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DOBIJANJE POROZNIH BIODEGRADABILNIH
MIKROSFERA POLI(BUTILEN SUKCINATA)

Cilj ovog rada je bio pronalazenje optimalnih uslova za dobijanje poroznih mikrosfera
na bazi biodegradabilnog poli(butilensukcinata), PBS. Neporozne PBS mikrosfere su
dobijene emulzionim postupkom uz otparavanje rastvaraca u prisustvu poli(vinil
alkohola), PVA, kao stabilizatora emulzije. Tokom izrade mikrosfera menjani su uslovi
kao Sto su: brzina meSanja, odnos organska/vodena faza, PBS koncentracija i
koncentracija emulgatora (PVA), koji imaju znacajan uticaj na velicinu Cestica i
morfologiju mikrosfera. Skenirajucim elektronskim mikroskopom (SEM) utvrdena je
veli¢ina mikrosfera, raspodela velicina Cestica kao i morfologija povrsine mikrosfera.
Ustanovljeni su optimalni uslovi za dobijanje neporoznih mikrosfera: koncentracija
PBS rastvora od 10 mas%, PVA koncentracija od 1 mas%, odnos organska/vodena
faza = 1/20 i brzina mesanja 800 min”'. Porozne PBS mikrocestice su pravijene pri
optimalnim uslovima u prisustvu razlicitog sadrzaja heksana i poli(etilenoksida),
PEO, kao porogena. Kao rezultat dobijeno je da mikrosfere pokazuju razlicitu poro-
znost kao i razlicitu velicinu pora unutar Cestica. Srednja velic¢ina Cestica mikrosfera
kod kojih je koris¢en PEO kao porogen bila je od 100 do 122 um, a kod mikrosfera sa
heksanom kao porogenom srednja velicina Cestica se kretala od 87 do 97 um. Pri-
vidna gustina poroznih Cestica kod mikrosfera sa PEO kao porogenom bila je u op-
segu od 0,16 do 0,23 glem?, dosta manje od prividne gustine neporoznih mikorsfera,
0,40 g/cnr’. In vitro degradacioni testovi poroznih mikrosfera su izvodeni u puferskom
rastvoru (pH 7) na 37 °C. Posle inkubacije mikrosfera od jednog meseca u puferu

Primena mikrosfera na bazi alifatskih biodegrada-
bilnih i biokompatibilnih polimera znatno se povecala
poslednjih godina u kozmetici, farmaciji i drugim bio-
loskim i medicinskim oblastima. To im omogucava nji-
hova jedinstvena struktura, koja ukljucuje malu gustinu
i mogucnost koris¢enja njihovog unutrasnjeg prostora za
inkapsulaciju lekova, vitamina, proteina itd. Glavna pre-
dnost biodegradabilnih i biokompatibilnih polimera je u
tome $to ne postoji potreba za njihovim hiruskim ukla-
njanjem iz organizma posle njihove primene. Sintetski
alifatski poliestri i kopoliestri se mogu koristiti kao no-
saci za kontrolisano otpustanje lekova [1,2] i proteina,
zbog njihovih dobrih mehanickih svojstava, netoksic-
nosti, procesibilnosti, biokompatibilnosti sa ljudskim or-
ganizmom i biodegradabilnosti. Iako je broj biodegrada-
bilnih polimera veliki, samo ograni¢en broj polimera je
pogodan kao nosa¢ za kontrolisano doziranje lekova.
Postupak kontrolisanog otpustanja lekova omogucava
da se odrzi terapeutska koncentracija leka u telu, odre-
deno vreme i na odredenom mestu, otpusStanjem leka
predvidivom i kontrolisanom brzinom.

Biodegradabilni polimeri koji se koriste kao nosaci
za kontrolisano otpustanje lekova uglavnom se hidroli-
ticki degradiraju mehanizmom erozije na dva razliita
nacina. Erozija se moze odvijati po celoj zapremini ili
po spoljnoj povrsSini polimerne matrice. Za eroziju po
celoj zapremini karakteristicno je da se javlja kada je
prodiranje vode brze od erozije matrice pa dolazi do gu-

Autor za prepisku: J. Ponlagi¢, Tehnolosko-metalurski fakultet, Uni-
verzitet u Beogradu, Karnegijeva 4, Beograd.

E-posta: jasna@tmf.bg.ac.rs

Rad primljen: 15. septembar 2008.

Rad prihvacen:25. septembar 2008.

ustanovljeno je da dolazi do delimic¢ne degradacije polimernih mikrosfera.

bitka masa, viSe-manje uniformno po matrici i naziva se
homogena erozija. Veli¢ina nosaca ostaje ista, dok ero-
zija ne dostigne kriti¢ni nivo kada se urusava i menja ¢i-
tava mikrostruktura. Do povrSinske erozije dolazi kada
je prodiranje vode sporije od erozije matrice pa se mate-
rijal gubi samo sa povrsine nosaca. Veli¢ina nosaca pos-
tepeno opada dok mikrostruktura u unutrasnjosti ostaje
neizmenjena.

