenim (emulzijskim) sustavima.

Fizicko-kemijska karakterizacija polimera i/ili polimernih mikrocestica pripravljenih
suSenjem rasprSivanjem jednostavnih otopina polimera ukljucivala je metode poput
diferencijalne pretrazne kalorimetrije (engl. differential scanning calorimetry, DSC),
termogravimetrijske analize (engl. thermogravimetric analysis, TGA), dinamicke sorpcije

vlage (engl. dynamic vapour soprtion, DVS) i pretrazne elektronske mikroskopije (engl.
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scanning electron microscopy, SEM). Prikladnost procesnih parametara preliminarnog
suSenja procijenjena je temeljem iskoriStenja procesa, veli¢ine i morfologije mikrocestica te

sadrzaja ostatne vlage u suhom produktu.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

U ovom radu koriStena su tri tipa kitozana: kitozan male molekulske mase (Mr
50,000-190,000 Da; stupanj deacetilacije > 75%; viskoznost 1%-tne otopine u 1% octenoj
kiselini pri 25°C 20-300 cP s; Lot#BCBJ1722V; Sigma-Aldrich, SAD), srednje molekulske
mase (stupanj deacetilacije-75%, viskoznost 1% otopine u 1% octenoj kiselini 200-800 cP s;
LOT#STBF3507V; Aldrich Chemistry, SAD) i velike molekulske mase (M; - oko 600 000
Da; LOT: 364953/1; Fluka Chemie, Svicarska), te polivinilni alkohol PVA 8-88 (viskoznost
4% otopine u vodi 8,2 mPa s; Lot k44705551; MERCK, Njemacka).

3.2. METODE

3.2.1. PRIPREMA MIKROCESTICA

Pripravljene su otopine kitozana male i srednje molekulske mase u 0,5%-tnoj octenoj
kiselini pri koncentraciji od 1% (m/m), uz mijeSanje na magnetskoj mijeSalici preko noci.
Istim postupkom je pripravljena 0,5% (m/m) otopina kitozana velike molekulske mase.
Pripravljena je i 2,0% (m/m) otopina PVA 8-88 u pro¢is¢enoj vodi, takoder uz mijesanje na

magnetskoj mijeSalici preko no¢i.

Otopine polimera su suSene rasprsivanjem na uredaju ProCepT 4M8-TriX (ProCepT,
Zelzate, Belgija), u Plivi Hrvatska d.0.0. Za rasprSivanje uzoraka koriStena je ultrazvucna
sapnica pri snazi od 97%, frekvencije 24,25 kHz. Koristena je standardna konusna kolona za
susenje. Kao medij za susenje koriSten je vruci zrak. Odjeljivanje suhog produkta provedeno
je koristenjem ciklona srednje veli¢ine pri padu tlaka od 20-24 mbar. SuSenje rasprSivanjem
vodeno je pri brzini protoka vruéeg zraka od 0,25m?%/min, radu peristalticke pumpe od 20%, te
temperaturi ulaznog zraka od 150°C. Tijekom procesa suSenja rasprSivanjem pracene su

temperatura zraka na izlazu iz kolone za susenje i temperatura zraka na izlazu iz ciklona.

18



3.2.2. ODREDIVANJE ISKORISTENJA PROCESA SUSENJA RASPRSIVANJEM

Iskoristenje procesa (I) odredeno je prema dolje navedenoj formuli:

masa dobivenog produkta(g)

I X 100%

masa suhe tvari u otopini za suSenje(g)

Masa suhe tvari u otopini za suSenje izraCunata je iz koncentracije susene otopine i
susenog volumena, dok je za pri odredivanju mase dobivenog produkta uzet isklju¢ivo

produkt koji je na kraju susenja bio prisutan u prihvatnoj posudi.

3.2.3. ODREPIVANJE VELICINE MIKROCESTICA

Veli¢ina Cestica odredena je koriStenjem mikroskopa Olympus BH-2 opremljenog
CCD kamerom (ICD-42-E, Ikegami Tsushiki Co., Japan) te raCunalnom analizom
mikroskopskih slika programom Optomax V, Cambridge, Velika Britanija.

Uzorci su naneseni Spatulom na predmetno stakalce u najtanjem mogucem sloju, te je
veli¢ina Cestica mjerena pod objektivom uvecanja 20 x. Za karakterizaciju svakog od uzoraka

izmjereno je najmanje 1500 Cestica. Sva mjerenja radena su u duplikatu.

3.2.4. ODREPIVANJE SADRZAJA VLAGE U ISHODNIM POLIMERIMA |
POLIMERNIM MIKROCESTICAMA

Sadrzaj vlage u ishodnim polimerima i polimernim mikroCesticama odreden je
termogravimetrijskom metodom koriStenjem uredaja TGA Q5000 (TA Instruments, New
Castle, DE, SAD) u Plivi Hrvatska d.o.o., a podaci su obradeni sustavom TA Instruments
Universal analysis 2000, verzija 4.5A. Termogravimetrijska analiza temelji se na pracenju
promjene mase ¢vrstog uzorka u ovisnosti o temperaturi ili vremenu pri izlaganju uzorka
promjeni temperature u kontroliranim uvjetima. Op¢i izgled uredaja za termogravimetrijsku
analizu moze se vidjeti na slici 2. Pri termogravimetrijskoj analizi, zagrijavanje se provodi u
inertnom mediju kao Sto je duSik, jer bi u prisustvu zraka (to jest kisika) pri viSim
temperaturama doSlo do oksidacije (gorenja) uzorka. Navedenim postupkom mozZe se
kvantificirati gubitak vode (vlage), otapala i plastifikatora, dekarbosilacija, piroliza,
oksidacija, raspad uzorka, tezinski udio punila i tezinski udio pepela (FAQ_Beginners-Guide-

to-Thermogravimetric-Analysis).
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Uzorci mase 4,5-11 mg vagani su u platinaste posudice koje su pomoc¢u automatskog
uredaja postavljene u pe¢ s analitickom vagom (Slika 2.). Uzorci su zagrijavani brzinom od
10°C od sobne temperature do 500°C u struji inertnog plina - dusika. |1z zabiljeZene promjene
mase u ovisnosti o temperaturi dobiven je termogram temeljem kojeg je odreden sadrzaj vode

u svakom od ispitanih uzoraka.

