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Sintetski biodegradabilni polimerni materijali pred-
stavljgju znacaino polje istrazivanja u oblasti razvoja
polimernih matrica za kontrolisanu dostavu i otpustanje
lekovaili drugih bioloski aktivnih supstanci. Uobicajeni
sistemi za uno3enje leka u organizam, preko tableta il
intravenozno ubrizgavanje leka, podrazumevaju unoSe-
nje cele neophodne porcije odjednom, §to ¢esto moze
biti blizu toksi¢ne vrednosti. S druge strane, neophodno
je konstantno uno%enje nove kolicine leka u kratkim
vremenskim intervalima, sto podrazumevai veliku fluk-
tuaciju koncentracije leka u organizmu. Terapeutski efe-
kat se moZe najbolje posti¢i kada bi se koncentracija
leka odrzavala konstantnom §to duZzi vremenski period.
To je bio glavni razlog da se u ranim 70-im godinama
prodlog veka intenzivno krene u istraZivanje kontrolisa-
nog otpudtanja lekova. Alifatski biodegradabilni polies-
tri su pogodni za izradu matrica u sistemima za kontro-
lisano otpustanje lekova. Ovi polimeri zadrZzavaju svoj-
stva odredeni period, da bi kasnije degradirali u netok-
si¢ne rastvorne molekule koji se izluéuju iz organizma
[1,2]. Posebno izug¢avani polimer za ovu primenu je ali-
fatski poliestar poli(e-kaprolakton), PCL, [2—6] kao i
njegovi kopolimeri [7,8] i blende [9], zbog njihove bio-
degradabilnosti, biokompatibilnosti i propustljivosti za
male molekule. PCL je hidrofoban, semikristalan poli-
mer sa niskom temperaturom topljenja u opsegu od 59
do 64 °C u zavisnosti od stepena kristalini¢nosti i nis-
kom temperaturom ostakljivanja (60 °C). Dobro je ras-
tvorljiv u vecini uobi¢genih organskih rastvarata, kao
&to su hloroform, dihlormetan i toluen, dok se ne rastva-
ra u alkoholima i dietiletru [10]. Hidroliticka degrada-
cija PCL je veoma spora u poredenju sa drugim alifat-
skim poliestrima, Sto ga ¢ini pogodnim za kori&¢enje u
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OPTIMIZACIJA USLOVA DOBIJANJA MIKRO-
SFERA NA BAZI BIODEGRADABILNOG
POLI(e-KAPROLAKTONA) ZA KONTRO-
LISANO OTPUSTANJE KARBAMAZEPINA

Cilj ovog rada je ispitivanje uticaja uslova dobijanja mikrosfera biodegradabilnog
poli(e-kaprolaktona) tehnikom otparavanja rastvaraca iz emulzje, na velicinu i raspo-
delu velicina mikrosfera. Polazne emulzje rastvora polimera u vodi formirane su pri
velikim brzinama meSanja tokom formiranja emulzije u opsegu od 10000 do
23000 0 min?, radi dobijanja mikrosfera malih precnika. Varirana je brzina meZanja
prilikom formiranja emulzje, duZina trajanja emulgovanja velikim brzinama meSanja
i udeo stabilizatora emulzje, poli(vinil alkohola). Velicina i raspodela velicina poli-
mernih mikrosfera odredivana je skenirajucom elektronskom mikroskopijom. U poli-
merne mikrosfere inkapsuliran je lek karbamazepin iz grupe antiepileptika i odredi-
vana je efikasnost inkapsulacije, kao i profil otpustanja leka u puferskom rastvoru
metodom tecne hromatografije sa UV spektroskopijom. Takode je izucavana kinetika
otpustanja karbamazepina koriséenjem razicitih modela s ciljem ispitivanja meha-
nizma otpustanja leka iz mikrosfera dobijenih pri razicitim uslovima.

sistemima za otpustanje leka pri duZzim vremenskim in-
tervalima, i do godinu dana. Profil otpu&tanja leka iz ma-
trica na bazi PCL moZe se modifikovati umeSavanjem
sa drugim biodegradabilnim polimerima, jer PCL poka-
zuje odli¢nu kompatibilnost sa razli¢itim polimerima.
Takode, za razliku od degradacije poli(laktida) i poli-
(glikolida), promena pH sredine i moguc¢nost dobijanja
kisele sredine pri razgradnji PCL je zanemarljiva [11].

Polimerne matrice napravljene od PCL za kontroli-
sano otpustanje leka su ngj¢esée u obliku nano- i mikro-
cestica. Najvise koristene metode za dobijanje polimer-
nih nano- i mikrosfera su metoda uz otparavanje organs-
kog rastvarata iz emulzije polimera u vodi i tehnika
sprej-suSenja [10,12-14]. Emulziona tehnika ulje u vodi
se zasniva na isparavanju hidrofobnog rastvarata iz
emulzije pri ¢emu se formiraju mikrosfere i inkapsulira
hidrofobni lek zarobljen u polimernoj matrici. Ova me-
toda podrazumeva rastvaranje polimera u organskom
rastvaracu, a zatim rastvaranje ili dispergovanje leka u
dobijenom polimernom rastvoru. Tako dobijena organ-
ska faza se pri odredenoj brzini meSanja ubacuje u vo-
denu fazu, pri ¢emu se formira emulzija. Otparavanjem
rastvaraca iz kapljica organske faze dobijaju se inkap-
sulirane polimerne sfere. U zavisnosti od uslova, pre
svega brzine meZanja, dobice se vece ili manje sfere, tj.
cestice koje mogu biti nano ili mikro dimenzija. Sve
nanosfere, dok su mikrosfere reda velic¢ine od 1 do 1000
um [15]. Postoje nano- i mikro¢estice, odnosno nano- i
mikrokapsule u zavisnosti dali je inkapsulirani lek dis-
pergovan u polimernoj matrici ili se nalazi u jezgru ces-
tica okruzen polimernim omotacem. Za razliku od mik-
rosfera koje se mogu koristiti samo oralno, veli¢ina na-
nosfera dozvoljava i njihovo intravenozno koristenje.
Male dimenzije nanosfera takode omogucavaju ciljanu
dostavu farmakoloski aktivnih supstanci na odredena
mesta jednostavnim injektovanjem [10].
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Na veli¢inu i uniformnost sfera, a samim tim i na
profil otpustanja leka, uti¢u ne samo odabrana metoda
pripreme, ve¢ i mnogi drugi faktori: molarna masa poli-
mera, stepen kristaliniénosti polimera, termicka istorija
polimera i udeo drugog polimera kada se radi o blenda-
ma. Na veli¢inu i raspodelu velicina sfera dobijenih me-
todom otparavanja rastvarata iz emulzije uticu vrsta i
koncentracija emulgatora, zapremina i koncentracija ra-
stvora polimera, brzina meSanja i duzina homogenizo-
vanjatokom formiranja emulzije [16-20].

