Odredivanje utjecaja procesnih parametara na
velid¢inu i zeta potencijal cestica pripravljenih
tehnikom susSenja rasprsivanjem

Lepur, Antonio

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:363976

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:363976
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:600
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:600
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:600

Antonio Lepur

Odredivanje utjecaja procesnih parametara na
veliCinu i zeta potencijal Cestica pripravljenih
tehnikom suSenja rasprsSivanjem

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2017.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Industrijska farmacija Sveucdilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u PLIVI Hrvatska d.o.0. pod stru¢nim
vodstvom nasl.doc. dr. sc. Biserke Cetine-Cizmek, Istrazivanje i razvoj PLIVA Hrvatska

d.o.o.

ZAHVALA

Srdacno se zahvaljujem svojoj mentorici dr. sc. Biserki Cetini-CiZmek te suvoditeljici Marieti
Duvnjak-Romi¢ koje su svojim strpljenjem, prijateljskim pristupom i stru¢nim vodstvom
omogucile realizaciju ovoga rada. Hvala i svim drugim djelatnicima Plive koji su me

nesebicno savjetovali i pomogli u provodenju prakticnog dijela rada.

Hvala svim mojim uciteljima i profesorima koji su mi pomagali, izlazili u susret i podupirali

me u mojem Skolovanju.

Osobito zahvaljujem svojim dugogodisnjim prijateljima Dominiku i Filipu Sto su uvijek bili uz
mene kada sam imao problema i Sto su zajedno sa mnom prosli kroz sve radosne i tuzne

trenutke.

Iz svega srca zahvaljujem svojoj Mateji na velikoj pomoci tijekom studija koja se ne moze
opisati rijecima. Uz njezinu pomoc¢ svaki problem je bio lako rjesiv i sve je postalo moguce.

Puno joj hvala na neizmjernoj podrsci i ljubavi koja mi je omogucila da budem ono sto jesam.

Ponajvise se zahvaljujem svojim roditeljima i sestri koji su mi uvijek davali podrsku te me
usmjeravali na pravi Zivotni put tokom prosle 23 godine. Hvala sto su vjerovali u moj uspjeh i
konstantno me poticali da ucim te da budem vrijedan ukoliko zZelim biti uspjesan. Zahvalan

sam im na njihovoj upornosti i financiranju dugih 17 godina mog skolovanja.

Sve moje zahvale idu i tebi Isuse bez Cije pomoci i vjere ne bih nikada dosao do cilja.



SADRZAJ

(L U A | 5 RO PR PSPPI 1
1.1, TOPIKAINT PrIPrAVCI.....cciiiiiiieie e 1
1.1.1.  Mikrocestice u topiKalnoj Primjeni .....cceeerveeiiiieiiiie e 1
1.1.2.  Struktura koze i penetracija lijeka kroz KoZu ...........ccoccvvviiiiiiiiiiicc e, 2

1.2 MEIAEONIN ... 4
1.2.1. Melatonin U KOZI.....oiueiiieeiieiiie sttt sttt nbe e nee e 5

1.3, SuSenje raspriivamem ............ccocoiiiiiiiiiiiieii e 5
1.3.1.  Stvaranje mikroc€estica susenjem raspr{ivanjem .........ccceecvereerreieereeresieeseennenns 8

1.4, Dizajn eKSPErTMENTA.....ccooiiiiieiei e 9
1.5, VeliCina CeStiCA.......c.ooiiiiiiiiiiiii i 10
151, MOrphologi G3-1D ......ccoiiiiiiiiiic e 13

1.6, Zeta POENCIHAL......ceiiieieeie e s 17
1.6.1.  Naboj u polarnim MediJimMa.........ccoeiiiririiiiire e 17
1.6.2.  Elektri¢na svojstva tvari u nevodenom mediju ........ccevveririineeiinienieneeeee 18
1.6.3.  Dvostruki elektrini dvoslo]........ccoeciiiiiiiiiiiiiic e 18
1.6.4. Aglomeracija dispergiranih CeStiCa..........ouvvuiiiiiiiiiiiieiic e 20
1.6.5. Mjerenje Nab0ja CESTICA. ....eiuuiriiiiriiiiisiieiriee sttt 21
1.6.6.  ZetaSizer NANO ZS .......cooi it 22

2. OBRAZLOZENJIE TEME .........ocoooiiiiiiiiiniiiniensesnsssessssssssssssssssesssesssassssssssssssens 24
3. MATERIJALI I METODE........ooii ittt 25
T8 |V - (=] ] - PSS 25
3.2 MEBLOUE ... 25
3.2.1.  StatistiCki plan i obrada.........ccocoiiiiiiiiiiii 25
3.2.2.  Priprema mikrocCestica tehikom susenja rasprsivanjem .........cccccccevvveerieeeniunnens 25
3.2.3.  Odredivanje zeta-potenCijala..........c.cccveviiiiiiiieii i 26
3.2.4.  Odredivanje VeliCiNe CESTICA......cvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 27

4. REZULTATI I RASPRAVA L. ottt 28
4.1. Utjecaj procesnih parametara na vrijednost Z-potencijala .............cccccceevvvenen. 29
4.2. Utjecaj procesnih parametara na veliinu €estica................ccccoeceviiiiiiiiieninnnn, 32
5. ZAKLIUCAK ..ottt 34
B.  LITERATURA .ottt bbb n e 35

T SAZETAK ..o e e e et et e e et et et r et et e e e e et et r et et e r et et 38



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/ BASIC DOCUMENTATION CARD



1. uvoD

1.1. Topikalni pripravci

Topikalni pripravci su ljekoviti oblici koji se primjenjuju lokalno na kozu, a mogu se
podijeliti u dvije skupine — pripravci s lokalnim djelovanjem na kozu, te pripravci sa
sistemskim u¢inkom. Lokalna primjena ukljucuje djelovanje na povrsSini koze, u stratumu
corneumu, epidermisu 1/ili dermisu, a sistemska primjena se postize koriStenjem

transdermalnih flastera, odnosno transdermalnih terapijskih sustava (Ueda i sur., 2009).

Pod topikalnim dozirnim oblicima podrazumijevamo: otopine, emulzije (losione), suspenzije,
¢vrste oblike (aerosoli 1 puderi), polucvrste oblike (gelovi, pjene, masti, paste, kreme) i
sprejeve. Fizikalne osobine gore navedenih oblika se medusobno razlikuju pa stoga postoje
razliCiti testovi za ispitivanje ucinkovitosti ljekovitih oblika koji se temelje na profilu
oslobadanja ljekovite tvari iz formulacije. Navedeni poluc¢vrsti pripravci se Cesto koriste u
dermatoloskoj terapiji upravo zato jer je produljen transport i zadrzavanje djelatne tvari na
mjestu djelovanja (Gibson, 2009). Topikalni pripravci se koriste takoder i u svrhu njege koze.
Koza je najveci ljudski organ koji je izloZzen brojnim fizikalnim stresovima i Stetnim uc¢incima
iz okoline. Postoje i drugi ¢imbenici koji su uzrocnici oste€enja i bolesti koZze kao §to su:
poremecaji regeneracije povrsine koze, lijekovima uzrokovana preosjetljivost, autoimuni

poremecaji i drugi razlozi.

1.1.1. Mikrocestice u topikalnoj primjeni

Svojstva transdermalnih terapijskih sustava ovise o molekulskoj masi, lipofilnosti i naboju
molekula (Chang i sur., 2006). Pozitivno nabijene mikrocestice imaju pozitivan uc¢inak na
transdermalnu apsorpciju zbog prisustva negativnih molekula na povrSini koze kao Sto su
fosfatidil kolin i ugljikohidrati. Transdermalna apsorpcija lijeka ¢e biti ve¢a kod neutralnog

pH koze gdje su molekule na povrsini koze negativno nabijene (Hoeller i sur., 2009).

Jedan od popularnih transdermalnih terapijskih sustava s produljenim djelovanjem su
polimerne mikrocestice. KoriStenje mikrocestica za topikalnu primjenu kao S$to je retinol

omogucuje dostavljanje djelatne tvari u kozu na duzi period te se smanjuje sistemska



apsorpcija (Rossler 1 sur. 1994). Penetracija lijeka koji je uklopljen u mikrocestice ovisit ¢e

prvenstveno o promjeru Cestica. Dokazano je na svinjskoj kozi kako PLGA mikrosfere (1-

10um) mogu efikasno prodrijeti kroz stratum corneum i dospjeti do epidermisa, ali vece

Cestice su ostajale na povrsini koze (Rolland i sur., 1993).

1.1.2. Struktura koZe i penetracija lijeka kroz koZu

Koza je najveci organ pokrovnog tkiva sastavljen od visestrukih slojeva ektodermalnog tkiva.