Slika 2. Dijelovi uredaja za termogravimetrijsku analizu: A-termoclanak, B-kontrolirana
atmosfera (najces¢e dusik), C-uzorak, D-analiticka vaga, E-peé¢ (prilagodeno prema

www.nptel.ac.in)

3.2.5. KARAKTERIZACIJA CVRSTOG STANJA MODULIRANOM
DIFERENCIJALNOM PRETRAZNOM KALORIMETRIJOM

Analiza uzoraka provedena je na uredaju TA Instrument modulated DSC Q2000 (TA
Instruments, New Castle, DE, SAD) u Plivi Hrvatska d.o.0., s ciljem odredivanja temperatura
prijelaznih stanja kao §to su taljenje, kristalizacija i stakliste. DSC mjeri promjenu toplinskog
kapaciteta tvari u ovisnosti o zagrijavanju te tvari. Postoje dva nacina rada uredaja,
diferencijalna pretrazna kalorimetrija s toplinskim tokom (engl. heat flux DSC) i
kompenzacijska diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. power compesation DSC), a oba
ukljucuju referentnu posudu sa referentnim materijalom poznatog toplinskog kapaciteta koji
se ne mijenja pri temperaturama kojima se izlaze ispitivani uzorak. U prvom slucaju, uzorak i
referentna posuda griju se preko istog grijaca, a uredaj odreduje mijenja li se temperatura
ispitivanog uzorka brZze ili sporije u odnosu na referentni uzorak. U drugom slucaju, ispitivani
1 referentni uzorak imaju razliCite grijacCe, pa uredaj prati koliko vise ili manje energije mora

troSiti da bi odrzao jednaki porast temperature ispitivanog i referentnog uzorka. Modulirana
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DSC je jednostavna modifikacija metode gdje se uzorak ne zagrijava konstantnim prirastom

analiticki signal, kao i1 bolje razdvajanje bliskih signala u odnosu na konvencionalni DSC

(Verdonck i sur., 1999).

Uzorci mase 2,1-4,5 mg vagani su u posudicama za zagrijavanje. Uzorci PVA 8-88
zagrijavani su u hermetic¢ki zatvorenim posudicama, dok su uzorci kitozana zagrijavani u
posudicama s probuSenim poklopcem, kako bi vlaga, koja je bila prisutna u velikim
koli¢inama, mogla iza¢i tijekom mjerenja. Uzorci PVA 8-88 bili su ekvilibrirani pri
temperaturi od -20°C te zagrijavani brzinom od 5°C/min uz modulaciju od +2°C/min do
temperature od 250°C. Uzorci kitozana bili su ekvilibrirani pri temperaturi od 0°C te

zagrijavani brzinom od 5°C/min uz modulaciju od £2°C/min do temperature od 250°C.

3.2.6.KARAKTERIZACIJA POLIMERA DINAMICKOM SORPCIJOM VLAGE

Ishodni polimeri karakterizirani su i metodom dinamic¢ke sorpcije vlage (engl.
dynamic vapour sorption, DVS) koristenjem uredaja DVS Intrinsic (Surface Measurement
Systems, London, Velika Britanija) dostupnog u Plivi Hrvatska d.0.0. Shematski prikaz
uredaja dan je na Slici 3. Radi se o gravimetrijskoj tehnici kojom se odreduje koli¢ina
adsorbirane/apsorbirane vlage u ovisnosti o koli¢ini vodene pare u zraku koji okruzuje
uzorak. Navedena tehnika omogucuje odredivanje higroskopnosti praSaka, vlakana i krutina,
te kinetike sorpcije i desorpcije, promjene u morfologiji ¢estica uslijed sorpcije vode, pomaze
u odredivanju roka trajanja hrane, moze posluZiti u odredivanju transepidermalnog gubitka
vode, u modeliranju sorpcije i u odredivanju ponasanja uzorka pri vlaznim uvjetima (Thomas,
2017).

Uzoreci su ekvilibrirani pri 0% relativne vlaznosti, §to je kod uzoraka PVA 8-88 trajalo
37 minuta, a za uzorke kitozana 180 minuta, te je zatim zabiljeZzena njihova masa. Ciklusi
promjene relativne vlaznosti zraka u komori pri temperaturi od 25°C tekli su od 0% - 95% -
0%, u koracima od 10 % svakih 180 minuta (izuzev promjene relativne vlaZznosti zraka od
90% na 95%, u koraku od 5%). Adsorbirana/apsorbirana vlaga izrazena je kao postotak mase

osusenog uzorka za svaki korak promjene relativne vlaznosti zraka.
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Slika 3. Shematski prikaz DVS uredaja: A-inkubator sa kontroliranom temperaturom, B i C-
ulaz suhog zraka, E i D-pumpe za zrak, F- oviazivac zraka, G-precizna vaga, H-uzorak, | i J-

probe za temperaturu i vlagu, K-referenca (prilagodeno prema Sheokand i sur., 2014).

3.2.7. ODREPIVANJE MORFOLOGIJE CESTICA

Morfologija polimernih  mikroCestica ispitana je pretraznom elektronskom
mikroskopijom (engl. scanning electron microscopy) koristenjem uredaja Vega 3 SEM,
TESCAN, Republika Ceska, na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveudilista u
Zagrebu. Shematski prikaz pretraznog elektronskog mikroskopa dan je na Slici 4.

Slika 4. Dijelovi pretraznog elektronskog mikroskopa: A-izvor elektrona, B-anoda, C i D-
magnetska leca, E-detektor odbijenih elektrona, F-podloga uzorka, G-uzorak, H- sekundarni
detektor, I-snop elektrona, informacije iz D, E i H racunalnom obradom daju sliku
(prilagodeno prema Www.testandmeasurementtips.com)
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Uzorak je nanesen na vodljivu vrpcu i fiksiran na metalni nosac te stavljen u komoru
naparivaca (eng. sputter coater) Quorum SC7620 u atmosferu inertnog plina argona. Kako bi
se mjerenje moglo provesti komora mora biti pod tlakom manjim od 10 mbar §to se
osigurava radom rotacijske pumpe. Omota¢ komore, koji funkcionira kao katoda, napravljen
je od platine i rodija. Pod visokim naponom (800-1200 V) elektri¢no polje ionizira argon te
ioni argona udaraju u katodu pritom izbijaju¢i atome platine i rodija koji potom oblazu

promatran uzorak. Tako oblozen uzorak postaje vodljiv i spreman za analizu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PRIPRAVA POLIMERNIH MIKROCESTICA SUSENJEM RASPRSIVANJEM

