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Summary

In drug delivery controlled and targeted methods are playing more and more important
role. With controlled release technology it would be possible to make the cure of some
diseases more efficient and inexpensive. Thin films with porous structure such as porous
silica could be used for this target. We applied the widely used dip-coating technique from
the sol-gel methods to form thin layers. This technique possesses lots of advantages: it’s
easy and inexpensive to carry out and give a simple and well-defined possibility for
modifying the thickness of the layers with changing withdrawal speed. Rhodamine 6G dye
was used as a model drug to be able to observe the release of the agent from the porous
structure.

Chitosan has been in scientific spotlight for many years thanks to its unique properties.
Chitosan is a biocompatible, biodegradable, antibacterial and non toxic product of
deactylation of chitin. These properties, and the possibility to form chitosan thin layer and
even to cross-link it with ionic or non-ionic agents make chitosan applicable for controlled
drug release.

The aim of this work was the formation and incubation of porous silica thin layer with
rhodamine 6G dye as a model drug, the investigation of that model drug release at constant
pH in buffer solution and the manipulation of the release with chitosan and cross-linked
chitosan thin layers.

A precursor sol containing tetraethyl-ortosilicate (TEOS), hydrogen chloride (HCI) and
hexadecyl-trimethyl ammoniumbromide (CTAB) as a template in ethanol medium was
applied for the dip-coating procedures. Films were dip-coated into this precursor sol and
were annealed at 480 °C for 1hour to form porous structure. These layers were dipped into
an aqueous rhodamine 6G solution with very slow dipping speed to incubate rhodamine 6G
into the porous structure. After drying, chitosan layer and cross-linked chitosan layer were
formed onto the incubated porous silica layers with the usage of acetic acid solution of
chitosan and pentanatrium-tripolifoszfat (TPP) solution. The release of the model drug from
the layers was studied with taking six layers from each kind (porous silica, porous silica +
chitosan and porous silica + cross-linked chitosan) into buffer solutions for different time
(2-7-12-24-48-97 hours). With having the UV-Vis spectra of the layers (before and after the
release) and the buffer solutions after the release we were able to calculate the percentage
of the released model drug in the function of the release time.

We found that the chitosan layer inhibit the release of rhodamine 6G making an
extended release time with this. According to our results cross-linked chitosan help at the
release of rhodamine 6G at the first period and inhibit it after that.




1. Bevezetés

Gyogyszer hatéanyagok szervezetbe juttatdsandl egyre nagyobb szerepet kap a
célzottsdg és szabalyozottsag. Fontos szempont, hogy a gydgyszerek csak a sziikséges
helyen hassanak (célzottsag) és folyamatosan a megfeleld koncentracioban legyen jelen a
szervezetben (szabalyozott, retard hatas). Az id6beli elnyujtottsagot el lehet érni
tapaszokkal [1], gydgyszer bor ala iiltetésével, mig a célzott hatdéanyag bevitelre lehetdséget
adnak a pH-, fény-, hémérséklet érzékeny anyagok [2], melyek felhasznalasaval sokkal
hatékonyabba, gazdasagosabba és biztonsagosabba valhat kiilonboz6 betegségek
gyogyitasa. Tobbek kozott a porusrendszerrel rendelkez6 vékonyrétegek is igen alkalmasak
lehetnek hatdéanyagok szabalyozott leadasara.

Vékonyrétegek képzésére szilard hordozé feliiletén igen elterjedt modszer a szol-gél és
ezen beliil is a martasos (dip-coating) eljaras [3], kdszonhetden kdltséghatékonysaganak, az
egyszerlien valtoztathatd rétegvastagsagnak ¢és sokféle felillet bevonasara vald
alkalmassaganak.

A martasos szol-gél eljaras lehetoséget nyujt prekurzor szolbdl micellas templat anyag
felhasznalasaval porusos szilika vékonyréteg eldallitasara is [4]. Ezek a rétegek nagy
fajlagos feliiletti, nyilt porusokat is tartalmazd porusrendszerek, j6 mechanikai stabilitassal
és megnovekedett fényatereszté képességgel rendelkeznek. A nano mérettartomanyba es6
porusrendszer kialakulasa a prekurzor szolba vitt micellaképzé adalék kiégetése soran
torténik.