Funkcije koze mogu se podjeli na: zastitnu, homeostatsku i osjetilnu. Gradena je od cetiri

sloja: stratum corneum, ostali slojevi epidermisa (vijabilni epidermis), dermis i subkutano

tkivo. Od koznih privjesaka postoje: nokti, zlijezde znojnice, zlijezde lojnice te folikuli dlaka

(Slika 1.).
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Slika 1. Grada koze (preuzeto i prilagodeno s www.cancer.gov)



Epidermis je graden od ukupno pet slojeva razli¢itog stupnja diferencijacije: bazalni sloj
(stratum basale), trnasti sloj (stratum spinosum) , zrnati sloj (stratum granulosum) , svijetli

sloj(stratum lucidum), roznati sloj (stratum corneum).

Stratum corneum je roznati sloj nevijabilnog epidermisa debljine 10-20 um sastavljen od 15-
25 slojeva orozenih, spljostenih te gusto zbijenih stanica. Roznati sloj je uglavnom graden od
netopljivog keratina (<70%) i lipida (20%) koji su integrirani u stani¢nu ovojnicu. Kohezija
terminalno diferenciranih keratinocita omogucéena je intercelularnim regijama koje su
sastavljene od dezmosoma i lipida. U ostale funkcije ubrajaju se sinteza melanina iz
melanocita koji daje pigment kozi i §titi kozu od $tetnog UV zracenja. Stratum corneum je

vazan za regulaciju vode te sluzi kao barijera za mikroorganizme i Stetne tvari.

Dermis je dio koze sastavljen od vlakana kolagena uklopljenih u mukopolisaharidni matriks
koji sluzi kao potpora te od elastiCnog vezivnog tkiva koje daje elasti¢nost kozi. Glavne
funkcije dermisa su odrzavanje temperature, regulacija tlaka i boli. Dermis je ujedno i bitan
za regulaciju krvnog protoka i topline zbog mnogih krvnih Zila koje ¢ine arteriovenske

anastomoze.
Subkutis, odnosno hipodermis je graden od masnoga tkiva.

Bioraspolozivost djelatne tvari u koZzi ovisit ¢e o brojnim faktorima kao Sto su koeficijent
razdiobe lijeka izmedu roznatog sloja i podloge gdje je lijek suspendiran ili otopljen i stupanj
difuzije lijeka unutar roZnatog sloja. Tvari s koeficijentima razdiobe koji pokazuju da se tvar
moze otopiti i u lipidnom i u vodenom mediju ¢e najbrze prodrijeti kroz kozu (Gibson, 2009).
Djelatna tvar kroz koZu prolazi intercelularno (kroz medustani¢ne prostore) ili intracelularno
(kroz roznate stanice). Kada je prolaz djelatne tvari intracelularan, tada su proteinski filamenti
put za prolaz polarnih tvari, a lipidni medij gdje su uloZeni filamenti put transporta lipidnih
tvari (Cajkovac, 2005). Bioraspolozivost djelatne tvari ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima
tvari, ali 1 o koeficijentu raspodjele i topljivosti molekule. Veli¢ina djelatne tvari i svojstva
vezanja utjecat ¢e na difuziju kroz roznati sloj, a izlazak molekule iz epidermisa odnosno
dermisa ovisit ¢e o protoku krvi. Ostali na¢ini ulaska i1 prolaska tvari kroz kozu su
transsudoriferalni, odnosno putem Zlijezda lojnica te pilosebacealni, odnosno kroz folikule

dlake i lojnice.



1.2. Melatonin

Melatonin, takoder poznat kao N-acetil-5-metoksitriptamin, prikazan je na slici 2., hormon
kojeg Iuci pinealna Zzlijezda. Melatonin ritmi¢no prenosi informaciju o duljini dana
cirkadijalnom i cirkventnom sustavu (Reiter, 1993). Navedena informacija je bitna za proces
spavanja, regulaciju temperature i sezonske reproduktivne promjene (Arendt, 1998). On
posjeduje pleiotropnu aktivnost kao: hormon, neurotrasmitor, citokin i modifikator bioloSkog
odgovora (Reiter i sur., 2010). Mnoge od njegovih aktivnosti koje nisu povezane s primarnom
neurohormalnom funkcijom povezane su s protuupalnim djelovanjem, uklanjanjem slobodnih

radikala i aktiviranjem antioksidansa (Gomez-Florit i sur., 2013).
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Slika 2. Struktura melatonina (preuzeto s www.swolept.com)

Pokazalo se da melatonin posjeduje antibakterijski ucinak protiv gram-pozitivnih i gram-
negativnih bakterija, kao i sposobnost poboljsavanja procesa cijeljenja rana, sto se pripisalo
sposobnosti da mogu pristupiti slobodnom obliku Zeljeza i masnim kiselinama (Tekbas i sur.,
2008; Srinivasan 1 sur., 2012). Melatonin takoder sadrzi imunomoduliraju¢a svojstva tako §to
aktivira imunoloski sustav regulacijom produkcije citokina i imunokompetentnih stanica.
Klinicke studije su pokazale kako melatonin reducira adheziju proupalnih citokina.

Eksperimentalno je dokazano da melatonin ima neuroprotektivhu ulogu kod



neurodegenerativnih bolesti u kojima je Ziv€ani sustav oSteCen zbog oksidativnog stresa

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Melatonin pokazuje antitumorsko djelovanje tako Sto sprjeCava stani¢na oSte¢enja putem
neurohormalne regulacije te ima antiproliferativni u¢inak. Utvrdeno je da modificira omjer
cGMP i cAMP te tako regulira stani¢éne metabolic¢ke procese i proizvodnju antioksidansa
(Fontenot i sur., 1990). Takoder, pokazao je antigonadotropno i antiestrogeno djelovanje u in
VIVO i In vitro ispitivanjima hormon ovisnih tumora (Cos i sur., 2003). Takoder, modulacijom
enzima ukljuéenih u lokalnu sintezu estrogena regulira ekspresiju estrogenskih receptora
(Mediavilla i sur., 2010).

1.2.1. Melatonin u kozi

Melatonin utjece na funkcije i strukture koze putem procesa na povrSinskim stanicama i
nuklearnim receptorima na kozi. U¢inci se dijele na ovisne i neovisne o receptoru koji Stite od
oksidativnog stresa 1 mogu ublaziti oSte¢enja uzrokovana ultraljubiastim zracenjem.
Rasprostranjena ekspresija 1 pleiotropna aktivnost koznog melatoninergickog sustava
osigurava visoku razinu selektivnosti stanica. Svojstva endogenog melatonina upuéuju da je
ova molekula vazan efektor stresnih odgovora u kozi te da moze neutralizirati ili ublaziti
okolisne i endogene molekule koje uzrokuju stres (Slominski i sur., 2008). Na temelju

navedenih svojstava melatonin se koristi i za topikalnu primjenu.

1.3.  SuSenje rasprsivanjem

Za vrijeme drugog svjetskog rata postojala je potreba za smanjenjem transportne mase hrane
1 drugih materijala. Tehnikom susenja rasprSivanjem omoguceno je da hrana tekuceg oblika
prijede u formu praska, granula ili aglomerata, §to ovisi o fizikalnim i kemijskim svojstvima
hrane te tehnici suSenja. Danas se navedenom tehnikom stabiliziraju tvari i amorfni oblici,
koristi se za granuliranje, oblaganje i mikrokapsuliranje lijekova, te za pripravu

mikrocesti¢nih terapijskih sustava (www.indjst.org).

Tehnika suSenja rasprSivanjem omogucuje dobivanje sfericnih i nesferi¢nih Cestica koje mogu

biti kompaktne ili udubljene s razli¢itim svojstvima povrSine i brzinom otapanja. Dobivene



¢estice mogu biti u rasponu od 1 do 1000 mikrometara. Proces suSenja je brz i omogucuje
suSenje jako osjetljivih supstancija (enzimi, vitamini i hormoni) na visokim temperaturama.
Lijekovi koji se proizvode rasprSivanjem sadrze djelatnu tvar u amorfnom obliku jer se
naglim uklanjanjem vode onemogucava kristalizacija. Ova tehnologija primjenjuje se kod
bioraspolozivost i bolji terapijski ucinak. Primjerice antibiotik novobiocin kao amorfni oblik
ima deset puta vecu topljivost i bioraspolozivost u odnosu na kristalni oblik. Opcenito
granulati koji nastaju navedenom tehnikom imaju poboljSana svojstva tecenja, bolju
distribuciju Cestica i zahtijevaju manje sredstva za mocenje. Dobiveni granulati mogu
sadrzavati koprecipitiranu djelatnu tvar (eng. API) u obliku stabilne amorfne ¢vrste disperzije
¢ime se povecava bioraspolozivost brojnih lijekova kao Sto su tolbutamin i indometacin.

(wwwe.indjst.org).

