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Kivonat

A szemcseképzési modszerek kozil mind a gyogyszerhatoanyagok, mind a
fazisvaltd hétarold anyagok esetében megfeleld hatékonysagndvelést érhetiink el
mikrokapszulazassal.

Kidolgoztam egy uj tipust szférikus agglomeracios moddszert vizoldhato
hatéanyagra, amellyel human szérum albumin mikrokapszulazasat oldottam meg
kitozan és natrium-polisztirol-szulfonat polimerek kombinalt kémiai ¢és
antiszolvens precipitacidja révén.

Szférikus agglomeracioval allitottam eld KAI(SOas)2-12H20-bol  fazisvaltd
hétarold sohidrat kapszulamagokat kiilonb6zd oldoszerrendszerekben. Szférikus
agglomeraciés mechanizmussal nem teljesen szférikus és kevésbé stabil, de 12
kristalyvizes KAI(SO4)2—ként azonosithatd agglomeratumok allithatok eld.
Emulzios oldoszer-diffuziés mechanizmussal stabilabb és szinte tokéletesen gomb
alaka agglomeratumok alakulnak ki, azonban Osszetételiiket tekintve a 12
kristdlyvizes timson kiviil tovabbi négy K- és/vagy Al-tartalmi sot
(Al(SO4)(OH)-5H20, (Al2(SO04)3-17H20), vizmentes KAI(SOas)2 €és vizmentes
K2S0s) tartalmaznak.

Hexadekan fazisvalto hétarold anyag tombfazisabol mikrokapszuldzassal nagy
héatado feliilettel rendelkezd, tobb teriileten is alkalmazhatd szemcsézett anyag
késziilt. Vizsgalataim megmutattdk, hogy a folyamat soran kialakulo feliileti
fesziiltség-viszonyok hatarozzak meg mind a nem egyensulyi morfologiat, mind a
kialakul6 héj szerkezet porozitasanak mértékét.

Emulziés oldoszer-elparologtatasos modszerrel — Osszetett emulzidban
poli(tejsav-glikolsav) és poli(tejsav-glikolsav)-polietilén-glikol biokompatibilis
hordozoanyagokkal interferon-béta tartalmu nanorészecskéket allitottam el
injekcids alkalmazashoz. Kidolgoztam a megfeleld szemcseméret (160—170 nm) és
kapszuldzasi hatékonysag (80-90%) eléréséhez sziikséges emulzid Osszetételeket

¢s eldallitasi paramétereket.



Abstract

Among the particle formation methods, both for drugs and for phase change
materials, the microencapsulation can provide a suitable improvement of efficiency.
I have developed a new type of spherical agglomeration method for water-soluble
drug by solving the microencapsulation of human serum albumin by combined
chemical and antisolvent precipitation of chitosan and sodium polystyrene sulfonate
polymers.

Spherical agglomeration of KAI(SO4)2:12H20 was used to prepare phase change
heat storage salt hydrate capsule cores in different solvent systems. Spherical
agglomeration mechanism can produce agglomerates that are not fully spherical
and less stable, but can be identified as KAI(SO4)2-12H20. More stable and almost
perfectly spherical agglomerates are obtained by the emulsion solvent diffusion
mechanism, but regarding their composition they contains four additional K and Al
salts, namely Al(SO2)(OH)-5H20, (Al2(SO4)3-17H20), anhydrous KAI(SO4)2 and
anhydrous K2SQOg salts in addition to the potash alum.

A microencapsulated granular material with a high heat transfer area has been
produced from bulk phase of a hexadecane phase change material. My
investigations have shown that the surface tension relations that develop during the
process determine both the formation of the non-equilibrium morphology and the
degree of porosity of the resulting shell structure.

Using an emulsion solvent evaporation method, | prepared interferon-beta
containing nanoparticles in a double emulsion with biocompatible poly(lactic acid-
glycolic acid) and poly(lactic acid-glycolic acid)-polyethylene glycol copolymer
carriers for injectable application. Emulsion compositions and processing
parameters were developed to achieve the required particle size (160-170 nm) and

encapsulation efficiency (80-90%).



Zusammenfassung
Unter den Partikelbildungsmethoden, sowohl fiir Arzneimittel als auch fiir
Phasenwechselmaterialien, kann die Mikroverkapselung eine geeignete
Verbesserung der Effizienz bieten.
Ich habe eine neue Art von sphirischer Agglomerationsmethode fiir wasserlosliche
Arzneimittel entwickelt, indem ich die Mikroverkapselung von menschlichem
Serumalbumin durch kombinierte chemische und l6sungsmittelfreie Ausfallung
von Chitosan- und Natriumpolystyrolsulfonat-Polymeren gelost habe.
Die kugelformige Agglomeration von KAI(SO4)2-:12H20 wurde zur Herstellung
von  Kapselkernen aus  Phasenwechsel-Wirmespeichersalzhydraten  in
verschiedenen Losungsmittelsystemen verwendet. Der Mechanismus der
sphirischen Agglomeration kann zu Agglomeraten fiithren, die nicht vollstandig
kugelférmig und weniger stabil sind, aber als KAI(SO4)2:12H20 identifiziert
werden konnen. Stabilere und nahezu perfekt kugelformige Agglomerate werden
durch den Emulsions-Losungsmittel-Diffusionsmechanismus erhalten, enthalten
aber hinsichtlich ihrer Zusammensetzung vier zusétzliche K- und Al-Salze, namlich
Al(SO2)(OH) 5H20, (Al2(SO4)3-17H20), wasserfreies KAI(SO4)2 und wasserfreies
K2S04-Salz zusétzlich zum Kalialaun.
Aus der Bulk-Phase eines Hexadecan-Phasenwechselmaterials wurde ein
mikroverkapseltes Granulat mit einer hohen Wérmetibertragungsflache hergestellt,
das in einer Vielzahl von Anwendungen eingesetzt werden kann. Meine
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Oberflichenspannungsbeziehungen, die
sich  widhrend des Prozesses entwickeln, sowohl die Bildung der
Nichtgleichgewichtsmorphologie als auch den Grad der Porositét der resultierenden
Schalenstruktur bestimmen.
Unter Verwendung einer Emulsions-Losungsmittel-Verdampfungsmethode habe
ich interferon-beta haltige Nanopartikel in einer Doppelemulsion mit
biokompatiblen Poly(milchsdure-glykolsdure)- und Poly(milchsdure-glykolsdure)-
Polyethylenglykol-Copolymer-Trigern zur injizierbaren Anwendung hergestellt.
Es wurden Emulsionszusammensetzungen und Verarbeitungsparameter entwickelt,
um die erforderliche PartikelgroBe (160-170 nm) und Verkapselungseffizienz
(80-90%) zu erreichen.



Bevezetés

Roviditésjegyzék

BSA marha szérum albumin

CTAB cetil-trimetil-ammonium-
bromid

DCM diklor-metan

EC etil-celluloz

EDC N-etil-N’-(3-dimetil-
aminopropil)-
karbodiimid

EGTA etilén-glikol-bisz
(B-amino-etil-éter) -
N,N,N', N’ -tetraecetsav

ESD emulzios oldoszer-
diffuzio

EtOAcC etil-acetat

EtOH etanol

HD n-hexadekan

HSA human szérum albumin

IFN-béta interferon-béta-1a

IPA izopropil-alkohol

timsé KAl(SO4)2' 12H20

NHS

PCM, phase
change material
PEG
PEG_PLGA 1
PEG_PLGA 2
PLGA 1
PLGA 2
PLGA_3
PLGA 4
PMAA

PSS

PVA

SA

v/o

vi/o/va

N-hidroxi-szukcinimid
fazisvalto hoétarold anyag
polietilén-glikol

RGP d5055 jelt poli(tejsav-
glikolsav)-polietilén-glikol
RGP t50106 jelt poli(tejsav-
glikolsav)-polietilén-glikol
RG 752H jeli poli(tejsav-
glikolsav)

RG 504H jelt poli(tejsav-
glikolsav)

Resomer 502H jeli
poli(tejsav-glikolsav)
Resomer 0254 RG: 50:50 H
jelt poli(tejsav-glikolsav)
poli(metil-metakrilsav) Na
soja
natrium-polisztirol-szulfonat

poli(vinil-alkohol)
szférikus agglomeracio
viz-olaj emulzio

viz-olaj-viz 6sszetett
emulzid



Bevezetés

1 Bevezetés

A funkciondlis részecskék olyan szilard vagy félszilard részecskék, melyek alkalma-
zasuk soran valamilyen aktiv szerepet toltenek be, hatast gyakorolnak a kornyezetiikre.
Sok esetben tulajdonsagaik megvaltoztatasaval megfeleld modon reagalnak a koriilmények-
re, kdrnyezetiik megvaltozasara. Gyakran kompozit részecskék, azaz kiilonbdzé mindségii
anyagrészekbdl tevodnek 0ssze, €s a funkciodjuknak megfeleld sszetett struktarajuk van.

A kutatocsoportunk munkai két nagyobb témateriilet mentén szervezddnek. Egyrészt
a gyogyszerhatdoanyagok formulalasa, masrészt a fazisvalté hétarold anyagok kapszula-
zasa koré. A dolgozat kiilonbozo témait a szemeseképzés, szemceseformalas koti dssze. A
kiilonbozd célok eléréséhez nem feltétlentil kell mindig szférikus szemcse, sokszor
elegendd példaul a nanoszemcse vagy nanoszemcsés struktura kialakitasa, azonban a
szférikus forma bizonyos elényoket hordozhat magéaban.

Egy korabbi GVOP palyazat keretein beliil ,,Nanoszerkezetli kompozit gyogyszer-
formak kifejlesztése fehérjék terapias hatékonysaganak novelésére” volt a megfogalmazott
cél. Egyik megvalositasi lehetdségként a gydgyszeriparban is ismert modszerrel, szférikus
agglomeracioval allitottam el6 fehérje tartalmu nanoszerkezetii mikrorészecskéket. Ezzel a
munkdval a gyogyszerhatéanyag formulalas tekintetében dsszefliggd, és mégis teljesen mas
céllal végzett feladat volt az interferon-béta kapszulazasa a szklerdzis multiplex tiineteinek
enyhitésére. Fehérjék mikrokapszuldzasat szubmikronos méretben jo hatékonysaggal az
Osszetett emulzids oldoszer-elparologtatasos modszerrel lehet megvalositani.

,»Megujuld termikus energia hasznositasara alkalmas 0j hdtarold anyag kifejlesztése
mikrokapszulazassal” elnevezésiit TAMOP projektiinkben épitdipari alkalmazas céljaval
fejlesztettiink szférikus KAI(SOa4)2-12H20 fazisvaltdé hétarolo magokat, amelyek alapjat
képezik egy megfeleld, viz- és gazzard polimerhéjjal rendelkezd mag-héj szerkezetii
fazisvaltd hoétarold mikrokapszuldnak. Sohidrat golyok eldallitdsara a vizoldhatosaguk
miatt alkalmas médszer az egy 1épésben végrehajtott kicsapas és agglomeralas, azaz a
miiveleti szempontbdl konnyen kivitelezhetd szférikus agglomeracid. Mig a szférikus
agglomeracioval eldallithatd par szdz pm-es szemcsék gyogyszeripari és akar épitdipari
felhasznalasara is lehet6ség van, addig az emulzids oldoszer-elparologtatasos modszer
amellett, hogy vizoldhat6 és nem vizoldhatd anyagok kapszuldzasara is alkalmas, mikro-
¢s nanorészecskék létrehozéasara is megfeleld0 modszer. A paraffin tipust fazisvaltd

hétarold anyagot (PCM) tartalmazo szemesék emulzios modszerrel késziiltek.



Irodalmi attekintés

2 Irodalmi attekintés

2.1 Szemcseképzés a hatékonysag novelése céljabol

Napjaink legnagyobb kihivasai kozé tartozik az alapanyagok és az energia
gazdasagosabb felhasznalasa akar az ujrahasznositasuk révén, akar ugy, hogy mar
hasznalatukkor hatékonyabb milkédésre birjuk azokat. A dolgozatban szerepld két
témateriilet, a gyogyszerhatdoanyagok ¢és a hdenergia taroldsara alkalmas fazisvaltd
hétarold anyagok alkalmazasa terén is a kutatok fontos kihivasokkal szembesiilnek.

A gybgyszer hatdéanyagok esetében hatékonyabb miikodést eredményez a célzott
¢és/vagy kontrollalt hatoanyag-leadas. A nyujtott hatdanyag-leadassal pl. csokkenthetd az
injekcids adagolasok szama, ami a kisebb mennyiségii hatdanyagbevitel mellett még a
betegek komfortérzetét is noveli. A hatékonysaguk ezen kiviil javithato pl. fizikai-kémiai
stabilitasuk, ill. a vérben tapasztalhato ¢lettartamuk novelése révén, vagy a felszivodasuk
mértékének javitdsa utjan. A cél elérhetd egyrészt a hatbanyag kémiai modositasaval,
masrészt a hatoanyagok mikrokapszuldzasa segitségével, vagy akdr az igy késziilt
mikrorészecskék feliiletmodositasaval [1, 2]. A mikrokapszulazassal a hatéanyag
megvédhetd a gyors degradaciotol, és egyuttal megoldhato a rossz iziik elmaszkirozasa
IS.

A kapszulazassal késziilt mikro- és nanorészecskék alkalmas kontrollalt hatéanyag-
leadast hordozoanyagok lehetnek. A részecskék eldallitasara, vagyis a hatéanyagok
polimerbe val6 becsomagolasara, szdmos mikrokapszuldzasi eljaras ismeretes, de minden
esetben a kivalasztott modszer fligg a polimer és a hatdanyag természetétdl, a tervezett
hasznalat médjatol és a terdpia kivanatos idétartamatdl. A szemcseképzés soran nem
valtozhat sem a hatdanyag stabilitdsa, sem az aktivitdsa. A szemcséknek szabadon
folyonak kell lennie, aggregacio nélkiil. Magas kell, hogy legyen a kapszuldzasi
hatékonysag, és mindezt reprodukalhatdé mindségben és hatdanyag-leadasi profillal kell

elérni [3].

a hordoz6 polimerbe bekapszulazott hatéanyag

kapszulazasi hatékonysag (%) = ( : 100) %

kiindulasi hatéanyag mennyiség

A fazisvaltd hotaroldo anyagoknal is a hatékonyabb mikodés a cél. Mivel
tombfazisban a szilard-folyadék-szilard fazisatmenet lassi a rossz hdvezetés és a kis

fajlagos feliilet miatt, ezért a feliilet novelésének, vagyis az ezzel egyiitt jaré hatékonysag



Irodalmi attekintés

javulasnak egyik legjobb mddja szemcsézett hdétaroldé anyag kialakitisa
mikrokapszulazas utjan. Emellett — pl. a sohidratok esetében — a kapszulakban a
vizvesztés irreverzibilitdsa is megakadalyozhato. A felhasznalds szempontjabol pedig
fontos lehet a koriilvevd kozegtdl valo elhatarolas is, ami segithet a kapszulazott anyag
esetleges  kornyezetével — szembeni  reaktivitasanak ~ csOkkentésében  vagy

kikiiszobdlésében és a ciklikus stabilitasanak javitasaban [4].

2.2 A fazisvalto hétarolé anyagok (PCM-ek) rovid bemutatasa

A felesleges hdenergia tarolasa révén a fazisvaltdo hétarolo rendszerek segitségével
energiat takarithatunk meg, igy csokkentve az energiafelhasznalas kornyezetterheld
hatasat. A latens hétarolas a hdenergia taroldsdnak egyik leghatékonyabb moddja. Az
érzékelhetd hotdl eltérden a latens hd a szildrd-folyadék fazisatmenet hétartalom-
valtozasa révén fajlagosan sokkal nagyobb hémennyiség tarolasat teszi lehetévé, mintha
az anyagnak csak a homérséklete valtozna meg, és emellett a ho taroldsa és leaddsa kozotti
homérsékletkiilonbség is kisebb. A PCM-ek tehat latensho-tarold anyagok. A fazisvalto
hétarolo anyagok harom csoportjat kiilonboztetjiik meg: szerves PCM-ek, szervetlen sok
¢s az eutektikumok. A legtobb szerves PCM nem korroziv, kémiailag inert, stabil és
Ujrahasznosithatd. Nagy tomegegységre jutd latens hdvel, alacsony gdéznyomadssal
rendelkeznek, emellett a soéhidratokkal ellentétben kisebb mértékti a talhtilésuk,
kongruensen olvadnak és nincs sziikségiik oltokristalyra a kristalyosodashoz. A
paraffinok sokoldali PCM-ek, mivel széles hOmérséklet-tartomanyban olvadnak és
szilardulnak meg, igy olvadaspontjuktol fliggben széles korlien alkalmazhatok.
Hatranyaik kozé tartozik az alacsony hdévezetd képesség, a gyulékonysag és a
fazisatalakulds sordn bekdvetkezd nagy térfogatvaltozas. E problémak megoldasara az
egyik hatékony eszkoz lehet a mikrokapszulazasuk. A mikrokapszulédzott n-hexadekan
(HD) alacsony olvadaspontja miatt példaul intelligens textilidkban hasznalhato fel.

Az egyik legkedvezobb tulajdonsagu kornyezetbarat kapszulazd polimer, az
etilcelluloz (EC) amelyet elsdsorban a gyogyszertechnologidban hasznalnak, pl. a
hatoanyag-leadas médositasara, a gyogyszerhatoanyagok hatékonysdganak fokozasara,
mikrokapszulak tomoritésére, a toxicitds csokkentésére, valamint a stabilitds és
feldolgozhatdsdg javitdsara. Ezen til ismertek bizonyos iz- és szagmaszkolo,

taplalkozastudomanyi, mezogazdasagi, fogaszati, nyomdai, ruhazati ¢s kozmetikai
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alkalmazasai is [5]. Mivel az EC lagy polimer, jo filmképz6 tulajdonsaggal, atlatszo,
rugalmas, valamint magas és alacsony hdmérsékleten is megdrzi nagy szildrdsagat és
szivossagat, igy kedvezo falanyag lehet PCM-tartalma mikrokapszuldk eléallitasahoz [6,
7]. Noha novényi olajokat mar mikrokapszulaztak etilcellulozzal [8, 9], azoknak a
kutatasoknak a célja teljesen mas volt, igy az energiatarold képességet nem vizsgaltak.
Phadungphatthanakoon ¢és munkatarsai [10] n-eikozan PCM mikrokapszulazasat
mutattadk be EC és metilcelluléz keverékével. E tanulmanyok [8-10] alapjan az

etilcellulozrol megjosolhatod, hogy megfeleld héjanyag a HD mikrokapszulazashoz.

2.3 Mikrokapszulazasi moédszerek

A mikrokapszulazas megvaldsitasara kiilonb6zo technikak alkalmazhatok, de nincs
kapszuldzasi modszer, amely minden helyzetre hasznalhat6 lenne. Az eléallitasi modszert
els@sorban a hatdéanyagnak a hidrofob-hidrofil jellege, a felhasznalasi teriilete és modja
szerint valasztjuk meg. A mikrokapszuldzas modszerei csoportosithatok kémiai, fizikai,
fizika-kémiai és mikrofluid modszerekre [11]. A mikrokapszulazas megvalositasahoz
tobbek kozott az emulzids elparologtatdsos modszereket, polimerizacidt, precipitaciot,
koacervaciot, porlasztva szaritast, szférikus agglomeraciot stb. alkalmaznak.

A gyogyszerhatéanyagok teriiletén a koacervaciot elsOsorban vizoldhat6
hatéanyagok kapszuldzasara hasznaljak, igymint peptidek, proteinek és vakcinak. A héj
két ellentétes toltést polielektrolit reakcidjakor lejatszodo fazisszeparacio révén alakul ki
a kapszulazandé maganyag koriil. A folyamat nagyon Osszetett, mivel a lejatszodasa
szamos kinetikai paraméter hatasanak 6sszességétol fiigg [12]. Az igy készitett szemcsék
nagymértékii agglomeraciora hajlamosak [13]. A mddszer elénye az alkalmazhatésaga
szempontjabol, hogy a felhasznalanddé oldoszerrel szemben nincsenek szigort
kovetelmények [13]. A fazisvalto hotarold anyagok kapszulazasanal azonban kifejezetten
hatranyos, hogy a koacervacioval eléallitott kapszulak héja nem éri el a kivanatos
erdsséget, és viszonylag nagy a porozitasa is [14].

A porlasztva szaritas az egyik leghatékonyabb és legmegfelelébb technika szférikus
szemcsek eldallitasara sziik szemcseméret tartomanyban, kontrollalhatdo morfologiaval és
Osszetétellel, emellett magas kitermelési arannyal. A betdplalt szaritandd anyag lehet
oldat, szuszpenzid, emulzid. Az eldallithatd szemcsék mérete 10-50 mikrométerttol

kezdve 2-3 mm-ig is terjedhet. A nano porlasztva szarito késziilékekkel néhany
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mikrométeres és szubmikrométeres szemcsék is képzodnek [11]. Az eljaras viszonylag
gyors, konnyli nagyitani, enyhe kisérleti koriilmények ko6zott hasznalhatd, és az
alkalmazhatdsaga kevésbé fiigg a hatdanyag és a polimer oldhatosagi viszonyaitol, mint
egyéb modszerek esetében [15]. JOl bejaratott, régota ismert moddszer, mind a
vegyiparban, mind az élelmiszer- és gyodgyszeriparban egyarant [16]. Az elérhetd
kapszulazasi hatékonysag igen magas. Men ¢és szerzdtarsai munkdjukban bemutattak,
hogy a porlasztva szaritassal kapott PLGA polimer szemcséknek (1-15 pm) joval
magasabb volt a kapszulazasi hatékonysaga és kisebb a szemcsemérete, mint a PLA
polimer koacervacidjaval nyert szemcséké (20-90 um) [17]. A technika hatranyaként
emlitheté meg a képzodott szemesék agglomeracidja, a késziilék faldhoz vald tapadasa és
a nagy energiaigénye. Segédanyagokkal (pl. mannitol) a tapadas mértéke csokkenthetd
[18]. Az igy elballithato mikroszemcsék mérete kb. 1-100 pm-ig terjedhet [19]. A
technika a meglévo eldnyei ellenére sem alkalmas a fazisvaltdo anyagok kapszuladzasara,
mivel ebben az esetben mag-héj szerkezeti mikroszemcsékre van sziikségiink. A
porlasztva szaritassal nagyrészt matrix szerkezetli szemcsék allithatok eld, ill. a szaritas
soran a fazisvaltd anyag egy része a szemcse kiils6 felére keriilhetne, ezzel veszteséget
okozva.

Az olddszer elparologtatasos, a koacervacios és a polimerizaciés modszerek egyik
legnagyobb hatranya a toxikus olddszerek hasznélata, melyek maradvanyai nem
kivanatosak a mikroszemcsékben. A szuperkritikus folyadékok specialis tulajdonséagai -
mint 0sszenyomhatosaguk, a slrliségiik kismértékli valtozdsa a hdmérséklettel és a
nyomasssal, stb. - az oka annak, hogy szivesen hasznaljak azokat mas oldoszerek helyett
[11]. Legelterjedtebben CO2z-ot hasznalnak, ami 0 °C és 80 bar felett folyadék, és igy
oldoszerként alkalmazhatdé. Nem gyulékony, nem toxikus és olcso. A szuperkritikus
folyadék technologia egy vonzo alternativa, mivel mind az alkalmazott oldoszer, mind a
modszer kornyezetbaratabb az egyéb ismert moddszerek tobbségénél. Kiilondsen az
¢lelmiszeriparban népszertli, mert egyszerti 1épésekbdl all, kevés az oldészermaradék, és
alacsony hémérsékleten dolgozhatunk vele. Ennek ellenére nem tud nagyobb mértékben
elterjedni, mert a szuperkritikus folyadékban a hatdoanyagok €s a polimerek oldhatosaga
korlatozott, tehat a modszer csak kevés, specifikus esetre hasznalhato, széles korben nem

[20].
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A polimerizacids modszerek soran a monomer polimerizaldsaval vizes szuszpenziot
allitanak el6. A hatéanyagot egyrészt kapszulazhatjak mar a polimerizaci6 alatt, masrészt
a polimerizacid befejezése utan adszorbealhatjak a polimer feliiletére [21]. Az in situ
polimerizaci6 a karbamidnak vagy a melaminnak egy folytonos vizes fazisban lejatszodo
kondenzaciés reakcidja formaldehiddel. A moédszer hatranyai, hogy a szemcsék
aggregalodhatnak, az alacsony homérséklet miatt lassti a folyamat, ill. a formaldehid
emberi szervezetre vald toxikussaga sem elhanyagolhatdé szempont [14]. Az igy
eléallithatdé mikroszemesék mérete kb. 1-1000 um-ig terjed. A hatarfeliileti polimerizaciod
legfoképpen folyadék halmazallapoti maganyag kapszuldzasara alkalmas eljaras. A
hatérfeliileti polimerizacios technikdk egyfajta polikondenzacios reakciok, amelyekben a
nagyon reaktiv monomereket (izocianatot és amint) két egymassal nem elegyedd
folyadékban oldjak. A legtobb esetben olaj-viz vagy viz-olaj hatarfeliileten zajlik a
polimerizacio. A termék kisméretli mikrokapszula vékony héjjal. Sikerrel alkalmaztak pl.
gyomirtoszerek, rovarirtok kapszulazasara. [14].

Jelen munkaban a mikrokapszulazast szférikus agglomeracidval és emulzios olddszer-

elparologtatassal végeztem.

2.4 Szemcseképzeés szférikus agglomeracidval

Kawashima definicidja szerint a szférikus agglomeracid egy olyan agglomeracios
eljaras, amely soran a kristalyos hatéanyagot egy 1épésben kristalyositjak és agglomeraljak,
annak oldhatosaganak, folyasi tulajdonsagainak és Osszenyomhatdsaganak javitasa
céljabol. [22]

A szférikus kristalyositas soran finomszemcsés, esetleg tiis kristalyok irdnyitott
szuszpendald folyadékkal nem elegyedd, de a szemcséket jol nedvesité folyadékot
(hidfolyadékot) adnak. Az elképzelések szerint a szemcsék feliillete oldodik a
hidfolyadékban, és ezek az oldodo részek (kristalyositasi) gocként viselkedve szférikus
agglomeratumokka kotik 0ssze a szemcséket. Kawashima és munkatarsai [23] az els6k
kozott dolgoztak ki egy olyan modszert, amellyel egy 1épésben végrehajthatdo a
kristalyositas és az agglomeracid. Szalicilsavat kristalyositottak etanolbol, mint jo
oldoszerbdl, vizzel, mint kicsapo, azaz rossz oldoszerrel, a harom olddszer elegyébdl

felszabaduld kloroform hidfolyadékkal. A szalicilsav kristalyokat jol nedvesitd
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kloroformbdl annyit adtak a tiis szalicilsav kristalyokat tartalmaz6 szuszpenzidhoz, hogy
az oldoészereleggyel nem elegyedd kloroform elegendd legyen a kristalyok
agglomeralasdhoz. A szférikus agglomeraci6 modszerét klasszikusan a szemcsés
anyagok szlirhet0ségének javitasara dolgoztak ki. A szférikus agglomeracio kiillondsen
tiis formaban kristalyosodo hatdéanyagok esetében nagymértékben javithatja a hatdanyag
részecskék fizikai tulajdonsdgait, mint pl. a folydsi tulajonsdgokat. A szférikus
agglomeracios technikat még gyakrabban hasznaljak az oldhatosag és/vagy a szilard
anyag oldodasi sebességének novelésére kiillondsen vizoldhatalan hatdnyagokra. Cui €s
munkatarsai [24] ill. Tapas és szerz6tarsai [25] szerint a hidrofil polimereknek szférikus
agglomeracioval torténd mikrorészecskékbe valo beépitésével a hatdoanyag oldhatdsaga
szignifikdnsan  novekszik. A  modszer tehat eredményes a  kiillonbdzo
gyogyszerhatdoanyagok bioldgiai elérhetdségének novelésében mivel a kis vizoldhatosagu
¢s lassu kioldodasi profila hatéanyagok oldhatosagat javitja. A szférikus
agglomeratumok mérete 4ltalaban par szaz pm-tSl akar néhany mm-ig is novekedhet. igy
olyan gyogyszerhatoanyag formaldsara mindenképp megfeleld modszer lehet, amelynél
célunk a tablettaban valo alkalmazas. A fejlesztések az ¢évek soran abba az irdnyba
folytatodtak, hogy az igy nyerhetd szemeséket kiilonbozd kioldodasi profilu dsszetett
rendszerekké alakitottak, s6t a nanoszemcsék eldallitasat is megoldottak. Az eljaras soran
a hatdéanyag és a kapszuldzo polimer egyiittes kicsapasaval kiilonbozo szerkezeti,
szférikus kompozit részecskéket, szférikus nanomatrixokat, szférikus és lyukas
mikrogomboket allitottak eld. [26].

Kawashima elsd, 1986-ban a Science-ben megjelent cikke utan [23], szférikus
agglomeracioval, mint igéretes gydgyszerhatdbanyag formulaldé moddszerrel tobb
hatoanyagra dolgoztak ki eljarasokat a tablettazhatdsag vagy éppen az oldhatdsag javitasa
céljabol. A megtelel6 modszer kidolgozéasa azonban sokszor hosszadalmas munka volt,
ezért tobben altalanos érvényll Osszefiiggéseket kerestek, melyeket kisebb terjedelmii
Osszefoglalo cikkekben targyaltak. A tobb kisebb 6sszefoglalo cikk utan 2018-ban jelent
meg Pitt és munkatarsai nagyobb lélegzetvételii munkaja, melynek egy részében leirtak
adtdk a gerincét az egyszerli szférikus kristalyositdsi mechanizmussal képzddott

hatéanyag szemcséket targyalo irodalmi sszefoglalomnak [27].



Irodalmi attekintés

2.4.1 Oldoszerrendszerek kialakitasa

Egy adott anyag szférikus agglomeratumanak eléallitasa csak akkor lehet sikeres, ha
az oldoszereknek bizonyos kombinéciojat alkalmazzuk. Nagyon koriiltekintéen kell
megvalasztani az oldoszerrendszert, arra torekedve, hogy a kristdlyosodas meértékét
maximalizalni tudjuk, az agglomeracié fokat pedig optimalis értéken tartsuk. Nocent és
munkatarsai [28] a hatéanyag jo és rossz oldoszerének kivalasztasahoz, az oldhatosagara
nézve hatarértékeket adtak meg. Az USP besorolds definicidja szerint tokéletesen
oldhatonak kell lennic a jo oldoszerben ¢és gyakorlatilag oldhatatlannak a rossz
oldészerben. Az olddészerek relativ koncentracidja szintén fontos paraméter. A
fazisdiagram Osszeallitasa a jo €s a rossz oldoszerre, valamint a hidfolyadékra hasznos
eszkoz lehet az oldoszerek (térfogatardnyukra nézve) megfeleld 0Osszetételének
kivalasztasaban. A fazisdiagram készitést tobb szerzd — leginkabb gyogyszerhatoéanyagok
kidolgozasanak elsé és fontos 1€pését, pl. szalicilsav, tolbutamid, acebutalol hidroklorid,

febufen, ketoprofen, benzoesav, simvastatin és etodolak esetében [29, 30, 31].
2.4.2 Hidfolyadék megvalasztasa

A hidfolyadékoknak a kivalt szilard részecskékre nézve jol nedvesitoknek kell
lennitik és nem elegyeddnek vagy csak részben elegyeddnek a rossz olddszerre nézve. A
megfeleld hidfolyadék kivalasztasahoz Amaro-Gonzales és Biscans [32] kifejlesztettek
egy modszert az ugynevezett Washburn tesztet, ami a szilard anyaggal t61tott oszlopban
a nedvesitd folyadék kapillaris emelkedésének mérésén alapul. A vizsgalt lehetséges
hidfolyadékok koziil a sajat rendszeriikben a n-hexant talaltdk a legalkalmasabbnak, a
hatéanyagukkal szemben mért legalacsonyabb nedvesedési szoge miatt. A valasztasukat
és igy a modszer alkalmazhatosagat késébb kisérletileg is megerdsitették. Thati és
Rasmuson a benzoesavra végeztek hasonlo vizsgalatokat [29]. Tovabbi kritérium a
hidfolyadékra nézve, hogy a hidfolyadék és a rossz oldoszer kozotti hatarfeliileti
fesziiltségnek nagynak kell lennie. Habar a feliiletaktiv anyagok haszndlata noveli az
elsddleges kristalyok nedvesedését, igy gyakran csokkenti a hatarfeliileti fesziiltséget, ez
azonban egyuttal gyengiti a kotések erdsségét.

A fazisdiagramok ismeretében a jol megvalasztott oldoszer-0sszetétel és hidfolyadék

mellett a keletkezett agglomeratumok mindsége javithatd, optimalizalhatdo a mivelet
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soran beallitott paraméterekkel, mint pl. az oldészer adagolds modja, a hidfolyadék
mennyisége ¢s adagolasi modja, a keverési sebesség, a hdmérséklet és a tartdzkodasi ido.
Mikozben a sokszor faradsagos munkaval kialakitott oldoszerrendszerben eldallitottak
az agglomeratumokat, ¢s vizsgaltdk a tulajdonsagait a miiveleti paraméterek
fliggvényében, tobben igyekeztek az agglomeratumok kialakulasdnak mechanizmusat is
feltarni, abban a reményben, hogy igy tervezhetdbbé valnak a szférikus agglomeracid

koriilményei.
2.4.3 Mechanizmusok

Chow és Leung feltételezték [33], hogy a szuszpenziobol torténd szférikus
agglomeraci6 a szilard kotéhidak kialakulasaval a részecskék érintkezési pontjain, a
részecskék részleges feloldodasaval és ujra kristdlyosodasaval torténik. Altalanos
iranyelveket fogalmaztak meg a kiilonboz6 tipust szildrd anyagok agglomeraldsahoz a
folyamat felhasznaldsanak segitésére, de mechanizmust még nem vazoltak fel.

Amaro-Gonzalez és munkatarsai két mechanizmust is leirtak az SA folyamatra,
amelyek lejatszodasa az elképzeléseik szerint a hidfolyadék cseppméretétdl fiigg [32]. Ha
nagyobb a hidfolyadék cseppmérete, mint a folyadékban elszuszpendalt kristaly mérete,
akkor a bemertiilds vagy immerzids mechanizmusrél beszéliink, amely soran a nedvesités
utan a kristalyok bevonjdk a cseppeket, majd behatolnak a cseppekbe, ott végiil
kristalyosodasi  gocpontot jelentenek a tovabbi kristalyosodashoz. Ezek az
agglomeratumok tobbé-kevésbé megdrzik a gombszerkezetet. Abban az esetben, ha
kisebbek a hidfolyadék cseppek, mint a kristalyok, akkor a cseppek vonjak be a
kristalyokat, amelyet kovetden lejatszodik az agglomeracido szabalytalan alakt
flokkulatumokat eredményezve. Az immerziés mechanizmus elsé fazisaban a kristalyos
részecskék tlitkdznek a kotéfolyadék cseppel. A kovetkezd fazisban a kotéfolyadék
cseppek feliiletét bevonjak a kristalyok, ezt kovetden részlegesen, majd végiil teljesen
belemeriilnek a kristdlyok a kotéfolyadék cseppbe. A folyamat lépéseit 2.1. abran

szemléltettem.
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2.1. abra. Az immerziés mechanizmus lépéseinek szemléltetése

A hidfolyadék hatasara bekovetkezd agglomeracid leirasara Bemer egy masik
mechanizmust javasolt, amelynek a kovetkez6 4 f6 lépése van: flokkulalas, zero
novekedési fazis, gyors novekedési fazis és az egyensulyi fazis [34]. A flokkulalas
fazisaban a hidfolyadék hozzaadaskor laza flokkulatumok (laza aggregatumok)
keletkeznek. A flokkulalas utan a hidfolyadék mennyisége lecsokken, igy a szemcseméret
nagyjabol valtozatlan marad, ezért ezt a szakaszt a zero novekedési szakasznak nevezte
el. A flokkuldtumokbol egyrészt a feliiletre mozgd hidfolyadék, masrészt a keverés
hatdsara a flokkulatumok 0Osszecsapzodnak, €s nagyobb méretii agglomeratumokka
szilardulnak. Ez a gyors ndvekedési fazis. Majd a megfeleld érintkezési id6 utan beall az
egyensuly, ahol nem vagy csak kicsit valtozik a szemcseméret (2.2. abra). Ez az elmélet
az Amaro-Gonzales munkajaban emlitett flokkulatum kialakulas részletesebb leirdsanak

tekintheto.

& $ @%‘@Q‘

Flokkulaciés Zele Gyors Konstans
fazis novekedési novekedési méret
fazis z6na z6na

2.2. abra. A Bemer altal javasolt mechanizmus lépései

Igekami és munkatarsai [35] egy szteroid hatéanyag szdraz inhalacids formdjanak
eldallitasara javasoltak egy szférikus agglomeraciés moddszert, €s tanulmanyoztak a
kristalynovekedés kinetikajat a folyamat soran. Az agglomeratumok szemcseméretének

idébeni valtozasanak leirdsara javasoltak egy modellt, amely szerint kezdetben a
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hidfolyadékban oldodo kristalyok diffuzio-kontrollalt Gjrakristdlyosodasa jatszodik le,
majd a képzddott kristalyok fuzidja révén jonnek 1étre az agglomeratumok.

A kristalyositand6 anyag oldatabol egylépésben elallitott agglomeratumok
képzddéseére tovabbi két mechanizmus-leiras sziiletett. A koriilményeket tekintve hasonlo
modon eléallitott agglomeratumok tulajdonsagaiban meglepé modon egyes esetekben
jelentds eltérések tapasztalhatok. Kawashima és szerzétarsai [30] ezek magyarazatara
irtak le a leginkabb ismert két mechanizmust, a szférikus agglomeréaciot (SA) és az
emulzids oldoszer-diffuzids folyamatot (ESD) (2.3. 4bra).

Aszkorbinsavat  kristalyositottak  etil-acetdit—viz =~ olddszerrendszerben. Az
aszkorbinsav jo olddszere a viz, a rossz olddszere az etil-acetat. 50 °C-on elkészitették az
aszkorbinsav telitett oldatat, majd 5 °C-ra lehiitott etil-acetatot ontottek hozza kevertetés
mellett. Attol fliggden, hogy milyen térfogataranyban keverték Ossze az aszkorbinsav
vizes oldatat etil-acetattal, kiilonb6z6 tulajdonsagu agglomeratumokat kaptak. Vizes
oldat:etil-acetat 1:100 térfogataranya mellett az olddszerek elegyednek, kialakul egy
olyan kvazi-emulzi6, amely oldészercseppjében megindul az aszkorbinsav
kristadlyosodasa még azelott, hogy az oldat €s az oldoszer teljesen elkeverednének
egymassal. A kristalyos anyag igy teljes egésszében a csepp belsejében valik ki. A vizes
oldat:etil-acetat 4:150 térfogataranya mellett az oldoszerek nem elegyednek egymassal,
csak keveréssel fenntarthatd emulzié cseppek alakulnak ki, amelyek dinamikus
mozgasban vannak. A jo és a rossz oldoszerek elleniranyu difftizidja révén itt is
megtorténik a kristalyosodés. Az olddszerrendszerbdl felszabadul6 viz, mint hidfolyadék
hatasara, pedig lezajlik a kristalyok véletlenszer(i agglomeracioja. Adott keverési id6 alatt
az utkozések és a nyirderdk hatasa dinamikus egyensulyhoz vezet az agglomeracio és a
szétesés kozott, amely egyensulyi atlagos szemcseméretet és kozel gdombformat
eredményez.

Az irodalmakban sokszor nevezik magat a modszert kissé félrevezetd modon kvazi-
emulzids oldoszer-diffazios modszernek, mert abbdl indulnak ki, hogy az elsé 1épésben
minden esetben kialakul egy kvazi-emulzi6 és az ellenaramt oldoszer diffuzid révén
megtorténik a kristdlyosodas. Kawashima azonban akkor beszél kvézi-emulziordl,
amikor a jo és rossz oldoszer elegyedd aranyanal a jo oldszerben oldott anyag cseppet

alkot a rossz oldoészerrel. Ez alapjan sokkal tobb cikkben beszélnek valojaban az SA
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(szférikus agglomeraciés) mechanizmussal, mint az ESD (az emulziés oldoszer-

diffuzios) mechanizmussal késziilt szemcsékrol.

o
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KVAZIEMULZIO JO ES ROSSZ OLDOSZER

KEPZODESE ELLENIRANYU DIFFUZIOJA

SZFERIKUS AGGLOMERATUM

2.3. abra. Az SA és az ESD mechanizmus, amellyel a szférikus kristalyositas lejatszodhat

Az SA ¢és ESD mechanizmus lejatszodasanak, utobbi esetben a kvazi-emulzid
kialakulasanak feltételét Kawashima ¢és munkatarsai a hatdanyag, a hatdéanyag jo
oldodszere és rossz oldoszere kozotti kdlcsonhatasok erdssége alapjan magyardzzak.

A szférikus agglomeraciokor a jo és a rossz oldoszer egymassal korlatlanul elegyedik,
¢és a kolcsonhatés kozottiik erésebb kell, hogy legyen, mint az oldott anyag és a j6 olddszer
kozott. Ez a rossz oldészer hozzdadasa utan a kristdlyok azonnali kicsapodasat
eredményezi. A hidfolyadék pedig agglomeratumokka koti Ossze a kristalyokat
egymassal. A kristalyok feliiletén marado kevés jo olddszer-maradék is viselkedhet
kotéfolyadékként egymashoz ragasztva a kristalyokat.

Egy — a Kawashima értelmezésében — ESD mechanizmus szerint lejatszodé folyamat
elsé 1épésében a kristalyositandd anyag oldatat eloszlatjak egy rossz oldoszerben. Ha a
kolesonhatés erdsebb a hatdéanyag és az olddszere kozott, mint a jo és a rossz oldoszer
kozott, kvaziemulzio-cseppek alakulnak ki a rossz oldészerben. A kialakulo
folyadékcseppek hatarfeliiletén keresztiil elleniranyu diffuzid torténik. A rossz oldoszer
koncentraciojanak novekedése a csepp belsejében csokkenti az oldott anyag oldhatdsagat,
amely eldidézi a kristalyosodést a cseppen beliil. Ha polimer is jelen van a hatéanyag
oldataban, akkor egyiitt valhat ki a kristdlyokkal, mint egy matrixanyag a kompozit

szemcsében.
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Espitalier és munkatarsai [36] tanulmanyoztak a kvazi-emulzidés modszerrel eldallitott
szférikus agglomeratumaik képzédésének mechanizmusat. Az oldoszerrendszeriikben
acetont alkalmaztak jo olddszerként és poli(vinil-alkohol) (PVA) feliiletaktiv anyagot
tartalmazo viz szolgalt rossz olddszeriil. Vizsgaltak a cseppméret ¢és a fazisok kezdeti
homérsékletének hatasat. Megallapitottak, hogy az elsddleges agglomeratumok tovabbi
agglomeracidja a kiilonb6zd cseppekbdl nem volt megfigyelhetd, amely tapasztalat arra
utal, hogy a hatéanyag kivalas kizarolag az emulzidcseppekben tortént meg.

Késziilt néhany tanulmany, amelyben a megfeleléen megvalasztott paraméterek
segitségével az adott hatdéanyagot mind az SA, mind az ESD mechanizmus szerint
eldallitottdk  szférikus agglomerdtum formajaban. Osszehasonlitottak a kétféle
mechanizmushoz sziikséges feltételeket és a kapott termékek tulajdonsagait. Morishima
¢és munkatarsai bucillamin hatéanyag szférikus agglomeratumait allitottak el6 etanol-viz
rendszerben ESD mechanizmussal és a nem elegyed6 viz—etanol-diklor-metan
rendszerben pedig SA mechanizmussal [37].

Sano és munkatarsai [30] tolbutamid hatéanyag szférikus kristalyositasat vizsgaltak
szintén mindkét mechanizmus szerint. Az SA mechanizmus lejatszodasakor az
oldoészerrendszert ugy allitottdk 0Ossze, hogy az els6 Iépésben kikristalyosodd
hatéanyaghoz hozzaadott etanol—izopropil-acetat elegy, mint hidfolyadék nem elegyedett
a szuszpenzioval. Az ESD esetében pedig az agglomeratumok az egymassal elegyedd
dimetil-formamid és viz keverékében képzddtek. Az SA mechanizmus lejatszodasakor a
hozzédadott feliiletaktiv anyag csokkentette az agglomerdtumok kotéserdsségét, mig az
ESD esetében a kvazi-emulzid fenntartdsahoz elengedhetetleniil sziikséges volt a
jelenléte. Az ESD mddszerrel kapott agglomeratumok tomorebbek és nagy mechanikai
szilardsaguak lettek, amellett, hogy nagyobb foku szfericitast is mutattak, mint az SA
modszerrel eldallitottak. Az SA modszerrel eldallitott agglomeratumokat pordézusabb
szerkezet ¢és valamivel nagyobb feliillet jellemezte, amely tulajdonsagok
eredményeképpen a hatéanyag konnyebben kioldodott ezekbdl a szemcsékbdl, mint a
tomorebbekbdl. Kawashima és munkatarsai [38] is megfigyeltek ilyen tipusu eltérést a
szemcsék tulajdonsagaiban a tranilast hatdanyag szférikus kristalyositasakor. Morishima
és munkatarsai [39] részletesen tanulmanyoztak a kétféle technikaval eldallitott
bucillamin hatéanyag tartalmt szférikus agglomeratumok tablettazhatosagat befolyasolo

tulajdonsagokat is. Az SA mechanizmus szerint képzodott agglomeratumok az
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Osszenyomasi vizsgalatok soran nagyobb fokt képlékeny alakvaltozast mutattak az
egyedi kristalyhoz képest, de az ESD-vel késziilt agglomeratumok még ennél is jobb
tulajdonsagokkal rendelkeztek, ami hasonlé a Maghsoodi [40] altal leirt tapasztalatokhoz.

Az ESD folyamatnal tobb esetben nehéznek bizonyult az emulzido fenntartdsa
megfeleld emulgeator alkalmazasa nélkiil. Az én munkaimban, egyik esetben sem volt
sziikség emulgeator alkalmazasara. Az SA folyamatot a kivitelezhetdség szempontjabol
sokkal rugalmasabbnak talaltak, mivel egyszeri(ibb old6szerrendszert igényel, és finoman
hangolhat6 a kezdeti szemcseméret is €s az agglomerdtumok tulajdonsagai is. A
hidfolyadék kivalasztasa ugyanakkor sokszor id6éigényes munkafolyamat.

A polimerrel egyiitt agglomerdlds az egyszeri SA modszerrel nehezebben
megoldhato, ha az dsszetevok kiilonbozoképpen nedvesednek, ezért ilyen esetben inkabb
az ESD modszert alkalmazzak, annak ellenére, hogy az egyiitt agglomeralas altalaban
csak adott jO €s rossz oldoszer térfogataranynal torténik meg. Perumal és munkatarsai
[41] kimérték a fazisdiagramot ibuprofen, etanol és Eudragit 6sszetevokre azzal a céllal,
hogy megtalaljak azt az Osszetétel-tartomanyt, ahol az ibuprofen mikrokapszulazhatod
Eudragit polimerrel. A megfelel6 tartomanyon kiviil az Eudragit egy tombfazisban valik
ki, nem képzOodnek szemcsék. Vizsgaltdk a képzodott részecskék szemcseméretének a
keverési sebesség fliggvényében vald valtozasat, és annak csokkenését tapasztaltadk. A
tapasztalatuk segitett a késdbbiekben a sajat rendszeremben lejatszodd folyamatok
mechanizmusanak felallitisaban. Megallapitottak, hogy a fazisdiagram ismerete
segitségiinkre lehet a kivanatos hatéanyagleadési profil kialakitdséban is.

