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Koloidosomi — nova
vrsta mikrokapsula

SABINA KESER, JELENA FILIPOVIC-GRCIC, MARIO JUG
Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet,

Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Domagojeva 2,10 000 Zagreb

Uvod

Kontinuirani napredak te primjena novih materijala i tehnolo-

gija rezultira razvojem suvremenih terapijskih sustava, ¢ija primjena vodi prema
cilj je savladati ogranicenja povezana s primjenom konvencionalnih oblika. To u
prvom redu obuhvaca osiguravanje kemijske stabilnosti djelatne tvari prije i
nakon primjene sprjecavajuci njenu razgradnju posredovanu razli¢itim ¢imbe-
nicima kao §to su svjetlo, kisik, vlaga, nepovoljan pH te enzimska razgradnja u
organizmu nakon primjene. Daljnji cilj je postizanje najprikladnije brzine i
opsega apsorpcije te ciljane distribucije lijeka u organizmu do mjesta djelovanja
kako bi se postigao optimalan terapijski ucinak lijeka uz smanjenje ucestalosti i
intenziteta nuspojava. Mnogi od navedenih ciljeva ostvareni su primjenom teh-
nologije mikrokapsuliranja (1-3). Mikrokapsule su spremisni tip terapijskog
sustava u kojem je djelatna tvar smjestena u jezgri koja je obavijena ovojnicom.
Pri tome, djelatna tvar moze biti prisutna u krutom, otopljenom ili dispergira-
nom stanju, a ovojnica je nacinjena od razli¢itih, naj¢es¢e makromolekularnih
tvari, prirodnog ili sintetskog podrijetla. Mikrokapsulirani produkti zastupljeni
su u mnogim podrué¢jima, od farmaceutke, kozmetike, dodataka prehrani i
funkcionalne hrane, tehnologije ispisa, tekstilne industrije, do vojne industrije i
istrazivanja svemira (3). U farmaceutskoj industriji istrazivanje i primjena mikro-
kapsula zapocela je sredinom 1970-ih. Osim ve¢ navedenih prednosti, mikro-
kapsule omogucuju i odvajanje inkompatibilnih sastavnica pripravka, prevode-
nje tekudina u ¢vrste Cestice, prikrivanje neugodnih mirisa i okusa te sprjecavanje
hlapljenja pojedinih sastavnica (2). Sve navedeno pridonosi zna¢ajnom poveca-
nju funkcionalnosti ljekovitih oblika kao i produljenju roka trajanja gotovog pri-
pravka na trzistu (1).
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Koloidosomi

Koloidosomi su posebna vrsta mikro-
kapsula s ovojnicama izradenim od
samoorganiziranog monosloja kolo-
idnih Cestica (slika 1.), koje mogu biti
od veoma razli¢itih materijala. Razli-
kujemo koloidosome s ovojnicom gra-
denom od mineralnih Cestica, nacinje-
nih od netopljivih anorganskih soli

Slika 1. » Shematski prikaz popre¢nog presjeka
mikrokapsule s polimernom ovojnicom (a) te
(primjerice, barijev sulfat i kalcijev koloidosomasovojnicomgradenomod samo-

karbonat), modificiranog silicijevog  organiziranog monosioja koloidnih cestica (b).
dioksida te razli¢itih glina (bentonit,

hidrofobni derivat bentonita, derivat laponita). Takoder, opisani su koloidosomi
stabilizirani polimernim cesticama koje su gradene od prirodnih polimera (pri-
mjerice, alginat i kitozan), te od sintetskih polimera (kao $to su polistiren, poli-
tetrafluoroetilen, polivinilalkohol, polimetilmetakrilat) (4, 5). Zanimljivo je
spomenuti da su u razvoju posebnih funkcionalnih koloidosoma za detekciju
ohratoksina koristene ¢ak i nanocestice zlata (6).

Najcesci raspon veli¢ina koloidosoma je izmedu 5-40 pm, ali ti sustavi
mogu biti i u obliku ‘superstruktura’ velikih i po 500 um. Ta velika razlika u veli-
¢ini proizlazi upravo iz navedene raznolikosti cestica koje se mogu koristiti za
izradu ovojnica, ¢ija veli¢ina ovisi o materijalu iz kojega je izradena (7-9).

Prvi put se strukture sli¢cne koloidosomima spominju 1996. godine, u nizu
od tri rada koje su objavili Velev i suradnici u kojima su opisani razliciti nacini
nakupljanja i samoorganiziranja polistirenom modificiranih lateks cestica oko
kapljica emulzija (10-12). Dinsmore i suradnici su 2002. godine objavili zapa-
zeni rad u casopisu Science, gdje su opisali nacin stabilizacije ovojnice gradene
od koloidnih Cestica. Pri tome, analogno liposomima, koji su gradeni od fosfoli-
pidnih dvosloja, pripremljene Cestice su nazvali ‘koloidosomi’ (7).

