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Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu sktadu oraz zastoseg@a posipowania technologicznego
na dosgpnas¢ farmaceutyczp substanciji leczniczej, oraz wtawosci porowatych matryc
zelatynowo-alginianowych. W skiad fmka oproczzelatyny i alginianu sodu wchodzit
glicerol lub olej arachidowy, a ¢ matryc dodatkowo byla modyfikowana mleczanem
wapnia.

Uzyskane matryce charakteryzowaty siobrymi wiaciwosciami sorpcyjnymi oraz
dobrm odporndcia na dziatanie enzyméw proteolitycznych. Uwalniameodelowego
antybiotyku zachodzito zgodnie z kinetyd rzedu, a okres potuwalnianian vitro (w

warunkach prowadzenia bagavynosit od okoto 1,5 do 3 godzin.

Stowa kluczowe nasniki lekow, zelatyna, alginian soduabka




Zakaenie tkanek jest powaym problemem klinicznym. Konwencjonalne leczenie
polegajce na ogdlnoustrojowym podaniu antybiotyku, jegstz mato skuteczne i obgobne
wieloma dziataniami niepadanymi. Do osigniccia stzen terapeutycznych w miejscu
zakaenia, konieczne jest podawanie bardzo wysokich Hdelal, poniewa tylko niewielka
jego czs¢ dociera do miejsca zakenia. Z tego powodu stosuje gamiennie, z d@ dobrym
skutkiem, leczenie miejscowe.aky sie do stworzenia takiego #wika dla leku, ktéry
pozwalatby na dtugotrwate utrzymywanieg¢ sskzenia terapeutycznego w chorobowo
zmienionej tkance, a jednodénée nie wywotywalby odczynéw tkankowych i ulegatby
bioresorpcji.

Podejmowane byty badania nad zastosowaniem anyiot klejach tkankowych.
Kleje fibrynowe g dobrze znanymi biomateriatami o dobrej biozgagnodobrym dziataniu
hemostatycznym oraz dobrej adhezji. Problemem jedhak uzyskanie przedionego
dziatania, gdy lek jest z nich uwalniany bardzo szybko [3].

Podejmowano te préby zastosowania chitozanowych lub kolagenowypgbek
nasiczanych roztworem antybiotykuzyrzed ich zastosowaniem. Jednak w pierwszej fazie
nastpowato bardzo szybkie uwalnianie leku, a dziataamé&ybiotyku byto tylko nieznacznie
przedhzone [1, 2].

Dlugotrwate stzenie terapeutyczne leku w tkance kostnej (przeeskkoto 10 dni),
uzyskiwano przy zastosowaniu statych implantow zwahych z biodegradowalnych
polimeréw kwasu mlekowego lub jego kopolimeréw osa&xiowanejelatyny [4, 5].

Obiecupca postaci leku, ktéra mae w przysziéci znale¢ zastosowanie w leczeniu i
zapobieganiu zakaniom tkanek, & filmy hydrozelowe z takich polimerow jak kwas
hialuronowy, sieciowany chitozan oraglatyna. W badaniadim vitro uzyskano zadawalgja
kinetyke uwalniania leku podczas icheqznienia. Mogtyby one ldy stosowane w trakcie

zabiegOw operacyjnych w celu zapotgria zakaeniom [6-8].



Celem pracy jest uzyskanie porowatej matryelatynowo—alginianowej, stanoyeej
nosnik dla leku, ktora mogtaby znéile zastosowanie w leczeniu zaka stabo ukrwionych
tkanek np. kéci. Jako skladnikow matrycyzyto materialtdw powszechnie stosowanych w
technologii farmaceutycznej, dobrze tolerowanyaé toksycznych.

Zastosowane polimery zelatyna i alginian soduasszeroko stosowanymi, dobrze
tolerowanymi, biozgodnymi polimerami. W{phe ddwiadczenia wykazatyze matryce
ztozone tylko z powyszych polimeréw s zbyt kruche, twarde i tamliwe, z tego powodu
konieczny byt dodatek substancji uelastyczuggh. Jako substancje uelastyczagaj
matrye: zastosowano glicerol, ktory naturalnie wystje w organizmie cztowieka oraz olej

arachidowy, ktory jest stosowany jako rozpuszckabteéjowy w iniekcjach.