A polimer jelenlétében torténd szférikus agglomeraciokor, mikozben a hatéanyag
rossz olddszerében feloldott polimert a hatéanyag oldatahoz adagoljuk, mikrokapszulazas
torténik, kiilonbozd szférikus kompozit részecskék alakulhatnak ki, agymint szférikus

nanomatrix, szférikus és lyukas mikrogdmbok (2.4. dbra).

ESD modszer
polimeres emulzi6-
cseppben

EMULZIOCSEPPEK COPRECIPITATUM SZFERIKUS MIKROMATRIX

2.4. abra. A polimeres szférikus agglomeracio 1épései

A polimeres szférikus kristalyositasi technikat Cui és munkatarsai [42] alkalmaztak

akril polimer mikrorészecskék fejlesztésére, kontrollalt hatoanyagleadas céljabol. A
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modellanyagként hasznalt acebutolol hidroklorid elsésorban vizoldhatd, de etanolban is
oldodik bizonyos mértékben. Az agglomeratum igy a hatéanyag etanolos oldatabol
kiindulva viz hidfolyadék segitségével létrehozhatd. A modell hatéanyagot és az Eudragit
RS100 polimert feloldottak acetonban és etanolban, ez utdbbi tartalmazott egy kevés vizet
és ezt az Osszetett oldoszerelegyet hasznaltak jo oldoszerként. Az igy készilt polimer
oldatot, benne a hatéanyaggal, ontotték kevertetés mellett ciklohexanba, mint rossz
oldészerbe, ezzel kialakitva a kvazi-emulzidt. A cseppek a hatéanyag kivalasaval és a
polimer egyidejlileg torténd koacervalodasaval szilardultak meg. Nagyobb etanol
mennyiség mellett csokkent a hidfolyadékként viselkedd viz mennyisége, amely kiilon-
kiilon diszpergalt hatéanyagot és polimer port eredményezett. A til nagy viz
térfogatarany mellett pedig nem szilardultak meg a viszkozus cseppek. A kialakulo
agglomeratumok porozitdsa és a hatdanyag nagymértékli vizoldhatésaga miatt az
utolagos bevonat nélkiili szemesék nem tudtak nytjtott hatdanyagleadast biztositani. Az
agglomeratumokra ravihetd volt olyan bevonat réteg, amely mar biztositotta a nyujtott
hatéanyagleadast. Mint a példaban is egy tobb oldoszert, hatéanyagot és polimert is
tartalmazod rendszerben a megfeleld Osszetétel meghatirozasa Osszetett feladat és
varhatéoan igen szlik az Osszetétel-tartomany, ahol a kivant mindségli szférikus
agglomeratumokat nyerhetjiik. Ezen az irodalmi példan keresztiil szerettem volna
érzékeltetni, hogy esetemben is milyen 0sszetett rendszert kellett kikisérletezni, és ennek
megfelelden a szférikus agglomeratumok eldallitasara a példahoz hasonlatosan csak igen
szlik koncentraciotartomany alkalmas.

Az irodalomban fellelhetd azon publikacioknak, amelyek a szemcsék eldallitasa
mellett a szemcsék tulajdonsagainak vizsgalatan keresztiil a képzddés mechanizmuséaval
is foglalkoznak komoly jelent6sége van a szférikus agglomeracios kisérletek
tervezhetdségében. Egyrészt a sziikséges termék tulajdonsagoknak, madsrészt az
Osszetevok oldhatdsdganak és egymadssal valdo kompatibilitadsanak kell meghataroznia,

hogy a két modszer koziil melyiket valasztjuk a szférikus agglomeratumok eléallitasahoz.
2.4.4 Szemcseméretet befolyasolo6 tényezok

A felhasznalds szempontjabol az egyik fontos tulajdonsaga az eldallitott szemcséknek
a szemcseméretiik, ezért érdemes attekinteni az irodalmat abbol a szempontbol, hogy

hogyan befolyasolhatjuk a képz6dott agglomeratumoknak a méretét.
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2.4.4.1 A hidfolyadék-adagolas médjanak befolyasolo6 szerepe

A hidfolyadék adagolasi sebességének ndvelésével csokken az agglomeratumok
szemcsemérete. A nagyobb adagolasi sebesség nagyobb tultelitést eredményez, €s igy
kisebb szemcseméret érhetd el. A gyors adagolas és a gyors keverés a hidfolyadék kisebb
cseppekben torténd eloszlasaval eredményezi a szam szerint tobb, de kisebb méretii
agglomeratum képzddését.

Sano ¢és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy olyan anyagnal, aminek tobb polimorf
modosulata lehetséges, fligg a képz6dott polimorf tipusa a hidfolyadék adagolasanak
modjatol, vagyis az olddszer-Osszetételtdl a gocképzddés pillanataban [43]. Az
agglomeratumok méretére a legnagyobb hatissal bir6 paraméter a hidfolyadék
mennyisége, ennek a fontossagara Blandin és szerzétarsai kozleménye hivta fel a
figyelmet [44]. Munk4ajukban a miiveleti paraméterek hatasat vizsgaltdk a végso
agglomeratum atlagméretére. A vizsgalt rendszeriikre, vagyis szalicilsav kloroform-viz
rendszerben val6 agglomeralasara felallitottak egy empirikus dsszefliggést, amely alapjan
a hidfolyadék:szilard anyag aranya a legmeghatirozobb paraméter az agglomeracio
folyamatéaban.

A korabbi tanulmanyokban Kawashima és munkatarsai [45] megfigyelték, hogy a
novekvo hidfolyadék arannyal novekedés tapasztalhatd az agglomeratumok méretében.
Usha ¢és munkatarsai harmas olddszerrendszert alkalmaztak az aceklofenak hatdéanyag
szférikus kristalyositasara, amelyben az aceton volt a jo oldészer, a diklor-metan a
hidfolyadék és a viz a rossz oldoszer [46]. A hatéanyag aceton—diklor-metan
oldoszerkeverékkel késziilt oldatat nagyobb mennyiségli vizbe ontve folytonos keverés
mellett megtdrtént a kristdlyosodas. Mind a hidfolyadék mennyisége, mind a keverési
sebesség kritikus paraméternek bizonyult a kristdlyosodas szempontjabol. A nem
elegendd hidfolyadék a kristdlyoknak a nem megfeleld nedvesedéséhez vezet, ezért
szabalytalan alakt és kisebb méretli agglomeratumokat kaptak, mig a til sok diklor-metan
nagy ¢és szabalytalan agglomerdtumokat eredményezett. A mostandban sziiletett
tanulmanyok a hidfolyadék térfogatanak aranyat veszik figyelembe a szilard anyag
térfogatdhoz képest. Ennek az aranynak a szférikus agglomerdcidhoz megfeleld
tartomanya nagymértékben fiigg a tanulmanyozott rendszert6l, melynek hatarait
tapasztalati uton hatdrozzak meg. Megmutattdk, hogy létezik a térfogataranynak egy

kritikus tartomanya. A kritikus tartomany alatti mennyiségben alkalmazva a
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hidfolyadékot, vagyis kevés nedvesitd folyadék esetében, nem torténik agglomeracio,
mig nagyobb térfogataranynal a termék lagy és krémszerti allagu lesz. Csak a
tartomanyon beliil maradva valdsithatdo meg az agglomeracié sikeresen [47].

Kawashima és munkatarsai [23] irtak le, hogy a kritikus hidfolyadék/szilard anyag
arany (BSR = bridging liquid/solid ratio) tartomanyon beliil a szalicilsav
agglomeratumok mérete jellemzéen nétt a ndvekvd BSR értékkel. Ugyanerre a
kovetkeztetésre jutottak Subero, Thati, Blandin és szerzotarsaik [32, 29, 44, 48]. Azt is
megallapitottak, hogy a novekvo BSR az agglomeratumok deformaltsagahoz vezet. Thati
[29] azonban olyat is tapasztalt, hogy a BSR novelése sokkal szférikusabb
agglomeratumokat eredményezett, ill. az agglomeratumokat 6sszekotd erd is novekedett.
Ez akkor kovetkezhet be, ha kritikus tartomanyon beliil valtoztatjuk a BSR aranyt. Subero
[48] kisérleteiben a kotéfolyadék aranyanak a kritikus tartomanyon beliili novelése a
szalicilsav agglomeratumok méretének sziikebb eloszlasat eredményezte.

A BSR hatasa hasonlatos lehet a kotéanyag/szilard anyag arany szerepéhez a
granuldlasban. Ha nem elegendd a kotdanyag, akkor kevéssé vagy egyaltalan nem
torténik meg a granulalas. Ha tal sok a kotdanyag, akkor zagy (sliri szuszpenzid)
képzoddhet [49].

Kawashima és munkatarsai [50] azt is leirtak, hogy a kisebb szemcsék kevesebb
hidfolyadékot igényelnek nagyobb agglomeratum el6éallitasahoz, mivel a vonzo
kolcsonhatasok nagyobbak a kisebb szemcsék és hidfolyadék kozott, mint a nagyobb

szemcsék esetében.

24.4.2 A homérséklet hatasa

A homérsékletnek szignifikdns hatdsa van az agglomerdtumok méretére. A
hémérsékletnek kevés kivételtdl eltekintve jelentds hatdsa van az anyagok oldhatdsagara,
¢s igy a kiilonbozd olddszerrendszerekben kialakulo tultelitésre. Kovetkezésképpen a
homérsekletnek hatasa van a kezdeti kristdlyosodasra, majd a kialakulo elsédleges
szemcsék tulajdonséagaira, és ebbdl adodoan a szférikus agglomeralddas folyamatanak
alakuléséra is. Alacsonyabb hdmérsékleten a magasabb tultelités eldsegiti a gocképzddést
kisebb kristalyokat eredményezve, mig magasabb hémérsékleten a kisebb tultelités a

kristalynovekedésnek kedvez.
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A homérseklet kezdeti emelkedésével csokken az agglomeratumok szemcsemérete. A
tovabbi homérsékletemeléssel az agglomeratumok mérete novekszik, és az eloszlas is
megvaltozik. Az oldott anyag oldhatosdgvaltozdsa mellett a  kiilonb6zd
olddszerrendszerekben bizonyos Osszetételeknél az oldoszerek oldhatdsaga is valtozhat a
hémérséklettel [27].

Ha a hoOmérséklet emelkedésével a hidfolyadék oldhatosdga csokken az
oldoészerrendszerben, és ezzel egy idoben a kivalt anyag mennyisége is csokken, akkor a
latszolag tobb hidfolyadék a kevesebb szilard anyagot nagyobb agglomeratumokka
ragasztja 0ssze [50, 51]. Egyuttal az agglomeratumok szfericitisa novekszik, és ez a
tombfazis slirliségének a csokkenését eredményezi.

A kicsapason alapuld szférikus agglomeracid esetében hdmérséklet-kiillonbség
alkalmazasa a jo oldoszer és a kicsaposzer k6zott noveli a kezdeti taltelités mértékét, ami
kisebb szemcseméretet eredményez. A sajat munkdmban a KAI(SOs)2-12H20
oldhatosaganak homérsékletfiiggését én is kihasznaltam a kezdeti taltelités novelésére.

Minél nagyobb a szilard anyag szemcse koncentracidja, annal gyorsabb az
agglomeracié folyamata a nagyobb szamu sikeres {itkozések miatt, ami a végsé
agglomeratum méretének novekedését eredményezi. Egy adott szemcse koncentracio
folott mar nincs tovabbi valtozas a végsé méretben.

Az litkozésék szamanak novekedésével novekszik a termék tomorsége. Subero €s
munkatarsai [48] készitettek egy tanulmanyt, amelyben a kozonséges kereskedelmi
forgalomban elérhetd szalicilsav részecskéket hasonlitottak 0ssze az altaluk kicsapassal
eloallitott szemcsékkel. A kereskedelmi forgalomban 1évé szemcsék jellemzden
kereskedelmi forgalombol szarmazé részecskéket nem lehetett ugyanugy agglomeralni,
mint az altaluk precipitaltat. Az agglomeratumok kisebbek és kevésbé szférikusak lettek.
Véleménylik szerint azért, mert a tlis kristdlyokat nehezebb agglomeralni, mint a
szimmetrikusabb szemcséket. Emellett a nagyobb kezdeti részecskeméret kisebb feliiletet
eredményez, amely csokkenti az {itkdzések hatékonysagat és noveli az agglomerdtumok

deformaltsagat.
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2.4.4.3 A Keverési sebesség és a tartézkodasi ido hatasa

A keverési sebesség kozvetlen hatassal van a kialakulé agglomerdtumokra a
rendszerben fellépd hidrodinamikai erékon keresztiil. Elsddlegesen a keverési
sebességnek legalabb a megfeleld mértékii atkeveréshez elegenddnek kell lennie. A
keverési sebesség novelésével az iitkdzési valoszinliség nd, amely eldsegiti az
agglomeratumok novekedését. A tul nagy keverési sebesség az agglomeratumok
tordelédéséhez vezethet. Ezek ismeretében ki kell valasztanunk egy keverési tartomanyt,
amelyen beliil tobb kisérletet elvégezve hatdrozhatjuk meg a megfelelé keverési
sebességet. A kezdeti keverési sebesség nagyon fontos. Subero és munkatarsai [48]
leirtak a keverési sebesség hatasat a hidfolyadék cseppméretére és eloszlasara. A ndvekvo
keverési sebességgel csokken a hidfolyadék cseppmérete, amely a kezdetben formalodo
részecskék ¢és agglomerdtumok méretére is hatdssal van. A tal lassi keverés
eredményeképpen 0Osszecsapzddhatnak a kristalyok a megfeleléen szétoszlatott
hidfolyadék hidnya miatt. A keverési sebesség novelheti az iitkdzések szamat és
valoszinliségét, de csOkkentheti az érintkezési idot. A novekvd keverési sebességgel
egyuttal csokken a sziikséges hidfolyadék mennyisége, mivel homogénebb annak
eloszlasa. A keverési sebességgel novekvo agglomeratum-méret a viszonylag kis keverési
sebesség tartomanyaban figyelheté meg. Mig az agglomeratumok méretének csokkenése
a viszonylag nagyobb keverési sebességek esetében figyelhetdé meg. Zhang és
munkatarsai [52] emellett szélesebb agglomeratum-méreteloszlast tapasztaltak a novekvo
keverési sebességgel. Blandinék [44] a keverési sebességnek a porozitasra €s az
Osszenyomhatosagra vonatkozd hatdsarol irtak. A keverd sebességét ndvelve az
agglomeratum porozitasa csokken, tomorebb lesz az agglomeratum, nagyobb
nyomoszilardsaggal. Az agglomeratum mérete fokozatosan nd a keverés idétartamaval,
majd eléri az egyenstlyi méretét és nem nd tovabb. Ezzel egylitt a porozitas csokken, a
szfericitas no.

Az egyéb tulajdonsdgokat befolydsold miiveleti paraméterek hatésait is 6sszefoglalva
a kovetkezdket allapithatjuk meg. A hidfolyadék adagoldsinak moddjaval, ami
meghatdrozza az oldoszer-Osszetételét a gocképzddés pillanataban, befolyasolhatjuk a
képz6dott hatdanyag kristalyok polimorf modusulatanak tipusat. A hémérséklet
novelésével az agglomeratumok szfericitdsa novekszik, és ez a tombfazis stirtiségének

csokkenését eredményezi. Minden olyan paraméterrel, amely a részecskék iitkozésének
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szamat noveli, igymint a nagyobb szilard anyag koncentracid, a magasabb keverési
sebesség ¢és a hosszabb keverési idétartam, a végsé termék porozitasa csokken, vagyis

novekszik a termék kompaktsdga, ami nagyobb nyomoszilardsaggal jar.

2.44.4 Az adalék anyagok szerepe a szemcseméret kialakitasaban

Az adalékok koziil a keresztkotheté polimerek részt vehetnek a gélesitésben, ¢€s
novelhetik a kotés mechanikai erdsségét. A nedvesitd reagensek, igymint a PEG vagy
bizonyos polimerek, amelyek elektrosztatikus kdlcsonhatasban vannak a kivalt anyaggal,
novelik a kotderdket, mieldtt a folyadék hidak megszilardulnak. A korabbi cikkekben
egyrészt azzal a céllal hasznaltak adalékokat, hogy pl. a kialakulé kiindulasi emulziot
stabilizaljak, masrészt, hogy az oldoszer diffuziot eldsegitsék a jo és a rossz oldoszer
kolcsonhatasanak befolydsolasaval az adalék hatdsa révén. Emellett a hatéanyag
kapszulazésa cé¢ljabol is alkalmaztak polimereket, hogy befolydsolni tudjék a
hatéanyagleadas sebességét. Ribardiere és munkatarsai [31] haromféle polimer
adalékanyag  hatdsat  tanulmanyoztdk  aceton-viz =~ rendszerben  kialakitott
mikrorészecskére. A polimer adalékanyagok jo és rossz oldoszerben egyarant oldodo,
csak a jo oldoszerben és végiil egyikben sem oldodo komponenseket jelentettek. A
legjobb eredményt a jo olddszerben oldddo etil-cellulozzal érték el, mellyel finoman
viszkozitast polimer oldatok nem segitik az agglomeratumok kialakulasat, s6t lassitjak

mind a kristalyosodast, mind az agglomeraciot.
2.5 Szemcseképzés emulziés moédszerekkel
2.5.1 Emulziés oldészer-elparologtatasos médszerek

Az egyszerli emulzios oldoszer-elparoltatasos mikrokapszulazas elsésorban a nem
vizoldhaté hatéanyagokra hasznalhato megfeleld kapszulazési hatékonysaggal. A
vizoldhaté anyagok esetében ez a moddszer kis hatékonysagu, ezért erre az esetre
dolgoztak ki az Osszetett emulzids modszert. A hatdanyag hidrofil-hidrofob jellegétdl
fliggden dontjiik el, hogy a polimer szerves oldoszeres oldataval egyszer, ill. sszetett

emulziot alakitunk-e Ki.
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Az egyszeri emulziés moddszer kivitelezésekor a szerves olddszerben oldhatd
anyagot a szintén szerves oldoszerben oldhatdé polimer oldataban oldjuk fel. Az igy
kialakitott szerves fazist kiilonbozo feliiletaktiv anyagok (pl. Tween 80, PVA, PMAA
(poli(metakrilsav) Na-soja) vizes oldataban emulgealjuk. Végiil atmoszférikus nyomason
vagy vakuumban intenziv keverés mellett elparologtatjuk (olddszer-elparologtatasos)
vagy nagy térfogatl vizes fazisba diffundaltatjuk (olddszer-diffuzios mddszer) a szerves
oldoszert.

Az 0Osszetett emulzid készitésekor a vizoldhatd hatéanyagot vizben vagy puffer
oldatban oldjuk, és ezt az oldatot emulgealjuk a polimer szerves olddszeres oldataban. Az
igy kialakitott viz az olajban emulziot ismét emulgeéljuk, most egy kiilsé feliiletaktiv
anyagot tartalmazo vizes fazisban, ezzel létrehozva az Osszetett emulzidt. A szerves
olddszert az egyszerli emulzids oldoszer-elparologtatasos modszernél emlitett modon
tavolitjuk el. Az emulzidos modszerek elénye egyrészt az eljaras egyszerliségében rejlik,
masrészt a kétféle modszer lehetové teszi mind nanorészecskék, mind mikrorészecskék

eloallitasat.

25.1.1 Az osszetevok megvalasztasa

A hatdanyag oldhatdsagatdl fliggéen annak mikrokapszulazasahoz valaszthatjuk az
egyszerd, ill. Osszetett emulzidos modszert. Nem vizoldhaté anyag esetében a
kapszulazashoz mind a kapszuldz6 polimert, mind a hatéanyag és a polimer kdzos szerves
oldoszerét gy kell megvalasztani, hogy az oldoszer elparolgasa kovetkeztében kicsapodo
polimer megszilarduldsa kelléen gyors legyen a sikeres mikrokapszuldzashoz. A
kapszuldzas eredményessége novelhetd mag-héj szerkezet 1étrehozéasaval is.

A mag-héj szerkezet kialakitdsa, mint ahogy azt tobbek kozott Loxley és munkatarsai
[53] megmutattak pl. a folyadék allapott paraffin kapszulazasakor, az egyszerii emulzios
modszer esetében a kiilonboz6 fazishatdrokon kialakulé feliileti fesziiltség viszonyoktol
fligg. Ezeknek a feliileti fesziiltség viszonyoknak a tudatos alakitasa nem egyszerii
feladat, mert az alkalmazott feliiletaktiv anyag mindségét és oldatanak koncentracijat
ugy kell megvalasztani, hogy a PCM-mel kialakulo hatarfeliileti fesziiltség a lehetd
legnagyobb legyen, amellett, hogy még kell6 mértékben emulgealni tudja a szerves fazist

a vizes fazisban.
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Bodmeier és munkatarsai kozleményiikben [54] az olddszer kivalasztas szempontjait
targyaljdk poli(tejsav) mikrorészecskék esetére, és az aldbbiakban 0Osszefoglalt
megallapitasokat teszik. A mikrogdmbok kialakulasdhoz a polimer jo oldhatdsaga egy
viszonylag nagy tenzioji szerves oldoszerben még nem elegendd feltétel.
Altalanossagban az olddszernek minél nagyobb az oldasi képessége, annél lassabb a
polimer precipitacidja és annal tobb rossz oldészerre lesz sziikség a polimer kicsapasahoz.
A polimer annal hosszabb ideig van oldott dllapotban, és anndl lassabban valik ki, minél
jobb oldoszerét alkalmazzuk. A polimer kivalas sebességét a szerves olddszer vizes
oldhatosaga is meghatarozza. A PLA polimer esetében a diklor-metan a legalkalmasabb
a cikkben vizsgalt oldoszerek koziil. A diklor-metan vizes oldhatosaga €s a géztenzidja
is a legnagyobb, azaz kisebb energia kell az elparologtatashoz. A kis vizoldhatosagu
szerves oldoszerek nagyon lassan diffunddlnak at a vizes fazisba, igy a hosszu 1d6 alatt a
hatoanyag is ki tud diffundalni a nem megszilardult csepp feliiletén keresztiil a kiilsé
fazisba. A polimer a jo oldoszerében kiterjedt allapotban van, ezért megakadalyozhatja a
hatéanyag kidiffundalasat a vizes kdzegbe. A hatdanyag jo oldoszereként valasztott
szerves fazisnak egyben a polimert is jol kell oldania, de csak annyira, hogy ne legyen
nagyon lasst annak kivalasa. Ennek megfelel6en a polimer kicsapddasanak sebessége
oldoészerkeverékekkel optimalizalhatd. Az oldoszerkeverékben a kismennyiségili rossz
oldoszer segitheti a fazisszétvalast, mig a vizzel elegyedd segédolddszer hatasara
gyorsabb lesz a polimer kicsapddas, igy javitva a kapszulazasi hatékonysagot. Ilyen
segédoldoszer lehet pl. az aceton.

A gyogszerhatoanyagok mikrokapszuldzasahoz véalasztando polimer esetében is tobb
szempontot kell figyelembe venni. A polimernek kompatibilisnek kell lennie a
maganyaggal, és nem szabad reagalniuk egymassal [11]. Ismerniink kell a polimer
tulajdonsagait, miszerint milyen tipusu és szemcseméretii részecske képzésére hajlamos.
A polimerhéj anyagat aszerint kell megvalasztanunk, hogy flexibilisnek, stabilnak,
er6snek vagy permeabilisnak kell-e inkabb lennie. Emellett fontos kérdés, hogy ha egy
gyogyszerhatdoanyag mikrokapszulazasat tekintjiik, milyen kioldddasi profilt sziikséges
elérni az adott anyag hatékonysdg ndvekedése szempontjabol. Torekedniink kell olyan
matrixanyag hasznalatara, ami nem toxikus, legalabb biokompatibilis és lehetdleg
biodegradabilis [55]. Vannak anyagok, amelyeknek rossz oldhatdosaga rossz

biohasznosulast eredményez, ezért az oldhatosag novelés a feladat, mig a szervezet
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védekezérendszere 4ltal konnyen elimindlhaté anyagok esetében a nyujtott
hatoanyagleadas a kitfizott cél. Altalanossagban mind hidrofil, mind hidrofob polimer
vagy ezek keveréke is alkalmazhaté kapszuldzasi eljarasokban. Egy permealisabb
polimerfilm esetében a hatéanyag molekula konnyebben diffundal ki a korilvevo
kozegbe, igy gyorsabb lesz a diffuzid atjan torténd hatdéanyagleadas [56]. A polimer
kristalyossaga is befolydsolja, hogy milyen mindségli kapszuldkat kapunk. A
tesztoszteron propionat kapszulazasara alkalmasabb az amorf poli(D, L tejsav), mint a
kristalyos poli(L-tejsav) [57]. A nagyobb molekulatomegli polimer a rosszabb
oldhatdsaga miatt gyorsabban kicsapddik az oldoszer elparolologtatasaval, és ez a gyors
kivalas porézusabb szemcséket eredményez.

A fazisvaltd hétarold anyagok esetében a képzdodott polimerhéjnak vizzaronak és
kellden erdsnek, de emellett rugalmasnak kell lennie a kiilonb6z6 felhasznalaskor fellépd
mechanikai er6k okozta behatdsok kikiiszobolésére.

Az emulzi6 -eldallitasdhoz ¢és stabilizdlasdhoz elengedhetetlen a megfeleld
tulajdonsagokkal bir6 emulgedtor oldatinak hasznalata. Az idedlis emulgeédloszer
altalaban polimer vagy oligomer tipusu vegyiilet, amely oldhatatlan a cseppben (a
diszpergalandd kozegben) és csak kevéssé oldodik a diszpergald kozegben. Minél
nagyobb az emulgeator koncentracioja, és ezzel egyiitt a kiilsé vizes fazis viszkozitasa,
anndl jobban stabilizdlodik az emulzidcsepp, és igy kisebb lesz a részecske
szemcsemérete. Az emulzidcsepp stabilitdsat befolyasolja a kapszulazd polimer

koncentracidja és molekulatomege is, amely hatassal van a szerves fazis viszkozitdsara.

crer

s

2.5.2 Szemcsemeéretet befolyasol6é paraméterek

Arshady és szerzétarsai 1990-ben megjelent 6sszefoglald cikkiikben [59]
hivatkoznak egy kvalitativ egyenletre, amellyel kozelithetjik a mikrogdmbdok
szemcsemérete és az eldallitasi paraméterek kozotti sszefliggést.

dx K %
A mikrogémbok atlagos mérete (d) egyenes aranyban van a reakcidedény atméréjével

(Dv), a csepp fazis és a szuszpenzids kozeg térfogataranyaval (R), a csepp fazis
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kinematikus viszkozitasaval (vd) és a két nem elegyed6 fazis kozotti feliileti fesziiltséggel
(y). Forditottan aranyos a keverd atmér6jével (Ds), a keverési sebességgel (N), ill. a
keverési ,.energiaval”, a diszpergalasi kozeg viszkozitasaval (vm) és az emulgeator

A szemcseméretet nagyrészt az emulzidoképzéskor kialakuldo emulzidcseppek mérete
befolyasolja. Az emulzidcseppek méretét csokkenthetjiik, ha kis térfogata a diszpergalt
fazis (csepp fazis), nagy a csepp fazis és a szuszpenzids kozeg térfogataranya (R) és
emellett intenziv keverést alkalmazunk (N). Intenziv keverésként hasznalhatunk
ultraturraxos homogenizalast (legalabb 15 000 fordulat/percet), illetve ultrahangos
kezelést. A szerves és a vizes fazis hatdran kialakuld hatérfeliileti fesziiltséget (y)
csokkenthetjiik az emulziocseppek méretét [60, 61]. Az emulzids rendszerekben az egyik
leghatékonyabb emulgeatornak a PVA bizonyult [62].
csepp fazis viszkozitasa (vd), vagyis nd a képz6dott mikroszemesék mérete [63]. Ha a
kapszulazasi hatékonysag érdekében nagyobb polimer koncentraciot kell alkalmaznunk,
akkor az egyéb paraméterek valtoztatasaval érhetjiik el az optimalis szemcseméretet.
Megoldas lehet pl., hogy az ultrahangos kezelés révén nagyobb energiat (N) fektetiink be
az emulzidképzéskor, igy tordelve kisebb cseppekre a diszpergalt fazist. Bar a kiilsd
folytonos fazis viszkozitasanak adalékanyagokkal valo novelésével csokkenthetd lenne a
szemcseméret, ezt a modszert nem szokas alkalmazni, mert késébb megnehezitené a
szemcsék elvalasztasat [58].

A polimer/hatéanyag arany novekedésével IS né a szemcseméret — ugyancsak a

polimer oldat viszkozitasanak novekedése miatt — de ez a polimer oldat

crer

crer

hémérséklet valtoztatdsaval is. A homérsékletemelés hatasara csokkend viszkozitas
nagyobb szemcseméretet iS eredményezhet.

A folytonos fazis és a diszpergalt fazis térfogataranyanak (R) novelésével
konnyebben eloszlathato a diszpergalt fazis, igy kisebb emulzidcseppek alakulhatnak ki.
[62].
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A reaktor felépitése is fontos paraméter a szemesék kialakuldsdban. Az oldalan tereld
lemezekkel ellatott hengeres reaktor hasznalataval viszonylag kisebb méretii
mikrokapszulakat és nagyobb termék mennyiséget lehet kinyerni. Ha oldallemezekkel
latjuk el a reakcidedényt, akkor csokken a reaktor atméréje (Dv), (amellyel egyenes
aranyosan valtozik a termék szemcsemérete), igy Kisebb cseppek jonnek létre. Emellett
az oldallemezek csokkentik a keverés soran kialakul6 turbulenciat is a reakcioedényben,
ez pedig noveli a cseppek stabilitasat, vagyis csokkenti az 6sszecsapzodas mértékét [64].

A keverés az egyik legfontosabb paraméter a mikroszemcsék szemcseméretének
szabalyzasaban. A keverés hatasat tobb egyéb paraméter is befolyasolja, mint pl. a reaktor
geometriaja €s a reaktor és a keverd atmérdjének aranya [58]. A keverési sebesség (N)
kiilondsen akkor fontos, ha nem nanorészecskét allitunk elé ultrahangozassal, hanem
mikrorészecskéket keveréssel. A keverési sebesség novelésével csokken a szemceseméret.

A szemcseképzést emulziobol altaldban szobahdmérsékleten végezziikk és
atmoszférikus nyomason. Az oldoszer elparologtatdskor alkalmazott nyomasértékek
hatasara vonatkozolag kevés tanulmany sziiletett, igy nehéz egyértelmti kdvetkeztetést
levonni. Meng ¢és szerzOtarsai [65] szerint kiilonb6z6 nyomason készitett
mikrorészecskék szemcsemérete hasonld, mig Chung és szerzétarsai [66] szerint
csokkentett nyomdson kisebb szemcseméretli mikrorészecskék  képzddnek.
Atmoszférikus nyomason a képzddott szemcsék pordzusak és durva feliiletiiek. Az
oldészer elparolgas sebessége csokkentett nyomason tal gyors, igy a polimernek nincs
ideje  kristalyosodni, amorf polimer matrix keletkezik, ebbdl kifolyolag a
polimerszemcsék feliilete latszolag simabb, mint az atmoszférikus nyomason létrehozott
részecské [58].

Nanorészecskék eldallithatok a fenti modszerekkel, azzal a valtoztatassal, hogy pl. a
viz/olaj/viz (v1/0/v2) Gsszetett emulzidban az ultrahangos kezelés idejét és intenzitasat a
célnak megfelelden kell megvalasztani. A korabban targyalt paraméterek hasonloképpen
befolyasoljak a nanorészecskék szemcseméretét, mint a mikrorészecskékét. A fenti a
szemcseméret alakulasara vonatkozo Osszefliggések a kapszuldzandd anyagtol
fliggetlentil, ami lehet gyogyszerhatéanyag, vagy fazisvaltd hétarold anyag is ugyanigy
érvényesek.

A mikrorészecskék végsd szemcsemérete a vizes szuszpenzidjukban lejatszodo

aggregacio mértékétdl is fligg, amit a kapszulazé polimerek hidrofob-hidrofil jellege
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befolyasol. Az aggregacié megel6zésének egyik modja a hidrofob PLGA polimer hidrofil
jelleglivé alakitasa pegilalassal, aminek hatékonysagat noveli a PEG szarmazék
molekulatomegének novelése, amellyel a védoréteg vastagsaga novekedhet. A PLGA

szemcsék sikeresen bevonhatok emellett pl. PLA-PEG kopolimerrel is [67].
2.5.3 Kapszulazasi hatékonysagot befolyasolé paraméterek

Az egyszerii emulzidés technikaval sikeresen mikrokapszulazhatok hidrofob
hatéanyagok, de a hidrofil természetli bioaktiv anyagok esetén a modszer hatékonysaga
joval gyengébb. Bizonyos, elsésorban nagyméretii hidrofil anyagok kapszulazasa
Osszetett emulzios modszerrel torténhet hatékonyan. A legfobb probléma a vizoldhato
hatéanyagok gyors kidiffundalasa a kiils6 vizes fazisba, ami dramai mértékben csékkenti
a kapszulazasi hatékonysagot.

A kapszulazasi hatékonysag novelése alapulhat a kapszulazandd hatéanyag
oldhatosaganak befolyasoldsan, a hatdanyag és a kapszulazé polimerek kiilonbozo tipusu
kolcsonhatasan, és a kiilsé vizes fazis irdnyaba torténd lassabb diffuzidén, amelyet a
kozegek viszkozitdsanak novelésével lehet elérni.

A kapszulazasi hatékonysag mértéke nagymértékben fiigg a hatdanyag
vizoldhatdsagatol. Nagyobb vizoldhatdsagli hatéanyagok esetében javitani lehet a
kapszulazasi hatékonysagot, pl. ha pH allitassal elérhetd a hatdanyag oldhatosdganak
csokkenése a kiils6 vizes fazisban. Bodmeier és szerzdtarsai munkajukban [54] leirtak,
hogy a kinidin-szulfat oldhatosaga szamottevOen csokken, ezzel egyiitt a kapszulazasi
hatékonysag nd, ha a pH-t 7-rél 12-re noveljiik. Tapasztalataik szerint a kinidin-szulfat
kidiffundalasa a kiils6 vizes fazisba csak az emulzifikalas els6 1 perce alatt zajlik, mivel
a polimer gyors kicsapddasa a feliiletre ezutdn megakadalyozza a hatéanyag tovabbi
kijutasat, ezzel segitve a nagyobb kapszuldzasi hatékonysag elérését. A pH beallitas akkor
is megoldas a kapszulazasi hatékonysag javitasara, ha ezzel a kapszulazo polimer
viselkedése befolyasolhaté igy, mint pl. poli(metil metakrilat) metakrilsavval alkotott
kopolimere esetében [68].

PVP jelenlétében a kiilsé vizes fazisban a kialakuld szemcse hidrofob tulajdonsagu,
és ezzel egyliitt nagyobb az elérhetd kapszulazasi hatékonysag is [69]. Cohen és

munkatarsai fehérje PLGA polimerbe vald kapszuldzasakor kiilsé fazisként diklor-
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crer

visszaszoritasara, lassitasara és a kapszulazasi hatékonysag novelése érdekében [70].

Az oldhat6sag megszabja, hogy mennyi hatdoanyag vihet6 be az adott oldészerrel, ill.
annak is hatara van, hogy mennyi hatéanyag fér el egy adott méretii kapszulaban. A
hogy a kiilsé fazisban ennek vesztesége allando. Nagy hatéanyag-bevitel esetén a
kapszulak porézusabbak, és sokkal kevésbé lesznek szabalyos alakuak [71, 72]. Egy
permeabilisabb polimerbél a hatéanyag molekula konnyen Kidiffundal az 6t koriilvevo
kozegbe mar az eldallitasi folyamat soran is, melynek eredménye a kisebb kapszulazasi
hatékonysag [56].

Allandé vizes fazis térfogatnal a nagyobb polimer/szerves oldoszer arany esetében,
amely valdjaban nagyobb polimer koncentraciot és nagyobb oldat viszkozitast jelent, a
tapasztalatok alapjan n6 a kapszuldzott hatéanyagtartalom. Yang és munkatarsai, illetve
Andre-Abrant ¢€s szerzOtarsai egyarant megerésitették, hogy nagyobb polimer
koncentraciot alkalmazva nagyobb kapszulazasi hatékonysag érhet6 el [73, 63]. Adott
kapszulazo polimer esetében a nagyobb molekulatomegiit valasztva szintén nagyobb
kapszulazasi hatékonysag tapasztalhato [74, 75]. A polimer/hatdbanyag arany
novekedésével nd a kapszuldzasi hatékonysag, mivel né a polimer oldat viszkozitasa,
amely akadalyozza a hatéanyag kiszokését a kiils6 fazisba. A polimer és a hatéanyag

Az atmoszférikus nyomason készitett szemcsék polimer matrixanyaga kristalyosabb,
mint a csokkentett nyomason eldallitottaké [76]. Csokkentett nyomason a
mikrorészecskéket amorf polimer matrix alkotja, amit azzal magyaraznak, hogy az
oldoszer elparologtatds tal gyors ahhoz, hogy a polimer kikristadlyosodjon. A
mikrorészecskéknek, amelyekben a polimer matrix kristalyos, a feliiletiik durva, érdes,
ezért gyors hatdanyagleadas jellemzi azokat, mig az amorf szerkezeti polimer matrixbol
lassabb a hatdéanyagleadas és nagyobb a kapszulazasi hatékonysag is.

A PLGA termoplasztikus, alifas poliészter, biokompatibilis, biodegradabilis €s jok a
mechanikai tulajdonséagai is. Tobbek kozott alkalmas vakcindk, peptidek, proteinek és
mikromolekulak hordoz6 polimerjének [3]. A hatdéanyag tulajdonsagatol fliggéen
valaszthatunk a sav lancvégl és az észter lancvégli PLGA polimerek koziil. Savvégi

polimerrel kialakithatd ionos koOlcsonhatids révén nagyobb kapszulazasi hatékonysag
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¢érhetd el, mig a nem ionos hatéanyag esetében hatékonyabbak lehetnek az észtervégii
polimerek. Elektrosztatikus kolcsonhatas révén tehat ndvelheté a kapszulazasi
hatékonysag, és ennek mértéke a helyettesités mértékével beallithatd. A doxorubicin
hidroxil csoportja is kothetd a PLGA karboxil végcsoportjahoz. Ez utobbi modositassal a
kioldédas lassithatd, a nem konjugalt hatéanyag 6x gyorsabban oldodik ki, mint a
konjugalt forma [77, 78]. Az észtervégii polimerek alkilcsoport kiillonbozdsége
lehetdséget ad az optimalis degradacios sebesség kialakitasara.

A fazisvaltd hotarold anyag mikrokapszulazasakor mas célokat fogalmazunk meg,
hiszen mig a gyogyszerhatoanyagoknak lassan, de tavozniuk kell a kapszulakbol addig a
PCM-eket j6 vizzaro, mag-héj szerkezetli kapszuldkba célszerli bezarni. A kapszuldzasi

hatékonysag mértéke a mag-héj szerkezet kialakulasatol és a kialakuld héj porozitdsatol

fligg.
2.5.3.1 Leadasi kinetika

A gyogyszerhatoanyag tartalmu mikrokapszulaknak a felhasznalas szempontjabol az
egyik legfontosabb jellemzdje a hatéanyag kioldodasi profilja. A mai kor
kovetelményeinek megfelelden mar elvaras a gyogyszerkészitmények felé, hogy nyujtott
hatoanyag leadassal rendelkezzenek. A mikrokapszuldkat a legtobb esetben eldszor in
vitro koriilmények kozott tesztelik, majd ha a formula igéretesnek mutatkozik lehetdség
szerint elvégzik az in vivo teszteket is. Az in vitro tesztek altaldban az izotonds
koriilményeknek megfeleléen PBS oldatban torténnek. Az analizis nehézségei miatt a
vérplazméban val6 vizsgéalatok nem igazéan elterjedtek. A kioldédds mechanizmusat
jelentds mértékben befolyasolja a szemcsék szerkezete.

A kioldodés a kezdeti kioldodéason tal végbemehet difftizid ttjan, ill. a polimer
bomléasa révén vagy a kettd kombinacigjaval. A diffiizio lejatszodhat a matrixanyagon
vagy a polimerhéjon keresztiil. Gyakran eléfordul, hogy a hatéanyag kristalyok egyrésze
a polimer szemcsék feliiletére adszorbealddik vagy gyengén kotédik. Ez okozhatja az
ugynevezett ,,initial burst”-6t, a kezdeti nagy hatéanyagleadast [3]. Koriiltekintének kell
lenni, nehogy a kezdeti kioldodas olyan nagymértékii legyen, hogy elérjen egy toxikus
szintet [79]. A kioldodast a polimer oldalarol befolyasold tényezd a polimer matrixnak a
feliileti ero6zioja, ami torténhet adott pH-n bekovetkezd oldodasként, s6t enzimbontas

révén is. Hosszabb iddintervallumon megtorténhet a polimer degradacidja is pl. hidrolizis
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utjan. Ha a hatoanyag kidiffundalasa a szemcséb6l gyorsabb, mint a polimer
hatarozza meg.

Az oldészer elparolgasanak sebességétdl nagymértékben fliggnek a képzodott
részecskék tulajdonsagai. A nagyon gyors elparolgas helyi atlyuggatddast eredményezhet
a cseppeken ¢és igy a keletkezd szemcsék sokkal pordzusabbak lehetnek. Az extrakcios
modszer esetében még gyorsabb az elparolgas [63]. Szélsdséges esetben a pordzus
szemcsekbdl a hatoanyag akar ki is ”folyhat”.

A PLGA nanorészecskék porozitdsa szabdlyozhatd kiilonboz6 adalékanyagok
alkalmazasaval. A poérusok képzddését tobbféleképpen eldsegithetjiik, mint pl.
poérusképzd adalékokkal, ozmodzisnyomast indukaldé reagensekkel és gaz-habképzd
reagensekkel. Ha az alkalmazott adalékanyagok, mint pl. a poloxamerek, zselatin,
ciklodextrinek, mustarolaj, zsirsavsok, PVP stb. gyorsabban jutnak ki a kiils6 vizes
fazisba a folyamat soran, mint ahogy a PLGA polimerfilm megszilardulna, pérusok
jonnek létre a polimerfilmen [80]. Pérusok alakulhatnak ki NaCl, BSA, PBS jelenlétében
IS a kiils6 és a belsé fazis kozott fellépd ozmoédzis nyomaskiilonbség miatt [81]. A
polimerfilm porozitasan keresztiil azonban beallithatunk egy kivanatosan gyors
hatéanyagleadast.

A leadasi kinetika befolyasolhatd a részecske hidrofilitasanak novelésével pl.
feliiletmddositas utjan, masrészt a pH érzékeny kapszulazo polimer megfelelé pH-n valo
alkalmazasaval. Mas iranybol nézve olyan pH érzékeny polimer valasztasaval, amely az
alkalmazas helyén oldodik, duzzad, degradalodik.

A PLGA polimert kismértékli immunogenitas jellemzi, biokompatibilis ¢és
ismertek ugyan, de minden esetben szamolnunk kell a hatéoanyag hatasaval ezekre a
tulajdonsagokra.

A PLGA polimereket tekintve a polimer lanc vizes kornyezetben az észterkotések
hidrolizise 0tjan torténé hasadasaval degradalodik [83]. A degradacio soran a karboxil
csoport végii lancok szama novekszik, ez katalizalja a bomlast [84]. A PLGA polimer
valasztott polimer molekulatomege, a glikolsav:tejsav aranya, a kristalyossag mértéke, a

lancvégi csoportja és az livegesedési homérseklete. A kisebb molekulatomegl polimerek

30



Irodalmi attekintés

gyorsabban degradalodnak, bomlasukat a szemcsékbe diffundélé viz inditja el. Nagyobb
molekulatomegii polimerek esetében a polimer erdzidja lassabb folyamat, és igy a
polimer bevonaton keresztiil a diffizio utjan lezajlé kioldodas is lassabb.

A kopolimerben a monomerek aranya a polimer kristalyossagan tul meghatarozza a
degradacio sebességét is. Altalanossagban, minél nagyobb a glikolsav aranya a
polimerben, annal gyorsabb a polimer bomlasa. A tejsav sokkal inkabb hidrofob
karakter(i, mint a glikolsav, igy a tejsavban gazdagabb PLGA szarmaz¢k kevésbé hidrofil,
és igy hidrolizis révén lassabban degradalodik. A PGA nagymeértékben kristalyos a metil
csoportok hidnya miatt. Ha az adott PLGA szarmazék 70%-nél kevesebb glikolsavat
tartalmaz, akkor amorf természetii lesz, melynek az olvadaspontja a molekulatomegétdl
fiigg. A PLGA szarmazékok iivegesedési homérséklete 37 °C felett van. A
molekulatomeg és a tejsav mennyiség csokkenésével a polimerek tivegesedési
homérséklete is csokken. Az iivegesedési homérsékletnek szignifikdns hatasa van a
polimerfilm vizfelvételének sebességére, amit nagymértékben befolyasol a polimerfilm
liveg- vagy gumiszeri allapota. Sokkal gyorsabb a difftizié a filmen keresztiil, ha a
polimer {ivegesedési hémérséklete 37 °C koriil van, mintha joval magasabb, mint pl. a
PLGA 95:5 mintaknal (45°C) [85].

A kezdeti kioldodas kisebb mértékii, s6t el is tlinhet, a polimer és a hatdéanyag kozti
kolesonhatas miatt, igy, mint pl. a PLGA szabad karboxilcsoport lancvége és a fehérje
hatoanyagok esetében [86]. Elofordult olyan is, hogy pl. a pegilalt poli(hexadecil-
cianoakrilat)-hoz kovalensen k6tott doxorubicin a kotés blokkold hatasa miatt elveszitette
terapias hatékonysagat [87].

A hatéanyag oldalar6l meghatarozo, a hatdéanyag-polimer kdlcsonhatés, a hatéanyag
molekulatdomege, a hatéanyag koncentracidja és a hatdéanyag lgP-je [88]. A IgP a
hatoanyag-molekula megoszlasi hanyadosa a vizes és a lipofil fazisok kozott. Az elméleti
hatéanyagbevitel novelésének kovetkezménye a hatdanyagleadasra attdl fiigg, hogy a
hatéanyag a mikrorészecske belsejében vagy a feliiletén halmozddik fel. Ha a hatéanyag
inkdbb a szemcse matrixanyagaban kapszuldzodik, akkor kisebb mértékli kezdeti
kioldédas tapasztalhatd, ha azonban a szemcse feliiletére rakodik le, megndvekszik a
kezdeti hatdanyag felszabadulés. Feltételezhetden a nagyobb hatdéanyag bevitel hatdsara

nagyobb vizfelvételi kapacitasa lesz a szemcséknek, ami gyorsabb polimer degradaciohoz
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vezet. Mao és munkatarsai [88] vizsgalatai szerint a hatbanyag molekulatomegének

novekedésével nd a kezdeti kioldodas mértéke és gyorsabb a tovabbi kioldddas is.
2.5.3.2 Feliilletmdédositas

A nanorészecskéket intravénds adagolds esetén konnyen felismeri az
immunrendszer. A szemcseméreten kiviil a feliilet hidrofobicitasa hatarozza meg a
nanoszemcsék fehérje-adszorpcios képességét és ezzel egyiitt a nanorészecskéknek a
vérbdl valo kitiriilését. A feliiletmodositast kétféleképpen oldjak meg, egyrészt a feliilet
hidrofil polimerrel valé bevonasaval, ill. kopolimer eldallitasaval, amelybe hidrofil
egységeket épitenek be [89]. Legelterjetebben a PEG, poloxamer, poloxamin, Tween 80,
lauril-éter és kitozan polimercket hasznaljak felilletmodositasra. Ezek koziil is
leggyakrabban a pegilalast alkalmazzak. A PEG egy nem ionos, biokompatibilis, hidrofil
polimer. A PEG lancnak a kapszulazé polimerhez kotése torténhet kovalens kotés Gtjan
és a feliiletre adszorbealva [90].

