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Preparation of chitosan microspheres by emulsion/
polymerization method using tripolyphosphate (TPP) and
glutaraldehyde (GLT) Chitosan microspheres are promising
candidates in controlled release drug delivery especially for instable
and sensitive drugs. Among various methods of microspheres’
preparation emulsion/polymerization method based on ion cross-
linking is thought to be suitable for chitosan microspheres technology
because of its simplicity and mild characteristic. In this paper,
chitosan microspheres preparation by the emulsion/polymerization
method using tripolyphosphate (TPP) and glutaraldehyde (GLT) as
cross-linkers was described. The influence of the type of oil phase,
water/oil ratio, surfactant, pH, TPP concentration and additional
cross-linking with GLT was evaluated. It was found that type of oil is
very important in microspheres formation. Liquid paraffin seems to
be inappropriate due to difficulties with purification of microspheres,
therefore less viscous Miglyol 812 could be more suitable. Crucial
factors for microspheres preparation were both pH solution before
and after cross-linking. TPP/chitosan microspheres had much

poorer mechanical strength compare to GLT/chitosan microspheres.
In addition, water/oil volume ratio and surfactant concentration less
importantly affected the microspheres preparation.

Keywords: microspheres, chitosan, tripolyphosphate, emulsion/
polymerization method.
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Wstep

Wérdd postaci lekoéw o kontrolowanym uwalnianiu
od lat duzym zainteresowaniem ciesza sie mikrosfery —
kuliste czastki o srednicy 1-500 pm, w ktérych substan-
cja lecznicza jest inkorporowana w matrycy polimeru.
Czastki te charakteryzuje biozgodnosé, wysoka biodo-
stepnos¢, a dzieki odpowiednio dobranej polimerowej
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matrycy, ulegajacej powolnej degradacji — mozliwosé
uzyskania przedtuzonego profilu uwalniania substan-
cji czynnej. Zaleta tej postaci lekéw jest ponadto zdol-
nos¢ do zamykania nietrwatych substancji leczniczych,
takich jak biatka (hormony, enzymy, przeciwciata) czy
materiat genetyczny. Wada bedaca powaznym ograni-
czeniem w otrzymywaniu mikrosfer jest ich nietrwa-
tos¢, a tym samym trudnosci z wyjatowieniem [1, 2].

Do najczestszych sposobéw otrzymywania mi-
krosfer na skale laboratoryjng nalezg metody emul-
syjne oraz polimeryzacji (sieciowania). W metodzie
polimeryzacji, w zaleznosci od charakteru zastosowa-
nego czynnika sieciujacego, dochodzi do powstania
kulistych mikrosfer na drodze oddziatywan fizycz-
nych (trifosforan pentasodu — TPP) lub chemicznych
(aldehyd glutarowy) podczas wkraplania roztwo-
ru polimeru do naczynia z czynnikiem sieciujgcym.
W metodach emulsyjnych wodny roztwér polimeru
zostaje potaczony z fazg organiczng za pomoca od-
powiedniego emulgatora, a do powstania mikrosfer
dochodzi podczas eliminacji fazy hydrofobowej (po-
przez odparowanie czy ekstrakcje) lub podczas doda-
wania czynnika sieciujacego [3].

W ostatniej dekadzie pojawito sie wiele doniesien
na temat otrzymywania mikrosfer chitozanowych za
pomoca metod emulsyjnych i polimeryzacji. Zwraca
sie uwage zwtaszcza na prostote wykonania chitoza-
nowych mikrosfer tymi metodami, tatwos¢ oddzie-
lenia uzyskanych czastek, tagodne warunki procesu
oraz brak koniecznosci stosowania rozpuszczalnikow
organicznych [4, 5]. Duze nadzieje na otrzymywanie
mikrosfer budzi TPP — nietoksyczny zwigzek zdolny do
tworzenia trwatych potaczen z grupami aminowymi
chitozanu w szerokim zakresie pH (1,9-7,5) [6].

