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Lipidne nanocestice stabilizovane nejonskim polihidroksilnim surfaktantima:

postupak dobijanja, karakterizacija, stabilnost i inkorporiranje lekovite supstance

Sazetak: U radu je ispitivan uticaj fizickohemijskih osobina 12 nejonskih
polihidroksilnih surfaktanata i udela tecnog lipida na velicinu lipidnih nanocestica i
strukturu lipidnog matriksa. U prvoj fazi istrazivanja, sprovedeno je merenje kontaktnog
ugla polihidroksilnih surfaktanata na cetil palmitatu, koji se kasnije koristio kao lipidni
matriks c¢vrstih lipidnih nanocestica. Nakon dobijanja preliminarnih informacija o
sposobnosti kvasenja cetil palmitata polihidroksilnim surfaktantima, u nastavku studije
pripremljene su vodene disperzije ¢vrstih lipidnih nanocestica i izvedena je njihova
karakterizacija kroz kratkoro¢nu i dugoro¢nu studiju fizicke stabilnosti. Dobijeni
rezultati ukazali su da su svi surfaktanti u niskoj koncentraciji ispoljili zadovoljavajucu
efikasnost u obrazovanju i stabilizaciji ¢vrstih lipidnih nanocestica. Najvecu efikasnost
u stabilizaciji Cestica imali su surfaktanti sa visokom HLB brojem, niskim kontaktnim
uglom na cetil palmitatu 1 niskom molekulskom masom. Pored toga, uocen je i i
izvestan uticaj hemijske strukture polihidroksilnih surfaktanata na indeks kristalizacije i
povrsinsko naelektrisanje (zeta potencijal) ¢vrstih lipidnih nanocestica. U nastavku
istrazivanja, ispitivao se uticaj tri polihidroksilna surfaktanta razli¢ite hemijske strukture
na formiranje nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa rastu¢im udelom te¢nog lipida u
lipidnim matriksu. Najvecu efikasnost u stabilizaciji nanostrukturiranih lipidnih nosaca,
nezavisno od udela te¢nog lipida u matriksu, imao je surfaktant sa najkra¢im alkil
lancem. Sa druge strane, surfaktanti koji su posedovali duze alkil lance u svojoj
strukturi pozitivno su uticali na indeks kristalizacije lipidnog mariksa nanocCestica, a
time 1 kapacitet lipidnog matriksa za inkorporiranje te¢nog lipida. Uoceni uticaj
hemijske strukture surfaktanata na strukturu lipidnog matriksa Ccestica, kao i
potencijalne interakcije sa matriksom u buducnosti bi se mogle iskoristiti u razvoju
nanostrukturiranih lipidnih nosaca, koji bi posedovali Zeljeni stepen kristaliniteta i
kapacitet opterecenja za izabranu model lekovitu supstancu. Koriste¢i eksperimentalni i
teorijski pristup u ispitivanju rastvorljivosti model lekovite supstance, izvrSena je
selekcija lipida koji su se koristili u razvoju lipidnih nanonosaca sa takrolimusom, kao
izabranom model lekovitom supstancom. Dodatkom monoglicerida u lipidni matriks

Cestica, koji se dominantno sastoji od voskova, povecana je rastvorljivost lekovite



supstance u matriksu Cestice. Medutim, prisustvo monoglicerida sa druge strane dovelo
je do destabilizacije nosaca. Profili in vitro oslobadanja takrolimusa iz razvijenih
nanostrukturiranih lipidnih nosaéa i poredbene formulacije nanoemulzija, bili su u
skladu sa zapazanjima do kojih se doslo u okviru strukturne karakterizacije nosaca.
Kumulativna koli¢ina oslobodene lekovite supstance bila je najviSa kod nanoemulzije,
zbog tecnog karaktera kapi emulzija, a samim tim i slabijeg afiniteta supstance za nosac.
U vodenim disperzijama nanostrukturiranih lipidnih nosaca, afinitet takrolimusa za
nosa¢ je veci, zbog Cvrste strukture lipidnog matriksa, tako da su difuzija supstance

unutar nosaca i oslobadanje u akceptorski medijum sporiji u odnosu na nanoemulziju.

Kljuéne reci: cvrste lipidne nanocestice; nano(strukturirani) lipidni nosaci;
polihidroksilni surfaktanti; takrolimus; homogenizacija pod visokim pritiskom; veli¢ina
Cestica; zeta potencijal; indeks kristalizacije; in vitro ispitivanje oslobadanja lekovite

supstance
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Lipid nanoparticles stabilized with nonionic polyhydroxy surfactants: preparation,
characterization, stability and drug incorporation

Abstract: In the study the influence of physicochemical properties of 12 nonionic
polyhydroxy surfactants and liquid lipid (oil) content on the size of lipid nanoparticles
and the structure of a lipid particle matrix was investigated. In the first part of the study,
the contact angle measurements of the polyhydroxy surfactants on cetyl palmitate film
(solid lipid used as a particle matrix) were performed. After preliminary information
about the wettability of cetyl palmitate with polyhydroxy surfactants was obtained,
aqueous solid lipid nanoparticle dispersions were produced and characterised in a short-
term and long-term physical stability study. The results obtained indicated that all
surfactants at low concentrations exhibited satisfactory efficiency in the formation and
stabilisation of solid lipid nanoparticles. The highest efficiency in the stabilisation of the
particles was obtained with the surfactant with a high HLB number, a low contact angle
on the cetyl palmitate film and a low molecular weight. In addition, there was some
influence of the chemical structure of polyhydroxy surfactants on the crystallinity index
and the surface charge (zeta potential) of the solid lipid nanoparticles. In the next part of
the study, the influence of three polyhydroxy surfactants with different chemical
structures on the formation of the nanostructured lipid carriers with a varying liquid
lipid content was studied. Independently of the liquid lipid content in the lipid matrix
the surfactant with the shortest alkyl chain had the highest efficacy in the stabilisation of
the nanostructured lipid carriers. On the other hand, long alkyl chain length surfactants
lead to an increase in the crystallinity index and increased loading capacity of lipid
nanoparticles for the liquid lipid can therefore be obtained with this approach. The
observed influence of the chemical structure of the surfactant on the structure of the
lipid particle matrix, as well as the prospective interactions of the surfactants with the
lipid matrix of the particles, could be used in the future in the development of
nanostructured lipid carriers with the desired crystallinity index and loading capacity for
the selected model drug. The selection of the lipids used in the development of drug
(tacrolimus) loaded lipid nanocarriers was performed with an experimental and
theoretical approach. The addition of a monoglyceride in the lipid particle matrix

predominantly composed of wax increased tacrolimus solubility in the particle matrix.



At the same time, the presence of monoglycerides destabilised the carrier. In vitro
release of tacrolimus from the developed nanostructured lipid carriers and nanoemulsion
(comparable formulation) were in agreement with the observations obtained during
structural characterisation of the carrier systems. The cumulative amount of drug
released was highest in the nanoemulsions, because of the liquid nature of the lipid
droplets, i.e., weaker affinity of a substance with the carrier. In agueous nanostructured
lipid carrier dispersions, tacrolimus is incorporated into the solid lipid matrix, and hence
its diffusion within the lipid matrix and release into the acceptor medium is prolonged

in comparison with tacrolimus loaded nanoemulsion.

Keywords: solid lipid nanoparticles; nano(structured) lipid carriers; polyhydroxy
surfactants; tacrolimus; high pressure homogenization; particle size; zeta potential;

crystallinity index; in vitro drug release study

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical technology

UDK number: 57.085 : [615.011 : 615.375] (043.3)
615.451.3 (043.3)



Sadrzaj
1. Uvod

2. OpSsti deo

2.1. Lipidne nanocestice kao potencijalni nosaci za lokalnu primenu lekovitih supstanci
2.1.1. Definicija, osobine i vrste lipidnih nanocestica

2.1.2. Postupci dobijanja lipidnih nanodestica: pregled postojec¢ih tehnologija

2.1.2.1. Homogenizacija pod visokim pritiskom

2.1.2.2. Industrijski postupak dobijanja lipidnih nanocestica

2.1.3. Inkorporiranje aktivne supstance u lipidne nanocestice i oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih
nanocestica

2.1.3.1. Teorijski modeli kojima se opisuje inkorporiranje aktivne supstance u lipidne nanocestice
2.1.3.2. Teorijski modeli kojima se opisuje oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih nanocestica
2.1.4. Potencijal lipidnih nanodestica za primenu na kozi lekovitih supstanci i kozmeticki aktivnih materija

2.2. Metode za karakterizaciju lipidnih nanocestica

2.2.1. Metode za odredivanje veli¢ine Cestica i distribucije Cestica po veli¢ini
2.2.1.1. Foton korelaciona spektroskopija

2.2.1.2. Laserska difrakcija

2.2.2. Mikroskopske metode

2.2.2.1. Svetlosna i polarizaciona mikroskopija

2.2.2.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija

2.2.3. Metode za karakterizaciju strukture lipidnih nanocestica

2.2.3.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

2.2.3.2. Difrakcija X zraka pod Sirokim uglom

2.2.4. Metode za ispitivanje povrsinskih karakteristika lipidnih nanocestica
2.2.4.1. Zeta potencijal

2.2.5. Metode za in vitro ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz polu¢vrstih preparata za primenu na koZi

2.3. Surfaktanti i njihova uloga u formulaciji lipidnih nanocestica
2.3.1. Osnovna razmatranja prilikom izbora surfaktanta/stabilizatora lipidnih nanocestica
2.3.2. Adsorpcija surfaktanta na medufazi ¢vrsto/te¢no

2.3.3. Elektrostaticka i sterna stabilizacija

2.3.4. Konvencionalni surfaktanti u formulaciji lipidnih nanocestica

2.3.5. Noviji surfaktanti u formulaciji lipidnih nanocestica

2.3.5.1. Secerni estri

2.3.5.2. Poliglicerolski estri masnih kiselina

2.3.5.3. Alkil (poli)glukozidi

2.4. Takrolimus kao model lekovita supstanca
2.4.1. Fizi¢kohemijske osobine, farmakoloski profil, mehanizam delovanja i upotreba takrolimusa
2.4.2. Problemi sa takrolimusom/formulacijama sa takrolimusom za primenu na koZi

11
16
18

20
22
25

28

28
28
31
34
34
34
35
35
37
38
38
41

44

44
47
49
52
54
57
59
60

62

62
67



3. Cilj istrazivanja
4. Eksperimentalni deo

4.1. Materijal
4.1.1. Takrolimus

4.1.2. Surfaktanti

4.1.3. Lipidi

4.1.3.1. Cetil palmitat (Cutina® CP)

4.1.3.2. Gliceril monostearat (Imwitor® 900P)

4.1.3.3. Gliceril dibehenat (Compritol® 888 ATO)
4.1.3.4. Trigliceridi, srednje duzine lanca (Miglyol® 812)
4.1.3.5. Ostali lipidi

4.2. Metode
4.2.1. Odredivanje kontaktnog ugla (goniometrijska merenja)

4.2.2. Postupak dobijanja vodenih disperzija lipidnih nano¢estica (homogenizacija pod visokim pritiskom)
4.2.3. Foton korelaciona spektroskopija

4.2.4. Laserska difrakcija

4.2.5. Zeta potencijal

4.2.6. Svetlosna i polarizaciona mikroskopija

4.2.7. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

4.2.8. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

4.2.9. Difrakcija X zraka pod $irokim uglom (WAXD)

4.2.10. Odredivanje rastvorljivosti takrolimusa

4.2.11. Visoko efikasna te¢na hromatografija (HPLC)

4.2.12. In vitro ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz lipidnih nanocestica

5. Rezultati i diskusija

5.1. Rezultati i diskusija prve faze istrazivanja

5.1.1. Merenje kontaktnog ugla (goniometrijska merenja)
5.1.2. Priprema vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima

5.1.3. Fizi¢ka stabilnost vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanolestica stabilizovanih polihidroksilnim
surfaktantima
5.1.3.1. Kratkoro¢na studija fizicke stabilnosti na razli¢itim temperaturama

5.1.3.2. Dugorocna studija fizicke stabilnosti na sobnoj temperaturi

5.1.4. Ispitivanje povrSinskog naelektrisanja ¢vrstih lipidnih nanocestica

5.1.5. Ispitivanje morfologije i povrsinskih karakteristika ¢vrstih lipidnih nanocestica
5.1.6. Karakterizacija lipida i surfaktanata u bulk stanju

5.1.7. Karakterizacija strukture ¢vrstih lipidnih nanocestica

70

73

73
73
73
77
77
77
78
79
80

81
81
82
87
87
88
89
89
89
90
91
93
93

94

94

94
97
103

103
109
115
118
119
122



5.2. Rezultati i diskusija druge faze istraZivanja 129

5.2.1. Karakterizacija lipida i surfaktanata u bulk stanju 129

5.2.2. Priprema vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih polihidroksilnim 136
surfaktantima

5.2.3. Analiza veli¢ine Gestica i fizicka stabilnost vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosata 138
stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima

5.2.4. Ispitivanje povrSinskog naelektrisanja nanostrukturiranih lipidnih nosaca 153
5.2.5. Karakterizacija strukture nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a 156
5.3. Rezultati i diskusija treée faze istraZivanja 163
5.3.1. Selekcija i karakterizacija lipida za pripremu lipidnih nanogestica sa takrolimusom 163
5.3.1.1. Odredivanje rastvorljivosti takrolimusa u lipidima 163
5.3.1.2. Izraunavanje parametara rastvorljivosti takrolimusa u lipidima i analiza podataka 165
5.3.1.3. Karakterizacija lipida i smese lipida sa model lekovitom supstancom 169
5.3.4. Formulacija lipidnih nanonosaca sa takrolimusom 177
5.3.5. Karakterizacija lipidnih nanonosaca sa takrolimusom 183
5.3.6. In vitro ispitivanje oslobadanja takrolimusa iz lipidnih nanonosaca 188
6. Zaklju¢ak 192
7. Literatura 198

8. Prilozi



1. Uvod

Lipidne nanocestice su koloidni nosaci koji se sastoje od lipidnog matriksa koji je u
¢vrstom agregatnom stanju na sobnoj temperaturi i temperaturi tela. Prva generacija
lipidnih nanocestica, tzv. ¢vrste lipidne nanocestice (engl. Solid Lipid Nanoparticles,
SLN) razvijena je pocetkom 90-tih godina proslog veka, istovremeno u dva nezavisna
tima istrazivaCa: tim istrazivaca okupljenih oko prof. Rainer H. Miller sa Free
University of Berlin (Nemacka) i tim istrazivaca oko prof. Maria R. Gasco sa University
of Turin (Italija). U pocetku, u oblasti ¢vrstih lipidnih nanocestica, bile su aktivne prof.
Kirsten Westesen i Brita Siekmann sa Technical University Braunschweig (Nemacka).
Danas, ¢vrstim lipidnim nanocesticama u Nemackoj, intenzivno se bave istrazivaci u
timu prof. C.C. Mauller-Goyman i prof. H. Bunjes sa Technical University
Braunschweig (Mdller i sar., 2011).

U timu prof. Rainer H. Miller-a, ¢vrste lipidne nanocCestice su se u pocetku dobijale
postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom, iz triglicerida i1 odgovarajuceg
surfaktanta. Ovaj postupak omogucavao je dobijanje Cestica €iji sastav je slian sastavu
koloidnih emulzija (Lucks i Mdller, 1996). Gasco (1993) je opisala postupak dobijanja
¢vrstih lipidnih nanocestica, sastavljenih od masnih kiselina iz mikroemulzija. Oba
sistema za isporuku lekovitih supstanci patentom su zastiCena 1993. godine. Treci
nezavistan patent vezan za ¢vrste lipidne nanocestice, je iz 1994. godine, a nosioci
patenta su prof. Kirsten Westesen i Brita Siekmann (Westesen i Siekmann, 1998).
Nakon toga, bilo je viSe pokuSaja da se formuliSu Cestice koje se dobijaju iz Cvrstih
lipida, ali vecina pokuSaja zavrSila se razvojem sistema koji su stabilni svega nekoliko
dana.

Formulacija koloidnih sistema tipa disperzija lipidnih nanocestica, se uprkos naporima
razli€itih istraZivaca u ovoj oblasti, danas smatra izuzetno komplikovanim zadatkom,
pre svega zbog raznovrsnosti i ograni¢enog poznavanja strukture ovih nosaca. Medu
istraziva¢ima u ovoj oblasti, dugi niz godina dominirao je stav da je aspekat fizicke
stabilnosti od presudnog znacaja. Rezultati eksperimentalnog rada u tom pravcu
utemeljili su ovaj stav, ali su istovremeno naveli istrazivace na razmisljanje vezano za

aspekt bezbednosti. Priroda i koncentracija stabilizatora, u tom kontekstu, smatraju se




najvaznim ¢iniocima. Prema literaturnim navodima za stabilizaciju lipidnih nanocestica
najcesce se koriste polimerni i nejonski (polietoksilovani) surfaktanti. Polietoksilovani
surfaktanti pokazuju dobru funkcionalnost u stabilizaciji lipidnih nanocestica (Hou i
sar., 2003; Lim 1 sar., 2004). Medutim, u toku proizvodnje ovih surfaktanata moze do¢i
do obrazovanja toksi¢ne komponente, dioksana, koja je neprihvatljiva ¢ak i u malim
koli¢inama zbog svoje karcinogenosti (Tadros, 2005). Pored toga, ovi surfaktanti
podlezu oksidaciji, ¢ak 1 u uslovima skladiStenja na sobnoj temperaturi (Bergh 1 sar.,
1997; Karlberg i sar., 2003). Mehanizam oksidacije je formiranje hidroperoksida, kao
primarnih oksidacionih proizvoda, potom formaldehida, alkilovanih aldehida i ostalih
karbonilnih jedinjenja, koja dovode do iritacije koze (Bergh i sar., 1997; Bergh i sar.,
1998a; Bergh i sar., 1998b; Karlberg i sar., 2003). Kao alternativa ovim surfaktantima,
paznju istrazivaca danas sve vise privlace bezbedniji surfaktanti, sa nizim potencijalom
za iritaciju koze, iz grupe nejonskih neetoksilovanih surfaktanata, koji se u literaturi
oznacavaju terminom polihidroksilni surfaktanti. Surfaktanti iz navedene grupe dobijaju
se kondenzacionom reakcijom jedinjenja polihidroksilne strukture (saharoza, glukoza,
glicerol) sa masnim kiselinama/masnim alkoholima. U toku proizvodnje
polihidroksilnih surfaktanata ne dolazi do etoksilacije, Sto se pozitivnho odrazava na
njihovu kompatibilnost sa kozom, te se ovi surfaktanti u literaturi oznacavaju terminom
»prijatelji koze” (engl. “skin friendly “) (Tadros, 2005). Pored povoljnih dermatoloskih
osobina, polihidroksilni surfaktanti privlace veliku paznju i1 zbog specifi¢nih
fizickohemijskih osobina. Fazne promene u sistemima koji sadrZe ove surfaktante,
manje su podlozne uticaju temperature od sistema koji sadrze polietoksilovane
surfaktante (Chai i sar., 2003). Usled toga, dehidratacija hidroksilne grupe, u molekulu
polihidroksilnih surfaktanata, je daleko slabija od dehidratacije etarske grupe u
molekulu polietoksilovanih surfaktanata (Schmid i Tesmann, 2001). Stoga se
polihidroksilnim surfaktantima moze dati prednost u formulaciji sistema za isporuku
lekovitih supstanci, ¢ija priprema se izvodi na poviSenoj temperaturi, medu kojima su i
lipidne nanocestice. Ovakvo ponaSanje polihidroksilnih surfaktanata objasnjava se
prisustvom velikog broja hidroksilnih grupa u molekulu, koje obezbeduju jake
vodoni¢ne veze sa vodom. Polihidroksilni surfaktanti su, takode, manje osetljivi na
promene pH vrednosti i prisustvo elektrolita od polietoksilovanih surfaktanata

(S6derman 1 Johanson, 1999). Stoga, ovi surfaktanti otvaraju moguénosti razvoja



sistema za isporuku lekova, koji bi bili stabilniji od sistema na bazi polietoksilovanih
surfaktanata. Polihidroksilni surfaktanti pokazuju vecu tendenciju zadrzavanja na
medufazi ulje/voda, u odnosu na polietoksilovane surfaktante, kao i ve¢u sposobnost za
snizavanje medupovrSinskog napona izmedu ove dve faze (Holmberg i sar., 2002), sto
moze biti potencijalni pristup ka smanjenju ukupne koncentracije surfaktanata, potrebne
pored svih prethodno navedenih prednosti, efikasnost polihidroksilnih surfaktanata u
stabilizaciji lipidnih nanocCestica nedovoljno je okarakterisana u dosadaS$njim
istrazivanjima.

U standardnoj (klasi¢noj) terapiji inflamatornih bolesti koze, kao S$to je atopijski
dermatitis/ekcem, najcesée propisivani lekovi od strane dermatologa su kortikosteroidi.
Dermatokortikosteroidi brzo dovode do smirivanja promena na kozi, koja je zahvacena
atopijskim dermatitisom, ali s obzirom na hronican tok bolesti, njihova dugotrajna
primena moze dovesti do niza lokalnih i sistemskih nezeljenih efekata. Rizik za pojavu
nezeljenih efekata, narocito je izrazen kod osetljivih osoba i dece. Takode, odredena
grupa pacijenata ne reaguje dobro na konvencionalnu terapiju, te s tim u vezi, postoji
potreba za efikasnijim lekovima koji bi se mogli Koristiti u terapiji atopijskog
dermatitisa u situacijama, kada primena konvencionalne terapije nije moguca ili ne daje
oc¢ekivane rezultate (Bornhovd i sar., 2000). Inhibitori kalcineurina, koji predstavljaju
nesteroidne imunosupresive, u tom kontekstu privlace sve vecu paznju. Ovi lekovi
suprimiraju inflamaciju na slican nacin kao kortikosteroidi i jednako su efikasni kao
kortikosteroidi srednje jacine delovanja. Za razliku od kortikosteroida, nakon njihove
primene nije uocena pojava atrofije koze (Alomar i sar., 2004). Jedno od objasnjenja,
koje se moze pronaci u literaturi je da inhibitori kalcineurina ne deluju na endotelne
¢elije, keratinocite i fibroblaste, tj. ne uti¢u na sintezu kolagena (Kikuchi i Tagami,
2002; Kyllénen i sar., 2004; Reitamo i sar., 1998). Takode, u literaturi se navodi
podatak, da ovi lekovi imaju selektivniji nacin delovanja od dermatokortikosteroida.
Dok sa jedne strane dermatokortikosteroidi menjaju transkripciju gena u ¢éelijama tj.
imaju raznovrsne celularne efekte (Almawi i Melemedijan, 2002), inhibitori
kalcineurina, specificno deluju na kljuéne imunoloske mehanizme, koji se nalaze u
osnovi inflamatornih bolesti koze, odnosno primarno deluju na ¢elije u lezijama koze

(Nghiem i sar., 2002). Jedan od kandidata iz grupe inhibitora kalcineurina, koji je



odobren od strane Evropske agencije za lekove (engl. European Medicines Agency,
EMA) i Americke uprave za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
u lecenju atopijskog dermatitisa kod dece, starije od 2 godine i odraslih pacijenata je
takrolimus. Takrolimus je na trzistu dostupan u obliku masti (Protopic®, Astellas, Irska)
u kojoj je lekovita supstanca inkorporirana u podlogu, koja se sastoji od te¢nog parafina,
¢vrstog parafina, propilenkarbonata, belog mekog parafina i belog pcelinjeg voska. S
obzirom da ova formulacija ne sadrzi efikasan mehanizam za povecanje permeacije, niti
jak ubrziva¢ penetracije, dermalna raspolozivost takrolimusa, jo§ uvek je nedovoljna i
veoma varijabilna. Sa druge strane, fizickohemijske osobine ovog makrolidnog laktona
u pogledu molekulske mase (822,05 g/mol), lipofilnosti (logP 3,96 = 0,83), hemijske
strukture i rastvorljivosti u vodi (~2 pg/ml) otezavaju razvoj formulacija lekova za
lokalnu primenu, unazad dugi niz godina. Jedan od novijih pristupa u popravljanju
penetracije lipofilnih lekovitih supstanci u stratum corneum i dublje slojeve koze, jeste i
razvoj koloidnih lipidnih nosaca. U dosadasnjim in vitro i in vivo ispitivanjima, uoceno
je povecanje obima i penetracije takrolimusa iz koloidnih modifikovanih nanolipidnih
nosaca, a komparativne studije pokazale su da ovi nosac¢i mogu biti efikasniji u
poredenju sa Protopic® masti (Pople i Singh, 2010, 2011, 2012, 2013). Medutim,
potencijal lipidnih nanocestica kao nosaca za dermalnu isporuku takrolimusa, do danas
nije istrazen. Otuda proizilazi potreba, da se sagleda mogucnost inkorporiranja
takrolimusa u lipidne nanocestice, i da se istovremeno ispita opravdanost i
funkcionalnost primene nejonskih polihidroksilnih surfakatanata u stabilizaciji lipidnih
nanocestica sa takrolimusom, sa ciljem uvodenja novog koncepta u razvoju nosaca

lekovitih supstanci za primenu na kozi, zahvac¢enoj atopijskim dermatitisom.



2. Opsti deo

2.1. Lipidne nanocestice kao potencijalni nosaci za
lokalnu primenu lekovitih supstanci

2.1.1. Definicija, osobine i vrste lipidnih nanocestica

Lipidne nanocestice, kao potencijalni nosaci lekovitih supstanci, predmet su intenzivnih
I kontinuiranih istrazivanja, kako na akademskom nivou tako i od strane farmaceutske
industrije, unazad dugi niz godina. Veliki broj formulacija sa lipidnim nanocesticama
nasao je svoje mesto u kozmeti¢kim proizvodima. Broj aktuelnih studija i publikacija u
kojima se razmatra moguc¢nost primene lipidnih nanocestica kao potencijalnih nosaca

lekovitih i kozmeticki aktivnih supstanci u stalnom je porastu (slika 2.1.).
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Slika 2.1. Kumulativni broj publikacija o lipidnim nano¢esticama od 1995 - 2013. godine (u skladu
sa pretrazivanjima koja su izvedena na PubMed-u Koristeéi termin ,,lipidne nanodestice”)

lako do danas ne postoji jedinstvena definicija, opSteprihvaceno je da se terminom
lipidne nanocestice oznacavaju vodene disperzije koloidnih Cestica sa ¢vrstim lipidnim

matriksom, koji je prekriven odgovaraju¢im stabilizatorom (Bunjes, 2011; Lucks i




Muiller, 1996; Mdller i sar., 2011). Veli¢ina lipidnih nanocestica je od 40 - 1000 nm,
najcesce izmedu 150 1 300 nm (Mdller i sar., 2011; Pardeike i sar. 2009). Ekscipijensi
koji se koriste u formulaciji lipidnih nanocestica su bezbedni za farmaceutsku primenu 1
oficinalni u Evropskoj i/ili Ameri¢koj farmakopeji. Matriks lipidnih nanocestica je u
¢vrstom agregatnom stanju na sobnoj temperaturi i sastoji se od biodegradabilnih i/ili
biokompatibilnih lipida. Terminom lipid u najSirem smislu se oznacavaju (i) zasiéeni
trigliceridi (pr. gliceril tristearat), (ii) parcijalni gliceridi (pr. gliceril palmitostearat), (iii)
masne Kiseline (pr. stearinska kiselina), (iv) steroidi (pr. holesterol), (v) voskovi (pr.
cetil palmitat), (vi) parafini (pr. ¢vrsti parafin) i (vii) masni alkoholi (pr. cetil alkohol)
(Mader i Mehnert, 2005; Parhi i Suresh, 2010). Svi prethodno pomenuti lipidi pokazuju
visok stepen kompatibilnost sa kozom, tj. to su ekscipijensi koji se koriste dugi niz
godina u razvoju kozmetic¢kih i farmaceutskih preparata za kozu. Rezultati prethodnih
istrazivanja ukazuju da se za stabilizaciju lipidnih nanocestica naj¢esée koriste jonski,
nejonski i polimerni surfaktanti (pr. natrijum lauril sulfat, polisorbati, Poloxamer® 188).
U dosadasnjim ispitivanjima, takode je uoceno da je kombinacija surfaktanata
superiornija u spre¢avanju aglomeracije Cestica u odnosu na pojedinacne surfaktante
(Mader i Mehnert, 2005).

Zbog prisustva ¢vrstog lipidnog matriksa, neki autori ve¢ dugi niz godina smatraju da
lipidne nanocestice imaju odredene prednosti u odnosu na koloidne nosace sa lipidnim
matriksom koji je u te¢nom ili u te¢no-kristalnom stanju (Bunjes i Siekmann, 2006;
Westesen i Siekmann, 1997). Izmedu ostalog, kada je re¢ o prednostima ¢vrstog
lipidnog matriksa, u literaturi se navodi da on moze da obezbedi bolju fizicku i
hemijsku stabilnost lekovitih supstanci (Bunjes, 2005). U dosadaSnjim ispitivanjima
uoceno je da lipidne nanocestice mogu da budu efikasnije u popravljanju hemijske
stabilnosti nekih kozmeticki aktivnih materija (retinoidi, askorbilpalmitat) u poredenju
sa emulzijama (Jenning i Gohla, 2001) i u/v i v/u mikroemulzijama (Kristl i sar., 2003).

Ukoliko je lekovita supstanca distribuirana unutar matriksa lipidne nanocestice,
pokretljivost supstance je u znatnoj meri smanjena. Dakle, oslobadanje lekovite
supstance iz Cvrstih Cestice se moze kontrolisati, od veoma brzog do veoma sporog,
izborom komponenata koje ulaze u sastav lipidnog matriksa (Bunjes i Siekmann, 2006).

Upotreba ¢vrstog matriksa umesto te¢nog, takode se smatra interesantnim pristupom za



smanjenje moguénosti otpusStanja model lekovite supstance, odnosno povecanje
kapaciteta opterecenja lekovitom supstancom (Miiller i sar., 2011).

Istrazivacke aktivnosti u oblasti lipidnih nanocestica na samom pocetku uglavnom su
bile usmerene na farmaceutske nedermalne puteve primene, tj. parenteralni (Blasi i sar.,
2007; Joshi i Miller, 2009; Wissing i sar., 2004) i peroralni put primene (Muchow i sar.
2008; Mdiller i sar., 2006; Sarmento i sar., 2007). Medutim, tokom poslednjih nekoliko
godina, lipidne nanocCestice se intenzivno proucavaju kao nosaci lekovitih supstanci za
primenu na kozi (Doktorovova i sar., 2010; Muller i sar., 2002a; Muller i sar., 2007,
Nikoli¢ i sar., 2011; Pardeike i sar., 2009; Pardeike i sar., 2010; Pardeike i sar., 2011),
zbog toga Sto koza pruza niz pogodnosti za primenu ovih nosaca. Pozitivne osobine
lipidnih nanocestica rezultirale su uvodenjem na trziSte velikog broja kozmetickih
proizvoda. Uzimajuéi u obzir podatak da su se kozmeti¢ki proizvodi sa lipidnim
nanocesticama na trziStu pojavili u kracéem vremenskom periodu od perioda koji je bio
potreban za uvodenje na trziSte kozmetic¢kih proizvoda sa liposomima, intenzivno se na
akademskom nivou, ali i od strane industrije, razmatra moguc¢nost uvodenja lipidnih
nanocestica na trziste lekovitih preparata.

Lipidne nanocestice se mogu podeliti u dve grupe: Cvrste lipidne nanocestice 1
nanostrukturirani lipidni nosa¢i. Cvrste lipidne nanoCestice se smatraju prvom
generacijom lipidnih nanoCestica. Dobijene su zamenom te¢nog lipida (ulje) iz u/v

nanoemulzija ¢vrstim lipidom/smeSom ¢vrstih lipida (slika 2.2.) (Lucks i Mdller, 1996).

u/v nanoemulzija ¢vrsta lipidna nanocestica
Slika 2.2. Shematski prikaz strukture u/v nanoemulzije i ¢vrste lipidne nanocestice

Cvrste lipidne nanodestice se sastoje od 0,1 - 30 % (m/m) lipida dispergovanog u
vodenom medijumu koji sadrzi 0,5 - 5 % (m/m) surfaktanta kao stabilizatora (Pardeike i

sar., 2009). Potencijalni nedostaci ¢vrstih lipidnih nanocestica su nizak kapacitet



opterecenja lekovitom supstancom i isklju¢ivanje supstance iz lipidnog matriksa tokom
¢uvanja. Naime, ¢vrste lipidne nanocestice se sastoje samo od ¢vrstih lipida i direktno
nakon pripreme barem deo Cestica kristaliSe u visoko energetskoj modifikaciji (o ili B')
koja ima nesavrSenu kristalnu reSetku (Miiller i1 sar., 2007). Tokom cuvanja, ova
modifikacija se transformiSe u nisko energetsku, f modifikaciju, koja ima veomu
uredenu kristalnu resetku sa malim brojem ,,nesavrSenosti” (Mehnert i Mader, 2012).
Zbog visokog stepena uredenosti, vremenom dolazi do iskljucivanja lekovite supstance
iz lipidnog matriksa (Pardeike i sar., 2009; Wissing i Mller, 2002). Dodatni nedostaci
vrstih lipidnih nanolestica su teznja ka agregaciji i formiranju gelova. Siroko
prihvadena teorija je da se agregacija deSava zbog toga Sto lipidna faza prolazi
polimorfnu transformaciju iz termodinamicki nestabilne a-modifikacije u stabilnu p-
modifikaciju. Transformacija sfernih Cestica u a-modifikaciji u Cestice nalik plo¢icama
ili iglicama, (B-modifikacija) ima za rezultat smanjenje koncentracije surfaktanata, koji
su potrebni za pokrivanje povrsSine Cestica. Novoformirane Cestice koje sadrze povrSine
koje nisu pokrivene surfaktantom dolaze u kontakt jedna sa drugom, $to vodi njihovoj
agregaciji (slika 2.3.) (McClements, 2012; Yang i sar., 2014).

T ¢vrst lipid ¢vrst lipid
tecni lipid (a-polimorfni oblik) (B-polimorfui oblik)

sferna Cestica sferna Cestica Cestica nalik ploCici
©®@
stabilno stabilno agregacija Cestica

Slika 2.3. Lipidne destice Cesto prolaze morfoloSke promene i promene u stabilnosti nakon
kristalizacije i polimorfnih transformacija (preuzeto i prilagodeno iz McClements, 2012)



Nedostaci koji su vezani za upotrebu c¢vrstih lipidnih nanocestica, pre svega nizak
kapacitet optereéenja lekovitom supstancom i otpustanje leka iz lipidnog matriksa
Cestica tokom Cuvanja, doveli su do razvoja nove tehnologije lipidnih nanocestica
(Miiller i sar. 2002a; Radtke i sar., 2005). Prof Miiller i1 sar. su predlozili upotrebu
smeSe lipida, koji ne stvaraju uredenu kristalnu reSetku. Na temelju ovih postavki,
razvijena je druga generacija lipidnih nanocestica, tzv. nanostrukturirani lipidni nosaci
(engl. Nanostructured Lipid Carriers, NLC). Da bi se dobio lipidni matriks koji ¢e ostati
u ¢vrstom agregatnom stanju na temperaturi tela, Miiller 1 sar. su predlozili meSanje
¢vrstog i te¢nog lipida, koji ne stvaraju uredenu kristalnu resetku (Pardeike i sar., 2009).
Mesanjem ¢vrstog lipida sa teénim lipidom u odnosu 70:30 do 99,9:0,1 stvara se tzv.
,hanostrukturirani” lipidni matriks. Manje uredena kristalna reSetka lipida sa vecim
stepenom ,,nesavrSenosti” ostavlja prostor u koji se moze uklopiti aktivna supstanca
(Miiller i sar., 2002a, 2002b). Aktivna supstanca u ovom slu¢aju ostaje ,,zarobljena”
unutar lipidnog matriksa, zbog toga Sto se povecava prostor unutar matriksa potreban za
njeno inkorporiranje (Mdiller i sar., 2011). Na taj nadin se moze povecati kapacitet
optereCenja nosac¢a aktivnom supstancom, tj. smanjiti verovatnoca isklju¢ivanja
supstance iz lipidnog matriksa tokom duzeg vremenskog perioda (Mehnert i Méder,
2012; Mdller i sar. 2002a). Pored toga, nekolicina istrazivackih grupa iznela je
pretpostavku da se upotrebom smeSe ¢vrstih 1 te€nih lipida u velikoj meri moZe smanjiti
agregacija Cestica. Mehanizam stabilizacije Cestica na ovaj nacin do danas nije u
potpunosti razjasnjen, ali se pretpostavlja da dodatak te¢nog lipida usporava promene
oblika cestica (iz sfernog u Stapicast), te na taj nac¢in smanjuje 1 mogucnost njihove
agregacije. Druga pretpostavka je da kapi tecnog lipida koje oblazu povrsinu Cestica
omogucavaju slobodno kretanje molekula surfaktanta u novostvorenoj medufazi ¢vrst

lipid-vodena faza i tako stabilizuju Cestice (Yang i sar., 2014).