Izrada koloidosoma

Izrada koloidosoma se temelji na nakupljanju koloidnih ¢estica na medupovr-
$ini dviju tekucina koje se medusobno ne mijesaju (4). U tu svrhu potrebno je
najprije izraditi emulziju stabiliziranu ¢vrstim Cesticama (engl. Pickering emul-
sion) (13). Takve vrste emulzija, kao i konvencionalne emulzije stabilizirane
povrsinski aktivnim tvarima, mogu biti tipa ulja u vodi (U/V) ili vode u ulju
(V/U), a &vrste Cestice se orijentiraju na medupovrsini tih dviju faza. Taj proces
je ireverzibilan te rezultira ucinkovitijom stabilizacijom emulzije u odnosu na
onu ostvarenu primjenom povrsinski aktivnih tvari (5, 14).
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Odabir vrste Cestica koje ¢e se koristiti kao stabilizator takvih emulzija ovisi
o podloZnosti cestica mocenju odredenom tekuc¢inom, a to je definirano kutom
mocenja. Svaka Cestica koja moze ostvariti zadovoljavajuci kut mocenja se moze
koristiti kao stabilizator. O kutu mocenja Cestice ovisit ce tip emulzije koji se s
tom cesticom moze izraditi. Ukoliko je kut mocenja, 0, manji od 90°, estica se
viSe nalazi u vodi te rezultira nastajanjem emulzije tipa U/V. U slucaju kuta

mocenja veceg od 90°, Cestica se viSe nalazi u ulju te rezultira emulzijom tipa
V/U (slika 2.) (5).

ulje : ulje
7 6 !!\l
oda

voda v

voda voda

Slika 2. » Prikaz smjestaja koloidnih Cestica na granici faza ovisno o kutu mocenja

Osim odabirom vrsta ¢estica, na konac¢nu veli¢inu koloidosoma moze se
utjecati i u prvom koraku njegove izrade. To se postize kontrolom veli¢ine kap-
Jjice unutarnje faze emulzije (7).

Veli¢ina kapljice, odnosno njezin promjer, smanjit e se:

+ povecanjem koncentracije Cestica kojima stabiliziramo emulziju
+ smanjenjem velicine Cestica kojima stabiliziramo emulziju
+ povecanjem volumena vanjske faze emulzije (15, 16).

Nakon pripreme emulzije stabilizirane ¢vrstim cesticama, potrebno je
ucvrstiti Cestice smjestene na medupovrsini faza (slika 3). Ukoliko se cestice
dobro ne udvrste, struktura ¢e se raspasti ako ju pokusamo centrifugiranjem
odvojiti iz vanjske faze (4).
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Kovalentno
povezivanje

Slika 3. » Primjeri nacina ucvrscéivanja koloidnih Cestica u svrhu dobivanja koloidosoma
(Tg - temperatura staklista)

Dobivenu strukturu moguce je ucvrstiti na viSe nacina:

1. Zagrijavanjem iznad temperature staklista (Tg) materijala od kojeg su
izradene koloidne Cestice. Izradena stabilna emulzija se zagrijava tek nesto
iznad Tg Cestica, da bi se one mogle stopiti. Sto je zagrijavanje dulje, veli-
¢ina pora ¢e biti manja i povrsina glada (4).

2. Geliranjem jezgre. Prvo je potrebno napraviti emulziju pri viSoj tempera-
turi, s vodom kao unutarnjom fazom. U vodu se obi¢no dodaje gelirajuc¢a
tvar koja se hladenjem gelira. Geliranjem unutarnje vodene faze nastaje
¢vrsta struktura koja podupire koloidne cestice koje su se orijentirale na
granici faza (4).
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3. Polimerizacijom. Stabilnost koloidosoma se postize dodatkom monomera i
umrezivac¢a u unutarnju ili vanjsku fazu emulzije, ovisno gdje zelimo reak-
ciju polimerizacije (4).

4. Kovalentnim povezivanjem koloidnih cestica. Pri izradi emulzije treba
odabrati cestice koje se, dodatkom umrezivaca, imaju sposobnost medu-
sobno povezati kovalentnim vezama. Kao i u sluc¢aju polimerizacije, umre-
ziva¢ se moze dodati u vanjsku ili unutarnju fazu emulzije, ovisno gdje
zelimo reakciju, ali u ovom slucaju nije potreban dodatak monomera (4).

