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Hydrozelowe mikrokapsulki z udzialem naturalnych i chemicznie
modyfikowanych chitozanéw — wlasciwosci mechaniczne i porowato$¢é

Streszczenie — Podjeto prébe okreslenia wplywu stezenia roztworéw anionowego polisacharydu
oraz kationowych oligochitozanéw (niemodyfikowanych badz modyfikowanych) na mektore wiasci-
wosci otrzymywanych z nich dwuskladmkowych mikrosfer alginian sodu/kation Ca%*i tréjsktadni-
kowych mikrokapsutek alginian sodu/kation Ca®*/ oligochitozan (lub jego czwartorzedowa pochod-
na amoniowa). Dobér stezenia roztworéw pozwala na regulowanie porowatosci okreslanej na podsta-
wie oznaczania gérnej granicy wykluczania metoda chromatografii Zelowej. Badania potwierdzity
mozliwo$¢é wykorzystania oligochitozanéw do formowania mechanicznie stabilnych mikrokapsulek.
Zastosowanie modyfikowanych oligomeréw chitozanu pozwala na regulowanie zaréwno wytrzyma-
tosci mechanicznej zewnetrznej membrany mikrokapsulek, jak i jej porowato$ci. Uzyskane hydrozelo-
we ukltady charakteryzuja sie duza stabilnoscia wytrzymatosci na éciskanie, co ustalono na podstawie
badan zmeczeniowych. Zastosowanie niedestrukcyjnych badan relaksacyjnych pozwolilo na okresle-
nie wstepnych korelacji pomiedzy wytrzymatoscia na Sciskanie i porowatoscia mikrokapsutek
a wspotczynnikami réwnania opisujacego krzywe relaksacji.

Stowa kluczowe: mikrosfery hydrozelowe, mikrokapsutki, alginian sodu, oligochitozan, czwartorze-
dowe sole amoniowe oligochitozanu, porowatos¢, wytrzymatosé na Sciskanie, badania zmeczeniowe,
relaksacja.

HYDROGEL MICROCAPSULES CONTAINING NATURAL AND CHEMICALLY MODIFIED OLI-
GOCHITOSAN — MECHANICAL PROPERTIES AND POROSITY

Summary — Attempt has been made to determine the effect of the concentration of the solutions of
anionic polysaccharides and cationic oligochitosans (modified or not) on some properties of the sys-
tems obtained. They were either binary microspheres: sodium alginate/ Ca*? cation or ternary ones:
sodium alginate/Ca* 2 cation/ oligochitosan (or its quaternary ammonium derivatives) (Fig. 1, Table
1). Selection of solution concentration let control the porosity (determined on the basis of molar mass
cut-off by gel permeation chromatography — Fig. 2). The investigations confirmed the possibility of
oligochitosan applications to the formation of mechanically stable microcapsules. The use of modified
oligomers let control both the mechanical strength of outer membrane of microcapsule and porosity.
The prepared hydrogel systems show high stability of compression strength what was find on the
basis of fatigue tests (Table 3). Non-destructive relaxation tests results allowed finding the preliminary
correlation between compression strength and porosity of microcapsules and coefficients in the equa-
tion describing the relaxation curves [equation (3), Table 2, Fig. 4—6].

Key words: hydrogel microspheres, microcapsules, sodium alginate, oligochitosan, quaternary am-
monium salts, porosity, compression strength, fatigue tests, relaxation.

Mikrokapsulkowanie, stanowiace obecnie jedna
z dynamicznie rozwijajacych sie technologii, umozliwia
m.in. ,,zamykanie” mikroskopijnej ilo$ci substanciji (two-
rzacej tzw. rdzen mikrokapsutki) w otoczkach formowa-
nych z jednego lub kilku réznych polimeréw na drodze
okreslonych proceséw fizycznych i reakcji chemicznych
[1]. Szczeg6lnego znaczenia nabieraja badania dotyczace
warunkéw takich reakcji oraz poszukiwanie nowych
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potencjalnych substratéw takich reakcji, kompatybil-
nych z materialami pochodzenia naturalnego, np. z zela-
tyna, powszechnie stosowana w kapsutkowaniu. W lite-
raturze naukowej pojawia si¢ ostatnio coraz wiecej do-
niesieft na temat mikrokapsutkowania w uktadach opar-
tych na polimerach naturalnych i ich odpowiednich po-
chodnych [2].

Mikrokapsulki i mikrosfery sa tworami kulistymi
o wymiarach od kilku mikrometréw do kilku milime-
tréw (rys. 1). Mikrosfery (rys. 1b) to mate porowate jed-
nofazowe kulki polimerowe, ktdre sa najczesciej réwno-
miernie zzelowane, stanowiac w istocie membrane w ca-
lej swej objetosci. Wytrzymalosé mechaniczna mikrosfer
mozna poprawié w wyniku formowania dodatkowej
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Rys. 1. Schematy struktury: (a) mikrokapsutki, (b) mikrosfery
Fig. 1. Schematic structure representation of: (a) microcapsule,
(b) microsphere

zewnetrznej membrany ze zwiazkéw zdolnych do two-
rzenia trwalych wiazan kowalencyjnych lub jonowych
[3], uzyskujac w ten sposéb mikrokapsutki. Mikrokap-
sulki stanowia wiec uklady dwufazowe z ptynnym lub
hydrozelowym rdzeniem oraz zewnetrzna porowata
membrana (rys. la).