2.1.2. Postupci dobijanja lipidnih nanodestica: pregled
postojecih tehnologija

U literaturi se danas moze naci veliki broj razli¢itih postupaka za dobijanje lipidnih
nanocestica. Izbor odredenog postupka, zavisi od brojnih faktora, od kojih se
najvaznijim smatraju: veli¢ina Cestica, fizickohemijske osobine i stabilnost lekovite

supstance koju treba inkorporirati, fizicka stabilnost sistema, kinetika oslobadanja



lekovite supstance, toksi¢nost povezana sa reziduama u gotovom proizvodu i

raspoloziva oprema u laboratorijama i u industriji (Méder i Mehnert, 2005; Souto i

Miller, 2009). U principu, mogucée je razlikovati dva osnovna pristupa/postupka u

dobijanju lipidnih nanocestica: mehanicki (engl. top-down) i hemijski (engl. bottom-up)

pristup. Top-down postupak zasniva se na primeni spoljasnje energije na ¢estice vecih

dimenzija i dobijanje Cestica nanometarskih dimenzija. Hemijski postupci zasnivaju se

na hemijskim reakcijama i/ili samoudruzivanju molekula u agregate nanometarskih

veli¢ina. Na slici 2.4. prikazani su neki od najces¢ih mehanickih postupaka, koji se

danas koriste za dobijanje lipidnih nanocestica.
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2.1.2.1. Homogenizacija pod visokim pritiskom

Homogenizacija pod visokim pritiskom se dugi niz godina smatra tehnikom izbora za
dobijanje lipidnih nanocestica (Miiller i Dingler, 1998). Ovim postupkom, uz adekvatan
izbor formulacionih i procesnih parametara, moguce je dobiti Cestice malog dijametra i
uske distribucije po veli¢ini (Lippacher i sar., 2001; Mehnert i Mader, 2012; Muchow i
sar., 2008). Postupak homogenizacije pod visokim pritiskom, takode, omogucava
prevodenja sa laboratorijskog na industrijski nivo, §to je jedan od preduslova za
uvodenje lipidnih nanocestica na trziste (Jenning i sar., 2002).

Za pripremu disperzija lipidnih nanocestica, homogenizacija pod visokim pritiskom se
moze izvesti na visokoj temperaturi (postupak tople homogenizacije pod visokim
pritiskom), ili na sobnoj temperaturi, tj. ispod sobne temperature (postupak hladne
homogenizacije pod visokim pritiskom) (slika 2.5.) (Pardeike i sar., 2009).

U postupku tople homogenizacije pod visokim pritiskom, lipid se topi na temperaturi
koja je oko 5 - 10 °C iznad temperature topljenja lipida, nakon Cega se aktivna
supstanca rastvara ili disperguje u otopljenom lipidu. Smesa lipida i aktivne supstance
se uz mesanje disperguje u vodenom rastvoru surfaktanta, koji je prethodno zagrejan na
identi¢nu temperaturu, kao i lipid. Dobijena preemulzija, se potom homogenizuje na
piston-gap homogenizatoru, pri pritisku od 200 - 500 bara, uz primenu 3 - 5 ciklusa
homogenizacije (Parhi i Suresh, 2010; Souto i Miller, 2009). Od izuzetnog je znacaja
da se tokom ¢Citavog procesa homogenizacije, temperatura odrzava najmanje 10 °C
iznad temperature topljenja lipida, kako bi se sprecila rekristalizacija (McClements 1
sar., 2007). Po zavrSenoj homogenizaciji pod visokim pritiskom, dobijena topla
nanoemulzija se hladi do sobne temperature. Na sobnoj temperaturi, dolazi do
rekristalizacije lipida 1 formiranja lipidnih nanocestica. Mala veli¢ina i velika povrSina
Cestica, u fiziCkom smislu, smatraju se energetski nestabilnim stanjem, koje ima za
posledicu snizavanje temperature kristalizacije lipida u nanocesticama u odnosu na lipid
u bulk stanju (Bunjes i sar., 1996; Hunter, 1987; Westesen i sar., 1997). Sa druge strane,
neki lipidi koji ulaze u sastav lipidnog matriksa nanocestica (pr. gliceril trilaurat) tesko
kristalizuju na sobnoj temperaturi. Usled odsustva Kkristalizacionih centara unutar
dispergovanih kapi (homogena nukleacija), pri upotrebi ovih lipida dolazi do stvaranja
superohladenih otopina, a ne ¢vrstih lipidnih nanocestica (Bunjes, 2011; Bunjes i Koch,

2005). Kada je rec o lipidima sa niskom temperaturom topljenja, moze biti neophodno

11



da se nakon homogenizacije pod visokim pritiskom, nanoemulzija ohladi do
temperature, koja je niza od sobne temperature, kako bi proces rekristalizacije otpoc¢eo
(Jenning i sar., 2000). Stoga se kontrolisana brzina hladenja nakon homogenizacije
smatra kriticnim parametrom za dobijanje Cvrstih lipidnih nanocestica (Bunjes i sar.,

1998; Bunjes i Westesen, 2001).

HLADNA HOMOGENIZACIJA TOPLA HOMOGENIZACIJA

topljenje lipida na
temperaturi 5 - 10 °C
iznad temperature
topljenja lipida

\

brzo hladenje do dispergovanje smese
ocvrS¢avanja smese rastvaranje/dispergovanje lipida i lekovite supstance
lipida i l.s. u te€nom azotu lekovite supstance u < u vodenom rastvoru
ili suvom ledu otopljenom lipidu surfaktanta
mlevenje smese |.s. priprema pre-emulzije uz
supstance i lipida do pomo¢ mesalica velike
Cestica mikrometarskih brzine (rotor stator
veli¢ina (50 - 100 um) homogenizator)
dispergovanje homogenizacija pod
mikrocestica u vodenom visokim pritiskom na
rastvoru surfaktanta i temperaturi iznad
formiranje suspenzije temperature topljenja lipida

\’ \’

homogenizacija pod
visokim pritiskom pri formiranje u/v
sobnoj temperaturi ili nanoemulzije
ispod sobne temperature

V

rekristalizacija
nanoemulzije hladenjem
lipidne nanocestice < do sobne temperature ili
ispod sobne temperature

Slika 2.5. Shematski prikaz postupka dobijanja lipidnih nanocestica tehnikom tople i hladne
homogenizacije pod visokim pritiskom (preuzeto i prilagodeno iz Pardeike i sar., 2009)
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Postupak hladne homogenizacije pod visokim pritiskom, se izvodi na sobnoj
temperaturi ili ispod sobne temperature i zbog toga se ponekad oznaCava terminom
mlevenje suspenzije. Ovaj postupak je razvijen da bi se: (a) smanjila moguénost
degradacije termolabilnih aktivnih supstanci; (b) smanjila mogucnost preraspodele
hidrofilne aktivne supstance iz lipidne u vodenu fazu i (c) izbegao korak rekristalizacije
nanoemulzije nakon homogenizacije, tokom koga moze do¢i do obrazovanja
superohladenih otopina.

Prvi korak u pripremi disperzija lipidnih nanocestica postupkom hladne homogenizacije
isti je kao i u postupku tople homogenizacije pod visokim pritiskom. Dakle, najpre se
lipid zagreva na temperaturu koja je 5 - 10 °C iznad temperature topljenja lipida. Nakon
toga, aktivna supstanca se rastvara ili disperguje u otopljenom lipidu. Smesa lekovite
supstance i lipida, koja se dobije brzo se hladi pomodu te¢nog azota ili suvog leda.
Nakon hladenja, dobijena smeSa se melje U odgovaraju¢im mlinovima do cCestica
mikrometarskih veli¢ina (50 - 100 um). Dobijene mikrocestice, zatim se disperguju u
ohladenom rastvoru stabilizatora, pri ¢emu se dobija tzv. pre-suspenzija. Dobijena pre-
suspenzija se zatim podvrgava homogenizaciji pod visokim pritiskom, na sobnoj
temperaturi ili ispod sobne temperature, pri ¢emu se mikro¢estice prevode u Cestice
nanometarskih veli¢ina. U odnosu na postupak tople homogenizacije pod visokim
pritiskom, pri postupku hladne homogenizacije pod visokim pritiskom, dobijaju se
Cestice veceg dijametra i1 veceg indeksa polidisperziteta. U toku postupka hladne
homogenizacije pod visokim pritiskom, izlaganje lekovite supstance i lipida visokoj
temperaturi je manje, ali se ne moze u potpunosti izbeéi, zbog toga $to je u prvom
koraku pripreme formulacije neophodno otopiti lipid (Parhi i Suresh, 2010).

Teorijski princip homogenizacije pod visokim pritiskom, shematski je prikazan na slici
2.6. Princip smanjenja veli€ine Cestica, tokom homogenizacije objasnjava se Bernoulli-
jevom jednacini, prema kojoj je zbir statiCkog i dinamiCkog pritiska u sistemu

konstantan.

2
Ps + p; _ konstanta jednacina 2.1.

2
gde je psstaticki pritisak, p je gustina, v je brzina i % je dinamicki pritisak.
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Homogenizator pod visokim pritiskom, se sastoji od cilindra u koji se stavlja proizvod
koji se homogenizuje, predkomore, meduprostora u kome se vrSi homogenizacija,
ventila i klipne pumpe koji obezbeduju visok pritisak (slika 2.6.) (Jahnke, 1998; Keck,
2006; Muller i Bohm, 1998).

destice pre ulaska u Cestice po izlasku iz
meduprostor/gap meduprostora/gapa

mehuriéi

@ 3 cm
gas @ 25 pm izlaz homogenizatora
implozij
. ,Cee DN .
—> O &D ©
i o
kontinuirana O C o
faza _— o o
% o
(e}

pritisak pare vode

Slika 2.6. Princip rada homogenizatora Micron LAB 40 i promene pritiska u ventilu tokom
homogenizacije (preuzeto i prilagodeno iz Muller i B6hm, 1998)

U toku homogenizacije pod visokim pritiskom, klip pod pritiskom deluje na disperziju i
potiskuje je iz predkomore u meduprostor. Dijametar meduprostora, zavisi od pritiska u
toku homogenizacije i obi¢no se krece u intervalu od 3 - 25 pum (Parhi i Suresh, 2010).
Visok pritisak u toku homogenizacije ubrzava te¢nost pri prolasku kroz meduprostor,
usled ¢ega dolazi do naglog porasta dinamickog pritiska 1 pada statickog pritiska. U
jednom trenutku, static¢ki pritisak se smanji ispod pritiska pare tecnosti, tako da tecnost
pocinje da kljuca i obrazuju se mehuri¢i gasa. Mehuri¢i gasa u jednom trenutku
implodiraju 1 stvaraju talase, u meduprostoru homogenizatora, $to potpomaze, zajedno

sa silama smicanja smanjenje veli¢ine Cestica. Proces implozije u literaturi se oznacava
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terminom kavitacija (Holley, 1984). Na osnovu svega prethodno izloZzenog, moze se
zakljuciti da sile kavitacije, koje nastaju usled naglog smanjenja statickog pritiska
tokom procesa homogenizacije i sile smicanja koje postoje u meduprostoru dovode do
smanjenja veli¢ine Cestica (Parhi 1 Suresh, 2010).

Najzastupljeniji homogenizatori pod visokim pritiskom koji se koriste u laboratorijama
su: Micron Lab 40 (LAB 40) (APV Deutschland GmbH, Nemacka), EmulsiFlex-C3,
EmulsiFlex-C5 (Avestin, Kanada) i PANDA (GEA Niro Soavi, SAD (Mdller i sar.,
2011). U preformulacionim studijama, sa lekovitim supstancama koje imaju visoku
cenu, za pripremu malih koli¢ina uzoraka koristi se i uredaj EmulsiFlex-B3 (Avestin,
Kanada). Minimalna zapremina uzorka koji se moze pripremiti u ovom homogenizatoru
je 0,5 ml (Liedtke i sar., 2000). Medutim, pritisak u toku homogenizacije se ne moze
kontrolisati tako precizno kod ovog homogenizatora, kao kod homogenizatora veéeg
kapaciteta (Mdaller i sar., 2011). Micron LAB 40 (APV Deutschland GmbH, Unna,
Nemacka) (slika 2.7.a) je piston-gap homogenizator opremljen sa jednim Kklipom i
jednim ventilom. U toku homogenizacije, vodena disperzija se potiskuje kroz klip
homogenizatora ¢iji je dijametar ~ 25 um (pri pritisku od 500 bara). Proces je
diskontinuiran, $to zna¢i da se homogenizovani proizvod skuplja u kontejner koji se
potom prazni, a disperzija se vraca u centralni cilindar za naredni ciklus homogenizacije
(Dingler i Gohla, 2002). Ovaj proces traje dugo, ali sve prednosti koje on ima, mogu da
nadomeste ovaj mali nedostatak (Shegokar i sar., 2011). Minimalna zapremina uzorka,
koja se moze homogenizovati kori§¢enjem Micron LAB 40 je 20 ml pri pritisku od 100
- 1500 bar (Jenning i sar., 2002).

EmulsiFlex C-3 (Avestin, Mannheim, Nemacka) (slika 2.7.b) je takode piston-gap
homogenizator, opremljen sa jednim klipom i ventilom koji odrzava konstantan pritisak.
Pritisak u toku homogenizacije moze se podesavati od 50 - 30 000 psi, tj. priblizno 35 -
2000 bara. Minimalna zapremina uzoraka koja se moZe homogenizovati u ovom
homogenizatoru je 10 ml. Priprema vodenih disperzija lipidnih nanocestica na
EmulsiFlex-u C-3, moze da se izvede diskontinuiranim ili kontinuiranim postupkom.
Za razliku od diskontinuiranog postupka, kod kontinuiranog nacina homogenizacije,
proizvod se pod uticajem sile gravitacije vraca u kontejner. Oc¢igledan nedostatak ovog
postupka, je meSanje homogenizovanog sa nehomogenizovanim uzorkom, pa se stoga u

literature navodi da je statisti¢ki potrebno neko vreme da proizvod koji se homogenizuje
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kruzi, kako bi se osiguralo da 99,9 % cestica prode najmanje dva puta kroz

homogenizator.

(b)

Slika 2.7. Lab-scale piston gap homogenizatori: (a) Micron LAB 40 ((APV Deutschland GmbH,
Unna, Nemacka) i (b) EmulsiFlex C-3 (Avestin, Mannheim, Nemacka)

2.1.2.2. Industrijski postupak dobijanja lipidnih nanocestica

U industriji, za dobijanje lipidinih nanocCestica koriste se homogenizatori srednjeg i
veceg kapaciteta, kao Sto su Micron LAB 60 (APV Deutschland GmbH, Unna,
Nemacka), APV Gaulin 5.5 (APV Deutschland GmbH, Unna, Nemacka) i Avestin C50
(Avestin Inc., Ottawa, Kanada). Na modifikovanom LAB 60 homogenizatoru (APV
Deutschland GmbH, Unna, Nemacka) (slika 2.8.a) mogu se pripremiti disperzije
lipidnih nanocestica u koli¢ini od 2 - 10 kg (2 - 10 I). LAB 60 je opremljen kontejnerom
zapremine 10 I, u koji se stavlja proizvod koji se homogenizuje i kontejnerom iste
zapremine u koji se sakuplja homogenizovani proizvod. Za razliku od LAB 40, kod
LAB 60, disperzija prolazi kroz dva homogenizatorska ventila, prvi glavni ventil u
kome se stvara pritisak od 500 bara 1 drugi ventil u kome je pritisak od 50 bara, $to
stvara povratni pritisak koji redisperguje kapi koje su koalescirale. Postupak pripreme
lipidnih nanocestica svodi se na dodavanje rastopa lipida i lekovite supstance u posudu
u kojoj se nalazi vodeni rastvor surfaktanta zagrejan na odgovarajucu temperaturu, pri
¢emu dolazi do obrazovanja grube pre-emulzije. Pre-emulzija prolazi kroz LAB 60

homogenizator i homogenizovani proizvod se sakuplja u sabirni sud. Sabirni sud
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(kontejner) (i u diskontinuiranom postupku, kontejner u koji se stavlja uzorak koji se
homogenizuje) i cevi koje povezuju ove sudove, zagrevaju se pomocéu vodenog
kupatila. Po zavrsetku jednog ciklusa homogenizacije, homogenizovani proizvod se
ponovo vraca u kontejner i postupak se ponavlja (Jenning i sar., 2002). Pripremu
disperzija na homogenizatoru LAB 60, generalno je moguce izvesti kontinuiranim ili
diskontinuiranim postupkom. Pri kontinuiranom postupku, proizvod koji se
homogenizuje se vraca direktno pod uticajem sile gravitacije, preko sistema dvostrukih
cevi u sabirni sud. Nasuprot tome, pri diskontinuiranom postupku homogenizovani
proizvod se sakuplja u odvojeni kontejner. Po zavrsetku prvog ciklusa homogenizacije,
homogenizovani proizvod se vraca u kontejner za homogenizaciju i postupak se

nastavlja dok se ne izvede potreban broj ciklusa homogenizacije.

(b)

Slika 2.8. Homogenizatori srednjeg i velikog kapaciteta: (a) Micron LAB 60 (APV Deutschland
GmbH, Unna, Nemacka); (b) APV Gaulin 5.5 (APV Deutschland GmbH, Unna, Nemacka)
(preuzeto iz Shegokar i sar., 2011)

Za pripremu disperzije lipidnih nanocestica u koli¢ini od 2 kg, prednost se daje
kontinuiranom postupku homogenizacije u odnosu na diskontinuirani, zbog velike
zapremine mrtvih uglova, koja iznosi 0,5 kg. Nasuprot tome, lipidne nanocestice u
koli¢ini od 10 kg 1 vise, mogu se dobiti samo diskontinuiranim postupkom (Jenning 1
sar., 2002). Za koli¢ine do 50 kg, potrebno je povezati dva homogenizatora u seriji. Prvi
homogenizator, treba da obezbedi snabdevanje drugog homogenizatora disperzijom u
dovoljnoj meri. U te svrhe, obi¢no se koristi APV Gaulin 5.5 (APV Gaulin, D - Libek,
Nemacka) (slika 2.8.b) kao prvi homogenizator, a LAB 60 kao drugi homogenizator.
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APV Gaulin 5.5 ima tri Klipa i dva ventila u kojima se izvodi homogenizacija. Kapacitet
ovog homogenizatora je 160 I/h (oko 160 kg/h) (Shegokar i sar., 2011). Kontejner u koji
se stavlja uzorak, sadrzi odgovaraju¢u mesSalicu za pripremu pre-emulzije direktno u
tom sudu 1 jos$ jednu mesalicu kojom se mesa disperzija tokom hladenja i rekristalizacije
nanoemulzije. Posto su dva homogenizatora postavljena jedan iza drugog,
homogenizacija u APV Gaulin 5.5 homogenizatoru se izvodi kontinuirano. Na taj nacin,
se smanjuje vreme potrebno za pripremu disperzije, a time i izlozenost uzorka visokoj
temperaturi. Ovaj tip homogenizatora omogucava i dobijanje disperzije lipidnih
nanocestica u struji gasa, npr. azota (Dingler i Gohla, 2002). Pored APV Gaulin 5.5, za
pripremu velikih koli¢ina disperzija lipidnih nanocestica moze se koristiti i
homogenizator Avestin C50 (Avestin Inc, Ottava, Kanada). Ovaj homogenizator takode
radi na principu piston-gap tehnologije, ali se razlikuje od APV homogenizatora po
dizajnu komore za homogenizaciju. Kapacitet homogenizatora Avestin C50 je od 15 -
50 I/h. Homogenizacija u ovom homogenizatoru se moze izvoditi kontinuirano i
diskontinuirano. Obzirom da Avestin C50 ima manji kapacitet u odnosu na APV Gaulin
5.5, uglavnom se koristi za manje serije ili za formulacije koje sadrze supstance jakog

delovanja (Shegokar i sar., 2011).

2.1.3. Inkorporiranje aktivne supstance u lipidne nanocestice i
oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih nanocestica

Inkorporiranje aktivne supstance u lipidne nanocestice i oslobadanje iz Cestica, su vazni
aspekti koje treba razmotriti pri razvoju formulacije, obzirom da oni u velikoj meri
odreduju efikasnost ovih sistema. Optimizacija inkorporiranja aktivne supstance u
lipidne nanocCestice obi¢no se procenjuje preko parametara efikasnost inkapsulacije
(engl. encapsulation efficiency, EE) i kapacitet opterecenja (engl. loading capacity, LC).
EE se definiSe kao odnos koli¢ine aktivne supstance inkorporirane u Cestice
/adsorbovane na Cesticu i ukupne koli¢ine supstance. LC se definiSe kao odnos koli¢ine
aktivne supstance inkorporirane u Cesticu/adsorbovane na povrsinu Cestice i ukupne

koli¢ine aktivne supstance. EE i LC se mogu izracunati preko jednacina 2.2. 1 2.3:
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W, —W,

EE=——-=x100 i &
m jednacina 2.2.
W, -W.
LC=—"2_—=_x100 i &
W, W, +W, jednacina 2.3.

gde W,, predstavlja koli¢inu supstance u formulaciji, Ws je koli¢ina supstance u
supernatantu (nakon odvajanja lipidne faze od vodene faze), a Wy koli¢ina lipida u
formulaciji (Souto i Mdiller, 2009).

EE moze zapravo donekle indirektno da ukaZe na efikasnost same metode, koja se
koristi za inkorporiranje supstance u nosac¢. EE i1 LC zavise od fizickohemijskih osobina
supstance (npr. lipofilnost, veli¢ina molekula), sadrzaja supstance, tipa i koncentracije
upotrebljenog surfaktanta, vrste lipida koji ulazi u sastav matriksa nanocestica,
distribucije aktivne supstance unutar lipidnog matriksa, kao i od samog postupka za
pripremu formulacija lipidnih nanocestica (Judefeind i de Villiers, 2009; Tzachev i
Svilenov, 2013).

Prilikom i1zbora odgovaraju¢e metode za inkorporiranje supstance u lipidne nanocestice,
naroCitu paznju treba posvetiti karakterizaciji stepena kristalizacije lipida i prisustvu
polimorfnih oblika, zbog toga §to su ovi parametri u velikoj meri povezani sa na¢inom
inkorporiranja supstance u nosac.

U cilju postizanja ve¢e EE uobiCajeno se aktivna supstanca rastvara ili disperguje u
otopljenoj lipidnoj fazi pre pripreme disperzija lipidnih nanocestica (Lucks 1 Miiller,
1996). Medutim, rastvorljivost lekovite supstance ne mora uvek biti u direktnoj
korelaciji sa LC i EE. Rezultati velikog broja studija ukazuju da i pored dobre
rastvorljivosti, aktivna supstanca nije uvek lokalizovana unutar lipidnog matriksa
Cestica, Nego se moze u znatnoj meri preraspodeliti u vodenu fazu, ili pak u sloj
surfaktanta na povrsini Cestica (Bunjes i sar., 1996; Chen i sar., 2001; Hsu i sar., 2003;
Hu i sar., 2004; Jenning i Gohla, 2001; Lim i Kim, 2002; Mdller i sar., 1995; Patravale i
Ambarkhane, 2003; Santos Maia i sar., 2002; Schwarz i Mehnert, 1997; Sznitowska i
sar., 2001; Venkateswarlu i Manjunath, 2004; Wang i sar., 2002; Westesen i sar., 1997;
Yang i sar., 1999a; Yang i sar., 1999b; Yang i Zhu, 2002; zur Muhlen i sar., 1998). Na
osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da EE i LC nisu uvek u direktnoj vezi sa
rastvorljivosc¢u supstance u lipidu, nego i sa rastvorljivoséu u vodenoj fazi (Mdller i sar.

2000a; zur Miihlen 1 Mehnert, 1998). Zbog toga, neki autori predlazu da se
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komparativno sa odredivanjem rastvorljivosti aktivne supstance u lipidnom matriksu
Cestica odreduje i particioni koeficijent (Li i sar., 2006; Shah i Agraval, 2013).

U cilju odredivanja EE i LC, neophodno je odrediti koncentraciju aktivne supstance u
disperzionom medijumu. U retkim slucajevima, aktivna supstanca koja je isklju¢ena iz
lipidnog matriksa se moze detektovati svetlosnim mikroskopom ili ¢ak organolepticki
(Bunjes i sar., 1996; Jenning i Gohla, 2001; Westesen i sar., 1997; zur Muihlen i
Mehnert 1998; zur Mhlen i sar., 1998). Odredivanje koncentracija aktivne supstance
koja nije vezana za lipidni matriks postaje slozeno ukoliko (i) je koncentracija aktivne
supstance veoma niska, (ii) sama aktivna supstanca formira koloidne strukture u
disperzionom medijumu (pr. nanocestice, te¢ne kristale) i (iii) aktivna supstanca uopste
ne kristaliSe. Pored toga, neki autori ukazuju na ¢injenicu da dodatne koloidne strukture
koje formira surfaktant u disperzionom medijumu, mogu uticati na preraspodelu
supstance iz lipidne u vodenu fazu. Natrijum-laurilsulfat je poznati stabilizator lipidnih
nanocestica. U vodenoj disperziji lipidnih nanocCestica, ovaj surfaktant moze biti
prisutan u tri razliCita oblika: (i) vezan za povrSinu Cestica, (ii) u obliku micela u
disperzionom medijumu ili (iii) kao monomer u vodenoj fazi (Siekmann i Westesen,
1998). Sve prethodno pomenute koloidne strukture mogu solubilizovati aktivnu
supstancu, 1 na taj na¢in mogu predstavljati alternativno mesto za njenu lokalizaciju
(Méder i Mehnert, 2005), §to moze da ucini postupak odredivanja koncentracije aktivne

supstance, koja nije vezana za lipidni matriks, slozenijim.

2.1.3.1. Teorijski modeli kojima se opisuje inkorporiranja aktivne
supstance u lipidne nanocestice

U literaturi se mogu nadi tri razli¢ita modela, kojima se opisuje inkorporiranje aktivne
supstance u ¢vrste lipidne nanocestice: (i) model homogenog matriksa ili model ¢vrstog
rastvora (tip 1 SLN); (ii) model rezervoar-membrana sa ,,membranom obogacenom
lekom” (tip Il SLN) i (iii) model rezervoar-membrana sa ,,rezervoarom obogacéenim
lekom” (tip 1 SLN) (slika 2.9.) (Mehnert i sar., 1997; Mdller i sar., 2000a; Muller i
sar., 2000b; Souto i Miuller, 2009). Cvrsta suspenzija moze biti Cetvrti model
inkorporiranja aktivne supstance u ¢vrst lipidni matriks nanocestica, ako supstanca nije

molekularno dispergovana u lipidu.
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Inkorporiranje aktivne supstance u nanostrukturirane lipidne nosace u literaturi opisuje
se slede¢im modelima: (i) ,,imperfektan” kristalni model (tip I NLC); (ii) amorfni model
(tip I NLC) i (iii) multipli model (tip 111 NLC) (slika 2.10.) (Muller i sar., 2002a; Souto
i Mdller, 2009).

sloj surfaktanta/stabilizatora membrana obogacena lekom rezervoar obogacen lekom

lipidni.rezervoar lipidna membrana

tip I SLN tip I SLN tip 111 SLN

homogeni matriks model model rezervoar-membrana sa model rezervoar-membrana sa
»membranom oboga¢enom »Iezervoarom obogacenim
lekom” lekom”

lekovita suspstanca se rastvara

ili disperguje unutar lipidnog u toku hladenja lipid precipitira ~ u toku hladenja lekovita

matriksa pre lekovite supstance supstanca precipitira pre lipida
lek se nalazi u membrani lek se nalazi u rezervoaru
trenutno oslobadanje produzeno oslobadanje

Slika 2.9. Teorijski modeli inkorporiranja lekovite supstance u ¢vrste lipidne nanocestice (preuzeto
i prilagodeno iz Souto i Miiller, 2009)

L J
o
® a0 ..
sloj surfaktanta/stabilizatora lekovita supstanca uljane nanopregradice

tip | NLC tip 11 NLC tip 111 NLC

Slika 2.10. Teorijski modeli inkorporiranja lekovite supstance u nanostrukturirane lipidne nosace
(preuzeto i prilagodeno iz Souto i Miiller, 2009)
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Naravno, pored ovih modela inkorporiranja aktivne supstance, u praksi se veoma ¢esto
sre¢u i njihove kombinacije. Razli¢iti modeli kojima se opisuje struktura ¢vrstih lipidnih
nanoCestica ukazuju da je inkorporiranje supstance u lipidne nanocestice veoma
kompleksan zadatak, ali istovremeno otvara moguénost obrazovanja razli¢itih modela
kojima se adekvatno moze podesiti profil oslobadanja aktivne supstance (Miiller i sar.,

2000a).

2.1.3.2. Teorijski modeli kojima se opisuje oslobadanje aktivne
supstance iz lipidnih nanocestica

Oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih nanocestica, je proces tokom koga se
molekuli supstance oslobadaju iz ¢vrste faze 1 postaju dostupni za apsorpciju i
farmakolosko delovanje. In vitro oslobadanje supstance iz lipidnih nanocestica moze
pruziti informacije o strukturi nosaca, interakcijama izmedu aktivne supstance i nosaca,
a moze se Koristiti za predvidanje, ponaSanja nosaca u in vivo uslovima (Chorny i sar.,
2002; Washington, 1990). Oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih nanocestica moze
da obuhvati tri razli¢ita mehanizma: (i) difuzija sa povrsine Cestice; (ii) difuzija iz
matriksa i (iii) erozija sa povrsine Cestice (slika 2.11.) (Souto i Mdiller, 2009).

U vecini slucajeva, oslobadanje supstance predstavlja kombinaciju dva ili tri
mehanizma oslobadanja. U slucaju oslobadanja sa povrSine cestice, adsorbovana
supstanca se oslobada odmah kada dode u kontakt sa medijumom za oslobadanje. Ovaj
mehanizam oslobadanja karakteristi¢an je za tzv. model rezervoar-membrana (kojim se
opisuje inkorporiranje aktivne supstance u ¢vrste lipidne nanocestice i opisuje se kao
trenutno oslobadanje. Oslobadanja supstance u ovom slucaju moze se usporiti
unakrsnim vezivanjem hidrofilnih polimera ili polisaharida za povrSinu lipidnih
nanocestica (Souto 1 Miiller, 2009).

Kada se supstanca oslobada difuzijom iz matriksa, profil oslobadanja odgovara
kontrolisanom oslobadanju. Ovaj tip oslobadanja karakteristican je za tzv. matriks
model ¢vrstih lipidnih nanoCestica. Ovaj tip oslobadanja se moze posti¢i i sa
nanostrukturiranim lipidnim nosac¢ima, medutim, brzina oslobadanja je neSto veca u
poredenju sa ¢vrstim lipidnim nanocesticama sli¢nog sastava (Souto i Miiller, 2009).

Najcesce koris¢ena jednadina kojom se opisuje oslobadanje difuzijom iz matriksa je
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empirijska jednacina koja se moze koristiti za dobijanje parametara difuzije (Peppas,

1983):

M. I -t jednacina 2.4.

gde My/Moo predstavlja frakciju oslobodene supstance u vremenu t, k je konstantna
kojom se opisuje interakcija izmedu supstance i lipida, a n je empirijski parametar koji
karakteriSe mehanizam oslobadanja supstance. Na osnovu vrednosti difuzionog
eksponenta n, moze se zakljuéiti da li profil oslobadanja leka prati Fick-ov zakon
difuzije (n=0,5) iline (0,5<n<1).

oslobadanje difuzijom sa oslobadanje difuzijom kroz oslobadanje erozijom Cestice
povrsine Cestice matriks Cestice

Slika 2.11. Mehanizmi oslobadanja lekovite supstance iz lipidnih nanodestica (preuzeto i
prilagodeno iz Souto i Miiller, 2009)

Najvazniji faktori koji mogu odrediti oslobadanje supstance iz lipidnih nanocestica su
morfologija i veli¢ina nosaca (Souto i sar., 2004), vrsta surfaktanta i lipida (Heurtault i
sar., 2003), nacin distribucije leka u lipidnom matriksu nanocestica, koncentracija
supstance, rastvorljivost supstance u lipidnoj i1 vodenoj fazi pri razlic¢itim
temperaturama. Brzina oslobadanja supstance iz manjih Cestica je veca od brzine

oslobadanja iz vecih Cestica, zbog manje duzine difuzionog puta koji treba da prede
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supstanca i vece povrsine kontakta izmedu cestica i medijuma za oslobadanje. U
prethodnim studijama je pokazano da ukoliko je koncentracija surfaktanta u vodenoj
fazi niza, manja koncentracija supstance ¢e se distribuirati u vodenu fazu. Pored toga,
dodavanje surfaktanata u lipidni matriks Cestica moze da smanji koncentracija
surfaktanta u vodenoj fazi i na taj nain uspori oslobadanje (Wang i sar., 2005). U
prethodnoj studiji pokazano je da razlika u EE aktivne supstance i brzini oslobadanja
poticu od razlika u lipofilnosti matriksa. Oslobadanje aktivne supstance etopozida iz
lipidnih nanocestica koje su sastavljene od gliceril tripalmitata bilo je sporije od
oslobadanja iz lipidnih nanocestica koje se sastoje od gliceril monostearata, zbog toga
Sto je gliceril tripalmitat lipofilniji od gliceril monostearata (Reddy i Murthy, 2005).
Kod model rezervoar-membrane sa ,,lek oboga¢enom membranom” u kome supstanca
nije u potpunosti inkorporirana u lipidni matriks do¢i ¢e do trenutnog oslobadanja. Kod
model rezervoar-membrane sa ,lek obogacenim rezervoarom” oslobadanje lekovite
supstance u pocetku moze biti sporo, a nakon toga malo brze i konstantno
(nepromenjeno) (zur Mihlen i Mehnert, 1998). Ukoliko je koncentracija supstance u
disperziji lipidnih nanocestica blizu koncentracije zasi¢enja, brzina oslobadanja ¢e biti
veca. Ostali faktori koji mogu uticati na brzinu oslobadanja supstance iz lipidnih
nanoCestica su dizajn testa kojim se prati oslobadanje, pH vrednost 1 temperatura
medijuma u kome se prati oslobadanje. Venkateswarlu 1 Manjunath (2004) su pokazali
da postoji inverzan odnos izmedu koli¢ine oslobodenog klozapina iz lipidnih
nanocestica i raspodele lekovite supstance izmedu lipidnog matriksa sastavljenog od
gliceril trimiristata, tripalmitata i tristearata i vodene faze. Do sli¢nog zakljucka su dosli
Vivek 1 sar. (2007) kada su pratili oslobadanje olanzapina iz ¢&vrstih lipidnih

nanocestica.
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2.1.4. Potencijal lipidnih nanocestica za primenu na Kkozi
lekovitih supstanci i kozmeti¢ki aktivnih materija

Zbog niza pozitivnih osobina, koje imaju nakon primene na kozi, tokom proteklih deset
godina intenzivno se ispituje mogucnost primene lipidnih nanocestica u proizvodima za
leCenje, zastitu i negu koze odnosno, farmaceutskim preparatima i kozmetickim
proizvodima (Mdller i sar., 2007).