5. Elektrostatskim povezivanjem. Stabilna emulzija se izradi pomocu kolo-
idnih cestica odredenognaboja. Zatim se dodaje polimer suprotnih naboja.
Ovisno koliko se dodaje slojeva suprotno nabijenih polimera postoji mogu¢-
nost kontrole debljine ovojnice i kona¢nog naboja koloidosoma (4).
Nakon udvrséivanja Cestica i izrade stabilne ovojnice, ako zelimo, kolo-

idosome mozemo odvojiti iz otapala centrifugiranjem te dispregirati u drugom
otapalu, pri ¢emu njihova struktura ostaje sacuvana (4, 7).

Uklapanje i kontrolirano oslobadanje tvari
Koloidosome karakterizira izuzetna ¢vrstoca i stabilnost, te visoka uc¢inkovitost
uklapanja tvari koja se moze posti¢i zahvaljujuci velikom izboru otapala, cije se
karakteristike mogu prilagoditi fizikalno-kemijskim svojstvima tvari koju zelimo
uklopiti (7). Prednost koloidosoma je i niska toksi¢nost, zbog toga §to se u
njihovoj izradi umjesto povrsinski aktivnih tvari, koje same mogu imati poten-
cijalno toksi¢an ucinak, koriste Cestice izradene od kemijski inertnih, biokom-
patibilnih materijala (8, 9, 10). Odabirom razli¢itih vrsta i veli¢ina cestica kao
gradivnih jedinica ovojnice, te prilagodbom njezine debljine oblaganjem poli-
merima, mozemo precizno podesavati karakteristike pripremljenih koloidosoma,
mijenjajudi propusnost ovojnice te utjecuci na njezinu mehanicku ¢vrstocu (20).
Propusnost koloidosoma definirat ¢e veli¢ina pora koje ostaju izmedu
koloidnih ¢estica koje grade ovojnicu (4). Idealan raspored cestica u ovojnici je
onaj koji rezultira najmanjim dimenzijama pora izmedu susjednih Cestica. To se
postize heksagonalnim rasporedom &estica, pri ¢emu se izmedu susjednih &es-
tica odredenog promjera (d) nalaze otvori veli¢ine otprilike 0,15xd. S obzirom
na ¢injenicu da je koloidosom sferi¢na struktura, slaganje cestica nije uvijek
idealno, nego dolazi do pentagonalnih defekata. U tom je slu¢aju veli¢ina pore
izmedu Cestica znatno veca te iznosi oko 0,70xd (slika 4.) (4). Iz toga proizlazida
¢e samo tvari ¢ije su dimenzije vece od 0,70xd sigurno biti zadrzane u koloido-
somu, dok ¢e manje slobodno difundirati iz koloidosoma zavisno o koncentra-
cijskom gradijentu (4).
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Prisutnost pora u strukturi ovoj- Veli¢ine otvora izmedu Cestica
nice je ujedno i najveci problem kod
uklapanja tvari u koloidosome. Iako
se nekim nacinima ucvrscivanja kolo-
idosoma dimenzije tih pora mogu sma-
njiti (primjerice, duljim zagrijavanjem
ili oblaganjem s vise razlicitih slojeva
polimera), njihovu prisutnost u ovoj-

nici ne moZemo u potpunosti izbje¢ci ~ Heksagonalno Pentagonalni
(4, 7). Premda su postignuti napreciu  sloZene Cestice defekt
uklapanju malih molekula u koloido- sjika 4. » Shematski prikaz slaganja koloidnih
some, jos uvijek je potrebno razviti sus-  Cestica ovojnice koloidosoma.

tav koji ¢e moci zadrzati uklopljenu

tvar kroz duzi vremenski period (4).

Na primjeru koloidosoma izradenih od modificiranih polistirenskih cestica
pokazano je da se variranjem tehnoloskih parametara moze na odgovarajuci
nacin modificirati propusnost nastale ovojnice te tako osigurati uspje$nije zadr-
zavanje fluorescein natrija, hidrofilne boje, u strukturi koloidosoma. Ovojnica
izradena od modificiranih polistirenskih cestica stabilizirana je zagrijavanjem
sustava na 49 °C, tijekom razli¢itih vremenskih perioda. Analiza skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom pokazala je da se duljim vremenom zagrijavanja
postize ucinkovitije sljubljivanje polistirenskih cestica pri ¢emu nastaje ovojnica
glade povrsine (slika 5.). Pri tome, promijenila se i njezina permeabilnost. Kod
koloidosoma termicki tretiranih 5 i 30 minuta, ovojnica je relativno propusna
te se posljedi¢no uklopljeni fluorescein natrij oslobada u potpunosti tijekom
prvog sata. S druge strane, zagrijavanje tijekom 60 minuta znacajno je smanjilo

Slika 5. » Prikaz promjene strukture ovojnice koloidosoma zavisno o trajanju termickog tretmana.
Sva tri uzorka tretirana su na 49 °C, u trajanju od s minuta (a), 30 minuta (b) i 60 minuta (¢) (preuzeto i
prilagodenoiz (18) uz suglasnost American Chemical Society).
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propusnost ovojnice te je oslobadanje uklopljenog fluorescein natrija sporije i
odvija se tijekom 24 sata (21).

