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Izvod

Uprkos Sirokom spektru moguce primene mikroinkapsulacije u medicini, farmaceutskoj,
kozmetickoj i prehrambenoj industriji, literaturni podaci o disperzionim tehnikama koje se
koriste u te svrhe su vrlo oskudni. U ovom radu istaknut je znacaj elektrostaticke ekstruzije
za inkapsulaciju celija i bioaktivnih komponenti u hidrogel mikrocestice. Elektrostaticka
ekstruzija je jednostavna, precizna, efikasna i ekonomski isplativa metoda, a optimizacijom
nekoliko procesnih parametara mogucée je dobiti uniformne Cestice sa inkapsuliranim bio-
loskim materijalom Zeljenog precnika (100—-1000 pm). Bududéi napori u razvoju ove disper-
zione tehnike trebalo bi da budu usmereni ka uveéanju razmera procesa.

Kljucne reci: disperzione tehnike; elektrostaticka ekstruzija; imobilizacija éelija; hidrogel mikro-

Cestice.
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Mikroinkapsulacija se moze definisati kao proces
koji ukljucuje potpuno obuhvatanje celija, enzima i bio-
loski aktivnih supstanci unutar definisanih poroznih,
polupropusnih materijala koris¢enjem razlicitih tehnika,
tako da nastaju Cestice veli¢ine 1-1000 pm [1]. Inkapsu-
lacijom celija se omogudéava izvodenje kontinualnih
procesa bez rizika da ¢e doci do njihovog ispiranja i
postize efikasna zastita celija od mehanickih, torzionih i
smicajnih sila, sto je neophodno u procesima u kojima
ucestvuju vrlo osetljive éelije sisara, insekata, biljaka.
Inkapsulacijom bioloski aktivnih suspstanci, poveéava
se stabilnost i omogucéava postizanje produzenog i/ili
kontrolisanog dejstva.

Vec vise od pola veka, mikroinkapsulacija ima veo-
ma vaznu ulogu u poljoprivredi, hemijskoj, farmaceut-
skoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji. Tako je po-
kazano da se postupak inkapsulacije moZe koristiti za
izvodenje razlicitih procesa u oblasti proizvodnje hrane
i aditiva [2], fermentisanih pi¢a [3-5], aminokiselina,
organskih kiselina i drugih hemijskih supstanci [6], far-
maceutskih proizvoda [7] koji treba da obezbede kon-
trolisano otpustanje lekovitih supstanci [8] i zastiti Zi-
votne sredine [9]. Poslednjih decenija tehnologija in-
kapsulacije sve veci znacaj dobija i u biomedici i oblasti
inZenjerstva tkiva i organa, npr. pankreasa [10,11], koZe
[12], hrskavice [13], srca [14], i krvnih sudova [15]. Za
inkapsulaciju se moze koristiti Siroki spektar materijala,
ali najveéu primenu u opisanim procesima imaju siste-
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mi hidrogel Cestica sfericnog oblika, dobijeni od razli-
Citih prirodnih i/ili sintetickih polimera [16].

U industriji kao Sto su prehrambena, hemijska, far-
maceutska i industrija kozmetike, osnovni preduslov za
uspesnu primenu inkapsulacije u proizvodnji je ekono-
micnost procesa, ali za primenu u medicini i farmaceut-
sko-biotehnoloskim procesima kriterijumi su nesto
strozi. Metodologija koja se koristi za proizvodnju mik-
rokapsula/mikrocestica za primenu u biomedicini i bio-
tehnoloskim procesima pre svega mora imati moguc-
nost da proizvede homogene Cestice sfericnog oblika,
malih veli¢ina i sa uskom raspodelom veliine, pod ste-
rilnim uslovima. Precnik Cestica i sferi¢nost uti€u na ka-
rakteristike prenosa mase kroz cesticu [17], kao na
primer u sluc¢aju oslobadanja inkapsulirane supstance
[18]. Prilikom inkapsulacije zivih ¢elija, kontrolisana ve-
licina mikrocestica je neophodna za uspostavljanje nor-
malnog celijskog rasta i metabolizma [19]. Na primer,
nedostatak nutrijenata, kao Sto je kiseonik, u unutras-
njosti mikrocCestice u kojoj su inkapsulirane celije, do-
vodi do pada celijske vijabilnosti [20,21]. Pored navede-
nih kriterijuma, tehnika za inkapsulaciju za primenu u
medicini i farmaceutsko-biotehnoloskim procesima bi
trebalo da obezbedi visoku efikasnost inkapsulacije i
mogucénost procesuiranja razlicitih materijala za inkap-
sulaciju.

U poslednje dve decenije, zna¢ajno mesto u proiz-
vodnji mikroCestica sa inkapsuliranim materijalom zau-
zele su ekstruzione tehnike usled relativno jednostav-
nog pristupa proizvodnje mikrocestica. Razvijene tehni-
ke iz ove grupe obuhvataju metodu ukapavanja, meto-
du ukapavanja uz primenu sekundarnog toka vazduha
[22,23], vibracionu metodu [24,25], metodu rasprsiva-
nja pomocu rotirajuceg ravnog diska [26], metodu pre-
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secanja mlaza [27] i elektrostaticku ekstruziju [28-30].
Medutim, nijedna od razvijenih disperzionih tehnika za
inkapsulaciju ne moZe u potpunosti da ispuni sve kri-
terijume. Pregled navedenih tehnika za inkapsulaciju
prema kriterijumima koji su vazni za Siru primenu je
prikazan u tabeli 1.

U ovom radu je posebno istaknuta elektrostaticka
ekstruzija, kao disperziona metoda koja se zasniva na
primeni elektrostaticke sile. Devedesetih godina 20.
veka, elektrostaticka ekstruzija se medu disperzionim
ekstruzionim tehnikama izdvojila kao tehnika kojom se
na relativno jednostavan nacin mogu proizvesti Cestice
mikronskih velicina, i koja predstavlja pogodan nacin za
imobilizaciju bioloSkog materijala, ukljucujuci Zive ée-
lije, Sto je opisano od strane nekoliko autora [29,31,32].
Bice izlozen kratak pregled rezultata ispitivanja meha-
nizma nastajanja Cestica i uloge parametara u kontroli
veli¢ine Cestica dobijenih tehnikom elektrostaticke eks-
truzije. Pored toga, bi¢e opisani primeri koji ilustruju
mogucénosti primene ove disperzione tehnike.

