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Wplyw substancji czynnych na wtasnosci reologiczne hydrozeli chitozanowych
w poblizu granicy przejscia fazowego zol-zel

Wstep

Jednym z podstawowych rozwiazan wykorzystywanych obecnie w
farmakologii jest zastosowanie matryc polimerowych tworzacych ukta-
dy koloidalne. Inhibitorem przejscia fazowego zol-zel jest zmiana pH
lub temperatury. Uktady termowrazliwe wytwarza si¢ w oparciu o poli-
mery, ktore w roztworach wodnych wykazuja temperaturowa zalezno$¢
przejscia zolu w zel. W tych uktadach przejscie od wlasnosci cieczy
lepkiej do sprezystej nastgpuje w wyniku szybkiego wzrostu lepkosci
w okreslonej temperaturze zwanej najnizsza krytyczna temperaturg
roztworu (LCST). Termowrazliwe hydrozele otrzymywane sa na bazie:
poli(N-izopropyloakrylamidu) (PNIPA), kopolimeru (politlenek etyle-
nu — politlenek propylenu — politlenek etylenu), polietylenoglikolu, ko-
polimeru kwasu mlekowego z kwasem glikolowym i polietylenogliko-
lu, polisacharydéw (ksyloglukan, etyloceluloza, hydroksyetyloceluloza
i chitozan). Uktady te zaliczane sa do tzw. inteligentnych i sa przedmio-
tem szczego6lnego zainteresowania, zwlaszcza w aspekcie wykorzysta-
nia ich jako no$niki lekow, a w przyszlosci rowniez jako materiaty do
hodowli komoérkowej [Hennink i van Nostrum, 2002; Gupta i in., 2002;
Dunkan, 2003, Twaites i in, 2005; Schmaljohann, 2006; Wu Jie i in.,
2006].

Na Wydziale Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska Politech-
niki £odzkiej od kilku lat prowadzone sa badania nad wytworzeniem
nowej generacji no$nika chitozanowego o wlasnosciach termo wrazli-
wych. Termozele chitozanowe formowane sa z niskolepkich roztwordéw
soli chitozanowych (glownie chlorku chitozanu), z uzyciem jako $rod-
ka sieciujacego B-glicerofosforanu sodu. Przejscie fazowe zol-zel tych
uktadow nastepuje w fizjologicznej temperaturze ciata. Istotne jest, ze
do roztworu soli wprowadzi¢ mozna $§rodki farmakologiczne, tworzac
aktywne uktady hybrydowe. W trakcie sieciowania (w temperaturze po-
wyzej 35°C), zostaja one unieruchomione w strukturze zelu i moga byé
w sposoOb kontrolowany z niej uwalniane.

Pomiary reologiczne termozeli chitozanowych

W pracy przedstawiono badania nad otrzymywaniem zeli chito-
zanowych formujacych si¢ w fizjologicznej temperaturze ciata ludz-
kiego i tworzacych uklady hybrydowe z substancjami czynnymi. Do
wytwarzania bazowego termo zelu, stanowiacego podstawowa ma-
trycg polimerowa uzyto chitozanu Fluka o masie czasteczkowej 490
kDa oraz kwasu solnego. Jako substancje sieciujaca wykorzystano
B-glicerofosforanu sodu. W strukturg zelu wprowadzono albuming wo-
lowa o masie czasteczkowej 66 kDa w stosunku wagowym albuminy/
chitozanu odpowiednio: 1:4 oraz wankomycyng (glikopeptyd) w tym
samym stosunku wagowym.

Dla tak przygotowanych probek wykonano seri¢ pomiarow reologicz-
nych. Badania prowadzono w uktadzie stozek — ptytka (stozek ¢50 z ka-
tem 1°) na reometrze Phisica MR301 firmy Anton Paar. Przeprowadzono
pomiary krzywych plynigcia, krzywych ptynigcia oraz krzywych oscy-
lacyjnych roztworéw wyjsciowych zawierajacych odpowiednio czysty
chitozan usieciowany B-glicerofosforanem sodu oraz dwu roztwordw,
w ktorych do roztworu wyjsciowego dodano substancje czynne, odpo-
wiednio albuming wolowa i wankomecyng. Wyznaczona dla roztworu
bazowego, w oparciu o pomiary warto$ci wspotczynnika lepkosci dyna-
micznej 1 przy wzroscie temperatury, najnizsza krytyczna temperatura
roztworu wynosita ok. 40°C. Dalsze pomiary reologiczne prowadzono
w zakresie temperatur od 25 do 40°C. Maksymalna temperatura 40°C
wyznaczona zostala ze wzgledu na mozliwos¢ koagulacji albuminy