Znacajno ucinkovitije zadrzavanje unutar strukture koloidosoma se postize
za tvari i bioloske sustave cije su dimenzije vece od veli¢ine pora prisutnih u
ovojnici. Pri tome, koloidosomi su se pokazali kao izrazito pogodne strukture za
uklapanje zivih stanica, kao $to su stanice kvasaca te Lactobacillus bakterije (22,
23). Vaino je istaknuti da su stanice kvasaca zadrzale metaboli¢ku aktivnost te
sposobnost dijeljenja unutar koloidosoma s ovojnicom izradenom od modifici-
ranih polimetilmetakrilatnih cestica, dok im je glukoza potrebna za opstanak
osigurana difuzijom kroz pore u ovojnici (22).

Sustav s uklopljenim Lactobacillus crispatus bakterijama je dobar primjer
zadtitne uloge koloidosoma. Uklapanjem u koloidosome bakterije su zadrzale
metabolicku aktivnost te su pokazale otprilike 53 puta vecu sposobnost preziv-
ljavanja u uvjetima prisutnim u Zelucu. I u ovom slucaju, ovojnica koloidosoma
bila je izradena od modificiranih polimetilmetakrilatnih cestica, koje su agregi-
rane dodatkom malih koli¢ina etanola. Pri tome je izbjegnuto izlaganje koloido-
soma povidenim temperaturama kao i upotreba agresivnih kemikalija, $to ovu
metodu ¢ini izrazito prikladnom za uklapanje proteina i zivih stanica (23).

Valja istaknuti potencijal koloidosoma kao terapijskih sustava s kontrolira-
nim oslobadanjem uklopljene tvari. Koloidosomi nacinjeni od kitozanom oblo-
zenih alginatnih cestica ispitani su kao potencijalni terapijski sustav za oralnu
primjenu inzulina (20). Pri tome, inzulin je bio uklopljen u jezgru koloidosoma
nacinjenu od kopolimera mlije¢ne i glikolne kiseline. Postignuta je odli¢na uéin-
kovitost uklapanja inzulina od ¢ak 96,7 % u koloidosome veli¢ine 9,1 pm te pH-
ovisno oslobadanje inzulina. Cestice su pokazale izuzetnu stabilnost u kiselom
mediju (pH 1,2), a nastala struktura ucinkovito je sprijecila oslobadanje uklo-
pljenog inzulina u uvjetima prisutnim u Zelucu. Porastom pH-vrijednosti na 6,8
dolazi do odvajanja koloidnih cestica s povrsine koloidosoma te selektivnog
oslobadanja inzulina u uvjetima koji odgovaraju onima prisutnim u tankom cri-
jevu. pH-ovisni profil oslobadanja inzulina i odgovarajuéi hipoglikemicki uci-
nak nakon oralne primjene potvrden je i in vivo ispitivanjem na animalnom
modelu.

Bolja kontrola oslobadanja uklopljenih tvari moze se posti¢i i dodavanjem
vi$e slojeva polimera na povrsinu ovojnice koloidosoma. To se u pravilu postize
uzastopnim dodavanjem polimera suprotnog naboja, koji se medusobno elek-
trostatski povezuju. Na primjeru koloidosoma s ovojnicom izradenom od cestica
laponita modificiranog polietileniminom, pokazano je da se uzastopnim nanose-
njem alginata (negativno nabijeni polimer) i kitozana (pozitivno nabijeni polimer)
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uspjeSno moze kontrolirati permeabilnost ovojnice i time sprijeciti nezeljeno
oslobadanje uklopljenog ibuprofena (11).

