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Protein microencapsulation - methods and application
Summary

Biomaterials extracted from natural environment may cause several serious
problems due to their low stability. More efficient and safe procedures of their
stabilization are still demanded to meet the industry requirements. Microen-
capsulation is one of the possible methods to prolong the action time of active
compounds.

This paper reports the techniques for preparing microcapsules and their ap-
plications with reference to extremely troublesome materials such as native
proteins. Special attention is paid to current achievements in microencapsu-
lation and perspectives for the next years, and advantages of this technique.
The technology enables reactive or sensitive biomaterials such as enzymes to
be turned into stable ingredients. With carefully controlled and fine-tuned re-
lease capabilities, microencapsulation is no longer only an added value tech-
nique, but the source of totally new systems with matchless properties.
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1. Wstep

Biatka od wiekdw stosowane byly w r6znych dziedzinach dzia-
falnosci cztowieka, m.in. w przemysle farmaceutycznym, spo-
zywczym, skérzanym czy chemicznym. Wykorzystuje sie je jako
biokatalizatory, selektywne adsorbenty w procesach oczyszcza-
nia, w analityce chemicznej, medycznej, a takze jako terapeutyki
d.2).
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W czasie procesu technologicznego i magazynowania na biatka moze dziata¢
wiele czynnikéw takich jak: temperatura, pH, obecno$¢ aktywatoréw lub inhibito-
row, ktore ograniczajg lub zmieniaja ich pozadane cechy (3). Biostabilizacja jest
obecnie bardziej sztuka niz nauka osiagana dla kazdego biatka metoda prob i btedow.
Sposrod licznych technik wydtuzania okresu trwatosci biomateriatéw trudno znalez¢é
taka, ktdra bylaby jednoczesnie tania, bezpieczna i prosta. Jedng z nich jest kap-
sutkowanie - otaczanie okre$lonych czastek Sciankami uformowanymi z jednej lub
kilku substancji okrywajacych (4). Otrzymuje sie dzieki temu wielosktadnikowe uktady
0 specjalnych, nowych i pozadanych wiasciwosciach (5).

Mikrokapsutkowanie oferuje zwigkszenie selektywnosci, mozliwo$¢ koimmobili-
zacji kilku sktadnikéw jednoczesnie oraz kontrolowany sposob potaczenia z sub-
stratem. Odgrodzenie substancji aktywnych od $rodowiska zewnetrznego sprzyja
zwiekszeniu odpornosci na dziatanie czynnikdw denaturujgcych, a czesto takze ko-
rzystnie zmienia warto$¢ optymalnego pH. Mikroskopijne wymiary umozliwiaja zbu-
dowanie ogromnej powierzchni roboczej. Ponadto proces ten zabezpiecza biatka
przed dezaktywacjg, samoagregacjg i flokulacjg (6). Opracowano szereg metod mi-
krokapsutkowania bialek. Nalezy jednak pamietaé, ze kazda z nich moze zostaé
poddana licznym modyfikacjom, co zwieksza réznorodnosé oraz zakres wykorzystania.

2. Mikrokapsutkowanie przy uzyciu ekstruzji

w metodzie tej zawiesina komponentow kapsutki najpierw zostaje poddana roz-
proszeniu na mikrokropelki (atomizacji), a nastepnie wkraplana do pojemnika z sub-
stancjg, w ktorej materiat Scianki ulega zestaleniu. Powstaje sie¢ przestrzenna poli-
meru zamykajgca w swej strukturze aktywne skiadniki (7).

Warunkiem powstania mikrokapsutek jest odpowiedni stopien dyspersji sktadnikow
rdzenia oraz Scianki. Stosuje sie rézne sposoby atomizacji: rozpylanie za pomocg
wirujacych dysz, ultradzwiekéw, elektrorozpraszania oraz mechanicznego ciecia
strumienia wody (ang. jet cutting).