Proces susenja rasprSivanjem sastoji se od nekoliko vaznijih koraka prikazanih na Slici 3.
(www.indjst.org). Za pocetak je bitno da je sirovina odgovarajuce koncentracije. Sirovina
premale koncentracije nece biti u potpunosti osuSena na kraju procesa, dok sirovina prevelike
koncentracije moze zacepiti sapnicu. Prvi korak je rasprSivanje pod tlakom zraka ¢ime nastaje
atomizirana teku¢ina u obliku kapljica koja dolazi u kontakt s vru¢im plinom S$to ¢ini
optimalne uvjete za isparavanje. Slijedeca faza zapocinje kada nema dovoljno vlage ¢ime je
onemoguceno odrzavanje zasi¢enih uvjeta na povrSini kapljica uzrokujuéi stvaranje forme
suhih ljuski na povrSini kapljica. Evaporacija tada ovisi o difuziji vlage kroz navedenu formu
zbog Cega se povecava debljina kapljica. Posljednja faza je odjeljivanje osuSenog produkta

koje se provodi ciklonima i elektrostatskim precipitatorima.

! eng. Active Pharmaceutical Ingredient
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Slika 3. Shematski prikaz uredaja za suSenje rasprSivanjem (1-sirovina, 2-¢elija za susenje, 3-
osuseni produkt, 4-ciklon, 5-mokri postupak, 6-vreéica filtera) (preuzeto i prilagodeno s

http://www.indjst.org/index.php/indjst/article/view/30719)

Elementarni dio svakog rasprSivaca suSenjem o kojem ovisi uspjeSnost cijelog procesa je
sapnica. Ona mora rasprsivati sirovinu u male kapljice koje su dobro distribuirane i temeljito
izmijeSane s vru¢im plinom. Kapljice koje su prethodno nastale ne smiju biti prevelike jer
tada nisu dovoljno osuSene, a ne smiju biti premale kako ne bi doSlo do njihovog
pregrijavanja i zacepljenja sapnice. Atomizacija se moze vrSiti kao: zraCna atomizacija,
atomizacija bez zraka uz pomo¢ mlaznica, tlacna atomizacija, atomizacija rotiraju¢im ili disk

mlaznicama te ultrazvucna atomizacija (www.indjst.org).

Vazna komponenta suSenja rasprSivanjem je i protok zraka. Kod istostrujnog zracenja sprej,
odnosno mlaznica je usmjerena u smjeru gibanja vruceg zraka pa oni zajedno prolaze kroz
komoru u istom smjeru. Kod protustrujnog zracenja vru¢i zrak i mlaznica nalaze se sa
suprotnih strana, a takoder postoji 1 kombinacija navedenih strujanja zraka. Unutar zracne
komore potrebno je odrzati odredeni protok zraka i sprijeciti taloZenje parcijalno osusenih

kapljica na stjenke komore ili na atomizator (www.indjst.org).

Kritiéni parametri u uredaju za suSenje rasprSivanjem su: ulazna i izlazna temperatura zraka,

viskoznost, sadrzaj krute tvari, povr§inska napetost, temperatura sirovine te vrsta otapala.
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Potrebno je regulirati ulaznu temperaturu zraka jer kod poviSenih temperatura evaporacija se
brze odvija $to za posljedicu moze imati promjenu fizikalno-kemijskih svojstava kod
termolabilnih tvari. 1zlazna temperatura zraka je vazna za regulaciju kona¢nog sadrzaja vlage
1 veli¢inu Cestica u suhoj tvari. Za viskoznost je pozeljno da je nize vrijednosti jer je tada
potrebna niza energija i tlak da nastanu pravilne kapljice. Vrlo visoka viskoznost sprjecava
pravilno formiranje kapljica. Dodatkom povrSinski aktivnih tvari moZe se zna¢ajno smanjiti
povrsinska napetost ¢ime se mogu dobiti manje kapljice. Brzina evaporacije, odnosno
cjelokupnog procesa susenja ¢e biti veca §to je temperatura pocetne sirovine visa. Dobro
isparavanje otapala uvijek je pozeljno u procesima suSenja, a u vecini slucajeva kao otapalo
sluzi voda. Za odabir materijala mlaznica vazno je da ne dode do abrazije 1 da je otporno na

koroziju te se stoga najc¢esce koristi nehrdajuci ¢elik i volframov karbid (www.indjst.org).

1.3.1. Stvaranje mikrocestica susenjem rasprSivanjem

Tehnika suSenja rasprSivanjem omogucéuje stvaranje mikrocestica koje nisu samo pasivni
nosaci lijeka ve¢ predstavljaju terapijski sustav koji omoguéuje kontrolirano oslobadanje
lijeka (Vehring, 2008). Dodirna povrsina izmedu otapala i medija za suSenje se povecava
rasprSenjem kapljica u mikrocestice, a time se ubrzava prijenos topline i ubrzava isparavanje
otapala. Na slici 4. je prikazan proces susenja mikrokapljice i njezine isloZenost toplini medija

za susenje.
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Slika 4. Promjena temperature u ovisnosti o vremenu tijekom susenja raspr§ivanjem



Tijekom isparavanja otapala dogada se prijenos topline izmedu zagrijanog zraka i kapljica te
prijenos mase isparenog otapala kroz grani¢ni sloj oko kapljice u medij za susenje. Proces
prijenosa topline 1 mase ovisit ¢e o vlaznosti 1 temperaturi medija za suSenje, relativnoj brzini
gibanja kapljica te promjeru kapljica (Masters, 1985). SuSenje rasprSivanjem zapocinje
isparavanjem (faza 1, sl.4). Tijekom faze 2 (sl. 4) otapalo isparava konstantnom brzinom sve
dok je vanjski sloj zasien otapalom koje difundira iz unutrasnjosti prema povrSini
mikrokapljice. PovrSina mikrokapljice tada ima konstantnu temperaturu, koja je zbog trosenja
topline na proces isparavanja, niza od izlazne temperature medija za susenje. Brzina
isparavanja se odrzava do kriti¢ne tocke gdje zapocinje ¢vrsta faza (Masters, 1985). Nakon
toga dolazi do smanjenja brzine isparavnja otapala zbog povecanog otpora prijenosu mase
unutar mikroCestice (faza 3, sl. 4). Slijedi porast temperature povrSine unutra$njosti
mikrocCestice. Temperatura mikrocestice u zavr$noj fazi 4 (Sl. 4) oznacena je kao Tdb,
temperatura suhe mikrocestice. Produkt suSenja nece posti¢i ulaznu temperaturu medija za
susenje, stoga se tehnologija moze koristiti za termolabilne materijale. Na temelju prikazanog
proizlazi da je temperatura bitan procesni parametar tijekom susenja rasprSivanjem jer utjece
na dinamiku isparavanja otapala o kojoj ovisi morfologija nastalih mikrocestica (Vehring i
sur., 2007).

1.4. Dizajn eksperimenta

Primjena statistickih metoda u planiranju, provedbi i analizi rezultata dobivenih tijekom
istrazivanja postala je standard u razvoju farmaceutskih oblika. Glavni cilj primjene statisticki
planiranih pokusa u industriji je reducirati broj potrebnih pokusa te istovremeno dobiti

kvalitetnu informaciju o istrazivanom procesu (Ukrainczyk, 2010).

Dostupni statisti¢ki programski paketi generiraju plan pokusa prema klasi¢nim matemati¢kim

modelima ili prema posebnim iterativnim algoritmima uz zadane uvijete.

Definitivni pretrazni dizajn je algoritmom producirani dizajn posebno koristan u situacijama
kada se ocekuje prisutnost i1 interaktivni utjecaj izmedu ispitivanih faktora te postoji
mogucnost pojave nelinearnih utjecaja faktora na mjereni parametar. Pretrazni planovi se
najcesce koriste kako bi se unutar malog broja pokusa utvrdili faktori s najve¢im utjecajem na

ispitivani parametar (Jones i Nachtsheim, 2011).



U definitivnom pretraznom dizajnu faktori se ispituju unutar odredenog podruc¢ja. Grani¢ne
razine (niska i visoka) ispitivanih faktora predstavljaju krajnje razine unutar kojih se moze
dobiti produkt zadovoljavaju¢ih svojstava. Tijekom definiranja dizajna Cesto se dodaju
centralne tocke sa srednjim vrijednostima faktora kako bi se mogla utvrditi priroda ovisnosti

(linearna, kvadratna...).

1.5. Veli¢ina Cestica

Poznavanje veli¢ine Cestica ishodnih sirovina te gotovih pripravaka vazno je za terapijski
ucinak lijeka, stabilnost, oblikovanje 1 skladiStenje. Za razli¢ite materijale i razliCite veliine
Cestica postoje drukcije metode odredivanja, a dobiveni rezultati se ne mogu uvijek
usporedivati. Postupci odredivanja velicina Cestica se dijele na tzv. direktne i indirektne.
Direktno odredivanje veli¢ine Cestica temelji se na odredivanju neke stvarne veliline,
primjerice mikroskopom, dok se kod indirektnih metoda mjeri svojstvo koje ovisi o veli¢ini
(npr. specifi¢na povrs§ina) te se onda preracunava kolika je veli¢ina Cestica. Stoga, kada se

navodi parametar veli¢ine vrlo bitno je dati i metodu kojom je on odreden.

