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FUNKCIONALNOST HITOZANA U FORMULACHI ALGINAT-
HITOZAN MIKROCESTICA KAO NOSACA ZA NESTEROIDNE
ANTIINFLAMATORNE LEKOVE

REZIME

Prednosti mikrocestica u odnosu na konvencionalne nosace lekovitih supstanci ogledaju
se U sfericnom obliku, velikom odnosu povrSine i volumena, mikrometarskim
dimenzijama, raznovrsnosti materijala za njihovu izradu i postupaka
mikroinkapsulacije. Poseban znacaj imaju mikrocestice izradene od prirodnih,
biodegradabilnih i biokompatibilnih polimera, poput alginata, koji formiraju gelove u
prisustvu  Ca?* jona. Medutim, poroznost Ca-alginatnih hidrogel mikrodestica i
osetljivost na prisustvo sekvestriraju¢ih jona moze uzrokovati brzo otpustanje
inkapsulirane lekovite supstance. Ove nedostatke je moguce prevaziéi tretiranjem Ca-
alginatnih gelova sa katjonskim polimerima, poput hitozana, koji sa alginatima obrazuju

pH osetljive polielektrolitne komplekse.

U predstavljenom radu izvrSena je fizickohemijska, farmaceutsko-tehnoloska i
biofarmaceutska karakterizacija Ca-alginatnih mikroCestica izradenih metodom
eksternog geliranja i tretiranih hitozanima razli¢itih molekulskih masa, u cilju
poboljsanja karakteristika konvencionalnih Ca-alginatnih mikrocestica. Posebna paZnja
usmerena je ka ispitivanju uticaja molekulske mase hitozana na njihovu funkcionalnost
u formulaciji alginat-hitozan mikrocestica kao nosaca za nesteroidne antiinflamatorne

lekove.

U prvoj fazi koriséeni su hitozani velike molekulske mase (50 — 375 kDa).
Rezultati  karakterizacije ~ mikroCestica ~ podvrgnuti  su  analizi  primenom
eksperimentalnog dizajna, kako bi se doslo do zakljuaka o uticaju molekulske mase
hitozana i drugih formulacionih faktora na karakteristike mikroc¢estica, kao i njihovih
medusobnih interakcija. Primenom hitozana velikih molekulskih masa izradene su
mikroCestice blago deformisanog sfericnog oblika, mikrometarskih dimenzija, sa
relativno visokom efikasnosc¢u inkapsulacije (> 75 %) i profilima oslobadanja koji se

odlikuju zanemarljivim oslobadanjem naproksena u kiseloj sredini. Medutim, rezultati



ove faze su otkrili da primenu hitozana velike molekulske mase otezavaju izrazen
viskozitet njihovih vodenih rastvora i duzina lanaca koji ograni¢avaju njihovo vezivanje

na povrsinu Ca-alginatne mikrocestica.

U drugoj fazi Ca-alginatne mikroc¢estice su inkubirane u neviskoznim rastvorima
oligohitozana molekulske mase 2 — 3 kDa. Mikroskopska analiza je potvrdila
sposobnost ovog oligomera da zahvaljuju¢i malim dimenzijama prodire u jezgro
mikrocestica, a ninhidrinskom reakcijom je pokazano da se oligohitozan vezuje za
alginat znatno intenzivnije u odnosu na hitozane velike molekulske mase. Izradene
mikroCestice su imale blago deformisan sferi¢an oblik, mikrometarske dimenzije, a
postignute su visoke efikasnosti inkapsulacije (> 78 %). Potvrdena je pH osetljivost
kompleksa alginat-oligohitozan, koja omogucava usporeno oslobadanje inkapsuliranog
naproksena u slabo baznoj sredini. Pokazano je da primena oligohitozana omogucava
pojednostavljenje i skracenje postupka inkapsulacije bez znacajnijeg uticaja na njihove

fizikohemijske i farmaceutsko-tehnoloske karakteristike.

U trecoj fazi rada potvrdena je moguénost istovremene interakcije oligohitozana
sa dva anjonska polimera: alginatom i Eudragit®-om L 100-55. Tretiranje alginat-
oligohitozan mikrocCestica Eudragit®-0m L 100-55 nije znacajnije uticalo na morfoloske
karakteristike, efikasnost inkapsulacije i sadrzaj naproksena u mikrocesticama, a
pokazalo se da polielektrolitni kompleks oligohitozan-Eudragit® L 100-55 pruza
efikasnu zastitu mikroCesticama u kiseloj sredini, §to je od kljunog znacaja za
postizanje usporenog oslobadanja naproksena nakon izmene medijuma pracene

porastom pH vrednosti.

Kljuéne reci: hitozan, oligosaharidni hitozan, natrijum-alginat, polielektrolitni
kompleks, mikrocestice, naproksen, nesteroidni antiinflamatorni lekovi, produzeno
oslobadanje, pH osetljivost, ekperimentalni dizajn
Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija
UDK broj: 615.015.4 : 615.276 (043.3)

615.011 : 658.512.2,7.05 (043.3)



FUNCTIONALITY OF CHITOSANS IN FORMULATION OF
ALGINATE-CHITOSAN MICROPARTICLES AS DRUG CARRIERS
FOR NONSTEROIDAL ANTIINFLAMMATORY DRUGS

ABSTRACT

In comparison with conventional drug delivery systems microparticles offer several
advantages such as: micrometric dimensions, spherical shape and great surface to
volume ratio. Furthermore, numerous materials and different encapsulation techniques
can be used to obtain microparticles with desired characteristics. There is growing
interest for microparticles consisted of natural, biodegradable and biocompatible
polymers such as alginates, which can form gels in presence of Ca®* ions. However, Ca-
alginate hydrogels are porous and sensitive on presence of sequestering agents, which
can cause fast release of encapsulated drug. In order to overcome these limitations Ca-

alginate microparticles can be treated with cationic polymers such as chitosan.

In the presented work alginate-chitosan microparticles were prepared by
ionotropic gelation followed by polyelectrolyte complexation and subjected to detail
physicochemical, biopharmaceutical and pharmaceutical characterization with the aim
to investigate the ability of chitosan to improve characteristics of conventional Ca-
alginate microparticles. The special interest was to assess the influence of chitosan
molecular weight on chitosan functionality in formulation of alginate-chitosan

microparticles as drug delivery systems for NSAILSs.

In the first phase Ca-alginate microparticles were treated with high molecular
weight chitosans (50 — 375 kDa). Experimental design analysis was used to investigate
the effect of chitosan molecular weight, other formulation factors and their interactions
on microparticles properties. Obtained particles exhibited micrometric size, slightly
deformed spherical shape and relatively high encapsulation efficiencies (> 75 %).
Release of encapsulated naproxen in simulated gastric fluid was negligible. However,
the obtained results revealed some disadvantages of high molecular weight chitosans,
such as: high viscosity of their water solutions and their limited ability to form

polyelectrolyte complex (PEC) with alginate only on particles surface.



In the second phase Ca-alginate microparticles were incubated in nonviscous
chitosan oligosaccharide (COS, 2 — 3 kDa) water solutions. SEM analysis confirmed
that COS has ability to diffuse in microparticles core due to its short chain length, while
the ninhydrin assay revealed that binding of this oligomer for Ca-alginate matrix was
more intensive than that of high molecular weight chitosans. Obtained particles
exhibited micrometric size, slightly deformed spherical shape and relatively high
encapsulation efficiencies (> 78 %). Swelling and drug release studies confirmed pH-
sensitivity of alginate-COS PEC, which allowed sustained drug release in simulated
intestinal fluid. It was shown that use of COS allows simplification of
microencapsulation procedure with no significant effect on microparticles properties.

In the third phase the ability of COS to interact simultaneously with two
polyanions: alginate and Eudragit® L 100-55 was investigated and confirmed.
Additional treatment of alginate-COS particles with Eudragit® L 100-55 had no
significant effect on morphology, encapsulation efficiencies and drug loading capacity
of alginate-COS particles. However, it was shown that COS-Eudragit® L 100-55 PEC
provides effective protection of particles against protonation under acidic conditions.
This was crucial to achieve sustained release of encapsulated drug in simulated

intestinal fluid after previous incubation in simulated gastric fluid.

Key words: chitosan, chitosan oligosaccharide, sodium alginate, polyelectrolyte
complex, microparticles, naproxen, nonsteroidal antiinflamatory drugs, sustained

release, pH sensitivity, experimental design

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical technology

UDK number: 615.015.4 : 615.276 (043.3)
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1. UVOD

Otkri¢e novih hemijskih entiteta koji ispoljavaju farmakoloSko dejstvo je samo prvi
korak u slozenom procesu razvoja novih lekova. Da bi se postigla optimalna
farmakoloska aktivnost lekovite supstance, neophodno je obezbediti njenu efikasnu
isporuku do mesta delovanja odgovaraju¢om brzinom, S§to je moguée postici
inkorporiranjem lekovite supstance u adekvatne nosace, odnosno sisteme za isporuku
lekova (eng. drug delivery systems) (Xiaoling i Jasti, 2006). lako se konvencionalni
farmaceutski oblici, poput tableta i kapsula, koriste u terapiji razli¢itih obolenja sa
manje ili viSe uspeha decenijama unazad, razvoj novih proizvodnih tehnologija i metoda
za karakterizaciju doveo je do pojave novih, sofisticiranih nosac¢a lekova nano- i

mikrometarskih veli¢ina.

Znacaj ovakvih nosaca ne ogleda se samo u mogucnosti njihove primene za
isporuku novosintetisanih lekovitih supstanci, nego i onih koje se godinama primenjuju
inkorporirane u konvencionalne nosace. Uskladivanjem sastava, kao i odgovarajuc¢eg
nacina/uslova proizvodnje ovih nosaca sa fizickohemijskim, farmakodinamickim i
farmakokinetickim osobinama lekovite supstance moguce je modifikovati mesto i/ili
vreme oslobadanja lekovite supstance, sa ciljem da se postigne optimalan terapijski

efekat i poboljsa komplijansa uz istovremeno smanjenje nezeljenih efekata.

Mikrocestice, kao Cvrsti nosa¢i lekova, poslednje dve decenije privlace
interesovanje brojnih istrazivaca 1 postale su jedan od najznacajnih sistema za
kontrolisano oslobadanje lekova zahvaljuju¢i mikrometarskim dimenzijama, manje ili
vise pravilnom sferiénom obliku i velikom odnosu povrSine i volumena (Burges i
Hickev, 2007; Park i Yeo, 2007). Posebna paznja prilikom izbora materijala za izradu
mikroCestica poklanja se prirodnim, netoksi¢énim i biodegradabilnim polimernim
materijalima kao Sto su albumini, Zelatin, hitozani, derivati skroba, dekstrani, lipidi i

alginati (Kumar, 2000; Mili¢ i Petrovi¢, 2003; Tran i sar., 2011).

