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Optymalizacja procesu otrzymywania nanosfer proleku
polilaktydu z chlorofenezyng

Wstep

W prezentowanych badaniach otrzymano sfery z wielkoczastecz-
kowego proleku polilaktydu z chlorofenezyna (CF). Proleki wielko-
czasteczkowe to substancje aktywne farmaceutycznie API (Active
Pharmaceutical Ingredient,) chemicznie zwigzane z tancuchem
polimerowym, ktére wlasciwosci terapeutyczne uzyskuja dopiero
w wyniku metabolizmu. Sa one jednym z rodzajéw systeméw lekéw
o kontrolowanym czasie uwalniania DDS (Drug Delivery Systems,)
[Hoffmann, 2001]. Systemy te charakteryzuja si¢ stopniowym uwal-
nianiem substancji aktywnej w organizmie, co powoduje wydtuzenie
efektu terapeutycznego. Proleki z polimeréw ulegajacych degradacji
moga stanowi¢ budulec dla innych form DDS i tworzy¢ ztozone
systemy o kontrolowanym czasie uwalniania.

Chlorofenezyna jest lekiem bakterio- i grzybostatycznym, do-
puszczonym do stosowania jako konserwant, w st¢zeniu do 0,3%
mas. [Dziewietnasta Dyrektywa KE, 1996]. Mimo silnego dzialania
grzybostatycznego nie jest stosowania w praktyce medycznej, po-
niewaz stabo wchtania si¢ z przewodu pokarmowego. Znane dotych-
czas proleki wielkoczasteczkowe chlorofenezyny to estry winylowe
[Quan i in., 2007; 2008], ktérych wada jest brak biodegradowalno-
$ci, co ogranicza ich zastosowanie w farmacji i medycynie.

Sfery polimerowe mozna otrzymaé kilkoma metodami. Jedna
znich jest metoda emulsyjna z odparowaniem rozpuszczalnika,
w ktérej otrzymuje si¢ dyspersj¢ sfer w wodzie. Modyfikacja tej
metody jest metoda wysalania poprzez dodanie nierozpuszczalnika
do roztworu polimeru. Sfery mozna otrzymywa¢ réwniez poprzez
suszenie rozpylowe. Ostatnia metoda jest rozprg¢zanie nadkrytyczne-
go ditlenku wegla. Jezeli w formie nadkrytycznej jest on rozpusz-
czalnikiem polimeru, rozpr¢zenie gazu powoduje wytracenie sfer. Ze
wzgledu na mozliwos$¢ otrzymania sfer o rozmiarze ponizej 100 nm
zdecydowano si¢ na zastosowanie metody emulsyjnej z odparowa-
niem rozpuszczalnika [Nawagarma i in., 2012].

Potencjalnym zastosowaniem otrzymanej formy leku jest naskor-
ne podawanie API w walce z klopotliwa, a powszechna choroba,
jaka jest grzybica skéry. Choroba ta jest ucigzliwa i dosy¢ wstydli-
wa, stynie z nawracajacych infekcji. Zastosowanie sfer z proleku
PLA-CF w jej leczeniu znacznie wydluzytaby czas ochrony przed
wtérng infekcja. W przypadku naskdérnego podanie chlorofenezyny
nie wystgpuje problem z niska wchlanialno$cia w przewodzie po-
karmowym. Dodatkowo polilaktyd degraduje m.in. do kwasu mle-
kowego, ktéry jest promotorem przenikania, co wzmaga efekt tera-
peutyczny. Domyslng forma leku bylby liofilizat do tworzenia za-
wiesin w masciach lub kremach.

Przedstawiona w pracy optymalizacja ma na celu glgbsze pozna-
nie wpltywu parametréw procesu na rozmiar otrzymywanych sfer,
a takze okreslenie czy proces jest powtarzalny. Wptyw zmiennych
zalezy od uzytej substancji aktywnej, rodzaju matrycy polimerowej,
a takze oddziatywan migdzy nimi. Okreslenie powtarzalno$ci procesu
jest bardzo wazne dla potencjalnej aplikacji w przemysle farmaceu-
tycznym, jest podstawa do podjgcia dalszych badan w tym kierunku.

