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1. UvOD

1.1. Mikrocestice

Mikrocestice su vrsta terapijskih sustava reda veli¢ine od nekoliko mikrometara do
nekoliko milimetara, a dijele se na mikrokapsule i mikrosfere, ovisno o smjestaju uklopljene
djelatne tvari (Slika 1.) (JalSenjak i sur., 1998). U farmaceutskoj i biotehnoloskoj industriji
osnova su mnogih krutih oblika lijekova. lako su nekada mikroc¢estice bile samo pasivni
nosaci djelatne tvari, te je glavni cilj mikronizacije i postupaka susenja bio odvajanje otapala i
postizanje odredene veli¢ine Cestica, S razvojem novih strategija dostave lijeka, mikrocestice
prerastaju u terapijski sustav koji omogucuje stabilizaciju djelatne tvari, dostavu na ciljano
mjesto u organizmu, kontrolirano oslobadanje, te smanjenje nuspojava i toksic¢nosti lijeka
(Vehring, 2008). Takoder, uklapanjem djelatnih tvari neugodnih organoleptic¢kih svojstava u

mikrocestice, maskira se njihov okus i miris (Lam i Gambari, 2014).

mononuklearne polinuklearne heterogene homogene
mikrokapsule mikrokapsule mikrosfere mikrosfere

djelatna .
olimer
tvar |:| P

Slika 1. Mikrokapsule (a) i mikrosfere (b) (JalSenjak i sur., 1998).

Mikrokapsule su spremisni sustav u kojem je djelatna tvar smjestena u jezgri
obavijenoj ovojnicom od makromolekularne tvari ili polimera. Za izradu ovojnice

upotrebljava se niz standardnih pomoc¢nih tvari u farmaceutskoj tehnologiji koje mozemo
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podijeliti na one topljive u vodi (npr. arapska guma, Zelatina, $krob), netopljive u vodi (npr.
etilceluloza, celulozni acetat, polietilen), topljive u crijevnom soku (npr. Selak, celulozni
acetat-ftalat, acetat-butirat), te voskove i lipide (npr. vise masne kiseline, visi alkoholi, esteri).

Pokazano je da se gotovo sve tekuce i krute tvari mogu uklopiti u oblik mikrokapsula.

Mikrosfere su matriksne mikrocestice kod kojih je djelatna tvar homogeno ili
heterogeno dispergirana u polimernom matriksu. Zbog svoje dokazane biorazgradljivosti i
biokompatibilnosti, pri pripravi mikrosfera najviSe se koriste sintetski polimeri 1 kopolimeri
mlijecne i glikolne kiseline te prirodni polisaharidni polimer kitozan koji dodatno posjeduje i
svojstvo bioadhezivnosti. Navedena svojstva ¢ine ih prikladnima za oblikovanje u mikrosfere

namijenjene za gotovo sve putove primjene.

Mikrosfere se mogu pripremiti razli¢itim fizicko-kemijskim  postupcima

mikrokapsuliranja, a najcesce koristeni su:

e odjeljivanje faza iz vodenih i nevodenih medija — koacervacija

e suSenje raspr$ivanjem

e odjeljivanje faza isparavanjem odnosno ekstrakcijom otapala (Jal$enjak i sur.,
1998).

1.2. SuSenje rasprSivanjem kao tehnika priprave mikrocestica

Susenje rasprSivanjem je vazna i Siroko primjenjivana tehnika u farmaceutskim,
kemijskim i biokemijskim podrué¢jima. U farmaceutskoj industriji koristi se pri granuliranju i
oblaganju, pripravi amorfnih oblika, proizvodnji ekscipijensa, i pripravi oblika lako hlapljivih
tvari, tvari neugodnog okusa i mirisa te nedostatne stabilnosti. Takoder, postupak je prikladan
za pripravu razlicitih mikrosfera i mikrokapsula od hidrofilnih i hidrofobnih polimernih
materijala, a koristi se kao metoda izbora uklapanja brojnih termostabilnih i termolabilnih

lijekova, te lijekova topljivih i netopljivih u vodi (Lin i sur.,2005; Jal$enjak i sur., 1998).
Susenje rasprsivanjem sastoji se od sljedecih faza (Slika 2.):

1. Atomizacija (rasprsivanje tekucine)

2. Kontakt rasprSenih kapljica i plina za suSenje
3. Susenje kapljica

4. Odvajanje osusenih ¢estica od plina (Ré, 2006)



Svaka od prethodno navedenih faza, jednako kao i uvjeti pri kojima se suSenje
rasprSivanjem provodi, imaju veliki utjecaj na efikasnost samog procesa i svojstva konacnog

produkta (Call i Sollohub, 2010).

KORAK 1
Atomizacija

I | Atomizator

' U KORAK 2
Kontakt
i A 1Y Senih
Ulaz Filter Grija¢ A4 Y rasprSenih
zraka R kapljica i plina
KORAK 3
Susenje I
kapljica
Ciklon
Kolona za
rasprsivanje
Otopina
Suspenzija
Emulzija
Cestice | ﬁ
KORAK 4
Odvajanje osuSenih
Cestica
Slika 2. Susenje rasprsivanjem — glavni procesni koraci (preuredeno prema Ré, 2006).
Atomizacija
Proces suSenja rasprSivanjem zapocinje transportom otopine ili disperzije za

rasprSivanje do atomizatora pomocu peristalticke pumpe. Atomizator zatim rasprsuje tekucinu
do finih kapljica velike specificne povrSine. Velika povrSina olakSava prijenos topline sa

zagrijanog plina za susenje na rasprsene kapljice Sto omogucuje brzo isparavanje otapala.

U upotrebi su razliCiti tipovi atomizatora, kao S$to su rotirajuéi atomizator, tlacne,
pneumatske i ultrazvuéne mlaznice, a izbor atomizatora ovisi o uzorku koji je podvrgnut

susenju rasprSivanjem i Zeljenim svojstvima mikrosfera (Call i Sollohub, 2010).



SuSenje u struji zagrijanog zraka ili inertnog plina

Odmah nakon atomizacije, kapljice dolaze u kontakt sa zagrijanim plinom za susenje
pri ¢emu s povrsine kapljica isparava otapalo Sto rezultira formiranjem mikrocestica. Najcesce
se koristi atmosferski zrak, a moguca je primjena i dusika i drugih inertnih plinova. Zrak se
koristi ukoliko je otapalo u teku¢ini za rasprSivanje voda, dok se kod upotrebe organskih
otapala koristi inertni plin. Takoder, inertni plin se koristi kod susenja kemijski nestabilnih
tvari (Call i Sollohub, 2010; R¢, 2006).

Tijekom procesa suSenja, uzorak i zagrijani zrak mogu se kretati u istom (istosmjerni
tip uredaja) ili suprotnom smjeru (protusmjerni tip uredaja). Istosmjerni tip uredaja je
najcesce koristeni tip uredaja u farmaceutskoj industriji. Rasprsene kapljice dolaze u dodir sa
zagrijanim zrakom u trenutku kada sadrze najvise otapala, te se, uslijed brzog isparavanja
otapala hlade i nikad ne dosegnu ulaznu temperaturu zagrijanog zraka. Zato je taj tip uredaja
prikladan i za susSenje termolabilnih tvari za razliku od uredaja s protusmjernim strujanjem
zraka koji izlaze ve¢ formirane Cestice relativno visokoj temperaturi Sto moze rezultirati

problemima s kemijskom stabilno$cu lijeka (Call i Sollohub, 2010).

Odvajanje osusenih Cestica od plina

Osusene Cestice padaju prema dnu kolone za susenje te se odvajaju od plina za suSenje
primjenom ciklona ili vre¢a za filtriranje. U ciklonu se Cestice odvajaju pomocu centrifugalne
sile nastale vrtloZzenjem zraka. Sila usmjerava Cestice prema stjenkama ciklona te se one
odvajaju iz struje zraka. Vrecée za filtriranje, za razliku od ciklona mogu bolje odvojiti sitne

Cestice te zato sluze za odvajanje Cestica promjera manjeg od 1pm (Call i Sollohub, 2010).