Pored mnogih alifatskih poliestara, kao $to su: poli-
(laktid), poli(laktid-co-glikolid) i poli(e-kaporlakton), poli-
(butilensukcinat) intenzivno je izuavan semi-kristali-
ni¢ni polimer sa mnogim interesantnim svojstvima kao
$to su biodegradabilnost, procesibilnost u stanju rastopa
i hemijska otpornost, a pokazuje i veliku termicku rezis-
tentnost i vecu temperaturu topljenja, 116 °C u porede-
nju sa ostalim biodegradabilnim polimerima [3]. U cilju
poboljsanja biodegradabilnih osobina poli(butilensukci-
nata), PBS, za njegovu specificnu primenu, sintetisani
su razni kopolimeri ovog poliestra koji pokazuju znatno
vedi stepen degradacije u poredenju sa homopolimerom,
poli(butilensukcinatom) [4,5].

Mikrosfere biodegradabilnih homopolimera i kopo-
limera, najcesS¢e se dobijaju metodama zasnovanim na
isparavanju hidrofobnog rastvaraca polimera i faznoj se-
paraciji. Ulje-u-vodi (O/W), tehnika sa isparavanjem
rastvaraca, najrasprostranjeniji je metod mikroenkapsu-
lacije hidrofobnih lekova u polimernu matricu, zahva-
ljujuéi relativno lakom procesiranju [1,6,7]. Ona podra-
zumeva rastvaranje polimera u isparljivom organskom
rastvaracu, najcesc¢e metilenhloridu (CH,Cl,) i dispergo-
vanje ili rastvaranje leka u polimernom rastvoru. Ovako
dobijena organska faza se ukapava u vodenu fazu, koja
sadrzi stabilizator najces$ce poli(vinil alkohol) ili Zelatin,
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uz snazno mesanje do formiranja kapljica. Nemesljivost
ove dve faze obezbeduje nastajanje stabilne emulzije.
Uloga stabilizatora je da zastiti kapljice od koalescen-
cije i koagulacije a samim tim stabilizuje emulziju. Da
bi se formirale mikrosfere, organski rastvara¢ prvo mora
da difunduje u vodenu fazu a onda isparava sa medu-
fazne povrsine voda/vazduh. TaloZenje polimera se os-
tvaruje isparavanjem rastvaraca, pri ¢emu se proces
moze ubrzati smanjenjem pritiska ili dodatkom neras-
tvarac¢a. Dobijene mikrosfere ocvrscavaju, odvajaju se
od vodene faze, peru i suse.

Kada se mikrosfere dobijaju primenom ove tehni-
ke, brojni procesni parametri uti¢u na finalnu strukturu
mikrosfera: izbor rastvaraa, stabilizatora, viskoznost
faze, odnos dispergovane i kontinualne faze, brzina me-
Sanja, procesna temperatura i vreme. Pazljivom modifi-
kacijom procesnih uslova se mogu dobiti sfere veli¢ine
od 10 do nekoliko stotina mikrona. Ukoliko se mik-
rosfere koriste za kontrolisano otpustanje leka, bitno je
znati kojom se brzinom oslobada lek iz njegove poli-
merne matrice. Poznato je da hemijski sastav i struktura
polimera, molarna masa kao i morfologija uzorka imaju
veliki uticaj na brzinu degradacije matrice. Prisustvo
hidrofilnog polimera u polimernoj matrici moze da po-
vecava brzinu erozije odnosno degradacije polimerne ma-
trice, a time i otpustanja leka. Istrazivanja na mikrosfe-
rama na bazi sme$a poli(e-kaprolaktona), PCL, i hidro-
filnog poli(etilen oksida), PEO, pokazala su da je brzina
otpustanje leka veca kod onih Cestica sa ve¢im udelom
PEO. To je objasnjeno povecanom interakcijom izmedu
mikrokapsula koje sadrze hidrofilni polimer i hidrofil-
nog puferskog rastvora u kojem je vrSeno ispitivanje [8].

Takode, veli¢ina mikrosfera, geometrija i poroz-
nost sfera, kao i okolina (pH i temperatura), uti¢u na br-
zinu oslobadanja leka iz mikrosfera. Veli¢ina pora u
mikrosferama moze da se kontroliSe i sastavom poli-
mera, kao §to je pokazano na primeru mikrosfera poli-
(butilensukcinata) dobijenih u prisustvu drugog polime-
ra poli(e-kaprolaktona). VeliCina pora se smanjuje u po-
limernom nosacu sa povecanjem udela PCL u poroznim
PBS mikrosferama, $to se odrazava na smanjenje brzine
otpustanja leka [9,10].