ELEKTROSTATICKA EKSTRUZIJA

Devedesetih godina 20. veka ucinjeni su prvi koraci
u dobijanju mikrocestica sa inkapsuliranim biokataliza-
torom postupkom elektrostatickog dispergovanja ras-
tvora polimera, kada su veliki doprinos u upoznavanju

naucne javnosti sa ovom inkapsulacionom metodom
dali autori KeSavarc, Ponsele i Bugarski [29,31,32].
Elektrostaticka ekstruzija je disperziona metoda koja se
zasniva na primeni elektrostaticke sile koja deluje na
povrsinu meniskusa rastvora polimera na vrhu igle/ka-
pilare, usled ¢ega dolazi do generisanja velikog broja
kapljica, koje formiraju mikrocestice u tzv. rastvoru za
ocvrséavanje. Osnovne delove jedne takve aparature
(slika 1) sacinjavaju: pumpa (1) kojom se rastvor poli-
mera ili suspenzija ¢elija u rastvoru polimera moze istis-
kivati razli¢itim protocima iz rezervoara (2) kroz kapi-
laru ili iglu od nerdajuceg Celika (3), koja moze biti raz-
licitog precnika. Elektrostaticki potencijal koji moze biti
konstantan ili pulsni, primenjuje se izmedu kapilare
(igle) i rastvora u kome se sakupljaju Cestice (4), koris-
¢enjem generatora visokog napona (5), a rastojanje iz-
medu vrha kapilare (igle) i rastvora za sakupljanje Ces-
tica moguce je varirati.

Glavna karakteristika ove metode je postepeno
smanjenje precnika kapljica sa povecanjem primenje-
nog elektrostatickog potencijala U, do neke vrednosti
kriticnog elektrostatickog potencijala U, (slika 2). Pri
kriticnom elektrostatickom potencijalu U, dolazi do for-
miranja nestabilnog mlaza rastvora polimera, koji se
fragmentise u mnostvo naelektrisanih kapljica koje se
sakupljaju u rastvoru za ocvrScavanje gde dolazi do
formiranja Cestica [30].

Tabela 1. Poredenje disperzionih ekstruzionih tehnika prema mogucénostima da zadovolje kriterijume o 1) karakteristikama dobijenih
Cestica i 2) karakteristikama tehnika; v'— u skladu sa kriterijumima, x— nije u skladu sa kriterijumima

Table 1. Comparison of different dispersion techniques on their capabilities to meet the criteria outlined. The criteria are divided into
1) required characteristics of the produced microbeads and 2) required features of the technique

o Metoda  Elektrostaticka MeFoda ukapavanja uz Vibraciona Metoda_ Metod:’;\ rasp_r§i_valnja
Kriterijum ) . dejstvo sekundarnog presecanja  pomocu rotirajuéeg
ukapavanja  ekstruzija metoda .
toka vazduha mlaza ravnog diska
Karakteristike dobijenih cestica
Monodisperzne v v v v v v
Sferi¢nog oblika v v v v v v
Precnik do 100 um i manje x v X v x x
Odstupanje od prose¢ne v v v v v v
veli¢ine <#5%
Karakteristike tehnike
Relativno jednostavna apa- v v v v v v
ratura i lako izvodenje®
Visoka efikasnost” v v v x x
Produktivnost >1 g/s X x x x v v
Sposobnost ekstruzije vi- x X X X v v
skoznih rastvora (> 3000
mPas na 25 °C)
Proizvodnja ¢estica $iro- v v v v v v
kog opsega veli¢ina
Izvodenje pod sterilnim v v v v v v
uslovima

®Ne zahteva struénjake za stalno podesavanje, opsirno obucavanje i nadzor nad upravljanjem procesom; Phez velikog gubitka materijala koji se in-

kapsulira
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Slika 1. Sematski prikaz osnovnih delova aparature za
izvodenje elektrostaticke ekstruzije.

Figure 1.Schematic diagram of the experimental set-up for
electrostatic extrusion.
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Slika 2. Sematski prikaz smanjenja precnika kapljica, d, sa
povecanjem elektrostatickog potencijala, U.

Figure 2. Schematic illustration of the evolution of the pen-
dant droplet formation and droplet size, d, as a function of
the applied electrostatic potential, U.

U toku dosadasnjih istraZivanja, opisane su tri raz-
licite geometrije sistema za elektrostaticku ekstruziju
[29,33,34], prikazane na slici 3. Slika 3a predstavlja geo-
metriju paralelnih ploca (,plane parallel”), gde je pozi-
tivno naelektrisanje primenjeno na plocu koja je pos-
tavljena paralelno sa posudom u kojoj se nalazi rastvor
za ocvr$c¢avanje. Kroz sredinu ploce je postavljena igla.
Posuda u kojoj se nalazi rastvor za ocvrS¢avanje je uze-
mljena i istih je dimenzija kao i pozitivho naelektrisana
ploca. Ovaj sistem proizvodi uniformno elektrostaticko
polje u istom pravcu u kome deluje i gravitaciona sila.
Slika 3b predstavlja geometriju u kojoj je pozitivno
naelektrisan rastvor za ocvricavanje, a igla je povezana
sa uzemljenjem, dok slika 3c predstavlja geometriju u
kojoj je pozitivnho naelektrisana igla (,point plane“), a
rastvor za ocvricavanje uzemljen. Suprotan polaritet
elektroda, gde je igla negativno naelektrisana je prime-
njen samo u slucaju alginata [30], dok je za druge vrste
materijala, prema dosadasnjim literaturnim podacima,

koris¢ena iskljucivo konfiguracija elektroda koja podra-
zumeva pozitivno naelektrisanu iglu [35,36].

a)
. ploca je +
e eleldroda
i oh
o prilupljanje je
uzemljenje paralelan sa
plocom
b) -
uzemljenje 1 tol

o h

@_ rastvor za

prikupljanje kapi je
+ eleldtroda

<)
1 igla je + elekiroda

i h

Slika 3. Razli¢ite geometrije sistema za elektrostaticku ekstru-
ziju: a) geometrija paralelnih ploca; b) rastvor za prikupljanje
Cestica je pozitivna elektroda, a igla uzemljena; c) igla je pozi-
tivna elektroda, a rastvor za ocvrséavanje je uzemljen (h — ras-
tojanje izmedu elektroda, | — rastojanje izmedu vrha igle i po-
zitivne elektrode).

Figure 3. Different electrode geometry: a) ,plane-parallel”
electrode system, b) collecting solution represent positively
charged electrode, while needle is grounded, c) , point-
plane“electrode system.

