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Enkapsulacja materiatu i substancji biologicznie aktywnych
w emulsjach wielokrotnych

Wstep

Emulsje wielokrotne to hierarchicznie zorganizowane struktury
ciecz-ciecz, w ktorych w fazie ciaglej rozproszone sa jedna lub kilka
faz wewngtrznych. Uklady takie charakteryzuja si¢ duza powierzchnia
migdzyfazowa i funkcjonalna struktura, ktéra umozliwia m.in. zamyka-
nie (enkapsulacjg) sktadnikéw w rozproszonej fazie wewngtrznej i ich
uwalnianie z okreslona szybkoscia, kontrolowang parametrami fizyko-
chemicznymi i rozmiarem kropel stanowiacych przepuszczalng mem-
brang ciekla oddzielajaca krople wewngtrzne od zewngtrznego $rodo-
wiska. Glowne zastosowania emulsji wielokrotnych obejmuja obszary
medycyny, farmacji, przemystu chemicznego (procesy transportu selek-
tywnego) i ochrony §rodowiska (wykorzystanie emulsyjnych membran
ciektych) [Diuska, 2011].

W problematyce enkapsulacji biologicznie czynnych materiatow,
takich jak komorki macierzyste, istotny jest dobor nosnikow, ktore
zapewniaja swobod¢ migracji komorek, tatwy dostep do sktadnikow
odzywczych i czynnikdow wzrostu, oraz odprowadzanie produktow
ubocznych. Spetienie tych warunkéw sprzyja namnazaniu si¢ komo-
rek 1 wysokiej ich przezywalnosci. Dobry biono$nik komoérek macie-
rzystych powinien posiadac [Desai i in., 2012]:

— odpowiedni ksztatt i wymiary oraz struktur¢ np. w przypadku no-
$nikéw typu zeli lub postaci statej (kapsutki) istotna jest ich duza
porowato$¢ zapewniajaca przestrzen dla komorek oraz jednorodnosé
rozktadu porow,

— duza wytrzymatos¢ mechaniczna i chemiczna,

— biozgodno$¢ materialu nos$nikow ze $rodowiskiem (organizmy
zZywe),

— odpowiednio dobrany mechanizm i czas degradacji materiatu bioma-
trycy tzw. kinetyke absorpcyjna materiatu.

Poszukiwanie idealnych no$nikow dla komoérek macierzystych jest
przedmiotem bardzo duzego zainteresowania z uwagi na:

— zastosowania komorek macierzystych w inzynierii tkankowej do r6z-
nego typu terapii regeneracyjnych in vivo (wszczepienie implantu)
lub in vitro (rekonstrukcja tkanki w bioreaktorze), a takze np. w tera-
piach antyrakowych, walce z choroba Alzheimera, Parkinsona, uda-
rami i chorobami watroby czy serca.

— bankowanie i transport komorek.

Podobne wymogi dotycza no$nikow substancji czynnych typu
lekow.

W ostatnim czasie duza uwagg zwraca si¢ na nosniki komorek macie-
rzystych typu core-shell z ciektymi rdzeniami, ktore zwigkszaja prze-
zywalnos¢ komoérek w pordwnaniu do tradycyjnych statych matryc 3D
[Zhang i He, 2009; Nishiura i in., 2013].

W pracy przedstawiono wyniki badan wykorzystania emulsji wielo-
krotnych jako emulsyjnych no$nikow lekow i komoérek macierzystych.
Wyniki te wpisuja si¢ w aktualny nurt badawczy no$nikow substancji
aktywnych z cieklymi rdzeniami.

Badania enkapsulacji materiatu biologicznego

Ukfad badawczy i metodyka

Celem badan byto wytworzenie stabilnych emulsji wielokrot-
nych oraz okreslenie Zzywotno$ci mysich komorek embrionalnych
mESCs (mouse Embryonic Stem Cells) wykorzystywanych jako mode-
lowy material biologiczny enkapsulowany w emulsjach wielokrotnych.

Zakres badan obejmowat dobor sktadu i warunkéw wytwarzania sta-
bilnych, aktywnych biologicznie emulsji, okreslenie ich podstawowej
charakterystyki ($redni rozmiar i rozklad rozmiaréw kropel) oraz stop-
nia zywotnosci komorek.

