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STRESZCZENIE

Celem pracy byta charakterystyka wybranych procesow zwigzanych z hydratacja
tabletek matrycowych na przyktadzie tabletek z alginianem sodu.

Badania przeprowadzono przy uzyciu modelowych tabletek z alginianem sodu (ALG)
lub jego mieszanin z kwasem salicylowym (SA) lub salicylanem sodu (SNa) (1:1), ktére
poddawano hydratacji w wodzie i roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm®) przez cztery
godziny.

Dystrybucja wody w tabletkach — badana metoda Karla-Fischera - zalezata od rodzaju
substancji leczniczej wchodzacej w sklad tabletki oraz wlasciwosci roztworu
inkubacyjnego. SNa promowatl penetracjc wody do wnetrza tabletki, a SA op6zniat
hydratacje matrycy. Badania DSC wykazaly, ze woda niezamarzajagca w tabletkach
zawierajacych ALG lub polimer i SA byta obecna w warstwie hydratacyjnej sktadnikéw
matrycy, a w tabletkach zawierajacych SNa rowniez w porach warstwy zewngtrznej.
Badania MRI wykazaty, ze mobilno$¢ protondw w poszczegdlnych obszarach matryc oraz
rozktad gestosci protonowej zalezaty od sktadu tabletek. Analiza eksploracyjna zalezno$ci
pomiedzy uwalnianiem substancji leczniczych a dystrybucja wody w tabletkach
matrycowych wykazala liniowa, wprost proporcjonalng zalezno$¢ pomig¢dzy uwalnianiem
SNa, a zawarto$ciag wody zaabsorbowanej w glebszych warstwach matrycy; w przypadku
tabletek z SA zalezno$¢ ta dotyczyla warstwy zewnetrznej i miata charakter liniowy

odwrotnie proporcjonalny.
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ABSTRACT

The aim of the study was to characterize some processes related to hydration of matrix
tablets on the example of tablets with sodium alginate.

The studies were carried out on model tablets with sodium alginate (ALG) or its
mixture with salicylic acid (SA) or sodium salicylate (SNa) (1:1), which were subjected to
hydration in water or hydrochloric acid (0.1 mol/dm®) solution for four hours.

The distribution of water in tablets - studied by Karl-Fischer method - depended on the
type of drug substance included in the tablet and the properties of the incubation solution.
SNa increased water penetration into the matrix and SA delayed its hydration. DSC studies
showed that non-freezing water in tablets containing ALG or polymer and SA was present
in the hydration layer of matrix components. In case of tablets containing SNa it existed
also in the pores of their external layer. MRI studies showed that proton mobility and
proton density in particular matrix areas depended on the tablet composition. Exploratory
analysis of the relationship between the release of drug substances and the distribution of
absorbed water in the matrix showed a linear, directly proportional relationship between
the release of SNa and the content of water absorbed in the deeper layers of the matrix. In
the case of tablets with SA this relationship concerned its external layer and was inversely

linear.
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WYKAZ SKROTOW, SYMBOLI I LITER GRECKICH

Skrot Pelne rozwiniecie

A amplituda sygnatu dla statej zaniku T,

A, amplituda sygnatu dla statej zaniku T,
ALG alginian sodu

ALG/SA alginian sodu/kwas salicylowy

ALG/SNa alginian sodu/salicylan sodu

AT amplituda catkowita

c stezenie polimeru w roztworze [g/100 cm’]
Co poczatkowa zawarto$¢ wody w niezwilzonym polimerze/matrycy
Cwa zawarto$¢ wody zaabsorbowane;j

Cwe catkowita zawarto§¢ wody

DSC Differential Scanning Calorimetry

f wspotczynnik coil overlap

FA Flip of Angle

Fs frakcja molowa merow G

Fwm frakcja molowa meréw M

FOV Field of View

G reszta kwasu glukuronowego

HEC hydroksyetyloceluloza

KF miareczkowanie Karla-Fischera

M reszta kwasu mannuronowego

MSME Multi Slice Multi Echo

MRI Magnetic Resonance Imaging

NA Number of Accumulations

NE Number of Echos

onset temperatura ekstrapolowanego poczatku przemiany fazowej
PEG Glikol polietylenowy

ROI Region of Interest

SA kwas salicylowy

SNa salicylan sodu
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Skrot

Pelne rozwiniecie

T, czas relaksacji podtuznej (spinowo-sieciowej)

T, czas relaksacji poprzecznej (spinowo-spinowej)

TE Time of Echo

TR Time of Repetition

UTE Ultra-short Echo Time

WNZy, iloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych sktadnikéw matrycy
WNZyosamer  liczba czasteczek wody niezamarzajacej przypadajaca na jeden mer polimeru
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1. WSTEP

1.1. TABLETKI MATRYCOWE

Jednym z najprostszych i1 najbardziej popularnych rozwigzan technologicznych
stosowanym w celu przedtuzenia uwalniania substancji leczniczych jest zastosowanie
polimerow hydrofilowych jako substancji pomocniczych w postaci leku o charakterze
matrycowym (1). Substancje polimerowe petnig w preparatach matrycowych role no$nika,
ktory pod wpltywem zwilzania ulega pecznieniu, tworzac lepki uktad modyfikujacy
uwalnianie substancji leczniczej. Na rycinie 1 przedstawiono zdjecia matrycowej tabletki z

alginianem sodu przed i po procesie hydratacji.

Rycina 1. Przykiad tabletki matrycowej przed (po lewej) oraz po hydratacji (po prawej). Zastosowany
polimer: alginian sodu.

1.2. ZJAWISKA TOWARZYSZACE HYDRATACJI HYDROFILOWYCH
MATRYC POLIMEROWYCH

Zjawiska zachodzace w polimerowych uktadach matrycowych majg dos¢ ztozony
charakter. W uwadnianej matrycy wystepuja jednoczesnie efekty zwigzane z transportem
wody do jej wnetrza (np. dyfuzja, transport kapilarny), rozpuszczaniem i erozja
zewngtrznych warstw matrycy polimerowej, zwigkszong swobodg rotacyjng tancuchow
polimerowych pod wptywem rozpuszczalnika, pecznieniem polimeru oraz tworzeniem
lepkich roztworow. W matrycowych postaciach leku o kontrolowanym uwalnianiu
zjawiska wynikajace ze zwilzania polimeru sa dodatkowo powigzane z efektami
spowodowanymi rozpuszczaniem i dyfuzjg substancji leczniczej, efektami osmotycznymi,
itp. (2,3). Wszystkie wspomniane zjawiska wptywaja na proces uwalniania substancji
leczniczej. Zarowno hydratacja polimeru, jak i uwalnianie substancji czynnej zaleza od
warunkow zewnetrznych, takich jak sita jonowa roztworu, jego pH, stres mechaniczny, itd.
(4-9).
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1.3. MONITOROWANIE ZJAWISK TOWARZYSZACYCH HYDRATACJI
HYDROFILOWYCH MATRYC POLIMEROWYCH

Analiza zjawisk zachodzacych podczas zwilzania tabletek matrycowych zostata
zapoczatkowana w latach 80. XX wieku przez Peppassa i wsp. (10). Autorzy stosowali
proste metody rejestracji ekspansji matrycy polimerowej podczas jej hydratacji poprzez
fotografowanie w Swietle widzialnym, rejestracj¢ wideo lub pomiar zalamania $wiatta (11—
14). Inkorporowanie w matrycy barwnych substancji leczniczych, np. kompleksu fosforanu
pirydoksalu z buflomedilem, barwnikow lub wykorzystanie medium z dodatkiem barwnika
umozliwialo analiz¢ penetracji rozpuszczalnika do wnetrza matrycy oraz wyznaczenie
frontow pecznienia, dyfuzji oraz erozji. Nalezy jednak podkreslic umowno$¢ nazw
poszczegolnych obszarow. Autorzy nie przedstawili bowiem danych umozliwiajacych
weryfikacj¢ charakteru zjawisk zachodzacych w prezentowanych obszarach (12,15)

(rycina 2).

g

front pecznienia

front dyfuzji

front erozji

Rycina 2. Speczniata tabletka matrycowa zawierajgca HPMC oraz barwng substancje lecznicza (fosforan
buflomedilu pirydoksalu). Po lewej zaznaczono fronty: pecznienia, dyfuzji oraz erozji (12).

Rozwdj nowoczesnych technik analitycznych pozwolit na zaawansowane badania
postaci leku podczas zwilzania i uwalniania substancji leczniczej. Przeglad przyktadowych
technik analitycznych stosowanych w badaniach matrycowych postaci leku przedstawiono

w tabeli 1.
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Tabela 1. Przyktady technik analitycznych stosowanych w badaniach matrycowych postaci leku.

Technika analityczna Mozliwos$ci wykorzystania Zrédlo
Spektroskopia i mikroskopiaw  Wykrycie  interakcji  pomiedzy  sktadnikami = 16-23
podczerwieni oraz bliskiej formulacji lub okreslenie dystrybucji substancji w
podczerwieni  preparacie, obrazowanie chemiczne
Obrazowanie Ramana Nieinwazyjna analiza jednolitosci zawartosci i 17,18
dystrybucji substancji aktywnej w probce; okreslenie
formy polimorficznej substancji; analiza zachowania
si¢ substancji leczniczej podczas uwalniania z
postaci leku; wykrywanie zanieczyszczen probki
Obrazowanie w $wietle Monitorowanie w czasie rzeczywistym uwalniania 24-28
ultrafioletowym (UV-imaging) substancji leczniczej, stopnia p¢cznienia matrycy
polimerowej, dyfuzji czasteczek, itp.; ocena jakoSci
proceséw, takich jak powlekanie substancjami
btonotworczymi (m.in. w ramach PAT); oznaczanie
ilosciowe  substancji  leczniczej; Wwyznaczanie
twardos$ci tabletki oraz okredlanie ggstosci jej
powierzchni; ocena fizyko-chemicznych parametrow
tabletek, co jest pomocne m.in. w rozwoju
formulacji, optymalizacji procesu tabletkowania, itp.
Mikroskopia sit atomowych Ocena powierzchni probki oraz jej wiasciwosei  17,29,30
(Atomic Force Microscopy, adhezyjnych; analiza  powierzchni  badanego
AFM), materiatu (wraz z obrazowaniem Ramanowskim)
Kriomikroskopia elektronowa Analiza struktury zwilzonego materiatu 31
(ang. Cryogenic Scanning
Electron Microscopy, Cryo-
SEM)
Obrazowanie tetrahercowe Analiza ciaglosci otoczek tabletek powlekanych, 32-34
(Terahertz Pulsed Imaging) nieinwazyjna ocena wnikania wody do tabletek
posiadajacych rozng strukturg wewnetrzng
Rentgenowska mikrotomografia Ocena struktury wewnetrznej tabletek 6,33,35
komputerowa (X-Ray Computed
Microtomography, micro-CT)
Roéznicowa kalorymetria Identyfikacja wody wolnej oraz zwigzanej (w tym  8,36-51
skaningowa (Differential niezamarzajacej) w probce; ocena interakcji
Scanning Calorimetry, DSC) pomiedzy sktadnikami mieszaniny (w przypadku
formulacji dla tabletek matrycowych interakcja ta
dotyczy mieszaniny polimeru oraz substancji
leczniczej); analiza pecznienia polimeru
(nieinwazyjna metoda kalorymetrii roztworu)

Techniki ultradzwigkowe Wykrywanie  frontow  uwadnianych  tabletek 52-54
matrycowych na podstawie roznic we wlasnosciach
sgsiednich warstw badanego materialu

Penetrometria Wykrywanie  frontow  uwadnianych  tabletek 53,54
matrycowych
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Technika analityczna Mozliwosci wykorzystania Zrédlo

Tomografia magnetyczno- Badania dystrybucji oraz mobilnosci wybranych 5,6,20,21,35,55—
rezonansowa (Magnetic jader atomowych (np. protonow) w probce; 61
Resonance Imaging - MRI) mozliwo$¢ obrazowania badanej prébki, analizy
frontow erozji, pegcznienia oraz penetracji wody;
przestrzenna analiza dystrybucji takich parametrow
probki, jak gestos¢ protonowa, dyfuzja oraz
mobilno$¢  atoméw, interakcja  woda-polimer,
transport masy podczas uwadniania, itp.

Przedstawione w tabeli 1 przyktady technik analitycznych uzywanych w badaniach
postaci leku stanowig jedynie wycinek wszystkich technik badawczych mozliwych do
wykorzystania. Nalezy podkresli¢, ze kazdy eksperyment wymaga ustalenia oddzielnej
metodologii uwzgledniajacej jego potrzeby. Pomimo licznych =zalet, kazda z
wymienionych technik ma takze swoje ograniczenia, np. konieczno$¢ specyficznego
przygotowania probki lub manipulacji nig podczas pomiaru, brak mozliwo$ci
termostatowania uktadu pomiarowego, dtugi czas akwizycji danych, znaczny wplyw
doboru parametréw badania na otrzymane wyniki, brak mozliwosci analizy dystrybucji
przestrzennej badanego parametru w uwadnianej tabletce, itp. Nie mozna wigc wskazac
jednej uniwersalnej metody badania zjawisk zachodzacych w ukladach o wysokiej
dynamice wewngtrznej oraz podatnych na zaburzenia. Raczej w zaleznosci od potrzeb
nalezy dobiera¢ zestaw odpowiednich narzedzi analitycznych umozliwiajacych rejestracje

procesOw zachodzacych podczas transportu wody w matrycy polimerowe;.

1.4. POLIMERY HYDROFILOWE STOSOWANE W TABLETKACH
MATRYCOWYCH

Do wytwarzania tabletek matrycowych stosuje si¢ zardéwno polimery pochodzenia
naturalnego, jak 1 polimery polsyntetyczne i syntetyczne. W sklad preparatow
matrycowych moga wchodzi¢ réwniez kopolimery lub mieszaniny dwoch lub wiecej
polimeréow. Wysoka biozgodno§¢ 1 biodegradowalnos¢ wykazuja zwykle polimery
pochodzenia naturalnego, cho¢ znane sa réwniez polimery syntetyczne cechujace sig
podobnymi whasciwosciami (2).

W tabeli 2 zebrano przyktady polimerow hydrofilowych stosowanych jako

substancje pomocnicze w tabletkach matrycowych.
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Tabela 2. Polimery hydrofilowe stosowane w badaniach po$wigconym tabletkom matrycowym.

Polimer Modelowa substancja lecznicza Zrédlo
Polimery naturalne i ich pochodne
Pochodne celulozy: Kwetiapina, fluwastatyna, teofilina,
L Hydroksypropylometyloceluloza  54inazolam, salicylan sodu, kwas
(HPMC) walproinowy, paracetamol, losartan,
2. Hydroksyetyloceluloza (HEC) atenolol, diltiazem, zidowudyna,
3. Hydroksypropyloceluloza (HPC) ketoprofen, naproksen, kaptopril, 5-7,11, 54, 57,
4. Metyloceluloza (MC) tiamina, metronidazol, propranolol, 60, 62-71
5. Karboksymetyloceluloza sodu cefpodoksym, 5-fluorouracyl,
(CMC-Na) pregabalina
6. Celuloza mikrokrystaliczna
(MCCQC)
7. Pochodne kwasu alginowego Kwas walproinowy, cefpodoksym,
. - 3,7, 65,68, 69,
trimetazydyna, teofilina, kwas
; 72-76
acetylosalicylowy
8. Chitozan Kwas walproinowy, losartan, 3,7,52,54, 65,
trimetazydyna, aceklofenak 70,72, 74,77
9. Guma ksantanowa Kwas walproinowy, ibuprofen, 3, 54, 59, 65, 67,
metoprolol, glipizyd 69, 74, 78
10.  Guma guar Ibuprofen 3,74,75
11.  Pektyny Indometacyna, diklofenak 3,74,79,80
12.  Karagen Kwas walproinowy, amitryptylina,
ibuprofen, naproksen, salbutamol, 7,65, 67,75
chlorfeniramina
13. Maczka drzewa $wietojanskiego Mannitol 54
14.  Dekstrany Proteiny 54,75
15. Guma gellan Chlorek wapnia 75
16. Pullulan Biatka, stawudyna, pregabalina 7,75, 81, 82
Polimery syntetyczne
17.  Alkohol poliwinylowy (PVA) Placebo 2,7,69, 83,84
18.  Pochodne polietylenoglikoli
FITC-dek 2,54
(PEG) C-dekstrany , 54,85
19.  Poli-N,N-dietyloakrylamid
Pl 4,84
(PNNDEA) acebo 54,8
20.  Poli-N-izopropyloakrylamid
Pl 4,84
(PNIPA) acebo 54,8
21.  Poliamidoamina (PAAH) Placebo 54, 86
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1.5. SOLE KWASU ALGINOWEGO JAKO PRZYKEADY POLIMEROW
TWORZACYCH TABLETKI MATRYCOWE

1.5.1. Pozyskiwanie

Alginiany stanowig rodzing liniowych polisacharydow, ekstrahowanych z brunatnic
(Fucophyceae, Phaeophyceae), takich jak: Laminaria hyperborea, Laminaria digitata,
Laminaria japonica, Laminaria cloustoni, Laminaria saccharina, Ascophyllum nodosum,
Macrocystis pyrifera, Sargassum sinicola, Eisenia arborea, Ecklonia maxima, Lessonia
nigrescens, Durvillaea antarctica, Fucus Serratus. W celu pozyskania alginianéw na skale
przemystowa brunatnice hoduje si¢ w podwodnych farmach w strefach brzegowych
oceanow (87,88). Kwas alginowy zostatl odkryty oraz wyizolowany po raz pierwszy w
1881 roku przez brytyjskiego chemika E.C.C. Stanforda (87,89-91). Stanowi on ok. 40%
suchej masy plechy, ale jego ilo$¢ moze si¢ waha¢ w zaleznosci np. od pory roku, w ktorej
dokonano zbioru. Kwas alginowy wystepuje gldownie w $cianie komorkowej jako sktadnik
$luzu, w postaci nierozpuszczalnej mieszaniny soli wapniowych, magnezowych, sodowych
oraz potasowych. Alginiany w brunatnicach petnig rol¢ substancji magazynujacej wodg,
zabezpieczajac glony przed dehydratacja w przypadku wystawienia na dziatanie powietrza.
Zwigkszaja one takze wytrzymalo$¢ mechaniczng oraz elastyczno$¢ tkanek, bedac
odpowiednikami celulozy oraz pektyn wystepujacych w roslinach ladowych. Alginiany sg
produkowane rowniez przez szczepy bakteryjne, m. in. Azotobacter vinelandii oraz liczne
gatunki Pseudomonas (P.aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. syringaeand P.
mendocina), ktore wykorzystuja je podczas tworzenia biofilmu (77,80,81).

Sole kwasu alginowego pozyskiwane z brunatnic stanowig zaséb odnawialny i
stosunkowo tatwo dostgpny. Ich $wiatowa produkcja przemyslowa sigga 30 tysiecy ton
rocznie, co stanowi mniej niz 10% ich szacowanej globalnej biosyntezy. Zbior brunatnic ze
stanowisk naturalnych, zmieniajace si¢ warunki termiczne w oceanach oraz trudnosci w
kontrolowaniu biosyntezy pochodnych kwasu alginowego w srodowisku naturalnym
sprawiajg, ze istnieje problem uzyskania powtarzalnych wlasciwosci fizykochemicznych
dla poszczegdlnych serii polimeru. Dlatego w przypadkach, w ktérych konieczne jest
otrzymanie produktu wysokiej jako$ci, zasadne jest pozyskiwanie go z innych zrodet, np.
bakteryjnych, ktore gwarantuja wigkszg powtarzalnos¢. Jednak ze wzgledow
ekonomicznych pozyskiwanie alginianu bakteryjnego jest mocno ograniczone. Od lat 90.

XX wieku coraz wigkszego znaczenia nabiera zastosowanie epimeraz do modyfikacji
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alginianéw pozyskiwanych z brunatnic w celu otrzymania tancuchow o pozadanej dlugosci
i sekwencji reszt kwasow mannuronowego oraz guluronowego. Otwiera to droge do
szerszego ich zastosowania do celéw biomedycznych oraz farmaceutycznych (87,88,93—
95).

1.5.2. Budowa chemiczna

Badania nad strukturg chemiczng alginianow rozpoczgty si¢ w latach 20-tych XX
wieku, a ich szczyt przypada na lata 70-te, kiedy powstalo najwiecej publikacji na ten
temat (96). Alginian jest polimerem zbudowanym z reszt kwasu D-mannuronowego (M)
oraz jego epimeru C5: kwasu L-guluronowego (G), ktore sa polaczone wigzaniem 1,4-

glikozydowym (rycina 3).

OH NaOOC NaooC

NaOOC
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~ ~ ~
G - block M - block GM - block

Rycina 3. Wzor struktury molekularnej alginianu sodu. M - reszta kwasu D-mannuronowego, G - reszta
kwasu L-guluronowego (87).
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Rycina 4. Struktura blokéw GG, MM oraz naprzemiennych MG w alginianach (97).
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W zaleznos$ci od miejsca zbioru, pory roku, gatunku brunatnic, a nawet fragmentu
plechy mery M 1 G moga wystepowa¢ w roznej konfiguracji. To oznacza, ze mozna
spotka¢ bloki fragmentow G (np. GGGG), M (np. MMMM), utozenie naprzemiennie
meréow M i G (np. MGMG) lub inne dowolne konfiguracje (87,98,99) (rycina 4).

Badania krystalograficzne prowadzone za pomoca dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego wykazaty, iz kwas polimannuronowy oraz poliguluronowy maja budowe
helikalng o znacznym stopniu rozciggnigcia. Komorka elementarna sieci krystalograficzne;j
blokow MM ma budowe rombowa o wymiarach: a = 7,58 A, b=10,35 A (wymiar wzdhuz
fancucha), ¢ = 8,58 A i zawiera dwie (lub wedlug innych autorow: trzy (87,100,101))
czasteczki kwasu D-mannuronowego. Wymiar wzdluz tancucha (b) réwny 10,35 A
sugeruje, iz mery M polaczone sg wigzaniem glikozydowym B-1-4 oraz znajdujg si¢ w
energetycznie korzystnej konformacji krzesetkowej. Dodatkowo pomiedzy grupa -OH
wegla Cz jednego meru M a pierScieniowym atomem tlenu O w sgsiednim merze M
istnieje wigzanie wodorowe o dtugosci 2,7-2,8 A. Taka budowa tafcucha sprawia, iz mery
M uktadajg si¢ ekwatorialnie w ptaski, wstegowaty ksztatt (98,102-105).

Komorka elementarna sieci krystalograficznej blokow GG ma budowe rombowg
zawierajacg dwie lub trzy (100,106) czasteczki kwasu L-guluronowego. Wymiary
przestrzenne komorki elementarnej blokow GG wynosza: a = 8,6 A, b=38,72 A, c=10,74
A, Najbardziej znaczaca réznicg w budowie obu tancuchow jest wymiar b, ktory informuje
o dhugosci komorki elementarnej wzdtuz osi tancucha. W przypadku meréw G dlugos¢ ta
wynosi 8,72 Ai wskazuje, ze sg one potgczone wigzaniem glikozydowym a-1-4 (potozenie
aksjalne). Przy tak potaczonych merach G istnieje dodatkowo wewnatrztancuchowe
wigzanie wodorowe pomiedzy grupg -OH wegla C, (lub Cs3) jednego z nich, a atomem
tlenu grupy karboksylowej drugiego. Mery G znajduja si¢ w konformacji krzesetkowej
(rycina 5) (101,104,106,107).

Pomiary krystalograficzne oraz pomiary gestosci kwasu poliguluronowego
wskazuja, 1z uporzadkowany krysztat blokow GG wymaga obecnosci 1 czgsteczki wody na
1 mer tancucha (gestos¢ blokow GG: 1,59g/cm3, obliczona gesto$¢ alginianu
zawierajacego 1 czasteczke wody/mer: 1,60 g/cm®). W krysztale takim czasteczka wody
laczy si¢ za pomocg wigzania wodorowego z trzema sgsiednimi tancuchami alginianowymi

tworzac strukture tetragonalng o dlugosci wigzania: 2,8 - 2,9 A (rycina 5).
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Rycina 5. Rzut czasteczki kwasu polimannuronowego w plaszczyznie ab (A) i ac (B) oraz kwasu
poliguluronowego w ptaszczyznie ab (C) i ac (D). Wigzania wodorowe zaznaczone sg liniami przerywanymi.
Dla czytelnosci ryciny zaznaczono tylko jedng molekute wody ("O(W)") (103,106).

Opisana struktura alginianu jest charakterystyczna zarowno dla kwasu alginowego
jak i jego soli, przy czym wptyw rodzaju kationu oraz warunkéw srodowiskowych na jego
strukture jest niewielki. Swiadczy to o wysokiej stabilnosci i niewielkiej gietkosci
tancuchow alginianowych (100,101,106,107).

Bloki GG maja duzo wigksze powinowactwo do wody niz bloki MM z kilku
powodow. Po pierwsze, czasteczki wody daza do =zagospodarowania przestrzeni
utworzonej przez dwa sasiednie mery G, przez co wykazuja dobre powinowactwo do
fancucha poliguluronowego. Po drugie, wykazuja wyzsza zdolno$¢ do tworzenia wigzan
wodorowych z merami G niz ich wlasne grupy hydroksylowe znajdujace si¢ w potozeniu
aksjalnym. Ponadto, wigzanie wodorowe tworzone przez atom tlenu grupy karboksylowe;
blokow GG jest silniejsze niz to utworzone przez atom tlenu tancucha blokéw MM, co

dodatkowo zwigksza sztywno$¢ tych pierwszych i zwigksza udziat wody w tworzeniu
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sztywnej struktury tancucha poliguluronowego. R6znice w budowie blokow MM oraz GG
potwierdzaja badania spektroskopii w podczerwieni (106-108).

(127).
1.5.6. Tworzenie zeliLancuch alginianowy charakteryzuje si¢ dos¢ wysoka sztywnoscig i
stopniem rozciggnigcia. Polaczenia merow M i G sg ulozone w sposob ekwatorialno-
aksjalny (M-G) badz aksjalno-ekwatorialny (G-M), co wedlug niektorych autorow
zwigksza gietkos¢ tancucha w tym miejscu w poréwnaniu z bardziej sztywnymi blokami
GG lub MM (107). Badania empiryczne Stanforda (1981) (91) oraz Smidsreda, Glovera, i
Whittingtona (1973) (109) blokow MM, GG oraz MG metodg rozpraszania $wiatla
sugeruja, ze sztywnos¢ lancucha alginianu maleje wg nastepujacej kolejnosci:
GG>MM>MG, co potwierdzaja modele matematyczne opisujace zalezno$¢ wymiaréw
niezaktoconego tancucha alginianowego od zawartosci blokow MM, GG oraz MG w
tancuchu (98,109-111). Powyzsze zalezno$Sci znajduja swoje odzwierciedlenie w
dystrybucji meréw M i G w tkankach brunatnic: tkanki bardziej migkkie zawieraja wigcej
merow M, a tkanki 0 wigkszej sztywno$ci (np. $Sciana komorkowa) zawieraja wigcej
meréw G (87). Niemniej jednak autorzy modeli (111) zwracaja uwage na wptyw doboru
funkcji liczacej na wyniki, a takze uproszczenia modeli, ktére nie biorg pod uwage
chociazby ograniczen rotacji wigzan glikozydowych ani konformacji pier§cienia. Nowsze
badania empiryczne (112) wskazuja na brak zaleznosci pomigdzy sztywnos$cia fancucha a
zawarto$cig poszczegdlnych meréw. Dlugos$¢ persystentna jego tancucha wynosi 12 nm
(przy sile jonowej dazacej do nieskonczonosci, w ktorej zaktada si¢, ze fancuch ma
wymiary niezaklocone, gdyz zachowuje si¢ jak niezdysocjowana czgsteczka) niezaleznie
od zawartosci merow M 1 G. Autorzy nie wykluczaja jednak lokalnych zmian w
wymiarach kilebka oraz gictkosci tancucha, ktore wynikaja z rdznej geometrii oraz
konformacji czterech wigzan glikozydowych (M-M; M-G; G-G; G-M), budowy
chemicznej poszczegdlnych meroéw, a takze zaleza od sity jonowej rozpuszczalnika.
Niemniej jednak zmian makroskopowych w badanych warunkach nie zaobserwowano
(98,109).

Alginiany pochodzace z brunatnic stanowig heterogenng mieszanine czasteczek nie
tylko o réznej kolejnosci utozenia meréw i ich zawartosci w lancuchu, lecz réwniez o
roznej jego dhlugosci. Ta rdéznorodno$¢ budowy tancuchéw, kolejnosci ulozenia
monomeroéw, ich réznej konformacji przestrzennej, polaczen chemicznych, geometrii,
ksztalcie oraz dlugosci znaczaco wplywa na swoiste wiasciwosci fizykochemiczne

alginianow, ktore sg istotne z punktu widzenia matrycowych postaci leku (87,88,107).
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1.5.3. Pecznienie

Alginiany jako makroczasteczki wykazuja zdolno§¢ pegcznienia. Jest to zjawisko
szeroko opisywane w literaturze chemii fizycznej polimerdw, ktore polega na zwigkszaniu
objetosci polimeru pod wplywem czasteczek rozpuszczalnika penetrujacych przestrzenie
migdzy jego tancuchami. Najpierw nastgpuje solwatacja czasteczek polimeru, a nastepnie
dalsze wnikanie rozpuszczalnika, przy czym duza makroczasteczka ze wzgledu na swe
rozmiary i niskg ruchliwo$¢ (mobilno$¢) nie jest w stanie w tym samym czasie przechodzi¢
do fazy rozpuszczalnika, ktory wykazuje wickszg mobilnos¢. W tym etapie polimer
zachowuje jeszcze swoj pierwotny ksztalt, pomimo znacznego wzrostu objgtosci. Taka
struktura bywa nazywana zelem. Pe¢cznienie zachodzi wowczas, gdy sity przyciggania
polimer-polimer oraz polimer-rozpuszczalnik sg tego samego rzedu wielkosci. Jesli
oddziatywanie polimer-rozpuszczalnik (energia solwatacji) jest wigksze niz przycigganie
pomiegdzy tancuchami polimeru (oddziatywanie van der Waalsa), woéwczas rozpuszczalnik
swobodnie przenika do speczniatego polimeru, sity migdzyczasteczkowe polimer-polimer
stabng, tancuchy rozsuwajg si¢ oraz stopniowo przechodza do roztworu. Zjawisko to jest
nazywane pecznieniem nieograniczonym i prowadzi do rozpuszczenia polimeru (113—
117).