1. MATERIALY

Zelatyna ze skégéwin 180 Bloom (Fluka — BioChemika), sél sodowa kwasginawego
(Sigma), glicerol 86% (PPH POCH Gliwice), olej draowy, 0,1 N kwas solny (PPH POCH

Gliwice)pepsyna (BTL Gliwice), cefradyna (Polfa ¢aomin)

2. PRZYGOTOWANIE MATRYC

Produkty wyfgciowe do przygotowania matryeelatynowo-alginianowych, uzyskiwano
poprzez zmieszanie wyjatowionych roztworéw 2@étatyny z 2% roztworem alginianu sodu
w odpowiednim stosunku wagowym 9:1. Uzyskane mi@sga poddawano naginie
liofilizacji, a otrzymany suchy produkt rozdrabntan

Odpowiedrmi ilos¢ rozdrobnionej suchej mieszaninyelatynowo-alginianowej

poddawano gznieniu w wodzie oczyszczonej, a r@stie rozpuszczono, podgrzewajna



tazni wodnej. llg¢ wody byta tak dobrana, aby uzyskangzehiezelatyny wynosito 20%. W
czesci wyliczonej ilagsci wody rozpuszczano 1g cefradyny, ktéra byta datzaav do
mieszaniny w trakcie spieniania.

Do uzyskanego roztworu dodawano glicerolu lub obajachidowego w takiej ifwi,
ze ich zawart& wynosita odpowiednio 1%, 3%, 5% i 10% w stosunku zlatyny.
Mieszanir spieniano mieszadiem szybkoobrotowym, a uzygkpiare przenoszono do
szalek Petriego i poddawano 24h liofilizacji (licfator Steris — Lyovag GT — 2E).aBki
wersji C i D byly dodatkowo modyfikowane mleczangmapnia. Mleczan wapnia w postaci
roztworu dodawano pod koniec procesu spienianiakiejt ilosci, ze stanowit on 2% il€ci

alginianu sodu. Skiady poszczegoblnych wersji ntapngedstawiono w tabeli 1.

3. METODY BADAN

Przygotowane matryce o strukturzgbli byty oceniane pod wzgllem zabarwienia i stopnia
zachowania struktury porowatej. Okliano réwnie dla nich cechy fizykochemiczneesicsé
teoretyczna, zdolrdgi sorpcyjne oraz odpor&d na rozmywanie. Dla wybranych opatrunkéw
przeprowadzono badania dgstcsci farmaceutycznej cefradyny. Uzyskane wyniki byty

poddane analizie statystycznej Anova/Manova.

3. 1. Badanie gstosci teoretycznej
Liofilizowane matryce @ito na fragmenty o wymiarach okoto 1cm x 1cm, gasie mierzono
z dokiadnécia do 0,00lmm i wzono z dokiladngcia do 0,0001g przy ayciu wagi
SARTORIUS MCL1. @staé¢ matryc obliczano na podstawie wzoru:

D=m/gxhxa

Gdzie: D- gstas¢, m - masa fragmentu matrycy, g,h,a - wymiary n@atry



Dla kazdej wersji matrycy wykonywano 8 pomiaréw, z ktéryohliczanosredni

arytmetyczi oraz odchylenie standardowe. Uzyskane wyniki ptaagiono w tabeli 2.

3. 2. Badanie zdolné&ci sorpcyjnych
Do badania zdoln@i sorpcyjnej matryc xywano fragmentéw o wymiarach 1cm x 0,5cm,
zwazonych z doktadngria do 0,0001g. Fragmenty te umieszczano w uprzednazanych
naczyikach, zawieraicych 5ml wody oczyszczonej. Po uptywie 30 minugimenty gbek
usuwano, a hacaka ponownie wzono. Zdolnd¢ sorpcyjm materialu obliczano na
podstawie ubytku wody w nacaalyach wedtug wzoru:
Sy = (Wa—Wp) /Ws

Gdzie: § — ilos¢ pochtongtej wody, W, — masa naczyka przed badaniem, y¥ masa
naczyika po usurgciu matrycy, W — masa ghki.