W toku badan ustalono, ze no$nikiem komorek beda emulsje typu
W,/O/W,, ktore otrzymywano metoda dwustopniowa w aparatach
o dzialaniu okresowym typu zbiornik z mieszadtem w warunkach ja-
towych w komorze laminarnej. Metoda obejmowata etap wytwarzania
emulsji prostych typu W,/O (zbiornik pierwszy), a nastgpnie ich redy-
spergowania w odpowiedniej fazie ciagtej w zbiorniku drugim w celu
wytworzenia emulsji podwodjnej W,/O/W,.

Wytwarzanie emulsji aktywnych biologicznie. Schemat biono$nika
emulsyjnego przedstawiono na rys. 1. Fazg wewngtrzna (W,) emulsji
stanowil wodny roztwoér alginianu sodu z zawiesing embrionalnych
komorek mysich, fazg membranowa (O) olej mineralny z dodatkiem
surfaktantu Span 80, natomiast fazg ciagla emuls;ji (W,) byta woda z do-
datkiem Tweenu 20.

Wytwarzanie emulsji
aktywnych biologicznie
prowadzono w zbiorni-
kach dla zakresu czgsto-
$ci obrotowych miesza-
dta: 100+350 obr./min,
objetos¢ cieczy w kaz-
dym zbiorniku wynosila
660 cm’.

Po zbadaniu wptywu stezenia zawiesiny komoérek macierzystych na
$redni rozmiar kropel fazy membranowej emulsji wielokrotnej oraz sta-
bilno$¢ emulsji (analiza obrazu mikroskopowego w czasie) do badan
zywotnos$ci komoérek wybrano emulsje o $Srednim rozmiarze kropel fazy
membranowej 300 um odpowiadajacym st¢zeniu komorek: 1 milion/
cm’ alginianu.

Wielkos¢ kropel wyznaczano na podstawie analizy obrazu mikro-
skopowego 1 po uwzglednieniu udziatu kropel danego rozmiaru obli-
czano $rednicg Sautera Dy, kropel fazy membranowe;j (rozktad kropel
przedstawiono w formie zaleznos$ci jak na rys. 3 dla innej substancji
czynnej).

Stopien Zywotnosci komaorek w kroplach badano natychmiast po pro-
cesie enkapsulacji, po 12 godzinach oraz po 24 godzinach (warunki sta-
bilnych emulsji). Stopien zywotnosci okreslano jako stosunek réznicy
liczby komorek zywych enkapsulowanych w kropli i liczby komoérek
zywych po danym czasie do liczby pierwotnie enkapsulowanych zy-
wych komorek.
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komorki macierzyste
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Rys. 1. Schemat biono$nika emulsyjnego

Wyniki i ich analiza
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Wyniki badan stopnia zy-
wotno$ci komoérek przedsta-
wiono na rys. 2 w pordwna-
niu do stopnia zywotnosci
komorek zamykanych w tra-
dycyjnych matrycach statych.

Wyniki badan wykazaty
Wwyzszy stopien zywotnosci
komoérek macierzystych mE-
SCs w bionos$niku emulsyj-
nym w poréwnaniu do sta-
tych czastek alginianowych
— matryce typu 3D. W obu
przypadkach obserwowa-
no podobne tempo spadku
stopnia zywotnosci komorek
w czasie pomiarowym. Roznice stopnia zywotnosci komorek migdzy
nosnikami tradycyjnym i emulsyjnym zmienialy si¢ $rednio o 9+11%.

24h
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Rys. 2. Stopien zywotno$ci komorek

macierzystych (mESCs) w zaleznosci
od formy biono$nika
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Badania enkapsulaciji
substancji aktywnych biologicznie (leku)

Ukfad badawczy i metodyka

Celem badan bylo wytworzenie stabilnych aktywnych emulsji wie-
lokrotnych oraz okreslenie stopnia enkapsulacji leku w emulsji. Zakres
badan obejmowat dobor sktadu emulsji oraz okreslenie warunkéw pro-
cesowych wytwarzania stabilnych emulsji wielokrotnych do enkapsula-
¢ji hydrofobowego leku.

