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Enkapsulacja materiału i substancji biologicznie aktywnych 
w emulsjach wielokrotnych

Wstęp
Emulsje wielokrotne to hierarchicznie zorganizowane struktury 

ciecz-ciecz, w których w fazie ciągłej rozproszone są jedna lub kilka 
faz wewnętrznych. Układy takie charakteryzują się dużą powierzchnią 
międzyfazową i funkcjonalną strukturą, która umożliwia m.in. zamyka-
nie (enkapsulację) składników w rozproszonej fazie wewnętrznej i ich 
uwalnianie z określoną szybkością, kontrolowaną parametrami fi zyko-
chemicznymi i rozmiarem kropel stanowiących przepuszczalną mem-
branę ciekłą oddzielającą krople wewnętrzne od zewnętrznego środo-
wiska. Główne zastosowania emulsji wielokrotnych obejmują obszary 
medycyny, farmacji, przemysłu chemicznego (procesy transportu selek-
tywnego) i ochrony środowiska (wykorzystanie emulsyjnych membran 
ciekłych) [Dłuska, 2011].

W problematyce enkapsulacji biologicznie czynnych materiałów, 
takich jak komórki macierzyste, istotny jest dobór nośników, które 
zapewniają swobodę migracji komórek, łatwy dostęp do składników 
odżywczych i czynników wzrostu, oraz odprowadzanie produktów 
ubocznych. Spełnienie tych warunków sprzyja namnażaniu się komó-
rek i wysokiej ich przeżywalności. Dobry bionośnik komórek macie-
rzystych powinien posiadać [Desai i in., 2012]:

odpowiedni kształt i wymiary oraz strukturę np. w przypadku no- –
śników typu żeli lub postaci stałej (kapsułki) istotna jest ich duża 
porowatość zapewniająca przestrzeń dla komórek oraz jednorodność 
rozkładu porów,
dużą wytrzymałość mechaniczną i chemiczną,  –
biozgodność materiału nośników ze środowiskiem (organizmy  –
żywe),
odpowiednio dobrany mechanizm i czas degradacji materiału bioma- –
trycy tzw. kinetykę absorpcyjną materiału.
Poszukiwanie idealnych nośników dla komórek macierzystych jest 

przedmiotem bardzo dużego zainteresowania z uwagi na:
zastosowania komórek macierzystych w inżynierii tkankowej do róż- –
nego typu terapii regeneracyjnych in vivo (wszczepienie implantu) 
lub in vitro (rekonstrukcja tkanki w bioreaktorze), a także np. w tera-
piach antyrakowych, walce z chorobą Alzheimera, Parkinsona, uda-
rami i chorobami wątroby czy serca.
bankowanie i transport komórek. –
Podobne wymogi dotyczą nośników substancji czynnych typu 

leków. 
W ostatnim czasie dużą uwagę zwraca się na nośniki komórek macie-

rzystych typu core-shell z ciekłymi rdzeniami, które zwiększają prze-
żywalność komórek w porównaniu do tradycyjnych stałych matryc 3D 
[Zhang i He, 2009; Nishiura i in., 2013].

W pracy przedstawiono wyniki badań wykorzystania emulsji wielo-
krotnych jako emulsyjnych nośników leków i komórek macierzystych. 
Wyniki te wpisują się w aktualny nurt badawczy nośników substancji 
aktywnych z ciekłymi rdzeniami.

Badania enkapsulacji materiału biologicznego 
Układ badawczy i metodyka

Celem badań było wytworzenie stabilnych emulsji wielokrot-
nych oraz określenie żywotności mysich komórek embrionalnych
mESCs (mouse Embryonic Stem Cells) wykorzystywanych jako mode-
lowy materiał biologiczny enkapsulowany w emulsjach wielokrotnych. 

Zakres badań obejmował dobór składu i warunków wytwarzania sta-
bilnych, aktywnych biologicznie emulsji, określenie ich podstawowej 
charakterystyki (średni rozmiar i rozkład rozmiarów kropel) oraz stop-
nia żywotności komórek. 

W toku badań ustalono, że nośnikiem komórek będą emulsje typu 
W1/O/W2, które otrzymywano metodą dwustopniową w aparatach 
o działaniu okresowym typu zbiornik z mieszadłem w warunkach ja-
łowych w komorze laminarnej. Metoda obejmowała etap wytwarzania 
emulsji prostych typu W1/O (zbiornik pierwszy), a następnie ich redy-
spergowania w odpowiedniej fazie ciągłej w zbiorniku drugim w celu 
wytworzenia emulsji podwójnej W1/O/W2. 

Wytwarzanie emulsji aktywnych biologicznie. Schemat bionośnika 
emulsyjnego przedstawiono na rys. 1. Fazę wewnętrzną (W1) emulsji 
stanowił wodny roztwór alginianu sodu z zawiesiną embrionalnych 
komórek mysich, fazę membranową (O) olej mineralny z dodatkiem 
surfaktantu Span 80, natomiast fazą ciągłą emulsji (W2) była woda z do-
datkiem Tweenu 20. 