Jedna ze szczegdlnie obiecujacych metod mikrokap-
sulkowania jest formowanie mikrosferowych hydroze-
lowych otoczek na drodze kontrolowanego procesu
tworzenia komplekséw polielektrolitowych (KPE) [4].
Kompleksy takie moga powstawac badz w calej objetos-
ci polielektrolitu w wyniku oddzialywania anionowych
grup z kationami metali wielowartosciowych, badz tez
w reakcji na granicy dwéch stykajacych sie wodnych
roztworéw polielektrolitow zawierajacych jonowe gru-
py funkcyjne o przeciwnych tadunkach. Przykiadem
najczesciej stosowanych komplekséw KPE sa mikrosfery
hydrozelowe otrzymywane poprzez sieciowanie algi-
nianu sodu kationami wapnia. Niestety, tego rodzaju
mikrosfery charakteryzuja sie niewielka stabilnoscia me-
chaniczna, zwlaszcza podczas diugotrwalego ich prze-
chowywania w roztworach buforowych (typowe syste-
my biologiczne). Mozna wéwczas zaobserwowacé dezin-
tegracje takiego ukladu, postepujaca w wyniku stopnio-
wego procesu wymiany kationow Ca** (pochodzacych
z kompleksu KPE) na jednowartosciowe kationy obecne
w roztworze buforu, przede wszystkim kationy sodu
i potasu. Dlatego tez opracowano wiele innych struktur
wykorzystujacych dodatkowa modyfikacje powierzch-
niowa takich hydrozelowych mikrosfer kationowymi
polimerami lub z zastosowaniem systeméw wielosklad-
nikowych [5]. Otrzymane w ten spos6b mikrokapsutki
charakteryzuja sie lepszymi wlasciwosciami mechanicz-
nymi i zmniejszong porowatos$cia.

Niniejsza praca ma na celu okreslenie potencjalnych
mozliwosci zastosowania oligochitozanu i jego kationo-
wej pochodnej w procesie otrzymywania sferycznych
mikrokagsulek na drodze modyfikacji mikrosfer algi-
nian/Ca”*. W prezentowanych badaniach jako uklady
modelowe postuzyly mikrosfery formowane jednoeta-
powo na podstawie anionowego alginianu sodu i katio-

néw wapnia Ca®* oraz mikrokapsutki formowane dwu-
etapowo z mikrosfer i wprowadzanego dodatkowo ka-
tionowego oligochitozanu albo jego pochodnych. Podje-
liSmy takze prébe oceny wplywu podstawowych para-
metréw (w tym stezenn wyjsciowych roztworéw alginia-
nu sodu oraz oligochitozanu lub jego pochodnej zawie-
rajacej czwartorzedowa grupe amoniowa) na wytrzyma-
losciowe wlasciwosci mikrokapsulek otrzymywanych
w tréjskladnikowych ukladach polisacharyd aniono-
wy/kation Ca**/oligokation chitozanowy. Dokonalis-
my tez préby okreslenia wtasciwosci materiatéw hydro-
zelowych na podstawie wynikéw badan relaksacyjnych.
Zaprezentowali$my przy tym dokladny opis wszystkich
zastosowanych metod charakterystyki mechanicznej
i badania porowatosci ze wzgledu na wciaz jeszcze od-
czuwany brak ustalet dotyczacych wiarygodnych spo-
sobow oceny coraz czeéciej opracowywanych nowych
sferycznych materialéw hydrozelowych.

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty

W pracy wykorzystano:

— alginian sodu ,Keltone HV” firmy ISP (Wielka
Brytania), o lepkosciowo §rednim ciezarze czasteczko-
wym M,, = 440 000 [6];

— oligochitozan o liczbowo $rednim ciezarze czas-
teczkowym M,, = 4700 i polidyspersyjnosci 1,7 (zweryfi-
kowanej metoda chromatografii zelowej z wykorzysta-
niem wzglednej kalibracji wzorcami dekstranowymi
[7D), otrzymany z chitozanu o symbolu CH-K05011512
(chitosan food grade, firmy Yuhuan Ocean Biochemical,
Chiny) w wyniku kontrolowanej degradacji nadtlen-
kiem wodoru [6].

Modyfikacja oligochitozanu

Ze wzgledu na ograniczona rozpuszczalnoé¢ oligo-
chitozanéw o M, >4000 w Srodowisku o pH >6,3 [8] uzy-
wany oligochitozan poddano modyfikacji zwiazkiem
zawierajagcym czwartorzedowe grupy amoniowe. Mia-
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nowicie, do 100 cm?® 5-proc. wodnego roztworu oligochi-
tozanu o temp. 60 °C wkraplano powoli 4 cm® wspélne-
go wodnego roztworu chlorku (3-chloro-2-hydroksypro-
pylo)trimetyloamoniowego (firmy Aldrich) oraz wodo-
rotlenku sodu (udzial molowy — jednostka glikozydo-
wa:czwartorzedowa s6l amoniowa:NaOH = 1:0,5:1)
[réwnanie (1)]. Po zakoficzeniu reakcji (6 h) wytracano
produkt (na drodze wkraplania mieszaniny poreakcyj-
nej do acetonu), ekstrahowano z niego nieprzereagowa-
ny zwiazek modyfikujacy i NaOH czterokrotnie prze-
mywajac odsaczony osad acetonem, a nastepnie pro-
dukt suszono w temp. 40 °C. Modyfikacje chitozanu po-
twierdzono zaréwno jakosciowo (spektroskopia w pod-
czerwieni, aparat ,, ATR-FTIR Nexus” firmy Thermo Ni-
colet Co.), jak i iloSciowo (protonowy rezonans magne-
tyczny H-NMR, aparat NMR ,Spectrometer AC-200”
firmy Bruker — rozpuszczalnik D,0O) [10]; stopieri pod-
stawienia wynosit 0,5.