Ekstruzja wykorzystujgca rozpylanie roztworu na wirujgcych dyszach ze wzgle-
du na wysokie cisnienie homogenizacyjne czesto powoduje denaturacje biatek. Uzys-
kane kapsutki nie majg jednakowych wymiaréw, a ich $rednica jest stosunkowo
duza: 500-1000 pm. Dysze ultradzwiekowe eliminujg te problemy, umozliwiajac
tworzenie mikrokapsutek biatkowych w fagodniejszych warunkach. Otrzymuje sie
sferyczne czastki o wyréwnanych cechach przeznaczone do dtugiego przechowywa-
nia (8). Sa one bardziej odporne na niekorzystne czynniki zewnetrzne niz te otrzy-
mane przez konwencjonalne wkraplanie. Dysze ultradzwigekowe majg duzy poten-
cjat aplikacyjny w odniesieniu do technologii stabilnych systemoéw terapeutycznych.
Przyktadem moze by¢ lizozym zamkniety w membranie z PLGA (kopolimer kwasu
DL-polimlekowego i kwasu glikolowego) (9). Ta nowa technika wymaga jednak
uproszczenia aby mozna bylo zastosowac jg na skale przemystowa.
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Poprzez elektrorozpraszanie mozliwe jest otrzymanie nanometrowych czasteczek
0 doskonatym stopniu dyspersji. Atutem tej metody sg réwniez jednoetapowosc
oraz tagodne warunki operacji umozliwiajace prace z wrazliwymi biomateriatami.

Do kapilary, przez ktora przeptywa ciecz, przytozone jest wysokie napiecie. To
powoduje powstawanie zdeformowanego, stozkowatego menisku kropli wyptywa-
jacej z przewodu. Po przekroczeniu napiecia powierzchniowego kropla rozpada
sie na szereg nanoczastek niosacych ze sobg okreslony tadunek elektrostatyczny.
Dzieki wzajemnemu odpychaniu natadowanych molekut uzyskuje sie uktad monody-
spersyjny i zapobiega koalescencji - czestemu problemowi przy mikrokapsutkowa-
niu (10). Otrzymuje sie z duzag wydajnoscig (do 90%) kuliste kapsutki o gtadkiej
powierzchni.

Elektrorozpraszanie wykorzystywane jest gtdwnie w spektrometrii masowej do
jonizacji ptynéw (11). Prace nad zastosowaniem do terapeutykéw biatkowych trwaja
od 1997 r. jako substancje $cianki wykorzystano z powodzeniem biodegradowalne
[ nietoksyczne: PLGA, chitosan oraz kompleks chitosanu i alginianu. W badaniach
membran o takim sktadzie mikrokapsutkujgce albumine (BSA) wykazano, ze uktady
te majg ograniczong stabilnos¢ w pH powyzej 7,2 oraz w roztworach o wysokim ste-
zeniu soli metali jednowarto$ciowych oraz grup anionowych (12). Wiasciwosci ta-
kie charakteryzujg bufory stosowane w biotechnologii, jak réwniez uktady buforo-
we zywych organizmow. Dlatego nie majak dotad przetozenia tej techniki na skale
produkcyjna.

Jet cutter jest prostym i wydajnym narzedziem do otrzymywania monodyspersyj-
nych mikrokapsutek z ptyndw o lepkosci przekraczajacej kilka tysiecy mPa s (13). La-
minarny strumien cieczy ptynacej z duzg predkoscig jest przecinany przez wirujace
przewody na cylindryczne segmenty. Dzieki napieciu powierzchniowemu formuja
sie z nich sferyczne krople.

Mikroczasteczki otrzymane jedng z wymienionych metod majg posta¢ ptynna
i nietrwala. Aby zestali¢ materiat tworzacy Scianki wykorzystuje sie ochfadzanie
w zimnym powietrzu lub wodzie (otoczki woskowe), odparowanie lub suszenie roz-
puszczalnika w strumieniu cieptego powietrza, hydrozelowanie oraz koacerwacije
miedzyfazowsg (14).

W mikrokapsutkowaniu hydrozelowym otoczka powstaje przez wkraplanie anio-
nowego polimeru do roztworu kationu, gdzie nastepuje tworzenie komplekséw
polielektrolitowych. Majg one charakter hydrozeli i przeznaczone sg do immobiliza-
cji rozmaitych materiatdbw pochodzenia biologicznego (15,16). Wykorzystuje sie
wielkoczgsteczkowe polimery takie jak siarczan celulozy, alginian oraz syntetycz-
ne zwigzki zawierajgce czwartorzedowe grupy aminowe 0 ciezarze nie mniejszym
niz 40 kDa. W odniesieniu do enzymow, nawet wyjatkowo niestabilnych biatek re-
kombinowanych, z duza wydajnosciag stosuje sie kopolimeryzacje chitozanu i algi-
nianu (17).