Najjednostavnija i u praksi najces¢e provodena metoda odredivanja veli¢ina Cestica je sijanje.
Ono se izvodi uz pomo¢ niza standardnih sita slozenih jedno ispod drugoga sa sve manjim
otvorima. Sita su u obliku mrezice koja je napravljena od tankih metalnih niti odredene
debljine. Promjer Cestica se definira veli¢inom pravokutnog otvora sita kroz koji je prosla
Cestica i veli¢inom otvora gdje se zaustavila. Kod prosijavanja prasaka koji nisu pravilnih
dimenzija orijentacija Cestica moze takoder utjecati hoce li Cestica pro¢i kroz sito. Ako je
razdvajanje uvjetovano volumenom, odnosno masom cestica tada je rijeC o masenoj razdiobi

u kojoj je granica prosijanja od 50 do 60 mikrometara (JalSenjak i sur., 1998).

Veli¢ina Cestica moze se odredivati 1 mikroskopom kojim se mjeri duljina karakteristi¢ne
dimenzije bazdarnim okularnim mikromjerom. U analizi se koristi nekoliko dogovorenih
pristupa odredivanja promjera. Promjer prema Martinu, dy, Koji je definiran kao dimenzija
koja je paralelna sa zamiSljenim pravcem koji dijeli Cesticu na dvije jednake povrSine.
Ferretov promjer, dr najveca je dimenzija paralelna sa zamisljenim pravcem. Odredivanjem
veli¢ine Cestica mikroskopom dobivamo numeri¢ku razdiobu, a potrebno je izmjeriti oko

3000 cestica kako bi bili sigurni u reproducibilnost rezultata. (Jalsenjak i sur., 1998).
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Sedimentacijska analiza temelji se na Stokesovom zakonu sedimentacije i provodi se u
Andreasenovu aparatu. Dobiveni promjer naziva se Stokesov promjer, ds;, te on predstavlja
promjer zamisljene okrugle Cestice koja ima istu brzinu sedimentacije kao nepravilna cestica
koja se promatra. Rezultati dobiveni ovom metodom takoder predstavljaju masenu razdiobu

veliine Cestica (JalSenjak i sur., 1998).

Laserska difrakcija je trenutno jedna od najceS¢e koriStenih tehnika za analizu veli¢ine
Cestica. Instrumenti laserske difrakcije mjere kutne ovisnosti intenziteta rasprSene svjetlosti
laserske zrake na Cesticama. KoriStenjem optickog modela za interpretaciju podataka o

rasprSenju moze se izraCunati raspodjela veli¢ine ¢estica (Www.malvern.com).

Dinamicko rasprsenje svjetlosti je tehnika za mjerenje veliCine Cestica u submikronskoj regiji.
Temelji se na Brownovom gibanju koje se mjeri i preratunava na veli¢inu Cestica. Brownovo
gibanje je nasumicno kretanje Cestica zbog bombardiranja od strane molekula otapala koje ih
okruzuju. Za vece Cestice bit ¢e sporije Brownovo gibanje, dok se manje Cestice krecu brze

(www.malvern.com).

Primjer indirektne metode odredivanja veli¢ine Cestica je BET metoda u kojoj se mijeri
specifi¢na povrSina praskastog materijala adsorpcijom dusika na povrSinu Cestica. 1z razlike
tlaka prije i poslije adsorpcije plina u monomolekularnom sloju oko Cestica moze se izracunati

specificna povrsina uzorka. (JalSenjak 1 sur., 1998).

U metodi gdje se koristi Coulterovo brojilo odreduje se elektri¢na vodljivost. Krute Cestice se
dispergiraju u otopini elektrolita i prolaze kroz mali otvor te ispunjavaju prostor izmedu dvije
elektrode. Vodljivost elektrolita se smanjuje obrnuto proporcionalno veli¢ini Cestica i

dobivena raspodjela je brojc¢ana ( JalSenjak i sur., 1998).

Prilikom odredivanja veli¢ina Cestica uvijek se govori o skupu Cestica, stoga su dobiveni
rezultati ustvari razdioba veli¢ine Cestica svrstanih u klase. Zbog toga se rezultati prikazuju
funkcijama razdiobe, a to su diferencijalna i kumulativna (krivulja ostatka i prolaska) krivulja.
Funkcijom ostatka, G;, prikazuje se kumulativni udio materijala s ¢esticama koje su vece od
promatrane veli¢ine (npr. kod sitene analize to je postotak ukupne mase materijala koji je
zadrZzana na svim sitima u odnosu na promatrano). Funkcija prolaza, F;, govori o
kumulativnom udjelu materijala s ¢esticama koje su manje od promatrane veli¢ine kao $to je

prikazano na slici 5.
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Slika 5. Krivulja ostatka (G;) i prolaza (F;)

Diferncijalna krivulja je udio mase supstancije u svakoj klasi, a u slucaju normalne raspodjele
rije¢ je o Gaussovoj krivulji. Kod granulometrijske analize za aproksimaciju rezultata koriste
se logaritamska normalna funkcija (prema Hatchu i Choatu) i RRSB funkcija. Navedenim
funkcijama prikazuju se kumulativni udjeli zbog linearizacije rezultata i dobivanja parametara
koji omogucuju usporedbu razli¢itih uzoraka. Kada se funkcija prolaza nanese na ordinatu
koja predstavlja skalu vjerojatnosti, a apscisu logaritam veliine Cestica, tada se dobiju dva
pravca od kojih je jedan za broj¢anu (a) i drugi (b) za masenu razdiobu kao Sto je prikazano

na slici 6. (JalSenjak i sur., 1998).

Medijan oznacava veliCinu Cestica koja odgovora vrijednosti kumulativnog udjela od 50%.
Naziva se jo§ i srednjim geometrijskim promjerom te se oznacuje s d’q (masena razdioba) i dq
(brojcana razdioba). Na temelja vrijednosti iz grafa digy, | Ogss moZe se izraCunati

geometrijska standardna devijacije, o4, prema formuli:
Og— d84% / dg ili dg / le%

Standardna devijacija govori o rasprSenosti Cestica oko medijana raspodjele. Na temelju
vrijednosti dg , d-y i 6y mogu se izraCunati srednji promjeri iz sljedeéih izraza (JalSenjak i sur.,
1998):

log dyp = log dy + 5,757 (log og)

log dyp = log d’yg— 1,151 (log o4) ®
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Slika 6. Podaci dobiveni granulometrijskom analizom

1.5.1. Morphologi G3-1D

Morphologi G3-ID je uredaj za statiCku, automatiziranu analizu slike spregnutu Raman
spektroskopijom koji omogucéuje mjerenje morfoloskih karakteristika (veli¢ina i oblik)
Cestica. KoriStenjem Raman spektroskopije moguée je kemijski identificirati Cestice na
temelju spektroskopskih algoritama ugradenih u Morphologi program. Morphologi G3-ID
karakterizira visoka osjetljivost te visoko rezolutni analiticki alat za diferencijaciju i
karakterizaciju uzorka Cestica. Na slici 7. prikazani su sastavni dijelovi Morphologija G3-ID:
digitalna kamera, opti¢ka jedinica, nosa¢ uzorka, straznja priklju¢na ploca, integrirana

disperzijska jedinica, pomicna ploca, i upravljacka palica za ru¢no pomicanje pomicne ploce.
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Slika 7. Morphologi G3-ID

Za provedbu to¢nog i pouzdanog mjerenja potrebno je adekvatno pripremiti optimalnu
disperziju uzorka. Kod prasaka s dobrim svojstvima te¢enja moze se Koristiti priprema suhe
disperzije jednostavnim posipanjem uzorka po staklenoj ploci. Proces mijerenja koji je
automatiziran zapocinje standardnim operacijskim postupkom. Za odredivanje veliine
trodimenzionalne Cestice koristi se digitalna kamera za dobivanje dvodimenzionalnih slika
rasprSenih Cestica uzorka. Dobivena 2D slika se prebacuje u krug koji je ekvivalentan povrSini
2D slike kako je prikazano na slici 8. Uredaj odreduje veli¢ine ¢estica od 0,5um do 1000pm.
Dobiveni podaci temelje se na pojedina¢nim cCesticama koje se identificiraju digitalnim
odredivanjem praga intenziteta te na uzorku kao cjelini nakon ¢ega se analizom ispituju oblik,

veli¢ina te druga fizikalna svojstva (www.malvern.com).
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Slika 8. Odredivanje promjera veli¢ine Cestica (preuzeto i prilagodeno s www.malvern.com)

Analizom pojedinih cestica dobiva se identifikacijski broj unutar kojeg se nalaze morfoloski
podaci i XY koordinate na predmetnom stakalcu. Automatskom analizom od 10000 do
100000 cestica omogucena je statistiCki reprezentativna distribucija Cestica. Za precizno
odredivanje veliCine Cestice potrebno je odrediti parametre koji karakteriziraju oblik Cestice.
Svaka pojedina Cestica opisana je sljede¢im parametrima oblika: promjerom, duljinom,
Sirinom, opsegom, glavnom osi, povrSinom izrazenom u pikselima, povr§inom izrazenom u
pmz, kruzno$cu, konveksno$éu, elongacijom, ¢vrstocom, standardnom devijacijom intenziteta
slike te polozajem u koordinativnom sustavu. NajceS¢e se odreduju parametri kruznosti,
konveksnosti i elongacije. Slikom 9. vizualno su prikazane pojedine Cestice koje su filtrirane
na temelju parametra kruznosti. Nakon automatskog snimanja cijelog uzorka, potrebno je
ru¢nim pregledom i analizom cestica ,na temelju karakteristicnih parametara, odrediti koje su