1.3. Stabilnost mikrocestica pripravljenih suSenjem
raspriivanjem

U procesu razvoja i komercijalizacije farmaceutskog proizvoda vazan aspekt njegove
karakterizacije predstavlja ispitivanje stabilnosti te definiranje roka valjanosti. U tom roku
farmaceutski proizvod zadrzava sva svojstva koja je imao u vrijeme priprave, ¢ime se

garantira ucinkovitost i sigurnost njegove primjene.

Problem stabilnosti produkta susenja rasprSivanjem u svom preglednom radu obradio

je Vehring (2008), kako je skra¢eno prikazano u nastavku. Naime, u slu¢aju mikrocestica kao
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terapijskih sustava, uz kemijsku stabilnost djelatne tvari i ekscipijensa, jednako je vazno
osigurati i fizicku stabilnost samih mikroc¢estica. SuSenje rasprSivanjem kao proces pripreme
rezultira proizvodnjom mikrocestica koje se nalaze u energetski nepovoljnom stanju zbog
svoje velike specificne povrsine i kratkog vremena susenja zbog Cega ne uspijevaju postici
stanje ravnoteze. MikrocCestice u tom slucaju imaju tendenciju prelaska u energetski povoljnije
stanje procesima kristalizacije, polimorfne tranzicije, rasta kristala ili fuzije ¢estica. Navedeni

procesi obi¢no vode do promjene svojstava produkta (Vehring, 2008).

Kemijska se stabilnost djelatne tvari moze narusiti na razne nacine ovisno o prirodi
djelatne tvari. Utjecaji pojedinih vanjskih ¢imbenika poput svjetlosti i vlage te kisikom
izazvane reakcije mogu se izbje¢i primjerice koristenjem adsorbensa vlage ili hvataca kisika.
Ipak, pozeljno je u S§to vecoj mjeri ugraditi stabilnost pripravka ve¢ kroz njegov dizajn

(Vehring, 2008).

Fizi¢ka se stabilnost mikrocestica postize pripravom ili potpuno kristalnih ili amorfnih
Cestica Velike viskoznosti. Viskoznost amorfnog oblika karakterizirana je temperaturom
stakliSta te amorfni oblici Cestica zadrzavaju visoki stupanj viskoznosti prilikom ¢uvanja pri
temperaturi nizoj od temperature stakliSta koja je uglavnom 40 do 50 °C viSa od temperature
skladiStenja. Ova se tehnika koristi i kao metoda o¢uvanja kemijske stabilnosti djelatne tvari.
Pomoc¢ne tvari koriStene za ovakvu vrstu stabilizacije najcesce su saharidi, polioli ili organske
soli koje formiraju strukture visoke viskoznosti. Ovom se metodom stabilizacije,
ugradivanjem molekula u rigidne amorfne strukture, usporava razgradnja same djelatne tvari
ograni¢avanjem translacijskog gibanja. Unato¢ ograni¢enom translacijskom gibanju navedena
metoda pokazala se nedovoljnom za potpuno zaustavljanje brzih lokalnih rotacija i
vibracijskih pokreta molekule te je u tom slu¢aju, za postizanje stabilnosti, primjenjiva
metoda zamjene vode pri kojoj se koriste pojedine pomocne tvari sa sposobno$éu
zamjenjivanja vodikovih veza raskinutih uklanjanjem vlage. Aminokiseline te Seceri kao $to
su primjerice glukoza, sorbitol, laktoza, saharoza ili trehaloza pokazali su se izuzetno

djelotvornima po tom pitanju te se koriste prilikom susenja rasprsivanjem (Vehring, 2008).

Stabilnost mikrocestica uvjetovana je i samim procesom formiranja Cestica tijekom
susenja rasprsivanjem, $to je potrebno uzeti u obzir pri razvoju stabilnog produkta. Primjerice,
u procesu susenja, razli¢ite sastavnice mikrocestica mogu se razdvojiti uslijed razliCite brzine
difuzije u koriStenom otapalu, Sto je izrazito nepovoljno ukoliko dode do razdvajanja

stabilizatora od molekula koje je potrebno stabilizirati. Drugi mehanizam koji vodi do
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razdvajanja komponenata je povrSinska aktivnost. Surfaktanti koji uspjeSno drze molekule
osjetljive na zrak podalje od povrSine same mikrocCestice mogu stvoriti sloj s niskom
temperaturom stakliSta na povrSini mikrocestice koji dovodi do jakih kohezivnih sila izmedu
samih mikroCestica. Tre¢i potencijalni problem koji moze dovesti do separacije tj.
destabilizacije mikrocestica je sekvencijalno talozenje komponenata zbog razlicite topljivosti
u koriStenom otapalu i razli¢itog vremena u kojem se, uslijed isparavanja otapala, postize

zasicenje otopine (Vehring, 2008).

Dodatni problemi vezani za stabilnost opazeni su kod djelomi¢no kristalnih sustava ili
u prisutnosti vise polimorfa. Djelomi¢no kristalni sustavi su u principu nepozeljni iz dva
glavna razloga. Prvi je razlog Cinjenica da je stabilniji oblik ve¢ nukleirao te postoji velika
moguénost da ¢e manje stabilan amorfni oblik kristalizirati tijekom skladiStenja, Sto
posljedi¢no narusava i mijenja sustav. Tijekom kristalizacije amorfnog oblika dolazi do
oslobadanja vode koja djeluje kao plastifikator i poveéava mobilnost preostalih amorfnih
struktura. To ubrzava kristalizaciju te dovodi do promjena svojstava produkta. Drugi razlog
nepozeljnosti takvih sustava lezi u teSkoj komercijalizaciji ¢vrstih oblika koji pokazuju veliku
osjetljivost na male promjene u trajanju procesa susenja. Uvecanje procesa na industrijsko
mjerilo postaje otezano zbog duljeg vremena suSenja, tipi¢nog za veée uredaje, koje onda
vodi do promjene fizickog stanja mikrocestica, a time i do promjene stabilnosti proizvoda
(Vehring, 2008).

Gore navedeni mehanizmi koji predstavljaju izazov u dizajnu mikrocestica kao
terapijskih sustava, ujedno predstavljaju i priliku za dizajniranje mikrocestica jedinstvenih
svojstava. Primjerice, brza precipitacija tvari tijekom suSenja rasprSivanjem ¢esto dovodi do
stvaranja nanokristala. Iako taj fenomen moZe predstavljati rizik za stabilnost zbog
potencijalnog rasta ¢estica Ostwaldovim zrenjem, istovremeno moze rezultirati i pove¢anjem
bioraspolozivosti tesko topljivih lijekova. Nadalje, razdvajanje materijala razlicite viskoznosti
moze se iskoristiti za dizajn strukturiranih Cestica koje posjeduju bolju fizi€ku stabilnost u

usporedbi sa Cesticama istog sastava i homogene strukture (Vehring, 2008).

1.4. Kitozan

Kitozan je prirodni linearni biopoliaminosaharid, kopolimer N-acetil-glukozamina i

glukozamina (Slika 3.). Po svakoj Cg jedinici ima jednu (de)acetiliranu amino skupinu i dvije
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slobodne hidroksilne skupine. Zbog lake dostupnosti slobodnih amino skupina, pozitivno je
nabijen te reagira s negativno nabijenim povrSinama ili polimerima i kelira metalne ione
(Sinha i sur., 2004). Topljiv je samo u razrijedenim anorganskim i organskim kiselinama ¢iji
je pH manji od pK, kitozana (oko 6,5). Kod niskog pH, slobodne amino skupine su
protonirane $to uzrokuje elektrostatska odbijanja izmedu lanaca polimera i omogucuje

otapanje (Szymanska i Winnicka, 2015).

OH OH OH
A
0
NH2 NHz NH3

Slika 3. Kemijska struktura kitozana

Kitozan se dobiva alkalnom deacetilacijom hitina, drugog najzastupljenijeg
polisaharida u prirodi (nakon celuloze). Hitin je homopolimer graden od B-(1,4)-N-acetil-
glukozaminskih jedinica s trodimenzionalnom konfiguracijom a-uzvojnice stabiliziranom
intramolekularnim vodikovim vezama, te je glavna komponenta oklopa rakova i $kampa
(Kas, 1997; Muzzarelli, 1977).