Formowanie mikrosfer hydrozelowych
i mikrokapsutek

Mikrosfery hydrozelowe w ukltadzie alginian/katio-
ny wapnia otrzymywano w wyniku wkraplania 20 cm®
roztworu alginianu sodu (0,5—1,5-proc.) do 1-proc. roz-
tworu CaCl, przy uzyciu strzykawki pojemnosci 20 cm?
zakoniczonej igla (& 0,7 mm x 30 mm); igla znajdowala
sie 2,5—3 c¢m nad poziomem lustra roztworu CaCl,. Do-
datkowo, podczas formowania mikrosfer roztwor byt
delikatnie mieszany za pomoca mieszadetka magne-
tycznego. Taki sposéb formowania mikrosfer pozwolil
na uzyskanie produktéw $rednicy ok. 3 mm. W celu wy-
eliminowania wplywu szybkoéci dozowania roztworu
alginianu, do nastrzykiwan zastosowano pompe infu-
zyjna 680 A firmy Medipan-Warszawa w warunkach
stalego przeplywu = 4 cm”/min.

Formowanie mikrokapsulek w procesie dwuetapo-
wym polegalo na otrzymywaniu na pierwszym etapie
w opisany powyzej spos6b mikrosfer hydrozelowych
(z 1,5-proc. roztworu alginianu , Keltone HV”) i na
nastepnej modyfikacji tak powstalych mikrosfer po-
przez zanurzenie ich w 0,5—2-proc. roztworach oligo-
chitozanu lub jego czwartorzedowej pochodnej amonio-
wej w 0,9-proc. roztworze NaCl (wymagane pH roztwo-
ru wynoszace 6,5 ustalano za pomoca 1 M NaOH). Przy-
jety czas takiej modyfikacji w odniesieniu do wszystkich
przeprowadzonych préb byt staty i wynosit 20 minut.
Warto$¢ te dobrano tak, aby w stosunkowo krétkim cza-
sie otrzyma¢ maksymalny stopiefi przereagowania oli-
gokationu chitozanowego; opieraliSmy si¢ przy tym na
wynikach wczeéniejszych badan dotyczacych otrzymy-
wania dwuskladnikowych mikrokapsulek alginian/oli-
gochitozan [4]. W referowanej obecnie pracy w przypad-
ku oligochitozanu zaréwno niemodyfikowanego, jak i
modyfikowanego stosowano ich sole chlorkowe. Skiady
tak otrzymanych mikrokapsulek i mikrosfer sa podane
w dalszym tekscie (por. tabela 1).

Metody badan wlasciwosci otrzymanych
ukladéw hydrozelowych

Maksymalna wytrzymalo$é na Sciskanie

Wilasdciwos¢ te oceniano w maszynie wytrzymalos-
ciowej firmy Zwick (,Rolle Z 2,5”) z ruchoma glowica;
predkos¢ natarcia glowicy wynosita 1 mm/s [7]. Zmiany
wartosci sily nacisku rejestrowano z wykorzystaniem
zintegrowanego systemu komputerowego, umozliwia-
jacego okreslenie maksymalnej odporno$ci membrany
hydrozelowej przy Sciskaniu pojedynczej mikrosfery lub
mikrokapsulki. W celu otrzymania statystycznie weryfi-
kowalnych wynikéw, badania wszystkich otrzymanych
ukladéw przeprowadzano w co najmniej 10 powtérze-
niach.

Porowatos¢

Porowato$¢ analizowanych hydrozelowych mikro-
sfer i kapsulek okreslano warto$cia tzw. gérnej granicy
wykluczania wyznaczana na podstawie techniki chro-
matografii zelowej. Jest to dokladna metoda stuzaca do
oceny porowato$ci materialéw polimerowych poprzez
pomiar maksymalnego ciezaru czasteczkowego wzor-
cow, ktére moga dyfundowaé przez zewnetrzne pory
badanych materialéw do ich wnetrza. W naszych bada-
niach jako wzorzec wykorzystano 0,2-proc. wodny roz-
twoér mieszaniny dekstranéw o Srednich ciezarach czas-
teczkowych 200 000, 110 000, 15 000, 5 000 oraz dekstran
maloczasteczkowy (<5 000).

Do ok. 2 cm® materialu w postaci mikrosfer lub mik-
rokapsutek, umieszczonego w cylindrze miarowym po-
jemnosci 10 cm®, wprowadzano po 2 cm® roztworéw
ww. dekstranéw. Do badan chromatograficznych wyko-
rzystywano dwie probki: — pobrana bezposrednio po
wprowadzeniu dekstranéw (prébka ,,0”) oraz pobrana
po 24 h, czyli po czasie, po ktérym ustala sie r6wnowaga
dyfuzyjna (prébka ,24”) [6]. Zestawienie i por6wnanie
obu chromatograméw (,,0” i ,,24”) pozwala na ustalenie
tzw. gornej granicy wykluczania okreslonej jako cigezar
czasteczkowy dekstranu wyznaczany z zastosowaniem
metody dwuetapowej, mianowicie:

— wyznaczenia ciezaru czasteczkowego odpowiada-
jacego miejscu polaczenia sie¢ chromatograméw prébek
,071,24” — warto$¢ D4 na rys. 2a;

— ustalenia wartosci ciezaru czasteczkowego (Dp)
dekstranu odpowiadajacej zerowemu wspodiczynnikowi
dyfuzji D na rys. 2b.