Polimerne mikroCestice pripravljene su suSenjem rasprSivanjem otopina polimera
koriStenjem ProCepT uredaja opremljenog ultrazvu¢nom sapnicom, standardnom konusnom
kolonom za susenje i ciklonom srednje veli¢ine. U nacelu, ultrazvu¢nom sapnicom mogu se
generirati Cestice veli¢ine od 10 do 100 um. S obzirom da je jacina rada generatora ultrazvuka
postavljena na 97%, ocCekivana je priprava mikrocestica relativno malog promjera. Odabir
veli¢ine ciklona proveden je prema ocekivanoj veli¢ini mikrocestica. Naime, ciklon srednje
veli¢ine moze ucinkovito separirati Cestice vece od 3 um (4M8-TriX: installation and

operation manual).

Tablica 3. Koncentracije otopina polimera podvrgnutih suSenju i rasponi temperatura na

izlazu iz kolone za susenje (1) i na ulazu u ciklon (2) tijekom procesa susenja rasprsivanjem

Vrsta Kitozan Kitozan Kitozan
polimera male Mr srednje Mr velike Mr PVA 888
Koncentracija
otopine 1 1 0,5 2
(%, m/m)
Raspon

temperatura 1 91,4 -99,6 98,3-104,0 101,7 - 1110 81,1-90,4
9]

Raspon
temperatura 2 70,8 - 74,5 73,0-77,2 78,4-82,2 59,6 - 73,6
(°C)

Kao sto se vidi u tablici 3., s porastom molekulske mase kitozana rasla je i temperatura
zraka na izlazu iz kolone za suSenje te na ulazu u ciklon. Navedeno zapazanje moglo bi se
objasniti razlikom u viskoznosti pripravljenih otopina. Naime, s porastom molekulske mase
polimera raste i viskoznost pripravljenih otopina, a pri istoj postavci peristalticke pumpe,
protok viskoznijih otopina je sporiji. Valja napomenuti da su kitozan male i srednje
molekulske mase otopljeni pri istoj koncentraciji (1%, m/m), dok je kitozan velike molekulske
mase otopljen pri koncentraciji od 0,5%, m/m. Viskoznost 1%-tne otopine kitozana velike
molekulske mase bila je prevelika da bi se tako pripravljena otopina mogla podvrgnuti

suSenju rasprsivanjem.

24



4.2. ISKORISTENJE SUSENJA RASPRSIVANJEM

Susenje rasprsivanjem otopina ispitivanih polimera koristenjem ultrazvuéne sapnice za
rasprSivanje uzorka, standardne kolone za suSenje i ciklona srednje veliCine rezultiralo je

iskoriStenjima procesa prikazanim u Tablici 4.

Tablica 4. Iskoristenje procesa susenja rasprsivanjem polimernih otopina

: Kitozan Kitozan Kitozan

Vista polimera male Mr srednje Mr velike Mr PVA 888
Koncentracija polimerne
otopine (%, m/m) . 1 e 2
Masa otopine 90,0 73,0 159,3 77,0
Masa suhe tvari u otopini 0,90 0,73 0,80 154
(9)
Masa dobivenog 0,704 0,620 0,570 0,448
osusenog produkta (g)
IskoriStenje procesa
suSenja rasprsivanjem 78,22 84,93 71,56 29,09
(%)

Pad tlaka na ciklonu tijekom suSenja rasprSivanjem (20 - 22 mbar) odgovarao je
veli¢ini/geometriji ciklona, te se moze pretpostaviti da je rezultirao u¢inkovitom separacijom
suhog produkta iz struje medija za susenje. U usporedbi s literaturnim izvorima (Romic¢ i sur.,
2016; Huang, 1 sur., 2002), iskoristenja susenja rasprsivanjem kitozanskih otopina bila su
relativno velika za koriStenu metodu (78,2 - 84,9%)), te takoder znacajno veca od iskoriStenja
susenja rasprsivanjem otopine PVA 8-88 (29,1%). Pretpostavka je da je dotok otopine PVA
8-88 bio brzi od dotoka otopina kitozana, te da su u procesu atomizacije veceg volumena u
jedinici vremena istom snagom rasprSivanja, generirane vece Cestice. Nedostatno suSenje
najve¢ih Cestica u svim uzorcima, rezultiralo je formiranjem filma polimera preko
temperaturne sonde na izlazu iz kolone za suSenje i u cijevi koja spaja kolonu za susenje sa
ciklonom (T-transportna cijev). Navedeno formiranje filma izrazenije je za uzorak PVA 8-88,

te moze posluziti kao jedno od objasnjenja za relativno malo iskoriStenje procesa susenja
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otopine PVA 8-88. Sli¢na zapazanja zabiljeZena su i prilikom susSenja raspr$ivanjem otopina

alginata i PVA 18-88 koristenjem istog uredaja u istoj konfiguraciji (Misi¢, 2017).

Pri optimiranju procesa suSenja rasprsivanjem navedenih polimernih otopina u iducoj
fazi razvoja, potrebno je razmotriti mogucnosti: (i) povecanja temperature ulaznog zraka, (ii)
produljenja kolone susenja, (iii) u¢inkovitijeg raspr§ivanja uzoraka, ali i (iv) sniZenja relativne
vlaznosti te (v) smanjenja brzine protoka medija za suSenje i/ili dotoka uzorka (4M8-TriX:

installation and operation manual).

4.3. VELICINA POLIMERNIH MIKROCESTICA

Srednji promjer polimernih mikrocestica pripravljenih suSenjem raspr$ivanjem
prikazan je u Tablici 5. Srednji promjer kitozanskih mikrocestica kretao se u rasponu od
6,6 £ 2,4 do 9,5 £ 3,6 um. Nije uocena jasna korelacija s molekulskom masom koriStenih
kitozana, $to se moze objasniti razlikom u koncentraciji rasprSivanih sustava (Tablica 3).
Mikrocestice PVA 8-88 karakterizirane su najvecom veli¢inom ¢estica (11,7 + 4,1 um), §to
odgovara Cinjenici da je otopina PVA pripravljena u vecoj koncentraciji (2%, m/m) u odnosu
na ostale polimere (0,5 ili 1%, m/m; Tablica 3). Naime, rasprSivanjem otopine vece
koncentracije polimera, vise je polimera unutar istog volumena rasprSene kapljice, te su

posljedi¢no Cestice vece (He, 1999).