1.5.4. Rozpuszczalnosé¢

Na rozpuszczalnos$¢ polimeréw wpltywaja nastgpujace czynniki: budowa chemiczna
polimeru, jego masa czasteczkowa, niejednorodnos¢  sktadu  chemicznego
makroczgsteczek, gietkos¢ tancucha, obecno$¢ rozgalezien tancucha, obecnos¢ wigzan
wodorowych, krystaliczno$¢, temperatura, rodzaj rozpuszczalnika (polarno$¢, pH, sita
jonowa) a takze rodzaj, stopien utlenienia jonéw oraz liczba koordynacyjna ligandow
wystepujacych w roztworze (113,116).

W wodzie alginiany przyjmuja konformacj¢ lekko rozwinigtego kigbka
statystycznego. Nastgpuje znaczna solwatacja makroczasteczki przez czasteczki
rozpuszczalnika, w wyniku czego polimer przybiera konformacj¢ rozciagnigta. W
rozpuszczalnikach organicznych polimer kurczy si¢ (solwatacja nie wystarcza do
pokonania oddziatywan van der Waalsa pomigdzy segmentami makroczasteczki) i wytraca
si¢ z roztworu (113,118).

Ze wzgledu na mozliwo$s¢ dysocjacji  wolnych grup karboksylowych

(pochodzacych od kwasu mannuronowego lub guluronoweg0o) obecnych w tancuchu,
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alginiany maja charakter stabych kwasow, ktorych rozpuszczalnos¢ w wodzie zalezy od
odczynu $rodowiska. Obnizenie pH powoduje cofnigcie dysocjacji grup karboksylowych
obecnych w jego tancuchu oraz - przy odpowiedniej wartosci pH - wytracenie
nierozpuszczalnego w wodzie kwasu alginowego (lub powstanie hydrozelu). Warto$¢ pH,
przy ktorej nastepuje wytracenie polimeru zalezy od jego masy czasteczkowej (przy
wzrastajgcej masie czasteczkowej maleje jego rozpuszczalnos$c) oraz utozenia i zawartosci
meréw M oraz G w fancuchu. Wysoka zawarto$¢ blokéw GG powoduje wytrgcenie kwasu
alginowego po obnizeniu odczynu roztworu do wartosci tuz ponizej pKa reszt kwasu
guluronowego (pKa (G)=3.65). Bloki MM sa w stanie utrzymac si¢ w roztworze w formie
rozpuszczonej w nieco nizszym pH (pKa(M)=3.38) (87,119,120). Natomiast alginiany
zawierajace gléwnie bloki heteropolimerowe MG nie wytracaja si¢ pomimo cofnigcia
dysocjacji jego wszystkich reszt kwasowych az do pH=1,4. Jest to zwigzane ze swoistg
konformacja wigzan glikozydowych w blokach MG.

Alginiany moga tworzy¢ sole, ktore w zaleznosci od rodzaju przeciwjonu oraz jego
stopnia utlenienia wykazuja rdézng rozpuszczalno$¢ w wodzie. Kationy na pierwszym
stopniu utlenienia (np. kation sodowy Na*) tworza z alginianami sole rozpuszczalne w
wodzie. Dodatek elektrolitu zawierajacy jony na pierwszym stopniu utlenienia do roztworu
soli alginianowych powoduje stabilizacj¢ tancuchoéw, co zwigksza jego entropi¢ i wptywa
na wigkszg stabilizacje rozpuszczonego polimeru. Dalszy wzrost sity jonowej uktadu
(dodatek soli w stosunku 1:1) powoduje wysolenie oraz obnizenie rozpuszczalnosScCi
alginianu, przy czym efekt ten jest najbardziej widoczny przy wysokiej zawartosci blokow
GG. W przypadku dodania soli metali na wyzszych stopniach utlenienia nastepuje
separacja faz wraz z wytragceniem polimeru z roztworu lub powstanie hydrozelu w wyniku
poprzecznego sieciowania jego tancuchow. Sole alginianu z kationami na drugim stopniu
utlenienia moga si¢ powtdrnie rozpusci¢, gdy kationy te beda stopniowo zastgpowane

innymi wystepujagcymi w roztworze kationami na pierwszym stopniu utlenienia

(87,90,113,115,116,120-124).

1.5.5. Lepkos¢

Lepko$¢ jest cechg charakterystyczng wszystkich roztworéw polimeroéw. Jest miarg
sity, ktora jest potrzebna, by przezwycigzy¢ 0por stawiany przy ptynigciu roztworu (3),
ktory wynika z tarcia wewnetrznego makroczasteczek (113). Lepkos¢ definiuje sie jako

tarcie dwoch warstw ptynu 0 powierzchni S, przesuwanych wzgledem siebie z predkoscia
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dv pod wptywem przytozonej sity F oraz oddalonych od siebie o odlegtos¢ dx (123).

Powyzsze zaleznosci w sposob ilosciowy opisuje wzor Newtona (roéwnanie [1]):

dv , .
F=1n-S- o Réwnanie [1]

gdzie:

F [N] - sita, jaka trzeba przylozy¢, aby przesuna¢ dwie warstwy ptynu odlegte od siebie o dx [m?] z
predkoscia dv [m/s],

S [m?] - powierzchnia tych warstw,

N - wspolczynnik proporcjonalnosci bedacy dynamicznym wspoétczynnikiem lepkosci (inaczej zwany
lepkoscia).

Energia zuzywana przez makroczasteczki na tarcie jest znacznie wigksza niz ta
zuzywana przez mate czasteczki rozpuszczalnika, stad nawet niewielkie st¢zenia polimeru
znacznie zwickszaja lepko$¢ roztworu. Wielko$ciami opisujacymi przyrost lepkosci
spowodowany obecnoscig polimeru w roztworze sg: lepkos¢ wzgledna (n;) oraz lepkosé¢

wlasciwa (Mw):

Nwz = Ak Rownanie [2]
Mo

Nwt = n;no Rownanie [3]
0

gdzie:
1N - wspotczynnik lepkos$ci roztworu polimeru,
Mo - wspolezynnik lepkosci rozpuszczalnika.
Dzielac lepko$é wlasciwa przez stezenie (€) (W g/100 cm®) otrzymuje sie lepkosé

zredukowana [cm*/g]:

Nred = % Rownanie [4]
ktora stuzy do wyznaczenia parametru najlepiej charakteryzujacego roztwoér polimeru:
graniczng liczbe lepkoSciowa, czyli tzw. lepkos$¢ istotng. Mozna jg wyznaczy¢ graficznie

poprzez ekstrapolacj¢ do stgzenia zerowego zaleznosci lepkosci zredukowanej od stezenia:

lim._,q % = [n] Rownanie [5]

Graniczna liczba lepkosciowa [n] jest miarg hydrodynamicznej objetosci
fancuchow polimeru w danym rozpuszczalniku oraz okre§la zwigkszenie si¢ lepkosci

roztworu (w stosunku do czystego rozpuszczalnika) wywotane przez tarcie obrotowe
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czasteczek polimeru. Zalezy od ksztaltu makroczasteczek w roztworze, ich $rednich
wymiardw, masy czasteczkowej, rodzaju rozpuszczalnika oraz cze$ciowo roéwniez od
temperatury (113,123,125-127).

Pod wplywem wody tancuchy alginianowe rozkl¢biajg sie, a ich objetos¢
hydrodynamiczna zwicksza si¢. Objawia si¢ to stosunkowo wysokimi wartosciami
lepkosci roztworu, ktéra zalezy od ich $redniej dtugosci, temperatury oraz sity jonowej
roztworu (czynniki te wplywaja rowniez na stopien pecznienia oraz gigtko$¢ segmentow
tancuchow alginianowych). Lepko$¢ tych roztworéw wzrasta w sposob liniowy wraz ze
zwigkszajacym si¢ stezeniem alginianu az do osiggnigcia stezenia krytycznego, ktory

odpowiada warto$ci wspotczynnika tzw. coil overlap (f) rownego 1:
f=[n] cag=1 Roéwnanie [6]

opisujacym stopien zajmowania przestrzeni przez klgbki polimerowe. Roztwory o
wyzszym stezeniu (f >1) wykazuja nieliniowa zalezno$¢ pomiedzy lepkoscia a stgzeniem
alginianu. Ich lepkos¢ maleje wraz ze zwigkszaniem si¢ szybkos$ci $cinania (87,128).
Wzrost sity jonowej roztworu (po dodaniu roztworu soli zawierajgcych jony na pierwszym
stopniu utlenienia) powoduje spadek lepkosci alginianow. Jest to zwigzane z
"ekranowaniem" tadunkéw ujemnych w tancuchu przez kationy pochodzace od soli, co
sprawia, ze w badaniach lepko$ci alginian zachowuje si¢ jak substancja zawierajaca
niezdysocjowane makroczasteczki. Solwatacja zmniejsza sie, tancuchy polimerowe
sklebiajg si¢, a lepko$¢ roztworu jest nizsza w poréwnaniu z lepkoscig roztworu
niezwierajacego soli. Odczyn roztworu nie wplywa na lepko$¢ alginianow przy
wartos$ciach pH: 4-12 (126,127).

Dla polimerow niezdysocjowanych zaleznos¢ lepkosci zredukowanej od stgzenia
maleje wraz z rozcienczeniem. W przypadku polielektrolitow, dla bardzo niskich stezen
polimeru, warto$¢ mreg ro$nie. Stezenie, ponizej ktoérego obserwuje si¢ wzrost lepkosci
alginianu, wynosi 0,08 g/100 cm® (126). Wykres zaleznosci lepkosci zredukowanej od

stezenia roztworu alginianu sodu w wodzie przedstawiono na rycinie 6.
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Rycina 6. Wykres zaleznoéci lepkosci zredukowanej od stezenia roztworu alginianu sodu w wodzie (126).

Powyzsze zjawisko nosi nazweg efektu polielektrolitycznego, ktory mozna
wytlumaczy¢ zmniejszaniem si¢ stezenia przeciwjondw wokoét tancucha z jednoczesnym
zwigkszaniem si¢  wewnatrztancuchowych  sit  elektrostatycznego  odpychania
jednoimiennych tadunkéw ujemnych przy niskich stg¢zeniach polimeru. W wyniku tego
fancuchy alginianowe rozprostowuja si¢, co objawia si¢ wzrostem lepkosci. Innym
wytlumaczeniem tego zjawiska jest adsorpcja zdysocjowanych tancuchow alginianowych
na $cianach kapilary, przez ktory przeptywa roztwor polimeru podczas pomiaréw lepkosci.
Lancuchy odpychajg si¢ podczas pasazu przez kapilarg, co prowadzi do wzrostu lepkosci
(126).

Przy odpowiednio dobranych, niskich wartosciach stezen polimeru w roztworze
oraz odpowiednim rozpuszczalniku (zawierajacym pewng ilo$¢ soli nieorganicznych)
zaleznos¢ lepkos$ci zredukowanej od stezenia przybiera posta¢ liniowa. Po jej ekstrapolacji
do stgzenia zerowego odczytuje si¢ warto$¢ granicznej liczby lepkosciowej [n] réwnej
wspotczynnikowi "b" prostej. Warto$¢ [n] liniowo zalezy od masy molowej polimeru, co
mozna wykorzysta¢ do jej wyznaczania (123,126,127,129).

W przypadku alginianu sodu wptyw temperatury (w zakresie od 10°C do 40°C) na
wartos¢ granicznej liczby lepkosciowej [n] jest niewielki. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z niewielkim wplywem ruchow termicznych lancuchow (spowodowanych
wzrostem temperatury) na lepko$¢ w poréwnaniu z wewngtrzlancuchowymi sitami

odpychania jednoimiennych tadunkéw ujemnych (126).
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Rozcienczone  roztwory  alginianbw  wykazuja = wlasciwie  ptynigcie
charakterystyczne dla cieczy newtonowskich. Odmienne (nie-newtonowskie) zachowanie
ich roztworow zaobserwowano jedynie dla probek bardziej st¢zonych lub o duzej wartosci
M] (powyzej 7 [100 cm®/g]). Graniczna liczba lepko$ciowa alginiandw miesci sic w
zakresie od 3,1 do 30,0 [100 cm®/g] w zaleznosci od zrédta pochodzenia polimeru.
Szybkos¢ $cinania (y) nie wptywa na graniczng liczbe lepkosciowa w zakresie y: 0-260
obr./s, natomiast wzrastajace naprezenie $cinajace (t) powoduje obnizanie si¢ wartosci [1]
dla tej samej probki alginianu. Jest to zwigzane z ksztaltem czgsteczek polimeru, ktore pod
wplywem napregzenia $cinajacego przyjmujg konformacje zgodng z wektorem sity, co

prowadzi do spadku lepkosci roztworu (127).

1.5.6. Tworzenie zeli

Pojecie "zelu" lub "hydrozelu" w piSmiennictwie poswigconym alginianom jest
definiowane w rozny sposob. Ta niejednoznacznos$¢ prawdopodobnie wynika z ich
stosowania w roznych kontekstach przez rézne dziedziny nauki, m.in. fizykochemie
polimeréw (lub koloidow), technologi¢ Zywnosci lub farmacje.

W chemii polimeréw "zel" definiowany jest m.in. jako stan posredni wystepujacy
w procesie rozpuszczania polimeru, ktory stanowi specznialy zbidor makroczasteczek
powstaty wskutek wnikania cieczy wypetniajacej puste przestrzenie pomigdzy tancuchami
polimeru. Stezenie polimeru jest na tyle duze, ze tancuchy polimerowe maja ograniczona
swobod¢ poruszania si¢ (taka swobode wykazuja jedynie fragmenty lancucha). Tak wigc
zel tworzy platanina tancuchow polimerowych wraz z rozpuszczalnikiem uwi¢zionym w
przestrzeniach migdzytancuchowych tego polimeru (113,114,125).

W technologii zywnos$ci "zelem" nazywa si¢ okreslone, uporzadkowane struktury
wewnetrzne, ktore powstaja w wyniku Zelowania zolu, ktdra jest nastgpstwem agregacji
koloidow liofilowych (113,130,131).

W czasopismach poswigconych farmacji i biofarmacji "zel" definiuje si¢ jako
trojwymiarowa sie¢ polimerowg zdolng do zaabsorbowania duzej ilosci rozpuszczalnika,
jednakze w nim nierozpuszczalng ze wzgledu na obecno$¢ weztow sieci utrudniajacych
(lub wregcz uniemozliwiajacych) przejscie polimeru do roztworu (97,121,132). W
przypadku hydrozelu rozpuszczalnikiem jest woda. Hydrozele mozna sklasyfikowaé ze
wzgledu na:

e obecno$¢ grup jonotwoérczych (neutralne lub jonowe),
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pracy

wilasciwo$ci mechaniczne i strukturalne (afiniczne lub fantomowe),

metode syntezy (homo- lub kopolimery),

struktur¢  fizyczng (amorficzne, semikrystaliczne, potaczone wigzaniami
wodorowymi, o strukturze nadczagsteczkowej lub powstale przez agregacje
hydrokoloidu) (121).

Ze wzgledu na niejednoznaczno$é tego pojecia w pismiennictwie, W niniejszej

definicje zelu przyjeto zgodnie z Migdzynarodowa Unig Chemii Czystej i

Stosowanej (IUPAC):

"Gel - nonfluid colloidal network or polymer network that is expanded throughout

its whole volume by a fluid” (130).

Wedlug powyzszej definicji wyroznia si¢ 5 typdéw struktur tworzacych siec

polimerowa (tum. wiasne):

Struktura poprzecznie sieciowana Wwigzaniami kowalencyjnymi np. poprzez
chemiczne wprowadzenie nowej czasteczki pomigdzy sasiadujace tancuchy
polimeru, synteze polimeru nieliniowego (130,133) lub poprzeczne sieciowanie za
pomoca $wiatta (132,134-136);

. Sie¢ polimerowa powstala wskutek agregacji tancuchow spowodowanej

wigzaniami  wodorowymi, obecno$cig krystalitow, formowaniem helisy,
oddziatywaniami hydrofobowymi, sitami van der Waalsa, wigzaniami jonowymi,
kompleksowaniem, fizycznymi splataniami, etc. W efekcie powstaja lokalne
obszary uporzadkowania petnigce rolg¢ weztow sieci (niektore z nich sg odwracalne
pod wptywem temperatury (122,130,133,137);

Sie¢ polimerowa powstata wskutek obecnosci obszarow w stanie szklistym (glassy

state), np. w kopolimerach blokowych (122,130);

IV. Struktura lamelarna, w tym mezofazy i krystality lamelarne, np. fosfolipidy, gliny;

V.

Struktura nieuporzadkowana, np. osad powstaty wskutek flokulacji zawierajacy
czastki o duzej anizotropii geometrycznej, np. zel V205 lub zele biatkowe, ktore
moga powstawa¢ wskutek przemiany zol-zel i moga by¢ zalezne od pH lub
temperatury (105,132).

W przypadku zeli alginianowych, w $rodowisku o pH ponizej pK, reszt

kwasowych alginianu dochodzi do utworzenia tzw. "kwasnego zelu" (acid gel), ktory jest

stabilizowany wigzaniami wodorowymi pomig¢dzy tancuchami alginianu (grupa II wg

IUPAC). Wiazanie to jest na tyle silne, ze przezwyci¢za site solwatacji pochodzaca od
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wody, a zel pozostaje z nig w rownowadze. Podczas tworzenia kwasnego zelu tancuchy
kurcza si¢ 1 tworza zel o wysokiej lepkos$ci oraz porowatej strukturze, ktéora moze stuzy¢
jako nosnik dla biatek lub komorek. (87,90,135,138). Odporno$¢ takiego zelu na $cinanie
(gel strength) nie zalezy od warto$ci pH ponizej 2,5; natomiast zalezy od zawartosci
blokow GG w tancuchu (podobnie jak w przypadku zeli jonowych) (87). "Kwasny" zel
moze powsta¢ rowniez poprzez hydratacje kwasu alginowego w wodzie z utworzeniem
speczniate] mieszaniny splatanych makroczasteczek. W tak powstatym zelu czasteczki
wody sg fizycznie uwig¢zione, ale zachowuja zdolno$¢ do dyfuzji (87,135).

Zele o charakterze jonowym powstaja przez sieciowanie alginianéw za pomoca
kationéw metali na wyzszych stopniach utlenienia (97,133). Zdolno$¢ alginianéw do
wigzania tych metali rosnie w szeregu: Mg<<Mn < Co, Ni, Zn <Ca <Sr <Ba <Cu <Pb
(87,139). W tworzeniu sieci biorg udziat gtownie bloki GG polimeru, ktorych specyficzna
geometria (wynikajaca z konformacji merow G i ich potaczen) sprzyja wigzaniu jondw
ww. metali. Trojwymiarowa struktura warunkujgca powstanie hydrozelu tworzy si¢ W
wyniku wigzania tego samego kationu przez dwa sasiednie, rownolegle utozone, helikalnie
skrecone tancuchy GG. Tego typu struktura przestrzenna jest okre$lana jako tzw. egg-box
model (87,140-143). Zaktada on, iz jeden kation metalu, mogacego w roztworze
wytworzy¢ wiecej niz jedno wigzanie, jest chelatowany przez dwa sasiednie, aksjalnie
potaczone mery G jednego tafcucha oraz dwa sasiednie mery G drugiego tancucha, przy
czym oba tancuchy sa utozone réwnolegle do siebie. Sam kation pozostaje "uwigziony" w
przestrzeni uformowanej przez mery G, tworzac charakterystyczng strukture tzw. egg-box,
ktora formuje si¢ w oparciu o mechanizm przypominajacy zapinanie zamka
blyskawicznego - zwigzanie pierwszego jonu ulatwia wigzanie kolejnych. Na rycinie 7
przedstawiono schemat tworzenia takiej struktury (146), natomiast na rycinie 8
przedstawiono strukture egg-box utworzong przez bloki GG alginianu i metal o liczbie
koordynacyjnej dwa (147). W przypadku jonéw Ca®*, minimalna ilos¢ meréw G
potrzebnych do uzyskania stabilnej struktury wynosi od 8 do 20, lecz ilo$¢ ta moze si¢

r6ézni¢ w zalezno$ci od kationu.
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Rycina 7. Schemat tworzenia struktury egg-box blokéw GG alginianu (zaznaczone liniami cigglymi) z
jonami wapnia (zaznaczone biatymi kotkami) (144).
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Rycina 8. Schemat struktury egg-box utworzonej przez bloki GG alginianu i metal o liczbie koordynacyjnej
dwa (144,145) .

Niektorzy autorzy sugeruja, iz w tworzeniu Struktury egg-box biora udziat jedynie
bloki GG (97,104,146), podczas gdy inni wskazuja, ze struktura ta moze zosta¢ utworzona
rowniez przez bloki MM lub MG (87,147,148). Jednak ze wzgledu na inng konformacje
takich potaczen (odpowiednio ekwatorialna i ekwatorialno-aksjalna) niz w blokach GG
(aksjalna) maja one inne powinowactwo do kationéw 0 liczbie koordynacyjnej dwa
(87,147,149):

Bloki GG: Ba > Sr > Ca >> Mg
Bloki MM: Ba > Sr~ Ca~ Mg
Bloki MG: Ba = Sr = Ca= Mg

Na rycinie 9 przedstawiono przyktady geometrii potaczen blokow MM, GG lub
MG z wymienionymi powyzej metalami (149).
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Rycina 9. Przyktadowe konformacje blokoéw MM, GG lub MG z metalami 0 liczbie koordynacyjnej dwa: A -
potaczenie pomiedzy jonami Sr** a blokami GG, B - potaczenie pomiedzy jonami Ca?* a blokami GG oraz
MG, C - potaczenie pomiedzy jonami Ba?* a blokami GG oraz MM (149).

Zele jonowe utworzone z blokéw GG i kationéw ww. metali sg bardziej sztywne,
charakteryzuja si¢ wyzsza odpornoscia na $cinanie oraz Wykazuja wyzsza porowato$¢ W
poréwnaniu do zeli ztozonych gitownie z blokow MM, ze wgledu na wyzsze
powinowactwo do tych metali. Sa rowniez mniej podatne na erozjg, co spowalnia
uwalnianie substancji leczniczej. Wraz ze wzrostem zawarto$ci merow M zele stajg si¢
bardziej migkkie i elastyczne, a takze charakteryzuja si¢ mniejszg porowatosciag (90,97).

Proces tworzenia Zelu alginianowego o podlozu jonowym jest egzotermiczny.
Przebiega ze zmiang objetosci, ktorg thumaczy si¢ desolwatacjg polimeru oraz jonow na
drugim stopniu utlenienia obecnych w roztworze, a tancuchy stajg si¢ bardziej
uporzadkowane. Stan rownowagi zelu zostaje osiagni¢ty szybko lub nastgpuje po pewnym

czasie, co zalezy od budowy tancuchow alginianowych i stezenia jonow sieciujacych w

42



roztworze. Desolwatacja zelu polaczona z wydzielaniem wody z porow na zewnatrz nosi
nazwe synerezy. Makroskopowo wigze si¢ to ze skurczeniem zelu, tj. zmniejszeniem jego
objetosci, stopnia specznienia oOraz lokalnym zwigkszeniem stezenia polimeru. To
czesciowe zatamanie si¢ zelu powoduje wzrost jego stabilno$ci oraz zmniejszenie si¢ jego
porowatosci, co wykorzystuje si¢ do mikrokapsutkowania komorek. Zjawisko synerezy w
zelach alginianowych zalezy od ulozenia merow M i G, dtugosci blokéw MM Iub GG,
stezenia kationéw sieciujacych, czasu zelowania, st¢zenia oraz masy czasteczkowe;]
alginianu. Wysokie stezenia jonow sieciujacych wywotuja wigkszg synerez¢ niz niskie
stezenia tych jonow (np. wzrost stezenia jonéw Ca’* z 10 nM do 30 nM w roztworze
10 mg/cm® alginianu sodu powoduje zwickszenie synerezy o ok. 20%), co jest
spowodowane naktadaniem si¢ Kilku blokéw (najczes$ciej GG) na siebie z utworzeniem
jednego wspodlnego wezta sieci. Tym samym, alginiany o wyzszej zawartosci merow G
ulegaja synerezie w wigkszym stopniu. Obecnos¢ naprzemiennych meréw M i G, ktérych
konformacja umozliwia najwigksza gigtkos¢ alginianu, powoduje szybkie organizowanie
si¢ fancuchoéw podczas zelowania i zmniejszenie potencjatu synerezy W czasie. Lancuchy o
nizszej masie czasteczkowej ulegaja synerezie w mniejszym stopniu niz te 0 wyzszej masie
czasteczkowej. Jest to zwigzane z wolnymi koncami tancuchéw, ktorych udziat w
niskoczasteczkowym alginianie jest wigkszy, co ogranicza mozliwos¢ tworzenia weztow
sieci. Lancuch zawierajacy dlugie bloki GG jest mniej podatny na synerez¢ w czasie ze
wzgledu na poczatkowa wysoka organizacje jego struktury na dhuzszym odcinku 1 silne
wigzanie jonow metali w tym miejscu (87,102,150,151).

Szybkos¢ zelowania jest czynnikiem decydujacym o  wlasciwosciach
mechanicznych zeli jonowych. Im wolniejszy proces zelowania, tym otrzymany zel
wykazuje struktur¢ bardziej uporzadkowang 1 odporng na S$cinanie. W nizszych
temperaturach reaktywnos$¢ kationow sieciujacych jest ograniczona, zelowanie przebiega
wolniej, a powstajacy zel charakteryzuje si¢ wigkszg wytrzymato$cig mechaniczng (90,97).
Zele jonowe s3 nietrwale, poniewaz z czasem moga ulec rozpuszczeniu w wyniku zamiany
jonéw na drugim stopniu utlenienia na jony na pierwszym stopniu utlenienia obecne w
srodowisku (97).

Zele powstate wskutek oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy jonami na
drugim stopniu utlenienia a tancuchami polimeru mozna sklasyfikowac nie tylko jako zele
jonowe. Kationy te sg bowiem chelatowane przez atomy tlenu pochodzace z dwoch
tancuchow alginianowych, co $wiadczy o udziale wigzania koordynacyjnego w procesie

tworzenia kompleksu (grupa Il wg IUPAC) (87,97,101,143). Z uwagi na koagulacje zolu,
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ktora zachodzi pod wptywem kationow 0 liczbie koordynacyjnej dwa, mozna je rowniez
przypisa¢ do grupy V (87,105,144,150). Natomiast miejsca potaczen kationow z blokami
GG tworzg strukture mikrokrystaliczna, (pozostate czesci tancuchow pozostajg w formie
amorficznej), co $wiadczy o udziale lokalnych obszaréw krystalicznych w tworzeniu
weztow sieci polimerowej (grupa II wg IUPAC) (87,102,116,146,152).

Ze wzgledu na ryzyko plastycznej deformacji zeli jonowych pod wplywem stresu
mechanicznego, przebiegajaca z utratg wody, =zaczgto stosowaé zele sieciowane
wigzaniami kowalencyjnymi. Wigzania takie mozna uzyska¢ w wyniku reakcji grup
funkcyjnych polimeru (np. -OH, -COOH, -NH) z odpowiednimi zwigzkami chemicznymi
(np. aldehydy, pochodne kwaséw, itp.), w wyniku czego czasteczka zwigzku zostaje
wprowadzona pomi¢dzy dwa tancuchy polimerowe. W tego typu zelach woda zachowuje
swobode migracji, jednak ze wzgledu na kowalencyjne potaczenia pomigdzy tancuchami
pozostaja one nienaruszone pod wptywem przytozonej sity. W wyniku Zelowania alginiany
traca swoj hydrofilowy charakter, ktory mozna zrekompensowa¢ uzywajac do reakcji
sieciowania substancji silnie hydrofilowych (np. PEG) (97). Zele alginianowe nie
zmieniaja swych wlasciwosci pod wptywem temperatury (97,135).

W celu otrzymania zeli alginianowych o pozadanych wlasciwosciach, czgsto
wykorzystuje si¢ modyfikacj¢ chemiczng ich tancuchow (utlenianie, tworzenie tancuchow
amfifilowych, przylaczanie tancuchéw bocznych, itp), kowalencyjne przylaczanie do
komorek, kopolimeryzacje, fizyczne mieszanie z innymi polimerami, tworzenie wzajemnie

przenikajacych sig¢ sieci polimerowych (interpenetrating polymer networks), itp. (97).

1.5.7. Wiasciwosci biologiczne

Alginiany sa praktycznie oboj¢tne i nietoksyczne dla organizmu cztowieka - uznaje
si¢ je za substancje biozgodne (wartos¢ LDsg u szczuréw: powyzej 5000 mg/kg) (153). Nie
ulegaja trawieniu ani w zotadku, ani w jelicie cienkim, natomiast podczas kontaktu z
sokami trawiennymi ulegaja pgcznieniu. Prowadzi to do zwigkszenia mas katowych i
wzrostu lepkosci tresci pokarmowej, a takze powoduje zmniejszenie ekspozycji btony
sluzowej jelit na dziatanie substancji toksycznych. Wozrost lepkosci tresci przewodu
pokarmowego wywotany przez alginiany powoduje uczucie sytosci, co moze zosta¢
wykorzystane do zmniejszenia taknienia i kontroli masy ciata. Jednak wyzsza lepko$é
masy trawiennej wplywa negatywnie na dziatanie enzymoéw, jak rdéwniez ogranicza

biodostepnos¢ niektorych sktadnikow pokarmowych, takich jak B-karoten, zelazo, kobalt,
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wapn i chrom. Alginiany podlegaja fermentacji przez bakterie jelitowe, przy czym lepiej
trawione sg tancuchy krotsze i bogatsze w reszty kwasu guluronowego. Powoduja wzrost
populacji kultur Bifidobacterium oraz Lactobacillus w przewodzie pokarmowym oraz
ograniczenic liczebnosci populacji niektorych bakterii  patogennych z  rodzin
Enterobacteriaceae oraz Clostridiaceae. Alginiany wykazujg takze dziatanie ochronne na
blong $luzowa zotadka, co wykorzystuje si¢ W chorobie refluksowej. Ponadto obnizaja
wchtanianie tluszczy oraz cukrow z przewodu pokarmowego, co moze wplywaé na
obnizenie poziomu cholesterolu we krwi oraz kontroli glikemii u pacjentow
diabetologicznych. Zdolnos¢ alginianéw do chelatowania niektoérych substancji moze by¢
wykorzystywana do wychwytywania metali cigzkich obecnych w organizmie, np.