A pegilaléas hatasara kevesebb fehérje vagy enzim adszorbealodik a feliileten, ami a
PLGA esetében lassitja a degradaciot, mivel a PEG-gel funkcionalizalt szemcséket nem
azonositja idegen anyagként a szervezet. Li ¢s munkatarsai PEG-gel modositott PLGA
nanorészecskékbe kapszulazott BSA felezési idejét vizsgaltak patkanyokban, és azt
tapasztaltak, hogy az 13,6 percrél 4,5 érara nétt a PLGA-ban kapszulazott BSA-hoz
képest [91]. A fehérje adszorpcid mértéke és ezzel egyiitt a feliiletmddositas
hatékonysaga is optimalizalhat6 a PEG polimerszarmazék molekulatomegével és feliileti
stiriségével [92].

Torchilin és szerzdtarsai PEG polimerrel boritott nanorészecskék tulajdonsédgait
tanulmanyoztdk. A PEG védd hatdsat a flexibilis és hidrofil polimer kompakt
konformacios felhéjének tulajdonitottak [93]. A minél hosszabb polimerlanc és azok
minél nagyobb feliileti stirlisége sziikséges a fehérje adszorpcidjanak visszaszoritasahoz.
A feliileti boritottsagnak nagyobb hatasa van a van der Waals vonzoerdkre és a sztérikus
taszitasra, mint a lanc hosszusaganak [20]. A PEG polimernek az optimalis feliileti
stirlisége fontos szerepet jatszik a sztérikus gatlasban. A PEG lancok kozotti tavolsagnak
a molekulatomegtdl fiiggben van egy kiiszobértéke (0,39 nm (Mw=200) és 0,33 nm
(Mw=400)), amin tal nem érdemes csokkenteni a kozottiik 1évé tavolsagot, novelve a

boritottsdgot, mert nincs tovabbi szignifikdns hatdsa a fehérje adszorpcidjanak
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megakadalyozasaban [94]. Kopolimer eléallitasaval is elérhet6 feliiletmodositas, ami a
polimer degradaci6 megvaltozasan keresztiil befolydsolhatja a hatdanyag kioldédasat. A
PLA polimerbe PEG hidrofil polimeregység beépitésével nyert PLA-PEG-PLA
kopolimerb6l [95] tobb hatéanyag oldodik ki a PEG mennyiségének és a
molekulatomegének novekedésével. A hatdanyagleadds novekedését eredményezi a
teljes kopolimer molekulatomegének csokkenése is. A PEG tartalom a kopolimerben

A terapias peptideket és polipeptideket gyakran kell adagolni, mert a bioldgiai
felezési idejiik rovid. A gyenge diffuzivitasuk és az alacsony megoszlasi hanyadosuk
miatt gyenge a transzportjuk a bioldgiai membranokon keresztiil. A karboxil
végesoporttal rendelkezd PLGA szarmazék segiti a magas fehérjebevitelt [96]. Az
irodalombdl szarmazé informaciok alapjan valasztottuk a savvégi, kiilonb6z6 monomer
aranyu ¢és molekulatomegii PLGA polimerszarmazékokat és PEG-gel modositott PLGA

polimereket az interferon-béta mikrokapszulazasara nyujtott hatéanyagleadas céljabol.

2.5.4 Hexadekan tartalmu mikroszemcsék tulajdonsagait befolyasol6

eloallitasi paraméterek

A fazisvaltdé hoétaroldo anyagok kapszulazasakor a felhasznalas céljatol fliggden
els@sorban mag-héj szerkezet kialakitasara torekednek. Ideélis esetben a polimerhéjnak
viz és gazzaronak kellene lennie. A HD tartalmu polimer szemcséket eléallithatnank
polimerizaciéval is, azonban Loxley ¢és szerzétarsai [53] munkajabol ismert, hogy
folyadék halmazallapoti fazisvaltdé hotaroldé anyag egyszerli emulzids modszerrel is
kapszulazhatdé mag-héj szerkezetben, ha sikeriil a rendszerben biztositani a megfeleld
hatarfeliileti fesziiltségeket. A kapszuldk eldallitdisa megoldhatd egy egyszerii olaj a
vizben emulzi6 kialakitasaval, majd az olddszer elparologtatasaval, amely folyamat
végén a polimer szemcsék szuszpenzidjat kapjuk. A fazisvaltdé hotarold anyag
mikrokapszulak szemcsemérete és kapszulazasi hatékonysaga is az emulziés modszer
jellemzoéinek megfeleléen alakul. A fajlagos hétarolds szempontjabdl a kapszulazasi
hatékonysag a fontosabb tényezd. Minél tobb a maganyag mennyisége a polimerhéjhoz
képest, annal kisebb a kapszulazasi hatékonysag, azonban anndl nagyobb a fajlagos

hétarolasi kapacitas, igy a felhasznalas alapjan kell keresniink egy optimumot.
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2.6 Célkitiizések

Munkam sordn célul tiiztem ki, hogy olyan nanoszerkezetli, kompozit szemcsét
alakitsak ki human szérum albumin modellanyagbol szférikus agglomeracidval, amely
modellrendszere lehet a gyogyszerhatéanyag szemcséinek tablettdban vald
alkalmazasahoz. Célom volt egyrészt a szférikus agglomeracionak, mint erre alkalmas
modszernek a tanulméanyozdsa, masrészt a valasztott modellanyagra a megfeleld
oldoszerrendszer kialakitasa, és a lejatsz6d6 mechanizmus tanulmanyozasa révén
megfeleld szfericitassal €s gordiilékenységgel rendelkezd szemcsék eldallitasa.

Célul thztiik ki olyan modszerek kifejlesztését épitdipari alkalmazashoz, amelyekkel
paraffin és sohidrat alapu fazisvaltd hétarolo anyag tartalma mikrokapszulakat allithatunk
el6. Annak ellenére, hogy a sohidratoknak a paraffinokkal szemben olyan elényds
tulajdonsagai vannak, mint pl. olcsobbak és nem gyulékonyak, a mai napig a meglévod
megoldasok mellett is joval kevesebb példa van fazisvalté hotaroldé anyagként valod
alkalmazasukra, mint a paraffinokéra. Feladatom volt ezért KAI(SOa4)2-12H20 séhidrat
vizzaro polimerhéjjal ellatva mag-héj szerkezetli mikrokapszulat eredményezhet.

Paraffin tipusti, hexadekant tartalmazd mag-héj szerkezetli mikrokapszulak
eldallitasa volt a cél etil-celluloz és poli(metil-metakrilat) polimerrel. Az irodalomban
nagy szamban taldlhatéak olyan megoldasok, ahol a kapszulahéjat polimerizacidval
alakitjak ki. A kivitelezhetdéség szempontjabol joval egyszeriibb mddszer az emulzids
oldoszer-elparologtatdsos technika. Feladatom volt mérésekkel igazolni, illetve
magyarazni az emulzios oldoszer-elparologtatas soran kialakuld szemcsemorfologiat és
a kapszulak héjaban tapasztalt porozitast az irodalombdl ismert kozelitések alapjan.

Célom volt tovabba interferon-béta mikrokapszulazdsa szklerdzis multiplex
tiineteinek enyhitésére, amely szemcsékre elvart eredményként fogalmaztuk meg, hogy
200 nm atlag méretnél kisebb, keskeny méreteloszlasu, jo kapszuldzasi hatékonysagi
(>80 %) nanokompozit részecskéket allitsunk el6. A hatéanyagleadast tekintve pedig
minimum egy héten at képesek legyenek nyujtott IFN-béta leadast biztositani human
vérplazméban in vitro koriilmények kozott. A  megvalositashoz a hatéanyag

vizoldhatdsaga miatt az dsszetett emulzids modszert valasztottuk.
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3 Felhasznalt anyagok

A PSS-kitozan-HSA kompozit szemcsék eldallitasahoz alkalmazott vegyszerek
koziil a rdkok pancéljabodl kivont kitozant, amelynek a deacetilezési ardnya > 85%, a
Sigmatol vasaroltuk. A natrium-polisztirol-szulfonatot (PSS, Mw = 70 000) az Aldrichtél
szereztik be. A human szérum albumin (HSA) a Trigon Biotechnologiai Zrt. szives
ajandéka volt. Az abszolut alkoholt a Reanaltdl, az etil-acetatot (EtOAC) és az ecetsavat
a Spektrum 3D Kft.-tél vasaroltuk. Az Osszes alapanyag analitikai tisztasagu volt, és
tovabbi tisztitdst nem végeztem rajtuk. A vizes oldatok elkészitéséhez kétszer desztillalt
vizet hasznaltam.

Az 1% (m/m)-os kitozan és 2% (m/m)-os PSS oldat elkészitéséhez a szilard kitozant
és a PSS-t 4% (m/m)-os ecetsav oldatban oldottam fel. Foszfat pufferben oldott 3,8 mg/ml
és 7,28 mg/ml toménységli HSA oldatot a Trigon Biotechnologiai Zrt.-tdl kaptunk
ajandékba.

A sohidrat szférikus agglomeratum eldallitasahoz sziikséges puriss tisztasagu
KAI(SOa4)2:12H20-t (tims6) a Molar Chemicals Kft.-tdl szereztiik be. A timsénak az
oldatabol vald kicsapasahoz sziikséges szerves oldoszereket, a diklor-metant (DCM), a
hexant (HXx) és az etanolt (EtOH) a Scharlau-tol, az izopropil-alkoholt (IPA) a Reanaltol
vasaroltuk.

A mag-héj szerkezetli szemcsék eldallitasdhoz hasznos informaciot szolgaltato
feliileti fesziiltség viszonyok méréséhez alkalmazott vegyszerek a kovetkezdk voltak: a
feliiletaktiv anyagok, mint a poli(vinil-alkohol) (Mw= 30 000-70 000 ¢és 87-90%-ban
hidrolizalt) (PVA), Tween 80, poli(metilakrilsav) Na s6ja (PMAA) 30 % (m/m) oldata
(Mw=9 500) a Sigma Aldricht6l keriiltek beszerzésre. A polimerfilm készitéséhez
hasznalt polimerek: a poli(metil-metakrilat) (PMMA, Mw~15,000) a Sigma Aldrichtdl,
az etil-celluloz (EC, viscosity: 4mPa s, 5 wt% in 80:20 toluene/ethyl alcohol, 25 °C) a
Dow Deutschland Anlagengesellschaft mbH (Németorszag)-t6l szarmazott.

Az interferon-béta-la (IFN-béta) tartalmii nanorészecskék eldallitasanak
modellezéséhez a marha szérum albumin (BSA) a Trigon Biotechnologiai Kft. ajandéka
volt. A (poli(tejsav-glikolsav) polimereket: a Resomer RG 502H (PLGA 3), 0254
(PLGA_4), RG504H (PLGA_2), RG752H (PLGA_1), RGP d5055 (PEG_PLGA 1) és
RGP t50106 (PEG_PLGA 2) az Evonik (Németorszag) cégtdl szereztiik be. N-etil-N’-
(3-dimetil-aminopropil)-karbodiimid (EDC) keresztk6té agens, N-hidroxiszukcinimid
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(NHS) stabilizator, foszfat puffer tablettdk és az etilénglikol-bisz(béta-aminoetiléter)-
N,N,N’,N’-tetraecetsav a Sigma Aldrich termékei. Az IFN-béta és a hozzatartoz6 ELISA
kit a Fine Biotech (Kina) cégtdl szarmazik. A cyanine-5-amin (Cy5) festékanyagot a
Lumiprobe (Németorszag) cégtdl szereztik be. A micro BCA fehérjekoncentracio
meghatarozasara alkalmas mintaelemz6 kitet az amerikai Pierce Biotechnology Inc.(US)
cégtdl vasaroltuk. A pegilalashoz az aminoPEG-et (Mw = 5000) Nanocs Inc.-t6l (New
York, NY, USA) szereztiik be.

Polimer neve Tejsav:glikolsav Molekulatomeg Viszkozitas adat
arany
Res 0254 RG:50:50 H 50:50, sav végii 0,32 dL/g
Resomer RG 504 H 50:50, sav végli M,,=38 000-54 000 0,45-0,6 dL/g
Resomer 5050 DLG PEG 10% (m/m) PEG M pec= 6000 0,67 dL/g
6000 tartalom
Resomer RG 502 H 50:50, sav végii Mw=7 000-17 000 0,16-0,24 dL/g
RGP d 5055 (PEG_PLGA) 5% (m/m) PEG M pec=5000 0,93 dL/g
tartalom
Resomer RG 752H 75:25, sav végll Mw=4 000-15 000 0,14-0,22 dL/g

3.1 Szemcsék elballitasanak részletes leirasa
3.1.1 A kitozan szemcsék eldballitasa

A viz—etanol—etil-acetat oldoszerharmashoz el6szor 4 (m/m) %-0s ecetsavban oldott
1% (m/m)-os kitozan, majd 3,8, ill. 72,8 mg/ml koncentraciojia HSA oldatot és 2% (m/m)-
os PSS oldatot adtam. A kialakult kezdeti kvazi-emulziobol EtOH, ill. EtOH-EtOACc
elegy hozzaadasaval az oldészerekre nézve homogén fazist hoztam létre. Végiil az ebben
az elegyben képz6dott gélszerli szemcséket tovabbi EtOH adagolasaval szilarditottam.

A kezdeti oldoszer-Osszetételt 24,4 ml EtOAc, 4-6,4 ml EtOH és 6,45-7,45 ml
kétszer desztillalt viz 6sszemérésével alakitottam ki. Az 1%-0s kitozan oldatbol 1,15-2,2

ml-t adagoltam az el6z6 oldoszerkeverékhez. A HSA-t 3,8, ill. 72,8 mg/ml koncentracioju

oldataibdl egyenként 0,3 és 0,31 ml mennyiségben adtam hozza a rendszerhez. A 2%-0S
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PSS oldat térfogata mindig megegyezett a kitozan oldat térfogataval. Az igy kialakuld
kvézi-emulzidhoz vagy abszolut EtOH-t vagy EtOH-EtOAc 1:0,96 ardnyu elegyét
adagoltam, egy részletben vagy 5,5, ill. 12 ml/perc sebességgel. A keverési sebesség 200—
500 fordulat/perc kozott valtozott, de altalaban 400 fordulat/perc volt. Az utolso6 1épésben
a gélszemcsék szilarditasa 0,55-1 ml EtOH-val tortént. A keverések id6tartama 15-45
perc volt. A 3.1 tablazatban a kiilonb6z6 moddon eldallitott mintdk konkrét adatait
tiintettem fel.

3.1. tablazat. Néhany kivalasztott szférikus kristalyositasi kisérlet dsszetételei

Hozzaadott Tovabbi
EtOH | EtOAc | Ho | oA | Kitozin | PSS | BIOH/EIOH |\ e dott
Minta oldat oldat oldat és EtOAc EtOH
elegy
térfogata, ml

1-09 6,34 24,2 | 6,56 0,3 1,14 1,14 3
1-10 6,4 24,4 6,6 0,3 1,15 1,15 24 0,55

1-14 6,6 24,2 6,6 0,3 1,15 1,15 24
11-25 4,0 240 | 7,45 0,31 2,1 2,1 12,04 3,12 és
0,715
11-26 4,0 240 | 7,45 0,31 2,1 2,1 15,225 0,73
11-28 4,0 24,0 | 6,45 0,31 2,1 2,1 11,61 0,675
11-29 4,0 240 | 6,95 0,31 2,1 2,1 13,395 0,71

3.1.2 Timsé agglomeratumok preparalasa

A tims6 szemcséket szférikus kristalyositassal allitottam el6 egy 100 ml-es duplafalq,
termosztalhato livegreaktorban. A hémérsékletet Julabo termosztattal allitottam be 25 °C-
ra. A szerves oldoszer elparolgdsat a folyamat sordn iiveghlitdé hasznalataval
akadalyoztam meg.

A timso6 agglomeratumok eldallitasahoz 40 °C-on telitett kalium-aluminium-szulfat
oldatot pipettdztam egy részletben (,,one shot”) a szerves olddszerelegybe. A telitett
sooldatot 3,87 g s6 és 14,67 g desztillalt viz Osszemérésével készitettem el, amelyet
ezutan 4 oran at 40 °C-ra termosztaltam. Négy kiilonb6z6 oldoszerrendszerrel dolgoztam,
amelyek H2O0-EtOH-DCM ¢és H20-EtOH-Hx terner, ill. EtOH-H20 ¢és IPA-H20 biner
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rendszerek voltak. A so6 oldat térfogata 2,5 ml-6 ml-ig, az etanolé pedig 19,5-54,6 ml-ig
valtozott. A kialakult szuszpenziot 20 percig kevertettem 500 fordulat/perc keverési
sebesség mellett. Végiil a szuszpenzidt szlirtem €s 2 x 5 ml etanollal mostam az analizisek
elvégzéséhez. A 3.2. tablazat mutatja a szférikus agglomeratumok eldallitasakor

alkalmazott elegyOsszetételeket.

3.2. tablazat. Szférikus kristalyositasi kisérletek osszetételei szamszerii formaban

Minta So oldat EtOH Hx DCM IPA
térfogata, ml | térfogata, ml | térfogata, térfogata, ml térfogata, ml

KAI_minta 1 48 19,5 0,0 31,5 0,0

KAI_minta 2 6,0 54,6 22,8 0,0 0,0

KAI_minta 3 4,0 36,0 0,0 0,0 0,0

KAI_minta 4 2,5 0,0 0,0 0,0 47,5

3.1.3 A n-hexadekan tartalmu etil-cellul6z mikrorészecskék eldallitasa

A hexadekan tartalmu etil-celluloz mikrorészecskéket Dr. Feczké Tivadar allitotta
elé egyszerli emulziés modszerrel. Az egyszerii emulziés modszer soran 0,26-0,975 ml
hexadekant adott 200-250 mg etil-cellul6z polimert tartalmazé 5 ml diklor-metanhoz. Ezt
kovetden a szerves fazist harom kiilonbo6zo feliiletaktiv anyaggal készitett (2% (m/V)-0s
Tween 80, 2% (m/V)-os PVA, 1% (m/V)-os PMAA) vizes oldatokban (20-20 ml)
magneses keverével 800 fordulat/perccel emulgealta. Az oldoszer elparologtatasa utan

Macherey-Nagel 640 d papir sziir6n sziirte a szemcséket a morfologia vizsgalata elétt.
3.1.4 Az IFN-béta tartalmi nanoszemcsék elballitasa

Az IFN-béta az egyik, széles korben alkalmazott gyogyszerhatoanyag a szklerozis
multiplex kezelésére. Mivel a kiviilrl bejuttatott IFN-béta a szervezetbdl 24 oran beliil
eltlinik, ezért célunk olyan nyujtott IFN-béta hatdanyagleaddsi nanorészecske
szuszpenzio eldallitasa volt, amely megfeleld alapanyaga lehet egy ritkabban adagolando
injekcios  készitménynek a relapszussal-remisszioval jardé szklerdzis multiplex
megbetegedés kezelésére.

A fehérjék hatékonysagnovelésének egyik régota alkalmazott modja biodegradabilis

polimerbe val6é mikrokapszulazasuk, dsszetett emulzios oldoszer-elparologtatasos/diffuzios
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modszerrel, pl. PLGA hordozd polimerrel. A vizoldhaté hatdéanyagok esetében a

mikrokapszulazas a 3.1. dbran lathato sematikus rajzon kovetheté modon torténik.

Ultrahangos fej Ultrahangos fej
AC AC ‘
Ultrahangos Ultrahangos h
Késm\ékg —O PVA 2%-05 készilék —
vizes oldata DCM
gbzei
PLGA DCM-ben Egyszeri w/o emuzid wiohw kettBs
| emulzi
| é
Fehérje PBS-ben OO O - *
0090 \ Y
(o] " e TR
Py o] O O (oo o, _
°% B =ga ,Q
DOD 00) OOOD OOo ’_,’ \\?00 e < x >
b s~ \ od- Ooc% 0 -

Termék: szilard

wio emuizig  J€9%S fUrdo Jeges furdo PLGAf(ehérjeK Magneses keverd
wiolw kettds emulzid gig?;?;s Cei")g az
11épes: elsd emulzid képzes 2 |épés: masodik emulzié képzés

3 |épés: oldoszer elparologtatas

3.1. abra. PLGA és PEG_PLGA nanorészecskék eléallitasa dsszetett emulziés oldészer-
elparologtatisos modszerrel

IFN-béta tartalmu PLGA nanorészecskéket 0sszetett emulzids modszerrel allitottam
el6. A modell-, ill. a hatéanyagot PLGA és PEG_PLGA polimerekbe kapszulaztam. A
fehérje mikrokapszulazasanak optimalizaldséhoz a BSA modellanyagot feloldottam
vizben és a polimer diklor-metanos oldatdval emulgeédlva egyszert, viz az olajban (v/0)
emulzidt alakitottam ki. Ezutdn ezt az egyszerli emulziét hozzamértem a PVA
emulgeatort tartalmaz6 kiilsé vizes fazishoz és ultrahang segitségével kialakitottam a
vi/o/v2 Gsszetett emulziot. Végiil elparologtattam a szerves oldoszert az Osszetett
emulziobdl, ennek folytdn létrejottek a PLGA/BSA alkotta nanorészecskék. A
hatéanyagra az optimalisnak valasztott szemcseméret eloszlds ¢€s kapszulazasi
hatékonysag eléréséhez sziikséges paramétereket hasznaltam.

A kisérletekben a PLGA_3 polimert 20 mg/ml koncentracidban alkalmaztam, a
fehérjetartalom minden esetben 5 mg/ml volt. Harom kiilonb6z6 emulzi6 6ssztérfogatnal
(3,1; 4,6; 5,1 ml), haromféle térfogatarany mellett, 90-180 masodperc idOtartamil
ultrahangos kezelésekkel késziiltek a mintak.

A 3.3. tablazatban gyijtéttem Ossze a BSA tartalmi részecskék eldallitasi

paramétereit, amelyeket az optimalizalési kisérletek soran hasznaltam.
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3.3. tablazat. Eldallitasi koriilmények a BSA-tartalmu PLGA és PEG_PLGA részecskékhez

Polimer viz(z)llcigiet:is . w2/0 ’ Ultr?hangos fej Ultl_'ah_angozzis
(dLfg) érfogatarany mérete, mm ideje ()
PLGA_1 0,14-0,22 1:4 6 90
PLGA 3 0,16-0,24 1:2 3 180
PLGA_4 0,32 1:3 3 180
PLGA_2 0,45-0,60 1:6 6 110
PEG_PLGA 2 0,67 1:6 6 140
PEG_PLGA_1 0,93 1:4 6 90

Az IFN-béta tartalmti szemcsék eldallitasa az in vitro €s in vivo kisérletekhez a 3.4.
tablazatban 6sszefoglalt Iépéseknek megfelelden tortént. A hatdéanyag, patkdny-1FN-béta
szilard, liofilizalt formajat steril MilliQ vizzel feloldva tdrzsoldatot készitettem. 5 mg
kapszulazo polimert 0,5 ml diklor-metanban oldottam fel, és ehhez hozzdadtam a 12 pg
IFN-bétat tartalmazo 0,1 ml fehérje oldatot. Ultrahangos diszpergalassal 30 s 30%-0s
(Sonics Vibra Cell VCX 130, 130 W, Sonics & Materials, Inc.) ultrahang amplitidonal
viz/olaj (vi/0) emulziét készitettem, majd ehhez 2 ml 2% (m/V)-0s PVA oldatot adva,
80% ultrahang amplitidonal, 1 perc ultrahangozasi id6t alkalmazva, kialakult a
viz/olaj/viz (vi/o/vz) Gsszetett emulzid. Elparologtattam a rendszerbdl a diklor-metant 800
fordulat/perces magneses keverés (IKA Big Squid, IKA®-Werke GmbH & Co. KG)
mellett, igy 1étrejottek a kompozit nanorészecskék. Felhasznalas el6tt a nanorészecskék
szuszpenziojat 40 000 fordulat/perc (a rotor atlagos sugar méreténél RCF: 66 700 Q)
mellett 10 percig ultracentrifugaval (Beckman Optima Max-E, Beckman Coulter Inc.)
iilepitettem, majd a tiszta feliiluszot eltavolitva, 2 ml MilliQ vizben visszaszuszpendaltam
a részecskéket. Ujabb centrifugalassal és a szuszpendald kozeg cseréjével mostam a

szemcséket a PVA feliiletaktiv anyagtol.

40



Felhasznalt anyagok

3.4. tablazat. In vitro kisérletek eléallitasi receptjei

PEG_PLGA_1

PLGA_1

Belso vizes fazis

0,054 ml IFN oldat (20 pg /200 pl) 0,2
ml-re higitva PBS oldattal

0,054 ml IFN oldat (20 png /200 ul) 0,2
ml-re higitva PBS oldattal

Szerves fazis

2 ml DCM, 20 mg RGP d 5055

2 ml DCM, 20 mg Resomer RG 572H

Kiils6 vizes fazis

8 ml 2 % (m/V) PVA

8 ml 2 % (m/V) PVA

1. emulzid 35 s, 30% 3 mm-es ultrahangos 355, 30% 3 mm-es ultrahangos
létrehozasa szondaval szondaval
2. emulzid 90 s, 70% 6 mm-es ultrahangos 90 s, 70% 6 mm-es ultrahangos
1étrehozasa szondaval szondaval
Oldoszer 25 ml-es f6z6poharban 500 25 ml-es f6z6poharban 500
elparologtatas: fordulat/perc keverési sebesség fordulat/perc keverési sebesség

Az in vivo vizsgalatok elvégzéséhez sziikség volt vak, azaz hatdanyagot nem

tartalmazé részecskékre is. A vak részecskék elballitasa nanoprecipitaciés modszerrel

tortént. 5 mg PLGA_1, ill. PEG_PLGA_1 tipusu polimert feloldottam 0,5 ml acetonban.

A 2—4 ml vizes fazist 1% (m/V)-0s PVA oldat alkotta. Az oldatok elegyitése utan, az

acetont szobahdmérsékleten elparologtattam. A nanorészecskéket 20 000 fordulat/percen
(RCF: 16700 g) 25 percig centrifugaltam, és kétszer mostam MilliQ vizzel a PVA-

tol.(Beckman Optima Max-E ultracentrifuga, Beckman Coulter Inc.)
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4 Mérési modszerek

4.1 Oldhatésagi vizsgalatok

PSS-kitozan-HSA kompozit szemcsék eldallitasahoz hasznalt H2O-EtOH-EtOAcC
terner oldészerrendszer irodalombol ismert oldhatosagi adatainak kiegészitésére egy
egyszerii modszert valasztottam. Osszemértem a megfeleld H20-EtOH-EtOAC
mennyiségeket az oldoszerekre nézve nem elegyedd tartomanyban, ¢és egy ilyen
oldoészerkeveréknek az 5 ml-éhez kis lépésekben etanolt adagolva kerestem azt a
végpontot, ahol a hdrom oldoszer keveréke még éppen elegyedik, vagyis nem
tapasztalhaté semmilyen mértékii zavarosodas a kémcsdben. Utdbbi dsszetételt vettem a
harom oldoszer egymésban valdo oldddasdhoz sziikséges Osszetételnek, vagyis az

oldhatosagi adatnak.

4.2 Szemcseméret-eloszlas meghatarozasa

A mikroméretli szemcsék szemcseméret-eloszlasat 1ézer diffrakcio elvén alapulod
késziilékekkel hataroztam meg. A szemcséket a térfogat szerinti eloszlasbol nyert atlag
szemcsemérettel (D(4,3)) és a szemcseméret-eloszlas monodiszperzitasara utald Span
értékkel jellemeztem.

D[V; 0,9] — D[V; 0,1]
D[V; 0,5] ’
ahol a D[V; 0,9], D[V; 0,1] és D[V; 0,5] azokat a méreteket jeloli, amelyek alatt a

Span =

térfogatszerinti eloszlas alapjan a szemcsék 90, 10 és 50 %-a talalhato.

A PSS-kitozan-HSA rendszerben a szemcseméret eloszlas meghatarozasat Malvern-
2600 szemcseméret-analizatorral végeztem. A szemcseméretet a szemcsék leszlirése és
szaritdsa utdn a képzddéskor kialakuld anyaltignak megfeleld oldoszer-Osszetételben
ujraszuszpendalva, szuszpenzié formdjdban mértem. A szemcsék stabilitdsit a
szuszpenzi6 400 fordulat/perc keverése mellett 520 percig vizsgaltam az eloszlas
valtozasat kovetve nyomon.

A timso agglomeratumok szemcseméretének analizisekor a Malvern cég Mastersizer
2000 tipust szemcseméret analizatorat alkalmaztam. A szemcsék méretét azok lesziirése
¢és szaritasa utan, EtOH-ban valo ujraszuszpendalasat kovetéen mértem. A szemcsék
stabilitasat a szuszpenzié 2000 fordulat/perc keverési sebesség mellett 5-10 percig

végzett szemcseméret-analizise Utjan vizsgaltam. A Mastersizer 2000-es késziilék a Mie-
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elmélet alkalmazasaval a szilard anyag (n=1,456) és a szuszpendald kozeg
torésmutatojanak figyelembevételével szamitja a szemcseméret eloszlasat.

Az IFN-béta tartalmu nanorészecskék szemcseméret-eloszlasat Zetasizer Nano ZS
késziiléken dinamikus 1ézerfényszorddason alapuld mérési modszerrel hatdroztam meg.
A mért intenzitasokbol, a torésmutatd és az oldatok viszkozitas adatainak ismeretében,
szamithatd a térfogati atlagszemcseméret és a polidiszperzitas indexszel (Pdl)
jellemezhetd a minta szemcseméret-eloszlasanak a szélessége.

A polidiszperzitasi indexet a szoftver a mért értékek G1 korrelacios fliggvényének

logaritmusara polinom fiiggvényt illesztve
In[Gl]=a+bxt+cxt?+dxt3+extt+-,

a linearis (b) és a négyzetes tag (C) egyiitthatdjabol szamitja a kovetkez6 Osszefliggés

alapjan: Pdl = 2c¢/b? [97].

4.3 Zeta-potencial mérése

A zeta-potencidl mérését elterjedten hasznaljak a toltéssel rendelkezd nanorészecske
szuszpenziok stabilitasanak jellemzésére. Egyenaramu erétérben mozgasra, ill. aramlasra
kényszeritjik a részecskéket (elektroforézis). Az elektromosan toltott részecskék
egyiranyll mozgésa elektromos potencidlkiilonbséget hoz 1étre. Valodi kolloid részecskék
elektroforézise esetén a nanorészecskék mozgasi sebességét a 1ézer-Doppler-effektus
alapjdn hatarozzuk meg. Szolok esetében a szort fény intenzitdsa valamilyen
frekvenciaval fluktual, ami fligg a részecske sebességétol. A késziilék méri a frekvenciat,
€s szamitja a sebességet. Az elektroforetikus mozgékonysag mérésével, a Henry-egyenlet
alapjan, szamithat6 a zeta-potencial [98]. Az IFN-béta tartalmu mintak szuszpenzidjanak
zeta-potencialjat Zetasizer Nano ZS késziilekkel mértem, a PVA emulgeétortdl valo
tobbszori mosasuk és MilliQ vizben valo diszpergalasuk utan, eldobhato, zeta-potencial

mérésére alkalmas kiivettaban.

4.4 Morfolégia, pasztazé elektronmikroszkop

crer

amelynek a kamerajat szamitégéphez csatlakoztattam, masrészt Philips XL30 ESEM

tipustt pasztaz6 elektronmikroszkop felvételei alapjan elemeztem. A szemcsék az
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elektronmikroszkdpos mérés elott aranyréteggel lettek bevonva. A mérés 20, ill. 25 keV
gyorsito fesziiltséggel tortént.

A nanorészecskék morfologidjat MilliQ vizzel PVA-t6l alaposan mosott
szuszpenzidjuk egy cseppjét a mintatarton beszaritva, aranyozas nélkiil, vizsgaltuk FEI

Apreo tipusu pasztazo elektronmikroszkoppal 20kV gyorsito fesziiltség mellett.

45 FTIR

Az FTIR spektrumok Varian Scimitar FTS2000 spektrométerrel Pike GladiATR
mintatartd egységben lettek felvéve folyékony nitrogénnel hiitétt MCT detektorral.

4.6 Termogravimetrias mérések

A kélium-aluminium-szulfat agglomeratumok termoanalitikai gorbéi MOM Q-1500-
D tipust szimultan (T, TG, DTG, DTA) derivatograffal késziiltek korund tégelyben,
levegd jelenlétében ¢és dinamikus flitési koriilmények kozott (10 °C/perc fiitési sebesség

mellett) 30-1000 °C hémérséklet tartomanyban.

4.7 Differencialis pasztazo kalorimetria

A kalium-aluminium-szulfat agglomeratumok DSC felvételeit Setaram LabsysEvo
TG-DTA/DSC analizatorral, nagy tisztasaghi nitrogén atmoszféraban (50 ml/perc
aramlési sebesség mellett) 5 °C/perc allando flitési sebesség alkalmazésaval, standard 100
ul-es aluminium tégelyben vették fel. Ures tégely szolgalt referenciaként és a mérések

hémérséklet tartomanya 30-300 °C volt.

4.8 Roéntgendiffrakcios mérések

A kalium-aluminium-szulfat agglomeratumok rontgendiffrakcios — gorbéinek
felvétele Philips PW 3710 tipusu diffraktométerrel tortént. A késziilék PW 3020 vertikalis
goniométerrel és grafit monokromatorral van felszerelve. A késziilékben a rontgencsé
anodja: Cu, hullimhossza (Ko1): 1,54060 A. A gorbék felvétele folyamatos pasztazo
tizemmodban, 0,02 fok/ perc sebességgel tortént. Az adatgyiijtés és kiértékelés X Pert
Data Collector nevii programmal, mig az azonositds és mikrostruktira jellemzése a

X’Pert Highscore Plus programmal zajlott.
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4.9 Vezetbképességi merések

A vezetdképességi méréssel a kalium-aluminium-szulfat agglomeratumok
viztartalmat hataroztam meg. A méréseket Radelkis OK-114 konduktométerhez
csatlakoztatott Radelkis 097P elektroddal végeztem. A konduktométer egy digitalis
multiméteren keresztiil szolgaltatta a szdmitogépen rogzithetd adatokat. A kalibralashoz
a gyari 12 kristalyvizes termék oldatat hasznaltam 0,01-0,12 g/l koncentracio-
tartomanyban. A mérési adatokra egy masodfoku polinomot illesztve kaptam meg a
kalibralo gorbét. A mérés duplafala, termosztalhatd méréedényben tortént 25 °C-on és
500 fordulat/perc keverés mellett. Az agglomeratumokbol 10—15 mg mintat 100 g vizben
feloldva mértem az agglomeratumok beoldddasa kozben és azt kovetden az oldat
vezetoképességét. A kalibrald gorbe segitségével szdmitottam az agglomeratumok

viztartalmat.

4.10 Feliileti fesziiltség mérések

A folyadék-levegd hatarfeliileti fesziiltség méréséhez a mérendd folyadékot
beletoltjiik egy fecskenddbe és atnyomjuk egy ismert atmérdji tiin keresztiil. A kialakuld
csepp arnyékanak fényképét rogzitjiik. Egy folyadék feliileti fesziiltsége meghatarozhato
az adott kozegben kialakuld csepp alakjabol. Ez a kozeg lehet a levegd, de lehet akar egy
masik, a mérendd folyadéknal nagyobb stirliségli folyadék is. A csepp alakjat befolyasolja
a csepp térfogata, stirlisége és a feliileti fesziiltsége. A szamitdsokhoz sziikség van a
folyadékok ¢és a leveg6 stirtiség (p), ill. a levegd feliileti fesziiltség adatara.

A csepp belsejében nyomas keletkezik a belsd €s a kiilsé fazis kozotti hatarfeliileti
fesziiltség (y) eredményeként. A AP nyomaskiilonbség, a csepp ri és rz feliilet gorbiileti
sugarai €s a hatarfeliileti fesziiltség kozotti 0sszefliggést a Young-Laplace egyenlet irja le:

AP = Ppeiss = Pritss =V - (l + l) = AP, — Apgz,
non
ahol p a siiriiség, g a nehézségi gyorsulas és z a folyadék oszlop magassaga.
A Young-Laplace egyenlet a csepp formajat egy f formafaktorral figyelembe véve
az alabbi alakra hozhato:
, =) 9 ko
B
amibdl a szoftver a csepp gorbiiletét (Ro) és a korvonalat iterdcioval hatarozza meg, majd

szamitja a formafaktor értéket és a hatarfeliileti fesziiltséget.
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A folyadék-szilard hatarfeliileti fesziiltség méréséhez a polimerfilmeket 4, 5 és 8%
(m/V)-os diklor-metanos EC oldatbodl készitettem. Eldzetesen etanollal letisztitott, tiveg
mikroszkoplemezt meritettem a polimer oldatba, 5 percig vartam, hogy az oldat
megfeleloképpen nedvesitse a mikroszkdplemezt, majd 1 ml/perc sebességgel
leengedtem az oldatot a lemezrdl. A frissen készilt filmet egy éjszakan at szaritottam
szobahémérsékleten [99].

A feliileti fesziiltség méréseket FTA 1000 B tenziométerrel végeztem. A folyadékok
folyadék-levegd hatarfeliileti fesziiltsége fiiggd csepp modszerrel, mig az EC filmen
kialakulé folyadék-szilard hatarfeliileti fesziiltség a kontaktszog mérésébdl hatarozhatd

meg (4.1. abra).

Angle = 79.55 degrees
Angle Left = 79.50 degrees
Angle Right = 79.60 degrees
Base Width = 4.0737mm

4.1. abra. A nedvesedési sz6g meghatarozasa 4.2. abra. A folyadék-folyadék hatarfeliileti
iilé csepp modszerrel (szemlétet6 fotd) fesziiltség meghatarozasa fiiggé csepp
modszerrel (szemléteté foto) [100]

A mérések soran 1 és 2% (m/V)-o0s PVA, ill. Tween 20-as oldattal dolgoztam, mig a
PMAA oldat esetében csak 1% (m/V)-nal végeztem kisérleteket. A folyadék-folyadék
hatarfeliileti fesziiltség meghatarozasara alkalmas specialis tartozék hidnyaban egy kvarc
kiivettat hasznaltam. A kiivettat felt6ltottem a kisebb stirtiségii hexadekannal, majd ebbe
a folyadékba a méréshez haszndlatos tiit belelogatva, dvatos adagolas mellett, [ényegében
a kialakulo fliggé csepp paramétereit megmérve, szamithatdo a folyadék-folyadék

hatarfeliileti fesziiltség is (4.2. abra).

4.11 A PLGA polimer utélagos feliiletmddositasa

1,5 ml nanorészecske diszperziot 66 700 g-n 10 percig 20 °C-on centrifugaltam, majd
a szuszpendald kozeget 1,5 ml MilliQ-ra cserélve visszadiszpergaltam a mintat. Ujabb

centrifugalas utan a kézeget 1 ml PBS (pH=7,8) pufferre cseréltem. Ezutan elkészitettem
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a keresztkotd reagens oldatot, EDC (4 mg/ml) és NHS (4 mg/ml) egyiittes feloldasaval
PBS-ben. A mosas utan nyert 1 ml nanorészecske szuszpenziohoz hozzaadtam 0,5 ml
keresztkotd oldatot és 1 6ran at inkubaltam a veszteség csokkentése érdekében magaban
a centrifugacsében. Az inkubalds az IFN-béta hatdanyag bomlasit megeldzendd a
hitében tortént. A reakcid lejatszodasa utdn ujabb centrifugéalassal és moséssal
eltavolitottam a reagensek feleslegét. A kovetkezd 1épéshez a szemcséket ismét pufferben
szuzspendaltam. 14 mg amino-PEG-et feloldottam 0,5 ml pufferben, hozzaadtam a
nanorészecske diszperziohoz és 2 6ran at inkubaltam hiitében. A reakcio lejatszodasa utan
ujabb centrifugélassal és mosdassal eltavolitottam a reagens feleslegét. A pegilalt
szemcséket 1,5 ml pufferben szuszpendaltam vissza. A tovabbi felhasznélasa ebben a

formaban tortént.
4.12 Fehérjekoncentracio meghatarozasa
4.12.1 HSA koncentraciéjanak meghatarozasa Bradford médszerrel

A PSS-kitozdn-HSA szférikus szemcsék kapszuldzasi hatékonysagat a feliilisz6
fehérje tartalmanak meghatarozasaval, az un. Bradford modszerrel végeztem. A
valasztasom azért esett a Bradford mddszerre, mert a reagens a Coomassie Blue 250 G
festékanyag foszforsavas és etanolos oldatabol all. A sziirlet vizsgalatakor igy nem
vartunk nagyobb eltérést a modszer alkalmazasaban, hiszen a sziirletben is viz, etanol és
bizonyos mennyiségli etil-acetat talalhato. Savas koriilmények kozott a Coomassie G-250
kationos, nagyrészt a kétszeresen protonalt formaja van jelen és voOrds szinii, mig
semleges pH-n a festék zold, az anionos formaja pedig kék. A fehérjék bazikus
aminosavaihoz (elsésorban arginin, lizin és hisztidin) kotédik, azon beliil is legfoképpen
az argininhez. Mivel a kék anionos forma mennyisége aranyos a mintaban 1évo fehérje
mennyiségével, a mintadban 1év0 fehérje mennyisége kozvetleniil meghatarozhato az
abszorpci6 595 nm-nél torténd mérésével. A Coomassie G-250 semleges zold formaja a
fehérjéhez nem kotddik és nem is zavarja a mérést, mivel Amax értéke 650 nm-nél jelenik

meg.
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4.12.2 A fehérje kapszulazasi hatékonysag meghatarozasa micro BCA

modszerrel

Az atlagszemcseméretben és kapszuldzasi hatékonysagban is megfeleld IFN-béta
nanorészecskek eldallitasahoz szlikséges paraméterek optimalizalasahoz
modellanyagként BSA-t alkalmaztam. A modell kisérletekben a BSA kapszulazasi
hatékonysadganak meghatarozdsara a nagy érzékenységli micro BCA modszert
valasztottam.

A kisérletekben alkalmazott liofilizalt természetes human IFN-béta stabilizalas
céljabol HSA-t is tartalmaz. gy a kapszulazasi hatékonysag elézetes becslésére is jol
hasznalhaté modszer az 6sszes kapszulazott fehérje mennyiségének mérése micro BCA
modszerrel.
meghatarozasara alkalmas (0,5-20 pg/ml). A modszer elve az, hogy a Cu?* ionok fehérjék
jelenlétében lagos kézegben Cu® ionokka redukalhatok, amelynek 1 moélja 2 mol [2,2°-
bikinolin]-4,4’-dikarbonsavval képzett komplexe ¢élénk lila szinreakciot ad. A vizoldhato
komplex 562 nm-nél intenziv fényelnyelést mutat (¢ = 7700 dm®mol-cm), a

fehérjekoncentracioja a felvett kalibralé egyenes alapjan szamithaté [101].

4.13 IFN-béta-tartalom meghatarozasa ELISA médszerrel

A mintak analizisét a nem kapszuldzott hatéanyag, illetve a hatoanyagleadasi
vizsgéalatokban a kibocsatott human IFN-béta mennyiségének meghatarozdsara a
specifikusan erre a fehérjére kidolgozott ELISA teszttel végeztem. Az ELISA (enzimhez
kapcsolt immunszorbens vizsgalat) szilard fazison lejatszodo szinreakcio, ahol a reakciot
enzimmel kapcsolt antitest segitségével kdvetjiik nyomon.

A tesztben alkalmazott modszer a direkt biotin-avidin ELISA teszt. A biotin-avidin
rendszer noveli a reakciok érzékenységét. A moddszer alapvaltozatidban az IgG-t
biotinaljak, a sztreptavidint pedig enzimmel konjugéljak. Az eljaras réviden a kovetkezo:
a mikrotitral6 lemez IFN-béta 1a-ra specifikus antitesttel van befedve. A referenciakat és
a mintakat felpipettdzzuk a mikrotitradld lemezre, ahol kotddik a specifikus antitesthez,
majd moséssal eltavolitjuk a nem kotott antigént. A mikrotitrdlé lemezre mérjiik a
biotinnal konjugalt antitestet, ami szintén IFN-bétara specifikus. A kdvetkezé 1épésben

avidinnel konjugalt tormaperoxidazt adunk a mintakhoz, majd inkubaljuk. 3,3',5,5'-
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tetrametil-benzidin szubsztrat oldatot mérve a lemezre, azokban a mintatartokban,
amelyekben IFN-béta van, a biotin konjugalt antitest és az enzim konjugalt avidin
szinvaltozast eredményez. Az enzim-szubsztrat reakcio kénsav hozzdadasaval leallithato.
A szinvaltozas spektrofotometridsan 450+10 nm-en mérhetd. Az IFN-béta koncentraciot

a 0-500 pg/ml koncentracidtartomanyban felvett kalibrald gorbe alapjan szamitottam.

414 BSA és IFN-béta tartalmu részecskék in vitro leadasi kinetikai

vizsgalata

A leadasi kinetika méréséhez a PVA oldatban kapott nanorészecske szuszpenzidkat
MilliQ vizzel mostam az emulgeator eltavolitasa céljabol. A mosas a kovetkezoképpen
tortént: a PVA-s szuszpenziot ultracentrifugaval (66 700 g-n, 10 perc, 20 °C-on)
centrifugaltam, a feliiliszo6t maradéktalanul eltavolitottam €s a szemcséket MilliQ vizben
ujra szuszpendaltam. A mosast hdromszor ismételtem.

A MilliQ vizben szuszpendalt nanoszemcsékbdl vett mintat a megfeleld
koncentraciora higitottuk PBS pufferrel, ill. az adott mennyiségii szuszpenziot bemértem
a vérplazmaba vagy a lecentrifugalt szemcséket szuszpendaltam fel vérplazmédban. A
mintakészités minden munkafazisat steril koriilmények kozott végeztem (Laminar box
AVC UFT), tovabba baktericid Na-azidot (0,03% m/V) adtam a mintakhoz. A leadasi
kinetikat human vérplazmaban 37 °C-on inkubatorban (G24 Environmental Incubator
Shaker (New Brunswick Scientific, USA)) razatva vizsgaltam.

Az IFN-béta bomlasi kinetikdjanak vizsgilatahoz 52,3 pg ml™ koncentracioji IFN-
béta oldatot készitettem PBS-ben és 4 napig kovettem a fehérjekoncentracio valtozasat
micro BCA moédszer alkalmazasaval. 0,55 ml 28 ug IFN-bétat tartalmaz6 PBS oldatot
készitettem, majd 1, 2, 4, 8, 24, 48 és 96 h-nal 0,05 ml mintat vettem, amibdl microBCA
modszerrel hataroztam meg a fehérjekoncentraciot. Az elére meghatarozott iddpontokban
vett mintak analizise a szinreakcionak megfeleléen 562 nm-en tortént. A BSA tartalmt
nanorészecskéket mostam és 0,03% (m/V) natrium-azidot tartalmazo PBS-ben
diszpergaltam, a nanorészecskék koncentracioja 5-6 mg ml™? volt. Az IFN-béta tartalmu
nanorészecskéket a BSA tartalmu részecskékhez hasonléan mosas utan szuszpendaltam
human vérplazmaban (1 mg ml *koncentracioban). A mintakat forgé keverdvel (Bio RS-
24 mini- Rotator, Biosan, Lettorszag) fliggdleges forgatassal 30 fordulat/perc sebességgel

kevertettem, €és inkubaltam 37 °C-on G24 Environmental inkubator razégépben (New
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Brunswick Scientific, USA). Elére meghatarozott 1d6kozonként mindegyik mintabol
0,5 ml-t ultracentrifugaltam (Beckman Optima Max-E) 10 percig 66 700 g-nél. A BSA
koncentraciojat micro BCA vizsgdlattal kovettem nyomon a nanorészecskék
centrifugaldssal valo eltavolitdsa utan a feliiluszoban. Az IFN-bétat szintén a feliiliszoban
elemeztem ELISA teszttel.

