Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2014, 53, 3, 187-188

Nr 3/2014

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

str. 187

Iga WASIAK, Tomasz CIACH, Katarzyna DABROWSKA

e-mail i.wasiak@ichip.pw.edu.pl

Zakiad Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowej, Wydziata Inzynierii Chemicznej i Procesowej. Politechnika Warszawska, Warszawa

Wykorzystanie technik inzynierii chemicznej do badania wiasciwosci uwalniania
substancji aktywnej z nanoczastek jako nosnikéw lekow

Wstep

W ciagu ostatnich lat nanotechnologia jest jedna z najszybciej roz-
wijajacych si¢ dziedzin nauki. Podczas zmniejszania rozmiaru czastki
statej bilion razy, liczba budujacych ja atoméw zmniejsza si¢ od kilku-
set do tysigey razy. W tym stanie czastki wykazuja zupetnie inne whasci-
wosci elektromagnetyczne lub fizykochemiczne niz ich odpowiedniki
wykonane z tych samych materiatow w skali makroskopowe;.

Nietypowe wlasciwosci nanomaterialtow wymagaja doglebnego
scharakteryzowania, a w tym niezbgdna jest wiedza z zakresu inzynierii
chemicznej.

W niniejszej pracy skupiono si¢ na wplywie metodologii badania pro-
fili uwalniania substancji aktywnej na otrzymywane wyniki.

Charakterystyka nanoczastek

W skali nano istotny wplyw zaczynaja mie¢ sity, ktorych dziatanie
w skali makro jest pomijane, a wiedza z dziedziny inzynierii chemicz-
nej pozwala na ich uwzglednienie. Znajomos$¢ zachowania nanoczastek
w roztworach oraz podczas ich przeptywu w plynach, pozwala na za-
projektowanie wtasno$ci najbardziej odpowiednich do planowanego
zastosowania.

Powierzchnia nanoczastek

Nanoczastki ze wzgledu na swdj rozmiar wykazuja interesujace wla-
Sciwosci. Liczba atomoéw/czasteczek obecnych na powierzchni czastki
(nanoczastki) wzrasta podczas zmniejszenia jej rozmiardw. Jesli o jest
$rednica czasteczki, to procent atomow/czasteczek %A, na powierzchni
czastki okreslony jest jako:
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Wzoér (1) pokazuje wzrost stosunku powierzchni do objgtosci czastki
ze zmiang jej rozmiaru. Dla czastek o rozmiarze d =1 pm 0,5% atomow
znajduje sig¢ na powierzchni, ale juz dla d =10 nm jest ich 30%. Atomy/
czasteczki znajdujace sig¢ na powierzchni czastki sa bardziej reaktyw-
ne — wplywaja na zmiang wlasnosci optycznych, magnetycznych czy
fizycznych, takich jak stopien rozpuszczalno$ci substancji.
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Sedymentacja nanoczastek

Maly rozmiar nanoczastek ulatwia utrzymanie ich w zawieszeniu
w roztworze. Duze mikroczastki tatwo opadaja w wyniku oddzialtywa-
nia sity grawitacji. Predko$¢ opadania czastek v opisana jest prawem
Stokesa. Predkos¢ sedymentacji czastek o gestosci 1700 kg/m3 i roz-
miarze 1 pm wynosi 430 nm/s, natomiast czastki o rozmiarze 10 nm
opadaja z predkoscia zaledwie 0,043 nm/s [ Gupta i Kompella, 2006].

Drgania termiczne, zwane ruchami Browna, spowalniaja sedymenta-
cje czastek. 1 um czastka w wyniku termicznych fluktuacji wody poru-
sza si¢ z predkoscia 1716 nm/s, ktora jest wyzsza niz podana wczesniej
predkosé sedymentacji (430 nm/s). Zatem czastki o $Srednicy ponizej
1 um na skutek wystgpowania ruchéw Browna, nie beda sedymento-
waty.

Agregacja

Najbardziej niepozadanym procesem, oprocz ograniczonej sedymen-
tacji, jest wytracanie si¢ nanoczastek z roztworu w wyniku agregacji.
Agregacja perykinetyczna, wynikajaca z ruchow Browna, zachodzi wte-
dy, gdy $rednia odleglos¢ migdzy dwiema czastkami skraca si¢ umozli-
wiajac wzajemne oddziatywania. Zjawisku temu sprzyja duze stezenie

nanoczastek w roztworze. W wyniku agregacji powstaja klastry o du-
zych rozmiarach sedymentujace grawitacyjnie. Przeptyw ptynu przy-
spiesza ten proces, poniewaz w zakresie nieustalonych predkosci powo-
duje powstawanie sit §cinania i zmusza agregaty do przyjgcia orientacji
optymalnej dla uktadow przeptywowych. Przy duzych predkosciach
przeplywu oczekiwane jest rozrywanie klastrow, jednak zwigkszenie
sit §cinania powoduje agregacje ortokinetyczng. Wysokie naprezenie
Scinajace prowadzi do zaggszczania czastek umozliwiajac hydrodyna-
miczne oddziatywania krotkiego zasiggu.