U okviru ovog rada prikazana je optimizacija uslo-
va dobijanja neporoznih mikrosfera poli(butilen sukci-
nata), PBS, emulzionim postupkom uz otparavanje lako
isparljivog rastvaraca. Prethodno sintetisani alifatski po-
liestar je okarakterisan 'H NMR analizom, odredivanjem
grani¢nog viskozitetnog broja i gel propusnom hromato-
grafijom (GPC). Koncentracija polimera, koncetracija
stabilizatora emulzije, odnos organska/vodena faza i br-
zina mesanja su faktori koji su varirani da bi se odredili
optimalni uslovi za dobijanje neporoznih mikrosfera, tj.
kakav je uticaj tih faktora na morfologiju i veli¢inu Ces-
tica. Zatim, porozne mikrosfere su dobijene emulzionim
postupkom uz otparavanje rastvaraca, pri optimalnim
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uslovima, u prisustvu heksana ili PEO kao porogena.
Ispitan je uticaj vrste i koncentracije porogena na veli-
¢inu i poroznost mikrosfera $to je praceno skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom i odredivanjem prividne
gustine mikrosfera. /n vitro degradacija dobijenih mik-
rosfera je vodena mesec dana u puferskom rastvoru na
37 °C, posle ¢ega je odredena prividna gustina mikro-
Cestica, a morfologija je izuavana skeniraju¢om elek-
tronskom mikroskopijom.

EKSPERIMENTALNI DEO

Sinteza PBS

Za sintezu poliestra koriséen je postupak izmene
alkohola, odnosno transesterifikacija, polaze¢i od dime-
tilsukcinata (DMS) i 1,4-butandiola (BD), uz katalizator
titan(IV)-butoksid. Sinteza je vodena na 220 °C, pod
snizenim pritiskom, 0,2—0,5 mmHg, uz izdvajanje meta-
nola kao sporednog proizvoda. Dobijeni polimer je ohla-
den u atmosferi azota, rastvoren u hloroformu i preta-
lozen ukapavanjem u ohladeni metanol. Polimer je su-
Sen na temperaturi od 60 °C, a zatim pod sniZenim pri-
tiskom na sobnoj temperaturi.

Karakterizacija PBS

1. Struktura sintetisanog poliestra je utvrdena 'H
NMR spektroskopijom. Uzorak je rastvaren u deuterisa-
nom hloroformu, a kao referentni standard pri dobijanju
spektra koriScen je tetrametilsilan. Spektar je dobijen na
aparatu Varian-GEMINI-200 (200 MHz).

2. Polimer je, u pogledu veli¢ine makromolekula,
okarakterisan viskozimetrijom razblazenih rastvora, tj. od-
redivanjem grani¢nog viskozitetnog broja Ubbelohde-ovim
viskozimetrom na 25 °C u hloroformu. Vrednost granic¢-
nog viskozitetnog broja dobijenog PBS je iznosila 64,5
cm’/g.

3. Gel-propusnom hromatografijom (GPC) odrede-
na je veli¢ina i raspodela veli¢ine molekula na aparatu
Waters 2414 na 30 °C. Molarna masa srednja po brojnoj
zastupljenosti, M,, PBS je iznosila 16170 g/mol, a mo-
larna masa srednja po masenoj zastupljenosti, M,, je
iznosila 40690 g/mol, dok je stepen polidisperznosti bio
2,51.

Dobijanje mikrosfera

Odredena kolic¢ina polimera je rastvorena u hloro-
formu (organska faza) i pomeSana sa rastvorom PVA
(Fluka, M,, = 130000 g/mol) u vodi (vodena faza) u za-
datom odnosu. Faze se meSaju 22 Casa, na atmosfer-
skom pritisku i sobnoj temperaturi pri odredenoj brzini
mesSanja pri cemu dolazi do isparavanja rastvaraca tj.
hloroforma. Sve se potom procedi, ispere vodom neko-
liko puta i susi.

Pri dobijanju poroznih mikrosfera primenjena je
sli¢na procedura, a kao porogeni su kori§¢eni heksan i
poli(etilen oksid), PEO.
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Karakterizacija mikrosfera

Analiza velicine i raspodele velicina mikrosfera i pora

Morfologija i veli¢ina mikrosfera je ispitivana po-
mocu skenirajuéeg elektronskog mikroskopa (SEM) JEOL
JSM 5800. Dobro osuseni uzorci su, uz rotiranje, pre-
vuceni tankim slojem Pd-Pt legure i mikrostruktura je
posmatrana na SEM-u pri povecanju napona od 20 kV.
Da bi odredili unutra$nju morfologiju sfera, velicnu i
raspodelu veli¢ina pora, uzorci su ohladjeni pomocu tec-
nog azota i nasumicno seceni ziletom. Za odredivanje
veli¢ina dobijenih mikrosfera koriséen je program Ima-
ge J.

Odredivanje prividne gustine mikrosfera

Za odredivanje prividne gustine kori$éene su stak-
lene kapilare sa zatopljenim krajem. Zapremina kapilare
se odreduje merenjem mase kapilare pre i posle punje-
nja sa vodom poznate gustine (pomocu Sprica) i izracu-
nava na osnovu jednacine:

V=wpy

gde je V' — zapremina kapilare, w, — masa vode i p, — gus-
tina vode na sobnoj temperaturi.

Merenjem mase kapilare pre i posle punjenja suvim
praskastim uzorkom polimera i na osnovu prethodno
odredene zapremine kapilare, prividna gustina se odre-
duje na osnovu jednacine:

p=wV

gde je p — prividna gustina, w — masa uzorka u kapilari i
V — zapremina kapilare.