A BSA tartalmu mintak kioldodasi vizsgélatait a kdvetkezOképpen végeztem. 10 mg
PLGA _1, ill. PEG_PLGA_1 polimerbe 60 ug BSA-t kapszulaztam. A diklor-metan
elparologtatasa utan a mintat 66 700 g-n 10 percig 20 °C -on centrifugaltam, majd
levettem a feliiliszot és mostam a szemcséket milliQ vizzel. Majd tjra centrifugaltam, és
a szemcséket felszuszpendaltam 800 pul 0,03% (m/V) azidot tartalmazé PBS oldatban. A
kioldodott fehérje vizsgalatahoz 1, 3, 5, 8, 24, 48, 96, 144, 192, 240, 288, 336 h idészakok
elteltével 0,06 ml mintat vettem. A mintdk 15 000 fordulaton 30 percig tartod
centrifugaldsa utan a 0,05 ml feliiluszot levéve, a fehérjetartalmat micro BCA moédszerrel
hataroztam meg.

Az IFN-béta tartalmu részecskék kioldodasi vizsgalatait pedig az aldbbi modon
hajtottam végre. 10 mg PLGA 1, ill. PEG_PLGA _1 polimerbe 5,4 pg IFN-bétat
re 0,03% azidot tartalmazd vérplazméval. A leadasi kisérlet sordn a megfeleld
idépontokban 0,6 ml mintat vettem. 20 °C-on 66 700 g-n 10 percig centrifugaltam és 0,5
ml feliiliszot analizisre félreraktam. Majd 0,5 ml friss vérplazmaval visszapotoltam a

mintat.
4.15 Sejt vizsgalatok
4.15.1 Fluoreszcens festékkel valo jelzés

A sejtfelvétel nyomon kovetéséhez a nanorészecskéket fluoreszcens festékkel
festettiilk, melyet Cy5-amin kovalens rogzitésével valdsitottunk meg. 2 mg/ml
nanorészecske szuszpenzidhoz a polimerhez viszonyitva 50:1 molardnyban adtuk hozza
az EDC keresztkotd reagenst és ugyanilyen aranyban az NHS stabilizatort. A polimer
karboxilcsoportjai az 1 h inkubalés soran (25 °C, 600 fordulat/perc razatas, Eppendorf
minishaker) aktivalodnak. A feliiliszot a felesleges reagenssel 20 perc 20 000 g
fordulatszamon val6 centrifugalds (Eppendorf 5424 R, Hamburg, Germany) utdn

eltavolitottuk. A részecskéket azonos térfogatu MilliQ vizben visszadiszpergaltuk, az

50



Mérési modszerek

el6z6 modon centrifugéaltuk, és a feliiliszot eltavolitottuk. Ezt a mosasi 1épést még
egyszer megismételtilk, majd a nanorészecskéket 1 ml foszfat pufferben (pH=7.4)
Cy5-amint tartalmazé foszfat puffert (pH=7,4) adtunk hozza, és 1 6ran at inkubaltuk,
25 °C 600 fordulat/perc razatas mellett. A nanorészecskék aktivalt karboxil csoportjai a
fluoreszcens festék amino csoportjaival kovalens kotést létesitenek. A feliiluszot a
korabban leirt centrifugdlasi és mosasi lépések soran eltavolitottuk, és a nanorészecskéket

1 ml PBS-ben visszadiszpergaltuk.
4.15.2 Majsejtek izolalasa

A hepatocita sejteket egyrészt Wistar patkanyokbol izolaltak kollagenaz perfuzios
modszerrel a Toxi-Coop Zrt.-nél [102]. A majsejteket a majkapuéren keresztiil 6blitették
4t Ca?*-mentes, EGTA-t (0,5 mM) tartalmazo, majd EGTA mentes oldattal (Earle's
balanced salt solution). Végiil kollagenazt (IV-es tipus, 0,25 mg/ml) és 2 mM Ca?*-t
tartalmaz6 perfuzios oldattal (pH 7,4) 37 °C-on.

Masrészt a Természettudomanyi Kutatokdzpont Enzimoldgiai Intézetében Dr.
Monostory Katalin csoportjaban, majdarabokbol kis sebességen (50 g-n) végzett
centrifugdldssal izolaltak a majsejteket, majd szuszpendaltak sejttenyésztd tapkozegben

[103].
4.15.3 Sejtek altali nanorészecske felvétel és citotoxicitas vizsgalatok

A sejtek altali felvétel- és a citotoxicitas vizsgalatokat szintén a Természettudomanyi
Kutatokézpont Enzimologiai Intézetében Dr. Monostory Katalin csoportjaban végezték.

0,5 ml tapoldatban 2x10° hepatocita sejtet tartalmazé mintahoz 100 pug 50 ul PBS-
ben diszpergalt Cyanin-5-tel jelolt nanorészecskét adtak 37 °C-on nedves, 5% CO2—ot
tartalmazo6 atmoszféraban. Meghatarozott mintavételi idépontokban (10, 20, 30, 60, 120,
180, 240 perc) mintat vettek, és a sejtek 4ltal torténd nanorészecske felvételt
fluoreszcensen aktivalt sejtek szamlalasara alkalmas késziilékkel végezték (FACS,
Beckman Coulter, Cytoflex S). A hepatocitak viabilitasat tripan kék festédés modszerével

vizsgaltak. Az elemzéseket 3 kiilonboz6 allat hepatocitaival is elvégezték.
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4.16 In vivo toxicitas vizsgalatok

Mintak el6készitése

A Kkisérleteket végzé Toxi-Coop Zrt.-nél az IFN-béta hatéanyagot oldat és
nanorészecskék forméjadban 0,12 pg IFN-béta/dllat dozisban 0,2 ml PBS
oldatban/szuszpenzioban szubkutan a kisérletsorozat elején injektaltdk az allatokba. A
vak nanorészecskék szuszpenzidja a hatéanyagot tartalmazé nanokompozitokkal azonos
tomegli (0,25-0,3 mg/allat), az IFN-bétatdl eltekintve azonos modon eldallitott
nanorészecskét tartalmazott szintén 0,2 ml PBS-ben.

Mintavétel: ~0,5 ml vér, centrifugalva

Mintavételi idépontok: 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 2 nap, 3, nap, 4 nap, 6 nap, 8 nap, 10
nap, 12 nap, 14 nap

Nekropszia: 15. nap, szovet- és szervvizsgalat
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5 Eredmények és értékelésuk

5.1 HSA tartalmu kitozan-PSS polimer szemcsék elballitasa

Természetes interferon alfa hatdanyag polimer matrixban valdé szférikus
természetes interferon oldat is tilnyomorészt HSA fehérjét tartalmaz, ezért a hatdanyag
polimerrel vald egylittes kicsapasakor az oldhatosdgi viszonyokat a hatdanyag
szempontjabol elsésorban a HSA hatarozza meg. A klasszikus szférikus kristalyositas
soran altaldban vizben rosszul oldddo, tlis formaban kristalyosodd anyagokat
agglomeralnak. A feladat a klasszikustol eltéréen vizoldhato anyag formulalasa volt. A
munka célja kitozan polimerrel végzett szférikus agglomerizaciés modszer kidolgozasa
volt fehérjehordozé mikrogémb elballitasara.

Az irodalombol [42] tudjuk, hogy a polimeres szférikus kristalyositas kivitelezéséhez
sziikség van a polimer(ek) oldhatdsag adataira az alkalmazott oldoszerelegyben. Ismerni
kell azt az Osszetétel-tartomanyt, ahol a polimer(ek) koacervat cseppeket alkot(nak). A
komplex koacervacio6 soran a polimer cseppek szorosan kérbeveszik a maganyagot, majd
deszolvataci6 vagy hé stb. hatdsira megkeményedik a polimerfilm. A polimer
megszilardulasaval 1étrejon a szemcse, igy ezen a koacervat-tartomanyon beliil talalhatok
azok az Osszetételek, ahol a kivant mindségli szférikus agglomeratumokat nyerhet;jiik.
Tobb oldoszert, hatdéanyagot €s polimert is tartalmazod rendszerben a megfeleld
Osszetételek kijelolése tehat meglehetdsen Osszetett feladat és Kawashima és munkatarsai
tanulmanya alapjan [42] varhatoan igen Szllk az a tartomany, amelyben a 1étrejovo

Osszetételek megfelelnek a szférikus agglomeratumok kialakulasahoz.
5.1.1 Az olddészerrendszer felépitése

A vizoldhat6 hatdéanyagunk miatt a szférikus agglomeraciohoz a rossz oldoszer
szerves oldoszer kell, hogy legyen. Az alkalmazott szerves oldoszert koriiltekintden
kellett megvalasztani egyrészt, mert a fehérje tipusu hatéanyag szerves oldoszerek
hatdsara irreverzibilisen kicsapodhat, masrészt egy gyodgyszer hatéanyag formalasakor a
toxicitas elkeriilésének nagy jelentdsége van. A hatéanyag polimeres oldatabol szerves
oldoszer hatasara a hatdanyag €és a polimer egylittes kicsapodasa kdvetkezhet be és igy

mikromatrixot vagy mas néven mikrogdmboket kaphatunk. Az agglomeratumok
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eldallitasdhoz tehat ennek megfeleld oldhatésagu polimert kellett valasztanom, ezért
hordozo6 polimerként a kitozan mellett dontéttem. A Kitozan és a HSA egyarant pozitiv
toltésti savas pH-n, ezért feloldhatok egymas mellett ecetsavas oldatukban. Az igy
kisebb mértékii valtozas az irodalmak szerint [104], az interferon-alfa savas pH-n is stabil.
A pH-t egészen 3,1-ig csokkentve nincs szignifikans valtozas a konformacioban. [105]
Az emberi vérbdl szarmazd természetes interferon elényei kozé tartozik, hogy a
tapasztalatok szerint a jelenlévd HSA megvédheti az interferon-alfat bizonyos fizikai
hatasoktol. Az etanol hatasara lejatszodo kicsapas soran pedig a kitozan védheti meg a
fehérjét a denaturalodastol, ill. matrixanyagként magaba is zarhatja. Mindemellett a
kitozdn egy természetes poliszacharid, amely nem toxikus, biokompatibilis,
biodegradabilis és a szerves olddszerek nem oldjak. A kitozan oldat a viszkozitasabol
adodoan kismértékben stabilizalhatja a kialakul6 kvazi-emulziot. Az oldhatosagok [106]
¢s az alacsony toxicitas figyelembevételével az etanol mellett az etil-acetatot valasztottuk
az agglomeralashoz rossz oldoszernek. A H20-EtOH-EtOAC olddszerrendszerre ismertek
az egyensulyi oldhatésagi adatok [107]. A H20-EtOH-EtOAc oldészerrendszerben
bizonyos Osszetételeknél két fazis alakul ki, amelyek keverés nélkiil szételegyednek. A
kvéaziemulzid-cseppekben a kristalyosodas eredményeképpen szférikus agglomeratumok
johetnek 1étre. Tovabbi kompozit alkotoként natrium-[poli-(sztirolszulfonat)]-ot
alkalmaztam, mert a kitozannal kialakulo ionos kolcsonhatas révén segiti a

szemcseképzést.

5.1.1.1 A fazisdiagramok meghatirozasa

A harom olddszer elegyedésének mértékét a kiilonbozd oldoszer-0sszetételeknél a
fazisegyensulyi gorbe, vagyis a kondd — amely elvalasztja a heterogén kétfazisu és a
homogén egyfazisu régiokat a fazisdiagramon beliil — és a binddék irjak le. A kitozant és
a PSS-t kiilon-kiilon, mig a kitozannak és a HSA-nak az egyiittes viselkedését vizsgaltam
a H20-EtOH-EtOAC haromkomponensii oldoszerrendszerben a nem elegyedd régioban,
¢s az egyensulyi oldhatosagi gorbe kornyezetében. A vizes €s a szerves fazis egyensulyi,
ill. oldhatoésagi adatai az irodalmakbol szarmaznak [107,108]. A szférikus
agglomeraciohoz a megfeleld kiindulasi olddszer-6sszetétel kivalasztasa azok koziil az

oldoszer elegyek koziil tortént, amelyben a kitozan és a HSA egyiittesen is feloldodik.
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Mig az agglomeralas lejatszodasa olyan oldoszer-Osszetételek esetén varhato, amelyekben
a kitozan kicsapdodik, és hordoz6 matrixa lehet a HSA hatdéanyagnak. A kitozén
oldhat6saganak vizsgélatakor a vizes fazist fele részben 1%-os kitozan oldat alkotta, fele
részben pedig kétszer desztillalt viz. Harom kiilonb6z6 etanol térfogat% tartalom (25, 20,
15%) mellett kerestem egyrészt azokat az oldoszer 0sszeteleket, ahol a kitozan nem valik
ki, masrészt azokat, ahol a csapadékképzés révén kialakulhatnak az agglomeratumok (5.1.
abra). A kékszinli T karakterrel jeldltem azokat az Osszetételeket, amelyeknél az oldat
tiszta, egy fazis marad. Sargaszinli K betilivel, ahol kicsapodas tapasztalhat6 és piros F

karakterrel a kicsapodas nélkiili két olddszerfazisra szételegyedd Osszetételeket jeloltem.

T: tiszta oldat

F: két fazis

—p 45— 0.0
200 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 EtOAc

5.1. abra. 1%-0s kitozan oldat oldhatosagi tulajdonsagai viz—etanol—etil-acetat oldoszerharmasban
térfogattorteket abrazolva

Csapadékkivalas egyértelmiien a magasabb etil-acetat koncentracioknal 85-90%
(VIV), a fazishatar kozelében és az elegyedé fazisban figyelheté meg. 25% (V/V) EtOH
tartalom mellett ez a csapadékkivalas az EtOAc koncentracioja > 45% (V/V)-nal tortént
meg, mig 15% ¢és 20% (V/V) EtOH koncentracional mar alacsonyabb 10 és 15% etil-
acetat mennyiség is elegendd volt a kicsapddashoz. Azoknal az oldatdsszetételeknél, ahol
két oldészerfazis van jelen, bar csapadékkivalas nem tapasztalhatd, a kitozan a két folya-
dékfazis kozotti hatarfeliileten megmerevedett polimerfilm formajaban halmozodik fel.

A kitozan oldhatésag vizsgalatakor alkalmazott olddszer-0sszetételekben

tanulméanyoztam a PSS oldhatosagat is (5.2. abra). A vizes fazist fele részben 2%-0s PSS
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oldat alkotta, fele részben pedig kétszer desztillalt viz. Az dnmagaban jelenlévé PSS
hasonldan viselkedett, mint a kitozén, ugyanugy a nagy EtOAc koncentracioknal volt
megfigyelhetd a kivalas, mint a kitozannal. Az eltérés abban mutatkozott meg, hogy
néhany Osszetételnél nem egyértelmii csapadékképzddést tapasztaltam, hanem csak
kisebb mértékii opalosodas latszott az elegyekben. Az 5.2. abrén az opalosodas jelzésére

z6ld O betiit hasznaltam.

T: tiszta oldat

O: opalos oldat
F: ket fazis
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5.2. abra. 2%-0s PSS oldat oldhatosagi tulajdonsagai viz—etanol—etil-acetat oldészerharmasban
térfogattortben abrazolva

A PSS az oldoszerharmasban mutatott oldhatosagat kiilon vizsgalatokkal 0sszesen
33 osszetételnél hataroztam meg (M.1. tablazat), mely adatokat a Statistica programmal
értékeltem ki. A mért és szdmitott pontokra a legjobb korreldciot a full cubic tipust
leirassal kaptam. A részletes adatokat és az ezekbdl késziilt 3D-s abrat a mellékletben
tiintettem fel.(Melléklet 8.1. pontjaban, M.2., M.3. abrak)

A kitozan és a HSA egyiittes viselkedésének nagyon fontos szerepe van az
oldoszerelegy megfeleld kiindulasi 6sszetételének kivalasztasaban. A mérésekben a vizes
fazist fele részben 1%-os kitozan oldat, fele ardnyban kétszeresen desztillalt viz és HSA
oldat alkotta. A kitozan és a PSS polimereknél tapasztaltak alapjan a kitozan és a HSA
egyiittes viselkedését, az EtOAc koncentracioja > 40% (V/V)-nal, vagyis mar egy

szlikebb Osszetétel-tartomanyban vizsgaltam (5.3. 4dbra).
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F: két fazis
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5.3. abra. 1%-0s kitozan és 38 g/l HSA oldat egyiittesen jelentkez6 oldhatésagi tulajdonsaga viz—
etanol-etil-acetat oldészerharmasban térfogattortben abrazolva

A HSA hozziadasaval az egyiittes oldhatosdg mindharom etanol térfogat%-nal
csokkent. A kitozannal megfigyeltekhez képest HSA jelenlétében legalabb 5% (V/V)-kal
kisebb EtOAc tartalom mellett mar csapadékképzodés torténik, vagyis pl. 10% EtOH
tartalomnal mar 70% EtOAC mennyiség mellett a nem elegyedo fazis tartomanyan beliil
IS van csapadékkivalas. A kitozan kivalasakor hidrogél alakul ki, amely az
iivegedényekhez nagy affinitast mutat. A szemcsék jobb kezelhetdsége érdekében a
kitozant ,,keresztkotottem” PPS-sel. A polimerek keresztkotésének masik elonye, hogy a
HSA is megvédhetd az oldoszerek okozta denaturdlodastol.

A két polimer kozott fellépd nagy elektrosztatikus kdlcsonhatas révén a 2%-0s PSS
¢s az 1%-os kitozdn ecetsavas oldatok Osszekeverése esetén mindig tapasztaltam
bizonyos mértékii csapadéklevalast. Megvizsgaltam, hogy a kiilonboz6 oldoszer-
Osszetételeknél is igaz-e, hogy mindig csapadéklevalassal jar a két oldat elegyitése. Az
Osszes vizsgalt Osszetételnél csapadékkivalast észleltem. Elmondhato, hogy ha
onmagaban a kitozdn és a PSS jelenlétében az 0Osszes vizsgalt Osszetételnél
csapadéklevalas figyelheté meg, akkor a HSA hozzdadéasaval (amely ecetsavas oldataban
a kitozanhoz hasonldan pozitiv toltésti) is varhatoan csapadékképz6dés torténik. fgy a
szemcseképzéskor a kitozan-HSA tartalma két-fazisi rendszerhez a megfeleld

mennyiségii 2%-os PSS oldatot adva varhatéoan mindig lejatszodik a csapadékképzddés.
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5.1.2 Az agglomeratumok elballitasa

A fazisdiagramok meghatarozasaval sikertilt lesziikiteni azt a koncentracidtartomanyt,
amelyben az agglomeratumok kialakulasat vartam. A kiilonb6oz6 olddszer-6sszetételeknél
jelentkezd fazisvaltozasok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a szférikus
agglomeraciohoz a kiindulési Osszetételt a nem elegyedd fazisbol kell valasztanom.
Egyrészt azért, mert a vizes fazist a szerves fazisban eldiszpergalva kvazi-emulziot
hozhatok 1étre, és az agglomeracio pl. etanol adagolasara a nem elegyedé fazisban indulhat
meg. Masrészt ebben az dsszetétel-tartomanyban nem kell tartani a HSA denaturalodasatol.
Mivel a csapadékképzddés elsOsorban a fazishataron és az elegyedo régioban torténik meg,
ezért ezek az Osszetételek lehetnek alkalmasak az agglomeratumok kialakitasara. Tobb
mint 60 kisérletet végeztem az adott tartomanyban az agglomeratumok eldallitasara. A
kisérletek soran a sziik tartoményon beliil mozogva, nem elsdsorban az 6sszetétel hatarozta
meg a kapott agglomeratumok mindségét, hanem tobb kiillonb6zd paraméter egyiittes

hatdsara johetett 1étre a megfeleld mértékben szférikus kompozit szemcse.
5.1.3 Kisérletek etanol rossz oldészerrel

Az eldallitasi kisérletek soran tobb 1épésben elegyitettem a hatdanyag €s a polimerek
vizes oldatat az alkalmazott szerves olddszerekkel a kiilonb6z6 oldoszer-Gsszetételek
kialakitdsahoz, amelyekben a folyamatok az oldhatosagi viszonyoknak megfeleld
mértékben €s sebességgel jatszodtak le.

Kiindulo [épésként Osszemértem a reaktorban a kétfazisi H20-EtOH-EtOAC
oldoszer elegyet (1. 1épés), amelyhez hozzaadtam az 1%-os ecetsavas kitozan oldatot (2.
1épés), majd a HSA oldatot (3. 1épés). Altalaban 10 perc keverés utdn hozzapipettaztam a
2%-o0s PSS oldatot (4. 1épés), ezzel 1étrehozva a korabban meghatarozott tartomanyon
beliil 1evd kétfazisu kiindulasi elegyet. A kisérletek soran a bemérések eddig a pontig
mindig hasonldan torténtek. A tovabbi 1épésekben az elegyedd fazis elérésé¢hez sziikséges
EtOH, ill. EtOH-EtOAC elegy adagolasanak (5. 1épés) maodjat valtoztatva vizsgaltam a
szemcséket.

Az 5.1. tablazatban lathatok a tobb mint 60 kisérletbdl kivalasztott 16 kisérletnek az
eldallitdsi paraméterei, ugymint a viz, mint jo olddszer és az etanol mennyisége

térfogattortben kifejezve a szerves fazisban a 4., 5. és a 6.-dik eldallitasi 1épésben.
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Ezenkiviil a rossz olddszer adagolasi mddjat, a térfogati atlag szemcseméretet és az

eloszlas szélességét (Span), végiil az utolsd oszlopban az agglomeratumokat mindségiik

szerint rangsorolva tiintettem fel. A sorszam szerint az egyes a legszabalyosabb

agglomeratumot, mig az A jelzés az adott csoporton beliil a j6 stabilitast szemcsét jelenti,

mig pl. a 4B szabalytalan alak és rossz stabilitast szemcséket jelol.

5.1. tablazat. Néhany jellemzo Kisérlet eredményei és el6allitasi koriilményei a morfolégiai
tulajdonsagok alapjan rangsorolva, @ a térfogattortet jeloli

4 1épés utan

5 1épés utan

6 1épés utan

EtOH .y
Kisérlet [ JO Jo Jo adagolasi D(4.3), Span erno-
oldoszer EtOH oldoszer EtOH oldoszer EtOH médja' pm s¢g

() @ ()] ® () ®
1-10 0,230 | 0,208 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 Fib 278 | 12| 1A%
11-25 0,299 | 0,143 0,230 | 0,208 0,214 | 0,277 F4 286 | 1,0 1A
11-28 0,281 | 0,143 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 F2 324 08 1A
11-29 0,291 | 0,142 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 F2 301 09 1A
11-26 0,299 | 0,143 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 F2 309 | 0,9 1A
-2 0,299 | 0,143 0,217 | 0,264 0,215 | 0,274 F2 260 | 1,0 1B
11-21 0,281 | 0,143 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 F3 2441 10 1B
11-20 0,299 | 0,143 0,217 | 0,264 0,214 | 0,277 F2 261 | 1,0 2B
1-14 0,230 | 0,208 0,217 | 0,264 0,212 | 0,287 Fib 306 [ 08 3A
11-3 0,281 | 0,143 0,203 | 0,265 0,201 | 0,274 F3 2341 09 4A
-4 0,263 | 0,142 0,188 | 0,265 0,186 | 0,274 F3 290 | 09 4A
11-23 0,299 | 0,143 0,203 | 0,265 0,201 | 0,274 F3 2821 10 4A
11-24 0,299 | 0,143 0,191 | 0,257 0,189 | 0,265 F2* 2771 10 4A
11-27 0,299 | 0,143 0,214 | 0,277 0,213 | 0,281 F3 175 0,8 4A
-1 0,291 | 0,142 0,203 | 0,265 0,208 | 0,274 F3 243 | 12 4B
1-9 0,230 | 0,208 0,214 | 0,279 0,214 | 0,279 Fla 183 | 1,5 5B

! Adagolasi modszer: F1 — etanol adagoldsa a kondda eléréséig + tovabbi EtOH, F2 - EtOH:EtOAc keverék
adagolasa a kondda eléréséig + tovabbi EtOH egy vagy két részletben, F3 - EtOH:EtOAc keverék adagolasa kozel a
kondda Osszetételhez, de alatta maradva, + tovabbi EtOH, F4 - EtOH:EtOAc keverék + tovabbi EtOH a kondda
eléréséig +ujabb részlet EtOH, *: a kondodat a nagyobb EtOAc koncentracioknal elérve, a: egy részletben, b: kettd vagy
tobb részletben adagolva. J6 oldészer a H20, rossz oldoszer EtOH és EtOAc kiilonb6z6 keverékei
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Szemléltetésképpen az 5.4. abran is feltiintettem a 16 kisérlet 4. 1épés, majd 5. 1épés

utani osszetételeit.

08 \
HO
200 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 EtOAc

5.4. abra. A kivalasztott 16 kisérlet osszetételei: 4. 1épés (fekete kereszt) és 5. 1épés utan kialakulo
osszetételek (lila kereszt)

Az egy részletben adagolt etanollal tul gyorsan kialakul az egyfazis, és nem
képzddnek agglomeratumok (I-9 minta). Bebizonyosodott, hogy nagy jelentésége van,
hogy milyen mddon érjiik el a nem elegyedd fazist az elegyedd fazistol elvalaszto
egyensulyi oldhatosadgi gorbe, vagyis kondda altal meghatirozott Gsszetételt.
Egyértelmiien latszott, hogy a kondda kozeli dsszetételekben még nem szilardulnak meg
a szemcsek teljesen, ezért tovabbi etanol adagolasa valt sziikségessé.

Az 1-10 jelzésli minta készitésekor az etanolt két részletben adagoltam, az elsdt a
kondda altal meghatarozott dsszetételig, majd tovabbi etanolt adtam a mar félig kialakult
modszer eredményezte a leginkdbb szférikus agglomeratumokat. Ha az utolsé 1épésben
az optimalisnal tobb etanolt mértem a szemcsékhez, akkor a szférikus szemcsék tovabbi
Osszeagglomeralddasa volt megfigyelhetd (I-14 minta).

Az 5.5. dbréan lathatd Osszetétel valtozasok utan alakultak ki az I-10 minta szférikus

szemcsél.
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5.5. abra. 1-10 minta eloallitisanak lépései és az dsszetétel valtozasa. 1 kezdeti sszetétel, 2 kitozan
oldat hozzaadasa utan, 3 HSA oldat hozzaadasa utan, 4 PSS oldat hozzaadas utan, 5 elsé részlet
EtOH utan, 6 masodik részlet EtOH utan

Az etanol rossz oldoszerrel végzett kisérletekben tehat a legjobbnak mondhat6é minta
az 1-10 volt. Ebben a mintaban azonban a bemért szilard anyag tartalom igen csekélynek
bizonyult (46 mg), ezért eréfeszitéseket tettem arra, hogy a kiindulasi 6sszetételt bizonyos
mértékben megvaltoztatva, és igy a kinyerhetd szildrd anyag mennyiséget kozel

kétszeresére novelve is szférikus agglomeratumokat kapjak.
5.1.4 Kisérletek etanol—etilacetat rossz oldészer eleggyel

Az eltérd kiindulasi Osszetétel azt a valtozast hozta magéval, hogy a kivant
végosszetétel eléréséhez mar nem tisztan etanolt, hanem EtOH-EtOAcC megfeleld
térfogataranya  keverékét kellett alkalmaznom. Az eltérd eldallitdsi moddszer
eredményeképpen kevésbé szférikus szemcséket kaptam. Tovabbi kisérletek voltak
szlikségesek az I-10 mintanal kialakult morfologia eléréséhez.

Az 5.1. tablazatban a Il-sel jelolt kisérletek zajlottak EtOH-EtOAcC elegy
adagoléasaval és nagyobb szilard anyag tartalom mellett. Az 1-10 minta készitésekor

tapasztaltak alapjan fontosnak tartottam arra torekedni, hogy az eltérd kiindulési
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oldoszer-0sszetétel ellenére az EtOH-EtOAC elegy Osszetételét és mennyiségét ugy
valasszam meg, hogy a korabban megfelelének itélt, hatarpont kozeli, majd
végosszetételt érhessem el vele. A megfelelé morfologia kialakuldsahoz tobb adagolasi
modszert kiprobaltam. A II. sorozat mintainal kétszer annyi hatdéanyagot €s ennek
megfelelden kétszer annyi polimert mértem be az [-10-hez képest tobb vizzel, elsésorban
az etanol tartalom rovasara. A II-1, II-2 és II-3 mintaknal a kezdeti viztartalmat
valtoztattam kis mértékben, ugyanazt az EtOH-EtOAcC oldoszerelegyet és etanol
mennyiséget alkalmazva. Az 5.1. tablazatban lathato, hogy ebben az esetben is az az
Osszetételll minta lett a legjobb mindségli, amelynél az oldhatésagi gorbéhez kozeli
Osszetétel a legkodzelebb volt az I-10 minta Osszetételéhez, vagyis a 11-2. Az 5.6. dbran a

I1-2 minta &sszetétel valtozasa kovetheté nyomon.

I L - Mhetrs s = ;
09,/ X SRR OSSN NN
10 / ; N 00

77 7 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
H 20 EtOAc

5.6. abra. A 11-2 minta eléallitasanak 1épései és az osszetétel valtozasa. 1: kezdeti osszetétel, 2:
kitozan oldat hozzaadasa utan, 3: HSA oldat hozzaadasa utan, 4: PSS oldat hozzaadas utan, 5:
EtOH-EtOAC elegy utan, 6: utolsé részlet EtOH utan

A tablazatban a Il sorozat mintai a II-1, 11-2 és II-3 mintak kiilonb6z6 variacioi. A II-
21 minta eléallitasanal alig van kiilonbség a 4. 1épés utani dsszetételben, mig az 5. és 6.
1€pés utaniban nincs is, mégis az EtOH-EtOAC mennyisége és dsszetétele miatt eltérd az

utolso 1épésben sziikséges etanol térfogata is. A kialakuld morfoldgia ugyan elfogadhato,
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de mivel az etanolt az EtOH-EtOAC elegy hozzaadasa utan még két 1épésben adagoltam,
ezért kevésbé stabil szemeséket kaptam.

A 11-2 és 1I-3 mintaknal vagy a szemcsék alakja, vagy a stabilitdsa, a II-1 mintanal
egyik sem volt megfeleld.
minta felelt meg legjobban, amelynél a II-2-es kiinduld Osszetételébol az 1-10-es
kiindulasi Osszetételén keresztiil haladva jutottam el az 1-10-es hatarkozeli és
végosszetételehez. Az atlagos szemcseméret €s a szemcseméret eloszlas szélessége is
nagy hasonlosadgot mutatott a két minta esetében. Kijelenthetd, hogy nagy jelentésége van
annak, elsdsorban az olddszer-Osszetétel szempontjabol, milyen utat jar be a minta a

kiindulasi Osszetételtdl a végosszetétel eléréséig.
5.1.5 Morfolégia, szemcseméret

5.1.5.1 Morfologia

A mintdk eldallitasanak kiilonboz6é moddozatait nehéz lett volna bemutatni a
morfologiara valo utalasok nélkiil, hiszen a mddszer alkalmassagéat pontosan a szemcsék
alakja hatdrozza meg. Az 5.1. tablazatban szerepld, a morfoldgiat és stabilitast leird
kategoridkat egyrészt lathatd mikroszkopos és SEM felvételek alapjan, masrészt a
szemcseméret eloszlas mérésekor tapasztalt szemcseméret eloszlas valtozasa szerint
allitottam fel. A feléllitott kategoridk jellemzd képviseldirdl egy-egy lathato
mikroszkopos képet az 5.2. tablazatban (az Gsszesr6l a Melléklet 8.2. M.4. tablazatban),
ill. 4 pasztazo elektronmikroszkdpos képet pedig az 5.7. abran mutatok be.

Az 5.7. a-d dbran 4 nagyon jellegzetes minta elektronmikroszkdpos képe lathato. A
felvételek az 1-9, I-10, 1-14 ¢és a I1-2 mintakrol késziiltek. A kategoria besorolasban az I-
9 az 5A jelzést kapta, mert rossz stabilitast és laza csomok, mallasi tormelékek jellemzik.
Az 1-10 minta az 1A jelzéssel a jO stabilitdsti és majdnem szférikus szemcsék kozé
tartozik. Végill az I[-14 mintit a 3A jelzéssel jo stabilitdsu, de Osszeolvadt
agglomeratumokként irhatom le.

Az 5.7.a 4dbran az etanol egy részletben vald adagolasaval nyert részecskék lathatok,
ebben az esetben az 5. és 6. 1€pés Osszeolvad. Ez instabil és nem teljesen agglomeralt

csomok ¢és mallasi tormelékek keletkezését eredményezte viszonylag széles
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méreteloszlassal. Ez a nem elegyedd fazisban jelenlévd cseppekbdl torténd viszonylag

gyors vizelvondssal és ennek hatdsdra a maradék szilard anyag gyors kivalasaval

magyarazhat6. [gy nem maradt elegendé id6 a kotohidak és a szférikus agglomeratumok

megfeleld kialakulasara, ezért a kapott részecskék torékenyek €s hajlamosak a szétesésre.

Az 5.7. b. és c. abran bemutatott termékeket (I-10. és I-14. mintdk), a rossz oldoszer

(ezekben a kisérletekben az etanol) két részletben val6 adagolésaval kaptam, igy elegendd

idét hagytam az agglomeraciora és a szemcsék kikerekedésére. Ezek a termékek

meglehetdsen stabilnak bizonyultak és majdnem gémb alaktak.

5.2. tablazat. Néhany jellemzo kisérlet morfologiai tulajdonsagainak bemutatasa fénymikroszképos
felvételekkel (kamera altal készitett kép 10X nagyitasnal 480 pm X 360 pm nagysagi, mig az 4X
nagyitasnal 1200X900 pm.)

Kisérlet

Minéség

Jellemzok

Mikroszképos felvételek

Nagyitas

11-26

1A

Jo stabilitasu és
majdnem szférikus
szemcse

480 pm

wn 09¢

10X

-2

1B

Rossz stabilitasu, de
majdnem szférikus
Szemcse

4X

11-20

2B

J6 stabilitasa, de
kevésbé szférikus
szemcse

4X

-3

4A

J6 stabilitasa, de
szabalytalan alakt
szemcsék

10X

-1

4B

Rossz stabilitasu és
szabalytalan alakt
szemcsek

10X
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5.7. abra. Négy jellemzo6 termék pasztazo elektronmikroszkopos képe, a: 1-9, b: 1-10, c: 1-14, d: 11-2

A rossz olddszer Osszetételének is van némi hatdsa a termék mindségére: az I.
csoportban a kisérletekben tiszta etanolt adagoltam mind az 5-dik, mind a 6-dik 1épésben,
amely altalaban szférikusabb format eredményezett a II. csoport termékeihez képest, ahol
az 5. Iépésben etanol helyett 1: 0,96 ardnyt EtOH-EtOAC elegyet hasznéltam. Az etil-
acetat rosszabb oldoszere az oldott anyagoknak, mint az etanol, ennek megfelelden ebben
a szakaszban a folyadékhidakban maradt rendelkezésre all6 oldott anyagok gyorsabban
csapodtak ki, vagyis a kotohidak a gomb alak kialakulasa el6tt megszilardultak, amely
merev agglomeratumokat eredményezett utdlagos formalodas nélkiil (5.7. d. 4bra).

Az agglomeratumok tovabbi Osszeagglomeralddéasa/ Gsszeolvadasa lathatd az 5.7. ¢
abran. Az I-14. kisérlet soran valosziniileg a kisebb etil-acetat tartalom és a magasabb
etanol arany miatt az agglomeratumok lagyabbak lettek és igy lehetéség nyilt a

masodlagos agglomeraciora.
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5.1.5.2 Szemcseméret

A kivalasztott 16 minta térfogati atlag szemcsemérete nagyrészt 234-324 um kozott
valtozik, kivéve a I1-27 €s az -9 mintdkat, amelyeknek atlagmérete joval kisebb, 175 pm
és 183 um (5.1. tablazat). Utobbi két termék esetében az etanolt, ill. az EtOH-EtOAC
elegyet ¢és a plusz etanolt egy részletben adtam a rendszerhez, vagyis az 5. és 6. 1épést
Osszevontam. Mindkét esetben kevésbé tapadtak Ossze a kristalyok a gyors vizelvonas
kovetkeztében. A szemcseméret eloszlasok szélességét jellemz6 Span értékek 0,8 és 1,5
kozott valtoznak. Szélesebb closzlast természetesen azok a termékek mutatnak,
amelyeknél részleges az agglomeracio, mint a korabban emlitett I-9 és a 11-27 minta. Az
5.8. abran feltiintettem 4 jellemz6é minta szemcseméret eloszlasat. Az 5.8. a-d abrakbol
latszik, hogy a termékek méreteloszlasai altalaban kozel log-normal tipustiak, az
alacsonyabb mérettartomanyokat nem figyelembe véve, ahol nem agglomeralt részecskék

vagy tormelék volt jelen.
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5.8. dbra. 4 jellemz6 minta szemcseméret eloszlasa: I-9, 1-10, 11-2, 11-3 mintak térfogat szerinti
stiriiségeloszlasa
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Osszehasonlitva az I-9 és az I-10 kisérletek méreteloszlasat, amelyeket az 5.8. b abran
egyiitt tlintettem fel, az nyilvanvald, hogy az I-10 kisérletben kapott terméknek lényegesen
keskenyebb az eloszlasa (Span = 1,2), mint az I-9 kisérlet esetében (Span = 1,5), amelynek
az oka a rossz oldoszer egyi, ill. két részletben vald hozzaadasa a rendszerhez.

Az 5.8. d dbran a II-2 termék eloszlasa nagyobb hasonlosagot mutat az [-10 mintaval,
mint a masik két terméké. Ez a tapasztalat egybecseng a hasonld morfologiai
tulajdonsagokkal is. Az agglomeratumok egyéb eldallitdsi koriilményei nem
eredményeznek olyan szisztematikus eltéréseket az atlag szemcseméretben és a Span

értékekben, amely tovabbi 6sszefliggésekre mutatna ra.
5.1.6 Fehérjetartalom meghatarozasa

A reaktor Kkisérletek soran képzodott szemcsék lesziirésekor nyert anyalag
visszamaradt HSA tartalmat az altalam modositott Bradford modszerrel hataroztam meg.
A kalibralé sor felvételekor eldszor a fehérje oldatot adtam a reagenshez, majd az
anyaltugban kialakul6 olddszerarany beéllitasdhoz a megfeleld mennyiségii €s dsszetételli
oldoszerelegyet, mivel igy elkeriilhettem a szerves olddszerkeverék hatasara lejatszodo
fehérjekivalast. A megfeleld Osszetételi oldoszerelegyet HSA nélkiili vak részecskék
eldallitasakor nyertem. Az igy kapott szlirlet szinképét kivonva egy 190 pg/ml HSA
tartalmu sziirlet szinképébdl, a kiilonbségspektrum maximuma 590 nm-nél van (M.5.
abra). A szirlet etanol—etil-acetat tartalma ugyan befolyasolja a Bradford reagens
szinképét, de a kiilonbségspektrumbol lathatdo, hogy a Iényegesen megvaltozott
csucsaranyok ellenére, a reagens protondlatlan formajahoz kotott fehérje jelenlétére
ebben az esethen is az 590 nm-nél megjelend abszorbancia tobblet utal. A kalibralosor
egyenes egyenletével szamithato a fehérjekoncentracio a fehérje jelenlétében elvégzett
szemcseképzéskor kapott sziirletben is. A kalibralo gorbe és a szinképek a 8.3
Mellékletben az M.6. abran keriilnek bemutatasra.

A vizsgalt mintaban (I-24) a bevitt fehérje mennyisége alapjan a sziirletben
maximalisan 384 pg/ml fehérje lenne kimutathatd. Ennek a szlrletnek a spektrumat a
fehérje nélkiil képzodott szemesék szlirletének spektrumaval, ill. a minta 6sszes fehérje
mennyiségének 99%, 95%, 90%, ill. 50%-at tartalmaz6, ismert fehérje tartalmu sztirletek
szinképeivel hasonlitottam 0ssze. Az egyenes paramétereivel szamithatd az ismeretlen

fehérje tartalmu minta HSA koncentracidja, ami az 1-24 termékre 10 pg/ml értéknek
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adodott. A meghatarozas pontossaga kb. 5 pg/ml. Ez alapjan a bevitt 6sszes fehérje
mennyiségének legalabb 95%-a a szemcsében van.

A szemcsék fehérjetartalmanak meghatarozasdhoz a szemeséket fel kellett oldanom.
Ez CTAB 0,005 M-os oldataban sikeriilt. A szemcsék fehérje tartalmanak
meghatarozasara sajnos a Bradford reagens igy mar nem volt alkalmas a jelenlévd, a
kompozitot alkotd polimerek mérést zavar6 hatdsa miatt. A Bradford modszer helyett a
fehérjetartalom meghatarozasara az infravords spektroszkopidt valasztottam, ahol a
szemcséket nem kell feloldani, szilard formaban is vizsgalhatok.

Az 1-10 ¢és a I1-26 mintaknak a szilard formaban felvett FTIR spektrumai kozelithetk a
kompozit alkotok spektrumainak linedris kombindcidjaval, az illesztést a legkisebb
négyzetek modszerével végrehajtva. A jobb illeszkedés érdekében a szamitast az igynevezett
»fingerprint” tartomanyra végeztiik el. Az FTIR vizsgalatok alapjan a HSA:kitozan:PSS

aranya megfelel a kompozitban a bemért kompozitalkotok aranyanak.(5.3. tablazat)

5.3. tablazat. Az I-10 és I1-26 mintak kompozit alkotéinak tomegszazalékos aranya a bemérés és a
szilard anyag FTIR vizsgalata alapjan

1-10 minta 11-26 minta
. ., | bemért tomegarany "szémito’tt bemért tomegarany "szémitortt
Kompozit- alkotok tomegarany tomegarany
kitozan 0,252 0,189+0,005 0,246 0,256+ 0,010
PSS 0,501 0,557+0,002 0,490 0,486+0,004
HSA 0,248 0,253+0,003 0,263 0,258+ 0,007
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5.9. abra. Az I-10 (a) és I1-26 (b) mintak mért és a kompozit alkotok szinképeibdl illesztett szilard
anyag FTIR felvételei
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Az illesztések eredménye az 5.9. a és b abrakon lathato kiilon-kiilon. A kék vonal
jelzi a mért szinképet, a piros vonal pedig a linearis kombinacidval nyert szinképet.
Megfigyelhetd, hogy a II-26 minta esetében jobb illeszkedés mellett, kisebb hibéaval

kaphatok vissza a bemért tomegarany értékek.
5.1.7 A PSS és a kitozan toltésaranyanak szerepe a szemcseképzésben

A kitozan és a HSA kozos ecetsavas oldatdban 1évd pozitiv tltésli csoportokat
semlegesithetjilk az esetsavas oldatdban teljesen deprotonalt polisztirol-szulfonat
csoportokkal. A semlegesités folyamata kovethetd toluidinkék festék jelenlétében. A
mérések részletei, elemzése és a kapott eredmény a Melléklet 8.4. fejezetében talalhato.

A mérések majd a szamitasok alapjan a KPH-10 minta esetében a bemért 1,15 ml 1%
kitozan és 0,3 ml HSA oldatokban 1évé toltések kiegyenlitéséhez sziikséges PSS oldat
mennyisége 0,81 ml, amelynek kozel masfélszeresét 1,15 ml 2% oldatot alkalmazva
allitottuk eld a szférikus agglomeratumokat. A t6ltés kiegyenlitéshez sziikséges
mennyiség meghatirozésa alapjan az alkalmazott PSS ellenionnal egyértelmiien

elérhettiik a toltések semlegesitését.
5.1.8 Keverési sebesség és id6 hatasa

5.1.8.1 A Kkeverési sebesség hatasa

Morishima és szerzétarsai a munkajukban [37] a két kiilonb6z6 mechanizmussal
eléallitott bucillamin hatéanyag szférikus agglomeratumait jellemezték. Tanulmanyoztak
a keverési 1d6, sebesség ¢s a hidfolyadék mennyiségének hatasat a kialakulo
agglomeratumok szemcseméretére.

Az éltalam eldéallitott termékek mindségében tapasztalt, és korabban részletezett
kiilonbségek miatt, vizsgéaltam tobbek kozott a keverési sebesség hatdsat az atlag
szemcseméretre, egyrészt az etanol hozzaadasaval kapott mintara (1-10), masrészt az
EtOH-EtOAC elegy adagolasaval nyert kiilonb6zd kiinduldsi 0sszetételbdl eldallitott
mintakra (I1I-1, 11-2, 11-3).

Az 5.10.a dbran megfigyelhetd, hogy mind a négy minta esetén a keverési sebesség
novelésével csokken a szemcsék dtlag szemcsemérete. Kvaziemulzid cseppek

kialakuldsakor a keverési sebesség ndvelésével a cseppek mérete csokken €s ezzel egyfitt
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a cseppekben kristadlyosodd szemcsék atlag szemcsemérete is csokken. A kialakulo
szemcsék atlag szemcseméretét ez alapjan a kétfazisu elegyben kialakul6 cseppek mérete
befolyasolja attol fiiggetleniil, hogy tisztan etanolt egy részletben vagy EtOH-EtOAc
elegyet adagoltam 12 ml/perccel. A kiilonbség, hogy etanolt vagy EtOH-EtOAC elegyet
adagoltam abban jelentkezik, hogy az etanol hozzaadasakor a szemcseméretnek a
keverési sebesség fliggése meredekebb lefutast gorbe (lila gorbe) szerint valtozik, mint a

masik harom minta esetében.
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5.10. dbra. A Kkeverési sebesség hatisa az I-10, 11-1, 11-2, 11-3 mintak atlag szemcseméretére 5,5 és
12 ml/perc adagolasi sebesség mellett

Mivel a szemcsék tobb 1épésben alakulnak ki, ezért tobb kiilonbdzd paraméter
egyiittes hatasa befolyasolja a végsd agglomeratum méretét. Mint korabban a morfoldgia
targyaldsanal megéllapitottam a szerves oldoszer hatasara torténd vizelvonas sebessége
jelentds befolydsold tényezd. A négy kiilonbdzd mintanal a legnagyobb kiilonbség az
atlag szemcseméretben a legkisebb keverési sebesség mellett (200 fordulat/perc)
tapasztalhat6, ekkor jelentkezik legnagyobb mértékben a vizelvonds sebességében fellépd
kiilonbség. Habar az I-10 mintanal a legkisebb a 4. 1épés utan (etanol, EtOH-EtOAC elegy
hozzaadasa el6tt) a viz ardnya, mégis ekkor kaptam a legnagyobb atlag szemcseméretii
agglomeratumokat ugyancsak 200 fordulat/perc-nél. Ez azzal magyarazhato, hogy a
kialakulé emulziocsepp méretén tal, a kristalyosodas sebességében tapasztalhatd
kiilonbség is szerepet jatszik a keletkezd agglomerdtumok méretében. A négy keverési
sebesség koziil a legkisebbnél (200 rpm) alakulhatnak ki a legnagyobb cseppek, amelyek
etanol hozzdadasara gyorsabban szilardulnak, mint EtOH-EtOAC elegy adagolasanal. Ez
a tény is hozzajarul ahhoz, hogy az I-10 minta atlagszemcsemérete a legnagyobb ennél

az adagolési sebességnél. A 6. 1épés (a végsd etanol mennyiség hozzdadasa) utdn igen
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csekély a kiilonbség a viz, ill. a szerves olddszer térfogat%-aiban a mintak kozott, de
mégis tapasztalhatd olyan Osszefliggés, hogy az atlagszemcseméret a viz ardnyanak
csokkenésével csokken. Az I-10 és II-2 minta dsszetétele azonos, ennek megfelelden a
mért atlagszemcseméretiik is szinte megegyezik. A Il-1 és a 1I-3 minta viz aranya az
el6z6khoz képest sorrendben csokken, és ezzel 6sszhangban a szemcseméret is csokken.
500 fordulat/percnél mar egyértelmiien a gyorsabb keverési sebesség eredményeképpen
létrejové  kisebb  kvaziemulzio-cseppek hatarozzdk meg a mintdkban 1évo
agglomeratumok méretének viszonyat. Ezen tapasztalatok alapjan az olddszer-
Osszetételnek €és a vizelvonds sebességének egyarant szerepe van abban, hogy milyen
méretli agglomeratumok alakulnak ki.