Ekstruzja jest jedng z najczesciej wykorzystywanych metod mikrokapsutkowania
enzymow. Jako matriks stuza tworzywa sztuczne lub zawierajace skrobig i thuszcze.

36 PRACE PRZEGLADOWE



Mikrokapsutkowanie biatek - metody i zastosowanie

Przyktadem sg stabilne preparaty katepsyny B otoczkowanej w sieci CM-celulozy
oraz CaM“‘-alginianu (3).

Dzieki ograniczonej dyfuzji gazéw przez matryce systemy tworzone metodg eks-
truzji majq dhugi okres przechowywania (18). Niestety, stopien upakowania substan-
cji rdzenia jest niewielki. Ogranicznikiem jest rowniez liczba materiatdbw mogacych
stuzy¢ jako Sciana kapsutki.

3. Mikrokapsutkowanie przy uzyciu technik rozpytowych

Najstarszg technikg mikrokapsutkowania jest suszenie rozpytowe. Wieze rozpy-
towe sg stosowane od lat 30. XX w. do mikrokapsutkowania substancji ttuszczowych
lub rozpuszczalnych w thuszczach. Emulsje lub zawiesiny rozpylane sg na dyszach
obrotowych w 160-210°C, co umozliwia szybkie odparowanie rozpuszczalnika i po-
wstanie otoczki na powierzchni kropli (19). Trwajg prace badawcze nad zastosowa-
niem tej tatwej i taniej metody do kapsutkowania termolabilnych biatek. Dzieki
kompleksowaniu z glikolem polietylenowym mozliwe jest suszenie rozpytowe bio-
materiatéw hydrofobowych (20), a chitosan przydatny okazat sie w tworzeniu syste-
moéw kontrolowanego uwalniania terapeutykow (21).

Mikrokapsutki otrzymane przez suszenie rozpytowe sg kuliste, porowate i do$¢
dobrze rozpuszczalne w wodzie. Rozmiar waha sie w szerokich granicach od 10 pm
az do 2 mm i zalezy od parametrow procesu i materiatdow kapsutkowanych. Wazna
jest rowniez wytrzymato$¢ mechaniczna, ktéra zalezy od stezenia biatka oraz poli-
meru i jego zdolnosci tworzenia Scianki (19).

Wieksze zastosowanie w mikrokapsutkowaniu substancji labilnych termicznie ma
zestalenie rozpytowe. Metoda ta polega na zawieszeniu czasteczek rdzenia w stopio-
nym tworzywie $cianki o niskiej temperaturze topnienia (32-42°C), a nastepnie rozpy-
leniu tej mieszaniny w zimnym powietrzu, przez co uzyskuje sie szybkie utwardzenie
Scianki (7). Proces ten jest zalezny m.in. od szybkosci podawania materiatu, szybkosci
obrotu tarczy rozpytowej i lepkosci materiatu rozpylonego. Mikrokapsutkowanie wy-
konywane jest w tradycyjnych suszarkach rozpylowych. Od proceséw wysokotempe-
raturowych odréznia je budowa uzyskiwanych czastek. Substancje aktywne sg wigzane
jako agregaty w sieci polimerdw nosnikowych. Znaczna ich czes¢ jest ulokowana na
powierzchni membrany lub wystaje z matriks, majac bezposredni kontakt z otoczeniem.
Takie kapsutki charakteryzujg sie zdolnoscig uwalniania calej zawartoSci w przeciagu
kilku minut po zadziataniu czynnika destabilizujgcego. Mechanizmy wplywajace na
proces uwalniania moga mie¢ charakter mechaniczny, np. dyfuzja wody do wnetrza
kapsutki, uszkodzenie lub chemiczny m.in. zmiana cisnienia osmotycznego, zmiana
rozmiaru, hydrofobowosci i gestosci membrany. Wymiary kapsutek z otoczkg ttusz-
czowg sg jednorodne i wynosza zwykle od 100 pm do 300 pm, a ich powierzchnia
jest nieregularna. Poza tym mikrokapsutkowaniu tg metodg poddaje sie gtdwnie
zwigzki o charakterze hydrofilowym, np. witaminy z grupy B czy kwas askorbinowy.
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Jest to najmniej kosztowna metoda mikrokapsutkowania i dlatego wykorzy-
stywana rutynowo w immobilizacji zaréwno nieorganicznych, jak i organicznych
tworzyw hydrofilowych, lekdw, enzymow, substancji lotnych i innych sktadnikow
funkcjonalnych.

