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Uticaj molekulske mase trejserskih indikatora na kontrolisano otpustanje iz
alginatnih mikrocestica
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U ovom radu je prikazan proces sinteze mikrocestica od prirodnih polimera, alginata i hitozana, kao i
neka njihova svojstva. Osnovna primena ovih mikrocestica je da se koriste kao potencijalni nosaci za
aktivne supstance. U tom smislu je ispitivana i difuzija razlicitih supstanci iz njih. Na alginatne
mikrocestice dobijene metodom elektrostaticke ekstruzije vrsena je apsorpcija tri trejserska indikatora
sa razlic¢itim molekulskim masama: akrvidin ovanz, plavi dekstran i metilensko plavo. Pracenjem kinetike
otpustanja indikatora iz mikrocestica konstruisane su krive otpustanja koje daju informaciju o uticaju
velicine molekula svakog od indikatora na brzinu difuzije iz mikrocestica. Da bi se postiglo sto sporije
otpustanje indikatora alginatne mikrocestice su oblagane hitozanom. Hitozan ima uticaj na smanjenje
poroznosti gela, sto dovodi do sporijeg otpustanja trejsersikh indikatora iz mikrocestica. Uporedna
analiza dobijenih krivih otpustanja daje odgovor o uticaju postupka dobijanja mikrocestica na brzinu

difuzije indikatora.
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1. UVOD

Poslednjih decenija postoji veliko interesovanje za
hidrogelove u razli¢itim oblastima nauke i inZenjerstva
zbog jedinstvenih svojstava koja poseduju: biode-
gradabilnost, biokompatibilnost, netoksi¢nost, dostup-
nost, relatvno niska cena, itd. Karakteristike nosaca,
kao §to su veli¢ina i distribucija pora, veli¢ina Cestica,
hemijski sastav, predstavljaju jedan od najbitnijih fak-
tora tokom procesa inkapsulacije. Pored nosaca vazno
je 1 da su sve komponente koje se koriste prirodne i
netoksi¢ne [1-4].

Alginat je najCeS¢e koriSceni prirodni anjonski
polisaharid dobijen iz braon algi (Laminaria hyper-
borea, Macrocystis pyrifera, Ascopyhillum nodosum)
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[1]. U hemijskom pogledu, alginati se ubrajaju u hete-
rogenu grupu polimera ¢iju strukturu ¢ine nerazgranati
binarni kopolimeri, p — D — manuronska kiselina i a —
L — guluronska kiselina medusobno povezanih 1,4 gli-
kozidnim vezama [5-9]. Alginati imaju sposobnost for-
miranja hidrogela, mikrocestica, mikrovlakana, §to ih
¢ini primenljivim u oblasti biomedicine. Alginatni
hidrogelovi se veoma uspesno koriste i u prehrambenoj
industriji, farmaceutskoj industriji, kao i za brojne bio-
tehnoloske, terapeutske i medicinske svrhe [3, 4, 9].

Geliranje je moguce izvesti pod vrlo blagim uslo-
vima, upotrebom netoksi¢nih reaktanata, dok sam pro-
ces zavisi od koncentracije alginata i geliraju¢ih dvo-
valentnih katjona (naj¢es¢e Ca?"). UmreZzavanje se od-
vija razmenom jona Na sa dvovalentnim katjonima i
obrazovanjem specifi¢nih struktura tzv. kutija za jaja
(egg—box). Po ovom modelu se dva ili vise poliuro-
natnih lanca vezuju stvarajuéi Supljine za smeStanje
katjona [5, 10, 11]. Postoje brojna istrazivanja koja
dokazuju veliki uticaj katjona na mehanicke i difuzio-
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ne karakteristike gela, §to je veoma bitno u slucaju
kada se alginat koristi kao nosa¢ za inkapsulaciju akti-
vnih komponenata [2,5]. Ova svojstva uti¢u na zadrza-
vanje 1 kinetiku otpustanja aktivne komponente, kao i
na brzinu difuzije molekula kroz matricu gela. Feno-
men difuzije u/iz hidrogela se moze opisati kretanjem
molekula, tacnije njegovim ulaskom u polimerni gel ili
otpustanjem istog iz polimerne matrice koja bubri.
Ovaj proces u velikoj meri kontroliSe prenos mase na
granici faze polimera i okoline. Difuzija kroz mrezu
polimera je veoma slozen fenomen tako da se brzina
difuzije, moze posmatrati kao kod tecnosti i ¢vrstih
tela, koja zavisi od koncentracije i stepena bubrenja
polimera [12, 13].
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Mt je masa fluida koju je gel apsorbovao u vre-
menu t, M« je masa fluida u ravnotezi (t—o). Za kra-
tak vremenski period, kada t—0, jednacina (3) se
pojednostavljuje u jednacinu (4), iz koje se moze izra-
¢unati koeficijent difuzije fluida (D):
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Za primenu alginatnih hidrogelova u biomedici-
nske svrhe potrebno je poboljsati njihova mehanicka
svojstva §to se ogleda kori$¢enjem kovalentno umre-
zenih gelova. Postoji moguénost koris¢enja polikatjo-
nskih polisaharida, hitozana, koji imaju sposobnost
formiranja zastitne membrane oko alginatne mikroce-
stice. Komercijalno se prozvodi deacetilovanjem hiti-
na, strukturnog dela egzoskeletona ljuskara (racica,
kraba, itd.) i ¢elijskog zida gljiva. Hitozan je linearni
polisaharid izgraden od nasumice rasporedenih D —
glukozamina i N — acetil — D — glukozamina povezanih
B - (1—4) glikozidnom vezom [14-19].