wotowej i uktadu peptydowego zawartego w strukturze wankomycyny.
Wyeliminowanie mozliwosci koagulacji biatek. Taki sposob prowadze-
nia pomiaréow eliminowal wplyw zjawiska koagulacji na wyniki po-
miardéw reologicznych badanych roztworow. Z wczeséniejszych badan
wiasnych autorow [Modrzejewska i in., 2001; Modrzejewska i Owczarz,
2004, Wylon i in., 2004, Owczarz i Modrzejewska, 2005, Owczarz
i Modrzejewska, 2006, Modrzejewska i in., 2007] wiadomo, ze czyste
roztwory soli chitozanowych usieciowanych [-glicerofosforanem sodu
po osiagnigciu najnizszej krytycznej temperatury roztworu (LCST) wy-
kazuja szybki wzrost wspotczynnika lepkos$ci dynamicznej z jednocze-
snym wzrostem wilasnos$ci spr¢zystych. Natomiast w czasie ponowne-
go ochladzania otrzymujemy ponownie roztwor lepki o wlasnosciach
zblizonych do roztworu wyj$ciowego. Mamy zatem uktad odwracalny
zol-zel wynikajacy ze zmiany wtasno$ci hydrofilowych w hydrofobowe
badanego polimeru pod wptywem zmian temperatury.

Krzywe temperaturowe roztworéw zawierajacych
substancje czynne

Badania wplywu temperatury na lepko$¢ uktadow hybrydowych za-
wierajacych substancje czynne zawarte w roztworze wyjsciowym soli
chitozanowych wykonano w uktadzie stozek — plytka na reometrze
Physica MR 301. Probke umieszczona w ukladzie w temperaturze 25°C
ogrzewano do temperatury 40°C z predkoscia wzrostu temperatury
0,5°C/s. Nastepnie termostatowano przez 1000 s w temperaturze 40°C
i ponownie ochtadzano do temperatury wyj$ciowej (25°C) z predkoscia
0,5°C/s. Jednoczeénie wykonywano pomiary reologiczne wyznaczajac
wspotczynnik lepkosci dynamicznej . W pomiarach stosowano wybra-
na arbitralnie warto$¢ szybkosci $cinania y = 20 1/s. Otrzymane krzy-
we temperaturowe przedstawiono na rys. 1.

45
# Albuminz temperatura 40*C

W Wantomeoyna temperatirs 4040

o Alburminz grranie 25-40%C

B

[ Wancomenyna grzanis 25-40°C

O Wancomedyna chtodzenie 40-25°C

.

14—

Zakras stake) tamperstury

Wspobkzynnik lepkosci dynamiczej [Pas]
L=

grzanie
chiodzenie

T T T T T
a 200 400 600 800 1000 120¢
Czas [s]

Rys. 1. Krzywe temperaturowe otrzymane dla uktadow hybrydowych roztworow soli

chitozanowych z dodatkiem substancji czynnych, Y =201/s

W przebiegach krzywych lepkosci w funkcji zmian temperatury wy-
raznie wida¢ réznice pomigdzy uktadem zawierajacym czyste biatko-
albuming wolowa, a uktadem zawierajacym wankomycyng. Przebieg
krzywej lepkosci dla roztworu zawierajacego albuming jest zbiezny
z takim, jaki otrzymywany byt dla czystych roztworéw soli chitozano-
wych. Wzrost temperatury powoduje poczatkowo spadek lepkosci az
do osiagnigcia najnizej krytycznej temperatury roztworu (LCST). Na-
stgpnie obserwujemy wzrost lepkosci. W tej temperaturze nastgpuje bu-
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dowa struktury usieciowanego polimeru. W trakcie ochltadzania probki
spadek wartos$ci lepkosci, a wige zniszczenie usieciowane;j struktury po-
limeru i przemiang fazowa zel-zol. Wskazywac to moze, ze mechanizm
powstawania zelu pod wptywem temperatury oparty jest na powstaniu
nietrwatych oddziatywan fizycznych a nie trwatych potaczen chemicz-
nych pomigdzy tancuchami polimeru.