Wartoéci D odnoszace sie do poszczegdlnych cieza-
row czasteczkowych dekstranu oblicza si¢ na podstawie

rownania
RI, - RI,,

RI,

D= 2
gdzie: Rlp i RI,4 — wartosci sygnatéw detektora DRI na rys.
2a.

Metoda ta prowadzi wiec do uzyskiwania dwéch
wartosci ciezaréw czasteczkowych — pierwotnej D4y
i wtérnej Dp obarczonej co najmniej takim samym
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Rys. 2. Gorna granica wykluczania wyznaczana z wykorzys-
taniem techniki chromatografii Zelowej: (a) chromatogramy
probek ,0” i ,24”, (b) wspolczynnik dyfuzji (D) w funkcji
ciezaru czqsteczkowego wzorcowego dekstranu obliczony na
podstawie rys. 2a [6]

Fig. 2. Molar mass cut-off determination by GPC method: (a)
chromatograms of the samples ,0” and ,24”, (b) diffusion
coefficient D versus molecular weight of dextran standard,
calculated on the basis of Fig. 2a [6]

bledem pomiarowym jak D,4. W niniejszej pracy przed-
stawiamy obydwie te wartosci (por. tabela 1), w dyskusiji
wynikéw powolujemy sie jednak gtéwnie na wartosé
D 4 jako pierwotna.

Badania zmeczeniowe

Hydrozelowe mikrosfery badz mikrokapsulki zanu-
rzone w wodzie cyklicznie odksztalcano (Sciskano) do
poziomu ok. 50 % deformacji w ciagu kolejno 20, 100,
200, 4001 600 cykli. Czas jednego cyklu wynosit ok. 1,5 s;
wytrzymatos¢ na Sciskanie oznaczano po podanych se-
riach cykli. W celu otrzymania statystycznie wiarygod-
nych wynikéw, badaniom poddawano co najmniej 10
mikrokapsulek/mikrosfer w kazdej prébie.

Badania relaksacyjne

Badania te prowadzono za pomoca wspomnianej juz
maszyny wytrzymatosciowej ,Rolle Z 2,5”, takze z pred-
koscia natarcia glowicy wynoszaca 1 mm/s. Polegaty
one na wstepnym odksztalceniu uktadéw hydrozelo-
wych do zadanego poziomu deformacji (50-proc. lub 80-
proc.), a nastepnie na ciagtej rejestracji przez 200 s
(z czestotliwoscia 10 punktéow pomiarowych na sekun-
de) sily nacisku. Obserwowane w wyniku zmian struk-
turalnych hydrozeli ,zjawisko relaksacji” prowadzi do
stopniowego zmniejszania wartosci rejestrowanej sity.
Przyjety poziom deformacji odpowiadal wartosci po-
czatkowej sity nacisku réwnej 60—70 % (50-proc. defor-
macja) i 80—90 % (80-proc. deformacja) ustalonej przez
nas maksymalnej wytrzymalosci na $ciskanie badanych
ukladéw hydrozelowych.

Podobnie jak w przypadku badania maksymalnej
wytrzymatosci na éciskanie, i tu oceniano mikrokapsutki
oraz mikrosfery bezposrednio po ich wyjeciu z wody;
zauwazono przy tym czeSciowe wydzielanie sie z nich
wody podczas szybkiego Sciskania.

Wyniki przeprowadzonych testéw relaksacyjnych
réznych badanych ukladéw przedstawiano graficznie
jako zmiany sily nacisku w funkcji czasu (czyli tzw.
krzywe relaksacji), po czym dokonywano wzajemnego
skorelowania krzywej i opisujacego ja rownania mate-
matycznego [11].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Do najbardziej interesujacych, oznaczanych w prosty
sposob parametréw opisujacych materialy zelowe zali-
cza sig: wytrzymatos¢ na Sciskanie oraz stopienn defor-
macji i porowatos¢. Poniewaz jednak seria prébek mate-
rialu na podstawie zZelu tego samego typu nie zawsze
jest jednorodna, to wartosci maksymalnej sily nacisku
badz stopnia deformacji znacznie sie od siebie réznia,
a wyniki prostych badani wytrzymatosciowych nie poz-
walaja na pelng charakterystyke otrzymanych produk-
tow [12]. Dlatego tez w celu okreslenia ich rzeczywis-
tych wlaéciwosci mechanicznych przeprowadziliémy
trzy grupy badan:

— standardowe, w ktérych oznaczano maksymalna
wytrzymato$¢ mechaniczng na $ciskanie — podstawo-
wa ceche badanych uktadow,

— relaksacyijne,

— zmeczeniowe.

We wszystkich tych grupach badan zastosowano jed-
nakowa szybkos¢ odksztalcania wynoszaca 1 mm/s,
poniewaz wiadomo, ze juz w warunkach szybkosci > 0,6
mm/s wyniki badaii mechanicznych hydrozelowych
mikrokapsul sa niezalezne od ich srednicy [13].