Aparatura. Emulsje wytwarzano w biokontaktorze z przeptywem
Couetta-Taylora (CTF) wg procedury opisanej w pracy [Markowska-
Radomska i Dluska, 2012)]. Kontaktor CTF umozliwia realizacj¢ proce-
su emulsyfikacji w jednym aparacie w wyniku kontaktu trzech strumie-
ni cieklych w szczelinie pierscieniowej, w ktorej ma miejsce przeptyw
osiowy i rotacyjny z wirami Taylora lub bez, w zaleznosci od czgstosci
obrotowej cylindra wewngtrznego [Markowska-Radomska i Dtuska,
2012].

Substancjq biologicznie aktywnq wybrana do badan modelowa byt
salicylan fenylu (salol), stosowany w leczeniu infekcji przewodu po-
karmowego i drog moczowych, jako tagodny $rodek przeciwbdlowy,
a takze zewngtrznie do dezynfekcji ran, nadzerek jamy ustnej i narza-
dow plciowych.

Zakres badan. Badano wptyw warunkéw hydrodynamicznych w bio-
kontaktorze CTF tj. wielkosci 1 stosunku strumieni faz: organicznej
i wodnej, szerokosci szczeliny biokontaktora (d) oraz intensywnosci ru-
chu rotacyjnego (1) na wlasciwosci emulsji tzn. ich stabilno$¢, rozktady
rozmiaréw kropel fazy wewngtrznej i sSrodkowej (Rys. 3), upakowanie
kropel fazy membranowej kroplami fazy wewngtrznej (¢) oraz lepkosc
emulsji wielokrotnych, a takze wptyw stgzenia sktadnika biologicznie
aktywnego w strumieniu wprowadzanym do biokontaktora (Cy ;,).
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Rys. 3. Charakterystyka emulsji otrzymywanych w biokontaktorze: a) rozktad rozmia-
row kropel faz wewnetrznej i membranowej (N; — zawarto$¢ liczbowa kropel i-tej frakcji
w populacji; d; — srednica kropel); b) przyktadowe zdjgcie emulsji

Schemat emulsyjnego nosnika leku przedstawiono na rys. 1. Fazg
wewngtrzng (O;) emulsji stanowit roztwor salolu (10; 20% wag.) w pa-
rafinie cieklej, faz¢ membranowa (W) roztwoér wodny zelatyny (15%
wag.) i sacharozy (5% wag.), a fazg ciagta emulsji (O,) parafina ciekla.

Wytwarzanie emulsji wielokrotnych obejmowato dyspergowanie faz
z jednoczesna stabilizacja fazy membranowej emulsji. Stabilizacja ta
polegata na sieciowaniu zelatyny za pomoca cukréw prostych — produk-
tow hydrolizy sacharozy w roztworze wodnym (pH roztworu zelatyny
4,5), [Dtuska i Markowska, 2009]. Dodatek sacharozy jako czynnika
stabilizujacego zwiazany byl z koniecznoscia zapewnienia wymaganych
warunkow dla badan uwalniania (temperatura odpowiadajaca cieptocie
ciala), w ktorych zelatyna posiada dobra rozpuszczalno$¢ prowadzaca
do zbyt szybkiego uwolnienia sktadnika.

Wyniki i ich analiza

Do badan enkapsulacji sktadnika czynnego wybrano 4 grupy emulsji
wytwarzanych w roznych warunkach hydrodynamicznych biokontak-
tora CTF (warunki podano w tab. 1). Kazda z 4 analizowanych grup
emulsji, oznaczona jako E1-E4, charakteryzowata si¢ innymi rozmia-
rami kropel faz membranowej i wewngtrznej (wyrazone jako $rednice
Sautera: Ds,, ds,), stopniem upakowania kropel fazy membranowej kro-
plami fazy wewnetrznej (), a zatem i inna mozliwoscia enkapsulacji

sktadnika aktywnego, ktora badano i oceniano na podstawie poréwna-
nia sprawnos$ci enkapsulacji (EE) substancji czynnej. Charakterystyke
bionosnikéw typu O,/W/O, z lekiem hydrofobowym otrzymywanych
w r6znych warunkach hydrodynamicznych biokontaktora CTF podano
w tab. 1.