Wykonano po 8 pomiaréw dla k@ej z wersji matryc, a nagtnie obliczono z nich

srednp oraz odchylenie standardowe. Uzyskane wyniki sizgiono na rycinie 2.

3. 3. Badanie odpornéci na rozmywanie

Badanie odporn@i matryc na rozmywanie, przeprowadzono w aparaltieuwalniania
substancji leczniczej z tabletek wg. Ph. Eur. 200§ Zwazone fragmenty matryc o
wymiarach 1cm x lcm, umieszczano w naczyniach zawiych 1dmi 1% roztworu
pepsyny w 0,1IN kwasie solnym o temp. 37°C, miesrayprdkaoscia 50 obr/min. Po
uptywie 30 minut, wyjmowano pozostam matryc i przeptukiwano wedoczyszczoa
Nastpnie fragmenty suszono nagtlem silikonowym do stale] masy. Sucpozostaté¢
wazono, a procent pozostat oznaczano wedtug wzoru:

%P = (W X 100%)/W



Gdzie: %P — procent pozostsdg Ws, — masa suchej pozostédg W — masa
wyjsciowa matrycy.
Dla kazdej wersji matrycy wykonywano po 8 pomiaréw, z kir obliczancsredni

arytmetyczi oraz odchylenie standardowe. Uzyskane wyniki ptaagiono na rycinie 3.

3. 4. Dosgpnos¢ farmaceutyczna cefradyny

Badanie dospncdici farmaceutycznej antybiotyku przeprowadzono digbranych wersji
matryc zelatynowo - alginianowych. Badanie przeprowadzonoaparacie dyfuzyjnym
ztozonym z komory donorowej i komory akceptorowej, adttmych od siebie btan
potprzepuszczain(rycina 1).

Badanie prowadzono w temp. 37°C wylapc aparat dyfuzyjny z pdkoscia 50
obr/min. Komory zawieraty po 20 ml wody. W komordenorowej umieszczono uprzednio
zwazony fragment matrycy o wymiarach 1cm x 1,5cmsdlawolnionej cefradyny oznaczano
spektrofotometrycznie, w prébkach pobieranych z éymakceptorowej po 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150 i 180 minutach.

Dla kazdej wersji matrycy wykonano po 4 badania, z ktonbliczano sredni
arytmetyczi i odchylenie standardowe. Na podstawie uzyskanyghikow wykreslano
zaleznosé In (100% - % leku uwolnionego) od czasu oraz wyzaao ling trendu kinetyki

uwalniania. Uzyskane wyniki przedstawiono na rycma-7.

4. OMOWIENIE WYNIKOW

Wszystkie uzyskane afki charakteryzowaty si kremowym zabarwieniem i dobrym

zachowaniem struktury porowatej, przy czym wzrosiwartégci glicerolu lub oleju



arachidowego powodowat zmniejszenie zdébnoporowatdci materiatu. W przeciwny

sposo6b dziatat dodatek mleczanu wapnia.

4. 1. Badanie gstosci teoretyczne;j

Wykonane oznaczenia, ktérych wyniki przedstawionotabeli 2 wykazaly,ze skiad
jakosciowy matryc w istotny sposdb wplywa na waddiogestasci teoretycznej. Uzyskane
wyniki zawieraly s¢ w przedziale od 0,182 g/énfdla wersji C3) do 0,570 g/chfdla wersji
B10).

Stwierdzono wprost proporcjonalrzaleznos¢ pomidzy zawartécia glicerolu lub
oleju arachidowego, a wakma gestasci teoretycznej. Przy czym w przypadku oleju
arachidowego byta ona bardziej widoczna. Dodatelecranu sodu w istotny sposob
zmniejszat teoretycan gestas¢ matrycy i to zarébwno w gpkach zawieracych olej
arachidowy jak i tych z glicerolem. Stwierdzonootsie statystycznie efekty zwzdane z
zawartdcia glicerolu i oleju arachidowego, oraz zwane z dodatkiem czynnika
sieciupcego.

Uzyskane wyniki s zbiezene 2z zaobserwowan w badaniach wspnych

prawidtowacia zachowania struktury porowate;.