Celem pracy byta ocena wptywu wybranych para-
metréw technologicznych na przygotowanie mikrosfer
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chitozanowych metodg emulsyjno-sieciujaca, z wyko- octowym, tak aby uzyskac¢ 2% stezenie roztworu po-
rzystaniem TPP oraz GLT jako czynnikéw sieciujacych. limeru (w/v) (pH = 3,7-4,0). Roztwér CHN przesacza-
Metoda ta poprzez wprowadzenie fazy olejowej po- no pod cisnieniem przez filtr membranowy 0,45 um.
zwala unikna¢ niedogodnosci spotykanych w klasycz- Przy pomocy igty o tepym ostrzu (@ 0,5 mm) do fazy
nej metodzie polimeryzacji, tj. powstawania duzych olejowej z dodatkiem Spanu 80 jako surfaktantu do-
mikrosfer o nieregularnych, kroplopodobnych ksztat- dawano kroplami roztwér CHN. Mieszanine miesza-
tach [7]. W pracy zbadano wptyw rodzaju fazy olejo- no z predkoscia 500 obr/min przy uzyciu mieszadta
wej, stosunku faz w/o, ilosci surfaktanta, ilosci i typu mechanicznego. Po 15 minutach kroplami (przy po-
czynnika sieciujgcego oraz pH — parametréw kluczo- mocy igty @ 0,8 mm) dodawano 8% lub 10% roztwor

wych przy otrzymywaniu mikrosfer. czynnika sieciujgcego — TPP o odpowiednim pH. Po-

wstata emulsje mieszano z predkoscig 600 obr/min

Materiaty i metody przez 2-3 godziny, tj. czas potrzebny do usieciowa-
nia CHN.

Odczynniki Po wytypowaniu optymalnego sposobu sporza-

Chitozan — CHN (MMW, 75-85% deacetylacja), tri- dzania zawiesiny mikrosfer, zastosowano dodatko-

fosforan pentasodu —TPP (Sigma Aldrich, Steinheim, we sieciowanie za pomocg aldehydu glutarowego.

Niemcy), parafina ciekta (Maga-Herba, Legionowo, Mikrosfery otrzymywano wykorzystujac 50% alde-

Polska), olej rycynowy (Microfarm, Krakow, Polska), hyd glutarowy, ktéry dodawano po 2 godzinach od

frakcjonowany olej kokosowy — Miglyol 812 (Caesa- wkroplenia TPP (stosunek czystego GLT do CHN 1:1),
r&Loretz, Hilden, Niemcy), aldehyd glutarowy 50% a uktad mieszano dodatkowo przez 30 minut.

— GLT, oleinian sorbitanu — Span 80 (Sigma Aldrich, W doswiadczeniach okreslano wptyw rodzaju

Steinheim, Niemcy), n-heksan (POCH, Gliwice, Pol- fazy olejowej (wykorzystano olej mineralny — pa-

ska), alkohol izopropylowy (Merck KGaA, Darmstadt, rafine ptynna, olej roslinny — olej rycynowy, frak-

Niemcy). cjonowany olej kokosowy — Miglyol 812), wptyw

stosunku faz w/o (1: 5-1: 3), ilosci emulgatora (1-3%

Aparatura Span 80) oraz wptyw pH 8% i 10% TPP (5,0; 6,0; 7,0),
Mieszadto mechaniczne IKA, Yellow Line OST 20 di- (tabela 1).

gital (IKA POL, Warszawa, Polska), wirbwka MPW-365

(Mechanika Precyzyjna, Warszawa, Polska), wisko- Rozdziat mikrosfer

zymetr rotacyjny Haake Viscotester 6 Plus (Thermo W doswiadczeniach przeprowadzonych z uzyciem

Electron Corporation, Karlsruhe, Niemcy), pH-metr parafiny ciektej, w celu pozbycia sie fazy olejowej sto-

mikrokomputerowy CP-401 (Elmetron, Zabrze, Pol- sowano wirowanie (10 tys. obr/min, 10-15 min, 4°C)

ska), mikroskop biologiczny badawczy z kamera Mo- [5], a nastepnie przemywanie powstatego osadu n-

tic BA40O (Motic, Wetzlar, Niemcy). heksanem lub/i alhoholem izopropylowym. W pozo-
statych doswiadczeniach pomijano etap wirowania,
Metoda otrzymywania mikrosfer poniewaz do rozdziatu faz dochodzito po zaprzesta-
Mikrosfery otrzymywano metoda emulsyjno-sie- niu mieszania, a powstate czastki z tatwoscia prze-

ciujaca. Chitozan (CHN) rozpuszczano w 2% kwasie chodzity do fazy wodnej.