Yang i saradnici su ispitivali uticaj koncentracije
emulgatora u vodenoj fazi na veli¢inu mikrosfera na ba-
zi poli(D,L-laktid-co-glikolne kiseline) 65/35 i poli(e-
-kaprolaktona) [21]. Kao emulgator je koristen poli(vi-
nil alkohol), PVA, a njegov udeo u vodenoj fazi je iz-
nosio 0,05, 0,1 i 0,5mas.%. Ovim eksperimentima je
ustanovljeno da se sa porastom udela PVA smanjuje
precnik mikrosfera. S obzirom na to da je koriseni
PV A polimer velike molarne mase, njegovo prisustvo u
vodenoj fazi moze povecati viskozitet emulzije cime bi
se otezalo razbijanje emulzije u manje kapi, pa bi se ti-
me dobile sfere vecih dimenzija. S druge strane, PVA
deluje stabilizujuée na stvorene kapi, sprecavauéi nji-
hovo depljivanje, sto dovodi do stvaranja sfera manjih
pre¢nika. Na osnovu niza eksperimenata, Yang i sarad-
nici su zakljucili da je stabilizuju¢e dejstvo PVA domi-
nantnije pri vec¢im koncentracijamai da dovodi do sma-
njenja velicine mikrosfera sa povecanjem koncentracije
PVA. Sli¢no su zapazili i Park i saradnici [22] andlizi-
rgjuéi uticaj udela poli(etilen oksida) na profil otpus-
tanja eritromicina iz mikrosfera napravljenih od poli(&-
-kaprolaktona). U tom radu jeizuc¢avan i uticaj razlicitih
vrsta emulgatora, koncentracije emulgatora, kao i brzine
meSanja ha precnik biodegradabilnih mikrosfera i €fi-
kasnost inkapsulacije leka. Rezultati ovih ispitivanja su
pokazali da se precnik mikrosfera nabazi PCL smanjuje
sa povetanjem brzine meSanja u celom opsegu prime-
njenih brzina mesanja. Veli¢ina sfera opadai sa poveca
njem koncentracije emulgatora Zelatina u opsegu od 1
do 5mas.%, dok dalje povetanje koncentracije emul-
gatora moze voditi aglomeraciji i povecanju precnika
dobijenih sfera.

Uticgj brzine meSanja na veli¢inu nosxta leka, kao
i raspodelu velicina ¢estica, izu¢avan je u mnogim ra-
dovima [16,18,21-23]. To je jedan od klju¢nih faktora
koji obezbeduje energiju za dispergovanje organske faze
u vodenoj fazi. Sa povetanjem brzine meSanja opada
precnik sfera, paje stoga pri pravljenju sfernih matrica
neophodno optimizovati brzinu meSanja da bi se dobile
sfere zeljenih dimenzijai raspodele velicina

Na karakteristike nano- i mikrosfera moze uticati i
vreme homogenizovanja tokom formiranja emulzije. Ovgj
parametar je posebno bitan kod metoda za dobijanje na-
noemulzija, kao $to je homogenizovanje pod pritiskom.
Lamprecht i saradnici su u svom istrazivanju [24] pratili
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uticgj duzine trgjanja homogenizovanja, pri formiranju
emulzije u homogenizatoru pod pritiskom, na velic¢inu i
raspodelu veli¢ina nanosfera izradenih koriS¢enjem dva
biorazgradiva polimera poli(D,L-laktid-co-glikolne ki-
seline) 50/50 i poli(e-kaprolaktona). ZapaZeno je da se
sa povecanjem duZine homogenizovanja do 3 min sma-
njuje polidisperznost, bez znatajne promene precnika
nanosfera. Medutim, nakon 3 min dolazi do rasta kako
polidisperznost tako i velic¢ina sfera. To je objasnjeno
smanjenjem stabilnosti emulzije sa pove¢anjem vreme-
na homogenizovanja, o ukljucuje pojavu nekontroli-
sane koalescencije kapi, koja vodi povetanju i precnika
cedticai polidisperznosti.

Cilj ovog rada je bio ispitivanje optimanih uslova
za dobijanje mikrosfera na bazi biodegradabilnog poli-
(e-kaprolaktona) za kontrolisano otpustanje karbamaze-
pina, leka iz grupe antiepileptika. Mikrosfere su dobi-
jene emulzionim postupkom uz otparavanje rastvara&ta,
pri ¢emu je u koraku dobijanja emulzije koris¢en homo-
genizator velike snage koji moze razviti brzine meSanja
u opsegu od 10000 do 23000 o min™. Ispitivano je kako
brzina meSanja tokom formiranja emulzije homogeniza-
torom velike snage, duzina trgjanja meSanja velikim br-
zinama pri formiranju emulzije i koncentracija emul-
gatora, PVA, uti¢u na veli¢inu i raspodelu velicina ¢es-
tica. Za odabrane procesne parametre u mikrosfereje in-
kapsuliran karbamazepin i odredivana je efikasnost in-
kapsulacije, kao i profil otpustanja leka.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijali

Za dobijanje mikrosfera koris¢en je sintetisani po-
limer poli(e-kaprolakton) ¢ije su srednje molarne mase
odredene gel propusnom hromatografijom iznosile M, =
= 14370 g mol™ i M,, = 33500 g mol™. Kao emulgator
je uzet poli(vinil akohol), PVA, (M,, = 130000 g mol™,
Fluka). Inkapsuliran je karbamazepin, lek koji se koristi
kod lecenja epilepsije (Hemofarm i Zorka-Pharma, M =
= 236 gmol™). Na dlici 1 date su strukturne formule