Test hidroliticke degradacije

Hidroliticka degradabilnost [2,11] dobijenih poroz-
nih i neporoznih mikrosfera je radena u fosfatnom pu-
ferskom rastvoru, pH 7,00, u inkubatoru na 37 °C. Od-
redena koli¢ina uzorka mikorsfera (50 mg) potopljena je
u puferski rastvor u epruveti i ostavljena na datoj tem-
peraturi mesec dana, pri cemu je puferski rastvor me-
njan svakih sedam dana. Posle zadatog vremena inkuba-
cije polimerne mikorsfere su ispirane destilovanom vo-
dom i susene do konstantne mase. Skeniraju¢om elek-
tronskom mikroskopijom je analizirana morfologija mik-
rosfera posle mesec dana inkubacije, a odredena je i pri-
vidna gustina degradiranih mikrocestica.

REZULTATI I DISKUSIJA

Dobijanje neporoznih mikrosfera

Pri izradi neporoznih PBS mikrosfera ispitivani su
uticaji pojedinih parametara na veli¢inu i morfologiju
mikrosfera. Pri variranju jednog parametra, neophodno
je ostale parametre izrade drzati konstantnim. Analizi-
ran je uticaj koncentracije rastvora polimera, koncentra-
cije emulgatora u vodenoj fazi, odnos organska/vodena
faza kao i uticaj brzine meSanja.

Da bi ispitali uticaj koncentracije polimera [12] na
veli¢inu dobijenih mikrosfera, mikrosfere su sintetisane
pri razli¢itim koncentracijama polimera u rastvoru od 5
do 20 mas%. Na slici 1 date su vrednosti srednjeg prec-
nika mikrosfera u zavisnosti od koncentracije polimera.
Na slici 2 prikazani su SEM mikrografi dobijenih PBS
mikrosfera.
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Slika 1. Zavisnost srednjeg precnika mikrosfera od promene
koncentracije polimera u organskoj fazi.

Figure 1. Dependence of the average size of the microcapsules
as a function of the polymer concentration.

Uoceno je da sa povecanjem koncentracije poli-
mera od 5 do 20 mas% srednji precnik dobijenih mik-
rosfera raste od 75 do 282 pm. Sto je koncentracija po-
limera veca, teZe se razbija viskozna organska faza, a
samim tim nastaju kapljice koje su krupnije, a iz njih i
krupnije mikrosfere.

Da bi ispitali uticaj koncentracije stabilizatora
emulzije [8,9,12] PVA, na veli¢inu dobijenih mikro-
sfera, mikrosfere su sintetisane pri razli¢itim koncentra-
cijama PVA od 0,5 do 2 mas%.

Ustanovljeno je da je pre¢nik Cestica opadao od 121
do 86 um sa porastom koncentracije upotrebljenog emul-
gatora (slika 3). PoSto emulgator utie na efikasnost dis-
pergovanja organske faze i stabilizuje dispergovane Ces-
tice, onda ¢e i sa povecanjem koncentracije emulgatora
nastati manje i stabilnije mikrosfere. Srednja veli¢ina
mikrokapsula postaje sve manja sa povecanjem koncen-
tracije emulgatora zbog suzbijanja agregacije dispergo-
vanih Cestica usled dejstva odbojne sile emulgatora.

Da bi ispitali uticaj odnosa organske i vodene faze
[12] na veli¢inu dobijenih mikrosfera, mikrosfere su sin-
tetisane pri razlic¢itim odnosima organske i vodene faze
od 1/25 do 1/10, pri konstantnim ostalim parametrima.

Sa povecanjem udela organske faze srednji prec¢nik
mikrosfera je rastao od 101 do 143 um (slika 4). Dobi-
jeni rezultat se moze objasniti Cinjenicom da, pri kons-
tantnoj masi polimera, sa smanjenjem zapremine vode-
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Slika 2. SEM slike mikrosfera dobijenih pri koncentraciji emulgatora 0,5 mas%, odnosu CHCI3y/H,0=1/20, brzini mesanja 600 min™
i koncentraciji polimera u organskoj fazi (a) 5 mas%, (b) 10 mas%, (c) 15 mas% i (d) 20 mas%.

Figure 2. SEM photographs of microcapsules prepared with concentration of emulsifier 0.5 mass%, CHCIly/H,O ratio 1/20, stirring
rate 600 min™ and the polymer concentration in the organic phase (a) 5 mass% (b) 10 mass% (c) 15 mass% and (d) 20 mass%.
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Figure 3. Dependence of the average size of the microcapsules as Figure 4. Dependence of the average size of the microcapsules as
a function of the concentration of emulsifier. a function of the organic/aqueous ratio.
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ne faze raste viskoznost. Povecana viskoznost otezava
razbijanje organske faze, a usled toga nastaju krupnije
kapljice a od njih i krupnije mikrosfere.