Badania doswiadczalne
Surowce
Do otrzymywania nanosfer polimerowych stosowano prolek wiel-
koczasteczkowy poli-L-laktydu z chlorofenezyng o $redniej liczbo-
wo masie molowej 3300 g/mol (PLA-CF). Prolek otrzymano
w Laboratorium Proceséw Technologicznych Wydziatu Chemiczne-
go Politechniki Warszawskiej metoda polimeryzacji z otwarciem

pierScienia laktydu wobec 2-etyloheksanianu cynku i substancji
aktywnej. Jako stabilizatory emulsji stosowano poli(alkohol winy-
lowy) PVA Mowiol, o symbolach 4_88 (M,, 30 000 g/mol, stopien
hydrolizy 88%), 18_88 (M,, 130 000 g/mol, stopien hydrolizy 88%)
oraz 40_88 (M,, 210 000 g/mol, stopien hydrolizy 88%). Rozpusz-
czalnikiem proleku byl dichlorometan cz.d.a. produkcji POCh SA.

Metoda otrzymywania

Przygotowano 0,1% wodny roztwér PVA. Nawazke 0,5 g PVA
(Mowiol 4_88, 18_88 Iub 40_88) i 400 mL wody destylowane;j
pozostawiono w kolbie miarowej o poj. 500 mL na dwa dni do
catkowitego rozpuszczenia polialkoholu. Nastgpnie uzupetniono
woda do kreski. Przygotowano 1% roztwér proleku w dichlorometa-
nie. Nawazke 1 g proleku PLA-CF i 80 mL rozpuszczalnika pozo-
stawiono w kolbie miarowej o poj. 100 mL do catkowitego rozpusz-
czenia polimeru. Nastgpnie uzupetniono dichlorometanem do kreski.

W celu otrzymania sfer polimerowych, do kolby kulistej o poj.
250 mL zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne wprowadzano
100 mL 0,1% wodnego roztworu PVA. We wkraplaczu umieszczano
5 mL 1% roztworu proleku w dichlorometanie. Nastgpnie wkraplano
przez 15 minut mieszajac z szybkoscia 300, 600 lub 900 min™,
w temp. 20, 25 lub 30°C. Po wkropleniu catego roztworu polimeru
zawiesing sfer polimerowych mieszano przez 1 h w celu odparowa-
nia rozpuszczalnika, po czym saczono na lejku Schotta 3G oraz
zmierzono rozmiar sfer wykorzystujac analiz¢ DLS.

Metody analityczne

Rozmiar otrzymanych sfer oznaczono metoda dynamicznego roz-
praszania $wiatla (DLS) w aparacie Malvern Zetasizer Nano model
ZEN 3600. Pomiary wykonywano w kuwetach polistyrenowych.

Optymalizacja procesu

Proces otrzymywania sfer z proleku PLA-CF zoptymalizowano
z wykorzystaniem matematycznych metod planowania do§wiadczen.
W pierwszej kolejnosci okreslono strukturg procesu i zmienne maja-
ce wplyw na rozmiar sfer (Rys. 1).

ZMIENNE WEISCIOWE: ZMIENNE WYISCIOWE:

x, szybkosé mieszania

Otrzymywanie
sfer
z proleku
PLA-CF

Xy temparatura v, érednica czastek [nm]

X5 ciezar czasteczkowy PVA
—_—

Rys. 1. Struktura procesu (tzw. czarna skrzynka)

W serii do§wiadczen wstgpnych stwierdzono, ze tymi zmiennymi
sa szybko§¢ mieszania roztworu, temperatura procesu oraz cigzar
czasteczkowy stabilizatora emulsji — poli(alkoholu winylowego).
Cigzar czasteczkowy PV A okres$lano $rednia wagowo masa molowa
polimeru. Nastgpnie okre$lono zakres zmiennych, ktére zakodowano
(Tab. 1), aby méc poréwna¢ moc wplywu poszczegdlnych zmien-
nych na wynik do$wiadczenia.