Kitozan posjeduje brojna svojstva koja ga ¢ine prikladnim za izradu biomedicinskih i
farmaceutskih pripravaka. Kitozan je prirodni, biorazgradljivi, biokompatibilni, i
mukoadhezivni polimer niske toksi¢nosti dostupan u obliku otopine, finog praska, filma i
vlakana. Komercijalno dostupni kitozani imaju prosje¢nu molekulsku masu izmedu 3,8 1

2000 kDa i stupanj deacetilacije od 66 do 95% (Kas, 1997).

1.4.1. Razgradnja kitozana

Kitozan, kao prirodni biorazgradljivi polimer, podlijeze in vivo razgradnji
posredovanoj razli¢itim enzimima prisutnim u svim tkivima sisavaca, pri ¢emu nastaju
netoksi¢ni oligosaharidi koji se mogu izluéiti iz organizma ili ugraditi u glikozaminoglikane
ili glikoproteine (Kurita i sur., 2000). In vitro razgradnja kitozana reakcijama oksidacije te
kemijske ili enzimske hidrolize pri kontroliranim uvjetima, metode su priprave kitozana

manje molekulske mase (Slika 4.). Mehanizam i brzina razgradnje polimera ovise 0
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molekulskoj masi, polidisperznosti, stupnju deacetilacije, stupnju Cistoce i sadrzaju vlage.
Proces razgradnje zapocinje cijepanjem B-(1,4)-glikozidnih veza (depolimerizacija), nakon
Cega slijedi uklanjanje N-acetilnih skupina (deacetilacija) i medusobno umreZavanje
formiranih fragmenata. Istodobno s razgradnjom lanaca kitozana, dolazi i do cijepanja
funkcionalnih  skupina (amino, karbonilne, amido, hidroksilne). Kao posljedica
depolimerizacije, opazeno je smanjenje molekulske mase, povecanje stupnja deacetilacije i
stvaranje slobodnih radikala koji induciraju oksidacijske procese, dok proces umrezavanja

dovodi do gubitka fizicko-kemijskih svojstava kitozana (Mucha i Pawlak, 2002).

CHOH o
H,OH
0 ::H,on
a
oH H \
H

|_

c=o —=a

b
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oH D\ +
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HoOH
CHy0H
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? 0 oH .
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. H CH u}
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Slika 4. Moguci mehanizam razgradnje kitozana (prilagodeno prema Szymanska i Winnicka,

2015).



1.4.2. Utjecaj relativne vlaZnosti i temperature na razgradnju kitozana i

stabilnost kitozanskih terapijskih sustava

Relativna vlaznost zraka (RH) utjeCe na prisutnost i raspodjelu vlage u kitozanskom
materijalu. Kod relativno niske vlaznosti (RH < 40%), pokazano je da difuzija vode u
kitozanu slijedi Fickov zakon, dok je kod viSih vrijednosti relativne vlaznosti opaZena
anomalna difuzija (Despond i sur., 2001). Ispitivanjem sorpcije vode pri temperaturi od 25°C
I relativnoj vlaznosti od 60% pokazano je da kitozan apsorbira 14-16 % (m/m) vode unutar
100 minuta te da brzina procesa ovisi 0 stupnju deacetilacije kitozana (Mucha i sur., 2005).
Kod visoke relativne vlaznosti (RH > 60%), apsorpcija vode je intenzivnija te se sadrzaj vlage
u kitozanu znacajno povecava (No i Prinyawiwatkul, 2009; Despond i sur., 2001). Dugotrajno
skladiStenje pri uvjetima visoke relativne vlaznosti ubrzava hidroliticku razgradnju kitozana i
utjeCe na njegova fizicko-kemijska 1 bioloska svojstva. Tako je ispitivanje stabilnosti
kitozanskih tableta skladiStenih Sest mjeseci pri relativnoj vlaznosti od 70% pokazalo da
posjeduju losija mehani¢ka svojstva od onih skladistenih pri relativnoj vlaznosti od 60%
(Viljoen i sur., 2014). U slucaju poluévrstih kitozanskih sustava, skladistenje u uvjetima
visoke relativne vlaznosti utjeCe na profil oslobadanja lijeka. Tako je povecanje relativne
vlaznosti od 0% do 75% rezultiralo opseznijim bubrenjem kitozanskog filma i posljedi¢no
brzim oslobadanjem lijeka (Kurek i sur., 2014). Takoder, prekomjerna hidratacija pri visokoj
relativnoj vlaZnosti moze oslabiti mukoadhezivna svojstva kitozana zbog smanjenja broja

slobodnih funkcionalnih skupina dostupnih za interakciju s mucinom (Smart, 2005).

Temperatura utjeCe na sadrzaj vlage u kitozanskim terapijskim sustavima. Uoceno je
da izlozenost poviSenoj temperaturi (40°C) uzrokuje znacajan gubitak vlage (dehidraciju
kitozana) i posljedi¢no smanjenje tvrdoce i mehanicke ¢vrstoce tableta (Viljoen i sur., 2014).
Takoder, temperatura ima utjecaj i na stupanj razgradnje kitozana, posebno kod tekucih 1
polucvrstih sustava. Primjerice, skladiStenje otopine kitozana pri temperaturi od 5°C nije
rezultiralo znacajnijom hidrolizom lanaca kitozana. Suprotno tome, skladistenje otopine
kitozana pri sobnoj i pri povisenoj temperaturi rezultiralo je brzom razgradnjom kitozanskih
lanaca te je hidroliza slijedila kinetiku prvog reda (Véarum i sur., 2001; Nguyen i sur., 2008).
Ispitivanja stabilnosti otopine kitozana i glukoza 1-fosfata potvrdila su potrebu skladistenja u
hladnjaku pri temperaturi od 2-8°C (Supper i sur., 2014).



1.5. Melatonin

Melatonin je N-acetil-5-metoksitriptamin, jednostavan metoksilirani i N-acetilirani
produkt serotonina koji se moze naci u epifizi. U bioloSkim se sustavima sintetizira iz
aminokiseline L-triptofana (Slika 5.). Hidroksilacijom indolskog prstena L-triptofana i
dekarboksilacijom aminokiselinskog meduprodukta nastaje serotonin koji zatim prelazi u
melatonin djelovanjem dva enzima, serotonin N-acetiltransferaze i hidroksiindol-O-
metiltransferaze. Budu¢i da je razina aktivnosti hidroksiindol-O-metiltransferaze konstantna,
dnevna sinteza melatonina je kontrolirana aktivno$¢u N-acetiltransferaze (Katzung i sur.,
2011; Burgess Hickman i sur., 1999).

+
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Slika 5. Sinteza melatonina iz L-triptofana (Katzung i sur., 2011).

Melatonin se proizvodi i oslobada u prvom redu nocu, pa je odgovoran za regulaciju

ciklusa spavanja i budnosti. Oslobadanje se podudara s mrakom, obi¢no pocinje oko 9 uvecer
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1 traje do 4 ujutro, a smanjeno je pri danjem svjetlu. Trenutatno se melatonin koristi za
prevenciju jet lag sindroma (poremecaj ciklusa spavanja i budnosti) i lijeCenje razli¢itih
poremecaja spavanja, uklju¢ujuéi nesanicu i sindrom odgodenog spavanja. Brojne druge
funkcije melatonina takoder se istrazuju, ukljucujuéi kontracepciju, zastitu protiv endogenih
oksidansa, prevenciju starenja te lijeenje depresije, infekcije HIV-om i razli¢itih karcinoma
(Katzung i sur., 2011).

Receptori za melatonin (MTy, MT; i MT3) nalaze se u sredi$njem zivéanom sustavu, te
u pojedinim perifernim tkivima. Aktivacija MT; receptora dovodi do pospanosti, dok je
aktivacija M T, receptora odgovorna za sinkronizaciju ciklusa svjetlo-mrak s bioloskim satom
za cjelodnevni ritam. Treca vrsta receptora za melatonin, MT3 zapravo je enzim, te ima ulogu

u regulaciji intraokularnog tlaka (Katzung i sur., 2011).