Az 5.10.b abran a II-2 és II-3 mintdk atlag szemcseméreteinek alakuldsa lathato a
korabbi 12 ml/perc adagolési sebesség mellett és egy kozel fele akkora elegy adagolasi
sebességnél, 5,5 ml/percnél. Mind a 4 esetben az el6bbiekhez hasonloan az atlag
szemcseméretek kiilonbozd gorbékkel jellemezhetden, de csokkend tendenciat mutattak
a keverési sebesség novelésével. A kék pontok a I1-3, a feketék a I1-2 mintdhoz tartoznak.
A piros gorbek az 5,5 ml/perc, mig a z6ld gorbék a 12 ml/perc adagolasi sebességhez
tartozo adatokat kotik 0ssze. A kisebb keverési sebességeknél (200, 300 rpm) a kisebb
adagolasi sebesség kisebb atlag szemcseméreteket eredményez. Ez az ébra is azt mutatja,
hogy az adagolési sebességen keresztiil a vizelvonés sebességének a lassabb keverésnél
van nagyobb jelentdsége.

A kimért keverési sebesség tartomanyban mind a négy mintanal talalhaté egy olyan
keverési sebesség, amely mellett a kumulalt méret alatti szemcseméret eloszlas
kiegyenesedik, vagyis kozeliti a log-normal eloszlast (5.11.a abra).

Az 5.11.b abran két kiilonb6z6 EtOH-EtOAcC oldoszerelegy adagolassal késziilt
termeék, a I1-2 és a I1-3 mintak, 5,5 ml/perc és 12 ml/perc adagolési sebesség mellett €s
300 rpm keverési sebesség alkalmazasakor kialakuld kumuldlt méret alatti eloszlasa
lathat6. Mindkét esetben a lassabb adagolési sebesség mellett egyenesedik ki az eloszlés,
vagyis amikor tobb ideje van az agglomeratumoknak a formalddasra, akkor kapunk

egyenletesebb méreteloszlasu termékeket.
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5.11. abra. A Kkeverési sebesség hatasa az I-10, 11-1, 11-2, 11-3 mintdk szemcseméret eloszlasara 5,5 és
12 ml/perc adagolasi sebesség mellett

5.1.8.2 A keverési ido hatasa

Morishima és munkatarsai [37] az agglomeratumok képzddési mechanizmusanak
felderitéséhez, majd jellemzéséhez a keverési id6 hatasat vizsgaltdk mind az atlag
szemcsemeéretre, mind a szemcseméret eloszlasra. Megallapitottdk, hogy ha az
agglomeratum képzO6dés SA mechanizmussal jatszodik le, akkor a méreteloszlas a
megfeleld mennyiségli hidfolyadék adagoldsakor a keverési id6 novelésével valik log-
normadl eloszlasuva, mig az ESD mechanizmus esetében nem tapasztalunk valtozast az
eloszlasban. Amikor a megfelelonél tobb hidfolyadékot alkalmaztak akkor a keverési
idével nétt a szemcseméret is. A klasszikustdl eltéréen az én rendszeremben nem
onmagaban a hidfolyadék mennyisége befolyasolja a tobblépcsds agglomeralddast,
hanem a rossz oldoszer és a jo olddszer ardnya ¢és az ezaltal kialakuld vizvesztés
sebessége. Az [-14 minta kialakuldsakor tapasztaltam a gombok tovabbi
Osszeagglomeralodasat. A keverési id6 hatasanak vizsgalatara a PSS hozzdadasa utan a
kovetkezd két 1épést kdvetden a rossz olddszerek adagoldsaval kapott elegyekben
valtoztattam a keverési idoket. Mind az etanol vagy EtOH-EtOAC elegy adagolas utan
mind az utolsé 1épésben adagolt etanol hozzaadasa utan 15, 30, 45 perces utdkezelési
reakcididoket valasztottam. Az 5.12. a, b. abran az I-10 és a II-3 mintak kumulalt méret

alatti eloszlasa lathato a kiilonboz6 keverési idok mellett.
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5.12. abra. A keverési id6k hatasa az I-10, 11-3 mintak szemcseméret eloszlasiara 12 ml/perc
adagolasi sebesség mellett

A 11-3 mintanal az eloszlasgorbék kezdettdl fogva log-normal eloszlast mutatnak,
kivéve a 15 és 45 perc keverési idok mellett, ahol az utdlagos aprdzodas jelei lathatok az
eloszlason. Az I-10 minta eloszlasgorbéiben (400 fordulat/percnél) a 300 um koriili
csticson kiviil a kisebb méreteknél is megjelenik egy frakcio az eloszlasban. A keverési
1d6 valtozasaval azonban nem tapasztaltam az eloszlas kiegyenesedését. Mint kordbban

emlitettem a keverési sebesség valtoztatasaval érjiik el a log-normal eloszlast.
5.1.9 Mechanizmus felallitasa

A kisérletek eredményeképpen meghataroztam a H20-EtOH-EtOAC oldoszerelegy
fazisdiagramjan egy teriiletet (trapéz), amely azokat az Osszetételeket reprezentalja,
ahonnan kiindulva etanol vagy EtOH-EtOAc oldoszerelegy adagolasaval szférikus
agglomeratumok képzddnek (5.13. abra).

A C pontbdl etanol adagolasaval a G pontba jutva kapjuk az I-10 minta képzédéséhez
sziikséges Osszetételt, a C pontbol EtOH-EtOAcC elegy adagolasaval az F pontba érve
pedig képzddik a 11-3 minta.

HSA — kitozan — PSS kompozit mikrorészecskéket készitettem H20-EtOH-EtOAC
haromkomponensti oldoszerrendszerben a kitozan €s a natrium-polisztirol-szulfonat
kémiai reakcioja és ezeknek a polimereknek az oldoszeres kicsapasa utjan, amely

folyamatok szférikus agglomeraciéval kombinalodtak.
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5.13. abra. Az 6sszetételvaltozasok a szférikus agglomeracié soran

A keverési sebesség és az id6 szemcseméret eloszlasra gyakorolt hatasait, ill.
Kawashima és szerzétarsainak [30, 35, 37] az agglomeratumok kialakulasara és a
kiilonboz6 agglomeralddasi mechanizmusokra tett megallapitasait 6sszevetve az altalam

tapasztaltakkal az 5.14. abran bemutatott folyamatot valosziniisitem.

+ EtOH

Kitozan és HSA a

. Polimer hidrogél Gélszemcse Szférikus mikromatrix
vizes cseppben

5.14. abra. Az agglomeratumok kialakulasanak maédjat valosziniisité6 mechanizmus

A kiindulési oldatosszetétel kialakitasa utan a keverési sebesség hatasara és az oldott
anyagok jelenléte révén kialakul egy kvazi-emulzid, amelynek cseppmérete csak részben
ugyan, de meghatarozza a kialakul6 agglomeratumok szemcseméretét. A cseppben egylitt
van jelen a kitozan és a HSA. A PSS hozzaadasaval a kitozan-PSS kolcsonhatasa miatt
hidrogél jon létre a cseppen beliil. Az oldoszerek adagolasaval folyamatosan csokken a
vizes fazis mennyisége ¢és a cseppek mérete. A hatarfeliiletre érve eltlinik a vizes fazis és

az oldoszerre nézve egy fazis alakul ki, amelyben gélszemcsék vannak jelen. Tovabbi
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alkohol adagolésara a feliileten adszorbeélt vizbdl tovabbi oldott anyag valik ki, amely
tovabb szilarditja a gélszemcséket, ill. agglomeratumokka ragasztja 6ssze (5.14. abra).
A modszer érdekessége és Ujszertisége, hogy a feladatom vizoldhaté hatéanyag
szférikus agglomeracidja volt, mig altaldban vizben rosszul oldo6dé hatéanyagok
formaldsara hasznaljdk az eredeti modszert. Gyakran szuszpenziobol torténik az
agglomeracio, esetemben a kiindulasi Osszetételben kétfazisu elegy van, amelyben a
kvaziemulzio-cseppeket nem sziikséges feliiletaktiv anyaggal stabilizalni. A hidfolyadék
esetenként tobbkomponensii oldoszer elegybdl felszabaduld valamilyen szerves olddszer.
A rendszeremben egyrészt vizelvonds hatdsara lejatszodd  kristalyosodas
eredményeképpen alakulnak ki az agglomeratumok. Oldatbol torténd kristalyositassal
egyidejiileg lejatszodo agglomeraciokor gyakran hasznaljak ki a hdmérséklet kiilonbség
okozta oldhatosag kiilonbséget a tultelités novelésére. Az altalam kidolgozott eldallitast
szobahOmérsékleten végeztem. Végiil az olddszer-0sszetétel megvaltozason tilmenden a

PSS, mint kicsapdszer is segiti a kristalykivalast.

5.2 Timsé agglomeratumok elballitasa

Funkcionalis mikrorészecskék létrehozasara a méasodik példa, egy fazisvaltd hotarold
kapszula maganyagénak szférikus kristalyositassal torténd eldallitasa. A feladat ebben az
esetben is vizoldhaté anyag, mégpedig K-timso kristalyok szférikus kristalyositasa volt.
A szférikus kristalyositashoz, mint koradbban emlitettik valasztanunk kell egy
oldészerrendszert, ahhoz egy jo olddszert, amelyben az oldott anyag viszonylag nagy
koncentracioban feloldhatd, ha sziikséges bizonyos mértékli hdmérsékletemelés
segitségével. Sziikség van egy rossz oldoszerre, amely hatdséara a kristalyos anyag a jo
oldészeres oldatabol kicsapodik. Altalaban, a klasszikus szuszpenziobél valé szférikus
agglomeraciohoz hasonléan a fentiek mellett sziikség van egy a rossz olddszerrel nem
elegyedd, az adott kristalyokat jol nedvesitd, tigynevezett hidfolyadékra, amelyben a
kristalyok feliilete feloldodik és az igy kialakuld kristalyositasi gocok szférikus
agglomeratumma kotik 0Ossze a szemcséket. Az agglomeratumok ezeknek az
oldoszereknek a fazisdiagramjukon meghatarozott, megfelelé Osszetételeinek

alkalmazasaval allithatok elo.
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5.2.1 Az oldészerrendszer felépitése

Sohidratok esetében és ez igaz a timsora is, a sonak vizben igen magas az
oldhatésaga, mar akar szobahOmérsékleten is (10,83 g kristalyvizes s6/100 g
olddszerben), ami még tovabb ndvelhetd a hémérséklet emelésével, igy jo oldoszerének
kézenfekvo valasztas a viz. A timséd kis6zasdhoz szdmos szerves oldoszer megfeleld
lehet. Etanol és aceton alkalmazasaval tobb irodalomban talalkozhatunk [109, 110]. Az
irodalomban megtalalhato timsé oldhatosagi adatok alapjan [109] az etanolt valasztottam
a so rossz oldoszeréiil. Vizoldhaté anyagok esetében a hidfolyadék éaltalaban maga a s6
oldata lehet. A sot vizes oldatabol etanollal kicsapva a kristalyosodast kdvetd bizonyos
mértékli agglomeraciot tapasztalhatunk, ez azonban ekkor még nem szabalyozottan
lejatszodo, igy nem is szférikus agglomeraciohoz vezet. A tapasztalatok alapjan
sziikségiink lehet egy masik rossz oldoszerre, amely segitségével létrehozhaté egy
olddszerrendszer, amelyben a sé szférikusan agglomeralodik.

Ertelemszerii megoldasnak latszott a korabbi munkamban alkalmazott H2O-EtOH-
EtOAcC terner olddszerelegy. Az eredmény azonban nem a varakozasoknak megfeleld
volt. A magyarazat a késobbi kisérletek eredményeiben rejlett. A H20-EtOH-EtOAcC
oldoszerrendszerben a harom oldoszer elegyedése kisebb etanol térfogat%-0s
Osszetételnél kovetkezik be, mint amennyi etanol sziikséges a tims6 kvazi-emulzidban
val6 kristalyosodasahoz.

A harmadik olddszer kivalasztasat végiil két feltétel befolydsolta. Az egyik arra
vonatkozott, hogy a maganyag eldallitdsa utan a képzo6dott anyalug csekély mértékii
valtoztatassal a maganyag mikrokapszulazasakor is felhasznalhato legyen. A masik
feltétel pedig az volt, hogy az igy Osszedllitott oldoszerharmasra lehetdség szerint
rendelkezésre alljanak fazisegyensulyi adatok az irodalomban. A kivalasztott oldoszerek
koziil a diklor-metan jo olddszere, a hexan pedig rossz oldoszere a mikrokapszulazashoz
felhasznalni tervezett polimereknek, az etil-celluloznak és a poli(metil-metakrilat)-nak.
A mikrokapszulazashoz egyrészt a nagyobb mennyiségii diklor-metanba lehetne beoldani
a kapszulazd polimereket ¢€s szilard/olaj/viz emulziobdl oldészer elparologtatassal
kialakitani a polimerhéjat a maganyag koriil. Masrészt hexan jelenlétében koacervacidval
lenne kapszuldzhat6 a maganyag. Ezen megfontoldsokon tul, ennek a két olddszernek a
kivalasztasa mellett szolt még az a tény is, hogy mindkét olddszerharmasra megtalalhatok

az irodalomban az egyenstlyi fazisdiagramok [111, 112].
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A H20-EtOH-HX terner olddszerrendszerrel végzett kisérletek vilagitottak ra arra a
lehetdségre, miszerint a viz-etanol, ill. a séra nézve az irodalmi adatok alapjan hasonld
timso oldhatosagi viszonyokat mutatdé viz—izopropil-alkohol biner rendszerek is

alkalmasak lehetnek a timsoé szférikus agglomeratumainak eldallitasara.
5.2.2 Timsé agglomeratumok eléallitasa

Az oldoszerrendszerek kivalasztasa utan kisérleteket végeztem, mind a H20-EtOH-

DCM, mind a H20-EtOH-Hx oldoszerrendszerben.

5.2.2.1 Kisérletek viz—etanol—-diklor-metan oldoszerrendszerben

Az 5.15 abran lathat6 a H20-EtOH-DCM terner olddszerrendszer fazisdiagramja
térfogattortek formajaban feltiintetve. A teli pontok jelzik az egyensulyi oldhatésagi
adatokat, a kék, teli négyzetek a bindodak adatait [111]. Az oldhatésagi gorbe alatt
elhelyezkedo térfogataranyoknal az oldoszerelegyek Osszetétele az egyensuly beéllta utan
két egymassal egyensulyban 1évé (ezek a binodak két végpontjdban elhelyezkedd
Osszetételek) elegyre valnak szét. Az oldhatosagi gorbe feletti térfogatardnyoknal a harom
oldoszer elegyedik egymassal. Kisérleteket végeztem a nem elegyedd és az elegyedd
fazisok hataran, 24-56% (V/V) diklor-metan tartalom mellett. A kisérletek soran a cél
olyan oldoszer-Osszetétel kikisérletezése volt, amely esetében a kialakulo kezdeti
tultelités elegendden magas ahhoz, hogy a kristdlyok nagyszdmu gocot képezzenek, de
maradjon még hajtoerd az agglomeracio lejatszodasahoz.

A korabbi tapasztalataimbdl kiindulva az volt az elképzelés, hogy a terner
oldoszerrendszerben viz az olajban tipust kvazi-emulziot hozzak 1étre és ebben a kvazi-
emulzioban torténd kristalyosodds eredményeképpen jojjenek 1étre a szférikus
agglomeratumok a HSA-kitozan-PSS- kompozit szemcsékhez hasonldan.

A kiindulasi 6sszetételek a kétfazisu oldoszertartomanyba estek (5.4. tadblazat). A
diklor-metan kiindulasi V/V%-a 30% és 39%, az etanolé 24-40%, a hozzaadott vizé 18%
¢és 27% volt. A sbéoldat térfogathdnyada 0,09—-0,35 kozott valtozott. A kristdlyosodashoz

¢s az egyfazis eléréséhez (az olddszerek elegyedéséhez) etanol adagoléséra volt sziikség.
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5.15. abra. Viz—etanol- diklér-metan oldészerharmas fazisegyensilyi diagramja

5.4. tablazat. Szférikus kristalyositasi kisérletek dsszetételei viz—etanol-diklor-metan
oldoszerharmasban

DCM Etanol So6 oldat Viz
térfogattort a | térfogattort | térfogattort | térfogattort

+ etanol | adalék
folyamat | afolyamat | afolyamat | afolyamat adalck anyag

Mintak neve T, o, o, o, térfogata, és a
végén, végén, végén, végén, .,
. (. . L . L . ‘o ml mennyisege, g
(kiindulasi (kiinduladsi | (kiindulasi | (kiindulasi
térfogattort) | térfogattort) | térfogattort) | térfogattort)
KAI02 0,24 (0,3) 0,48 (0,35) | 0,28 (0,35) 9,695 -
KAI03 0,28 (0,39) 0,45 (0,25) | 0,13(0,18) | 0,13 (0,18) 3,75 -
0,1 g etil-
KAI05 0,27 (0,39) 0,47 (0,24) | 0,06 (0,09) | 0,19 (0,27) 16,75 ,
celluloz
0,069
KAIO7 0,27 (0,39) 0,49 (0,25) | 0,06 (0,09) | 0,19 (0,27) 18,75 .
sztearinsav
KAI20 0,27 (0,31) 0,47 (0,4) | 0,26 (0,29) 6,75 -
KAI22-KAI26 0,56 0,35 0,09 - -

A HSA-kitozan-PSS rendszerben tapasztaltakbol kiindulva feltételeztem, hogy a
tims6 oldhatoséga szobahdmérsékleten is elegendden magas lehet ahhoz, hogy megfeleld

koriilmények kozott a kialakuld thltelités hatdsara kialakuljanak a szférikus
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agglomeratumok. A KAlO2 minta esetében a szerves olddszerelegyhez vizes fazisként
szobahdmérsékleten telitett timso oldatot adtam, majd az elegyedd fazis kialakuldsat
etanol hozzaadasaval értem el. Ennek a kisérletnek az eredményeképpen sok apr6 kristaly
keletkezett nagyon kevés agglomeratum mellett.

Kovetkezo 1épésként a cseppben vald kristalyosodast azzal probaltam elérni, hogy a
sooldat adagolasa el6tt kialakitottam a szerves oldoszerelegyben a vizes cseppet €s ehhez
a kétfazist oldoszerelegyhez adagoltam a séoldatot (KA103). gy mér tobb agglomeratum
keletkezett, de ezek még alaktalanok voltak, tehat a két fazis kialakitdsa nem segitette a
megfelelé agglomeratumok keletkezését.

Kisérleteztem a kezdetben kialakul6 kétfazisi rendszerben a vizes cseppek bizonyos
mértékil stabilizalasaval, annak érdekében, hogy a kristalyok a cseppben valjanak ki, vagy
esetleg a csepp hatdrozza meg az alakjukat az agglomeralodas soran. Kétféle adalékot
alkalmaztam. Egyrészt etil-cellulozt (KAIOS5), masrészt sztearinsavat (KAI07). Etil-
celluléz esetében az etil-celluloz kiilonalld cseppeket alkotott a rendszerben. A
sztearinsav jelenléte azonban érdekes eredményre vezetett, mert igy a s6 nehezebben valt
ki a rendszerbdl és a kedvezményezett ndvekedési irany miatt hatagu csillag formaban

(5.16. abra).
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5.16. abra. A KAIQ7 jelzésii 6sszetétel terméke sztearinsav jelenlétében

35 ©°C-on ftelitett oldattal elvégezve a kisérletet (KAI20) nagyon széles
mérettartomanyban képzddtek agglomeratumok. Ez volt az elsd olyan kisérlet, amelyben
sikertilt kevés és kozel gomb alaku agglomeratumot eldallitani (5.18. abra). Mivel a
valtozast sikeriilt elérnem a termék mindségében, ezért az olddszer-Osszetételben is
nagyobb mértékii valtoztatast hajtottam végre a tiltelités tovabbi ndvelése érdekében. A

fentebb emlitett kisérleteknél a diklor-metan V/V% 24—28%-ig valtozott.
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5.17. abra. A KAI20 jelzésii termék fénymikroszkopos felvételei

A KAI22, KAI25 és KAI26 mintaknal a diklor-metan V/V%-at 56%-ra noveltem ¢és
harom nagyon hasonld kiinduldsi sokoncentracional (14,39 g, 14,84 g ¢és 14,37 ¢
kristalyvizmentes s6/ 100 g vizben) végeztem el a kisérleteket. A kiindulasi
szobah6émeérsékletii, 25 °C-os szerves oldoszer keverékhez 40 °C-os tultelitett sdoldatot
adtam egy lépésben. A termékekrol késziilt fénymikroszkdpos felvételek az 5.18. abran
lathatoak. A KAI22 mintatdl a KAI26 fel¢ haladva egyre kevesebb a tormelék és egyre
nagyobb mértékli az agglomeracio, tehat a KAI26 mintanal optimalis a s6koncentracio

(14,37 g kristalyvizmentes s6/ 100 g vizben) és az ebbdl adodo kezdeti tiltelités.

5.18. abra. 56% (V/V) diklor-metan tartalom és a harom Kiilonbozé kezdeti sé koncentracio mellett
képz6dott termékek lathato fénymikroszképos felvételei, a kamera altal készitett kép a kisebb
nagyitasnal 3890 pm X 2580 pm nagysagu, mig a nagyobb nagyitasnal 540 pm X 358 pm.
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5.2.2.2 Kisérletek a viz-etanol-hexan oldészerelegyben

A H20-EtOH-DCM oldészerrendszerben végzett kisérletek tapasztalatai alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottam, hogy a kellden stabil agglomeratum kialakitdsahoz mas
oldoszerrendszerre lesz sziikségem. Abbol az elképzelésbdl kiindulva, hogy a kezdeti
oldoszerrendszert esetleg fel lehessen haszndlni a sdémagok késébbi kapszulazasara, a
diklor-metan oldoszert hexanra cseréltem. A H20-EtOH-DCM rendszerben alkalmazott
vizes oldat V/VV%-os Gsszetételébdl (8,6%) kiindulva a H20-EtOH-Hx rendszerben 7,19
V/IV%-0s vizes oldat tartalom mellett végeztem az agglomeralasi kisérleteket. Lényeges
kiilonbség, hogy az elébbinél, ahol az EtOH:DCM hanyada 34,95% ¢és 56,45% volt, az
EtOH:Hx hanyada nagyjabol forditott, 65,5% és 27,3% volt. Utdbbi dsszetételnél a H20-
EtOH-DCM rendszertdl eltéré modon tomor, sima feliiletii szférikus szemcesék alakultak
ki. A kisérletek tehat szabalyos sogombok képzddését eredményezték, amelyek
kiilonb6z6 mértékben Gsszetapadtak a mosas, sziirés €és szaradas utan.

A megfeleld szférikus gombok sikeres eldallitasa utan az volt a vizsgalat célja, hogy
milyen koriilmények kozott csokkenthetd a szabalyos soégombok —utdlagos
agglomeracidja. Kétféle adalék anyaggal kisérleteztem. Az egyik, az irodalombol [113,
114] ismert utolagos agglomeracio csokkentésére alkalmas magnézium-sztearat volt. A
masik ,,adalék”, a H2O-EtOH-DCM rendszer tulajdonségait figyelembe véve a diklor-
metan volt, mert a diklor-metanos rendszerben nem tal erds kotohidakkal
agglomeralodtak a szemcsék. A magnézium-sztearat jelenlétében végzett kisérletekben a
feliiletaktiv tulajdonsaggal rendelkezd sztearat hatasara a kvaziemulzio-cseppek mérete
ugyan csokkent, de egyidejiileg az agglomeralddas mértékét nem sikertiilt csokkenteni.
Nagyon sok apro és nagyon aggregalodott sogomb képzodott (KAI37). Az adalékok

mellett végzett kisérletek Osszetételeit az 5.19. dbran €s 5.5. tdbldzatban tlintettem fel.
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5.19. abra. A viz-etanol-hexan oldészerharmas mellett diklor-metant is tartalmazé
oldészerkeverékben végzett kisérletek anyalug osszetétele a hexan és a diklér-metan mennyiségét
egyiitt szamolva

A piros X-el jelzett anyalug sszetétel esetében (KAI39) 2% (V/V) diklor-metan
jelenlétében kialakult a kvazi-emulzio, a szemcsék nagyobbak lettek, de a varakozasokkal
ellentétben a diklor-metan hatdsdra még inkdbb Osszeagglomeralddtak a kialakulod
gombdocskék. A kék X-el jelolt 6sszetételnél (5.19. abra, KAl44) 3% (V/V) diklor-metan
hozzaadasara apré gombok képzddtek, amelyeket Osszeragasztott a diklor-metanos
mosas. A zold X-el megadott Gsszetételnél (5.19. abra, KAl41) egyrészt a sooldat
térfogat%-a joval kisebb, mint a korabbiaknal, csak 1,87%, masrészt a magnézium-
sztearat jelenléte miatt nagyon apré gombocskék képzddnek, amelyek nagymértékben
agglomeralodnak. A KAIl45 mintanal 56% (V/V) diklor-metan helyett 28% (V/V) diklor-
metan és 28% (V/V) hexan jelenlétében mar megjelennek a gomboceskék, mig a KA146
mintanal a 48% (V/V) diklor-metan és 8% (V/V) hexan tartalomnal mar nincsenek
gombok, de a kristalyos agglomeratumok sem allnak 6ssze a KAI26 mintanal tapasztalt

kozel szférikus formava.
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5.5. tablazat Szférikus Kkristalyositasi kisérletek osszetételei viz-etanol-hexan-diklor-metan

oldészerrendszerben
Mintak Hexan Etanol Sooldat Diklor-metan e,
. . N . . . i . R Egyéb koriilmény
szama | térfogattort | térfogattort | térfogattort térfogattort
KAI30 0,27 0,65 0,07 -
KAI31 0,27 0,65 0,07 500 helyett 350
fordulat/perc
KAI37 0,27 0,65 0,07 0,002g Mg-sztearat
KAI39 0,30 0,61 0,08 0,02
KAI41 0,64 0,35 0,02 0,0015g Mg-sztearat
KAl44 0,27 0,61 0,08 0,03 diklor-metinos
mosas
KAI45 0,28 0,36 0,09 0,28 etanolos mosas
KAIl46 0,08 0,36 0,09 0,48 etanolos mosas
KAI55 0,27 0,66 0,07 nagy térfogatd
etanollal mosas

A hexdn ¢és a diklor-metan egyiittes alkalmazasakor az ardnyok véltoztatdsa a

kovetkezd eredményeket hozta. A hexan a diklor-metanos rendszerben csokkenti az

oldhatosagot, de kevésbé szférikus szemcséket eredményez. A diklor-metan a hexénos

rendszerben segiti a viz elkeveredését, egyre kisebb gombocskék képzddnek, de nem

csokkenti az agglomeralodasi hajlamukat.

A szemcsék eldallitdsa soran fontos paraméternek bizonyult a termék sziirésének és

anyalugtol valé mosasdnak modja. A tapasztalatok alapjan a szemcsék szlrés el6tti

iilepitése, az anyalug ledntése, majd a legvégén nagyobb mennyiségii etanollal vald

mosasa a legmegfelelobb modja a szemcsék utdlagos kezelésének. A tovabbiakban a

H20-EtOH-HX rendszerben a legjobb, nagy mennyiségli etanollal valé mosassal nyert

mintat KAl61 mintaként fogom emliteni.
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5.2.2.3 Kiilonbo6z6 alkohol-viz elegyekben végzett kisérletek eredményei

A H2O-EtOH-DCM ¢és a H20-EtOH-Hx terner oldoszerrendszerben végzett
kisérletek eredményeit dsszehasonlitva lehetéségként felmeriilt az olddszerrendszerek
viz-alkohol rendszerre vald egyszerisitése. Mivel a H20-EtOH-Hx rendszerben 62%
(VIV)-ban van jelen az etanol, mig a H20-EtOH-DCM elegyben 38%-ban, ezért
feltételezésem szerint a kiilonboz6 tulajdonsagu szemesék kialakuldsaban dontd szerepe
van az etanol mennyiségének. A feltételezés bizonyitasara kisérletet végeztem 90 és 50%
(VIV)-os etanol-viz elegyben. Elébbiben szférikus agglomeratumok képzddtek (KAIG6)
a H20-EtOH-Hx elegyhez hasonloan. Utobbiban a kristalyok a vizbdl kristalyositaskor
megszokott kristalyforméajukat vették fel. Az irodalom alapjan Osszehasonlithatd a
KAI(SOa4)2-12H20 sohidrat oldhatosaga etil-, metil-, és izopropil-alkoholban, valamint
acetonban (5.20. abra). Az adatok alapjan ugyancsak eldrelathato volt, hogy az etil-
alkohol mellett — a hasonl6 oldhatdsagi viszonyok miatt — az izopropil-alkoholban is
képzddhetnek szférikus agglomeratumok. 95 térfogat% izopropil-alkohol jelenlétében a
40°C-o0s telitett sdoldatbol szintén szférikus agglomeratumok jottek 1étre (KAI163 jelzést

minta).
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@ etanol

B metanol
izopropilalkohol

® aceton
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A s6 hidrat oldhatdsaga, g/100 ml
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alkohol térfogat%-a az alkohol-viz elegyben

5.20. abra. Timso6 oldhatésaga Kiilonbozé viz-szerves oldoszer keverékekben Mullin és munkatarsai
munkaja nyoman [109]
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5.2.3 Morfolégia, szemcseméret analizis

A H20-EtOH-DCM terner oldoszerrendszerben eldallitott timso agglomeratumokrol
a fénymikroszkopos felvételek alapjan megéllapitottam, hogy valoésziniileg egyszerii
szférikus agglomeracioval, az tgynevezett SA mechanizmussal képzddhettek. Ennek
megerdsitésére pasztazd elektronmikroszkopos felvételeket készittettiink. Az
elektronmikroszkopos képen (5.21. abra) jol 1athato, hogy az agglomeratumok kb. 10-20
um-es oktaéderek sokasagabol épiilnek fel, amelyek egy kristalylap éle mentén

szervezOdve nonek Ossze.

AC

ccV SpotMagn Det WD Bxp F—— 200pm
250kV 30 100x BSE 94 71053 KAI26

5.21. abra. A viz—etanol-diklér-metan harmas oldészerrendszerben késziilt KAI26 minta
elektronmikroszkopos felvétele

Brunsteiner és munkatarsai [115] kozleménytikben vizsgaltak a tims6 kristaly harom
erre alkalmas és jellemzO kristalylapjan, nevezetesen az (111), (110) és (100)
kristalylapokon, a kialakul6 agglomeracios kotéserdsséget. Az 5.22. abran lathatdak az
oktaéder megfeleld lapjai. A kotéserdsséget az (111) kristalylapra vonatkoztatott relativ
kristalynovekedési sebesség fliggvényében dabrazolva megallapitottdk, hogy az
agglomeracios kotések nagyobbak a Kisebb méretii kristalylapoknal, mint a nagyobb
feliiletticknél. A folyadékhidakon keresztiil érintkezésbe keriilé gyorsabb ndvekedésti és
kisebb feliiletii kristalylapok kozott a kialakuld taszitd erék kisebbek és a vonzd erék
nagyobbak, mint a lassabb ndvekedésii nagyobb feliiletii lapoknal. A kristalylapok kozotti
agglomeracios erdsség kiilonbsége arra utal, hogy maga az agglomeracios kotés
mikroszkopikus természete eltér a kiilonb6z6 kristalylapok kozott. Valodszintitlen, hogy
az agglomeracios kotés teljesen amorf és izotropikus lenne, inkabb részlegesen
kristalyosak lehetnek a kristalylapok altal meghatarozott médon. Ez a megallapitasuk

részben megerdsiti a korabbi feltételezéseket, miszerint a hidfolyadékban oldodik a
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szemcsék feliilete, és ezek az 0ldodo részek kristalyositasi gocként viselkedve kotik 6ssze
a szemcséket szférikus agglomeratumokka, igy ebbdl adodoéan részben kristalyos

karakteriinek kell lennie a kotGhidaknak.

5.22. abra. A timso kristalyok megfelel6 kristalylapjai

A Blender szoftverrel késziilt modell alapjan (5.23. a abra) a kisebb egységek az
oktaéderek legkisebb méretdi, (100) lapjan keresztiil 6sszendve rajzoljak ki az (110)
¢leket, ahogyan ez az 5.24. a abran a SEM felvételen lathato. Az ¢élek felépiilése mellett
a dikloér-metanos kozegben a legkisebb feliilet felvételére torekvd kristdlyok ugyan
agglomeralodhatnak az (111) lapokon keresztiil is, de ezek a kdtések nem lesznek elég
erések, ezért aprozddhatnak a szemcsék szuszpenziojukban mar kevertetés hatasara is.

Az 5.24. ¢ abran, a fénymikroszkdopos képen makroszkopikus méretben kirajzolodo
haromszog is arra utal, hogy az erdsebb agglomeracios kotések nem az (111) lap, hanem
az (100) és (110) lapok kapcsolodasaval johetnek 1étre. Az 5.21. abran 1év6 SEM felvétel
alapjan félbevagott Iyukas oktaéderek is lathatok az agglomeratumok épitékovei kozott.
Ezt a jelenséget is magyarazhatjuk Ggy, hogy az (111) lap a leglassabban névekvo, igy

helyenként ki sem tudja ndni magat az €lek gyors novekedése mellett.

5.23. abra. Blender szoftverrel késziilt modellek
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5.24. dbra. A timso kristalyok agglomeralédasanak szemléltetése fénymikroszkopos és SEM
felvételeken.

A morfologia alapjan kovetkeztetést vonhatunk le a képzddés mechanizmusat
illetden. Mivel nem egy kompakt, szabalyos szférikus szemcsét lathatunk a felvételeken,
ezért megallapithato, hogy a kristdlyosodas nem cseppen beliil zajlott le. Sokkal inkabb
kevésbé szabalyos szemcséket eredményez. Ez pedig nem mas, mint az SA mechanizmus.
Az SA mechanizmus lejatszodasanak feltétele, hogy a jo €s a rossz oldoszer kozott
erdsebb legyen a kolcsonhatds, mint az oldott anyag és a jo olddszer kozott. Esetlinkben
ez azt jelenti, hogy az etanol és a viz kozott erdsebb a kdlcsonhatas, mint a s6 és a viz
kozott. Ismerve azt a tényt, hogy az etanol és a viz kozott erds hidrogénhidkdtések
alakulnak ki, elfogadhato az a feltételezés, hogy ezt az erds kdlcsonhatast a diklor-metan
nem bontja meg, mert valdsziniileg az etanol a szabadon maradé metil csoportja révén
1ép kolcsonhatasba a diklor-metannal.

Ennek megfelelden a sooldattal adagolt viz nagy hanyada elegyedik az etanol—diklor-
metan keverékében, igy a so jelentds része dehidratalodik, és azonnal kicsapodik. A

visszamaradt oldattal, mint hidfolyadékkal 1étrejonnek az agglomeratumok, amelyek
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tobbek kozott annak is koszonhetik kozel szférikus alakjukat, hogy a diklor-metan altal
teremtett oldoszer kozegben rosszul nedvesednek, és ezért az olddszerrel a lehetd
legkisebb érintkezési feliiletre, azaz gomb alakra torekednek.

A képzodott agglomeratumok jellemzésére a morfologian kiviil az elsédleges
vizsgalat a szemcseméret analizis. A preparalas utan a mintakat alkohollal mostam, majd
szlirtem és szaradas utan, etanolban Ujraszuszpendalva hataroztam meg a szemcseméret
eloszlasukat. A KA126 minta kezdeti szemcseméret eloszlasa az 5.26. abran lathato. Az
SA moédszert alkalmazva a térfogati atlag szemcseméret, vagyis a D(4,3) = 684 um-nek
adodik. Az eléallitott agglomeratumok etanolban diszpergalva, par percnyi keverés utan,
kisebb egységekre estek szét, ami arra utal, hogy nem volt megfeleléen erds a kdtderd a
kristalyok kozott. A kotberd nagysaga jelentdsen fligg attol is, hogy az anyagra — adott
oldészerkozegben — milyen a gocképzddési és a kristalynovekedési sebességek aranya.
Timso esetében a tapasztalatok alapjan a kezdeti nagy taltelités nagyrészt gocképzodést
eredményez, ¢és nem marad elegendd s6 a rendszerben az erdsebb kotohidak
kialakulasara. Az irodalomban [32] leirt példakban, a vizben nagyon jol oldodo
anyagokat szuszpenzidjukbol agglomeraljak megfeleld toménységii CaClz oldatot
hasznalva kotéfolyadékként. Oldatukbol valo szférikus kristalyositasukra altalanos recept
nem talalhato a szakirodalomi forrasokban. Erthetd is, mert ionos kristalyos anyagok
esetében nem nagyon talalhatdé masik olyan olddszer, amelyben annyira jol
nedvesednének €s oldodnanak a kristalyok, hogy bekovetkezne a szférikus agglomeracio.

A kristalyos termékek tulajdonsagait elsGsorban a szilard anyag és az oldoszer
egymasra hatasa pl. nedvesités, oldhatdsdg hatarozza meg. A taltelités mértéke pedig —a
gocképzodés ¢€s kristalyndvekedés sebességaranyanak modositasan keresztiil — kozvetlen
eloszlas) és agglomeralodasi képességére [116, 117, 118]. Ugyancsak Brunsteiner és
munkatarsainak [115] mérései szerint timso esetében a taltelités mértékével kozel
egyenes aranyban né az agglomeracio erdssége S (tultelités)=0,05-0,2 tartoméanyban.

A H20-EtOH-Hx oldészerharmasban eléallitott timso-agglomeratumokrdl a
fénymikroszkopos felvételekbdl megéllapitottam, hogy valdszinlileg kvazi-emulzids
folyamat révén ESD mechanizmussal képzddhettek. Az elektronmikroszkopos felvételek

(5.25. abra) az elképzelésemet megerésitették, mivel a képen jol lathatd, hogy az
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agglomeratumok szabalyos gomb alakuak, feliiletiik sima és nem jelenik meg a timsora

jellemzd kristalyszerkezet.
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5.25. abra. A viz-etanol-hexan oldészerharmasban késziilt KAl61 minta elektronmikroszkopos
felvétele

Az agglomeracid abban az esetben jatszodik le ESD mechanizmussal, ha a jo
olddszer és a s6 kozott erdsebb a kdlcsonhatds, mint a rossz olddszer €s a jo olddszer
kozott. Az etanol és a viz kozott ebben a rendszerben is erds a kolcsonhatas és a viz és a
s6 kozott is hasonloan erds, mint a diklor-metanos rendszerben. A hexan jelenléte okozza,
hogy az agglomeraci6 mas mechanizmussal jatszodik le, mint a dikloér-metanos
rendszerben. A hexant is tartalmazo olddszerkeverékben az etanol térfogat%-os aranya
nagyobb, mert azonos vizes oldat térfogat% mennyiség esetén az olddszer egyensuly
miatt ebben a rendszerben tobb etanolra van sziikség az elegyedd fazis kialakulasahoz.
Az etanol nagyobb térfogat%-os jelenléte miatt a timso6 oldhatdsaga biztosan kisebb, mint
a diklér-metanos rendszerben. A sooldat emulziocseppeket alkot a szerves
olddszerfazisban legalabb annyi idére, amig a s6 a cseppen beliil kristalyosodva kivalik,
¢és ennek eredményeképpen kapjuk a tokéletesen szférikus szemcséket.

A képzddott agglomeratumokat  elsddlegesen  szemcseméret  analizissel
jellemezhetjiik. A H20-EtOH-HX olddszerharmasban képzddott agglomeratumok
szemcseméretét etanolban diszpergalva hataroztuk meg. A kezdeti értékhez képest 5-10
perces keverés utan az atlag szemcseméret csekély mértékii csokkenését tapasztaltuk
(5.27. abra). Ezt elsGsorban a szlirést kovetd szaradaskor, a gyenge kotderdk révén
kialakul6 asszocidtumok szétesése okozza. A szaradasi agglomeracié megsziinése utdn

hosszabb keverés ellenére is stabil marad a minta szemcseméret eloszlasa. Ez annak
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koszonhetd, hogy a szemcsék nem kisméretli, apro kristalyok laza agglomeratumai,

hanem tomorek és egységesek.
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5.26. abra. A kiilonb6z6 oldészerelegyekben késziilt agglomeratumok szemcseméret eloszlas gorbéi,
KAI26: viz-etanol-diklor-metan (lila), KAl61: viz-etanol-hexan (kék), KAl63: viz-izopropilalkohol
(zold), KAl66: viz-etanol oldészerelegyben (piros)
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5.27. abra. A KAI49-es minta szemcseméret eloszlas gorbéi a mérés kezdetekor és diszpergalodas

utan
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A hexanos rendszerben az ESD modszerrel nyert szemcsék atlag szemcsemérete
66 um-nek adodott (5.26. abra). Az etanol-viz ¢és izopropil-alkohol-viz
oldoszerrendszerekben a hexdnos rendszerben képzddott szemcsékkel megegyezd
morfoldgiaju szemcsék alakultak ki 79 um és 89 um atlag szemcsemérettel. Morishima
[37] és szerzétarsai kisérleteiben a bucillamin hatdéanyag agglomeracidja az altalunk
tapasztaltakhoz hasonléan a H20-EtOH-DCM SA mechanizmussal, mig etanol-viz

oldoszerkeverékben ESD mechanizmussal jatszodott le.
5.2.3.1 A Keverési sebesség hatasanak vizsgalata

A H20-EtOH-HXx oldészerrendszerben azonos dsszetételek mellett megvizsgaltam a
keverési sebesség hatasat a szemcseméret eloszlasara. Az 5.6. tablazatban lathatok 300—
600 fordulat/perc keverési sebességek mellett a térfogati atlag szemcseméret adatok koziil
a (D4,3) és a D(0,5) értekek. A D(0,5) azt a méretet jelenti a térfogati eloszlasban,
amelynél a szemcsék 50%-a kisebb. Az 5.28. abran pedig a térfogati eloszlas gorbék
lathatok. Megallapithatd, hogy a keverési sebesség valtoztatasa adott 9sszetételek mellett
szamottevd valtozast nem 0koz a szemcseméret eloszlasban, kiilonésen a D(0,5)

értékekben.

5.6. tablazat. KAI56-58 mintak szemcseméret adatai a keverési sebesség fiiggvényében

Keverési
Minta név sebesség, D(0,5), pm | D(4,3), um
ford./perc
KAI56 300 70,7 78,2
KAI58 400 83,4 150,9
KAI30 500 70,4 136,7
KAI57 600 70,0 82,2

Az 1000 pum kornyékén idonként megjelend csucs a szemcsék sziirése soran, a
nehézkes moséas miatt, kiillonboz6 mértékben kialakuld Osszetapadas és szaradasi
agglomeracid miatt 1ép fel. Ennek a csucsnak a megjelenése a D(4,3) adatokat

befolyésolja hatarozottabban, ezért tapasztalhatdé nagyobb eltérés ezek értékeiben. A
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tapasztalat abbdl a szempontbol meglepd, hogy Kawashima és munkatarsai altal leirt
eredményekben a kvaziemulzio-cseppek képzddése és abban vald kristalyosodas
esetében a nagyobb keverési sebesség kisebb atlag szemcseméretet eredményez, ami a
HSA-kitozan-PSS rendszerben is megfigyelheté volt. A H20-EtOH-HXx rendszerben
annyira gyors a kristalyosodas, hogy a kvaziemulzio-cseppek méretét elsésorban a
térfogatarany hatdrozza meg €és nem a keverési sebesség hatasara kialakult egyensulyi
cseppméret. Abban a térfogatban, amelyben a kisérletek zajlottak a keverési sebesség

nem valtoztathatd olyan széles tartomanyban, hogy annak a hatasa is megjelenjen a

szemcseméretben.
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—400 rpm —500 rpm
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5.28. abra. Keverési sebesség hatasa a szemcseméreteloszlasra

A H20-EtOH-DCM oldészerrendszerben a nagyobb foka szfericitas elérése
érdekében az egyszerll lapatkeverd helyett kisérleteket végeztiink egy sajat készitésii
keveréfejjel (5.29. abra). A tapasztalatok azt mutattak, hogy az 0j tipusu, kétagu propeller
keverd hatékonyabb keverést képes biztositani, mint a lapat keverd, ez azonban mar nem

az agglomeratumok felépiilésének, hanem a szemcsék tordelodésének kedvez jobban.
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5.29. abra. A Kkisérletek soran alkalmazott lapat, ill. kétagu propeller keverd

5.2.4 A timso agglomeralasakor el6allitott kiilonb6zé mintak eldallitasi

korulményeinek 6sszefoglalasa

A timso szférikus agglomercidjat négy kiillonboz6 olddszerrendszerben sikertilt
megoldanom. A szférikus agglomeratumok sikeres eldallitasahoz az olddszerelegy
Osszetételének biztositania kell a magas kezdeti tultelitést, azaz a séhidrat nagyon
alacsony oldhatosagat a rossz oldoszerben. A szilardulasi, kristalyosodasi sebességnek
pedig olyan gyorsnak kell lennie, hogy a vizcseppeknek ne alljon elegendé id6 a
rendelkezésére a szerves oldoszerelegyben valo elkeveredésre.

A timso oldhatésdga vizben mar 40 °C-on kelléen magas ahhoz, hogy a 25 °C-0s
oldoszereleggyel 5-10% (V/V)-ban elkeverve kialakuljon a sziikséges mértékii kezdeti
tultelités (S=1,7). A timso6 oldhatosaga EtOH-H20 és IPA-H20 elegyben szinte azonos,
kilon-kiilon 90 és 95% (V/V) rossz oldoszer jelenlétében eldallithatok az
agglomeratumok. Az etil-alkohol mellett jelenlévé egyéb rossz oldoszer esetében 90—
95% kozotti oldoszertartalom mellett, 91,4 €s 92,8%-nél képzddtek a szemcsék. Az
agglomeratumok eldallitasahoz sziikséges olddszer-Osszetételeket az 5.7. tablazatban
gyljtéttem Ossze.

A sohidrat szférikus agglomeratumait szférikus agglomeréacioval (SA) és kvazi-
emulzios (QESD) moddszerekkel egyarant sikeresen elkészitettem. Az SA moddszerrel
eléallitott agglomeratumok dodekahidrat formaban kristalyosodnak, de kevésbé stabilak
¢és kevésbé gombolyliek, mint a tobbi. A QESD modszerrel eldallitott agglomeratumok
stabilabbak, szinte tokéletesen gomb alakuak, és nem jelenik meg a timsoéra jellemzd

kristalyszerkezet. Az 5.7. tablazatban szerepld mintakra a szarazanyag kitermelési %-0k
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a kovetkezdképpen alakulnak. A KAI26 minta esetében 108%, ami a feliileten megkotott
vizbdl adodhat. A KAl 61, 63 és 66-os mintaknal pedig kiilon-kiilon 77,8; 88,2 és 67,2%.

5.7. tablazat. A sikeresen eléallitott szférikus agglomeratumok oldoszer osszetételei

Séoldat EtOH Hexan Diklér- IPA Séoldat
Mintdk | (srfogata, | térfogata, | térfogata, metan térfogata, | V/V%-a
ml ml ml térfogata, ml ml
KAI26 4,8 19,5 - 31,5 - 8,6
KAI61 6,0 54,6 22,8 - - 7,2
KAI66 4,0 36,0 - - - 10,0
KAI63 25 - - - 47,5 50

Nocent ¢s munkatarsai [28] is vizoldhato hatéanyag (salbutamol-szulfat) oldatabol
allitottak el6 etil-acetattal szférikus szemcséket kvazi-emulzios modszerrel. A gyakorlati
tapasztalatoknak megfeleléen nagyon sziik koncentracidtartomanyban —sikeriilt
végrehajtaniuk az emulzidcseppekben valo kristalyositast. Az altalam hasznalt 95%-hoz
képest is nagyobb szerves oldoészer jelenlétre (99%-ra) volt sziikségiik és emellett
megfelelé tulajdonsagi emulzifikalo agenst is alkalmazniuk kellett a kvazi-emulzio
kialakuldasdhoz. Egyéb esetekben nem képzddott emulzidjuk, ill. nem kristalyosodott ki
az anyaguk, inkabb gélszerli terméket kaptak.