Tablica 5. Srednji promjer polimernih mikrocestica pripravljenih susenjem rasprsivanjem

_ Kitozan Kitozan Kitozan
Vrsta polimera | PVA 8-88 : :
male Mr srednje Mr velike Mr
Srednji promjer
mikrocestica 11,7+4,1 9,3+3,6 9,5+3,6 6,6+24
(um)

U ovom radu koriStena je ultrazvucna sapnica za rasprSivanje polimernih otopina.
Sukladno ocekivanjima, pripravljene mikrocestice bile su ve¢eg promjera od odgovarajucih
mikrocestica u ¢ijoj je pripravi za rasprSivanje polimernih otopina kori$tena bifluidna sapnica.
Primjerice, u radu Filipovi¢-Gr€i¢ i suradnika (2003) otopine kitozana male, srednje 1 velike
molekulske mase pripravljene su u koncentraciji od 1%, m/V, te su pomijesane s etanolnom
otopinom karbamazepina (u koncentraciji od 0,1, 0,2, 0,3 i 0,5% m/V) pri volumnom omjeru

od 1,5:1. SuSenje rasprsivanjem pri protoku uzorka od 0.25 I/h, protoku komprimiranog zraka
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od 700 NI/h, temperaturi ulaznog zraka od 120°C i temperaturi izlaznog zraka od 75°C, uz
primjenu bifluidne sapnice rezultiralo je mikrocesticama srednjeg promjera od 2,43 do
2,77 um (Filipovi¢-Gréié i sur., 2003). Sli¢no tome, susenje rasprSivanjem 1%-tne otopine
kitozana male molekulske mase pomijesane s etanolnom otopinom loratadina (1 i 0,75%,
m/V) u volumnom omjeru 6:1 rezultiralo je mikrocesticama veli¢ine 3,23 i 3,24 um (Martinac
i sur., 2005). 1z prikazanih rezultata ocita je vaznost odabira prikladne sapnice za rasprsivanje
uzorka, uz podeSavanje formulacijskih i procesnih parametara, kako bi se pripravile
mikrocCestice zeljenih svojstava. Primjerice, veli¢ina Cestica od 10 pum (i vise) ciljna je u
slu¢aju razvoja mikrocCestica za nazalnu primjenu, dok su éestice veli¢ine 1-5 um prikladne za

pulmonalnu primjenu.

Raspodjela veli¢ina polimernih mikrocestica pripravljenih susenjem rasprSivanjem

prikazana je na Slici 5.
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Slika 5. Raspodjela velicina polimernih mikrocestica pripravijenih susenjem rasprsivanjem

Najsirom raspodjelom veli¢ina karakterizirane su mikrocestice pripravljene od PVA 8-
88, dok su mikrocestice pripravljene od kitozana velike molekulske mase najuZe raspodjele
veli¢ine Cestica. UoCene raspodjele posljedica su uzorka rasprSivanja i kinetike suSenja
polimernih otopina, koji pak ovise o svojstvima samih polimera te koncentraciji i viskoznosti

polimernih otopina.
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4.4. SADRZAJ VLAGE U ISHODNIM POLIMERIMA | POLIMERNIM
MIKROCESTICAMA

Sadrzaj vlage moze imati znacajan utjecaj na razna kemijska i1 fizicka svojstva
farmaceutskih praSaka, primjerice, na kemijsku razgradnju, brzinu otapanja, svojstva tecenja i
kompresibilnost (Nizi¢, 2017). Veliki sadrzaj ostatne vlage u produktu susenja rasprsivanjem
moze znaciti nedovoljno dobro podesene parametre susenja, ali treba imati na umu da vlaga u
produktu moze biti i posljedica sorpcije atmosferske vlage na higroskopan suhi produkt nakon

procesa susenja rasprsivanjem.

Tablica 6. Sadrzaj viage u ishodnim polimerima i polimernim mikrocesticama pripravijenim

metodom susenja rasprsivanjem

. Kitozan Kitozan Kitozan
Vrsta polimera —— ") velike Vi PVA 8-88
Sadrzaj vlage u
ishodnom polimeru (%) 6.9 e 9.0 3,29
Sadrzaj vlage u
mikroGesticama (%) 3 6,06 10 38

Sadrzaj vlage u ishodnim polimerima i polimernim mikrocesticama pripravljenim
suSenjem rasprSivanjem odreden je termogravimetrijski. Dobiveni rezultati prikazani su u
Tablici 6. Vidljivo je da je sadrzaj vlage u mikroCesticama pripravljenim suSenjem
rasprSivanjem bio niZi od sadrzaja vlage u ishodnim polimerima, za sve ispitivane polimere.
Dijelom je to rezultat kondicioniranja zraka koristenog tokom susenja (relativna vlaZznost
3,7-5,4%) kao i kondicioniranja zraka u prostoriji u kojoj su suhi produkti sakupljani
(relativna vlaznost zraka od 15 do 20% pri temperaturi 20-22°C), zahvaljuju¢i ¢emu nisu bili

izloZeni velikoj koli€ini vlage, §to je bitno uzevsi da su izrazito higroskopni.

Termogrami za sva tri kitozana bili su slicnog profila i u skladu su s literaturnim
podacima (Pereira i sur., 2012). Slika 6. i 7. redom prikazuju termogram kitozana male
molekulske mase prije suSenja rasprSivanjem 1 termogram mikroCestica pripravljenih

suSenjem rasprSivanjem otopine navedenog polimera.
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Slika 7. Termogram mikrocestica Kitozana male molekulske mase pripravijenih susenjem

rasprsivanjem
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Jedna od razlika izmedu termograma kitozana male molekulske mase prije i poslije
suSenja rasprSivanjem je u broju infleksija. Naime, na termogramu ishodnog polimera -
kitozana male molekulske mase, vidljiv je gubitak mase uslijed isparavanja vode (6,97%), te,
pri viSim temperaturama, gubitak mase uslijed termicke razgradnje polimera. Istodobno,
termogram mikrocestica kitozana pripravljenih suSenjem rasprSivanjem, osim gubitka mase
uslijed isparavanja vode (3,74%), prikazuje i gubitak mase uslijed isparavanja octene kiseline
(19,11%) koja je koriStena za pripravu otopine kitozana. Temperatura vreliSta octene kiseline
je 117,9°C, te je temperatura suSenja bila preniska za njeno uklanjanje tijekom suSenja
rasprSivanjem. Prisustvo octene kiseline u otopini kitozana i suhom produktu valja uzeti u
obzir, jer pri viSim temperaturama (>120°C) moZze nastupiti acetilacija deacetiliranih amino

skupina i promjena ukupnog naboja koristenog kitozana (Romic i sur., 2016).