Izrada mikrocCestica na bazi alginata zasnovana je na njihovom svojstvu da u
vodenim rastvorima u prisustvu dvo- i trovalentnih katjona (izuzev Mg** jona) obrazuju

hidrogelove. Narogito je ispitana moguénost primene Ca®* jona za dobijanje ovakvih



gelova s obzirom na njihovu netoksi¢nost i znatno pravilniji, sferi¢an oblik Ca-
alginatnih mikrocestica u odnosu na mikrocestice izradene primenom drugih geliraju¢ih
jona (Gonzalez-Rodriguez i sar., 2002). Ovaj fenomen je oznaen kao jonotropno
geliranje (eng. ionotropic gelation), a postoji nekoliko tehnika za postizanje sferi¢nog
oblika i mikrometarskih dimenzija nastalih alginatnih gelova (Prusse i sar., 2008; Tran i
sar., 2011).

Izrazita poroznost i sposobnost bubrenja Ca-alginatnih gelova nakon per os
primene mogu imati za posledicu naglo oslobadanje inkapsulirane lekovite supstance
pre nego $to dospe u donje delove gastrointestinalnog trakta (GIT). U cilju smanjenja
prevremenog oslobadanja leka i poboljsanja stabilnosti, Ca-alginatne mikrocestice se
mogu ojacati polikatjonskim polimerima poput hitozana, netoksi¢nog biodegradabilnog
polimera koji ima sposobnost formiranja polielektrolitnog kompleksa sa alginatima
(Murata i sar., 1993; Polk i sar., 1994; Huguet i Dellacherie, 1996). Prema literaturnim
podacima, kompleks izmedu alginata i hitozana egzistira u formi gela pri nizim pH
vrednostima, dok u neutralnoj i slabo baznoj sredini pocinje da bubri i erodira,
oslobadajuci inkapsulirani lek (Tonessen i Karlsen, 2002; Simsek-Ege i sar., 2003).
Takvu pH osetljivost polielektrolitnog kompleksa alginat-hitozan je moguce iskoristiti
za postizanje odlozenog oslobadanja lekovite supstance nakon per os primene. Faktori
koji ograni¢avaju ovakvu primenu hitozana su njegova slaba rastvorljivost u vodi i
izrazen viskozitet njegovih vodenih rastvora. Izrazen viskozitet rastvora hitozana i
duZina lanaca ovog polimera imaju za posledicu oteZani prodor hitozana u unutra$njost
mikrocestica, §to njegovo vezivanje za mikrocestice dominantno ograni¢ava na povrSinu
mikrocestica (Polk i sar., 1994). Dosada$nja istraZivanja su ukazala da je ovaj fenomen
manje izrazen nakon primene hitozana male (50 — 190 kDa) u odnosu na hitozane velike
molekulske mase (310 — 375 kDa). Upravo zbog navedenih nedostataka nisko- i
visokomolekularnih hitozana, sve veéa paznja istrazivaéa usmerena je ka ispitivanju
potencijala oligosaharidnih hitozana male molekulske mase (svega nekoliko kDa). Ovi
oligomeri se dobijaju hidrolizom dugih lanaca hitozana, a lako se rastvaraju u vodi pri
neutralnoj pH vrednosti obrazujuéi rastvore niskog viskoziteta (Jeon i sar., 2000).
Pomenute prednosti oligosaharidnih hitozana jo§ uvek nisu Sire ispitane za izradu
hitozan-alginatnih mikrocestica, a naroc¢ito u pogledu njihovog uticaja na pH zavisno

oslobadanje inkapsuliranih lekovitih supstanci.



Cesto kontradiktorne literaturne podatke u pogledu uticaja molekulske mase,
koncentracije hitozana u rastvoru za oblaganje i viskoziteta tih rastvora na fizicko-
hemijska, farmaceutsko-tehnoloSka i biofarmaceutska svojstva Ca-alginatnih
mikrocestica, moguce je objasniti pojedinacnim sagledavanjem pomenutih faktora i
zanemarivanjem njihovih potencijalnih interakcija, ali 1 potencijalnim uticajem
inkapsuliranih lekovitih supstanci na stepen i brzinu kojom se formira polielektrolitni
kompleks alginat-hitozan. Otuda proizilazi potreba da se istovremenim sagledavanjem
uticaja svih pomenutih faktora, primenom metodologije eksperimentalnog dizajna,
prouce i njihove eventualne interakcije, Sto je predmet istrazivanja prvog dela ovog

rada.

U drugom delu rada prikazano je ispitivanje moguénosti modifikovanja Ca-
alginatnih mikrocestica primenom oligosaharidnog hitozana uz istovremenu procenu
moguénosti primene ovako modifikovanih Ca-alginatnih mikrocestica kao nosaca za
per os primenu nesteroidnih antiinflamatornih lekova koriste¢i naproksen kao model

lekovitu supstancu.

U tre¢em delu rada detaljno je ispitana mogucnost istovremene interakcije
oligosaharidnog hitozana sa dva anjonska polimera: alginatom i Eudragit®-om L 100-
55, a sa ciljem da se alginat-oligohitozan mikrocestice stabilizuju u kiseloj sredini

dodatnim polielektrolitnim kompleksom oligohitozan-Eudragit®-L 100-55.



2. OPSTI DEO

2.1. MIKROCESTICE

2.1.1. Definicija i podela

lako ne postoji jedinstvena definicija opSteprihvaceno je da su mikrocCestice Cvrste
Cestice, sfericnog ili priblizno sferi¢énog oblika, ¢iji se dijametar krec¢e u opsegu izmedu
11 1000 um (Xiaoling i Jasti, 2006; Burges i Hickey, 2007; Park i Yeo, 2007). Iz
definicije se nameée zakljucak da se mikroCestice ¢iji se dijametri primi¢u donjoj
granici ovog intervala mogu posmatrati kao koloidni sistemi (Burges i Hickey, 2007).
Najcéesée se izraduju od prirodnih polimera, voskova, ali i drugih zastitnih materijala,
poput biodegradabilnih sintetskih polimera i modifikovanih prirodnih proizvoda
(skrobovi, gume, proteini, masti i voskovi). Medu sintetskim polimerima najcesée se
upotrebljavaju polilaktid (PLA), poliglikolid (PGL), polilaktid-poliglikolid (PLGA),
etilceluloza (EC), polialkilcijanoakrilat (PACA), polimetakrilat (PMMA), polistiren i
drugi (Mili¢ i Petrovié, 2003; Vilos i Velasquez, 2012). U literaturi se umesto termina
mikroCestice Cesto koriste termini mikrokapsule, mikrosfere i mikromatriksi. Svi
pomenuti termini se odnose na sisteme koji se uklapaju u definiciju mikrocestica, a
njithovom upotrebom se preciznije definiSu njihova svojstva. Zajednicki su im sferican,
ili blago deformisan sferican oblik, 1 mikrometarske dimenzije, a razlikuju se prema
na¢inu na koji je aktivni sastojak (lekovita supstanca) rasporedena u njima. Ovo je
ujedno i osnovni kriterijum koji se koristi za klasifikaciju mikro¢estica na mikrokapsule

I mikrosfere (mikromatrikse).

Mikrokapsule (slika 2.1a) se definiSu kao mikrocestice kod kojih je aktivna
supstanca smestena u jezgro okruzeno sa jednim ili viSe slojeva zaStitnog materijala
(ljuska, zid mikrokapsule), sacinjenog najces¢e od makromolekularne ili polimerne
supstance (Park i Yeo, 2007). Aktivna supstanca moze biti ¢ista, rastvorena u ulju, ili
adsorbovana na Cvrstom poroznom materijalu. Zid kapsule je inertan u odnosu na
sastojke koji se nalaze u unutra$njosti (jezgro mikrokapsule). Cvrstina zida treba da
bude dovoljna da spreci raspadanje mikrokapsula i oslobadanja njihovog sadrzaja tokom

procesa proizvodnje, transporta i primene. Izbor materijala za izradu zida mikrokapsula



je kljucni faktor koji ¢e uticati na mehanizam oslobadanja sadrzaja jezgra tj. aktivne
supstance. Sadrzaj se obi¢no zadrzava u kapsuli sve dok se ne oslobodi procesom koji
ima za posledicu lomljenje, gnjecenje, topljenje, rastvaranje, eroziju ili pucanje zida
kapsule. Drugi nac¢in oslobadanja aktivnih sastojaka je proces difuzije aktivnih sastojaka

kroz zid kapsule (Hawkins i sar., 2005; Park i Yeo, 2007).

Mikrosfere (slika 2.1b) se definiSu kao matriksne mikrocestice, obi¢no sferi¢nog
oblika, kod kojih je aktivna supstanca homogeno ili heterogeno dispergovana u
polimernom materijalu, koji ispunjava celi volumen kapsule (najéescée sintetski polimeri
i kopolimeri glikolne i mle¢ne kiseline i prirodni polisaharidni polimeri) (Mili¢ i
Petrovi¢, 2003; Burges i Hickey, 2007). Aktivna supstanca inkorporirana u mikrosfere
se moze osloboditi difuzijom kroz matriks nakon njenog rastvaranja, ili nakon
erozije/degradacije polimera. Mikrosfere se jo§ nazivaju mikromatriksi i multijezgarne

(multinuklearne) mikrokapsule (Thies, 1996).

I polimer

lekovita supstanca

WERE disperzija lekovite supstance u polimeru

Slika 2.1. Shematski prikaz grade: a) mikrokapsule i b) mikrosfere (mikromatriksa)

2.1.2. Istorijski razvoj mikroinkapsulacije

Fenomen mikroinkapsulacije je prvi zapazio i opisao holandski hemicar Bungenberg de
Jong 1932. godine, kada je tokom eksperimenta sa koloidnim sistemima uocio pojavu
mikroskopskih koacervata nalik ¢elijama (Bungenberg de Jong, 1932). Prvi patentirani
postupak mikroinkapsulacije datira iz 1957. godine i korisc¢en je za proizvodnju papira

za kopiranje impregniranog mikrocesticama sa inkapsuliranom bojom (Green i



Schleicher, 1957). Ubrzo se javlja i ideja o primeni polimernih mikrocestica kao sistema
za isporuku lekova (Chang, 1964), a 1989. godine na trziste je plasiran depo preparat
Lupron® Depot, sa leuprorelinacetatom inkapsuliranim u mikroCestice na bazi
poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) polimera (Siepmann i Siepmann, 2006). Nakon ovog
leka, na trziStu su se pojavili i drugi farmaceutski preparati sa mikrocesticama,

namenjeni uglavnom za parenteralnu primenu (tabela 2.1).