4. Mikrokapsutkowanie fluidyzacyjne

Oparte jest na zjawisku fluidyzacji. Zachodzi w pionowej kolumnie, na dnie kto6-
rej umieszczony jest materiat rdzenia gtéwnie w postaci sproszkowanej (7). Od
dotu, przez perforowane dno przepuszcza sie ku gorze strumien sprezonego gazu.
Roztwor polimeru powlekajacego moze by¢ podawany od dotu tub od gory. Czastecz-
ki podczas unoszenia sie obtepiane sg przez substancje Scianki, jednoczesnie zacho-
dzi proces ich suszenia. Aby unikng¢ wptywu tlenu na substraty i podtoze, uzywane
sg gazy obojetne, np. azot tub dwutltenek wegta, jest to bardzo wydajna metoda do
otrzymywania jednolitych, monowarstwowych kapsutek, jednoczesnie uniwersal-
nos¢ jej stosowania pozwala wytworzy¢ otoczke praktycznie dla kazdej substancji.
Czesto najpierw stosuje sie suszenie lub zestalenie rozpylowe, a nastepnie dla
zwiekszenia trwatosci, powleka sie fluidyzacyjnie warstwa ttuszczowa.

Coraz wiekszg poputarnos¢ w przemysle spozywczym i farmaceutycznym zyskuje
technika mikroftuidyzacyjnego otrzymywania nanokapsutek o Srednicach 100-500 nm
(22). Ze wzgledu na mozliwos¢ ograniczenia zawartosci wody i pominiecie etapu
odparowania rozpuszczalnika zwieksza sie wydajnos¢ i skraca czas produkcji. Uzy-
skane systemy sg dobrze rozpuszczane w wodzie, a ich trwatos¢ wynosi od | do
2 lat.

5. Mikrokapsutkowanie koacerwacyjne

Oparte jest na oddziatywaniach chemicznych koloidéw. Poczatkowo wytwarzany
jest uklad tréjfazowy, przy czym polimerowy material $cianki rozpuszczalny jest
w dwdch niemieszajacych sie fazach (23). Wprowadzenie do takiego uktadu hydro-
fobowych biatek w okre$lonych warunkach powoduje otoczenie ich przez cienki
film polimeru i wydzielenie drugiej fazy ptynnej (koacerwacja). Proces ten moze
zosta¢ wywotany poprzez: zmiane temperatury, dodanie odpowiedniego rozpusz-
czalnika, soli nieorganicznych czy tez interakcje z niezgodnym polimerem (rozpusz-
czalnym w odmiennym S$rodowisku). Kolejnym etapem jest zestalanie scianki na-
stepujagce w wyniku obnizenia temperatury, zmiany pH lub dodania okre$lonego
rozpuszczalnika.

W przemysle najwieksze zastosowanie znalazta koacerwacja kompteksowa - ze-
stalanie materiatu $cianki dzieki oddziatywaniom polielektrotitbw o odmiennych
tadunkach i tworzeniu przez nie w wodzie ptynnej fazy polimeru. Najczesciej wyko-
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rzystywany jest zestaw zelatyna/ guma akacjowa (24). Inne systemy wykorzystujg
gliadyne, heparyne wraz z zelatyng, karageny i biatka soi. Istnieje takze mozli-
wos¢ tworzenia wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej koacerwacji,
w ktorym dodatkowe warstwy dodawane sg w kolejnych pasazach (25). Koicowa
grubos¢ warstwy moze osiagng¢ do 160 pm.

Mikrokapsutkowanie na zasadzie koacerwacji jest stosowane do rozpuszczal-
nych w wodzie substancji statych, ciektych lub zawiesin o wielkosci czasteczek
2-5000 pm i wiekszych. Jest to wydajna metoda ze wzgledu na mozliwo$é otrzyma-
nia nawet do 99% substancji aktywnych w rdzeniu. Uwalnianie zawartosci nastepuje
pod wplm”em stresu mechanicznego lub temperaturowego.