Adhezivnost je glavna osobina veoma finih Cestica, to zna¢i i nanocCestica razli¢itih
vrsta. Sli¢no liposomima, lipidne nanocestice formiraju adhezivne filmove na kozi.
Ranije se pretpostavljalo da lipidne nanocestice formiraju filmove gusto pakovanih
sfera, dok rezultati kasnijih studija ukazuju da pod pritiskom, pri aplikaciji, sfere
formiraju koherentan film (slika 2.12.) (Mdller i Dingler, 1998; Wissing i sar., 2001,
Wissing i Miiller, 2002).

lipidne mikro¢estice (1pum) gusto pakovan
okluzivni | evaporacija vode sloj lipidnih
Uy N S T
efekat i i Ilailoc?btn,a
2
200 nm v

koza

pogled odozgo

% W OW W W W M W W W)
Yotatstatatatatetste
LRQROQQOQQQY
FW W W W W W W W W W
Yatetatatatatatatel
Stetetatetatetetetate

velike pore fine pore nalik
kapilarima

Slika 2.12. Zavisnost okluzivnog efekta od veli¢ine Cestica (preuzeto i prilagodeno iz Miiller i
Dingler, 1998)

U poredenju sa mikroCesticama, nanocestice stvaraju¢i koherentniji film na povrsini

koze 1 posledi¢no ostaju u duzem vremenskom periodu u kontaktu sa kozom u
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poredenju sa Cesticama vecCih dimenzija. Mali prostor izmedu Ccestica (kapilari)
ogranicava transepidermalni gubitak vode, tj. ima okluzivna svojstva, koja dovode do
povecanja hidratacije koze (Souto i Miiller, 2007a).

Aktuelan pristup u razvoju nosaca lekovitih supstanci tipa lipidnih nanocestica, bazira
se i na upotrebi pozitivno naelektrisanih supstanci (pr. cetilpiridinijumhlorid) koje
obezbeduju jace vezivanje Cestica za negativno naelektrisanu sluzokozu (Mdller i sar.,
2009).

Mehanizam kojim se poboljSava perkutana penetracija lekovitih supstanci iz lipidnih
nanocestica, jo§ uvek je predmet velikog broja in vitro i in vivo studija. Smatra se da
okluzivne osobine lipidnih nanocestica i posledicno povecanje u hidrataciji koze u
kombinaciji sa lipidnim karakterom obezbeduju duzi kontakt Cestica sa koZom, S$to
moze da olakSa razmenu supstanci iz Cestica sa lipidima koze. Na taj nacin se u izvesnoj
meri, moze uticati na poveéanje penetracije aktivnih supstanci u/kroz kozu (Lombardi
Borgia i sar., 2005; Santos Maia i sar., 2002). Sli¢no liposomima i polimernim
nanocesticama, disperzije lipidnih nanocestica se mogu dodavati u polucvrste preparate
za primenu na kozi (hidrofilni kremovi, hidrofilni gelovi) koji ve¢ sadrze aktivnu
supstancu u svom sastavu (Souto i Muller, 2007a; Souto i sar., 2004). Prednost ovog
pristupa, je kombinovanje pozitivnih osobina lipidnih nanocestica sa dobro poznatim
karakteristikama konvencionalnih formulacija za primenu na koZzu u isti gotov
farmaceutski preparat. Nakon inkorporiranja lipidnih nanocestica u polucvrste preparate
za primenu na kozi, aktivna supstanca ostaje inkorporirana unutar lipidnog matriksa
nanocCestica tokom perioda ¢uvanja preparata. Nakon primene na kozi, usled povecanja
temperature i gubitka vode iz preparata, supstanca se iskljucuje iz lipidnog matriksa
Cestica usled transformacije lipida iz uredene u neuredenu modifikaciju. Nakon
isklju¢ivanja supstance iz lipidnog matriksa u okolni ,,medijum” (hidrofilni krem,
hidrofilni gel) koji je ve¢ zasiCen supstancom stvara se presi¢en sistem. Kao rezultat
toga povecava se termodinamicka aktivnost supstance, i difuzioni pritisak supstance na
kozu, §to moze unaprediti penetraciju supstanci u/kroz kozu. Za razliku od drugih
metoda za povecanje perkutane penetracije aktivne supstance, u ovom slucaju ne dolazi
do interferencije sa ultrastrukturom stratum corneum-a (Muller i sar., 2002a). Ovakva
razmatranja povecavaju znacaj procene potencijala lipidnih nanocestica, kao nosaca za

popravljanje penetracije aktivnih supstanci u/kroz kozu.
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Schafer-Korting i sar. (2007) su se u svojim istrazivanjima intenzivno bavili isporukom
glukokortikoida u/kroz kozu uz primenu tehnologije ¢vrstih lipidnih nanocestica. Autori
su pokazali da je primenom lipidnih nanocestica moguée povecati penetraciju
prednikarbata u kozu, ali takode 1 ostvariti ciljne efekte u odredenim slojevima koze
(Lombardi Borgia i sar., 2005; Santos Maia i sar., 2000; Sivaramakrishnan i sar., 2004).
Sliéno polimernim nanocesticama, lipidne nanocestice imaj ¢vrst lipidni matriks koji
moze da zastiti nestabilne lekovite 1 kozmeticki aktivne supstance od degradacije.
Klasi¢an primer koji se ¢esto navodi u literaturi je retinol, za koga je pokazano da se
njegova hemijska stabilnost popravlja nakon inkorporiranja u nanostrukturirane lipidne
nosace u poredenju sa liposomima (Jenning i Gohla, 2001). Prema navodima Kristl i
sar., (2003) hemijska stabilnost antioksidansa, askorbilpalmitata, u velikoj meri je
popravljena nakon inkorporiranja u lipidne nanolestice u poredenju sa
mikroemulzijama.

U zavisnosti od sastava lipidnog matriksa nanocestica, oslobadanje supstance iz Cestica
se moze menjati, tj. moze biti veoma brzo (kada je potrebno posti¢i povecanu
penetraciju leka kroz kozu) ili veoma sporo (kada je potrebno smanjiti sistemsku
apsorpciju ili ukoliko lekovita supstanca u visokim koncentracijama u kojima se koristi
dovodi do iritacije koze) (Souto i sar., 2007).

U novijim studijama se isti¢e da se matriks nanocestica moze pripremiti sa lipidima ¢ija
struktura podseca na strukturu lipida koze, ¢ime se smanjuje moguénost da dode do
iritacije koze nakon primene lipidnih nanocestica na kozu (Muller i sar., 2011; Pardeike
i sar., 2009). Pretpostavljeno je, da se razvojem formulacija lipidnih nanocestica u Ciji
sastav ulaze ceramidi, moZe pomoc¢i u obnavljanju 1 ojacavanju zastitnog lipidnog filma
koze, i tako doprineti normalizaciji uslova na povrsini i u dubljim slojevima koze
(Mdaller i sar., 2005).
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2.2. Metode za karakterizaciju lipidnih nanocestica

2.2.1. Metode za odredivanje veliine Cestica i distribucije
Cestica po veliini

2.2.1.1. Foton korelaciona spektroskopija

Odredivanje veli¢ine lipidnih nanocestica moze se izvoditi mikroskopskim tehnikama,
kojima se dobijaju informacije o veliCini i1 broju Cestica u odredenoj zapremini uzorka.
Nedostatak ove metode je §to je za dobijanje informacija o veli¢ini Cestica 1 preciznu
statisticku analizu potrebno imati najmanje 10.000 razli¢itih mikrografija (ne Cestica !)
(ISO 14488:2000). lIzostavljanje samo jedne Cestice dijametra 10 um, moze imati isti
efekat, kao izostavljanje hiljadu Cestica dijametra 1 um. Stoga se danas za dobijanje
informacija o veli¢ini Cestica i distribuciji Cestica po veli€ini koriste sofisticirane
tehnike, kojima se preciznije moze odrediti dijametar Cestica i distribucije Cestica po
veli¢ini. Ove tehnike uglavnom se baziraju na razli¢itim interakcijama svetlosnog zraka
sa Cesticama koloidnih dimenzija. Kao rezultat tih interakcija moze doé¢i do odbijanja,
prelamanja, difrakcije svetlosnog zraka i sli¢no.

Foton korelaciona spektroskopija (engl. Photon Correlation Spectroscopy, PCS) takode
poznata kao dinamicko rasipanje svetlosti (engl. Dynamic Light Scattering syn. Quasi-
Elastic Light Scattering) je tehnika kojom se odreduje veli¢ina Cestica i distribucija
Cestica po veli¢ini u koloidnim sistemima (Zetasizer Nano Series User Manual, 2007).
Odredivanje veli¢ine ¢estica tehnikom PCS uglavnom se izvodi merenjem intenziteta
rasute svetlosti pod uglom od 90° i 173°, zapravo ovom tehnikom se mere vremenski
zavisne fluktuacije u intenzitetu rasute svetlosti u veoma kratkim uzastopnim
vremenskim intervalima koji iznose nekoliko ns ili ps. Promena u intenzitetu fluktuacije
rasute svetlosti u funkciji vremena, naziva se korelaciona funkcija. Korelator stalno
dodaje 1 umnozava fluktuacije u izmerenom intenzitetu rasute svetlosti i generiSe
(auto)korelacionu funkciju za dati uzorak. Autokorelaciona funkcija se potom fituje u

teorijsku korelacionu funkciju g (1) preko jednacine:

g(z) = e 2D7K? jednagina 2.5.
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gde je D difuziona konstanta, K apsolutna vrednost vektora rasute funkcije i t je lag
time (Zetasizer Nano Series User Manual, 2007).

Na autokorelacionu funkciju se primenjuje algoritam, na osnovu c¢ega se odreduje
veliina Cestica 1 raspodela Cestica po veliCini. VeliCina Cestica koja se dobija ovom
tehnikom poznata je kao hidrodinamicka veli¢ina (precnik, dijametar), Z-ave, z-ave, Z-
average size, Z-average mean, cumulant mean. Jednacina kojom se prevode vremenski
zavisne fluktuacije u intenzitetu rasute svetlosti tj. translatorni difuzioni koeficijent (D)

u hidrodinamicki dijametar ¢estica (Dy) je Stokes-Einstein-ova jednacina:

_ kT
3mnDy

jednacina 2.6.

gde je k Boltzmann’-ova konstanta, T apsolutna temperatura pri kojoj se izvode merenja
i m viskozitet medijuma u kome su Cestice suspendovane (Zetasizer Nano Series User
Manual, 2007).

Stokes-Einstein-ova jednacina povezuje stepen difuzije Cestica sa veliCinom Cestica
ukoliko su poznati viskozitet medijuma u kome su Cestice suspendovane, Boltzmann’-
ova konstanta i apsolutna temperatura pri kojoj se izvode merenja. Uobicajeno se
koriste dve metode za analizu veli¢ine Cestica i distribucije Cestica po veli¢ini:
kumulantna analiza i1 distribuciona analiza. Kumulantna analiza je definisana u
medunarodnom standardu o dinamic¢kom rasipanju svetlosti (ISO 13321:1996). Sva
merenja u doktorskoj disertaciji, izvedena su u skladu sa ovim standardom. Za
odredivanje veliCine Cestica kumulantnom analizom potrebno je znati indeks refrakcije
disperzanta i viskozitet disperzionog medijuma.

Prema definiciji, z-average je srednji dijametar Cestica koji se izvodi iz kumulantne
analize, na osnovu izmerenog intenziteta fluktuacije svetlosti, koja se dobija iz masene
raspodele cestica. Polidisperzni indeks (PI) je prema definiciji bezdimenziona velicina,
kojom se meri distribucija ¢estica po veli¢ini iz kumulantne analize. Pl zapravo opisuje
matematicko odstupanje stvarne autokorelacione funkcije od teorijske (fitovane)
korelacione funkcije g(t). Odstupanje autokorelacione funkcije od fitovane korelacione
funkcije se smanjuje sa suzavanjem raspodele Cestica po velicini, tj. sa smanjenjem PIL.
PI mozZe biti u intervalu od 0 - 0,5, dok vrednosti vec¢e od 0,5 ukazuju da je distribucija

Cestica po veli¢ini toliko polidisperzna da uzorak nije pogodan za merenje PCS (tabela
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http://www.iso.org/iso/home/store/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=21707

2.1). Kada je distribucija Cestica po veli¢ini idealno monodisperzna, obe funkcije
(autokorelaciona i teorijska korelaciona) su jednake (teorijski PI=0) (Mdiller i Bohm,
1998).

Tabela 2.1. Tumacenje rezultata distribucije estica po veli¢ini dobijenih nakon merenja uzoraka
na PCS (Midller i B6hm, 1998)

Pl Tumadenije rezultata

idealno monodisperzna distribucija ¢estica po velicini

0,001 - 0,05 monodisperzna distribucija ¢estica po velicini
0,10 - 0,20 relativno uska distribucija ¢estica po veli¢ini
0,25 - 0,50 Siroka distribucija ¢estica po veli¢ini

> 0,50 veoma Siroka distribucija ¢estica po veli€ini sa nepoznatim oblikom

U skladu sa ISO 13321:1996 standardom, rezultat koji se dobija PCS treba da bude
nezavisan od koncentracije uzorka. S tim u vezi, veoma je vazno da se za svaki uzorak
odrediti koncentracioni opseg unutar koga se izvode merenja. Ukoliko je koncentracija
uzorka suviSe niska, rasipanje svetlosti od strane ¢estica moze biti nedovoljno i merenje
se ne moze izvesti. Medutim, ovakva situacija se veoma retko srece u praksi kada se
merenja izvode na instrumentima iz serije Zetasizer Nano S/Nano ZS. Sa druge strane,
ukoliko je koncentracija uzorka previsoka, rezultat ne moZe biti nezavisan od
koncentracije uzorka. Stoga, tokom razvoja metode, odredivanje optimalne
koncentracije uzorka treba da ukljuci nekoliko uzastopnih merenja, uz komplementarnu
primenu drugih sofisticiranih tehnika za odredivanje veli¢ine i raspodele Cestica po
veli¢ini. Pored z-ave i Pl, kao najvaznijih parametara koji se dobijaju pri analizi uzoraka
PCS, dodatne informacije se mogu dobiti i na osnovu izgleda korelograma (slika 2.13.)
(MRK656-01, 2014).
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Slika 2.13. Izgled korelograma i tumacenje dobijenih rezultata (preuzeto i prilagodeno iz MRKG656-
01, 2014)

2.2.1.2. Laserska difrakcija

Zbog svoje jednostavnosti i preciznosti, laserska difrakcija (engl. Laser Diffraction, LD)
se danas smatra nezaobilaznom tehnikom za odredivanje veli¢ine Cestica i raspodele
Cestica po veli€ini, u sistemima koji sadrZe Cestice reda veli¢ina od nekoliko stotina nm
do nekoliko mm. Razlozi za Siroku primenu LD danas su brojni, i u okviru ove
doktorske disertacije bi¢e nabrojane samo najznacajnije karakteristike ove tehnike.
Postupak merenja na savremenom laserskom difraktometru je brz, potpuno
automatizovan, reproduktivan i moze biti standardizovan za odredeni sistem. Posto ova
tehnika moze da pruzi veoma brzo informacije o veliini Cestica, ona nalazi Siroku
primenu u fazi razvoja formulacije. U poredenju sa ostalim tehnikama za odredivanje
veli¢ine Cestica, LD omoguéava analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenskom
intervalu. Osim toga, kalibracija instrumenta se moze lako izvesti pomocu standardnih
referentnih materijala. Postupak izvodenja merenja na LD definisan je i verifikovan u
standardu 1SO 13320-1:1999, koji je objavljen krajem 1999. godine. 1ISO 13320-1:1999
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standard je prvi formalni medunarodni standard koji daje osnovu za uskladivanje
veli¢ine Cestica koja se odreduje tehnikom rasipanja laserskog svetla pod malim uglom
(engl. low angle laser light scattering). Ovaj dokument se smatra veoma vaznim, zbog
toga Sto je u praksi dostupno viSe razlicitih vodi¢a za merenje veli¢ine Cestica medu
kojima postoje fundamentalne razlike (Jones, 2003). Medutim, i pored svih prethodno
navedenih prednosti koje ima, LD se ne moze smatrati rutinskom tehnikom. U cilju
dobijanja pouzdanih informacija o veli¢ini Cestica u ispitivanim sistemima, od klju¢nog
je znacaja da se shvati princip LD.

Tokom merenja veli¢ine ¢estica LD tehnikom snop laserske svetlosti osvetljava Cestice,
koje su dispergovane u gasovitom u te¢nom disperzionom medijumu (voda, alkohol i
sl.). LD zapravo meri ugaone varijacije u intenzitetu rasute svetlosti pri prolasku snopa
svetlosnog zraka kroz uzorak koji sadrzi dispergovane Cestice (Zimmermann, 1997).
Cestice rasipaju svetlost pod razli¢itim uglovima i kao rezultat toga obrazuju se
difraktogrami ,,svetlosnih prstenova” razli¢itog radijusa. Svetlost koju Cestice rasipaju
sabira se uz pomo¢ Fourier-vog so¢iva, a podaci o intenzitetu rasute svetlosti se $alju do
detektora i koriste za radunanje veli¢ine &estica. Sablon po kome se odvija difrakcija
svetlosti, zavisi od odnosa radijusa Cestica (D) 1 talasne duZine upadnog svetlosnog
zraka (). Radijus Cestica i uglovi difrakcije su obrnuto proporcionalni jedan drugom
(Muller i Schuhmann, 1996). Dakle, velike Cestice rasipaju svetlost pod malim
uglovima vecéeg intenziteta, dok male Cestice rasipaju svetlost pri ve¢im uglovima niZeg

intenziteta (slika 2.14.) (MRK1872-04).

upadni svetlosni zrak

. rasipanje svetlosti pod malim uglom

upadni svetlosni zrak & rasipanje svetlosti pod velikim uglom

Slika 2.14. Rasipanje svetlosti u prisustvu Cestica veéeg (gore) i manjeg dijametra (dole) (preuzeto i
prilagodeno iz MRK1872-04)
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U zavisnosti od odnosa D/y mogu se razlikovati Fraunhofer-ovo, Mie-ovo i Rayleigh-
ovo rasipanje svetlosti. Cestica ¢iji je dijametar mnogo veéi od talasne duzine upadne
svetlosti, pokazuju Fraunhofer-ovo rasipanje svetlosti. Cestice sa dijametrom mnogo
manjim (tj. 10x manjim) od talasne duzine upadne svetlosti pokazuju tzv. Rayleigh-ovo
rasipanje. Sve cestice c¢ija je veli¢ina izmedu ove dve vrednosti pokazuju Mie-ovo
rasipanje svetlosti (Mie, 1908; Stratton, 2007; van de Hulst, 1981).

U praksi talasna duzina izvora svetlosti kojom se osvetljavaju cestice je u rasponu od
633 - 800 nm, odnosno 633 nm za Mastersizer 2000 (Malvern, UK). Prema tome,

Cestice C¢iji je dijametar veéi od 3,8 um se analiziraju uz primenu Fraunhofer-ove
teorije, dok Cestice Ciji je dijametar manji od 3,8 um se analiziraju primenom Mie-ove
teorije (Keck i Miiller, 2008). Pojednostavljen oblik Mie-ove teorije moze se prikazati

slede¢om jednacinom:

1(6) = E {k’D*[J1]* 6" + [Ki6]" + [Ko0]® + [Ko0]° + k*D° (m-1)0%/8n}  jednacina 2.7.

Y

Fraunhofer-ov ¢lan Rayliegh-ov ¢lan

gde je | intenzitet rasute svetlosti, E je fluks ulazne svetlosti po jedinici povrsine, k i K
su konstante, D je pre¢nik Cestica, J1 je Bessel-ova funkcija prvog reda, 6 je ugao
rasipanja (koji se meri na detektoru), a m je opticki parametar (Keck i1 Miiller, 2008).
Opticki parameter m se sastoji iz dva €lana, realni ¢lan (n) 1 imaginarni ¢lan (ni). Oba
indeksa prelamanja zavise od talasne duzine svetlosti i temperature i moraju se uzeti u
razmatranje pri odredivanju veli¢ine submikronskih cestica. Podaci o optickim
osobinama sredine u kojoj su Cestice dispergovane mogu se pronaci u literaturi. Pored
toga, ve¢ina modernih optickih instrumenata ima ugradene baze podataka, sa optickim
osobinama disperznog sredstva. Ukoliko informacije o opti¢kim osobinama Cestica nisu
dostupne, moguce ih je odrediti eksperimentalnim putem ili proceniti koriste¢i tzv.
iterativni pristup. lterativni pristup se zasniva na stepenu poklapanja/podudaranja
modelovanih podataka i stvarnih podataka dobijenih nakon merenja za dati uzorak
(MRK1806-01, 2012).

U izvestajima koji se dobijaju nakon merenja na laserskom difraktometru izmedu
ostalog se nalaze informacije o volumenskom dijametru cestica d(v)0,10, d(v)0,50,

d(v)0,90, d(v)0,95 1 d(v)0,99. Volumenski dijametri Cestica ukazuju da procenat Cestica
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u odredenoj zapremini uzorka, koje imaju manji dijametar od date vrednosti, npr.
volumenski dijametar d(v)0,50 znacéi da 50 % zapremine uzorka sadrzi Cestice Cija
veli¢ina je manja od d(v)0,50 vrednosti, a 50 % zapremine uzorka ¢ine Cestice vece od

ove vrednosti (Rawle, 2003).

2.2.2. Mikroskopske metode

2.2.2.1. Svetlosna i polarizaciona mikroskopija

Najvaznija prednost mikroskopskih metoda u odnosu na prethodno navedene tehnike za
analizu veli¢ine Cestica je da se veli¢ina Cestica meri sama po sebi, a ne neka osobina
koja zavisi od veli¢ine Cestica. Stoga se svetlosna mikroskopija koristi kao standardna
komplementarna metoda drugim metodama za odredivanje veli¢ine Cestica. Nedostatak
ove metode, kao $to je prethodno navedeno, je $to je za dobijanje informacija o veli¢ini
Cestica i preciznu statisticku analizu potrebno imati najmanje 10.000 mikrografija (1SO
14488:2000; Jillavenkatesa i sar., 2001). Polarizaciona mikroskopija zajedno sa
svetlosnom mikroskopijom se moze koristiti za utvrdivanje prisustva/odsustva kristala

aktivne supstance (Murphy, 2001).

2.2.2.2. Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Skenirajuca elektronska mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM) je
vazna metoda za analizu Cestice ¢iji dijametar je u intervalu od 0,1 - 1000 um (donji
limit SEM mozZe biti i nizi u zavisnosti od vrste instrumenta koji se koristi). SEM je
korisnija za dobijanje informacija o0 obliku i povrSinskim karakteristikama lipidnih
nanocestica, nego za merenja veli¢ine Cestica 1 raspodele Cestica po veli€ini. Nedostatak
ove tehnike, je dugo vreme potrebno za pripremu uzorka, visoka cena instrumenta i
odredeno iskustvo koje je potrebno posedovati u pripremi uzoraka (Jillavenkatesa i sar.,
2001; Klang i sar., 2013).
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2.2.3. Metode za karakterizaciju strukture lipidnih nanoéestica

2.2.3.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC)
pripada grupi tehnika kojima se mere promene entalpije usled promena u fizickim i
hemijskim karakteristikama uzorka, a kao posledica razli¢itih faznih prelaza u
ispitivanim sistemima. Merenja se izvode u funkciji temperature ili vremena. Preciznije
DSC meri razliku u protoku toplote izmedu ispitivanog uzorka i inertnog referentnog
materijala u funkciji temperature ili vremena. Razlike u prenosu toplote nastaju kada
uzorak apsorbuje ili oslobada toplotu usled termalnih promena, kao $to su topljenje,
kristalizacija, hemijske reakcije, polimorfni prelazi, isparavanja i sliéno. U toku
merenja, temperature ispitivanog uzorka i referentnog standardnog materijala se
povecavaju konstantnom brzinom (Bunjes i Unruh, 2007).

Pri konstantnom pritisku prenos toplote ekvivalentan je promeni entalpije, $to se opisuje

slede¢om jednacinom:

d dH . .-
(_q = jednacina 2.8.
dt dt

Razlika u prenosu toplote izmedu ispitivanog uzorka i referentnog standardnog
materijala mogu se izra¢unati preko sledece jednacine:
) referentnog standardnog materijala Jednacina 2.9.

dH dH
A E = (E) uzorka — (

dH
dt
Razlika u prenosu toplote moze biti pozitivna ili negativna (Kumar i Randhawa, 2013).

Fazne promene koje se odvijaju u disperzijama lipidnih nanoCestica zahtevaju utroSak
razli¢ite koli€ine energije. 1z tog razloga, kod ove metodologije mora se voditi ratuna o
osetljivosti mernog instrumenta, kao i o tome da limit detekcije bude dovoljno nizak.
Takode, treba imati na umu da brzina promene temperature tokom merenja uti¢e na
rezoluciju pika i osetljivost instrumenta, jer ona odreduje protok energije kroz uzorak. U
zavisnosti od vrste instrumenta koji se Koristi, brzina promene temperature moze da
varira od 0,001 - 10 °C/min (Bunjes i Unruh, 2007). Sporo poveéanje temperature se

koristi kada je potrebno dobiti dobru rezoluciju pika i kada je uzorku potrebno vise
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vremena da dostigne stanje ravnoteze. Veca brzina promene temperature, se koristi kod
uzoraka kod kojih se razmena toplote odvija u relativno kratkom vremenskom intervalu.
Veoma je vazno da se za kalibraciju instrumenta i merenje Koristi ista brzina promene
temperature. Kalibracija temperaturne skale, kao i skale kojom se meri entalpija izvodi
se referentnim materijalima visokog stepena Cisto¢e (Hohne i sar., 2003) i sa dobro
definisanim faznim prelazima (Gmelin i Sarge, 2000). Kalibracija instrumenta se obi¢no
izvodi indijumom (Tt = 156 °C), koji se smatra pogodnim i za kalibraciju temperature i
za kalibraciju entalpije.

Generalno posmatrano u formulaciji lipidnih nanocestica, kada se transformise bulk
lipid u nanocesti¢nu formu, dolazi do depresije u temperaturi topljenja. Ovaj fenomen je
opisan Gibbs-Thomson-ovom jednacinom, koja je sama po sebi izvedena iz Kelvin-ove
jednacine (Hunter, 1987):

T 2y V.
In(x) = == jednacina 2.10.
T, rAH

gde T predstavlja temperature topljenja Cestice 1 uvek je manja od temperature topljenja
lipida u bulk stanju, To, Vs je molarni volumen supstance, r je radijus Cestice, AH je
molarna entalpija topljenja i y je medupovrsinska energija na medufazi ¢vrsto/te¢no.

Za karakterizaciju kristalnih formi supstanci, koristi se parameter AH koji se moze
dobiti kao povrSina ispod DSC krive. Na osnovu rezultata DSC studije, moze se
izraCunati indeks rekristalizacije, koji predstavlja koristan parameter za poredenje
kristaliniteta Cestica. Indeks rekristalizacije (engl. recrystallization index, RI) definise se
kao procenat lipidnog matriksa koji rekristaliSe tokom ¢uvanja lipidnih nanocestica. Na
osnovu literaturnih podataka, indeks rekristalizacije lipidnih nanocestica se moze

izraCunati uz koris¢enje sledece jednacine (Freitas 1 Miiller, 1999):

Hyodene disperzije lipidnih nanoéestica (SLN ili NL
p je lip ( &) x 100

AHpyik materijala X KONCENLYactjypiane faze

A
RI (%) = jednacina 2.11.

gde AH vodene disperzije lipidnih nanoestica (SLN ili NLC), AH bulk materijala Predstavljaju entalpije
topljenja (J/g) vodene disperzije lipidnih nanocestica i lipida u bulk stanju, redom.
Koncentracija lipidne faze se izrazava u procentima i predstavlja procenat ¢vrstog lipida

u ukupnoj disperziji (tj. 10 % (m/m) disperzije ¢vrstih lipidnih nanocestica je 10/100
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delova = 0,1, a 10 % disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosaca koja sadrzi 8 %
¢vrstog lipida 1 2 % ulja je 0,08). U slucaju da se racuna RI temperiranog bulk

materijala, koncentracija je jednaka 1.

2.2.3.2. Difrakcija X zraka pod Sirokim uglom

Difrakcija X zraka pod Sirokim uglom (engl. Wide Angle X-ray Diffraction, WAXD) je
pored diferencijalne skenirajuce kalorimetrije Siroko koriS¢ena tehnika za pracenje
statusa lipida/lipidnog matriksa ¢estica. Ovom tehnikom je moguce dobiti informacije o
rastojanjima kratkog i dugog dometa unutar kristalne reSetke lipida (Miiller i sar.,
2000b). Tokom ove tehnike, snop monohromatskog rendgenskog X zraka usmerava se
ka kristalu, rasuti X zraci iz pravilno uredenih atoma interferiraju jedan sa drugim, i pri
tome daju izrazene difrakcione signale u odredenom pravcu. Pravci u kojima dolazi do
difrakcije snopa monohromatskih X zraka u direktnoj su vezi sa oblikom i dimenzijama
jedini¢ne Celije kristalne resetke. Intenzitet difrakcije X zraka zavisi od rasporeda atoma
unutar jedini¢ne Celije kristalne reSetke. Talasna duzinu X-zraka A, upadni ugao 0 i

meduatomsko rastojanje d su povezani preko Bragg-ove jednacine:

4
" sin26

jednacina 2.12.

Difrakcijom X zraka pod Sirokim uglom moguce je napraviti razliku izmedu amorfnih i
kristalnih materijala. Kristalni materijali na difraktogramu pokazuju karakteristi¢ne
pikove, specificne za svaki kristalni tip supstance, dok amorfni materijali ne pokazuju
karakteristi¢ne pikove, ve¢ tzv. oreol tip difraktograma sa manje ili viSe pravilnim
baznim linijama. Za razliku od DSC tehnike, difrakcijom X zraka pod $irokim uglom se
moze detektovati polimorfni oblik materijala u disperziji na sobnoj temperaturi, tj. ne
postoji opasnost da ¢e do¢i do eventualnog uticaja temperature na promene polimorfnih
oblika u materijalu/supstanci. Svaka supstanca rasipa snop zraka po odredenom
difrakcionom Sablonu i na taj nacin daje otisak prsta za svaki kristal atoma ili molekula.
Ako je potrebno izvrSiti identifikaciju nepoznatog uzorka, onda ¢e se njegovi
difrakcioni Sabloni uporediti sa difrakcionim Sablonima poznate supstance ili njhovim d

vrednostima, koje se racunaju iz difraktograma (Bunjes i Unruh, 2007).
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2.2.4. Metode za ispitivanje povrSinskih karakteristika
lipidnih nanocestica

2.2.4.1. Zeta potencijal

Koloidne cestice obi¢no poseduju povrSinsko naelektrisanje koje poti¢e od jonizujuéih
grupa (tj. disocijacije hidroksilnih ili karboksilnih grupa na povrsini) ili adsorpcije jona
iz disperzionog medijuma (tj. fizicke adsorpcije polielektrolita ili surfaktanata koji
jonizuju). Povrsinsko naelektrisanje i domet elektriénog polja oko nanocestica imaju
vaznu ulogu u odbijanju Cestica i njihovoj stabilnosti (Bunjes, 2005).

Cestice sa negativno naelektrisanom povrsinom i slojem pozitivno nalelektrisanih jona
koje su privuceni na povrsinu Cestica zajedno formiraju Stern-ov sloj. Oko Stern-ovog
sloja nalazi se difuzni sloj, koji sadrzi pozitivne i negativne jone koji su slabije vezani
za povrsinu Cestica, tj. mobilniji od jona u Stern-ovom sloju (Pakovi¢, 2006; Vuleta i
sar., 2012). Stern-ov i difuzni sloj zajedno ¢ine dvostruki elektri¢ni sloj. Granica unutar
dvostrukog elektricnog sloja, koja odvaja jone pri¢vrS¢ene za povrSinu Cestica od
ostatka jona u difuznom sloju naziva se ravan smicanja (engl. slipping plane) (slika
2.15.) (Zetasizer Nano Series User Manual, 2007).

Dvostruki elektriéni sloj
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Slika 2.15. Shematski prikaz zeta

potencijala (preuzeto i prilagodeno
iz Zetasizer Nano Series User
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Zeta potencijal se definiSe kao potencijal meren u mV na ravni smicanja i ima vrednosti
u intervalu od -100 do +100 mV. Zeta potencijal u velikoj meri uti¢e na interakciju
izmedu koloidnih Cestica, pa je samim tim u vezi sa stabilnosti koloidnih sistema. Stoga
se u literaturi navodi da se na osnovu izmerenih vrednosti zeta potencijala moze
predvideti stabilnost koloidnih sistema u duzem vremenskom periodu. U principu,
Cestica sa vrednostima zeta potencijala iznad +30 mV ili ispod -30 mV smatraju se
stabilnim (Mdller, 1996; Riddick, 1968). Medutim, ovo pravilo ne moze biti strogo
primenjivo za sisteme koji sadrze sterne stabilizatore, zbog toga $to adsorpcija sternih
stabilizatora na povrsini ¢estice vodi smanjenju zeta potencijala zbog pomeranja ravni

smicanja Cestica (Slika 2.16.) (Pardeike i Mdiller, 2010).
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Slika 2.16. Shematski prikaz lokalizacije ravni smicanja u sistemima sa (a) elektrostatickom i (b)
sternom stabilizacijom (preuzeto i prilagodeno iz Pardeike i Miiller, 2010)

Do promena u stabilnosti koloidnih sistema u kojima je dominantan mehanizam

stabilizacije elektrostatika stabilizacija, moze do¢i sa promenom pH vrednosti sistema,
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jonske jacine ili sa dodatkom surfaktanata. Poznato je da jonski surfaktanti obezbeduju
elektricni potencijal na povrSini Cestica, koji stvara visok zeta potencijal. Medutim, sa
druge strane visoke koncentracije ovih surfaktanata smanjuju zeta potencijal zbog
smanjenja debljine difuznog sloja. Stoga, neki autori predlazu, da je za optimalnu
stabilizaciju cestica najbolje koristiti surfaktante ili kombinaciju surfaktanata koji
obezbeduju elektrostati¢ku i sternu stabilizaciju (Han i sar., 2008).

Opste poznato je da uzorci koji se koriste za merenje zeta potencijala treba da budu
bistri. Ukoliko je koncentracija uzorka previsoka, laserski zrak ¢e biti atenuisan od
Cestice, te ¢e se na taj nacin smanjiti intenzitet rasute svetlosti koja se detektuje na
detektoru. Sa druge strane, ukoliko je potrebno razblaziti uzorak veoma je vazno ta¢no
odrediti razblazenje ispitivanog uzorka. Najvazniji parametar Koji treba razmotriti
tokom razblaZivanja uzoraka je vrsta medijuma koji se koristi za razblazivanje. U
literaturi se veoma Cesto mogu naci samo vrednosti zeta potencijala za ispitivani uzorak,
bez dodatnih informacija o vrsti i prirodi medijuma u kome su merenja izvedena.
Ovakvi rezultati se ne mogu smatrati pouzdanim, zbog toga Sto zeta potencijal zavisi od
sastava disperzionog medijuma isto koliko i od prirode same cCestice. Cilj pripreme
uzorka je stoga da se tokom procesa razblazivanja ofuva postojeéi sastav na povrsini
Cestica. Sastav disperzionog medijuma moze se nekada odrediti samo na osnovu
podataka koji postoje u literaturi, medutim, za mnoge koloidne disperzije, tacan sastav
disperznog sredstva nije poznat. Ovaj uslovno reéeno problem, moze se prevazici
filtriranjem/centrifugiranjem disperznog sredstva iz originalnog uzorka, i potom koristiti
kao medijum za razblaZivanje ispitivanog uzorka. Na taj nalin se osigurava da
povrsinske karakteristike Cestice I Sastav disperzionog medijuma ostaju nepromenjeni.
Medutim, ovakav postupak pripreme medijuma nekada moze dugo trajati i moze biti
teSko ostvariv u laboratorijama prosecne opremljenosti. U takvim situacijama, treba
koristiti neki drugi medijum za razblazivanje uzorka, koji ¢e u §to ve¢oj meri odgovarati
sastavu originalnog medijuma. Dakle, sastav medijuma u kome se meri zeta potencijal
treba da odgovara originalnom medijumu u pogledu (i) pH vrednosti, (ii) ukupnog
jonskog sastava 1 (iii) vrste i koli¢ine pomoc¢nih materija (surfaktanata, polimernih
stabilizatora i sl.) (Zetasizer Nano Series User Manual, 2007).

Za merenje zeta potencijala mala koli¢ina uzorka se ubrizgava u ¢eliju koja sadrzi dve

elektrode koje se koriste da stvore indukovano elektricno polje. Kada se primeni
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elektri¢no polje na Cestice, one pocinju da se kreéu ka anodi ili ka katodi u zavisnosti od
toga da li je povrSina Cestice naelektrisana pozitivno ili negativno. Brzina kretanja
Cestice tj. mobilnost Cestica se konvertuje u zeta potencijal u mV, primenom Helmholtz-
Smoluchowski jednacine uz prethodno unoSenje podataka vezanih za viskozitet
disperznog sredstva. Nakon merenja zeta potencijala dobijaju se dva izvestaja: (i)
rezime zeta potencijala gde se nalaze rezultati i parametri iz odvojenih merenja i (ii)
izvestaj o kvalitetu koji je rezultat ekspertskog misljenja i1 daje informacije o tome da li
podaci zadovoljavaju kriterijum kvaliteta ili ne (Zetasizer Nano Series User Manual,
2007).