U radu je proucavan uticaj molekulske mase na
brzinu otpustanja supstance koju je potrebno inkapsu-
lirati u alginitne mikrocestice. U tu svrhu koriS¢ena su
tri trejserska indikatora (akridin oranz, metilensko
plavo i plavi dekstran) sa razli¢itim molekulskim ma-
sama.

2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1. Reaktanti
Prilikom eksperimentalnog ispitivanja kori§¢eni su
slede¢i reaktanti: natrijum alginat (Protanal LF 20/40),
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FMC BioPolymer; hitozan, Acros Organics; kalcijum
— hlorid, Analytica; L — askorbinska kiselina,
Centrohem; akridin oranz (265.35 g/mol), Serva; plavi
dekstran (2x10° g/mol), Sigma; 1,9 dimetil metilensko
plavo (319.85 g/mol), Sigma.

2.2. Formiranje Cestica

Za dobijanje alginatnih mikrocestica metodom
elektrostaticke ekstruzije [20-23] koris¢en je 1.5%
rastvor natrijum alginata. Rastvor za dobijanje algina-
tnih mikrocestica oblozenih hitozanom napravljen je
rastvaranjem L — askorbinske kiseline u destilovanoj
vodi i dodavanjem hitozana, nakon ¢ega je primenjena
ve¢ pomenuta metoda.

2.3. Difuzija kroz pore nosaca

Rastvori tri trejserska indikatora, akridin oranz,
plavi dekstran i metilensko plavo su pripremljeni na
isti nacin, rastvaranjem u destilovanoj vodi u konce-
ntracijama 1mg/ml, Img/ml, 0.4mg/ml, respektivno.

Dobijene mikrocestice su potopljene u sud sa
rastvorom indikatora, zatim je u odredenim vreme-
nskim intervalima uziman uzorak iz okolnog mediju-
ma i1 merena apsorbanca na UV spektrofotometru
(UV/VIS Scanning Models / UV - 3100 (PC)). Kako
bi bila izmerena apsorbanca, bilo je potrebno napraviti
razblaZenje u odnosu 1:20.

Po zavrSetku prve faze eksperimenata, Cestice sa
indikatorom su izdvojene iz rastvora i potopljene u sud
sa destilovanom vodom gde je praden proces otpu-
Stanja. Identi¢an postupak primenjen je i za alginatne
i alginat hitozanske mikrocestice. Odredivanje veliCine
Cestica izvrSeno je na osnovu snimka optickim mi-
kroskopom (Carl Zeiss Jena). Mikrostruktura hidrogel
alginatnih Cestica okarakterisana je skeniraju¢om ele-
ktronskom mikroskopijom (SEM, Jeol JSM 6460 LV).

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Na osnovu rezultata dobijenog snimanjem cestica
optickim mikroskopom zakljuéujemo da je srednja
veli¢ina hidrogel Cestica 651.02 pm (Slika 1).
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Slika 1 - Hidrogel mikrocestice snimljene optickim mi-
kroskopom
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Eksperimentalne koncentracije izraunate su na
osnovu jednacina bazdarnih krivih, za $ta je bilo
potrebno izmeriti apsorbance (A=400nm za akridin
oranz; A=610nm za plavi dekstran; /=665nm za metile-
nsko plavo) u odredenim vremenskim intervalima po-
mocu UV spektrofotometra.

Proces difuzije tri razliita trejserska indikatora
kroz pore alginatnog nosaca je prikazan graficki na
slici 2 1 slici 3 u slu¢aju mikrocestica obloZenih hito-
zanom. Sam proces difuzije je veoma lako uoditi, jer
dolazi do promene boje mikrocestica. Poveéanjem
molekulske mase indikatora znacajno opada brzina
difuzije.