Wytrzymato$¢ na Sciskanie

Ocena wytrzymatosci na Sciskanie polegala na po-
miarze maksymalnej sily nacisku, pod wplywem ktérej
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nie nastepuje jeszcze zniszczenie zewnetrznej struktury
mikrosfer i mikrokapsulek. W przypadku otrzymywa-
nych na drodze dwuetapowej mikrokapsulek wystepuja
charakterystyczne pekniecia zewnetrznej membrany,
objawiajace si¢ zmniejszeniem wartosci sity nacisku, po
czym jej zwigkszeniem az do chwili catkowitego znisz-
czenia hydrozelowego rdzenia mikrokapsulki (algi-
nian/Ca?*) [7]. Dane zestawione w tabeli 1 potwierdzaja
typowy wplyw stezenia alginianu na maksymalna wy-
trzymalo$¢ na $ciskanie otrzymanych mikrosfer, miano-
wicie zastosowanie roztworu alginianu sodu o stezeniu
0,75 % powoduje gwaltowny wzrost ich wytrzymatosci.
Natomiast w przypadku mikrokapsulek otrzymywa-
nych z 1,5-proc. roztworu alginianu sodu i formowa-
nych na drodze modyfikacji mikrosfer chitozanem
zaré6wno niemodyfikowanym, jak i modyfikowanym
mozna zauwazy¢ monotoniczny wzrost wytrzymatosci
wraz ze wzrostem stezenia roztworu uzytego oligoka-
tionu. Jednak, niezaleznie od tego stezenia, otrzymane
materialy charakteryzuja sie zdecydowanie mniejsza
wytrzymatoscia niz wyjsciowe mikrosfery. Dodatkowa
modyfikacja oligochitozanu, praktycznie biorac, nie
wplywa na wytrzymalosé na Sciskanie formowanych
kapsulek.

Tabela 1. Wplyw stezenia roztworéw alginianu oraz oligochi-
tozanu na maksymalna wytrzymatosé na Sciskanie (Fuax) i porowa-
tos¢ (goérna granice wykluczania) badanych uktadow

Table 1. Effects of alginate and oligochitosan solutions concen-
trations on compression strength and porosity (molar mass cut-off)
of the systems investigated

Skitad uktadu i stezenie Goérna grani'ca
L.p. uzytych roztworéw Finax, N wykluczania
(O/o mas.) D A DB
1 10,5% alginian/ Ca%* 3,2 (+0,51) | 120 000 400 000
2 10,75 % alginian/ Ca? 3,9 (£0,76) | 110000 | 230 000
3 |1,0 % alginian/ Ca? 6,3 (£0,66) | 90 000 130 000
4 |1,5 % alginian/ Ca%* 14,2 (£1,96)| 75000 100 000
o, L3 2+ o,
5 |12 %alginian/Cam/05% | 570 40y | 58000 | 37000
oligochitozan
o, L3 2+ o,
g | 1o oalginian/Ca™/1% 1506 | 40000 | 25000
oligochitozan
o, Co 2+ o,
7 |15 %ealginian/Ca™/2% | ;) 96 | 21000 | 22000
oligochitozan
o, s 2+ o,
g |10 oalginian/Ca™/05% | 506 43y | 40000 | 29000
oligochitozan mod.
o, L3 2+ o,
g |15 7alginian/Ca™ /1% | 55076 | 25000 | 18000
oligochitozan mod.
o, CE 2+ o,
10 |12 7o alginian/Ca™/2% g 4 90y | 10000 | 10000
oligochitozan mod.
Porowatosé

W charakterystyce ukladéw hydrozelowych opisy-
wanych w niniejszej pracy, poza wtasciwosciami mecha-
nicznymi bardzo istotne jest wiarygodne okreslenie ich
parametrow morfologicznych. Oceniany przez nas sto-

pieft porowato$ci wyznacza kierunek zastosowania mik-
rokapsulek jako potencjalnych noénikéw szeregu zwiaz-
kéw chemicznych wykorzystywanych w przemysle me-
dycznym, farmaceutycznym, a takze spozywczym. Wy-
miar poréw membran hydrozelowych bezposrednio
wplywa na szybko$¢ uwalniania zawartej w takich kap-
sutach substancji, a wigec na mozliwosé¢ kontrolowanego
ich dozowania w zalezno$ci od potrzeb. Zbadalismy po-
rowato$¢ ukladéw w postaci mikrosfer hydrozelowych
uzyskanych poprzez zastosowanie roztworéw alginianu
sodu o réznym stezeniu (tabela 1), a takze mikrokapsu-
fek otrzymywanych na drodze pokrywania mikrosfer
kationowym oligochitozanem w celu wytworzenia do-
datkowej zewnetrznej membrany. Okreslano tzw. gérna
granice porowatosci wykorzystujac zjawisko wyklucza-
nia przestrzennego makroczasteczek o Srednicy unie-
mozliwiajacej ich penetracje przez zewnetrzna warstwe
mikrosfer lub dodatkowa membrane mikrokapsulek. Na
podstawie wynikéw zestawionych w tabeli 1 mozna
stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem stezenia roztworu uzy-
tego w procesie tworzenia mikrosfer alginianu znacznie
zmniejsza si¢ porowato$¢ otrzymanych hydrozeli (war-
tosci D4 i Dp), a dodatkowa modyfikacja kationowym
oligochitozanem wplywa na dalsze ograniczenie poro-
wato$ci. Ograniczenie to staje sie coraz bardziej widocz-
ne wraz ze zwiekszaniem stezenia roztworu chitozanu
(zaréwno niemodyfikowanego, jak i modyfikowanego).