Cestice izvorne, a aglomerate i nepravilne Cestice izdvojiti iz razdiobe.
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Slika 9. Dvodimenzionalni prikaz pojedinih Cestica

Kruznost je parametar koji kvantificira koliko je blizu oblik Cestice savrSenom krugu.
Konveksnosc¢u se odreduje hrapavost povrsSine Cestica tako Sto se podijeli konveksni opseg s
pravim opsegom cestice. Tijekom analize veli¢ine Ccestica pripremljenih tehnikom
rasprS§ivanja zadani parametar konveksnosti bio je iznad vrijednosti 0,9. Elongacija je
definirana kao omjer Sirine i duljine. Ona ¢e iznositi 0 ukoliko postoji simetrija u svim
smjerovima kao $to je u krugu ili kvadratu. Ukoliko je omjer Sirine i duljine ve¢i, vrijednost
elongacije je bliza vrijednosti 1. Statistika distribucije izraCunava se iz rezultata pomocu
izvedenih promjera D [m, n]. D [n, 0.5] ozna¢ava promjer Cestica izrazen u mikronima gdje je
50 % cestica manje i 50 % vece od odredene vrijednosti. D [n, 0.1] i D [n, 0.9] prikazuju
vrijednost promjera cCestice ispod kojeg se nalazi 10 %, odnosno 90 % uzorka

(www.malvern.com).
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1.6. Zeta potencijal

Elektrostatski potencijal Cestica ili molekula u odredenom mediju naziva se zeta potencijal te
on proizlazi iz povrSinskog naboja, koncentracije i vrste iona u otopini. Stabilnost uzorka koja
se manifestira ve¢om otpornoS¢u na flokulaciju i agregaciju Cestica, bit ¢e tim veca Sto je veci
naboj na povrsini Cestica. KoriStenjem surfaktanata i razlicitih elektrolita regulira se stabilnost
tako Sto se mijenja: pH, ionska koncentracija te vrste iona. Poznavanje zeta potencijala Cestica
vazno je kod odabira formulacije kako bi se odabrao prikladni materijal koji osigurava
stabilnost 1 povecava rok trajanja. Takoder poznavanjem zeta potencijala moze se predvidjeti

interakcija Cestica s povr§inom (www.malvern.com).

1.6.1. Naboj u polarnim medijima

Cestice u koloidnim suspenzijama ili emulzijama imaju naboj koji je ¢ei¢e negativan nego
pozitivan. Ponekad povrSine Cestica sadrze kemijske grupe koje ionizacijom stvaraju
povrsinski naboj, ali moguce je da se na povrSine Cestica adsorbiraju odredeni ioni koji
mijenjaju naboj jedne strane Cestice u odnosu na drugu. Takoder je mogucée dodati kemijske
spojeve koji se dominantno adsorbiraju na povrSinu Cestica i stvaraju naboj. Sve tvari koje
dodu u kontakt s polarnim medijem ¢e spontano poprimiti elektriéni naboj. Najvazniji
mehanizmi koji dovode do promjene naboja u polarnom mediju su: razlika u elektronskom
afinitetu izmedu dvije faze, ionizacija povrSinskih kemijskih grupa, diferencijalna ionska
adsorpcija iz otopine elektrolita, diferencijalno ionsko otapanje iz kristalne reSetke,
povrSinska anizotropija i izomorfna supstitucija. Razlike u elektronskom afinitetu su
odgovorne za stvaranje potencijala izmedu razli¢itih metala te je dominantni proces u
odredivanju povrSinskog naboja u metalnim otopinama. Ionizacija povrSinskih kemijskih
grupa je mehanizam uocen kod povrSina Cestica s metalnim oksidima, karbonilnim i amino
skupinama (proteini, ionski polimeri, polielektroliti). lonizacija i disocijacija navedenih
kemijskih skupina ovisit ¢e o pH disperzijskog medija. U diferencijalnoj ionskoj adsorpciji iz
otopine elektrolita neto povrSinski naboj proizlazi iz nejednolike adsorpcije suprotno
nabijenih iona S$to rezultira pozitivhim ili negativnim neto nabojem na povrsini Cestice.

Ukoliko je prisutan povrsinski aktivna tvar, tada on odreduje neto naboj.
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1.6.2. Elektri¢na svojstva tvari u nevodenom mediju

U otapalima s nizom vrijednos$cu dielektricne konstante odreden stupanj ionizacije je mogugé,
a mehanizmi stvaranja naboja su sli¢ni kao u vodenom mediju. Primjeri tvari koje donekle
disociraju u spomenutim otapalima su: aldehidi, ketoni, niskomolekularni alkoholi i amini.
Iako se ne moze odviti potpuna ionizacija elektrolita u nepolarnom mediju, Cestice
dispergirane unutar takvog medija mogu dobiti naboj i elektrostatske sile koje igraju presudnu
ulogu u stabiliziranju nevodenih suspendiranih oblika. To se moze objasniti kiselo-baznim
interakcijama izmedu povrSine Cestica i dispergirane tvari, a to je ujedno i razlog zasto se
bazicni 1 Kiseli polimeri Kkoriste za izradu suspenzija u nevodenom mediju

(www.particlesciences.com).

1.6.3. Dvostruki elektri¢ni dvosloj

Povrsine Cestica unutar dispergirane faze mogu biti elektri¢ki nabijene zbog prisustva suviska
iona ukoliko je doslo do disocijacije povrSinskih skupina ili adsorpcije iona iz otopine. Uz
negativno nabijenu povrSinu Cestica ¢vrste faze nalaze se pozitivno nabijeni ioni u otopini na
nacin da ih je najviSe u blizini povrSini Cestice, a kako se povecava udaljenost od same
povrsine time se izjednacava broj negativnih i pozitivnih iona kako je prikazano na slici 10.
Navedena pojava se naziva dvostruki elektricni dvosloj koji se sastoji od tri dijela. Prvi sloj se
sastoji od negativnih iona adsorbiranih na povrsSini dok drugi sloj koji se zove Sternov sloj
¢ine pozitivni ioni. Tre¢i sloj je difuzijski dio dvostrukog elektri¢nog sloja 1 zove se Gouy-
Chapmanov sloj. Na temelju recipro¢ne vrijednosti Debye-Hiickelovog parametra moze se

odrediti debljina difuzijskog sloja:
o=1/y

Gornji izraz prikazuje kako se debljina difuzijskog sloja smanjuje s koncentracijom elektrolita
u sustavu. Dvostruki elektricni sloj se moze slikovito prikazati kao elektri¢ni kondenzator

sastavljen od dviju suprotno nabijenih povrsina.
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Slika 10. Shematski prikaz zeta potencijala (preuzeto i prilagodeno s www.malvern.com)

Slika 11. prikazuje ovisnost promjene potencijala o udaljenosti od povrsine Cestice. Potencijal
ima najviSu vrijednost na povrsini Cestice te potom naglo opada (Sternov sloj), a zatim se
eksponencijalno smanjuje (Gouy-Champmanov sloj). Pojava kod koje se nabijene
dispergirane Cestice se krecu unutar elektriénog polja prema elektrodi suprotnog predznaka
naziva se elektroforetska gibljivost. Sternov sloj i dio vezanih molekula otapala gibaju se
zajedno s nabijenom cCesticom, pri ¢emu se kre¢u plohom smicanja u odnosu na ostale
molekule otapala. Potencijal koji se nalazi na udaljenosti plohe smicanja naziva se
elektrokineticki zeta potencijal. On se moZe jednostavno odrediti iz elektroforetske
pokretljivosti Cestica, a stabilnost pripremljenih disperzija ovisi 0 njemu i naboju na povrsini

dispergirane faze (Jal$enjak i sur., 1998).
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Slika 11. Zeta potencijal u blizini negativno nabijene sferi¢ne Cestice (preuzeto i prilagodeno

s http://www.colloidal-dynamics.com/)