+O%CH2>;c”:

Poli(&-kaprolakton)

O)\ NH,
Karbamazepin

Sika 1. Srukturne formule PCL i karbamazepina.
Figure 1. Sructural formulas of PCL and carbamazepine.
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polimera poli(e-kaprolaktona) i leka karbamazepina. Za
rastvaranje polimerai leka kori&¢en je dihlormetan (Ac-
ros Organics), a za pravljenje vodene faze upotreblja
vana je destilovana voda.

| zrada mikrosfera

Mikrosfere su dobijene emulzionim postupkom uz
otparavanje lako isparljivog rastvarata, dihlormetana.
Pravljene su mikrosfere bez leka pri razli¢itim para
metrima procesa, da bi se ispitao uticaj ovih parametara
na velicinu i raspodelu veli¢ina mikrosfera. Tokom iz-
rade mikrosfera koris¢en je 10 mas.% rastvor polimera
u svim ogledima.

Parametri koji su varirani tokom pravljenja mikro-
sfera bez leka su: brzina meSanja tokom formiranja
emulzije (tj. tokom homogenizovanja) homogenizato-
rom velike snage (10000, 18000 i 23000 0 min™), vre-
me homogenizovanja pri velikim brzinama meSanja (5,
10 i 15 min) i koncentracija emulgatora (0,2, 0,51 1,0
mas.%).

Postupak

Organska ili uljana faza je formirana tako &o je
odredena koli¢ina PCL (0,500 g) rastvorena u odredenoj
zapremini dihlormetana (5 ml), a zatim je pomocu pipe-
te dodata u pripremljeni vodeni rastvor emulgatora PVA
(100 ml). Dve faze su meSane odredeno, unapred oda-
brano vreme upotrebom homogenizatora (ULTRA
TURRAX® T 18 basic, IKA®), koji omogucava upotre-
bu velikih brzina me3anja, a zatim je, tokom otparavanja
rastvaraa, mesanje nastavljeno pri brzini od 1000 o min™
(meSalica RW 20, Janke & Kunkel, IKA-WERK), to-
kom 21 h. Shematski prikaz dobijanja emulzije za pri-
premu mikrocestica je ilustrovan nadlici 2.

Organska
faza

<

Vodena —~ Q¢ [0 ¢

faza o %o

o 0°e 09

(@) (@)
~—9 o @ -

Sika 2. Shematski prikaz dobijanja mikrosfera.
Figure 2. Schematic illustration of the microspheres formation.

MeSanjem velikim brzinama stvargju se sitne kapi
organske faze u vodenoj fazi, a otparavanjem lako is-
parljivog rastvaraca iz organske faze ovako formirane
emulzije, tokom naknadnog meSanja malim brzinama,

formirgju se mikrosfere. Nakon toga, dobijene mikro-
sfere su odvojene centrifugiranjem od vodene faze
(4500 o min u trgjanju od 15 min) uz naknadno ispi-
ranje odredenom koli¢inom destilovane vode i dodatnim
centrifugiranjem pod istim uslovima. Na kragju, mikro-
¢estice se suSe u vakuum susnici na sobnoj temperaturi.

Mikrosfere sa razli¢itim sadrzajem karbamazepina
su pripremane pri odabranim uslovima. Izrada inkapsu-
liranih mikrosfera je podeljena u dve serije. U prvoj se-
riji je koris¢en 1 mas.% rastvor PVA, pri brzini meSanja
tokom homogenizovanja 18000 o min™ u trajanju od 5
min. Pri otparavanju rastvarata emulzija je meSana brzi-
nom 1000 o min™ tokom 21 h. Druga serija mikrosfera
je pravljena bez koris¢enja homogenizatora, s ciljem do-
bijanja mikrosfera vecih pre¢nika. Odabrani parametri
za ovu seriju su bili 0,5 mas.% rastvor PVA i mala br-
zina meSanja od 1000 o min™ tokom formiranja emul-
zZije, kao i tokom otparavanja rastvarata u trajanju od
22 h. Kaoli¢inaleka je varirana za obe serije i iznosila je
10i 15 mas.% ra¢unato na masu polimera.

|zrada inkapsuliranih mikrosfera je di¢na opisa
nom postupku, samo &to je u uljanoj fazi, tj. pripremlje-
nom rastvoru polimera, rastvorena odredena koli¢ina le-
ka, karbamazepina (0,051 0,075 g).
Karakterizacija mikrosfera
Analiza velicinei raspodele velicina mikrosfera

Velic¢ina i morfologija mikrosfera ispitivana je po-
mocu skenirgjuceg el ektronskog mikroskopa, SEM (JEOL
JSM 5800). Za posmatranje mikrosfera SEM-om neop-
hodno je da se mikrosfere prevuku slojem Pd—Pt legure.
SEM dlike su analizirane pomocéu programa Imagel
merenjem precnika oko 200 mikrosfera, a rezultati su
posluzili za odredivanje srednjeg precnika cestica i ras-
podele velicinamikrosfera

Efikasnost inkapsulacije i kontrolisano otpustanje leka

Efikasnost inkapsulacije i koli¢ina otpustenog leka
karbamazepina odredivani su pomoc¢u tecne hromato-
grafije u sprezi sa UV spektroskopijom, HPLC-UV. Za
odredivanje efikasnosti inkapsulacije uziman je vodeni
uzorak filtrata zapstalog nakon izrade i ispiranja mikro-
sferai pomo¢u HPLC-UV merena je koli¢ina zaostalog
karbamazepina. Dobijena koli¢ina leka u filtratu je jed-
naka razlici ukupne koli¢ine unetog leka i inkapsulirane
kalicine leka. Efikasnosti inkapsulacije se odreduje pre-
ma sledecoj formuli:

Efikasnost inkapsulacije (%)=

Masa lekau mikrosferama

= — - x100
Teorijska masa lekaumikrosferama

Eksperiment kontrolisanog otpustanja leka je raden
na svim uzorcima inkapsuliranih mikrosfera, a da bi se
simulirali in vivo uslovi kori&en je neutralni fosfatni
pufer na 37 °C. Radene su po dve probe, pri ¢emu je za
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svaku koris¢eno po 30 mg uzorka u 50 ml pufera. U
odredenim vremenskim intervalima uziman je uzorak
puferskog rastvora (0,5 ml), ¢ijom je analizom odreden
sadrZgj otpustenog karbamazepina pomo¢u HPLC-UV.
Nakon svakog uzorkovanja, sudovi su dopunjavani is-
tom zapreminom sveZeg pufera. Za te¢no-hromatograf-
sku analizu kori&en je Surveyor LC sistem (Thermo
Fisher Scientific, Wathlam), sa Zorbax Eclipse® XDB-
-C18 kolonom (Agilent Technologies). Mobilna faza
protoka 1,0 ml min™ sastojala se od metanola i dejoni-
zovane vode. Hromatografska analiza je izvrSena izo-
kratski uz sastav mobilne faze od 60% metanola i 40%
dejonizovane vode. U LC sistem je uno3eno 10 pl uzor-
ka. UV spektri su dobijeni pomocu Surveyor PDA de-
tektora. Na UV spektru karbamazepina javljaju setri ap-
sorpciona maksimuma na talasnim duzinama 210, 240 i
285 nm. Najintenzivnija apsorpcija je na talasnoj duzini
A=210nm i ona je kori&ena za kvantitativho odredi-
vanje koli¢ine otpustenog leka.

REZULTATI | DISKUSIJA

Veli¢inai raspodela veli¢ina mikrosfera bez leka

Pri izradi mikrosfera na bazi PCL emulzionom te-
hnikom uz otparavanje rastvarata, menjani su razliciti

Tabela 1. Uticaj razicitih parametara na velicinu mikrosfera

parametri kako bi se ispitao njihov uticgj na veli¢inu i
raspodelu veli¢ina mikrosfera. Analiziran je uticg brzi-
nei duZine trgjanja meSanja tokom formiranja emulzije,
kao i uticaj koncentracije emulgatora u vodenoj fazi.
Tokom svih eksperimenata koncentracija polimera u or-
ganskoj fazi je bila 10 mas.%, dok je odnos organ-
skalvodena faza bio 1/20. Vrednosti parametara (brzina
meSanja tokom pripreme emulzije, tj. tokom homogeni-
zovanja, duZina trajanja homogenizovanja velikim brzi-
namai koncentracija emulgatora) koji su varirani u raz-
licitim ogledima dati su u tabeli 1, gde su predstavljenei
vrednosti srednjih prec¢nika dobijenih mikrosfera. U
svim dluc¢ajevima dobijene su neporozne, glatke mikro-
cestice sfernog oblika bez vecih nepravilnosti.
Uticaj brzine homogenizovanja

Za ispitivanje uticaja brzine meSanja tokom homo-
genizovanja organske (uljane) faze u vodenoj fazi sa 1,0
mas.% emulgatora kori&en je homogenizator velike
snage, pri razli¢itim brzinama meSanja. Pravljene su mi-
krosfere pri brzinama meSanja tokom homogenizovanja
od 10000, 18000 i 23000 0o min™, pri konstantnom vre-
menu homogenizovanja od 5 min. Promena srednjeg
precnika mikrosfera je prikazana na dici 3. Sa poveca
njem brzine meSanja tokom homogenizovanja, dolazi do

Table 1. The effect of different parameters on the microspheres diameter

Brzina meSanja tokom homogenizovanja

DuZina trajanja homogenizovanja

Koncentracijaemulgatora  Precnik mikrosfera

omin™ min mas.% um
10000 5 1 9,2+35
18000 5 1 4,2+1,3
23000 5 1 2,8+0,8
18000 10 1 4.2+1,7
18000 15 1 3,2+1,2
18000 5 0,2 4,612,7
18000 5 05 4,417
14
124
g 10
o 7
T 8-
B |
x
Z 6l
g ]
‘©
T 4
> <4
0 :

18000 23000

Brziname3anja, o min™

Sika 3. Zavisnost srednjeg precnika mikrosfera od brzine meSanja tokom formiranja emulzje.
Figure 3. Average diameter of microspheres as a function of stirring rate during formation of the emulsion.
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smanjenja vrednosti precnika sfera. Pri brzinama meSa-
nja od 10000, 18000 i 23000 0o min™ srednji precnik
mikrosferaiznosioje 9,2, 4,21 2,8 um.

Preliminarna ispitivanja su pokazala da su velicine
mikrosfera dobijenih bez koris¢enja homogenizatora ve-
like snage pri formiranju emulzije znacajno vete. Kada
je upotrebljena brzina meSanja za formiranje emulzije
bila samo 1000 o min™, veli¢ina mikrosfera na bazi PCL
je bila preko 100 um, sli¢no kao u slu¢aju drugih biode-
gradabilnih poliestara, kao &o je poli(butilen sukcinat)
[25]. Ovo pokazuje da brzina meSanja ima veliki uticgj
na precnik mikrosfera, i da je koris¢enjem homogeni-
zatora za postizanje velikih brzina meSanja (preko
10000 o min™) omoguéeno dobijanje mikrodestica &iji
je srednji pre¢nik manji od 10 um.

Uticaj vremena homogenizovanja

Radi ispitivanja uticaja duzine trgjanja homogeni-
zovanja pri velikim brzinama meSanja na veli¢inu ¢es-
tica, napravljene su mikrosfere uz variranje duZine tra-
janja homogenizovanja od 5, 10 i 15 min, dok je brzina
mesanja tokom homogenizovanja iznosila 18000 o min ™.
Sa povetanjem duZine trgjanja homogenizovanja nije
uocen pravilan trend promene srednjih precnika, za ra-
zliku od brzine meSanja koja je klju¢na kada se radi o
dimenzijama mikrocestica. Vrednost srednjeg precnika
za 5 i 10 min homogenizovanja pri velikim brzinama
me3anja je bila 4,2 um, dok je pri najduzem vremenu
homogenizovanja (15 min) ta vrednost bila manja i iz-
nosila je 3,2 um (tabelal). Takode, duze homogenizo-
vanje ne utic¢e znacajno na raspodelu velic¢ina mikrosfe-
ra. Za dobijanje mikrosfera manjih dimenzija bolje je
koristiti vece brzine meSanja tokom homogenizovanja
pri kra¢im vremenima meSanja velikim brzinama, ¢ime
bi bila izbegnuta eventualna moguénost degradacije po-
limera koja je moguca pri duzim vremenima homogeni-
zovanja.