B4 czy strontu *°Sr. Ponadto, alginiany wykazuja wilasciwosci

radioaktywnego jodu
bioadhezyjne (87,135,154).

Alginiany bogate w reszty kwasu mannuronowego moga pobudzaé produkcije
cytokin monocytow, a niskoczasteczkowe alginiany wywotuja wzrost aktywnos$ci
fagocytarnej makrofagdéw, co stanowi o potencjale przeciwnowotworowym tych zwigzkoéw
(95,155). Produkty degradacji alginianu réwniez wykazuja potencjalne dziatanie lecznicze.
Wykazano, iz monomer M (reszta kwasu mannuronowego) wywoltuje efekt

przeciwzapalny oraz immunosupresyjny u szczuréw z reumatoidalnym zapaleniem stawow

oraz stwardnieniem rozsianym (156).

1.5.8. Zastosowania alginianow

Dzigki obecnosci grup funkcyjnych zdolnych do jonizacji, alginiany stanowig
grupe polimerow o interesujagcych wlasciwosciach, ktore znajduja zastosowanie w
medycynie i farmacji (121,157). Analiz¢ mozliwosci potencjalnego zastosowania
alginianow w farmacji przeprowadzono juz w potowie XX wieku (158,159). Ze wzgledu
na swe liczne zalety, takie jak: biozgodno$¢, biodegradowalnos$¢, zdolnos¢ do adhezji,
niska toksycznos$¢, korzystne wiasciwosci biologiczne oraz fizykochemiczne, alginiany sg
coraz czgsciej wykorzystywane jako substancje pomocnicze do wytwarzania postaci leku,
m.in. tabletek o kontrolowanym uwalnianiu, preparatow flotacyjnych, kapsulek, uktadow
nosnikowych dla komorek, biatek i ksztaltek w formie kulek lub peretek (tzw. beads),
mikrosfer, filmow, opatrunkow, peletek, wiokien, implantow, otoczek, materialow

dentystycznych, itp. (87,135,154,157). Przyktady ich zastosowan zebrano w tabeli 3.
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Tabela 3. Farmaceutyczne i spozywcze zastosowania alginianow.

S61 kwasu Postaé Zastosowanie Zrédlo
alginowego
Alginian wapnia  Ksztaltki (Beads) Nosnik dla enzymow 160
- . I ilizacj trojo . komorek drozdz
Alginian wapnia  Ksztaltki (Beads) mmobi 1za.(ija.drobnous r0jow np. komoérek drozdzy 161
do produkcji piwa
Alginian wapnia Keztaltki (Beads) Nosnik dla substancji leczniczej (witamina B12) 162
g P mikrokapsutki ] )
Alginian wapnia  Ksztattki (Beads) Immobilizacja enzymu lipazy 163,164
Alginian wapnia  Ksztaltki (Beads) Mikrokapsutkowanie komorek do transplantacji 165
wysp Langerhansa
- . Mikrokapsutk: ie komorek do t lantacji
Alginian wapnia  Mikrokapsulki ikrokapsutkowanie komorek do transplantacji 166
wysp Langerhansa
Alginian wapnia  Ksztaltki (Beads) Immobilizacja enzymu lipazy 167
Alginian kobaltu ~ Nanowlékna Katalizowanie kontrolowanej sygtezy materiatow 141
porowatych gromadzacych energig
Alginian baru Mikrokapsulki Mikrokapsutkowanie komoérek do transplantacji 168
wysp Langerhansa
Alginian sodu Krople do oczu Krople z pilokarping zelujace po kontakcie z pltynem 90
Izowym
Alginia wapnia Ksztaltki (Beads) Immobll}_zaqa b_1a1ek, komoérek, DNA, no$nik 90
substancji leczniczych
- . Opatrunki .
Alginian wapni rywanie ran
ginian wapnia hydrozelowe Opatrywanie ra 69,88
Transdermalne
Alginian sodu systemy Podanie przezskorne substancji leczniczych 90
terapeutyczne
Alginian wapnia ~ Matryce zelowe Regeneracja tkanek 169

W postaciach leku o przedtuzonym uwalnianiu alginiany petnia rolg matrycy.

Matryca podczas hydratacji pgcznieje tworzac uktad o wysokiej lepkos$ci, ktora modyfikuje

uwalnianie substancji leczniczej (135,138,170).

Alginiany poprzecznie sieciowane stosuje si¢ jako substancje pomocnicze petnigce

role no$nikdéw, substancji wypeltniajacych oraz kontrolujacych uwalnianie dla substancji

leczniczych, enzymow, biomolekutl oraz przeciwciat (88,138). Przykladem moze by¢

stosowanie sieciowanego alginianu do wytwarzania opatrunkow hydrozelowych lub kropli

do oczu zelujacych pod wptywem kontaktu z ptynem fzowym i przedtuzajacych kontakt

substancji leczniczej, np. pilokarpiny, z gatka oczng. Poprzecznie sieciowane alginiany

mogg by¢ stosowane takze jako substancje nosnikowe w doustnych postaciach leku
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uwalniajacych substancj¢ lecznicza w okreslonym odcinku przewodu pokarmowego (np.
olej z miety pieprzowej w zespole jelita drazliwego). W dwoch ostatnich przypadkach zel
tworzy si¢ in situ. W opatrunkach hydrozelowych alginian jest stosowany w formie soli
wapniowej (Ca®*), co nadaje mu forme stabilnego zelu. Zel ten micknie po kontakcie z
wysiekiem rany wskutek wymiany jonéw wapnia na jony sodu (Na®), ktére obficie
wystepuja w wysieku. Opatrunek alginianowy moze by¢ bardzo tatwo usuniety z rany, w
przeciwienstwie do innych dostepnych na rynku opatrunkéw (88). Zele alginianowe
znajduja rowniez swoje zastosowanie w systemach no$nikowych dla komorek (cell
delivery systems), ktore sa wykorzystywane do odbudowy chrzastek, kosci, naczyn
krwiono$nych, watroby oraz komorek nerwowych (90), a takze moga potencjalnie stuzyé
do transplantacji komoérek produkujacych insuling u pacjentow cierpigcych na cukrzyce
typu I (88,165,168).

Charakterystyczna zdolnos¢ alginianéw do aglomeracji i tworzenia matrycowych
ksztattek, tzw. beads, jest wykorzystywana podczas opracowywania postaci leku zarowno
dla substancji nisko-, jak i wielkoczgsteczkowych (takich jak szczepionki lub polipeptydy)
(138,157,165).

Alginiany stosuje si¢ do mikrokapsutkowania substancji leczniczych (np.
5-fluorouracyl w terapii raka jelita grubego) oraz do tworzenia flotacyjnych postaci leku
(np. w leczeniu choroby refluksowej) (87,157).

Korzystne wiasciwosci alginianow, takie jak zdolno$¢ do zatrzymywania wody i
zelowania, zwigkszania lepko$ci, stabilizowania roztworow 1 zawiesin, a takze
biodegradowalnos¢, biozgodnosé, tatwa dostepnos¢ oraz niski koszt powoduja, ze sg one
coraz szerzej stosowane w roznych gateziach przemystu. Alginian sodu wykorzystywany
jest jako dodatek do zywnosci (symbol E401), petnigcy funkcje stabilizujacg emulsje i
zawiesiny (jogurty, lody, napoje) oraz czynnik zwigkszajacy lepkos$¢ oraz maskujacy
smak. Jest takze stosowany w kosmetyce jako S$rodek zwigkszajacy lepkos¢é oraz
utrzymujacy wilgo¢ (m.in. kremy, pomadki do ust) oraz do produkcji maseczek
nawilzajacych. Stosuje si¢ je réwniez w przemysle wildkienniczym jako sktadnik
zwigkszajacy lepko$¢ oraz rozjasniajacy barwy materialow. Alginian wapnia stosuje si¢ do
wychwytywania metali ci¢zkich (takich jak kadm) w procesie oczyszczania $ciekow, a

alginian baru do wychwytywania rteci oraz otowiu (87,135).
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2. CELE ORAZ ZALOZENIA

Zdaniem ekspertow amerykanskiej Food and Drug Administration (FDA),
zachowanie postaci leku in vitro i w dalszej konsekwencji in vivo mozna posrednio
wyjasni¢  poprzez wnikliwg analize wlasciwosci formulacji  oraz  procesow
fizykochemicznych zachodzacych podczas hydratacji, ktore majg wptyw na uwalnianie
substancji leczniczej (6,17,35,56,64,137). Z tego wzgledu badania dotyczace wlasciwosci
tabletek matrycowych stanowig klucz dla optymalizacji prac nad nowymi produktami na
bazie hydrofilowych matryc polimerowych, w aspekcie skrocenia fazy formulacyjne;.
Ponadto, znajomo$¢ czynnikéw decydujacych o ich zachowaniu podczas hydratacji
pozwoli na projektowanie postaci leku o zdefiniowanych wtasciwosciach (56,64,137).

Obserwacja i analiza zjawisk zachodzacych podczas hydratacji hydrofilowych
matryc polimerowych stawia przed badaczem szereg wyzwan. Przede wszystkim efekty
inicjowane przez wnikanie wody do wnetrza matrycy polimerowej majg charakter
synergistyczny. To oznacza, ze analiza tylko jednego z tych zjawisk nie pozwala na pelne
zrozumienie mechanizmu hydratacji uktadu. Penetracja wody do wngtrza matrycy jest
procesem dynamicznym, co ogranicza wachlarz metod badawczych i uzaleznia ich dobor
od mozliwosci rejestracji danych pomiarowych; dla przyktadu nie nadajg si¢ do
wykorzystania metody, w ktorych gromadzenie danych trwa zbyt dtugo, np. kilka godzin.
Obserwowane uktady sa podatne na zaburzenia, w zwigzku z tym prace badawcze musza
uwzglednia¢ efekty zwigzane z nieodwracalnym zaburzeniem przebiegu zjawisk podczas
pomiarow. Ponadto, sa to uklady heterogenne, ktorych wlasciwosci sa uwarunkowane
przestrzennie i czasowo, co oznacza, ze rdzne Obszary matrycy prezentuja odmienne,
zmieniajace si¢ w czasie, wlasciwosci (5,8,70). Ze wzgledu na problemy wynikajace z
dynamiki zachodzacych procesow 1 ich podatnosci na zaburzenia, dotychczas nie
podejmowano kompleksowych badan tych zagadnien (6).

W pismiennictwie szeroko opisane sa wlasciwosci fizykochemiczne alginianu sodu.
Badano jego interakcje z roztworami wodnymi o réznym pH i sile jonowej, pecznienie
polimeru, jego lepkos¢, tworzenie hydrozeli, itp.; prace te zostalty omowione w rozdziale 1.
Zastosowanie tego polimeru jako polianionu stanowi atrakcyjng alternatywe dla
klasycznych polimerow hydrofilowych stosowanych w technologii doustnych postaci leku.
Jego hydratacja jest $ci§le zalezna od pH Srodowiska, co wykorzystuje si¢ W systemach
terapeutycznych uwalniajagcych substancje leczniczg w specyficznym miejscu przewodu

pokarmowego (138). W matrycowych postaciach leku badano alginian sodu samodzielnie
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lub w potaczeniu z innymi hydrofilowymi polimerami (73,138,171-173). Przedmiotem
tych prac bylo m.in. badanie uwalniania substancji leczniczej i mechanizmu tego
uwalniania z tabletek zawierajacych alginian sodu (72,119,174-180), analiza pecznienia
tabletek (119,175,177-180), wykrywanie frontu penetracji medium (175,176), oceng erozji
matrycy (119,175,177,178,180,181), badanie transportu wody wewnatrz matrycy
(119,175,182), hydratacji matrycy (31,119,182), absorpcji wody do tabletki
(119,175,177,178), itp. W pisSmiennictwie brakuje natomiast przekrojowych badan
traktujgcych hydratacje matryc z alginianem sodu w sposob wieloaspektowy,
uwzgledniajacych zmiang wlasciwosci tych matryc w czasie oraz w réznych ich obszarach.

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka procesow zwigzanych z hydratacja
tabletek matrycowych na przyktadzie tabletek z alginianem sodu. Prace badawcze
obejmowaly analiz¢ okreslonych aspektow hydratacji wraz z uwzglednieniem ich zmian
przestrzennych i czasowych. Badano zawarto§¢ wody w réznych obszarach uwodnionej
matrycy, interakcje pomigdzy tymi obszarami a woda, lepko$¢ najbardziej uwodnione]
warstwy matrycy, a posrednio takze mobilno$¢ 1 gesto§¢ protonéw w réznych obszarach
matrycy. Badania zostaty poprzedzone wstgpng charakterystyka polimeru. Ponadto analizie
poddano wpltyw substancji leczniczych o roéznych parametrach fizykochemicznych na
wilasciwosci tabletek matrycowych z alginianem sodu. Do badan wybrano kwas salicylowy
i salicylan sodu jako modelowe substancje lecznicze o zblizonej masie czgsteczkowej i
strukturze, a o0 zroznicowanych wlasciwosciach fizykochemicznych. Badania prowadzono
w wodzie destylowanej, a niektore analizy dodatkowo w roztworze kwasu solnego o
stezeniu 0,1 mol/dm®.

Ze wzgledu na zlozono$¢ zagadnienia, realizacja zatoZzonego celu zostata

podzielona na etapy:

1. Opracowanie metodyki badawczej pozwalajacej na charakterystyke przestrzenng i
czasowg zjawisk zachodzacych w uwadnianych matrycach polimerowych.
Hydrofilowe matryce polimerowe podczas zwilzania pokrywaja si¢ lepka warstwa
speczniatego polimeru 1 ze wzgledu na swoja konsystencje staja si¢ podatne na
uszkodzenia, co prowadzi do zaburzenia zachodzacych w ich obrgbie procesow
zwigzanych z wnikaniem i dystrybucjg wody. Aby scharakteryzowa¢ wiasciwosci
poszczegdlnych  obszarow matrycy konieczne bytlo opracowanie oraz

wykorzystanie komplementarnych metod umozliwiajacych:
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a. probkowanie materialu z matrycy w celu okreslenia wlasciwosci probek
pobranych z réznych, precyzyjnie zdefiniowanych obszarow matrycy,

b. analiz¢ preparatu matrycowego bez koniecznos$ci zaburzania procesow
zachodzacych wewnatrz uktadu w sposob ciaggly przez caly okres trwania
eksperymentu.

2. Charakterystyka wybranych  wtasciwosci  fizykochemicznych 1 zjawisk

towarzyszacych hydratacji tabletek matrycowych z alginianem sodu pod katem

nastepujacych parametrow:

a.
b.

C.

d.

przestrzennej i czasowej dystrybucji wody w tabletkach,

interakcji pomigdzy polimerem a woda w r6znych obszarach matrycy,
charakterystyki mobilnosci protonéw w poszczegolnych obszarach matrycy
w zalezno$ci od czasu hydratacji,

lepkosci najbardziej uwodnionych obszarow matrycy.

3. Badania wpltywu modelowych substancji leczniczych na wlasciwosci matryc

alginianowych podczas hydratacji pod katem nastgpujacych parametrow:

a.
b.
C.

przestrzennej i czasowej dystrybucji wody w tabletkach,

interakcji pomigdzy polimerem a woda w réznych obszarach matrycy,
charakterystyki mobilnosci wody w poszczegdlnych obszarach matrycy w
zaleznosci od czasu hydratacji,

lepkosci najbardziej uwodnionych obszaréw matrycy,

uwalniania substancji leczniczej z matryc;

poszukiwania korelacji pomigdzy uwalnianiem substancji leczniczej a

dystrybucja wody w tabletkach poddanych hydratacji.
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3. MATERIALY, APARATURA | METODY

3.1. MATERIALY

e Alginian sodu (Protanal LF 240 D, FMC Biopolymers, USA) - tabela 4;

e Salicylan sodu (Pharma Cosmetic, Polska) (zawarto$¢ wody: 0,5%) - tabela 5;

e Kwas salicylowy (Pharma Cosmetic, Polska) (zawarto$¢ wody: 0,5%) - tabela 5;
e Agquametric Composite 5 (Panreac AppliChem, Hiszpania);

e Hydranal Composite 5 (Honeywell Fluka, USA);

e Metanol (Panreac AppliChem, Hiszpania);

e Metanol (Honeywell Fluka, USA);

e Metanol do UHPLC (Panreac AppliChem, Hiszpania).

Pozostate odczynniki posiadaly czystos$¢ analityczng.

Tabela 4. Wybrane whasciwosci fizykochemiczne alginianu sodu (31,176,183).

Wiasciwosci fizykochemiczne Alginian sodu
Wzbr sumaryczny (NaCgH;0Og),
Masa molowa jednego meru 198 g/mol

Rozpuszczalny z utworzeniem lepkiego,

R Inos¢ dzi .
0Zpuszezaiost w wodzie koloidalnego roztworu (Ph. Eur. 9.0)

pKa (G) 3,65
pKa (M) 3,38
Stosunek M/G od 65/35 do 70/30

Tabela 5. Wybrane wlasciwosci fizykochemiczne kwasu salicylowego oraz salicylanu sodu (184-190).

Wilasciwosci fizykochemiczne Kwas salicylowy Salicylan sodu
Wz6r sumaryczny C,Hg04 C,HsNaO;
Masa molowa 138,122 g/mol 160,104 g/mol
Nazwa wg IUPAC Kwas 2-hydroksybenzoesowy 2-hydroxybenzoesan sodu
Temperatura topnienia 158 - 161°C 300°C

Rozpuszczalno$¢ w wodzie
(25°C)

pKa 3,00 -

2,48 gldm? 48,1 g/dm?
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3.2.

3.2.1.

APARATURA

Sprzet laboratoryjny

Tabletkarka uderzeniowa Korsch-Erweka EKO (Niemcy);

Twardos$ciomierz Vankel VK 200 (USA);

Wiskozymetr kapilarny typu 531 10/I wyposazonym w termostat CT 52 oraz
miernik czasu przeptywu przez kapilare Viscoclock (Schott Instruments, Niemcy);
Wiskozymetr typu ptytka-ptytka RST-CPS Reometer wyposazony w panel V1.2.3
11/13/2014 oraz system pomiarowy RST_25 1 1000139 (Ametek Brookfield,
USA);

pH-metr S210 (Mettler Toledo, Szwajcaria);

Titrator Metrohm 890 Titrando z przystawka 803 Ti Stand i panelem Touch
Control (Metrohm, USA);

Réznicowy kalorymetr skaningowy DSC 822° (Mettler Toledo, Szwajcaria);
Tomograf badawczy 9,4 T (Bruker Biospin, Niemcy);

Aparat do badania uwalniania Hanson Vision Elite 8, wyposazony w panel Hanson
Vision autoplus Maximizer wraz z samplerem Hanson Vision autofill oraz
urzadzeniem grzewczym Hanson Vision Heater (USA);

Spektrofotometr UV-1800 Schimadzu (Schimadzu USA Manufacturing Inc., USA)
wraz z oprogramowaniem Schimadzu UV-1800;

Wagi analityczne (Sartorius, Niemcy; Mettler Toledo, Szwajcaria);

Laznia ultradzwigkowa Ultrasonic Cleaner PS-100 (Chiny);

Cieplarka KCW-100 (PREMED, Polska).

3.2.2. Programy komputerowe

ParaVision 5.1 (Bruker, USA);

ImageJ 1.50b (National Institutes of Health, USA);
MatLab R2018a (MathWorks, USA);

R v3.5.2 (Free Software Foundation, USA).
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3.3. METODY

3.3.1. Wyznaczanie zawartosci wody w polimerze metodg suszenia do stalej masy
Zwazone doktadnie okoto 100 mg alginianu sodu suszono w temperaturze 105°C

do stalej masy w naczynku wagowym wysuszonym uprzednio do stalej masy. Z roéznicy

mas przed i po suszeniu wyznaczono zawarto$¢ wody w badanym polimerze (rownanie 7):

mg — m
Cosm) = Om—OS(SM) -100% Rownanie [7]

gdzie:

Cosm) - poczatkowa zawartos¢ wody w polimerze wyznaczona metoda suszenia do statej masy [%];
Mgysmy - Masa substancji po suszeniu do statej masy [mg];
My - poczatkowa masa polimeru (przed suszeniem) [mg].

3.3.2. Wyznaczenie granicznej liczby lepkosciowej, stopnia polimeryzacji oraz

sredniej masy molowej alginianu sodu metoda wiskozymetryczna

Pomiary przeprowadzono w wiskozymetrze kapilarnym typu 531 10/
wyposazonym w termostat CT 52 oraz miernik czasu przeptywu przez kapilar¢ Viscoclock
(Schott Instruments, Niemcy). Roztwor alginianu sodu w ilosci 15 g o stezeniu 0,2 g/100
cm® w 0,1 mol/dm® chlorku sodu umieszczono w wiskozymetrze, ktéry nastepnie
przeniesiono do tazni wodnej o temperaturze 25°C. Po ustabilizowaniu temperatury
roztworu badano czas jego przeptywu przez kapilarg. Badanie powtarzano do otrzymania
trzech kolejnych wynikow nie roéznigcych si¢ o wigcej niz 0,2 sekundy. Roztwor stopniowo
rozcienczano dodajac kolejno 4 g roztworu NaCl o st¢zeniu 0,1 mol/dm® i odczekujac
okoto 30 min w celu stabilizacji temperatury. Po uzyskaniu 5 punktow pomiarowych
wyznaczono rownanie prostej dla zaleznosci lepkosci zredukowanej od stezenia, na
podstawie ktorej odczytano warto$¢ granicznej liczby lepkosciowej [n], czyli warto§¢
lepkos$ci zredukowanej przy st¢zeniu polimeru dazacym do zera (c—0). Warto$cig ta byt
punkt przeciecia prostej z osig y (parametr "b" rownania proste;j).

Na podstawie roéwnania Marka-Houwinka-Sakurady (MHS) (réwnanie 8)

wyliczono $rednig mas¢ molowa alginianu sodu (123).
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[n] = KMg, Rownanie [8]

gdzie:

[n] - graniczna liczba lepkosciowa [100 cm®/g];

M, - $rednia masa molowa polimeru [g/mol];

K oraz a - stablicowane parametry charakterystyczne dla danego uktadu polimer-rozpuszczalnik w
danej temperaturze.

Stopien polimeryzacji wyliczono korzystajac z rownania 9:

Mgr

SP = Roéwnanie [9]

Mmer
gdzie:

SP - stopien polimeryzacji (wielko$¢ bezwymiarowa);
Mg, - $rednia masa molowa polimeru [g/mol];
Mper - masa molowa jednego meru alginianu sodu (198 g/mol).

3.3.3. Wytwarzanie tabletek

Do badan wytworzono okragle tabletki matrycowe o $rednicy 12 mm i masie 800
mg z alginianem sodu poprzez bezpo$rednie tabletkowanie mieszaniny proszkow za
pomocg tabletkarki uderzeniowej Korsch-Erweka EKO (Niemcy). Wykorzystywane do
badan tabletki zawieraty czysty alginian sodu (ALG) lub jego mieszaning W proporcji 1:1
z modelowymi substancjami leczniczymi - kwasem salicylowym (ALG/SA) i salicylanem
sodu (ALG/SNa). Twardos¢ wszystkich badanych tabletek wynosita 40-50 N.

3.3.4. Badanie zawartosci wody w uwadnianych tabletkach matrycowych metoda
Karla-Fischera (KF)

W celu przeprowadzenia pomiaru zawartosci wody w okres§lonym miejscu
uwadnianej tabletki skonstruowano przyrzad, ktory umozliwial jednokierunkowsa
hydratacj¢ tabletki, a nastgpnie ufatwial warstwowe probkowanie matrycy. Przyrzad
sktadat si¢ z glowicy, w ktorej znajdowat si¢ otwor pozycjonujgcy tabletke (rycina 10A),
sruba mikrometryczna oraz tlok, ktore umozliwialy precyzyjne wysuwanie tabletki o
zadang odleglto$¢ 1 $cinanie kolejnych warstw do dalszej analizy. Tabletk¢ umieszczano w
otworze pozycjonujacym tak, by jej powierzchnia zrownata si¢ z powierzchnig glowicy.
Przyrzad z tabletka montowano w zlewce z rozpuszczalnikiem o temperaturze 37°C+0,5°C
I poddawano hydratacji przez 1, 2, 3 lub 4 godziny. Po ustalonym czasie przyrzad

demontowano. Spgczniata w wyniku hydratacji zewnetrzna czgs$¢ tabletki wystawata ponad
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krawedz glowicy. W dalszej analizie oznaczono ja jako warstwe nr I. Kolejne warstwy
tabletki wybierano przez przesunigcie ttoka za pomoca §ruby mikrometrycznej 0 1 mm.
Wysunigte warstwy §cinano za pomocg ptaskiej szpatutki. W ten sposob otrzymano
warstwy 11-V.

Probki zawierajace 50-120 mg materiatu z kazdej warstwy (I-V) wazono na wadze
analitycznej z doktadnoscia do 0,0001 g i przenoszono do kolb miarowych o pojemnosci
50 cm?, ktore nastepnie uzupelniano metanolem do kreski i mieszano. Kolby z probkami
umieszczano na 15 min w tazni ultradzwigkowej w celu calkowitej ekstrakcji wody, a
nastgpnie odstawiano na 24 godziny. Badanie kazdej serii tabletek wykonano
szesciokrotnie.

Schemat postgpowania podczas badania zawartoSci wody w tabletkach metoda

Karla-Fischera przedstawiono na rycinie 10.

Rycina 10. Schemat postepowania podczas analizy zawarto$ci wody metodg KF. A — fotografia przyrzadu do
unilateralnej hydratacji tabletek, B — schemat urzadzenia: a — miejsce przeznaczone do umieszczenia tabletki,
b — tlok, ¢ — $ruba mikrometryczna, C — hydratacja tabletki, D - przygotowanie probek do miareczkowania
polegajace na pobieraniu kolejnych warstw zwilzonej tabletki i1 przygotowaniu roztworéw do
miareczkowania metodg KF.

Miareczkowanie wody przeprowadzono za pomocg titratora Metrohm 890 Titrando
z przystawka 803 Ti Stand i panelem Touch Control (Metrohm, USA). Przed
przeprowadzeniem pomiaru cele miareczkowa KF kondycjonowano w celu uzyskania
dryftu ponizej 20 pg/min. Nastgpnie z kolby pobierano za pomocg pipety automatycznej

10 cm® ptynu znad osadu (po éwezesnym zmieszaniu) i niezwlocznie przenoszono do celi
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miareczkowe] urzadzenia. Probki badano metoda wolumetryczng. Otrzymane wyniki
objetosci zuzytego titranta podstawiano do rownania 10 celem obliczenia catkowitej
zawartosci wody w danej warstwie. Wartosci te byly srednig z trzech kolejnych pomiaréw.

Jako proby slepej uzywano metanolu.

_ T(Vp—V,)'5:100% , )
Cwc(KF) = W Rownanie [10]

gdzie:

Cuckr) - catkowita zawarto$¢ wody w danej warstwie oznaczona metoda Karla-Fischera [%];

T - miano titranta [mg/cm?];

V,, - objetos¢ titranta potrzebna do miareczkowania probek badanych [cm?];

V - objetos¢ titranta potrzebna do miareczkowania proby $lepej (probka z czystym metanolem) [cm®];
Myke) - Masa probki pobrana z uwodnionej matrycy, odwazona do kolby [mg].

Ilos¢ wody, ktéora wnikngta do poszczegdlnych warstw tabletki w wyniku jej

hydratacji w okreslonym czasie obliczano wykorzystujac rownanie 11:

Cwa(KF) = Cwc(KF) — Co(KF) Rownanie [11]
gdzie:

Cwa(kr) - Zawartos¢ wody zaabsorbowanej przez dang warstwe [%];
Cuwc(kr) - catkowita zawartos¢ wody w danej warstwie [%];
Cokr) - poczatkowa zawarto$¢ wody w niezwilzonej matrycy [%].

3.3.5. Réznicowa kalorymetria skaningowa (Differential Scanning Calorimetry, DSC)

Pomiary DSC zostaly wykonane 2z wuzyciem roznicowego kalorymetru
skaningowego Mettler Toledo DSC 822° wyposazonego w system chlodzenia azotem,
umozliwiajacy pomiary w zakresie temperatur do -140°C do 400°C. Kalibracji przeptywu
ciepta oraz temperatury dokonano z uzyciem n-oktanu, indu oraz cynku.

Tabletki do pomiarow DSC uwadniano w identycznych warunkach jak to miato
miejsce podczas oznaczania zawartosci wody metoda Karla-Fischera. Po zakonczeniu
hydratacji probki z pobranych warstw tabletek umieszczano w tyglach aluminiowych,
ktore nastepnie zamykano hermetycznie za pomoca prasy. Tygle przed oraz po
umieszczeniu w nich probek wazono z doktadnoscia do 0,0001 g.

Probki wstepnie schtadzano do temperatury -80°C z szybkos$cig f = 10°C/min.
Nastepnie stopniowo je ogrzewano do temperatury 30°C z szybkoscig S = 2°C/min.
Optymalng szybkos$¢ ogrzewania probki wyznaczono eksperymentalnie. Pomiary kazdej
serii tabletek wykonano dwukrotnie.
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Catkowita zawarto$¢ wody w probkach (Cwepsc)) Wyznaczono z réznicy mas probki
przed i po jej ogrzewaniu do temperatury 180°C w uprzednio rozszczelnionych tyglach.

Wyniki obliczano wg réwnania 12.

Mp psc, =M
__ Mppso S(s0) | 0 i .
Cwe(DsC) = —mp(DSC) 100% Rownanie [12]

gdzie:

Cuwc(psc) - catkowita zawarto$¢ wody w probce [%];
Mypsc) - bezwodna masa probki w tyglu po ogrzewaniu [mg];
(DSC)
Mp(psc) - masa probki odwazona do tygla pobrana z uwodnionej matrycy [mg].

Mase probki odwazonej do tygla stanowita suma masy catkowitej wody obecnej w
probee (Mwepsc)) oraz masy bezwodnych sktadnikéw tworzacych matryce polimerowa

(Ms(psc)), (réwnanie 13).
My pscy = Myyepsey T Msesey Rownanie [13]

gdzie:

Mypsc) - Masa probki odwazona do tygla, pobrana z uwodnionej matrycy [mg];
Mycpsc) - masa catkowitej wody zawartej w probee [mg];
Mypsc) - Masa bezwodnych sktadnikéw tworzacych matryce polimerowa [mg].