Alhalaweh i suradnici (2009) su, zagrijavaju¢i mikrocestice kitozana dobivene
suSenjem raspr$ivanjem pri sli¢cnim uvjetima kao i u ovom radu, uz brzinu zagrijavanja od
10°C/min u struji dusika, u rasponu temperatura od 25 do 350°C, i uzimajuci gubitak mase do
120°C kao postotak vlage u produktu, procijenili udio vlage u mikroéesticama od oko 9,8%.
Moguce je da je koli¢ina vlage u navedenom produktu precijenjena, odnosno da je u koli¢inu

vlage ubrojen i dio octene kiseline, koja je koristena pri otapanju kitozana.

Sadrzaj vlage odreden u kitozanskim mikro¢esticama u ovom radu, usporediv je S
literaturnim navodima. Romi¢ i suradnici (2016), suSeci otopinu kitozana male viskoznosti u
0,5% octenoj kiselini (4,0 i 8,0 g/l ) pomijesanu s etanolnom otopinom melatonina (maseni
omjer kitozana i melatonina iznosio je 2/1 i 5/1), pri brzini zraka 700 NI/h, temperaturi
ulaznog zraka 145 ili 175°C, i dotoku uzorka 2,59 ili 7,69 ml/min, dobili su mikrocestice sa

sadrzajem ostatne vlage od 3,7-6,7%.

Lusina Kregar (2016), koriste¢i bifluidnu sapnicu susila je raspr§ivanjem 1,6% otopinu
kitozana male ili srednje molekulske mase u 0,5% (V/V) octenoj kiselini pomijesanu u omjeru
4:1 s 1,2% otopinom mupirocina u metanolu, s postavkama procesnih parametara kao §to
slijedi: aspirator 100%, pumpa 20%, brzina protoka komprimiranog dusika 414 Nl/h, ulazna
temperatura 130°C, izlazna temperatura 73-80°C. Pripravljene mikrocestice sadrzavale su

7,4 -7,9% vlage.
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Slika 9. Termogram mikrocestica PVA 8-88 pripravljenih susenjem rasprsivanjem
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Slika 8. 1 9. redom prikazuju termogram PVA 8-88 prije susenja rasprSivanjem i
termogram mikrocestica pripravljenih suSenjem rasprSivanjem otopine polimera PVA 8-88.
Navedeni termogrami u skladu su s literaturnim podacima (Misi¢, 2017; Gilman i sur., 1995).
Termogrami ispitivanih uzoraka prikazuju dva gubitka mase, prvi odgovara gubitku vlage, a
drugi, pri temperaturi od 300-302 °C, termickoj razgradnji uzorka. Sadrzaj vlage u uzorcima
PVA manji je od sadrzaja vlage u kitozanskim uzorcima (Tablica 6), §to ukazuje na manju

higroskopnost PVA u odnosu na kitozan.

4.5. DINAMICKA SORPCIJA VLAGE NA ISHODNE POLIMERE

Sorpcija vlage na farmaceutske praske (pomocne tvari, gotove ljekovite oblike)
predstavlja jedan od kritiénih faktora po pitanju njihove stabilnosti, procesibilnosti i/ili
mogucnosti primjene (Agrawal i sur., 2004). Polimeri, kao izrazito zastupljene pomoc¢ne tvari
u oblikovanju lijekova, mogu do¢i u kontakt s vlagom prilikom izrade ljekovitih oblika,
skladistenja i primjene. Voda moze djelovati kao plastifikator u polimernom matriksu, ili
moze ostvariti suprotan ucinak stvaranjem stabilnih mostova posredstvom vodikovih veza.
Stoga je interakcija vode s praskastim polimernim sustavima vaZan vid karakterizacije pri

oblikovanju 1 procjeni svojstava/izvedbenih znacajki ljekovitog oblika (Agrawal i sur., 2004).

Dinamicka sorpcija vlage je osjetljiva, tocna 1 relativno brza gravimetrijska tehnika
kojom se odreduje koli¢ina i kinetika sorpcije vlage na krutinu. Sorpcijske i desorpcijske
izoterme opisuju ravnoteznu koli¢inu vlage sorbiranu ili desorbiranu po jedini¢noj masi ili
povrsini krutine u ovisnosti o relativnoj vlaznosti zraka, pri konstantoj temperaturi 1 tlaku

(Sheokand i sur., 2014).
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Slika 10. Sorpcija i desorpcija vlage na kitozan srednje molekulske mase pri 25°C; crveno-

ciklus sorpcije, plavo-ciklus desorpcije
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Slika 11. Sorpcija i desorpcija vlage na PVA 8-88 pri 25°C; crveno-ciklus sorpcije, plavo-

ciklus desorpcije

U skladu s pretpostavkama izvedenim temeljem termogravimetrijske analize, rezultati
DVS analize upu¢uju na vecu higroskopnost kitozana u odnosu na PVA. Primjerice, kitozan

ve¢ pri relativnoj vlaznosti zraka od 50% sadrzi preko 10% vlage, dok PVA toliku koli¢inu
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vlage sorbira tek pri relativnoj vlaznosti zraka od 90%. Navedeni rezultati objasnjavaju i
odnos sadrzaja vlage u mikrocesticama nakon susenja ispitivanih polimera, uzevs$i da nakon

sli¢nih uvjeta suSenja PVA ima zna¢ajno manji udio vlage od kitozana.

Iz grafickog prikaza sorpcije i desorpcije vlage za navedene polimere (Slika 10. i 11.),
vidljivo je da PVA dosta teze sorbira vlagu od kitozana, ali zato je i proces desorpcije sporiji,
Sto ukazuje na razli¢ite mehanizme sorpcije vlage kitozana i PVA. Misi¢ (2017) je koristeci
iste uvjete susenja rasprsivanjem i1 provodenja analize DV S-a, usporedujuci svojstva alginata i

PVA dobila sli¢ne rezultate.