Da bi se ispitao uticaj brzine mesanja [8,12] na ve-
licinu mikrosfera, pri dobijanju mikrosfera varirane su
brzine meSanja pri konstantnim ostalim parametrima
(slika 5).

Uoceno je da pri promeni brzine meSanja od 600
do 1200 min™ dolazi do opadanja preénika mikrosfera
od 121 do 62 um. Sto je veéa brzina me$anja veéa je i
energija koja razbija emulziju u male kapljice, pa su i
nastale kapljice manje a samim tim i mikrosfere koje od
njih nastaju. lako se pri veé¢im brzinama mesSanja dobi-
jaju manje sfere, velike brzine nisu povoljne jer se sfere
deformisu, a to nije pozeljno za primenu u sistemima za
kontrolisano otpustanje lekova.

Takode, analizom histograma, izu¢avan je uticaj pro-
cesnih parametara na velicinu i Sirinu raspodele veli¢ina
dobijenih mikrosfera. Tako, na primer, sa slike 6 moze
se uociti da su najzastupljenije mikrosfere veliCine iz-
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Slika 5. Zavisnost srednjeg precnika mikrosfera od promene
brzine mesanja.

Figure 5. Dependence of the average size of the microcapsules
as a function of the stirring rate.

medu 80 i 90 pm (oko 31,6%), nesto su manje zastup-
ljene mikrosfere veli¢ine od 70 do 80 um (21,3%) i mik-
rosfere veli¢ine od 90 do 100 um (oko 18,4%). Vece mik-
rosfere, kao i manje od pomenutih, imaju zastupljenost
manju od 10%.

Analizom dobijenih rezultata odredeni su optimalni
uslovi za dobijanje mikrosfera. Pozeljno je da mikro-
sfere budu $to manje, ali pri tome se mora voditi racuna
da one ne smeju izgubiti svoj oblik. Kao optimalna iza-
brana je brzina 800 min™. Optimalni uslovi za izradu
neporoznih mikrosfera biodegradabilnog alifatskog poli-

estra, PBS, su: koncentracija polimera u hloroformu 10
mas%, koncentracija stabilizatora emulzije, PVA, 1 mas%,
a odnos organske i vodene faze, CHCI3/H,O = 1/20.

Dobijanje poroznih mikrosfera

Porozne mikrosfere su pravljenje pod prethodno
ustanovljenim optimalnim uslovima u prisustvu poro-
gena. Shematski prikaz dobijanja poroznih mikrosfera je
dat na slici 7. Ispitivana je zavisnost poroznosti mikro-
sfera od upotrebljenog porogena, poli(etilen oksida) [8]
i heksana [12], i koncentracije porogena ili odnosa ras-
tvaraca i nerastvaraca, kao $to je to prikazano u tabeli 1.

Dobijanje poroznih mikrosfera koriséenjem
heksana kao porogena

Porozne mikrosfere se mogu dobiti upotrebom hek-
sana kao nerastvaraca za polimer, koji je mesljiv sa hlo-
roformom, rastvaratem za polimer. PBS se rastvara u
zadatoj smesi rastvaraca i nerastvaraca, a zatim se dobi-
jeni rastvor dodaje kontinualnoj vodenoj fazi koja sadrzi
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Slika 6. Histogram raspodele velicina mikrosfera (koncentra-
cija PVA 0,5 mas%, odnos CHCIly/H,0 = 1/20, brzina mesanja

600 min” i koncenracija polimera u organskoj fazi 5 mas%).

Figure 6. Particle size distribution histogram of the microsphe-
res with concentration of PVA 0.5 mass%, CHCI;/H,0 ratio

1/20, stirring rate 600 min” and the polymer concentration in

the organic phase 5 mass%.

PVA, uz mesanje. Organska faza se meSanjem razbija u
veliki broj malih kapljica. Za ovo vreme organski ras-
tvaraci isparavaju, s tim $to hloroform isparava brze od
heksana, a kao posledica toga se menja odnos ova dva
rastvaraca i koncentracija polimera. Kada ove dve veli-
¢ine dostignu odredenu vrednost, dolazi do razdvajanja
faza. Tokom daljeg odvijanja procesa, postepeno raste i
spaja se faza odgovorna za nastajanje pora — faza siro-
masna polimerom. Na kraju, faza siromasna polimerom
formira pore okruzene polimernim matriksom nastalim
od faze bogate polimerom.
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Slika 7. Shematski prikaz dobijanja poroznih mikrosfera.
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Figure 7. Schematic illustration of the porous microspheres formation.