2.2.5. Metode za in vitro ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz
polucvrstih preparata za primenu na kozi

Testovi oslobadanja su jedna od nekoliko standardnih metoda koje se koriste za
karakterizaciju polu¢vrstih farmaceutskih oblika (masti, kremovi i gelovi) i dobijanje
vaznih informacija pri razvoju formulacija ovih preparata. Detaljan opis aparature,
postupaka i opreme za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja aktivne supstance iz
polucvrstih preparata za kozu retko Se mogao naci u literaturi.

Prema preporukama FIP/AAPS za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja aktivne
supstance iz polucvrstih preparata za spoljasnju primenu preporucuje se Franz-ova
difuziona celija (slika 2.17.). U radovima koji obraduju problematiku kinetike
oslobadanja aktivne supstance iz polu€vrstih farmaceutskih oblika za kozu,
eksperimenti su radeni na Franz-ovoj ¢eliji, a rede upotrebom Enhancer celije, dok se
prema nekim literaturnim podacima in vitro test brzine oslobadanja moze izvoditi i na
aparaturi sa proto¢nom c¢elijom (USP aparatura 4), pri ¢emu je celija specijalno
razvijena za dermofarmaceutske preparate. U 36. izdanju Americ¢ke farmakopeje (USP
36 - NF31) uvedeno je poglavlje <1724> (Semisolid Drug Products-Performance Tests)
koje se odnosi na ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz polucvrstih preparata za
primenu na koZzi primenom vertikalnih difuzionih ¢elija (Hanson i Heaney, 2013;
Siewert i sar., 2003).

Na slici 2.17., shematski je prikazana Franz-ova difuziona celija. Celija se sastoji iz
donorskog (A) i akceptorskog dela (B), izmedu kojih se stavlja membrana (C) i prsten O

(D) koji se koristi za pozicioniranje membrane. Temperatura od 32 °C (za polucvrste
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preparate za primenu na kozu) odrzava se proticanjem vode kroz spoljasnje vodeno
kupatilo (E). Akceptorski deo, odredene zapremine, puni se akceptorskim medijumom,
koji treba da obezbedi ,,difuzione sink uslove” (Hanson i Heaney, 2013; Siewert i sar.,
2003). Akceptorski medijum mora da bude kompatibilan sa formulacijom i sa
membranom. Najvazniji faktor pri izboru akceptorskog medijuma je rastvorljivost
lekovite supstance u medijumu. Akceptorski medijum se uobicajeno sastoji od
preciS¢ene vode. U cilju povecanja rastvorljivosti lekovite supstance u akceptorski
medijum se mogu dodati alkohol i/ili surfaktanti. pH vrednost medijuma je od velikog
znacaja i njegov izbor treba vrsiti prema pH ispitivanog preparata, pH vrednosti od koje
zavisi rastvorljivost aktivne supstance i pH membrane koja se koristi za pracenje
ispitivanja brzine oslobadanja lekovite supstance (Flynn i sar. 1999).

Kinetika oslobadanja aktivne supstance iz test formulacija analizira se primenom
razli¢itih modela za pracenje oslobadanja (pr. Higuchi model, kinetika nultog reda,
kinetika prvog reda) (tabela 2.2.). Na osnovu pomenutih modela moze se proceniti tip
Kinetike oslobadanja, odnosno profil oslobadanja, izracunati vrednost difuzionog
koeficijenta, i na taj nacin odrediti set kriti€nih parametara od kojih najviSe zavisi

oslobadanje (Flynn 1 sar., 1999).

donorska komora stakleni disk

ravna povrsina na koju se
nanosi uzorak

membrana

receptorska komora nastavak za uzorkovanje

sa medijumom

vodeno kupatilo koje
odrzava temperaturu
na 32°C

spiralna mesalica i
magnet za meSanje

Slika 2.17. Shematski prikaz stati¢ne vertikalne difuzione éelije (model A) prema USP 36 (poglavlje
<1724>) (preuzeto i prilagodeno iz Hanson i Heaney, 2013)
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Tabela 2.2. Matemati¢ki modeli koji se potencijalno mogu koristiti za karakterizaciju Kinetike
oslobadanja lekovite supstance iz poluévrstih preparata za primenu na koZi (Souto i Muller, 2007b)

Model Regresiona jednadina
Kinetika nultog reda Qi-Qo+ Kt
Kinetika prvog reda log Q,=log Q.+ K; - /2,303
Higuchi-jev model Q= Qo+ Kyt
Korsmeyer-Peppas Qi=Kgp - 1"
Hixson-Crowell Q" QP =Kyt

Qt- koli¢ina oslobodenog leka u vremenu t. Qo - inicijalna koli¢ina leka. K - konstanta brzine oslobadanja
matematickog modela. n - eksponent oslobadanja.

Za in vitro procenu brzine oslobadanja lekovite supstance iz dermofarmaceutskih
preparata, najviSe se koristi parametar brzina oslobadanja ili u ne$to manjem obimu
fluks. Brzina oslobadanja se odreduje na osnovu nagiba krive koja pokazuje zavisnost
koli¢ine lekovite supstance koja se oslobodi po jedinici povrsine (ug/cm?) u funkciji
kvadratnog korena vremena, u toku koga je praceno oslobadanje aktivne supstance.
Fluks (kumulativna koli¢ina oslobodene aktivne supstance u jedinici vremena) se
odreduje kao nagib linearnog dela krive, koja daje zavisnost kumulativne koli¢ine
oslobodenog leka po jedinici povrSine od vremena, u toku koga je pra¢eno oslobadanje.
Za analizu uzoraka treba koristiti odgovaraju¢i validiran specifi¢an i osetljiv analiticki
postupak. Sadrzaj aktivne supstance moze se odredivati visokoefikasnom te¢nom
hromatografijom (HPLC) ili drugom analitickom metodom (Pordevi¢, 2001; Vuleta i
sar., 2012; US FDA Guidance for Industry, 1997).

Oslobadanje aktivne supstance iz lipidnih nanocestica je kompleksan proces i zavisi od
brojnih faktora kao $§to su npr. adsorpcije supstance na povrsinu Cestica, difuzije kroz
matriks Cestice, degradacije matriksa, erozije Cestica i kombinacije svih ovih procesa
(Souto i Miiller, 2009).

43



2.3. Surfaktanti i1 njihova uloga u formulaciji lipidnih
nanodestica

2.3.1. Osnovna razmatranja prilikom izbora surfaktanta/
stabilizatora lipidnih nanocestica

Izbor stabilizatora lipidnih nanocestica veoma je komplikovan, i posle vise od dve
decenije rada brojnih istrazivackih grupa u ovoj oblasti, tako da danas joS uvek ne
postoji razvijen sistematski empirijski ili teorijski pristup. Mala veli¢ina, odnosno velika
specificna povrSina Cestica, vode ka razli¢itim vidovima nestabilnosti Gestica. Osim
toga, za stabilizaciju razli¢itih lipida koriste se razliiti stabilizatori, i nije realno
oc¢ekivati da postoji jedan stabilizator koji ¢e odgovarati svakom tipu lipidnog matriksa i
svakom postupku izrade. Stoga se danas, izbor odgovarajuéeg surfaktanta i njegove
koncentracije uglavnom svodi na pripremu velikog broja formulacija i merenje veliine
Cestica uz primenu odgovarajucih tehnika. Ovakav pristup, u velikoj meri podsec¢a na
princip pokuSaja i greSke i sam po Sebi izuskuje dosta vremena, novca |
eksperimentalnog rada. Kao jedan od razloga ovakvom pristupu, neki autori navode da
jos uvek ne postoji dovoljan uvid u interakciju stabilizatora i Cestica na nivou
nanometarskih veli¢ina. U literaturi se, takode, navodi da se problem Kkrije u
nedovoljnom poznavanju i razumevanju odgovaraju¢ih metoda koje se koriste u
karakterizaciji dobijenih sistema. Da bi se objasnila uloga surfaktanata u obrazovanju
lipidnih nanocestica, neophodno je razumeti proces formiranja lipidnih nanocestica na
fundamentalnom nivou. Cilj ovog poglavlja jeste da se pokuSa detaljnije objasniti uloga
surfaktanata u pripremi lipidnih nanocestica, postupkom homogenizacije pod visokim
pritiskom, s obzirom da ¢e se ovaj postupak dobijanja lipidnih nanocestica koristiti u
daljem radu.

Obrazovanje lipidnih nanocestica, postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom
obuhvata (i) dispergovanje lipida u vru¢em vodenom rastvoru surfaktanta, (ii)
smanjenje kapi veéeg dijametra do kapi manjeg dijametra i obrazovanje pre-emulzije
(i) homogenizacija pre-emulzije i obrazovanje nanoemulzije i (iv) kristalizacija lipidne
faze i formiranje lipidnih nanocestica (Joseph i Bunjes, 2013).

U toku formiranja emulzije, otopljeni ¢vrst lipid usitnjava se do cestica/kapi koje se

disperguju u vodenom rastvoru surfaktanta. Posto je medupovrSinski napon izmedu dve
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teCnosti koje se ne mesSaju, uvek veci od nula, dispergovanje unutras$nje te¢ne faze
malog dijametra u spoljasnjoj fazi, praceno je velikim povecanjem u slobodnoj
medupovrsinskoj energiji. Usled malog dijametra kapi unutrasnje faze i velike
medupovrsinske energije na granici faza, dobijena emulzija predstavlja termodinamicki
veoma nestabilan sistem. Uloga surfaktanta u ovom stupnju obrazovanja lipidnih
nanocestica jeste da stabilizuje ovaj u osnovi nestabilan sistem u kratkom vremenskom
periodu, $to se izmedu ostalog postize adsorpcijom surfaktanta na medufazu i
obrazovanjem medupovrSinskog filma/barijere koji(a), sprecava agregaciju kapi.
Obrazovani film surfaktanta (i) smanjuje medupovrsinski napon izmedu lipidne i
vodene faze i1 posledi¢no smanjuje termodinamicku nestabilnost sistema i (ii) smanjuje
brzinu koalescencije dispergovanih lipidnih Cestica/kapi, formirajuéi sternu i/ili
elektrostati¢ku barijeru oko kapi. Smanjenjem medupovr§inskog napona, smanjuje se
koli¢ina mehanic¢kog rada koja je potrebna da se slomi unutrasnja faza u dispergovane
Cestice, dok se sternom i elektrostatickom barijerom inhibira kontakt izmedu Cestica
(Rosen i Kunjappu, 2012). Slede¢i korak u formiranju lipidnih nanodestica, je
homogenizacija pre-emulzije i formiranje nanoemulzije. Smanjenje veliine Cestica
tokom homogenizacije, povezano je sa daljim ogromnim povecanjem u povrSini.
Funkcija surfaktanata u ovoj fazi, je da prekrije novostvorene povrSine Cestica 1 spreci
njihovu agregaciju. U ovoj fazi agregati mogu da se formiraju zbog nedovoljne
pokrivenosti novostvorenih povrSina Cestica stabilizatorom ili usled nedovoljnog
stabiliziraju¢eg efekta (npr. suviSe niskog zeta potencijala ili suviSe tankog sloja
stabilizatora (« 10 nm), koji obezbeduje sternu stabilizaciju) (Miiller i Jacobs, 2002).
Superohladena otopina, koja predstavlja prvi proizvod formiran nakon tople
homogenizacije pod visokim pritiskom, predstavlja nanoemulziju, koju karakteriSe
sferican oblik lipidnih kapi. Transformacija lipidne otopine u lipidne kristale, ima za
rezultat povecanje povrsSine Cestica usled promena u obliku Cestica. Usled toga, moze se
javiti lokalni nedostatak surfaktanta na povrSini Cestice, Sto povecava nestabilnost

sistema (slika 2.18.) (Mehnert i Mé&der, 2012; Westesen i Siekmann, 1997).
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Slika 2.18. Model kojim se opisuje nestabilnost koloidnih suspenzija koje se sastoje od gliceril
tripalmitata (preuzeto i prilagodeno iz Westesen i Siekmann, 1997)

Da bi se izbegla agregacija Cestica, primarna emulzija mora sadrZati surfaktant u visku,
koji je u stanju da pokrije novostvorene povrsine Cestica. Pored toga, surfaktanti treba
da imaju visok afinitet za povrSinu Cestica i dovoljno veliku brzinu difuzije na
novoobrazovane povrsine cestica. Prekrivanje novoobrazovanih povrsina ostvaruje se
kroz difuziju surfaktanta, koja zahteva odredeno vreme i varira izmedu surfaktanata.
Visoka brzina difuzije surfaktanata znaci, da su oni u stanju da prekriju novostvorene
povrsine u vremenu koje je dovoljno kratko, da se spreci agregacija Cestica 1 geliranje
sistema. U studiji koju su izvele Westesen i Siekmann (1997) opisano je da je brzina
difuzije surfaktanta, izmedu ostalog funkcija molekulske mase, hidratacije surfaktanta,
viskoziteta disperzionog medijuma. U tom kontekstu autori navode da rastvoreni
micela-formirajuéi surfaktanti i polimerni surfaktanti mogu da difunduju na povrsinu
Cestica u kra¢em vremenskom periodu, nego surfaktanti koji formiraju vezikule.

Micele su vrlo dinami¢ne koloidne strukture, i kao takve mogu sluziti kao rezervoar
mobilnih molekula koji su potrebni za trenutno prekrivanje nezasticenih povrsina
cestica, stvorenih tokom procesa rekristalizacije. Nasuprot micelama, stabilizatori koji
obrazuju vezikule (pr. fosfolipidi) formiraju male, pretezno unilamelarne vezikule.

Molekuli surfaktanata koji su vezani za vezikule imaju ogranicenu pokretljivost, te
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stoga nisu u stanju da trenutno prekriju novostvorene medufaze, obrazovane u toku
rekristalizacije. Sa druge strane, u toku rekristalizacije ne postoji spoljasnji input
energije koji bi mogao olaksati raspadanje vezikula koje obrazuju surfaktanti. Zbog
niske pokretljivosti molekula koji su ,,zarobljeni” unutar vezikula na povrsini ¢estica se
javlja nedostatak surfaktanta, i pored toga Sto u sistemu postoji visak surfaktanta, $to

sve skupa vodi ka nestabilnosti sistema (Westesen i Siekmann, 1997).

2.3.2. Adsorpcija surfaktanta na medufazi ¢vrsto/te¢no

Kao §to je ve¢ prethodno pomenuto hidrofilni surfaktanti koji obrazuju micele, imaju
veoma dobru funkcionalnost u stabilizaciji lipidnih nanocestica (Westesen 1 Siekmann,
1997). Medutim, sa povecanjem rastvorljivosti surfaktanta u vodi, moze da dode do
desorpcije surfaktanta sa povrSine Cestica (Rosen i Kunjappu, 2012), do uzajamnog
kontakta i agregacije Cestica. Prema tome, poznavanje sposobnosti surfaktanta da zadrzi
kontakt sa lipidnom fazom nanocestica, isto toliko je vazno koliko i poznavanje brzine
difuzije surfaktanta. Pomenuti parametar, moze pruziti veoma korisne informacije pri
izboru stabilizatora, i na taj nain skratiti dugorofne studije fizi¢ke stabilnosti.
Informacije o sposobnosti surfaktanta da zadrzi kontakt sa lipidnim matriksom
nanocestica, uobicajeno ukljucuje ispitivanje kvasenja, odnosno merenja kontaktnog
ugla (slika 2.19.).

Na slici 2.19. prikazane su tri medufaze: ¢vrsto-te¢na, ¢vrsto-gasovita i te¢no-gasovita,
odnosno postoje tri medupovrsinska napona y°-, v° i y-. Linija kontakta ove tri faze,
naziva se kontaktna linija. Kontaktni ugao se moze odrediti, direktno merenjem ugla
koji se formira izmedu Cvrste faze i tangente na kap ispitivane te¢nosti (Yuan i Lee,
2013). Ravnotezna sila na kontaktnoj liniji, moZe se prikazati sledecom jednacinom
(Miller i Neogi, 2008; Yuan i Lee, 2013):

v +vbcos0 —y°=0 jednagina 2.13.

gde y° predstavlja povrsinsku energiju ¢vrste faze, y°- je povrsinski napon na medufazi

¢vrsto/teéno, y- je povrsinska energija tecne faze i 6 je kontaktni ugao.
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Ova jednacina poznata je kao Young-ova jednacina ili Young-Dupre jednacina, i blize
objasnjava fenomen kvasenja. Jednacina se moze primeniti samo ukoliko nema

adsorpcije na medufazi i ukoliko je medupovrsinski napon daleko od kontaktne tacke.

y$=y"cos 0 + v (Young-
ova jednacina)
VL 0: kontaktni ugao
v%: slobodna energija &vrste
. povrsine
™ y": slobodna energija te¢ne
ys Va “\ povrsine
\ v°": medupovriinska
> ' slobodna energija na
¢vrsta faza granici ¢vrsto/teéno

(]

il
1
[}
1

Slika 2.19. Kontaktni ugao - ugao izmedu tangente na ta¢ki kontakta tefne i Cvrste faze i
horizontalne linije koja predstavlja ¢vrstu povrsinu (fazu) (preuzeto i prilagodeni iz Yuan i Lee,
2013)

Prema Young-ovoj jednacini, ako je medupovrsinski napon izmedu Cvrste i tecne faze
nizak, kontaktni ugao izmedu ove dve faze bice nizak. Zavisno od afiniteta te€ne faze za
¢vrstu fazu, povrSinskog napona tecne 1 ¢vrste faze, dobijaju se razliciti kontaktni uglovi
(slika 2.20). Kada je 6 = 0° (ili veoma blizu 0°) ¢vrsta faza se kompletno kvasi te¢nom,
tj. tecna faza se rasprostire na ¢vrstoj fazi i formira uniforman film. Kada je 0° < 0 <
90°, radi se o delimi¢nom (nekompletnom) kvasenju. Kada je 180° > 6 > 90°, govorimo
o nepotpunom kvaSenju ¢vrste faze te€cnom. Ukoliko te€nost ne zaklapa ugao sa ¢vrstom
povrSinom, tj. 6 = 180°, u potpunosti je odsutno kvasenje ¢vrste faze te¢nom. Ovakva
situacija javlja se u slucaju, kada je Cvrsta faza hidrofobna, a te¢na faza hidrofilna.
Sematski prikaz kompletnog, parcijalnog, slabog kvasenja ili odsustva kvasenja
prikazan je na slici 2.20. za te¢nost koja se rasprostire na ¢vrstoj ravnoj povrSini
(Njobuenwu i sar., 2007). U literaturi se veoma ¢esto sposobnost kvaSenja Cvrste faze
te€nom, povezuje sa (medu)povrsinskom energijom. Kvasenje ¢vrste supstance visoke
povrsinske energije (pr. magnezijum oksid ili ziva) sa vodom opisuje se kao odli¢no,
dok se kvasenje Cvrste supstance niske povrsinske energije (npr. polietilen) sa vodom,
opisuje kao veoma slabo (Tadros, 2005).

Na osnovu literaturnih podataka, moguce je razlikovati dve vrste kontaktnog ugla:
staticki 1 dinamicki. Staticki kontaktni ugao, predstavlja ugao koji kap tecnosti

odredenog volumena zaklapa sa ¢vrstom fazom, dok se dinamicki kontaktni ugao,
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odnosi na situaciju kada su tri faze (gasovita ili te¢no/te¢no/Cvrsta) u pokretu (Yasuda,
2005). U ovom radu merio se staticki kontaktni ugao. Stati¢ki kontaktni ugao, u velikoj
meri je podlozan varijacama pod uticajem razlicitih faktora, medu kojima se u literaturi
najces¢e navode isparljivost tecne faze, vreme potrebno tecnoj fazi da se rasprostre po
¢vrstoj fazi (u slucaju da rasprostiranje nije spontano), protokol koji se primenjuje kada
se teCna faza stavlja na Cvrstu fazu i slicno. S tim u vezi, mogu se javiti razlike u
vrednostima kontaktnih uglova izmedu razli¢itih metoda koje se koriste za merenje

kontaktnog ugla (Yuan i Lee, 2013).

kontaktni ugao:
0 0° 90° 180°
cos 0 1 0 -1

rasprostiranje kompletno delimi¢no YsL = Vsv neznatno odsustvo
kvasenje kvasenje kvasenje kvasenja

(@ ® (©) ()] (e ®
Slika 2.20. Razli¢iti oblici kapi na ravnoj povrsini. Kontaktni ugao izmedu ¢vrste i te¢ne faze (a)

rasprostiranje tecne faze na ¢&vrstoj fazi; (b) kompletno kvaSenje; (c) delimi¢no kvaSenje; (e)
neznatno kvasenje; (f) odsustvo kvasenja (preuzeto i prilagodeno iz Njobuenwu i sar., 2007)

2.3.3. Elektrostaticka i sterna stabilizacija

Elektrostati¢ka i sterna stabilizacija su dva glavna mehanizma za stabilizaciju lipidnih
nanocestica. Pored toga, u literaturi se jo$ opisuje kombinacija ova dva mehanizma
stabilizacije, poznata pod nazivom elektrosterna stabilizacija. Pomenuti mehanizmi
stabilizacije u principu se oslanjaju na povecanje odbojnih sila izmedu Cestica (Bunjes,
2005) i baziraju se na dodatku jonskih i nejonskih stabilizatora u sistem (Agarwal i
Bajpai, 2013).

Stabilnost koloidnih sistema, odnosno sile koje ucestvuju u koagulaciji 1 flokulaciji
Cestica, opisuju se DLVO teorijom (prema nauc¢nicima Derjaguin, Landau, Verwey and

Overbeek (Liang i sar., 2007). Prema ovoj teoriji, moguce je razlikovati dve vrste sila
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koje ucestvuju u stabilizaciji koloidnih Cestica. To su privlacne sile, koje su dugog
dometa tzv. van der Waals-ove sile (Va) sile, koje poti¢u od indukovanih dipol-dipol
interakcija izmedu Cestica i odbojne elektrostaticke sile (Vr), koje poti¢u od interakcije
identi¢no naelektrisanih dvostrukih slojeva koji okruzuju Cestice. Ukupna potencijalna

energija interakcije (V) predstavlja sumu privla¢nih i odbojnih sila (jednacina 2.14)
(Barnes i Gentle, 2011):

Vi=V,+V,; jednacina 2.14.

Ukoliko odbojne sile dominiraju nad privla¢nim, ukupna energija sistema se povecava i
sistem postaje stabilan. Ukoliko privlacne sile dominiraju nad odbojnim, ukupna
energija u sistemu se smanjuje i sistem se destabilizuje. Na slici 2.21. prikazane su

privlacne i odbojne sile u funkciji rastojanja od povrsine sfernih ¢estica (Muller, 1996).

potencijal elektrostatickog dvostrukog sloja
40 T (odbojna sila, V;)

30 +

20 4 ukupna energija interakcije (V)

rastojanje izmedu cestica (nm)

energija interakcije (kT)

sekundarni minimum

van der Waals-ov potencijal
f (priviaéna sila, V)

primarni minimum

Slika 2.21. Elektrostati¢ko odbijanje (V,), van der Waals-ovo privlacenje (V,) i rezultujuéa ukupna

energija (Vy) u funkciji rastojanja izmedu ¢&estica prema DLVO teoriji (preuzeto i prilagodeno iz
Maller, 1996)
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Kada se cestice nalaze na dovoljno velikom rastojanju, one ne stupaju u medusobnu
interakciju. Kada se Cestice priblize jedna drugoj, razvijaju se odbojne sile izmedu njih,
i intenzitet ovih sila se povetava sa smanjenjem rastojanje izmedu cestica, usled
preklapanja elektrostatickih dvostrukih slojeva koji poti¢u od Cestice. DLVO teorijom
se u principu objasnjavaju sile interakcija dugog dometa u koloidnim sistemima, dok se
ovom teorijom ne mogu objasniti sile interakcija kratkog dometa. Pri veoma malim
rastojanjima izmedu Cestica (nekoliko nanometara), oblik 1 hemijska struktura Cestica u
vecoj meri odreduju interakciju medu Cesticama (Kamiya, 2007). U principu, sile koje
se ne objasnjavaju DLVO teorijom, kao Sto su sile solvatacije ili hidratacije, hidrofobne
sile, sterne interakcije medu Cesticama, mogu biti mnogo jace od pomenutih sila, koje se
objaSnjavaju DLVO teorijom, kada su Cestice veoma blizu jedna drugoj (Dagastine 1
Stevens, 2005; Kamiya, 2007; Liang i sar., 2007).

Pri velikom ili srednjem rastojanju izmedu identi¢no naelektrisanih Cestica, vladaju sile
elektrostati¢kog odbijanja, zbog toga §to se intenzitet van der Wals-ovih sila privla¢enja
smanjuje sa povecanjem rastojanja izmedu cCestica. Kada se cCestice priblize jedna
drugoj, pocinju da dominiraju odbojne sile. Intenzitet odbojnih sila se povecava sa
smanjenjem rastojanja izmedu Cestica, usled preklapanja elektrostatickih dvostrukih
slojeva. Kada se Cestice priblize jedna drugoj, na rastojanju koje se oznacava kao Hp,
kriva energije interakcije pokazuje maksimum (Vp). Ukoliko je ovaj maksimum
dovoljno veliki, ne¢e do¢i do aglomeracije Cestica, odnosno sistem ¢e biti stabilan u
duzem vremenskom periodu. Medutim, ukoliko Cestice savladaju ovaj maksimum, u
sistemu ¢e pocCeti da vladaju van der Waals-ove sile privlacenja tako da Cestice stupaju u
interakciju jedna sa drugom i obrazuju se agregati. Prema tome, za maksimalnu
stabilnost koloidnih sistema elektrostaticke sile odbijanja treba da budu §to je moguce
vece, tj. naelektrisanje na povrsini Cestica treba da bude Sto je moguée vece (Miller,
1996).

Elektrostaticke odbojne sile razvijaju se samo u vodenim, a ne i u nevodenim
sistemima, zbog niske dielektri¢éne konstante medijuma (Rogueda, 2005; Tadros, 2005).
Pored elektrostatickih odbojnih sila u vodenim sistemima i sterni mehanizmi
stabilizacije obezbeduju fizicku stabilnost u sistemu usled obrazovanja strukturno-
mehanicke barijere molekula oko cestica. Ova barijera spreCava da cestice dodu u

kontakt jedna sa drugom. Stabilizatori koji grade sternu barijeru uobicajeno su iz grupe

51



prirodnih ili sintetskih polimera i oznacavaju se terminom polimerni surfaktanti. Kada
se oni koriste za postizanje sterne stabilizacije nanocestica, razli¢iti uslovi moraju biti
ispunjeni da bi se pripremile stabilne disperzije. Izmedu ostalog, u literaturi se navodi
da disperzioni medijum mora biti dobar ,,rastvara¢” za adsorbovane polimerne lance da
bi u dovoljnoj meri obezbedio njihovo rasprostiranje u bulk rastvor. Prekrivanje
povrsine Cestica mora da bude kompletno i molekuli stabilizatora moraju biti dovoljno
¢vrsto prikaceni za povrSinu Cestica, ali ne previse jako kako ne bi doslo do njihovog

kolapsa zbog prevelike debljine sterne barijere (Attwood i Florence, 2012).

2.3.4. Konvencionalni surfaktanti u formulaciji lipidnih nanocestica

Lipidne nanocestice su sastavljene od biodegradabilnih i fizioloskih lipida, te se stoga
mogu smatrati bezbednim nosacima lekovitih/kozmeticki aktivnih supstanci za primenu
na kozi. Medutim, brojne studije su pokazale da zadovoljavaju¢i bezbednosni profil
lipidnih nanocestica, namece potrebu za koris¢enjem surfaktanata/stabilizatora koji su
bezbedni za kozu. U tom kontekstu vazan cilj ka kome se stremi jeste i da se uz
upotrebu §to nizih koncentracija surfaktanata formuliSu disperzije lipidnih nanocestica
koje ispunjavaju farmaceutsko-tehnoloske i biofarmaceutske zahteve kako bi se moguca
iritacija koze, do koje bi mogli da dovedu upotrebljeni surfaktanti svela na minimum.
Danas se uobi¢ajeno za stabilizaciju lipidnih nanocestica koriste povrSinski aktivne
materije (PAM) jonskog (pr. natrijum holat), nejonskog (pr. polisorbati) i amfoternog
tipa (pr. fosfolipidi) kao 1 razli¢ite vrste polimera (pr. poloksameri, polivinilalkohol)
(Siekmann, 1994; Siekmann i Westesen, 1994a; 1994b). Pregled najéesce koriséenih
nejonskih surfaktanata i polimernih stabilizatora koji se koriste u formulacijama lipidnih
nanocestica za primenu na kozi prikazan je u tabeli 2.3 (Souto i Muller, 2007a).

Tabela 2.3. Primeri najée$¢e koriS¢enih stabilizatora/surfaktanata u formulaciji lipidnih
nanocestica za koZzu (preuzeto iz Souto i Muller, 2007a)

Nejonski surfaktanti Polimerni stabilizatori

Polisorbat 20, Polisorbat 40, Polisorbat Poloxamer® 188, Poloxamer® 182,
60, Polisorbat 80 Poloxamer® 184, Poloxamer® 235,
Poloxamer® 335, Poloxamer® 407

Sorbitanski estri masnih kiselina
Polietoksilovani etri masnih alkohola
Poligliceril-3 metil glukoza distearat Tyloxapol®
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Zbog veli¢ine molekula polimerni stabilizatori ne penetriraju u stratum corneum, te je
stoga rizik od pojave iritacije koze nakon njihove primene sveden na minimum, pa se
mogu smatrati pogodnom zamenom za tradicionalne nejonske PAM. Pored toga, ovi
surfaktanti poseduju razgranate lance kojima mogu ¢vrsto da se zakace na medufazu
¢vrsto/teCno 1 stabilizirajuée lance koji obezbeduju efektivnu sternu stabilizaciju
(Tadros, 2005). Medutim, sa druge strane pokazano je da upotreba polimera kao
stabilizatora lipidnih nanocestica, ponekad zahteva relativno visoke koncentracije za
efikasnu stabilizaciju. Siekmann i Westesen (1994a) su pokazali da 2 % (m/m)
nejonskog  polimera  Tyloxapol®  (4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol  polimer sa
formaldehidom i oksiranom) nije dovoljno da se stabilizuje 10 % (m/m) disperzije
lipidnih nanocestica u ¢iji sastav ulazi gliceril tripalmitat kao lipidni matriks. Sa druge
strane, neki autori navode da su neki polimeri osetljivi na prisustvo elektrolita (Freitas i
Muller, 1999). Visoke koncentracije elektrolita vode dehidrataciji adsorpcionog sloja
poloksamera i smanjenju debljine tog sloja, a time i smanjenju njihovog efekta
stabilizacije (Tadros i Vincent, 1980).

Nejonski surfaktanti su nenaelektrisani, imaju nizak potencijal za iritaciju koze, te se
stoga njima daje prednost u preparatima za kozu. Osim toga, oni predstavljaju
najraznovrsniju grupu PAM-a u pogledu hemijske strukture, osobina i moguénosti
primene (Tadros, 2005). Prema vrsti hidrofilne glave nejonski surfakatanti mogu se
podeliti na polietoksilovane, sa hidrofilnim glavama sastavljenim od polietilenoksida i
polihidroksilne surfaktante koji imaju polihidroksilne glavene grupe. Tradicionalno
koriS¢eni nejonski surfaktanti u stabilizaciji lipidnih nanocestica uglavnom se dobijaju
postupkom etoksilacije masnih kiselina/masnih alkohola. Hemijski polietoksilovani
surfaktanti su polietri. Na sobnoj temperaturi su stabilni, a na niZim temperaturama
postaju polucvrsti (Bergh i sar., 1999; Evetts i sar., 1995). Medutim, pokazano je da
tokom C¢uvanja na sobnoj temperaturi, lako dolazi do oksidacije polietoksilovanih
surfaktanata atmosferskim kiseonikom (autooksidacija) (Bergh i sar., 1997; Bodin i sar.,
2002; Donbrow, 1987; Karlberg i sar., 2003). Mehanizam ove oksidacije je formiranje
hiperoksida kao primarnih oksidacionih proizvoda, potom formaldehida, alkilovanih
aldehida i drugih karbonilnih jedinjenja (Bergh i sar., 1998a; Bergh i sar., 1998b; Bergh
i sar., 1999; Decker i Marchal, 1973). Testovi na zamorcima su pokazali da vecina

Ispitivanih oksidacionih proizvoda dovodi do iritacije koze (Bergh i sar., 1998a; Bergh
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1 sar., 1998b; Bergh i sar., 1999; Bodin i sar., 2001; Bodin i sar., 2003) i medu
potencijalnim alergenima koji se formiraju tokom autooksidacije, formaldehid i
acetaldehid se smatraju izvorom neocCekivanih reakcija (Matura 1 sar., 2004).
Formaldehid je dobro poznati kontaktni alergen i unutar Evropske unije, kozmeticki
proizvodi koji sadrze vise od 0,05 % (m/m) formaldehida, moraju biti adekvatno
obelezeni zbor rizika od iritacije koze (De Groot i sar., 2009). Prakti¢na posledica ovih
rezultata, jeste da polietoksilovani surfaktanti nakon Cuvanja na sobnoj temperaturi
mogu imati potpuno drugaciji hemijski sastav od originalnog proizvoda, i zbog toga u
nekim situacijama, ne mogu obezbediti zadovoljavajuéi stepen kompatibilnosti sa
kozom. Dodatni problem u toku proizvodnje polietoksilovanih surfaktanata moze da
bude formiranje toksi¢ne komponente, dioksana, koja nije prithvatljiva ¢ak ni u maloj
koli¢ini, zbog svoje Kkarcinogenosti (Tadros, 2005). Uz to, nizak stepen
biodegradabilnosti nejonskih polietoksilovanih surfaktanata predstavlja sve veci
problem. Ova ¢injenica usmerava savremena istrazivanja u ovoj oblasti ka koris¢enju
surfaktanata, koji se dobijaju iz prirodnih i1 obnovljivih izvora i koji ne sadrze molekul
etilenoksida u svojoj strukturi (Johnson, 2001; Lanigan, 1999; Lanigan i Yamarik,
2001; Tadros, 2005). Uz to, sa povecanjem svesti ljudi o znacaju zastite zivotne sredine,
farmaceutska 1 kozmeticka industrija sve viSe prepoznaju potrebu za upotrebom
sastojaka, koji se dobijaju iz obnovljivih izvora (oznagenih terminom prijatelji koze i
covekove okoline), kao i za procenom potencijala ovih surfaktanata u stabilizaciji
konvencionalnih, ali i novijih (nanosistema) za isporuku lekovitih supstanci. Paralelno
sa tim u svesti istrazivaca, sve viSe raste interesovanje za polihidroksilne surfaktante,

zato Sto se polihidroksilna grupa moze dobiti iz prirodnih 1 obnovljivih izvora.

2.3.5. Noviji surfaktanti u formulaciji lipidnih nanocestica

Kao alternativa klasi¢nim nejonskim surfaktantima, danas paznju istraZivaca sve vise
privlace surfaktanti, koji u svojoj strukturi sadrze polihidroksilnu glavenu grupu, i u
literaturi se oznacavaju terminom polihidroksilni surfaktanti. Polihidroksilni surfaktanti
se dobijaju zamenom etilenoksidne grupe hidroksilnim grupama. Vezivanjem
hidrofilnih i hidrofobnih delova u molekulu polihidroksilnih surfaktanata, moze se
uticati na razli¢ite nacine na HLB vrednost ovih molekula i njihove stabilizirajuce

osobine. Uobi¢ajeni hidrofilni delovi u strukturi polihidroksilnih surfaktanata su
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glicerol, ugljeni hidrati (saharoza, glukoza) i njihovi alkoholi (sorbitol) i glikoli.
Najvaznije grupe polihidroksilnih surfaktanata su Secerni (saharozni) estri, glicerol (i
poliglicerolski) estri, alkil (poli)glukozidi, glikolni estri, i sorbitanski estri (slika 2.22.)
(Tadros, 2005; von Rybinski i Hill, 1998).