Tabela 2.1. Primeri registrovanih lekova na svetskom trfistu koji sadrie mikrocestice
(preuzeto i prilagodeno iz Siepmann i Siepmann, 2006)

AL Zasticent naziv Farmaceutski oblik ~ Proizvodac Primena
supstanca leka
. * Prasak za suspenziju Kancer
Leuprorelinacetat Lupron za injekciju Takeda orostate
Leuprorelinacetat Trenantone Prasak Za suspenziju Takeda Kancer
za injekciju prostate
Elfrl;c;mbm?gtr?r:on Nutronin Denot Prasak za suspenziju  Genetech—  Deficijencija
rasta P P za injekciju Alkermes hormona rasta
Goserelinacetat Zoladex” Implant I.C.I. Kancer
prostate
Oktreotidacetat Sandostatln* LAR  PraSak Za suspenzju Novartis GH supresija
depot za injekciju
Triptorelin Decapeptyl PraSak za suspenziju Debiopharm Kancer
za injekciju
Risperidon RispoleptConsta” Prasak za suspenziju Cilag AG Sizofrenija

za injekciju

“proizvoda¢ poseduje dozvolu za stavljanje leka u promet na trziste R. Srbije (izvor: Agencija za lekove i
medicinska sredstva R. Srbije)

2.1.3. Razlozi za inkapsulaciju

Osnovne prednosti mikrocestica u odnosu na konvencionalne nosace lekova ogledaju se
u sfericnom obliku (koji moze u izvesnoj meri biti deformisan), mikrometarskim
dimenzijama i velikom odnosu povrsine i volumena. Otrkice i primena brojnih metoda
za karakterizaciju, tehnika mikroinkapsulacije (2.1.4), novih biokompatibilnih sintetskih
i polusintetskih polimera doveli su do pojave mikrocestica ,,naprednih* karakteristika.

Ove karakteristike se uglavnom odnose na pravilan, sferi€an oblik, ujednacen sadrzaj



lekovite supstance, stabilnost u in vitro i in vivo uslovima, pogodan profil oslobadanja

inkapsulirane lekovite supstance i visoku selektivnost za mesto delovanja.
Najcées¢i razlozi za mikroinkapsulaciju u farmaceutskoj industriji su:

e Zastita inkapsuliranih sastojaka. Inkapsulacija je efikasan nacin da se nestabilne
aktivne supstance zastite od nepovoljnog uticaja okruZzenja (vlaga, svetlost, vazduh,
toplota), tokom proizvodnih procesa, pakovanja, Cuvanja (in vitro), ali i nakon
aplikacije (in vivo) (Park i Yeo, 2007; Almeira, 2010).

e Sprecavanje isparavanja. Inkapsulacijom lako isparljivih supstanci (u Evrstom i
teCnom agregatnom stanju, rede gasova) moguée je spreciti gubitke uzrokovane

njihovim isparavanjem (Burges i Hickev, 2007; Avanco i Bruschi, 2009).

o [nkapsulacija tecnosti u cvrste nosace. MikrocCestice su kao ¢vrsti nosaci pogodnije
za dalju manipulaciju tokom proizvodnog procesa sve do dobijanja kona¢nog proizvoda

- leka, ali i za jednostavnije ¢uvanje i aplikaciju (Burges i Hickev, 2007).

e Poboljsanje protocnosti. Inkapsulacijom supstanci lose proto¢nosti (nepravilan oblik,
Siroka distribucija veli¢ine, povrSinsko naelektrisanje) u Cestice sferi¢nog oblika, glatke
povrsine 1 ujednacenih dimenzija, znatno se poboljSava protoCnost. Na taj nain se
olaksava dalja manipulacija tokom proizvodnog procesa (npr. punjenje u kapsule) i

postiZze uniformnost sadrzaja (Burges i Hickev, 2007; Healy i sar., 2008).

e Sprecavanje inkompatibilija. Cest problem u formulacionoj fazi istrazivanja
predstavljaju inkompatibilije aktivnih supstanci i ekscipijenasa, ali i inkompatibilija
izmedu samih aktivnih supstanci, kao i1 inkompatibilija sa ambalazom. Fizickim
razdvajanjem sastojaka leka polimernom membranom moguce je spreciti da dode do

pomenutih nezeljenih interakcija (Burges i Hickev, 2007; Avanco i Bruschi, 2009).

e Produzenje roka trajanja konacnog proizvoda. Zastitom od nepovoljnog uticaja
okruzenja, prevencijom evaporacije i inkompatibilija dobija se konacan proizvod

zadovoljavajuceg roka trajanja.

o Korigovanje organoleptickih osobina. Moguénost korigovanja ukusa, mirisa i boje

ima narocito znacajno mesto u kozmetickoj industriji (Hawkins i sar., 2005), ali se



danas i u farmaceutskoj industriji poklanja sve veéa paznja postizanju prihvatljivih
organolepti¢kih osobina leka (Shah i sar., 2008; Yang i sar., 2009).

e Mogucénost parenteralne primene koriséenjem standardnih igala i tehnika

zahvaljuju¢i mikrometarskim dimenzijama i sfericnom obliku (Siepmann i Siepmann,
2006).

e Zastita organizma od nezeljenog delovanja aktivnih sastojaka. Nekada je potrebno
zastititi organizam od nezeljenog delovanja aktivne supstance, $to je moguce postici
sprecavanjem njenog oslobadanja i delovanja na mestima koja nisu ciljna. Najbolji
primer za to je inkapsulacija antineoplastika koji su shodno mehanizmu svog delovanja
toksicni ne samo za maligne ¢elije ve¢ 1 za zdrave Celije, narocito one koje se intenzivno
dele (kostna srz, reproduktivne ¢éelije odnosno njihovi prekursori, crevni epitel i dr.)
(Xie i sar., 2009; Cerroni i sar., 2011). Tu su i primeri inkapsulacije potencijalno
ulcerogenih ili iritantnih lekova (naproksen-natrijum u obliku mikrokapsula
komprimovanih u tablete u Intestinal Protective Drug Absorption System) (Verma i
Garg, 2001; Dey i sar., 2008).

e Modifikovanje oslobadanja aktivnih sastojaka. Nakon primene konvencionalnih
nosaca lekova ¢esto dolazi do naglog oslobadanja lekovite supstance, sto nosi rizik da se
njena koncentracija u plazmi priblizi potencijalno toksi¢nim vrednostima. Osim toga,
koncentracija lekovite supstance sa kratkim poluvremenom eliminacije u plazmi brzo
pada ispod nivoa koji je neophodan za postizanje terapijskog efekta, pa je kod takvih
supstanci neophodno ucestalo uzimanje leka, Sto narocito predstavlja veliki problem
pacijentima koji boluju od hroni¢nih obolenja. Mikroinkapsulacijom lekovite supstance,
ili njenim dispergovanjem u mikromatrikse sacinjene od odgovarajucih polimera, ali i
pravilnim izborom metoda i uslova inkapsulacije, moguc¢e je modifikovati profil
oslobadanja lekovite supstance. Krajnji cilj je postizanje usporenog oslobadanja (¢ime
se smanjuje potreba za ucestalim uzimanjem leka i poboljsava komplijansa) i Smanjenje
fluktuacije koncentracije leka u plazmi (¢ime se postize efikasnije delovanje, smanjuje
mogucénost da nivo leka padne ispod efektivnog ili pak prede granicu toksi¢nosti)

(Freiberg i Zhu, 2004; Park i Yeo, 2007).



e Dijagnosticke svrhe. Vezivanjem povrSinski modifikovanih mikrocestica (npr.
antigen specifi¢nim antitelima) sa inkapsuliranim dijagnostickim sredstvima, moguca je
detekcija ciljnih tkiva/organa. (Xie i sar., 2009; Slomkowski i Basinska, 2010; Ahn i
sar., 2011).

2.1.4. Metode inkapsulacije

Pod metodama mikroinkapsulacije podrazumevaju se razli¢iti procesi tokom kojih se
¢vrste supstance, te¢nosti ili gasovi okruzuju polimernom membranom ili matriksom, na
nacin koji dovodi do formiranja Cvrstih, sfericnih ili priblizno sfericnih cestica
mikrometarskih dimenzija. Tehnike koje se koriste za dobijanje mikrocestica variraju od
jednostavnih postupaka, koji podrazumevaju mesanje polimera i lekovite supstance, pa
do slozenih postupaka polimerizacije kojima prethodi nakupljanje monomera u fazi koja

je bogata lekovitom supstancom.

S obzirom na raznovrsnost i brojnost postupaka inkapsulacije, ne postoji
jedinstven i opSteprihvacen sistem njihove klasifikacije. lako su postupci inkapsulacije
sloZzeni 1 zasnovani na razliitim fizi€¢kim 1 hemijskim procesima koji dovode do
formiranja mikrocestica, jedan od tih procesa je ¢esto dominantan. Na osnovu prirode
tog procesa postupak inkapsulacije moze se uslovno svrstati u hemijske ili fizicke
metode inkapsulacije (Thies, 1996). Pregled najzna¢ajnih metoda inkapsulacije dat je u
tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Pregled najznacajnijih metoda koje se Koriste za dobijanje mikrocestica

Hemijske metode inkapsulacije Fizi¢ke metode inkapsulacije
Koacervacija (prosta i slozena) Susenje rasprSivanjem
Polimer-polimer inkompatibilije SuSenje zamrzavanjem
Polimerizacija na granici faza Uklanjanje rastvaraca

In situ polimerizacija Oblaganje rasprsivanjem

Jonotropno geliranje

i polielektrolitno kompleksiranje Desolvatacija rasprSivanjem

Inkapsulacija topljenjem




2.1.4.1. Hemijske metode inkapsulacije

Koacervacija. Koacervacija je prvi opisan postupak mikroinkapsulacije i jedna od prvih

metoda koja je primenjena za industrijsku proizvodnju mikrocestica. Zasnovana je na

razdvajanju rastvora jednog ili viSe hidrofilnih polimera na dve faze: viskoznu fazu

bogatu polimerom (u vidu gustih sitnih kapljica), i te¢nu fazu koja je okruzuje. U

zavisnosti od broja polimera koji su ukljuéeni u ovaj proces, koacervacija moze biti

prosta i kompleksna.