Wzgledny wptyw agregacji perikinetycznej i ortokinetycznej mozna
wyrazi¢ poprzez liczbg Pecleta:
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gdzie:

@ — udziat frakcji statej,

¢,, — maksymalny objgtosciowy wspotczynnik zaggszczenia,
1o — lepko$¢ dynamiczna [Pa’s],
Y — szybko$é $cinania [1/s].

Liczba Pe wyraza stosunek ruchéw Browna do sit $cinajacych. Do
istotnych parametrow wplywajacych na zjawisko agregacji naleza:
wielkos¢ czastek, lepkos$¢ ptynu i temperatura. Na rys. 1 przedstawiono
ulozenie czastek w zaleznosci od liczby Pe. Dla rozcienczonych wod-
nych roztworéw nanoczastek o srednicy d = 25 nm w temperaturze po-
kojowej liczba Pe =1 dla Y =10’ s ' [Chevalier i Tillement, 2009).
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Dyfuzja
Mate czastki biatka i nanoczastki dyfunduja zaskakujaco szybko
w roztworach o wysokiej lepkosci. Ich wspotczynniki dyfuzji sa czg-
sto o rzad wielkosci wigksze od wyniku oczekiwanego po rozwiazaniu
rownania Stokesa-Einsteina w oparciu o lepko$¢ makroskopowa 7,,.
Obserwacjg t¢ mozna wyjasni¢ uwzgledniajac lepkos$¢ zalezna od skali
Ty
o~ exp(a 3)
N, Sxp(@®)
gdzie:
a — wspotezynnik zalezny od rozmiaru czastki,
@ — wspotczynnik zalezny od stgzenia substancji w roztworze.
Wspolezynniki dyfuzji oszacowane przez autoréw na podstawie ko-
relacji Stokesa — Einsteina po uwzglednieniu lepkosci zaleznej od skali
roznig si¢ kilkudziesigciokrotnie. Sugeruje to znaczenie rozmiaru cza-
stek badanej substancji i pozwala rowniez na modelowanie zachowan
nanoczastek w uktadach o duzej lepkosci jak i w roztworach wodnych
[Szymanski i in., 2006].

Wydzielanie leku

Jednym z najistotniejszych parametrow charakteryzujacych nano-
czastki, stosowane jako nosniki lekow, jest profil uwalniania substancji
aktywnej. Do opisu profili stosuje si¢ opracowane modele inzynierii
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chemicznej. Modele te uwzglgdniaja strukture i materiat stosowanej na-
noczastki. Opracowujac taki model nalezy wzia¢ pod uwagg, czy sub-
stancja czynna uwalniana jest na drodze dyfuzji, czy tez znaczenie maja
réwniez efekty rozpadu nanoczastki [Pathak i Thassu, 2009).

Nalezy takze rozwazy¢ metodyke prowadzenia badan. Nanoczastki ze
wzgledu na swoje rozmiary najcz¢sciej umieszczane sa w roznego ro-
dzaju przegrodach zanurzanych w roztworze. Wielu badaczy korzysta-
jacych ze wspomnianych modeli nie bierze jednak pod uwagg oporow
transportu substancji spowodowanych przez zastosowana przegrodg.
Badania przeprowadzone przez autor6w niniejszej pracy wskazuja na
konieczno$¢ uwzglednienia tych oporéow podczas prowadzenia badan.

Badania doswiadczalne

Metodyka

Badania przeprowadzono metoda dializy. 5 ml roztworu bigkitu
metylenowego (374 g/mol), daunorubicyny (564 g/mol), nanocza-
stek dekstranowych z daunorubicyna umieszczono w worku diali-
zacyjnym, ktory zanurzono w 100 ml roztworu buforu fosforowego.
W odpowiednich momentach pobierano probki roztworu buforu fos-
forowanego do spektrofotometrycznej analizy ilosci daunorubicyny
(A=482).

Zakres badan

Przebadano worki dializacyjne o warto$ci molekularnego odcigcia
3,5; 6; 12 kDa. Zbadano tez wpltyw warunkow prowadzenia dializy.
Dializa prowadzona byta w temperaturze 25 i 37°C, przy pH buforu 7,4
oraz 5,5. Stezenie bigkitu metylenowego, leku i leku w nanoczastkach
byto takie samo i wynosito 0,0025 g/ml.