Tabela 1. Eksperimentalni uslovi pri izradi PBS mikrosfera, srednji precnik mikrosfera, prividna gustina pre i posle degradacije
Table 1. The fabrication conditions the preparation of PBS microspheres, the average size of the microcapsules, the apparent density

before and after degradation

Uzorak Odnos CHCls/heksan  Sadrzaj PEO u organskoj Srednji pre¢nik mikrosfera Prividna gustina Prividna gustina®
fazi, mas% um g/em’ g/em®

MS-1 30 122,6+0,6 0,23 0,25

MS-2 50 105,1+0,6 0,16 0,24

MS-3 70 100,4+0,4 - -

MS-4 8/2 88,0+0,2 0,45 -

MS-5 9/1 97,7+0,3 0,59 -

MS-6 9,5/0,5 95,8+0,2 0,63 0,66

Bez porogena - - 87,3+0,4 0,40 0,43

Posle mesec dana degradacije u puferskom rastvoru

Na slici 8a prikazane su porozne mikrosfere poli-
mera koje su nastale upotrebom heksana kao porogena
pri odnosu rastvara¢/nerastvara¢ (CHClz/heksan) = 8/2.
Uoceno je da su mikrokapsule sferne i da se morfologija
povrsine mikrosfera menja sa odnosom rastvarac/ne-
rastvarac. Sa smanjenjem sadrzaja nerastvaraca, odnosno
povecanjem odnosa rastvara¢/nerastvaraé povecava se
hrapavost povrSine mikrosfera, $to se moze pripisati raz-
li¢itoj isparljivosti hloroforma i heksana, koji imaju zna-
¢ajnu ulogu u formiranju povrSine mikrosfera. Porozne
mikrosfere sadrze mnogo Supljina i malih pora na povr-
$ini. Mikrosfere dobijene bez dodatka porogena imaju
velike Supljine na povrSini, bez malih pora. Prisustvo
malih pora kod poroznih mikrosfera je posledica ukla-
njanja nerastvaraca.

Morfologija poprecnog preseka mikrosfera PBS je
takode analizirana pomoc¢u SEM mikroskopije. Poprecni
presek poroznih PBS mikrosfera dobijenih u prisustvu
heksana kao porogena je prikazan na slici 8b.
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Mikrosfere napravljene sa odnosom rastvarac/ne-
rastvara¢ (CHCly/heksan) = 8/2, odnosno sa najve¢om ko-
licinom nerastvaraca pored malih unutrasnjih pora pose-
duju i velike pore. Kod uzorka dobijenog sa odnosom
rastvara¢/nerastvara¢ (CHCly/heksan) = 9/1 primeéeno
je da pored kompaktnih poroznih mikrosfera postoje i
sfere sa formiranom ljuskom. Neke su bile Suplje, a kod
nekih u unutrasnjosti su se nalazile manje sfere. Dalje sa
smanjenjem sadrzaja nerastvaraca, pri odnosu rastva-
ra¢/nerastvara¢ (CHClz/heksan) = 9,5/0,5 dobijene su kom-
paktnije mikrosfere sa manjim sadrzajem malih pora.

Na osnovu dobijenih vrednosti prividne gustine, koje
su prikazane u tabeli 1 moze se zakljuciti da kako odnos
rastvara¢/nerastvara¢ (CHClz/heksan) raste odnosno sma-
njuje se sadrzaj nerastvaraCa, prividna gustina raste od
0,45 do 0,63 g/em’. To se javlja usled toga §to se sa
smanjenjem odnosa CHCls/heksan ubrzava proces raz-
dvajanja faza i razdvojene faze imaju vise vremena da
rastu i spajaju se pa samim tim nastaju i veée pore. Sto
su pore vece, mikrosfere imaju manju prividnu gustinu.
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Slika 8. SEM slike poroznih mikrosfera sa heksanom pri odnosu rastvarac/nerastvarac = 8/2; (a) spoljasnji izgled mikrosfera;

(b) unutrasnjost mikrosfera.

Figure 8. SEM photographs of porous microcapsules with hexane prepared with the good solvent/non-solvent ratio 8/2; (a) exterior

of microspheres; (b) interior morphology.

Vrednosti srednjeg precnika poroznih Cestica dobi-
jenih u prisustvu heksana kretale su se od 88 do 98 um,
pri ¢emu se precnik mikrosfera povecao u poredenju sa
pre¢nikom Cestica bez porogena.

Dobijanje poroznih mikrosfera koris¢enjem PEO kao
porogena

Porozne mikrosfere se mogu dobiti upotrebom vo-
dorastvornog poli(etilen oksida), PEO. PBS i PEO se u
zadatom odnosu rastvaraju u hloroformu, a zatim se do-
bijeni rastvor dodaje, uz mesanje kontinualnoj vodenoj
fazi koja sadrzi PVA. Organska faza se meSanjem raz-
bija u veliki broj malih kapljica. Na kontaktu kapljica i
vodene faze isticanje vode praceno je uticanjem rastva-
raca, koje izaziva razdvajanje faza, u fazu bogatu i1 fazu
siromas$nu PEO. Tokom uklanjanja rastvaraca, vodoras-
tvoran PEO prelazi u spoljnu vodenu fazu ostavljajuci
PBS domene. Uklanjanjem dovoljne koli¢ine rastvaraca
nastaju porozne strukture PBS.

Na slici 9a prikazane su porozne mikrosfere poli-
mera koje su nastale upotrebom 30 mas% PEO kao po-
rogena. Mikrosfere napravljene u prisustvu najmanje
koli¢ine porogena imaju izrazito neravnu i talasastu po-
vrsinu sa dobro definisanim porama. Povecanjem sadr-
zaja PEO porogena neravnine na povrsini sfera postaju
manje uocljive.