Melatonin posjeduje neka nepovoljna svojstava koja ogranicavaju njegov terapijski
potencijal. Osjetljiv je na svjetlost 1 oksidaciju te ima nisku oralnu bioraspolozivost zbog
varijabilne apsorpcije i opseznog prvog prolaska kroz jetru pa se ukazuje potreba za novim

nacinima primjene i razvojem odgovarajuceg sustava za isporuku lijeka (Hafner i sur., 2009).

1.6. Poloksamer 407

Poloksamer 407 (P407) je neionski, hidrofilni ABA-tip triblok kopolimer graden od
polioksietilenskih (70 %, A) i polioksipropilenskih (30%, B) jedinica (Slika 6.). Kao
surfaktant posjeduje svojstva poput mocenja i solubilizacije, Siroko je koristen u farmaceutske

i medicinske svrhe (Bharadwaj i Blanchard, 1996).

GH;
H{O 0 O/\;|—OH
a b a

Slika 6. Kemijska struktura poloksamera 407

Poloksamer 407 stvara micele u vodenom mediju. Pove¢anjem temperature vodene

otopine poloksamera, dolazi do agregacije kopolimernih molekula u sferi¢ne micele gradene
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od dehidrirane polioksipropilenske (PPO) jezgre i vanjske ovojnice od hidriranih
polioksietilenskih (PEO) lanaca. Vodena otopina poloksamera 407 koncentracije iznad 20 %,
pokazuje jedinstveno svojstvo reverzibilnog termalnog geliranja; Transformira se iz otopine
niske viskoznosti u polucvrsti gel nakon zagrijavanja s temperature od 4°C na sobnu (25°C)

ili tjelesnu (37°C) temperaturu.

Svojstva poput reverzibilnog termalnog geliranja, sposobnosti stvaranja bistrog gela u
vodenom mediju, visokog kapaciteta solubilizacije i niske toksi¢nosti ¢ine poloksamer 407
prikladnim sredstvom za pripravu terapijskih sustava s kontroliranim oslobadanjem lijekova.
Takoder, micelarna priroda polimera u vodenom mediju pokazala se prikladnom za uklapanje

hidrofilnih i hidrofobnih lijekova (Kang i sur., 2007; Bharadwaj i Blanchard, 1996).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Mikrosfere se ve¢ dulje vrijeme intenzivno istrazuju kao terapijski sustavi za ciljanu
dostavu i kontrolirano oslobadanje lijeka. Polimerni nosa¢ omogucuje polagano, kontrolirano
I predvidljivo oslobadanje lijeka, te se stoga smanjuje ucestalost doziranja. Poveéanje
kemijske stabilnosti razli¢itih lijekova mikrokapsuliranjem nedvojbeno je dokazano (Martinac
i sur., 2005).

SuSenje rasprSivanjem koristi se kao tehnika mikrokapsuliranja koja omogucuje
stvaranje mikrocestica sastavljenih od lijeka i polimera prethodno otopljenih ili dispergiranih
u prikladnom vodenom ili organskom mediju. Priprema mikro¢estica procesom susenja
rasprSivanjem ukljucuje uklanjanje otapala uz stvaranje Cestica dobro definirane morfologije,

fizi€ko-kemijskih svojstava i profila oslobadanja uklopljenog lijeka (Diirrigl i sur., 2011).

Kitozan, jedan od prirodnih multifunkcionalnih polimera, zbog svojih jedinstvenih i
prilagodljivih bioloskih svojstava kao $to su biorazgradljivost, biokompatibilnost i
bioadhezivnost, smatra se korisnim ekscipijensom u farmaceutskoj tehnologiji. Provedena su
brojna istrazivanja s ciljem razvoja sigurnih i uc¢inkovitih kitozanskih terapijskih sustava, no
problem nedostatne stabilnosti ograni¢ava njihovu prakti¢nu primjenu. Stoga je u fazi razvoja
kitozanskog terapijskog sustava vazno razmatrati i njegovu stabilnost (Szymanska i
Winnicka, 2015).

Razvijeno je nekoliko strategija pobolj$anja stabilnosti kitozanskih terapijskih sustava,
kao Sto je dodatak stabilizacijskog sredstva tijekom procesa priprave, ionskog ili kemijskog
umrezivaca i mijeSanje s drugim hidrofilnim polimerom, no budu¢i da nema univerzalnog
nacina koji bi osigurao maksimalnu stabilnost sustava tijekom skladiStenja, neophodno je
provesti predformulacijska ispitivanja i utvrditi kako se kvaliteta kitozanskog terapijskog
sustava mijenja s vremenom pod utjecajem okolisnih ¢imbenika kao $to su relativna vlaznost i
temperatura, odnosno odrediti najprikladnije uvjete skladiStenja (Szymanska i Winnicka,
2015).

U ovom radu pripravljene su kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere s
melatoninom prethodno optimiranom metodom susenja rasprsivanjem (Duvnjak Romi¢ i sur.,
2016). Za izradu mikrosfera koriSten je kitozan molekulske mase 150 kDa i stupnja
deacetilacije 84,5 %, te poloksamer 407. Glavni cilj ovog rada bio je ispitati stabilnost
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pripravljenih mikrosfera u ovisnosti o njihovom sastavu i uvjetima skladistenja. Mikrosfere su
skladistene pri temperaturi od 4-8°C te pri temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti od 60%.
Stabilnost mikrosfera procijenjena je pracenjem srednjeg geometrijskog promjera, raspodjele
veli¢ine mikrocestica 1 povrSinskog naboja tijekom Sestomjesecnog skladistenja, te

odredivanjem sadrzaja uklopljenog lijeka nakon Sestomjese¢nog i dvogodiSnjeg skladistenja.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

U izradi ovog diplomskog rada kao djelatna tvar koristen je melatonin (Sigma-Aldrich,
Chemie GmbH, Njemacka). Za pripravu mikrosfera, kao polimeri-nosa¢i djelatne tvari
upotrebljeni su kitozan niske viskoznosti ( Mr ~150 000, stupnja deacetilacije 84,5 %, Fluka
BioChemika, SAD) i poloksamer 407 (P407) (zastiéeni naziv: Pluronic®  F127,
EO100POgsEO100. Mr~ 12 600, BASF, Njemacka).

Ostale koristene kemikalije bile su analitickog stupnja Cistoce, proizvodaca Kemika,
Hrvatska. Koncentrirana octena kiselina koriStena je za pripravu otopine kitozana. Etanol
(96%) je koriSten za pripravu otopine melatonina i poloksamera 407, a otopina NaCl (10 mM)
je koristena za suspendiranje mikrosfera prije mjerenja zeta-potencijala. U svim je pokusima

upotrebljavana prociS¢ena voda.

3.2. Metode

3.2.1. Izrada mikrosfera

Prvo je pripremljena otopina kitozana koncentracije 1% (m/V), otapanjem
odgovarajuce koli¢ine kitozana u 0,5% (V/V) vodenoj otopini octene kiseline. Otopina je,

nakon neprekidnog mije$anja na magnetskoj mijesalici tijekom 24 h, filtrirana.

Za pripravu poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s melatoninom (uzorak MCP),
pripremljena je etanolna otopina melatonina i poloksamera 407 otapanjem
0,4 g melatonina i 0,16 g poloksamera 407 u 20 ml 96% otopine etanola. Pripravljena

etanolna otopina pomijesana je s 80 g 1% (m/V) otopine kitozana na magnetskoj mjesalici.

Isti postupak ponovljen je i za pripravu kitozanskih mikrosfera s melatoninom (uzorak

MC), uz izostavljanje poloksamera 407.

Prazne mikrosfere (uzorci CP i C) pripremljene su slijede¢i opisanu proceduru, uz

izostavljanje lijeka iz postupka.