Uticaj koncentracije PVA

Oblik i velicina mikrosfera se moze menjati vari-
ranjem udela stabilizatora emulzija. Mikrosfere su dobi-
jene na ve¢ opisan nadin, s tim $to su pored promene
koncentracije emulgatora ostali parametri bili konstant-
ni: brzina meSanja i vreme homogenizovanja velikim

Sika 4. SEM slike mikrosfera dobijenih pri razicitim udelima PVA: a) 0,2, b) 0,5i ¢) 1,0 mas.%.

brzinama meSanja (18000 o min?, 5min). Vrednosti
srednjeg precnika sferaimaju blagu tendenciju opadanja
od 4,6 do 4,2um, sa porastom udela PVA od 0,2 do
1,0 mas.%, (tabela 1). Medutim, SEM dike (dika4) po-
kazuju da udeo emulgatora ima zna¢ajan uticaj na sta-
bilnost dobijenih ¢estica. Pri malim koncentracijama
PVA od 0,2 mas.% uoceno je da su mikrosfere nepra-
vilnijeg oblikai da su sklonije stvaranju aglomerata (sli-
ka4a), $to nije uoceno kod cestica dobijenih koriste-
njem vecée koli¢ine stabilizatora emulzije, 0,51 1,0
mas.% (dlike 4b i 4c). Emulgator omogucava efikasniju
disperziju organske faze, kao i stabilizaciju nastalih mi-
krosfera. Prema tome, veca koncentracija emulgatora
omoguc¢ava dobijanje manjih i stabilnijih mikrosfera.

Na osnovu niza eksperimenata koji su izvedeni s ci-
Ijem dobijanja mikrosfera Zeljenih pre¢nika i raspodele
veli¢ina ¢estica, odabrani su sledeci parametri za izradu
inkapsuliranih mikrosfera: koncentracija emulgatora od
1,0 mas.%, brzina homogenizovanja od 18000 o min™ i
vreme homogenizovanjaod 5 min. Nasdlici 5 prikazan je
histogram mikrosfera bez |eka koje su dobijene pri ovim
uslovima. Ngjzastupljenije su mikrosfere precnika iz-
medu 4 i 5um (oko 32%), zatim dede sfere sa dimen-
Zijama od 3 do 4 um (oko 29%), a ¢estice veli¢ine 2—
-3 umi 5-6 um zastupljene su sa po 15%. Vete i manje
mikrosfere su zastupljene manje od 4%.

Mikrosfere inkapsulirane karbamazepinom

Za proucavanje kontrolisanog otpustanja leka iz
polimernih mikrosfera u ovom radu korisen je karba-
mazepin, lek iz grupe antiepileptika.

Pri odabranim uslovima (1,0 mas.% PVA, brzina
me3anja 18000 o min™ tokom formiranja emulzije u tra-
janju od 5 min) izradene su mikrosfere sa10 i 15 mas.%
leka racunato na masu polimera (tabela 2, uzorci PCL-
-H-10i PCL-H-15). Odredena je veli¢ina dobijenih mik-
rosfera, kao i efikasnost inkapsulacije i andiziran je
profil otpustanja karbamazepina iz ovih mikrosfera. Ra-
di poredenja profila otpudtanja leka iz malih mikrosfera
(pregnikaispod 10 um) i iz mikrosfera znacajnije vecih
precnika, pripremljene su i inkapsulirane mikrosfere bez
koris¢enja homogenizatora pri malim brzinama meSanja
od 1000 o min™ (tabela 2, uzorci PCL-10 i PCL-15).

Figure 4. SEM photographs of the microspheres obtained with different amount of PVA: a) 0.2, b) 0.5 and ¢) 1.0 mass%.
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Sika 5. Histogram raspodel e veli¢ina mikrosfera dobijenih pri uslovima: 1,0 mas.% PVA, 5 min homogenizovanjai brzina
homogenizovanja 18000 o min™.

Figure 5. Histogram of particle size distribution of the microspheres prepared under the conditions: 1.0 mass% PVA,homogenization
time of 5 min and stirring rate of 18000 rpm.

Tabela 2. Velicina mikrosfera inkapsuliranih karbamazepinomi efikasnost inkapsulacije
Table 2. Diameter of the drug encapsulated microspheres and the encapsulation efficiency

U Brzina meSanja tokom homogenizovanja Koncentracijaleka Efikasnost inkapsulacije  Pre¢nik mikrosfera
zorak Y o 0
omin mas.% %0 um

PCL-H-10 18000 10 69 30+09
PCL-H-15 18000 15 80 40+16
PCL-10 1000 10 71 112,1 + 38,3
PCL-15 1000 15 81 1095+ 31,1

Inkapsulirane mikrosfere dobijene koris¢enjem ho- promenom udela leka u organskoj fazi i sa brzinom
mogenizatora imaju srednje precnike 3—4 um, dok mik- meSanja pri formiranju emulzije. Efikasnost inkap-
rosfere dobijene bez koriS¢enja homogenizatora imaju sulacije raste kako raste udeo leka u uljanoj fazi, kako
precnike preko 100 um. Pored razlike u veli¢ini, uo¢ene kod velikih mikrosfera (dobijenih pri malim brzinama
su i razlike u izgledu mikrosfera dobijenih pri razli¢itim me3anja tokom homogenizovanja) tako i kod mikrosfera
uslovima (slika 6). Ciji je precnik svega nekoliko mikrona (dobijenih pri