A kidolgozott modszer elénye, hogy a timsé kristalyosodasi tulajdonsagainak
koszonhetéen az EtOH-H20 és IPA-H20 oldoszerelegyben sincs — sziikség

emulgealdszerre a kvéazi-emulzi6 kialakuldsahoz.
5.2.5 A timsé agglomeratumok jellemzése

Az eldéllitott agglomerdtumoknak a késobbi felhaszndlds szempontjabol, mint
fazisvaltd hoétarold anyagnak, fontos az Osszetételére €s a termikus tulajdonsagaira
vonatkozo6 kisérletek elvégzése. A sohidrat tipust fazisvaltoé hétarold anyagok esetében a
legfontosabb a kristalyviztartalmuk, és az azzal Osszefliggd termikus tulajdonsagaik
meghatarozdsa. Az elébbit kétféleképpen, egyrészt vezetdképességi, masrészt
termogravimetrias mérések adataibol szamitottam. A kapott eredmények alapjan sziikség
volt a szemcsék kozelitdé anyagdsszetételének rontgendiffrakcids analizissel torténd
meghatarozasara is. A termikus tulajdonsagokat termogravimetrias és differencialis

pasztazo kalorimetrids mérésekkel jellemeztem.
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5.25.1 A tims6 szemcsék kristalyviz tartalmanak meghatarozasa

Az agglomeralt sohidrat mintak kristalyviz tartalma jo kozelitéssel becsiilhetd
vezetOképességi mérésekbél. A mintakat milliQ vizben feloldva és az oldatuk
vezetoképességét mérve meghatarozhatdo a KAI(SOas)2 tartalmuk. Kalibralé gorbe
hasznalataval szamithato a szemcsék kozelité atlagos kristalyviz-tartalma. A referencia
KAI(SO4)2:12H20 ismert koncentracioju oldatainak (0,01-0,12 g/l) vezet6képesség

adataibol nyert kalibralo gorbét (5.30. abra) masodfoku polinommal kozelitve:
y =7,6362%X1077 -x% + 4,1445 x 10™* - x — 9,7531 x 1074,

a kapott paraméterek felhasznalasaval szamithato a mintak KA1(SO4)2 tartalma. Ezekbdl

az adatokbol megkaphatjuk a mintak % (m/m)-ban kifejezett viztartalmat.

_ Y
$% = (mx10)
y
SOy = —2
% (m x 10)

W% = 100 — $%,

ahol m az agglomeralt minta tomege (g) 100 g desztillalt vizben, y a s6 koncentracio (g/l),

S% a so tartalom, W% pedig a viztartalom % (m/m)-ban.

0.12

y = 7.6362E-07x? + 4.1445E-04x - 9.7531E-04
R? =9.9994E-01

0.10 -

0.08 -

0.06 -

0.04 -

Koncentracié (K,Al(SO,),), g:-1

0.02 -

000 T T T 1
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VezetGképesség, uS-cm-1

5.30. abra. Kalibral6 gorbe a KAI(SO:)2 oldatok koncentraciojanak meghatarozasahoz
vezet6képességi adatok alapjan
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Az 5.8. tdblazatban a mintdk vezetdképességi mérései alapjan szamitott viztartalma
¢és Osszehasonlitasképpen a TG mérésekbdl kapott eredmények, valamint az azokbol
szamitott atlagos kristalyviztartalmak talalhatok.

A timso elméleti kristalyviztartalma 45,5% (m/m), ill. 1 mol KAI(SO4)2-ra 12 mol viz
jut. Az 5.8. tablazatbol jol lathatd, hogy a Referencia (gyari 12 kristalyvizes KAI(SO4)2)
minta esetében az elméleti 45,5%-hoz képest abszolut értékében kb. 1,5%-kal nagyobb
viztartalmat kaptunk. Ez az érték a KAI26 minta esetében (diklor-metanos) kb. 2,5%-kal
nagyobb. Ez alapjan a KA126 mintat 12 kristalyvizes KAI(SO4)2—ként azonositottuk.

5.8. tablazat. A timsé agglomeratumok %-0s viztartalom W (vezetéképesség), TG
(termogravimetriis) mérés alapjan és atlagos kristalyviz tartalma

Mintak W%, TG% Nw
m/m%o (50-300 °C)

Referencia 47,0% 46,0% 12,2
KAI26 48,0% 46,1% 12,3
KAIB3 44,7% 39,0% 9,2
KAI61 37,8% 33,6% 7,3
KAI66 38,8% 31,8% 6,7

Az oszlopban lefel¢ haladva a %-os viztartalom az elméletinél kisebb értékeket mutat,
ami azt jelzi, hogy a tobbi termék nem tisztan 12 kristalyvizes KAI(SO4)2. A

feltételezésemet termogravimetrids és rontgendiffrakcios mérésekkel igyekeztem igazolni.

5.2.5.2 Termogravimetria

A Referencia minta a termogravimetrias gorbéje szerint az irodalomban leirtaknak
megfeleléen [119, 120] harom Iépésben vesziti el a kristalyvizét 300 °C-ig, majd 800 °C
felett bomlik. A harom 1épés nem kiilonithetd el (5.31. abra). Az altalunk mért
termogravimetrias gorbék szerint a Referencia mintank 30 és 210 °C kozott atlagosan 9,3
mol vizet veszit az 1 mol KAI(SO4)2 —ra es6 12 molbol két 1épésben. A maradék 250 °C
koriil egy 1épésben tavozik. Hasonlé modon viselkedett a KAl 26-os jelzésli minta. A
Referencia minta 250 °C-ig 45,5% (m/m) vizet veszit az elméleti viztartalmanak

megfelelden. A tobbi mintdndl a termogravimetrids gorbéjiik alapjan a vezetoképességi
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adatokhoz hasonldoan kisebb mennyiségii viztartalmat mértem (5.8. tablazat). Ennek az
analizisnek az eredménye is azt bizonyitja, hogy a KAI26 mintan kiviil a tobbi

agglomeratum nem tiszta 12 kristalyvizes KAI(SOa)z2.

110
...... KAl66
100 — — -KAl61
\ ——KAI(S04)2*12 H20
90 : —
R Y - - KAI26
80 \\ "\ - - -KAI63 I
\ .
70 &\'\ )
(=] . 'Y
% \\\‘ N T AL TR L T ~..
- 60 \\~- ——ereee e \\
L ______ b ;‘".'
0+——————— ————===== = %
N
\ ‘."-\
40 N \K\ ‘~
30 \\\:~
20 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Hémérséklet, °C

5.31. abra. Timso6 agglomeratumok TG gorbéje a hémérséklet fiiggvényében

A DTG termogramokon (5.32. abra) is atlapold csucsok jelennek meg. A Referencia és
a tobbi minta is harom 6sszeolvado 1épésben veszti el a kristalyvizét kb. 250 °C-ig. A KAI26
mintanal a kettds cstics eltérd alakot mutat a Referencia mintahoz képest, mig a 860 °C kortili

cstcs 830 °C-ra tolodik. Az eltérések valoszintiileg az eltéré morfoldgidnak kdszonhetdk.
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5.32. abra. Timso6 agglomeratumok termogravimetrias, DTG gorbéje
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Az ébran felfel¢ haladva, a kiillonb6z6 oldoszerrendszerekbdl kristalyositott
mintaknal (KA163, KAl61, KAI66), a 90 °C koriili kettds cstics egyre kisebb és egyre
inkabb 6sszemosddott. Ez utobbi tapasztalat amorf fazis jelenlétét sugallja. A kb. 250 °C-
nal megjelend cstics mindegyik mintdban megjelenik, de egyre kisebb intenzitassal. A
termogravimetrias % (m/m) adatokbol szamithato egy atlagos kristalyviztartalom, ami a
Referenciara és a KAI26 mintara visszaadja a 12-es értéket, a tobbi mintanal azonban, a
tablazatban lefelé haladva csokkend értéket mutat. Ez alapjan is megéallapithatd, hogy a
KAI63, KAI61, KAI66 mintak nem tisztan timsot tartalmaznak, ezért a kristalyvizes
KAI(SOas)2-ra szamitott kitermelési %-ok kisebbnek adodnak, mert a kikristalyosodott

szarazanyagban kevesebb a kristalyviz.
5.25.3 Agglomeratumok dsszetételének meghatarozasa XRD mérések alapjan

A rontgendiffrakcios mérések alapjan megallapithatdo, hogy a korabban a
vezetoképességi ¢és a termogravimetrias mérésekbol 12 kristalyvizes KAI(SOa4)2-ként
jellemzett KAI26 minta, a kristalyszerkezetét tekintve 1is ténylegesen tiszta
KAI(SO4)2:12H20-ként azonosithatd. A Referencia minta diffraktogramjat (5.33. abra)
Osszehasonlitva a kiilonbozé oldoszerrendszerekbdl —eldallitott  agglomeratumok
gorbéivel a Referencia minta cstcsintenzitasai lathatéan nagyobbak. Mint ismeretes a
kristalyossag (kristaly/krisztallit méret) novekedésével csokken a diffrakcios cstcsok

félértékszélessége €s egyuttal nd a csicsmagassaga.
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5.33. abra. Tims6 agglomeratumok XRD gorbéi
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Az 5.33. dbran lefelé haladva a KAI63, KAI61 és KAL66 gorbéket kdvetve, a csucsok
egyre kevésbé élesek, és ezzel egylitt egyre nagyobb a zaj. Ez a valtozés azt a feltételezést
erdsiti, hogy az utdbbi mintdk kevésbé kristalyosak, a szerkezetiik részben amorf, vagyis
bizonyos mennyiségben amorf fazis van jelen a mintdkban. Erre utal6 jeleket mar a TG
gorbéken is lathattunk.

A pordiffrakcids modszerek hatékonyan haszndlhatok mind fazisanalizisre, mind
mikroszerkezet vizsgalatra. A fazisanalizis modszerével egy vagy tobb kristalyos fazist
azonosithatunk be egy polikristdlyos mintaban. Mikroszerkezet vizsgalat alkalmaval a
diffrakcios vonalak alakjabol (vonalprofil analizis) a polikristalyos minta krisztallitméret
eloszlasat, ill. a mintaban 1évo kristalyhibak tipusat és mennyiségét hatarozhatjuk meg.

A fazisok azonositasa elsOsorban adatbézisbeli pordiffrakcios referenciakartya
adatok alapjan, ennek hianyaban az egykristaly diffrakcidos adatbdzisokbdl elérhetd
szimulalt porfelvételek segitségével torténhet. Az eldismeretek hasznosak a mintakban
varhatoan el6fordulo 6sszetevokrol, legalabb a f6 komponens(ek)rdl. A Rietveld-analizis
a minta porfelvételébdl, a csucsintenzitas ardnyokra vald illesztéssel adja meg a
fazisaranyokat. A meghatarozas annal megbizhatobb, minél inkabb teljesiil, hogy a mért
nagyintenzitdsu cstcsok, de lehetdleg a referencia kartydn szerepld Osszes jelentds
intenzitdssal bird racstavolsagok (A), a mérési hibakon beliili egyezést mutatnak a
kisérleti értékekkel [121].

Az sszetevOk azonositasara alkalmas X’Pert Highscore Plus szoftver segitségével a
KAI61, KAl63, KAlI66 mintakban a timson kiviil tovabbi 4 kristalyos s6 mutathato ki az
5.9 tablazatban lathatd % (m/m)-os aranyban. Ezek a kristalyos sok a kdvetkezok: rostite
(Al(SO4)(OH)-5H20), alunogen (Al2(SO4)3-17H20), vizmentes KA1(SO4)2 és vizmentes
K2S0s. Az alunogen a természetben is gyakran tarsul a kristalyos KAI(SOa4)2-tal és a
rostite-tal a kialakulasukkor fennallo6 pH-t6l fiiggéen [122].

Az intenzitas csokkenés mellett a diffrakcios vonalak kiszélesedése is megfigyelhetd
a KAl61, KAI66 és KAl163 mintakndl. Ez a vonalszélesedés jelzi a jelenlévo kristalyos
fazisok mikrostruktardi kozotti kiilonbségeket. A mikrostruktirdkat a kiilonb6zo
kristalyos fazisokra szamitott atlagos krisztallit mérettel jellemeztiik. A szdmitott

adatokat az 5.10. tablazat mutatja.
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5.9. tablazat. A KAI61, KAl163, KAl66 mintak kozelito 6sszetétele rontgen mérések alapjan

KAI61 KAIG6 KAIB3
Osszetevok
tomeg, %

KAI(SO4)2 12H,0 74 59 74
Al(SOs)(OH)-5H,0 13 26 9
KAI(SO4)s 4 5 10
K250, 7 4 5
Al(SO4)3:17H,0 2 6 2

5.10. tablazat. A KAl61, KAl63, KAl66 mintak atlagos krisztallit méretei

Atlagos krisztallit méret, A
Mintak | Timsé 5,45 & | Rostite 4,26 A |  Alunogen ;anzan;egt;e s) K2S04 3,17 A
210 220 3,97 A (1-31 2 102
(210) (220) SLEN (NN i e )
vonalara vonalara vonalara , vonalara
vonalara
KAIG6 3489 530 69 124 83
KAI61 441 63 121 41
KAIB3 2360 505 66 136 133
5.2.5.4 DSC analizis

A sohidratok melegitése soran mind az olvadasi entalpia, mind a kristalyviz
tavozasaval jaré hdmennyiség megjelenik a DSC gorbéken.

Kishimura és munkatarsai [123] Raman és a Rontgen szinkép alapjan kimérték, hogy
az amorf hidratalt KAI(SO4)2 mar 75 °C-on kezd kialakulni. A 6 mol kristalyviz
eltdvozasa utan egyszerre van jelen a mintaban kristalyos és amorf timso. Majd tovabbi
vizvesztés mellett lejatszodik az amorf timsé atalakuldsa kristalyos KAI(SOa4)2-ta.
250 °C-on a minta egésze kristalyos, vizmentes KAI(SO4)2. A rontgendiffrakcios
spektrumban 180 °C-on jelenik meg lathaté mértékben a tiszta, kristalyos vizmentes
KAI(SO4)2 egyik jellemzé cstcsa, amelynek a teljes spektruma 250 °C-on felvett

rontgenméréssel azonosithato.
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A tiszta KAI(SO4)2- 12H20 termogramjan, ahogy mar az elobbiekben emlitettem az
irodalmi adatokkal egyezden harom endoterma lathatd. A tiszta timso olvadaspontja nem
hatarozhaté meg pontosan, hiszen kb. 60 °C-t6l mar kezdi elvesziteni a kristalyvizének
egy részét, ami igy valdjaban 90 °C koriil megolvad, és annak egy része mar nem
KAI(SO4)2:12H20. Az elsé endotermat jobban megnézve megfigyelhet6, hogy az
tulajdonképpen masik két endoterma atfedésébdl keletkezik. Ezek kozil az elsé a
kristalyviz tdvozasanak felel meg, a masodik pedig maga a részben megmaradt kristalyos,
KAI(SO4)2:12H20 olvadasi entalpiaja. Az endotermak nem kiiloniilnek el egymastol, de
egy toréspont, kb. 92-93 °C-nal észrevehet6 (5.34. abra).

Az agglomeratumokndl a timso-tartalom mind a vezetdképességi, mind a TG
mérések alapjan kisebb, vagyis egyéb anyagok is megjelennek szennyezdként, amik
maszkirozzak a jelenlévd timsd olvadaspontjat, igy az itt kapott entalpidk inkabb
dehidratacios entalpiak mintsem olvadasi entalpiak.

A Referencia anyagnal, ill. a KAI26-os és KAl63-as agglomeratum mintaknal
nagyjabol azonos hémérsékleten jelennek meg az endoterméak. SOt a Referencia és a
KAI26 mintaknal hasonlé entalpia értékek adodnak a nagyobb sszeolvad6 endotermara
¢s a masodik élesebb endotermara egyarant. Azonban a harmadik 1épcsd endotermaja
KAI26 minta esetében kisebb homérsékletnél jelentkezik és elnyujtottabb, mint a
Referencia minta esetében (5.34. abra). A szoftver altal rajzolt DSC diagramok a
mellékletben keriilnek bemutatasra (8.5. fejezet).

Tieger és munkatarsai [124] a bosutinib kiilonb6z6 szolvatalt formait tobbek kozott
DSC-vel is vizsgaltdk és a kovetkezd megallapitdsokat tették. A kristalyvizvesztési
folyamatok lehetnek széles endotermak a széles energia tartomanynak megfelelden,
amely sziikséges a kristalyviz-tartalomnak a mintakbdl valo eltdvozasdhoz. Mindamellett
ezek az endotermak nagyon éles csucsok is lehetnek, abban az esetben, ha az oldoszer
molekulak nagyon stabilan kotddnek a kristalyracsba. fgy a kristalyviz-molekuldk a
tdvozasi homérsékletiik alapjan, a kristalyracsban vald kotddési erdsségiik szerint
rangsorolhatok. Mivel a vizvesztés folyamata kinetikailag kontrollalt, ezért a kinetikai
paramétereket befolyasold tényezdk, mint az anyag részecskeméret-eloszlasa, ill. a
kisérleti valtozok, mint relativ paratartalom és felfiitési sebesség egyarant hatassal vannak

arra, hogy mennyire elnyultan tavozik a kristalyviz. Mindezek ellenére természetesen a
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5.34. abra. Tims6 agglomeratumok DSC gorbéje, kék vonal jelzi a Referencia minta, piros a KAI26
és zold a KAl63 minta gorbéjét
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5.35. abra. Timsé agglomeratumok DSC gorbéje, zold vonal jelzi a Referencia minta, kék a KAI61
és a piros a KAI66 minta gorbéjét

kristalyszerkezet a dominans faktor. A KAIl26-os mintandl a kialakuld, nem teljesen
szabalyos oktaéderek kristalyszerkezetébdl, ill. azok szemcseméretébdl is adodhatnak az
eltéré szerkezetli endotermak. A KAI63 mintanal a harom 1épcsé a rontgendiffrakcios

adatokbol nyerhetd timso-tartalommal aranyosan kisebb mérheté hdmennyiséget mutat.
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A mintdk mindegyike esetében a mérhetd atlagos viztartalom molekuldnként minimum
6. Vagyis mindegyik mintdban megtorténik a minimum 50%-ban jelenlévd kristalyos
timso egy részének atalakuldsa amorf timsdva. Ennek megfelelden mérhetdk kiillonbozo
hétartalmu atlapold csucsok szobahdmérséklet €s 180 °C kozott. A Referencia, KAI26,
KAI63 mintdk esetében a 180-250 °C kozotti csucs is megjelenik. Ha mar van atlagosan
legalabb 8 mol kristalyvize a mintanak, mar megjelenik az eldbbi csucs, amihez az amorf
timso teljes egészében kristalyos KAI(SOa4)2-ta atalakuldsa tartozik (5.34. abra). A KAI61
¢s KA166-0s mintaknal azonban ez a cstics mar nem jelenik meg (5.35. 4bra).

A mért hoeffektus és a mintdk kristalyviz tartalma kozotti Osszefliggés linearis
korrelaciot mutat. Ha képziink egy aranyt a mintdk atlagos kristalyviz tartalma és a
Referencia minta kristalyviz tartalma kdzott, akkor ezzel a faktorral szamolva, becsiilhetd
a mintdk vizvesztésiik és a megolvaddsuk sordn mért hémennyiségének értéke (a
Referencia minta DSC gorbéjébol meghatarozhatd 6sszes hdmennyiségre vonatkoztatva).
A korrelacié a mért és a szamitott hdmennyiség adatok kozott megfeleld, bar a szamitott
értékek valamivel nagyobbak, mint a mértek. Az adatok az 5.11. szdmu tablazatban
talalhatok. A kalkulalt hdmennyiség adatokat dsszevetve a rontgendiffrakcios adatokbol
szamitott kristalyos timsétartalommal, a KAl63 minta esetében mutatja a legjobb
egyezést (739,7 J/g, ill. 727,3 J/g). A masik két mintanal a rontgendiffrakcios gorbék
alapjan az amorf fazis ardnya nagyobb, mint a KAI63 minta esetében. A mérésbol
mennyiségileg nem mondhaté meg mennyi a kristalyos fazis aranya, ebbdl adéddan a
mennyiségi adatok az agglomeratumok Osszetételére nézve kevésbé pontosak. Egyrészt
ez a tény eredményezi, hogy a szadmitdssal meghatdrozott timsotartalomhoz képest
jelentésen kisebb hétartalom mérhetd. Masrészt a DSC méréseknél a minta mennyisége
sokkal kisebb ¢€s a fiitési sebesség is sokkal lassabb, mint a TG mérések alkalmaval. Ezek
a kiilonbségek is indokolhatjak a szamitott €s a mért hdmennyiségek kozotti kiillonbséget.

A kétféle mechanizmussal késziilt szemcsék koziil az SA mechanizmussal eléallitott
szemcsék megfelelden nagy fajlagos hdtartalmat mutattak, de nem szférikus formajaak,
mig az ESD mechanizmussal késziiltek majdnem tokéletesen szférikusak azonban joval
kisebb fajlagos hétartalom jellemzi azokat. A felhasznalas szempontjabol természetesen

a hdtartalom a fontosabb tulajdonsag.
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5.11. tablazat. Mért és szamitott hdmennyiség adatok

Hé- Hétartalom Atlagos kristaly- Hétartalom az
Mintik tartalom, aranya a viz tartalom a atlagos kristalyviz
J/g referenciahoz Referencidhoz tartalombdl
képest, % képest szamitva, J/g

Referencia (48 °C—260 °C) 999,6

KAI26 (44 °C-235 °C) 947.,8 95% 1,0049 1004,5
KAI63 (42 °C-280 °C) 721,3 73% 0,7522 752,0
KAI61 (41 °C-215 °C) 522,7 52% 0,5969 596,7
KAI66 (44 °C-215 °C) 478,4 48% 0,5478 547,6

5.3 Hexadekan tartalmu mikroszemcsék morfolégiajanak tanulmanyozasa

Hexadekan fazisvaltd hoétarold anyag poli(metil-metakrilat) és etil-celluloz
polimerekbe val6 mikrokapszuldzasdval — olaj a vizben emulzidos oldoszer-
elparologtatdsos modszerrel — nyert szemcséinek morfologidjat SEM felvételek
segitségével tanulmanyoztam.

A mikrokapszulak morfologidjat az eléallitds soran létrejovo hatarfeliileti energidk
hatarozzak meg. Torza és munkatarsai [125] harom nem elegyedé folyadék esetére irtak
szétteriilési egylitthatokkal levezethetd egyenleteket. Ezt a kozelitést alkalmaztak Loxley
és munkatarsai [53] is azzal a kiilonbséggel, hogy az el6bbi 0sszefiiggéseket harom nem
elegyedo fazisként, két folyadék €s egy szilard fazisra irtak le, és ezek segitségével adtak
meg a szétterlilési egyiitthatokat. Esetlinkben is két folyadékra, a hexadekanra és az
emulgeator oldatra, ill. egy szilard fazisra, a polimerfilmre irhatok fel €s mérhetdk ki a
hatarfeliileti fesziiltségek.

A varhato egyenstlyi morfologia eldrejelzéséhez sziikséges a hexadekan és a
kiilonb6z6 emulgeator oldatok levegdvel szembeni hatarfeliileti fesziiltségének pl. fliggd
csepp modszerrel valé meghatarozasa, majd ennek az értéknek az ismeretében mérhetd,
majd szamithato a hexadekan-emulgeator oldatok folyadék-folyadék hatarfeliileti
fesziiltsége 1s. Végiil a kapszulazd polimerbdl 1étrehozott filmrétegen vizsgalva mind a
hexadekéan, mind az emulgeator oldatok szétteriilését, mérhetd a létrejovo cseppnek a
feliilettel bezart szoge, az ugynevezett kontaktszog. Az igy kapott adatok analizisével

megjosolhatd a szemesék egyensulyi morfologiaja.
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5.3.1 Mikrorészecskék elballitasa egyszeri emulziés moédszerrel

Egyszerli emulziés mddszer alkalmazasakor két nem elegyedd fazist érintkeztetiink
egymassal feliiletaktiv anyag jelenlétében. Mivel jelen esetben olaj a vizben emulzié
eléallitasa a cél, ezért az ismert besorolas alapjan (5.12. tablazat) magas HLB (hidrofil-

lipofil egyensuly) értékkel jellemezhetd feliiletaktiv anyag hasznalata sziikséges.

5.12. tablazat. Feliiletaktiv anyagok csoportositasa felhasznalasuk és HLB értékiik alapjan [126]

HLB értékek Feliiletaktiv anyag tulajdonsagai
0-3 habosodas gatlo
4-6 viz az olajban emulzi6é emulgeatora
7-9 nedvesitd dsszetevo
8-18 olaj a vizben emulzidé emulgeatora
10-18 vizoldhat6va tesz

A tablazat alapjan a feliiletaktiv anyag HLB-paraméterének célszeri a 8-18
tartomanyba esnie. A nem ionos feliiletaktiv anyagok koziil ilyen értékeket mutatnak a
Tween 80 (HLB = 15), Triton X-100 (HLB = 13,4) és a szemcseképzés teriiletén igen
gyakran alkalmazott PVA (HLB = 18) emulgeatorok. L.F. Woodard és R.L. Jasman
munkdja alapjan Onmagiban a hexadekdan emulgealasahoz a HLB 11,8 érték a
legmegfelelobb [127]. lonos feliiletaktiv anyagként, a poli(metilakrilsav) Na-sojat
(PMAA) valasztottuk Loxley és munkatarsai [53] altal leirt kedvez6 tulajdonsagai
alapjan. Mivel a tervezett felhasznéalas miatt a kapszulazé polimert nagy mennyiségben
kell alkalmazni, ezért a jo mechanikai tulajdonsiagokkal rendelkezd, de a
tomeggyartashoz kellden olcsé poli(metil-metakrilat)-ot és etil-cellulozt valasztottuk. A
kapszulazé polimer és a hexadekan fazisvaltdo anyag szerves oldoszeres oldatat fenti
feliiletaktiv anyagok oldataval magneses keverés utjan emulgealtuk. A szerves oldoszert
SEM felvételek segitségével vizsgaltuk és Osszevetettiik a szétteriilési egyiitthatok értékei

szerint prognosztizalhaté morfologiakkal.
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5.3.2 A hatarfeluleti fesziiltség mérés eredményei

5.3.2.1 A folyadék-levegé és a folyadék-folyadék hatarfeliileti fesziiltség mérés

eredményei

Elsd 1épésként tehat meghatdroztam a hexadekdn és az emulgeétor oldatok levegdvel
szemben mérhetd feliileti fesziiltségét fliggd csepp moddszerrel. A hexadekanra és az
altalunk alkalmazott emulgeator oldatokra meghatarozott folyadék-levegd hatarfeliileti
fesziiltség értékeket és az irodalomban ezekhez fellelhetd dsszehasonlitod adatokat az 5.13.

tablazatban tiintettem fel. Az értékek hiban beliili egyezést mutatnak.

5.13. tablazat. HD és a feliiletaktiv anyagok folyadék-levegd hatarfeliileti fesziiltsége

Folyadék Folyadék-levego hatarfeliileti Folyadék-levego hatarfeliileti
osszetétel fesziiltség, mN/m, sajat mérési fesziiltség, mN/m, irodalmi adatok
eredmény
HD 26,94+0,02 27,2 [128]
1% PMAA 73,34+0,3
1% PVA 48,72+0,38 48,6 [129]
2% PVA 46,82+0,26 46,1
1% Tween 80 46,16+0,23
2% Tween 80 43,21+0,33
2% Triton X-100 31,45+0,11 31,4 [130]

A folyadék-folyadék hatarfeliileti fesziiltség mérését visszavezettem a folyadék-
levegd hatarfeliileti fesziiltség mérésének modszerére. Az emulgeator oldatok és a
hexadekan kozotti folyadék-folyadék hatarfeliileti fesziiltség meghatarozasahoz a fiiggd
cseppet a kisebb stirliségii folyadékban, esetiinkben a hexadekanban hoztam létre. A
szamitashoz a hexadekan elézetesen meghatarozott adatait helyettesitjiik be a levegd
adatainak helyére.

Az 5.13. és az 5.14. tablazatokban l4thato, hogy mind a folyadék-levegd, mind a
folyadék-folyadék hatarfelilleti fesziiltségre mért ¢értékek tendencidjukban a

varakozasnak megfeleldek.
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5.14 tablazat. A hexadekan és az emulgeator oldatok kozotti folyadék-folyadék hatarfeliileti

fesziiltség
Folyadék-folyadék dsszetétel Folyadék-folyadék hatarfeliileti
fesziiltség yi2, MN/m
HD 26,94+0,02
1% PMAA-HD 32,51+1,12
1% PVA-HD 18,57+0,43
2% PVA-HD 16,29+0,34
1% Tween 80-HD 11,73+0,049
2% Tween 80-HD 9,78+0,13
2% Triton-HD 1,8 (nagy hibaval)

cre

értekeket mutattak. PVA emulgedtornal a 2%-os oldat levegével szemben mért feliileti
fesziiltsége nem csokken lényegesen az 1%-os oldatéhoz képest, azonban az anyagi
mindség jelentds kiillonbséget eredményez. 2%-os oldatok esetében a PVA levegdvel
szemben mért hatarfeliileti fesziiltségéhez (46,82 mN/m) képest a Triton X-100 2% oldata
lényegesen kisebb, 31,45 mN/m értéket adott. A kisebb feliileti fesziiltségii oldatok, mint
pl. a Tween 80 oldata, nagyobb mértékben csokkentették a hexadekannal kialakitott

feliiletiikon a hatarfeliileti fesziiltséget, a levegdvel szembeni értékrél (26,94 mN/m-rél)

9,78 mN/m-re.
(Il)

IFT = 9.759mN/m
Pendant Yolume = 8.7045ul
Pendant Area = 20.711mm2

IFT = 32.73mN/m
Pendant Yolume = 27.572ul
Pendant Area = 44.499mm2

5.36. abra. 2% Tween-HD (a) és 1% PMAA-HD (b) rendszerekben a fiigg6 cseppek arnyékanak
analizalhato6 fényképei
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Az 5.36. abran szemléltetésképpen a 2%-os Tween 80 (a) és az 1%-0s PMAA (b)
oldatok hexadekanban kialakul6d cseppjének arnyékképe lathato. A PMAA oldatanak
folyadék-levegd hatarfeliileti fesziiltsége szinte megfelel a tiszta vizének (73,34 mN/m),
igy a hexadekdnnal mért hatarfeliileti fesziltség (32,51 mN/m) nagyobb, mint a
hexadekannak levegével szemben mért értéke (26,94 mN/m). Ennek az volt a
kovetkezménye, hogy a méréshez egy kisebb atmérdji tiit kellett alkalmaznom, hogy az
igy létrejovo csepp beleférjen a kamera altal alkotott képbe. A 2%-0s Tween 80-nal
kialakuld elébbinél sokkal kisebb hatarfeliileti fesziiltség (9,78 mN/m) a képen lathatod

joval kisebb cseppméretben nyilvanult meg.
5.3.2.2 A szilard-folyadék hatarfeliileti fesziiltség mérés eredményei

A polimerfilm-emulgeator oldat, polimerfilm-hexadekan szilard-folyadék
hatarfeliileti fesziiltségek a folyadékok polimerfilmen valo szétteriilésébdl, a
folyadékcseppek polimerfilmen kialakuldo kontaktszogébdl (0) szamithatok. A
szamitasokhoz sziikség van jelen esetben az etil-celluloz polimer szilard-levegd

hatarfeliileti fesziiltség adatara (ysiv), amely az irodalombdl 32 mN/m [131].

Yo cos(8) = Ys/v = Vs/L»

ahol a yuv a folyadék-levegd hatérfeliileti fesziiltség, ysi a szilard-folyadék hatarfeliileti
fesziiltség adat. Az 5.15. tdblazatban Osszevethetdk a kiillonbozd Osszetételli oldatokbol

késziilt polimerfilmeken kialakuld hexadekan csepp nedvesedési szogei.

5.15. tablazat. A hexadekannak a Kiilonb6z6 polimerfilmeken, koztiik a 4 %-0s etil-celluloz és 4 %-
0os PMMA polimerek kozos oldatabél késziilt kevert filmen kialakulé nedvesedési szoge és az abbol
szamitott szilard-folyadék hatarfeliileti fesziiltség adatok

., i Szilard folyadék
Polimerfilm-HD Szﬂard-fo,l)jad?k feliileti fesziiltség,
nedvesedési szog
vz MN/m

4% EC-HD 21,5+0,71 6,93
4% EC (C)-HD 20,8+1,03 6,82
5% EC-HD 22,240,21 7,06
8% EC-HD 20,4+0,18 7,06
kevert film-HD 21,0+0,25 6,85
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A mérések szerint a hexadekan a film mindségétdl szinte fiiggetleniil, hasonld
meértékben nedvesiti mind az etil-celluloz filmeket, mind a kevert filmet. Az 5.37. abran
a4%-0s EC (C) nanorészecskéket tartalmazo filmjén a hexadekan (a) és 2%-0s PVA oldat
(b) ilécseppek szétteriilésének kiilonbsége figyelhetdé meg. Mindkét folyadék nedvesiti a
filmet, a hexadekdn mondhatni lapos, dombort lencse alakot vesz fel, mig a 2%-0s PVA

oldat sokkal nagyobb szdget zar be a filmmel.

e o
Angle = 20,82 degrees Angle = 76,07 degrees
Angle Left = 20,26 degrees Angle Left = 77,96 degrees
Angle Right = 21,38 degrees ‘ a Angle Right = 74,18 degrees
Base Width = 5,5056mm Base Width = 4,1403mm

|
-
O

5.37. abra. 4% EC(C) filmen a HD (a) és 2%-o0s PVA oldat (b) iilldcseppje

Minél toményebb oldatabol késziilt az etil-celluloz film, a feliiletaktiv anyag oldata
anndl jobban nedvesiti a feliiletet, azonos feliiletaktiv anyag mindség és koncentracio
mellett annal kisebb kontaktsz6g mérhetd.(5.16. tablazat). A legnagyobb kiilonbség az 1
%-0s PMAA oldatnal tapasztalhat6, mig a legkisebb a 2 %-0s Triton X-100-as oldatanal
figyelhetd meg.

5.16. tablazat. Az emulgeator oldatok kiilonb6zé polimerfilmen kialakulo nedvesedési szoge és az
abbdl szamitott szilad-folyadék hatarfeliileti fesziiltség adatok

A polimerfilmek és a feliiletaktiv Szilard-folyadék Szilard-folyadék
i . i e .o feliileti fesziiltség, y23
anyagok oldatanak osszetétele nedvesedési szog,
mN/m
4 % EC (C)-1% PMAA 70,6+2,01 7,63
5% EC-1% PMAA 67,3+0,44 3,73
8 % EC-1% PMAA 66,6+1,89 2,83
kevert film-1% PMAA 72,5+£2.6 9,99
4 % EC (C)- 2% PVA 76,3+1,75 20,94
5% EC-2% PVA 73,1+0,83 18,40
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A polimerfilmek és a feliiletaktiv Szilard-folyadék Szilz’rrd-folya(’iék
. . . e o feliileti fesziiltség, y23
anyagok oldatanak osszetétele nedvesedési szog,

mN/m

8 % EC-2% PVA 72,8+1,08 18,19

kevert film-1 % PVA 72,8+1,2 17,60

4 % EC-1% Tween 80 72,1£1,02 17,83

5% EC-2% Tween 80 71,8+0,84 18,53

4% EC- 2% Triton X-100 42,9+2,04 8,98

8 % EC-2 % Triton X-100 42 4+1,52 8,79

Annak megfeleléen, hogy a Triton X-100 oldatanak a legkisebb a levegdvel
szembeni hatérfeliileti fesziiltsége €és legnagyobb mértékben csokkenti a hexadekan
feltileti fesziiltségét, a polimerfilmmel szemben mért hatarfeliileti fesziiltsége is a
legkisebb. A tobbi emulgeator oldat nagyon hasonld kontaktszog értékeket mutat

egymashoz képest €s kiilonb6zo filmeken is.
5.3.3 Szétteriilési egyiitthatok meghatarozasa

Ha két nem elegyedd folyadék cseppjeit (1: hexadekdn és 2: emulgeator oldata) egy
harmadik szintén nem elegyedd fazissal (3. fazis: etil-celluloz polimerfilm) érintkezésbe
hozzuk, a végsd egyensulyi morfologidt a fazisok kozotti kiilonbozd hatérfeliileti
fesziiltségek hatarozzadk meg (y12, y23 és y13). A Si szétteriilési egylitthatok az egyes

fazisokhoz a kovetkezoképpen definialhatok:

S1=Yy3— (V12 +713),
S2=V13— (V3 +7¥12),
S3=Vi2= (V23 +¥13),
ahol Y12 = YHD/Emulgeator, Y13 = YHD/ECilm, €S Y23 = YECfilm/Emulgeator €S amelyre érvényes, hogy

v12> 23, és S1 <0, igy csak harom lehetséges kombinécidja van Si eldjelének, vagyis

$1<0;S52<0;S3>0 mag-héj szerkezet,
S1<0;S2<0;S3<0 makk szerkezet,
$1<0;S2>0;S3<0 kiilon allé cseppek
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alakulnak ki (5.38. abra).

5.38. abra. A mag-héj, a makk szerkezet és a kiilonallo cseppek

Elvégezve a Torza és munkatarsai [125] altal kidolgozott, a hatarfeliileti fesziiltségek

meghatarozasan alapuld analizist, arra az eredményre jutottam, hogy a szétteriilési

egyiitthatdo értékek széles tartomanyban valtoznak a kiilonb6z6 emulgeatorok

alkalmazésatol fliggden. A varakozdsoknak megfeleléen a Triton X-100 hasznélatakor,

amikor a hexadekan-emulgedtor oldat folyadék-folyadék hatarfeliileti fesziiltség a

legkisebb, akkor adodik az S3 szétteriilési egyiitthato értékére a legnagyobb negativ érték.

Mig a PMAA esetében, ahol a folyadék-folyadék hatarfeliileti fesziiltség a legnagyobb,

az Ss értéke mar pozitiv értéket vesz fel. Az Ss pozitiv értéke azt jelenti, hogy az analizis

szerint a PMAA emulgeator hatdsara véarhatd legnagyobb valosziniiséggel a mag-héj

szerkezet kialakuldsa. A Triton X-100, Tween 80 ¢és a PVA emulgeatorok ugy

befolyasoljak az Ss széttertilési egyiitthato értékét, hogy az elemzés szerint makk formaju

részecske keletkezése a legvaldsziniibb.(5.17. tdblazat)

5.17. tablazat. Az altalunk vizsgalt rendszerekben a szamitasokbol ad6do szétteriilési egyiitthato

értékek
Wliltaktiy anyagok | S3 % s | e
oldatanak osszetétele
4 % EC (C)-1% PMAA 18,06 -33,32 -31,70 mag-héj
5% EC-1% PMAA 21,72 -29,18 -35,84 mag-héj
8 % EC-1% PMAA 22,94 -28,59 -36,43 mag-héj
kevert film-1% PMAA 15,68 -35,65 -29,37 mag-héj
4 % EC (C)- 2% PVA -11,47 -30,41 -2,17 makk
5 % EC-2% PVA -9,17 -27,64 -4,94 makk
8 % EC-2% PVA -8,64 -27,73 -4,85 makk
kevert film-1 % PVA -5,87 -29,32 -7,82 makk
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Celletaty Tnmyfll;oelz ) s3 52 s1 foy:f';i;‘g;
oldatanak dsszetétele
4 % EC-1% Tween 80 -13,03 -22,63 -0,83 makk
5 % EC-2% Tween 80 -15,81 -21,25 1,69 makk
4% EC- 2% Triton X-100 -14,11 -3,85 0,25 makk
8 % EC-2 % Triton X-100 -14,05 -3,53 -0,07 makk

Az elektronmikroszkopos felvételek tantsadga szerint azonban mind a négy
emulgeator esetében a szemcsék mag-héj felépitésiiek lettek (5.39. dbra). A kialakult héj
szerkezetében, amely meghatarozza a szemcse hatékonysagat, a PMAA szemcséken
tapasztalhat6 a legkisebb mértékii lyukacsossag, tehat ebben az esetben képzodik valodi
mag-héj szerkezet. A Tween 80-nal és a PVA-val késziilt szemcsékre, ahol az analizis
nem josol mag-héj felépitést, a héj valojaban a szétteriilési egylitthatd nagyobb negativ
értékével 6sszhangban, még inkabb pordzus szerkezetli, tehat ebben az értelemben nem
tekintheté valodi mag-héj szerkezetnek. Tobb szerz6 targyalja, hogy ugyan kiilonb6z6
paraméterek hatdsara, de ennek az analizisnek az eredménye nem mindig egyezik meg a
tapasztalt morfologiakkal [132, 133]. Az elemzés alapjan kapott legvaldsziniibb
morfoldgia a hatarfeliileti energidk alapjan szamitott egyensulyi morfologia. Az elemzés
azonban nem szamol egyéb fontos befolydsolo tényezdkkel, mint pl. a mag és a héj
anyaganak térfogataranya, a parologtatas sebessége, a feliiletaktiv anyagok molekuldinak
szerkezetiranyitd hatasa vagy éppen a polimerfilm viszkozitasa. Esetiinkben a szemcsék
a folyamat sordn nem érik el az egyensulyi morfologidjukat. A kezdetben kialakulo
emulziocseppben a diklor-metdn tdvozéasaval csokken az etil-celluldz oldhatdséaga, az igy
kialakul6 etil-cellulozban gazdag koacervatum cseppek pedig elég mobilisak ahhoz, hogy
a feliiletre vandoroljanak és 6sszeolvadjanak. Tween 80 €s a Triton X-100 hasznalatakor
azonban a nedvesedési viszonyok miatt nem tudnak egybefiiggd héjat képezni. A diklor-
metan folyamatos tdvozdsidval a héjanyag ndvekvd viszkozitdsa azonban gatolja a
maganyagnak nagyobb cseppben valo feliiletre jutasat és a makk szerkezet kialakulasat.

Tween 80 alkalmazésakor kisebb olajcseppek mégis kijuthatnak a szemcse feliiletére.
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5.39. abra. A négy kiilonb6z6 emulgeator oldattal képz6dott szemcsék morfolégidja és a héjak
porozitasa SEM felvételek alapjan, PVA (a), Tween 80 (b), PMAA (c), Triton X-100 (d)

A feliileti fesziiltség szerepét a kiillonbozo porozitasu héjak kialakulasaban Bolognesi
és munkatarsainak [134] kozelitése alapjan modelleztiik. Egy a mikrométeres vizcsepp
oldatrétegbe vald meriilésének feliileti, ill. a hatarfeliileti fesziiltségeken alapulo
modelljét hasznaltak a polisztirol (PS) feliiletén egy vagy tobb rendezett rétegbdl allo
porozus szerkezet kialakuldsénak leirdsara. Ezt a modellt dolgoztuk at ugy, hogy a mi
esetiinkben az olajcsepp polimerfilmbe vald bemeriilését, és onnan az esetleges
polimerfilm kiils6 feliiletére vald keriilésének felilleti energia viszonyait

modelleztik/irtuk le.
5.3.4 A porozitas modellezése

Ha azt feltételezziik, hogy a polimer szemcse atmérdje lényegesen nagyobb, mint a
film porozitasat okoz6 olajcseppek atmérdje, akkor az energetikai leirasnal jo kozelitést
adhat, ha a gmbhéj alaku filmet egy azonos vastagsagt siknak tekintjiik (5.40. 4bra). gy
a gomb alaktinak feltételezett olajcsepp filmen valod athaladasa soran bekovetkezd
feliiletvaltozasok konnyen szamolhatok, amikbdl a hatarfeliileti fesziiltségek ismeretében
a csepp ,,mozgatasaval” jaro feliiletienergia-valtozast az alabbi modon lehet leirni.

Az 5.40. abran a z a gdmb kozéppontjanak az olaj és etil-celluloz film hatdratol valo
tavolsaga, X pedig a gdmb koézéppontjanak tdvolsaga az etil-celluloz film és az
emulgeator oldat alkotta hatarfeliilettél. Az egyszeriibb kezelhetdség érdekében célszerii
az olajcsepp sugaraval, Ro —val redukalt koordinatakat bevezetni. Legyen xo = X/Ro és zo
= z/Ro, igy xo = (d-z)/Ro, ahol d a polimerfilm vastagsaga. Az igy felirt koordinatak a

kovetkezo hatarértékeket vehetik fel: —1 <z, <1és —1<x, < 1.
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O 20=- Olaj mag
“ ) 2=

Etil-celluloz

5.40. abra. Az olajcsepp mozgasanak modellje a kapszula olajmagjabél az etil-cellul6z filmbe

d: film

Emulgeator

Ha az olajcsepp az 5.40. abran feltiintetett nyil irdnyaban halad, akkor a
feliiletvaltozast, és igy az energiavaltozast is a kovetkezd 5 tag Osszegeként irhatjuk fel:

AE; = +¥,0 21 Ry - (1 — 2,), mivel olaj/olaj hatarfeliilet nincs, ezért ez a tag
mindig 0.

AE; = +Yopc -2 T Ry® + [(1 + 20) — (1 — x0)] = Vogc " 2 Ry* - (20 + %), @
cseppnek a filmen vald athaladasakor kialakulo, majd megszlind, az 4bran zdld
korvonallal jelolt feliiletek.

AE; = —Yopc " Ry - (1 — z,?), az olajcsepp és a polimerfilm kozott megsziing —
az abran piros szinnel jelolt — kor alaku feliilet.

AE, = +Vopm 21 R,*+ (1 —x,), az olajcsepp a filmen taljutva ,belelog” az
emulgeator oldatba, és 1étrejon egy gdmbsapka alaku feliilet.

AEs = —Vgcem "7 R,% (1 — x4?), a polimerfilm és az emulgeator oldat hataran
megsziinik egy kor alaku feliilet.

A 7yoec az olaj és az etil-celluloz film hatarfeliileti fesziiltsége, a yoem az olaj és az
emulgeator oldat hatarfeliileti fesziiltsége, a yecem az etil-celluloz film és az emulgeator
oldat hatarfeliileti fesziiltsége.

Az olajcseppnek a létrejovo €s a megsziing feliileteinek leirdsdra a gombszelet
felszinét hasznaltuk fel. Gombszelet felszine = 2nRm+mnp?, ahol m a gdémbszelet
magassaga, p a gdombszelet aljat alkotd kor sugara.

Apsratap = TRy - (1 — z§)

Asapka = 2m- Ro2 "(1—2zp)
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5.3.4.1 PMAA emulgeatorral késziilt szemcsék porozitasanak modellezése

A modell teljesitoképességének bizonyitasara a feliileti fesziiltség adatokbol
szamitottam a feliiletienergia-valtozas alakulasat a csepp olajmagbol valo kiszakadasara
¢s a polimerfilmen val6 athaladaséara 4 kiillonb6z6 emulgeator esetében. Bar a kialakuld
polimerfilm kozelitd vastagsaga az olaj €s a polimer mennyiségének aranyabol
szamithato, ill. a SEM felvétel alapjan becsiilhetd, az olajmagbdl ,kiszakado”
olajcseppek valtozé6 méretiick lehetnek. A modellezés soran ezért célszerii volt a
feliiletienergia-valtozasat a korabban bevezetett zo(z/Ro) redukalt koordinata mentén
szamitani. Az energiatagok mind a d-t6l, mind az Ro-t6l fliggnek, de megvizsgalva az
egyes energiatagokat, szembetiind, hogy mindegyikbél kiemelheté az Ro? Ezt
felhasznalva az energia értéke helyett a — csak d/Ro-tl fiiggd — AE/Ro?-et abrazoltam a
2o fiiggvényében. Igy a kiilonboz6 emulgeatorokkal kialakuld rendszerekben konnyebben
Osszehasonlithatok a valtozasok. A PMAA emulgeator hatdsat a kivalasztott d/Ro
aranyokra — vagyis a filmvastagsag és az olajcsepp sugaranak aranyara — modellezve

kaptuk az alabbi 5.41. abran lathato feliiletienergia-gorbéket.