Mikrosfere su pripravljene metodom suSenja rasprSivanjem u struji vruceg zraka
koriStenjem laboratorijskog uredaja za rasprSivanje (Mini Spray Dryer Biichi 190, Flawil,

Svicarska) i pri sljede¢im procesnim parametrima: temperaturi ulaznog zraka od 145°C,
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protoku zraka od 700 NIh™ | brzini protoka uzorka od 2,59 mimin™. Koristena je standardna
sapnica promjera 0,7 mm. Detaljan sastav pripremljenih otopina za rasprSivanje, odnosno

odgovarajucih uzoraka mikrosfera prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav otopina za rasprsivanje, odnosno odgovarajucih uzoraka mikrosfera.

UZORAK
MCP MC o C
Melatonin / g 0,4 0,4 / /
P407 / g 0,16 / 0,16 /
Etanol (96%) / ml 20 20 20 20
Otopina kitozana (1%) /g 80 80 80 80

3.2.2. Odredivanje iskoriStenja, uspjeSnosti uklapanja lijeka i sadrzaja

lijeka

IskoriStenje procesa (I; %) izraCunato je kao omjer mase mikrosfera i ukupne mase

suhe tvari u otopini susenoj raspr$ivanjem pomnozen sa 100 :

masa mikrosfera
masa suhe tvari u otopini

| (%) = 100 (1)

Sadrzaj melatonina u mikrosferama odreden je teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Prije mjerenja,
odgovarajuca koli¢ina mikrosfera dispergirana je u 1 M HCI. Disperzija je nakon soniciranja i
filtriranja (0.45 pm) razrijedena smjesom etanola (96%) i proc¢is¢ene vode u omjeru 1:4.
Kromatografska analiza provedena je pomocu uredaja Agilent 1100 Series (Agilent
Technologies, Njemacka), pri valnoj duljini od 224 nm. Mobilna se faza sastojala od vode
kromatografskog stupnja Cistoce i acetonitrila u volumnom omjeru 52:48. Protok mobilne
faze bio je 1 ml/min. Temperatura kolone (Kinetex C18, 50 x 4,6 mm?, veli¢ina &estica 5 mm,
Phenomenex, SAD) s pripadnim filterom (KrudKatcher Ultra HPLC, 0,5 pm Depth Filter x
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0,004 in., Phenomenex, SAD) bila je 30°C. Volumen injektiranja bio je 10 ul. Izokratno

eluiranje trajalo je 1 min (Duvnjak Romic¢ i sur., 2016).

Uspjesnost uklapanja (UU; %) melatonina u mikrosfere definirana je omjerom mase

lijeka u mikrosferama i mase lijeka uporabljenog u pripravi mikrosfera:

UU (%) = stvarna masa lijeka u mikrosferama % 100 2)

teorijska masa lijeka u mikrosferama

Sadrzaj lijeka (SL; %) u mikrosferama izrazen je kao postotni udio lijeka u

mikrosferama (m/m), te se racuna prema sljedecoj jednadzbi:

stvarni sadriaj lijeka

SL(%) = x 100 3)

ispitivana kolicina mikrosfera

3.2.3. Odredivanje zeta-potencijala mikrosfera

Zeta-potencijal odreden je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (engl. photon
correlation spectroscopy, PCS) na uredaju Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Velika
Britanija). U sustavu za mjerenje elektroforetske pokretljivosti Cestica upotrebljen je
10 mW He-Ne laser. Zeta-potencijal mikrosfera odreden je nakon suspendiranja mikrosfera u

10 mM otopini NaCl. Mjerenja su provodena pri temperaturi 25°C.

3.2.4. Odredivanje veli¢ine i raspodjele veli¢ina mikrosfera

Veli¢ina Cestica 1 raspodjela veliCine Cestica odredena je mikroskopskom analizom
slike (engl. Image analysis) pomoc¢u mikroskopa (Olympus BH-2, SAD) opremljenog
kamerom (CCD kamera ICD-42-E, lkegami Tsushinki Co., Japan). Digitalizirana slika je
analizirana kompjuterskim sustavom za analizu slike (Optomax V, Velika Britanija). Uzorci
naneseni u vrlo tankom jednoliénom sloju na predmetno stakalce promatrani su pod
mikroskopom uz povecanje od 200 puta. Izmjereno je najmanje 1500 Cestica po uzorku te su

iz dobivenih raspodjela veli¢ina izracunati srednji geometrijski promjeri.
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3.2.5. Ispitivanje stabilnosti

Nakon suSenja rasprSivanjem, uzorci su Cuvani u dobro zatvorenim plasticnim
spremnicima pri temperaturi od 4-8 °C te pri temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti od
60% u razdoblju od dvije godine. U odredenim vremenskim to¢kama (odmah nakon pripreme
— dan 1 i nakon jednog, dva, tri i Sest mjeseci skladiStenja) provedena je karakterizacija
mikrosfera s obzirom na srednji geometrijski promjer, raspodjelu veli¢ina Cestica i zeta-
potencijal, dok je sadrzaj uklopljenog lijeka odreden nakon Sestomjese¢nog i dvogodisnjeg

skladistenja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava mikrosfera

Kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere s melatoninom uspje$no su
pripremljene tehnikom susenja rasprSivanjem. SuSenje rasprSivanjem je mehanicki postupak
transformacije tekuceg uzorka (otopine, emulzije, suspenzije) u ¢vrsti oblik rasprSivanjem u
zagrijanom, plinovitom mediju za suSenje. Postupak je jednostavan, brz, reproducibilan te ga

je lako prilagoditi industrijskoj proizvodnji (Call i Sollohub, 2010).

Na formiranje mikrocestica i njihova fizi¢ko-kemijska svojstva utje¢u i procesni i
formulacijski parametri. Procesni parametri uklju¢uju ulaznu i izlaznu temperaturu te brzinu
protoka zagrijanog zraka, brzinu protoka uzorka i tlak na sapnici (protok komprimiranog
zraka kroz sapnicu). Formulacijski parametri odnose se na tip rasprSivanog uzorka (otopina,
emulzija, suspenzija), vrstu otapala, koncentraciju lijeka i polimera te viskoznost rasprsivanog
uzorka. Proces suSenja rasprSivanjem vodi se pri definiranoj ulaznoj temperaturi i brzini
protoka zagrijanog zraka, te definiranoj brzini protoka uzorka i komprimiranog zraka kroz
sapnicu. lzlazna temperatura zagrijanog zraka jednako kao i veli¢ina kapljica, iskoriStenje
samog postupka 1 fizicko-kemijska svojstva formiranih mikrocestica (veli¢ina Cestica, sadrzaj
vlage u uzorku, higroskopnost), ovise o medudjelovanju navedenih procesnih i formulacijskih
parametara (Call i Sollohub, 2010). Stoga je proces suSenja vazno optimirati uzimavsi u obzir

meduovisnost kriticnih parametara, kako bi svojstva produkta bila zadovoljavajuca.

Dosadasnja istrazivanja kitozanskih i poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s
melatoninom donose neke spoznaje o povezanosti procesnih i formulacijskih parametara i
obiljezja mikrosfera; Ulazna temperatura, brzina protoka zagrijanog zraka, udio poloksamera
407 1 koncentracija kitozana znacajno utjeCu na iskoriStenje procesa. Povecanje ulazne
temperature i brzine protoka zraka rezultira smanjenjem iskoristenja. Nasuprot tome, bolje
iskoriStenje postize se dodatkom poloksamera 407 1 uz veéu koncentraciju kitozana. Zeta-
potencijal takoder je ovisan o ulaznoj temperaturi i udjelu poloksamera 407. Povecanje ulazne
temperature i dodatak poloksamera 407 smanjuje povrSinski naboj mikrosfera, a najveci
ucinak na vrijednosti zeta-potencijala pokazuje koncentracija kitozana. Nadalje, povecanje
ulazne temperature te koncentracije kitozana 1 melatonina uzrokuje smanjenje sadrzaja vlage,

dok povecan protok zraka rezultira pove¢anjem sadrzaja vlage. Pokazano je da procesni i
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fomulacijski parametri nemaju bitnog utjecaja na veli¢inu Cestica (Duvnjak Romi¢ i sur.,
2016).