Z punktu widzenia pomiar6w DSC na calkowita mase¢ wody zawartej w probce

sktadata si¢ masa wody zamarzajacej oraz masa wody niezamarzajacej (rownanie 14).

Mycpscy = Mwz(Dsc) T MwnzDsC) Rownanie [14]

gdzie:

Mue(psc) - Masa catkowitej wody zawartej w probee [mg];
My (psc) - masa wody zamarzajacej [mg];
Munzpsc) - Masa wody niezamarzajacej [mg].

Mas¢ wody zamarzajacej (Mwz(psc)) W probee obliczano z ilorazu entalpii procesu
przemiany fazowej oraz ciepta topnienia lodu (réwnanie 15). Entalpia procesu byta rowna
polu powierzchni pod krzywa DSC. W pracy przyjeto, ze cieplo topnienia wody
zamarzajacej obecnej w probkach byto takie same jak dla lodu i wynosito 332 mJ/mg
(192).
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__ AH ) )
Myzpscy = qto_p Réwnanie [15]

gdzie:

My (psc) - masa wody zamarzajacej [mg];
AH - entalpia procesu topnienia [mJ];
Qop - cieplo topnienia lodu (332 mJ/mg) (191).

Zawarto$¢ wody zamarzajacej (Cwz(psc)) obliczano wg rownania 16.

_ Mwzese | 0 i X
Cwzose) = 100% Roéwnanie [16]

gdzie:

Cuz(Dsc) - zawarto$¢ wody zamarzajacej w probee [%o];
My, (psc) - Masa wody zamarzajacej [mg];
Mypsc) - Masa probki pobrana z uwodnionej matrycy [mg].

Zawarto§¢ wody niezamarzajacej (Canzosc)) Obliczano z réznicy zawartosci wody

catkowitej oraz zamarzajacej (rownanie 17).

Cwnzosc) = Cwemse)y — Cwzmsc Roéwnanie [17]
gdzie:

Cunz(psc) - zawarto$¢ wody niezamarzajacej [%];
Cuc(psc) - catkowita zawarto§¢ wody [%o];
Cuwz(psc) - Zawartos¢ wody zamarzajacej [%o].

[loraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych sktadnikéw tworzacych
matryc¢ przedstawiono w postaci utamka WNZgyg (réwnanie 18) lub WNZuodamer
(réwnanie 19) (191-193).

_ Mwnzpsg , .
WNZg /e = s Rownanie [18]

gdzie:

WNZg, - iloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych sktadnikow tworzacych matryce
(wielko$¢ bezwymiarowa);

Munzpsc) - Masa wody niezamarzajgcej [mg];

Mgpscy - Masa bezwodnych sktadnikow tworzacych matryce [mg].
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NH,0 Mwnzose)'Mmer , .
WNZwoda/mer =—4= — Roéwnanie [19]
Nmer Mg psc) 'MH20

gdzie:

WNZ yogamer - 1l0$¢ czasteczek wody niezamarzajacej przypadajaca na 1 mer polimeru (wielko$é
bezwymiarowa);

Nnoo - liczba moli wody [mol];

Nier = 1 Mol;

Munz(osc) - Masa wody niezamarzajacej [mg];

Mypsc) - Masa bezwodnych sktadnikéw tworzacych matryce [mg];

Myz0 - masa molowa wody (18 g/mol);

Mpmer - masa molowa jednego meru alginianu sodu (198 g/mol).

3.3.6. Obrazowanie magnetyczno-rezonansowe (Magnetic Resonance Imaging, MRI)

Obrazowanie magnetyczno-rezonansowe (MRI) wykonano na protonach (jadra
wodoru 1H) w skanerze badawczym o polu 9,4 T (Bruker Biospec, Niemcy). Tabletki
umieszczano w uchwycie mocujacym o konstrukeji zblizonej do aparatu, ktorego uzywano
do przygotowania probek do badan metodami Karla-Fischera oraz DSC, jednak na
potrzeby pomiarow MRI wykonanym z niemagnetycznych materiatow. Tabletke
umocowang w uchwycie umieszczono w szczelnie zamknigtej komorze zawierajacej 30
cm® wody o temperaturze 37°C. Schemat uchwytu oraz zdjecie tomografu przedstawiono
na rycinie 11.

Komory termostatowano w temperaturze 37°C. W odpowiednich punktach
czasowych (1, 2, 3 oraz 4 godziny inkubacji) wykonano obrazy probek przenoszac catgy
komore, na czas pomiaru, z fazni wodnej do skanera. Po wykonaniu pomiaru komorg
umieszczano z powrotem w tazni wodnej. Obrazowanie wykonywano przy pomocy dwoch
réznych sekwencji pomiarowych, ktore pozwalaly na uchwycenie réznych aspektow
hydratacji badanych matryc:

e MultiSlice MultiEcho (MSME) — metoda wielu ech oparta na sekwencji echa
spinowego, ktora pozwala na uzyskanie w trakcie jednego pomiaru ciggu obrazéw
uzyskanych dla wielu czasow echa begdacych catkowita dodatnig wielokrotnoscia
minimalnego (n*TE);

e Ultrashort Echo Time (UTE) — sekwencja, ktéra umozliwia rejestracje obrazoéw z
obiektow charakteryzujacych sie bardzo krotkimi czasami relaksacji T2 (w tym
takze w wielu przypadkach od protonéw wchodzgcych w sktad ciata statego), nie

mozliwych do obrazowania za pomoca sekwencji echa spinowego.
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Rycina 11. Tomograf badawczy oraz schemat uchwytu do mocowania tabletek podczas badan technikg MRI.
A - tomograf badawczy Bruker BioSpec (9,4 T), B - niemagnetyczny uchwyt do zwilzania tabletek. Strzatka
wskazuje potozenie uchwytu zawierajacego tabletk¢ przed umieszczeniem w izocentrum magnesu
nadprzewodzacego.

Cze$¢ parametréow z jakimi wykonywane byly pomiary byla wspolna dla obu
sekwencji pomiarowych: pole widzenia (Field Of View - FOV): 28x28 mm, grubo$é
warstwy: 1 mm (przekrdj aksjalny) oraz rozmiar obrazu w pikselach 256x256. Pozostate
parametry specyficzne dla danej sekwencji zestawiono ponize;j.

e MSME: ilo$¢ ech (number of echoes - NE): 256, najkrotszy czas echa (echo time -

TE): 3,5ms, kolejne echa: n*TE (n*3,5) ms, czas powtarzania (repetition time -

TR): 4 s, ilo$¢ akumulacji (number of accumulations - NA): 1.

UTE: TE=300 us, TR=30 ms, kat wychylenia magnetyzacji (flip angle - FA): 15°, NA=12,
ilo$¢ projekceji radialnych: 804, ilo§¢ punktoéw pomiarowych dla pojedynczej projekceji:

256.

3.3.7. Analiza lepkosci poszczegolnych obszaréw uwadnianej matrycy polimerowej

Analize lepkos$ci poszczegolnych warstw matrycy polimerowej podczas hydratacji
przeprowadzono w sposob posredni. Prébki odpowiadajace sktadem tabletkom ALG,

ALG/SA oraz ALG/SNA zmieszano z wodg lub roztworem kwasu solnego o st¢zeniu 0,1
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mol/dm® w ilosci odpowiadajacej $redniej zawartosci wody w poszczeg6lnych obszarach
matryc oznaczonej metoda Karla-Fischera.

Pomiary lepko$ci przeprowadzono metoda ptytka-ptytka z wykorzystaniem
wiskozymetru typu RST-CPS Reometer (7132001) wyposazonego W panel V1.2.3
11/13/2014 oraz system pomiarowy RST 25 1 1000139. Pomiary lepko$ci prowadzono w
temperaturze pokojowej. Probki zawierajace 80% cieczy badano w zakresie szybko$ci
cinania 10-390 obr./s. Badania pozostatych probek wykonano w temperaturze pokojowe;j

przy ustalonej eksperymentalnie szybkosci $cinania 110 obr./s.

3.3.8. Badanie uwalniania substancji leczniczej

Badanie uwalniania substancji leczniczej prowadzono metoda wirujgcego
koszyczka wg Farmakopei Europejskiej (183). Do badan uzyto aparatu Hanson Vision
Elite 8 wyposazonego w panel Hanson Vision AutoPlus Maximizer wraz z samplerem
Hanson Vision AutoFill oraz urzadzeniem grzewczym Hanson Vision Heater. Badania
prowadzono przy szybkosci obrotow koszyczka: 100 obr./min w temperaturze 37°C w
czasie 4 godzin, pobierajac probki co 0,5 godziny. Detekcje ilosci uwolnionej substancji
przeprowadzono na spektrofotometrze UV-1800 Schimadzu (Schimadzu USA
Manufacturing Inc., USA) korzystajac z oprogramowania Schimadzu UV-1800 oraz
wczesniej przygotowanej krzywej kalibracyjne;.

Badanie uwalniania przeprowadzono dla matryc ALG/SA oraz ALG/SNa stosujac
nastgpujace media:

e wode destylowana,

e roztwor kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®.

3.3.9. Analiza eksploracyjna

Analizg eksploracyjng przeprowadzono w programie R (wersja 3.5.2) (194).
Zastosowano metode Im() w celu weryfikacji zalezno$ci liniowej pomigdzy zawartoScia
zaabsorbowanej wody do matrycy ALG/SNa oraz ALG/SA (metoda KF) a uwalnianiem

substancji leczniczej w czasie 1-4 godzin.
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4.  OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

41. WSTEPNA CHARAKTERYSTYKA POLIMERU

4.1.1. Oznaczenie zawarto$ci wody w niezwilzonym polimerze

Zawarto$¢ wody w niezwilzonym polimerze (Cp) 0znaczono za pomocg trzech
niezaleznych metod analitycznych: miareczkowania Karla-Fischera (KF), réznicowej
kalorymetrii skaningowej (DSC) oraz suszenia do statej masy (SM). Tabela 6 przedstawia

Zestawienie wynikéw otrzymanych roznymi metodami.

Tabela 6. Zawarto$¢ wody w niezwilzonym polimerze Wyznaczona réznymi metodami.

Nr metody Metoda Oznaczona zawarto$¢ wody
1. KF Cokr) = 15,20 %
2. DSC Co(psc) = 15,50 %
3. SM Coismy = 17,01 %

Wyniki otrzymane wszystkimi metodami byly zblizone i wskazywatly, ze zawartos$¢
wody w niezwilzonym polimerze miesci si¢ w zakresie 15,20% - 17,01%. Uzyskane dane
sg zgodne z obserwacjami A. Martinsen i wsp. (195). Autorzy oznaczyli w niezwilzonym
polimerze zawarto$¢ wody mieszczaca si¢ - w zalezno$ci od rodzaju alginianu sodu - w
granicach 16,0-20,1% i wykazali, ze odpowiada ona dwom czgsteczkom wody
przypadajacym na jeden mer polimeru. Z obliczen teoretycznych wynika, ze jesli na jeden
mer alginianu przypadaja dwie molekuty wody to jej zawartos¢ procentowa w polimerze
wynosi 15,38%. W oparciu o te informacje oraz wyniki zamieszczone w tabeli 6 dla celow
dalszych badan przyjeto, ze na jeden mer niezwilzonego polimeru przypadaty dwie

czasteczki wody.

4.1.2. Wyznaczenie granicznej liczby lepkosciowej, stopnia polimeryzacji oraz

sredniej masy molowej alginianu sodu metodg wiskozymetryczng.

W rozcienczonych wodnych roztworach polimeréw z grupami ulegajacymi
jonizacji wystepuje tzw. efekt polielektrolityczny, ktéry mozna zneutralizowaé przez
dodanie niewielkich ilosci soli nieorganicznych. Krzywe zaleznosci lepkosci zredukowanej

od stezenia przyjmujg wtedy ksztalt typowy dla roztwordéw polimeréw niezdysocjowanych
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(127). Fakt ten wykorzystano w celu wyznaczenia granicznej liczby lepkosciowe;j
alginianu sodu stosowanego w niniejszych badaniach, jego $redniej masy molowej oraz
stopnia polimeryzaciji.

Warto$ci lepkosci zredukowanej roztworu alginianu sodu w zalezno$ci od jego
stezenia w roztworze NaCl (0,1 mol/dm®) wyznaczono do$wiadczalnie metoda

wiskozymetryczng. WyKres te] zaleznosci przedstawiono na rycinie 12.

6 -

y=12,239x+4,2737
RZ=0,9876
b=4,2737

lepkosczredukowana [100 cm®/g]
[

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0,12 0,14 0,16 0.18

stezenie[g/100 cm?]

Rycina 12. Wykres zaleznosci lepkosci zredukowanej od stezenia alginianu sodu w 0,1 mol/dm?® roztworze
NacCl.

Zalezno$¢ miata charakter liniowy (R? = 0,9876) i byta opisana rdwnaniem prostej

(réwnanie 20):

y = 12,239x + 4,2737 Rownanie [20]

Wyznaczona w oparciu o dane pomiarowe graniczna liczba lepkosciowa alginianu
sodu stosowanego w badaniach wynosita [n] = 4,2737 [100 cm®/g]. W pismiennictwie
mozna spotka¢ wartosci [n] dla probek alginianu sodu mieszczace si¢ W granicach 3,1 -

30,0 [100 cm®/g]. Wyznaczona w niniejszej pracy graniczna liczba lepkosciowa polimeru
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znajdowata si¢ w poblizu dolnej granicy zakresu charakterystycznego dla alginianow
pochodzacych z réznych brunatnic oraz miejsc ich zbioru (127). We wzorze Marka-
Houwinka-Sakurady na $rednig mase molowg polimeru (rownanie 8) wystepujg parametry
K i a, ktorych wartosci dla danego polimeru wyznacza si¢ do$wiadczalnie na podstawie
wzorcowych probek tego polimeru o znanej masie molowej. Zastosowane w niniejszej
pracy wartosci K i a pochodza z pracy Martinsen i wsp. 1991 (195), w ktorej badano
alginiany pochodzace z dwoch roznych zrodet: Mycrocystis pyrifera oraz Laminaria
hyperborea o réoznym stosunku M:G, dla ktorych wyznaczono parametry K oraz a. W
tabeli 7 przywotano parametry Marka-Houwinka-Sakurady dla alginiandw sodu
pochodzacych z réznych brunatnic zgodnie z danymi przedstawionymi przez Martinsen i
wsp. (195).

Tabela 7. Parametry Marka-Houwinka-Sakurady dla alginianu sodu wedtug A. Martinsen i wsp. 1991 (195).

Nr Zrodlo Fu* Fe* K a
1 Mycrocystis pyrifera 0,58 0,42 0,000073 0,92
2 Laminaria hyperborea 0,28 0,72 0,0000069 1,13

*Fw, Fo - frakcje molowe merow M oraz G

Podstawiajac je do roéwnania 8 otrzymano nastgpujace wartosci $rednich mas

molowych alginianu sodu (w przeliczeniu na suchg mas¢ polimeru):
Mg = 151 955 g/mol
z wykorzystaniem parametréw dla M. pyrifera oraz:
Mg, = 133 461 g/mol
z wykorzystaniem parametrow dla L. hyperborea.
Uzyskane masy molowe podzielono przez mas¢ molowa jednego meru (198 g/mol)
(zgodnie z rownaniem 9) i otrzymano nastepujgce stopnie polimeryzacji (SP):
SP, ~ 767
SP, ~ 674

Pomimo réznic w wartos$ciach $redniej masy molowej oraz stopnia polimeryzacji

dla alginianéw pochodzacych z réznych Zrédel przyjeto, ze badany polimer cechuje si¢

64



wartosciami Mg oraz SP uzyskanymi na podstawie parametrow K i o dla M. pyrifera, ktore

wynoszg odpowiednio: 151 955 g/mol oraz 767.
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4.2. BADANIA PRZESTRZENNEJ DYSTRYBUCJI WODY W TABLETKACH
MATRYCOWYCH METODA KARLA-FISCHERA

4.2.1. Oznaczanie zawartosci wody w poszczegolnych obszarach tabletek
matrycowych podczas hydratacji w wodzie za pomoca miareczkowania metoda

Karla-Fischera

Badania dystrybucji wody w tabletkach podczas hydratacji prowadzono zgodnie z
metodyka eksperymentalng opisang w rozdziale 3.3.4. Po ustalonym czasie inkubacji
zwilzone tabletki byly wyjmowane z wody i dzielone na warstwy. Po odpowiednim
przygotowaniu probek 0znaczano w nich zawartos¢ wody metoda Karla-Fischera.

Zestawienie danych uzyskanych podczas analizy miareczkowej wody dla matryc
zawierajacych alginian sodu (ALG), alginian sodu i kwas salicylowy (ALG/SA), alginian
sodu i salicylan sodu (ALG/SNa) w poszczegolnych warstwach uwadnianej tabletki
przedstawiono na rycinach 13-15. Wyniki stanowig $rednig z pomiarow przeprowadzonych
dla szesciu tabletek. Wartosci odchylen standardowych pomiedzy wynikami wynosity, dla
wigkszosci probek, mniej niz 5%. Wyzsze wartosci odchylen standardowych odnotowano
dla warstwy Il matrycy ALG po 3 godzinach hydratacji (10%), warstwy | matrycy
ALG/SA po 4 godzinach uwadniania (12%), warstwy | matrycy ALG/SNa po 3 godzinach
eksperymentu (7%) oraz warstwy Il tej samej matrycy po 4 godzinach uwadniania (6%).

Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi (176).
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Rycina 13. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwar) przez poszczegolne warstwy (I-V) tabletek
ALG po kolejnych godzinach inkubacji w wodzie.
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Rycina 14. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwakr)) przez poszczegédlne warstwy (I-V) tabletek
ALG/SA po kolejnych godzinach inkubacji w wodzie.

67



Cwa(KF) [%]

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

20%
10%
Czas [godz] 1 2 3 4 0%

Rycina 15. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwawr) przez poszczegoélne warstwy (I-V) tabletek
ALG/SNa po kolejnych godzinach inkubacji w wodzie.

Poczatkowa zawarto§¢ wody w niezwilzonych tabletkach zawierajacych alginian
sodu (Cokr) oznaczona metoda Karla-Fischera wynosita 15,2%, a w matrycach
zawierajacych kwas salicylowy oraz salicylan sodu - odpowiednio - 7,1% oraz 7,7% (co
wynikalo z nizszej o polowe zawartosci polimeru w dwoch ostatnich). W wyniku
miareczkowania prob po hydratacji tabletki wyznaczano calkowita zawartos¢ wody w
probce  (Cwekp). Zawartos¢ wody zaabsorbowanej (Cwakr) Wyznaczano przez
odejmowanie poczatkowej zawartosci wody w niezwilzonej matrycy (Cokr)) od catkowitej
zawartosci wody (Cwekr) (zgodnie z rownaniem 11). Dane prezentowane na rycinach 13-
15 przedstawiaty wartosci wody zaabsorbowanej (Cwar)) 1 odzwierciedlaty faktyczne
wnikanie wody w glab matrycy polimerowej. Warto$ci catkowitej zawartosci wody
(Cwekr) oznaczone metoda Karla-Fischera zostaty przedstawione w rozdziale 4.3
poswigconym roznicowej kalorymetrii skaningowe;.

Po zanurzeniu tabletek w wodzie, rozpuszczalnik penetrowat w glab matrycy
polimerowej powodujac zmiany wlhasciwosci poszczegdlnych warstw  tabletki.
Obserwowano tworzenie lepkiego obszaru na powierzchni tabletek oraz pecznienie
polimeru. Zjawiska te byly zwigzane z iloscig wody zaabsorbowanej w poszczegdlnych

obszarach matrycy. Badania z wykorzystaniem miareczkowania metoda Karla-Fischera
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wykazaty, ze absorpcja wody do matrycy byta najwyzsza w warstwie powierzchniowej (1)
1 wynosita ok. 70-83% w zalezno$ci od formulacji. Nastepnie zmniejszata si¢ w kierunku
wnetrza tabletki. Najmniej zaabsorbowanej wody znaleziono w warstwie V, tj. od 1% do
16%. Najwigksze roznice Cyakr) Obserwowano pomiedzy warstwa zewnetrzng (I), a lezaca
ponizej warstwag zwilzonego polimeru (I1). W przypadku matrycy ALG/SA po pierwszej
godzinie hydratacji roznica ta wynosita az 49%. Speczniaty obszar na powierzchni tabletki
stanowit barier¢ kontrolujagca wnikanie wody do wnetrza uktadu. Analiza zmian zawartosci
wody w poszczegdlnych warstwach wykazata stopniowe zwiekszanie jej ilosci w czasie.

W tabletkach zawierajacych alginian sodu zawarto$¢ wody zaabsorbowanej do
warstwy zewnetrznej (I) po jednej godzinie wynosita ok. 71% (rycina 13). W kolejnych
godzinach nie obserwowano wigkszych zmian w tym obszarze. Przez caty czas trwania
eksperymentu Cwakr) oscylowata na poziomie ok. 70-71%.

Wraz z uptywem czasu, zawartos¢ wody zaabsorbowanej w trakcie hydratacji
wzrastata w calej objetosci preparatu. W kolejnych warstwach tabletek ALG obserwowano
zwigkszenie Cwakr) po dwoch godzinach eksperymentu, odpowiednio o ok. 1% w warstwie
I, 4% w warstwie Ill, 5% w warstwie 1V i 2% w warstwie V. Po trzech godzinach
eksperymentu obserwowano jedynie niewielkie zmiany w ilosci wody we wszystkich
warstwach, ktére nie przekraczaly 3%. W czwartej godzinie odnotowano zwigkszenie
absorpcji wody o ok. 5%, 7%, 5% i 1% w warstwach - odpowiednio - II, IlI, IV i V.

Poczatkowo zawarto$¢ wody zaabsorbowanej w warstwie | matrycy ALG/SA
wynosita ok. 83%, co przewyzszato iloSci oznaczone w pozostatych dwoch typach matryc,
po czym obserwowano stopniowe zmniejszanie Cwaxr) W tym obszarze do ok. 73% po
czterech godzinach. Podobne efekty obserwowali Ching i wsp. (2008) podczas hydratacji
uktadéw z alginianem sodu w $rodowisku kwasnym (176). Autorzy laczyli wieksza
absorpcje wody do matrycy alginianowej na wczesnych etapach hydratacji z tworzeniem
szczelin i peknigé, ktore powstawaty w zwigzku z lokalnym zakwaszeniem matrycy. Takie
mikroszczeliny mogty si¢ rowniez tworzy¢ w wyniku hydratacji matrycy ALG/SA. Mogly
one zwigksza¢ penetracje wody do tabletki, co tlumaczylo wyzsze st¢zenia wody
zaabsorbowanej w warstwie powierzchniowej na poczatku hydratacji. Po czterech
godzinach w warstwie | utworzyta sie spgczniata i lepka powtoka wokot tabletki; wowczas
zawarto$¢ wody zaabsorbowanej zblizyta si¢ w niej do tej obserwowanej w matrycy ALG.
Kwas salicylowy wptynat na absorpcj¢ wody do warstwy I matrycy ALG/SA na poczatku
hydratacji, lecz z czasem jego wplyw na zawarto§¢ wody w tym obszarze tabletki ulegat

zmniejszeniu.
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Po pierwszej godzinie inkubacji obserwowano réznice w zawartosci wody
zaabsorbowanej pomigdzy warstami I1-V tabletek ALG i ALG/SA nieprzekraczajace 5%.
W Kolejnych godzinach eksperymentu Cwaxp W warstwach 1I-IV matrycy ALG/SA
wzrastata, podobnie jak to miato miejsce w tabletkach ALG. Jednak obie matryce roznity
si¢ dystrybucja wody w poszczegdlnych warstwach. Wyzsza jej zawarto§¢ odnotowano dla
ALG/SA w przypadku warstw II i III, a w najglebszych obszarach (IV i V) to matryca
ALG skumulowata wigkszg ilo$¢ wody.

W przypadku tabletek zawierajacych salicylan sodu (ALG/SNa), zawarto$¢ wody
zaabsorbowanej do warstwy I po pierwszej godzinie hydratacji wynosita ok. 69% i do
konca trwania eksperymentu oscylowata wokdt wartosci 72%.

Zawarto$¢ wody zaabsorbowanej w warstwach 11-V matrycy ALG/SNa zwigkszata
si¢ stopniowo w kolejnych godzinach eksperymentu. W warstwie Il po 1 godzinie
odnotowano warto$¢ Cwakr) Na poziomie 42%, ktora po czterech godzinach osiagnegta ok.
54%. Warstwa |1l zaabsorbowata ok. 20% wody po pierwszej godzinie, a po czterech
godzinach ok. 45%. Poczatkowo niewielka ilo§¢ wody wnikneta do warstwy IV (ok. 2%),
a pod koniec trwania eksperymentu wynosita juz ok. 29%. Po pierwszej godzinie
uwadniania warstwa V zaabsorbowala tylko ok. 1% wody, a po 4 godzinach - ok. 16%. Po
4 godzinach eksperymentu odnotowano w tej matrycy najwyzsze zawartosci wody
zaabsorbowanej wobec wszystkich badanych formulacji. Obecno$¢ w tabletkach tatwo
rozpuszczalnej substancji leczniczej sprzyjata zwickszonej penetracji wody do calego
uktadu, co potwierdzaja doniesienia literaturowe dotyczace hydrofilowych matryc
polimerowych (196,197).

Uzyskane wyniki sa zgodne z pierwotng hipoteza, ktora zakladala wplyw
substancji leczniczych o réznych wlasciwosciach na zawartosci wody zaabsorbowanej w
poszczegolnych obszarach matryc z alginianem sodu. Tak jak przewidywano, dodatkowym

czynnikiem wptywajacym na absorpcje wody byt czas hydratacji.
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4.2.2. Oznaczanie zawartosci wody w poszczegélnych obszarach tabletek
matrycowych podczas hydratacji w roztworze kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®

za pomoca miareczkowania metodg Karla-Fischera

Ocen¢ zmian zawartosci wody w tabletkach poddanych inkubacji w roztworze
kwasu solnego (0,1 mol/dm®) przeprowadzono jako badania uzupetniajace. Podjeto je ze
wzgledu na cechy alginianu sodu, ktéry jako polianion zmienia swoje wlasciwos$ci
fizykochemiczne w $rodowisku kwasnym. Podejrzewano, ze absorpcja wody w matrycach
po hydratacji w tym medium moze przebiega¢ inaczej niz w wodzie. Zestawienie danych
uzyskanych podczas analizy miareczkowej zawartosci wody zaabsorbowanej w
poszczegolnych warstwach tabletek ALG, ALG/SA, ALG/SNa inkubowanych w

roztworze kwasu solnego przedstawiono na rycinach 16-18.
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Rycina 16. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwar)) przez poszczegolne warstwy (I-V) tabletek
ALG po 2 i 4 godzinach inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm®).
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Rycina 17. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwawr) przez poszczegoélne warstwy (I-V) tabletek
ALG/SA po 2 i 4 godzinach inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm?®).

Cwa(kr) [%]

100%
90%
80%
70%

60%

50%

40%

L 30%

20%

10%

- B

Czas [godz] 1 0%

Rycina 18. Zmiany zawarto$ci wody zaabsorbowanej (Cwakr)) przez poszczegédlne warstwy (I-V) tabletek
ALG/SNa po 2 i 4 godzinach inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm?).
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Zawarto$¢ wody zaabsorbowanej podczas inkubacji matrycy ALG w 0,1 mol/dm?
kwasie solnym zmniejszata si¢ w kierunku rdzenia tabletki. W kazdej badanej warstwie
odnotowano nizsze wartosci Cwakry W porownaniu do tych otrzymanych podczas
eksperymentu w czystej wodzie. Po dwoch godzinach inkubacji matrycy ALG w
srodowisku kwasnym warstwa 1 zaabsorbowata ok. 44% wody, a po czterech godzinach -
ok. 52%. Warstwa II prezentowata ok. 17% i 28% zawartosci wody zaabsorbowanej
odpowiednio po dwu i czterech godzinach. Pomiedzy I a II warstwg zarejestrowano
znaczng zmiang Cuakr) W ObU punktach czasowych (rzgdu 27% po 2 godzinach i 24% po 4
godzinach), czego nie obserwowano dla kolejnych warstw. Pomigdzy Il a V warstwa
zawarto$¢ wody zaabsorbowanej zmniejszyta si¢ z ok. 17% na ok. 3% po dwodch
godzinach i z ok. 28% do ok. 8% po czterech godzinach eksperymentu.

W przypadku tabletek ALG/SA inkubowanych w $rodowisku kwasnym wartosci
Cwakr) W kolejnych warstwach zmniejszyty si¢, a wyniki oznaczen wody w kazdym z
obszarow matrycy byly nizsze od tych zarejestrowanych podczas eksperymentu
przeprowadzonego w wodzie. Po dwoch godzinach inkubacji w kwasie solnym wartosci te
miescity si¢ w zakresie od ok. 47% w warstwie I do ok 4 % w warstwie V. Kolejne dwie
godziny inkubacji nie mialy znaczacego wplywu na absorpcje wody w tabletce. Do
warstwy | wnikneto ok. 51% wody, a do warstwy V - 6%. Przyrost zawartosci wody W tym
czasie nie przekroczyt w zadnej warstwie 6%.

Zawartos¢ wody zaabsorbowanej w tabletkach ALG/SNa zmniejszala si¢ w
kierunku wngtrza tabletki. Prawie we wszystkich warstwach po inkubacji w kwasie solnym
obserwowano nizsze uwodnienie matrycy w porownaniu do tabletek badanych w czystej
wodzie. Wyjatek stanowita warstwa Il po dwoch godzinach inkubacji, ktora zaabsorbowata
ok. 47% wody, tj. 0 2% wigcej od analogicznej probki inkubowanej w wodzie. W warstwie
| zmierzono zawartos¢ wody zaabsorbowanej rzedu 57% po dwoch godzinach oraz 59% po
czterech godzinach. Zaobserwowano, ze zwigkszenie czasu inkubacji z dwoch do czterech
godzin nie wptywato na warto$¢ cwaxr) W warstwie 11, ktéra wynosita ok. 47% po dwoch
godzinach oraz ok. 46% po czterech godzinach uwadniania. W glebszych obszarach
matrycy zawarto$¢ wody zaabsorbowanej miescita si¢ w zakresie od ok. 22% (I11 warstwa)
do ok. 2% (V warstwa) po dwoch godzinach eksperymentu. Dhuzszy czas inkubacji (4
godziny) spowodowatl zwigkszenie uwodnienia warstwy Ill o ok. 14%, warstwy IV o0 ok.
20%, a warstwy V 0 ok. 10%.