PMAA-EC5
450 —d/R=0.100
—d/R=0.144
400 —d/R=0.196
—d/R=0.256
350 —d/R=0.324
——d/R = 0.400
300 —d/R=0.484
—d/R=0.576
~, 250 —d/R=0.676
< —d/R=0.784
200 ——d/R=0.900
—d/R=1.024
150 —d/R=1.156
—d/R=1.296
100 ——d/R=1.444
——d/R=1.600
50 —d/R=1.764
—d/R=1.936
0 —— i f - f - f - f - —d/R=2.116
-2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 d/R =2.304

20
5.41. dbra. Feliiletienergia-gorbesereg d/R, fiiggvényében abrazolva
Az 5.41. abran a sotétkék szintdl a zold felé haladva névekszik a d/Ro ardnya. Minél
kisebb ez az arany annal erdteljesebb a feliiletienergia-novekedés zo fiiggvényében. Ez

azt jelenti, hogy a kék szinii gorbéknél olyan nagy az energiagat, hogy egyaltalan nem

valdszinii az olajcsepp atjutasa a polimerfilmen keresztiil az emulgeator oldatba. A d/Ro
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arany novekedésével (z6ld gorbe) mar kisebb energiagatat kell legydznie a cseppnek,
hogy a filmbe belépjen és esetleg kis mélységben benne is ragadjon (vizszintes szakasz a
gbrbén). Ahhoz, hogy a filmbdl kilépjen az emulgeator oldatba Gjabb nagy energiagatat
kellene atlépnie, amihez mar kisebb valdszintiséggel elegendd a rendszerrel kozolt
keverési energia.

Az 5.39. ¢ abran lathat6 PMAA-EC5 — PMAA emulgeatorral és 5% etil-celluloz
polimerrel késziilt — minta elektronmikroszkopos képei koziil kivalasztottam kettot, amin

egy eltort szemcse héjszerkezete tanulmanyozhat6 (5.42. abra).

5.42. abra. PMAA-ECS minta egyik szemcséjének héjszerkezete

A képen, a skala alapjan a kb. 100 pm-es szemcse héja kb. 7 um vastagsagu. A héjon
megfigyelhetd tobb 5 pm koriili bemélyedés a filmben, ill. egy hosszaban nézve kb. 8 pm-
es lyuk, amely a 7 pm-es filmet nem lyukasztja at teljesen, csak lyukat iit benne. A
PMAA-ECS5 mintara meghatarozhatd egy d/Rmert ardny, ami a kisérletben az 6sszemért
polimer és olaj térfogataranyabol szamithato, feltételezve, hogy az olaj egy magot alkot,

amit korbe vesz egy polimerhé;.

2 —1-(1-—ZEC i3
Rmért VEctVHuD '

ahol d a gombhéj (polimerfilm) vastagsaga, Rmert a D(4,3) szemcseméret fele, Vec a
bemért etil-celluloz polimer térfogata, Vip a bemért hexadekan térfogata.

Ebbdl az aranybol szamithato egy atlagos filmvastagsag a szemcseméret analizissel
meghatarozott D(4,3) atlagszemcseméret segitségével. A valasztott szemcsénk mérete
100 um ¢és a szamitott héjvastagsag 6,54 um, amely jo egyezést mutat a SEM alapjan a
100 um méretii szemcse héjvastagsagara tett becslésiinkkel (5.18. tablazat). Ez arra utal,
hogy a PMAA-EC5-6s minta esetében elfogadhaté a megallapitas, hogy a szemcsék mag-
héj szerkezetlieck. A kovetkezé tabldzatban néhdny kivalasztott szemcse kiilonbozd

moddon meghatéarozott, illetve szdmolt geometriai méreteit tiintettem fel.
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5.18. tablazat. Néhany, SEM-felvételek alapjan valasztott, Szemcse geometriai adatai

d/Rmert @
polimer és
az olaj A filmvastagsag | Polimerfilm Valasztott
mennyiség | d/Rmert arany és az | vastagsaga | SEM felvételen szemcse
aranya | atlagszemcseméret SEM a szemcse szamitott héj
Minta neve alapjan alapjan, pm alapjan, pm mérete, pm vastagsaga, pm
PMAA-EC5 0,0654 2,79 7 100 6,54
PVA-EC4 0,0924 2,50 10 120 11,09
Tween80-EC4 | 0,1580 27,02 10 185 29,24
Triton-EC8 0,1580 38,25 15 625 98,78

Az 5,3 um méretii olajcseppre, ami d/Ro aranyra 2,64-ot jelent, a modellezésbdl az

5.43. abran lathato feliiletienergia-gorbe adodik. A fiiggdleges vonalak mutatjak az

egységnyi olajcsepp mérethez viszonyitott filmvastagsagot. Ennél a d/Ro ardnynal tehat

az adott méretnél a csepp, ha le is kiizdi a kezdeti energia sziikségletet, csak benyomni

tudja a filmet vagy esetleg kis mértékben eldre haladni a filmben ¢és ott megragadni, de

kilyukasztani nem.

Osszes feliileti energiavaltozas

5,0E-8

4,0E-8 |

3,0E-8

2,0E-8 -

1,0E-8

—PMAA-EC5

0,0E+0

5.43. A héjszerkezetben a kb. 5 pm bemélyedésekhez tartozo feliiletienergia-gorbe

A Melléklet 8.6.1. pontjaban tovabbi két olajcsepp mérethez tartozo feliiletienergia-

gorbével szemléltetem a modell hatékonysagat.
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Mint a fenti példan és a mellékletben talalhatd példakon keresztiil bemutattam a
PMAA-ECS5 mintara, a matematikai leirds jol modellezi, magyardzza a kialakul6 héjnak
a SEM felvételeken tapasztalhatd kismértékli porozitdsat és megerdsiti a mag-héj

szerkezetét a szemcséknek.
5.3.4.2 PVA emulgeatorral késziilt szemcsék porozitasanak modellezése

A PV A emulgeétornak a hatasat a PMAA-hoz hasonloan kiilonb6z6 d/Ro aranyoknal

modelleztiik. Az ehhez szdmitott feliiletienergia-gorbék lathatok az 5.44. dbran.

PVA-EC4

250 ——d/R=0,100
——d/R=0,144
—d/R=0,196
—d/R=0,256
—d/R=0,324
——d/R=0,400
—d/R=0,484
—d/R=0,576
—d/R=0,676
—d/R=0,784
——d/R=0,900
—d/R=1,024
—d/R=1,156
—d/R=1,296
—d/R=1,444
——d/R=1,600
—d/R=1,764
—d/R=1,936
-50 t t t t t —d/R=2,116

2 0 2 4 6 8 10 —d/R=2,304

200

150

5.44. abra. A Kiilonb6z6 d/R, értékekre szamolt feliiletienergia-gorbék HD—EC-PVA rendszerben

A PMAA-ra végzett szamitasokbdl nyert gorbesereggel 6sszehasonlitva elmondhato,
hogy PVA emulgeétor alkalmazasakor mar jellegében is mas gorbéket kapunk. Ha d/Ro
kisebb, mint 0,5 (sotétkék gorbék), akkor az olajcsepp a filmbe nyomodas utdn elér egy
energiaminimumot. Ezzel egyidejlileg a csepp a PVA-s fazist is eléri, bar a kozéppontja
még nem jut el az olaj-film hatarfeliiletig sem, mégis atlyukasztja a filmet. Ahhoz,
azonban hogy a csepp teljesen athaladjon rajta, nagy energiagatat kellene legydznie. Ilyen
esetre lehetnek példak az 5.45. abran lathatd kisméretli szemcséken 1€vd viszonylag nagy
lyukak.

A d/Ro arany novekedésével a kezdeti energiaminimum megsziinik, és az
olajcseppeknek nagy energiagatat kell lekiizdeniiik ahhoz, hogy kijussanak az emulgeator

oldatba. A d/Ro arany tovabbi novekedésével, a zold gorbék felé haladva, a cseppnek egy,
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a korabbinal kisebb energiagatat kell 4tlépnie a polimerfilmbe jutdsdhoz, ezzel egyiitt nd
ennek a valoszinlisége. Az emulgeator oldatba keriiléséhez azonban wjabb az elébbinél
valamivel nagyobb energiagatat kellene egy masodik 1épcsdben legydznie ugy, hogy
mindekdzben a polimerfilm szildrduldsadval nd a kozeg viszkozitasa, ami csokkenti a
csepp elore haladdsanak az esélyét. Tehat ~0,5-nél nagyobb d/Ro aranynal nem valdszini
a h¢j atlyukadasa.

Az 5.39. a abran lathato PVA-EC4-es (4%-o0s etil-celluloz oldattal késziilt) minta
tovabbi elektronmikroszkdpos képei koziil kivalasztottam kettét, amin egy 120 um-es
eltort szemcese atlagosan 10 um vastagsagu héjszerkezete tanulmanyozhat6 (5.45. ébra).
A valasztott szemcsénk mérete tehat 120 um és az ehhez —az 9sszetétel alapjan— szamitott
héjvastagsag 11 pum Isd. 5.18. tablazat), amely jo egyezést mutat a SEM alapjan
meghatarozottal. Ez arra utal, hogy a PVA-EC4-es minta esetében is elfogadhato a

megallapitds, hogy a szemcsék mag-héj szerkezetiiek.

et

agn  Det WD Exp H——+—"-—" v D Exp
00x SE 101 69346 ECHDI SE 10.1 69348 ECHDI

5.45. dbra PVA-EC4 minta egyik 120 pm-es szemcséjének héjszerkezete

A SEM felvételen a filmvastagsdg a 120 mikrométeres szemcseméret esetében tehat
10 pum koriili. A 4,6 um ¢és a két atlagban 2,51 um atmér6jii lyukhoz a d/Ro érték 4,35-
nek és 8-nak adodott. A képen lathato 4,6 um-es lyuk esetében az olajcsepp benyomja a
filmet, de nem kertiil beljebb a filmben és nem is lyukasztja ki a taloldalon, azaz megragad

az els6 energiagatnal (5.46. abra).
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5.46. abra. A héjszerkezetben a 4,6 pm-es olajcsepphez tartozé feliiletienergia-gorbe

A feliiletienergia-gorbén megfigyelhetd, hogy a korabbiakhoz hasonlé nagysagrendi
energiat kell befektetni ahhoz, hogy az olajcsepp a filmbe bekeriiljon. Ha mar bekeriil, el
is juthat a filmen beliil mélyebbre (vizszintes szakasz), de egy energiaminimum utan
ujabb energiabefektetés kellene, hogy a filmen tulra keriiljon. Ebbdl adodoan a héj maga
porozus, €s kis valosziniiséggel ugyan, de atlyukadhat.

A porozus héj kialakuldsahoz sziikséges olajcsepp méret és az ahhoz tartozo feliileti-
energia gorbékre egy masik példa szintén a Melléklet 8.6.2 pontjaban talalhato.

PVA emulgeator alkalmazasakor is mag-héj szerkezetli szemcséket kapunk, talan
kicsit nagyobb mértékben porozus héjjal, mint PMAA esetében, de még mindig kis
valoszintiséggel atlyukado héjjal.

5.3.4.3 Tween 80 emulgeatorral késziilt szemcsék porozitisanak modellezése

A Tween 80 emulgeatornak a hatdsit az el6z6khoz hasonldan kiilonb6zé d/Ro
aranyoknal modelleztiik, az ehhez szamitott feliiletienergia-gorbék lathatok az 5.47.

abran.
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Tween
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2 0 2 4 8 10 ——d/R = 2,304

5.47. abra. Feliiletienergia-gorbesereg d/Ro fiiggvényében abrazolva HD-EC-Tween rendszerben

A legszembet(inObb kiilonbség a korabban targyalt emulgeatorokkal kapott energia

gorbeseregekhez képest, hogy kis d/Ro ardnynal a kialakulé minimum hatarozottabb,

nagyobb negativ értéket vesz fel, mig nagy d/Ro aranynal a film és az emulgeétor hataran

kialakulé minimumbol vald kijutashoz kisebb energia sziikséges. Kisebb d/Ro-nél az

olajcseppnek energia nyereséggel jar, ezért kedvezdbb, ha belép a filmbe. Nagyobb d/Ro-

nal, ha az olajcsepp eljut a film és az emulgeator oldat hatirara, ott a kialakuld

energiaminimum miatt megragadhat a film legszélén vagy kis energiabefektetéssel

kijuthat az emulgeator oldatba. Az 5.48. dbran Tween 80 emulgeator mellett eldallitott,

kb. 185 pm-es szemcse ¢s annak héjszerkezete lathatd. A SEM felvétel alapjan a

héjvastagsag kb. 10 pm-es.

5.48. abra. Tween80-EC4 minta egyik 185 pm méretii szemcséjének héjszerkezete
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5.49. abra. A héjszerkezetben a 7,5 pm-es olajcsepphez tartozo feliiletienergia-gorbe

A héjban kb. 2-8 pm-es lyukak figyelheték meg, igy a szamitasokat harom
kiilonbozé — 7,5, 5 és 2,5 um-es — olajcseppre egyenként elvégeztem. A szamitott
feltiletienergia-gorbék lathatdak az 5.49. dbran és a Melléklet 8.6.3 pontjaban.

Mind a harom olajcsepp méret esetében az energiagdrbék hasonlo lefutast mutatnak.
Egyetlen kiilonbség, hogy az olajcsepp és a filmvastagsag aranyatol fiiggéen hosszabb
vagy rovidebb utat kell megtennie az olajcseppnek a polimerfilmben ahhoz, hogy a film
emulgeator feldli oldalahoz érjen €s az ottani energiaminimumban megrekedjen. Mivel a
2,5 um-es olajcseppnek hosszabb utat kellene megtennie a filmben, mint a nagyobb
cseppeknek, ezért ez a kisebb csepp megragad a film belsé fala feléli oldalon, mig a
nagyobb cseppek konnyebben elérhetik a film maésik oldalat. S6t kitolthetik a film szinte
teljes vastagsagat, igy a nagyobb cseppeket csak egy 1-2 mikronos film valasztja el attdl,
hogy a filmet atlyukasztva kijussanak az emulgeator oldatba.

Az 5.17. tablazatban feltiintetett S3 szétteriilési egyiitthatd alapjan a Tween80-EC4
minta egyensulyi morfologidja a makk szerkezet lenne, mégis mag-héj szerkezetli
szemcséket kaptunk, bar nagyobb mértékben pordzus héjjal, mint PVA esetében. S6t az
5.39. b dbran lathat6 lyukacsos szerkezetli héj bizonyitja, hogy a modellezés
eredményének megfeleléen Tween 80 emulgeator alkalmazasaval kelléen nagy olajcsepp
esetében — a polimerfilm és az emulgeator hatarfeliiletén 1évé energiaminimumba

keriilve— a vékony film teljesen at is lyukadhat.
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5.3.4.4 Triton X-100 emulgeatorral késziilt szemcsék porozitasanak modellezése

Triton X-100 emulgeator oldatra az 5.50. abran lathatd gorbesereg nyerhet6 a

modellezés eredményeképpen.

Triton —d/R=0,100
—d/R=0,144
100 —d/R=0,196
—d/R=0,256
80 —d/R=0,324
——d/R=0,400
60 —d/R=0,484
—d/R=0,576
40 —d/R=0,676
~ —d/R=0,784
2 20 ——d/R=0,900
u —d/R=1,024
0 —d/R=1,156
——d/R=1,296
-20 ——d/R=1,444
——d/R=1,600
-40 ——d/R=1,764
——d/R=1,936
-60 ; ; ; t ' . ——d/R=2,116
2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 40 —d/R=2304
d/R = 2,500
20
5.50. dbra. Feliiletienergia-gorbesereg d/R, fiiggvényében abrazolva
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5.51. dbra. Az energiagorbék a 4 kiilonb6z6 emulgeator hasznilata esetén d/Ro= 4-nél, ami pl. 10

pm-es héjvastagsag mellett 5 pm-es olajcsepp vizsgalatat jelenti

Az el6z6 modellezési eredményekhez viszonyitva a kis d/Ro esetében szémitott

energianyereség ¢értéke még nagyobb, a filmbe jutds valdszinlisége még jobban
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megnodvekszik. Ha a d/Ro 1 kdzelében van, akkor a csepp a minimélis energiagatat atlépve
konnyedén athaladhat. A nagyobb d/Ro-ndl latszolag nagy energiagatat kell legydznie a
cseppnek, de ha megnézzik a négy emulgeatorra kapott gorbéket egymassal
Osszehasonlitva (5.51. dbra), akkor lathato, hogy ez a gat azonos a tobbi emulgeator oldatra
szamolt eredménnyel. Ugyanakkor az is szembetiind, hogy ha az olajcsepp bejut a filmbe,
akkor energetikailag kedvezményezett, hogy az tovabb haladjon az emulgeator oldatba.
Ezen az abran azonban az is szembedtld, hogy Triton X-100 alkalmazédsakor a
polimerfilmben az emulgeator feléli oldalon olyan mértékben lecsokken a feliileti
energia, hogy a szemcséket sokkal lyukacsosabb szerkezetlinek varnank. A SEM felvétel
tanisdga szerint azonban barmennyire szivacsos szerkezetli a szemcse mégsem

atlyuggatott, ellenben nagyon vékony a polimerfilm (5.51. abra).

0672 ECHD16/1

5.52. abra. Triton-EC8 minta egyik 625 pm-es szemcséjének és a héjszerkezetének a SEM felvétele

A Triton X-100-as hasznalatakor alkalmazhato legkevésbé a Loxley-ék altal
¢és Triton-hexadekan kozotti hatarfeliileti fesziiltség értékek alapjan azt varnank, hogy a
tapasztaltnal joval kisebb atlagméretii szemcsék alakulnak ki. A szétteriilési egytitthatok
értekei pedig azt sugallndk, hogy nagyon nagy valdszinliséggel makk szerkezetii
szemcséknek kellene képzddnilik. Ezzel szemben a négy kiilonbozd emulgeétorral
készilt minta kozil a legnagyobb atlagszemcseméretli és emellett szivacsos gomb

A SEM felvétel alapjan a filmvastagsag nem vastagabb, mint 1,5 pum. Az 5.52. abran
lathat6 tobb 5 pm-es csepp, mig a szemcse belsejében tobb nagyobb olajcsepp talalhato,
ez utdbbi akar 25 um-es is lehet. Az 5 um-es csepp egyértelmiien bejuthat a 1,5 pm-es

filmbe, mivel a tobbi emulgedtorhoz képest itt abszolut értékben nagyobb
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energiaminimum alakulhat ki. Bar az olajcseppek a szemcse felszinét at is lyukaszthatjak,
ezen a szemcsén csak atlitddéseket okoztak, mert a képlékeny héjnak volt lehetdsége

részlegesen visszaépiilni (5.53. abra).
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5.53. abra. A héjszerkezetben az 5 pm-es olajcsepphez tartozé feliiletienergia-gorbe

A szemcse belsejében 1év6 25 um-es cseppre szdmolva még mélyebb energiagddor

adodik, eszerint a legkedvezobb elhelyezkedése a cseppnek a filmben van (5.54. abra).
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5.54. abra. A héjszerkezetben a 25 pm-es olajcsepphez tartozo feliiletienergia-gorbe
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A vizsgalt mintara a kordbban meghatarozott szétteriilési egyiitthatd értékek ugyan
az elméletben leirtaknak megfelel6 eldjeliiek, azonban mind az Si1, mind az Sz értéke
viszonylag kis negativ értéket mutat. Az 5.17. tablazatban szerepel egy-egy olyan Tween
80 és Triton X-100 emulgeatorok segitségével készitett minta is, amelyekre Si értéke kis
pozitiv érték, ami az elmélet szerint nem lehetséges. Hasonlé tapasztalatrél szamoltak be
Aveyard és munkatarsai, akik hexadekan egyensulyi szétteriilési egyiitthatojat hataroztak
meg CnEm (n=10,12,14; m=5,7,9) tipusu emulgeatorokat, pl. polioxietilén(5) dodecilétert
tartalmazoé vizes fazison [135]. Az altaluk kapott értékek is 0+0,3 mN/m kozott valtoztak.
Megallapitasuk szerint ezek a kis, 0 koriili értékek azt jelentik, hogy a szamitasok alapjan
valdjaban nem lehet megjosolni, hogy elteriil-e a hexadekan az emulgeator oldaton vagy
sem. Vizualisan azonban megfigyelhetd a hexadekan elteriilése. Ez a megfigyelés is azt
sugallja, hogy érdemes felvetni annak a lehetdségét, hogyha a kis negativ értékii S1
szétteriilési egyiitthato pozitiv lenne, akkor az elmélet szerint az egyensulyi morfologia
elérése a cseppek szétvalasat eredményezhetné. A szétteriilési egylitthatok kozel 0 koriili
érteke a Loxley-féle kozelitésben sem értelmezhetd egyértelmiien, ezért mind a
morfologia, mind a porozitéas tekintetében a becslésnek nagyobb a bizonytalansaga, mint
az S>0 vagy S<0 esetekben. Elképzelésem szerint az emulzid képzédésekor nagyon kis
méretli polimer oldat cseppek alakulnak ki, benniik még kisebb olajcseppekkel. Az id6
elérehaladtaval és az oldoszer elparolgdsaval egyiitt egyes olajcseppek elindulnak a
polimerfilmen keresztiil az emulgeator oldat felé. Az olajcseppeknek a polimerben
elfoglalt helyzete (mag-héj vagy makk) a csepp és a polimerfilm méretaranyatol fliggéen
idében kiilonbozé szakaszban lehet. Az oldhatosag csokkenésével és a novekvd
viszkozitassal a polimercseppek elkezdenek dsszecsapzddni, igy hozva létre a rendkiviil
pordzus polimer szemcséket a pérusokban megragado olajcseppekkel.

A feltételezést alatamasztando az 5.55. dbran bemutatom a megszilardulas el6tti
polimer cseppeket, melyek kisebb méretiiek (kb. 42 um), mint amilyeneket a minta atlag
szemcsemérete (D(4,3)=484,5 um) indokol és emellett matrix szerkezetli szemcsék

kialakulasat mutatja.
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5.55. abra Triton-EC8 mintanak megfelel6 dsszetételii emulzioban kialakulé polimer cseppek

A modellezés eredményeit 6sszefoglalva elmondhatd, hogy az etil-cellul6z szemesék
szerkezete legbiztosabban abban az esetben josolhatd meg, ha mag-héj szerkezetiick. A
polimerhéj porozitisa pedig megfelelé olaj-polimer térfogatarany alkalmazédsaval a
minimalisra csokkenthetd.

Mind az elméleti szamitasok, mind a kisérleti tapasztalatok alapjan a PMAA-val
készitett kompozitok mutattak a legjobb tulajdonsagokat a morfologia és a latens
hétéarolasi kapacitas tekintetében. A PMAA-val késziilt kapszuldk mag-héj szerkezetliek,
a héj nem mutat porozitast és ennek megfelelden az eldallitott kompozitbol még magas

(3:1) hexadekan/etil-celluloz arany mellett sem tapasztalhaté hexadekan szivargas.

5.4 |IFN-béta tartalmu PLGA és PEG_PLGA nanorészecskék elballitasa

” oy

5.4.1 Eléallitasi korulmények kidolgozasa

A hatéanyaggal végzendd kisérletekhez valasztott human IFN-béta liofilizatum
jelentds mennyiségii HSA is tartalmazott, amelynek a hatéanyag stabilitasat noveld
szerepe van. A liofilizatumban emellett adalékként hasznalnak még mannitot, mint a
liofilizalasnal alkalmazott stabilizatort. A mannit egy cukoralkohol, amely megvédi a
fehérjéket az aggregaciotol liofilizalaskor, ill. a denaturalodéastdl emulzifikélas soran.
Elényos tulajdonsagai miatt a modellfehérje kapszulazasakor is alkalmaztam a hatasainak
tanulmanyozasa céljabol. A modell kisérletekhez a nanorészecskékbe kapszuldzandd
BSA mennyiségét tehat az IFN-béta liofilizatumnak a hatéanyag és a HSA tartalmabol

szamoltam. Korabbi tapasztalataink alapjan megfelelé hatékonysagi fehérje
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kapszulazashoz a részecskék fehérjetartalma maximum 10 % (idedlisan <5 %) lehet az
alkalmazott hordoz6 polimerre [136, 137, 138]. A gyakorlati alkalmazas szempontjabol
fontos szempont, hogy a nanorészecskék mérete 200 nm-nél nem lehet nagyobb annak
érdekében, hogy a szervezet makrofagjai altal torténd bekebelezést legyen esélyiik
elkeriilni. A fehérjék mikrokapszulazasa teriiletén szerzett korabbi tapasztalatok alapjan
valasztottuk meg a polimer és az emulgeator koncentraciot, és az olajos és vizes fazisok
térfogataranyat. Az ultrahangos kezelés idotartamat igyekeztem minél rovidebbre venni,
hogy a hatéanyagot a lehetd legkisebb mértékii stresszhatasnak tegyem ki, igy mérsékelve

az interferon-béta ultrahang kezelésre bekovetkezo esetleges aktivitas csokkenését.
5.4.2 A nanorészecskék eléallitasa BSA modell hatéanyagbdl

A modell kisérleteket a szokésosnal kisebb térfogatban és mennyiségekkel végeztem,
ezért a szemcseméretet ¢és a kapszuldzasi haté¢konysagot befolyéasold, az irodalombol jol
ismert paramétereket (pl. ultrahangozas koriilményei) a kisebb térfogatokhoz kellett
igazitani.

Az elokisérletek soran 3 ml Gssztérfogat, (szerves:vizes fazis 1:2 térfogataranynal)
10 mg/ml polimer koncentracio és 3090 s ultrahangozas mellett nem sikeriilt megfeleld
stabilitdsu és cseppméret eloszlasi emulziot eldallitani, igy a szuszpenzidk nagyfokua
polidiszperzitast mutattak.

A kapszuldk atlag szemcseméretének optimalizalasara €s az egyenletesebb eloszlas
elérése érdekében tobb kisérletet végeztem a korabbiakhoz képest fele akkora polimer
koncentracio (5 mg/ml) mellett, kiilonbozo feliiletaktiv anyag koncentraciot alkalmazva.
A lehetd legrovidebb idejii, de a leghatékonyabb és mégis kiméletes ultrahangozas
eléréséhez fontos volt az optimalis geometriai elrendezés alkalmazasa. A folyadékoszlop
magassagat ugy kell megvalasztani, hogy az ultrahangozaskor hasznalt iivegedény
atmérdje lehetdség szerint megegyezzen a folyadékoszlop magassagaval, vagyis
izometrikus legyen az elrendezés. Az ultrahangos szonda atmérdjét a folyadék
Ossztérfogata szerint, a bemeriilési mélységét a szerves-vizes fazis aranyanak
megfeleldlen kell bedllitani. A tapasztalatok alapjan homogénebb végso szemcseeloszlas
akkor érhetd el, ha az ultrahangos szondat, a folyadékoszlopot tekintve — a szerves és
vizes fazis térfogataranyat figyelembe véve — 1:2 aranynal kb. a folyadékoszlop kozepén,

mig 1:3 aranynal annak felsé harmadéanal helyezziik el.
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Az optimalis geometriai elrendezés és 1 perces ultrahang alkalmazasaval 5 mg/ml
PLGA_3 ¢és a PEG_PLGA_1 kapszulazo polimerek esetében a részecskék térfogati atlag
szemcsemérete 103,0 nm, illetve 116,5 nm lett. Azonban a fehérje-kapszulazasi
hatékonysag joval alacsonyabb volt a vartnal, mégpedig 45, illetve 28%.

A kapszulazasi hatékonysag szoros 0sszefliggést mutatott a szemcsemérettel, vagyis
minél kisebb a szemcseméret, annél alacsonyabb a kapszuldzasi hatékonysag. A PVA-
koncentracid novelésével, amely eldsegiti a kisebb emulzids cseppek képzodését, a
részecskeméret hatarozottan csokkent, ezzel egyidejilleg a kapszulazasi hatékonysag is
csokkent. A polimer koncentracioja meghatarozza a polimer oldat viszkozitasat, és a
nagyobb viszkozitds nagyobb részecskék képzddését eredményezi ugyanazon
ultrahangos kezelés alkalmazasaval. Emellett a szerves fazis viszkozitdsanak novelése
csOkkenti a fehérje diffiziojat a kiilsé vizes fazisba a polimerfilm megkeményedése el6tt,
mellyel n6 a kapszulazasi hatékonysag.

A kapszulazas hatékonysagat jelentdsen befolydsold paraméterek a feliiletaktiv
anyag ¢s a polimer koncentracidja voltak. A kapszuldzas hatékonysaganak javitasa
érdekében tobb kiilonboz6 paramétert modositottam. Az eldkisérletek azt mutattak, hogy
a mannit nem befolyasolta a kapszulazasi hatékonysagot.

Az irodalombdl ismert tény, hogy a vizoldhaté hatdanyag kapszuldzasa soran
alkalmazott kiils6 vizes fazis emulgeator tartalma segitheti a hatéanyag kijutasat a kiilsé
vizes fazisba, ezzel csokkentve a kapszulazasi hatékonysagot. 5-10 mg/ml polimer
koncentracio és kiilonbozd fehérjetartalom mellett, 1-3 % PV A koncentracional végzett
kisérletekben a kapott mintak kapszulazasi hatékonysaga kisebb PVA koncentracio
mellett nagyobb lett, 51,4%-t61 87,3%-ig valtozott. Azonban nem mehetiink el amellett
az egyidejlileg tapasztalhatdo tény mellett, hogy a kisebb emulgeator koncentracio
nagyobb atlagos méretli szemcséket eredményezett. A térfogati atlag szemcseméret 114
nm-t61 198 nm-ig valtozott.

A kapszulazasi hatékonysag ndvekedésben Iényeges szerepe volt a polimer
koncentracio novelésének. Ez azonban a szerves fazis viszkozitdsanak novekedésével a
szemcseméretet is megnovelte. Igy valtoztatni kellett az ultrahangozas kériilményein és
a szerves ¢s vizes fazis térfogatardnyan is.

A kisérletekben a PLGA_3 polimert 20 mg/ml koncentraciéban alkalmaztam, a

fehérjetartalom minden esetben 5 mg/ml volt. Harom kiilonb6z6 emulzi6 6ssztérfogatnal
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(3,1; 4,6; 5,1 ml), haromféle térfogatarany mellett, kiilonb6zd idétartamua ultrahangos

kezelésekkel késziiltek a mintak (5.19. tablazat).

Az 5.19. tablazatban szerepld mintdk szemcseméret eloszlasai az 5.56. é&bran

lathatok. Az atlagos szemcseméret 145—-207 nm-ig valtozott, a kapszulazasi hatékonysag

minden esetben magas lett, nagyobb, mint 87 %.

5.19. tablazat. 20 mg PLGA_3 polimerrel késziilt mintak adatai

Térfogat- | UH ideje, UH D(4,3), Kapszulazasi
PVA% . e PdI hatékonysa
arany(o/w,) perc amplitadéja,% nm ysag,
%
2 1:2 3 80% 165 0,056 89,3
2 1:35 4 70% 145 0,063 87,0
1 1:4 3 80% 189 0,093 89,8
1 1:4 4 80% 207 0,055 95,2
2 1:2 3 80% 174 0,074 87,7
2 1:2 2 80% 182 0,084 88,7
25
20
S 15 o
©
[=T]
£
@ 10 —
5
0 T j \ T
1 10 100 1000 10000
Szemcseméret,nm
—20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 3.1 ml 1:2 arany, UH: 80% 3 perc, 2 % PVA
—20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 3.1 ml, 1:2 arany, UH: 80% 2 perc, 2 % PVA
20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 4.6 ml, 1:3.5 arany, UH: 70% 4 perc, 2% PVA
—20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 1:2 arany, UH: 80% 3 perc, 2% PVA
——20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 5.1 ml, 1:4 ardny, UH: 80% 3 perc, 1 % PVA
20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 5.1 ml, 1:4 arany, UH: 80% 1+3perc, 1 % PVA

5.56. abra. 20 mg PLGA_3 (Resomer RG 502 H) polimer mennyiségnél elérheté
szemcseméret eloszlas gorbék

20 mg/ml koncentracioban alkalmazva a PLGA 3 hordozopolimert a kapszulazasi

hatékonysag elérte a 85% -ot, mig a részecskeméret 174 nm-re nétt. Ennél a magas
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polimer koncentracional 3 perces ultrahangos kezelést kellett alkalmazni még a Kis

Ossztérfogat mellett is (3,1 ml).

A PEG_PLGA 1 polimer viszkozitasa négyszer nagyobb, mint a PLGA_3 polimeré.

A viszkozitas felére csokkentése érdekében az eldallitast kétszer nagyobb szerves fazis

térfogattal végeztem, ami a 20 mg polimer tartalmat tekintve 10 mg/ml polimer

koncentraciot jelentett. A szerves és a kiils6 vizes fazis aranyat pedig 1:4-re emeltem. A

nagyobb emulzié végtérfogat (10,2 ml) lehetdvé tette a 6 mm-es ultrahangos szonda

alkalmazasat, amelynek a hasznalata 10 ml folyadék mennyiség esetén mar ajanlott, igy

elegendonek bizonyult a 1,5 perces ultrahangos kezelés. Az igy kapott térfogati atlag

szemcseméret 164 nm, a fehérje kapszulazasi hatékonysaga pedig 80,1 % volt (5.20.

tablazat).

5.20. tablazat. A PEG_ PLGA_1-gyel végzett Kkisérletek paraméter adatai

UH

Fehérje- Polimer Térfogat | UH UH Kapszulazasi
y ) - ... | szonda | D(4,3), . .

tartalom, | mennyiség, | -arany ido, | amplita- i am Pdl | hatékonysag,

mg mg (o/wo) perc dé merete, %
mm

0,5 20 1:2 3 80% 3(2362) 183 0,05 79,3
0,25 20 1:2 3 80% 3(2252) 189 0,05 83,8
1 20 1:4 15 70% 6(1685) 154 0,07 58,8
0,5 20 1:4 1,5 70% 6(1706) 164 0,07 80,1
0,5 20 1:2 2 80% 3(1363) 175 0,06 78,1
0,5 10 1:2 3 80% 3(2236) 150 0,05 70,5

Az 5.20. tablazatban szerepl6 mintak adataihoz tartoz6 szemcseméret eloszlasokat az

5.57. abran tiintettem fel.
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—20mg RGP d 5055, 3.1 ml, 1:2 arany, UH: 80% 3perc 2 % PVA
—20mg RGP d 5055, 3.1 ml, 1:2 arany, UH: 80% 3perc, 2 % PVA, fele fehérje
20mg RGP d 5055, 10.2 ml, 1:4 arany, UH: 70% 1.5 perc, 2 % PVA, 6 mm-es szonda
—20mg RGP d 5055, 10.2 ml, 1:4 arany, UH: 70% 1.5 perc, 2 % PVA, 6mm-es szonda, fele fehérje
—10mg RGP d 5055, 3.1 ml, 1:2 arany, UH: 80% 3 perc, 2 % PVA, 3mme-es szonda
20mg RGP d 5055, 6.2 ml, 1:2 arany, UH: 80% 2 perc, 2 % PVA, 3mm-es szonda

5.57. abra. 20 mg/ml PEG_PLGA _1 (RGP d 5055 pegilalt PLGA) hordozoé polimerrel
késziilt mintak szemcseméret eloszlas gorbéi

Miutan a legkisebb viszkozitasi PLGA_1 polimerrel és a PEG_PLGA_1 polimerrel
sikeriilt megtaldlni az optimalis szemcseméret eloszlashoz ¢és kapszulazasi
hatékonysaghoz sziikséges paraméterhalmazt, a tapasztalatok felhasznéalasaval tovabbi
harom polimerrel allitottam el nanoszemcséket.

A PLGA_2 polimer viszkozitasa kb. 2,5-szerese a PLGA_3 polimerének, igy
elméletileg hasonld ultrahang-energidval elérhetjiik a kivant szemcseméretet, ha 1:2
térfogatarany helyett 1:6—os ardnyt valasztunk. Ezt az elképzelést kisérletileg is
alatdmasztottam, 168 nm atlag szemcseméret mellett 87,3 % kapszulazasi hatékonysagot
értem el (5.21. tablazat). A PLGA_4 polimer viszkozitasa masfélszerese a PLGA_3
polimerének. fgy 1:2 térfogatarany helyett 1:3 térfogatarany mellett Kivitelezve a
kisérletet ismét sikeriilt alacsony, 162 nm atlag szemcseméretli kapszulakat késziteni,
amelyekben a kapszulazasi hatékonysag eléri a 87%-ot.

A PEG_PLGA 2 polimer viszkozitasa alig tér el a PLGA_2 polimerét6l. Az
Ossztérfogatban ¢és a térfogataranyban torténd valtoztatas és a kicsivel tobb bevitt
ultrahang-energia eredményeképpen 174 nm atlag szemcseméretii kapszulakat kaphatunk
69%-0s kapszuldzasi hatékonysaggal. Ez utdbbi Gjabb példa arra, hogy pegilalt PLGA

hasznalataval kisebb kapszulazasi hatékonysag érhet6 el, mint nem pegilalt PLGA-val.
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5.21. tablazat. Hat Kiilonb6z6 hordozo polimerrel késziilt nanoszemcsék eléallitasi paraméterei

. o Térfo | B i- | Ultra- Am- Térfogati
Viszko- | Ossz- erio en,le,r " ra . m . | Kapsz. e,r ogall
. ., i -gat lési hang fej | pli- |1dé, | atlag
Polimer Zitas, térfogat, i L, L o hatékony
arany | mélység, | atméroje |tado,| s , szemcse-
dL/g ml sag,% ,
(o/wo) cm mm % méret, nm
Ultrahang
0,16-
PLGA 3 0,24 3,1 1:2 0,75 3 80 |180 86,6 173
PEG_PLGA 2 0,67 10,2 1:4 1,25 6 70 | 90 78,0 157
0,45-
PLGA 2 0,6 7,1 1:6 0,6 6 70 | 107 87,3 168
PLGA_4 0,32 41 1:3 0,6 3 80 | 180 86,9 162
PEG_PLGA-1 0,93 7,1 1:6 0,6 6 70 | 136 69,0 174
0,14-
PLGA 1 0,22 10,2 1:4 1,25 6 70 | 90 144

A PLGA 1 polimer bomlasi sebessége lassabb a tejsav monomer nagyobb aranyban
vald jelenléte miatt, ezért a nyujtott hatdanyagleadas szempontjabdl a PLGA polimereket
tekintve ez a polimer lehet a legigéretesebb. A viszkozitasa 0,14-0,22 dL/g, ami nagyon
hasonlé a PLGA_3 polimeréhez. gy annak érdekében, hogy az ultrahangozas idejét 3
percrdl 1,5 percre lehessen csokkenteni, a térfogataranyt 1:4-re noveltem, a 3 mm-es fej
helyett pedig a 6 mm-eset hasznaltam. Az atlag szemcseméret 173 nm-r6l 144 nm-re
csokkent.

Az 5.21. tablazatnak megfeleléen a modell hatdoanyag, BSA 0,5 mg-jabol foszfat
puffer izotonias soéoldataban 10 mg mannit hozzaadasaval 0,1 ml oldatot készitettem. A
hat kiilonb6zé kapszulazd polimert feloldottam 1 ml diklér-metanban, és ehhez
hozzaadtam az 5 mg/ml-es fehérjeoldatot. Ultrahangos diszpergalassal (20-35 s) 30 %-
os ultrahang amplitidonal viz/olaj emulziot készitettem, majd ehhez 2-8 ml 2% (V/W)
PVA oldatot adva, 70, ill. 80%-os ultrahang amplitadonal, kiilonboz6 ultrahangozasi id6t
(14 perc) alkalmazva, 1étrehoztam a 3,1-10,2 ml Ossztérfogata viz/olaj/viz Osszetett
emulziot. Kb. 1 ora alatt elparologtattam a rendszerbdl a diklor-metant 500-800
fordulat/perces magneses keverés mellett, ezaltal 1étrejottek a BSA modell hatdéanyag
tartalma kompozit nanorészecskék.

A Kkisérletek eredményeképpen tehdt rendelkezésiinkre all az az optimalisnak

tekinthetd paraméter egylittes, amellyel a kivant szemcseméret eloszlasu és IFN-béta
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tartalmu gyogyszerhordozé nanorészecske eléallithato. A kisérletek bizonyitottak, hogy
ha mar keziinkben van adott polimerre egy paraméterhalmaz, a hordoz6 polimer
megvaltoztatasakor a polimerek viszkozitas aranya hatdrozza meg a megvalasztando
szerves ¢s vizes fazis térfogatardnyat. 20 mg/ml polimerkoncentracio esetén ezzel
elérheté a térfogati atlag szerinti 160 nm-es szemcseméret, ami biztositja a magas

kapszuldzasi hatékonysagot is.
5.4.3 IFN-béta tartalmu nanorészecskék eldallitasa

A modellanyaggal optimalizalt paraméterek mellett elkészitettiik az IFN-béta

tartalmu mintakat az alabbi receptek szerint.

Receptek:
1-3. minta 4. minta
. L. 0,01; 0,03; 0,05 ml IFN-béta oldat 0,1 0,03 ml IFN-béta oldat 0,2 ml-re
Bels6 vizes fazis L o
ml-re higitva PBS oldattal higitva PBS oldattal
Szerves fazis 1 mlI DCM, 20 mg PLGA_3 2ml DCM, 20 mg PEG_PLGA 1
Kiils6 vizes fazis 2ml 2% PVA 8 ml 2% PVA
1. emulzié 20 s, 30% 3 mm-es ultrahangos 355, 30% 3 mm-es ultrahangos
létrehozésa szondaval szondaval
2. emulzid 180 s, 80% 3 mm-es ultrahangos 90 s, 70% 6 m-es ultrahangos
létrehozésa szondaval szondaval
Oldoszer 5 ml-es f6z6poharban 800 ford./perc 25 ml-es f6z6poharban 500
elparologtatas: keverési sebesség ford./perc keverési sebesség

A négy mintabol a szemcseméret eloszlasat tekintve a két legkisebb Pdl-vel (Pdl=
0,09) rendelkez6 nanorészecske szuszpenziot kivalasztottam és meghataroztam mind az

Osszfehérje, mind az IFN-béta kapszulazasi hatékonysagat (5.58. abra).
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—30 mikroliter interferon, 20 mg RGP d 5055 PEG_PLGA, 10.2 ml
—30 mikroliter interferon, 20 mg Resomer RG 502 H PLGA, 3,1ml

5.58. dbra Az 5.22. tiblazatban szereploé |FN-béta tartalmi mintak szemcseméret eloszlas
gorbéi

A 0,25 mg bemért fehérje mennyiséggel késziilt mintdk szemcseméret adatai és
kapszulazési hatékonysag értékei az 5.22. tabldzatban talalhatok. A modellanyaggal
végzett kisérletekben tapasztalt szemcsemérethez ¢€s kapszuldzédsi hatékonysaghoz

hasonlo értékek az IFN-béta hatdoanyagra is elérhetdnek bizonyultak.

5.22. Az IFN-béta tartalmi mintak szemcseméret adatai és kapszulazasi hatékonysag értékei

Bemért Fehérje IFN-béta Atlag
Minta- Poli- fehérje kapszulazasi | Kkapszuldzasi | szemcse- Pdl
sZam mer mennyiség, | hatékonysag, | hatékonysag, méret,
mg % % nm
2. PLGA_3 0,25 85,1+0,18 90,2+4,4 198+4,4 | 0,09+0,02
PEG
3. - 0,25 80,7+0,68 91+1,4 162+4,4 | 0,09+0,01
PLGA 1

A mintak kapszuldzasi hatékonysagat IFN-bétara nézve ELISA teszttel hataroztuk
meg. Az IFN-béta kapszulazasi hatékonysaga valamelyest magasabb lett, mint az dsszes
fehérje kapszulazasi hatékonysaga, igaz, hogy a PLGA esetén a méretndvekedés nem

elhanyagolhat6.
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A fenti eldkisérletek utan PLGA 1 polimerbdl is eléallitottam az IFN-béta tartalmua
nanorészecskéket, majd az ebbdl késziilt nanoszemcsék egy részét amino-PEG-gel
pegilaltam. Az igy késziilt mintdkat szemcseméret analizissel, zeta potencial adatokkal és
a kapszulazasi hatékonysagukkal jellemeztem. Az 5.23. tablazatban foglaltam Gssze a
human IFN-bétat tartalmazéd polimerszemcse szuszpenziok jellemzd adatait. Az atlag
szemcseméretek 142,9 nm-t6l 179,3 nm-ig valtoztak, 0,1 korili Pdl értékkel. A

pegilalassal az atlag szemcseméret 36 nm-rel nott.

5.23. tablazat: Az in vitro vizsgalatokhoz eléallitott szemcsék adatai

IFN .
Atl
. kapszulazasi tlag , Zeta Potential
Minta neve i .| szemcseméret Pdl
hatékonysag (nm) (mV)
(%)
PLGA_1-human IFN-béta 98 142,9 0,093 -18,1
PEG_PLGA_1-human IFN-béta 94 167,6 0,106 -12,3
Amino-PEG-gel boritott PLGA_1- i 1793 0,001 177
human IFN-béta

A nanoszemcse szuszpenziok stabilitasat altaldban a  zeta-potencialjuk
meghatdrozasaval jellemezziik, bar egyértelmlien értékelhetd eredménnyel csak a
toltéssel stabilizalt részecskék esetében szolgal. Egy szuszpenzié akkor tekinthetd
elektrosztatikusan stabilizaltnak, ha a zeta-potencial abszolut értéke nagyobb, mint 25
mV. A PLGA 1 IFN és a PEG_PLGA 1 IFN nanorészecskék zeta potencial értékei (-
17,7 mV és -18,8 mV) nem feltétleniil utalnak stabil szuszpenzidkra. Ennek ellenére a
feliiletére vald adszorpciojabdl adodo sztérikus taszitasnak koszonhetd. Huang és
munkatarsai [139] megallapitottak, hogy a zeta potencial értéke fiigg a hordozopolimer
koncentraciojatol. Az altaluk mért PLGA (50:50, (Mw): 30,000-60,000) 10 mg/ml-es
oldatara kapott -15 mV-0s érték 6sszhangban van az altalunk mért értékekkel, ugyancsak

10 mg/ml polimer koncentracié alkalmazasa mellett.
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5.4.3.1 Human IFN-béta tartalmi nanorészecskék in vitro Kkinetikdjanak

vizsgalata human vérplazmaban

A szemcseméret-eloszlas és kapszuldzasi hatékonysag eredmények alapjan a BSA
megfeleld modellanyagnak bizonyult az IFN-béta hatéanyag viselkedésének
tanulmanyozasara PLGA hordozopolimerek esetében. BSA-val modelleztem a fehérje
kioldodasat is PLGA_1 és PEG_PLGA 1 polimerszemcsékbdl. BSA esetében a leadasi
kisérleteket PBS-ben végeztem azért, hogy a fehérjetartalmat meghatarozhassam micro
BCA moddszerrel. A kioldddast 2 héten keresztiil kovettem.

A BSA tartalma mintak eléallitasakor 10 mg PLGA _1, ill. PEG_PLGA _1 polimerbe
60 png BSA-t kapszulaztam. A fehérjetartalmat a feliilliszobol hataroztam meg és a
mintavétel utan nem potoltam vissza kozeget. A mérés eredményeként nem a klasszikus
telitési gorbelefutast kaptam. A mért fehérjetartalom elér egy maximumot, majd csokkend
tendenciat mutat. Ez a tapasztalat azt jelzi, hogy a kioldédas mellett parhuzamosan a
fehérje bomlasa is lejatszodik. Igy a kapott mérési adatokat — mind a szemcsék fehérje
leadasara, mind a fehérje bomlasi folyamatara nézve — elsdrendi kinetikat feltételezve
ModelMaker szoftver segitségével illesztettem.