Tabela 1. Wptyw wybranych parametréw na otrzymywanie mikrosfer chitozanowych metoda emulsyjno-sieciujaca

Parafina ciekta  + + + + + + + + + +
Typ oleju  Olej rycynowy + + +

Miglyol 812 + + + + + + + + +
Stosunek faz w/o 5 15 15 14 14 14 1.3 13 13 14 13 13 13 13 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 L3 130 13
% TPP 8% 8% 8% 8% 8% 8% 8% 8% 8% 10% 8% 10% 8% 8% 8% 8% 8% 8% 10% 8% 10% 8%
pH 37 40 37 37 37 37 37 37 37 40 40 40 40 37 37 37 37 40 40 39 39 39
2% CHN*
pH TPP* 50 60 70 50 60 70 60 60 60 70 50 60 70 70 60 50 60 60 70 70 70 70
% Span 80 % 1% 1% 1% 1% 2% 1% 2% 3% 2% 3% 2% 2% 1% 1% 1% 3% 2% 1% 1% 2% 2%
50% GLT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -
Wynik + - - - + + - - + + - - - +- - - - + +- + + +
P1-P10 — doswiadczenia z uzyciem parafiny ciektej, OR1-OR3 — doswiadczenia z uzyciem oleju rycynowego, M1-M9 — doswiadczenia z uzyciem Miglyolu 812
Wynik (+) - obecne mikrosfery, (=) — brak mikrosfer, (+/-) — oprécz mikrosfer obecne fragmenty usieciowanego CHN "~ pH do odpowiednich wartosci doprowadzano za pomocg

roztworu kwasu octowego
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Rycina 1. Mikrosfery chitozanowe otrzymane metoda emulsyjno-sieciujaca:

(A) z wykorzystaniem parafiny ciektej jako fazy olejowej (P6), powiekszenie 40x
(B) z wykorzystaniem Miglyolu 812 jako fazy olejowej (M5), powiekszenie 10x

(C) po dodatkowym usieciowaniu aldehydem glutarowym (M7), powiekszenie 40x
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Pomiar lepkosci

Lepkos¢ faz olejowych badano w temperaturze
pokojowej przy uzyciu wiskozymetru rotacyjnego Vi-
scotester 6 Plus z cyfrowym wyswietlaczem Ther-
mo Haake.

Pomiar pH

Wartos¢ pH roztworéw CHN, TPP oraz mieszanin
poreakcyjnych okreslano w temperaturze pokojowe;j.
Wyniki stanowig Srednig z trzech pomiaréw.

Oméwienie wynikow

Metoda emulsyjno-sieciujaca uznawana jest za
stosunkowo prosty sposéb otrzymywania mikros-
fer chitozanowych [4]. W zastosowanej metodzie po-
wstawanie mikrosfer odbywa sie dzieki interakcjom
jonowym pomiedzy dodatnimi grupami aminowy-
mi CHN i ujemnymi jonami fosforanowymi (gtéwnie
-P,0,,%). Uzycie fazy olejowe]j pozwala przezwycigzy¢
problemy wystepujace przy otrzymywaniu mikrosfer
klasyczng metoda sieciowania, jak np. powstawanie
duzych, uwarunkowanych $rednicg igty czastek (>1
mm) oraz tworzenie agregatow [6).

We wszystkich doSwiadczeniach uzyto roztwor
CHN w stezeniu 2%, optymalnym do otrzymania mi-
krosfer [8] i jednoczesnie zapewniajacym swobodne
przeciskanie roztworu przez igte o srednicy 0,5 mm.
Przy wyzszych stezeniach CHN, a tym samym wyz-
szej jego lepkosci, dochodzito bowiem do deformacji
kropli i zatykania igty. Czas potrzebny na catkowite
usieciowanie CHN zostat ustalony doswiadczalnie
i wynosit 2,5 godziny.

Wptyw doboru fazy olejowej

Zaobserwowano, ze na otrzymywanie mikros-
fer istotny wptyw wywierat rodzaj zastosowanej
fazy olejowej. W przypadku parafiny ptynnej, uzy-
skane mikrosfery charakteryzowaty sie kulistym
ksztattem i gtadka powierzchnia, a ich wielkos¢
w obrazie mikroskopowym nie przekraczata 80 pm
(rycina 1 A).

Zastosowanie oleju rycynowego o wyzszej lep-
kosci (ok. 705 [mPa-s]) w poréwnaniu z parafing (ok.
166 [mPa-s]) nie umozliwito w zadnej z formulacji
(OR1-0OR3) uzyskania mikrosfer. Moze to sugerowac,
ze zbyt wysoka lepkos¢ fazy olejowej nie zapewnia
odpowiedniego rozproszenia fazy wodnej roztworu
CHN, a w efekcie uniemozliwia powstanie trwatych
mikroczastek.