Polihidroksilni surfaktanti imaju izrazenije ambifilne osobine od etoksilovanih
surfaktanata. Hidrofilnije osobine su rezultat veceg broja hidroksilnih grupa u njihovoj
strukturi, Sto obezbeduje jaku vodonicnu vezu sa vodom, smanjuje mogucnost
dehidratacije hidrofilnih grupa u molekulu ovih surfaktanata pri povisenoj temperaturi i
ima za rezultat vecu kriticnu temperaturu flokulacije u odnosu na polietoksilovane
surfaktante (slika 2.23.). Hidrofobni deo u molekulu polihidroksilnih surfaktanata (alkil
lanac koji poti¢e od masne kiseline/masnog alkohola) ima viSe izrazena hidrofobna
svojstva od lanaca propilen oksida u molekulu polietoksilovanih surfaktanata i
zahvaljujuéi svojoj hemijskoj strukturi pokazuje visok afinitet za povrSinu hidrofobnih
Cestica, kakve su lipidne nanocestice. Dodatni razlog za povecano interesovanje za ove
surfaktante, moze biti 1 njihova manja osetljivost na prisustvo elektrolita i promene pH
vrednosti u odnosu na surfaktane koji sadrze polietilenoksid (S6derman i Johansson,
1999; Tadros, 2005).

Dakle, nejonski polihidroksilni surfaktanti poseduju unapredene tehnoloske,
dermatoloske 1 ekoloske osobine, zbog Cega se sve viSe istiCe znacaj njihove primene u
preparatima za kozu (Helgason i sar., 2009; Stubenrauch, 2001; von Rybinski i Hill,
1998). Uzimajué¢i u obzir sve prethodno navedene aspekte, ve¢i deo ove doktorske
disertacije bice posvecen ispitivanju funkcionalnosti polihidroksilnih surfaktanata u

stabilizaciji lipidnih nanocestica.
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2.3.5.1. Seéerni estri

Secerni estri su nejonski surfaktanti sastavljeni uglavnom od saharoze kao hidrofilne
grupe i masne kiseline kao lipofilne grupe (slika 2.22.a) i ¢esto se u literaturi oznacavaju
terminom estri saharoze. Molekul saharoze sadrzi osam hidroksilnih grupa, odnosno
najvisSe osam molekula masnih kiselina moze biti vezano za jedan molekul saharoze.
Variranjem broja masnih kiselina koje reaguju sa jednim molekulom saharoze, dobijaju
se estri saharoze (mono-, di-, poliestri) sa razliitim osobinama. Uobicajeno se
esterifikacija saharoze vrsi zasicenim masnim kiselinama (laurinska (Ci2), miristinska
(C14), palmitinska (Cyg), stearinska (Cig), beheninska (C)) ili nezasi¢enim masnim
kiselinama (oleinska (Cig)). Komercijalne PAM-¢ iz grupe Secernih estara su slozene
mesSavine koje se razlikuju po stepenu esterifikacije saharoze i1 duZzini alkil lanca masnih
kiselina. Estri saharoze sa visokim sadrzajem monoestara su hidrofilniji, dok estri sa
visim stepenom esterifikacije su lipofilniji. Variranjem prirode i broja masnih kiselina,
koje ucestvuju u esterifikaciji saharoze, dobijaju se tenzidi sa Sirokim spektrom HLB
vrednosti. U zavisnosti od sastava i stepena esterifikacije, estri saharoze mogu da budu
u ¢vrstom ili teCnom agregatnom stanju. Rastvorljivost Sec¢ernih estara se smanjuje sa
povecanjem stepena esterifikacije 1 sa povec¢anjem duzine alkil lanca u molekulu masnih
kiselina. Se¢erni monoestri narogito oni sa kra¢im alkil lancima u molekulu pokazuju
dobu rastvorljivost u vodi, dok su di- i poliestri delimi¢no rastvorni ili potpuno
nerastvorni u vodi. Stepen esterifikacije Secernih estara takode odreduje njihovu
povrsinsku aktivnost 1 temperaturu topljenja. Temperatura topljenja vecéine Secernih
estara koji se koriste u farmaceutskim i kozmetickim formulacijama, kre¢e se u
intervalu od 45 - 65 °C. Za razliku od Secéernih estara sa visokim HLB brojem, Sec¢erni
estri sa nizim HLB brojem, nemaju karakteristicne temperature topljenja (Heng 1 sar.,
2003; Sziits i Szabo-Révész., 2012).

Veliki broj Secernih estara (npr. saharoza stearat, saharoza palmitat, saharoza oleat,
saharoza kokoat, saharoza miristat) su dozvoljeni po Kozmetickoj direktivi, pa se stoga
mogu koristiti u kozmeti¢kim proizvodima na teritoriji Evropske unije. Od ranih 60-ih
godina Secerni estri se koriste kao aditivi u prehrambenoj industriji (pr. E473). Svakako
najveu primenu danas ovi surfaktanti nalaze u farmaceutskoj industriji, u
formulacijama razli¢itih konvencionalnih i naprednih sistema za isporuku lekova (Sziits

i Szab6-Révész., 2012).
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Saharoza stearat i saharoza palmitat su oficinalni u Evropskoj i Americ¢koj farmakopeji,
zbog Cega se danas favorizuje njihova upotreba u formulaciji lekovitih preparata.
Najnoviji rezultati ukazuju na ¢injenicu da u oblasti farmaceutske tehnologije, Secerni
estri nalaze veliku primenu u formulaciji razli¢itih nanosistema. Zimmermann i Mdiller
(2001) su ispitivali stabilnost vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih Sefernim estrima u rastvorima razli¢ite pH vrednosti u prisustvu
elektrolita. Wissing i Muller (2003) su razvili formulacije ¢vrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih saharoza stearatom za primenu na kozi i ispitivali efekte ove formulacije
in vivo. Lippacher i sar. (2000, 2001, 2002, 2004) su takode ispitivali efikasnost
saharoza stearata u stabilizaciji vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica. Znacajan
napredak u okviru pomenutih ispitivanja napravljen je sa razvojem disperzija ¢vrstih
lipidnih nanocestica, koje sadrze visoku koncentraciju lipida, ¢ija konzistencija se moze
menjati od teCne do polucvrste sa povecanjem koncentracije lipida. U studiji koju su
izveli Arica i sar. (2006) razvijene su formulacije Cvrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih Se¢ernim estrima metodom iniciranja rastvaraca i uz primenu ultrazvuka.
Piao i sar. (2008) su formulisali uljane nanosuspenzije za transdermalnu isporuku
diklofenak-natrijuma, uz kori§éenje saharoza erucata. Takegami i sar. (2008) su koristili
SeCerne estre u cilju povecanja fizicke stabilnosti nanoemulzija. Saharoza erukat je
nasao primenu i u razvoju uljanih nanosuspenzija za transkutanu isporuku proteina
(Tahara i sar., 2008). Klang i sar. (2011) su razvili formulaciju nanoemulzija
stabilizovanu saharoza stearatom, kao jedinim surfaktantom i potvrdili fizicku stabilnost
ove nanoemulzije u dugoro¢noj studiji stabilnosti. Dobijeni rezultati su se poredili sa
rezultatima dobijenim za nanoemulzije stabilizovane standardnim emulgatorom,
lecitinom. Dijametar kapi u nanoemulzijama stabilizovanim saharoza stearatom bio je
manja od dijametra kapi u nanoemulzijama stabilizovanim lecititnom, a takode
pomenute formulacije su pokazale bolju fizicku stabilnost u toku ispitivanog perioda
Cuvanja. Dobijeni rezultati ukazali su na bolju funkcionalnost saharoza Stearata, u

stabilizaciji nanoemulzija u poredenju sa lecitinom.
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2.3.5.2. Poliglicerolski estri masnih kiselina

Poliglicerolski estri masnih kiselina su nejonski surfaktanti koji se dobijaju
esterifikacijom jedne ili viSe OH grupa (poli) glicerola masnim kiselinama (zasi¢enim
ili mononezasi¢enim) (slika 2.22.b) (Dobson i sar., 1993). Poliglicerolski estri masnih
kiselina su poznati jo§ od pocetka dvadesetog veka, medutim, u poslednjih nekoliko
godina intenzivnije se radi na razvoju proizvoda visokog stepena Cistoce, Sto je uslovilo
povecano interesovanje farmaceutske 1 kozmeticke industriji za ove PAM-e. Kao
trifunkcionalni molekul, glicerol se moze kondenzovati, dajuéi pri tome kondenzacione
proizvode pod nazivom poligliceroli ili poliglicerolski estri. Najjednostavniji primer
poliglicerolskih estara masnih Kiselina su diglicerolski estri. Ako su primarne
hidroksilne grupe ukljucene u reakciju esterifikacije nastaju linearni molekuli, a ako su
ukljucene sekundarne hidroksilne grupe, formiraju se nelinearni (razgranati) molekuli.
Na taj nacin se formiraju molekuli diglicerola, a ako se polimerizacija nastavi dalje
dobijaju se tri-, tetra- i poliglicerolski estri. Uobicajeno, 30 - 50 % od ukupne koli¢ine
hidroksilnih grupa u molekulu glicerola je esterifikovano masnim kiselinama. Najcesce
masne kiseline koje ulaze u sastav poliglicerolskih estara su laurinska, stearinske,
oleinska kiselina ili masne kiseline koje se nalaze u biljnim uljima (laneno ulje,
ricinusovo ulje). Bez obzira koja masna Kiselina ulazi u sastav poliglicerolskih estara,
dobijaju se smeSe koje se medusobno razlikuju po stepenu polimerizacije, vrsti i
polozaju esterifikovanih masnih kiselina (elektronska baza podataka i).

Poliglicerolski estri su danas vazne nejonske PAM-e koje nalaze Siroku primenu u
farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji. Zahvaljuju¢i svom amfifilnom
karakteru koriste se kao stabilizatori suspenzija, emulgatori i sredstva za povecanje
viskoziteta. U kozmetickoj industriji poliglicerolski estri masnih kiselina se koriste u
gelovima za kosu, emulzijama i losionima za ¢iS¢enje koze, kremovima za decu,
hidrantnim kremovima, kozmetickim proizvodima za zaStitu koZe od sunca. Dugi niz
godina, poliglicerolski estri masnih kiselina su se koristili u prehrambenoj industriji,
zbog Cega su oznaCeni kao PAM bezbedne za oralnu primenu (elektronska baza

podataka i).
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2.3.5.3. Alkil (poli)glukozidi

AlKil (poli)glukozidi (slika 2.22.c) su nejonske PAM-e, koje se dobijaju iz obnovljivih
izvora, kao $to su glukoza i masni alkoholi iz skroba i palminog ulja (Tsushima, 1995).
Prvi alkil glukozidni surfaktant sintetisao je i identifikovao Emil Fischer pre vise od 100
godina. Medutim, postupci industrijskog dobijanja koji bi bili ekonomi¢ni i efikasni, te
na taj naCin komercijalno prihvatljivi razvijeni su tek pre oko 30-ak godina. U tom
kontekstu se za alkil (poli)glukozide u literaturi Cesto koristi termin nova klasa
surfaktanata. Danas ovi surfaktanti predstavljaju vaznu grupu biokompatibilnih
surfaktanata, ¢ija glavna karaktersitika jeste duzina alkil lanca i proseCan broj
monosahardnih jedinica vezanih za alkil lanac (stepen oligomerizacije) (von Rybinski i
Hill, 1998).

Alkil (poli)glukozidi se dobijaju iz obnovljivih sirovina, te stoga poseduju veoma dobar
ekotoksikoloski profil. Rezultati ispitivanja nedvosmisleno ukazuju na podatak, da su
ovi molekuli lako biorazgradivi, kao i da je vreme potrebno za potpunu biodegradaciju
relativno kratko. C12-14 alkil poliglukozidni surfaktant je testiran tri puta, i dobijeni
rezultati su potvrdili veoma visok stepen krajnje biodegradacije u periodu od 28 dana
(Steber i sar., 1997).

Zahvaljuju¢i ekonomicnoj proizvodnji i povoljnim ekoloSkim i tehni¢ckim osobinama,
alkil poliglukozidi danas nalaze sve Siru primenu u formulaciji razli€itih sistemima za
isporuku lekova (Manconi i sar., 2006, Messinger i sar., 2007). Na osnovu rezultata
toksikoloskih testova, alkil (poli)glukozidi su deklarisani kao bezbedni i za ljudsku
upotrebu (testovi akutne toksi¢nosti 1 hemoliticki testovi) (Aulmann i Sterzel, 1997). Na
osnovu testova akutne oralne i dermalne toksi¢nosti, kao I na osnovu ispitivanja
kompatibilnosti sa kozom alkil poliglukozidi se ne smatraju toksi¢nim ili Stetnim. Sa
druge strane, Cisti surfaktanti se klasifikuje kao iritansi koze i oka. U in vitro testovima,
alkil glukozidi nisu pokazali nikakav potencijal za mutacije gena i hromozoma.
Odsustvo sistemske toksi¢nosti takode je registrovano u studijama subhroni¢ne oralne
toksi¢nosti kod muzjaka 1 zenki Vistar pacovi, koji su dobijali dnevnu dozu od 1000
mg/kg telesne mase/dan surfaktanta (Messinger i sar., 2007) .

Dermatoloski, alkil (poli)glukozidi predstavlja novu grupu vrlo blagih PAM-a, koje su
izuzetno pogodne za upotrebu sami kao surfaktanti ili kao kosurfaktani u formulaciji

proizvoda koji se smatraju blagim za kozu. Rezultati prethodnih studija pokazali su da
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alkil (poli)glukozidi ispoljavaju modifikovane adsorpcione osobine na povrsini koze,
nizi stepen penetracije u nize slojeve epidermisa i dermisa, Sto posledi¢no rezultuje
nizim iritacionim potencijalom. U poredenju sa standardnim tenzidima (npr. natrijum
lauril sulfat) vodeni rastvor alkil (poli)glukozida u obliku C12-14 komercijalnog
proizvoda ispoljio je nizi potencijal za iritaciju koze, kako u pogledu parametra eritema
koze kao pokazatelja iritacije koze tako i u pogledu naknadne deskvamacije koze kao
parametra koji se povezuje sa hidratacijom stratum corneum-a. Optimalna
kompatibilnost alkil (poli)glukozidnih surfaktanata sa kozom, moze se posti¢i pazljivim
odabirom surfaktanata u pogledu duzine alkil lanca i stepena polimerizacije (Hill i sar.,
1997).

Pored povoljnih dermatoloskih osobina, utvrdeno je da alkil (poli)glukozidi poseduju
izuzetno interesantne fizickohemijske osobine, koje se u nekim slu€ajevima, jasno
razlikuju od osobina drugih nejonskih PAM-a. Kriti¢na micelarna koncentracija (KMK)
¢istih alkil monoglukozida i tehnickih alkil poliglukozida se moze uporediti sa KMK
nejonskih polietoksilovanih surfaktanata. Duzina alkil lanca ima daleko veci uticaj na
KMK od broja glukozidnih grupa u molekulu. lako se KMK alkil (poli)glulozida moze
uporedivati su KMK drugih nejonskih polietoksilovanih surfaktanata, uo¢ava se trend
njenog smanjenja sa poveéanjem duzine alkil lanca. Alkil (poli)glukozidi predstavljaju
meSavinu homologa, anomera 1 izomera. Kratkolancani 1 srednjelanCani alkil
(poli)glukozidi se rastvaraju u vodi i pokazuju dobar potencijal za snizavanje
medupovrsinskog napona i1 kontaktnog ugla. Ovi surfaktanti su stabilni u rastvorima
Sirokog opsega pH vrednosti kao 1 u prisustvu elektrolita. Pored toga, u literaturi se
navodi da alkil poliglukozidi pokazuju sinergizam sa drugim PAM-a. Kao rezultat
povoljnih fizickohemijskih 1 dermatoloSkih osobina poslednjih godina alkil
(poli)glukozidi sve vise potiskuju nejonske PAM-e koje se dobijaju iz petrohemijskih
izvora, te se stoga Cak prema miSljenju nekih autora smatraju novom klasom
surfaktanata (von Rybinski i Hill, 1998).
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2.4. Takrolimus kao model lekovita supstanca

2.4.1. Fizickohemijske osobine, farmakoloski profil, mehanizam
delovanja i upotreba takrolimusa

Takrolimus je 23-¢lani makrolidni lakton i jedan je od prvih makrolidnih
imunosupresiva koji su otkriveni, nakon otkrica rapamicina 1975. godine. Ime
takrolimus potice od mesta njegovog otkrivanja (Tsukuba), hemijske strukture
(makrolid) i farmakoloskog dejstva (imunosupresiv). Hemijsku struktura takrolimusa
prvi put su opisali Tanaka i sar. (1987). IUPAC naziv, molekulska formula i molekulska
masa takrolimusa prikazani su u tabeli 2.4 (Hane i sar., 1992).

Tabela 2.4. IUPAC naziv, molekulska formula, molekulska masa, hemijska struktura i temperatura
topljenja takrolimusa (preuzeto i prilagodeno iz Hane i sar., 1992)

IUPAC naziv: (—)— (1R, 9S, 125, 13R, 14S, 17R, 18E, 218, 23S, 24R,
25S, 27R)-17-allyl-1,14-dihydroxy-12-[(E)-2-[(1R, 3R,
4R)-4-hydroxy-3-methoxycyclohexyl]-1-methylvinyl]-
23,25-dimethoxy-13,19,21,27-tetramethyl-11,28-dioxa-4-
azatricyclo[22.3.1.0] octacos-18-ene-2,3,10,16-tetrone

hydrate
Molekulska formula CuHegNO15 - H,O
Molekulska masa 822,05

Hemijska struktura

Temperatura topljenja 127 -129 °C

Takrolimus je beo kristalni prasak. Sadrzi jedan molekul vode vezan kao kristalna voda,

1 pri atmosferskim uslovima ne vezuje i ne oslobada vodu. Prakti¢no je nerastvoran u
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vodi i n-heksanu, lako se rastvara u etanolu i etilacetatu, a vrlo lako u metanolu, acetonu

I hloroformu (tabela 2.5.).

Tabela 2.5. Rastvorljivost takrolimusa u razli¢itim rastvara¢ima (Hane i sar., 1992)

Rastvara¢ Rastvorljivost (mg/ml) at 25°C
Hloroform 594

Metanol 588

Aceton 542

Etanol 370

Etil-acetat 301

Etil-etar 54.7

n-heksan 0.071

Voda 0,012

Rastvorljivost takrolimusa u vodi je konstantna pri pH vrednosti od 1 - 9. Nema
literaturnih podataka o polimorfizmu takrolimusa. U ¢vrstom stanju, takrolimus postoji
kao jedan konformer, u cis-obliku. Particioni koeficijent u n-oktanol/voda sistemu veci
je od 1000 (tabela 2.6.) (Hane i sar., 1992). Particioni koeficijent i odgovarajuéa logP
vrednost koja iznosi 3,96 + 0,83 takode su u skladu sa niskom rastvorljivosti
takrolimusa u vodi. pH vrednost ima veoma mali uticaj na distribuciju takrolimusa
izmedu lipofilne 1 hidrofilne faze, tj. log P se ne menja sa poveéanjem pH vrednosti od
1 - 8. Pri pH vrednosti 9, log P iznosi 3,91, dok pri pH vrednosti 10 log P iznosi 3,64,
Sto ponovo ukazuje na slabu distribuciju takrolimusa u hidrofilnu fazu (SciFinder
Scholar, 2007).

Tabela 2.6. n-oktanol/voda particioni koeficijent takrolimusa (Hane et al., 1992)

Koncentracija
n-Oktanol faza (1) Vodena faza (2) P-vrednost [(1)/(2)]
34.19 mg/ml 0.8 pg/ml 1000<
33.83 mg/ml 0.8 pg/ml 1000<

Ciljno mesto delovanja takrolimusa su T-limfociti (slika 2.24.) (Ruzicka i sar., 1999;

Stepkowski, 2000). Kada ova lekovita supstanca ude u c¢eliju, stvara se kompleks sa
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¢elijski specificnim imunofilinom, FK506 vezuju¢im proteinom (FKBP-12), $to dovodi
do inhibicije kalcineurin fosfataze. Molekul takrolimusa ima vezujué¢i domen kojim
moze da se akumulira na FKBP-12 1 efektorski domen kojim se dobijeni kompleks veze
visokim afinitetom za kalcineurin fosfatazu i dovodi do njene inhibicije (Fruman i sar.,
1992; Lane i sar., 1993; Liu i sar., 1991; Liu i sar., 1992; Morris, 1994). Inhibicija
kalcinerin fosfataze, onemogucava defosforilaciju NF-AT, naknadno inhibira ulazak
NF-AT u nukleus 1 suprimira transkripciju gena. Kao rezultat toga, smanjuje se i
oslobadanje drugih citokina, faktora proliferacije i1 aktivacije T-limfocita, §to smanjuje

odgovor T ¢elija na antigene (Gupta i sar., 2002; Thomson i sar., 1995; Wohlrab, 2006).

Antigen

O AP 3
o

Slika 2.24. Mehanizam delovanja takrolimusa (FK 506): (1) vezivanje za antigen, (2) povecanje
¢elijskog Ca®*, (3) vezivanje Ca** za kalmodulin, (4) aktivacija kalcineurina, (5) vezivanje
takrolimusa za FK-vezujuéi protein (FKBP), (6) sprecavanje defosforilacije NF -ATp. NF - ATp ne
moZe da ude u nukleus, ometa se formiranje NF-AT kompleksa i inhibira se transkripcija (preuzeto
i prilagodeno iz Ruzicka i sar., 1999)

Pored ovog mehanizma, takrolimus takode moze imati Sirok spektar
imunomodulatornih efekata, u le¢enju razli¢itih bolesti koZe, preko vezivanja za
povrSinu steroidnih receptora na celiji 1 inhibicije adhezije mast delija, inhibicije

oslobadanja medijatora iz mast ¢éelija i bazofila, smanjenja intracelularnog adhezionog
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molekula-1 i nishodne regulacije ekspresije IL-8 receptora i FceRI na Langerhansovim
¢elijama (Columbo i sar., 1995; Fleischer, 1999; Wollenberg i Bieber, 1997).
Takrolimus je odobren od strane FDA 1994. u transplantaciji jetre, a nakon toga
njegova upotreba proSirena je 1 na transplantaciju bubrega, srca, tankog creva,
pankreasa, pluéa, dusnika, kozZe, roznjace, kostne srzi i ekstremiteta. Pored primene u
transplantaciji, takrolimus se koristi i u dermatologiji. Za primenu na kozi, takrolimus je
komercijalno dostupan u obliku lipofilne masti (Protopic® 0,03 % i 0,1 % mast; Astellas
Pharm Inc., ranije Fujisava Pharmaceutical Co., Ltd., Japan) koja je specijalno razvijena
za leCenje atopijskog dermatitisa. Takrolimus mast je odobrena najpre u Japanu 1999.
godine, a nakon toga 2000. godine u SAD i 2002. godine u nekim zemljama Evropske
unije. U sastav Protopic® masti ulazi podloga, koja se sastoji od belog vazelina, belog
péelinjeg voska, te¢nog parafina i ¢vrstog parafina. Propilen karbonat u kome je
rastvoren takrolimus u ovoj formulaciji dispergovan je u podlozi. Protopic® mast se
propisuje pacijentima kod kojih konvencionalna terapija nema efekta ili je pak uocena
intolerancija na istu (DAZ, 2002).

Uobicajeno se Protopic® mast nanosi na promene na koZzi koje su zahvacéene atopijskim
dermatitisom, dva puta dnevno, dok se ne uoce znaci poboljsanja, nakon ¢ega se koristi
u kontinuitetu dva puta nedeljno u nizim koncentracijama. Odnedavno se ispituje
mogucnost primene Protopic® masti u lecenju vitiliga kod dece, kao 1 mogucnost
primene ove formulacije na osetljivim delovima tela (lice, vrat) (Silverberg i sar., 2004).
Iako jo§ uvek nije odobren za lokalnu terapiju psoriasis vulgaris, takrolimus se moze
klasifikovati kao efikasan antiinflamatorni lek za psorijazu, zbog toga $to su studije na
lezijama 1 inverznim lezijama (Freeman i sar., 2003, Kroft i sar., 2005; Lebwohl i sar.,
2005; Steele i sar., 2005) kao 1 koris¢enje modifikovanih nosaca i okluzije pokazale
obecavajuce rezultate (Erdogan i sar., 2002; Pople i Singh, 2010; Remitz i sar., 1999).
Efikasnost takrolimusa u lokalnoj terapiji atopijskog dermatitisa, ve¢ je dokazana u
placebo-kontrolisanoj, dvostruko slepoj, multicentri¢noj studiji u Evropi i SAD (Alaiti i
sar., 1998; Boguniewicz i sar. 1998). Takrolimus je takode pokazao vecu efikasnost i
brzi pocetak delovanja od inhibitora kalcineurina, pimekrolimusa (Paller i sar., 2005).
Protopic® je potvrden da je efikasan u leenju umerenih do teskih oblika atopijskog

dermatitisa, kod odraslih i kod dece starije od 2 godine. Rezultatih nekih studija ukazuju
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da je sistemska apsorpcija takrolimusa nakon primene na kozi minimalna (Choi i Cho,
2009; Ruzicka i sar., 1999; Yoshida i sar., 2004).

Mehanizam delovanja takrolimusa u leCenje atopijskog dermatitisa, nije u potpunosti
poznat i razjas$njen. Takrolimus deluje prvenstveno na T C¢elije, sprecava njihovu
aktivaciju i oslobadanje pro-inflamatornih citokina. Pored ovog mehanizma delovanja
pokazano je da takrolimus specificno utice i na druge imune celije ukljucene u
patogenezu atopijskog dermatitisa, blokira stvaranje i oslobadanje citokina u mast
¢elijama, eozinofilima i bazofilima, inhibira aktivaciju T-¢elija za antigen-prezentujuce
dendriticne celije, i smanjuje broj inflamatornih dendritskih epidermalnih éelija u
lezijama atopijskog dermatitisa (Beck, 2005; Kohyama i sar., 1999; Sawada i sar., 1987;
Sengoku i sar., 2000; Wollenberg i Bieber, 2001).

Studije o uticaju 0,1 % (m/m) takrolimus masti pokazale su da takrolimus dovodi do
smanjenja kolonizacije S. aureus nakon primene. Takrolimus nema antistafilokoknu
aktivnost, ali smanjuje kolonizaciju koze S. aureus-om, usled poboljsanja uslova na
povrsini koze (Pournaras i sar., 2001; Remitz i sar., 2001). Posto takrolimus nema
inhibitorni efekat na smanjenje kolonizacije S. aureus, neki autori predlazu da se efekat
leka kategoriSe kao imunomodulatorni, a ne kao imunosupresivni (Gupta 1 sar., 2002).
Pored gore pomenutog mehanizma delovanja, takrolimus utice i1 na druge procese koji
su ukljuceni u patogenezu inflamatornih bolesti koze. Dakle, takrolimus je efikasan u
leCenju onih bolesti koZe kod kojih T éelije nemaju uvek centralnu ulogu u patogenezi.
Postoje izvestaji koji ukazuju na ulogu takrolimusa u leGenju gangrenozne piodermije
(lat. pyoderma gangrenosum) (Jolles i sar., 1999; Richter-Hintz i sar., 2000; Schuppe i
sar., 2000), lihen planusa (lat. lichen planus) (Lener i sar., 2001; Vente i sar., 1999),
vitiliga (lat. vitiligo), alopecije areate (lat. alopecia areata), teskih oblika refraktornog
uveitisa (iritisa) (lat. uveitis) (Evans, 2005), rozacee (lat. rosacea) koja nastaje posle
primene kortikosteroida (Goldman, 2001), hroni¢nih ulcerativnih promena na nogama

kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Schuppe i sar., 2000).
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2.4.2. Problemi sa takrolimusom/formulacijama sa takrolimusom za
primenu na koZzi

Problemi sa takrolimusom/takrolimus masti (Protopic®) mogu se podeliti u dve grupe:
(@) problemi vezani sa bezbednost lokalno primenjenog takrolimusa i (b) problemi
vezani za neadekvatnu isporuka leka na ciljno mesto delovanja usled slabe i veoma
promenljive apsorpcije takrolimusa.

Najces¢i nezeljeni efekti, koji se javljaju nakon primene takrolimus masti, su prolazne
reakcije preosetljivosti na mestu primene, kao §to je pruritus. Stepen pomenutih reakcija
preosetljivosti vezan je za tezinu bolesti, i ucestalost pojave ovih reakcija smanjuje se
vremenom sa ublazavanjem simptoma atopijskog dermatitisa. Reakcije preosetljivosti
su obi¢no blagog do umerenog intenziteta, traju 15 - 20 min nakon primene leka,
javljaju se tokom prvih nekoliko dana lecenja i uglavnom i$¢ezavaju sa vremenom.
Peckanje, koje se obi¢no opisuje kao osecaj toplote i prolaznog bola, prijavljeno je kao
nezeljeni efekat, kod 18 - 59 % pacijenata koji su bili ukljuceni u klinicke studije.
Pruritus i eritem, kao nezeljeni efekat prijavljeni su kod vise od 10 % pacijenata u
klinickim studijama, ali su bili blagog do umerenog intenziteta i prolazni (EMA,
2006a). U klini¢kim studijama, ucestalost pojave nezeljenih reakcija na kozi bila je
povezana sa teZinom bolesti. Kod pacijenata sa teZim oblicima atopijskog dermatitisa ili
kod onih kod kojih je vise od 75 % telesne povrSine bilo zahvaceno atopijskim
dermatitisom, u ve¢oj meri su zabeleZene neZeljene reakcije na kozi (Koo i sar., 2005;
Reitamo i sar., 2004; Soter i sar., 2001). Pored toga, retrospektivna analiza dve
dugotrajne studije pokazala je da su nezeljene reakcije bile dva puta rede kod pacijenata
sa blagim oblicima atopijskog dermatitis nego kod pacijenata sa teSkim simptomima
bolesti (Spergel i sar., 2003). Sa druge strane, znacajno je pomenuti da su nezeljene
reakcije na kozi retko dovodile do prekida terapije sa takrolimus masti.

Bezbednost takrolimus masti u duzem vremenskom periodu se procenjivala u tri studije
koje su trajale 6-12 meseci (Kang i sar., 2001; Reitamo i sar., 2005; Reitamo i sar.,
2000). Bezbednosni profil takrolimus masti tokom godinu dana lecenja, bio je sli¢an
bezbednosnom profilu u kratkotrajnoj studiji, a veéina nezeljenih efekata javljala se na
pocetku terapije i bila je povezana sa statusom bolesti (Kang i sar., 2001; Reitamo i sar.,
2000). Sa izuzetkom simptoma nalik influenci, koji se smatraju sezonskim i ne dovode

se u direktnu vezu sa primenom takrolimus masti, nije uofena prevalenca pojave
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infekcija tokom vremena. Dalja potvrda dugorocne bezbednosti takrolimus masti, posle
intermitentne primene formulacije kod odraslih i kod dece ispitivana je u tri velike
studije koje su trajale 4 godine (Remitz i sar., 2007). Rezultati ovih istrazivanja,
pokazali su da osim ranije prijavljenih nezeljenih efekata nije bilo novih nezeljenih
efekata, nakon dugotrajne primene takrolimus masti.

I pored pokazane efikasnosti u leCenju koznih bolesti, EMA je 2006. godine preispitala
bezbednost primene takrolimusa u lecenju atopijskog dermatitisa nakon prijavljenih
slucajeva limfoma 1 kancera koze kod dece i odraslih koji su koristili Protopic® mast
(EMA, 2006b). Prema misljenju razlic¢itih eksperata iz ove oblasti inhibitori
kalcineurina, ukljuc¢ujuéi i takrolimus nemaju direktan kancerogeni efekat, nego dovode
do sistemske imunosupresije, Sto omogucava progresiju kancerogenih bolesti. Studije u
kojima je praden stepen sistemske apsorpcija takrolimusa pokazale su da je nakon
primene takrolimus masti, apsorpcija leka bila minimalna kod veéine pacijenata i da nije
bilo dokaza o pojavi kumulativne imunosupresije (Harper i sar., 2005; Rubins i sar.,
2005). Visoki nivoi takrolimusa u krvi uoceni su samo kod pacijenata kod kojih je bio
narusen integritet koZne barijere tako da je mast sa takrolimusom bila kontraindikovana
kod tih pacijenata (Allen i sar., 2001).

Jos jedan nedostatak preparata sa takrolimusom je niska i veoma varijabilna apsorpcija
molekula lekovite supstance iz Protopic® masti (Boguniewicz i sar., 1998; Kang i sar.,
2001; Paller i sar., 2005; Ruzicka i sar., 1997). Niska i varijabilna apsorpcija lekovite
supstance, povezuje se sa nepovoljnim fizickohemijskim osobinama takrolimusa u
pogledu veli¢ine molekula, hemijske strukture 1 lipofilnosti. Sa druge strane, Protopic®
mast predstavlja relativno jednostavnu formulaciju, koja ne sadrzi efikasan mehanizam
za povecanje penetracije, niti jak ubrzivac¢ penetracije.

Novi pristup u poboljsanju penetracije lipofilnih lekovitih supstanci u stratum corneum i
dublje slojeve koze, je primena koloidnih nosaca lekovitih supstanci. Inkapsulacija
takrolimusa u efikasan koloidni nosac, sa €vrstim matriksom moze biti pristup za
smanjenje lokalne iritacije koZe, S obzirom na Cinjenicu da lekovita supstanca nece biti
u direktnom kontaktu sa koZom nakon primene. Pored toga, razvijeni nosac treba da ima
potencijal da savlada stratum corneum i omoguci da lekovita supstance stigne u dermis

u dovoljnim terapijskim koncentracijama.
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Moguénost upotrebe lipidnih nanocestica (SLN, NLC) kao potencijalnih nosaca za
dermofarmaceutsku upotrebu takrolimusa, gotovo da nije istrazena. U nau¢nim bazama
podataka dostupne su studije, koje su izveli Pople i Singh (2010, 2011, 2012 i 2013). U
ovim studijama ispitivana je moguénost formulacije ¢vrstih lipidnih nanocestica i tzv.
koloidnih modifikovanih nanolipidnih nosac¢a koji su nakon toga inkorporirani u
hidrofilni gel, kao nosa¢ za lokalnu primenu takrolimusa. Sastojci Cvrstih lipidnih
nanocCestica bili su pored takrolimusa, gliceril trimiristat (¢vrst lipid), Tween® 80 i
Arlacel® 80 (surfaktanti) 1 preciS¢ena voda, dok su koloidni modifikovani nanolipidni
nosaci, pored prethodno navedenih komponenata joS sadrzali propilenglikol-
monokaprilat kao solubilizator. Koncentracija lipida u ovim formulacijama bila je
relativno niska i iznosila je 5 % (m/m) (kod ¢vrstih lipidnih nanocestica) i 2 % (m/m),
kod koloidnih modifikovanih nanolipidnih nosaca. Rezultati istrazivanja su pokazali da
je in vitro permeacija takrolimusa iz hidrofilnog gela koji sadrzi Cvrste lipidne
nanodestice bila 16 - 21 puta ve¢a u poredenju sa Protopic® masti koja se koristila kao
referentni proizvod, dok je in vitro penetracija lekovite supstance iz hidrofilnog gela
koji sadrzi koloidne modifikovane nanolipidne nosace, bila 5,6 - 6,1 puta veca u odnosu
na referentni lek. Veci stepen penetracije takrolimusa iz ovih formulacija, autori su
pripisali vecoj brzini oslobadanja leka.

U ovoj doktorskoj disertaciji ¢e biti predstavljen razvoj lipidnih nanocestica sa
sadrzajem lipida od 20 % (m/m) kao novih nosaca za takrolimus, uz koriS¢enje
nejonskih polihidroksilnih surfaktanata kao novijih stabilizatora lipidnih nanocestica,

koji poseduju nizak nivo iritacije koZe.
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3. Cilj istrazivanja

Cilj doktorske disertacije bio je da se ispita moguénosti primene nejonskih
polihidroksilnih surfaktanata u stabilizaciji ,,praznih” formulacija lipidnih nanocestica i
lipidnih nanocestica sa model lekovitom supstancom (takrolimus).