Pokazalo se da su ponasanje opisanog sistema i me-
hanizam formiranja Cestica veoma kompleksni. U pret-
hodnim ispitivanjima [29,30,37-39] predloZeni su razli-
Citi teorijski modeli i iako uvek nisu data adekvatna
objasnjenja eksperimentalnih zapaZanja, ipak je omo-
guceno bolje razumevanje uloge procesnih parametara.

Mehanizam formiranja kapljica elektrostatickom
ekstruzijom

Prvi koraci u razumevanju mehanizma koji leZi u
osnovi postupka elektrostaticke ekstruzije, datiraju sa
pocetka 20. veka, kada je Zeleni [40] definisao krite-
rijum za prekid mlaza te¢nosti koji istice iz kapilare u
elektrostatickom polju. Vonegut i Nojbauer [41] koris-
tedi princip minimuma energije, odredili su najverovat-
nije specificno naelektrisanje kapljice, usled binarne fi-
sije. Problem fisije je dalje razmatran od strane Dojla i
saradnika [42], Grigorojeva i Sirjajeve [43] i Gomeza i
Tanga [44]. Gomez i Tang [44] zapazili su da se pribli-
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Zavanjem Rejlijevom limitu, kapljica deformise i emituje
niz od nekoliko manjih kapljica, ¢ime se redukuje naele-
ktrisanje glavne kapi bez znacajnog smanjenja njene
mase.

Devedesetih godina 20. veka, sa pojavom prvih
istrazivanja u vezi sa elektrostatickom ekstruzijom zas-
novana je klasifikacija rezima isticanja rastvora poli-
mera, na osnovu vizuelnih zapazanja geometrijskog ob-
lika meniskusa tecnosti i promena ponasanja struje
tecnosti iz mlaza u kapljice. Mehanizam formiranja ka-
pljica elektrostatickom ekstruzijom je opisan od strane
Bugarskog i saradnika, Ponselea i saradnika, Sia i Vanga,
Al Hajrija i saradnika, Amsdena i Gusena [29,30,45-47].
Kako je vecina navedenih autora u eksperimentalnim
ispitivanjima koristila alginat kao nosac za inkapsulaciju,
tako ¢e i mehanizam formiranja kapljica elektrostatic-
kom ekstruzijom biti opisan upravo u slucaju primene
ovog polimera.

U odsustvu elektrostatickog polja (slika 4a), samo
pod dejstvom gravitacione sile, alginatna kap koja se
formira na vrhu igle raste sve do momenta kada njena
tezina postaje veca od ukupne vertikalne komponente
povrsinskog napona. Tog momenta, kap precnika d, se
otkida i pada u rastvor za oc¢vrséavanje. Primenom ele-
ktrostatickog polja, dolazi do promene oblika menis-
kusa na vrhu igle koji prelazi iz oblika sfere u oblik raz-
vucene obrnute kupe (slika 4b), poznate kao Tejlorova
kupa (Taylor cone) [48,49]. Kada naelektrisanje akumu-
lirano na vrhu kupe nadmasi silu povrSinskog napona,
formira se suZenje u obliku ,vlakna“ (odnosno ,vrata“)
(slike 4c i 4d) [29]. Mehanizam formiranja kapi viskoz-
nog rastvora polimera pod dejstvom elektrostatickog
polja, kao Sto je rastvor alginata, razlikuje se od meha-
nizma nastajanja kapi tec¢nosti koja ima nekoliko puta
manju viskoznost (kao Sto je voda) pod dejstvom elek-
trostatickog polja iste jacine, upravo u fenomenu izdu-

Slika 4. Mehanizam formiranja kapljica na vrhu igle pri ekstruziji rastvora alginata koncentracije 1,5 mas.%, a) bez primene elektro-
statickog polja, b), c), d) pri primeni elektrostatickog potencijala od 4 do 5 kV, rastojanje izmedu elektroda 2,5 cm, precnik igle 0,64
mm, protok polimera 36 mi/h; b) formiranje meniskusa u obliku obrnute kupe; c) formiranje viakna polimera; d) dodatno izduZivanje
vlakna polimera; e) otkidanje kapljica (slika preuzeta iz [29] uz dozvolu John Wiley & Sons, Inc. Copyright ©1994 American Institute

of Chemical Engineers).

Figure 4. Electrostatic droplet formation at the needle tip with 1.5% (w/w) sodium alginate: without applied potential a) and at
applied potentials between 4 and 5kV, electrode distance 2.5 cm, needle diameter 0.64 mm, flow rate 36 mi/h; b) formation of in-
verted cone-like meniscus; c) neck formation; d) stretching of the liquid filament; e) brake up of the liquid filament (this material is
reproduced with permission of John Wiley & Sons, Inc. from [29]. Copyright ©1994 American Institute of Chemical Engineers).
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Zivanja tecnosti u obliku ,vlakna“. Na primer, za rastvor
alginata koncentracije 1,5 mas.% izduzenje ,,vlakna“ pre
otkidanja iznosi do 1 mm (pri elektrostatickom poten-
cijalu 4-5 kV, rastojanju izmedu elektroda 2,5 cm, pre-
¢niku igle 0,64 mm, protoku polimera 36 ml/h) [29]. Sto
je viskoznost rastvora veda, to je vece izduzenje ,vla-
kna“ tec¢nosti. ,Vlakno” te¢nosti se sve viSe izduzuje i
istanjuje. Na mestu najveceg suzenja ,vlakna“ (<100
um u precniku) dolazi do otkidanja polimera i generi-
sanja veceg broja manjih kapljica (slika 4e). Dok se
glavni deo ,vlakna“ tecnosti brzo formira u novu kap,
izduzeni deo se razbija u veliki broj manjih kapi. U ja-
¢em elektrostatickom polju, opisano ,vlakno” tec¢nosti
se viSe izduZuje u odnosu na ,vlakno” te¢nosti u sla-
bijem elektrostatickom polju stvarajuci na taj nacin do-
datni ,,oblak” finih kapljica, $to je posebno izrazeno kod
viskoznih rastvora. Merenjem velicine dobijenih kaplji-
ca uoceno je da raspodela veli¢ine kapi nije uvek uni-
modalna i da ¢esto nastaje bimodalna ili multimodalna
raspodela veli¢ina [29,37], Sto je posledica samog pro-
cesa formiranja kapi iz meniskusa tecnosti. Ovo jasno
ukazuje na znacaj podesSavanja procesnih parametara
za svaki pojedinacni sistem nosa¢-materijal za inkap-
sulaciju, primenom postupka elektrostaticke ekstruzije.