W doswiadczeniach z wykorzystaniem Miglyolu
812 o lepkosci okoto 29 [mPa-s] udato sie uzyskac
czastki o $rednicy <200 um (M1, M5—-M7). W obrazie
mikroskopowym zaobserwowano jednak, ze oprocz
mikrosfer kulistych, obecne s3 nieliczne niesferyczne
czastki, ich agregaty oraz pozostatosci usieciowane-
go CHN (rycina 1 B).
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Dobor fazy olejowej miat takze znaczenie podczas
rozdziatu mikrosfer od fazy olejowej. W doSwiadcze-
niach z uzyciem parafiny ciektej, mimo wirowania
i przemywania rozpuszczalnikami organicznymi —
n-heksanem czy alkoholem izopropylowym, nie uda-
to sie w catosci pozbyc oleju z powierzchni mikrosfer.
Podobne spostrzezenia poczynili Biro i wsp., ktérzy
ostatecznie zdecydowali o zastapieniu parafiny cie-
ktej olejem roslinnym o nizszej lepkosci [9]. Problemu
z rozdziatem mikrosfer nie zaobserwowano nato-
miast w doswiadczeniach z uzyciem Miglyolu 812,
w ktérych mikroczastki po zaprzestaniu mieszania
przechodzity samoistnie do fazy wodnej, opadajac
na dno naczynia.

M3—-M5). Zaobserwowano, ze ilos¢
dodanego emulgatora (stanowigce-
g0 1-3% ilosci uzytej fazy olejowej)
nie wptywa na poprawe ksztattu mi-
kroczastek (tabela 1). W doswiadcze-
niach przeprowadzonych bez dodatku
emulgatora nie udato sie otrzymac mi-
krosfer. Obecnos¢ emulgatora w mie-
szaninie jest zatem niezbedna do
wytworzenia trwatego uktadu emul-
syjnego i zapoczgtkowania procesu
formowania mikrosfer.

Wsréd postaci lekdw

o kontrolowanym
uwalnianiu, od lat duzym
zainteresowaniem cieszg
sie mikrosfery — kuliste
czastki o Srednicy 1-500
pm, w ktérych substancja
lecznicza jest inkorporowana
w matrycy polimeru.
Czastki te charakteryzuje
biozgodnosé¢, wysoka
biodostepnos¢, a dzieki
odpowiednio dobranej
polimerowej matrycy

Wptyw stosunku faz woda/olej
W metodzie emulsyjno-sieciujacej

Wptyw pH

W celu okreélenia wptywu pH na powstawanie mi-
krosfer do doswiadczen wykorzystano roztwor 8%
(w niektorych formulacjach uzyto 10% roztwor) TPP
o pH 5,0, 6,0, 7,0 (pH doprowadzano do okreslonych
wartosci za pomoca kwasu octowego), podczas gdy pH
roztworu CHN wynosito 3,7-4,0. Zakres pH, w ktérym
dochodzi do oddziatywan pomiedzy CHN a TPP jest
szeroki i miesci sie w granicach 1,9-7,5 [7]. CHN Zeluje
natomiast przy pH 26,5 [4], zatem przy uzyciu czynni-
ka sieciujgcego o pH <5,0, pomimo wystgpienia silnych
oddziatywan jonowych, problematyczne bytoby uzy-
skanie trwatych mikrosfer chitozanowych, biorac pod
uwage dobra rozpuszczalnosé CHN w takim pH.

W doswiadczeniach z parafing ptynna jako faza
olejowg zaobserwowano, ze pH 8% TPP nie wptywa
na strukture uzyskanych mikrosfer. Uzyskane wyniki
(P1-P3) byty zgodne z obserwacjami innych autoréw,
ze w przedziale pH=5,0-7,0 dochodzi do formowa-
nia kulistych mikrosfer [5]. W prébach z uzyciem ole-
ju rycynowego, bez wzgledu na pH fazy wodnej, nie
udato sie otrzyma¢ mikrosfer (tabela 1). Natomiast
w doswiadczeniu z Miglyolem 812 zaobserwowano
obecnos¢ mikroczgstek przy uzyciu 8% TPP o pH=7,0
(M1), podczas gdy przy pozostatych wartosciach pH
(M2-M3) nie udato sie ich uzyskac. Przy nieznacz-
nym wzroscie pH roztworu CHN (3,7 — 4,0) mozliwe
byto otrzymanie mikrosfer z uzyciem roztworu TPP
0 pH=6,0 (M5) (tabela 1). Warto podkresli¢, ze wptyw
na skutecznos¢ metody moze odgrywac pH, zaréw-
no przed, jak i po potgczeniu ze sobg poszczegblnych
faz. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przy-
puszczac, ze dopiero przy pH mieszaniny 26,3 mozli-
we jest uzyskanie trwatych mikrosfer.