Sprawnos¢ enkapsulacji (EE) sktadnika biologicznie aktywnego
(leku) byta obliczana na podstawie bilansu masy leku wprowadzane-
go 1 obecnego w fazie ciaglej emulsji wielokrotnej po procesie emul-
syfikacji. Sprawno$¢ (EE) definiowano jako stosunek roznicy masy
sktadnika wprowadzanego do uktadu o okres$lonej objgtosci w procesie
emulsyfikacji i masy sktadnika obecnego w fazie ciaglej wytworzone;j
emulsji, do masy sktadnika wprowadzonego [Dtuska, 2011]. Doktadny
opis procedury wyznaczania sprawnosci zamykania zwiagzku biologicz-
nie aktywnego, ktéorym byt salicylan fenylu podano w pracach [Diuska
i Markowska, 2009, Diuska, 2011].

Srednice Sautera okreslono na podstawie analizy obrazu mikrosko-
powego kropel i udziatu kropel danego rozmiaru. Przyktad rozktadu
rozmiaréw populacji kropel pokazano na rys. 3.

Tab. 1. Charakterystyka biono$nikow typu O,/W/O, z lekiem hydrofobowym

Bionosniki n ] Csin Dy, ds, EE
0,/W/O, | (obr/min) [ (-) (%) (um) (um) (%)
El 1830 0,83 10 66,58 32,76 94,7

E2 1830 0,74 20 65,26 35,31 69,8

E3 2330 0,64 10 54,78 9,55 64,6

E4 2330 0,76 20 50,50 20,24 74,2

Szczelina biokontaktora d = 1,5 mm.
Najkorzystniejszy stosunek strumieni faz: (wew./zew.) = 0,5; (memb./zew.) = 0,1

Whioski

Wyniki badan enkapsulacji materialu biologicznego (komorki mE-
SCs) oraz zwiazkow biologicznie czynnych (leku) wykazaly wyzszy
stopien zywotno$ci komdrek zamykanych w ciektych rdzeniach (krople
wewngtrzne emulsji wielokrotnej) w poréwnaniu do tradycyjnych sta-
tych no$nikow matrycowych - 3D.

Zwigkszenie przezywalno$ci komorek macierzystych umieszczonych
w biono$niku emulsyjnym wynika z elastycznosci ciektych rdzeni oraz
z wigkszej efektywnosci transportu sktadnikow odzywczych i mozliwo-
$ci usuwania metabolitow do zewngtrznego medium przez ciekta fazg
membranowa emulsji, w porownaniu do statej membrany no$nikoéw
tradycyjnych.

Wyniki badan enkapsulacji zwiazkéw biologicznie czynnych po-
twierdzity mozliwo$¢ wykorzystania wewngtrznej struktury emulsji
wielokrotnych jako mikrosrodowiska substancji aktywnych. Uzyskano
wysokie stopnie enkapsulacji (65+95%), w zalezno$ci od charaktery-
styki struktury kropel emulsji wielokrotne;j i stgzenia substancji aktyw-
nej zaleznej od warunkow ich wytwarzania.

LITERATURA

Desai E.S., Tang M.Y., Ross E.A., Gemeinhart R.A., 2012. Critical factors affec-
ting cell encapsulation in superporous hydrogels. Biomed. Mat., 7,2, 024108.
DOL: 10.1088/1748-6041/7/2/024108

Dtuska E., 2011. Wymiana masy w uktadach emulsji wielokrotnych. Prace
WIChiP, 25, nr 2, 3-116 (ISSN: 1234-4354)

Dluska E., Markowska A., 2009. One-step preparation method of multiple
emulsions entrapping reactive agent in the liquid — liquid Couette — Tay-
lor flow. Chem. Eng. Proc.: Proc. Intens., 48, 438-445. DOI: 10.1016/
j.cep.2008.06.005

Markowska-Radomska A., Diuska E., 2012. The multiple emulsion entrapping
active agent produced via one-step preparation method in the liquid-liquid
helical flow for drug release study and modeling, colloid and polymer science.
Prog. Coll. Polym. Sci., 139, 29-34. DOI: 10.1007/978-3-642-28974-3_6

Nishiura H., Sugimoto M. K., Akiyama K., 2013. A novel nano-capsule of
a-lipoic acid as a template of core-shell structure constructed by self-assembly.
J. Nanomed. Nanotech., 4, 1, 1000155. DOI: 10.4172/2157-7439.1000155

Zhang W., He X, 2009. Encapsulation of living cells in small (~100 um) alginate
microcapsules by electrostatic spraying: A parametric study. J. Biomech. Eng.,
131, 7,074515. DOI: 10.1115/1.3153326



	IAChem-14-4_OK