Prosta koacervacija. Prosta koacervacija je zasnovana na primeni jednog polimera
(najcesce zelatina, polivinilalkohol, karboksimetilceluoza), a do razdvajanja faza
dolazi u procesima koji dovode do desolvatacije (dehidratacije) rastvora polimera.
Desolvatacija je najcesce posledica dodatka te¢nosti koje se mesaju sa vodom, ali ne
i polimerom, poput etanola, dioksana, acetona, propanola i izopropanola, zatim
dodatka neorganskih soli (tzv. efekat isoljavanja, eng. salting out) i izmena
temperature (Park i Yeo, 2007).

Kompleksna (slozena) koacervacija. Ovaj proces je zasnovan na primeni suprotno
naelektrisanih, u vodi rastvornih polimera. Kada se dva suprotno naelektrisana
hidrofilna polimera nadu u vodi, usled njihovog elektrostati¢kog privlacenja dolazi
do formiranja faze bogate polimerima tzv. kompleksnog koacervata. Drugu fazu ¢ini
voda, tacnije razblazeni vodeni rastvor polimera koji okruzuje kapljice koacervata,
pa se zato oznaCava kao kontinuirana faza. Ukoliko se u rastvoru jednog polimera
disperguje u vodi nerastvoran lek (aktivha supstanca), nakon dodatka suprotno
naelektrisanog polimera (ili izmene pH vrednosti rastvora, promene temperature)
dolazi do formiranja nove faze - koacervata koji kvasi/okruzuje lek. Najpoznatiji
primer kompleksne koacervacije je koacervacija usled elektrostatiCkog privlacenja
arapske gume (anjonski polimer) i Zelatine (katjonski polimer) (Thies, 1996). Postoji
veliki broj faktora koji uticu na formiranje mikrocestica kompleksnom
koacervacijom, a najznacajniji su: pH vrednost, jonska jafina, molekulska masa,
koncentracija i odnos masa polimera (Burges i Hickey, 2007). Podloznost uticaju
velikog broja faktora je sa jedne strane nedostatak ove metode inkapsulacije, jer

podesavanje 1 kontrolisanje uslova ¢ine postupak komplikovanim, ali sa druge strane
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postoje brojne moguénosti za podesavanje procesnih parametara u cilju optimizacije
i dobijanja mikroc¢esti¢nih nosaca optimalnih karakteristika. Nedostaci ove metode su
osetljivost nastalih membrana na vlagu i nedovoljna mehanicka otpornost, zbog ¢ega
je neophodno vrsiti naknadno umrezavanje. Za umrezavanje se obi¢no Koriste
hemijski agensi koji su neprihvatljivi za primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji, $to dodatno ograni¢ava primenu ove metode inkapsulacije. Cest
ograniCavajuci faktor je poviSena temperatura, narocito kada je re¢ o inkapsulaciji

bioloskih lekova i ¢elija (Burges i Singh, 1993; Thies, 1996; Burges i Hickey, 2007).

Polimer-polimer inkompatibilije. Sli¢nost ovog metoda sa koacervacijom ogleda
se u faznoj separaciji koja prethodi nastanku mikrocestica, ali osnovna razlika je uzrok
separacije faza. Za razliku od kompleksne koacervacije gde mikroc¢estice obrazuju dva
polimera koja se privlace, kod polimer-polimer inkompatibilije do fazne separacije
dolazi upravo zbog inkompatibilije dva polimera koji se rastvaraju u istom rastvaracu,
ali se medusobno ne mesaju. Kao posledica odbijanja dva polimera nastaju dve faze,
jedna bogata jednim polimerom, a druga drugim, pri ¢emu jedan od polimera sluzi za
inkapsulaciju, a drugi samo za razdvajanje faza. Medutim, ovaj polimer se Cesto javlja u
nastalim mikroc¢esticama kao necistoc¢a (Thies, 1996). Primeri komercijalno dostupnih
mikrocestica dobijenih ovom metodom su mikrocestice sa kalijum—hloridom i
acetilsalicilnom kiselinom (Bakan, 1986). Ogranic¢avajuci faktori za Siru upotrebu ove
metode u farmaciji su primena organskih rastvaraca koje je tesko u potpunosti ukloniti
iz mikroCestica, poviSene temperature i prisustvo drugog polimera kao necistocCe.
Zahvaljujuéi velikom rasponu dijametara ovako dobijenih mikro¢estica moguce ih je

koristiti u preparatima za per os, ali i parenteralnu primenu (Thies, 1996).

Polimerizacija na granici faza. Ovaj metod inkapsulacije je klasi¢an primer
dobijanja mikrocestica hemijskim procesom. Njegova specifi¢nost se ogleda u reakciji
polikondenzacije izmedu dva komplementarna monomera na granici koja razdvaja dve
faze koje se ne mesaju. Svaki od ova dva monomera je najve¢im delom prisutan u
jednoj od dve faze tako da u kontakt dolaze upravo na granici izmedu faza, gde dolazi
do reakcije polikondenzacije (Thies, 1996; Park i Yeo, 2007; Jyothi i sar., 2010).
Ukoliko se rezultujuéi polimer rastvara u kapljicama (fazi) koje okruzuje onda ¢e nastati

mikrosfere, a ukoliko nije rastvoran u njima, zadrzava se na povrsini mikrokapljica
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obrazuju¢i na taj nac¢in mikrokapsule (Arshady, 1989). Ovim postupkom se mogu dobiti
sfericne mikrocestice, glatke povrsine i dijametra izmedu 20 i 30 pum, pa i manje (Thies,
1996). Ovaj postupak se najceS¢e koristi u proizvodnji poliamidnih (najlonskih)
mikrocestica koje se mogu koristiti za inkapsulaciju boja, pesticida, proteina i razli¢itih

lekovitih supstanci (Arshady, 1989; Thies, 1996).

.....

polimerizaciji na granici faza. Osnovna razlika je $to se reaktanti kod in situ
polimerizacije ne mesaju sa materijalom koji se inkapsulira, ve¢ se nalaze iskljucivo u
spoljasnjoj, kontinuiranoj fazi, dok se kod medupovrSinske polimerizacije jedan od
reaktanata nalazi i u unutrasnjoj fazi. Prvo se formiraju pre-polimeri male molekulske
mase u kontinuiranoj fazi, koji se zatim daljom polimerizacijom uvecavaju i nakupljaju
spolja, na povrsini dispergovanih Cestica jezgra obrazujuc¢i mikrokapsule (Thies, 1996;
Jyothi i sar., 2010). Ovaj metod je naroCito pogodan za inkapsulaciju te¢nosti, ali uz
odgovaraju¢e izmene moze se koristiti za inkapsulaciju ¢vrstih materijala. Jedan od
primera koji je nasao komercijalnu primenu su mikrocestice nastale polimerizacijom

uree i formaldehida u vodenom medijumu (Thies, 1996).

Jonotropno geliranje i polielektrolitno kompleksiranje. Jonotropno geliranje je
fenomen zasnovan na osobini pojedinih polimera da u kontaktu sa jonima metala
obrazuju gelove. Metode za inkapsulaciju koje su zasnovane na ovom fenomenu
razlikuju se po nacinu izvodenja, a cilj je da nastali gelovi budu sferi¢ni i
mikrometarskih dimenzija. NajeS¢e su to ukapavanje rastvora polimera u rastvor
geliraju¢ih jona (2.3.2.1) ili oslobadanje geliraju¢ih jona iz njihovih soli okruZenih
polimerom (2.3.2.2), obi¢no u kapima unutrasnje faze emulzije. Lekovita supstanca
koju treba inkapsulirati obi¢no se rastvara/disperguje u rastvoru/disperziji polimera pre
nego $to dode u kontakt sa geliraju¢im jonima. Rede se aktivna supstanca uvodi kroz
pore u nastale mikrocestice nakon njihovog formiranja difuzijom iz koncentrovanih
rastvora. Slican fenomen je kompleksiranje polielektrolita, koji je zasnovan na
interakciji izmedu dva elektrolita (najceS¢e suprotno naelektrisana) Sto rezultuje
nastankom polielektrolitnog kompleksa, naj¢es¢e na dodirnoj povrSini. Postoji
mogucénost istovremenog kombinovanja ova dva postupka, o ¢emu ¢e vise reci biti u

poglavlju 2.5.2. Osim pomenutog para polimera, koriste se i drugi polimer/jon ili
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polimer/polimer  parovi za dobijanje mikrocestica poput hitozan/trifosfat,
karboksimetilceluloza/aluminijum  (ili  hitozan), karagen/kalijum (ili  hitozan),

pektin/kalcijum i alginat/kalcijum parova (Park i Yeo, 2007).

2.1.4.2. Fizicke metode inkapsulacije

Susenje rasprsivanjem. SuSenje rasprSivanjem je postupak kojim se te¢nost u vidu sitnih
kapljica uvodi u struju zagrejanog gasa koji dovodi do brzog formiranja ¢vrstih Cestica
(Gharsalloui i sar., 2007). Te¢nost koja se uvodi u komoru moze da bude rastvor,
emulzija ili disperzija supstance koja se inkapsulira i jednog ili vise polimera. Najéesce
koriS¢en rastvara¢ je voda, s obzirom da su organski rastvaraci obi¢no lako zapaljivi,
lako isparljivi i toksi¢ni (Thies, 1996). Kao zagrejani gas u koji se uvode kapljice
tenosti najceS¢e se koristi vazduh, ali ukoliko je potrebno posti¢i inertnu atmosferu

koriste se gasovi poput azota (Gharsalloui i sar., 2007).