Az igy kialakitott vékonyrétegbe hatéanyagot juttatva a porusrendszer felhasznalhatd
lehet annak tarolasara és adagolasara. Ennek modellezésére kationos rodamin 6G festéket
hasznaltuk, mely mind UV-Vis spektroszkopiaval (530 nm-nél van abszorbancia
maximuma), mind fluoreszcencidval igen kis koncentracio esetén is jol vizsgalhato.

A porusokba juttatott modellanyag kidramlasat egy ujabb réteg, hordozora torténd
juttatasaval befolyasolhatjuk, szabalyozhatjuk. Erre a célra az igen nagy figyelemnek
orvendd kitozan biopolimert alkalmaztuk. A kitin decetilezésével koltséghatékonyan
eléallithatdo  kitozan igen sok elényOs tulajdonsaggal rendelkezik: biodegredabilis,
biokompatibilis, bioadheziv, antibakteridlis hatasi, nem toxikus anyag. Savas kdzegben
oldodik, filmképzésre képes, ionos €s nem ionos molekulakkal is térhalosithatd [5],
duzzadasa pH fiiggd [6]. Ennek megfelel6en igen sok teriileten hasznaljak [7]: kozmetikai
szerek, gyogyaszat, élelmiszeripar stb. Ezek a tulajdonsagok mind alkalmassa teszik a
kitozant gyogyszer célba juttatasra valo hasznalatra.

2. Célkitiizés
Kutatasunk célja volt porusos szilika vékonyréteg eléallitasa és inkubalasa rodamin 6G

festékkel, mint modellanyaggal, kioldddas vizsgalata puffer oldattal beallitott alland6 pH-ju
kdzegben és a kioldodas befolyasolasa kitozan és térhaldsitott kitozan rétegekkel.



2. Hasznalt anyagok és kisérleti eljarasok
2.1. Anyagok és eszkozok

Abszolut etanol (a.r. > 99.7% Reanal), tetraetil-ortoszilikat (TEOS, >98%, GC-
grade, Merck), hexadecil-trimetil-ammoéniumbromid (CTAB, 97,0%, Reanal), sosav-oldat
(purum p.a., >36,5%, Fluka), rodamin 6G (Sigma-Aldrich, Dye content ~95%), kitozan
(kozepes molstlyt, 98% dezacetilezesi fokl, 522 cps viszkozitasu; Aldrich), Ecetsav
(100%; Merck), pentanatrium-tripolifoszfat (TPP, Reanal) MilliQ viz (Millipore Simplicity
185, vezetOképesség: 18.2 mS/cm), puffer oldat (1,56 g NaH,PO,*H,0 —bdl (Merck) és
6,89 g Na,HPO,*2 H,0-bol (Reanal) desztillalt vizzel 1 dm?® oldat, pH = 7,3).

A rétegeket mikroszkop targylemezekre (Menzel Gléser) huztuk az MTA-MFA
laboratériumaban késziilt réteghuzd berendezéssel €s egy Nabertherm Controller B170
tipusu kemencében hékezeltiink. Mind a rétegeket, mind az oldatokat Agilent 8453 tipust
UV-Vis spektrofotométer segitségével vizsgaltuk.

2.2. Vékonyrétegek létrehozds iiveg hordozon, inkubdlas rodamin 6G-vel

Els6 1épéséként prekurzor szolt készitettiink porusos szilika rétegek eldallitasahoz két
oldatbol [4]: az els6é oldatnal 1,5 g CTAB-t oldottunk 22 ml abszolut etanolban, mig a
masodikat szintén 22 ml etanolb6l és 4 ml 1 M-os sdsavbol, valamint 8,8 ml TEOS-bol
készitettilk. Mindkét oldatot kiilon, lefedett allapotban fél 6rdig majd az elsét a masodikba
Ontve egyiitt tovabbi fél oraig kevertettiik.

A rétegek huzasa elott az iiveg hordozot mosédszeres vizzel, kénsavval, izopropil-
alkohollal és nagy tisztasagli desztillalt vizzel tisztitottuk. Porusos szilika rétegeket a
prekurzor szolbol a szaraz hordozokra martasos technikaval, 10 cm/perces huzasi
sebességgel, majd kemencében, 480 °C-on, 1 oran at tartd (plusz 20 perc felfiitési ido)
hékezeléssel készitettiink.

A kitozan réteget (100 cm® 1%-o0s ecetsav oldatbol és 1 g kitozanbol készitett) 1%-0s
kitozan oldatbol allitottuk eld 1 cm/perces kihtzasi sebességgel, majd legalabb egy napot
hagytuk szaradni szobahdmérsékleten.