1.6.4. Aglomeracija dispergiranih Cestica

Nestabilnost suspenzija i emulzija proisti¢e iz aglomeracije prvotno dispergiranih ¢estica.Veéi
aglomerati ¢e brze sedimentirati, odnosno vrhnjeti u skladu sa Stokesovim zakonom. Upravo
iz tog razloga potrebno je pripremiti disperzije koje su stabilne i koje je moguce redispergirati.
Aglomeracija Cestica se dogada kada se one medusobno priblize na dovoljno mali razmak te
tada djeluju dvije vrste sila. To su privlatna London — van der Waalsova disperzijska sila i
elektrostatske odbojne sile izmedu nabijenih povrSina ukoliko su Cestice istog naboja.
Zbrajanjem energije privlacenja i energije odbijanja za svaku udaljenost izmedu Cestica dobije
se interakcijska energija Cestica. Kada privlacne sile nadmasuju odbijanja na svim
udaljenostima, tada je disperzija nestabilna jer nema energetske barijere i ona ¢e aglomerirati
brzinom odredenom brzinom difuzije Cestica kako je prikazano na slici 12. Ukoliko je
povrsinski potencijal reduciran ili je ionska jakost povecana, barijera se snizuje, a disperzija
polagano aglomerira. Cestice ¢e aglomerirati u tzv. primarnom minimumu u kojem su
udaljene nekoliko nanometara, ako se priblize na manju udaljenost od kriticne te ako
posjeduju dovoljno energije da prijedu barijeru. Tada vise ne moze do¢i do redispergiranja i to
se naziva koagulacija. Do aglomeracije moze doé¢i i u sekundarnom minimumu u kojemu

privlacenje izmedu cestica sporije opada s njihovom udaljenos¢u od odbijanja. U ovom
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sluc¢aju moguce je redispergiranje Cestica ve¢ 1 djelovanjem slabije mehanicke sile, a razlog
tome je postojanje tankog filma vanjske vodene faze izmedu Cestica. Posto je aglomeriranje
Cestica unutar primarnog minimuma ireverzibilno, potrebno je to izbjec¢i pri izradi disperzija

(JalSenjak 1 sur., 1998).

odbijanje

udzljenost

ukupna interakcijska energija

priviatenje

Slika 12. Ovisnost potencijalne energije o udaljenosti pri priblizavaju dviju dispergiranih
Cestica(1-primarni minimum, 2-barijera, 3-sekundarni minimum) (preuzeto i prilagodeno S
JalSenjak 1 sur., 1998)

1.6.5. Mjerenje naboja Cestica

Postoji vise razlic¢itih metoda kojima se moze odrediti naboj Cestica. Jedna od najefikasnijih
metoda je elektroforeza koja se temelji na primjeni elektricnog polja u pripremljenoj
suspenziji te se mjeri kako se &estice brzo gibaju. Cestice koje imaju ve¢i naboj, odnosno zeta
potencijal koji se razlikuje na razli¢itim dijelovima cestice, brze ¢e se kretati pod utjecajem

elektricnog polja. Elektricno polje ¢e istovremeno uzrokovati gibanje Cestica u jednom

21



smjeru, ali 1 gibanje suprotno nabijenih Cestica u drugom smjeru te ¢emo kao rezultat dobiti
neto naboj Cestica. Porastom zeta potencijala stabilnost sustava ¢e rasti, dok u slucaju potrebe
razdvajanja Cestica iz okolnog medija, poZeljno je da je njegova vrijednost Sto manja

(www.colloidal-dynamics.com).

1.6.6. Zetasizer Nano ZS

Instrument Zetasizer Nano ZS odreduje zeta potencijal Cestica i molekula mjerenjem njihove
brzine kretanja izmedu elektroda pod utjecajem elektricnog polja, a navedena pojava naziva
se elektroforeza. Brzina kojom se Cestice kre¢u proporcionalna je jacini elektricnog polja,
odnosno vrijednosti zeta potencijala. Zetasizer Nano ZS takoder sluzi za mjerenje veli¢ine
koloida, nanocestica i molekula koji ne zahtjeva agitaciju kako bi uzorak bio prikladan za
mjerenje. Instrument mjeri veliine Cestica od 5 nmdo 10 x m. Na temelju veliine Cestica
moze se odrediti molekulska masa te se mogu brze odrediti oligomerna stanja u odnosu na
kromatografiju. Princip rada instrumenta bazira se na dinamickom rasprSenju svjetlosti
prikazanom na slici 13. Veli¢ina Cestica se izrazava kao promjer sfere koja difundira
jednakom brzinom kao i mjerena Cestica. Cestice i molekule koje su u konstantnom
termiCkom kretanju (Brownovom kretanju -nasumi¢no gibanje Cestica u otopini zbog
interakcije s molekulama koje ih okruzuju), difundiraju brzinom osnovanom na njihovoj
veli¢ini. Manje Cestice ¢e se u odnosu na vece gibati brze. Za dobivanje pouzdanih rezultata
potrebno je kontrolirati temperaturu o kojoj ovisi Brownovo gibanje. Kod odredivanja brzine
difuzije koriste se mrlje koje nastaju nakon laserskog osvjetljivanja cCestica. RasprSena
svjetlost promatra se pod specificnim kutem, a intenzitet se odreduje putem fotodiodnog

detektora.
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Slika 13. Princip rada instrumenta Zetasizer Nano ZS
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2. OBRAZLOZENJE TEME

SuSenje rasprSivanjem poznata je metoda priprave mikroc¢estica, koje nisu viSe samo pasivni
nosaci, nego su esencijalni dio terapijskog sustava koji omogucuje modulaciju oslobadanja
lijeka. Svojstva takvog terapijskog sustava jednako su vazna kao i svojstva samog lijeka.
Tehnika suSenja rasprSivanjem omogucuje dobivanje Cestica s razli¢itim svojstvima povrsine i
brzinom otapanja. Cilj ovog rada je odrediti utjecaj procesnih parametara na veli¢inu i naboj
mikroCestica s melatoninom pripravljenih tehnikom suSenja rasprSivanjem. Mijenjanjem
procesnih parametara brzine pumpe, temperature zraka te omjera lipida i kitozana dobit ¢e se
mikrocCestice koje se razlikuju u veliini i vrijednosti Z-potencijala. Poznavanje veli¢ine
Cestica ishodnih sirovina te gotovih pripravaka vazno je za terapijski ucinak lijeka, stabilnost,
oblikovanje 1 skladiStenje. Elektrostatski potencijal Cestica ili molekula u odredenom mediju
uvjetuje stabilnost uzorka. Naime, stabilnost koja se manifestira ve¢om otpornoscu na
flokulaciju 1 agregaciju cCestica, bit ¢e tim veca S§to je ve¢i naboj na povrSini Cestica. Za
dizajniranje plana pokusa kao 1 statisticku obradu dobivenih podataka analize mikrocestica s
melatoninom koristit ¢e se JMP program temeljen na posebnim iterativnim algoritmima uz
zadane uvjete. Glavni cilj primjene statisticki isplaniranih pokusa u industriji je reducirati broj

potrebnih pokusa te istovremeno dobiti kvalitetnu informaciju o istrazivanom procesu.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za pripremu mikrocCestica koriSteni su polimeri kitozan (Sigma, Japan) i Poloksamer 407
(BASF, Njemacka), lipid Compritol ATO 888 (Gattefosse, Njemacka) te melatonin (Sigma,
USA).

Prilikom izrade diplomskog rada, za odredivanje veli¢ine Cestica koriStena je metalna Spatula,
70% etilni alkohol, procis¢ena voda, filter papir, predmetno stakalce i uredaj za mjerenje
veli¢ina Cestica Morphologi G3 (Malvern, UK). Za odredivanje zeta-potencijala koriStena je
analiticka vaga (Mettler Toledo, Svicarska), ladica za vaganje, odmjerena tikvica od 200 ml,
prociS¢ena voda, natrijev klorid (Kemika, Hrvatska), uredaj Zetasizer nano ZS (Malvern,
UK), kiveta za mjerenje zeta-potencijala (Malvern, UK), $prica s filterom, metalna Spatula,

staklena ¢aSa od 10 ml, filter-papir i stakleni Stapic.

3.2.  Metode

3.2.1. Statisticki plan i obrada

Za dizajniranje plana pokusa kao i statistiCku obradu dobivenih podataka analize mikrocestica
s melatoninom koristen je JMP program. JMP je skup statistickih racunalnih programa koji je
namijenjen za istraZivanje i vizualizaciju podataka. On matematicki obraduje uneSene podatke
te se postavljena hipoteza o testiranim faktorima moze potvrditi ili negirati (www.jmp.com).
Za analizu dobivenih podataka koriSten je regresijski model, a statisticka analiza je vrSena

metodom analize varijance.

3.2.2. Priprema mikrocestica tehikom suSenja rasprsivanjem
U razrijedenoj vodenoj otopini octene kiseline (0,5% (m/V)) otopljen je kitozan koncentracije
1% (m/V). U skladu s eksperimentalnim planom, u otopinu kitozana dodana je etanolna

otopina Poloxamera 407 i melatonina, te suspenzija lipida u Poloksamernoj vodenoj otopini.
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Iz miksture su pripravljene mikrocestice metodom suSenja raspr$ivanjem u struji vrueg zraka
koriStenjem laboratorijskog rasprsivaca (ProCept 4M8-TriX, Belgija). Uvjeti rasprsivanja su

podeseni u skladu s planom eksperimenta (Tablica 1).