Postupak mikroinkapsulacije zasnovan na ovoj metodi odvija se u Cetiri faze. U
prvoj fazi priprema se emulzija ili disperzija sa lekovitom supstancom, zatim se vrSi
njeno homogenizovanje. Nakon toga, homogena tecnost se upotrebom posebnih
prskalica (atomizera) u vidu sitnih kapljica uvodi u struju zagrejanog gasa, a u
poslednjoj, ¢etvrtoj fazi, dolazi do dehidratacije/desolvatacije i nastanka ¢vrstih Cestica
(Shahidi 1 Han, 1993). U zavisnosti od uslova, ovim postupkom moguce je dobiti
mikroCestice veliCine od svega par mikrometara. Osnovne prednosti suSenja
rasprSivanjem su jednostavnost, veliki kapacitet proizvodnje i mogucénost komercijalne
primene. Osim toga, mogucnost dobijanja mikroc¢estica u zatvorenim sistemima ¢ini ih
pogodnim za upotrebu u gotovim lekovima koji moraju da ispune zahtev sterilnosti. Sa
druge strane, postoje brojni nedostaci medu kojima su relativno mali kapacitet
inkapsulacije (obi¢no 20 - 30 %), ogranicen izbor polimera za inkapsulaciju i lekovitih
supstanci koje je moguce inkapsulirati (Thies, 1996). Ova ograni¢enja uglavnom Se
odnose na osetljivost lekovite supstance na povisenu temperaturu, njenu rastvorljivost u
vodi i drugim prihvatljivim rastvara¢ima. Prilikom izbora polimera za inkapsulaciju
potrebno je razmotriti reoloske karakteritike njegovih rastvora. lzrazito viskozni rastvori
polimera za inkapsulaciju, naro¢ito u kombinaciji sa visokim sadrzajem lekovite

supstance, u velikoj meri ogranicavaju mogucnost dobijanja sitnih kapi u rasprSivacima,
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a time dobijanje mikrocestica zadovoljavajuée veliCine i pravilnog oblika. Na veli¢inu
nastalih mikro€estica uti¢u brzina kojom se disperzija uvodi u komoru, sastav disperzije
(udeo materijala jezgra, polimera za oblaganje i njihove osobine), karakteristike

rasprSivaca i komore, kao i proizvodna temperatura (Park i Yeo, 2007).

Oblaganje rasprsivanjem (eng. fluid bed coating). Ovo je josS jedan postupak za
rasprSivanjem. Osnovna razlika izmedu ova dva metoda inkapsulacije je Sto se kod
suSenja rasprSivanjem u komoru za susenje uvode kapljice koje sadrze jezgro i rastvor
polimera za oblaganje, dok se kod metode fluidizacije u komoru odvojeno uvodi
materijal koji se inkapsulira i rastvor/rastop/disperzija polimera za oblaganje. Ovim
postupkom se mogu inkapsulirati ¢vrste supstance, a izuzetak su jedino tecnosti
prethodno vezane za porozni nosa¢ (Park i Yeo, 2007). Prvo se u komoru uvodi
materijal koji treba inkapsulirati. NoSene strujom vazduha (ili inertnog gasa) Cestice se
ponasaju sli¢no te¢nostima, pa otuda i naziv fluidizacija. Nakon ovog suspendovanja
Cestica jezgra u struji gasa, u komoru fluid bed uredaja se pomocu specijalno
dizajniranih prskalica uvodi rastvor/rastop/disperzija polimera za oblaganje. Prednost
ovakvog nacina inkapsulacije ogleda se u tome da se rastvor/rastop/disperzija polimera
nanosi u vise slojeva, jer se Cestice noSene strujom gasa u komori vracaju na dole i opet
ka vrhu komore. Na ovaj nacin postize se ravnomerno oblaganje, a postoji mogucnost
oblaganja sa viSe razli¢itih polimera izmenom disperzije/rastvora za oblaganje, tokom
proizvodnog procesa (npr. oblaganje polisaharidnog omotaca enterosolventnim i sl)
(Thies, 1996; Park i Yeo, 2007).

SusSenje zamrzavanjem. Ovaj postupak mikroinkapsulacije se satoji iz tri faze.
Prva faza obuhvata pripremu emulzije ¢iju unutrasnju fazu cine polimer i lekovita
supstanca u rastvaracu. Zatim se sublimacijom prvo uklanja rastvara¢ kontinuirane faze,
a u poslednjoj fazi kapljice unutrasnje faze prevode se u polimerne mikrocestice. Da bi
ovo bilo izvodljivo neophodno je da rastvaraci obe faze imaju razlicite taCke mrznjenja
(Burges i Hickey, 2007).

Desolvatacija rasprsivanjem. Ovaj metod se zasniva na postupku desolvatacije
do koga dolazi kada se kapljice rastvora polimera i supstance koja se inkapsulira preko

prskalica nanose na tecnost koja uklanja rastvarac.

14



Uklanjanje (ekstrakcija i evaporacija) rastvaraca. Ovaj postupak se zasniva na
uklanjanju rastvaraca iz rastvora koji sadrzi polimer i supstancu koja se inkapsulira.
Osnovna razlika izmedu ovih postupaka je u na¢inu uklanjanja rastvaraca. U oba slucaja
prvo se priprema emulzija kod koje kapljice unutrasnje faze Cini rastvor polimera i
lekovite supstance u odredenom rastvaracu. Zatim se rastvara¢ iz unutraSnje faze
uklanja dodatkom te¢nosti za ekstrakciju (ekstrakcija rastvaraca), odnosno zagrevanjem
emulzije (evaporacija rastvarac¢a) (O’Donell i McGinity, 1997; Freitas i sar., 2005). U
oba slucaja neophodno je obezbediti brzo uklanjanje rastvara¢a unutrasnje faze, jer u
suprotnom moze do¢i do formiranja mikrocestica deformisanog oblika, izraZzenog

poroziteta i Siroke raspodele po veli¢ini (Park i Yeo, 2007).

Inkapsulacija topljenjem. Postupak se zasniva na mesanju rastopa polimera sa
¢vrstom/te¢nom lekovitom supstancom. Potom se pri temperaturi od par stepeni iznad
tacke topljenja polimera, rastvoru/disperziji lekovite supstance u rastopu polimera
dodaje te¢nost sa kojom se ona ne mesa, te se uz intenzivno mesanje formira emulzija
tako da se rastop polimera nade u unutra$njoj fazi. Nakon naglog hladenja kapljice
unutra$nje faze o¢vséavaju obrazujué¢i mikroCestice (Jaspart i sar., 2005; Park i Yeo,

2007).

2.1.4.3. Kriterijumi za izbor metode inkapsulacije

Prilikom izbora nacina 1 uslova izvodenja inkapsulacije neophodno je razmotriti
fizickohemijske, biofarmaceutske, farmakodinamicke i farmakokineticke karakteristike
supstance koja se inkapsulira, ali i svojstva polimera koji se koriste za inkapsulaciju.
Polimer za inkapsulaciju i postupak inkapsulacije treba odabrati tako da sledece

karakteristike mikrocestica odgovaraju njihovoj nameni:

e Velicina i distribucija velicine. VeliCina je svojstvo koje treba da odgovara nacinu
primene mikrocCestica. lako se oralno mogu primeniti sve mikrocestice nezavisno od
njihove veli¢ine (1 do 1000 pum), utvrdeno je da smanjenje veli¢ine od 7,2 do 2,1 um
moze udvostru€iti gastrointestinalnu resorpciju (Gaumet i sar., 2009). Ukoliko se zeli
postici lokalno delovanje i produziti vreme zadrzavanja u odredenim delovima GIT-a

veli¢ina mikro€estica moze imati presudnu ulogu. Tako npr. za postizanje ciljanog
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delovanja u kolonu optimalna veli¢ina mikrocestica je izmedu 4 i 15 pm (Lamprecht i
sar., 2001). Veli¢ina mikrocestica pogodna za pulmonalnu primenu je oko 3 um, dok je
za intramuskularnu, subkutanu i intravitrealnu primenu preporuc¢ena veli¢ina u opsegu
od 10 do 250 um, kako bi se sprec¢ila makrofagna fagozitoca i smanjila inflamatorna
reakcija nakon primene (Thomas i sar., 2010). Osim S§to je znacajna za put primene,
veli¢ina mikrocestica se moze dovesti u direktnu vezu sa brzinom kojom se
inkapsulirana supstanca oslobada iz mikroCestica. Manje mikrocestice imaju vecu
ukupnu povrsinu, pa je brze i oslobadanje inkapsulirane supstance, dok je kod vecih
mikrocestica ukupna povrSina manja, a duzi difuzioni put iz jezgra mikrocestica

(Siepmann i Gopferich, 2001; Tran i sar., 2011).

o Efikasnost inkapsulacije. Efikasnost inkapsulacije podrazumeva stepen iskoriséenosti
leka tokom procesa inkapsulacije i pozeljno je da ona ima vrednost $to blizu 100 %.
Rastvorljivost lekovite supstance je jedna od osnovnih karakteristika koju je potrebno
razmotriti prilikom odabira postupka inkapsulacije kako bi se postigla $to veca vrednost
efikasnosti inkapsulacije. Tako npr. ukoliko se lekovita supstanca dobro rastvara u vodi,
a slabo u nepolarnim rastvara¢ima, onda je zadovoljavajucu efikasnot inkapsulacije
moguce posti¢i samo inkapsulacijom iz emulzija V/U tipa, gde se iz kapljica vodene
faze koje su bogate lekovitom supstancom dobijaju mikrocestice odredenim fizickim ili

hemijskim postupkom (npr. polimerizacijom na granici faza).

e Sadrzaj lekovite supstance (odnos lek/polimer). Pod sadrzajem lekovite supstance
podrazumeva se udeo lekovite supstance u ukupnoj masi mikrocestica, a obi¢no se
izrazava u procentima. Generalno je pozeljno da sadrzaj lekovite supstance bude §to
ve€i, jer se na taj nafin smanjuje koli¢ina mikroCestica koja sadrzi terapijsku dozu
lekovite supstance, a ujedno se smanjuje utroSak polimera koji se koriste za

inkapsulaciju.

e Stabilnost. Kao i u slucaju izrade konvencionalnih nosaca lekova, prilikom odabira
polimera za inkapsulaciju i metode inkapsulacije neophodno je razmotriti stabilnost
lekovite supstance. Tako npr. prilikom inkapsulacije gena, enzima, antitela i dr. nije

moguce Kkoristiti metode inkapsulacije koje zahtevaju primenu visokih temperatura.
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Takode, potrebno je voditi raCuna da postupak inkapsulacije ne ugrozi stabilnost

mikrodestica.

e Profili oslobadanja lekovite supstance iz mikrocestica in vivo. Profil oslobadanja
lekovite supstance iz mikroCestica zavisi od sastava, uslova i nalina izrade
mikrocCestica, a potrebno ga je uskladiti sa farmakokinetickim i farmakodinamickim
osobinama lekovite supstance, kako bi se nakon primene mikrocestica postigao
optimalan terapijski efekat, uz smanjenje nezeljenih efekata (Burges i Hickev, 2007;
Park i Yeo, 2007; Tran i sar., 2011).