A térhalositast a kitozan rétegek 10 percig tartd 1%-0s TPP oldatba (pH = 8,1)
helyezésével végeztiik, majd szintén minimum egy napig szaradni hagytuk a rétegeket
szobahOmérsékleten.

Rodamin 6G molekuldk szilika porusokba valo juttatasat a rétegek 10° M-0s, vizes
kozegli rodamin 6G oldatba (pH = 5,3) martasaval, a porusok kitdltése végett igen lasst 5
mm/perc-es bemartasi, majd 1 cm/perces kihtzasi sebességgel végeztink. Az igy kapott
piros szini rétegeket legalabb egy napig szaradni hagytunk szobahdmérsékleten.

2.3. Rétegek és oldatok vizsgalata

Mind a vékonyrétegeket, mind a kioldas sordn kapott oldatokat UV-Vis
spektroszkopiaval vizsgaltuk. A rodamin 6G tartalmu rétegeket €s oldatokat a 350-800 nm-



es, a festékmentes rétegeket a 350-1100 nm-es hullamhossztartomanyban vizsgéltunk. A
rétegek spektrumat kioldas el6tt és utan is felvettiik. A rodaminmentes rétegek vastagsagat
optikai modell alapjan fiiggvényillesztéssel hataroztuk meg [8].

2.4. Kioldas vizsgalata

Els6 1épésként rodaminnal nem inkubalt pdérusos szilika, kitozan és térhalos kitozan
rétegek spektrumat vettiik fel, illetve ezek kioldodasat vizsgaltuk 20 cm® puffer oldatban.

A kioldas kinetikajanak vizsgalata soran 18 porusos szilika rétegeket inkubaltunk
rodamin 6G-vel, ebbdl 12-t kitozannal is bevontunk és ezekbdl tovabbi 6-ot térhalositottunk
TPP-vel. gy harom kiilonb6z6 tipust réteghez jutottunk és mindhdrombol hat, azonos
modon eldallitott minta allt rendelkezéslinkre. A rétegek spektrumainak felvétele utan
azokat egyesével, pontosan 20-20 cm® puffer oldatot tartalmaz6, miianyag, henger alaki
edényekbe helyeztiik, kozel fiiggdleges helyzetben. Majd bizonyos idékozonként (2, 7, 12,
24, 48, 96 ora elteltével) a kiilonbozé rétegekbdl mindig egyet-egyet kivettiink az oldatbdl,
puffer oldattal mostunk, majd szaradni hagytunk. Végiil felvettiik a rétegek és kioldas soran
keletkezett oldatok UV-Vis spektrumait.
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3. Eredmények és értékelésiik
3.1. Rodaminnal nem inkubalt vékonyrétegek

A porusos szilika rétegek novelik az liveg hordozo fényatereszté képességet, igy bizonyos
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3.2. Rodaminnal inkubalt vékonyrétegek

A rodamin 6G-vel inkubalt porusos szilika vékonyrétegek szemmel jol lathatdan piros
szintiek lettek. Felvéve a rétegek spektrumat a vart 530 nm kozelében latunk abszorbancia
maximumokat (2. drba). A maximumok annak ellenére eltéré nagysagiak, hogy minden
esetben azonos modszerrel dolgoztunk. Ez feltehetéleg annak a kovetkezménye, hogy a
hasznalt ivegek nem teljes targylemezek voltak, igy azok mérete és igy a képzett filmek
mérete kis mértékben eltért egymastol.

A rodamin 6G-vel inkubalt, porusos szilikara torténd kitozan réteg htizasa soran a minta
Osszesen 3-4 percig az 1%-os ecetsavas oldatba meriilt, mely soran a rodamin egy szemmel
is lathaté mennyisége a kitozan oldatba diffundalt. Az abszorbancia maximum atlagosan a
kiindulasi érték a 60%-ra csokkent. Ennek ellenére jelentés mennyiségli rodamin 6G
maradt a rétegben.

Ebbdl a térhalositas soran mar nem oldodott ki szemmel lathaté mennyiségii rodamin
6G, mely annak koszonhetd, hogy a térhalositasra hasznalt TPP oldat pH-jan (pH = 8,1) a
kitozan kis mértékben duzzadt csak és meggatolta a rodamin kioldodasat.