46. TERMICKA SVOJSTVA ISHODNIH POLIMERA 1 POLIMERNIH
MIKROCESTICA

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry — DSC)
je analiticka tehnika kojom se moze ustvrditi amorfnost/kristali¢nost tvari odredivanjem
temperature staklista (temperatura pri kojoj amorfna tvar prelazi iz stanja manje pokretljivosti
u stanje vece pokretljivosti, Tg), temperature taljenja (prijelaz iz kristalnog u tekuce stanje), te
temperature kristalizacije (temperatura prijelaza iz amorfnog/tekuceg u kristalini¢no stanje)
ispitivane tvari. U slozenijim sustavima kao §to je primjerice polimerni terapijski sustav s
uklopljenom djelatnom tvari, prouc¢avaju¢i promjenu navedenih temperatura polimera (ali i
lijeka) moze se zakljuciti o tipu nastale Cvrste disperzije i eventualnim interakcijama u

sustavu (Clas i sur., 1999).

Modulirana diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. Modulated Differential
Scanning Calorimetry, MDSC) podrazumijeva sinusoidalno modulirano zagrijavanje uzorka.
Navedeni pristup omogucéuje odvajanje reverzibilnih od ireverzibilnih procesa koji se u
termogramu ukupnog protoka topline medusobno podudaraju (primjerice istodobni staklasti

prijelaz (reverzibilan) i gubitak adsorbiranog otapala (ireverzibilan) (Diirrigl, 2011).

Slika 12. i 13. redom prikazuju DSC termogram kitozana srednje molekulske mase i
DSC termogram mikrocCestica pripravljenih suSenjem rasprSivanjem otopine navedenog
polimera. Oba termograma upucuju na amorfnu strukturu kitozana, S$to je u skladu s
literaturnim navodima (Filipovi¢-Gr¢i€ i sur., 2003). Pri koristenom termickom programu nije

bilo moguce precizno odrediti temperaturu stakliSta.
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Slika 12. DSC termogram kitozana srednje molekulske mase prije susenja rasprsivanjem
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Slika 13. DSC termogram mikrocestica kitozana srednje molekulske mase pripraviljenih

suSenjem rasprsivanjem
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Gu 1 suradnici (2015) su odredivali termalna svojstva kitozanskih mikrocestica s
teofilinom pripravljenih suSenjem rasprSivanjem kao i fizicke smjese teofilina i kitozana,
MDSC-om, pri zagrijavanju brzinom od 2°C/min s moduliranom frekvencijom od 0,83°C/80s
te dobili slabi signal za Tgy kitozana pri 120°C. Taj se signal nije mijenjao s promjenom
masenog omjera polimera i lijeka u fizickoj smjesi, kao ni nakon susenja rasprSivanjem.
Alhalaweh, 1 suradnici (2009) su, zagrijavaju¢i uzorak u nehermeticki zatvorenim
aluminijskim posudama i skeniraju¢i temperature 15-300°C brzinom od 4°C/min i

modulacijom od 1°C/min u struji dusika izmjerili Tqy kitozana od 130°C.

DSC termogram polimera PVA 8-88 i DSC termogram mikrocestica pripravljenih

suSenjem rasprSivanjem otopine PV A 8-88 redom su prikazani na Slici 14. i 15.
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Slika 14. DSC termogram polimera PVA 8-88 prije susenja rasprsivanjem
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Slika 15. DSC termogram mikrocestica PVA 8-88 pripravljenih susenjem rasprsivanjem

Na oba termograma vidljiva je temperatura stakliSta od oko 44°C i temperatura taljenja
oko 180°C, iz ¢ega se moze zakljuciti da je PVA 8-88 dijelom kristalini¢an i dijelom amorfan,
prije 1 nakon suSenja rasprSivanjem. Porast signala za temperaturu stakliSta u slucaju
mikrocestica PVA 8-88 pripravljenih suSenjem rasprSivanjem u odnosu na ishodni polimer
ukazuje na dodatnu amorfizaciju polimera uslijed suSenja rasprSivanjem (Caron i sur., 2011).
Sliéne temperature prijelaza za polimer PVA 18-88 kao i amorfniju strukturu polimera

suSenog rasprSivanjem u odnosu na ishodni polimer uocila je 1 Misi¢ (2017) u svom radu.

U procesu suSenja rasprSivanjem, temperaturu medija za suSenje treba odrediti
uzimavsi u obzir temperaturu stakliSta sastavnica. Naime, ukoliko je temperatura zraka pri
izlasku iz kolone za suSenje veca od temperature stakliSta, dolazi do povecanog lijepljenja
produkta za stijenke (Singh i Van den Mooter, 2015). U ovom radu prilikom susenja otopine
PVA 8-88 zabiljezena je temperatura izlaznog zraka u rasponu od 81,1 - 90,4°C, S$to je
znacajno vise od temperature stakliSta navedenog polimera. Time se dodatno moze objasniti
uoceno lijepljenje produkta za stijenke kolone i relativno malo iskoriStenje procesa susenja

otopine PVA 8-88.
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4.7. MORFOLOGIJA POLIMERNIH MIKROCESTICA

Morfologija polimernih mikrocestica svojstvo je koje ovisi o kinetici suSenja
polimerne otopine i zna¢ajkama samog polimera (Vehring, 2007). Morfoloske znacajke utjecu
na biofarmaceutska svojstva mikrocestica poput brzine oslobadanja djelatne tvari, ali i
reoloske znacajke farmaceutskog praska u cjelini. Slika 16. prikazuje SEM mikrografiju

mikrocestica kitozana srednje molekulske mase pripravljenih susenjem rasprsivanjem.