Zawartosci wody zaabsorbowanej do poszczegélnych matryc po inkubacji w

roztworze kwasu solnego byly nizsze niz podczas eksperymentu prowadzonego w wodzie.
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Bylo to zgodne z wczesniejszymi zalozeniami dotyczacymi wplywu zastosowanego
medium na absorpcje wody do matryc z alginianem sodu. Wptyw ten byt zwigzany z
cofnigciem dysocjacji polimeru, a takze zastosowanych substancji leczniczych, co
utrudniato hydratacj¢ matrycy (176). Efekty oddziatywania matryc z wodg lub roztworem
kwasu solnego opisano szerzej w rozdziale 4.3 poswigconym roznicowej kalorymetrii
skaningowej.

Podsumowujgc, dystrybucja wody w obrebie tabletek z alginianem sodu byta
uwarunkowana przestrzennie i czasowo. Zawarto§¢ wody we wszystkich matrycach
zmniejszala si¢ w kierunku rdzenia tabletki, a dla kazdej warstwy ta zawarto$¢ zwickszata
si¢ z czasem hydratacji. Dystrybucja wody zalezala od rodzaju roztworu, w ktérym
prowadzono hydratacje oraz od obecnosci i rodzaju substancji leczniczej. Wyzsze
zawarto$ci wody uzyskano podczas inkubacji w wodzie, a nizsze w roztworze kwasu
solnego (0,1 mol/dm*® HCI). Obecno$é salicylanu sodu zwickszala penetracje wody do
matrycy, a obecno$¢ kwasu salicylowego miata mniejszy wptyw na zmiany zawartosci

wody w matrycy ALG/SA.
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4.3. BADANIA INTERAKCJI POSZCZEGOLNYCH OBSZAROW MATRYCY
ALGINIANOWEJ Z ROZPUSZCZALNIKIEM METODA ROZNICOWEJ
KALORYMETRII SKANINGOWEJ (DSC)

Woda obecna w uktadach zawierajacych polimery hydrofilowe wykazuje ro6znego
rodzaju oddzialywania z fancuchami tego polimeru. Ze wzgledu na stopien zwigzania
wody z polimerem wyr6znia si¢ wodg tzw. "wolng" (Ww), ktorej temperatury przemian
fazowych sg podobne do tych charakterystycznych dla czystej wody, wode zwigzang
zamarzajaca (Wzz), ktérej temperatury przemian fazowych odbiegaja od tych dla czystej
wody oraz wodg¢ niezamarzajaca (Wnz), ktora nie ujawnia swej obecnos$ci w postaci pikow
DSC. Ta ostatnia jest zwigzana z warstwa hydratacyjng polimeru (ktora stanowig
czasteczki wody bezposrednio oddziatujace z tancuchem), lub z wodg uwigziong w porach.
Zaré6wno woda Ww jak 1 Wzz stanowig frakcj¢ wody zamarzajacej (Wz), ktora ujawnia si¢
na termogramach DSC w postaci pikow. Woda Wzz oraz Wnz stanowig frakcje wode
zwigzanej, a ich suma wraz z woda Ww stanowi catkowita zawartos¢ wody w badanym

uktadzie (Wc) (192,198-200).

4.3.1. Badanie interakcji roznych obszaréw matrycy z alginianem sodu z woda

podczas hydratacji w wodzie metoda DSC

Badania DSC prowadzono w poszczegolnych warstwach tabletki zgodnie z
metodyka opracowang wczesniej dla pomiardw dystrybucji wody w tabletkach
matrycowych metoda Karla-Fischera. Gtéwnym celem prac byto ustalenie oddziatywan
pomiedzy wodg 1 alginanem sodu w poszczegdlnych obszarach matrycy. Rozrdznienia
wody Ww oraz wody Wzz dokonano w oparciu o temperatury poczgtkowe (onset)
przemiany fazowej. Piki, ktorych temperatury onset znajdowaty si¢ W poblizu temperatury
topnienia czystej wody zidentyfikowano jako pochodzace od wody wolnej (201,202).

Krzywe zaleznosSci ciepta przemiany fazowej znormalizowanego na mas¢ od
temperatury dla poszczegélnych warstw matrycy ALG po czterogodzinnej inkubacji w

wodzie przedstawiono na rycinie 19.
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Rycina 19. Termogramy DSC poszczegdlnych warstw matrycy ALG inkubowanej przez 4 godziny w
wodzie. Na rycinie przedstawiono réwniez termogram rozpuszczalnika (wody destylowanej) oraz alginianu
sodu bez hydratacji.

W warunkach eksperymentalnych opisanych w rozdziale 3.3.5., termogram
suchego alginianu sodu (czarna krzywa, rycina 19) nie wykazal pikow
charakterystycznych dla przemian fazowych wody w zakresie temperatur od -80°C do
+30°C. Wystepowanie pikéw DSC w materiale pobranym z matrycy ALG po hydratacji
wskazywato zatem na zjawiska zwigzane z przemianami fazowymi wody, ktora wnikngta
do matrycy podczas hydratacji.

W warstwach I-IV obserwowano tylko jeden pik endotermiczny zwigzany z
procesem topnienia wody. Pola powierzchni pikow zmniejszaty si¢ dla kolejnych warstw
tabletki, co bylo zwigzane ze zmniejszajaca si¢ zawartoScig wody zamarzajacej w probee.
Ciepto przemiany fazowej w warstwie | wynosito -245 mJ/mg, a w warstwie IV: -13
mJ/mg. Temperature onset piku topnienia wody w warstwie | zarejestrowano przy +2°C i
byt zblizony do temperatury topnienia czystej wody: +3°C w badanych warunkach

eksperymentalnych. Wskazywato to na obecnos¢ w tym obszarze wody wolnej.
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Wraz ze zmniejszajacg si¢ zawartoscig wody w kolejnych warstwach (I1-1V)
obserwowano stopniowe przesuwanie si¢ punktu poczatkowego procesu topnienia wody W
kierunku nizszych temperatur, az do ok. -12°C w warstwie V. Zjawiska obserwowane w
warstwach 11-1V wskazywaly na obecno$¢ wody zwigzanej zamarzajacej. Termogram
warstwy V byl zblizony do termogramu suchego polimeru, nie obserwowano w nim
zadnych pikéw przemian fazowych. Nie stwierdzono w tym obszarze obecno$ci Wzz.

Efekt stopniowego przesuwania temperatury poczatkowej procesu topnienia wody
w uwadnianym alginianie sodu zostal opisany w pracy Borcharda i wsp. (2005) (203);
autorzy wykazali, ze dodatek polimeru do wody powodowal przesunigcie punktu
poczatkowego jej topnienia na termogramach DSC w kierunku nizszych temperatur.
Obecnos¢ jonow sodu w otoczeniu fancuchow polimerowych roéwniez mogta mie¢ wptyw
na przesuniecia punktow poczatkowych przejs¢ fazowych ukladu obserwowanych na
krzywych DSC (198,199,204). Przesuni¢cie warto$ci temperatur onset wraz ze zmieniajacg
si¢ zawartoscia wody w ukladzie z alginianem sodu zostaly ponadto opisane przez
Nakamurg i wsp. (193).

Na rycinie 20 przedstawiono zawarto$¢ poszczegolnych frakcji wody w probkach
kolejnych warstw tabletki (tj. catkowitg zawarto$¢ wody, zawartos¢ wody zamarzajacej i
niezamarzajacej). Na tym samym wykresie przedstawiono catkowita zawarto$¢ wody
oznaczong metodg Karla-Fischera w celu weryfikacji zgodnosci obu metod analitycznych
w oznaczaniu wody w badanych uktadach.

Catkowite ilosci wody w poszczegdlnych warstwach badanych tabletek obliczono
na podstawie r6znicy masy probek przed oraz po odparowaniu wody (réwnanie 12), a na
podstawie entalpii przemian fazowych wyznaczono zawartos¢ wody zamarzajacej
(réwnanie 16). Ilos¢ wody niezamarzajacej wyznaczono wedlug rownania 17 jako roéznice

pomigdzy zawartoscig Wc i zawartoscig Wz.
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Rycina 20. Zawarto$ci wody zamarzajacej (Cwzpsc)), hiezamarzajacej (Cwnzpsc)) | catkowitej (cwepsc)) W
poszczegolnych warstwach matrycy ALG po czterogodzinnej inkubacji w wodzie oznaczone metodg DSC
oraz zawarto$¢ wody catkowitej (Cyckr) 0znaczona metoda KF.

Wyniki pomiardéw calkowitej zawartosci wody wyznaczone za pomocg metod KF
oraz DSC byly poréwnywalne. Oznaczone stgzenia cyc obiema metodami roznity si¢ o
maksymalnie 5% zawartosci. Dystrybucja Wz, Wnz oraz Wc w matrycy ALG
wskazywaly, ze warstwa V jako jedyna zawierala wod¢ wyltacznie niezamarzajaca.
Pozostale warstwy zawieraly zar6wno wode zamarzajaca, jak i niezamarzajaca, W
zmiennych proporcjach. Wartos¢ Wz byta najwyzsza w wierzchnich warstwach tabletki i
zmniejszala si¢ w stron¢ wnetrza tabletki. Zawarto§¢ wody niezamarzajacej Wynosila w
warstwie [ ok. 11% i po zwigkszeniu zawartosci w warstwie 11 do 28% utrzymywata si¢ na
statym poziomie 28-29% dla tych obszarow matrycy, ktorych catkowita zawartos¢ wody
nie przekraczata 50% (warstwy I1-V). Staty poziom wody niezamarzajacej przy zawartosci
wody w uktadzie ponizej 50% zostal rowniez zaobserwowany przez Pinga i wsp. (2001)
podczas hydratacji alkoholu poliwinylowego (205).

Dane z pisSmiennictwa wskazuja, ze polimery hydrofilowe sg zdolne do
zatrzymywania roznych ilosci wody w puli wody niezamarzajacej (192,206,207). W

badaniach tego typu uktadéow za pomocg DSC wielkoscig stosowang do opisu tej frakcji
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wody jest iloraz masy wody niezamarzajacej Oraz masy bezwodnej substancji:
Munzosc)y/Mspsc) (192,193,200,202,204,206). W celu poréwnania wartosci otrzymanych
przez innych autor6w z danymi uzyskanymi w niniejszej pracy, zawartos¢ wody
niezamarzajace] we wszystkich warstwach przedstawiono w postaci parametru WNZgyq,
rownym stosunkowi Munzpsc)y/Mspsc) (rdwnanie 18). Na podstawie otrzymanych wartosci
wyliczono ilo$¢ czasteczek wody przypadajacych na jeden mer polimeru: WNZoda/mer
(rownanie 19) (191,192,198,207). Parametry WNZyy oraz WNZyogamer WYliczone dla

kazdej z badanych warstw przedstawiono na rycinie 21.
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Rycina 21. lloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnego polimeru (WNZyg) oraz liczba
czasteczek wody przypadajaca na jeden mer polimeru (WNZyoqumer) dla kolejnych warstw matrycy ALG
poddanej inkubacji w wodzie przez 4 godziny.

Wielkos¢ WNZgyq przyjmowala wartosci od 1,11 w warstwie | do 0,44 w warstwie
I, w kolejnych warstwach utrzymywata si¢ na poziomie 0,41. Podobne wartosci
otrzymano dla innych uktadéow woda/alginian sodu (207). Zespot Nakamury i wsp. (193)
zaobserwowat, ze graniczna zawartos¢ wody (wyrazona w gramach na gram suchej masy),

ponizej ktorej woda obecna w uktadzie woda/alginian sodu stanowita w catosci wode
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niezamarzajacg wynosita ok. 0,45, co jest spojne z wynikami niniejszej pracy. Zwigkszenie
frakcji wody niezamarzajgcej w przeliczeniu na suchg mas¢ polimeru powyzej pewnej
zawarto$ci wody zostalo zaobserwowane réwniez dla innych uktadéw polimerowych
(200).

Wyznaczone warto$ci WNZoqamer Wskazywaty, ze na jeden mer suchego polimeru
przypadato od ok. 12 (warstwa 1) do ok. 5 (warstwa V) czasteczek wody niezamarzajace;j.
Podobne ilosci czasteczek wody wokot meru tego polimeru wyznaczyt zespot Nakamury i
wsp. (1991) (193) oraz Mazur i wsp. (2014) (199), ktéry za pomocg réoznych metod
analitycznych oszacowal, ze w pierwszej powtoce hydratacyjnej anionu alginianowego w
jego roztworze wodnym znajduje si¢ 6 (+2) molekul wody o obnizonej dynamice
rotacyjnej. Trzy z szeSciu czasteczek wody sa unieruchomione przez interakcje z grupa
karboksylows, a pozostate 3 przypisano alkilowym fragmentom fancucha. Autorzy
wykazali rowniez, ze powloka hydratacyjna jonu sodu w takim uktadzie zawiera ok. 5
czasteczek wody (199,208).

W warstwie | matrycy ALG catkowita zawarto$¢ wody wynosita ok. 90% (rycina
20), a resztg probki stanowila spgczniata masa uwodnionego polimeru, ktory z swej
powloce hydratacyjnej (zardwno anionu, jak i kationu) posiadat 12 molekul wody na mer.
Reszta czasteczek wody miata wlasciwosci zblizone do wody wolnej (rycina 19).

Koncepcja mechanizmu sorpcji wody przez polisacharydy zostata opracowana i
zaproponowana przez Peirce'a i wsp. (1929) (209-211) niemal 90 lat temu i jest
wykorzystywana w postaci poszerzonej do dnia dzisiejszego. Zaklada ona trzy etapy
wnikania wody do polimeru:

a. adsorpcje wody poprzez wigzanie wodorowe na miejscach aktywnych
polimeru (takich jak grupy hydroksylowe),

b. adsorpcj¢ wody na regionach krystalicznych polimeru (jesli wystepuja),

c. akumulacje wody w kapilarach lub innych przestrzeniach zdolnych do
przyjecia wody, powstatych np. przez organizacj¢ tancuchow w struktury
wyzszego rzedu (202,211).

Czerpiac z tej teorii mozna zalozy¢, iz przy niskiej catkowitej zawartosci wody w
warstwie V matrycy ALG ulegata ona adsorpcji na tancuchach polimerowych poprzez
wigzania wodorowe z jego centrami sorpcyjnymi (grupami hydrofilowymi, jonami sodu,
itp.). Przy wyzszych calkowitych stezeniach wody w probce zarejestrowano réwniez wode
zamarzajaca, co wskazywaloby na wysycenie miejsc zdolnych do wigzania wody

niezamarzajacej w splatanym tancuchu w glgbszych warstwach matrycy. Wnikanie wody

80



wywotywato rozplatywanie tancuchéw w warstwach powierzchniowych i odstanianie
kolejnych miejsc sorpcyjnych na tancuchach polimeru. W zwigzku z tym warto$¢
WNZyodaimer W tych obszarach zwiekszyta sie do 12 czgsteczek wody na mer polimeru
(warstwa I), co odpowiadato sumie liczb hydratacji anionu alginianowego i kationu sodu w
roztworze wodnym (198,199,204,206,208,212).

4.3.2. Wplyw modelowych substancji leczniczych na interakcje réznych obszarow

matrycy alginianowej z woda w badaniach DSC

Na wstepnym etapie eksperymentu przeprowadzono badania binarnych mieszanin
kwasu salicylowego (SA) i wody oraz salicylanu sodu (SNa) i wody, ktorych wyniki

przedstawiono na rycinie 22.

/r EX0O

SNa+woda

(— SA+woda

woda

Przeplyw ciepta [Wig]
1Wig

Temperatura [“C]

Rycina 22. Termogram wody destylowanej, mieszaniny wody i salicylanu sodu oraz wody i kwasu

salicylowego.
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Temperature onset przemiany fazowej mieszaniny kwasu salicylowego z woda
zarejestrowano w poblizu +1°C, co wskazywato na brak wptywu SA na temperature
topnienia wody w uktadzie.

Na termogramie roztworu salicylanu w wodzie zaobserwowano piki
endotermiczne, ktorych temperatury onset zawieraly si¢ w zakresie temperatur od -5°C do
+20°C, a w temperaturach ponizej -10°C zaobserwowano ponadto przemiany
egzotermiczne. Podobne obrazy DSC odzwierciedlajagce kilka przemian fazowych opisano
dla roztworow innych soli (213). Ponadto, salicylan sodu posiada wlasciwosci
hydrotropowe, ktore mogly wptywac na whasciwosci termiczne uktadu (214,215).

Termogramy prezentujace zaleznos$ci ciepla przemiany fazowej znormalizowanego
na mas¢ probki od temperatury dla poszczegdlnych warstw matryc ALG/SA po

czterogodzinnej inkubacji w wodzie przedstawiono na rycinie 23.

1\ [:4e)

\ kwag salicylowy e
warstwa 'V’

__—‘H\/ warstwaIV

wargstwa II

warstwaIl
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= —————————— warstwal —

— woda destylowana

Przeplyw ciepla [Wig]
1Wig
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Rycina 23. Termogramy DSC dla poszczegdlnych warstw matrycy ALG/SA inkubowanej przez 4 godziny w

wodzie. Na rycinie przedstawiono rowniez termogram rozpuszczalnika (wody destylowanej) oraz kwasu
salicylowego bez hydrataciji.
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Wstepne badania DSC kwasu salicylowego nie wykazaly wystepowania pikow
przemian fazowych w ustalonych warunkach eksperymentalnych (linia oznaczona kolorem
czarnym na rycinie 23). Zarejestrowane piki widoczne na termogramach warstw tabletki
ALG/SA zidentyfikowano wiec jako efekty przemian fazowych wody, ktora wnikneta do
matrycy podczas jej hydratacji w wodzie.

Na termogramach probek pobranych z warstw |-V matrycy ALG/SA -
analogicznie jak w przypadku ALG - obserwowano tylko jeden pik endotermiczny
zwigzany z topnieniem wody. Temperatury przejscia fazowego zarejestrowanego w
warstwach I-II wynosity, odpowiednio, +2°C i +1°C. Byly charakterystyczne dla czystej
wody, co wskazywato na obecnos¢ wody wolnej w tych obszarach. Temperatury onset
pikéw w kolejnych warstwach (111-1V) byty przesunigte w kierunku nizszych temperatur az
do -12°C, co pokrywato si¢ z danymi uzyskanymi w tabletkach z alginianem sodu (ALG).
Kwas salicylowy nie wplywat wigc na potozenie pikéw przemian fazowych warstw I, 1ll,
IV oraz V tabletek z alginianem sodu podczas jej inkubacji w wodzie.

Wartosci ciepta przemiany fazowej miescily si¢ w granicach od -252 mJ/mg w
warstwie | do -19 mJ/mg w warstwie 1V. Wigzalo si¢ t0 z coraz mniejszg zawarto$cig
wody zamarzajacej w kolejnych obszarach matrycy. Analogi¢ zachowania si¢ obu matryc
mozna zaobserwowaé rowniez w przypadku warstwy V, w ktorej nie odnotowano
przemian fazowych zarowno w ALG, jak i ALG/SA.

Na rycinie 24 przedstawiono profile dystrybucji wody zamarzajacej,
niezamarzajacej oraz catkowitej w tabletkach matrycowych ALG/SA. Na tym samym
wykresie przedstawiono catkowitg zawarto$¢ wody oznaczong metodg Karla-Fischera w
celu weryfikacji zgodnosci obu metod analitycznych w oznaczaniu wody w badanych
uktadach.

Zmiany catkowitej zawartosci wody (Cwc) W matrycy ALG/SA oznaczone metoda
KF oraz DSC miaty zblizony przebieg w przypadku wszystkich badanych warstw tabletki.
Jednakze réznice w oznaczeniach cy. obiema metodami byly wigksze niz w przypdku
matrycy ALG i dochodzilty do 7%. Badania z wykorzystaniem ro6znicowej kalorymetrii
skaningowej wykazaty, ze tabletki ALG/SA w warstwach |-IV zawieraly zarowno wode
niezamarzajacg, jak 1 zamarzajaca. Zawarto$¢ wody niezamarzajacej zwigkszyla si¢ od
10% w warstwie | do ok. 20% w warstwie IV. Rownocze$nie, zawarto$¢ wody
zamarzajacej 1 catkowita zawarto§¢ wody ulegly zmniejszeniu. W warstwie I cye wynosita
ok. 87%, a ilos¢ wody zamarzajacej wynosita o0k. 77%. W warstwie V calkowita zawarto$¢

wody wynosita 17% i stanowita w catoSci wode¢ niezamarzajaca.
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Rycina 24. Zawarto$ci wody zamarzajacej (Cu(psc)), Niezamarzajacej (Cwnzpsc)) oraz catkowitej (Cucpsc)) W

poszczegolnych warstwach matrycy ALG/SA po czterogodzinnej inkubacji w wodzie oznaczone metoda
DSC oraz zawartos¢ wody catkowitej (Cucr)) 0zZnaczona metoda KF.

Na rycinie 25 przedstawiono termogramy obrazujgce zaleznosci ciepta przemiany
fazowej znormalizowanego na mas¢ probki od temperatury dla poszczegdlnych warstw w
matrycy ALG/SNA po czterogodzinnej inkubacji w wodzie.

Wstepne badania DSC probek salicylanu sodu nie wykazaly wystgpowania
przemian fazowych w ustalonych warunkach eksperymentalnych (linia oznaczona kolorem
czarnym na rycinie 25). W zwiazku z tym zarejestrowane na termogramach uwadnianej
matrycy ALG/SNa piki zostaly zidentyfikowane jako efekty przemian fazowych wody,
ktora zostata zaabsorbowana do tabletki podczas hydratacji.

Charakterystyka termograméw matrycy ALG/SNa (rycina 25) roznita si¢ od
wynikéw uzyskanych dla pozostatych dwoch matryc zar6wno liczbg obserwowanych
pikow, jak i ich potozeniem. W warstwach | oraz Il obserwowano pik endotermiczny

wystepujacy przy temperaturze -3°C. Ciepto przemiany fazowej wynosilo woéwczas,
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odpowiednio, -205 mJ/mg oraz -84 mJ/mg. W warstwie |, przy -22°C, wystgpowala
jeszcze jedna endotermiczna przemiana fazowa. Dla warstwy |1 zarejestrowano z kolei pik
egzotermiczny przy temperaturze -17°C.

Na termogramach warstw I11-V stwierdzono obecno$¢ piku endotermicznego przy
temperaturze +15°C, a w temperaturach nizszych od -5°C odnotowano niewielkie,
cechujace si¢ brakiem regularnosci przemiany egzotermiczne (lub egzo-endotermiczne), o
bardzo niskich warto$ciach bezwzglednych ciepta przemiany fazowej (rzedu 10 mJ/mg 1
nizszych). Wiasciwosci termiczne warstw III-V matrycy ALG/SNa byly podobne do
wlasciwosci uktadu SNa/woda (rycina 22). W obu przypadkach obserwowano przemiany
egzotermiczne w temperaturach ponizej -8°C oraz pik endotermiczny przy ok. +15°C.
Swiadczyto to o dominujacym wptywie interakcji salicylanu sodu z wodg na wiasciwosci
uktadu w glebszych obszarach matrycy ALG/SNa (warstwy I11-V). Wartosci ciepta
przemiany fazowej piku endotermicznego warstw 111-V miescity si¢ w zakresie od -115
mJ/mg do -48 mJ/mg, a ich wartosci bezwzglgdne zmniejszaty si¢ w stron¢ rdzenia
tabletki.

/{\ [=3:4s]

galicylan godu
warstwaV

warstwaIV

warstwa IIT
warstwa Il
\ U

ri— warstwal

woda destylowana

Przeplyw ciepla [Wig]
1Wig

Temperatura[*C]

Rycina 25. Termogramy DSC dla poszczegbdlnych warstw matrycy ALG/SNa inkubowanej przez 4 godziny
w wodzie. Na rycinie przedstawiono réwniez termogram rozpuszczalnika (wody destylowanej) oraz
salicylanu sodu bez hydratacji.
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Rycina 26. Zawarto$ci wody zamarzajacej (Cu(psc)), Niezamarzajacej (Cwnzpsc)) oraz catkowitej (Cuepsc)) W
poszczegolnych warstwach matrycy ALG/SNa po czterogodzinnej inkubacji w wodzie oznaczone metoda
DSC oraz zawartos¢ wody catkowitej (Cycer)) 0znaczona metoda KF.

Na rycinie 26 przedstawiono dystrybucje wody zamarzajacej, niezamarzajacej oraz
catkowitej w tabletkach matrycowych ALG/SNa. Zmiany zawartosci wody w matrycy
oznaczone metodg KF oraz DSC miaty podobny przebieg dla warstw I-1V, a metodg DSC
oznaczono wyzsze stezenia cye W kazdym z tych obszarow. Metoda KF parametr ten miat
od 5% do 7% nizsze warto$ci. Zawarto$ci wody otrzymane metoda DSC w przypadku
warstwy V byly bardzo wysokie, co uznano za mato prawdopodobne w obliczu
dotychczasowych oznaczen. Mogly one wynikaé¢ z nieprawidlowego poboru probek do
badan, zatem zdecydowano o usunigciu tego punktu z omdéwienia wynikow.

Zawartos¢ wody zamarzajacej zmniejszata si¢ w Kierunku centrum tabletki. W
warstwie [ zawarto$¢ wody zamarzajacej wynosita 65%, a w warstwie II - 36%. W
kolejnych warstwach 111-V woda zamarzajaca stanowita od 39% do 19%. Zawartos¢ wody
niezamarzajacej utrzymywala si¢ na poziomie 20-23% we wszystkich badanych

warstwach.



Obecnos$¢ wielu pikéw na termogramach DSC niektérych polimeréw moze by¢
konsekwencja krystalizacji, topnienia oraz powtdrnej krystalizacji tej samej frakcji wody,
nie za$ istnieniem wody o roznych wilasciwoSciach (216,217). Analogiczng sytuacje
obserwowano na termogramie przedstawionym na rycinie 25 w temperaturze nizszej niz
-5°C, gdzie zarejestrowano kilka pikéw egzo- i endotermicznych w warstwach I11-V.
Autorzy cytowanej publikacji twierdza, iz wyliczone na bazie takich termogramow
zawartosci wody zamarzajacej, niezamarzajacej oraz liczby hydratacji nalezy traktowac z
pewnym przyblizeniem.

Zestawienie prezentujace iloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych
sktadnikow probki (WNZgyg) w poszczegdlnych warstwach matryc ALG, ALG/SA oraz

ALG/SNa po czterech godzinach hydratacji w wodzie przedstawiono na rycinie 27.
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Rycina 27. lloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych sktadnikow matrycy (WNZyg) dla
kolejnych warstw tabletek ALG, ALG/SA oraz ALG/SNa poddanej inkubacji w wodzie przez 4 godziny.

Wyznaczone warto$ci parametru WNZyq dla matrycy ALG byly wyzsze niz w
przypadku ALG/SA w kazdej badanej warstwie. W warstwach | oraz Il odnotowano jej
spadek z poziomu 1,11 (ALG) oraz 0,75 (ALG/SA) odpowiednio do 0,56 i 0,36. Obie



badane matryce cechowaty si¢ wzglednie stalym poziomem WNZy4 w warstwach 111 - V,
ktore przyjety wartosci rzedu 0,41-0,44 dla ALG i 0,21-0,26 dla ALG/SA. Pomimo
nizszych wartosci parametru WNZyy dla ALG/SA wzgledem ALG, obie matryce wykazaty
analogiczny schemat hydratacji kolejnych warstw oraz zblizony obraz DSC. Otrzymane
wyniki wskazywaty na podobny mechanizm interakcji obu matryc z woda.

Obecnos$¢ tatwo rozpuszczalnego salicylanu sodu w tabletkach matrycowych
powodowata zmiang wiasciwosci calego uktadu. Iloraz masy wody niezamarzajacej do
masy bezwodnych substancji tworzacych matryce wynosit w przypadku warstwy I: 1,80 i
byla to najwyzsza odnotowana wartos¢ sposrod wszystkich badanych tabletek. W tych
samych warunkach WNZyy warstwy | matrycy ALG wynosita 1,11. Jony salicylanowe
pochodzace z dysocjacji substancji leczniczej powodowaly rozsuwanie tancuchow
polimerowych wedlug mechanizmu odpychania jednoimiennych tadunkow (218), co
moglo sprzyja¢ powstawaniu porow gromadzgcych wode¢ w postaci niezamarzajacej i tym
samym zwigksza¢ warto$¢ parametru WNZgyq warstwy I matrycy ALG/SNa w poréwnaniu
do ALG. Przestanka wskazujaca na powstawanie takich poréw byly liczby hydratacji
poszczegolnych sktadnikow matrycy. Dla alginianu sodu wynosita ona ok. 12 czasteczek
wody na mer polimeru (199,208), a dla salicylanu sodu - ok. 5 czasteczek (219,220).
Zaktadajac, ze w warstwie powierzchniowej tabletki ALG/SNa znajdowato si¢ doktadnie
50% polimeru i 50% salicylanu sodu (g/g), mogta ona zatrzyma¢ najwyzej ok. 9
czasteczek wody w swojej warstwie hydratacyjnej, czyli mniej niz jeden mer alginianu
sodu w matrycy ALG (tj. 12 czasteczek wody). Wyzsza wartos$¢ ilorazu WNZgyy w
warstwie | matrycy ALG/SNa w poréwnaniu do ALG nie mogla by¢ zatem zwigzana
jedynie z warstwa hydratacyjng tych substancji, a §wiadczyta posrednio o obecnosci wody
w porach o wlasciwosciach wody niezamarzajace;.

W kolejnych warstwach obserwowano stopniowe zmniejszanie wartosci WNZgyq az
do warstwy Ill. W tym obszarze zarowno matryca ALG, jak i ALG/SNa, uzyskaty
podobne warto$ci tego ilorazu: 0,47 dla ALG/SNa oraz 0,44 dla ALG. W warstwie 1V
parametr WNZgy,w matrycy ALG/SNa przyjat warto§¢ posrednia w stosunku do
odpowiadajacych im warstw pozostatych matryc, tj. ok. 0,36. Jego wartosci dla warstwy V

nie okres$lono.
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4.3.3. Badanie interakcji réznych obszaréw matrycy z alginianem sodu z woda

podczas inkubacji w roztworze kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm* metoda DSC

Krzywe zaleznos$ci ciepta przemiany fazowej znormalizowanego na mas¢ od
temperatury w poszczegoélnych warstwach tabletek z alginianem sodu po czterogodzinnej

inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm?®) przedstawiono na rycinie 28.
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Rycina 28. Termogramy DSC dla poszczegdlnych warstw matrycy ALG inkubowanej przez 4 godziny w
roztworze kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®. Na rycinie przedstawiono réwniez termogram
rozpuszczalnika (roztworu kwasu solnego) oraz alginianu sodu bez hydratacji.