4. 2. Badanie zdolnéci sorpcyjnych
W badaniu oceniano w wpltyw zawaitd zelatyny, alginianu sodu, plastyfikatora — glicerolu
lub oleju arachidowego oraz wptyw dodatku czynnsiaciupcego, jakim jest mleczan
wapnia na zdolniei sorpcyjne matryc.

W przypadku gbek nie modyfikowanych mleczanem wapnia, matryoeiaajace
olej arachidowy pochfaniaty mniegdos¢ wody w stosunku doatpek zawierajcych glicerol

(ryc. 2). Wyhptek stanowita matryca wersji B3, ktéra wykazywalajlepsze wiéciwosci



sorpcyjne w tej grupie (4,443 gram wody na gramryegd. 1los¢ wody pochtanianej przez 1
gram matrycy zawieragej olej arachidowy wynosita od 2,186 do 3,163 gramatomiast dla
zwierapcych glicerol odpowiednio od 2,984 do 4,334 grama.

Gabki modyfikowane mleczanem wapnia posiadaly iswotwicksza zdolng¢
sorpcyjr, przy czym zaobserwowano znacz roznice pomidzy gabkami z glicerolem, a
olejem arachidowym. Matryce z glicerolem po modgtk znacznie zwikszyly ilos¢
pochtanianego ptynu, zaréwno w stosunku do odpawiddwersji niemodyfikowanych, jak i
wersji zawieragcych olej arachidowy. Stwierdzono ponadto wpgstvanie zwizku
pomikdzy wzrostem zawarfoi plastyfikatora a spadkiem zdokwp sorpcyjnej. Analiza
statystyczna wynikow wykazataze efekty zwizane z sieciowaniem matrycy oraz z

procentem zawarfoi glicerolu lub oleju arachidowego, byty istotrtatgstycznie.

4. 3. Badanie odpornéci na rozmywanie
Przeprowadzone dwiadczenia, ktérych wyniki przedstawiono na rycilie wykazaty,ze
sktad matryc w istotny sposob wptywa na ich trwétoa rozmywanie, w tym tak dziatanie
enzymoéw proteolitycznych.

Matryce z dodatkiem glicerolu wersji A oraz mawyc dodatkiem oleju arachidowego
wersji B i D, charakteryzowaty sizblizona trwatcscia w warunkach prowadzenia bada
Natomiast gbki zawieragce glicerol, a modyfikowane mleczanem wapnia (veer§)),

wykazywaty najmniejsztrwalcs¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych.

4. 4. Badanie dostpnosci farmaceutycznej cefradyny
Badanie dogpncici farmaceutycznej antybiotyku przeprowadzono digoranych matryc
zelatynowo-alginianowych. Uzyskane wyniki, ktore tabg przedstawione na rycinach 4-7

wykazup, ze uwalnianie cefradyny z matryelatynowo-alginianowych przebiega zgodnie z



kinetyka | rzedu, co potwierdzajwysokie wspotczynniki korelaciji linii trendu zat@osci In
(100% - % uwolniony) od czasu. Zaobserwowair®rzd kinetyki uwalniania nie zaky od
skladu jakéciowego gbek, natomiast zawa® poszczegoélnych sktadnikéw decyduje o
ilosci oraz szybkéci uwalniania antybiotyku z matrycy.

Najkrotszy okres poétuwalniania cefradyny uzyskalh niemodyfikowanych gbek z
glicerolem jako plastyfikatorem. Usieciowanie matrypoprzez dodatek mleczanu wapnia,
tylko w nieznaczny sposob przedah okres pétuwalniania (tabela 3). Wynosity one
odpowiednio 1,34h dlaapek z glicerolem niemodyfikowanych, oraz 1,91h diatryc z
glicerolem modyfikowanych mleczanem wapnia.

W przypadku matryc z dodatkiem oleju arachidowegsieciowanie mleczanem
wapnia spowodowato przyspieszenie uwalniania aatyku. Okres potuwaniania skréciksi
z 2,99h do 1,59h po modyfikacji mleczanem wapnia.