2.2. ALGINATI

2.2.1. Hemijska struktura alginata

Alginati su soli alginske kiseline, linearnog kopolimera koji predstavlja mesavinu p-D-
manuronske kiseline i njenog C5 epimera a-L-guluronske kiseline povezanih (1—4)
glikozidnim vezama, opSte molekulske formule (CgHgO),, gde n predstavlja broj
monomernih jedinica (Johnson i sar., 1997; Draget i sar., 2005; Rowe i sar., 2009).
Preciznije, lanci alginske kiseline, i njenih soli, gradeni su iz tri vrste blokova
monomera povezanih glikozidnim vezama. Ovi blokovi sacinjeni su od: i) monomera
guluronske kiseline (G-blokovi, slika 2.2), ii) monomera manuronske kiseline (M-
blokovi, slika 2.3), i iii) proizvoljno ili naizmeni¢no rasporedenih monomera
manuronske i guluronske kiseline (MG-blokovi, slika 2.4) (Pawar i Edgar, 2012).
Uobicajena molekulska masa alginske kiseline se kre¢e izmedu 20 000 1 240 000 (Rowe

i sar., 2009).
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Slika 2.2. Struktura lanaca poliguluronske kiseline (G-blokovi)
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Slika 2.3. Struktura lanaca polimanuronske kiseline (M-blokovi)
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Slika 2.4. Struktura lanaca gradenih od naizmeniéno povezanih monomera manuronske i
guluronske kiseline (MG-blokovi)

Molekulska masa alginske kiseline i alginata, kao i zastupljenost manuronske i
guluronske kiseline u njihovoj gradi, moze da varira, a zavisi od vrste algi iz kojih se
dobijaju i uslova pod kojima su one rasle (Tonnensen i Karlsen, 2002; Pawar i Edgar,
2012). Ovo je naroCito znacajno zbog Cinjenice da alginati razli¢ite strukture formiraju
hidrogelove razlicitih karakteristika, te ¢e i moguénost njihove primene striktno zavisiti

od njihove strukture, odnosno sastava.

2.2.2. Osobine alginata

Jedna od osobina alginata koju je neophodno razmotriti pre nego $to se pristupi izradi
Ca-alginatnih mikrocestica je njihova rastvorljivost u vodi. Ona zavisi od tri faktora: pH
vrednosti, jonske jadine i prisustva tzv. “gelirajuc¢ih jona“. Da bi se postiglo rastvaranje
alginata, neophodno je obezbediti da pH vrednost bude iznad kriti¢ne vrednosti (zavisi
od strukture alginata), kako bi karboksilne grupe bile deprotonovane. Jonska jacina
medijuma uti¢e na rastvorljivost indirektno, preko uticaja na konformaciju, istezanje
lanaca alginata i viskozitet rastvora. U prisustvu dvovalentnih jona metala (izuzev
Mg?") alginati grade gelove, pa je u cilju rastvaranja alginata neophodno obezbediti
odsustvo ovih katjona (Pawar i Edgar, 2012).
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Kada se pH vrednost rastvora alginata spusti ispod pKa vrednosti “uronskih®
kiselina, dolazi do formiranja ,kiselih alginatnih gelova‘“. Ovakvi gelovi su stabilizovani
intermolekularnim vodoni¢nim vezama. Nakon geliranja molekuli vode ostaju fizicki
zatvoreni u alginatnom matriksu, ali i dalje imaju sposobnost migracije, Sto je od
velikog znacaja za primenu alginata za imobilizaciju Celija i1 inkapsulaciju lekovitih

supstanci (Tonnensen i Karlsen, 2002; Pawar i Edgar, 2012).

a)

Slika 2.5. Shematski prikaz tri tipa moguéih spojnica lanaca alginata u strukturi alginatnih
gelova sa dvovalentnim katjonima: a) GG/GG spojnice; MG/MG spojnice, i ¢) GG/MG
spojnice (Donnati i sar., 2005)

Medutim, za Siru primenu alginata u oblasti biotehnologije i medicine zasluzno
je njihovo svojstvo da u kontaktu sa slobodnim dvovalentnim katjonima (izuzev Mg*")
grade “jonotropne gelove®. Za razliku od monovalentnih katjona, koji sa alginatima
obrazuju u vodi rastvorljive soli, dvovalentni joni metala heliraju lance alginata
obrazuju¢i hidrogelove ili precipitate. Njihov nastanak se objaSnjava interakcijama
izmedu G-blokova susednih lanaca alginata koji se u prisustvu pomenutih jona povezuju
medusobno, obrazujuéi tesna “Cvorista” (spojnice) izmedu kojih se nalaze prostori
ispunjeni geliraju¢im jonima (Pawar i Edgar, 2012). Kao $to je prikazano na slici 2.5,
osim G-blokova i MG blokovi obrazuju spojnice, ali su one znatno slabije nego spojnice

formirane izmedu G-blokova (Fang i sar., 2007). Ovo nedvosmisleno ukazuje da je

19



afinitet geliraju¢ih katjona ka G-reziduima lanaca alginata znatno veéi nego ka M-
reziduima (Braccini i sar., 1999; Braccini i Perez, 2001). Stoga, alginati sa ve¢im
sadrzajem ostataka guluronske kiseline obrazuju jace i postojanije gelove u odnosu na

gelove koje obrazuju alginati sa visokim sadrzajem manuronske kiseline.

Na svojstva alginatnih gelova uti¢e 1 vrsta jona koji ih obrazuju, a afinitet
alginata prema dvovalentnim katjonima opada slede¢im redosledom: Pb > Cu > Cd >
Ba > Sr > Ca > Co, Ni, Zn > Mn (Morch i sar., 2006). S obzirom da najve¢i prakti¢ni
znacaj imaju gelovi Ca-alginata, te da upravo od njihove strukture zavise osobine Ca-
alginatnih mikrocestica, u poglavlju 2.3 detaljno su opisani na¢in njihovog formiranja i

struktura.

2.2.3. Dobijanje alginata

lako postoji nekoliko opisanih procedura za bakterijsku sintezu alginata (Gacesa, 1998),
alginati koji su komercijalno dostupni gotovo se bez izuzetka dobijaju postupkom
ekstrakcije iz smedih morskih algi familije Phaeophyceae (Tonnensen i Karlsen, 2002).
U algama se alginati nalaze u obliku nerastvornih soli kalcijuma, magnezijuma,
barijuma i stroncijuma, gde je koncentracija ovih jona u njima odredena ravnoteZzom sa

morskom vodom (Pawar i Edgar, 2012).

Pre-ekstrakcija Neutralizacija Precipitacija

Alginska -
Hcl Kiselin Na,CO, Na-alginat

Ca, Mg i Sr-
alginat u

Alginska

kiselina | N@2¢0s

ili Na-alginat

NaOH

. Hcl
ostacima

algi

(ispiranje,
filtracija)

- Alginska -
Ca?*—»{ Ca-alginat HCI—+ kigelina %NGZCO‘?

Slika 2.6. Shematski prikaz postupka dobijanja Na-alginata

Shematski prikaz postupka dobijanja natrijum-alginata je predstavljen na slici

2.6. U prvoj fazi se uklanjanju suprotno naelektrisani joni vezani za alginsku kiselinu
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dodatkom 0,1 — 0,2 M mineralne kiseline. Zatim se nerastvorna alginska kiselina
prevodi u rastvornu natrijumovu so neutralizacijom sa bazama, natrijum hidroksidom ili
natrijum-karbonatom. Nakon toga se uklanjaju Cestice necCisto¢a tehnikama
prosejavanja, centrifugiranja i filtracije. Zatim se natrijum-alginat izdvaja iz rastvora
prevodenjem u kalcijum-alginat (dodatkom kalcijum-hlorida) ili u alginsku kiselinu
(dodatkom mineralne Kkiseline). Dobijeni talog se zatim odvaja, susi i usitnjava
mlevenjem, nakon ¢ega se ponovo prevodi u natrijum-alginat neutralizacijom natrijum-
karbonatom. U slucaju kada je precipitacija izvedena dodatkom kalcijumove soli,
neophodno je da se iz usitnjenog precipitata Ca-alginata prvo oslobodi alginska kiselina
dodatkom mineralne kiseline, a potom se vr$i neutralizacija pomoc¢u natrijum-karbonata

(Pawar i Edgar, 2012).

Zahvaljuju¢i otkricu enzima manuronskih epimeraza bakterija Azobacter
vinelandii, koje imaju mogucnost epimerizacije —OH grupe na polozaju C5, i izolovanju
gena koji nose informacije neophodne za sintezu ovog enzima razvijeni su bakterijski
sojevi koji pruzaju moguénost kontrolisane sinteze alginata zeljene strukture i osobina

(Donati i sar., 2005).

2.2.4. Biomedicinska primena alginata

Alginska kiselina i natrijum-alginat imaju GRAS status (eng. Generally Recognized As
Safe — generalno prihvatljivi kao bezbedni). Osim toga, u Evropi je dozvoljena njihova
primena kao aditiva u hrani (Rowe i sar., 2009). Najvise se koriste u farmaceutskoj,
kozmetic¢koj i prehrambenoj industriji. S obzirom da se dobijaju iz sirovina prirodnog
porekla, mogu sadrzati razliite neCisto¢e poput teSkih metala, proteina i endotoksina.
Medutim, danas su na trziStu dostupni alginati visoke cistoe sa kontrolisanim
sadrzajem pirogena koji se mogu koristiti za izradu implanta (Tonnensen i Karlsen,
2002). Primena alginata u biomedicini vezana je za njihovu biokompatibilnost,
biodegradabilnost, netoksi¢nost i najCeS¢e svojstva gradenja gelova, bubrenja, te

povecanja viskoziteta vodenih rastvora.

Kao ekscipijens, natrijum-alginat se Cesto moze nac¢i u sastavu razli¢itih
farmaceutskih preparata namenjenih za per os i primenu na kozi (tabela 2.3). U sastavu

tableta obi¢no ima ulogu sredstva za vezivanje i raspadanje, dok se u kapsulama koristi
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kao sredstvo za dopunjavanje. Sve veéi znacaj natrijum-alginat ima u razvoju novih
preparata sa usporenim oslobadanjem lekovite supstance (Tonnensen i Karlsen, 2002,
Rowe i sar., 2009).

Tabela 2.3. Primena natrijum-alginata u razli¢itim farmaceutskim oblicima (Rowe i sar.,
2009)

Upotreba Koncentracija, %
Paste i kremovi 5-10
Stabilizator u emulzijama 1-3
Sredstvo za suspendovanje 1-5
Sredstvo za vezivanje (tablete) 1-3
Sredstvo za raspadanje (tablete) 25-10

U farmaceutskim oblicima za primenu na kozi kao $to su suspenzije, emulzije
U/V tipa, paste, kremovi i gelovi, natrijum-alginat se najcesce koristi kao sredstvo za

povecanje viskoziteta, stabilizator i sredstvo za geliranje (Rowe i sar., 2009).