Prosecna veli¢ina kapljica dobijenih elektrostatic-
kom ekstruzijom je odredivana teorijskim analizama,
koje su nasle potvrdu u eksperimentalnim rezultatima.
Teorijski modeli predstavljeni jednacinama za odredi-
vanje veli¢ine kapljica su predlozeni od strane vise au-
tora [38,50,51]. Vedina teorija koje su razvili ovi autori,
sa manjim ili ve¢im razlikama, tumacenje zasniva na
kinetickom odnosu karakteristicnog vremena formira-
nja kapljice i karakteristicnog vremena adsorpcije povr-
Sinski aktivnih molekula koris¢enog polimera na povr-
Sini kapljice. Poncelet i saradnici [50] odredili su kriti¢ni
potencijal U, na vrhu igle elektrostatickog ekstrudera
(jednacina (1)), pri kome pocinje da se formira nesta-
bilni mlaz rastvora polimera i pocinju da se stvaraju
mikroskopske naelektrisane kapljice:

ld.o,
U = |- 1
=\ ke, (1)

gde je d. unutrasnji precnik igle, o; povrsinski napon
rastvora polimera, & dieletri¢na konstanta vazduha, a k
parametar Cija vrednost zavisi od odnosa karakteristic-
nog vremena adsorpcije makromolekulske povrsinski
aktivne komponente (polimera) na povrsini kapi i vre-
mena formiranja kapi. Pokazano je da kriti¢ni poten-
cijal, U, zavisi od brojnih parametara ukljucujuci unu-
trasnji precnik igle, rastojanje izmedu elektroda, povr-
Sinski napon rastvora polimera, kao i njegovu viskoz-
nost i protok, koeficijent difuzije povrsinski aktivnih
molekula, polaritet primenjenog elektrostatickog po-
tencijala i geometriju ekstruzionog uredaja [50]. Zavis-

nost precnika kapljice od elektricnog napona moze se
prikazati jednacinom [50]:

UZ
d—d031—[U—CzJ (2)

gde je dy precnik kapljice u odsustvu elektrostatickog
polja (U = 0). Eksperimentalni rezultati mnogih autora,
pokazuju dobro slaganje upravo sa ovim teorijskim mo-
delom [33,37,38].

Uticaj procesnih parametara na velic¢inu Cestica

Danas je poznato da veli¢ina i druge karakteristike
mikrocestica dobijenih elektrostatickom ekstruzijom
predstavljaju kompleksnu funkciju nekoliko procesnih
parametara, kao i karakteristika samog ekstruzionog
uredaja i rastvora polimera. Bugarski i saradnici [29]
medu prvima su izvrsili opsezno ispitivanje specificnog
uticaja svakog pojedinacnog parametra na velicinu Ces-
tica, kao i efikasnost inkapsulacije, s ciljem optimizacije
metode elektrostaticke ekstruzije za dobijanje uniform-
nih Cestica Zeljene veli¢ine sa imobilisanim materijalom.
Treba istaéi da je do danas najviSe znanja i iskustva o
uticaju procesnih parametara i primeni elektrostaticke
ekstruzije steCeno primenom alginata kao matriksa za
inkapsulaciju [29,30,37,38].

lzuzev elektrostatickog potencijala, koji predstavlja
glavnu karakteristiku postupka elektrostaticke ekstru-
zije, kako je ve¢ objasnjeno, jo$ tri parametra mogu se
izdvojiti kao parametri koji znac¢ajno uticu na velicinu
dobijene Cestice, a to su protok rastvora polimera koji
se koristi za inkapsulaciju, precnik igle (kapilare) i tip
geometrije ekstruzionog uredaja.

Povecanje protoka dovodi do povecanja veli¢ine do-
bijenih alginatnih Cestica, tako Sto se povecéava kolicina
povrsinski aktivnih molekula koji se krec¢u ka povrsini
kapljice, samim tim i povrSinski napon [30]. Smanjenje
precnika igle (kapilare) vodi formiranju manjih cestica
(slika 5), s tim da smanjenje prosecnog precnika finalne
Cestice na taj nacin, zavisi i od karakteristika materijala
koji se inkapsulira (npr. prosecni precnik ¢elija, molarna
masa proteinaisl.) i pada pritiska kroz iglu [47].

Promenom koncentracije rastvora alginata, menja
se viskoznost rastvora, pa kako je prethodno opisano
promenom mehanizma formiranja kapljica rastvora
polimera razliite viskoznosti, menja se i precnik finalno
dobijenih cestica (slika 5).

Vazno je istaci da i geometrija ekstruzionog uredaja,
pored toga Sto direktno uti¢e na veli¢inu Cestice, menja
uticaj gore navedenih parametara na veliinu formirane
Cestice [29,31]. Tako je pokazano [29,38] da kod sis-
tema gde elektrode predstavljaju paralelene ploce
(,plane-parallel” sistem), pri konstantnoj vrednosti ele-
ktrostatickog potencijala, smanjenje rastojanja izmedu
elektroda dovodi do znac¢ajnog smanjenja precnika Ces-
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tica, za razliku od sistema kod koga je naelektrisanje
jedne elektrode skoncentrisano u tacki (vrh igle), a na-
elektrisanje druge elektrode povrSinski rasporedeno
(,point-plane” sistem), gde se takav efekat ne prime-
Cuje. Razlike u ponasanju ekstruzionih uredaja razlicite
geometrije elektroda, najverovatnije poti¢u od razlici-
tog nacina akumulacije naelektrisanja na kapljici rastvo-
ra alginata. Kod ,point-plane“ rasporeda elektroda,
povrsinsko naelektrisanje kapljice je pod snaznim uti-
cajem elektrode direktno povezane sa iglom, pa ce ele-
ktricno naelektrisanje na vrhu kupe koju obrazuje ras-
tvor alginata brzo dosti¢i Rejlijev limit naelektrisanja,
kada dolazi do otkidanja kapljice sa vrha igle [52]. Kod
,plane-parallel“ sistema elektroda, ukupno naelektri-
sanje kapljice je manje nego u prethodnom slucaju i
daleko manje od vrednosti Rejlijevog limita, pa je ot-
kidanje kapi rastvora alginata, najve¢im delom kontro-
lisano ravnotezom spoljasnjih sila. Smanjenje rastojanja
izmedu elektroda kod sistema elektroda paralelnih plo-
¢a, dovodi do proporcionalnog povecanja elektrosta-
ticke sile, i tako posledi¢no uzrokuje smanjenje prec-
nika kapljice. Kao primer za ilustraciju, mogu se navesti
rezultati Bugarskog i saradnika [29]: pri primeni igle
prec¢nika 0,64 mm, koncentraciji rastvora alginata od
1,5 mas.% i elektrostatickom potencijalu od 10 kV, sma-
njenje rastojanja sa 4,8 na 2,5 cm je dovelo do
smanjenja srednjeg precnika alginatnih Cestica sa 1500
pum na 350 um. Takode, treba istaci da je od strane iste
grupe autora primeceno da u gore opisanom sistemu,
povecanje elektricnog potencijala iznad 12 kV i dalje
smanjenje rastojanja izmedu elektroda, ne dovodi do
formiranja manjih Cestica. Verovatno objasnjenje te
pojave je elektricno prainjenje (tzv. ,corona“” efekat)
izmedu elektroda, praceno varni¢enjem, kao rezultat
jonizacije vazduha u prostoru izmedu elektroda [29].