Termogramy warstw I-1ll  matrycy ALG uwadnianej w kwasie solnym
charakteryzowaty si¢ tylko jednym pikiem endotermicznym prezentujagcym proces
topnienia wody zamarzajacej obecnej w probce. Temperatura onset przemiany
endotermicznej w warstwie | wynosita -1°C i znajdowata si¢ w poblizu temperatury
topnienia wody z roztworu kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm® (+1°C), wykazujac tym
samym witasciwosci charakterystyczne dla wody wolnej. Poczatki przemian fazowych
warstwy Il oraz III byly przesuniete w kierunku nizszych temperatur, tj. od -16°C do -

19°C. Oznaczato t0 zmian¢ oddzialywania miedzy woda a matryca wynikajace ze
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zmieniajacego si¢ otoczenia czasteczek wody w miar¢ zmniejszania si¢ jej stezenia w
matrycy. Dla tych pikéw wartosci onset odbiegaly od temperatury topnienia czystej wody,
a wigc $wiadczyly o obecnosci wody zwigzanej zamarzajgcej. Wartosci ciepta przemian
fazowych warstw I-I11l miescity si¢ w przedziale od -180 mJ/mg do -4 mJ/mg, a ich
warto$ci bezwzgledne zmniejszaly si¢ dla kolejnych warstw, zatem zawarto$¢ wody
zamarzajacej w probce ulegata zmniejszeniu. W warstwach 1V-V nie zaobserwowano
zadnych przemian fazowych, co wskazywato na brak wody zamarzajagcej w tych
obszarach.

Na rycinie 29 zestawiono profile dystrybucji wody zamarzajacej, niezamarzajace;j
oraz wyniki oznaczen catkowitej zawarto$ci wody metodag DSC oraz KF w tabletkach z
alginianem sodu po inkubacji w srodowisku kwasnym. Wyniki oznaczen wody catkowitej
uzyskane obiema metodami byly spdjne i nie roznity si¢ 0 wigcej niz 5% w przypadku
zadnej z warstw. Calkowita zawarto$¢ wody w matrycy oznaczona za pomocg réznicowej
kalorymetrii skaningowej, po czterogodzinnej inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1
mol/l), stopniowo zmniejszata si¢ od ok. 68% w warstwie I do warto$ci ok. 22% w
warstwie V. Woda zamarzajaca byta obecna tylko w warstwach I-11I i jej zawarto$¢ ulegta
zmniejszeniu od ok. 54% w warstwie I do 1% w warstwie III. Zawartos¢ wody
niezamarzajacej w I warstwie byla stosunkowo niewielka i wynosita ok. 13%, w kolejnych
warstwach obserwowano jej stopniowy wzrost do maksimum wynoszacego ok. 34% w
warstwie Ill. Warstwy V-V zawieraly wod¢ wylgcznie niezamarzajaca, ktorej stezenie
bylo wowczas rowne catkowitej zawartosci wody w matrycy.

Charakterystyka tabletek zawierajacych alginian sodu poddanych czterogodzinnej
inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/l) koresponduje z danymi, ktore zebrano
dla tej samej matrycy uwadnianej w wodzie. Niezaleznie od zastosowanego medium, woda
oznaczona metodg DSC w I warstwie w st¢zeniu ok. 68% po inkubacji w kwasie solnym i
ok. 90% w wodzie miata wtasciwosci zblizone do wody wolnej, a wode¢ zarejestrowang w
kolejnych warstwach zidentyfikowano jako wode zwigzang zamarzajagca. W obu
przypadkach woda zamarzajaca pojawiata si¢ wtedy, gdy catkowita zawarto$¢ wody (Cuc)
w danym obszarze matrycy przekraczata warto§¢ progowa ok. 29%; dotyczyto to warstwy
V tabletek poddanej inkubacji w wodzie oraz warstwy V-V tej samej matrycy

inkubowanej w kwasie solnym.
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Rycina 29. Zawarto$ci wody zamarzajacej (Cuz(psc)), Niezamarzajacej (Cwnzpsc)) oraz catkowitej (Cuepsc)) W
poszczegodlnych warstwach matrycy ALG po czterogodzinnej inkubacji w 0,1 mol/dm® HCI oznaczone
metoda DSC oraz zawarto$¢ wody catkowitej (cyckr)) 0znaczona metodg KF.

Podobnie jak w przypadku badan hydratacji matryc w wodzie, zawartos¢ wody
niezamarzajacej w stosunku do masy bezwodnych sktadnikow tabletki przedstawiono w
postaci ilorazu WNZyy. Wyniki zaprezentowano na rycinie 30. Na tym samym wykresie
zaznaczono odpowiadajace tym stezeniom liczby molekut wody przypadajace na jeden

mer polimeru - WNZyogaimer (Masa molowa 1 meru: 198 g/mol).
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Rycina 30. Iloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnego polimeru (WNZyg) oraz liczba
czasteczek wody przypadajaca na jeden mer polimeru (WNZoqamer) dla kolejnych warstw tabletki ALG
poddanej inkubacji w roztworze kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm? przez 4 godziny.

Warto$¢ parametru WNZgy zmieniata si¢ wraz ze zmianami zawartosci wody w
matrycy ALG. W warstwie I wynosita 0,41, a w warstwie Ill byta rowna 0,51. W
kolejnych warstwach matrycy (IV i V) jego warto$¢ ulegata zmniejszeniu az do osiggnigcia
wartosci 0,29 dla warstwy V. Liczba molekut wody niezamarzajacej przypadajacych na
jeden mer polimeru (WNZyodamer) Wynosita, w zaleznosci od warstwy, od ok. 3 do ok. 6
czgsteczek.

Zaobserwowano, ze polimer znajdujacy si¢ w poszczegdlnych obszarach matrycy
ALG zatrzymywat wode w puli wody niezamarzajgcej w roznym stopniu w zalezno$ci od
zastosownego medium (ryciny 21, 30). Uzyskane wyniki nie zalezaty wprost od stezenia
wody w matrycy (ktore zmniejszato si¢ w glgb tabletki bez wzgledu na zastosowane
medium), a raczej byty zwigzane z oddziatywaniem pomiedzy tancuchami polimerowymi
a rozpuszczalnikiem. W srodowisku kwasnym o pH nizszym od pKa kwasu
mannuronwego i guluronowego tancucha nast¢puje cofniecie dysocjacji ich grup

karboksylowych z utworzeniem nierozpuszczalnego w wodzie kwasu alginowego (176).
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Takie zjawisko miato prawdopodobnie miejsce w najbardziej uwodnionych obszarach
matrycy ALG inkubowanej w roztworze kwasu solnego (warstwa I-II). Lancuchy
polimerowe ulegaty protonacji i tworzyly wigzania wodorowe pomiedzy sgsiednimi
czgsteczkami polimeru. Ograniczyto to liczb¢ miejsc zdolnych do zatrzymywania wody w
postaci wody niezamarzajacej, powodujac zmniejszenie wartosci WNZgy W warstwie |
oraz II w poréwnaniu do analogicznych warstw tej samej matrycy inkubowanej w czystej
wodzie. Warstwa III charakteryzowata si¢ wyzsza warto$cia WNZgy w poréwnaniu do | i
Il pomimo nizszego uwodnienia. Prawdopodobnie byto to zwigzane z zatrzymaniem
wnikania protonéw pochodzgcych od kwasu solnego do tego obszaru oraz wnikaniem

samych czasteczek wody.

4.3.4. Wplyw modelowych substancji leczniczych na interakcje roznych obszaréw
matrycy alginianowej z roztworem kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm® w
badaniach DSC

Przed wlasciwymi pomiarami DSC obszaréw tabletek matrycowych zawierajacych
modelowe substancje lecznicze przeprowadzono badania wstepne binarnych mieszanin
ztozonych z salicylanu sodu oraz kwasu solnego o stgzeniu 0,1 mol/dm® albo kwasu
salicylowego oraz kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®, ktérych wyniki przedstawiono

na rycinie 31.
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Rycina 31. Termogram kwasu solnego (o stezeniu 0,1 mol/dm®), mieszaniny kwasu solnego i salicylanu sodu
oraz kwasu solnego i kwasu salicylowego.

Roztwér kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm® oraz mieszanina kwasu
salicylowego i roztworu kwasu solnego wykazywaty podobne wiasciwosci w kontekscie
badan DSC. W obu przypadkach temperatura onset endotermicznej przemiany fazowej
zwigzanej z topnieniem znajdowata si¢ w poblizu 0°C, co byto charakterystyczne dla wody
wolnej w tych warunkach eksperymentalnych. W przypadku uktadu salicylanu sodu i
roztworu kwasu solnego odnotowano dwa piki endotermiczne, ktorych poczatki przemian
fazowych znajdowaty si¢ przy temperaturach -8°C oraz +8°C. W temperaturach ponizej
-15°C zaobserwowano natomiast Kilka przemian egzotermicznych.

Krzywe zalezno$ci Ciepta przemiany fazowej znormalizowanego na mas¢ od
temperatury dla poszczegolnych warstw tabletek matrycowych ALG/SA po
czterogodzinnej inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm?®) przedstawiono na

rycinie 32.
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Rycina 32. Termogramy DSC dla poszczegdlnych warstw matrycy ALG/SA inkubowanej przez 4 godziny w
0,1 mol/dm® HCI. Na rycinie przedstawiono réwniez termogram rozpuszczalnika (0,1 mol/dm3 HCI) oraz
kwasu salicylowego bez hydratacji.

W probkach pobranych z uwodnionej matrycy ALG/SA zaobserwowano tylko
jeden pik endotermiczny w warstwach I-1V. Potozenie pikow w warstwie | oraz Il, dla
ktorych temperatury onset wynosity odpowiednio +3°C i -1°C, wskazywato na obecno$é
wody wolnej w tych obszarach. Temperatury onset pikow warstw III oraz IV byty
przesuniete w kierunku nizszych temperatur, odpowiednio -8°C oraz -12°C, wskazujac na
obecno$¢ wody zwigzanej zamarzajacej (Wzz). W warstwie V nie zaobserwowano
zadnych przemian fazowych, co bylo zwigzane z niecobecnosciag w tym obszarze wody
zamarzajacej. Wartosci ciepta przemian fazowych wynosity od -194 mJ/mg do -20 mJ/mg,
a ich warto$ci bezwzgledne zmniejszaty si¢ w kierunku rdzenia tabletki. Zawartos¢ wody

zmniejszata si¢ w kolejnych warstwach inkubowanej matrycy.
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Rycina 33. Zawartosci wody zamarzajacej (Cw,(psc)), Niezamarzajacej (Cwnzpsc)) 0raz catkowitej (Cucpsc)) W
poszczegodlnych warstwach matrycy ALG/SA po czterogodzinnej inkubacji w 0,1 mol/dm® HCI oznaczone
metodg DSC oraz zawarto$¢ wody calkowitej (Cuckr)) 0znaczona metoda KF.

Na rycinie 33 przedstawiono dystrybucje wody zamarzajacej, niezamarzajacej oraz
catkowitej w tabletkach matrycowych ALG/SA inkubowanych w roztworze kwasu
solnego. Dodatkowo na wykresie przedstawiono catkowitg zawartos¢ wody w ujeciu KF.

Warto$ci catkowitej zawarto$ci wody (Cwc) 0znaczone metodg KF oraz DSC bytly
porownywalne W przypadku wszystkich obszaréw tej matrycy. Wartosci cye 0znaczone
obiema metodami w warstwach Il-11l pokrywaty sie¢ ze sobg, a w przypadku warstw I, IV
oraz V nie roznity si¢ wigcej niz 5%.

Badania z wykorzystaniem DSC wykazaty, ze tabletka ALG/SA w warstwach [-1V
zawierala zarowno wode zamarzajaca, jak i niezamarzajaca, a w warstwie V - tylko
niezamarzajacg. Zawarto$¢ wody zamarzajacej Stopniowo zmniejszata si¢ z poziomu ok.
58% w warstwie | do 0% w warstwie V. Woda niezamarzajaca stanowila ok. 9% masy
probki w warstwie I, po czym ustalila si¢ na poziomie ok. 16-18% w warstwach II-1V. W
najglebiej potozonym obszarze tej matrycy (V) Can; Wwynosita ok. 12% i jednoczesnie byta

rowna catkowitej zawarto$ci wody w probcee.
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Matryca ALG/SA wykazala podobne wiasciwosci w badaniach DSC w obu
zastosowanych mediach. Zaréwno po hydratacji w wodzie, jak i kwasie solnym,
wilasciwo$ci wody zamarzajgcej W pierwszych dwoch warstwach tabletki ALG/SA (1-11)
byly charakterystyczne dla wody wolnej, a wigc w tych obszarach nie wystgpowala
interakcja migdzy woda zamarzajaca a matryca. W Kkolejnych dwoch warstwach (111-1V)
woda zamarzajaca silniej oddziatywata z matryca, o czym $wiadczylo przesunigcie
temperatur onset w kierunku nizszych warto$ci na termogramach uzyskanych po inkubacji
w obu mediach. Warstwa V w obu przypadkach charakteryzowata si¢ brakiem wody
zamarzajacej. Odnotowano analogiczne warto$ci cwn, W warstwach I-111 tej matrycy bez
wzgledu na warunki inkubacji, przy jednoczes$nie roéznych catkowitych zawarto$ciach
wody. Swiadczylo to braku wptywu medium na wihasciwoéci matrycy ALG/SA w
badaniach DSC.

Krzywe zalezno$ci ciepla przemian fazowych znormalizowanych na mas¢ od
temperatury w tabletkach zawierajgcych alginian sodu i salicylan sodu po czterogodzinnej

inkubacji w roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm?®) przedstawiono na rycinie 34.
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Rycina 34. Termogramy DSC dla poszczegdlnych warstw matrycy ALG/SNa inkubowanej przez 4 godziny

w 0,1 mol/dm® HCI. Na rycinie przedstawiono réwniez termogram rozpuszczalnika (0,1 mol/dm® HCI) oraz
salicylanu sodu bez hydratacji.
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Na termogramie DSC warstwy | zarejestrowano tylko jeden pik endotermiczny.
Poczatek przemiany fazowej zaobserwowano przy temperaturze +3°C, co wskazywato na
obecno$¢ w tym obszarze wody wolnej. W przypadku warstwy II rowniez odnotowano
jeden pik endotermiczny, ktérego temperatura onset byla przesuni¢ta W kierunku nizszych
temperatur: -6°C, co wskazywato na zmian¢ oddziatlywania pomigdzy wodg a matrycg w
tym obszarze. Ciepto przemiany fazowej wody w warstwie | byto rowne -263 mJ/mg, a w
warstwie 11: -184 mJ/mg.

W glebiej potozonych warstwach uwadnianej tabletki (111-V) charakterystyka DSC
probek byla odmienna. Zaobserwowano kilka przemian fazowych endo- i
egzotermicznych. W warstwie 111 odnotowano 2 piki endotermiczne, ktorych temperatura
onset miescita si¢ w granicach od -4°C do +3°C, a ponadto 3 piki egzotermiczne, ktorych
poczatek przemiany fazowej znajdowat si¢ ponizej -13°C. W warstwie IV zaobserwowano
2 wyrazne piki endotermiczne przy temperaturze +16°C oraz +23°C oraz kilka przemian
endo- i egzotermicznych ponizej -2°C. W przypadku warstwy V stwierdzono wyrazny pik
endotermiczny przy temperaturze +16°C oraz kilka przemian endo- i egzotermicznych
ponizej -12°C. Podobne zjawiska obserwowano podczas inkubacji tej samej matrycy w
wodzie.

Wiasciwosci termiczne warstw III-V matrycy ALG/SNa byly podobne do
wlasciwosci mieszaniny salicylanu sodu z roztworem kwasu solnego (0,1 mol/dm?®) (rycina
31). W obu przypadkach obserwowano przemiany egzotermiczne w temperaturach ponizej
-8°C oraz piki endotermiczne z temperaturami onset w zakresie od -8°C do +23°C.
Swiadczyto to o dominujacym wptywie interakcji salicylanu sodu z rozpuszczalnikiem na
wlasciwosci tego uktadu w glebszych obszarach matrycy (warstwy I11-V).

Na rycinie 35 przedstawiono dystrybucje wody zamarzajacej, niezamarzajacej oraz
catkowitej w tabletkach matrycowych ALG/SNa inkubowanych w roztworze kwasu
solnego (0,1 mol/dm®) oznaczone metoda DSC. Na tym samym wykresie zaprezentowano
catkowita zawartos¢ wody w ujeciu KF. Zawartosci wody catkowitej oznaczone obiema
metodami (DSC 1 KF) prezentowaty podobny przebieg, lecz roznice w ich wartosci byly
wigksze niz w poprzednich dwdoch matrycach (0k. 6-10%, w zaleznosci od warstwy).

Woda zamarzajaca byta obecna w kazdej z badanych warstw matrycy ALG/SNa.
Jej zawarto$¢ zmniejszala si¢ wraz ze zmniejszajacym si¢ stezeniem wody w uktadzie, tj.
od ok. 79% (I warstwa) do ok. 16% (V warstwa). Jednoczesnie, catkowita zawartos¢ wody
miescita si¢ w zakresie od ok. 81% w warstwie powierzchniowej do ok. 29% w

najglebszym obszarze matrycy. Zawarto§¢ wody niezamarzajacej zmieniata si¢ w
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zalezno$ci od warstwy. Najwyzsza jej wartos¢ wykazala warstwa I1I: 21%, a najnizsza - I:

2%.
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Rycina 35. Zawarto$ci wody zamarzajacej (Cuz(psc)), Niezamarzajacej (Cunzpscy) Oraz catkowitej (Cucpsc)) W
poszczegblnych warstwach matrycy ALG/SNa po czterogodzinnej inkubacji w 0,1 mol/dm® HCI oznaczone
metoda DSC oraz zawarto$¢ wody catkowitej (Cyckr) 0znaczona metoda KF.

Wykres porownawczy prezentujacy zmiany ilorazu masy wody niezamarzajacej do
masy bezwodnych skladnikow poszczegdlnych warstw badanych matryc badanych w

roztworze kwasu solnego (0,1 mol/dm®) przedstawiono na rycinie 36.
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Rycina 36. lloraz masy wody niezamarzajacej do masy bezwodnych sktadnikow matrycy (WNZyq) dla
kolejnych warstw tabletek ALG, ALG/SA, ALG/SNa inkubowanych w roztworze kwasu solnego o stezeniu
0,1 mol/dm?® przez 4 godziny.

Obecnos¢ substancji leczniczych wplywala na ilos¢ wody niezamarzajacej
przypadajacej na mase¢ bezwodnej probki. Po inkubacji w roztworze kwasu solnego
(0,1 mol/dm?®) wartosci WNZy4 przebiegaly inaczej niz po inkubacji w czystej wodzie.

W tabletkach ALG obserwowano stopniowe zwigkszanie wartosci WNZyq w miarg
zblizania si¢ do rdzenia tabletki (od | do Il warstwy), a nastepnie zmniejszenie si¢ tej
wartosci W najglebszych obszarach matrycy (warstwy IV oraz V) (por. rozdziat 4.3.3.). W
przypadku ALG/SA parametr WNZyq4 przyjal wartos¢ 0,28 w warstwie | oraz 0,43 w
warstwie Il. Otrzymane wartosci byty nizsze niz w matrycy ALG, co mogto wynikaé z
nizszej zawarto$ci alginianu sodu w tabletkach ALG/SA. Wartosci WNZyq obu matryc w |
warstwie byly nizsze niz w warstwie II w obu przypadkach, co wskazywato na podobny
mechanizm hydratacji obu matryc w §rodowisku kwasnym.

W tabletkach ALG/SNa warto$¢ WNZgq wzrosta od 0,29 w | warstwie do 0,91 w 11
warstwie, osiggajac w ten sposOb najwyzsza warto$¢ sposrod wszystkich matryc

uwadnianych w $rodowisku kwasnym. W kolejnych obszarach obserwowano stopniowe
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obnizanie warto$ci tego prametru az do wartosci 0,26. W warstwie I wartos¢ WNZyq byla
identyczna jak w matrycy ALG/SA.

Warstwa | wszystkich matryc inkubowanych w $rodowisku kwasnym wyrdzniata
si¢ nizszymi wartosciami ilorazu masy wody niezamarzajacej 1 masy bezwodnych
sktadnikow matrycy w poroéwnaniu do tych samych tabletek poddanych hydratacji w
wodzie, niezaleznie od catkowitej zawartoSci wody w probce. Ponadto, warstwa |
wszystkich matryc po inkubacji w roztworze kwasu solnego prezentowata nizsze warto$ci
WNZyy wzglgdem kolejnej warstwy (lI) - odwrotnie jak to mialo miejsce podczas
hydratacji w wodzie. Swiadczyto to o silnej interakcji rozpuszczalnika z matryca w jej
warstwie powierzchniowej. Pod wptywem kwasu solnego liczba miejsc sorpcyjnych w
warstwie | ulegta zmniejszeniu ze wzgledu na cofnigcie dysocjacji sktadnikow tabletki
(176). Nastgpita protonacja grup funkcyjnych polimeru i substancji leczniczych oraz
ograniczenie ich hydratacji. Zmniejszenie oddzialywania migdzy woda a matryca byt
przyczyna przyjecia przez wode w warstwie I wlasciwosci charakterystycznych dla wody
wolnej. Potwierdzaly to termogramy poszczegdlnych matryc inkubowanych w srodowisku
kwasnym, gdzie poczatek przemiany fazowej wody w warstwie 1 wszystkich matryc

znajdowal si¢ w poblizu temperatury topnienia czystej wody (rycina 28, 32 i 34).
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4.4. BADANIA MATRYC POLIMEROWYCH ZA POMOCA OBRAZOWANIA
MAGNETYCZNO-REZONANSOWEGO (MRI)

Prace opisane w poprzednich rozdziatach wymagaty wstepnego wyselekcjonowania
obszaru probkowania i poboru prébek, co nieodwracalnie niszczyto badany obiekt. Z tego
wzgledu Dbadania zalezno$ci czasowych wymagaly przeprowadzenia szeregu
eksperymentow na osobnych egzemplarzach matryc dla kolejnych czaséw inkubacji
probki.

Do dalszych badan wybrano technike obrazowania za pomoca magnetycznego
rezonansu jadrowego (MRI — Magnetic Resonance Imaging), ktéra w sposob
bezinwazyjny umozliwila rejestrowanie zmian zachodzacych w tabletkach matrycowych
na pojedynczym obiekcie przez caty, czterogodzinny czas trwania eksperymentu. Badania
MRI prowadzono w celu analizy zjawisk zwigzanych z mobilnoscig molekularng protonow
(pochodzacych przede wszystkim od wody) w obrebie tabletek matrycowych z alginanem
sodu podczas hydratacji a takze potwierdzenia prawidlowego doboru rozdzielczo$ci
czasowej i przestrzennej stosowanej w pozostatych badaniach.

Protonowa tomografia magnetyczno-rezonansowa umozliwia charakterystyke
dystrybucji protonéw w probce wraz z charakterystyka niektorych ich wilasciwosci, np.
czasu relaksacji, czy wspotczynnika dyfuzji. U jej podstaw lezy zjawisko magnetycznego
rezonansu jadrowego (Nuclear Magnetic Resonance — NMR) wykorzystywane pierwotnie
w spektroskopii NMR. Rezonans magnetyczny wystepuje w przypadku jader atomowych
charakteryzujacych si¢ niezerowym spinem, umieszczonych w jednorodnym polu
magnetycznym By, na ktore oddziatuja impulsy zmiennego pola magnetycznego B;.
Zjawisko to polega na indukowanej emis;ji fal elektromagnetycznych o czgstotliwosciach
mieszczacych si¢ w  zakresie fal radiowych. Podstawowymi parametrami
charakteryzujacymi wiasciwosci molekularne probki sa: czas relaksacji spin-sie¢ (T;) oraz
czas relaksacji spin-spin (T,). Parametry te opisuja szybko$ci, z jakimi momenty
magnetyczne jader w probce powracaja do stanu rownowagi termodynamicznej po jej
zaburzeniu przez oddziatywanie pola Bj. Je$li wypadkowy moment magnetyczny jest
sumg momentdw magnetycznych poszczegdlnych jader w probce, a magnetyzacje
zdefiniujemy jako wypadkowy moment magnetyczny przypadajacy na jednostke objetosci,
to czas relaksacji T1 opisuje szybko$¢ powrotu do stanu rownowagi wektora magnetyzacji
podtuznej, natomiast czas relaksacji T, opisuje szybkos¢ zaniku wektora magnetyzacji

poprzecznej (6). Zaleta techniki MRI jest mozliwo$¢ pomiaru roéznych wiasciwosci
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badanego uktadu za pomocg licznych sekwencji pomiarowych zaprojektowanych tak, aby
uwzglednia¢ konkretne wtasciwosci danej probki, np. dyfuzje, przeptyw, relaksacje
poprzeczng lub podtuznag, itd. Istnieje mozliwos¢ pomiaru tych parametrow, np. czasu
relaksacji T,, w réznych miejscach badanej probki. Sekwencje pomiarowe stosowane w
obrazowaniu  magnetyczno-rezonansowym pozwalaja na nieinwazyjng analiz¢
przestrzennej dystrybucji okreslonych parametréw matrycy polimerowej podczas jej
hydratacji.

Do celéw niniejszej pracy wykorzystano dwie sekwencje pomiarowe: MSME
(Multi Slice Multi Echo) oraz UTE (Ultrashort Echo Time). Pomiary MRI prowadzono w
skanerze o natgzeniu pola magnetycznego 9,4 T. Ze wzgledu na specyfike metodyki
pomiarowej badania prowadzono w specjalnie przygotowanym uchwycie o identycznej
geometrii wewnetrznej jak uchwyt stosowany do badan zawarto$ci wody metodg Karla-
Fischera i DSC, jednak wykonanym z materialdbw niemagnetycznych (rycina 11), gdyz
obecnos¢ elementow metalowych powodowataby zaburzenie pomiaru.

Sekwencja MSME jest oparta na metodzie wielu ech 1 stanowi modyfikacje
sekwencji CPMG (Car-Purcell-Meiboom-Gill) z dodanymi gradientami obrazujgcymi.
Pozwala ona na ilosciowy pomiar efektywnego czasu relaksacji T, w dowolnym obszarze
badanego materiatu, tj. dla pojedynczego piksela na obrazie lub dla wybranego obszaru
zainteresowania (Region of Interest — ROI). Na podstawie serii obrazow wykonanych dla
roznych czaséw echa mozna uzyska¢ dane opisujace zanik sygnatu echa spinowego (T>)
dla pojedynczego piksela obrazu lub dla usrednionej wartosci grupy pikseli stanowigcych
ROI. Analiza tych danych pozwala na oszacowanie parametréw sktadowych sygnatu w
postaci funkcji eksponencjalnych: statej zaniku T, oraz jej amplitudy. Parametry te
Swiadczag o wiasciwosciach fizykochemicznych badanej probki. Mozliwy jest zanik
wieloeksponencjalny (dwie lub wiecej sktadowych o réznych T,), ktory swiadczy o
heterogennosci probki w ramach pojedynczego woksela lub ROI. Istnienie wielu
komponent moze wskazywa¢ na obecno$¢ protonéw pochodzacych od wody w rézny
sposob oddziatujacej z badanym uktadem, tj. skladnikami matrycy — polimerem
substancjami czynnymi).

Sekwencja UTE umozliwia akwizycje sygnatu w bardzo krotkim czasie po
pobudzeniu, tj. 300 us. Dzieki temu UTE pozwala na obrazowanie protonow w obszarach
charakteryzujacych si¢ bardzo krotkimi czasami relaksacji T,, co mozna wykorzysta¢ do
detekcji wody nawet w najmniej uwodnionych obszarach matrycy. Nie umozliwia tego

sekwencja MSME ze wzgledu na fakt, ze pierwszy punkt pomiarowy uzyskujemy dopiero
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po czasie TE po pobudzeniu, ktory w przypadku niniejszych badan wynosit 3,5 ms.
Ograniczeniem tej metody jest brak ilosciowego pomiaru T, w badanych warunkach

eksperymentalnych.

4.4.1 Badania MRI z wykorzystaniem sekwencji MSME

Po uptywie 1, 2, 3 oraz 4 godzin hydratacji tabletek matrycowych ALG, ALG/SA
oraz ALG/SNa w wodzie wykonano obrazowanie z zastosowaniem sekwencji MSME.
Uzyskano w ten sposob szereg obrazow uzyskanych przy ro6znych wartos$ciach czasu echa
dla kolejnych punktow czasowych hydratacji. Przykladowe obrazy tabletek matrycowych
po 4 godzinach inkubacji w wodzie przedstawiono na rycinie 37. Do prezentacji wybrano
obrazy wykonane z najkrotszym czasem echa TE=3,5 ms (echo nr 1), oraz czasem echa
TE=448 ms (echo nr 128). Pomiary MRI umozliwity jakosciowa i ilosciowa ocene
mobilnos$ci protonow pochodzacych w przewazajacej mierze z wody wnikajacej do
wnetrza tabletek i wchodzacej w interakcje z matrycg w jej dowolnym obszarze. Obszary
w kolorze czarnym (poziom szuméw) pochodzity m.in. od elementow wyposazenia,
powietrza oraz glgbokich nieuwodnionych warstw tabletek. Dla obrazéw uzyskanych na
pierwszych echach (np. 3,5ms) wyzsza intensywno$¢ wykazywaly stabo uwodnione
obszary tabletek, a duzg intensywnos$¢ obrazu otaczajacy rozpuszczalnik lub dobrze
uwodnione, zewngtrzne obszary tabletki. Zwykle obszary o matej intensywnosci obrazu
scharakteryzowane byly przez krotsze czasy relaksacji T, $wiadczace o matej mobilnosci
molekularnej protonow. Najdtuzsze czasy T, zarejestrowano w obszarze wody. Przy
dhugim czasie echa TE=448 ms sktadowe o krotkich czasach byly wygaszone (sygnat od
tych sktadowych ulegl zanikowi) a widoczne (jasne) byly jedynie te obszary, ktorych
mobilno$¢ byla najwyzsza, czyli otaczajacy probke roztwor. Pozostate obszary obrazu
(poziom szumu) informowaty o protonach, ktorych mobilno$¢ pozostawata nizsza od
mobilnosci rozpuszczalnika, co pozwolito na wyznaczenie granicy pomi¢dzy roztworem a
matryca.