Tak wigc sterujac tylko jednym parametrem, miano-
wicie stezeniem roztwordéw alginianu i chitozanu, moz-
na zmienia¢ porowato$¢ mikrokapsutek i mikrosfer
w bardzo szerokim zakresie wartosci D 4. Wykorzysta-
nie pochodnych chitozanu zawierajacych czwartorzedo-
we grupy amoniowe pozwala na otrzymanie ukladéw
charakteryzujacych sie najmniejsza porowatoscia, co
prawdopodobnie wiaze sie z tworzeniem wigkszej niz w
przypadku niemodyfikowanego oligochitozanu liczby
wiazan sieciujacych w reakcji z grupami karboksylowy-
mi alginianu. Dodatkowo, dzigki lepszej rozpuszczal-
nosci takich pochodnych chitozanu, jest mozliwe — w
celu otrzymywania mechanicznie stabilnych mikrokap-
sutek w warunkach zblizonych do fizjologicznych (tzn.
w roztworach o pH ok. 7,0) — zastosowanie modyfiko-
wanych oligochitozanéw w szerszym przedziale ich cie-
zaréw czasteczkowych [9]. Uzyskane w ten sposéb
membrany charakteryzuja sie wieksza homogenicznos-
cig [14].

Badania zmeczeniowe

Préby zmeczeniowe postuzyly do okreslenia wply-
wu dziatania cyklicznie zmiennego obciazenia na wy-
trzymalos¢ wybranych mikrosfer i mikrokapsutek.
W ukladach rzeczywistych zaré6wno mikrokapsuiki, jak
i mikrosfery sa narazone wlasnie na cykliczne zmienne
obcigzenia, ktére moga prowadzi¢ do zmian struktural-
nych uktadu hydrozelowego, zatem do zmian jego wias-
ciwosci mechanicznych, a w konsekwencji — réwniez
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porowatosci. W zwiazku z tym badania zmeczeniowe
maja ogromne znaczenie w tzw. laboratoryjnych testach
weryfikujacych mozliwosé zastosowania danego ukla-
du hydrozelowego w praktyce. Uklady tego rodzaju
o stosunkowo duzej wyjéciowej wytrzymalosci na Scis-
kanie i charakteryzujace si¢ brakiem istotnej zmiany
wytrzymatosci pod wplywem badani zmeczeniowych,
maja najwieksze mozliwosci technicznego zastosowa-
nia. Przeprowadzone przez nas badania wybranych
mikrosfer i mikrokapsulek (tabela 2) wskazuja na spel-
nianie tego warunku — réznice miedzy wynikami
mieszcza si¢ w przedziale odchylenia standardowego
+15 %.

Tabela 2. Wyniki badann zmeczeniowych wybranych ukladéw
hydrozelowych
Table 2. Fatigue tests results of selected hydrogel systems

. . Wytrzymalosé

Badany ukfad Liczba cykli nayécisianie, N
0 14,6
20 14,2
Mikrosfery 100 12,8
(L.p. 4 w tabeli 1) 200 11,3
400 13,5
600 13,8
0 5,6
20 53
Mikrokapsutki 100 7,2
(L.p. 6 w tabeli 1) 200 7,0
400 6,0
600 59

Badania relaksacyjne

Aby wykaza¢ mozliwosci zastosowania tego rodzaju
niedestrukcyjnych badani do okreslenia strukturalnych
wlasciwosci sferycznych materialéw hydrozelowych
przeprowadzilismy dodatkowo badania relaksacyjne.
Przyklad przebiegu zarejestrowanych przez nas krzy-
wych relaksacji mechanicznej ilustruje rys. 3. Autorzy
[11] zaproponowali wspomniane juz w czesci doswiad-
czalnej ogdlne réwnanie matematyczne opisujace zmia-
ny relaksacyjne odnoszace sie do hydrozelowych mikro-
sfer alginian/Ca®". Ma ono posta¢ nastepujacej zalez-
nosci wykladniczej:

Fi=Fu+A X! ®)

gdzie: F; — wartos¢ sity rejestrowanej w pomiarach relaksa-
cyjnych po czasie t, Fo. — wartos¢ sity w czasie dazqcym do
nieskoticzonosci, A — wspétczynnik przedwyktadniczy, k —
wspdtczynnik uwarunkowany strukturq morfologiczng bada-
nego materiatu (porowatoscig), t — czas.

Wyniki badan przeprowadzonych w warunkach
50-proc. i 80-proc. wstepnej deformacji interpolowano
do ogdlnej postaci krzywej wykladniczej najlepiej opisu-
jacej zaobserwowane zmiany:

0.5 |

0,4

SCESSSESS S B

0,3

0,2

) NAmI

0,1

0,0
0 50 100 150

Rys. 3. Zaleznos¢ relaksacji mechanicznej (sity nacisku F) w
funkcji czasu (t) w odniesieniu do mikrosfer formowanych w
ukladzie roztwor alginianu sodu/1-proc. roztwor CaCly; steze-
nie roztwordéw alginianu sodu: 1—0,75 %, 2—1 %, 3—1,5 %
Fig. 3. Time (t) dependence of mechanical relaxation (load force
F) for the microspheres formed in the system: sodium alginate
solution/1 % solution of CaCl,. Sodium alginate solution con-
centration: 1 —0.75 %,2 —1 %,3—1.5%

F,=F. +A-e™ +A ™" )

We wszystkich przypadkach wartosé cztonu A, -¢ ™
stanowila mniej niz 2 % wartosci sily F,), dlatego tez
zostata pominieta w dalszych rozwazaniach.