Dok se kod mikrosfera koje su dobijene pri malim velikim brzinama meSanja tokom homogenizovanja). Ka-
brzinama me3anja u postupku formiranja emulzije bez ko se povetava teorijski udeo leka od 10 do 15 mas.%,
kori&enja homogenizatora (slike6a i 6b) mogu jasno efikasnost inkapsulacije se povecavaod 71 do 81% kada
uociti depoziti kristala leka na povrsini, to nije sucgj su u pitanju mikrosfere sa pre¢nicima preko 100 um,
kod mikrosfera koje su dobijene koris¢enjem homogeni- odnosno od 69 do 80% kada se radi 0 mikrosferama pre-
zatora (slike 6¢ i 6d). Mikrosfere dobijene bez homoge- ¢nika od 3 do 4 um. Procenat inkapsuliranog leka je ne-
nizatora imaju brazde i Supljine na svojoj povrdini, dok znatno manji kod mikrosfera koje su dobijene postup-
su mikrosfere dobijene uz koritenje homogenizatora na kom uz primenu homogenizatora za postizanje velikih
povrsini glatke. brzina meSanja. Ovo ukazuje da koris¢enje homogeniza-

tora (tj. razli¢ite brzine meSanja tokom formiranja emul-
zZije) nema uticaja na koli¢inu inkapsuliranog leka, iako
uti¢e na distribuciju leka u polimernoj matrici. Cinjenica
da se u mikrosferama dobijenim sa ili bez korisenja
homogenizatora nalazi priblizno ista koli¢ina leka, dok
SEM analiza pokazuje da se na povrSini mikrosfera do-
bijenih bez koriS¢enja homogenizatora nalaze vedi de-
poziti kristala karbamazepina, upucuje na pretpostavku
daje lek u slu¢aju malih mikrosfera dobijenih uz koris-
¢enje homogenizatora, ravnomernije inkorporiran u po-
limernu matricu.

Efikasnost inkapsulacije

Izbor metode za pravljenje inkapsuliranih mikro-
sfera odreden je, pre svega, rastvorljivostu leka koji se
upotrebljava. Metoda ulje u vodi uz otparavanje rastva
raca je primenjena upravo zbog male rastvorljivosti kar-
bamazepina u vodi [26]. S obzirom na to da se lek na
lazi u organskoj fazi, posle dispergovanja te faze u vo-
dengj, i nakon otparavanja rastvaraca, najveca koli¢ina
leka bi trebalo da se nalazi u dobijenim sferama. Slika 7
pokazuje kako se menja efikasnost inkapsulacije sa
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Sika 6. SEM slike PCL mikrosfera sa razlicitim udelima leka dobijene pri razli¢itim brzinama homogenizovanja: a) PCL-10,

b) PCL-15, ¢) PCL-H-10 i d) PCL-H-15.

Figure 6. SEM photographs of PCL microspheres with different drug amount prepared with different stirring rates: a) PCL-10,

b) PCL-15, ¢) PCL-H-10i d) PCL-H-15.
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Sika 7. Efikasnosti inkapsulacije za razicite uzorke mikrosfera.

Figure 7. Encapsulation efficiency for different microspheres’ samples.

In vitro otpusStanje karbamazepina

In vitro kumulativne krive otpustanja karbamaze-
pina iz mikrosfera u puferskom rastvoru pri pH 7 na
37 °C prikazane su na dici 8. Dosadadnja ispitivanja su
pokazala da je ukupna koli¢ina otpustenog leka u odre-
denom vremenskom intervalu obrnuto proporcionalna
veli¢ini mikrosfera, zbog smanjenja difuzionog puta i
povacanja specificne povrSine kod manjih mikrosfera

[27]. Medutim, rezultati ovog rada pokazuju da vece mi-
krosfere otpuste vise leka u spoljadnju pufersku sredinu
od manjih mikrosfera u toku 72 h trgjanja ogleda.

To se moze objasniti razlicitom distribucijom kar-
bamazepina u polimernoj matrici kod mikrosfera dobi-
jenih saili bez koriS&¢enja homogenizatora, tj. pri veli-
kim ili malim brzinama meSanja tokom formiranja emul-
zZije (dika6). U dluégju mikrosfera dobijenih koris¢e-
njem homogenizatora, gde nisu uoceni depoziti leka na
povrsini mikrosfera, lek napusta mikrosfere difuzijom
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Sika 8. Profili otpustanja karbamazepina iz mikrosfera dobijenih bez koriSéenja homogenizatora (a) i uz koriséenje homogenizatora (b).
Figure 8. Carbamazepine release profiles from the microspheres obtained with the use of the homogenizer (a) and without the

homogenizer (b).

kroz polimernu matricu, za &a je potrebno duze vreme.
Kod mikrosfera koje su dobijene pri malim brzinama
mesanja, bez koris¢enja homogenizatora, kristali karba-
mazepina se nalaze i na povrdini sfera, tako da se u
ovom sluéaju karbamazepin lakSe otpusta iz mikrosfera
rastvaranjem u okolnom medijumu. Tako se za odredeni
vremenski period viSe leka otpusti iz vec¢ih mikrosfera
(PCL-10, PCL-15) u poredenju sa mikrosferama dobi-
jenim kori&¢enjem homogenizatora (PCL-H-10, PCL-H-
-15), kod kajih je lek bolje inkorporiran u polimernu
matricul.

Postojanje kristala Ieka na povrsini mikrosfera je
verovatno razlog velikog skoka pocetne koncentracije
otpustenog leka (oko 70%) kada se radi o velikim mik-
rosferama sa 10 mas% karbamazepina (slika 8a). Kolici-
na otpustenog leka raste jos neko vreme do oko 95%, da
bi posle 10 h trgjanja eksperimenta procenat otpustenog
leka ostao gotovo nepromenjen. Nesto drugtija dikaje
kod mikrosfera dli¢nih dimenzija, koje imaju vecu koli-
¢inu inkapsuliranog leka, 15 mas.%. Kod njih je manji
pocetni skok kolicine otpustenog leka, oko 35%, posle
¢ega procenat otpustenog |leka raste ravnomerno sa vre-
menom otpudtanja. Plato u kom nema promene koncen-
tracije otpustenog leka se dostiZze posle 50 h i iznosi oko
85% od ukupne koli¢ine inkapsuliranog leka

Profil otpustanja leka kod mikrosfera cije su di-
menzije od 34 um prikazan je na dlici 8b. MoZe se
uociti da je profil otpustanja leka iz manjih mikrosfera
sa 10 mas% leka slican profilu otpustanja kao kod mik-
rosfera pre¢nikaiznad 100 um sa 15 mas.% leka. | ovde
postoji pocetni skok koncentracije otpustenog leka, ali
je taj skok znatno manji u odnosu na prethodni lucqj, i
iznosi oko 20%, posle ¢ega je otpustanje leka sporije i
dostiZe maksimum od oko 50%. Profil otpustanjalekaiz
mikrosfera malih dimenzija sa 15 mas.% leka nema iz-
razen pocetni skok koncentracije leka. Otpustanje leka
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je ravnomernije kod ovih mikrosfera u poredenju sa
svim ostalim uzorcima, a plato koncentracije karbama-
zepina se dostiZe posle oko 30 h trgjanja ogleda i iznosi
oko 65% od ukupne koli¢ine inkapsuliranog leka.