Proces dobijanja Cestica iz formiranih kapi obuhvata
i njihovo ocvrs¢avanje u rastvoru za geliranje, Sto do-
datno povedava broj faktora koji mogu uticati na fi-
nalne karakteristike i veli¢inu nastalih Cestica. Tako je
jedan deo istrazivanja o dobijanju alginatnih Cestica
elektrostatickom ekstruzijom, jos od samog pocetka ko-
ris¢enja ove metode, bio usmeren i na ispitivanje uti-
caja koncentracije i sastava rastvora alginata, kao i kon-
centracije dvovalentnih katjona neophodnih za gelira-
nje, na fizicko-hemijske karakteristike Cestica.

Alginati, prirodni linearni polisaharidi, spadaju u
grupu heterogenih polimera. Njihovu strukturu ¢ine ne-
razgranati binarni kopolimeri, /-D-manuronska (M blo-
kovi ) i a-L-guluronska kiselina (G blokovi), koji su me-
dusobno povezani 1,4-glikozidnim vezama. Monomer-
ne jedinice su rasporedene u obliku niza sekvenci, koje
sadrze medusobno povezane ostatke samo guluronske
ili samo manuronske kiseline (homopolimerni GG i MM
segmenti), a koji se povremeno ukrstaju sa oblastima
mesovite strukture (heteropolimerni MG segmenti).
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Kako vodeni rastvor alginata formira hidrogel interak-
cijama dvovalentnog jona, kao Sto je jon kalcijuma, sa
jonskim kiselim grupama G blokova, nastali kalcijum-
-alginat hidrogel je fizicki umrezen sistem i njegova me-
hanicka svojstva zavise od udela i duzine G blokova u
koris¢enom alginatu [53,54]. Situacija postaje jo$ kom-
plikovanija prisustvom ¢elija koje se inkapsuliraju, jer
one mogu uticati kako na karakteristike rastvora algi-
nata, tako i na sam ekstruzioni proces, na primer, me-
njaju¢i mikrohidrodinamiku unutar kapilare usled elek-
trohemijskih i fizickih interakcija. Jedan od vaznih po-
dataka jeste minimalna koli¢ina dvovalentnih katjona
neophodna za umrezavanje polimera, posebno pri in-
kapsulaciji izuzetno osetljivih ¢elija sisara koja moze da
zahteva minimalno izlaganje geliraju¢em rastvoru, kao
Sto je kalcijum-hlorid. Zbog toga su sprovedena op-
sezna istrazivanja na temu geliranja alginata u prisustvu
ogranicene koli¢ine dvovalentnih katjona. Pokazalo se
da prisustvo celija usporava umrezavanje i uti¢e na ¢vr-
stinu dobijenih cestica kalcijum-alginata postupkom
elektrostaticke ekstruzije [55]. Zbog toga se u procesu
proizvodnje Cestica praktikuje njihovo zadrzavanje u
rastvoru za geliranje od 30 min do nekoliko ¢asova.

2_
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Slika 5. Dijagram precnika Cestice d (mm) u funkciji elektro-
statickog potencijala U (kV), gde je prikazan uticaj precnika
igle, d, i koncentracije rastvora alginata (protok 36 mi/h, ras-
tojanje izmedu elektroda 2,5 cm (slika preuzeta iz [30] uz do-
zvolu John Wiley & Sons, Inc. Copyright © 1999 American
Institute of Chemical Engineers).

Figure 5. Diagram of droplet diameter d (mm) in function of
electric potential U (kV), where the effect of needle diameter
d, and alginate concentration is shown (flow rate 36 mi/h,
electrode distance 2.5 cm) (this material is reproduced with
permission of John Wiley & Sons, Inc. from [30]. Copyright ©
1999 American Institute of Chemical Engineers).

PRIMENA ELEKTROSTATICKE EKSTRUZIJE

Eksperimenti na polju inkapsulacije primenom teh-
nike elektrostaticke ekstruzije zapocCeti su devedesetih
godina 20. veka. Ova disperziona tehnika je do sada ko-
ris¢ena u laboratorijskim ispitivanjima u oblasti farma-
cije, prehrambene tehnologije, biotehnologije i biome-
dicine. Jedna od prednosti ove tehnike jeste mogucnost
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inkapsulacije termolabilnih materija, jer ne zahteva pri-
menu visokih temperatura (kao neke druge metode po-
put sprej-susenja) i izvodi se pod blagim uslovima bez
upotrebe organskih rastvaraca koji bi mogli da inhibi-
raju aktivnost éelija i bioloski aktivnih supstanci.
Poncele, Bugarski i saradnici su medu prvima tes-
tirali elektrostaticku ekstruziju kao tehniku za inkapsu-
laciju, primenivsi je na Ccelijama insekata (SF-9)
[29,31,56]. Pokazano je da ne dolazi do smanjenja broja
Celija i gubitka njihove vijabilnosti. Ubrzo se elektrosta-
ticka ekstruzija pokazala kao uspesna metoda i u imo-
bilizaciji drugih vrsta Celija (slika 6). Langerhansova os-
trvca pankreasa inkapsulirana su u alginat-poli-L-ornitin
(PLO) mikrokapsule i pri tome su zadrzala funkciju fizio-
loSkog odgovora na insulin, kao i integritet povrsinskih
antigena [10]. Isti sistem za inkapsulaciju elektrostatic-
kom ekstruzijom primenjen je i kod hibridoma celija,
koje su gajenjem u bioreaktoru sintetisale 1gG antitela u
koncentraciji od 700 pg/ml [57]. Zadovoljavajuéa vija-
bilnost i koncentracija éelija nakon 30 dana kultivacije
srzi koje su inkapsulirane u Cestice alginata tehnikom
elektrostaticke ekstruzije [28,58]. Ista metoda je dala
dobra rezultate pri imobilizaciji celija pivskog kvasca
[59-61]. Tako dobijeni biokatalizatori omogucili su raz-
voj kontinualnih sistema u proizvodnji fermentacionih