3.3. Kioldas, kinetika

A kioldas utan kapott rodamin oldatok abszorbancia maximumain (3. dbra)
megfigyelheté a kioldodas idofiiggése. Az oldatok abszorbancia értékeinek megfeleld
segitségével kalibracidos egyenest szerkesztettiink (4. dbra). Ebbol kiszamoltuk az
oldatokban 1évé rodamin 6G koncentraciot figyelembe véve és azzal korrigalva, hogy
rodamint nem tartalmazo rétegeken végzett vizsgalataink szerint a kioldas soran a kitozan,
illetve térhalds kitozan egy része is beoldodik a puffer oldatban és ezzel abszorbancia
novekedést okoz. A szamolt koncentraciokbol (ismerve a puffer oldat térfogatat, ami
minden esetben 20 cm® volt) ki tudtuk szamolni a kidramlott rodamin 6G
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4. abra: Rodamin 6G oldatok kalibracios
egyenese

anyagmennyiségét.
A kiindulasi
anyagmennyiségének  meghatarozasahoz

rétegek rodamin 6G
egy Ujabb kalibracios gorbét készitettiink
(5. abra). Ebben az esetben a rétegek
kioldas soran bekdvetkezd abszorbancia
valtozasanak fliggvényében abrazoltuk a
rétegek feliiletegységre es6 rodamin 6G
anyagmennyiséget. Ennek a kalibracionak
a segitségével a rétegek kiindulasi
abszorbancia értékébdl (a rodamint nem
tartalmazd  rétegek  abszorbancidjaval
korrigalva) ki tudtuk szamolni a rétegek
rodamin 6G anyagmennyiség tartalmat.
Ebbdl

méreteinek

a poérusos szilika vékonyréteg

ismeretében rétegen beliili
rodamin 6G Kkoncentraciot szamoltunk,
rétegenként eltér6, de minden
esetben 0,2-0,5 mol/dm? kozotti érték.

Az Osszes réteg esetében kiszamolva a

mely

kiindulasi és eltdvozott rodamin 6G
anyagmennyiséget %-os anyagkibocsajtast
tudtunk szamolni, melynek id6fliggését a
6. abra mutatja és adatait az [. tabldazat

tartalmazza.
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5. abra: Rodamin 6G tartalmu rétegek

kalibracios egyenese

1. 2 3.
Ido % - os, % -os % - o5
(6ra) | kiaramlas | kiaramlas | kiaramlas
0 0.0 0.0 0,0
2 27,7 216 314
7 36,1 30.0 433
12 32.0 47.4 J6.3
24 929 73.4 63.3
48 87.1 812 84,0
97 976 87.4 910

1.tablazat: Porusos szilika (1), Porusos

szilika + kitozan (2) és Porusos szilika +

térhalos kitozan (3)

tartalmamak idobeli valtozasa

Kigramlon rodamin 6G (%

6. abra:

kinetikdia

o (Ors)

rétegek rodamin

Rodamin 6G kioldodasdanak

Megfigyelhetd, hogy a csak porusos szilikat tartalmazd réteg minden pontja a
kitozannal bevont réteg felett halad, illetve, hogy a porusos szilika rétegb8l gyakorlatilag 24
ora alatt kioldodik a benne 1év6 rodamin 6G majdnem teljes mennyisége, mig kitozannal

bevont esetben ez joval elnyujtottabb, akar kétszer annyi ideig is tarthat.




Ebbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a kitozan réteg gatolja a modellanyag
kiaramlasat, ezaltal retard hatast 1étrehozva. A térhalds kitozan viselkedését, mely szerint a
kezdeti szakaszban tobb rodamin 6G oldodik ki beléle, mint a csak poérusos szilikat
tartalmazo rétegbdl a térhaldsitas sordn bekodvetkezd esetleges toredezettség és a térhalos
kitozan beoldddasa indokolhat, melynek bizonyitasa tovabbi vizsgalatot igényel.

4. Osszegzés

Sikeresen el6allitottunk porusos szilika vékonyréteget és inkubaltuk rodamin 6G-vel,
valamint erre felvittink még egy kitozan illetve térhalos kitozan réteget. UV-Vis
spektroszkopia ¢és fliggvényillesztés segitségével meg tudtuk hatarozni a rétegek

Vizsgaltuk a modellanyag puffer oldatba vald kioldddasat és ezt befolyasolni tudtuk
kitozan, illetve térhalés kitozan vékonyréteg segitségével. Az ¢él6 szervezetekben
biztonsagosan alkalmazhato, antibakterialis hatassal rendelkezd kitozan réteg segitségével a
hatéanyag leadas id6beli elnyujtottsagat, retard hatast értiink el.
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