Na slici 9b prikazan je mikrograf preseka poroznih
mikrosfera sintetisanih u prisustvu 30 mas% PEO. Uzo-
rak napravljen sa 30 mas% PEO ima izrazito poroznu
strukturu u kojoj su se vece i manje pore mestimicno
spojile u kanale, dok uzorak napravljen u prisustvu 50
mas% PEO ima sunderastu strukturu sa ve¢im brojem
manjih pora ravnomerno rasporedenih po uzorku. Na
osnovu dobijenih vrednosti prividne gustine (tabeli 1)
moze se zakljuciti da sa povecanjem koncentracije PEO
kao porogena prividna gustina opada. Prividna gustina
poroznih mikrosfera PBS napravljenih u prisustvu 30 i

Slika 9. SEM slike poroznih mikrosfera sa 30 mas% PEQO; (a) spoljasnjost mikrocestica; (b) unutrasnja morfologija.
Figure 9. SEM photographs of the porous microcapsules with 30 mass% of PEO; (a) exterior of the microspheres, (b) interior

morphology.
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50 mas% PEO kao porogena iznosila je 0,23 odnosno
0,16 g/cm’. Veéi deo uzorka koji je dobijen pri koncen-
traciji porogena od 70 mas% bio je slepljen i nije bilo
moguce odrediti njegovu prividnu gustinu.

Vrednosti srednjeg precnika poroznih Cestica dobi-
jenih u prisustvu PEO su se kretale u opsegu od 100 do
122 pm, pri ¢emu je precnik mikrosfera opadao sa po-
rastom sadrzaja PEO.

Hidroliticka degradacija

Hidroliticka degradacija mikrosfera PBS pracena je
inkubacijom u fostatnom puferskom rastvoru na tempe-
raturi od 37 °C tokom Cetiri nedelje. Na osnovu SEM
mikrografa tretiranih uzoraka moze se videti da kod ne-
poroznih mikrosfera nije doslo do promene u morfo-
logiji mikrocestica i da su sfere ostale kompaktne nakon
degradacionog testa u puferskom rastvoru (slika 10).

Kod poroznih mikrosfera, takode, nisu se mogle
primetiti promene na povrsini mikrocestica, kako kod
poroznih mikrosfera dobijenih u prisustvu PEO, tako i
kod mikrocestica sa heksanom kao porogenom. Na SEM
slikama mogu se uociti izdrobljene mikrosfere kod svih
mikrocestica posle mesec dana inkubacije u puferskom
rastvoru. Posebno se to moze uociti kod poroznih mik-
rosfera sa heksanom kao porogenom pri odnosu rastva-
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ra¢/nerastvara¢ = 9,5/0,5 (slika 10b) i kod poroznih mi-
krosfera sa 30 mas% PEO (slika 10c), kod kojih je i pre
izlaganja degradaciji postojala najvise razvijena povrsina.
U tabeli 1 su prikazane prividne gustine mikrosfera
pre i posle hidroliticke degradacije. Vrednosti prividne
gustine rastu kod svih mikrosfera posle degradacije.
Kod mikrosfera bez porogena ta vrednost se povecala
od 0,40 do 0,43 g/cm®. Kod mikrosfera koje su prav-
ljene u prisustvu 30 mas% PEO vrednost prividne gus-
tine se povecala sa 0,23 na 0,25 g/cm3, a kod mikrosfera
sa 50 mas% PEO ta vrednost je znacajno porasla sa 0,16
na 0,24 g/cm’. Mikrosfere koje su napravljene u prisus-
tvu heksana kao porogena, odnos rastvara¢/nerastvara¢ =
= 9,5/0,5, u testu degradacije pokazale su promenu
vrednosti prividne gustine sa 0,63 na 0,66 g/cm’. Pove-
¢anje vrednosti prividne gustine mikrosfera se moze ob-

Slika 10. SEM slike mikrosfera posle mesec dana degradacije u
puferu; (a) neporozne mikrosfere, (b) porozne mikrosfere sa
heksanom pri odnosu rastvarac/nerastvara¢ = 9,5/0,5 i (c) po-
rozne mikrosfere sa 30 mas% PEO.

Figure 10. SEM photographs of the microcapsules after 1 month
of degradation in buffer, (a) non-porous microspheres (b) porous
microspheres with hexane prepared with the good solvent/non-
-solvent ratio 9.5/0.5 (c) porous microspheres with 30 mass%
PEO.

jasniti pove¢anom krto$¢u mikrosfera stajenjem u pufer-
skom rastvoru, $to je posledica boljeg pakovanja mikro-
sfera u kapilarama zbog postojanja izdrobljenih mikrosfera.

ZAKLJUCAK

Za izradu neporoznih mikrosfera biodegradabilnog
alifatskog poliestra, PBS, moze uspe$no da se koristi
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postupak otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz emul-
zije. Pri optimizaciji uslova izrade neporoznih PBS mik-
rosfera ustanovljeno je: da je srednji precnik Cestica ras-
tao sa povecanjem koncentracije polimera i sa poveca-
njem udela organske faze, a da se veliCina Cestica sma-
njivala sa povecanjem koncentracije upotrebljenog sta-
bilizatora emulzije i sa povecanjem brzine mesanja.