SEM HV: 10.0 kV ‘ WD: 25.96 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 1.33 kx | Det: SE
Date(m/d/y): 07/07/17 | Date(m/d/y): 07/07/17

Slika 16. SEM mikrografija mikrocestica kitozana srednje molekulske mase pripravljenih

susenjem rasprsivanjem (povecanje 1330 x)

Kao $to se zorno vidi na slici 16, u uzorku se mogu zamijetiti sferi¢ne Cestice raznih
veli¢ina, §to je u skladu s mjerenjima iz dijela 4.3. Moze se takoder primijetiti da su male
Cestice naborane povrsine (neke i naborane i izvinute), dok su velike Cestice glatke povrsine,

uz rijetka blaga uvrnu¢a. Nabori na povrSini nastaju kao posljedica smezuravanja
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mikrocestica nakon formiranja Cvrste ovojnice. Takva morfologija mikrocestica kitozana
srednje molekulske mase ve¢ je prikazana u literaturi (Martinac i sur., 2005, Hafner i sur.,

2007), posebice u slucaju praznih mikrocestica (bez uklopljenog lijeka).

Mikrosfere dobivene suSenjem rasprSivanjem otopina kitozana mogu imati razlicitu
morfologiju ovisno o molekulskoj masi kitozana, pa tako He i suradnici (1999.) navode da
cestice pripravljene od kitozana male molekulske mase imaju blago naboranu povrsinu, dok
Cestice pripravljene od kitozana velike molekulske mase imaju glatku povrsinu. U navedenom
radu He i suradnika mikrocestice su pripravljene koriste¢i standardnu bifluidnu sapnicu, pri
temperaturi ulaznog zraka od 160°C, protoku komprimiranog zraka od 10 I/min i dotoku

uzorka od 6 ml/min.

Lusina Kregar (2016), koriste¢i bifluidnu sapnicu susila je rasprSivanjem 1,6% otopinu
kitozana male ili srednje molekulske mase u 0,5% (V/V) octenoj kiselini pomije$sanu u omjeru
4:1 s 1,2% otopinom mupirocina u metanolu, s postavkama procesnih parametara kao $to
slijedi: aspirator 100%, pumpa 20%, brzina protoka komprimiranog dusika 414 NI/h, ulazna
temperatura 130°C, izlazna temperatura 73-80°C. Koriste¢i navedene uvjete pripreme dobila
je Cestice sferi€nog oblika, uz napomenu da se dio Cestica nije osusSio u obliku pojedina¢nih

Cestica, ve¢ spojene sa susjednim cesticama.
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5. ZAKLJUCCI

e Mikrocestice kitozana male, srednje i velike molekulske mase uspjesno su
pripravljene metodom suSenja rasprSivanjem. KoriStena konfiguracija uredaja za
suSenje rasprsivanjem (ultrazvucna sapnica, standardna konusna kolona za suSenje i
ciklon srednje veli¢ine) te postavljeni procesni parametri (brzina rada peristalticke
pumpe od 20%, snaga ultrazvuéne sapnice 97%, brzina zagrijanog zraka 0,25 m®/min,
temperatura zraka na ulasku u kolonu za susenje 150°C), rezultirali su iskoriStenjem
procesa od 71,56-84,93%.

e Proces priprave mikrocestica suSenjem raspr$ivanjem otopine PVA 8-88 pri istoj
konfiguraciji uredaja i procesnim parametrima, rezultirao je malim iskoriStenjem
(29,09%), prvenstveno uslijed relativno niske temperature staklista PVA 8-88 (oko
44°C).

e Srednji promjer kitozanskih mikrocestica kretao se u rasponu od 6,6 + 2.4 do
9,5 £ 3,6 um. Nije uocena jasna korelacija s molekulskom masom koristenih kitozana.
Mikrocestice PVA  8-88 karakterizirane su najveCom veli¢inom Cestica
(11,7 +4,1 pum).

e Za sve ispitivane polimere, sadrzaj vlage u mikro¢esticama pripravljenim susenjem
rasprsivanjem bio je nizi od sadrzaja vlage u ishodnim polimerima.

e Sadrzaj vlage u uzorcima PVA 8-88 manji je od sadrzaja vlage u kitozanskim
uzorcima, $to ukazuje na manju higroskopnost PVA 8-88 u odnosu na kitozan.

e Medu ishodnim polimerima, kitozani su amorfne strukture, dok je PVA 8-88 dijelom
amorfne, a dijelom kristalini¢ne strukture. SuSenje rasprsivanjem otopine PVA 8-88
rezultiralo je dodatnom amorfizacijom polimera.

e Kitozanske mikrocestice su sfericnog oblika 1 relativno Siroke raspodjele veli¢ina.
Male Cestice Su naborane povrsine, dok su velike Cestice glatke povrsine, uz rijetka
blaga uvrnu¢a. Nabori na povrsini nastaju kao posljedica smezuravanja mikrocestica
nakon formiranja ¢vrste ovojnice.

e Rezultati provedene karakterizacije ishodnih polimera i mikrocestica pripravljenih
suSenjem rasprSivanjem korisni su za daljnje optimiranje procesa priprave i

dizajniranje terapijskog sustava temeljenog na kitozanu.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Kitozan je hidrofilan, biokompatibilan i biorazgradljiv polimer koji se u zadnjih 20
godina uvelike istrazuje kao polimer izbora u pripravi inovativnih terapijskih sustava. Susenje
rasprSivanjem predstavlja metodu izbora u izradi praSkastih terapijskih sustava temeljenih na
kitozanu i njegovim derivatima. Sustavni pristup razvoju kitozanskih mikrocestica metodom
suSenja rasprSivanjem ukljuCuje sveobuhvatnu karakterizaciju ishodnih polimera te
polimernih mikroc€estica pripravljenih preliminarnim suSenjem rasprSivanjem, a s ciljem

procjene kriti¢nih procesnih parametara u pripravi suhog produkta.