c) "-_

pi¢a [62]. Imobilizacijom ¢elija Sacharomyces cerevisiae
var. ellipsoideus u kalcijum-alginatne Cestice postup-
kom elektrostaticke ekstruzije u cilju proizvodnje bio-
etanola, dobijena je veda gustina celija nakon prvog
fermentacionog ciklusa u poredenju sa ¢elijama imobili-
sanim u poli(vinil alkohol) (PVA) cestice manualnom
ekstruzijom, kao i bolji prinos bioetanola [63].

Levinska i saradnici [64] primenili su elektrostaticki
ekstruder sa pulsnim naponom za mikroinkapsulaciju
hepatocita u Cestice kalcijum-alginata, u cilju imunoizo-
lacije ¢elija pri transplantaciji. Precnici dobijenih Cestica
bili su u opsegu 440-830 um, a podesavanjem proces-
nih parametara, dobijene Cestice bile su skoro mono-
disperzne (<10% SD) i bez produkcije satelitskih Cestica,
dok je vijabilnost ¢elija iznosila preko 90%. Takode su,
Si i Vang [45] imobilisali hepatocite G2 u cestice kal-
cijum-alginata primenom metode elektrostaticke eks-
truzije. Dobijene Cestice bile su uniformne veli¢ine u
opsegu 200-340 um, u zavisnosti od primenjenog ele-
ktricnog potencijala i protoka.

Pored alginata, i drugi materijali za imobilizaciju po-
kazali su se kao pogodni za primenu metode elektro-
staticke ekstruzije. DZou i saradnici [36] primenom ele-
ktrostaticke ekstruzije pri fizioloSkoj temperaturi i pufe-
rovanim uslovima inkapsulirali su hepatocite koacerva-
cijom kompleksa polielektrolita izmedu katjonskog me-

Slika 6. Mikrofotografije razli¢itih tipova éelija imobilisanih primenom elektrostaticke ekstruzije. a) Celije kvasca u alginatnim
Cesticama, b) Celije insekata u alginat-PLL mikrokapsulama, c) hibridoma Celije u alginat-PLO mikrokapsulama i d) Langerhasovo
ostrvce pankreasa u alginat-PLO mikrokapsuli (this material is reproduced with kind permission of Springer Science+Business Media

B.V. from [28], Fig. 10, ©Kluwer Academic Publisher).

Figure 6. Different cell types immobilised using electrostatic droplet generation. a) Yeast cells in alginate microbeads, b) insect cells
in alginate-poly-L-lysine microcapsules, c) hybridoma cells in alginate-poly-L-ornithine microcapsules and d) Langerhans islet in
alginate-poly-L-ornithine microcapsule (this material is reproduced with kind permission of Springer Science+Business Media B.V.

from [28], Fig. 10, ©Kluwer Academic Publisher).
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tilovanog kolagena i anjonskog terpolimera hidroksietil
metakrilata, metil metakrilata i metakrilne kiseline
(HEMA-MMA-MAA). Vijabilnost i bioloske funkcije sin-
teze uree i citohrom P450 monooksigenazne aktivnosti
inkapsuliranih hepatocita nisu su razlikovale od hepato-
cita inkapsuliranih drugim metodama [36].

Raznovrsnost potencijalne primene elektrostaticke
ekstruzije, nedavno je potvrdena i u oblasti inZenjerstva
tkiva hrskavice. Stojkovska i saradnici [65] imobiliza-
cijom hondrocita teleta u alginatne mikrocestice (~800
um) elektrostatickom ekstruzijom (igla precnika 0,57
mm, napon 6 kV, protok 14 ml/h, finalna koncentracija
alginata 1,5 mas.%) u bioreaktoru sa biomimetskim
uslovima, tokom dve nedelje kultivacije pokazali su pro-
liferaciju hondrocita i produkciju ekstracelularnog mat-
riksa.

Metoda elektrostaticke ekstruzije je koriS¢ena i za
imobilizaciju enzima. KneZevi¢ i saradnici [66] pokazali
su da se ovom metodom obezbeduje kontrolisana pro-
izvodnja alginatnih Cestica u koje je imobilisana lipaza iz
Candida rugosa, prec¢nika oko 650 um, sa zanemarljivim
gubitkom enzima. Takve Cestice zadrzale su visok nivo
aktivnosti lipaze, Sto je potvrdeno u industrijskom re-
aktoru za hidrolizu palminog ulja u lecitin/izooktan me-
dijumu u toku tri ciklusa. Elektrostaticka ekstruzija bi

svoje mesto mogla da pronade i u oblasti industrije
hrane, u kojoj se intenzivno vrsi inkapsulacija sastojaka
kao sto su arome, boje, soli, zasladivaci, vitamini, anti-
oksidansi. Tako su BelS¢ak-Cvitanovi¢ i saradnici [67]
primenili tehniku elektrostaticke ekstruzije za imobili-
zaciju polifenolnih ekstrakata razlicitih lekovitih biljaka,
kao Sto su majcina dusSica (Thymus serpyllum L.), ko-
priva (Urtica dioica L.), glog (Crategus laevigata), list
maline (Rubus idaeus L.), list masline (Olea europea L.) i
hajducka trava (Achillea millefolium L.). Ovi ekstrakti su
inkapsulisani u alginat-hitozan kopolimerne mikroces-
tice, ¢ime je ostvaren znacajan stepen inkapsulacije
polifenola i pre svega ocuvana njihova antioksidativna
aktivnost. Takode, o¢uvanost hemijske stabilnosti i an-
tioksidativne aktivnosti potvrdena je pri inkapsulaciji
vodenog ekstrakta majcine dusice (Thymus serpyllum
L.) u alginat-inulin i alginat-saharoza mikrocestice do-
bijene elektrostatickom ekstruzijom [68]. Nedavno je
pokazana i uspesSna inkapsulacija lokalnog anestetika
lidokaina u hidrogel cestice od umrezenog poli(N-izo-
propilakrilamida) i kalcijum-alginata tehnikom elektro-
staticke ekstruzije [69]. Poredenje najvaznijih rezultata
inkapsulacije elektrostatickom ekstruzijom iz literature
dato je u tabeli 2.