Poréwnanie érednich wartosci wspétczynnikéw A ik
funkcji wykladniczych odnoszacych sie do poszczegol-
nych uklad6éw sferycznych wykazalo brak jakiejkolwiek
logicznej korelacji z wynikami badan w warunkach
80-proc. deformacji. Prawdopodobnie jest to efekt po-
wstawania po tak duzym odksztalceniu nieodwracal-
nych zmian (mikropeknie¢), co odnotowano juz we
wczesniej opisanych w literaturze badaniach relaksacyj-
nych [11]. W przypadku 50-proc. deformacji otrzymalis-
my natomiast powtarzalne wyniki z bardzo duzymi
wspolczynnikami korelacji i matymi odchyleniami stan-
dardowymi w odniesieniu do poszczegdlnych wyrazéw
wolnych i wspétczynnikéw w réwnaniach charaktery-
zujacych ten rodzaj krzywej wyktadniczej (F.., A oraz k),
(tabela 3).

Po wstepnej analizie otrzymanych wynikéw (tabela 1
i 3) dokonano w postaci graficznej préb nastepujacych
korelacji ze wspdlczynnikami A oraz k a takze wyrazem
wolnym F.., wystepujacymi w réwnaniu (3):

— wytrzymalo$ci mechanicznej na Sciskanie w funk-
cji wspotczynnika A (rys. 4);

— gornej granicy wykluczania D4 w funkcji odwrot-
nosci wspotczynnika k (1/k) (rys. 5);

— wytrzymalo$ci mechanicznej na Sciskanie w funk-
qji Fo. (rys. 6).

Analiza zmian wytrzymalosci mechanicznej podczas
Sciskania w funkcji wspélczynnika A (rys. 4) wskazuje
na liniowy charakter takich zaleznosci w odniesieniu do
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Tabela 3. Wystepujace w ogélnym réwnaniu (3) wyrazy wolne
oraz wspoélczynniki [wraz z odpowiednimi warto$ciami odchylefi
standardowych i wspétczynnikéw korelacji (R)] odnoszace sie do
wynikow pomiaréw relaksacji badanych uktadéw hydrozelowych
poddanych 50-proc. deformacji

Table 3. Freeterms and coefficients in general equation (3) [and
respective values of standard deviation and correlation factor (R)]
concerning the results of relaxation measurements of the investiga-
ted hydrogel systems, subjected to 50 % deformation

Lp.”|  Fo,mN A-10° 1/k R?
1 0 (x0) 147 (12,00 | 4,04 (20,0660 | 0,966
2 9,7 (0,1) 182 (33,00 | 222(+0,032) | 0,988
3 37 (£0,19) 230 (£34) | 2,76 (10,040) | 0,993
4 | 450(20,26) 536 (£9,8) | 2,10(£0,033) | 0,990
5 | 385(0,18) 195 (2,1) | 393(x0,054) | 0,995
6 | 378(x0,22) 513 (£74) | 2,64 (£0,038) | 0,992
7 | 321(x0,19) 614 (19,00 | 2,22(x0,031) | 0,991
8 | 40,8(£0,18) 163 (+1,8) | 371(x0,054) | 0,995
9 | 350(£0,19) 247 (£3,0) | 3,12(x0,045) | 0,994
10 | 31,0 (0,19) 507 (£7,9) | 2,31(x0,033) | 0991

) 1p. ukladéw — por. tabela 1.

wszystkich badanych ukladéw — zaréwno mikrosfer,
jak i mikrokapsutek. W przypadku mikrokapsutek moz-
na zauwazy¢, ze utworzone linie przecinaja sie w punk-
cie odpowiadajacym warto$ciom Fj,,,, charakterystycz-
nym dla mikrosfer 0,5—0,75-proc. roztwor alginia-
nu/Ca?*, a nie dla mikrosfer 1,5-proc. roztwoér alginia-
nu/Ca?*, stanowiacych wyjsciowa podstawe mikrokap-
sutek. Wyniki te moga wskazywaé na zmiane morfolo-
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Rys. 4. Zaleznosé maksymalnej wytrzymatosci na Sciskanie
(Finax) 0d wspétczynnika A (o — mikrosfery ulgin1'an/Ca2+;
O — mikrokapsuiki alginian/Ca®*oligochitozan niemodyfi-
kowany, A — mikrokapsutki alginian/Ca**foligochitozan mo-
dyfikowany; mikrokapsutki zostaty uformowane na podstawie
mikrosfer 1,5 % alginian/Ca®*

Fig. 4. Compression strength (F ) versus coefficient A (o —
alginate/Ca”" microspheres, O — alginate/Ca’* junmodified
oligochitosan microcapsules, A — alginate/Ca®*/modified oli-
gochitosan microcapsules; microcapsules were formed on the
basis of 1.5 % alginate/ Ca®*microspheres

gicznego charakteru rdzenia formowanych mikrokapsu-
tek.