Wptyw ilosci surfaktanta

Dodatek emulgatora przy sporzadzaniu mikros-
fer metoda emulsyjno-sieciujaca poprawia ksztatt
oraz wptywa na wielkos¢ uzyskanych mikroczgstek
[5], dlatego w pracy zbadano wptyw ilosci dodane-
go surfaktantu (Spanu 80) na efektywnos¢ metody
otrzymywania mikrosfer (formulacje P1, P6, P9 oraz

waznym czynnikiem pozwalajacym
uzyskac kuliste, nietworzace agrega-
téw mikrosfery jest odpowiednio ni-
ski stosunek fazy wodnej do olejowe;.
Dodatkowo duzo wigksza ilos¢ fazy
olejowej wptywa na zmniejszenie roz-
miaréw powstatych czastek [9]. Opty-
malny stosunek faz w/o wynosi 1:5-1:3 [5]. Przewaga
fazy olejowej pozwala bowiem catkowicie oddzieli¢
krople fazy wodnej od siebie. Zaobserwowano, ze wy-
starczajacy okazat sie stosunek w/o 1:3, umozliwia-
jacy zmniejszenie ilosci oleju. Otrzymano sferyczne
czastki o stosunkowo matych rozmiarach (<200 pm),
a wzrost ilosci oleju tylko w niewielkim stopniu wpty-
nat na obnizenie rozmiaréw mikrosfer.

czynne;j.

Wptyw stezenia TPP

Minimalne stezenie roztworu TPP potrzebne do
catkowitego usieciowania grup —NH_* CHN wyno-
si 8% [5]. Zbyt niskie stezenie czynnika sieciujacego
uniemozliwia bowiem formowanie kulistych mikros-
fer, a jedynie powstanie bezksztattnych fragmentéw
zzelowanego chitozanu. Przy zastosowaniu 8% TPP
w doswiadczeniach mozliwe byto otrzymanie kuli-
stych czastek. Niestety, mimo sferycznych ksztattow,
charakteryzowaty sie one kruchoscig i okazaty sie wy-
soce niestabilne (catkowita deformacja nastepowata
juz po 10 min po umieszczeniu w wodzie). Uzyskane
wyniki potwierdzaja obserwacje innych autordw, ze
samo sieciowanie fizyczne nie prowadzi do otrzyma-
nia trwatych, umozliwiajacych przedtuzone uwalnia-
nie mikrosfer [6]. Zwiekszenie ilosci TPP do 10% (M8)
tylko nieznacznie wydtuzyto czas rozpadu w wodzie
do 30 minut.

Wptyw dodatkowego sieciowania GLT

W celu poprawy trwatosci mikrosfer zastosowano
dodatkowe sieciowanie 50% aldehydem glutarowym
(M7). Uzyskane mikrosfery (rycina 1 C) byty trwate
po wysuszeniu w temperaturze pokojowej, a w roz-
tworze wodnym wykazywaty stabilnos¢ przez co naj-
mniej 48 godzin.
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ulegajacej powolnej
degradacji — mozliwosé
uzyskania przedtuzonego
profilu uwalniania substancji



Whioski

Optymalne ksztatty i rozmiary mikroczastek uzy-
skano przy uzyciu parafiny ptynnej, lecz, z uwagi
na trudnosci z oczyszczaniem takich mikrosfer, ko-
rzystne wydato sie zastapienie parafiny mniej lep-
kim Miglyolem 812.

Stosunek faz w/o 1:3 jest wystarczajacy do otrzy-
mania kulistych mikrosfer o srednicy <200 um,
a zwiekszanie ilosci emulgatora (z 1 do 3%) nie
wptywa na poprawe ksztattu mikroczastek.

3. Mikrosfery uzyskane z zastosowaniem TPP nie s3
wystarczajgco trwate, a tym samym nie umozliwiaja
uzyskania przedtuzonego profilu uwalniania. Stabilne
mikroczastki otrzymano po dodatkowym usieciowa-
niu chemicznym za pomoca aldehydu glutarowego.

Praca zostata przedstawiona na Konferencji
naukowej pt. ,,Wptyw czynnikow technologicznych
na wchtanianie substancji leczniczej z postaci leku”
18 listo pada 2009 r. w Warszawie. Organizator:
Komisja Postaci Leku Farmakokinetyki i Farmacji
Klinicznej PAN, Komitet Terapii i Nauk o Leku PAN,
Wydziat VI Nauk Medycznych PAN, Zaktad Farmacji
Stosowanej Wydziatu Farmaceutycznego WUM.
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