Metoda ta jest szeroko wykorzystywana w przemysle drukarskim, w produkcji
syntetycznych pestycydow, jak réwniez kapsutkowanych bakterii wytwarzajacych tok-
syczne dla owadow zwigzki (26). Mozna jg zaadaptowac¢ do immobilizowania enzy-
mow dla przemystu chemicznego (27). W 1999 r. Millgvist-Fureby i wsp. opisata meto-
de ATPS (ang. Aqueous Two Phase System), wykorzystang do stabilizacji trypsyny (28).

Gtéwna wada tej techniki jest konieczno$¢ uzywania katalizatorow do siecio-
wania przestrzennego (13). Czesto stosuje sie aldehyd glutarowy, toksyczny dla
cztowieka. Alternatywa jest uzycie enzymu - transglutaminazy. Powaznym manka-
mentem jest takze duza lepkos¢ otrzymanych kapsutek i tendencja do aglomera-
cji. Minimalizowanie tej wady uzyskuje sie przez stosowanie wysokich temperatur
na etapie tworzenia koacerwatu, co z kolei eliminuje mozliwos$¢ obrébki termola-
bilnych biatek.

6. Ekstrakcja nadkrytyczna (RESS, ang. Rapid Expansion
of Supercritical Solutions)

Ptyny nadkrytyczne posiadajg gestosé cieczy i dyfuzyjnos¢ gazéw, co czyni je
uzytecznymi rozpuszczalnikami dla technologii biopolimeréw (29). Najpopularniej-
szym jest dwutlenek wegla. Charakteryzuje sie niskg temperaturg krytyczng (31,1°C)
przy Srednich cisnieniach (73 bary). Poza tym jest niedrogi, bezpieczny w uzyciu -
nie zostawia toksycznych pozostatosci i nie jest palny. Wykorzystuje sie rowniez al-
kany (C2-C4) oraz tlenek azotu (N20). Materiatami $cianki moga by¢ jedynie nieorga-
niczne zwigzki rozpuszczalne w ptynach nadkrytycznych, np. polidimetylosiloksan
(PDMS) (30). Dzieki wysokiej czystosci otrzymywanych preparatéw, fagodnym wa-
runkom operacji i mozliwosci modyfikacji polimeréw technika RESS znalazta szero-
kie zastosowanie do przygotowywania systeméw docelowego transportu lekow,
szczeg6lnie w leczeniu inhalacjami zawierajgcymi biatka (31).

Proces mikrokapsutkowania rozpoczyna sie wypetnieniem pompy strzykawko-
wej ptynnym dwutlenkiem wegla. W ukiadzie utrzymuje sie cisnienie 74 bardw.
Sprezony CO2 jest ttoczony do izolowanej komory niskoci$nieniowej, w ktorej jest
podgrzewany do 31,rC do osiggniecia stanu nadkrytycznego. Nastepnie do komory
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wpuszczana jest mieszanina skfadnikow kapsutki, ktora ulega rozpuszczeniu w ptynie
nadkrytycznym.

Otwarcie zaworu przed dyszg skutkuje rozprezeniem atmosfery wewnatrz niej,
obnizeniem gestosci mieszaniny i gwattownym spadkiem rozpuszczalnosci polime-
ru optaszczajgcego (32). Nastepuje wytrgcenie mikroczastek i formowanie Sciany
wokot substancji aktywnej, juz przy niewielkim obnizeniu ci$nienia otrzymuje sie
znakomite rozdrobnienie czastek.