Wytwarzanie emulsji 
aktywnych biologicznie 
prowadzono w zbiorni-
kach dla zakresu często-
ści obrotowych miesza-
dła: 100÷350 obr./min, 
objętość cieczy w każ-
dym zbiorniku wynosiła 
660 cm3.

Po zbadaniu wpływu stężenia zawiesiny komórek macierzystych na 
średni rozmiar kropel fazy membranowej emulsji wielokrotnej oraz sta-
bilność emulsji (analiza obrazu mikroskopowego w czasie) do badań 
żywotności komórek wybrano emulsje o średnim rozmiarze kropel fazy 
membranowej 300 μm odpowiadającym stężeniu komórek: 1 milion/
cm3 alginianu. 

Wielkość kropel wyznaczano na podstawie analizy obrazu mikro-
skopowego i po uwzględnieniu udziału kropel danego rozmiaru obli-
czano średnicę Sautera D32 kropel fazy membranowej (rozkład kropel 
przedstawiono w formie zależności jak na rys. 3 dla innej substancji 
czynnej). 

Stopień żywotności komórek w kroplach badano natychmiast po pro-
cesie enkapsulacji, po 12 godzinach oraz po 24 godzinach (warunki sta-
bilnych emulsji). Stopień żywotności określano jako stosunek różnicy 
liczby komórek żywych enkapsulowanych w kropli i liczby komórek 
żywych po danym czasie do liczby pierwotnie enkapsulowanych ży-
wych komórek.

Wyniki i ich analiza
Wyniki badań stopnia ży-

wotności komórek przedsta-
wiono na rys. 2 w porówna-
niu do stopnia żywotności 
komórek zamykanych w tra-
dycyjnych matrycach stałych.

Wyniki badań wykazały 
wyższy stopień żywotności 
komórek macierzystych mE-
SCs w bionośniku emulsyj-
nym w porównaniu do sta-
łych cząstek alginianowych 
– matryce typu 3D. W obu 
przypadkach obserwowa-
no podobne tempo spadku 
stopnia żywotności komórek 

w czasie pomiarowym. Różnice stopnia żywotności komórek między 
nośnikami tradycyjnym i emulsyjnym zmieniały się średnio o 9÷11%.

Rys. 1. Schemat bionośnika emulsyjnego

Rys. 2. Stopień żywotności komórek 
macierzystych (mESCs)  w zależności 

od formy bionośnika
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Badania enkapsulacji 
substancji aktywnych biologicznie (leku)

Układ badawczy i metodyka
Celem badań było wytworzenie stabilnych aktywnych emulsji wie-

lokrotnych oraz określenie stopnia enkapsulacji leku w emulsji. Zakres 
badań obejmował dobór składu emulsji oraz określenie warunków pro-
cesowych wytwarzania stabilnych emulsji wielokrotnych do enkapsula-
cji hydrofobowego leku. 

Aparatura. Emulsje wytwarzano w biokontaktorze z przepływem 
Couetta-Taylora (CTF) wg procedury opisanej w pracy [Markowska-
Radomska i Dłuska, 2012]. Kontaktor CTF umożliwia realizację proce-
su emulsyfi kacji w jednym aparacie w wyniku kontaktu trzech strumie-
ni ciekłych w szczelinie pierścieniowej, w której ma miejsce przepływ 
osiowy i rotacyjny z wirami Taylora lub bez, w zależności od częstości 
obrotowej cylindra wewnętrznego [Markowska-Radomska i Dłuska, 
2012]. 

Substancją biologicznie aktywną wybraną do badań modelową był 
salicylan fenylu (salol), stosowany w leczeniu infekcji przewodu po-
karmowego i dróg moczowych, jako łagodny środek przeciwbólowy, 
a także zewnętrznie do dezynfekcji ran, nadżerek jamy ustnej i narzą-
dów płciowych. 

Zakres badań. Badano wpływ warunków hydrodynamicznych w bio-
kontaktorze CTF tj. wielkości i stosunku strumieni faz: organicznej 
i wodnej, szerokości szczeliny biokontaktora (d) oraz intensywności ru-
chu rotacyjnego (n) na właściwości emulsji tzn. ich stabilność, rozkłady 
rozmiarów kropel fazy wewnętrznej i środkowej (Rys. 3), upakowanie 
kropel fazy membranowej kroplami fazy wewnętrznej (φ) oraz lepkość 
emulsji wielokrotnych, a także wpływ stężenia składnika biologicznie 
aktywnego w strumieniu wprowadzanym do biokontaktora (CS, in). 

składnika aktywnego, którą badano i oceniano na podstawie porówna-
nia sprawności enkapsulacji (EE) substancji czynnej. Charakterystykę 
bionośników typu O1/W/O2 z lekiem hydrofobowym otrzymywanych 
w różnych warunkach hydrodynamicznych biokontaktora CTF podano 
w tab. 1.