Dokazana su i mukoadhezivna svojstva alginatnih gelova, pa se alginati zbog
ovog svojstva koriste u formulaciji mukoadhezivnih tableta, bukalnih gelova i

vaginalnih tableta (Vennat i sar., 1998; Rowe i sar., 2009).

Alginati se dodaju i zavojima za rane, naroCito zavojima namenjenim za rane
koje su sklone eksudaciji. Nakon nanosenja ovih zavoja na ranu dolazi do izmene
natrijumovih jona eksudata sa kalcijumovim jonima alginata, koji dovode do formiranja

hidrogela natrijum-alginata (Tonnensen i Karlsen, 2002; Paul i Sharma, 2004).

Jedna od prednosti primene natrijum-alginata za mikroinkapsulaciju lekovitih
supstanci, poput biotehnoloskih, ali i drugih osetljivih na povisenu temperaturu i
hemijske agense, ogleda se u moguénosti inkapsulacije na sobnoj temperaturi®, bez

primene organskih rastvaraca, reaktivnih hemijskih agenasa i sl.

120°C
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2.3. Ca-ALGINATNE MIKROCESTICE

2.3.1. Osobine Ca-alginatnih mikrocestica

Ca-alginatne mikrocestice su hidrogel mikrocestice nastale reakcijom geliranja izmedu
alginata i Ca** jona (2.2.2). Izgled Ca-alginatne hidrogel estice prikazan je na slici 2.7.
lako je prva teorija o strukturi Ca-alginatnih hidrogelova objavljena 1973. godine, s
obzirom na veliki prakti¢ni znacaj njihova struktura je jo§ uvek predmet opseznih
istrazivanja. Model “kutije za jaja* (eng. egg-box), odnosno teorija koju su postavili
Rees i saradnici, prva je teorija koja tumaci strukturu Ca-alginata. Ovaj model, uz manje
izmene prihvata se i danas, kao osnova tumadenja povezivanja Ca®* jona sa
monomerima alginata, i posledi¢nog medusobnog povezivanja lanaca alginata. Sam
naziv “kutija za jaja“ potie od nacina pakovanja Ca?* jona u Supljinu izmedu
monomera guluronske kiseline susednih lanaca (eng. egg-box dimer), a koji podseca na
nacin pakovanja jaja u zastitne kartonske kutije (Slika 2.8a-b). Primenom tehnike
rasipanja X-zraka pod malim uglom (eng. small angle X-ray scattering, SAXS)
dokazano je da se lanci nastalih dimera pri dovoljno visokim koncentracijama Ca®* jona
povezuju boc¢no obrazuju¢i multimerne strukture u kojima su ovi lanci paralelno

postavljeni jedni u odnosu na druge (slika 2.8¢) (Stokke i sar., 1997).

Slika 2.7. Ca-alginatna hidrogel sferi¢na éestica (snimljeno pomocéu USB mikroskopa CY-
800B, Chin Yi Enterprise Ltd, Kina)

Osobine Ca-alginatnih mikrocestica zavise prvenstveno od strukture alginata iz
kojih se dobijaju. Ovo se narocito odnosi na udeo manuronskih i guluronskih rezidua u
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strukturi alginata, o cemu je ve¢ bilo reci (2.2.2). Takka i Acarturk su 1999. godine
sproveli istrazivanje uticaja strukture alginata na osobine Ca-alginatnih mikrocestica i
potvrdili da alginati sa visokim sadrzajem guluronske kiseline obrazuju rigidnije gelove
sa izrazenijim retencionim sposobnostima. Pored strukture i koncentracija polaznog
rastvora alginata, kao i odnos koncentracije lekovite supstance i alginata imaju uticaj na
brzinu kojom se inkapsulirana supstanca oslobada iz mikroCestica. Medutim,
istrazivanja sprovedena sa razli¢itim model lekovitim supstancama dovela su do
suprotnih zakljucaka o uticaju odnosa lekovita supstanca/polimer, $to dovodi do
zakljucka da i priroda lekovite supstance, odnosno njegova molekulska masa i
naelektrisanje imaju znacajan uticaj na 0sobine Ca-alginatnih mikrocestica (Kim i Lee,

1992; Acarturk i Takka, 1999).
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Slika 2.8. Shematski prikaz strukture ¢vorisnih zona u Ca-alginatnim gelovima: a) poloZaj
Ca?*jona u Supljini koju obrazuje par guluronatnih ostataka u dva susedna lanca alginata; b)
struktura dimera i c) lateralno povezani dimeri u multimernu strukturu hidrogela. Crni
krugovi predstavljaju atome kiseonika koji su najverovatnije odgovorni za koordinaciju sa
Ca?" jonima. Prazni krugovi predstavljaju Ca**jone (Feng i sar., 2007).

Koncentracija kalcijumovih jona u medijumu za geliranje je jedan od parametara
koji ima veliki uticaj na porozitet i stabilnost Ca-alginatnih mikrocestica. Medutim,
razli¢ita istrazivanja ukazuju da uticaj koncentracije kalcijumovih jona na osobine Ca-
alginatnih mikrocCestica zavisi od drugih formulacionih parametara, a narocito od

koncentracije alginata (Acarturk i Takka, 1999). Stokke i sar. su 1997. godine
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primenom SAXS metode pokazali da porast koncentracije kalcijumovih jona u odnosu
na alginat ima za posledicu povecanje poroznosti mikrocestica, dovodeci do ubrzanog

oslobadanja inkapsulirane lekovite supstance.

Najznacajnija svojstva Ca-alginatnih mikrocestica vazna za njihovu primenu u
oblasti farmacije i biomedicine su netoksi¢nost, biokompatibilnost i biodegradabilnost.
Osim toga, ove mikrocestice se mogu dobiti relativno jednostavnim postupcima
inkapsulacije, bez primene visokih temperatura, toksi¢nih i reaktivnih agenasa. Sve

......

proteine, enzime, gene, celije 1 dr.

Primenu Ca-alginatnih mikrocestica u velikoj meri ograni¢ava njihov porozitet,
relativno slab retencioni kapacitet (Martinsen i sar., 1989) i njihova osetljivost na
prisustvo tzv. sekvestrirajucih (fosfati, citrati, laktati) 1 negeliraju¢ih (natrijum,
magnezijum) jona koji se mogu na¢i u bioloSkom okruzenju (Coppi i sar., 2001; Patel i
sar., 2006; Chavari i sar., 2010). Mehanizam delovanja sekvestriraju¢ih jona uglavnom
se objasnjava njihovim veéim afinitetom za Ca®" jone sto dovodi do relaksacije lanaca

alginata, ubrzanog bubrenja i oslobadanja inkapsulirane supstance (Dainty i sar. 1986).

2.3.2. Dobijanje Ca-alginatnih mikrocestica

Generalno, postoje dva nacina dobijanja Ca-alginatnih mikrocestica, a to su: ukapavanje
rastvora natrijum-alginata u rastvor koji sadrzi kalcijumove jone (ekstruzija/eksterno
geliranje) 1 oslobadanje kalcijumovih jona iz nerastvornih kalcijumovih soli
dispergovanih u rastvoru natrijum-alginata (emulgovanje/interno geliranje). U slucaju
ekstruzije, primenom razli¢itih tehnika obezbeduje se da kapljice rastvora natrijum-
alginata budu mikrometarskih dimenzija i S$to pravilnijeg sfericnog oblika. Kod
postupka emulgovanja mikrometarske dimenzije Ca-alginatnih hidrogel Cestica se
postizu tako S§to se disperzija nerastvorne kalcijumove soli u rastvoru natrijum-alginata
emulguje u ulju (sa ili bez emulgatora tipa V/U). Na taj na¢in dobija se emulzija tipa
V/U cije kapljice unutrasnje faze mikrometarskih dimenzija nakon oslobadanja

kalcijumovih jona iz nerastvornih soli obrazuju Ca-alginatne mikrocestice.
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2.3.2.1. Ekstruzija/eksterno geliranje

Prilikom odabira postupka dobijanja kapljica rastvora natrijum-alginata koji ¢e biti
ukapavan u rastvor Ca®* jona potrebno je voditi raduna o veli¢ini kapljica, distribuciji po
veli¢ini, pravilnosti oblika i kapacitetu proizvodnje koji je moguce posti¢i primenom
toga postupka (Prusse i sar., 2008). Razlikuju se cetiri tehnologije za dobijanje kapi
mikrometarskih veli¢ina (slika 2.9) (Ries i sar. 2006; Priusse i sar., 2008; Tran i sar.
2011):

e Primena koaksijalnog protoka vazduha (eng. coaxial air-flow enhanced dropping).
Ovaj postupak se zasniva na usmeravanju struje vazduha na vrh igle, §to dovodi do
odvajanja kapljica rastvora natrijum-alginata pre nego $to kapljica dostigne kriti¢énu
masu potrebnu da bi se spontano, pod dejstvom gravitacione sile, otkinule od vrha
igle (slika 2.9a) (Vorlop i Klein, 1983). Podesavanjem dijametra igle i brzine protoka
vazduha u koaksijalnom cilindru moguce je regulisati veli¢inu kapljica. Osnovna
ograni¢enja ove metode su veli¢ina Cestica, ¢ija se donja granica kre¢e do 200 pum i

relativno mali kapacitet proizvodnje (Heinzen i sar., 2004).

e Primena elektrostatickog polja (eng. electrostatic enhanced dropping). Ovaj
postupak podrazumeva povezivanje igle i gelirajueg medijuma na suprotno
naelektrisane elektrode (slika 2.9b). Na taj nacin se izmedu njih stvara elektri¢éno
polje, najcesce potencijala izmedu 10 i 25 kV, koje dovodi do odvajanja kapljice od
vrha igle. PodeSavanjem dijametra igle i jacine elektri¢nog polja podesava se veli¢ina
kapljica, a time i nastalih mikrocestica. Sli¢no prethodnom postupku i ovde je
osnhovni nedostatak relativno mali proizvodni kapacitet (Heinzen i sar., 2004; Tran i
sar., 2011).

e Primena vibracija. Vibracijama odgovaraju¢e talasne duzine moguce je razbiti
laminarni mlaz u ujednacene mikrometarske kapljice (Slika 2.9¢c). Podesavanjem
dijametra igle i talasne duzine vibracija podesava se veli¢ina kapljica. Prednosti ove
tehnologije su zadovoljavajuci kapacitet proizvodnje, reproduktivnost, izvodljivost u

zatvorenim sistemima, sterilnim uslovima i relativno jednostavan scale up® (Heinzen