Uspjesna priprava mikrosfera s melatoninom suSenjem rasprsivanjem podrazumijeva
konacan suhi produkt niskog sadrzaja vlage, bez tendencije aglomeracije, pozitivhog
povrsinskog naboja mikrosfera te zadovoljavajuce iskoriStenje procesa. Optimalni uvjeti
priprave  kitozanskih i poloksamersko-kitozanskih mikrosfera obuhvacaju susenje
rasprSivanjem vodeno-etanolne otopine sastavnica u kojoj je kitozan prisutan u koncentraciji
od 8 g/l (dajuéi veée vrijednosti zeta-potencijala i nizi sadrzaj vlage), i U masenom omjeru
prema melatoninu od 2/1 (dajuéi nizi sadrzaj vlage) pri ulaznoj temperaturi od 145°C (dajuci
vece iskoriStenje 1 vrijednosti zeta potencijala) i protoku zraka od 2,59 ml/min (dajuci vece
vrijednosti iskoritenja i1 nizi sadrzaj vlage) (Duvnjak Romi¢ i sur., 2016). Uvjeti priprave
mikrosfera koristeni u ovome radu odgovaraju optimalnim uvjetima odredenim u istrazivanju

Duvnjak Romi¢ i suradnika (2016) i prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Procesni i formulacijski parametri koristeni u pripravi mikrosfera

Parametar

1 — Koncentracija kitozana 8 g/l

2 — Omjer kitozana i melatonina (m/m) 2/1

3 — Omijer kitozana i P407 (m/m) 5/1

4 — Ulazna temperatura 145°C

5 — Protok zraka 2,59 ml/min

U ovom radu pri pripravi mikrosfera koriSten je kitozan niske viskoznosti, molekulske
mase 150 000 Da i stupnja deacetilacije 84,5 %. Kitozanske mikrosfere s melatoninom
oznacene su kao MC, dok su poloksamersko-kitozanske mikrosfere s melatoninom oznacene
kao MCP. Usporedbe radi, pripremljene su i prazne kitozanske i poloksamersko-kitozanske

mikrosfere oznacene kao C 1 CP.
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4.2. Iskoristenje procesa i uspjesnost uklapanja lijeka

Iskoristenja procesa priprave kitozanskih i poloksamersko-kitozanskih mikrosfera sa i

bez melatonina, kao i uspjesnost uklapanja lijeka, prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Iskoristenje procesa susenja rasprsivanjem i uspjesnost uklapanja melatonina u

kitozanske (MC) i poloksamersko-kitozanske mikrosfere (MCP).

Uzorak IskoriStenje (%) Uspjesnost uklapanja
(% £ SD)

C 59,4 /

CP 45,9 /

MC 39,4 99,5+0,9

MCP 44,2 100,1 +1,2

IskoriStenje procesa susenja rasprSivanjem kretalo se izmedu 39 i 59 %. Relativno
visoki prinos rezultat je prilagodbe tehnoloskih parametara u preliminarnim studijama susenja
(Duvnjak Romi¢ i sur., 2016). Sli¢na iskoriStenja priprave kitozanskih mikrosfera suSenjem
rasprSivanjem prethodno su objavljena u literaturi (Martinac i sur., 2005; Giuanchedi i sur.,
2002). Iskoristenje ovisi tehnickim karakteristikama koriStene aparature, ali i 0 u¢inkovitosti
sakupljanja suhog produkta. OpaZen gubitak Cestica tijekom procesa susenja raspr$ivanjem
posljedica je prianjanja i zaostajanja Cestica na stijenkama rasprSivaca. Nadalje, dobivene
vrijednosti iskoriStenja se mogu pripisati 1 maloj ukupnoj masi polimera 1 lijeka u
uporabljenim otopinama za rasprSivanje te gubitku najlaksih 1 najmanjih Cestica kroz izlazni
otvor ciklona (Pavanetto i sur., 1992; Giuanchedi i sur., 2002; Martinac i sur., 2005). Gubitak
najlaksih 1 najmanjih ¢estica moguce je sprijeciti primjenom ciklona sa suZenim promjerom te
uzim izlaznim otvorom koji moze odvajati Cestice manje od 0,44 um, umjesto primjene

standardnog ciklona koji odvaja Cestice vece od 1,43um (Maury i sur., 2005).

Uspjesnost uklapanja melatonina u kitozanske (MC) i poloksamersko-kitozanske
mikrosfere (MCP) iznosila je redom 99,5 = 0,9 % i 100,1 £+ 1,2 %. Dobivene vrijednosti su
o¢ekivane 1 ukazuju na uspjesno uklapanje lijeka u oba sustava bez gubitka djelatne tvari

tijekom procesa susenja rasprSivanjem (Duvnjak Romi¢ i sur., 2016).
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4.3. Stabilnost mikrosfera

U ovom radu ispitivan je utjecaj temperature i relativne vlaznosti na stabilnost
kitozanskih 1 poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s melatoninom; srednji geometrijski
promjer, raspodjela veliine i zeta-potencijal mikrosfera praceni su tijekom Sestomjese¢nog
skladiStenja, dok je sadrzaj uklopljenog lijeka odreden nakon Sestomjesec¢nog i dvogodisnjeg
skladistenja. Cilj je utvrditi kako se kvaliteta razvijenih terapijskih sustava mijenja s
vremenom pod utjecajem okolisnih ¢imbenika i u ovisnosti o sastavu mikrosfera, odnosno
odrediti prikladne uvjete njihovog skladiStenja. Dodatno su karakterizirane i odgovarajuce

mikrosfere bez uklopljenog lijeka.

4.3.1. Veli¢ina i raspodjela veli¢ina mikrosfera

Poznavanje veli¢ine Cestica ishodnih sirovina i gotovih pripravaka vrlo je vazno za
oblikovanje, skladistenje, stabilnost i terapijski uc¢inak lijeka (JalSenjak i sur., 1998).
Uz nekoliko iznimaka, mikrosfere pripremljene metodom susenja rasprsivanjem su sferi¢nog
oblika i njihova veli¢ina moze biti opisana geometrijskim promjerom. Geometrijski promjer
je vazan parametar koji utjeCe na sile kojima Cestice podlijeZzu tokom teenja i na pakiranje
Zestica tijekom formiranja praska. Cesto se koristi kao referentna vrijednost jer je direktno

mjerljiv ultramikroskopskim tehnikama (Vehring, 2008).

Veli¢ina mikrosfera odredena je mikroskopskom analizom slike (engl. Image analysis)
i kompjuterskom obradom slike (Optomax V, Cambridge). Srednji geometrijski promijeri
mikrosfera odmah po pripravi i tijekom Sestomjese¢nog skladiStenja pri razli¢itim uvjetima

prikazani su na Slici 7. i 8.

Mikrosfere pripravljene metodom suSenja rasprsivanjem odgovarajuce su veli€ine i u
skladu su s prethodno ostvarenim rezultatima za iste sustave (Duvnjak Romi¢ i sur., 2016).
Srednji geometrijski promjeri kitozanskih mikrosfera s melatoninom (MC) i praznih
kitozanskih mikrosfera (C) iznosili su redom 2,6 um i 2,5 um. Srednji geometrijski promjer
poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s melatoninom (MCP) iznosio je 2,7 pum, dok je
srednji promjer praznih mikrosfera (CP) iznosio 2,8 pum. OpaZene razlike u srednjim
geometrijskim promjerima nisu znacajne 1 nemaju ucinak na svojstva mikrosfera (Duvnjak

Romi¢ 1 sur., 2016).
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Slika 7. Srednji geometrijski promjer kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP)
mikrosfera s melatoninom i praznih mikrosfera (C,CP) odmah po pripravi i tijekom
Sestomjesecnog skladistenja pri temperaturi od 4 - 8§°C. Prikazane su srednje vrijednosti;

standardna devijacija <0,2 (n=3)
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Slika 8. Srednji geometrijski promjer kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP)
mikrosfera s melatoninom i praznih mikrosfera (C, CP) odmah po pripravi i tijekom
Sestomjesecnog skladistenja pri temperaturi od 25°C i relativnoj viaznosti od 60%. Prikazane

su srednje vrijednosti; standardna devijacija <0,2 (n=3)
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Raspodjela veli¢ina mikrosfera odmah po pripravi prikazana je na Slici 9. Tijekom
Sestomjesecnog skladiStenja, raspodjela veli¢ina za sve uzorke odgovarala je pocetnim

izmjerenim vrijednostima (podaci nisu prikazani).