Preciznije, prvi cilj doktorske disertacije bio je da se (i) optimizuju procesni parametri
za dobijanje disperzija Cvrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim
surfaktantima, (ii) ispita funkcionalnost pomenutih surfaktanata u formulaciji i
stabilizaciji disperzija ¢vrstih lipidnih nanocCestica i (iii) izvr$i karakterizacija razvijenih
formulacija. VaZan cilj, takode, bio je da se sistematski ispita uticaj hemijske strukture
surfaktanata na fizickohemijske osobine Cestica, tj. sposobnost kvasenja povrSine
Cestica surfaktantom, veli¢inu, stepen kristaliniteta i naelektrisanje Cestica. Za izradu
¢vrstih lipidnih nanocestica, Koristila se metoda tople homogenizacije pod visokim
pritiskom. Po zavr§enoj homogenizaciji pod visokim pritiskom, nosaci su podvrgnuti
fiziCkohemijskoj karakterizaciji. Karakterizacija je obuhvatila procenu fizicke
stabilnosti nosaca i karakterizaciju kristalne strukture lipidnog matriksa. U cilju
ispitivanja fizicke stabilnosti cvrstih lipidnih nanocestica, relevantna ispitivanja
ponovljena su nakon 30 dana cuvanja uzoraka na temperaturama 5 + 3 °C, 25 + 2 °C,
40 + 2 °C (kratkotrajna studija fizi¢ke stabilnosti) i nakon 3 i 6 meseci ¢uvanja uzoraka
na temperaturi 25 + 2 °C (dugotrajna studija fizicke stabilnosti) metodama dinamic¢kog
i statickog rasipanja svetlosti i svetlosne mikroskopije. Morfologija ¢vrstih lipidnih
nanocestica, ispitivala se skenirajucom elektronskom mikroskopijom. Kao $§to je
prethodno navedeno, ispitivani surfaktanti sadrze glicerol (poliglicerolski estri masnih
kiselina) ili ugljene hidrate kao hidrofilni deo (secerni estri i alkil poliglukozidi), a
masne kiseline ili masne alkohole, kao lipofilni deo. Osobine ovih molekula odredene
su karakteristikama surfaktanata (stepen polimerizacije poliglicerolskog ostatka, stepen
esterifikacije i vrsta masnih kiselina koje reaguju sa poliglicerolima i saharozom
(poliglicerolski estri masnih kiselina, secerni estri) i duzina alkil lanca (alkil
poliglukozidi)). Stoga se sposobnost surfaktanata da stabilizuju c¢vrste lipidne

nanocestice, ispitivala u funkciji strukture surfaktanata.
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S obzirom da formulacija ¢vrstih lipidnih nanocestica podrazumeva fizic¢u stabilnost u
pogledu veli¢ine cestica, ali i u pogledu kristalne strukture lipidnog matriksa cestica,
nametnula se potreba za karakterizacijom stepena Kkristaliniteta lipidnog matriksa
nanocestica, koja je izvedena tehnikom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije. Poznato
je da se karakteristike nehomogenizovanog lipida, tj. lipida u bulk stanju, razlikuju od
karakteristika lipida u nanocesticama. Stoga je karakterizacija lipida u ¢vrstim lipidnim
nanocesticama bila pracena karakterizacijom lipida i surfaktanata u bulk stanju
(nehomogenizovani lipid i surfaktanti).

Na osnovu rezultata prve faze istrazivanja, izvrSena je selekcija surfaktanata koji su se
koristili u sledeCoj fazi. Druga faza istrazivanja obuhvatila je formiranje c¢vrstog
matriksa nanoCestica sa rastu¢im udelom te¢nog lipida (ulja) u ¢&vrstom lipidu,
formulaciju nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih polihidroksilnim
surfaktantima sa pomenutim lipidnim matriksima, optimizaciju procesnih parametara za
dobijanje nosaca i karakterizaciju dobijenih nosaca. U cilju utvrdivanja uticaja udela
tecnog lipida (ulja) na strukturu ¢vrstog lipida izvedena je karakterizacija pripremljenih
lipidnih matriksa DSC tehnikom. Analogno prvoj fazi istrazivanja, Kkarakterizaciju
nehomogenizovanog lipidnog matriksa pratila je i karakterizacija surfaktanata u bulk
stanju. U nastavku ove faze ispitivala se sposobnost polihidroksilnih surfaktanata da
omoguce formiranje nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a, malog dijametra i uske
raspodele cestica po veli¢ini. U te svrhe, koristila su se tri surfaktanta sa bazi¢no
razli¢itom hemijskom strukturom, iz grupe poliglicerolskih estara masnih kiselina,
Secernih estara i alkil poliglukozida. U cilju utvrdivanja uticaja udela te¢nog lipida
(ulja) na karakteristike Cestica, u ovoj fazi istrazivanja pripremljene su formulacije
nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a sa udelom te¢nog lipida (ulja) u rasponu od 20 - 60
% (m/m). Karakterizacija razvijenih nosaca izvedena je tehnikama dinamickog i
statickog rasipanja svetla, svetlosnom mikroskopijom, merenjem zeta potencijala
nosaca i primenom tehnike diferencijalne skenirajuce kalorimetrije. Nanostrukturirani
lipidni nosaci se razlikuju od ¢vrstih lipidnih nanocestica po strukturi lipidnog matriksa,
tj. prisustvu tecnog lipida. Stoga se u okviru ove faze disertacije, pratio uticaj udela
te¢nog lipida, kao i uticaj strukture surfaktanata iz grupe poliglicerolskih estara masnih
kiselina, alkil poliglukozida i estara saharoze na veli¢inu Cestica, naelektrisanje i

kristalnu strukturu nosaca. Na osnovu rezultata koji su dobijeni u prve dve faze, u trecoj

71



fazi istrazivanja razvijene su formulacije lipidnih nanocestica sa takrolimusom, kojima
se postize trenutno i kontrolisano oslobadanje izabrane model lekovite supstance. Vazan
korak u tom pravcu predstavljao je izbor odgovarajuc¢eg lipidnog matriksa, Koji
obezbeduje visok stepen inkapsulacije lekovite supstance. Kao 1 u prethodnim fazama
istrazivanja, bilo je neophodno izvesti dodatne studije kojima bi se poredila struktura
lipida u bulk stanju sa lipidom u lipidnim nanocesticama. U narednoj fazi istrazivanja
izvedena je in vitro studija oslobadanja takrolimusa iz lipidnih nanocestica na Franz-
ovim difuzionim ¢elijama preporu¢enim od strane FDA. Kao poredbena formulacija u
Ispitivanjima brzine oslobadanja lekovite supstance iz lipidnih nanocestica Koristila se
nanoemulzija. Razvoj i optimizacija formulacije nanoemulzije sa sadrzajem lipida i
model lekovite supstance koji je identi¢an sadrzaju lipida i lekovite supstance u
lipidnim nanocesticama, odvijao se paralelno sa razvojem formulacije lipidnih
nanocestica. Poznato je da metoda ispitivanja brzine oslobadanja lekovite supstance
primenom Franz-ovih difuzionih Celija je razvijena za polucvrste preparate za primenu
na kozi, a u literaturi, ima veoma malo podataka ovoj vrsti ispitivanja iz nanocestica.
Stoga je ova faza istrazivanja bila posvecena standardizaciji metode za ispitivanje

brzine oslobadanja takrolimusa iz lipidnih nanocestica.
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4. Eksperimentalni deo

4.1. Materijal
4.1.1. Takrolimus

Kao model lekovita supstanca upotrebljen je takrolimus proizvodaca Sandoz, Austrija.

4.1.2. Surfaktanti

U skladu sa ciljevima istrazivanja, za stabilizaciju disperzija lipidnih nanocestica
koristili su se nejonski polihidroksilni surfaktanti, koji su bezbedni za primenu na kozi.
Karakteristike 1 proizvodaci surfaktanata koji su se koristili u ovom istraZzivanju

prikazani su u tabelama 4.1. - 4.3.
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Tabela 4.1. Pregled karakteristika estara saharoze koriS¢enih za izradu lipidnih nanocestica

'INCI ime (srp.)

saharoza palmitat

saharoza stearat

saharoza distearat

saharoza polilaurat

saharoza polistearat

Komercijalni naziv

Sisterna® PS750-C

Surfhope® C-1815

Surfhope® C-1805

Surfhope® C-1201

Sisterna® SP01-C

Proizvodac¢

Sisterna
(Roosendaal, Holandija)

Mitsubishi Kagakoo Foods
Corporation (Tokio, Japan)

Mitsubishi Kagakoo Foods
Corporation (Tokio, Japan)

Mitsubishi Kagakoo
Foods Corporation
(Tokio, Japan)

Sisterna
(Roosendaal, Holandija)

Osobine na 25 °C

belicasti prasak

beliCasti prasak

beli¢asti prasak

veoma viskozna te¢nost

beli¢asti prasak

Temperatura topljenja 44 - 46 °C 49 -52 °C 57 - 65 °C - 60 - 68 °C
nakon rastvaranja u vodi, na nakon rastvaranja u vodi, na
. temperaturi od 25 °C dobija se temperaturi od 25 °C dobija se
Rastvorljivost i i
u vodi translu_centan rastvor; na translu_centan rastvor; na nerastvoran nerastvoran nerastvoran
temperaturi od 60 - 80 °C rastvor  temperaturi od 60 - 80 °C rastvor
postaje bistar postaje bistar
HemijSka formula CysH5,015 C3oHs56012 CgHg0O13 - -
Molekulska masa 580 - 610 - 875 i i
(g/mol)
HLB broj 16 15 5 1 ~1
Ho HQ OH

Strukturna formula

mm{) OH

Ostale osobine

Sisterna® PS 750-C sadrzi 75 %
monoestara saharoze

Surfhope® C-1815 sadrzi 70 %
monoestara saharoze

Surfhope® C-1805 sadrzi 30 %
monoestara i 70 % di-, tri- i
poliestara saharoze

Surfhope® C-1201
sadrzi 1 % monoestara i
99 % di-, tri- i poliestara

Sisterna® SP01-C sadrzi
manje od 30 %
monoestara saharoze

'INCI - Medunarodna nomenklatura kozmetickih sastojaka (engl. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) - srpski naziv
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Tabela 4.2. Pregled karakteristika poliglicerolskih estara masnih kiselina kori$éenih za izradu lipidnih nanocestica

INCI ime (srp.)

poligliceril-6 distearat

poligliceril-6 izostearat

poligliceril-3 diizostearat

Komercijalni naziv

Plurol Distearique®

Plurol Isostearique®

Plurol Diisostearique®

Proizvodac Gatefosseé (Nanterre Cedex, Francuska)
' isk te¢nost : 3
Osobine voskasta masa Viskozna tecnos’, viskozna te¢nost
karakteristicnog mirisa
Temperatura topljenja 48 -53°C - -

disperguje se u vodi, na

nerastvoran, ali se moze

Rastvorljivost u vodi o . . . . nerastvoran
povisenoj temperaturi dispergovati u vodi
Hemijska formula Cs4H106015 C36H72014 C4sHggOg
Molekulska masa (g/mol) 994 728 772
HLB broj 9 10 4,5

Strukturna formula

)OK I
Ci7H3s 0/6\(\01)‘\017%5
OH

o}
)K §
CiH3s [0} o} :
OH

)Ok I
Ci7Hzs O%Y\O%CWH%
OH

Ostale osobine

monoizomer, linearne strukture

monoizomer, rac¢vaste strukture

diizomer, racvaste strukture

YINCI - srpski naziv
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Tabela 4.3. Pregled karakteristika alkil poliglukozida kori$¢enih za izradu lipidnih nanocestica

INCI ime (srp.)"/
Hemijski opis?

kaprilo/kaprilni glukozid®

vodeni rastvor
alkil poliglukozida
na bazi prirodnog masnog
alkohola (C8-C14)?

vodena disperzija
alkil poliglukozida na bazi
prirodnog masnog alkohola
(C10-C16), bez konzervansa®

lauril glukozid

Komercijalni naziv

Plantacare® 810

Glucopon® 425 N/HH

Glucopon® 600 CS UP

Plantacare® 1200

Proizvodac Cognis (Diisseldorf, Nemacka)
zuckasta te¢nost niskog
Osobine zuckasta te¢nost niskog zuckasta, bistra te¢nost viskoziteta, koja kristalizuje na viskozna, neprozirna

viskoziteta

temperaturi ispod 30 °C

teCnost

Rastvorljivost u vodi

potpuno se mesa

potpuno se mesa

delimi¢no se mesa

disperguje se u vodi

Hemijska formula C16H3,04 - - Ci18H360s

Molekulska masa (g/mol) ~320 ) - ~ 420
HLB broj 15-16 12-13 11-12 16-17
HO ] ] ) ) HO OO
Strukturna formula HO™ ™ IO
HO™ ™" ™0H OH
OH
Duzina alkil lanca 8-10 C atoma 8-14 C atoma 10-16 C atoma 12-16 C atoma

Ostale osobine

Plantacare® 810 sadrzi

maksimalno 62 - 65 %

surfaktanta i 35 - 38 %
vode.

Glucopon® 425 N/HH sadrzi
48 - 52 % surfaktanta i 48 - 52
% vode

Glucopon® 600 CS UP sadrzi 50
- 53 % surfaktanta i 47 - 50 %
vode.

Plantacare © 1200 UP
sadrzi 50 - 53 %
surfaktanta i 47 - 50 %
vode. Plantacare ® 1200
UP sadrzi maks. 0 - 3 %
C8,0-4%C10,67-75
% C12,23-30% C14i0
-2 % C16 masnih
alkohola iz kokosovog i
palminog ulja
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4.1.3. Lipidi

Cwrsti lipidi koji su se koristili za pripremu disperzija lipidnih nano&estica, sastoje se od
smese nekoliko hemijskih jedinjenja Cija temperatura topljenja je iznad 40 °C. Izbor
tecnog lipida za pripremu placebo formulacija lipidnih nanocestica, izvrSen je na osnovu
sposobnosti mesanja te¢nog lipida sa Cvrstim lipidima na poviSenoj temperaturi.
Selekcija te¢nog lipida za formulacije lipidnih nanocestica sa takrolimusom, izvedena je
nakon ispitivanja rastvorljivosti takrolimusa u te¢nom lipidu. Pravilnim izborom 1
adekvatnom kombinacijom ¢vrstog i tecnog lipida obezbeduje se formiranje neuredenog
lipidnog matriksa, koji ostavlja dovoljno prostora za inkorporiranje molekula lekovite

supstance.

4.1.3.1. Cetil palmitat (Cutina® CP)

Cetil palmitat, sintetiski spermacet, oficinalan je u Ph. Eur. kao Cetylis palmitas. Cetil
palmitat je bela masna masa, ljuspice ili granule. Sastoji se pretezno od heksadecil
hekadekanoata, estra cetil alkohola i palmitinske kiseline. Pored palmitinske kiseline
(C16), kao kisele komponente u sastav cetil palmitate mogu ulaziti laurinska (C12),
miristinska (C14) i stearinska (C18) kiselina. Cetil alkohol moze delimi¢no biti
zamenjen miristil alkoholom ili stearil alkoholom. Zavisno od sastava estarske smese,
temperatura topljenja cetil palmitata moze da se menja. Prema propisu Ph. Eur.
temperatura topljenja cetil palmitata 15 i cetil palmitata 65 je oko 45 °C, dok je
temperatura topljenja cetil palmitat 95 oko 52 °C. Cetil palmitat 15, cetil palmitat 65 i
cetil palmitat 95 sadrze 10 - 20 %, 60 - 70 %, odnosno minimum 90 % heksadecil
hekadekanoata, redom. Cist cetil palmitat kristalizuje u dve modifikacije, koji se tope na
temperaturama od 52,4 - 52,9 °C tj. od 53,2 - 53,8 °C. Cetil palmitat se rastvara u
klju€alom anhidrovanom etanolu i metilen hloridu, slabo se rastvara u te¢nom parafinu,
a prakticno se ne rastvara U vodi i u anhidrovanom etanolu. Za pripremu lipidnih
nanocestica, u ovoj studiji je kao cetil palmitat koris¢ena Cutina® CP proizvodaca

Cognis, (Diisseldorf, Nemacka). Udeo heksadecil hekadekanoata u Cutina® CP je 32 %.

4.1.3.2. Gliceril monostearat (Imwitor® 900P)

Imwitor® 900P (Sasol GmbH, Witten, Nemacka) je veoma heterogena smesa mono-, di-

i triglicerida, koja odgovara monografiji gliceril monostearat 40-55 u Ph. Eur.
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Temperatura topljenja Imvitor® 900P je u intervalu od 54 - 64 °C. 90 % masnih kiselina
koje ulaze u sastav Imwitor®a 900P &ine palmitinska i stearinska kiselina.
Monogliceridi ¢ine oko 40 - 55 % lipidne smese, HLB vrednost Imwitor® 900P je ~ 3.
Zbog svoje povrdinske aktivnosti, Imwitor® 900P se Koristi u farmaceutskim
preparatima kao surfaktant i kosurfaktant, a takode se moze koristiti i kao regulator
konzistencije. Najveéa prednost Imwitor® 900P u formulaciji disperzija lipidnih
nanoCestica je visok kapacitet inkapsulacije lekovite supstance, dok se u nekim
studijama (Runge, 1998; Zimmermann i Miiller, 2001) kao glavni nedostatak Imwitor®
900P navode niska dugoro¢na stabilnost vodenih disperzija lipidnih nanocestica, koje se
sastoje od Imwitor® 900P. Rezultati prethodnih studija ukazuju da Imwitor® 900P
pretezno kristaliSe u [ modifikaciji, ali je takode potvrdeno i prisustvo [ i pi
modifikacije (pikovi na 0,46; 0,42; 0,39 i 0,38 nm, interplanarno rastojanje d001 = 5,56
nm) (Runge, 1998). Najveci deo lipida koji se koristi u ovom istrazivanju kristalise u i
modifikaciji. WAXD refleksije su veoma Siroke i ukazuju na veoma heterogenu
kristalnu strukturu lipida (polimorfizam lipida prikazan je u poglavlju 5). Imwitor®

900P je lipid koja ima GRAS status i pogodan je za oralnu upotrebu.

4.1.3.3. Gliceril dibehenat (Compritol® 888 ATO)

Compritol® 888 ATO je komercijalni naziv za proizvod firme Gattefossé GmbH (Weil
am Rhein, Nemacka) koji se sastoji od glicerolskih estara beheninske kiseline (Cz).
Compritol® 888 ATO se zapravo sastoji od gliceril tribehenata (28 - 32 %), gliceril
dibehenata (52 - 54 %) i gliceril monobehenata (12 - 18 %). Glavna masna kiselina koja
ulazi u sastav Compritol®-a 888 ATO je beheninska kiselina (> 85 %), ali su tkd.
prisutne i druge masne kiseline (C1s-C20). U ovom radu Compritol® 888 ATO se
koristio kao ¢vrst lipid u pripremi lipidnih nanocestica sa takrolimusom. Pored toga,
Compritol® 888 se koristi kao vezivno sredstvo u direktnoj kompresiji pri izradi tableta,
kao lubrikans pri izradi tableta i kapsula, i kao lipidni matriks u formulacijama sa
produZenim oslobadanjem. Temperatura topljenja Compritol®-a 888 ATO je oko 70 °C.
Zbog prisustva parcijalnih acilglicerola, ovaj lipid ima ambifilne osobine. HLB vrednost
Compritol®-a 888 ATO je oko 2. Peroksidni broj Compritol®-a 888 ATO je ispod 6 meq
O/kg, §to ukazuje na njegovu visoku hemijsku stabilnost. Compritol® 888 ATO se

rastvara u hloroformu, metilen hloridu, i ksilenu kada se zagreje, a nerastvoran je u
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etanolu, etiletru, mineralnim uljima i vodi. Koristi se u u/v i v/u emulzijama kao
sredstvo za povecanje viskoziteta spoljasnje faze emulzija tj. povecanje stabilnosti.
Cuva se na temperaturi ispod 35 °C, u originalnom pakovanju zastiéen od svetlosti,

toplote i vlage.

4.1.3.4. Trigliceridi srednje duZine lanca (Miglyol®812)

Po hemijskom sastavu Miglyol® 812 predstavlja smesu triglicerida iz zasiéenih masnih
kiselina (C8-C10) (Triglycerida saturata media) (Ph. Eur). Miglyol® 812 (Caelo GmbH,
Hilden, Nemacka) koji se koristio u ovom radu je sintetski te¢ni lipid koji sadrzi
minimum 95 % =zasi¢enih masnih kiselina, kaprilna (oktanoinska) i kaprinska
(dekanoinska) kiselina. To je bezbojna ili slabo zuta uljasta tecnost, bez mirisa,
praktiéno nerastvorna u vodi, meSa se sa alkoholom, metilen hloridom, tecnim
parafinom i masnim uljima. Temperatura o&vricavanja Miglyol® 812 zavisi od
modifikacije lipida i krece se u intervalu od -22 do -50 °C. Miglyol® 812 ima nizak
viskozitet, i nije osetljiv na oksidaciju (Saupe, 2004). Koristi se kao rastvara¢ za
lipofilne supstance, dobro se podnosi na kozi (deluje emolijentno) i sluzi kao pomoc¢na
materija za masti, kremove, supozitorije, uljane rastvore i uljane suspenzije (Vuleta i
sar., 2012).
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4.1.3.5. Ostali lipidi

U Tabeli 4.4. dat je pregled ostalih lipida koji su se koristili u eksperimentalnom delu doktorske disertacije.

Tabela 4.4. Pregled lipida (komercijalni naziv, hemijski naziv, proizvoda¢, osobine na 25 °C i temperatura topljenja) koji su kori§éeni u studiji rastvorljivosti

Komercijalni naziv  Hemijski naziv Proizvoda¢ Osobine na 25 °C tTO%rE‘gﬁjr:t[“rCa]
Apifil PEG-8 beli pcelinji vosak Gattefossé, Francuska Cvrsta supstanca belicaste boje karakteristicnog mirisa -
Bees wax white beli pcelinji vosak Roth, SAD bela ili Zu¢kasto bela Cvrsta masa slabog mirisa 63-64
Carnauba wax 2442 karnauba vosak Kahl GmbH, Nemacka  bela voskasta sjajna masa izuzetno tvrda 82-86
Compritol HDSATO behenoil polioksil 8-gliceridi ~ Gattefosse, Francuska  belicasti praSak slabo karakteristi¢nog mirisa 60-67
Dynacet® 211 acetilovani gliceridi Sasol GmbH, Nemacka bela voskasta ¢vrsta masa ~ 41-47
Dynasan® 110 gliceril trikaprilat Sasol GmbH, Nemacka belicasta pahuljasta kristalna masa ili beo prasak 31-32
Dynasan® 114 gliceril trimiristat Sasol GmbH, Nemacka beo prasak slabo karakteristicnog mirisa 55-58
Dynasan® 116 gliceril tripalmitat Sasol GmbH, Nemacka beo pahuljast prasak slabo karakteristicnog mirisa 61-65
Dynasan® 118 gliceril tristearat Sasol GmbH, Nemacka beo praSak slabo karakteristiénog mirisa 70-73
Imwitor® 308 gliceril monokaprilat Sasol GmbH, Nemacka bela Cvrsta kristalna masa slabo karakteristiCnog mirisa  30-34
Imwitor® 312 gliceril monolaurat Sasol GmbH, Nemacka bela ¢vrsta masa slabo karakteristicnog mirisa ~60
gliceril distearat

e gliceril tristearat Gattefossé, Francuska  belicasti prasak slabo karakteristiénog mirisa 50-60

Precirol” ATO gliceril dipalmitat
gliceril tripalmitat

Softisan® 142 hidrogenovani kokogliceridi ~ Sasol GmbH, Nemacka bela masa u obliku pastila ~42
Softisan® 154 hidrogenovano palmino ulje ~ Sasol GmbH, Nemacka  bela pahuljasta masa 53-58
Eutanol® G oktil dodekanol Cognis, Nemacka bistra svetloZuta uljasta te¢nost bez mirisa -
Hemp seed oil ulje semena Cannabis Sativa Gustav Hees GmbH, uljasta te¢nost, svetlo zelene do tamno zelene boje )

Nemacka

karakteristi¢énog mirisa
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Vodena faza disperzije lipidnih nanocestica i nanoemulzija bila je destilovana voda,

koja se dobijala na uredaju MilliQ plus (Millipore system, Schwalbach, Nemacka).

4.2. Metode

4.2.1. Odredivanje kontaktnog ugla (goniometrijska merenja)

Young-ova jednaCina zahteva ravnu 1 homogenu povrsinu, te se stoga za odredivanje
kontaktnog ugla rastvora surfaktanta na ¢vrstom lipidu lipid se topio na mikroskopskoj
plocici, nakon Cega je ostavljen odredeno vreme da dode do njegove rekristalizacije
lipida. Za surfaktante koji nisu hidrosolubilni, bilo je neophodno pripremiti binarni
sistem lipida i surfaktanta u masenom odnosu 1:10, koji je odgovarao masenom odnosu
lipida i surfaktanta u formulaciji. Dobijeni binarni sistem se potom topio na
mikroskopskoj plocici, nakon ¢ega bi doslo do rekristalizacije dobijene binarne smese.
Kontaktni ugao se merio neposredno nakon nanoSenja 15 pl destilovane vode na binarni
sistem surfaktant-lipid i 60 s nakon toga kako bi se uoile eventualne promene. Kod
hidrosolubilnih surfaktanata, kontaktni ugao se merio neposredno nakon nanosenja 15
ul rastvora surfaktanta u destilovanoj vodi na povrSinu lipida i nakon 60 s. Merenje
kontaktnog ugla izvedeno je na uredaju Contact Angle Meter G1 (Kriiss, Nemacka)
(slika 4.1). Uredaj se sastoji od izvora svetlosti (halogena lampa), preciznog Sprica
kojim se dozira zapremina te¢nosti (voda odnosno vodeni rastvor surfaktanta) koja se

nanosi na ¢vrstu povrsinu pomocu odgovarajuce igle i pokretnog postolja u obliku table.

Slika 4.1. Uredaj za merenje kontaktnog ugla
(Contact Angle Meter G1 (Kriiss, Nemacka))

Uredaj ima mogucénost merenja kontaktnog ugla u intervalu od 1 - 180°, sa preciznoS¢u

od + 0,1°. Merenja su izvedena tri puta za svaki ispitivani uzorak. Merenje kontaktnog
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ugla na uredaju Contact Angle Meter G1 izvedeno je nakon aplikacije kapi te¢ne faze na
otopljenu ¢vrstu fazu, koja se nalazila na pokretnom postolju.

Kap tecnosti je osvetljavana sa jedne stane izvorom svetlosti (halogena lampa), dok je
kamera sa suprotne strane belezila oblik kapi te¢nosti. Prilikom odredivanja kontaktnog
ugla, moze se posmatrati cela kap te¢nosti na ¢vrstoj povrsini, deo kapi te¢nosti ili samo
oblast kontakta tecne i ¢vrste faze. Nezavisno od metode koja se koristi, kontaktni ugao
(0) se definiSe kao ugao koji zaklapa tangenta na spoljas$njoj liniji kapi teCnosti sa

linijjom ¢vrste povrsine (tzv. bazna linija).

4.2.2. Postupak dobijanja lipidnih nanocestica (homogenizacija pod
visokim pritiskom)

Za pripremu vodenih disperzija lipidnih nanocestica u ovom radu kori$éen je piston-gap
homogenizator APV Micron LAB40, APV Deutschland GmbH, Unna, Nemacka.
Kapacitet homogenizatora je od 20 - 40 ml u diskontinuiranom rezimu rada, pri pritisku
koji se kre¢e u intervalu od 100 - 1500 bara. Homogenizator je opremljen vodenim
kupatilom kojim se precizno kontroliSe temperatura tokom homogenizacije. Za
pripremu disperzija lipidnih nanocestica (SLN 1 NLC) lipidna faza (tj. ¢vrst lipid ili
smesSa ¢vrstog 1 tecnog lipida (ulja) 1 vodeni rastvor surfaktanta (u sluc¢aju hidrofilnih
surfaktanata) grejani su odvojeno na temperaturi koja je 5 - 10 °C iznad temperature
topljenja lipida. U slucaju lipofilnih surfaktanata, surfaktanti su se dodavali u lipidnu
fazu. Potom se lipidna faza dodavala u vodenu fazu i mesala uz pomo¢ rotor-stator
homogenizatora Ultra-Turrax® T25 (Jahnke & Kunkel, Staufen, Nemacka), pri
brzinama od 8000 rpm/min, u trajanju od 30 s. Dobijena pre-emulzija je
homogenizovana na temperaturi koja je 5 - 10 °C iznad temperature topljenja lipida pri
pritisku od 500 bara, tokom 3 - 5 ciklusa. Nakon homogenizacije, dobijena vruca u/v
nanoemulzije se prenosila u silanizirane transparentne staklene bocice, koje su se odmah
zatvarale i ostavljale da se ohlade na sobnu temperaturu, kako bi doslo do kristalizacije
lipida. Najznacajniji procesni parametri koji su uticali na prose¢nu veli¢inu Cestica 1
raspodelu Cestica po veli¢ini, bili su pritisak u toku homogenizacije i broj ciklusa.
Generalno sa povecanjem pritiska i broja ciklusa u toku homogenizacije, dobijale su se

Cestice manjeg dijametra i uze raspodele po veliCini. Adekvatnim izborom ovih
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procesnih parametara moguce je dobiti Cestice malog dijametra i uske distribucije po
velicini.

U tabeli 4.5. prikazan je detaljan sastav ispitivanih formulacija ¢vrstih lipidnih
nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, razvijenih u prvoj fazi.

Tabela 4.5. Sastav vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim
surfaktantima

Formulacija  Surfaktant, Lipidna faza, Vodena faza,
1,0 % (m/m) 10,0 % (m/m) 89,0 % (m/m)

SLN S1 saharoza palmitat

SLN S2 saharoza stearat

SLN S3 saharoza distearat

SLN $4 saharoza polilaurat

SLN S5 saharoza polistearat cetil palmitat voda, precis¢ena

SLN P1 poligliceril-6 distearat

SLN P2 poligliceril-6 izostearat

SLN P3 poligliceril-3 diizostearat

SLN Al C8-10 alkil poliglukozid

SLN A2 C8-14 alkil poliglukozid

SLN A3 C10-16 alkil poliglukozid

SLN A4 C12-16 alkil poliglukozid

U tabeli 4.6. prikazan je detaljan sastav formulacija nanostrukturiranih lipidnih nosaca

stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, razvijenih u drugoj fazi.
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Tabela 4.6. Sastav vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a (%, m/m) stabilizovanih poligliceril-6 distearatom, saharoza stearatom i C8-10 alkil
poliglukozidom. Matriks ¢estica se sastojao od smese ¢vrstog lipida i te¢nog lipida (cetil palmitat i trigliceridi srednje duZine lanca) (20 - 60 % (m/m))

cetil trigliceridi srednje poligliceril-6 C8-10 alkil saharoza voda,

Formulacija palmitat duZine lanca distearat poliglukozid stearat preciséena
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)

NLC P1 (20) 8,0 2,0 1,0 - - 89,0
NLC P1 (30) 7,0 3,0 1,0 - - 89,0
NLC P1 (40) 6,0 4,0 1,0 - - 89,0
NLC P1 (50) 5,0 5,0 1,0 - - 89,0
NLC P1 (60) 4,0 6,0 1,0 - - 89,0
NLC Al (20) 8,0 2,0 - 1,0 - 89,0
NLC Al (30) 7,0 3,0 - 1,0 - 89,0
NLC Al (40) 6,0 4,0 - 1,0 - 89,0
NLC Al (50) 5,0 5,0 - 1,0 - 89,0
NLC Al (60) 4,0 6,0 - 1,0 - 89,0
NLC S2 (20) 8,0 2,0 - - 1,0 89,0
NLC S2 (30) 7,0 3,0 - - 1,0 89,0
NLC S2 (40) 6,0 4,0 - - 1,0 89,0
NLC S2 (50) 5,0 5,0 - - 1,0 89,0
NLC S2 (60) 4,0 6,0 - - 1,0 89,0
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Za pripremu lipidnih nanocestica sa takrolimusom (tabela 4.7.), binarna smesa Cvrstih
lipida (cetil palmitat i gliceril monostearat) kod ¢vrstih lipidnih nanocestica, odnosno
binarna smes$a gliceril dibehenata i trigliceridi srednje duzine lanca, tj. ternarna smesa
(cetil  palmitat/gliceril  monostearat/trigliceridi ~ srednje  duzine lanca) kod
nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a izmerena je u staklenoj laboratorijskoj casi i
zagrejana na temperaturi od 60 °C, da bi se lipidi otopili. Nakon toga, u otopljenu smesu
lipida dodat je takrolimus, i sme$a se kontiniurano meSala i zagrevala u cilju potpunog
rastvaranja leka u lipidu. U odvojenom sudu (hemijska ¢asa), rastvorena je PAM-a (C8-
10 alkil poliglukozid) u visoko pre¢is¢enoj vodi i zagrejana na istu temperaturu. Topao
vodeni rastvor surfaktanta (vodena faza) pomeSan je sa otopljenom smeSom lekovite
supstance i lipida i homogeno dispergovan uz pomo¢ Ultra - Turrax® T25 (Janke &
Kunkel, Staufen, Nemacka) pri brzini od 8000 rpm, uz odrzavanje temperature na 60
°C. U ovom koraku nakon homogenizacije na rotor-stator homogenizatoru dobijena je
gruba u/v nanoemulzija, koja je potom podvrgnuta postupku homogenizacije pod
visokim pritiskom (Micron LAB 40, APV Deutschland GmbH, Nemacka) pri
temperature od 65 °C i uz primenu pet ciklusa homogenizacije. Nakon dobijanja grube
u/v nanoemulzije, ona je ohladena na sobnu temperaturu. Nakon toga, te¢ne nanokapi su
tokom hladenja kristalizovale 1 formirale disperziju lipidnih nanocestica na sobnoj
temperaturi. Nanoemulzije su se pripremale na isti nac¢in kao i disperzije lipidnih
nanocestica, samo §to je ¢vrst lipid, tj. smeSa ¢vrstog 1 tecnog lipida zamenjena tecnim

lipidom (ulje).
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Tabela 4.7. Sastav lipidnih nanonosaca (lipidne nanocestice (SLN, NLC) i nanoemulzija) sa takrolimusom

. . . gliceril gliceril trigliceridi C8-C10 alkil voda,

Komponente t?(;)rorlr:/rpnt;s ce’z:)l/op?r:;nml;[at monostearat dibehenat srednje duzine  poliglukozid pre¢isé¢ena

' ’ (%, m/m) (%, m/m) lanca (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)

TCL-NLC A 0,1 3,4 1,0 - 0,5 1,0 94,0
TCL-NLC B 0,1 7,9 1,0 - 1,0 3,0 87,0
TCL-SLN 0,1 15,9 4,0 - - 50 75,0
TCL-NLC 1 0,1 16,9 1,0 - 2,0 50 75,0
TCL-NLC 2 0,1 15,9 - - 4,0 5,0 75,0
TCL-NLC 3 0,1 - - 15,9 4,0 5,0 75,0
TCL-NE 0,1 - - - 19,9 5,0 75,0
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4.2.3. Foton korelaciona spektroskopija

Foton korelaciona spektroskopija (PCS) je izvedena na uredaju Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Velika Britanija) povezanim sa softverskim paketom Zetasizer
Software verzija 5.10 (Malvern Instruments, Velika Britanija). Merni opseg instrumenta
je od 0,6 nm - 6 um. Merenja su sprovedena uz upotrebu odgovarajuceg standardnog
operativnog postupka (engl. Standard Operating Procedure, SOP), na temperaturi od 25
°C. Za analizu ispitivanih uzoraka koris¢ena je plasticna polistirenska Kiveta, za
jednokratnu upotrebu. Svetlost rasuta nakon prolaska kroz kivetu sa uzorkom detektuje
se pod uglom od 173°. Pre analize uzorci su razblazeni destilovanom vodom do
postizanja odgovarajuceg intenziteta rasipanja svetlosti. Analiza podataka dobijenih
tokom merenja izvedenih kod ispitivanih disperzija lipidnih nanocestica izvrSena je
preko opcije General Purpose. PCS je primenjena za odredivanje veli¢ine Cestica (engl.
intesity-weighted mean diameter, Z-average, Z-ave, z-ave) i polidisperznog indeksa
(PI). Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost deset uzastopnih merenja za svaki
uzorak, a prikazani su kao z-ave = SD i Pl £ SD.

Rezultati ovih merenja upotrebljeni su za utvrdivanje uticaja formulacionih i procesnih
parametara na veli¢inu lipidnih nanocestica u toku razvoja formulacije, i za procenu
funkcionalnosti  polihidroksilnih  surfaktanata u stabilizaciji disperzija lipidnih

nanocestica bez lekovite supstance i sa model lekovitom supstancom (takrolimus).