Tablica 1. Eksperimentalni plan pokusa

Broj Egrzr:gz Temp.zraka | Omjer lipidai

uzorka (%) O kitozana (%0)
1 40 125,0 62,500
2 30 117,5 46,875
3 20 110,0 31,250
4 30 125,0 62,500
5 40 110,0 46,875
6 20 125,0 46,875
7 30 110,0 31,250
8 40 125,0 31,250
9 40 110,0 62,500
10 40 117,5 31,250
11 20 125,0 31,250
12 20 110,0 62,500
13 20 117,5 62,500

3.2.3. Odredivanje zeta-potencijala

Za odredivanje zeta-potencijala pripremljena je 10 mM otopinu natrijevog klorida. Nakon
toga je u staklenu ¢asu od 10 ml prenesen uzorak mikrocestica s melatoninom uz pomo¢
metalne Spatule. Navedenom sadrzaju staklene ¢ase dodano je 5 ml 10 mM otopine natrijevog
klorida 1 dobro je promijeSan staklenim Stapi¢em. Za mjerenje zeta-potencijala koristen je
Zetasizer nano ZS, odnosno kiveta za mjerenje zeta-potencijala kako je prikazano na slici 14.
Kiveta je prije pocetka mjerenja isprana s 10 mM NaCl-om. Nakon toga je Kiveta isprana s
pripremljenim uzorkom koji se dodatno mehanicki dispergirao. U Kivetu je prenesen
odgovarajuci volumen uzorka na isti nacin. Kiveta je zatvorena propisanim ¢epi¢ima, njezine
stjenke su obrisane filter-papirom i ona je unesena u Zetasizer nano ZS kojim je odreden zeta-

potencijal. Prikazani postupak je ponovljen na svim uzorcima mikrocestica s melatoninom
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koji su se razlikovali u parametrima pripreme. Za pojedine uzorke odredivanje zeta-

potencijala je ponovljeno i nekoliko puta.

Slika 14. Kivete za mjerenje zeta-potencijala (preuzeto i prilagodeno s www.malvern.com)

3.2.4. Odredivanje veli¢ine Cestica

Na pocetku je metalnom $patulom preneseno 3 mm?® pripremljenog praska mikroCestica s
melatoninom u posudu za uzorkovanje koja je sastavni dio Molphologia G3. Na stoli¢
automatskog mikroskopa (Morphologi G3) stavljeno je predmetno stakalce. U programu
navedenog uredaja su podeSeni odredeni parametri standardne operativne procedure. PodeSen
je parametar tlaka na 2,5 bara, vrijeme pritiska na 20ms i vrijeme mirovanja nakon pritiska na
90 sekundi. Takoder je namjeSteno povecanje na 20 puta, promjer povrsine pod kojim su
promatrane Cestice na 10mm, slika je kalibrirana i centrirana na nacin da bude dovoljno ostra.
Kada je proces dispergiranja zavrsio, zapocelo je snimanje veli¢ine otprilike 8000 Cestica. Na
temelju parametra konveksnosti, cirkularnosti, elongacije, promjera Cestica i razvedenosti
povrsine Cestica razlikovane su Cestice od aglomerata. Aglomerirane Cestice su uklonjene
kako bi se na kraju dobila razdioba veli¢ine Cestica. Postupak odredivanja veli¢ine Cestica je

ponovljen sa 13 uzoraka koji su se razlikovali u parametrima nacina pripreme.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Za pripremu uzoraka mikrocestica s melatoninom mijenjani su parametri brzine pumpe,

temperature zraka te omjer lipida i kitozana kako je prikazano u tablici 1. 1z literaturnih

podataka je ustanovljen raspon navedenih parametara unutar kojega se moze mjerodavno

odrediti zeta-potencijal i veliCina Cestica. U racunalni program JMP uneseni su podaci za

raspon brzine pumpe (20-40 %), za temperaturu zraka (110-125°C) te za omjer lipida i

kitozana (31,25-62,5 %). Na temelju zadanih vrijednosti JMP program je odredio 13 razli¢itih

odnosa izmedu parametara prema kojima su pripremljeni uzorci. U tablici 2. prikazano je da

uzorci broj 8 i 11 imaju najmanje vrijednosti veli¢ine Cestica od 2,71 um, odnosno 2,72 pm

(slika 15.), a pripremljeni su pri najvi$oj dozvoljenoj temperaturi i najmanjem omjeru lipida i

kitozana. Takvi uzorci mikrocCestica su zbog svoje veli¢ine pogodniji za transdermalnu

primjenu u odnosu na druge uzorke zbog bolje penetracije kroz kozu te apsorpcije.

Tablica 2. Prikaz dobivenih vrijednosti veli¢ine Cestica i Z-potencijala

uzBJflia Vellctiilc)esnca Zeta potencijal (mV)
1 3,94 24,5
2 2,73 24,8
3 3,15 25,9
4 3,94 24,5
5 3,07 22,3
6 3,11 26,8
7 3,44 25,3
8 2,71 24,2
9 3,00 20,1
10 3,72 27,7
11 2,72 27,3
12 3,61 22,1
13 3,07 22,3
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DUBT - crrr T R R R R :

CE Diameter {um}

Record 1: uzorak broj 8

Record 6: uzorak broj 11|

Slika 15. Prikaz raspodjele veli¢ina Cestica za uzorke broj 11 (zeleno) i broj 8 (crveno)

4.1.  Utjecaj procesnih parametara na vrijednost Z-potencijala

Uzorak broj 11 ima najvecu izmjerenu vrijednost Z-potencijala koja iznosi 27,3 mV. Takav
uzorak se najbolje apsorbira na kozu, koja sadrzi negativno nabijene molekule fosfatidil

kolina i ugljikohidrata, zbog najpozitivnije vrijednosti Z-potencijala.
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Dobiveni Z-potencijal

20 21 22 23 24 25 2 27 2B
Predvidem Z-potencyal RMSE=13233R5g=074

P vrijednost=0,0052

Slika 16. Graficki prikaz odnosa predvidenog i dobivenog Z-potencijala

Graf prikazan slikom 16. dobiven je tako $to je na apscisu nanesen Z-potencijal koji je
modelom predvidio JMP program, a na ordinatu je nanesen Z-potencijal izmjerenih Cestica.
Metodom linearne regresije dobivena je krivulja koja pokazuje linecaran odnos izmedu
predvidenog i1 dobivenog Z-potencijala. Linearnom krivuljom potvrdena je ispravnost

predvidenog modela kojim suodredeni uvjeti pripreme uzorka.

Tablica 3. Utjecaj ispitanih parametara na vrijednost Z-potencijala

Parametar Log parametra P vrijednost
Omijer lipida i kitozana (%)(31,25,62,5) 2532|101 o 0,00293
Temp zraka (°C)(110,125) 1664 ¢ b 0,02168
Brzina pumpe (%)(20,40) o670 I ¢ oo 0,21364

Tablica 3. dobivena je matematiCkom analizom JMP programa i prikazuje vrijednost
logaritma pojedinog parametra te P vrijednosti. Na temelju dobivenih rezultata najveci utjecaj
na vrijednost Z-potencijala ima omjer lipida i kitozana. Takav efekt je ocekivan buduc¢i da
kitozan nosi pozitivan, a lipidna komponenta negativan naboj. Cestice koje sadrze veéi udio

lipida imaju nizi Z-potencijal zbog moguce ionske interakcije dijela pozitivnog naboja
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kitozana s lipidima. Temperatura zraka ima umjeren utjecaj na Z-potencijal, dok brzina

pumpe ima slabi utjecaj.

28
27
= L. 2B
g 2444615 25 T F _ N : ~
%[23_.5159, 24 :
o 252764] 23
™ 22
21
20
1
&
£0,551531
&
a]
0
=S S - Y S - 1~ S, S~ T T B~ WY, W~ T, T R DT BT Y B
30 1175 46,875 ° °
Brzina Termp Crnjer lipida
pumpe (%) zraka (°C) i kitozana [35) Desirability

Slika 17. Ovisnost Z-potencijala o promjeni vrijednosti pojedinog parametra

Na slici 17. slikovito je prikazana moguc¢a promjena Z-potencijala u ovisnosti o promjeni
vrijednosti pojedinog parametra. Krivulje ovisnosti omjera lipida i kitozana te temperature
zraka u odnosu na krivulju brzine pumpe imaju veéi nagib $to ukazuje na veéi utjecaj na

vrijednost Z-potencijala.
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4.2.  Utjecaj procesnih parametara na veli¢inu Cestica

4
375

B35

2 35
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Y
25
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RMSE=04686R5g=0,17

Pradvidena veliding festica T vriednost=0.6318

Slika 18. Graficki prikaz odnosa predvidene i dobivene veli¢ine Cestica

Graf prikazan slikom 18. dobiven je tako Sto su na apscisu nanesene vrijednosti veli¢ine
Cestica koje je predvidio JMP program, a na ordinatu su nanesene izmjerene vrijednosti
veli¢ine Cestica. Metodom linearne regresije nije dobivena krivulja koja pokazuje linearan
odnos izmedu predvidenih i dobivenih veli¢ina Cestica. 1z toga razloga nije moguce potvrditi

ispravnost predvidenog matemati¢kog modela.