Analiza ukazuje da su sve pripravljene mikrosfere imale ujednacenu i relativno usku
raspodjelu veli¢ina Cestica s oko 90% mikrosfera promjera manjeg od 5 um. Takoder je
vidljivo da je 56 % kitozanskih (uzorak C), 57 % poloksamersko-kitozanskih (uzorak PC)
odnosno 62 % kitozanskih i poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s melatoninom (uzorci
MC i MCP) promjera manjeg od 2 pm. Mala veli¢ina mikrosfera moze se pripisati relativno
niskoj viskoznosti otopine za rasprSivanje (niskih koncentracija otopljenih tvari) i visokom

tlaku rasprsivanja otopine.
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10,0 ®UZORAK MCP

50 -

0,0 -
0-1 1-2 23 34 45 56 6-7 7-8 89 09-10

Razred veli¢ina (um)

Slika 9. Raspodjela velicina kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP) mikrosfera

s melatoninom i praznih mikrosfera (C, CP)

Zakljuéno, nakon Sestomjesecnog skladiStenja uzoraka u zatvorenim spremnicima pri
temperaturi od 4-8 °C te pri temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti 60%, opazeno je da se
veli¢ina 1 raspodjela veli¢ina mikrosfera nije znacajno promijenila te je bila prihvatljiva za sve
uzorke Sto ukazuje da vrijeme i uvjeti uskladiStenja nisu utjecali na navedena svojstva

mikrosfera.
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4.3.2. Zeta — potencijal mikrosfera

Zeta-potencijal mikrosfera odreden je fotonskom Kkorelacijskom spektroskopijom
(engl. photon correlation spectroscopy, PCS) nakon suspendiranja mikrosfera u
10 mM otopini NaCl. Zeta-potencijal je vazna mjera interakcije mikrosfera s negativno
nabijenim povrS§inama, a pracenje stabilnosti zeta-potencijala omogucuje uocavanje promjena

povrsinskih svojstava Cestica.
Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Zeta-potencijal kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP) mikrosfera s

melatoninom i praznih mikrosfera (C, CP). Prikazane su srednje vrijednosti £ SD (n=3).

Uzorak Zeta-potencijal (mV)
C 33,7+ 1,0
CP 229+ 1,1
MC 33,6 1,2
MCP 29,0+ 2,0

Vrijednosti zeta-potencijala su pozitivne za sve pripravljene mikrosfere (krecu se
izmedu 22,9 i 33,6 mV) §to ukazuje na prisutnost kitozana na njihovoj povrsini. Slobodne
amino skupine kitozana odgovorne su za pozitivan zeta-potencijal (Martinac i sur., 2005) i
zasluzne za mukoadhezivna svojstva kitozana Sto je rezultat ionskih interakcija izmedu
pozitivno nabijenih amino skupina polimera i negativno nabijene sijalinske kiseline i sulfatnih
ostataka glikoproteina mucina (Kassem i sur., 2014). Vrijednosti zeta-potencijala
pripravljenih kitozanskih i poloksamersko-kitozanskih mikrosfera odgovaraju prethodno

objavljenim vrijednostima (Duvnjak Romi¢ i sur., 2016).

Najve¢u vrijednost zeta-potencijala pokazuju prazne kitozanske mikrosfere
(33,7 = 1,0 mV) 1 kitozanske mikrosfere s melatoninom (33,6 + 1,2 mV). Ocekivano, dodatak
poloksamera 407 u otopine za rasprSivanje smanjuje povrSinski naboj mikrosfera (Duvnjak
Romi¢ i sur., 2016; Huang i sur., 2003). Tako je zeta-potencijal praznih poloksamersko-
kitozanskih mikrosfera iznosio 22,9 + 1,1 mV, dok je zeta-potencijal poloksamersko-

kitozanskih mikrosfera s melatoninom iznosio 29,0 + 2,0 mV. Opisano smanjenje vrijednosti
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zeta-potencijala ukazuje na prisutnost neutralnog poloksamera 407 na povrsini mikrosfera
(Duvnjak Romic 1 sur., 2016).

Martinac i sur. (2005) objavili su utjecaj uklopljenog lijeka na zeta-potencijal
mikrosfera. Opazeno je smanjenje zeta-potencijala s poveéanjem sadrzaja lijeka u sustavu, ali
takvi rezultati nisu dobiveni u ovome istrazivanju. Iz usporedbe odgovaraju¢ih praznih
mikrosfera 1 mikrosfera s melatoninom, mozemo zakljuciti da melatonin uklopljen u
kitozanske mikrosfere nije imao utjecaj na zeta-potencijal, dok je uklapanje melatonina u

poloksamersko-kitozanske mikrosfere rezultiralo poveé¢anjem zeta-potencijala Cestica.

Zeta-potencijal mikrosfera nije se znacajnije mijenjao tijekom Sestomjesecnog
skladiStenja pri temperaturi od 4-8 °C (Slika 10.), dok je u slu¢aju mikrosfera skladistenih pri
temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti od 60% zapazeno blago smanjenje povrsinskog

naboja kitozanskih mikrosfera (C i MC; Slika 11.).
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Slika 10. Zeta-potencijal kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP) mikrosfera s

melatoninom i praznih mikrosfera (C, CP) odmah po pripravi i tijekom Sestomjesecnog

skladistenja pri temperaturi od 4 - 8°C (srednje vrijednosti = SD).
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Slika 11. Zeta potencijal kitozanskih (MC) i poloksamersko-kitozanskih (MCP) mikrosfera s

melatoninom i praznih mikrosfera (C, CP) odmah po pripravi i tijekom Sestomjesecnog

skladistenja pri temperaturi od 25°C i relativnoj viaznosti od 60% (Srednje vrijednosti + SD).

4.3.3. Sadrzaj lijeka

Sadrzaj lijeka odreden je kao postotni udio (m/m %) melatonina u ispitivanoj koli¢ini
mikrosfera. Nakon Sestomjese¢nog skladiStenja, nije zabiljezena promjena sadrzaja
uklopljenog melatonina u mikrosferama, neovisno o njihovom sastavu i uvjetima skladistenja.
Tablica 5. prikazuje uspjesnost uklapanja odnosno sadrzaj melatonina u mikrosferama nakon
dvogodis$njeg skladistenja u usporedbi sa sadrZzajem melatonina u mikrosferama odmah po
pripravi. Iz prikazanih rezultata razvidno je da je stabilnost mikrosfera s obzirom na sadrzaj
lijeka ovisila 0 njihovom sastavu, ali ne i o uvjetima skladi$tenja. Naime, sadrzaj lijeka u
mikrosferama istog sastava skladi$tenim pri razli¢itim uvjetima (4-8°C vs 25°C/60% RH) nije
se znacajnije razlikovao. S druge strane, u slucaju kitozanskih mikrosfera zabiljezen je blagi
pad u sadrzaju melatonina nakon dvogodis$njeg skladistenja, dok su nakon istog razdoblja
poloksamersko-kitozanske mikrosfere sadrzavale jednaku koli¢inu melatonina kao i odmah
nakon priprave, neovisno o uvjetima skladistenja (Tablica 5.). Iz toga se moze zakljuciti da je
dodatak poloksamera poboljSao stabilnost pripravljenih mikrosfera s obzirom na sadrzaj
uklopljenog lijeka. Pozitivan utjecaj poloksamera na stabilnost kitozanskih terapijskih sustava

veé je zabiljeZen u literaturi (Szymanska i Winnicka, 2015).
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Tablica 5. Uspjesnost uklapanja (UU) i

Sadrzaj lijeka (SL) kitozanskih (MC)

poloksamersko-kitozanskin (MCP) mikrosfera s melatoninom odmah po pripravi i nakon

dvogodisnjeg skladistenja pri temperaturi od 4-8°C i pri temperaturi od 25°C i relativnoj
viaznosti (RH) od 60% (srednje vrijednosti + SD; n=3).