Akridin oranz, molekul najmanje molekulske
mase od tri ispitana lako difunduje unutar mikroce-
stica. Nasuprot njemu, plavi dekstran je veoma veliki
molekul, te je prolazak istog kroz pore nosaca pra-
kticno nemogué, $to pokazuje i poklapanje ekspe-
rimentalnih rezultata sa podacima drugih autora [24]

25.00

a)

20.00

\ Akridin orani
1500 | N

C {mgfml)

10.00 —

5.00

Q.00

20.00 b

e gy dekstran

0 50 100 150 200

t (min)

)

Metilensko plave

0 100 200 300

t (min)

Slika 2 - Krive difuzije u alginatne mikrocestice a)
akridin oranz b) plavi dekstran c) metilensko
plavo

TEHNIKA — NOVI MATERIJALI 24 (2015) 3

20.00

a)

16.00 |
12.00 1.;. -Akridin oranz

8.00

C (mg/ml)

4.00

0.00

t (min)

18.00 b)

12.00
Py dekstran

C (mgfml)

o
=1
=1

a 50 100 150

t (min)

<)

m—letilensko plavo

0 50 100 150
t (min)

Slika 3 - Krive difuzije u alginat hitozanske mikro-
Cestice a) akridin oranz b) plavi dekstran c)
metilensko plavo

Na slici 4 prikazana je SEM mikrografija praznih
hidrogel alginatnih mikroc¢estica snimljena skeniraju-
¢im elektronskim mikroskopom [25]. Moze se uoditi
da je veli¢ina pora od oko 10um. Imajuéi u vidu ve-
li¢inu pora i veli¢inu molekula plavog dekstrana oce-
kivano nije doslo do difuzije molekula kroz pore nosa-
¢a, §to je potvrdeno eksperimentalnim rezultatima (sli-
ka 2b, 3b).

o NS

. i o Yol e »
Slika 4 - SEM mikrografija Ca-alginatnih mikroce-
stica: a) hidrogel mikrocestica-malo uvecanje,
b) hidrogel mikrocestica-veliko uvecanje
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Na kinetiku otpustanja iz mikroc¢estica pored mo-
lekulske mase indikatora, znacajno utice i vrsta mikro-
Cestice. Na slici 5 graficki je prikazan, proces otpu-
Stanja akridin oranza i metilenskog plavog iz obe vrste
mikrocestica, ta¢nije zavisnost otpustene mase (u pro-
centima) sa vremenom. Indikatori se iz alginatnih mi-
krocestica otpustaju u prvih 15 minuta, dok je u slucaju
alginat hitozanskih mikrocestica vreme otpustanja
produzeno za par minuta.

Do otpustanja dolazi usled gradijenta koncent-
racije izmedu unutraSnjosti Cestice i okolnog me-
dijuma.

Dobijeni rezultat potice od Cinjenice da hitozan
"obavija" hidrogel Cesticu, formiraju¢i na taj nacin
dodatni sloj koji predstavlja prepreku za difuziju iz
unutrasnjosti nosaca u okolni medijum, u ovom slucaju
destilovanu vodu.
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Slika 5 - Krive otpustanja akridin oranza i metilenskog plavog iz a) alginatnih mikrocestica, b) alginat hitoza-

nskih mikrocestica

4. ZAKLIUCAK

U radu je analiziran i objasnjen uticaj molekulske
mase tri razlicita trejserska indikatora, kao i vrste
nosaca, na kinetiku otpustanja. Potvrdeno je da je pro-
ces difuzije mogu¢ jedino u slucaju molekula male
molekulske mase.

Eksperimentalni rezultati opisuju ponasanje tri
ispitivana molekula razli¢itih molekulskih masa i uk-
ljucuju verovatnocu da neki molekuli ¢ije su moleku-
Iske mase izmedu metilenskog plavog i plavog dek-
strana nece proci kroz pore.

Pracenjem otpustanja akridin oranza i metilenskog
plavog iz alginatnih mikrocestica u destilovanoj vodi
moze se zakljuciti da se najveci deo otpusta u prvih 15
minuta od potapanja. Poredenjem krivih otpustanja
alginatnih mikrocestica i mikrocestica alginat-hitozan
uocCava se isti trend otpustanja za svaki ispitivani
trejserski indikator.

Ovo je posledica relativno dobrog otpustanja ma-
lih molekula iz alginatnih mikrocestica sa karakte-
risticnom strukturom velikih pora. Kod mikrocestica
alginat- hitozan, postignuto je poveéanje vremena ot-
pustanja u odnosu na alginatne hidrogel mikrocestice
$to ukazuje na Cinjenicu da je hitozanskim oblaganjem
alginata unapredena postojeca mikrostruktura.
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EFFECT OF TRACERS MOLECULAR WEIGHT ON THE RELEASE PROCESS FROM

ALGINATE MICROBEADS

The aim of this paper is to obtain microbeads of natural polymers such as alginate and chitosan. These
microbeads were used as potential carriers for the active ingredients so that in this study the diffusion
of various substances from them is analyzed. Alginate microbeads were obtained by electrostatic droplet
method. In the resulting microbeads was performed absorption of three tracer indicators with different
molecular weight (acridine orange, blue dextran, methylene blue). The goal of the experiment is to
monitor indicators release kinetics from microbeads. Based on these measurements the layoffs curve
should give an answer on the impact of the molecular size of the three indicators on the diffusion rate of
microbeads. In order to achieve the slow release of indicators alginate microbeads were coated with
chitosan. Chitosan has an impact on reducing the porosity of gel, which further led to lower release
tracer indicators of microbeads. Comparative analysis of the obtained layoffs curves answers about the
impact on the process of obtaining micro diffusion rate indicator

Key words: Alginate,tracer,microbeads,diffusion
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