Wyniki i dyskusja
Plan czynnikowy
Wykonano do$wiadczenia zgodnie z planem czynnikowym 2° — 8
doswiadczen w jadrze planu (wszystkie kombinacje zmiennych na
poziomach -1 i +1) oraz 3 w $rodku planu pozwalajace wyznaczy¢
powtarzalno$¢ eksperymentéw (Tab. 2).
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Tab. 1. Zakres zmiennych i ich kodowanie opisanych tym punktem i otrzymano sfery o srednicy 60 nm. Rézni-
ca 7 nm migdzy $rednica sfer wynikajaca z réwnania a do§wiadczal-
Warto$¢ kodowana . .. .. . . ..
Zmienna na jest mniejsza niz 20 (9,8 nm). Zatem réwnanie dobrze opisuje
-1 0 1 wplyw zmiennych wejsciowych na rozmiar otrzymanych czastek.
X1 szybko$§¢ mieszania [min™] 300 600 900
X2 temperatura, [°C] 20 25 30 / #5100
100 1 W 80-90
X3 M,, PVA, [g/mol] 31 000 130 000 210 000 9 " 70-80
5 _.// - 60-70
. . . . . T, ({. ) 50-60
Doswiadczenia wykonywano w losowej kolejnosci. Plan posze- 014 = 7
P . . . . L 40
rzono o efekty wspdtdziatania zmiennych. Otrzymano sfery o $red- 2 -
. . r . 40 7 -
nicy od 13 do 109 nm. W centrum planu mozna zaobserwowa¢ duza 30 ¥ 2030
powtarzalno$¢ (odchylenie standardowe o = 4,9 nm). 20 o4 . w10
07 /03 ’ =0-10
o EEEEEEE——————————. .-,
Tab. 2. Plan czynnikowy 23 7 efektami wspo6tdziatania i wynikami do§wiadczen; ’ a 04 0.2 08 !

Yaosw. — Wynik eksperymentalny, y.p. — wynik otrzymanego réwnania regresji.

Nr dosw. | xo X1 X3 X3 X1X2 X1X3 X2X3 | Ydosw. | Yobl.
1 1 -1 -1] -1 1 1 1 13 15
2 1 1 -1 | -1 -1 -1 1 54 52
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 13 11
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 28 30
5 1 -1 | -1 1 1 -1 -1 99 98
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 47 49
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 109 | 111
8 1 1 1 1 1 1 1 45 43
9 1 0 0 0 0 0 0 51 51
10 1 0 0 0 0 0 0 60 51
11 1 0 0 0 0 0 0 52 51

Rownanie regresji

Na podstawie wynikow eksperymentalnych planu czynnikowego
obliczono metoda macierzowa wspélczynniki réwnania regresji
opisujacego zalezno$¢ $rednicy sfer od zmiennych wejsciowych.
Istotno$¢ wspodtczynnikéw réwnania zbadano testem #-Studenta. Dla
trzech zmiennych, 2 stopni swobody i poziomu ufnosci 0,05 #y.
wynosi 4,30. Test istotno$ci wykazal, ze wszystkie wspélczynniki sa
istotne. Uzyskano nastgpujace rownanie regresji

y=5104-75Ix, —235, +2444x, ~4,59xx, 2148 x, +418c,x, (1)

gdzie:
x13 — jakwtab. 1
y — $rednica sfer, [nm]

Z otrzymanego réwnania wynika, ze w badanym zakresie zmien-
nych najwigkszy wptyw na rozmiar sfer ma cigzar czasteczkowy
stabilizatora (wraz ze wzrostem wartosci zmiennej zwigksza si¢
$rednica sfer) oraz jego efekt wspdtdziatania z szybkoscia mieszania
(wraz z jednoczesnym wzrostem lub spadkiem warto$ci zmiennych
x1 1 x3 zmniejsza si¢ $rednica sfer). Najmniejszy wptyw na rozmiar
sfer ma temperatura procesu.