4.2.4. Laserska difrakcija

Za merenje veli¢ine lipidnih nanocCestica i utvrdivanje prisustva/odsustva vecih Cestica i
u analiziranim uzorcima, pored PCS, dodatno je primenjena tehnika stati¢kog rasipanja
svetlosti, poznata kao laserska difrakcija (LD). Merenja su izvedena na uredaju
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Velika Britanija) koji koristi dva Fourier-ova
soc¢iva i tri detektora (detektor pod niskim, srednjim i visokim uglom). Merni raspon
instrumenta je od 0,02 pum - 2000 pum. Rad uredaja je integrisan sa softverskim paketom
Mastersizer 2000 verzija 5.4 (Malvern Instruments, Velika Britanija). Ovaj softverski
paket omogucava kreiranje odgovarajuceg standardnog operativnog postupka (SOP) za
merenje veli¢ine, koji sadrzi podatke o vrsti uzorka koji se meri i vrsti disperzanta. Kao
medijum u kome su dispergovane lipidne nanocestice koristila se destilovana voda.

Vrednosti realnog i imaginarnog indeksa refrakcije lipidnih nanocestica (1,456 1 0,01,
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redom) i vrednost indeksa refrakcije destilovane vode (1,33), koje su prethodno
odredene unosene su u SOP neposredno pre merenja. Merenja su sprovedena pet puta za
svaki ispitivani uzorak na temperaturi od 25 °C. Volumenski dijametri ¢estica (d(v)0,10,
d(v)0,50, d(v)0,90, d(v)0,95 i d(v)0,99) dobijeni su koris¢enjem Mie-ove teorije.
Volumenski dijametar Cestica predstavlja procenat (udeo) Cestica u datoj zapremini koji
ima manju veli¢inu od date vrednosti. Npr. d(v)0,99 = 1 um znaci da 99 % Ccestica u
datoj zapremini uzorka ima dijametar manji od 1 um (Rawle, 2003).

Rezultati ovih merenja zajedno sa rezultatom PCS upotrebljeni su za utvrdivanje uticaja
formulacionih i procesnih parametara na veli¢inu lipidnih nanocestica u toku razvoja
formulacije i za procenu funkcionalnosti polihidroksilnih surfaktanata u stabilizaciji

disperzija lipidnih nanocestica bez lekovite supstance i sa model lekovitom supstancom.

4.2.5. Zeta potencijal

Zeta potencijal je odreden primenom tehnike elektroforetske pokretljivosti, kojom se
meri kretanje ¢estica u primenjenom elektricnom polju. Merenja su izvedena na uredaju
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija) koji je povezan sa
softverskim paketom Zetasizer (Verzija softvera 5.10, Malvern Instruments, Velika
Britanija). U toku merenja uredaj je iskljucen iz PCS moda i prebacen u Laser Doppler
Anemometry (LDA) mode. Jacina primenjenog polja u toku merenja iznosila je 20
Viem.

S obzirom da je zeta potencijal funkcija naelektrisanja Cestice i elektrolita prisutnih u
disperzionom medijumu, za sve ispitivane uzorke merenja su izvedena u destilovanoj
vodi i dodatno u originalnom disperzionom medijumu, za uzorke koji sadrze
hidrosolubilne surfaktante. Da bi se izbegle fluktuacije u zeta potencijalu, usled
varijacija u elektri¢énoj provodljivosti destilovane vode, koja moze da bude u intervalu
od 1 - 10 pS/cm, elektricna provodljivost destilovane vode kojom su razblazeni
ispitivani uzorci pre merenja podesena je na 50 uS/cm uz koriséenje 0,9 % rastvora
natrijum-hlorida. pH vrednost ispitivanih uzoraka u toku merenja bila je u intervalu od
55 - 6. Originalni disperzioni medijum dobijao se rastvaranjem surfaktanta u
destilovanoj vodi, u koncentraciji jednakoj koncentraciji u formulaciji. Dobijeni
rezultati predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja za svaki uzorak, a

prikazani su kao zeta potencijal ({) + SD. Rezultati ovih ispitivanja su upotrebljeni za
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odredivanje povrSinskog naelektrisanja Cestica i dobijanje informacija o fizic¢koj

stabilnosti ispitivanih uzoraka.

4.2.6. Svetlosna i polarizaciona mikroskopija

Svetlosna i polarizaciona mikroskopija su dodatne metode koje su se koristile u
karakterizaciji. Analiza ispitivanih uzoraka izvodila se na uredaju Leitz (Wetzlar,
Nemacka) uz primenu y plocice, po potrebi. Uredaj je integrisan sa softerskim
programom Image Focus software verzija 1.3.1.4. (Euromex microscopes, Arnheim,
Holandija) povezanim sa CMEX-1 digitalnom kamerom (Euromex microscopes,
Arnheim, Holandija). U cilju povecanja verovatnoée nalazenja veéih Cestica ili agregata
Cestica, nerazblazena disperzija lipidnih nanocCestica se nanosila na mikroskopsku
ploc¢icu. Preko mikroskopske plocice se postavljalo pokrovno staklo, nakon cega je
svaki uzorak pregledan tri puta. Pregled ispitivanih uzoraka na mikroskopu izvodio se
pri uveli¢anjima 160x, 400x, 630x i 1000x. Cilj mikroskopske analize nije bio da se
odredi veli¢ina nanocestica, zato $to su one ispod granice detekcije mikroskopa, nego da

se utvrdi prisustva/odsustva agregata nanocestica ili kristala neinkapsuliranog leka.

4.2.7. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajuca elektronska mikroskopija je metoda koja je primenjena za analizu veli¢ine,
povrsinskih karakteristika, morfologije lipidnih nanocestica sa i bez takrolimusa i za
procenu potencijalnog prisustva ili odsustva agregata Cestica u disperziji. Pre analize
uzorci vodenih disperzija lipidnih nanoCestica su nerazblaZzeni nanoSeni na
odgovarajuce drzace, Koji su sa obe strane imali lepljive trake, osuseni su, a potom su u
atmosferi argona oblozeni slojem zlata debljine 6,5 nm pomocu uredaja SCD 040, Balt-
Tec GmbH, Witten, Nemacka. Nakon toga, uzorci su posmatrani uz pomo¢ skenirajuceg
elektronskog mikroskopa S-4000, Hitachi High-Technologies Europe GmbH, Krefeld,
Nemacka, pri uvelicanju od 20,000X.

4.2.8. Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija (DSC)

Za termalnu analizu uzoraka, koristio se kompenzovani diferencijalni skenirajuci
kalorimetar DCS (Mettler DSC 821e, Mettler Toledo, Gielen, Nemacka). U ovom

istrazivanju merenja su izvedena pri rasponu temperature od 20 - 150 °C. Instrument je
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pre merenja kalibrisan indijumom. Koli¢ina disperzija lipidnih nanocestica (SLN i
NLC) koja je bila potrebna za DSC merenja zavisila je od koncentracije lipidne faze u
disperziji. Odgovaraju¢a kolicina vodene disperzije lipidnih nanocestica, koja je
sadrzala 1 - 2 mg c¢vrstog lipida precizno je merena u aluminijumskim posudama
zapremine 40 pl. Za DSC analizu lipida i surfaktanta u bulk stanju, binarnih, ternarnih i
kvaternernog sistema, 1 - 2 mg uzorka precizno je mereno u aluminijumskim posudama.
Svi uzorci bez lekovite supstance su se zagrevali pri temperaturi od 20 - 90 °C, i brzinu
promene temperature od 10 K/min. DSC analiza ¢iste lekovite supstance, ternarnih i
kvaternernog sistema, izvodila se na temperaturi od 20 - 200 °C, pri brzini promene
temperature od 10 K/min. Brzina protoka azota u svim ispitivanjima iznosila je 80
ml/min. Prazna aluminijumska posuda se koristila kao referentni uzorak. Onset
temperatura, temperatura topljenja (koja odgovara maksimumu na krivi topljenja), i
ukupna entalpija topljenja su se racunali pomoéu STAR® Software (Mettler Toledo,
Svajcarska). Indeks rekristalizacije (RI) tj. procenat rekristalizovanog &vrstog lipida u
odnosu na inicijalnu koncentraciju ¢vrstog lipida se ra¢unao pomoc¢u jednaéine 2.11.

Rezultati DSC merenja, upotrebljeni su za analizu lipida i surfaktanata u bulk stanju, za
utvrdivanje potencijalnih interakcija polihidroksilnih surfaktanata i pojedina¢nih
komponenata lipidnog matriksa u bulk stanju, ispitivanje rastvorljivosti model lekovite
supstance u teCnim i ¢vrstim lipidima, utvrdivanje prisustva/odsustva kristalne strukture
lipidnog matriksa lipidnih nanocestica posredno preko odredivanje indeksa kristalizacije
kao 1 za utvrdivanje prisustva polimorfnih oblika lipida u ispitivanim uzorcima. Za
utvrdivanje prisustva razli¢itih polimorfnih oblika, rezultati DSC su se poredili sa

rezultatima difrakcije X zraka pod Sirokim uglom.

4.2.9. Difrakcija X zraka pod Sirokim uglom (WAXD)

WAXD merenja u ovom radu su izvedena na uredaju Philips PW 1830 X-ray generator
(Philips, Amedo, Holandija) sa bakarnom anodom (Cu-Ka radiation, A=0,15418 nm) i
detektorom (Goniometer PW18120). Opseg difrakcionog ugla (26) bio je od 4 - 40°.
Podaci o difrakciji X zraka su detektovani pomocu osetljivog detektora koriste¢i anodu
voltaze 40 kV, struju jac¢ine 25 mA i brzinu skeniranja od 0,5 °/min.

Difraktometar X zraka koji se koristio u ovom istrazivanju, moze da analizira Cestice u

suspenziji, samo ukoliko je viskozitet disperzionog medijuma dovoljno veliki. S tim u
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vezi, za analizu teCnih uzoraka, kao $to su disperzije lipidnih nanocestica (SLN, NLC)
bilo je potrebno dodati sredstvo za povecanje viskoziteta. Pre merenja disperzije
lipidnih nanocestica su se prevodile u pastu uz dodatak locust bean gume, tj. 1 ml
disperzije se meSao sa ~ 1 mg gume kao sredstvom za povecanje viskoziteta.

Rezultati WAXD merenja zajedno sa rezultatima DSC analize upotrebljeni su za
ispitivanje rastvorljivosti model lekovite supstance u ¢vrstom lipidu i smesi tecnog i
¢vrstog lipida, utvrdivanje prisustva/odsustva kristalne strukture lipidnog matriksa, i za

utvrdivanje prisustva polimorfnih oblika lipida u ispitivanim uzorcima.

4.2.10. Odredivanje rastvorljivosti takrolimusa

Za odredivanje rastvorljivosti model lekovite supstance u ¢vrstom lipidu, u ovom radu,
1 % (m/m) takrolimusa je dodato u razlicite lipide koji se mogu koristiti kao matriks
lipidnih nanocestica. Lipidi koji su se koristili u studiji rastvorljivosti bili su voskovi i
acilgliceroli koji su se razlikovali u sadrzaju monoglicerida i duzini alkil lanca masnih
kiselina (deo 4.1.3.). Dobijena smesa se mesala 1 h pri brzini od 125 rpm na temperaturi
koja je najmanje 10 °C iznad temperature topljenja lipida (Model 4230 Innova
refrigerated incubator shaker (New Brunswick Scientific). Nakon 15, 30, 45 i 60
minuta, uzorci su pregledani organolepticki, svetlosnim i polarizacionim mikroskopom
da bi se utvrdilo prisustvo/odsustvo kristala lekovite supstance.

Uz eksperimentalni pristup, za odredivanje rastvorljivost takrolimusa koristio se i
teorijski pristup, koji se zasniva na racunanju rastvorljivosti uz koriS¢enje jednacina.
Hildebrand i Skot (1964) su najpre definisali parametar rastvorljivosti (3) supstance kao
kvadratni koren gustine kohezivne energije, koja direktno odrazava stepena kohezivnih
sila koje drze molekule zajedno. Hansen i Beerbower (1971) prosirili su koncept
parametra rastvorljivosti podelom paramtra 6 na tri parcijalna parametra rastvorljivosti
(Ods Op, On). Ovim parametrima se opisuju specificne meduatomski ili intermolekularne

sile izmedu rastvaraca 1 rastvorene supstance, primenom jednacine 4.1.:

5t%)tal = 55 + 5% + éﬁ jednacina 4.1.

gde su dq, dp 1 O su parcijalni parametri rastvorljivosti povezani sa disperzionom silom,

polarnim interakcijama i vodoni¢nom vezom, redom. Vrednosti &4, 3, i 6y Se ne mogu
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odrediti direktno. Ipak, na osnovu poznavanja hemijske strukture supstanci, parcijalni
parametri rastvorljivosti mogu se predvideti metodom doprinosa funkcionalnih grupa

supstance koju je predlozio van Krevelen i Te Nijenhuis (2009):

o =Z—Fd jednacina 4.2.
d sv
57
P = : jednacina 4.3.
Y

5

E
o, = \/Zz;vh jednacina 4.4.

gde su Fq, Fp, E, redom, doprinosi funkcionalnih grupa disperzionim silama, polarnima
silama, energiji vodonic¢ne veze, a V je molarna zapremina.

Ukupna i parcijalna rastvorljivost takrolimusa kao i polarnost Sesnaest ¢vrstih lipida, tri
te¢na lipida, i takrolimusa izracunati su koris¢enjem jednacina 4.1 - 4.4., sa vrednostima
Fa, Fp, En, 1 V funkcionalnih grupa koje su preuzete iz literature (van Krevelen i Te
Nijenhuis, 2009).

Entalpija mesanja izmedu lipida i kompleksa izraunata je uz primenu jednacine 4.5.

AHm = @1 D5 [(8a1— 82) + (8p1— 8p2)” + (Bn1— Sn2)*] jednacina 4.5.

gde su @, i d, zapreminske frakcije komponente 1 i komponente 2, redom.

Polarnost supstance (Xp) racunala se koris¢enjem jednacine 4.6., uzimajuci u obzir

doprinos vodoni¢nih veza i1 drugih polarnih interakcija (Rowe, 1988):

S
52

total

Xp=1-

jednacina 4.6.
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4.2.11. Visoko efikasna te¢na hromatografija (HPLC)

Visoko efikasna teéna hromatografija se izvodila na uredaju HPLC sistem Kroma
System 2000 (Kontron Instruments, Berlin, Nemacka) u izokratskom modu. HPLC
sistem Kkoji se koristio u ovom radu sastojao se od automatskog dela za uzorkovanje
(model 560), pumpe (model 525) i detektora (model 540). Sistem je povezan sa
KromaSystem 2000 v.1.70 i procesnim sistemom kontrolisanim HPLC modulima.
Temperatura u toku analize je kontrolisana pomocu vodenog kupatila Haake W90

(Haake, Karlsruhe, Nemacka).

4.2.12. In vitro ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz lipidnih
nanonosaca

Za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iz lipidnih nanocestica i
nanoemulzije (poredbena formulacija) koriS¢ena je staticna Franzova difuziona celija
(Crown Scientific, Somerville, SAD) preporu¢ena od strane FDA sa dijametrom
membrane od 0,9 cm i povr§inom od 0,64 cm?, na temperaturi od 32 + 0,5 °C, kako bi se
imitirala temperatura na povrsini koze. Za postizanje temperature od 32 °C kroz sistem
Franzovih difuzionih ¢elija, ¢elije su aklimatizovane 60 min pre pocetka eksperimenta.
300 pl uzorka preneto je u donorsku fazu Franz-ove difuzione ¢elije, preciznije na
membrane od celuloza acetata (Sartorius, Goéttingen, Nemacka) sa veli¢inom pora od
0,1 um, koje su prethodno preko noc¢i potopljene u akceptorski medijum. Zapremina
akceptorske faze je iznosila 6 - 6,5 ml, a kao akceptorski medijum koristila se smesa
preciscene vode, propilenglikola i koncentrovanog etanola u masenom odnosu 25:35:40.
Brzina mesanja akceptorske faze magnetom bila je 600 obrt/min. 1z Franzove difuzione
¢elije periodi¢no (1, 2, 4, 6, 8 1 24 h) uzorkovano je 300 pl akceptorskog medijuma i
izvrSena nadoknada Cistim medijumom, iste temperature. Koncentracija lekovite
supstance u prikupljenim uzorcima odredivana je prethodno razvijenom HPLC
metodom na talasnoj duzini maksimuma apsorpcije (Aakrolimus = 210 nm). Dobijeni
rezultati predstavljaju srednju vrednost Sest odredivanja za svaki uzorak. Karakterizacija
profila oslobadanja i odredivanje ukupne koli¢ine oslobodene supstance iz lipidnih

nanonosaca izvrSena je primenom razli¢itih matematickih/ kineti¢kih modela.
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5. Rezultati 1 diskusija

5.1. Rezultati i diskusija prve faze istrazivanja

5.1.1. Merenje kontaktnog ugla (goniometrijska merenja)

U dosadasnjim istrazivanjima u oblasti nanocCestica sa inkorporiranom lekovitom
supstancom, istice se podatak da stabilnost sistema u velikoj meri zavisi od hemijske
strukture surfaktanata tj. osobina hidrofilne glave i hidrofobnog ostatka/grupe koja stupa
u interakciju sa povr§inom nanocestica. Prema misljenju nekih autora (Cerdeira i sar.,
2010; Jacobs i Mauller, 2002; Miller i Jacobs, 2002) vazna osobina koja doprinosi
stabilnosti lek-nanocestica jeste i elektrostati¢ka i sterna stabilizacija, koja u najvecoj
meri upravo zavisi od osobina surfaktanata. Slican princip vazi i kod lipidnih
nanocestica. Pored toga, za stabilizaciju lipidnih i lek-nanocestica, veoma je vazno da
surfaktanati obezbeduju dovoljan stepen kvaSenja Cvrste faze te€nom. S tim u vezi,
afinitet surfaktanta za povrSinu Cestica igra znacajnu ulogu. Ukoliko povrS$ina lipidnih
nanocestica nije u dovoljnoj meri prekrivena surfaktantom, povecava se verovatnoca
uzajamnog kontakta izmedu ,nezaSti¢enih” povrSina, Sto vodi agregaciji Cestica i
sveukupnoj nestabilnosti sistema (Siekmann, 1994). Dakle, surfaktanti koji imaju veci
afinitet za novostvorene povrsine ¢e u ve€oj meri spreciti agregaciju cestica. Indirektan
nacin za odredivanje afiniteta surfaktanta za povrSinu Cvrste faze je merenje kontaktnog
ugla. Prema Young-ovoj jednacini, ukoliko surfaktanti u dovoljnoj meri smanjuju
medupovrsinski napon izmedu ¢vrste i tecne faze, oni povecavaju sposobnost kvasenja
¢vrste faze te€nom, odnosno snizavaju kontaktni ugao izmedu te dve faze. Prema tome,
sa snizenjem kontaktnog ugla povecava se sposobnost kvaSenja ¢vrste faze te€nom, $to
sve zajedno doprinosi stabilnosti sistema. Prema literaturnim podacima, ukoliko je
kontaktni ugao nizi od 90°, ¢vrsta faza se dobro kvasi tecnom. Ukoliko je kontaktni
ugao vecéi od 90°, kvaSenja Cvrste faze tecnom je slabije (Tadros, 2005; Vuleta i sar.,
2012). Kontaktni ugao 0° oznacava potpuno kvaSenje ¢vrste faze te¢nom, dok odsustvo
kvasenja izmedu ove dve faze je ukoliko kontaktni ugao iznosi 180° (Tadros, 2005).

U ovom radu kontaktni ugao je meren da bi se procenio afinitet surfaktanta za cetil

palmitat (matriks cvrstih lipidnih nanocestica). U radu su se Kkoristili nejonski
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surfaktanti, koji ne sadrze molekul etilen oksida u svojoj strukturi, i kao takvi se
smatraju pogodnim za primenu na kozu. Rezultati merenja kontaktnog ugla prikazani su
u tabeli 5.1.1. U odnosu na pre¢iS¢enu vodu kvasenje cetil palmitata povecalo se u
prisustvu gotovo svih ispitivanih surfaktanata (sa izuzetkom saharoza polilaurata i
saharoza polistearata). Kvasenje ¢vrstog lipida najvise se popravilo u prisustvu rastvora
alkil poliglukozida, preciznije u poredenju sa precis¢enom vodom kontaktni ugao se
smanjio za 39 - 43°. NeSto manje smanjenje u vrednostima kontaktnog ugla (28 - 34°)
zabelezeno je u prisustvu monoestara saharoze (saharoza palmitat i saharoza stearat) i
poliglicerolskih monoestara (poligliceril-6 izostearat).

Tabela 5.1.1. Vrednosti kontaktnog ugla za preci$éenu vodu i polihidroksilne surfaktante (n=3, sr.
vrednost & SD)

Uzorak Kontaktni ugao (°)
precis¢ena voda 792
saharoza palmitat 45+ 3
saharoza stearat 51+3
saharoza distearat 57+5
saharoza polilaurat 84+5
saharoza polistearat 88+5
poligliceril-6 distearat 66 + 3
poligliceril-6 izostearat 47+1
poligliceril-3 diizostearat 51+3
C8-10 alkil poliglukozid 36+2
C8-14 alkil poliglukozid 36+1
C10-16 alkil poliglukozid 39+1
C12-16 alkil poliglukozid 400

Najmanje smanjenje u vrednostima kontaktnog ugla zabelezeno je u prisustvu diestara
saharoze (saharoza distearat) i poliglicerolskih diestara (poligliceril-6 distearat i
poligliceril-3 diizostearat). Poliestri saharoze (saharoza polilaurat i saharoza polistearat)
nisu uticali na smanjenje kontaktnog ugla, naprotiv u prisustvu ovih surfaktanata
dobijene su vise vrednosti kontaktnog ugla u odnosu na preci¢enu vodu. Ovakvo
ponasanje se moze objasniti vrlo niskim HLB brojem (~ 1) ovih surfaktanata (tabela
4.1), koji su izrazito hidrofobni i ne mogu dovesti do smanjenja kontaktnog ugla, ¢ije su

vrednosti zato viSe u odnosu na precis¢enu vodu.
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Moguce objasnjenje za dobar afinitet alkil poliglukozida, monoestara saharoze i
poliglicerolskog monoestra za cetil palmitat moze biti formiranje hemijske veze izmedu
hidroksilnih grupa surfaktanta i karbonilne grupe lipida. Poliestri saharoze ne sadrze
hidroksilne grupe u molekulu, te je stoga interakcija izmedu surfaktanta i cetil palmitata
verovatno slabija. Na osnovu rezultata merenja kontaktnog ugla uocava se da postoji
rastuci trend u vrednosti kontaktnog ugla sa povecanjem duzine alkil lanca i stepena
esterifikacije polihidroksilnih surfaktanata (slika 5.1.1.), $to je ocekivani i sa aspekta

uticaja njihove hemijske strukture na ponaSanje na kontaktnim povrSinama.
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Slika 5.1.1. Kontaktni ugao polihidroksilnih surfaktanata na cetil palmitatu (Cutina® CP) u
funkciji duZzine alkil lanca i stepena esterifikacije surfaktanata

Nakon dobijanja preliminarnih informacija 0 mogucénosti kvasenje c¢vrstog lipida
razli¢itim surfaktantima, pripremljene su vodene disperzije ¢vrstih lipidnih nanocestica i
izvedena je njihova karakterizacija. Paralelno sa karakterizacijom strukture Cvrstih
lipidnih nanocestica izvedena je i strukturna karakterizacija lipida i surfaktanata u bulk
stanju, u cilju dobijanja dodatnih informacija o
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5.1.2. Priprema vodenih disperzija <¢&vrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima

Na osnovu podataka koji su bili dostupni u literaturi (Goppert i Miller, 2003; 2005), u
kojima su za stabilizaciju Cvrstih lipidnih nanocestica sa 10 % (m/m) cetil palmitata
(Cutina® CP) kao &vrstog lipida upotrebljeni nejonski etoksilovani surfaktant polisorbat
80 ili polimerni stabilizator poloksamer 188, uoc¢eno je da su koncentracije surfaktanata
od 1,2 % (m/m) bile dovoljne za dobijanje ¢vrstih lipidnih nanocestica prose¢nog
dijametra oko 230 nm i uske distribucije ¢estica po veli¢ini (PI < 0,15). Budu¢i da je cilj
istrazivanja bila formulacija lipidnih nanocestica prose¢nog dijametra ispod 200 nm sa
Sto nizom koncentracijom stabilizatora, potencijal polihidroksilnih surfaktanata iz grupe
Secernith estara, poliglicerolskih estara masnih kiselina 1 alkil poliglukozida da
stabilizuju vodene disperzije cvrstih lipidnih nanocestica ispitivan je kroz seriju
formulacija sa koncentracijom surfaktanta 1 % (m/m) tj. fiksnim odnosom
surfaktant/lipid od 1/10.

Medu razli¢itim metodama za pripremu vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica
koje su dostupne u literaturi (zur Mihlen i sar., 1998) metoda tople homogenizacije pod
visokim pritiskom se izdvojila kao najefikasnija za dobijanje Cestica malog dijametra i
uske distribucije cestica po veli¢ini (Lippacher i sar., 2001; Mehnert i Mader, 2012;
Muchov 1 sar., 2008). Veli¢ina lipidnih nanocestica koje se dobijaju postupkom
homogenizacije pod visokim pritiskom zavisi od formulacionih parametara (vrsta lipida
1 surfaktanta/smeSe surfaktanata i koncentracija upotrebljenog surfaktanta, osobine
inkorporirane aktivne supstance) i procesnih parametara (vreme homogenizacije,
temperatura, pritisak u toku homogenizacije, broj ciklusa). Pazljivim izborom
formulacionih i procesnih parametara moguce je u velikoj meri uticati na kvalitet
finalne formulacije, tj. doprineti vecoj stabilnosti sistema i smanjenju agregacije Cestica
(Mehnert i Mader, 2012). S tim u vezi, sve formulacije u ovom istrazivanju
pripremljene su ovom metodom. U cilju ispitivanja uticaja hemijske strukture
surfaktanata i broja ciklusa homogenizacije na veli¢inu Cestica i distribuciju Cestica po
veli€ini, odnos izmedu surfaktanta i1 lipida odrzavan je konstantnim. Profili smanjenja
veli¢ine kapi sa povecanjem broja ciklusa homogenizacije koji je dobijen u ispitivanim
sistemima detaljno su analizirani sa ciljem da se odrede optimalni procesni parametri za

dobijanje Cestica malog dijametra i uske distribucije po veli¢ini. Budu¢i da su profili
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smanjenja veliine Cestica, tj. indeksa polidisperziteta sa poveéanjem broja ciklusa
homogenizacije kod svih uzoraka u ovom istrazivanju odgovarali tipi¢nim profilima
koji se mogu naéi u literaturi, na slikama 5.1.2. - 5.1.4. su prikazani samo rezultati
dobijeni za tri uzorka stabilizovana surfaktantima iz razli¢itih hemijskih grupa (Secerni
estri, poliglicerolski estri masnih kiselina i alkil poliglukozidi). U svim ispitivanim
uzorcima uoceno je da je doslo do smanjenja velicine Cestica i suzavanja distribucije
Cestica po veli¢ini, sa povecanjem broja ciklusa homogenizacije. Takode, uoceno je da
su nakon samo jednog ciklusa homogenizacije dobijene Cestice nanometarskih veli¢ina,
preciznije PCS dijametar ¢estica bio je u intervalu od 185 - 320 nm. Cestice najmanjeg
dijametra dobijene su u uzorcima stabilizovanim alkil poliglukozidima. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima merenja kontaktnog ugla, odnosno veca sposobnost
kvaSenja cetil palmitata surfaktantom imala je za posledicu obrazovanje Cestica manjeg
dijametra. Osim toga, svi alkil poliglukozidi se dobro rastvaraju u vodi (na temperaturi
homogenizacije) i imaju nizu molekulsku masu od ostalih surfaktanata. Stoga se moglo
pretpostaviti da ¢e ovi surfaktanti brze difundovati na novostvorene povrSine Cestica.
Dakle, nakon prvog ciklusa homogenizacije najbolju funkcionalnost u stabilizaciji
lipidnih nanocestica ispoljili su surfaktanti koji su imali najvise HLB vrednosti, najnize
vrednosti kontaktnog ugla na lipidnom filmu i najnizu molekulsku masu.

Sa daljim povecanjem broja ciklusa homogenizacije profil smanjenja veliine Cestica
imao je slian trend u prisustvu svih ispitivanih surfaktanata. Izmedu prvog 1 treceg
ciklusa homogenizacije uofene su najvece promene, tj. skokovit pad u prosecnom
dijametru Cestica (z-ave), dok se veoma male promene u ovim vrednostima uocavaju
izmedu treeg 1 petog ciklusa homogenizacije. Klasi¢na interpretacija gotovo
nepromenjenih  vrednosti prosecnog dijametra Cestica nakon tre¢eg ciklusa
homogenizacije povezuje se sa dostizanjem tzv. platoa u dijametru Cestica koje Cine
bulk populaciju nakon unosa odredene koli¢ine energije u sistem. Naime, izmedu prvog
i treCeg ciklusa energija koja se uvodi u sistem tro$i se ravnOmerno na smanjenje
veli¢ine svih Cestica u formulaciji. Nakon treceg ciklusa homogenizacije, uneta energija
u sistemu trosi se na smanjenje dijametra Cestica u bulk populaciji, a samo delimi¢no na
Cestice veceg dijametra.

I pored toga Sto je prosecan dijametar Cestica ostao gotovo nepromenjen izmedu treceg i

petog ciklusa homogenizacije, postupak homogenizacije je nastavljen dalje kako bi se
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pratile promene u homogenosti disperzije, odnosno u smanjenju Pl. Rezultati PCS

studije potvrdili su veoma male promene u vrednostima PI izmedu treceg i petog ciklusa

homogenizacije.
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Slika 5.1.2. Poredenje PCS
dijametara (z-ave) (gore levo),
LD dijametera (dole levo) i
odgovarajuce mikrografije
(uveli¢anje 160x, bar 50pm)
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Medutim, neki autori iznose tvrdnju da se samo na osnovu PCS dijametra i Pl ne mogu

uvek izvesti ispravni zakljucci 0 veli€ini Cestica i raspodeli Cestica po veli¢ini, zbog toga

§to PCS ne ,,vidi” Cestice Ciji dijametar je iznad 3 pm (Keck, 2010; Souto, 2005).

Uzimajuéi u obzir ove literaturne navode u nastavku istrazivanja za detaljniju analizu

ispitivanih  formulacija koris¢ena je tehnika laserske difrakcije koja moze pruziti

preciznije podatke o prisustvo Cestica mikrometarskih veli¢ina. Rezultati koji su

dobijeni tokom merenja ispitivanih formulacija metodom laserske difrakcije prikazani

su na slikama 5.1.2. - 5.1.4. Sva merenja kod ispitivanih formulacija lipidnih

nanocestica sprovedena su u skladu sa definisanim standardnim operativnim postupkom
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(SOP). Poredenjem dobijenih rezultata sa parametrima PCS analize dolazi se do
zakljucka da je trend smanjena volumenskih dijametara veoma sli¢an trendu smanjenja
prose¢nog dijametra Cestica i PI. Sli¢no PCS dijametrima i PI, volumenski dijametri

(d(v)0,10-d(v)0,99) se smanjuju sa uvodenjem energije u sistem dok se ne dostigne

plato.
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Linearno smanjenje dijametara d(v)0,10-d(v)0,99 uocava se izmedu prvog i treCeg
ciklusa u svim ispitivanim formulacijama, dok sa daljim poveanjem broja ciklusa
profil smanjenja volumenskih dijametara postaje eksponencijalan. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da je maksimalna disperzibilnost bulk populacije (odnosno
minimalna vrednost dijametra d(v)0,50) dostignuta nakon tri ciklusa homogenizacije.
Dalji unos energije u sistem (tj. povecanje broja ciklusa homogenizacije) samo neznatno
je uticao na smanjenje volumenskog dijametra bulk populacije. Ovakav rezultat je u
skladu sa rezultatom PCS-studije (slike 5.1.2. - 5.1.4 (gore levo)).
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Nasuprot volumenskom dijametru bulk populacije, koji ostaje praktiéno nepromenjen
izmedu tre¢eg i petog ciklusa homogenizacije, u istom ciklusnom intervalu uocava se
trend blagog smanjenja volumenskih dijametara d(v)0,90-d(v)0,99. Na osnovu
prethodnih rezultata pretpostavljeno je da se homogenizacija ispitivanih disperzija
odvijala u dva koraka. U prvom koraku, koji traje krace i zavr§ava se sa tre¢im ciklusom
homogenizacije veéina Cestica (tzv. bulk populacija) dostize svoju maksimalnu
disperzibilnost. U drugom koraku, koji traje nesto duze i zavrSava se petim ciklusom
homogenizacije, uoceno je dalje smanjenje dijametra ,,ve¢ih” Cestica odnosno suzavanje
raspodele Cestica po veli¢ini. Promene u dijametru Cestica koje ¢ine bulk populaciju bile
su neznatne ili ith uopste nije bilo. Uzimaju¢i u obzir da je ovakav trend smanjenja
volumenskih dijametara dobijen kod svih formulacija u ovom istrazivanju pretpostavilo
se da se pri formulaciji ¢vrstih lipidnih nanocestica sa polihidroksilnim surfaktantima u

cilju dobijanja dovoljno homogene formulacije, odnosno uklanjanja cestica veceg
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dijametra, preporucuje izvodenje dodatnih ciklusa homogenizacije, nakon §to Cestice
koje ¢ine bulk populaciju dostignu svoju minimalnu vrednost.

Dodatno, uoeno je da je u formulaciji koja sadrzi poligliceril-6 distearat, kao
surfaktant, doslo do blagog poveéanja volumenskih dijametara d(v)0,90, d(v)0,95 i
d(v)0,99 nakon tre¢eg ciklusa. Ovaj fenomen se objasnjava prekomernim unosom
energije u sistem, koja za posledicu moze imati poveéanja dijametra Cestica (Jahnke,
1998). Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji koju su izveli Huynh i sar. (2008). Fenomen
povecanja dijametra Cestica sa povecanjem unosa energije u sistem neki autori su
pripisali povecanju Braunovog kretanja kapi i nedovoljnoj funkcionalnosti emulgatora u
stabilizaciji kapi emulzije (Jafari i sar., 2006; Jafari i sar., 2008). Kapi emulzije koje
nastaju u toku homogenizacije su termodinamicki nestabilne, §to doprinosi vecoj koliziji
i koalescenciji tj. obrazovanju kapi veceg dijametra (Desrumaux i Marcand, 2002).
Takode, tokom homogenizacije usled smanjenja dijametra kapi dolazi do velikog
povecanja njihove povrsine. Ukoliko novonastale povrSine kapi postanu prevelike, u
jednom trenutku emulgatori nisu vise u mogucnosti da ih sve prekriju, tako da one
stupaju u kontakt jedna sa drugom. Kao rezultat toga dolazi do obrazovanja kapi veéeg
dijametra. Ovakva pojava u literaturi oznacava se terminom ,prag” deplecije (engl.
“threshold of depletion”) (Huynh i sar., 2008) i povezuje se sa pojavom koalescencije
(Schulz 1 Daniels, 2000). Sa povec¢anjem broja ciklusa homogenzacije takode dolazi do
povecanja temperature u homogenizatoru. Prema miSljenju nekih autora odredeni
emulgatori kada se zagreju iznad kritiCne temperature gube sposobnost stabilizacije kapi
emulzije, $to vodi obrazovanja kapi veéeg dijametra (Floury i sar., 2000).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da polihidroksilni surfaktanti u niskoj
koncentraciji (1 % (m/m)) pokazuju dobru funkcionalnost u pripremi disperzija lipidnih
nanocestica malog dijametra i uske raspodele Cestica po veli¢ini. Optimalni uslovi za
pripremu disperziju u ovom radu bili su 3 - 5 ciklusa homogenizacije (u zavisnosti od

surfaktanta), pri pritisku od 500 bar i temperaturi od 75 °C.
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5.1.3. Fizicka stabilnosti vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih
nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima

5.1.3.1. Kratkoro¢na studija fizicke stabilnosti na razli¢itim
temperaturama

Odredivanje veli¢ine Cestica i distribucije Cestica po veli¢ini smatra se standardnim
pristupom u dobijanju preliminarnih informacija o karakteristikama c¢vrstih lipidnih
nanocestica. OpSteprihvaceni pristup je da Cestice treba da poseduju dijametar ispod 1
pum i usku distribuciju po veli¢ini (PI < 0,2). Osim toga analiza veliine Cestica u
funkciji vremena moZze pruziti podrobnije zakljucke o fizickoj stabilnosti sistema, ali i o
strukturnim promenama unutar lipidnog matriksa Cestica. Sistemi se mogu smatrati
fizi¢ki stabilnim ukoliko nema promena u veli¢ini Cestica i raspodeli estica po veli¢ini
tokom ispitivnog perioda ili su te promene unutar definisanih granica.