Optimalni uslovi za izradu neporoznih mikrosfera
PBS bili su: koncentracija polimera u hloroformu 10
mas%, koncentracija stabilizatora emulzije, PVA, 1 mas%,
odnos organske i vodene faze, CHCI;/H,O = 1/20 i br-
zina me$anja od 800 min™'.

Porozne mikrosfere PBS su pravljene pri optimal-
nim uslovima kori§¢enjem heksana ili poli(etilen oksi-
da), PEO, kao porogena. Sa smanjenjem sadrzaja neras-
tvaraca (heksana), povecavale su se vrednosti za privi-
dnu gustinu mikrosfera od 0,45 do 0,63 g/cm’. Vred-
nosti srednjeg precnika Cestica kretale su se od 88 do 98
pm, pri ¢emu se precnik mikrosfera povecao u pore-
denju sa precnikom cestica bez porogena. Sa smanje-
njem sadrzaja porogena, heksana, povecava se hrapa-
vost povrsine mikrosfera.

Mikrosfere napravljene sa 30 mas% PEO imale su
izrazito poroznu strukturu u kojoj su se vee i manje
pore mestimi¢no spojile u kanale, dok su mikrosfere na-
pravljene u prisustvu 50 mas% PEO imale sunderastu
strukturu sa ve¢im brojem manjih pora koje su ravno-
merno rasporedene po uzorku. Vrednost prividne gus-
tine poroznih mikrosfera PBS napravljenih u prisustvu
30 i 50 mas% PEO iznosila je 0,23 odnosno 0,16 g/cm’.
Vrednosti srednjeg precnika poroznih Cestica dobijenih
u prisustvu PEO kretale su se u opsegu od 100 do 122
um, pri ¢emu se precnik mikrosfera smanjivao sa po-
rastom sadrzaja PEO. Takode, sa pove¢anjem sadrzaja
PEO porogena neravnine na povrsini sfera postaju manje
uocljive.

Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da
se oba porogena, i heksan i PEO, mogu koristiti za iz-
radu poroznih mikrosfera. Variranjem koli¢ine dodatog
heksana moze se uticati na poroznost i veliéinu pora.
Ukoliko se kao porogen koristi PEO, sadrzaj ne treba da
prelazi 50 mas% jer pri ve¢im dolazi do slepljivanja
Cestica. Mikrosfere PBS dobijene u prisustvu PEO kao
porogena imale su vecu poroznost i veée dimenzije od
mikrosfera napravljenih u prisustvu heksana.

Posle inkubacije mikrosfera u trajanju od jednog
meseca u puferu, ustanovljeno je da dolazi do delimi¢ne
degradacije polimernih mikrosfera, $to se manifestovalo
povecanjem broja dezintegrisanih, tj. smrvljenih mikrosfera.
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SUMMARY

PREPARATION OF BIODEGRADABLE POROUS POLY(BUTYLENE SUCCINATE)

MICROSPHERES
Dragana Pepi¢, Milica Spasojevi¢, Marija S. Nikoli¢ and Jasna Djonlagié¢
Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade

Scientific paper

The aim of this study was to determine the optimal conditions for the fab-
rication of porous microspheres based on poly(butylene succinate), PBS.
The biodegradable non-porous PBS microspheres were prepared by the
oil-in-water (o/w) emulsion solvent evaporation method using poly(vinyl
alcohol), PVA, as the surfactant. Fabrication conditions, such as stirring
rate, organic/aqueous ratio, PBS concentration and surfactant (PVA) con-
centration, which have an important influence on both the particle size and
the morphology of the microspheres, were varied. Scanning electron mi-
croscopy, SEM, observations confirmed the size, size distribution and sur-
face morphology of the microspheres. The optimal conditions for the pre-
paration of the non-porous microspheres were found to be: concentration
the PBS solution, 10 mass%; PVA concentration, 1 mass%; the orga-
nic/aqueous ratio CHCI3/H,O = 1/20 and stirring rate 800 rpm. Porous
PBS microspheres were fabricated under the optimal conditions using va-
rious amounts of hexane and poly(ethylene oxide), PEO, as porogens. The
influence of the amount of porogen on the pore size and the particle size
was investigated using SEM and the apparent density. The microspheres
exhibited various porosities and the pore sizes. The average particle size of
the microspheres with PEO as the porogen was from 100 to 122 um and
that of the microspheres with hexane as the porogen was from 87 to 97
um. The apparent density of the porous microspheres with PEO as the
porogen, from 0.16 to 0.23 g/cm’, was much smaller than the non-porous
microspheres, 0.40 g/cm’. In the in vitro degradation experiments, the po-
rous microspheres were incubated in phosphate buffer solution (pH 7) at
37 °C. After incubating for one month, the microspheres showed signi-
ficant extent of the hydrolytic degradation of the porous PBS micro-
spheres.
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