Sprawność enkapsulacji (EE) składnika biologicznie aktywnego 
(leku) była obliczana na podstawie bilansu masy leku wprowadzane-
go i obecnego w fazie ciągłej emulsji wielokrotnej po procesie emul-
syfi kacji. Sprawność (EE) defi niowano jako stosunek różnicy masy 
składnika wprowadzanego do układu o określonej objętości w procesie 
emulsyfi kacji i masy składnika obecnego w fazie ciągłej wytworzonej 
emulsji, do masy składnika wprowadzonego [Dłuska, 2011]. Dokładny 
opis procedury wyznaczania sprawności zamykania związku biologicz-
nie aktywnego, którym był salicylan fenylu podano w pracach [Dłuska 
i Markowska, 2009; Dłuska, 2011]. 
Średnice Sautera określono na podstawie analizy obrazu mikrosko-

powego kropel i udziału kropel danego rozmiaru. Przykład rozkładu 
rozmiarów populacji kropel pokazano na rys. 3. 

Tab. 1. Charakterystyka bionośników typu O1/W/O2 z lekiem hydrofobowym 

Bionośniki 
O1/W/O2

n 
(obr./min)

φ
(−)

Cs.in
(%)

D32
(μm)

d32
(μm)

EE
(%)

E1 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

Wnioski
Wyniki badań enkapsulacji materiału biologicznego (komórki mE-

SCs) oraz związków biologicznie czynnych (leku) wykazały wyższy 
stopień żywotności komórek zamykanych w ciekłych rdzeniach (krople 
wewnętrzne emulsji wielokrotnej) w porównaniu do tradycyjnych sta-
łych nośników matrycowych - 3D.

Zwiększenie przeżywalności komórek macierzystych umieszczonych 
w bionośniku emulsyjnym wynika z elastyczności ciekłych rdzeni oraz 
z większej efektywności transportu składników odżywczych i możliwo-
ści usuwania metabolitów do zewnętrznego medium przez ciekłą fazę 
membranową emulsji, w porównaniu do stałej membrany nośników 
tradycyjnych. 

Wyniki badań enkapsulacji związków biologicznie czynnych po-
twierdziły możliwość wykorzystania wewnętrznej struktury emulsji 
wielokrotnych jako mikrośrodowiska substancji aktywnych. Uzyskano 
wysokie stopnie enkapsulacji (65÷95%), w zależności od charaktery-
styki struktury kropel emulsji wielokrotnej i stężenia substancji aktyw-
nej zależnej od warunków ich wytwarzania.
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Rys. 3. Charakterystyka emulsji otrzymywanych w biokontaktorze: a) rozkład rozmia-
rów kropel faz wewnętrznej i membranowej (Ni – zawartość liczbowa kropel i-tej frakcji 

w populacji; di – średnica kropel); b) przykładowe zdjęcie emulsji

Schemat emulsyjnego nośnika leku przedstawiono na rys. 1. Fazę 
wewnętrzną (O1) emulsji stanowił roztwór salolu (10; 20% wag.) w pa-
rafi nie ciekłej, fazę membranową (W) roztwór wodny żelatyny (15% 
wag.) i sacharozy (5% wag.), a fazę ciągłą emulsji (O2) parafi na ciekła. 

Wytwarzanie emulsji wielokrotnych obejmowało dyspergowanie faz 
z jednoczesną stabilizacją fazy membranowej emulsji. Stabilizacja ta 
polegała na sieciowaniu żelatyny za pomocą cukrów prostych – produk-
tów hydrolizy sacharozy w roztworze wodnym (pH roztworu żelatyny 
4,5), [Dłuska i Markowska, 2009]. Dodatek sacharozy jako czynnika 
stabilizującego związany był z koniecznością zapewnienia wymaganych 
warunków dla badań uwalniania (temperatura odpowiadająca ciepłocie 
ciała), w których żelatyna posiada dobrą rozpuszczalność prowadzącą 
do zbyt szybkiego uwolnienia składnika.

Wyniki i ich analiza
Do badań enkapsulacji składnika czynnego wybrano 4 grupy emulsji 

wytwarzanych w różnych warunkach hydrodynamicznych biokontak-
tora CTF (warunki podano w tab. 1). Każda z 4 analizowanych grup 
emulsji, oznaczona jako E1-E4, charakteryzowała się innymi rozmia-
rami kropel faz membranowej i wewnętrznej (wyrażone jako średnice 
Sautera: D32, d32), stopniem upakowania kropel fazy membranowej kro-
plami fazy wewnętrznej (φ), a zatem i inną możliwością enkapsulacji 
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