U ovom radu provedena je fizicko-kemijska karakterizacija kitozana male, srednje i
velike molekulske mase te mikroCestica pripravljenih preliminarnim suSenjem rasprSivanjem
odgovarajuc¢ih polimernih otopina. Uz kitozane, karakteriziran je i polivinilni alkohol
PVA 8-88 (PVA) kao polimer koji moze do¢i u kombinaciji s Kitozanom u pripravi
mikrocestica iz jednostavnih i slozenih (emulzijskih) sustava. Kitozanske mikrocestice
uspjesno su pripravljene metodom susenja rasprSivanjem. KoriStena konfiguracija uredaja za
suSenje rasprSivanjem (ultrazvucna sapnica, standardna konusna kolona za suSenje i ciklon
srednje veliCine) te postavljeni procesni parametri (brzina rada peristalticke pumpe od 20%,
snaga ultrazvuéne sapnice 97%, brzina zagrijanog zraka 0,25 m®/min, temperatura zraka na
ulasku u kolonu za susenje 150°C), rezultirali su iskoriStenjem procesa od 71,56-84,93%.
Proces priprave mikroCestica susenjem rasprSivanjem otopine PVA pri istim uvjetima,
rezultirao je malim iskoristenjem (29,09%), prvenstveno uslijed relativno niske temperature
stakliSta PVA (oko 44°C). Srednji promjer kitozanskih mikrocCestica kretao se u rasponu od
6,6 £2,4 do 9,5 + 3,6 um, dok su mikrocestice PVA karakterizirane veli¢inom ¢estica od 11,7
+ 4,1 um. Za sve ispitivane polimere, sadrzaj vlage u mikrocesticama bio je nizi od sadrzaja
vlage u ishodnim polimerima. Kitozani su higroskopniji od PVA i amorfne strukture, dok je
PVA dijelom kristalinicne strukture. SuSenje rasprSivanjem otopine PVA rezultiralo je
dodatnom amorfizacijom polimera. Kitozanske mikrocestice su sfericnog oblika i relativno
Siroke raspodjele veli¢ina. Male Cestice su naborane povrSine, dok su velike Cestice glatke
povrsine, uz rijetka blaga uvrnu¢a. Nabori na povrSini nastali su uslijed smezuravanja
mikroc¢estica nakon formiranja ¢vrste ovojnice. Rezultati provedene karakterizacije ishodnih
polimera i1 mikroCestica pripravljenih suSenjem rasprSivanjem korisni su za daljnje

optimiranje procesa priprave i dizajniranje terapijskog sustava temeljenog na kitozanu.
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Chitosan is a hydrophilic, biocompatible and biodegradable polymer that has been
extensively investigated over the last 20 years as a polymer of choice in the development of
innovative drug delivery systems. Spray-drying is the method of choice in the production of
powdered delivery systems based on chitosan and its derivatives. The systematic approach to
the development of spray-dried chitosan microparticles involves a comprehensive
characterization of the polymers as raw materials and polymeric microparticles prepared by
preliminary spray drying with the aim to estimate the critical process parameters in the

preparation of the dry product.

In this work physico-chemical characterization of low, medium and high molecular
weight chitosan and microparticles prepared by preliminary spray-drying of corresponding
polymer solutions, was performed. Besides chitosans, properties of polyvinyl alcohol
PVA 8-88 (PVA), the polymer that can be combined with chitosan in the preparation of
microparticles from simple and complex (i.e. emulsion) systems, were determined. The
chitosan microparticles were successfully prepared by spray drying method. The spray dryer
configuration used (ultrasonic nozzle, standard conical drying column and medium-size
cyclone) and process parameters employed (peristaltic pump speed of 20%, ultrasonic nozzle
strength of 97%, inlet air flow of 0.25 m®min, inlet air temperature of 150°C) resulted in a
process yield ranging from 71.56 to 84.93%. The PVA solution spray-drying under the same
conditions resulted in a low yield (29.09%), primarily due to relatively low PVA glass-
transition temperature (about 44°C). The mean diameter of chitosan microparticles ranged
from 6.6 + 2.4 to 9.5 £+ 3.6 um, while the size of PVA microparticles was 11.7 £ 4.1 pm. For
all polymers tested, the moisture content of the microparticles was lower than the moisture
content of the polymers as raw materials. Chitosans were found to be more hygroscopic than
PVA and characterised by amorphous structure, while PVA had a partially crystalline-
structure. PVA solution spray-drying promoted its amorphisation. Chitosan microparticles
ware spherical in shape and had relatively wide size distribution. Small particles had wrinkled
surface, while large particles had smooth or slightly curling surface. Wrinkles at the surface of
the small particles were caused by shrivelling of the microparticles after the solid crust
formation. The results of the characterization of the polymers as raw materials and spray-
dried polymeric microparticles will be of great use for further optimization of the spray-

drying process and chitosan-based drug delivery system design.
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SUMMARY

Chitosan is a hydrophilic, biocompatible and biodegradable polymer that has been extensively investigated over the
last 20 years as a polymer of choice in the development of innovative drug delivery systems. Spray-drying is the
method of choice in the production of powdered delivery systems based on chitosan and its derivatives. The systematic
approach to the development of spray-dried chitosan microparticles involves a comprehensive characterization of the
polymers as raw materials and polymeric microparticles prepared by preliminary spray drying with the aim to estimate
the critical process parameters in the preparation of the dry product.

In this work physico-chemical characterization of low, medium and high molecular weight chitosan and microparticles
prepared by preliminary spray-drying of corresponding polymer solutions, was performed. Besides chitosans,
properties of polyvinyl alcohol PVA 8-88 (PVA), the polymer that can be combined with chitosan in the preparation
of microparticles from simple and complex (i.e. emulsion) systems, were determined. The chitosan microparticles
were successfully prepared by spray drying method. The spray dryer configuration used (ultrasonic nozzle, standard
conical drying column and medium-size cyclone) and process parameters employed (peristaltic pump speed of 20%,
ultrasonic nozzle strength of 97%, inlet air flow of 0.25 m3/min, inlet air temperature of 150°C) resulted in a process
yield ranging from 71.56 to 84.93%. The PVA solution spray-drying under the same conditions resulted in a low yield
(29.09%), primarily due to relatively low PVA glass-transition temperature (about 44°C). The mean diameter of
chitosan microparticles ranged from 6.6 £ 2.4 to 9.5 + 3.6 pum, while the size of PVA microparticles was
11.7 £ 4.1 pm. For all polymers tested, the moisture content of the microparticles was lower than the moisture content
of the polymers as raw materials. Chitosans were found to be more hygroscopic than PVA and characterised by
amorphous structure, while PVA had a partially crystalline-structure. PVA solution spray-drying promoted its
amorphisation. Chitosan microparticles ware spherical in shape and had relatively wide size distribution. Small
particles had wrinkled surface, while large particles had smooth or slightly curling surface. Wrinkles at the surface of
the small particles were caused by shrivelling of the microparticles after the solid crust formation. The results of the
performed characterization of the polymers as raw materials and spray-dried polymeric microparticles will be of great
use for further optimization of the spray-drying process and chitosan-based drug delivery system design.
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