Novija istrazivanja predlazu koloidosome s ovojnicom obloZzenom zlatom
kao novi terapijski sustav za ciljanu dostavu citostatika. Pri tome, zlato na povr-
$ini koloidosoma osigurava potpunu nepropusnost ovojnice za uklopljene cito-
statike, kao $to je doksorubicin, a intaktni koloidosomi su u potpunosti biokom-
patibilni i netoksi¢ni. Ciljano oslobadanje uklopljenog doksorubicina osigurava
se primjenom ultrazvuka, pri ¢emu dolazi do fragmentacije zlatne ovojnice.
Oslobodeni citostatik te fragmenti zlata djeluju citotoksi¢no u stanicama tumora.
Funkcionalnost zlatom obloZenih koloidosoma moze se dalje unaprijediti veza-
njem antigena na povrsinu Cestica, ¢ime se ciljano usmjerava njihovo djelovanje
(24). Zlatom ili srebrom oblozeni koloidosomi ispituju se i kao potencijalni tera-
pijski sustav za primjenu antibiotika, pri ¢emu je oslobadanje uklopljenog anti-
biotika takoder posredovano primjenom ultrazvuka, a prisutni fragmenti cestica
zlata ili srebra pridonose antimikrobnom ucinku lijeka (25).

U danasnjem vremenu, koloidosomi sve ve¢u primjenu nalaze i u podrucju
analiticke kemije, biokemije i laboratorijske dijagnostike, a neki od primjera
uspjesne primjene uklju¢uju upotrebu koloidosoma s ovojnicom od nanocestica
silicijevog dioksida modificiranog fluorom u digitalnoj lan¢anoj reakciji polime-
raze (26), pri Cemu se izbjegavaju trenutna ogranicenja metode povezane s upo-
rabom tenzida. Nadalje, primjenom koloidosoma nacinjenih od nanocestica
plemenitih materijala ostvareno je snizavanje limita detekcije u spektroskopiji
povrsinski pojacanog Ramanovog rasprsenja (27). Takoder, ispituje se potenci-
jalna upotreba koloidosoma kao ultraosjetljivih elektrokemijskih imunosenzora
te su zanimljivi primjeri sustava izradenih od oktaedarskih nanocestica zlata za
detekciju ohratoksina A (6) te od nanocestica olovnog sulfida za detekciju bio-
markera raka (28).

Zakljucak

Koloidosomi su nova vrsta spremis$nih sustava koja se inten-
zivno razvija, a svoju primjenu pronalaze u razli¢itim podruéjima, od farmace-
utike do analiticke kemije, biokemije i laboratorijske dijagnostike. Ovojnica
koloidosoma gradena je od samoorganiziranog monosloja koloidnih cestica, a
njezine karakteristike mogu se precizno kontrolirati odabirom tipa materijala i
naknadnom tehnoloskom modifikacijom. Koloidosomi su prikladni za uklapa-
nje lijekova, proteina i zivih stanica, a njihove karakteristike mogu se precizno
prilagodavati s ciljem razvoja visoko funkcionalnih i biokompatibilnih sustava,
Sirokog spektra primjene.
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Colloidosomes — a newly emerging
type of microcapsules

Sabina Keser, Jelena Filipovi¢-Gr¢i¢, Mario Jug

Abstract Colloidosomes are microcapsules whose shells are composed of

self-assembled colloidal particles. The first step of their produc-
tion is the development of a stabile Pickering emulsion, stabilized with colloidal
particles. Such emulsion can be either water-in-oil or oil-in-water type. Any par-
ticle that can achieve the needed contact angle and has sufhcient wettability with
both phases of the emulsion can be used as a Pickering emulsion stabilizer.

After obtaining the Pickering emulsion precursor, there are several mecha-
nisms for shell reinforcement in order to achieve a robust microcapsule. These
mechanisms include thermal annealing, gel trapping, polymerization, covalent
cross-linking, and polyelectrolyte complexation.

The application for colloidosomes includes encapsulation and controlled
release of various components. However, there is still a challenge to encapsulate
small molecules, which can escape the colloidosome through the gaps between
the neighboring particles. A solution to this problem could be adding additional
layers of polymers to the colloidosome surface in order to fill the gaps. Comple-
tely impermeable colloidosomes could be prepared by adding an additional coa-
ting layer composed of silver or gold and such formulation has a potential appli-
cation for targeted delivery and release of cytostatics and antibiotics, after being
activated by ultrasound. But even if the problem of encapsulating small molecu-
les is still challenging, colloidosomes bear the potential for encapsulation of bio-
logical macromolecules or living cells, which are too big to pass through the
gaps in the shell. An increasing amount of research is also directed toward the
use of colloidosomes as tools in development and sensitivity enhancement of
different analytical methods. The versatile functionality of colloidosomes is rela-
ted to the wide range of colloidal materials that can be used for their construc-
tion, thereby specifically tailoring their characteristics for each intended applica-
tion, resulting in an inert and non-toxic carrier with multipurpose application.
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