Tabela 2. Poredenje rezultata inkapsulacije primenom tehnike elektrostaticke ekstruzije (n.p. — nedostupan podatak)
Table 2. Encapsulation by means of electrostatic extrusion — comparison of results

Rastvor za pri-

Precnik

Elek. poten-

Materijal koji se Matriks za R . . L Protok Velic¢ina
. ) . " kupljanje/oé¢vrséa- igle cijal/rastojanje Y I Autor
inkapsulira inkapsulaciju . . ml/h  Cestica/vijabilnost
vanje mm  izmedu elektroda
Celije insekta Spodoptera  Natrijum-alginat  Kalcijum-hlorid 0,41 9kV/2cm 2-16 500-1000 pm [31]
frugiperde, (2 mas.%) (1,5 mas.%) (vijabilnost ¢elija 97%
3,5x10° éelija/ml pri 10 kV)
Celije insekta (SF-9), Natrijum-alginat  Kalcijum-hlorid 0,41 6-8kV/2,5cm 36  n.p./vijabilnost ¢elija [29]
4x10° ¢éelija/ml (1,5 mas.%) (1,5 mas.%) 93% pri 8 kV
Langerhans ostrvca Natrijum-alginat  Kalcijum-hlorid 0,41 n.p./2,5cm 36 150-200 um/n.p.  [10]
pankreasa, (1,2 mas.%) (1,5%)+
400 ostrvaca/ml poli-L-ornitin
Govedi serumski albumin Kopolimer etilenai Ledeno kupatilo 1,191 3ilidkV/4cm 30 530-930 um [47]
vinil acetata (EVA) (-70°C) 0,58
Lipaza iz Candida rugosa  Natrijum- alginat  Kalcijum-hlorid 0,8 4,9 kV/n.p. 25,2 ~650 um [66]
(2 mas.%) (180 mM)
Celije pivskog kvasca Natrijum- alginat  Kalcijum-hlorid 0,64 7kV/2,5cm 25,2 806-970 um/n.p.  [61]
Saccharomices uvarum, (2 mas.%) i (2 mas.%) +
2x10’ celija/ml poli(vinil alkohol) maslinovo ulje na—
(PVA) (10 mas.%) 20°C
(1:1i1:9)
Hepatociti, Metilovani kolagen Rastvor terpo- 0,2 7,5kVv/3,7 cm 45 250-500 pum/vi- [36]
5x10° celija/ml limera (HEMA- jabilnost celija
MMA-MAA) > 87%

5 mas.% u fos-

fatnom puferu
Hepatociti HepG2,C3A Natrijum- alginat Kalcijum-hlorid 0,56  8ili11kV (pulsni 13,8-  440-380 um/n.p. [64]

2x10°, 4x10° celija/ml  (1,5%)+NaCl (0,9%)  (1,67%)+NaCl

(0,9%)+HEPES

napon),30-60 Hz, 66
5ms/2-3 cm
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Tabela 2. Nastavak
Table 2. Continued

. Rastvor za pri-
Matriks za P

inkapsulaciju

Materijal koji se

inkapsulira .
vanje

Precnik
kupljanje/oévrsca-

Elek. poten-
igle cijal/rastojanje
mm izmedu elektroda

Protok Veli¢ina Autor
ml/h  Cestica/vijabilnost

Kalcijum-hlorid
(1,5%)

Hepatociti HepG2, Natrijum-alginat
5%10° éelija/ml (2%)

Celije pivskog kvasca
Saccharomices cerevisiae
4x10’ ¢elija/ml
Hondrociti,

Natrijum- alginat
(1,5 mas.%)

Kalcijum-hlorid
(1,5%)

Natrijum- alginat Kalcijum-hlorid

33x10° ¢elija/ml (1,5 i 2 mas.%) (1,5%)
Vodeni ekstrakt maj¢ine  Natrijum- alginat Kalcijum-hlorid
dusice (1,5 mas.%)+saharoza (1,5%)

(20 mas.%) ili inulin
(5 mas.%)
Natrijum- alginat
(1,5 % mas.%)

(Thymus serpyllum L.)

Vodeni ekstrakti
razlicitih biljaka

(Urtica dioica L., Crate-
gus laevigata, Rubusida-
eus L., Oleaeuropea L.,
Achillea millefolium L.,
Glechoma hederacea L.)

Kalcijum-hlorid

(0,5 mas.%) u
ekstraktu sa
2 mas.% askor-
binske kiseline

(2 mas.%)+ hitozan

0,3 a)12kv/4cm (+ a)0,2 210-340 um/n.p. [45]
igla—Petri Solja) ili 30;

b) 4-12 kV (igla), b)30

10 kV prstenasta

elektroda 10 mm
iznad vrha igle

0,64  7,5kV/2,5cm 13,9  100-200 pm/n.p.  [55]

0,57 6 kV/n.p. 14 ~800 um/n.p. [65]
0,64 6,5 kV/ n.p. 25,2 ~700 pm [68]
0,57 7,3 kV/ 3cm 25,2 780-1785 pmu [67]

zavisnosti od vrste
ekstrakta

Kako je od samog pocetka primene elektrostaticka
ekstruzija davala dobre rezultate, vrlo rano zapoceti su i
eksperimenti s ciljem razvoja uredaja koji bi se koristio
u industrijskim uslovima proizvodnje. Tako su Bugarski i
saradnici [29], Bradenberger i Vidmer [52] i Poncele i
saradnici [30] opisali uredaje sa viSe mlaznica (,multi-
nozzle” sistem) za elektrostaticku ekstruziju, koji su
takode pokazali dobre rezultate u smislu moguce kon-
trole procesnih parametara na velicinu i raspodelu veli-
¢ina dobijenih Cestica. Medutim, time i dalje nije pos-
tignut nivo produktivnosti koji bi zadovoljavao indus-
trijske potrebe. Poredenjem razli¢itih metoda za proiz-
vodnju alginatnih Cestica prosecne veli¢ine 800+100
um, u jednom ,,round-robin“ eksperimentu [70], predo-
¢eno je da je nivo produkcije pri primeni postupka
elektrostaticke ekstruzije sa jednom mlaznicom 20-40
puta manji od produktivnosti vibracione tehnologije, i
najmanje 250 puta manji od produktivnosti ekstruzije
sa presecanjem mlaza.