2 Prenosenje procesa sa laboratorijskog na proizvodni nivo (razmeru)
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I sar., 2004). Osnovni nedostatak je ograniCenost na primenu za rastvore velikog

viskoziteta (Priisse i sar., 2008; Tran i sar., 2011).
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Slika 2.9. Shematski prikaz uredaja za dobijanje Ca-alginatnih mikrocestica ekstruzijom:
a)uredaj sa koaksijalnim cilindrom; b) uredaj sa elektrostatickim poljem; c) vibrirajuci uredaj
i d) JetCutter uredaj (preuzeto i prilagodeno iz Priisse i sar., 2008; Tran i sar., 2011).

e Secenje kapljica (eng. jet-cutter technology). Ovim postupkom se kapljice od mlaza
odvajaju mehanicki, njegovim presecanjem pomocéu rotirajueg nosaca sa
zicama/secivima (slika 2.9d). Veli¢ina ovako dobijenih kapljica zavisi prvenstveno
od dijametra igle, brzine rotacije i karakteristika alata za secenje (Prisse i sar., 2000).
Jedan od nedostataka ove metode je zaostajanje dela tecnosti koja se gelira na
delovima uredaja za secenje, usled njihovog direktnog medusobnog kontakta, sto ima
za posledicu gubitke koji se uobicajeno krecu izmedu 115 % (Prisse i sar., 2008;
Tran i sar., 2011). Glavna prednost ove metode u odnosu na ostale, jeste veliki
kapacitet proizvodnje koji iznosi i do jedan kilogram mikrocestica za deset minuta
(Prisse i sar., 2008).

Najveci nedostaci ekstruzije, odnosno tehnike eksternog geliranja, su ograniceni
kapacitet ve¢ine pomenutih metoda, ograni¢eno postizanje veli¢ina mikrocestica manjih

od 200 pm sa prihvatljivom distribucijom veli¢ine, problemi sa viskozitetom rastvora
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alginata i ¢estom deformacijom oblika mikrocestica, koje poprimaju oblik suze prilikom

udara o povrsinu geliraju¢eg medijuma.

Osim pomenutih tehnika dobijanja Ca-alginatnih mikrocestica eksternim
geliranjem, u poslednjih deset godina sve ¢eS¢e koristi se i suSenje rasprSivanjem.
Postupak je zasnovan na rasprSivanju/atomizaciji disperzije/rastvora lekovite supstance
u rastvoru alginata u komori sa zagrejanim vazduhom. Nakon prikupljanja u separatoru,
Cestice se prenose uz mesanje u rastvor sa kalcijumovim jonima (Coppi i sar., 2001).
Prednost ovakve metode ogleda se u mogucnosti industrijske proizvodnje, u zatvorenim
sterilnim sistemima i postizanju veli¢ine cestica ispod 10 um (Coppi i sar., 2001;
Benchabane i sar., 2007). Nedostaci su primena visokih temperatura (> 150 °C) i

ogranicenje u pogledu viskoziteta rastvora alginata koji se koriste za inkapsulaciju.

2.3.2.2. Emulgovanje/interno geliranje

Zbog pomenutih ogranienja i nedostataka tehnika eksternog geliranja, po¢etkom 80-ih
godina proSlog veka razvijen je postupak internog geliranja/emuglovanja, a koji je
usavr$avan paralelno sa tehnikama eksternog geliranja (Reis i sar., 2006). Sam
postupak, bez obzira na modifikaciju, odvija se u slede¢im fazama (Poncelet i sar.,
1999; Silva i sar., 2006):

e Dispergovanje nerastvorne kalcijumove soli (najé¢es¢e CaCO3) u rastvoru/suspenziji

alginata sa materijalom koji treba inkapsulirati (slika 2.10a).

e Emulgovanje. Nastala disperzija se uz mesanje dodaje u uljanu fazu (u kojoj je

najCeSée prisutan emulgator tipa V/U) kako bi se formirala emulzija tipa V/U (slika

2.10h).

e Geliranje. Nakon izrade homogene emulzije, inicira se postupak geliranja alginata
oslobadanjem kalcijumovih jona iz nerastvornih soli dodatkom kiselina rastvornih u

ulju, poput sircetne kiseline (slika 2.10c).

e Odvajanje mikrocestica. Po zavrSetku geliranja, mikroCestice se izdvajaju iz emulzije

centrifugiranjem, kome cesto prethodi inverzija faza (obi¢no dodatkom rastvora
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kalcijum-hlorida, slika 2.10d). Nakon odvajanja, mikrocestice se 0bi¢no ispiraju vodom,

etanolom ili vodenim rastvorom surfaktanta tipa V/U.
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Slika 2.10. Shematski prikaz dobijanja Ca-alginatnih mikrocestica postupkom emulgovanja
(internog geliranja)

Osnovni faktori koji uticu na karakteristike mikrocestica dobijenih ovim
postupkom su vrsta i koncentracija alginata, kalcijumove soli i emulgatora, tip ulja,
odnos uljane i vodene faze, vrsta i koli¢ina kiseline, brzina i na¢in mesanja emulzije

(Reis i sar., 2006).

Prednosti ove metode su relativno jednostavan scale up, mogucnost dobijanja
mikroCestica veli¢ine od nekoliko mikrometara, pa ¢ak i1 submikronskih veli¢ina

(Poncelet, 2001; Reis i sar., 2006).

Porozitet mikrocestica dobijenih postupkom internog geliranja vec¢i je nego kod
mikrocestica dobijenih eksternim geliranjem (Ries i sar., 2006), pa je i njihova
sposobnost zadrzavanja inkapsulirane lekovite supstance u jezgru znatno manja. Osim
toga, odredena koli¢ina supstance koja se inkapsulira moze tokom postupka
emulgovanja da prede u spoljaSnju, uljanu fazu, u zavisnosti od njene
lipofilnosti/hidrofilnosti, ¢ime se umanjuje efikasnost inkapsulacije. Ovoj pojavi jos

vise doprinose neminovni gubici lekovite supstance do kojih dolazi prilikom izolovanja
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mikrocestica 1 ispiranja u cilju uklanjanja ostataka ulja i surfaktanta (Vandenberg i
Noue, 2001).

2.4. HITOZANI

2.4.1. Hemijska struktura hitozana

Hitozan je linearni, binarni heteropolisaharid koji se sastoji iz 2-acetamido-2-deoksi-f—
D-glukopiranoze i 2-amino-2-deoksi-B—D-glukopiranoze povezanih B(1-4) glikozidnim
vezama (Wong, 2009). Strukturna formula hitozana predstavljena je na slici 2.11. Ovaj
polimer se dobija parcijalnom deacetilacijom hitina, linearnog homopolisaharida koji se
sastoji iz jedinica N-acetil-D-glukozamina povezanih B(1-4) glikozidnim vezama
(Shepherd i sar., 1997). Stepen deacetilacije komercijalno dostupnih hitozana se
najcesce krece izmedu 66 1 95 % (Agnihotri i sar., 2004).

Na osnovu molekulske mase hitozani se obi¢no dele na hitozane male
molekulske mase (< 150 kDa), hitozane srednje molekulske mase i hitozane velike
molekulske mase (700 — 1000 kDa) (Wong, 2009). U poslednjih nekoliko godina sve
vecu paznju privlace oligosaharidni hitozani molekulske mase < 50 kDa, koji se
dobijaju postupkom hidrolize lanaca visokomolekularnih hitozana (Casettari i sar.,
2012). Stepen deacetilacije hitozana i njihova molekulska masa, osnovne su
karakteristike koje je potrebno uzeti u obzir prilikom odabira hitozana za izradu nosaca

sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance.

H | H

H NH; 1 H

R= H or COCH,

Slika 2.11. Hemijska struktura hitozana
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2.4.2. Osobine hitozana

2.4.2.1. Fizickohemijske osobine hitozana

U Cvrstom stanju, hitozan je semikristalni polimer koji pokazuje polimorfizam
(Rinaudo, 2006). Kao i vecina polisaharida koji imaju izrazenu sposobnost obrazovanja
vodoni¢nih veza, hitozan se zagrevanjem razgraduje pre nego S$to po¢ne da se topi
(Srinivasa i Tharanathan, 2007). Rastvorljivost hitozana u vodi strogo zavisi od njegove
molekulske mase i stepena deacetilacije, pa su tako oligosaharidni hitozani molekulske
mase 2 — 3 kDa lako rastvorni u vodi ¢ak i pri neutralnoj pH vrednosti (Jeon i sar.,
2000), dok su konvencionalni hitozani kao katjonski polisaharidi, ¢ija se pK vrednost
obi¢no kre¢e u granicama od 6,2 do 7,0, prakti¢no nerastvorni u vodi i fiziolosSkim
uslovima (pH vrednost 7,4) i visim pH vrednostima (lllum, 1998; Wong, 2009).
Dodatkom kiselina, odnosno snizavanjem pH vrednosti, povecava se rastvorljivost
hitozana usled protonovanja slobodnih —NH; grupa na polozaju C-2 glukozaminskih

jedinica.

Stepen deacetilacije je u direktnoj vezi sa brojem slobodnih —NH, grupa, a time
indirektno utice i na rastvorljivost. Tako su hitozani sa stepenom deacetilacije oko 40 %
rastvorljivi u vodenim medijumima pH vrednosti do 9,0, dok se hitozani stepena
deacetilacije oko 85 % rastvaraju u medijumima pH vrednosti do 6,5 (Illum, 1998). Na
rastvorljivost hitozana kao polielektrolita, prisustvo elektrolita, odnosno jonska jacina
medijuma takode ima veliki uticaj. U odsustvu stranih elektrolita, lanci hitozana su
maksimalno izduzeni usled repulzije pozitivno naelektrisanih grupa monomernih
jedinica, dok se u prisustvu stranih elektrolita smanjuje ova repulzija, dolazi do uvijanja
lanaca hitozana i efekta isoljavanja, odnosno talozenja hitozana (Illum, 1998; Singla i

Chawla, 2001).

Viskozitet rastvora hitozana je takoda bitna osobina koju je neophodno
razmotriti pre njegove upotrebe u biomedicinske svrhe, ukljucuju¢i i postupak
mikroinkapsulacije. Viskozitet rastvora hitozana odreduju, pored Kkoncentracije
hitozana, njegova molekulska masa, jonska jaCina, pH vrednost i temperatura rastvora.
Sa porastom molekulske mase hitozana raste i viskozitet njegovih r