7. Wytrgcanie ptynami nadkrytycznymi
(SAS, ang. Supercritical Fluid Antisolvent)

SAS jest technika szeroko wykorzystywana w procesach ciggtych i potokreso-
wych (7). Odwrotnie niz w RESS, stosuje sie do roztwordéw nierozpuszczalnych
w plynie nadkrytycznym, tworzacych stabilne uklady tréjfazowe: rozpuszczalnik -
substancje rdzenia - polimer Scianki (33). Nadkrytyczny CO2 dziata tu jako substancja
zmniejszajgca rozpuszczalno$¢ uktadu. Poczatkowo jednorodna mieszanina skiadni-
koéw kapsutki po dodaniu CO2 i przeprowadzeniu go w stan nadkrytyczny zmienia
swe wihasciwosci fizykochemiczne. Dochodzi do wytracania skiadnikéw mikrokap-
sutki w roztworze ptynu nadkrytycznego i formowania mikroczastek. Duza gestos¢
w poréwnaniu z powietrzem i niskie napiecie miedzyfazowe nadkrytycznego CO2
sprawiajg, ze mozna uzyskac lepszy stopien dyspersji mikrokapsutek niz w tradycyj-
nych procesach atomizacyjnych. Technike te stosuje sie do otrzymania mikrokap-
sutkowanych lekéw lub niskoczasteczkowych polimeréw takich jak PLGA lub PCL
(poli(8-kaprolakton)) (34). Zakres stosowania jest ograniczony do wytrgcania jedynie
substancji hydrofilowych.

Modyfikacjg techniki SAS jest wytrgcanie mikrokapsutek substancjami w stanie
blisko punktu krytycznego, nazywanymi gazami stezonymi (DG, ang. Dense Gas) (35).
Roztwor jest podgrzewany izobarycznie. Nastepuje wytracenie pozadanych sktadni-
kow. Nastepnie dodatkowa porcja stezonego gazu jest dodawana w celu usuniecia
obecnego rozpuszczalnika. Skutkiem jest otrzymanie wysoce oczyszczonych mi-
kroczasteczek. Przyktadem hormonu stabilizowanego tg metodg (ang. GAS, Gas Anti-
solvent Precipitation) jest insulina, tworzaca kapsutki o $rednicy 3 pm, o duzym stop-
niu upakowania - do 80" masy mikrokapsutki stanowi biatko (36).

8. Czasteczki z roztworu gazu nasyconego
(PGSS, ang. Particlesfrom a Gas-Saturated Solution)

Zaréwno substancije aktywne jak i scianki nie musza by¢ rozpuszczalne w ptynie

nadkrytycznym. Zmieszanie sktadnikow kapsutki w ptynie nadkrytycznym pod wyso-
kim cisnieniem powoduje dyfuzje ptynu w strukture polimeru $cianki i jego pecznie-
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nie (37). Nastepnie podgrzany powyzej temperatury przejScia szklistego polimer
ulega uptynnieniu. Obnizenie cisnienia w czasie rozpylania na dyszach, umozliwia
otoczenie rdzenia przez ptynny polimer i skurczenie do wyjsciowych rozmiardw.

Technika ta jest bardziej wydajna niz RESS i pochtania mniej ptynu nadkrytycz-
nego. Znalazta zastosowanie w przemysle spozywczym do kapsutkowania stodzi-
kéw oraz enzymow technologicznych (13).

9. Mikrokapsutkowanie w zelujgcych nanoporowych matrycach

Trwajg intensywne badania nad ideg zamykania substancji aktywnych w nanopo-
rowych matrycach (38,39). Opracowana technika wykorzystuje zele krzemionkowe,
co odroOznia jg od tradycyjnych proceséw zelowania. Pozwala otrzyma¢ ultradrobny
proszek w tagodnych warunkach. Wyjsciowy materiat Scianki i rdzenia przetwarzany
jest w forme zolu w $rodowisku wodnym lub wodnego roztworu kwasu. Otrzymany
nastepnie zel poddaje sie procesowi starzenia oraz suszenia w celu usuniecia roz-
puszczalnika. W takim Srodowisku ruch czasteczek wody jest znacznie ograniczony.
Do tego stopnia, ze nie krystalizuje nawet w -190°C, lecz przechodzi w lepka ciecz,
stabilizujgc biatka. Zaleta nanokapsutek jest wzrost termicznej i chemicznej odpor-
nosci, a takze tatwos¢ stosowania, przetwarzania i modulowania wiasciwosci bio-
materiatdw. Eliminowany jest takze problem obecnosci tlenu i zwigzanego z nim
utleniania sktadnikow. Nalezy wspomnie¢, ze proces nie wymaga etapu oczyszcza-
nia. Dotychczas szeroko wykorzystuje sie nanokapsutki w kremach pielegnacyjnych,
zastosowanie znalazty rowniez w farmacji jako nosniki tekdw. Trwajg prace labora-
toryjne nad leczeniem nowotworéw z uzyciem polimerowych nanokapsutek i na-
nosfer oraz nanoliposoméw (40).