Analiza Anova/Manova wykazala istotne statystyczimice pomé¢dzy parametrami
opisupcymi kinetyke (stata szybkéci uwalniania, okres poétuwalniania oraz catkowity %
uwolniony), pom¢dzy wersy gabki A i modyfikowars mleczanem wapnia wersja C, wars;j

B i D oraz A i B. Nieistotne statystycznie okazaky zmiany pom¢dzy wersjami gbki Ci D.

5. DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wykazuj ze zarébwno dodatek substancji uelastycaoiaih (glicerol lub
olej arachidowy) jak i zastosowanie czynnika sipgego (mleczan wapnia), w istotny
sposOb zmieniaj parametry fizykochemiczne matrycy. Dodatek glibera@zy tez w
wigkszym stopniu oleju arachidowego, poprzez ,abenie” matrycy powoduje wzrost jej
gestasci. Wydaje st natomiast, ze zmniejszenie warfoi tego parametru w wyniku

usieciowania matrycy jonami wapnia, jest spowodavarirwaleniem struktury apki



(,usztywnieniem”), w trakcie spieniania mieszanipoprzez zmia@ rozpuszczalri
alginianu. Stwierdzono ponadto korelagpomidzy gestdécia matrycy a jej zdolnicia
sorpcyjry. Gabki zawierajce mniejsz ilos¢ glicerolu lub oleju arachidowego, orazbgi
sieciowane jonami wapnia zachowcg lepiej struktuy porowah i wykazupce mniejsz
gestas¢, charakteryzowaty silepszymi widciwosciami sorpcyjnymi. Sugerowdo maze, ze
zdolnaci sorpcyjne warunkowanea swiazaniem wody przez biopolimery (alginian i
zelatyre), oraz zatrzymywaniem jej w porach materiatu.

Podobne korelacje stwierdzono peday wynikami odpornéci na rozmywanie a
badaniami gstasci i zdolngci sorpcyjnych matryczelatynowo-alginianowych. gbki
wykazupce stabe zdolnmi sorpcyjne ulegaly rozmyciu w najmniejszym progen
Przyktadowo matryca wersji B5, ktdra pochtaniatgmmaejsz ilos¢ ptynu, ulegta rozmyciu
jedynie w okoto 33%. Podczas gdybdi wersji C5, pochtaniage najweksz ilos¢ ptynu, w
badaniu zdolngi sorpcyjnych ulegaty tew najwickszym stopniu rozmyciu — w ponad 57%.

Wydaje s¢, ze dobrze zachowana struktura porowata utatwia vangkgtynu do
matrycy, a tym samym zeksza powierzchgi na ktén mog oddziatywd& enzymy
proteolityczne. Wydaje esitez, ze w przypadku dogpncici farmaceutycznej istotne
znaczenie dla szybko uwalniania cefradyny z matryeelatynowo-alginianowych ma
stopieh zachowania struktury porowatej, co utatwia perogirgptynu do wrtrza gibki i
szybsze rozpuszczenie zawartego w niej antybiotyku.

Porébwnujc wczéniejsze badania [10] stwierdzonoze wstpna liofilizacja
mieszaninyzelatyny i alginianu ma decydige znaczenie dla uzyskiwanegadua kinetyki
uwalniania. Wsipna liofilizacja mieszaninyelatyny z alginianem sodu, ktora rgmstie byta
uzywana do produkcji matryc, spowodowata uzyskaniealni@nia modelowego leku z

kinetyka zblizona do | rzdu, podczas gdy uwalnianie leku z matryc uzyskarehwsgpnej

10



liofilizacji mieszaninyzelatyny i alginianu, uwalniaty lek z kinetykzblizona do zerowego

rzedu, a uzyskane okresy potuwalniania byly zngozdtuzsze (okoto 30h).

6. WNIOSKI

1. Z zastosowaniem biopolimeréw takich jaklatyna i alginian sodu, nliwe jest
uzyskanie ulegagych bioresorpcji porowatych simkow dla leku.

2. W zalenadsci od sktadu uzyskuje simatryce o rénym stopniu porowatei, co w
istotny sposob wptywa na ich wtawosci fizykochemiczne oraz dagincs¢ farmaceutyczam

substancji leczniczej.
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