S obzirom da je razlika izmedu najmanjih i najveéih izmjerenih cCestica relativno mala
(veli¢ina Cestica uzorka broj 1 je 3,94 um, veli¢ina Cestica uzorka broj 8 je 2,71 um), model
ne moze pouzdano odrediti utjecaj ispitivanih parametara. Moze se zakljuciti da u ispitanom
podruc¢ju omjera lipida i kitozana, brzine pumpe te temperature suSenja ne dolazi do znacajne

promjene u veli€ini pripravljenih Cestica.
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Tablica 4. Utjecaj parametara na vrijednost veli¢ine Cestica

Parametri Log vrijednosti P vrijednost
Omijer lipida i kitozana 0,601 ¢ + ¢+ T T T T T 0,25049
(%)(31,25,62,5)

Brzina pumpe (%)(20,40) 0,214(p ¢+ | ¢+ ¢ ¢ oo+ oo 10,61133
Temp zraka (°C)(110,125) 0,035( ¢« | ¢ ¢ o¢oior oo 10,92159

Tablica 4. dobivena je matematickom analizom JMP programa i prikazuje vrijednost
logaritma pojedinog parametra te P vrijednosti. U skladu s grafickim prikazom na slici 15,
vidljivo je da na temelju P vrijednosti nije mogucée odrediti vaznost utjecaja parametra na

vrijednosti veli¢ine Cestica.
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Slika 19. Ovisnost Z-potencijala o promjeni vrijednosti pojedinog parametra

Na slici 19. slikovito je prikazana moguca promjena veli¢ine Cestica u ovisnosti o promjeni
vrijednosti pojedinog parametra. Krivulje za omjer lipida i kitozana je u odnosu na krivulju
brzine pumpe 1 temperature zraka ima nesSto veci nagib Sto ukazuje na pozitivan utjecaj na

veli¢ina Cestica, no taj utjecaj nije statisticki znacajan.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada uspjesno je proveden i evaluiran plan pokusa sa svrhom
ispitivanja utjecaja procesnih parametara na veli¢inu i naboj mikrocestica s melatoninom
pripravljenih tehnikom suSenja rasprSivanjem. Za dizajniranje plana pokusa te statisticku
obradu dobivenih podataka analize mikrocestica s melatoninom koristen je JMP program.
Mjenjanjem procesnih parametara brzine pumpe (20-40 %), omjera lipida i kitozana (31,25-
62,5) te temperature zraka (110-125 °C) dobivene su mikrocestice koje se razlikuju u veli¢ini
i vrijednosti Z-potencijala. Mikroskopskim odredivanjem veli¢ine Cestica analizirano je 13
uzoraka koji su se razlikovali u parametrima nacina izrade. Uzorci broj 8 i 11 imaju najmanje
vrijednosti veli¢ine Cestica od 2,71 um, odnosno 2,72 pum, a pripremljeni su pri najvisoj
dozvoljenoj temperaturi i najmanjem omjeru lipida i kitozana. Takvi uzorci mikrocestica su
zbog svoje veli¢ine pogodniji za transdermalnu primjenu u odnosu na druge uzorke zbog bolje
penetracije kroz kozu te apsorpcije. Medutim, metodom linearne regresije nije dobivena
krivulja koja pokazuje linearan odnos izmedu predvidenih i dobivenih veli¢ina Cestica.
Razlika izmedu najmanjih i1 najvec¢ih izmjerenih Cestica relativno je mala (veli¢ina Cestica
uzorka 1 je 3,94 um, veli¢ina Cestica uzorka 8 je 2,71 um), zbog ¢ega model ne moze
pouzdano odrediti utjecaj ispitivanih parametara na veli¢inu Cestica. Stoga je utvrdeno da u
ispitanom podru¢ju omjera lipida i kitozana, brzine pumpe te temperature susenja ne dolazi do

znacajne promjene u veli¢ini pripravljenih Cestica.

Odredivanje vrijednosti Z-potencijala takoder je provedeno na 13 uzoraka. Uzorak broj 11
ima i najvecu vrijednost Z-potencijala koja iznosi 27,3 mV. Takav uzorak se najbolje
adsorbira na kozu zbog najpozitivnije vrijednosti Z-potencijala. Metodom linearne regresije
dobivena je krivulja koja pokazuje linearan odnos izmedu predvidenog i dobivenog Z-
potencijala. Matematickom analizom JMP programa utvrdeno je da najveci utjecaj na
vrijednost Z-potencijala ima omjer lipida i kitozana $to je i o¢ekivano buduci da kitozan nosi
pozitivan, a lipidna komponenta negativan naboj. Temperatura zraka ima umjeren utjecaj na
Z-potencijal, dok brzina pumpe ima slabi utjecaj. S obzirom na malu veli¢inu Cestica i visok
zeta potencijala, uzorak broj 11 odabran je kao uzorak s optimalnim svojstvima. Prema
predstavljenom dizajnu eksperimenta, optimalni uvjeti za pripremu mikroCestica s
melatoninom su priprema formulacije s omjerom lipida i kitozana 31,25 %, suSena u

temperaturi zraka od 125 °C pri brzini pumpe od 20 %.
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7. SAZETAK

U okviru ovog diplomskog rada uspjesno je proveden i evaluiran plan pokusa sa svrhom
ispitivanja utjecaja procesnih parametara na veli¢inu i naboj mikrocestica s melatoninom
pripravljenih tehnikom suSenja rasprSivanjem. Poznavanje veli€ine Cestica ishodnih sirovina
te gotovih pripravaka vazno je za terapijski ucinak lijeka, stabilnost, oblikovanje i
skladiStenje. Naboj na povrSini Cestica uvjetuje stabilnost uzorka, koja se manifestira vecom
otpornoS¢u na flokulaciju i agregaciju Cestica. Za dizajniranje plana pokusa te statistiCku
obradu dobivenih podataka analize mikroCestica s melatoninom koriSten je JMP program.
Temeljem statisticke obrade utvrdili su se faktori s najveéim utjecajem na ispitivani
parametar. Mijenjanjem procesnih parametara brzine pumpe (20-40 %), omjera lipida i
kitozana (31,25-62,5) te temperature zraka (110-125 °C) dobiveno je 13 uzoraka mikrocestica
koje se razlikuju u veli¢ini i vrijednosti Z-potencijala. Metodom linearne regresije nije
dobivena krivulja koja pokazuje povezanost izmedu predvidenih i dobivenih veli¢ina Cestica.
Stoga je utvrdeno da u ispitanom podrucju omjera lipida i1 kitozana, brzine pumpe te
temperature suSenja ne dolazi do znacCajne promjene u veli¢ini pripravljenih Cestica.
Matematickom analizom JMP programa utvrdeno je da najve¢i utjecaj na vrijednost Z-
potencijala ima omjer lipida i kitozana $to je i oekivano buduci da kitozan nosi pozitivan, a
lipidna komponenta negativan naboj. Temperatura zraka ima umjeren utjecaj na Z-potencijal,
dok brzina pumpe ima slabi utjecaj. Optimalni uvjeti za pripremu mikrocestica male veli¢ine i
visoke vrijednosti zeta potencijala su: omjer lipida i kitozana 31,25 %, suSenje na temperaturi

zraka od 125 °C pri brzini pumpe od 20 %.

Kljucne rijeci: veli¢ina Cestica, zeta potencijal, susenje raspr§ivanjem, melatonin, JMP
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SUMMARY

Within this graduate thesis, a plan of experiments whose purpose was to examine the influence of
process parameters on the size and charge of micro particles containing melatonin prepared using
the spray drying technique was successfully carried out and evaluated. Knowing the size of the raw
materials as well as the size of particles in the drug product is important for the therapeutic effect,
stability, shaping and storage of the medication. The particles' surface charge influences the
stability of the sample, which is manifested in a greater resilience to flocculation and aggregation
of the particles. In order to design the experimental plan, and for the statistical analysis of the data
acquired from the analysis of the micro particles containing melatonin the JMP program was used.
The factors having the highest influence on the target parameter were determined by the statistical
analysis. By changing the process parameters of the pump speed (20-40 %), the lipid-chitosan ratio
(31,25-62,5) and the air temperature (110-125 °C), 13 micro particle samples that differed in size
and Z-potential values were obtained. Using the method of linear regression obtained curve did not
show the linear relation between the predicted and obtained particle sizes. Therefore, it was
demonstrated that in the tested lipid-chitosan ratio, pump speed and drying temperature had no
significant impact on the change of the size of the prepared particles. The mathematical analysis of
the JMP program determined that the lipid-chitosan ratio has the highest influence on the Z-
potential value, which was expected seeing as chitosan carries a positive, whereas the lipid
component carries a negative charge. The air temperature has a moderate influence on the Z-
potential, while the speed pump has a weak influence. The optimal conditions for the preparation
of small size microparticles and high value of the zeta potential are: lipid-chitosan ratio 31.25 %,

air temperature drying at 125 °C at 20 % pump speed.

Keywords: Particle size, zeta potential, spraying drying, melatonin, JIMP
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