W celach interpretacyjnych na uzyskane obrazy naniesiono poziome linie, ktore
umozliwialy ocen¢ odleglosci 1 odniesienie do poprzednich badan metodami
Karla-Fischera oraz DSC. Linie oznaczone kolorem czerwonym obejmowaty te fragmenty
obrazu, w ktorych znajdowata si¢ badana tabletka. Odlegtosci migdzy liniami

wyskalowano tak, by odzwierciedlaly warstwy o grubo$ci 1 mm w probce — czyli te, z
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ktérych zostaly pobrane probki do badan KF i DSC. Granice pomigdzy tabletka a
uchwytem wyznaczono na podstawie obrazu o czasie echa TE=3,5 ms, gdyz kontur
uchwytu byt woéwczas wyraznie zaznaczony, a granic¢ miedzy lepka warstwa tabletki a

rozpuszczalnikiem (jak juz wcze$niej zaznaczono) na podstawie obrazu uzyskanym przy
czasie echa TE=448 ms.

Echo nr 1 (3,5 ms) Echo nr 128 (448 ms)
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Rycina 37. Obrazy badanych matryc po czterogodzinnej inkubacji w wodzie. Kolumna po lewej - obrazy
matryc uzyskanych za pomoca sekwencji MSME dla TE=3,5 ms; kolumna po prawej - obrazy matryc dla

TE=448 ms. Czerwone linie na obrazach wytyczaja warstwy tabletek o grubosci 1 mm, z ktérych pobrane
byly probki do analizy KF oraz DSC (szerszy opis w tekscie).
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Wstepna analiza jako$ciowa obrazow MRI wykazata réznice pomigdzy
formulacjami o réoznym sktadzie. Obrazy tabletek zawierajacych alginian sodu po 4
godzinach inkubacji wykazaty wystepowanie dwoch tatwych do rozroznienia obszarow:
warstwy zewnetrznej, uwodnionej, charakteryzujacej si¢ wysoka intensywnos$cig sygnatu;
oraz obszaru mniej uwodnionego, znajdujacego si¢ w glebszych warstwach matrycy. W
przypadku tabletek ALG/SA rowniez obserwowano dwa obszary o réznej intensywnos$ci
sygnatu - zewnetrzny jasniejszy obszar zawierajacy protony o wyzszej mobilnosci oraz
obszar wewnetrzny o nizszej intensywnosci sygnatu. Rejestracja obrazéw z dlugim czasem
echa TE=448 ms, oprocz wyznaczenia granicy matryca/roztwor, pozwolita takze uchwycié
réznice w powierzchni - tabletka zawierajaca polimer bez substancji leczniczej (ALG)
miata gltadka powierzchni¢, a powierzchnia matrycy ALG/SA byla nieregularna. Na
obrazie tabletek zawierajgcych alginian sodu i salicylan sodu (ALG/SNa) dla 4 h inkubacji
widoczne byly (przynajmniej) trzy obszary o rdznej charakterystyce - obszar zewnetrzny
obejmujacy warstwe I o wysokiej intensywnosci sygnatu, obszar srodkowy odpowiadajacy
warstwie II i III oraz obszar wewnetrzny zawierajacy warstwy IV i V.

W celu przeprowadzenia ilo$ciowej analizy parametrycznej z kazdej warstwy
tabletki zaznaczonej na obrazie wyselekcjonowano rejon zainteresowania (ROI, Region of
Interest) odpowiadajgcy miejscu pobrania probek DSC i KF. W kazdym ROI wyznaczano
obwiednie zaniku sygnatu echa spinowego poprzez usrednienie intensywnosci w
poszczegdlnych obrazach uzyskanych dla wszystkich (kolejnych) czasow echa —
rezultatem jest sygnat opisujacy srednig intensywnos$¢ obrazu w ramach ROI versus czas
echa. Warstwe nr |, czyli cze$¢ matrycy znajdujaca si¢ na zewnatrz uchwytu, dodatkowo
podzielono na podwarstwy oznaczone numerami IA-IE. Dzigki temu uzyskano informacje
o zmianie sygnatu w przekroju poprzecznym zewnetrznej warstwy specznialego polimeru.
W badaniach metoda Karla-Fischera i DSC dzielenie warstwy I na podwarstwy nie byto
mozliwe ze wzgledu na ograniczenia techniczne - proces probkowania uniemozliwial
wydzielenie mniejszych niz 1 mm obszaréw w wysokouwodnionej i spgczniatej warstwie
l.

Przyktadowe krzywe zaniku obwiedni echa spinowego (T2) w poszczegdlnych
warstwach matrycy ALG/SNa po 4 godzinach inkubacji w wodzie przedstawiono na
rycinie 38.
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Rycina 38. Zanik obwiedni sygnatu echa spinowego w poszczegdlnych warstwach matrycy ALG/SNa po 4
godzinach inkubacji w wodzie.

Dla obwiedni sygnatu echa spinowego zarejestrowanego dla wszystkich warstw
matryc ALG, ALG/SA oraz ALG/SNa dopasowano jedng lub sume¢ dwu funkcji
eksponencjalnych. W wyniku dopasowania, dla kazdej eksponenty uzyskano dwa
parametry: statg zaniku sygnatu (T,) oraz odpowiadajgca jej amplitude (A). Stata zaniku
sygnatu T, informuje o mobilnosci protonéw w danym obszarze matrycy, a amplituda jest
proporcjonalna do gestosci protondw (ilosci wody) w badanych obszarach tabletki.

Otrzymane w wyniku analizy (dopasowania) stale zaniku (T,' oraz T,") i
odpowiadajgce im amplitudy (A' oraz A") dla wszystkich warstw matryc ALG, ALG/SA
oraz ALG/SNa w kolejnych punktach czasowych przedstawiono w postaci tabelarycznej
(tabele 8-10) oraz na wykresach (ryciny 39-41). Na wykresach przedstawiajacych
amplitudy A' oraz A" zaznaczono dodatkowo amplitude catkowita (AT), ktorg stanowita

suma A'i A",
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Tabela 8. Zestawienie parametrow zaniku obwiedni echa spinowego opisanych funkcja mono- lub bieksponencjalng (statych zaniku T2 oraz amplitud A) w poszczegdlnych
warstwach dla kolejnych punktow czasowych matrycy ALG poddanej inkubacji w wodzie. Brak warto$ci oznacza brak sygnatlu w danym ROI lub cze$¢ obrazu nienalezaca

do matrycy.
T, [ms]
Warstwy 1A ID IE I i v
. Czas LTy T, T, T,” T’ T,” T, T,” T, T,” T T, T T, T T,” Ty T,”
inkubacji
1 godz. - - 123,8 - 438 230 7,6 - - - - - - - - - - -
2 godz. 1414 - 58,2 65,1 18,7 47,3 2,8 - - - - - - - - - - -
3 godz. 80,8 - 28,3 - 12,9 23,1 - - - - - - - - - - - -
4 godz. 136,6 - 70,5 - 34,1 10,8 14,9 53 - - - - - - - - - -
Amplituda [j. u.]
Warstwy 1A ID IE I i v
Czas , » , » , ’ , » , » , ’ , » , » , »
inkubacji A A A A A A A A A A A A A A A A A A
1 godz. - - 117,0 - 75,6 54,6 79,0 - - - - - - - - - - -
2 godz. 148,3 - 1430 186 | 1550 564 51,6 - - - - - - - - - - -
3 godz. 155,6 - 146,3 - 110,4 52,0 - - - - - - - - - - - -
4 godz. 137,4 - 149,1 - 143,17 11,8 | 116,0 341 - - - - - - - - - -
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Tabela 9. Zestawienie parametrow zaniku obwiedni echa spinowego opisanych funkcjg mono- lub bieksponencjalng (statych zaniku T2 oraz amplitud A) w poszczegdlnych
warstwach dla kolejnych punktow czasowych matrycy ALG/SA poddanej inkubacji w wodzie. Brak warto$ci oznacza brak sygnatu w danym ROI lub czg¢$¢ obrazu
nienalezacg do matrycy.

T, [ms]
Warstwy 1A ID 11 ] v
Czas , » , » , » , » , » , » , » , » , »
inkabaggi | 12 | TP T | T T | T T Ty T Ty T T T | T T T T
1 godz. - - - - - - 103,3 35,6 36,4 16,8 74,6 - - - - - - -
2 godz. - - 1379 40,1 | 102,7 31,9 48,5 19,4 25,5 9,9 24,3 2,6 - - - - - -
3 godz. 177,5 - 130,7 38,8 87,6 29,7 50,2 20,3 17,2 5,0 - 2,4 - - - - - -
4 godz. 130,0 38,1 | 100,3 29,6 58,7 24,7 38,3 19,0 28,9 115 - - - - - - - -
Amplituda [j. u.]
Warstwy 1A ID I i v
Czas , » , » , ’ , » , » , ’ , » , » , »
inkubacii A A A A A A A A A A A A A A A A A A
1 godz. - - - - - - 63,4 73,4 27,9 93,1 34,3 - - - - - - -
2 godz. - - 1035 250 | 102,2 36,5 82,6 57,6 43,0 76,3 2,0 13,0 - - - - - -
3 godz. 118,9 - 104,1 25,7 96,8 46,2 68,2 75,9 47,4 37,0 - 32,1 - - - - - -
4 godz. 1199 29,0 | 1316 31,4 | 1052 574 53,0 95,3 14,8 58,6 - - - - - - - -
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Tabela 10. Zestawienie parametrow zaniku obwiedni echa spinowego opisanych funkcja mono- lub bieksponencjalng (statych zaniku T2 oraz amplitud A) w poszczegdlnych
warstwach dla kolejnych punktow czasowych matrycy ALG/SNa poddanej inkubacji w wodzie. Brak warto$ci oznacza brak sygnalu w danym ROI lub czg$¢ obrazu
nienalezacg do matrycy.

T, [ms]
Warstwy 1A 1B IC ID IE I i v \Y
Czas , » , » , » , » , » , » , » , » , »
inkubacji T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T,
1 godz. - - - - 53,0 - 16,6 - 43 - 4,0 - 58 - - - - -
2 godz. - - - - 55,8 - 25,9 - 141 - 3,0 - 3,7 - 2,6 - 1,3 -
3 godz. - - 117,4 - 58,1 - 38,0 - 27,2 - 3,6 42,4 4,6 18,8 2,2 - 2,2 -
4 godz. 59,8 - 33,0 - 17,9 - 11,6 - 1,7 - 6,5 35,2 5,8 33,8 3,2 - 2,7 -
Amplituda [j. u.]

Warstwy 1A 1B IC ID IE 11 ] v \Y
inlgjzt;igcji A’ A” A A” A A” A’ A” A A” A A” A A” A A” A A”
1 godz. - - - - 128,4 - 120,0 - 103,4 - 21,4 - 11,0 - - - - -
2 godz. - - - - 140,0 - 141,7 - 138,4 - 44,2 - 31,6 - 33,3 - 28,2 -
3 godz. - - 136,2 - 142,8 - 151,9 - 164,1 - 76,4 122 | 586 14,7 | 497 - 42,1 -
4 godz. 137,6 - 140,8 - 1445 - 150,7 - 137,4 - 105,2 10,3 93,4 14,5 50,0 - 57,0 -
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Rycina 39. Zestawienie statych zaniku obwiedni T, oraz ich amplitud w poszczegdlnych warstwach dla
kolejnych punktow czasowych matrycy ALG poddanej inkubacji w wodzie.

Na rycinie 39 przedstawiono dystrybucje parametru T, oraz odpowiadajagce mu
amplitudy w matrycy ALG poddanej hydratacji w wodzie. Warstwa | po pierwszej
godzinie inkubacji byla juz wyraZnie spgczniata, a w jej przekrdj poprzeczny obejmowat
cztery jednomilimetrowe podwarstwy: IB, IC, ID, IE. W ciagu kolejnej godziny hydratacji
nastapito dalsze pecznienie tego obszaru, w ktérym wydzielono pie¢ podwarstw: 1A, 1B,
IC, ID, IE. Do konca trwania eksperymentu (od 2 do 4 godzin) tabletka nie ulegala
dalszemu pecznieniu.

Stata zaniku T,' miata najwyzsze wartoSci w obszarze bezposrednio sgsiadujgcym z
medium (podwarstwa IB lub [A, w zalezno$ci od czasu hydratacji), a nast¢pnie
zmniejszata si¢ w kierunku rdzenia tabletki. W niektorych obszarach (od IB do ID)
zarejestrowano rowniez druga komponente zaniku relaksacji poprzecznej (T."), ktorej

wartosci nie uktadaty si¢ wedhlug konkretnego schematu. Po 2 1 3 godzinach inkubacji
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wartosci T," byly wyzsze niz obecne w tych samych obszarach T, Istnienie dwoch
komponent T, w danym obszarze sugerowalo obecno$¢ protonéw w rdézny sposob
oddziatujgcych z matrycg. Obecnos¢ tych dwoch komponent byta jednak zwigzana z matg
rozdzielczo$cig  przestrzenng obrang do badan (sygnal MRI zbierano z
jednomilimetrowych ROI analogiczne do warstw w badaniach KF i DSC). Przyktadowo,
dla 1 godziny uwadniania matrycy ALG w warstwie 1C zidentyfikowano w wyniku
dopasowania dwie sktadowe T,'=43,8 oraz T,"=23,0 (tabela 8). Natomiast po wybraniu
mniejszych obszardw zainteresowania (tych danych nie pokazano) obejmujacych "gorng" i
"dolng" czg$¢ warstwy sygnatl zaniku obwiedni echa spinowego dopasowywat sig
pojedyncza eksponentg — w przypadku "goérnej" (znajdujacej si¢ blizej rdzenia) czesci T,
wynosito 23,48 ms (A=126,7 j.u.) natomiast w przypadku cz¢sci "dolnej" (znajdujacej sie
dalej od rdzenia) T, wynosilo 49.43 ms (A=127,2 j.u.). Otrzymane wartosci T, oraz A dla
czesci "gornej" oraz "dolnej" pokrywaty si¢ w przyblizeniu z wartosciami komponent T,'
oraz T," uzyskanymi z ROI obejmujacego catg grubos¢ 1 mm warstwy i zaznaczonymi na
wykresie (rycina 39). Oznaczato to, ze wzgledem osi tabletki czas relaksacji T, zmniejszat
si¢ raczej w sposob ciagly, a sygnat charakteryzowat si¢ zanikiem monoeksponencjalnym.
W tabletce ALG znajdowata si¢ wiec raczej jedna pula wody opisywana statg zaniku To,
ktorej wartoSci zmniejszaty si¢ wraz z glgbokoscig warstwy. Dla obszaréw IE oraz I1-V nie
zarejestrowano sygnatu T, w zadnym punkcie czasowym.

Amplitudy sygnatu obwiedni echa spinowego informowaty 0 gestosci protonowej
(w zakresie mozliwosci pomiarowych metody). Wyznaczenie ich byto mozliwe dla tych
podwarstw, dla ktorych okreslono state zaniku T,. Maksymalne wartos$ci amplitudy A' w
obszarze sasiadujacym z medium wzrosty z ok. 120 j.u. po pierwszej godzinie do ok. 160
j-u. po drugiej godzinie eksperymentu, co $wiadczyto o wnikaniu nowych czasteczek wody
do matrycy. Jednoczesnie, T,' tego obszaru po pierwszej oraz drugiej godzinie hydratacji
osiggnely podobne wartosci (rzedu 120-140 ms). Oznacza to, ze w obu punktach
czasowych zidentyfikowano analogiczne pule protondéw, jednak ich ilos¢ ulegla
zwigkszeniu w czasie. Kolejne godziny hydratacji nie mialy wptywu na amplitud¢ A', co
moglo wskazywa¢ na wysycenie tej cze$ci matrycy wnikajaca woda. Amplituda A"
Charakteryzowala si¢ nizszymi wartosciami w stosunku do A', co oznaczato, ze ilo$¢
protonow o wilasciwosciach charakteryzowanych przez T," byla nizsza niz tych

reprezentowanych przez T,'.
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Rycina 40. Zestawienie statych zaniku obwiedni T, oraz ich amplitud w poszczegdlnych warstwach dla
kolejnych punktow czasowych matrycy ALG/SA poddanej inkubacji w wodzie.

Na rycinie 40 przedstawiono parametry T, oraz odpowiadajgce im amplitudy w
poszczegolnych warstwach matrycy ALG/SA poddanej hydratacji w wodzie. Matryca
ALG/SA po pierwsze] godzinie inkubacji byla lekko speczniata. W przekroju
poprzecznym warstwa [ obejmowala dwie jednomilimetrowe podwarstwy, ktore
zaznaczono jako ID i IE. W ciggu kolejnej godziny nastgpito dalsze pgcznienie tego
obszaru, w ktorym obszar 1 zajmowat juz cztery podwarstwy: IB, IC, ID, IE. Po 3
godzinach eksperymentu warstwa [ obejmowata podwarstwy od IA do IE. Dhuzszy czas
inkubacji nie wptywat na dalsze pgcznienie matrycy.

W warstwach [1l1-V nie zarejestrowano sygnalu magnetyczno-rezonansowego
nawet po 4 godzinach inkubacji. W pozostalych obszarach zarejestrowano sygnaty o

zaniku mono- lub bieksponencjalnym, przy czym najczes$ciej wystepowal drugi z nich.
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Obecno$¢ dwoch komponent odnotowano w niemal wszystkich obszarach od IA do Il w
kolejnych punktach czasowych hydratacji, co wskazywato na obecno$¢ protonow w rézny
sposob oddzialujacych z matrycg. W tym przypadku przebieg zmian przestrzennych
parametrow (T”, T oraz A’, A”) — zmiany uktadaty si¢ w logiczny cigg — nie wynikaty z
matej rozdzielczosci przestrzennej, a heterogenicznosci probki na poziomie pojedynczego
piksela. Najwyzsze wartosci stalej zaniku relaksacji poprzecznej T, odnotowano w
obszarze bezposrednio sgsiadujagcym z otaczajagcym medium (podwarstwa ID, 1B lub 1A, w
zaleznosci od czasu hydratacji). Wartosci T»' zmniejszaty si¢ w kierunku rdzenia tabletki w
kazdym punkcie czasowym eksperymentu. Wyjatek stanowita warstwa Il po 1 godzinie
hydratacji, gdzie stata zaniku T,' odbiegata od tego schematu. Jednakze amplituda sygnatu
w tym obszarze matrycy charakteryzowala si¢ wielokrotnie nizsza warto$cig niz amplituda
w pozostatych obszarach, co moze wskazywac na artefakt zwigzany z heterogeniczno$cia
probki.

Wyznaczenie amplitud sygnatéw obwiedni echa spinowego byto mozliwe dla tych
obszarow, dla ktorych zarejestrowano sygnatl zaniku obwiedni echa spinowego i
wyznaczono stata zaniku T,. Od pierwszej do trzeciej godziny hydratacji amplituda A' byta
najwyzsza w warstwie pozostajacej w sasiedztwie medium. Jej warto§ci zmniejszaty si¢
stron¢ rdzenia tabletki, a wigc pula protondw o wyzszej mobilno$ci zmniejszata si¢. Po 4
godzinach eksperymentu amplituda A' w warstwie powierzchniowej (IA) byta nizsza od tej
wyznaczonej dla IB. Warto$ci amplitudy A" zwigkszaly si¢ wraz z gigbokoscig warstwy, a
zatem pula protonow o nizszej mobilnosci zwigkszata si¢. Poczawszy od drugiej godziny
inkubacji amplituda A" przyjmowala nizsze wartosci od A' w tych obszarach matrycy,
ktore znajdowaty si¢ blizej powierzchni (IA-IC). Sugerowato to wigkszy udziat protonéw o
wlasciwo$ciach charakteryzowanych przez T,' w tych obszarach w stosunku do protonow
reprezentowanych przez T,". W glebszych warstwach (ID-II) dominowaty warto$ci
amplitudy A", co oznaczato odwrocenie wzajemnego udzialu puli protonow bardziej 1
mniej mobilnych w tych regionach matrycy.

O catkowitym uwodnieniu w poszczegdlnych warstwach informowata suma A' oraz
A" (AT=A'*A") zaznaczona na wykresie z6lt3 linig. Pomimo zmian proporcji A' oraz A"
omowionych przed chwila, suma obu amplitud pozostata na wzglednie statym poziomie w
dobrze uwodnionej czegs$ci matrycy (podwarstwy IA-IE). Najlepiej mozna to zaobserwowac
na wykresie po 4 godzinach inkubacji, gdzie catkowita amplituda (AT) jest w przyblizeniu
stata w warstwach [A-ID, podczas gdy udzial poszczegoélnych sktadowych podlegat

dynamicznym zmianom.
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Po 1 godzinie inkubacji w warstwach ID-IE zaobserwowano wyzsze wartosci A" w
stosunku do A', czyli podobnie jak w regionach ID-II po dluzszym czasie hydratacji.
Jednak tabletka ALG/SA na poczatku eksperymentu (1h) byla mniej speczniata niz w
kolejnych punktach czasowych, a jej kontur byl widoczny dopiero przy regionie
oznaczonym jako ID. Z tego wynika, ze dominujacy wpltyw protonow o wiasciwosciach
charakteryzowanych przez T," zaznaczyt si¢ na poczatku hydratacji i utrzymal w tym
samym regionie (ID lub IE) do konca trwania hydratacji, a w kolejnych godzinach
pecznienie matrycy spowodowato zwigkszenie udziatu protonow o innych wtasciwosciach

(prezentowanych przez T,') w warstwach sasiadujacych z medium.
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Rycina 41. Zestawienie statych zaniku obwiedni T, oraz ich amplitud w poszczegdlnych warstwach dla
poszczego6lnych punktow czasowych matrycy ALG/SNa poddanej inkubacji w wodzie.

Na rycinie 41 przedstawiono parametry T, oraz odpowiadajace im amplitudy (A)

matrycy ALG/SNa poddanej hydratacji w wodzie. Po pierwszej godzinie hydratacji
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tabletka byta speczniala, a w jej przekroju poprzecznym zidentyfikowano trzy podwarstwy,
ktére oznaczono przez IC, ID i IE. Druga godzina eksperymentu nie powodowata
zwigkszenia powierzchni przekroju pegczniejacej tabletki. Po trzeciej godzinie nastapito
dalsze pecznienie matrycy, ktéra w warstwie I obejmowata cztery jednomilimetrowe
podwarstwy: 1B, IC, ID, IE. Po czterech godzinach inkubacji tabletka ponownie
zwigkszyla powierzchni¢ przekroju, a obszar (warstwy) I matrycy obejmowal juz 5
podwarstw: IA, IB, IC, ID, IE.

W ciggu dwoch pierwszych godzin eksperymentu w warstwach IC-111 (1 godzina)
lub IC-V (2 godziny) zarejestrowano monoeksponencjalny zanik sygnatu magnetyczno-
rezonansowego. W kolejnych dwoch godzinach hydratacji zaobserwowano zanik
bieksponencjalny w przypadku obszarow oznaczonych jako II 1 III. Wskazywato to na
obecno$¢ w tych warstwach protonéw o zréznicowanych wtasciwos$ciach, jednak mogto to
by¢ zwigzane z malg rozdzielczo$cig przestrzenng obranych ROI, podobnie jak w
przypadku matrycy ALG. Wartosci statej zaniku T,' byly najwyzsze w warstwie
bezposrednio sgsiadujacej z medium i zmniejszaty si¢ w strong rdzenia tabletki. Poczawszy
od drugiej godziny hydratacji sygnal zaniku echa spinowego =zarejestrowano we
wszystkich warstwach matrycy. Niemniej jednak, sygnal w warstwach V-V
charakteryzowat si¢ szybkim zanikiem, co przektadalo si¢ na zbyt matg liczbe punktow
pomiarowych opisujacych obwiednie T, i dodatkowo staby stosunek sygnatu do szumu.
Powodowalo to trudno$ci z odpowiednim dopasowaniem funkcji eksponencjalnej, a tym
samym wyznaczeniem parametrow Ty 1 A. Uzyskane wartosci T, 1 A moga by¢ wiec
obarczone btedem wynikajacym z obranego modelu. Amplitudy sygnaldow w obrgbie
warstwy I plasowaly si¢ na wzglednie stalym poziomie poczawszy od drugiej godziny
hydratacji, co mogto §wiadczy¢ o wysyceniu tej czgsci matrycy woda. Zmiany amplitudy
A' byly bardziej dynamiczne w warstwach potoznych glebiej. Dla kazdej z warstw 11-V
amplituda A' zwigkszala si¢ wraz z czasem inkubacji, co bylo zwigzane z wnikaniem
kolejnych czasteczek wody do tych obszarow.

Sygnat MRI zarejestrowany dla matryc ALG, ALG/SA oraz ALG/SNa pozwolit
scharakteryzowa¢ mobilno$¢ protondw poprzez wyznaczenie wartosci czasu relaksacji T»
w danym obszarze matrycy, dodatkowo, amplituda (A) byta proporcjonalna do gestosci
protonéw. Ta ostatnia z kolei zalezala od ilosci wody, ktéora wnikneta do uktadu.
Analizujac ryciny 39-41 mozna stwierdzi¢, ze wtasciwos$ci substancji leczniczej obecnej w

matrycy z alginianem sodu zmieniaty jej wlasciwosci w sposob zaréwno jakosciowy, jak i
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ilo$ciowy (co odzwierciedlajg parametry zaniku obwiedni echa spinowego: czas relaksacji
T, oraz amplituda A).

Zespot Mazur i wsp. (2014) (199) wykazat, ze w wodych roztworach alginianu
sodu w warstwie hydratacyjnej polimeru czasteczki wody majg obnizong swobodg¢ rotacji
wskutek oddzialywan z centrami sorpcyjnymi jego tancuchow. Pozostale czasteczki wody
wypelniajace przestrzen miedzy tanuchami maja wiasciwosci charakterystyczne dla wody
luzno zwiagzanej z matrycg. W matrycy ALG w badaniach obrazowania MRI za pomoca
sekwencji MSME w niniejszej pracy obserwowano podobng sytuaje: w obrebie dobrze
uwodnionej warstwy | zarejestrowano w wigkszosci tylko jedng pule protonow. Protony te
pochodzity z wody przebywajacej w przestrzeniach miedzy tancuchami polimeru, a woda
zwigzana z warstwg hydratacyjng alginianu sodu byla niewidoczna w sekwencji
impulsowej wielu ech. Dowodem tego byt brak sygnatu zaniku echa spinowego w
glebokich warstwach matrycy, pomimo oznaczenia w nich pewnych stezen wody innymi
metodami analitycznymi (KF i DSC).

Wprowadzenie salicylanu sodu do matrycy nie powodowato pojawienia si¢ W tych
samych warunkach pomiarowych dodatkowych puli wody. W wigkszo$ci obszaréw
matrycy ALG/SNa obserwowano sygnat w postaci zaniku monoeksponencjalnego. W
niemal kazdym punkcie czasowym wartosci statej zaniku T,' tej matrycy byly nizsze niz
T,' analogicznych obszarow ALG. Wyniki obrazowania matryc po 4 godzinach inkubacji
W wodzie zestawiono z badaniami interakcji wody z matryca metoda roznicowej
kalorymetrii skaningowej (por. rozdziat 4.3.). Badania DSC wykazaty, ze stosunek masy
wody niezamarzajacej do masy bezwodnych skladnikow matryc (WNZgyqg) warstwy |
matrycy ALG/SNa byt rowny 1,80 1 byta to najwyzsza warto$¢ sposrod badanych tabletek
(pozostate matryce odznaczaly si¢ nizszymi parametrami WNZyy). Wykazano, ze pule
wody niezamarzajace] w tym obszarze stanowila suma masy wody pozostajace] w
warstwie hydratacyjnej polimeru i salicylanu sodu oraz tej uwigzionej W porach matrycy.
Powodem nizszej mobilnosci protonéw w ALG/SNa mogta by¢ zatem woda pozostajgca w
wolnych przestrzeniach pomig¢dzy tancuchami polimeru, ktéorych mobilno$¢ zostata
ograniczona ze wzgledu na oddzialywanie z salicylanem sodu. Ponadto, SNa zwigkszat
penetracje wody do uktadu, o czym $wiadczyly sygnaly o zwigkszajacych sie w czasie
amplitudach w czasie w obszarach 11-V. W tych samych obszarach w matrycy ALG sygnat
byt niewykrywalny. Wtasciwosci molekularne wody w innych uktadach hydrofilowych
polimeré6w z udziatem substancji leczniczych o rdznej rozpuszczalno$ci opisano w

literaturze (5).
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Badania z wykorzystaniem DSC wykazaty, ze obecnos¢ kwasu salicylowego nie
wplywata na mechanizm interakcji pomigdzy matryca a woda, a czasteczki wody nalezace
do puli wody niezamarzajacej matrycy ALG/SA poddanych hydratacji w wodzie
znajdowaly si¢, podobnie jak w ALG, w warstwie hydratacyjnej sktadnikow matrycy.
Jednoczesnie, za pomocg badania MRI (MSME) zarejestrowano dwie pule wody o réznych
wlasciwosciach w matrycy ALG/SA, czego nie obserwowano podczas badan tabletki
zawierajacej sam polimer. Moglo by¢ to zwigzane z oddziatywaniem wody z kazdym ze
sktadnikow matrycy ALG/SA z osobna: rozpuszczalny polimer zmienial wlasciwosci
molekularne protondw w inny sposéb niz trudno rozpuszczalny kwas salicylowy.
Dodatkowo, poszczegolne warstwy tej matrycy wyrozniaty si¢ réznag proporcja obu puli
wody przy zachowaniu wzglednie stalej wartos¢i amplitudy catkowitej (AT), co
wskazywato na dominacje wplywu jednej z substancji w matrycy: alginianu sodu lub
kwasu salicylowego na wlasciwosci zaabsorbowanej wody, bez wplywu na jej catkowite
stezenie.