Kinetika otpustanja leka

Kinetika otpustanja leka iz polimerne matrice za-
visi od mehanizma otpustanja leka i moze biti difuziono
kontrolisana, kontrolisana interakcijama matrice sa ras-
tvaracem ili hemijski kontrolisana. Ovo su tri idealna
slu¢aja kod kajih je brzina otpustanja dominantno odre-
dena difuzijom leka kroz polimernu matricu, interakci-
jom rastvaraca sa matricom, kao Sto je bubrenje, ili ki-
netikom hemijskih procesa kao §to su degradacija poli-
merne matrice ili raskidanje hemijskih veza izmedu no-
sata i leka, kada je on hemijski vezan za polimer. U
realnim sistemima mehanizam otpustanja leka je ¢esto
kombinacija navedenih idealnih slucgjeva. PCL je bio-
degradabilan polimer koji sporo hidroliticki degradira,
pa se mozZe smatrati da ne dolazi do zna¢agjnije degrada-
cije polimerne matrice za vreme trajanja eksperimenta
kontrolisanog otpustanja od 72 h, odnosno moZe se za
nemariti otpustanje leka uzrokovano degradacijom mik-
rosfera. Kinetika otpustanja leka je ispitana ha svim uzor-
cima kori&tenjem razligitih matematic¢kih modela otpus-
tanjaleka: kinetika nultog reda (jednacina (1)), kao i Hi-
guchi (jednagina (2)) i Peppas-ov model (jednacina (3))
[28-30]:

Q= kot €y
Q=kqt*® @)
Q = ket" ©)

Veli¢ina Q predstavlja frakciju otpustenog leka u
vremenu t, dok su ky, ky i ke odgovargjuée konstante
brzina otpustanja |eka prema navedenim modelima.
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Tabela 3. Kineticki parametri otpustanja karbamazepina iz mikrosfera
Table 3. Kinetic parameters of carbamazepine rel ease from the microspheres

Nulti red Higuchi model Peppas model
Uzorak
Ko R Ky R n ke R
PCL-H-10 0,064 0,791 0,164 0,936 0,273 0,234 0,977
PCL-H-15 0,043 0,899 0,108 0,987 0,413 0,125 0,987
PCL-10 0,162 0,616 0,427 0,808 - - -
PCL-15 0,094 0,845 0,239 0,945 0,220 0,361 0,922

Posmatran je pocetni interval otpustanja leka u tra-
janju od 9h. U tabeli 3 predstavljene su vrednosti ki-
netickih parametara dobijenih fitovanjem krivih otpus-
tanja leka koris¢enjem razli¢itih matematickih modela,
kao i faktori korelacije R dobijeni pri fitovanju podataka
premarazlicitim modelima.

Idealni slucég kontrolisanog otpustanja leka bio bi
ongj u kome otpustanje leka prati kinetiku nultog reda,
odnosno u jedinici vremena se otpusti uvek ista koli¢ina
leka. U sluéaju otpustanja karbamazepina iz PCL mik-
rosfera dobijeno je loSe slaganje sa kinetikom nultog
reda (R vrednosti su bile u opsegu od 0,616 do 0,899).
Analiza ostalih kinetickih parametara pokazuje dobro
slaganje sa Higuchi i Peppas modelom otpustanja leka.
Dobro slaganje profila otpustanja leka sa Higuchi mode-
lom, koji je postavljen na osnovu drugog Fick-ovog za
kona, upuéuje nato da je otpustanje leka uglavnom kon-
trolisano difuzijom leka kroz polimernu matricu. Kons-
tante brzina otpustanja karbamazepina dobijene iz Higu-
chi modela pokazuju manje vrednosti za mikrosfere pre-
¢nika 3—4 um, odnosno upuéuju na sporije otpustanje
leka iz malih mikrosfera u poredenju sa sferama prec-
nika preko 100 um. Ovo je u saglasnosti sa pretpostav-
kom na koju upuc¢uju SEM dlike uzoraka da se kod ma-
njih mikrosfera lek pretezno nalazi u polimernoj matrici
iz koje sporije, difuzijom odlazi u spoljasnju sredinu.
Peppas model se uobi¢ajeno koristi za procenu meha-
nizma otpustanja leka i validan je samo za interval u
kome se otpusti prvih 60% leka. U ducaju velikih mik-
rosfera sa 15 mas.% leka nije bilo moguée primeniti
Peppas model, jer je interval u kome se otpusti 60%
leka u slu¢agju ovih mikrosfera hio izuzetno kratak (za
30 min se otpusti viSe od 60% leka). Peppas model je
opstiji od Higuchi modela i ukazuje na mehanizam ot-
pustanja leka iz polimerne matrice preko vrednosti para-
metra n. Parametar n ima razlic¢ite grani¢ne vrednosti za
razne vrste geometrija matrica. Vrednost parametra n za
otpustanje leka iz sfernih matrica pokazuje da li je u
pitanju Fick-ova difuzija, ako jen<0,43. Vrednost n=1
ukazuje da je transport leka kontrolisan relaksacijom
makromolekulskih lanaca usled interakcija sa rastvara-
¢em (kinetika nultog reda), dok vrednosti ovog para-
metra u opsegu 0,43 <n<1 upuéuju na kombinaciju
ova dva mehanizma, §to se naziva anomalni transport
leka kroz polimernu matricu [28]. Vrednosti parametra
n dobijene iz Peppas modela ukazuju da je u slu¢aju

otpustanja karbamazepina iz PCL mikrosfera u pitanju
Fick-ova difuzija, nezavisno od veli¢ine mikrosferai od
natinanakoji jelek inkorporiran u polimernu matricu.

ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada prikazano je dobijanje biode-
gradabilnih mikrosfera poli(e-kaprolaktona) emulzionim
postupkom uz otparavanje rastvaraca. Pri izradi mikro-
sfera, promena koncentracije emulgatora, brzina mesa-
njai duzina trajanja homogenizovanja velikim brzinama
meSanja su uticali na velicinu mikrosfera. Najveca pro-
mena veli¢ine mikrosfera dobijena je u slu¢aju promene
brzine meSanja tokom homogenizovanja. Tada su di-
menzije mikrosfera smanjivale od 9,2 do 2,8 um sa po-
vecanjem brzina meSanja tokom homogenizovanja od
10000 do 23000 0 min™. Koncentracija emulgatora je
imala manji uticaj na dimenzije sfera pri ¢emu se ve-
licina mikrosfera blago smanjivala sa povecanjem kon-
centracije emulgatora, a takode je uo¢eno da su pri ngj-
manjoj koncentraciji emulgatora nastale ¢estice nepra-
vilnijeg oblika, koje su sklonije pravljenju aglomerata.
Promenom duZine trajanja homogenizovanja nije uoce-
na pravilna tendencija u promeni precnika mikrosfera

Pri odabranim uslovima dobijene su mikrosfere in-
kapsulirane karbamazepinom (10 i 15 mas.% leka), uz
koristenje homogenizatora (18000 o min™), ¢&iji su pre-
¢nici bili 3-4 um. Paralelno je radena i inkapsulacija
mikrosfera pri malim brzinama me3anja (1000 o min™)
tokom formiranja emulzije, pri ¢emu su dobijene mikro-
sfere imale znatno vece precnike, preko 100 um.

Efikasnost inkapsulacije je bila u opsegu od 69 do
81% i rada je kako je rastao udeo leka u uljanoj fazi, a
nije se bitno razlikovala kod uzoraka dobijenih pri ra-
zli¢itim brzinama meSanja tokom formiranja emulzije.

Pored razlike u veli¢ini mikrosfera dobijenih saili
bez kori&¢enja homogenizatora, uocenajei razlicitadis-
tribucija leka u polimernoj matrici, §to je znatno uticalo
na profil otpustanjalekaiz ovih mikrosfera. Na povraini
mikrosfera dobijenih bez koris¢enja homogenizatora uo-
¢eni su depoziti karbamazepina, &o je uticalo na posto-
janje pocetnog naglog skoka koncentracije leka pri ot-
pustanju, kao i na vece ukupne koli¢ine otpustenog leka
u posmatranom vremenskom intervalu. Kod mikrosfera
dobijenih uz koristenje homogenizatora, lek je ravno-
mernije inkorporiran u polimernu matricu, usled ¢ega se
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ravhomernije otpusta, bez pocetnog skoka koncentracije
leka kod nekih uzoraka.

Kineticki parametri iz primenjenih modela za ot-
pustanje leka pokazuju da je mehanizam transporta leka
kroz polimernu matricu difuziono kontrolisan i dobijene
vrednosti konstanti brzina otpustanja pokazuju da se u
pocetnim intervalima lek sporije otpusta iz mikrosfera
dobijenih uz kori&¢enje homogenizatora.
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SUMMARY

OPTIMIZATION OF PREPARATION CONDITIONS OF POLY (&-CAPROLACTONE) MICROSPHERES FOR

CONTROLLED RELEASE OF CARBAMAZEPINE

Dragana S. Pepi¢, Darinka R. Andelkovi¢, Marija S. Nikoli¢, SvetlanaD. Gruji¢, JasnaA. Bonlagi¢

Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

Poly (e-caprolactone), PCL, is an aiphatic polyester suitable for con-
trolled drug release due to its biodegradability, biocompatibility, non-to-
xicity and high permeability to many therapeutic drugs. This study inves
tigates the effect of the preparation parameters on the size and the mor-
phology of the PCL microspheres and on the release profile of carbama-
zepine from these microspheres. The PCL microspheres were prepared
using oil-in-water (o/w) emulsion solvent evaporation method with the
poly(vinyl alcohol), PVA, as the emulsion stabilizer. The influence of the
stirring rate applied during the emulsion formation, the homogenization
time and the emulsifier concentration on diameter and size distribution of
the microspheres was analyzed by scanning electron microscope (SEM).
The initial emulsion was formed applying high stirring rates of 10000,
18000 and 23000 rpm, for homogenization times: 5, 10 and 15 min. The
diameter was strongly influenced by the stirring rate, and the average
particle size decreased from 9.2 to 2.8 um with the increase of the stirring
rate. Increasing the amount of PVA in the water phase from 0.2 to
1 mass% improved stabilization of the oil droplets and led to a slight de-
crease of the average particle diameter. Drug-loaded microspheres were
prepared by the same technique using different amounts of carbamazepine
(10 and 15 mass%), under given conditions (1.0 mass% PV A, stirring rate
of 18000 rpm for a period of 5 min of emulsion formation). Additionally,
microspheres were prepared by applying low stirring rate of 1000 rpm
with 10 and 15 mass% of the drug. The SEM analysis showed that mic-
rospheres created with 18000 rpm stirring rate, had average diameters of
3-4 um, and the microspheres prepared with 1000 rpm stirring rate were
larger than 100 um. It was also observed that, in the case of the large mic-
rospheres, carbamazepine was deposited on their surfaces, while the small
microspheres had smooth surfaces without observable drug crystals. The
encapsulation efficiency and the release behaviour of the carbamazepine
were examined using high performance liquid chromatography-ultraviol et
spectroscopy (HPLC-UV). The drug encapsulation efficiencies werein the
range from 69 to 81%, and were increasing with the increase of the amount
of carbamazepine in both series. In vitro release experiments were carried
out in the phosphate buffer solution (pH 7) at 37 °C. The release rate was
influenced by the microspheres size and morphology. The larger micro-
spheres released more carbamazepine (85-95%) compared to the small
ones (50-65%) for the same period. This behavior was attributed to the
different drug distribution in the PCL matrix. Different mathematical
models were used to describe drug release kinetics. It was concluded that
the mechanism of the carbamazepine release from the microspheres was
diffusion-controlled, independent on the type of microspheres. The kinetic
parameters showed that the release of carbamazepine was slower from the
smaller microspheres, probably as a result of more even distribution of the
drug in the polymer matrix.
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