Sprawdzono adekwatnos$¢ réwnania za pomoca testu statystyczne-
go F. Obliczony parametr F wynosit 1,35, podczas gdy wartos§¢
krytyczna Fy., w tym przypadku (poziom istotnosci 0,05, obydwie
liczby stopni swobody réwne 2) wynosi 19. Réwnanie jest adekwat-
ne, poniewaz warto$¢ wspodtczynnika obliczonego jest mniejsza od
warto$ci krytycznej.

Powierzchnia odpowiedzi i doswiadczenie potwierdzajace

Powierzchnig odpowiedzi zilustrowano wykresem, na ktérym
przyjeto stala warto$¢ zmiennej x, = —1, poniewaz ma najmniejszy
wptyw na wynik (Rys. 2). W badanym zakresie zmiennych wejscio-
wych rozmiary sfer nie przekraczaty 100 nm.

W celu eksperymentalnej weryfikacji prawidlowosci réwnania re-
gresji wykonano doswiadczenie potwierdzajace. Korzystajac z do-
datku MS Excel Solver szukano punktu, w ktérym srednica sfer
bedzie wynosita 50 nm. Odpowiedzia bliska zalozonej jest punkt
P,=(0;-1;0) (y =53 nm). Wykonano do$wiadczenie w warunkach

Rys. 2. Zaleznoé¢ s$rednicy nanosfer (y, nm) od szybko$ci mieszania (x)
i $redniej wagowo masy molowej PVA (x3) (Temperatura procesu —x, =-1)

Nalezy mie¢ na uwadze, ze kazda metoda analityczna charaktery-
zuje si¢ innym btgdem pomiaru wynikajacym z réznego sposobu
wyznaczania danej wielkoséci fizycznej. Wykonana optymalizacja
jest adekwatna tylko przy zastosowaniu tej metody analityczne;j.
W przypadku pomiaru metoda DLS wyznaczany jest promien hy-
drodynamiczny czastek, na ktéry wptyw ma ich otoczenie (np. obec-
no$¢ stabilizatora o réznej dtugos$ci tancucha). Otrzymane réwnanie
regresji wskazuje na duzy wplyw cigzaru czasteczkowego stabiliza-
tora, ale niewiele mniejszy wptyw ma efekt wspoétdziatania cigzaru
z szybkoscig mieszania. Stwierdzono, ze w badanym zakresie zmien-
nych w zaznaczonym na rys. 2 obszarze (powierzchnia odpowiedzi
réwnania regresji) otrzymuje si¢ sfery o mniejszym rozmiarze mimo
uzycia stabilizatora (x3) o wigkszej sredniej masie molowe;j.

Whnioski

Otrzymano sfery z proleku PLA-CF o rozmiarze od kilkudziesig-
ciu do ok. 100 nanometréw.

Wyznaczono adekwatne i potwierdzone doswiadczalnie réwnanie re-
gresji opisujace wplyw parametréw procesu na rozmiar sfer z proleku
PLA-CF otrzymywanych metoda emulsyjna z odparowaniem rozpusz-
czalnika. Réwnanie to pozwala na otrzymanie sfer o zadanym rozmiarze.

Najwigkszy wpltyw na rozmiar sfer ma $redni cigzar czasteczkowy
stabilizatora. Duzy wplyw ma réwniez efekt wspoétdziatania cigzaru
stabilizatora i szybko$ci mieszania. Byloby to trudne do zaobserwo-
wania w klasycznej analizie procesu po jednej zmiennej. Natomiast
$rednica sfer najmniej zalezy od temperatury procesu.

Proces jest powtarzalny, co jest niezwykle wazne z punktu widze-
nia potencjalnej aplikacji w przemys$le farmaceutycznym.

Prezentowane badania daja podstawg do dalszych badan nad sys-
temami o kontrolowanym czasie uwalniania zawierajacymi chloro-
fenezyng. Nalezy zbada¢, czy sfery z proleku PLA-CF zachowaty
aktywno$¢ antymikrobiologiczna oraz czy uwalniaja chlorofenezyng
w sposéb kontrolowany.
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