Wspétczynnik k, a dokladnie jego odwrotnosé, praw-
dopodobnie charakteryzujacy strukture morfologiczna
takich uktadéw [11], jest tylko posrednio zwiazany
z gorna granica wykluczania (D 4) badanych materialéw
(rys. 5). Zaleznosci te sa widoczne zwlaszcza w przy-
padku ukladéw otrzymywanych z zastosowaniem ta-
kich samych stezenn wyjSciowych roztworéw reagentéw
(w odniesieniu do mikrosfer oraz obu rodzajéw mikro-
kapsulek).

120 000 - o)
©)
O
80 000 -
s ©)

40 000 -

O
() T T T T
0 1 2 3 4 5
1/k

Rys. 5. Zaleznosé gornej granicy wykluczania (D) od od-
wrotnosci wspotczynnika k (1/k); oznaczenia jak na rys. 4
Fig. 5. Molar mass cut-off (D4) versus inverse of the coeffi-
cient k (1/k); denotations as in Fig. 4

Natomiast wspétczynnik F.., odpowiadajacy wartos-
ci sily, do ktérej dazy krzywa relaksacji w czasie t—o,
jest prawdopodobnie zwiazany wylacznie z wytrzyma-
loscia na Sciskanie hydrozelu alginian/ Ca" (czyli mi-
krosfer lub rdzenia mikrokapsulki), a nie tworzacego sie
kompleksu alginian/Ca®" /oligochitozan (tj. dodatko-
wej membrany mikrokapsulki). Potwierdzeniem tego
moze by¢ obserwowany odmienny kierunek zmian war-
tosci wspélczynnika F., dotyczacego mikrosfer w po-
réwnaniu z odpowiednimi warto$ciami odnoszacymi
sie do mikrokapsutek (rys. 6). Mianowicie, w pierwszym
przypadku wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia
roztworu alginianu sodu obserwujemy jednoczesny
wzrost wytrzymalosci na $ciskanie i zwiekszanie sie
wartosci tego wspodlczynnika, natomiast w przypadku
mikrokapsulek wraz ze wzrostem stezenia roztworéw
oligochitozanéw, zastosowanych do powlekania wyjs-
ciowych mikrosfer (z 1,5-proc. roztworu alginia-
nu/Ca%"), obserwuje sie zwiekszenie F,,, (tabela 1), ale
w polaczeniu ze zmniejszaniem F., (tabela 3).

Oczywiscie, przedstawione wnioski nalezy trakto-
wac jako wstepne potwierdzenie zaproponowanej hipo-
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Rys. 6. Wytrzymalos¢ na Sciskanie (Fq,) w funkcji Fo.; 0zna-
czenia jak na rys. 4

Fig. 6. Compression strength (F,y,,) versus F..; denotations as
in Fig. 4

tezy o mozliwosci zastosowania powyzszych korelacji
do opisu zmian wlasciwosci mechanicznych hydrozelo-
wych ukladéw sferycznych (tu — mikrosfer i mikrokap-
sulek). Hipoteza ta zostanie zweryfikowana w naszych
kolejnych pracach do$wiadczalnych z zastosowaniem
innych sferycznych ukladéw hydrozelowych.

PODSUMOWANIE

Analiza otrzymanych wynikéw potwierdza teze, ze
poprzez zmiane stezenia uzytego roztworu alginianu
sodu mozna kontrolowaé porowatoé¢ oraz wytrzyma-
to§¢ mechaniczng (wytrzymalo$¢ na Sciskanie) bada-
nych ukladéw hydrozelowych w postaci mikrosfer. Za-
stosowanie dwuetapowego procesu formowania po-
zwolilo na zmniejszenie stopnia porowatosci tak otrzy-
mywanych mikrokapsutek w poréwnaniu z mikrosfera-
mi otrzymywanymi jednoetapowo. Wykorzystanie po-
chodnych chitozanu zawierajacych czwartorzedowe
grupy amoniowe, dzieki ich lepszej rozpuszczalnosci
w wodnych roztworach, umozliwia poszerzenie prze-
dzialu ciezaréw czasteczkowych stosowanych substra-
tow polimerowych i oligomerowych oraz formowanie z
nich mikrokapsutek stabilnych mechanicznie i o zmniej-
szonej porowatosci. W testach zmeczeniowych do-
tyczacych wybranych ukladéw badanych w warunkach

powtarzalnych cyklicznych ok. 50-proc. odksztalcefr nie
obserwuje sie widocznej zmiany wiasciwosci mecha-
nicznych (wytrzymalosci na Sciskanie). Wyniki badan
relaksacyjnych potwierdzily zaleznosci miedzy porowa-
todcia i wytrzymatoscia mikrokapsulek oraz mikrosfer, a
wspolczynnikami w réwnaniu opisujacym krzywa re-
laksacji. Zadowalajaca wytrzymatos¢ na Sciskanie, a
takze niewielkie warto$ci porowatosci zewnetrznej
membrany wskazuja, ze uklady formowane metoda
dwuetapowa z wykorzystaniem oligochitozanu badz je-
go pochodnej amoniowej potencjalnie moga by¢ wyko-
rzystywane w réznych technologiach bioimmobilizacji.

Praca naukowa finansowana ze srodkéw Ministerstwa
Edukacji i Nauki w latach 2003—2006 jako projekt badawczy
zamawiany.
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