Az 5.59. 4bran lathatd egyrészt a PLGA 1 szemcsék fehérje leaddsara szamitott
telitési gorbe (z6ld gorbe) masrészt a fehérje bomlasara kapott kinetikai gorbe (fekete
gorbe). Ezeket a folyamatokat egyiittesen figyelembe véve kapjuk a mérési pontjainkat
modellezd gorbét. A BSA bomlésa kozel kétszer olyan gyors PLGA 1 polimer esetében
(0,00447 h'), mint PEG_PLGA 1 polimernél (0,00239 h'l). E16bbi 96 h-nal és 57%-nal
maximumot mutat, mig utobbinal egy plato alakul ki 27%-nal (5.60. abra).

A lassu fehérje bomlasra magyarazatul szolgalhat Fu és szerzétarsainak munkaja
[140], amelyben mérésekkel igazoltak, hogy a PLGA polimer bomlasaval savas
mikroklima alakul ki a kapszuldzott hatéanyag kornyezetében. Fehérjék esetében ez lassu
¢és kismértékli bomlashoz vezethet. A BSA adott kisérleti koriilmények kozott stabil,

bomlasdhoz a PLGA kismértékii degradacidja teremti meg a feltételeket.
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5.59. abra. BSA modellanyag koncentraciéjanak valtozasa PLGA_1 polimerbél valé kioldédasakor
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kioldodasakor

Mivel a BSA modellanyagra kimérhet6 volt a bomlasi folyamat sebességi allandoja a
fehérje kioldodasi vizsgalatok soran, ezért méréseket végeztem az IFN-béta bomlasi

sebességi  egylitthatojanak meghatarozasara is. 52,3 pg/ml-es IFN-béta oldat

crer

bomlasi folyamata 0,00529 h't elsérendii sebességi egyiitthatoval jellemezhetd (5.61. dbra).
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5.61. abra. IFN-béta oldat koncentraciéjanak idébeli valtozasa PBS-ben

Az IFN-béta tartalmu kompozitrészecskék kioldddasi vizsgalatahoz PLGA_1, ill.
PEG_PLGA 1 jelii polimerekkel késziilt mintakat hasznaltam. A fehérjetartalmat a
feliiluszobol hataroztam meg és a mintavétel utan visszapotoltam a Kivett kozeget. A
BSA-hoz hasonldan a mért adatokbdl a szemcsék fehérje leadasara és bomlasara egyarant
elsdrendi kinetikai gorbét illesztve hataroztam meg a kioldddasi és bomlasi egytitthatokat
mindkét polimerre. A két tag kombinacidjaval a mérési adatok megfelelé pontossaggal
irhatok le (5.62. abra, 5.63. abra).

Az 5.62. 4bra lathat6 egyrészt a PLGA 1-IFN-béta szemcsék IFN-béta leaddséara
szamitott telitési gorbe (zold gorbe) masrészt a bomlasara kapott kinetikai gorbe (fekete
gorbe). Ezeknek a folyamatoknak a kombinaciojabol kapjuk a mérési pontjainkat
modellezd piros gorbét.

Az IFN-béta bomlasa kétszer olyan gyors PLGA 1 polimer esetében (0,01195h™),
mint PEG_PLGA 1 polimernél (0,0068h™). El8bbi 60 h-nal és 19%-nal maximumot
mutat, mig utoébbinal egy plato alakul ki kb. 22%-nal (5.63. abra.).
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5.63. abra. Az IFN-béta koncentraciéjanak valtozasa PEG_PLGA_1 polimerbél valo kioldédasa
soran

Az 5.24. tablazatban 6sszefoglaltam mind a BSA modell hatéanyagra, mind az IFN-
bétara kapott bomlasi és kioldodasi sebességi egyiitthatokat. Mivel a varakozasok szerint
a kioldddasnak foként a polimer mindségétdl kell fliggenie, ugyanakkor a bomlas
sebessége a hatdanyag sajatsaga, érdemes ezeket kiilon targyalni. A kioldodés sebessége

mindkét vizsgalt hatdoanyagra a PLGA_1 polimer esetében 5-6-szor olyan nagy, mint a
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PEG_PLGA_1-n¢l, ugyanakkor fiiggetlen a hatdanyagtdl. A bomlasi folyamatok
sebességei mindkét polimernél az IFN-bétara kb. kétszer nagyobbak, mint a BSA-ra.
Szembetlind azonban, hogy a bomlas latszolag nem fliggetlen a polimertél. A PLGA_1
polimer esetében kétszer olyan gyors az IFN-béta bomlasa, mint a PEG_PLGA_1-ben.
Mivel a bomlasi folyamatban valdszinii, hogy a polimerek nem vesznek részt, igy az
eltérések oka inkabb a polimerek okozta eltéré kdzegben keresendd. Bar minden mérést
PBS pufferben végeztem, mint korabban emlitettem az irodalombol ismert, hogy a PLGA
mikrokornyezetében a pH savas iranyba eltolodik, ami befolyasolhatja a hatéanyagok

bomlasat [141].

5.24. tablazat. A hatéanyag bomlasi és kioldddasi sebességi egyiitthatéi PLGA 1 és PEG_PLGA _1

polimerekre
Hatb6anyag Bomlasi Bomlasi sebességi Kioldasi sebességi
sebességi egyiitthatok, h! egyiitthatok, h?

egyiitthatok, h!

PLGA_1 |PEG PLGA 1| PLGA 1 |PEG PLGA 1

IFN 0,00529 0,01195 0,0068 0,01283 0,00277

BSA 0,00447 0,00239 0,01387 0,00207

5.4.3.2 IFN-béta tartalma PLGA és PEG_PLGA nanorészecskék in vitro és vivo

toxicitasanak vizsgalata

Napjainkban egyre nagyobb hangstlyt kapnak a kiilonbozé célokkal késziilt
funkcionalizalt  nanorészecskék  toxicitds  vizsgélatai. Az  évtizedek  Ota
biodegradabilisként és biokompatibilisként ismert polimerekkel késziilt szemcséket is
vizsgaljak, hogy a hatéanyag valtoztat-e a toxicitdsdn vagy a morfologia milyen
mértékben befolyasolja a sejtfelvételkor azok életképességét. A szemcséknek szant
funkciok alapjan kiilonbozd izolalt sejteken végeznek in vitro toxicitas vizsgalatokat.
Emellett a részecskék szemcseméret eloszlasa alapjan a felhalmozodasuk legvaldsziniibb
helye szerint valasztanak sejt kultirakat a tovabbi toxicitas vizsgalatokhoz.

Nekiink is lehetdségiink nyilt citotoxicitds vizsgalatokat végeztetni a
Természettudomanyi Kozpont Enzimologiai Intézetében Dr. Monostory Katalin
csoportjaval PLGA_1 és PEG_PLGA 1 polimerekkel késziilt IFN-béta tartalmi

szemcsékre. A mintaink szemcseméret eloszlasai alapjan atlag 150 nm-es szemcsék
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leginkabb a majban, a 1épben dusulhatnak fel, ennek megfelelden a részecskék toxicitasat
majsejteken tanulmanyoztuk.

A 4 6ras primer hepatocitakon végzett citotoxicitas vizsgalatban mind a PLGA_1-
IFN-béta, mind a PEG_PLGA_1-IFN-béta nanorészecskék esetén a kontroll (kezeletlen)
sejtekhez hasonlo viabilitdsi értékeket tapasztaltunk, azaz a nanorészecskék a

hepatocitakra a vizsgalat ideje alatt nem gyakoroltak toxikus hatast (5.64. abra).

100%
00 m Kontroll ®PLGA-IFN-CY5 PEG-PLGA-IFN-CY5
0
80% {
3 0% I I
w0 60%
2
% 50%
45y
< 40%
(0]
o 30%
20%
10%
0%
0 120 180 240

Idd, perc

5.64. abra. Viabilitas adatok

Az in vitro mérésekben csak kivalasztott sejteken tanulmanyozhatjuk az esetleges
toxikus hatdsokat, ezért in vivo vizsgalatokat is végeztettiink patkanyokon. A patkany-
IFN-béta tartalmtt PLGA_1 és PEG PLGA_1 részecskékkel két fiiggetlen toxicitasi
kisérletsorozat is lezajlott. Az 5.25. tablazatban szerepld kiilonféle mintak hatasat
tanulmanyozhattuk.

A vizsgalatot végzok egyes egyedeknél vese elszinezOdést, ill. vesetagulatot
(bgynevezett pyelectasist) tapasztaltak. A halvany vese kifejezést arra az allapotra
hasznaljak, amikor a vese nem a normalis piros szinii, hanem az elégtelen vérellatas miatt
vérszegény/vértelen. Az oszlopdiagramokon az esetszamokat tiintettem fel. Lathato, hogy
mortalitas nem tortént, vese elszinez6dést tapasztaltunk nagyobb szamban (5.65. abra).
Eldszor 11 allat volt érintett az 9sszesen 30 nanoszemcsével kezelt allat koziil. Masodszor
13 allat volt érintett az dsszesen 30 nanoszemcsével kezelt allat koziil. Mindkét esetben

hasonl6é mértékben tapasztaltunk toxicitast.
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5.25. tablazat Az in vivo toxicitasi vizsgalatokban szereplé mintak

1. Kkisérletsorozat

2. Kkisérletsorozat

Abszolut kontroll (kezeletlen)

Abszolut kontroll (kezeletlen)

PI 1: patkany IFN-béta (Ra-1FN) oldattal kezelt

PI 8: patkany IFN-béta oldattal kezelt

Pl 2: PLGA_1-BSA vak (a hatéanyagot nem
tartalmaz6) nanorészecskékkel kezelt

PI 9: human IFN-béta oldattal kezelt

Pl 3: PEG_PLGA_1-BSA vak (a hatéanyagot
nem tartalmazd) nanorészecskékkel kezelt

PI 10: nanoprecipitacioval eléallitott PEG_
PLGA_1 vak (a hatbanyagot nem tartalmazo)
nanorészecskékkel kezelt

PI 4: utélag PEG-gel boritott PLGA_1-BSA vak
(a hatéanyagot nem tartalmazo)
nanorészecskékkel kezelt

Pl 11: PLGA_1-human IFN nanorészecskékkel
kezelt

Pl 5: PLGA_1-BSA-Ra-IFN nanorészecskékkel
kezelt

Pl 12: PEG_PLGA 1- human IFN
nanorészecskékkel kezelt

Pl 6: PEG_PLGA_1-BSA-Ra-IFN
nanorészecskékkel kezelt

Pl 13: PLGA_1- Ra- IFN nanorészecskékkel kezelt

PI 7: utdlag PEG-gel boritott PLGA_1-BSA-
Ra-IFN nanorészecskékkel kezelt
(Amino_PEG_PLGA)

Pl 14: PEG_PLGA_1- Ra- IFN nanorészecskékkel
kezelt

H Mortalitas

=
p=

H® Vese elszinezddés

pyelectasis

= .
0 S) N

Mennyiség, db
()]

E=Y

[ ]

o

Interferon oldatok Interferon tartalmu Interferon tartalmi Amino_PEG_PLGA

PLGA nanoszemcsék

PEG_PLGA nanoszemcsék

nanoszemcsék

5.65. Toxicitas adatok a két fiiggetlen in vivo toxicitasi vizsgalatra
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A két kisérletsorozatban 0sszesen 14 mintdt vizsgaltunk. Az alkalmazott mintak
jellemz6i az 5.25. tdblazatban vannak feltiintetve. Mindegyik minta egy-egy 5 fOs
patkanycsoporton volt tesztelve. Mindkét kisérletsorozatban volt kezeletlen mintacsoport
¢és IFN-béta oldattal kezelt. A hatéanyagra vak nanoszemcsét tartalmaz6 mintadk egyrészt
nanoprecipitacioval, masrészt emulzios modszerrel késziiltek. Az elsé sorozatban a
hatéanyagra nézve vak mintak tartalmaztak BSA-t, a méasodik sorozatban mar nem. Az
elsd sorozatban vizsgaltuk az utélagosan pegilalt PLGA_1 polimerrel késziilt szemcséket
is, a masodikban mar csak PLGA_1-gyel és a PEG_PLGA_1-gyel eléallitott szemcsék
hatdsat tanulmanyoztuk.

Toxicitas jeleit egyediil a Ra_IFN oldattal és a BSA tartalmi Amino PEG PLGA-
val késziilt mintdkkal kezelt allatoknal nem tapasztaltunk. A BSA tartalmt
PEG _PLGA 1 nanorészecske esetében 5 allatbol 1-nél tapasztaltunk vese elszinezddést
¢s pyelectasist. A kétféle veseelvaltozas koziil nagyobb szdmban fordult eld vese
elszinez6dés, mint vesetdgulat. Humdn IFN-béta tartalmu részecskéknél egyarant
észlelhetiink vese elszinez0dést és 3 alkalommal vesetagulatot, ill. human IFN-béta oldat
hatdsara is 1 allatnal mindkét elvaltozas megfigyelhetd volt. A patkany IFN-béta tartalmu
nanoszemcsék mind BSA-val, mind BSA nélkiil toxikusnak bizonyultak, nagyrészt vese

elszinez0dést tapasztaltunk (5.66. és 5.67. abra).

® Mortalitdas M Vese elszinezédés pyelectasis

w

Mennyiség, db
[

[

PI-3 BSA-PEG_PLGA PI-6 IFN-PEG-PLGA  PI-10 PEG_PLGA PI-12 Human IFN-  PI-14 Patkany IFN-
nanoszemecse nanoszemecse szemcse PEG_PLGA PEG_PLGA
nanoprecipitaciéval nanoszemcse nanoszemcse

s e s e

nanorészecskékre
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A sejtek nanorészecske felvételére és a citotoxicitas vizsgalatara els6sorban in vitro
koriilmények kozott szamos tanulmany taldlhaté. Altalanosan elmondhatd, hogy a
nanorészecskék eloszlasa a kiillonbozd szervekben egyrészt a méretiiktdl, masrészt a
feliileti toltésiiktdl fiigg, ami szoros Osszefiiggésben van egy konnyen mérhetd
jellemzojiikkel, a szuszpenzidjuk zeta potencial értékével [142].

A nanorészecskék méretének felsé korlatja a megcélzott sejtreceptoroktol fiiggden
valtozhat, de egy 200 nm-nél nagyobb atmérdjii nanorészecske aktivalja a
retikuloendotelialis rendszert, ami gyorsan eltavolitja a vérarambol, igy felhalmozddnak
a majban és a Iépben [143, 144]. Moghimi és munkatarsai javasoltak egy 150 nm
maximalis mérethatart a gdmb alaktl nanorészecskékre a 1épben torténd szilirés elkeriilése
érdekében [145]. A pegilalt PLGA nanorészecskék hosszabb ideig képesek keringeni a
vérben, mint a nem pegilalt PLGA szemcsék, de ez még nem akadadlyozza meg a
nanorészecskék megkotését a majban, csak modositani tudja a sejtek eloszlasat.
Valojaban a pegilalt PLGA szemcsék csokkent Kupffer sejtfelvétele és a mérete (150-
200 nm), amely lehetévé teszi az atjutast a fenestralt sinusoidalis endotheliumon. A
nanorészecske ezutan elérheti a Disse teret, majd kdlcsonhatasba 1éphet a hepatocitakkal.
A hepatocitak kulcsszerepet jatszanak a test méregtelenitésében. Az irodalom szerint a
feliiletaktiv anyag nélkiil, nanoprecipitacioval késziilt, iires PLGA nanorészecskéket

(szemcsemérete: 178 + 7 0 nm, zeta potencial: —31,5 £ 1,4) a patkany majsejtek in vitro
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94,2%-ban veszik fel 1h inkubacié utan [146]. A pegilalt arany nanorészecskéket
vizsgalva a fenestralt glomerularis endotélia atlagos pérusatméréje 80-100 nm-nek
adodott [147].

A vesékben a peritubularis kapillarisoknal a részecskék felhalmozodasa nem mutat
egyértelmil Osszefiiggést a mérettel, mig a vesetestekben ugyanez erésen méretfiiggd. A
legkisebb részecskéket kimutattdk a peritubularis kapillarisokban, mig a vesesejtekben
gyakorlatilag nem wvoltak jelen. A 10 nm-es nanorészecskék nagyobb mértéki
felhalmozodasat figyelték meg a vesékben, mivel a nagyobb nanorészecskék a 1épben és
majban dusulnak fel, ezért kevesebb nagyméretii részecske jut el eleve a veséig [147].

Kimutattadk, hogy TiO2 nanorészecskék hosszu tartdzkodasa a vesében a sejtek
zsugorodasat okozhatja a vesesejtek tulzott nanorészecske-felvétele miatt [148]. Finom
részecskekkel kezelt ndstény egerekben a vese tubulus megtelt fehérje folyadékokkal és
a ves€k hisztopatologiai tanulmédnyozésa soran a vese glomerulusanak sulyos duzzanatat
figyelték meg [149].

Feltételezhetjiik tehat, hogy az atlag 150-170 nm-es részecskéink 200 nm-nél
nagyobb frakcioja a majban, a 150 nm-es részecskek egyrésze a 1épben dusulhat fel. A
majban, a lépben nem tortént hisztopatologiai elvaltozds, ezért elképzelhetd, hogy a
nagyobb részecskék, agglomeritumok bekeriilve a véraramba a jelenlévd, a
diszpergalddasukat segiteni tudo fehérjék hatasara kisebb szemcsékre estek szét és nem
szlirte ki azokat a maj és a 1ép. Masrészt az is elképzelhetd, hogy az ekkora szemcsék
ténylegesen nem okoznak elvaltozasokat. A vesékben azonban tapasztaltunk toxicitasra
utalé jeleket, amelyek az elObbiek szerint adodhatnak a nagyobb mennyiségben
felhalmozddott 50 nm alatti szemcsék jelenlétébdl. A Liao és munkatarsai [150] ennek
megfeleld tapasztalatrol akkor szamoltak be, amikor intravénasan adagoltak MeO-
PEG_PLGA-PEG-OMe triblock kopolimer nanorészecskéket és azok szemcsemérete
<50 nm volt. A PEG lanc bomlastermékei lehetnek toxikusak, igy a nanorészecskék
szemcseméretébdl adodo esetleges toxikus hatast felerdsithetik a PEG lanc

bomlastermékei.
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6 Osszefoglalas

A dolgozatban  gyogyszerhatéanyagok ¢és  fazisvaltd  hdtarold  anyagok
mikrokapszulazasat tanulmanyoztam az alkalmazési teriiletiik bdvitése ¢és a
hatékonysaguk novelése céljabol.

Kidolgoztam egy a klasszikustol eltérd eljarast, amellyel kiterjesztettem a szférikus
agglomeracidé moédszerét a vizoldhatdo hatéanyagok teriiletére. Viz—etanol—etil-acetat
old6szerharmas kétfazisu oldoszerelegyében Kitozan és natrium-polisztirol-szulfonat
polielektrolitok kémiai és antiszolvens precipitacidjat kombinalva 1j tipusu
nanoszerkezetli mikrorészecskéket hoztam 1étre human szérum albumin kapszulazésara.
Klasszikus és IR technikdval meghatiroztam azt a szlik Osszetétel-tartomanyt az
alkalmazott oldoszerharmasra nézve, ahol a kezdeti kétfazisu elegybdl kiindulva etanol
befolyasold paraméterek hatdsanak vizsgalataval egy valdszinlisithetdé mechanizmust
vazoltam fel a szemcsék kialakuldsara.

A timsé kristalyokbol egyszeri szférikus agglomeracioval és emulzios olddszer-
diffuzios modszerrel is sikeriilt szférikus agglomeratumokat eléallitani, amelyek
jellemzésére SEM felvételek, vezetOképességi, TG ¢és DSC mérések torténtek.
Révilagitottam arra, hogy a két kiillonb6z0 mechanizmussal képzddott
agglomeratumoknak kiilonb6z6é mind az atlagos kristalyviz-, mind a timsotartalmuk. A
DSC mérések alapjan megallapithato volt, hogy a mért kristalyviz mennyiséggel, ill. a
Rontgen diffrakcios mérések alapjan meghatarozott termék Osszetétellel 6sszhangban
1évé timso-tartalommal ardnyos a termékek vizvesztése €s megolvadasa sordn mérhetd
hé mennyisége.

Tanulméanyoztam egyszerii emulzios oldoszer-elparologtatasos modszerrel késziilt n-
hexadekan fazisvaltoé hétarold anyagot tartalmazo poli(metil-metakrilat) és etil-celluloz
mikrorészecskék morfologidjat. A szétteriilési egyiitthatok meghatarozasaval
megallapitottam, hogy poli(vinil-alkohol) és Tween 80 emulgeatorok alkalmazasakor az
n-hexadekan-tartalma polimer kapszulak — az eléallitasuk id6tartama alatt — nem érik el
az egyensulyi morfoldgidjukat, igy alakulhatnak ki a mag-héj szerkezetli szemcsék. Az
alkalmazott paraffin-polimer tomegaranyoknal az eltéré feliiletifesziiltség-viszonyok

miatt a szemcsék héjszerkezete kiilonb6zé mértékben pordzus. Modelleztem a feliileti
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fesziiltség szerepét a kiilonb6zd porozitdsu héjak kialakuldsdban, és Osszevetettem a

Az interferon-béta hatdbanyag mikrokapszulazasat emulzids olddszer-elparologtatasos
modszerrel hajtottam végre. Az utobbi mddszerrel sikeresen allitottam el6 (poli(tejsav-
glikolsav)-human interferon-béta ¢és (poli(tejsav-glikolsav)-polietilén-glikol-human
interferon-béta nanorészecskéket 80-90% kapszulazasi hatékonysaggal és térfogati atlag
szerinti 160-170 nm-es szemcsemérettel. Kioldasi vizsgalatokkal igazoltam, hogy az
eldallitott nanorészecskék minimum egy héten at képesek nyujtott interferon-béta

hatoanyagleadast biztositani human vérplazmaban in vitro koriilmények kozott.
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Tézisek

Tézisek

1)

2)

a. Kidolgoztam egy olyan, a klasszikustol eltérd, szférikus agglomeracios
moddszert nanoszerkezetli szemcsék eldallitasara, amely alkalmas 0j, vizoldhato
fehérje tipusu gyogyszer (természetes interferon) kitozan és natrium-polisztirol-
szulfonat polimerekbe vald kapszuldzasara. A folyamatban oldoszercserés és
kémiai precipitacido kombinacidja jatszodik le. A modszer megvalositdsahoz nincs
sziikség sem feliiletaktiv anyag jelenlétére, sem hdmérséklet kiilonbség
alkalmazésara.

b. Meghataroztam a 10-15% (V/V) EtOH ¢és 65-70% (V/V) EtOAc mennyiség
altal leirt sziik Osszetétel-tartomanyt a vizzel alkotott oldoszerhdrmasra nézve,
ahol a kiindulasi kétfazisu elegybdl kiindulva etanol, ill. etanol—etil-acetat elegy
hozzaadasaval szférikus agglomeratumokat kaptam. Kisérletileg igazoltam, hogy

a folyamat részlépéseiben kialakul6 oldoszer-0sszetételek jelentds hatassal vannak

crer

Kétféle, szférikus agglomeracios, illetve emulzios olddszer-diffuzios modszerrel
sikeriilt KAI(SO4)2-12H20 szférikus agglomeratumait elallitani.

Szférikus agglomeracidés mechanizmussal nem teljesen szférikus és kevésbé stabil,
KAI(SO4)2-12H20-ként azonosithatd agglomeratumok allithatok eld.

Emulziés oldoszer-difftizios mechanizmussal stabilabb, és szinte tokéletesen
gomb alaku agglomeratumok képzddnek, azonban Gsszetételiiket tekintve nem
tisztan 12 kristalyvizes timsot tartalmaznak. A timson kiviil tovabbi 4 kristalyos
s6 mutathato ki: rostite (AlI(SO4)(OH)-5H20), alunogen (Al2(SOa4)3-17H20),
vizmentes KAI(SOa)2 és vizmentes K2SOa.

A kiilonboz0 atlagos kristalyviz-, ill. timsotartalmt mintadknak a vizvesztésiik és a
megolvadasuk soran mérhetd hé mennyisége aranyos a kristalyviz-, ill.

timsotartalommal. [S2]
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3)

4)

Megéllapitottam, hogy n-hexadekan féazisvaltd hdtarold anyagot tartalmazod
poli(metil-metakrilat) és etil-celluloz hordozd polimerekkel, emulzios olddszer-
elparologtatasos modszerrel, polivinil-alkohol vagy Tween80 emulgeatorok
alkalmazasa mellett, 1étrehozott mikrokapszulak a szétteriilési egyiitthatok alapjan
nem ¢érik el az egyensulyi morfologiajukat. Az eltéré emulgeator oldatok hatasara
kialakulo kiilonbozd feliileti fesziiltség viszonyok a mag-héj szerkezet mellett a

kiilonboz6 mértékii porozitasban mutatkoznak meg. [S3]

Sikerrel allitottam el6 human interferon-béta hatéanyagot tartalmazé (poli(tejsav-
glikolsav) és (poli(tejsav-glikolsav)-polietilén-glikol nanorészecskéket 80-90%
kapszulazasi hatékonysaggal és térfogati atlag szerinti 160-170 nm-es atlagos
szemcsemeérettel. A nanorészecskek legalabb egy héten at képesek voltak nyujtott
interferon-béta hatdanyagleadast biztositani human vérplazmaban in vitro
koriilmények kozott. Az interferon-béta hordozod nanorészecskék in vitro
citotoxicitasi vizsgalatokban nem mutattak citotoxicitast, azonban az in vivo
kisérletekben a kétféle polimerrel késziilt nanorészecskék enyhe toxicitast

valtottak ki a vesékben. [S4]

Theses

1)

a. | have developed a non-classical spherical agglomeration method for the
preparation of novel nanostructured particles suitable for the encapsulation of
water-soluble protein-type drug (natural interferon) in chitosan and sodium
polystyrene sulfonate polymers. The process involves the combination of
antisolvent and chemical precipitation. Neither the presence of a surfactant nor the
application of a temperature difference is required to execute the method.

b. I determined the narrow composition range described by 10-15% (v/v) ethanol
and 65-70% (v/v) ethylacetate for the solvent mixture with water, where spherical
agglomerates containing HSA in a polymer matrix of chitosan and sodium
polystyrene sulfonate were obtained from the initial two-phase mixture by the
addition of ethanol or ethanol-ethyl acetate mixture. 1 have experimentally
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demonstrated that the solvent compositions formed in the sub-steps of the process

have a significant effect on the morphology of the resulting agglomerates. [S1]

2 | prepared spherical agglomerates of KAI(SO4)2-12H20 by two different methods,
namely spherical agglomeration and emulsion solvent diffusion.
By spherical agglomeration mechanism, less stable agglomerates, not fully
spherical and identifiable as KAI(SO4)2:12H20, can be produced.
By emulsion solvent diffusion mechanism, more stable and almost perfectly
spherical agglomerates are formed, but they are not pure potash alum with 12
crystallization water in composition. In addition to potash alum, 4 other crystalline
salts can be detected: rostite (Al(SO4)(OH)-5H20), alunogen (Al2(SOa)3-17H20),
anhydrous KAI(SOa)2 and anhydrous K2SOa.
The amount of heat measured during dehydration and melting of the samples with
different average crystallization water and potash alum contents is proportional to

the crystallization water and potash alum contents, respectively. [S2]

3 | stated that microcapsules formed with poly(methyl methacrylate) and ethyl
cellulose carrier polymers containing n-hexadecane phase change material, using
emulsion solvent evaporation method and polyvinyl alcohol or Tween80
emulsifiers do not reach their equilibrium morphology based on the spreading
coefficients. The different surface tension conditions due to the different
emulsifier solutions are revealed in the different degree of porosity in addition to

the core-shell structure. [S3]

4 | successfully prepared interferon-beta containing nanoparticles of (poly(lactic
acid-glycolic acid) and (poly(lactic acid-glycolic acid)-polyethylene glycol carrier
with 80-90% encapsulation efficiency and volume average particle size of 160—
170 nm. The nanoparticles were able to provide extended interferon-beta drug
release in human blood plasma for at least one week under in vitro conditions. The
interferon-beta carrying nanoparticles did not show cytotoxicity in in vitro
cytotoxicity assays, however in in vivo experiments the nanoparticles formed with

these two polymers induced mild toxicity in the kidneys. [S4]
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8 Melléklet

8.1 PSS oldhatésaga viz—etanol—etil-acetat oldészerharmasban

M.1. tablazat. Mért és szamitott PSS oldhatosagadatok, mg/ml

Mért Szamitott Eltérés
1 3,8242 3,572866 0,25133
2 3,54289 3,135157 0,40773
3 3,47181 3,407337 0,06447
4 3,33366 3,287399 0,04626
5 3,17349 3,071856 0,10163
6 3,71208 3,509774 0,20231
7 1,60176 3,136701 | -1,53494
8 0,60066 0,330294 0,27037
9 3,90029 3,43452 0,46577
10 2,65692 2,141617 0,51530
11 7,59506 9,368625 | -1,77356
12 6,21683 6,702304 | -0,48547
13 4,74642 4,671719 0,07470
14 3,8232 3,565358 0,25784
15 2,98408 2,921191 0,06289
16 1,7329 1,602702 0,13020
17 1,0956 0,9994915 | 0,09611
18 0,77485 0,6059932 | 0,16886
19 0,57643 0,3630057 | 0,21342
20 0,36146 0,1529782 | 0,20848
21 4,512058 4,584612 | -0,07255
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22 2,062666 2,493602 | -0,43094
23 1,727983 1,249132 0,47885
24 0,03257079 | -0,4945763 | 0,52715
25 2,892779 3,594394 | -0,70162
26 4,516963 4,69499 -0,17803
27 5,874455 6,096559 | -0,22210
28 7,074228 7,448688 | -0,37446
29 7,956743 8,487906 | -0,53116
30 18,25606 17,16464 1,09141
31 18,8239 18,03407 0,78983
32 59,76844 59,33419 0,43425
33 52,32207 52,8764 -0,55433

Az illesztés egyenletei:

Full Cubic: y = Pix1 + B2x2 + Baxs + PraXaXe + P13XaXs + B23XaX3
+512X1X2 (X1 — X2) + 013X1X3 (X1 — X3) + 823X2X3 (X2 — X3) +123X1X1X2X3

Full Cubic: y = pix + oy + B3z + [J1oXy + [13XZ + Posyz +012XY
(X—y) + 013XZ (X — 2) + 0o2yz (Y — Z) +P123XyZ

A full cubic 6sszefliggésbdl a kovetkezd konstansok szamithatok:

V=+749,98648661462*x+0,10883857620932*y-0,022193735636857*2-
*x*y-1383,304984007 7*x*z-
178,36934424274*y*7+2329,2799783984*x*y*z-
1045,5564551518*x*y*(X-y)-826,16753142312*X*7*(X-2)
*y*z*(y-2)+0,
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Observed vs. Predicted Values
3 Factor mixture design; Mixture total=1,, 33 Runs
Model: Cubic
70 .
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M.2. abra. Mért és szamitott értékek, R-sqr=,9981

Fitted Surface; Variabla: mg/ml
DV: mg/ml; R-sgr=1.; Adj:1,
Maodel: Cubic

B - 500
Bl < 500
[ ] =400
B < 200
Bl -0

M.3. abra. PSS oldhatosaganak 3D-s abraja mg/ml-ben viz-etanol-etil-acetat oldészerharmasban
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8.2 Kitozan-HSA-PSS szemcsék morfologiaja

M.4. tablazat Kitozan- HSA- PSS szemcsék morfolégiai tulajdonsagainak bemutatasa

fénymikroszkopos felvételekkel

Kisér

Mino

let ség Jellemzok Mikroszképos felvételek Nagyitas
480 pm
4 X
1-10 1A* < 10X
=
=]
Jo stabilitasa 1200 um
¢s majdnem
szférikus szemcse ‘ ‘ §
11-25 1A = 4X
e
11-28 1A .I ' 10X
11-29 1A 10X
11-26 1A 10X
Rossz
stabilitasu, de
11-2 1B majdnem 4X
szférikus szemcse
11-21 1B 10X
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J6 stabilitasy, 4
de kevésbé
11-20 2B | szférikus szemcse 4X
Jo stabilitasu, SEM felvétel
1-14 3A de 0sszeolvadt
agglomeratumok
Jo stabilitasu,
de szabalytalan
11-3 4A alakt szemcsék ‘ 10X
. e
11-4 AA L ‘,- 10X
AN
23|  4A 'p 4x
7=
11-24 4A 10X
11-27 4A 10X
Rossz
stabilitasa és
-1 4B | szabélytalan alaka 10X
szemcsék ‘
Rossz SEM felvétel
1-9 58 stablh‘fasu e§ la}zg
csomok, mallasi
tormelékek
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8.3 Kitozan-HSA-PSS szemcsék fehérje tartalmanak meghatarozasa

1,35 1 —0 pg/ml
—3,8 pg/ml
1,15 1 —19 pg/ml
—38 pg/ml
0,95 - 190 pug/ml
— fehérje nélkiili szirlet
© 0,75 ~ —rfehérje tart. ism.
§ - kiilonbség spektrum
20,55 -
S
o
2
< 0,35 -
-0,05 wf 550 600 650 700 750 800 850
-0,25
Hullamhossz, nm
M.5. abra. 1-24 minta fehérjetartalmanak meghatarozasa UV-VIS spektrumainak elemzésébol
1,2
1,0 1
y =0,0022x + 0,6923
2 —
081 R2=0,9986
S
c 4
)
o]
© 0,6
©
'S
T
2 04
o
&
el
<02
0,0 T T T
0 50 100 150 200

Koncentracio (ug/ml)

M.6. abra. 1-24 minta fehérjetartalmianak meghatirozasahoz kalibraciés gorbe
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8.4 Kitozan, HSA és PSS oldatok toltés mennyiségének meghatarozasa
8.4.1 Toluidinkékes titralas

A mintak kitozanbol és HSA-bol szarmazd pozitiv ionjainak kiegyenlitédéséhez
sziikséges PSS mennyiségét toluidinkék oldat jelenlétében titraldssal hataroztam meg. A
titraland6 mintak ugy késziiltek, hogy az I-10 minta vizes fazisdnak komponensei koziil
csak kitozant, ill. csak HSA-t, majd HSA-t és kitozant egyiitt tartalmazé oldatot
készitettem. Az igy késziilt mintak 0,2 ml-ét 20 ml-re felhigitottam, ezzel egyiitt a 2%-0S
PSS titralé oldat 0,2 ml-ét is 20 ml-re higitottam 4%-os ecetsav oldattal. A titralando
mintdk 20 ml-éb6l 2 ml mintat 60 pl 0,03% (w/w)-os toluidinkéket tartalmazé oldat
mellett titraltam.

Az abszorbancia valtozasat az adagolt PSS oldat mennyiségének fliggvényében 600
¢s 635 nm-en olvastam le. A 635 és 600 nm-en mért abszorbancia kiilonbségének
valtozasa 0,1-t61 -0,1-ig torténik. A kitozanbol, HSA-bdl és a toluidinkékbdl szarmazo
pozitiv ionok a PSS-hez kotddnek. Ahogy a PSS adagolasaval a PSS elfogyasztja a
kitozanbol és a HSA-bol szarmazd pozitiv toltésti ionokat, tigy kotédik a PSS a
toluidinkékhez. A toluidinkék kotédése PSS-hez szinvaltozassal jar és a kapott titralasi

1épcsd az abszorbancia goérbében a toluidinkék mérése PSS-el.
8.4.2 A PSS és a kitozan toltésaranyanak meghatarozasa

Nasti ¢és munkatarsai munkdja [151] nyomén toluidénkék (metakrém) indikator
mellett végzett titralassal hatdroztam meg, hogy adott kitozdn és HSA tartalom mellett
mennyi PSS-bdl szarmazo ellenionra van sziikség az ecetsavas oldatukban jelenlévd
pozitiv toltések kiegyenlitésére.

A HSA izoelektromos pontja 5,1; molekulatomege 69 000 Da. pH<5-nél a HSA
pozitiv toltést vesz fel, amelynek mennyis€ége monoton né a csokkend pH-val. Zeta
potencial mérésekbdl a Lorenz-Stokes 0sszefliggés alapjan a szamitott, nem kompenzalt
toltések szama becsiilhetd. A pozitiv toltés maximuma a szdmitasok szerint pH=3-nal van
és az értéke 7,9 [152]. Az 1%-os ecetsavas kitozan oldat pH-ja 3,3. A HSA a lehetséges

maximalis pozitiv toltésszdmhoz kozeli toltés révén kotddhet.
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Ding és szerzétarsai munkaja [153] megerésitette, hogy a 2%-0s PSS oldatban pH =
2,67-nél szinte teljesen deprotonalt forméaban van a polimer. A protonalt és a deprotonalt
forma aranya pH = 1,96-nal 0,11, mig pH = 4-nél 1,1-10°3,

A kitozan pKa értéke kb. 6,3-nél van, ami szerint az ecetsav oldat pH-jan protonalt
allapotban vannak a deacetilezettségi %-tol fliggden jelenlévdé amin csoportok. Egy a
kereskedelmi forgalomban elérhetd kitozan esetében a pH-t pH = 6-r6l 4-re csokkentve,
ha a polimer deacetilezettsége 88%, a toltéssliriség (a toltéssel rendelkezé monomerek
szama) 59%-161 88%-ra emelkedik [154].

Az irodalomban leirtak alapjan tehat a kitozan és a HSA kozos ecetsavas oldataban
1év6 pozitiv toltésli csoportokat semlegesithetjiik az esetsavas oldataban teljesen
deprotonalt polisztirol-szulfonat csoportokkal. A semlegesités folyamata kovethetd
toluidinkék festék jelenlétében.

Zidtkowska és munkatarsai [155] natrium-dodecil-szulfatot-ot titraltak
toluidinkékkel. A toluidinkék vizben mért abszorbancia csucsai 635 és 597 nm-nél
vannak. A 635 nm-es cstics a monomer csucsa, az 597 nm a dimer csucsa. Mahmoud és
munkatarsai PPS-Na kolcsonhatasat vizsgéltdk a toluidinkékhez nagyon hasonld
metilénkékkel UV-vis spektrofotometridsan [156]. A  spektralis valtozasok
Osszehasonlithatok a pozitiv toltések PSS—sel titralasakor tapasztaltakkal toluidinkék
jelenlétében.

Titralast végeztem kitozan és kitozan—HSA tartalmu oldatokban, ill. HSA tartalmua
oldatokkal. Nasti és munkatarsai munkaja [151] alapjan toluidinkék festék jelenléte
mellette PSS oldat adagolasaval a 635 és 600 nm-en mért abszorbancidk kiilonbségét az
adagolt térfogatok fiiggvényében abrazolva nyerjiik a titralasi gorbéket. A négy titralasi
gorbét Osszehasonlitva a lefutdsuk jellege megegyezik. Egy jellemzd titralasi gorbe

lathato az M.7. abran.
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M.7. abra. Kitozan oldat titralasa PSS oldattal toluidinkék mellett

Mivel az abszorbanciavaltozas a toluidinkék PSS-hez kotodésébol adodik, ezért a
Kitozanra és a HSA-ra kiilon-kiilon és egyiittesen fogyd PSS mennyiségek a titralasi gorbe
kezdeti kis meredekségii szakaszara (lila pontok), ill. a toluidinkék szinvaltozasat mutatd
meredek szakaszra illesztett egyenesek metszéspontjabdl (fekete vonal) hatarozhatok
mennyiség a titralasi gorbe befejezd, kozel vizszintes szakaszanak illesztésbdl kapott
egyenes (piros vonal) és az eldbbi (fekete) meredek szakasz metszéspontjabol kaphato
meg.

Az abran 1év0 titralasi gorbe kiméréséhez az 1-10 mintanak megfeleld vizes fazist
ugy mértem Ossze, hogy tartalmazza az adott mennyiségii kitozant HSA nélkiil, 9,8 mg/ml
koncentracioban, majd 100x-ara higitottam és ezt az oldatot titraltam szintén 100x-ara
higitott PSS oldattal. A lila és a fekete egyenesek metszéspontjaként 146,1 ul titer
adodott. A fekete és piros metszésvonal pedig 189,3 ul titernél talalhatd. A toluidinkékre
szamithato PSS titer tehat a két fogyas kiillonbségeként 43,2 ul (M.8. tablazat). Ugyanezt
a titralast elvégeztem a kitozan és HSA egyiittes jelenléte esetében, ahol a kitozan
0,098 mg/ml, a HSA 0,0097 mg/ml koncentracioban volt jelen a 100x higitas utan. Az
el6zokkel 6sszhangban a toluidinkékre a fogyas kiilonbségekbol 45,4 ul-t kaptam. Nasti

¢és munkatarsai a toluidinkékes titralast a kisérleteikben alkalmazott kitozan
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deacetilezettségi fokanak megallapitdsdra hasznaltdk. Az irodalomban ismert
meghatarozas és szamolds [157] az éltalam hasznalt kitozanra a gyarté altal megadott
nagyobb, mint 85%-os értékkel jo egyezést mutatd 83%-ot adott. Ez az eredmény is azt
bizonyitja, hogy a 4%-0s ecetsav pH-jan a deacetilezettségi % szinte teljesen megegyezik

a megadott értékkel.

M.8. tablazat. A PSS oldat fogyasa (ul) kitozan, kitozan-HSA és HSA oldatokra

] . A teljes és a PSS Atlagos toluidinkék
oo | PSS fogyis, Teljes PR ) . .
Titralandok | foovis. ul fogyasbdl szamitott fogyassal visszaszamolt
H BYAS L toluidinkék fogys, pl PSS fogyis, pl
Kitozan 146,1 189,3 43,2
HSA 411 97,7 56,6 53
Kitozan HSA
itozan_HS 207,8 253,2 45,4
egyluttesen
2X
mennyiségii 77,6 130,1 52,5 86
HSA

A HSA oldatot 6nmagaban mérve azonban mar nem ennyire egyértelmii a helyzet.
A HSA egyszeres mennyiség (0,0097mg/ml) vizsgélatanal a titralasi gorbében
tapasztalhatd egy ugras a meredek szakaszon. A szamolasok is jelzik annak lehetdségét,
hogy két egymasba olvado 1épcsé irja le a pozitiv toltések fogyasanak folyamatat. Ha egy
1épcsdsként tekintiink a titralasi gorbére, akkor a HSA-ra 41,1 pl fogy, mig az Ossztiter
97,7 pl-nek adodik. A kiilonbség azonban nagyobb érték, mint amit koradbban a
toluidinkékre, mint titert meghataroztam. Ha a kitozanos mérésekbdl a toluidinkékre
kapott titereket atlagolom ¢és igy 44 pl titerrel szdmolok, akkor a HSA-ra 53 pul PSS
kellene, hogy fogyjon. Sigmoid gorbét illesztve a titralasi gorbe elsd szakaszara 52,7 pl-
es értékkel az illesztés josagara az R?-re 0,996-ot kaptam. Valésziniisitheté, hogy a HSA
toltéseinek semlegesitése két 1épesben zajlik. Egy tovabbi mérést is elvégeztem kétszeres
mennyiségli (0,018mg/ml) HSA jelenlétében. Ebben az esetben nem tapasztaltam
tobblépcsos titralasi gorbét, igy 44 pl titerrel szdmolva a toluidinkékre a kapott 86 pl
kicsit tobb mint a kétszerese a kordbban az egylépcsdsnek tekintett gorbébdl szamitott
41,1 pl-nek. A titraldsok soran az Osszetevok altal a rendszerbe Osszesen adott pozitiv

toltések mennyisége nem egyértelmiien additiv. Kiilondsen a HSA esetében ennek tobb
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oka is lehet, egyrészt a titralas sordn a valtozo ionerdsség is, masrészt a titralas sebessége
is befolyasolhatja a PSS szamara elérhetd toltések szamat.

A mérések, majd a szamitdsok alapjan a KPH-10 minta esetében a bemért 1,15 ml
1% kitozan és 0,3 ml HSA oldatokban 1év6 toltések kiegyenlitéséhez sziikséges PSS oldat
mennyisége 0,81 ml, amelynek kozel masfélszeresét 1,15 ml 2% oldatot alkalmazva
allitottuk eld a szférikus agglomeratumokat. A toltés kiegyenlités meghatarozéasa soran
tapasztaltak szerint a megfeleld feleslegben alkalmazott PSS ellenionnal egyértelmiien

elérhettiik a toltések semlegesitését.

8.5 Timsé agglomeratumok DSC diagramjai
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M.9. abra. KAI(SO4)2-12H20 DSC diagramja
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M.10. abra. KAI26 DSC diagramja
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M.12. abra. KA163 DSC diagramja

T:46.69 and 199.04 (°C)
A 27739 (%)

Heat: 478.44 (Jig)
T :43.84 and 212.91 (°C)

Baseline Type : Tangential Sigmoid
Mass Used : 24.32 mg (initial)

[1o0

[0

85

a0

7o

an &0 a0 o0 130 140 160 180 200 wm 240 %60 280 &0
Sample Temperature (°C)

M.13. abra. KAl66 DSC diagramja

[1o0

TG (%)

TG (%)

177



Melléklet

8.6 Feliiletienergia-gorbék

8.6.1 Tovabbi feluletienergia-gorbék PMAA emulgeatorral késziilt

szemcsék porozitasanak modellezésére

A 8 um-es olajcsepphez tartozé d/Ro=1,75-h6z modellezett energiagorbe alapjan
M.14. ébra), ahol az 5 um-es csepphez képest mar nem jelenik meg a vizszintes szakasz,
a filmben eldrehaladasnak kisebb a valoszinlisége, atszakitja a filmet, de nem tud atjutni

a filmnek az emulgeator oldat feldli oldalara.

PMAA-EC5
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M.14, abra. A héjszerkezetben a kb. 8 pm-es olajcsepphez tartozo feliiletienergia-gorbe

Végiil egy kb.1,4 um-es olajcseppre az energiagorbe szerint (M.15. abra), ha a csepp
eléri a filmet, akkor be is nyomhatja, atlyukasztja a héj belso falat, sot a film szinte teljes
vastagsagan végighaladhat energiavaltozas nélkiil. A héj viszkozitasanak novekedésével
kiilonb6z6 pontokon rekedhet meg a héjban, de ahhoz, hogy atjusson az emulgeator feldli

oldalara a filmnek tovabbi energiatdbbletre lenne sziiksége.
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—PMAA-EC5
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M.15. abra. A héjszerkezetben a kb. 1,4 pm-es olajcsepphez tartozo feliiletienergia-gorbe

8.6.2 Tovabbi felluletienergia-gorbék PVA emulgeatorral késziilt szemcsék

porozitasanak modellezésére

Az M.16. 4bran a kinagyitott képen lathato 2,18 és 2,84 um méretli olajcseppek
benyomjak a filmet, s6t az egyik — lekiizdve az els6 energiagatat — beljebb is jut a filmben,
bar nem lyukasztja ki a tiloldalon. A feliiletienergia-gorbe a 4,6 pm-es cseppéhez hasonlo
lefutast, de hosszabb az a szakasz, ahol nem valtozik az energia, vagyis hosszabb utat
tehet meg az olajcsepp a méretéhez képest szélesebb polimerfilmben. A ndvekvd
viszkozitas és a kialakulo energiaminimum miatt az ilyen méretii olajcsepp valdsziniileg

nagyrészt megragad a filmben, é€s nem keriil a filmen tulra igy porézus héjat hozva létre.
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—PVA-EC4
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M.16. abra. A héjszerkezetben egy 2,51 pm-es olajcsepphez tartozé feliiletienergia-gorbe

8.6.3 Tovabbi feliiletienergia-gorbék Tween 80 emulgeatorral késziilt

szemcsék porozitasanak modellezésére
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M.17. abra. A héjszerkezetben az 5 pm-es olajcsepphez tartozo feliiletienergia-gorbe
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M.18. abra A héjszerkezetben a 2,5 pm-es olajcsepphez tartozé feliiletienergia-gorbe
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