Przeprowadzono réwniez badanie wptywu poszczegodlnych sktadni-
koéw nanoczastek na szybkos¢ dializy leku: dekstranu (70 kDa) o stgze-
niu 0,1 g/ml oraz dodecyloaminy (185 g/mol) o stezeniu 0,005 g/ml.

Wyniki badan

Badania przeprowadzone dla bigkitu metylenowego potwierdzity
zmiany oporéw membrany dializacyjnej o réznych wartosciach mole-
kularnego odcigcia (Rys. 2). Potwierdzity rowniez brak wptywu mate-
rialu membrany, ktérym byta celuloza regenerowana i nieregenerowana
w przypadku biegkitu metylenowego.
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Na rys. 3 przedstawiono skumulowane wyniki procentowe dauno-
rubicyny uwolnionej z nanoczastek oraz nie zwiazanej daunorubicyny
otrzymane metoda dializacyjna. Przedstawiony wykres pokazuje rozna
szybkos¢ dyfuzji leku przez membrang.
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Aby jednak prawidtowo wyznaczy¢ szybko$¢ wydzielenia leku z na-
noczastek nalezy wzia¢ pod uwagg nie tylko metode degradacji nano-
czastki, ale rOwniez opory membrany.

Badania przeprowadzone dla samej daunorubicyny wykazaly wptyw
oporow membrany dializacyjnej na szybko$¢ uwalniania leku. Wyko-
rzystano uktad rownan:

D=Cv+Cwn 4)
dG dcC. G -C
AR AR ®
gdzie:
D —dawka [g],

C, i C,—stegzenie substancji badanej odpowiednio wewnatrz
i na zewnatrz membrany [g/ml],
v, 1 v, —objetosci roztworow [ml].
i obliczono catkowite opory membrany podczas transportu daunorubi-
cyny przez membrang celulozowa (12+14 kDa) dla réznych warunkow
prowadzenia dializy. Wyniki przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1. Obliczone opory catkowite podczas transportu daunorubicyny
przez membrang celulozowa (12+14 kDa), warto$¢ srednia z 5 powtorzen

. Daunorubicyna Daunorubicyna
t Daunorubicyna .
pH el z dekstranem z dodecyloaming
R[min/ml] | SD | R[min/ml] | SD | R [min/ml] SD
7,4 25 66,87 2,35 69,07 4,54 67,11 4,00
7.4 37 37,43 0,78 43,65 1,78 39,40 3,31
55 25 55,11 2,14 61,76 2,56 57,07 4,80
5,5 37 29,41 1,56 36,97 2,92 32,26 3,96

Wplyw pH $rodowiska obserwowano dla daunorubicyny. Obnizenie
pH 77,4 do 5,5 powoduje spadek oporéw dyfuzji na membranie wywo-
tany efektem jonizacji dodecyloamniny.

Zauwazono rowniez wptyw dekstranu na szybkos¢ dyfuzji. Dla pH
obu roztworéw w temperaturze 37°C stwierdzono wzrost otrzymanych
warto$ci oporow o 4. Jest to spowodowane duza masg czasteczkowa
dekstranu i wlasciwo$ciami wigzania wody, ktore powoduja wzrost lep-
kosci roztworu wewnatrz membrany dializacyjnej. Takie zmiany opo-
réw moga mie¢ istotny wplyw na interpretacj¢ kinetyki uwalniania leku
z nanoczastek otrzymanych z dekstranu.

Natomiast dodecyloamina nie wptywa na szybkos¢ dyfuzji. Jest to
spowodowane znacznie mniejsza masa czasteczkowa jak i niewielkim
stezeniem. Wzrost temperatury utatwia dyfuzj¢ substancji w wyniku
zwigkszenia drgan termicznych atomow.

Whioski

W niniejszej pracy przytoczono kilka sposrod wielu zastosowan in-
zynierii chemicznej do wyjasnienia i opisania zjawisk zwigzanych z na-
noczastkami. Zastosowanie zagadnien dotyczacych dyfuzji pozwala
upros$ci¢ skomplikowane uktady do roztworéw wodnych. Jednak pro-
wadzac badania nie mozna dokona¢ zbyt duzych uproszczen.

Zaproponowana kinetyka uwalniania leku opracowywana jest
w oparciu modele wykorzystujace wiedzg z zakresu inzynierii chemicz-
nej. Jednak wykorzystanie takiego modelu powinno by¢ poprzedzone
badaniami, ktére réwniez uwzgledniaja zatozenia tej dziedziny nauki.

Wykonujac badania nalezy pamigta¢ o oporach transportowych mem-
brany oraz skladnikach zawartych w uktadzie ktore moga wptywac na
otrzymane wyniki.

Doktadne scharakteryzowanie nanoczastek pozwala na ich prawidto-
we zaprojektowanie co ma szczegdlnie istotne znaczenie w systemach
podawania lekow.
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