W przypadku roztworu zawierajacego wankomycyng jako substancje
czynna obserwujemy podobny przebieg krzywej temperaturowej w cza-
sie ogrzewania, jednak warto$ci wspotczynnika lepkosci dynamiczne;j
sa nizsze niz w przypadku roztworéw z albuming. Nastgpnie nastgpuje
niewielki wzrost w trakcie termostatowania. Jednak w czasie chtodzenia
probki obserwujemy dalszy wzrost wspotczynnika lepkosci dynamicz-
nej. Moze to wskazywac¢, ze w trakcie podgrzewania i termostatowania
otrzymali$my trwaly uktad struktury polimerowej. W podgrzewanym
roztworze mogta zaj$¢ reakcja chemiczna tworzaca zupeknie inny uktad
polimerowy. Moze to byé spowodowane obecno$cia ugrupowan we-
glowodanow (glikandéw) przytaczonych kowalencyjnie do tancuchow
bocznych aminokwasow. Poniewaz w tancuchu chitozanu takze wyste-
puja grupy aminowe to istniej¢ prawdopodobienstwo wytworzenia si¢
takich wiazan nie tylko w czasteczkach wankomycyny, ale takze po-
przez trwale zwiazanie tych czasteczek z fancuchem polimeru.

Badanie wtasnosci lepkosprezystych roztworow
zawierajacych substancje czynne

Wyniki pomiaréw oscylacyjnych przedstawiono na rys. 2—4.
Z przedstawionych wykreséw wynika, ze w temperaturze 25°C wyj-
Sciowy roztwor soli chitozanowych jest ptynem nienewtonowskim
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Rys. 2. Krzywe oscylacyjne roztworéw soli chitozanowych
A — temperatura 25°C, B — temperatura 40°C
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Rys. 3. Krzywe oscylacyjne roztworow soli chitozanowych z dodatkiem albuminy wotowej,
A — temperatura 25°C, B — temperatura 40°C
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Rys. 4. Krzywe oscylacyjne roztworéw soli chitozanowych z dodatkiem wankomecyny,
A — temperatura 25°C, B — temperatura 40°C

o przewazajacych cechach ptynu lepkiego. Dodatek substancji czyn-
nych powoduje zmiany wlasnosci reologicznych tego roztworu. Szcze-
goblnie widoczne jest to w przypadku uktadu hybrydowego z dodatkiem
wankomycyny (Rys. 3A). Dodatek tej substancji powoduje, ze powstaje
roztwor o wyraznych cechach ptynu sprezysto lepkiego, a lepkos¢ ze-
spolona jest o ponad rzad wielko$ci wigksza, niz w przypadku roztwo-
ru wyjsciowego (Rys. 2A). Wyrazne cechy uktadu sprezysto-lepkiego
wskazuja, ze dodatek substancji czynnej w postaci glikopeptydu po-
woduje wytworzenie sieci polimerowej. Potwierdzono zatem, zaobser-
wowany podczas pomiardw krzywych lepkosci w funkcji temperatury,
wystgpowanie wigzan innych niz wystgpujace w czystym roztworze
soli chitozanowych.

Krzywe oscylacyjne otrzymane w temperaturze 40°C wykazuja dla
wszystkich uktadow (Rys. 2B, 3B, 4B) wykazuja wyrazne cechy pty-
now sprezystych. We wszystkich przypadkach nastapito wigc wytwo-
rzenie zelu z roztworéw wyjsciowych. r czcionki stosowanej w tych
obiektach moze by¢ zmniejszony do 7 pkt.

Whioski

Zaobserwowane wyrazne roznice w przebiegu krzywych temperatu-
rowych uktadow hybrydowych zawierajacych albuming wotowa i wan-
komycyng wskazuja na roézne typy wiazan powstajace po dodaniu do
roztworu wyjsciowego soli chitozanowych substancji czynnych.

W przypadku wankomycyny otrzymuje si¢ uktad nieodwracalny,
w ktorym czastka antybiotyku taczy si¢ wiagzaniem chemicznym z tan-
cuchem polimeru chitozanowego.

Wszystkie badane uklady wykazuja cechy termozeli, dla ktorych
wzrost temperatury inicjuje przemiang fazowa zol-zel.
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