Metody MRI (MSME) oraz DSC dostarczyty zroéznicowanych informacji na temat
oddziatywania wody z probka. Metoda DSC informowata interakcji matrycy z woda
zwigzang z centrami sorpcyjnymi matrycy lub zakleszczonej w porach, a MRI posrednio o
jej mobilno$ci. Zestawienie obu metod pozwolito na gle¢bsze zrozumienie hydratacji obu

matryc.

4.4.2 Badanie MRI z wykorzystaniem sekwencji UTE

Wspolng cechg matryc ALG i ALG/SA w badaniu MRI z wykorzystaniem sekwencji
MSME byt brak sygnatu magnetyczno-rezonansowego w najgtebiej potozonych obszarach,
tj. warstwach 1V-V. Jednoczes$nie, badania zawartosci wody metodami KF oraz DSC
wskazaly na pewne jej stezenie we wszystkich warstwach tych matryc. Oznaczato to, ze
najkrotszy czas echa, ktory byl mozliwy do uzyskania w sekwencji MSME (3,5 ms) byt
zbyt dlugi do zarejestrowania zmian stalych zaniku T, protondow obecnych w
wymienionych obszarach matrycy. Z tego powodu zaplanowano eksperyment z
zastosowaniem innej sekwencji pomiarowej (Ultrashort EchoTime, UTE), ktora pozwolita
na rejestrowanie sygnatu po czasie echa rzedu 0,3 ms. Skrocenie czasu echa pozwolilo na
detekcje sygnatu od protondw o krotkiej stalej zaniku T,, ktore spodziewano si¢

zidentyfikowa¢ w glebszych warstwach tabletki. Ograniczeniem tej sekwencji byl brak
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mozliwo$ci ilosciowego pomiaru stalej zaniku T, w danym punkcie w badanych
warunkach pomiarowych. Rycina 42 przedstawia obrazy matryc po zastosowaniu
sekwencji UTE. Wykonano obrazy matryc w chwili rozpoczecia eksperymentu (0), a
nastepnie po 1, 2, 3 oraz 4 godzinach inkubacji. Z kazdego obrazu uzyskanego po 4
godzinach hydratacji i przedstawionego w skali szaro$ci sporzadzono histogram dla

obszaru odpowiadajgcego warstwom IV-V (rycina 43).
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Rycina 42. Obrazy matryc uwadnianych w uchwycie przeznaczonym do badan MRI po zastosowaniu
sekwencji UTE. Oh - obraz danej matrycy w chwili rozpoczecia eksperymentu, 1-4h - obrazy tej samej
matrycy po okreslonym czasie inkubacji.

119



ALG (przedhydratacja)
ALG/SNa (przedhydratagja
300 - / @ ydrata gy
ALG/SA (przed hydratacja)
250 -
Ciato state (uchwyt)
200
= ALG
150 +
100 ALG/SNa
Roztwornad
tabletka
50 '
!

0 10 20 30 40 50 60 70 §0 90 100110120130140150160170180190200210220230240250

skala szarosci[j.u.]

Rycina 43. Histogramy obszaréw odpowiadajacych warstwom IV-V na obrazach matryc ALG, ALG/SA, ALG/SNa
inkubowanych przez 4 godziny w wodzie (sekwencja UTE).

Z histogramu na rycinie 43 odczytano, iz zakres skali szarosci dla roztworu nad
tabletka wynosit 80-107 jednostek umownych, a dla uchwytu podtrzymujacego tabletke
(cialo stale): 0-13 j.u. Matryce nieuwodnione miescily si¢ w zakresie od 0 do 13 j.u.,
podobnie jak uchwyt. Inkubowane przez cztery godziny tabletki prezentowaty warto$ci
posrednie miedzy uchwytem a roztworem (13-78 j.u.). Przy dolnej granicy tego zakresu
znajdowat si¢ histogram matrycy ALG/SA, ktory plasowat si¢ w przedziale 13-35 j.u.
Zakres dla matrycy ALG wynosit 24-40 j.u., a dla ALG/SNa: 25-78 j.u. Histogram
matrycy ALG/SNa znalazt si¢ najblizej zakresu zmierzonego dla roztworu nad tabletka.
Przesuniecie histogramow warstw IV oraz V wszystkich badanych matryc w strong
roztworu wskazywato na obecno$¢ w tych obszarach protonow o wlasciwosciach
posrednich pomiedzy tymi charakterystycznymi dla ciala statego, a roztworem. Ilo$¢ tych
protonow byta proporcjonalna do catkowitej ilosci wody w matrycy.

Przy wykorzystaniu sekwencji UTE potwierdzono obecno$¢ wody nawet w

najglebiej potozonych obszarach wszystkich badanych matryc, co nie bylo mozliwe przy
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uzyciu sekwencji MSME. Pozostawalo to w zgodzie z wynikami eksperymentéw z

uzyciem innych metod analitycznych: KF oraz DSC.
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45. ANALIZA LEPKOSCI WYBRANYCH OBSZAROW UWADNIANEJ
MATRYCY POLIMEROWEJ

Glownym  czynnikiem  limitujgcym  uwalnianie  substancji  leczniczej
inkorporowanej w hydrofilowej matrycy polimerowej jest lepko$¢ spgczniatego obszaru
wokot tabletki poddanej hydratacji, ktorej analiza dostarcza cennej informacji na temat
wlasciwosci uwadnianych tabletek matrycowych. Objetos¢ $cigtej warstwy tabletki po
inkubacji w opisanym wcze$niej przyrzadzie (rycina 10) byla niewystarczajgca do
bezposredniego pomiaru lepkosci wybranego obszaru matrycy, dlatego badanie lepkosci
przeprowadzono dla uktadéw analogicznych, ktore otrzymano przez zmieszanie proszkéw
o sktadzie odpowiadajacym matrycom ALG, ALG/SA lub ALG/SNa z rozpuszczalnikiem
w ilosci odpowiadajacej jego =zawartosci procentowej w odpowiedniej warstwie
wyznaczonej za pomocg miareczkowania Karla-Fischera. Do pomiaréw lepkosciowych
zastosowano metode ptytka-ptytka, ktéra wykorzystuje si¢ do analizy uktadéw o duzej
lepkosci. Ze wzgledu na wysokie stgzenia polimeru w badanych mieszaninach oraz
ograniczenia techniczne, pomiary lepkosci byty mozliwe jedynie dla tych uktadow, ktore
odpowiadaty warstwie I tabletek ALG, ALG/SA i ALG/SNA inkubowanych w wodzie
oraz warstwy | matrycy ALG/SNA inkubowanej w roztworze kwasu solnego (0,1
mol/dm?®) (tabela 11).

Tabela 11. Warstwy tabletek (pozyskane wg metodyki opisanej w rozdziale poswieconym miareczkowaniu

Karla-Fischera), dla ktérych mozliwy byl pomiar lepko$ci metoda ptytka-ptytka. W nawiasach podano
catkowite zawartosci wody wg KF (Cyer[%]).

Warstwa (catkowita zawarto$¢ wody wg KF (cuckn[%]))

Formulacja

Woda 1h Woda 2h Woda 3h Woda 4h HCI 2h HCI 4h
ALG | (86,35%) 1(8554%) 1(86,14%) 1(85,33%) - -
ALG/SA 1 (90,18%) 1(87,19%) 1(82,21%) 1(80,30%) - -

ALG/SNA  1(77,20%) 1(80,08%) 1(79,32%) 1(79,81%) 1(68,28%) 1 (70,51%)

Wstepnej oceny lepko$ci mieszanin z rozpuszczalnikiem dokonano na podstawie
krzywych zaleznoSci lepko$ci od szybkosci $cinania dla uktadow zawierajacych 80%

rozpuszczalnika (rycina 44).
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Rycina 44. Zalezno$¢ lepkosci od szybkosci $cinania dla ukladow ALG/woda, ALG/SA/woda,
ALG/SNA/woda oraz ALG/SNa/kwas solny przy 80%-owym udziale rozpuszczalnika.

Wraz ze wzrostem szybkosci $cinania zaobserwowano spadek lepkosci wszystkich
badanych mieszanin. Miato to zwiazek z ksztaltem czasteczek alginianu, ktére pod
wplywem naprezenia $cinajacego ukladaty si¢ zgodnie z wektorem sity, co powodowato
spadek lepkosci uktadu. Takie zachowanie jest typowe dla ukladow nienewtonowskich
(127).

Najbardziej widoczne réznice lepko$ci migdzy probkami zaobserwowano przy
niskich szybko$ciach $cinania (10-150 obr./s) (rycina 44). W pierwszym punkcie
pomiarowym - 10 obr.s - lepko$¢ uktadu ALG/woda wynosita 482 Pa-s, ALG/SA/woda -
248 Pa's, ALG/SNa/woda - 39 Pa's, a ALG/SNa/HCI - 46 Pa-s. Najwyzsze wartoSci
lepko$ci uzyskano dla mieszaniny alginianu sodu z woda, co bylo zwigzane z wyzsza
zawartoscig polimeru w ukladzie ALG/woda w porownaniu do pozostatych. Uktady
zawierajgce substancje lecznicze przejawialy rozng lepkos¢é. Wartosci lepkosci probek
ALG/SNa w obu badanych mediach byty zbiezne przy kazdej szybkosci $cinania, co
wskazywalo na brak wplywu rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika na lepko$¢ tego

uktadu w badanych warunkach eksperymentalnych. Przy szybkosci §cinania okoto 390
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obr./s lepkosci wszystkich uktadéw osiagnety wartos¢ ok. 10 Pa's i dalsze zwiekszanie
szybkosci $cinania byto bezzasadne.

Dane literaturowe wskazuja, iz graniczna liczba lepko$ciowa [n] jest niezalezna od
szybkosci $cinania (y) w zakresie y: 0-260 obr./s (127). Z tego wzgledu oceny lepkosci
uktadow ALG/woda, ALG/SA/woda, ALG/SNa/woda oraz ALG/SNa/HCI, w ktorych
stezenie rozpuszczalnika odpowiadato jego stezeniu w warstwie I po réznym czasie
inkubacji matryc o analogicznym sktadzie, dokonano przy szybkosci $cinania 110 obr./s.
Szybkos¢ t¢ uznano za optymalng - na tyle wysoka, by zredukowa¢ ewentualne fluktuacje
mogace mie¢ miejsce na poczatku pomiaru przy niskich szybkosciach, a z drugiej strony
nizsza od 260 obr./s, by byto mozliwe ukazanie r6znic w lepkosciach badanych uktadow
bez wplywu na graniczng liczbe lepko$ciowa polimeru. Zaleznos$¢ lepkosci danego uktadu
od zawartosci rozpuszczalnika przy szybkosci $cinania 110 obr./s byta zalezno$cia liniowa

dla wszystkich badanych prébek (R%>0,996).
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Rycina 45. Lepkosci [Pa-s] mieszanin ALG/woda, ALG/SA/woda i ALG/SNa/woda oraz ALG/SNa/HCI o
stezeniu 0,1 mol/dm® wyznaczone metods plytka-ptytka przy szybkosci $cinania 110 obr./s. Na osi x
zaznaczono kolejne godziny hydratacji poszczegdlnych matryc, a na osi y wartosci lepkosci rownowaznym
warstwie | uktadom.
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Lepkosci badanych uktadéw przy szybkosci $cinania 110 obr./s przedstawiono na
rycinie 45. Na osi X zaznaczono kolejne godziny hydratacji poszczegdlnych matryc, a na
0si y wartosci lepkos$ci rownowaznym warstwie I uktadom.

Lepkosci mieszanin ALG z woda wynosity ok. 33-40 Pa's, a drobne rdznice
pomiedzy probkami wynikaly z niewielkich réznic w zawarto$ci wody w uktadzie
odzwierciedlajacym kolejne godziny hydratacji warstwy I. Otrzymane lepkosci byty
odwrotnie proporcjonalne do zawartosci wody w uktadzie (por. tabela 11), co pozostawato
w zgodzie z danymi literaturowymi (128,129). Lepko$¢ mieszanin alginianu sodu i kwasu
salicylowego z woda zwigkszala si¢ w miare zmniejszania si¢ zawarto$ci wody w uktadzie,
tj. w kolejnych godzinach inkubacji rownowaznych matryc. Zaobserwowano wzrost
lepkos$ci z 3 do 35 Pa's pomigdzy pierwsza a czwartg godzing, wowczas zawarto$s¢ wody w
uktadzie zmniejszyta si¢ o ok. 10% (por. tabela 11). Lepko$¢ mieszaniny alginianu sodu i
salicylanu sodu z wodg réwniez zalezala od zawartosci wody w uktadzie. Jednak ze
wzgledu na niewielkie zmiany st¢zenia wody w tym obszarze pomi¢dzy pierwsza a
czwartg godzing (ok. 3%), wartosci lepkosci uktadu ALG/SNa/woda rowniez podlegaty
niewielkim zmianom. Lepko$¢ uktadu zmniejszyta si¢ z 16 Pa-s do 13 Pa-s.

Z powyzszych obserwacji wynika, iz uktadem najbardziej zmieniajacym lepkosé w
trakcie trwania inkubacji byt ALG/SA/woda (przyrost lepko$ci wynosit 32 Pa-s). Uktad
zawierajacy tylko alginian sodu zwigkszyt swa lepkos¢ o 7 Pa-s, a ALG/SNa - jedynie 0 3
Pa's podczas badania w tym samym medium. Ponadto, najwigksza lepkos¢ w kazdym
punkcie czasowym wykazywal uktad ALG/woda, gdzie ilo$¢ polimeru byla najwyzsza.
Pomimo zauwazalnych réznic w lepkosciach poszczegélnych ukladow, rzad wielkosci
pozostal ten sam dla wszystkich probek.

Mieszanina ALG/SA/woda wykazywata ok. dziesigciokrotnie nizsza lepko$¢ niz
ALG/woda po pierwszej godzinie inkubacji. Jednakze, rozne lepkosci obu uktadow
zblizyty si¢ po uplywie czterech godzin eksperymentu (ALG/woda: 40 Pa-s,
ALG/SA/woda: 35 Pa-s). Swiadczylo to o podobnych whasciwosciach lepkosciowych
warstwy powierzchniowej obu matryc po 4 godzinach hydratacji, pomimo ich réznego
sktadu jako$ciowego oraz ilosciowego.

Zmniejszajace si¢ catkowite zawartosci wody w warstwie | matrycy ALG/SA w
kolejnych punktach czasowych przektadaly sie na coraz wyzsze lepkosci analogicznego
uktadu alginianu sodu, kwasu salicylowego i wody. Przyczyng mogta by¢ interakcja grup
funkcyjnych polimeru oraz kwasu salicylowego. Na poczatku hydratacji woda wnikata do

warstwy | matrycy, ale hydratacja polimeru przebiegata z opdznieniem ze wzgledu na
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utrudnienie dostgpu czagsteczkom wody do miejsc sorpcyjnych tancuchéow przez kwas
salicylowy (206). Lepko$¢ tego obszaru byla wiec niska. Z czasem trwania eksperymentu
alginian sodu ulegat hydratacji i pecznieniu, a lepko$¢ uktadu wzrastata. Analogiczna
interakcja anionowego polimeru z niezdysocjowang substancjg leczniczg zostala opisana w
literaturze (218).

Lepkos¢ mieszaniny ALG/SNa/woda po pierwszej godzinie eksperymentu byta
dwukrotnie nizsza od mieszaniny ALG/woda. Po czterech godzinach lepko$¢ ta byta juz
trzykrotnie nizsza od lepkosci ALG. Miato to zwigzek z pewnym wzrostem lepkos$ci
uktadu ALG/woda w miarg trwania inkubacji rownowaznej matrycy.

Opisane powyze] mieszaniny zawieraly substancje lecznicze zdolne do dysocjacji
(kwas salicylowy, salicylan sodu). Dostarczaly one okreslonych jonéw do
mikrosrodowiska peczniejacej matrycy (H3O+, Nat), powodujac wzrost sity jonowej tego
obszaru. Dane literaturowe wskazujg (127), iz alginian sodu jest polimerem, ktorego
lepkos¢ zalezy od sity jonowej srodowiska, ktéra potencjalnie mogta wptyna¢ na wartosci
lepkosci uzyskane w badaniu. Autorzy cytowanej publikacji precyzujg jednak, iz ma to
miejsce jedynie przy stezeniu polimeru w roztworze nizszym niz 3% (a zawarto$ci medium
wyzszym niz 97%), a przy wyzszych jego stezeniach sila jonowa nie wplywa na lepkosé.
Otrzymane w niniejszej pracy zawartosci wody we wszystkich obszarach tabletek
poddanych hydratacji znajdowaly si¢ poza tym zakresem (<90%), a stezenie polimeru
wynosito co najmniej 5% w kazdej probce. Opierajac si¢ na wynikach wspomnianej
publikacji, dodatek jonéw pochodzacych od substancji leczniczej nie miat wplywu na
otrzymane w badaniach wartosci lepkosci. Ci sami autorzy zaobserwowali, iz lepkos¢
roztworéw alginianowych nie zalezy od odczynu roztworu w zakresie pH od 4 do 12.
Zastosowany W tej pracy roztwér kwasu solnego (0,1 mol/dm®) wykazywat pH=1, zatem
hydratacja analizowanych matryc w tym rozpuszczalniku mogta potencjalnie wptywac na
lepko$¢ analizowanej warstwy I. Lepko$¢ mieszaniny ALG/SNa/HCI byta ok. dwukrotnie
wyzsza niz tego samego uktadu z udziatem wody. Z drugiej strony, lepkos¢ tej mieszaniny
w obu mediach, przy tej samej zawarto$ci medium w mieszaninie, byta niezmienna (rycina
44). Roznice w lepkosciach uktadu alginianu sodu z salicylanem sodu w danym
rozpuszczalniku wynikaty zatem z roznej zawartosci wody warstwie I rownowaznych
matryc, a nie z odmiennych wtasciwos$ci reologicznych tych uktadow.

Badania z wykorzystaniem réznicowej kalorymetrii skaningowej wykazaty, ze
iloraz WNZy4 warstwy | matrycy ALG/SNa po 4 godzinach inkubacji w wodzie byt
najwyzszy sposrod badanych tabletek (WNZy4=1,80). Z rozwazan teoretycznych wynika,
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ze przyczyng tak wysokiej wartosci tego parametru byta zaréwno woda okupujaca centra
sorpcyjne polimeru i salicylanu sodu, jak i woda zgromadzona i unieruchomiona w porach,
ktora zasilata pule wody niezamarzajacej (por. rozdziat 4.3.2). Te¢ teori¢ potwierdzono
analizujgc lepko$ci uktadu alginianu sodu, salicylanu sodu i wody odpowiadajagcemu
warstwie 1. Jej warto$¢ byla najnizsza sposrod badanych ukladow, co mialo zwigzek z
nizszym tarciem powierzchniowym czasteczek substancji wzgledem siebie. Nizsze tarcie
moglo wynika¢ z kolei z obecnosci wody zgromadzonej w wolnych przestrzeniach uktadu.
W przeciwnym wypadku spodziewanoby si¢ wyzszych - w stosunku do pozostatych -
wartosci lepkosci tego uktadu.

Zaréwno lepko$¢ uktadu alginianu sodu, kwasu salicylowego i wody, jak i iloraz
WNZy, warstwy | matrycy ALG/SA po czterogodzinnej inkubacji w wodzie byty nizsze
od wartosci tych parametréw zarejestrowanych w przypadku matrycy ALG (WNZyq
odpowiednio 0,75 i 1,11, lepko$¢ odpowiednio 35 i 40 Pa‘s). Z tego wynika, ze

oddziatywanie wody z obiema matrycami przebiegato wedtug analogicznego mechanizmu.
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4.6. BADANIE UWALNIANIA SUBSTANCJI LECZNICZEJ

4.6.1. Uwalnianie w wodzie destylowanej

Profil uwalniania substancji leczniczych z matryc ALG/SA oraz ALG/SNa w

wodzie przedstawiono na rycinie 46.
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Rycina 46. Profil uwalniania kwasu salicylowego i salicylanu sodu z matryc ALG/SA oraz ALG/SNa w
\LIJV?S_Zie' Ilos¢ uwolnionej substancji leczniczej przedstawiono jako procent [%] w funkcji czasu [godziny] -

W przypadku matrycy ALG/SA zaobserwowano liniowa zalezno$¢ pomig¢dzy
iloscia uwolnionej substancji a czasem uwalniania (R?> = 0,9992) w calym przedziale
czasowym eksperymentu. Po pierwszej godzinie uwolnito si¢ 9% kwasu salicylowego, a
po czterech godzinach - 34%. W tych samych warunkach eksperymentalnych z matrycy
ALG/SNa uwolnito si¢ wiecej substancji leczniczej niz z matrycy ALG/SA w kazdym
punkcie probkowania. Po pierwszej godzinie do roztworu przeszto 37% salicylanu sodu, a
pod koniec trwania badania obserwowano jego calkowite uwolnienie. [lo§¢ uwolnionej
substanciji w funkcji czasu byla zaleznoscia liniowa przez trzy godziny eksperymentu (R* =

0,9951). Salicylan sodu jest substancja dobrze rozpuszczalng w wodzie, co thumaczyto jej
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lepsza dostgpno$¢ farmaceutyczng w stosunku do kwasu salicylowego, ktorego
rozpuszczalno$¢ w wodzie jest nizsza (tabela 5). Ponadto, w srodowisku obojetnym, jakim
jest woda destylowana, zaréwno alginian sodu, jak i salicylan sodu wystepowaty w postaci
zdysocjowanej, co sprzyjalo odpychaniu si¢ jednoimiennych jondéw salicylanowych oraz
alginianowych. Skutkowato to szybszym uwolnieniem substancji leczniczej z matrycy
ALG/SNa (176,218).

4.6.2. Uwalnianie w roztworze kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®

Profil uwalniania substancji leczniczych z matryc ALG/SA oraz ALG/SNa w

srodowisku kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm® przedstawiono na rycinie 47.
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Rycina 47. Profil uwalniania kwasu salicylowego i salicylanu sodu z matryc ALG/SA oraz ALG/SNa w
srodowisku kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm®. Tlo$¢ uwolnionej substancji leczniczej przedstawiono
jako procent [%] w funkcji czasu [godziny] - U(t).

Podczas badania uwalniania w $rodowisku kwasnym zaobserwowano, ze po
pierwszej godzinie eksperymentu uwolnito si¢ 5% kwasu salicylowego z matrycy

ALG/SA, a po czterech godzinach warto$¢ ta wzrosta do 15%. W przypadku matrycy
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ALG/SNa, po pierwszej godzinie badania w tych samych warunkach uwolnito si¢ 11%
salicylanu sodu, a po czterech godzinach - 40%. Przez pierwsze pot godziny eksperymentu
z obu matryc uwolnito si¢ tyle samo substancji leczniczej (ok. 3%).

Bez wzgledu na zastosowane warunki uwalniania, matryca ALG/SNa osiggneta
wyzsze wartoSci uwolnionej substancji w jednostce czasu w stosunku do matrycy
ALG/SA. Odczyn $rodowiska podczas eksperymentu w 0,1mol/dm® HC1 byt réwny pH=1.
Przy takiej warto$ci pH reszty kwasowe tancuchow alginianowych ulegly protonowaniu
(pKa(M)=3,38; pKa(G)=3,65), co skutkowato utworzeniem nierozpuszczalnego w wodzie
kwasu alginowego (31,176). Powodowato to zmniejszenie rozpuszczalnosci calej matrycy.
Ponadto, w tych warunkach nastgpito rowniez przesunigcie rownowagi dysocjacji grup
funkcyjnych substancji leczniczych w kierunku formy protonowanej (tabela 5).
Ograniczato to rozpuszczalno$¢ substancji leczniczych, a tym samym obnizato ich
dostepno$¢ farmaceutyczng.

Wiecej substancji leczniczej z matrycy uwolnito si¢, gdy jako medium zastosowano
wode destylowang. Mialo to zwigzek zar6wno z charakterem polianionowym polimeru, jak

1 zdolno$cig dysocjacyjng obu substancji leczniczych.
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4.7.  ANALIZA EKSPLORACYJNA

O dostepnosci farmaceutycznej substancji leczniczej z matrycowych postaci leku
decyduje m.in. penetracja wody do hydrofilowych matryc polimerowych oraz
rozpuszczalno$é substancji leczniczej (196,221). Z tego wzgledu podjeto probe znalezienia
korelacji pomiedzy uwalnianiem substancji leczniczej z matryc ALG/SA i ALG/SNa oraz
zawartos$cig zaabsorbowanej wody do tych matryc po okre§lonym czasie hydratacji.
Przeprowadzono modelowanie w programie R metodg Im(), ktora weryfikuje dopasowanie
funkcji liniowej do analizowanych danych. Wykorzystano wartosci liczbowe otrzymane w
badaniu uwalniania substancji leczniczej w wodzie destylowanej oraz wyniki zawarto$ci
zaabsorbowanej do matryc wody podczas inkubacji w tym samym medium uzyskane
metodg Karla-Fischera.

Tablice korelacji obu parametrow przedstawiono na rycinie 48 (matryca ALG/SA)
oraz rycinie 49 (matryca ALG/SNa).
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Rycina 48. Tablica korelacji danych uzyskanych z badania uwalniania matrycy ALG/SA w wodzie oraz
pomiaréw zawartosci zaabsorbowanej wody do matrycy podczas jej hydratacji w wodzie otrzymanych
metodg KF (program R).
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Rycina 49. Tablica korelacji danych uzyskanych z badania uwalniania matrycy ALG/SNa w wodzie oraz
pomiarow zawarto$ci zaabsorbowanej wody do matrycy podczas jej hydratacji w wodzie otrzymanych
metodg KF (program R).

Zaobserwowano dominujacy wptyw zmiennej zawartosci wody zaabsorbowanej do
warstwy | matrycy ALG/SA na proces uwalniania kwasu salicylowego w wodzie

(wskaznik korelacji: -0,99). Model liniowy tej zaleznosci wygladatl nastgpujaco:

Q=A- Cwam) T B Réwnanie [21]
A =-2,3646
B = 205,5591

Model byl znaczacy statystycznie (warto$¢ p<0,05), warto$é wspodtezynnika R
wynosita 0,9732. Wspotczynnik kierunkowy prostej (A) byt ujemny, zatem zalezno$é
pomiedzy badanymi byta odwrotnie proporcjonalna, tj. im wigcej wody zaabsorbowanej w
matrycy, tym mniej substancji uwolnionej w jednostce czasu.

W przypadku matrycy ALG/SNa, zaobserwowano dominujacy wpltyw zmiennej
zawartosci wody zaabsorbowanej do warstwy Ill i IV na proces uwalniania salicylanu sodu

w wodzie. Model liniowy tej zalezno$ci wygladat nastepujaco:
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Q =A- Cwa(III) +B- Cwa(IV) +C Rownanie [22]

A =3.5522
B = —0.8252
C = —33.5367

Model nie byt znaczacy statystycznie (warto§é p>0,05), wartoéé wspolczynnika R?
wynosita 0,9526. Wspotczynnik kierunkowy prostej (A) byt dodatni, zatem zalezno$¢
pomiedzy badanymi byla wprost proporcjonalna, tj. im wigcej wody zaabsorbowanej w
matrycy, tym wigcej substancji uwolnito si¢ w jednostce czasu.

Podsumowujac, znaleziono dobra korelacj¢ oraz istotng statystycznie zaleznos$¢
liniowg dla modelu uwalniania kwasu salicylowego wzgledem ilosci zaabsorbowanej
wody do warstwy |. Ponadto, znaleziono dobrg korelacj¢, jednak nieistotng statystycznie,
zalezno$¢ liniowg dla modelu uwalniania salicylanu sodu wzgledem ilo$ci zaabsorbowanej

wody do warstw |11 oraz IV.

133



S. WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1. W niniejszej pracy po raz pierwszy przedstawiono iloSciowe badania dotyczace
rozmieszczenia wody w tabletkach matrycowych z alginianem sodu wraz z
charakterystyka jej oddziatywan z matrycg polimerows.

2. W badaniach wykorzystano zestaw komplementarnych metod analitycznych
umozliwiajacych charakterystyke ilosci wody obecnej w poszczegdlnych warstwach
tabletek oraz jej oddzialywanie z matryca polimerowa. Spdjne wyniki uzyskane za
pomoca badan wymagajacych wstepnej fragmentacji probki oraz za pomoca
nieinwazyjnego obrazowania MRI potwierdzily trafno§¢ wybranej metodologii
badawcze;j.

3. Komplementarno$¢ zastosowanych metod badawczych mozna scharakteryzowac
wykazujac powigzanie uzyskanych danych eksperymentalnych w nastepujacy sposob:

e przestrzenng dystrybucje wody scharakteryzowano metoda Karla Fischera,

e za pomoca zlokalizowanego probkowania DSC potwierdzono obserwacje
dotyczace dystrybucji wody i scharakteryzowano jej interakcje z matryca,

e dzicki obrazowaniu MRI za pomoca sekwencji UTE potwierdzono w sposob
nieinwazyjny obserwacje dotyczace obecnosci wody w poszczegdlnych
obszarach zwilzanych tabletek,

e obrazowanie MRI za pomocg sekwencji MSME umozliwito charakterystyke
wlasciwos$ci najbardziej zwilzonych obszardéw probki.

4. Badania pozwolity na przestrzenng i czasowg charakterystyke zjawisk zachodzacych
podczas wnikania wody do wngtrza tabletek. Efekty te wynikaty ze sktadu badanych
tabletek matrycowych oraz rodzaju roztworu wykorzystanego do hydratacji.

5. Obecno$¢ substancji leczniczych w tabletkach matrycowych powodowata modyfikacje
wiasciwosci badanych uktadow i wptywala na przebieg ich hydratacji. Wprowadzenie
do matrycy kwasu salicylowego powodowalo op6znienie hydratacji tabletek, lecz nie
miato wplywu na mechanizm interakcji pomi¢dzy matryca a woda w zadnym z
badanych roztworéw. Natomiast obecnos¢ salicylanu sodu promowata penetracje
wody do matrycy z alginianem sodu w obu badanych roztworach.

6. Zjawiska wystepujace podczas hydratacji w poszczegolnych warstwach tabletek miaty
wplyw na charakterystyke tych obszarow, co przekladalo si¢ na wlasciwosci

funkcjonalne badanych preparatow, np. uwalnianie z nich substancji leczniczych.
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Analiza eksploracyjna uzyskanych danych wykazata zaleznosci pomiedzy
uwalnianiem substancji leczniczych a zawarto$cia wody zaabsorbowanej w

poszczegdlnych warstwach tabletek.
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