10. Mikrokapsutkowanie z wykorzystaniem liposoméw

Skiadnik kapsutkowany moze by¢ zamkniety wewnatrz liposomu lub rozmieszczony
miedzy warstwami thuszczowymi. Lipidy sg dogodnym materiatem wykorzystywanym
w systemach kontrolowanego uwalniania lekéw, szczepionek, kosmetykéw, a w prze-
mysle spozywczym enzymow powodujacych przys$pieszenie dojrzewania sera. Intere-
sujace sg badania nad zastgpieniem drogich fosfolipidow wchodzacych w skiad $cian
kapsutki emulsjami na bazie glicerydéw (41). Aby przedtuzy¢ dziatanie biatek lub mani-
pulowac fizykochemicznymi wiasciwosciami kapsutek nalezy dobra¢ odpowiedni skiad
lipidoéw. Systemy te sg wytrzymate mechanicznie - mozna je liofilizowaé i zamrazac.

W celu uzyskania liposoméw o okreslonych wihasciwosciach stosuje sie jedna
z kilku metod, m.in. hydratacje cienkiego filmu lipidowego, sonifikacje, prase Fren-
cha czy odparowywanie technikg faz odwréconych. Uzyskane czasteczki majg jed-
nak wysoce niejednorodne rozmiary, dlatego konieczna jest selekcja na odpowied-
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nich membranach. Przemystowcy dodatkowo borykajg sie z problemem niskiej wy-
dajnosci, a takze trudnosci z przystosowaniem do produkcji wielkoskalowej (42).

Mikrokapsutkowanie poczatkowo stosowane jedynie w drukarniach, obecnie
stanowi wazng cze$¢ przemystu spozywczego, farmaceutycznego oraz chemicznego
(13). Ma zastosowanie dla substancji o nanometrowych rozmiarach, np. niektore
leki, zwigzki aromatyczne jak rowniez dla ztozonych polimerow biatkowych, a takze
dla catych genéw oraz komdrek. Najbardziej znanym produktem wytwarzanym na
skale przemystowg od dawna jest bezweglowa kalka kopiujaca, fotowrazliwy papier
oraz perfumy i aromaty spozywcze. Wiekszo$¢ z nich powstaje technika koacerwa-
cji kompleksowej oraz pokrewnych technik opartych na oddziatywaniach chemicz-
nych, tj. polimeryzacji in situ oraz polikondensacji miedzyfazowej. Do kapsutkowa-
nia peptydow i biatek najlepiej nadajg sie techniki koacerwacyjne, rozpytowe oraz
ekstrakcji gazem nadkrytycznym (43). jako materiat Scianki czesto wykorzystuje sie
nietoksyczne dla cztowieka polimery, tj. kwas polilaktozowy (PLA) czy PLGA.

W najprezniej rozwijajagcym sie rynku mikrokapsutkowania, tj. Stanach Zjedno-
czonych, liczba patentow od 1995 do 2001 r. wzrosta dwukrotnie i przekroczyta
8000 (44). Najwiecej dotyczyto polimeryzacji, ekstruzji oraz suszenia rozpytowego.
Nadal przewaza rozwoj technik mikrokapsutkowania nad nanokapsutkowaniem
(liczba patentéw mniejsza niz 2000), sposrdd ktdrych najwieksze zainteresowanie,
przejawiajace sie liczbg publikacji, wzbudzajg koacerwacja, ekstruzja, fluidyzacja
oraz zamykanie w liposomach (7).

Dziatanie labilnych biopolimerow zalezy w duzej mierze od sposobu zabezpie-
czenia ich struktury w czasie obrébki, przechowywania i transportu. Dotychczaso-
we technologie mikrokapsutkowania nie sa doskonate. Dlatego trwajg dalsze prace
nad ulepszaniem juz istniejacych, a takze opracowywaniem zupetnie nowych. Przed-
stawiono dwie obiecujgce koncepcje wytwarzania mikrokapsutek przyszitosci.