Kao jedno od glavnih ogranicenja Sire primene teh-
nike elektrostaticke ekstruzije navodi se nemogucénost
procesuiranja rastvora alginata visoke koncentracije (3 i
4 mas.%) za dobijanje mehanicki ¢vrstih alginatnih ces-
tica sa inkapsuliranim materijalom, koje bi imale poten-
cijalnu primenu u bioreaktorima sa izrazenim silama
smicanja. Pojedini autori [70,71], podeSavanjem opera-
tivnih parametara (izuzetno tanka igla 0,15 mm, protok
1 ml/h, rastojanje izmedu elektroda preko 20 cm) opi-

sali su dobijanje sfernih uniformnih Cestica i sa viskoz-
nim rastvorima alginata (koncentracije 3 i 4 mas.%).
Medutim, kako je Citav proces pod navedenim uslovima
zahtevao vreme od tri sata za procesuiranje samo 1 g
4 mas.% rastvora alginata [70], mozZe se zakljuciti da
zasigurno jedan od nedostataka ove tehnike jeste ne-
mogucnost ekstruzije viskoznih rastvora polimera
(>3000 mPa s na 25 °C).

lako postoje dokazi o elektrohemijskim reakcijama
tokom procesa elektrostaticke ekstruzije [72], vecina
autora opisuje da materijal koji se imobilise (bilo da se
radi o hemijskoj supstanci, bioloskom materijalu ili Zi-
vim Celijama) ostaje nepromenjen pri primeni elektro-
statickog potencijala [29,59,64] ili jednostavno zane-
maruju ovaj efekat. Dalja sistematska ispitivanja trebalo
bi da daju detaljnije podatke o eventualnim elektrohe-
mijskim reakcijama pri primeni elektrostaticke ekstru-
zije, Sto bi bilo od izuzetnog znacaja za sofisticirane pos-
tupke inkapsulacije u oblasti biotehnologije i biomedi-
cine.

ZAKUUCAK

Ovaj kratki pregled, ukazuje da elektrostaticka eks-
truzija predstavlja metodu koja omogucava proizvodnju
sfericnih mikrocestica hidrogela, poput alginata, sa
imobilisanim bioloskim materijalom priblizno uniform-
ne veli¢ine. Konkretno, elektrostatickom ekstruzijom
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mogu se na jednostavan nacin, podesavanjem proces-
nih parametara, dobiti Cestice velicine 100-1000 um.
Oprema koja se koristi za elektrostaticku ekstruziju nije
skupa, proces se odvija pri atmosferskom pritisku i sob-
noj temperaturi, a moze se izvoditi pod sterilnim uslo-
vima. Elektrostaticka ekstruzija je narocito obecavajuca
metoda u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, kao i
oblasti biotehnologije, u kojima su postupci koji se od-
vijaju na niskim temperaturama neophodni za oCuvanje
stabilnosti materijala koji se imobiliSe, a koji su uglav-
nom termolabilni (bilo da se radi o bioloSkom materi-
jalu ili hemijskim supstancama).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je elektrosta-
ticka ekstruzija jednostavna i precizna metoda, nema
visoku cenu kosStanja, niti veliku potrosnju energije, a
obezbeduje proizvode jedinstvenih svojstava i produze-
ne stabilnosti.

Buduci napori u razvoju tehnike elektrostaticke eks-
truzije trebalo bi da budu usmereni ka uvecanju raz-
mera proizvodnje. To znaci, da bi na osnovu dosadas-
njih saznanja o elektrostatickoj ekstruziji trebalo razviti
takvu aparaturu koja bi omogudila strogo kontrolisanu
proizvodnju mikrocestica sa inkapsuliranim bioloskim
materijalom, takvu da moze da zadovolji potrebe ko-
mercijalne upotrebe i u najzahtevnijim oblastima bio-
tehnologije i biomedicine.
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SUMMARY

ELECTROSTATIC EXTRUSION AS A DISPERSION TECHNIQUE FOR ENCAPSULATION OF CELLS AND

BIOACTIVE COMPOUNDS

Ivana T. Kostic'l, Bojana D. Isailoviél, Verica B. Dordeviél, Steva M. Levic’z, Viktor A. Nedoviéz, Branko M. Bugarski:l

"University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade, Serbia

ZUniversity of Belgrade, Faculty of Agriculture, Belgrade, Serbia
(Review paper)

Significant development of cells and bioactive compound encapsulation tech-
nologies is taking place due to an exceptional possibility of their application in
various scientific disciplines, including biomedicine, pharmacy, cosmetology, food
and agricultural sciences, beverage production, industrial waste treatment. De-
spite the broad application of microencapsulation, the literature reviews on dis-
persion techniques for microcapsule/microbead production, their advantages,
restrictions and drawbacks are scarce. The purpose of this paper is to assess the
possibilities of electrostatic extrusion for encapsulation of biological material,
including living cells in hydrogel microbeads. The paper presents an overview of
the mechanisms of droplet formation and controlling experimental parameters
for producing microbeads by means of electrostatic extrusion. Electrostatic drop-
let formation utilizes a special type of physical process taking advantage of elec-
trostatic effects occurring in flowing conductive liquids after introduction of an
electric field. When an electrostatic field is applied to the metal needle and an
electric charge is induced in the liquid flowing out of the needle, the size of
droplet detaching from the needle tip decreases as a function of applied electro-
static field. It has been shown that few parameters affect microbead size: applied
voltage, electrode geometry, needle size, polarity arrangement and polymer con-
centration. The electrostatic droplet formation is one of the most precise me-
thods, which enables one to produce spherical and uniform particles ranging from
100 up to 1000 um. Most of the authors report that the encapsulated compounds
(drugs, enzymes and living cells) remain unaltered after electrostatic extrusion.
This technique seems to be particularly promising in biotechnology, pharma-
ceutical and cosmetics industries, where a low-temperature process, preserving
heat-sensitive material is a prerequisite. Future efforts in developing of electro-
static extrusion should be directed towards adequately scaling-up for commercial
purpose.

Keywords: Dispersion techniques e Elec-
trostatic extrusion e Cell and bioactive
compound encapsulation technology e
Alginate e Microbeads
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