pri 25°C/60% RH

MC MCP

UU (%) SL (%) UU (%) SL (%)
Odmah po pripravi 100,1+1,2 | 33,2+0,2 99,54+0,9 29,4412
Nakon 2 godine skladistenja | 93,4+0,4 31,8+0,1 97,1+1,1 28,8+0,2
pri 4-8°C
Nakon 2 godine skladiStenja | 91,2+1,1 31,3+0,3 97,4+0,7 28,9+0,2

Zakljuéno, rezultati provedenog ispitivanja upucuju na vecu stabilnost poloksamersko-

kitozanskih mikrosfera s melatoninom u odnosu na kitozanske mikrosfere s uklopljenim istim

lijekom, te potvrduju svrsishodnost dodatka poloksamera u kitozanske terapijske sustave s

ciljem optimiranja njihovih fizicko-kemijskih svojstava.
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5. ZAKLJUCCI

e Kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere s melatoninom uspje$no su
pripremljene tehnikom susenja raspr$ivanjem uz iskoristenje procesa od 39 do 59%.

e Oba tipa mikrosfera karakterizirana su velikom uspjesnos¢u uklapanja melatonina,
relativno uskom raspodjelom veli¢ina Cestica s oko 90% mikrosfera promjera manjeg
od 5 pum, te pozitivnim zeta-potencijalom.

e Pripravljene kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere imale su
zadovoljavajuéi sadrzaj melatonina od 33,2 £ 0,2 %, odnosno 29,4 + 1,2 %.

e Poloksamersko-kitozanske mikrosfere s melatoninom zadrzale su fizicka svojstva
tijekom Sestomjesecnog skladistenja pri temperaturi od 4-8°C kao i pri temperaturi od
25°C i relativnoj vlaznosti od 60%.

e Kitozanske mikrosfere s melatoninom zadrzale su fizicka svojstva tijekom
Sestomjesecnog skladistenja pri temperaturi od 4-8°C dok je pri temperaturi od 25°C i
relativnoj vlaznosti od 60% uocen blagi pad zeta-potencijala mikrosfera.

e Stabilnost mikrosfera s obzirom na sadrzaj lijeka ovisila je o sastavu mikrosfera, ali ne
i o uvjetima cuvanja. Sadrzaj uklopljenog lijeka u poloksamersko-kitozanske
mikrosfere ostao je o€uvan i nakon Sestomjesecnog i nakon dvogodiS$njeg skladiStenja
pri temperaturi od 4-8°C te pri temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti od 60%, dok
je u slucaju kitozanskih mikrosfera zabiljeZen blagi pad u sadrZaju lijeka nakon
dvogodis$njeg skladistenja pri istim uvjetima.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Mikrosfere temeljene na kitozanu intenzivno se istrazuju kao mukoadhezivni terapijski
sustavi  kontroliranog oslobadanja lijeka. Cesto se pripravljaju tehnikom suienja
rasprsivanjem, koja omogucuje pripremu mikrocestica zeljenih fizicko-kemijskih svojstava.
Stabilnost mikrocestica uvjetovana je svojstvima djelatne i pomo¢nih tvari iz kojih su
gradene, ali i samim procesom formiranja Cestica tijekom suSenja rasprSivanjem, Sto je

potrebno uzeti u obzir pri razvoju stabilnog produkta.

U ovom radu pripravljene su kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere s
melatoninom prethodno optimiranom metodom susenja rasprSivanjem. Glavni cilj ovog rada
bio je ispitati stabilnost pripravljenih mikrosfera u ovisnosti o0 njihovom sastavu i uvjetima
skladistenja. Mikrosfere su skladiStene pri temperaturi od 4-8°C te pri temperaturi od 25°C i
relativnoj vlaznosti od 60%. Stabilnost mikrosfera procijenjena je pracenjem Srednjeg
geometrijskog promjera, raspodjele veli¢ine i povrSinskog naboja tijekom Sestomjesecnog
skladistenja, dok je sadrzaj uklopljenog lijeka odreden nakon Sestomjesec¢nog i dvogodis$njeg
skladisStenja. Mikrosfere su karakterizirane prosje¢nom veli¢inom ¢estica od 2,5 do 2,8 pum,
zeta-potencijalom od 29 do 34 mV, te velikom uspjesnosc¢u uklapanja melatonina (> 99,5 %).
Pripravljene kitozanske i poloksamersko-kitozanske mikrosfere imale su zadovoljavajuéi
sadrzaj melatonina od 33,2 £ 0,2 %, odnosno 29,4 + 1,2 %. Kitozanske mikrosfere s
melatoninom zadrzale su fizi¢ka svojstva tijekom SestomjeseCnog skladiStenja pri temperaturi
od 4-8°C dok je pri temperaturi od 25°C i relativnoj vlaznosti od 60% uocen blagi pad zeta-
potencijala. Poloksamersko-kitozanske mikrosfere s melatoninom zadrzale su fizicka svojstva
tijekom Sestomjese¢nog skladiStenja neovisno o uvjetima skladistenja. Stabilnost mikrosfera s
obzirom na sadrzaj lijeka ovisila je o sastavu mikrosfera, ali ne 1 o uvjetima ¢uvanja. Sadrzaj
uklopljenog lijeka u poloksamersko-kitozanske mikrosfere ostao je ocuvan i1 nakon
Sestomjesecnog i nakon dvogodisnjeg skladiStenja pri temperaturi od 4-8°C te pri temperaturi
od 25°C i relativnoj vlaznosti od 60%, dok je u slucaju kitozanskih mikrosfera zabiljezen
blagi pad u sadrzaju lijeka nakon dvogodiSnjeg skladiStenja pri istim uvjetima. Rezultati
provedenog ispitivanja upucuju na vecu stabilnost poloksamersko-kitozanskih mikrosfera s

melatoninom u odnosu na kitozanske mikrosfere s istim lijekom.
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Chitosan-based microspheres have been extensively studied as mucoadhesive and
controlled release drug delivery systems. One of the mostly used methods for their
preparation is the spray-drying method, which allows for the creation of microparticles of
desired physical-chemical properties. The stability of microparticles not only depends on the
properties of the active pharmaceutical ingredient and excipients as microparticle constituents,
but also on the particle-forming process during the spray drying, which should be taken into

consideration when developing a stable product.

In this study, melatonin-loaded chitosan and poloxamer/chitosan microspheres were
prepared using the previously optimised spray-drying method. The aim of this study was to
test the stability of the prepared microspheres in relation to their composition and storage
conditions. Microspheres were stored at the temperature of 4-8°C, and at the temperature of
25°C and relative humidity of 60%. The stability of microspheres was evaluated by
monitoring the microsphere mean geometric diameter, size distribution and surface charge
over six-month period and determining the content of the drug entrapped after 6-month and 2-
year period of storage. Microspheres were characterised by mean diameter ranging between
2.5 and 2.8 pm, zeta-potential ranging between 29 and 34mV and high melatonin entrapment
efficiency (> 99.5 %). The drug content in the chitosan and poloxamer/chitosan microspheres
prepared was 33.2 £ 0.2% and 29.4 + 1.2%, respectively. Melatonin-loaded chitosan
microspheres preserved their physical properties during the six-month storage at the
temperature of 4-8°C, while a mild decrease in zeta-potential was observed at a temperature
of 25°C and the relative humidity of 60%. Melatonin-loaded poloxamer/chitosan
microspheres preserved their physical properties during the six-month storage regardless of
the storage conditions. Microsphere stability in terms of drug content depended on
microsphere composition rather than storage conditions. Drug content in poloxamer/chitosan
microspheres remained unchanged after 6-months and 2-years of storage at temperature of 4-
8°C as well as at temperature of 25°C and relative humidity of 60%, while in case of chitosan
microspheres, a slight decrease in drug content was observed after 2 years of storage at the
same conditions. The results obtained within this investigation revealed higher stability of
melatonin-loaded poloxamer/chitosan microspheres in relation to chitosan microspheres with

the same drug entrapped.
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