11. Filmy Langmuira-Blodgett (technika LB)

Wieksze zastosowanie niz liposomy, zwtaszcza w produkcji zywnosci, znalazty
cyklodekstryny, sktadajgce sie z 6, 7 lub 8 jednostek glukopiranozowych (odpowied-
nio a-, p- i y- cyklodekstryny). Sg to zwiagzki amfifllowe, ktdre w potgczeniu ze zdol-
noscig do formowania $cianek stwarzajg obiecujgcg wizje mikrokapsutek mogacych
adsorbowaé do okreslonej powierzchni (45). Wiasciwosci cyklodekstryn wykorzy-
stuje sie powszechnie w wytwarzaniu filméw Langmuira-Blodgett (LB). Sg to mono-
molekularne warstwy aktywnych zwiazkow organicznych zaadsorbowanych na statym
podiozu. Tego typu ukfady tworzg m.in. biosensory, enzymy zaadsorbowane na
substracie. Enzymy tworzace filmy LB charakteryzuja sie bardzo duza specyficznos-
cig i wytrzymato$cig na niekorzystne warunki otoczenia. Polgczenie z mikrokap-
sutkami cyklodekstranowymi moze stanowi¢ stabilny system transportu docelowe-
go biatek, np. do komoérek w organizmie.
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12. Immobilizacja w matrycy z plazmy generowanej laserowo

Plazma (grec. formowalne) jest nazywana czwartym stanem skupienia. W plaz-
mie atomy (lub jony) poruszajg sie chaotycznie we wszystkich kierunkach i podle-
gaja wzajemnym oddziatywaniom. Ma charakter gazu zjonizowanego, w ktérym
przynajmniej cze$¢ atomow posiada wolne elektrony. To pozwala przewodzi¢ prad
elektryczny. Przewodno$¢ indukuje inne, szczegdlne wiasciwosci.

Trwajg prace badawcze nad stworzeniem membran plazmowych kompatybilnych
z biomolekutami (46). W wyniku modyfikacji plazmowej membran z polisulfonu
i poli(tlenku fenylenu) otrzymano nowe materiaty o doskonatych wiasciwosciach
separacyjnych. Obecnie otrzymywane membrany sg stosowane nie tylko w ci$nie-
niowych technikach separacji biatek, ale takze jako podtoza do immobilizacji enzy-
mow. W przysztosci systemy takie mogg zosta¢ zaadaptowane do technologii kap-
sutkowania biatek (7).

13. Podsumowanie

Mikrokapsutkowanie biatek jest przedmiotem zainteresowania wielu gatezi prze-
mystu. Systemy kontrolowanego uwalniania zawartosci kapsutek przyjety sie w far-
macji oraz przemysle spozywczym. Unieruchamiane enzymy stosuje sie w oczysz-
czalniach $ciekoéw, do celéw syntezy chemicznej, a takze w $rodkach codziennego
uzytku takich jak proszki do prania czy kremy pielegnacyjne. Przemyst biotechnolo-
giczny upatruje wielkich zyskéw w preznie rozwijajagcym sie rynku mikrokapsutko-
wanych przeciwciat monoklonalnych jako szczepionek.

Mimo postepu technologicznego w produkcji biatek mikrokapsutkowanych, pro-
wadzgcego do komercjalizacji niektérych produktéw, wcigz wiele wad technicznych
pozostaje nie rozwigzanych (43). Problemem pozostaje utrzymanie stabilnosci tera-
peutykéw w systemach kontrolowanego uwalniania, zmienny poziom uwalniania
substancji aktywnych oraz duze koszty transferu produkcji ze skali laboratoryjnej
do przemystowej. Wazne jest réwniez ztagodzenie warunkéw reakcji by minimali-
zowac denaturacje biatek. W przypadku produktéw przeznaczonych dla cziowieka
konieczne jest takze wyeliminowanie toksycznych rozpuszczalnikéw. Cze$¢ prze-
szkod udaje sie przezwyciezy¢ dzieki badaniom z zakresu chemii polimeréw oraz
udoskonalaniu technik mikrokapsutkowania. W przyszto$ci nalezy spodziewac sie
wielu nowych rozwigzan technologicznych usprawniajacych procesy przemystowe
i przynoszacych znaczne korzysci ekonomiczne.
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