Izvestaji o rezultatima PCS 1 LD merenja ispitivanih uzoraka neposredno nakon izrade
ukazali su na Cinjenicu da su disperzije ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovane alkil
poliglukozidima, poliglicerolskim estrima masnih kiselina i mono- i diestrima saharoze
bile makroskopski homogene, niskog viskoziteta sa prosecnim dijametrom ¢estica ispod
200 nm. Distribucija ¢estica po veli¢ini bila je monomodalna, a dijametar najvecih

Cestica nije prelazio 600 nm (slika 5.1.5.).
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Slika 5.1.5. Raspodela veli¢ine Cestica* prema volumenu nakon izrade kod ¢&vrstih lipidnih
nanodestica koje sadrze surfaktante saharoza stearat (—— ), poligliceril-6 distearat ( —) i C8-10

alkil poliglukozid (—3=

*particle size (um)
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Cestice najmanjeg dijametra (144 nm i 153 nm) dobijene su u formulacijama
stabilizovanim saharoza palmitatom i C8-10 alkil poliglukozidom. Saharoza palmitat i
C8-10 alkil poliglukozid su surfaktanti koji imaju najve¢u HLB vrednost, najmanji
kontaktni ugao na lipidnom (cetil palmitat) filmu i najmanju molekulsku masu. Kao sto
je objasnjeno u teorijskom delu doktorske disertacije, ocekuje se da surfaktanti male
molekulske mase koji su rastvorni u vodi mogu da difunduju na novoobrazovane
povrsine Cestica 1 stabilizuju ih u toku 1 nakon homogenizacije u kratem vremenskom
periodu od vremena potrebnog za agregaciju Cestica. Osim toga, sa rastvorima saharoza
palmitata i C8-10 alkil poliglukozida dobijene su najnize vrednosti kontaktnog ugla na
lipidnom filmu. Ovakav rezultat ukazuje na dobar afinitet ovih surfaktanata za lipidni
matriks Cestica. Dijametri ¢vrstih lipidnih nanocCestica stabilizovani poliestrima saharoze
(saharoza polilaurat i saharoza polistearat) bili su veéi i iznosili su 244 nm i 255 nm,
redom. U ovim formulacijama uoceno je prisustvo Cestica mikrometarskih veli¢ina
(slika 5.1.6.). Medutim, stepen agregacije bio je mali (< 1 %), tj. samo dijametar
d(v)0,99 bio je iznad 1 um, dok je dijametar d(v)0,95 bio ispod 1 um.

[EEN
o N
L ]

Volumen cestica ("/Q

o N M~ (@] (00]
1

0.01 91.201

Veli¢ina é%stica (um)
Slika 5.1.6. Raspodela veli¢ine ¢estica prema volumenu nakon izrade kod ¢vrstih lipidnih
nanocestica koje sadrze surfaktante saharoza polilaurat ( —- saharoza polistearat ( S

Procena fizicke stabilnosti ispitivanih formulacija u ovom istrazivanju obuhvatila je
odredivanje veliine Cestica 1 distribucije Cestica po veli¢ini primenom PCS tehnike i
odredivanje volumenskih dijametara cestica primenom LD tehnike nakon cuvanja
uzoraka na temperaturama 5 + 3 °C, 25 + 2 °C, 40 £ 2 °C u toku jednog meseca. Sva

merenja su izvedena u skladu sa definisanim standardnim operativnim postupkom
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(SOP). Rezultati sprovedenih ispitivanja prikazani su na slikama 5.1.7. - 5.1.12.
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Slika 5.1.7. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama &vrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih estrima saharoze nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.1.8. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama &vrstih lipidnih nanodestica
stabilizovanih poliglicerolskim estrima masnih kiselina nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.1.10. Parametri veli¢ine Cestica (LD-podaci) u formulacijama &vrstih lipidnih nanodestica
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Slika 5.1.11. Parametri veli¢ine Cestica (LD-podaci) u formulacijama ¢vrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih poliglicerolskim estrima masnih kiselina nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.1.12. Parametri velifine Cestica (LD-podaci) u formulacijama ¢vrstih lipidnih nanoc¢estica
stabilizovanih alkil poliglukozidima nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana

107



Nakon 30 dana ¢uvanja uzoraka na razli¢itim temperaturama, z-ave i Pl bili su gotovo
identi¢ni  vrednostima dobijenim neposredno nakon izrade. U disperzijama
stabilizovanim saharoza polilauratom i saharoza polistearatom, d(v)0,99 bio je iznad
lum, ali vise od 90 % Ccestica imalo je dijametar ispod 1pm. Prema tome, U ovim
uzorcima je tokom cuvanja na razli¢itim temperaturama uoceno malo povecanje u
dijametru vecih Cestica. Prisustvo veéih Cestica potvrdeno je svetlosnom mikroskopijom
(slika 5.1.13.). Ostale formulacije stabilizovane polihidroksilnim surfaktantima bile su
stabilne u toku ispitivanog perioda i pod uslovima koji su primenjeni u studiji i ni u
jednoj formulaciji nije uoceno prisustvo Cestica mikrometarskih veli¢ina. Takode, na
osnovu rezultata mikroskopske analize nisu uocCene razlike izmedu ispitivanih

formulacija.

Slika 5.1.13. (legenda na narednoj strani)
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9) h)

Slika 5.1.13. Mikrografije ¢vrstih lipidnih nanodestica koje sadrZe surfaktante saharozu polilaurat
(SLN S4) i saharozu polistearat (SLN S5) nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana (uveli¢anje 160x,
bar, 50 um): a) SLN S4 (0 dan); b) SLN S5 (0 dan); c) SLN S4 (30 dan, 5+ 3 °C); d) SLN S5 (30
dan, 5+ 3°C); e) SLN S4 (30 dan, 25 + 2 °C); f) SLN S5 (30 dan, 25 + 2 °C); g) SLN S4 (30 dan, 40
+2°C); h) SLN S5 (30 dan, 40 £ 2 °C)

5.1.3.2. Dugoro¢na studija fizi¢ke stabilnosti na sobnoj temperaturi

U cilju ispitivanja dugoroc¢ne fizicke stabilnosti vodenih disperzija ¢vrstih lipidnih
nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, ispitivane formulacije su
¢uvane na sobnoj temperaturi (25 + 2 °C) u periodu od Sest meseci. Rezultati merenja
veli¢ine Cestica 1 distribucije Cestica po veli¢ini prikazani su na slikama 5.1.14. - 5.1.20.
Na osnovu dobijenih rezultata se moze videti da je nakon Sest meseci prosecan
dijametar cestica u disperzijama stabilizovanim alkil poliglukozidima, poliglicerolskim
estrima masnih kiselina, mono- i diestrima saharoze bio oko 200 nm, dok je raspodela
Cestica po velicini ostala nepromenjena (Pl ~ 0,1). Interesantno je da je i prosecan
dijameter cestica u disperzijama stabilizovanim saharoza polilauratom i saharoza
polistearatom ostao nepromenjen, i iznosio je 235 nm i 259 nm redom. Raspodela

Cestica po velicini u uzorku koji sadrzi surfaktant saharoza polilaurat ostala je
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nepromenjena nakon sest meseci, i iznosila je 0,129, dok je u uzorku koji sadrzi
saharozu polistearat uoceno povecanje PI od 0,198 (nakon izrade) do 0,327 (nakon Sest
meseci), $to ukazuje na odredenu nestabilnost u ovom uzorku (slika 5.1.14.).

Medutim, kako je PCS ograni¢ena samo na cestice ¢iji je dijametar manji od ~ 3 um, tj.
cestice koje podlezu Braunovom kretanju (Maller i Schuhmann, 1996), u cilju dodatne
karakterizacije sistema i utvrdivanja prisustva/odsustva vecih cestica koristila se tehnika
laserske difrakcije. Rezultati laserske difrakcije potvrdili su rezultate PCS za disperzije
stabilizovane saharoza palmitatom, alkil poliglukozidima i poligliceril-3 diizostearatom.

U ovim formulacijama volumenski dijametri su ostali nepromenjeni i nakon Sest meseci

Cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi.
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Slika 5.1.14. Parametri veli¢ine &estica (PCS-podaci) u formulacijama évrstih lipidnih nanodestica
stabilizovanih estrima saharoze tokom perioda od $est meseci
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Slika 5.1.15. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama évrstih lipidnih nanoéestica
stabilizovanih poliglicerolskim estrima masnih kiselina tokom perioda od $est meseci
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Slika 5.1.16. Parametri veliine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama ¢vrstih lipidnih nanodestica
stabilizovanih alkil poliglkuzodima tokom perioda od Sest meseci
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Makroskopskim pregledom ispitivanih disperzija uoceno je da su one bile homogene i

niskog viskoziteta.
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Slika 5.1.17. Raspodela veli¢ine Cestica prema volumenu kod ¢vrstih lipidnih nanodestica koje
sadrze surfaktant saharoza palmitat nakon izrade ( —) i nakon 180 dana (—— ) i poligliceril-3
diizostearat nakon izrade ( = =) i nakon 180 dana ( — 7y
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Slika 5.1.18. Parametri veli¢ine Cestica (LD-podaci) u formulacijama ¢vrstih lipidnih nanoc¢estica
stabilizovanih alkil poliglkuzodima tokom perioda od $est meseci
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Rezultati prethodnih studija ukazuju na Ccinjenicu da parcijalni gliceridi (mono-,
digliceridi i njihove smese) formiraju rigidne filmove oko povrsine Cestica i na taj nacin
doprinose njihovoj stabilnosti (Westesen i Siekmann, 1997). Medutim, ¢vrst lipid koji
se koristio u ovoj studiji je vosak (cetil palmitat) koji se dobija katalitickom
esterifikacijom cetil alkohola i1 palmitinske kiseline i ne pokazuje nikakvu povrSinsku
aktivnost. Dakle, za ¢vrste lipidne nanocCestice koje se sastoje od Cistog cetil palmitata,
prvenstveno su surfaktanti odgovorni za fizicku stabilnost (Saupe i sar., 2005). Na
osnovu toga se moze zakljuciti da su alkil poliglukozidi, saharoza palmitat 1 poligliceril-
3 diizostearat odgovorni za dobru fizicku stabilnost ispitivanih formulacija.

U disperzijama ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih poligliceril-6 distearatom,
poligliceril-6 izostearatom, saharoza stearatom i saharoza distearatom, posle Sest meseci
dijametar d(v) 0,99 je bio u mikrometarskom opsega, ali je vise od 95 % Cestica
(poligliceoril-6 distearat i saharoza distearat) odnosno 90 % (za saharoza stearat i
poligliceril-6 izostearat) jo$ uvek imalo dijametar ispod 1 um (slike 5.1.19. i 5.1.20.).

tica (%)
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o ()] o

Volumen Ces
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Slika 5.1.19. Raspodela veli¢ine Cestica prema volumenu kod ¢&vrstih lipidnih nanocestica koje
sadrze surfaktant saharoza distearat nakon izrade ( —-i nakon 180 dana (——) i poligliceril-6
distearat nakon izrade ( — - i nakon 180 dana ( = =
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Slika 5.1.20. Raspodela veli¢ine Cestica prema volumenu kod ¢vrstih lipidnih nanodestica koje
sadrze surfaktant saharoza stearat nakon izrade ( —) i nakon 180 dana ( —) i poligliceril-6
izostearat nakon izrade ( = < inakon 180 dana( =)=

Uoceni znaci nestabilnosti u ovim formulacijama mogu se povezati sa rezultatima DSC
studije. Cvrste lipidne nanoestice stabilizovane ovim surfaktantima imaju veéi stepen
kristaliniteta (indeks kristalizacije) od ostalih uzoraka (tabela 5.1.4.). Freitas i Muller
(1998, 1999) uocili su da se sa poveéanjem indeksa kristalizacije Cvrstih lipidnih
nanocestica nestabilnost povecava u sistemu. zur Mihlen (1996) je zapazila da usled
sudara cCestica 1 delimicne destrukcije filma surfaktanta, povrSine lipida ostaju
»hezaSticene”. U tom slu¢aju dolazi do ,,premosc¢avanja” Cestica (engl. bridging), i
obrazovanja vecih Cestica, Sto vodi povecanju indeksa kristalizacije 1 nestabilnosti
sistema. Analiza veli¢ine Cestica u formulacijama stabilizovanim saharoza polilauratom
i polistearatom pokazala je slian trend povecanja veli¢ine Cestica koji je bio pracen i
slicnim vrednostima indeksa kristalizacije. Osim toga, saharoza polilaurat i saharoza
polistearat sadrze viSe lanaca masnih kiselina u svojoj strukturi, pa se pretpostavlja da
vedi broj lanaca masnih kiselina u strukturi, ima negativan uticaj na efekat stabilizacije.
Prvo, usled potencijalne interakcije sa lipidnim matriksom Cestica, Sto moze doprineti
povecanju kristalizacije lipidnog matriksa, i drugo usled sternih smetnji. Veéi broj
lanaca masnih kiselina ¢ini molekul surfaktanta hidrofobnijim, odnosno manje
rastvornim u vodenoj fazi, $to je u skladu sa HLB vrednosti surfaktanata koje su naveli
proizvodaci (tabela 4.1). Stoga je sposobnost ovih surfaktanata da stabilizuje lipidne
nanocestice koje u osnovi spadaju u sistem u/v tipa manja u odnosu na surfaktante koji

imaju viSu HLB vrednost. Rezultati dobijeni nakon LD analize takode mogu da navedu
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na zakljucak da neki surfaktanti stupaju u interakciju sa lipidnim matriksom cestica, $to
moze doprineti poveéanju kristalizacije lipidnog matriksa odnosno voditi ka

nestabilnosti sistema (zur Muhlen, 1996).

5.1.4. Ispitivanje povrSinskog naelektrisanja ¢vrstih  lipidnih
nanocestica

Naelektrisanje Cestica jedan je od parametara koji odreduje fizicku stabilnost disperznih
sistema. Poznato je da zeta potencijal priblizno karakteriSe povrSinsko naelektrisanje
Cestica 1 jedan je od faktora koji odreduje njihovu fizicku stabilnost. Ako sve Cestice u
disperziji imaju visok pozitivan ili visok negativan zeta potencijal, do¢i ¢e do njihovog
medusobnog odbijanja, Sto sprecava koalescenciju i povecava stabilnost sistema
(Miiller, 1996). Apsolutne vrednosti zeta potencijala vec¢e od 30 mV uglavnom ukazuju
na dobru fizicku stabilnost, dok vrednosti iznad 60 mV ukazuju na veoma dobru
dugoro¢nu stabilnost. Za vrednost zeta potencijala oko -20 mV smatra se da obezbeduje
kratkoro¢nu stabilnost, dok vrednosti u rasponu od -5 do +5 mV ukazuju na agregaciju.
Ovo se medutim, odnosi isklju¢ivo na surfaktante niske molekulske mase 1 sisteme u
kojima je dominantan mehanizam stabilizacije elektrostatiCka stabilizacija. U sistemima
u kojima su prisutni stabilizatori velike molekulske mase tj. u slu¢aju sterne stabilizacije
vrednosti zeta potencijala oko £ 20 mV ili znatno nize mogu obezbediti zadovoljavajucu
fiziku stabilnost (Muller, 1996; Ney, 1973; Riddick, 1968).

U ovom radu zeta potencijal je meren u vodi (za odredivanje Stern-ovog potencijala) i u
originalnom  disperzionom medijumu (za potpuno razumevanje mehanizma
stabilizacije). Za merenja u vodi disperzije ¢vrstih lipidnih nanocestica razblazivane su
destilovanom vodom, ¢ija elektri¢na provodljivost je prethodno podeSena na 50 pS/cm
uz dodatak 0,9 % rastvora natrijum-hlorida. Polihidroksilni surfaktanti su nejonski
sterni stabilizatori, te se na prvi pogled moglo oc¢ekovati da ¢e vrednosti zeta potencijala
biti niske. Medutim, u toku merenja originalna disperzija lipidnih nanocestica se
razblazuje destilovanom vodom. Hidroksilne grupe u molekulu polihidroksilnih
surfaktanata imaju visok afinitet za vodu, $to moze da dovede do desorpcije surfaktanta
sa povrsine Cestica. Osim toga, tokom razblazivanja uzorka sa vodom usled potencijalne
desorpcije surfaktanta sa povrSine Cestica, dolazi do pomeranja ravni smicanja ka

povrsini Cestice Sto za posledicu ima povecanje zeta potencijala. Stoga, se izmereni zeta
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potencijal kod ovih sistema moze dovesti u vezu ne samo sa surfaktantima
upotrebljenim za stabilizaciju nego i sa povrSinskim potencijalom Cestica. Iz tog razloga
bilo je neophodno odrediti zeta potencijal u originalnom disperzionom medijumu,
paralelno sa odredivanjem u vodi. Razlike izmedu zeta potencijala u vodi i u
originalnom disperzionom medijumu mogu da se Koriste za predvidanje mehanizma
stabilizacije. Originalni disperzioni medijum dobijao se rastvaranjem surfaktanta u vodi
u koncentraciji koja je identi¢na koncentraciji surfaktanta u formulaciji. Poliglicerolski
estri masnih kiselina, saharoza distearat, saharoza polilaurat i saharoza polistearat su
surfaktanti koji se ne rastvaraju u vodi, te stoga za lipidne nanocestice stabilizovane
ovim surfaktantima nije bilo moguée izmeriti zeta potencijal u originalnom
disperzionom medijumu.

Za ostale surfaktante za koje je bilo moguce izmeriti zeta potencijal u originalnom
disperzionom medijumu vrednosti su bile nize nego u vodi. Smanjenje zeta potencijala
ukazuje na Cinjenicu da su surfaktanti u ve¢oj meri adsorbovani na povrsinu cestice u
originalnom medijumu nego u vodi. Deblji sloj surfaktanta na povr$ini ¢estice pomera
ravan smicanja dalje od Cestica, $to doprinosi smanjenju zeta potencijala.

Razlike u vrednosti zeta potencijala u originalnom disperzionom medijumu u odnosu na
vodu najvise su izrazene kod disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih alkil
poliglukozidima, odnosno C8-10 alkil poliglukozidom (25 mV), a najmanje u
disperzijama ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih saharoza stearatom (~8 mV)).

U nastavku studije zeta potencijal ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih razli¢itim
surfaktantima se poredio sa elektricnom provodljivosti vode i disperzionog medijuma i
rezultati su prikazani u tabeli 5.1.2. Analiza dobijenih rezultata pokazala je da promene
u elektri¢noj provodljivosti disperzionog medijuma prate promene u zeta potencijalu.
Naime, najve¢e promene u elektri¢énoj provodljivosti izmedu originalnog disperzionog
medijuma 1 vode dobijene su za Cestice stabilizovane alkil poliglukozidima. U ovom
slucaju sterni efekat imao je veliki doprinos u stabilizaciji lipidnih nanocestica.
Nasuprot tome, veoma male promene u elektri¢noj provodljivosti u originalnom
disperzionom medijumu u odnosu na vodu dobijene su za lipidne nanocestice
stabilizovane saharoza stearatom. Ovakav rezultat je u saglasnosti sa rezultatima u
prethodnom segmentu istrazivanja, gde su zabelezene male razlike u vrednostima zeta

potencijala u vodi i u originalnom disperzionom medijumu.
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Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da se stabilizacija lipidnih nanocestica

polihidroksilnim surfaktantima moze opisati kao kombinacija elektrostati¢kog 1 sternog

efekta koji su uzajamno komplementarni. U skladu sa literaturnim podacima za

disperzije stabilizovane elektrostatickim i1 sternim mehanizmom stabilizacije zeta

potencijal od oko |-20] mV moze biti dovoljan za ouvanje fizicke stabilnosti disperzija

(Jacobs i Miller, 2002). Na osnovu izmerenih vrednosti zeta potencijala koje su za sve

formulacije u vodi bile iznad |30| mV, a u originalnom disperzionom medijumu izmedu

|-23] mV i |-35| mV (tabela 5.1.2.) moze se zakljuéiti da polihidroksilni surfaktanti u

koncentraciji od 1 % (m/m) mogu obezbediti zadovoljavajucu fizi¢ku stabilnost Cestica.

Tabela 5.1.2. Zeta ({) potencijal (mV) i elektri¢na provodljivest (¢) (US/cm) ¢&vrstih lipidnih
nanocestica nakon razblaZivanja sa razli¢itim medijumima (n=30, srednja vrednost + SD)

¢ potencijal £ SD 6+ SD

Uzorak destilovana originalni destilovana originalni

voda mediium voda mediium
SLN 51 393+1,3 235+05 5742 406+9
SLN'S2 416+18 33,1+0/4 56+ 1 107+1
SLNS3 386+ 16 * 5440 *
SLN $4 40,9402 * 55+ 1 *
SLN'S5 50,1+ 1,8 * 57+1 *
SLNPL 315+13 * 5441 *
SLN P2 444403 * 5440 *
SLNP3 342408 * 5340 *
SLN Al -52,4+0,9 -274+08 58+ 2 529+3
SLN A2 -475+1,7 -353+0,8 56+ 0 317+4
SLN A3 -52,2+0,9 -30,1+0,3 59+1 469+ 1
SLN A4 -46,3+0,6 -285+11 5140 458+5

* Surfaktanti se ne rastvaraju u vodi i stoga se zeta potencijal u originalnom medijumu nije mogao

izmeriti.
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5.1.5. Ispitivanje morfologije i povrsinskih karakteristika ¢vrstih
lipidnih nanocestica

Pregledom mikrografija lipidnih nanocestica neposredno nakon izrade moze se
zakljuciti da su sve izradene cestice imale blago deformisan sferiCan oblik (slika
5.1.21.). Velicina vecine cestica bila je manja od 1 um, ali je uocen izvestan broj cestica
¢ija velicina je bila iznad 1 pum. Ovaj fenomen bi se mogao pripisati agregaciji cestica
do koje je verovatno doslo tokom pripreme uzoraka za analizu. Detaljnim uvidom u ove
agregate uoceno je da se oni sastoje od manjih ¢estica ¢ija veli¢ine nije prelazila 1 pm.

Poznato je da se tehnikom homogenizacije pod visokim pritiskom mogu dobiti lipidne
nanocestice razlicitog oblika. U poredenju sa nesfernim cesticama za stabilizaciju
sfernih Cestica su potrebne nize koncentracije surfaktanata. Osim toga, Bunjes i
Siekmann (2006) 1 Teeranachaideekul (2008) u svojim radovima navode da u poredenju
sa nesfernim Cesticama, sferne Cestice obezbeduju bolju zastitu inkorporirane lekovite
supstance, kao i ve¢u moguénost kontrolisanja brzine oslobadanja leka iz cestice. Isti
autori ovaj fenomen objasnjavaju cinjenicom da je kontakt lekovite supstance sa

okolnim medijumom kod sfernih ¢estica manji, kao i da je difuzioni put koji prelazi

lekovita supstanca kod sfernih cestica najduzi.

Slika 5.1.21. Skenirajuée elektronske mikrografije disperzija ¢vrstih lipidnih nanodestica
stabilizovanih saharoza stearatom (levo) i C8-10 alkil poliglukozidnim surfaktantom (desno)
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5.1.6. Karakterizacija lipida i surfaktanata u bulk stanju

Razvoj formulacija lipidnih nanocestica podrazumeva fizi¢ku stabilnost i u pogledu
veliCine Cestica 1 u pogledu strukture lipidnog matriksa. S tim u vezi, u ovom radu su se
promene u fizickoj stabilnosti disperzija dovodile u vezu sa kristalnom strukturom
lipidnog matriksa nanocestica. Analiza strukture lipidnog matriksa nanocestica izvodila
se termalnom tehnikom i komparirala se sa strukturom ¢&vrstog lipida u bulk stanju.
Cwrst lipid u bulk stanju bio je podvrgnut istim temperaturnim promenama kao i lipid u
¢vrstim lipidnim nanocesticama u toku pripreme formulacija. Za analizu lipidnog
matriksa nanocestica i1 lipida u bulk stanju temperaturni maksimumi pikova, onset
temperatura i entalpija topljenja, preko koje je posredno izracunat indeks rekristalizacije
uzeti su kao sveoubuhvatni parametri za poredenje uzoraka.

DSC termogram cetil palmitata u bulk stanju nakon izlaganja temperaturi od 75 °C u
trajanju od 1 h prikazan je na slici 5.1.22. Pikovi uoceni na 38,92 °C i 52,44 °C
odgovaraju a i B modifikaciji lipida. Ovaj rezultat je u skladu sa ranije objavljenim

rezultatom (Saupe i sar., 2005).

—— cetil palmitat
2
: -
©
=
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Temperatura (°C)

Slika 5.1.22. DSC termogram cetil palmitata (Cutina® CP) u bulk stanju (podatak iz tabele 5.1.3.)

DSC termalno ponasanje Cistih surfaktanata prikazano je u tabeli 5.1.3. i na slikama
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5.1.23.15.1.24. Saharoza palmitat, saharoza stearat, saharoza polistearat i poligliceril-6
distearat imaju izrazene pikove, koji odgovaraju tranziciji tj. topljenju i prelasku
surfaktanata iz ¢vrstog stanja u izotropnu tecnost (rastop). Slican trend uocava se 1 kod
saharoza distearata, s tim §to je pik podeljen u dva manja.

Poligliceril-6 izostearat, poligliceril-3 diizostearat, C8-10 alkil poliglukozid, C8-14 alkil
poliglukozid, C10-16 alkil poliglukozid i C12-16 alkil poliglukozid su surfaktanti koji
su u teCnom agregatnom stanju na sobnoj temperaturi, tako da se u ovom delu radu nije
pratilo njihovo termalno ponaSanje.

Tabela 5.1.3. DSC parametri (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)) i ukupna

entalpija topljenja (AH (J/g)) cetil palmitata jedan sat nakon temperiranja na 75 °C i
polihidroksilnih surfaktanata u bulk stanju

lipid/surfaktant lipid/surfaktant

(hemijski naziv)  (komerc. naziv) 6 (*C) t(°C) AH (J/g)
cetil palmitat Cutina® CP 47,89 52,44 220,46
saharoza palmitat ~ Sisterna® PS 750-C 44,33 46,07 45,23
saharoza stearat  Surfhope® C-1815 49,20 51,28 39,93
44,58 47,91 16,13
saharoza Surfhope® C-1805
distearat 59,98 64,24 10,79
saharoza
polilaurat Surfhope® C-1201 19,95 21,04 32,62
saharoza
polistearat Surfhope® C-1801 62,23 66,94 87,36
poligliceril- 6 Plurol Stearique®
distearat WL1009 51,82 53,50 72,00
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Slika 5.1.23. DSC termogrami saharoza palmitata, saharoza stearata i saharoza distearat u bulk
stanju (podatak iz tabele 5.1.3.)
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Slika 5.1.24. DSC termogrami saharoza polistearata i poligliceril-6 distearata u bulk stanju
(podatak iz tabele 5.1.3.)
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5.1.7. Karakterizacija strukture ¢vrstih lipidnih nano¢estica

DSC termogrami lipidnih nanocestica prikazani su na slikama 5.1.25. - 5.1.27. Rezultati
DSC analize potvrdili su da je doslo do delimi¢ne rekristalizacije lipida u
nanocesticama (tabela 5.1.4.). Za razliku od lipida u bulk stanju nakon termalne analize
lipida u nanocesticama, uo¢eno je prisustvo samo jednog pika i fazni prelazi su bili S$iri.
Ovakav rezultat se objasnjava malom veli¢inom lipidnih nanocestica i smanjenjem

kristalne strukture lipida u nanocestici (Bunjes i sar., 1996).

]——SLNS5 ——SLNS4 ——SLNS3 ----- SLNS2 ----- SLN S1
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Slika 5.1.25. DSC termogrami ¢vrstih lipidnih nanodestica stabilizovanih estrima saharoze, koji se
razlikuju po stepenu esterifikacije i vrsti masne kiseline koja reaguje sa saharozom. Merenja su
izvedena tri meseca nakon pripreme disperzija i ¢uvanja na 25 + 2 °C (krive su prikazane duz
ordinate zbog bolje preglednosti)

U svim uzorcima ¢vrstih lipidnih nanocestica potvrdeno je prisustvo Cvrste faze i
temperatura topljenja ¢vrste faze bila je iznad temperature tela. Ovaj rezultat ukazuje na
¢injenicu da Ce Cestice zadrzati ¢vrsto stanje tokom skladiStenja na sobnoj temperaturi,
ali i pri fizioloskoj temperaturi (tj. posle primene na kozu). Rezultati DSC studije
(tabela 5.1.4.) ukazali su na ¢injenicu da je u svim uzorcima doslo do smanjenja onset

temperature i temperature topljenja u poredenju sa lipidom u bulk stanju. Promene u

ovim parametrima objasnjavaju se mnogo veéim odnosom povrSina/zapremina u
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lipidnim nanocesticama u poredenju sa lipidom u bulk stanju. Ovaj fenomen blize je
objasnjen Gibs-Thomson-ovom jedna¢inom. Pored toga, nepotpuna kristalizacija lipida
u nanocesticama moze se objasniti i potencijalnom interakcijom surfaktanta sa lipidnim
matriksom nanocestica. Bunjes 1 Siekmann (2006) navode da usled povrSinskog napona
na povrsini Cestica, dolazi do pomeranja temperature topljenje i onset temperature lipida

ka nizim vrednostima.
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Slika 5.1.26. DSC termogrami ¢vrstih lipidnih nanodestica stabilizovanih poliglicerolskim estrima
masnih Kiselina, koji se razlikuju po stepenu polimerizacije poliglicerolskog ostatka i vrsti masnih
kiselina koje reaguju sa poliglicerolima. Merenja su izvedena tri meseca nakon pripreme disperzija
i Cuvanja na 25 + 2 °C (krive su prikazane duZ ordinate zbog bolje preglednosti)

U nekoliko prethodnih studija pratio se uticaj surfaktanata na temperaturu topljenja i
kristalizaciono ponaSanje lipidnih nanocestica (Bunjes i sar., 2003; Han i sar., 2008;
Siekmann i Westesen, 1994c¢). Na kristalizaciju cestica mogu uticati razliciti faktori kao
§to su inkorporirana aktivna supstanca, veli¢ina Cestica, vrsta i tip upotrebljenog
surfaktanta i lipida, interakcija surfaktant-lipid, temperatura ¢uvanja uzoraka, fizicki
tretman (npr. homogenizacija, liofilizacija, suSenje rasprSivanjem) (Mehnert i Mader,
2012; Souto, 2005). Prethodna istrazivanja sa nanocesticama sastavljenim od gliceril

tripalmitata pokazala su da su ,,rigidni” lanci surfaktanata neophodni da bi doslo do
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kristalizacije gliceril tripalmitata (Bunjes i sar., 2002). Smatra se takode, da je uticaj
surfaktanta na kristalizaciju lipidnih nanocestica naro€ito vazan u formulacijama u
kojima su lipidne nanocestice sastavljene od lipida koji imaju nisku tacku topljenja.
Pomenuta vrsta nanonosaca moze biti interesantna u formulacijama koje sadrze
osetljive, termolabilne supstance (peptidi i proteini), pri ¢ijoj formulaciji se ne mogu
koristiti lipidi koji poseduju visoke temperature topljenja. Pored toga, studije o uticaju
surfaktanata na proces kristalizacije i kristalnu strukturu matriksa nanocestica mogu

pruziti uvid u interakciju izmedu dipsergovanog lipida i surfaktanta (Souto, 2005).
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Slika 5.1.27. DSC termogrami ¢vrstih lipidnih nanodestica stabilizovanih alkil poliglukozidima, koji
se razlikuju u duzini alkil lanca masnih kiselina. Merenja su izvedena tri meseca nakon pripreme
disperzija i cuvanja na 25 £+ 2 °C (krive su prikazane duZ ordinate zbog bolje preglednosti)

Rezultati naSe studije ukazuju na ¢injenicu da surfaktanti nisu imali uticaja na
temperaturu topljenja, preciznije temperature topljenja cvrstih lipidnih nanocestica
stabilizovanih razli¢itim surfaktantima bile su u intervalu od 48,79 - 49,18 °C (tabela
5.1.4. i slika 5.1.29). Sa druge strane, surfaktanti su imali odredeni uticaj na indeks
kristalizacije lipidnih nanocestica. Naime, RI ¢vrstih lipidnih nanocCestica stabilizovanih
alkil poliglukozidima, saharoza palmitatom i poligliceril-6 izostearatom iznosio je 32,2
%, 41,73 % i 39,64 %, redom (tabela 5.1.4.). Nakon istog vremenskog intervala pod
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identiénim uslovima skladiStenja RI lipidnih nanocestica stabilizovanih saharoza
distearatom, saharoza stearatom, poligliceril-6 distearatom i saharoza polistearatom bio
je visi 1 iznosio je 54,66 %, 52,84 %, 60,33 % 1 47,35 % redom. Razlog razlicitim
vrednostima RI moze se na¢i u razlikama u hemijskoj strukturi surfaktanata. Saharoza
distearat, saharoza stearat, poligliceril-6 distearat i saharoza polilaurat sadrze C18
masne kiselina u svojoj strukturi. Temperatura topljenja ovih surfaktanata u bulk stanju
je viSa od temperature topljenja ostalih surfaktanata (tabela 5.1.4.). Rezultat toga je da
lipidne nanocestice stabilizovane surfaktantima koji imaju vise tacke topljenja poseduju
viSe vrednosti RI.

Tabela 5.1.4. DSC parametri (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)), ukupna
entalpija topljenja (AH (J/g) i indeks rekristalizacije (RI1)(%0)) €vrstih lipidnih nanodestica

stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima nakon tri meseca cuvanja na 25 = 2 °C
(temperaturni opseg 20 - 90 °C, brzina skeniranja 10 K/min)

Uzorak Surfaktant t, (°C) t: (°C) AH (J/9) RI (%)
SLN S1 saharoza
palmitat 44,75 49,03 8,74 39,64
SLN S2 saharoza
stearat 44,28 49,18 12,05 54,66
SLN S3 saharoza
distearat 44,49 49,04 11,65 52,84
SLN S4 saharoza
polilaurat 43,71 49,39 8,44 38,28
SLN S5 saharoza
polistearat 44,74 49,11 10,44 47,35
SLN P1 poligliceril-6
distearat 43,80 48,80 13,30 60,33
SLN P2 poligliceril-6
izostearat 44,98 49,11 12,20 55,34

SLN P3 poligliceril-3

diizostearat 44,75 49,03 5,17 23,45
SLN Al C8-10 alkil

poliglukozid 44,60 48,79 7,12 32,30
SLN A2 C8-14 alkil

poliglukozid 44,50 49,20 8,87 40,23
SLN A3 C10-16 alkil

poliglukozid 45,01 49,15 9,33 42,32
SLN A4 C12-16 alkil

poliglukozid 45,00 49,15 10,23 46,40

Catanoiu i sar. (2011) navode da u emulzionim sistemima, procesom difuzije surfaktanti

mogu da se raspodele iz vodene (uljane) faza kroz medufazu u uljanu (vodenu) fazu u
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zavisnosti od rastvorljivosti surfaktanta u jednoj od te dve faze, dok se ne postigne
ravnotezno stanje. Na osnovu literaturnih podataka zavisno od HLB vrednosti molekuli
surfaktanata se razli¢ito raspodeljuju izmedu vodene faze, uljane faze 1 medufaze.
Sli¢na situacija se moze ocekivati i u disperzijama lipidnih nanocCestica. Ako se
surfaktanti ne rastvaraju u vodi, teorijski odredeni deo molekula surfaktanta moze biti
lociran u lipidnoj fazi (matriksu Cestica). Nasuprot tome, surfaktanti koji se rastvaraju u
vodi ¢e biti lokalizovani u vodenoj fazi (u obliku monomera ili micela). Prema tome, u
ovom slucaju, nece biti interakcije izmedu surfaktanta i lipidnog matriksa Cestica, te se
stoga ne oc¢ekuje da ¢e surfaktanti imati uticaj na kristalinitet Cestica.

Kao sto je prethodno navedeno polihidroksilni surfaktanati koji su se koristili u ovom
radu se razlikuju u hemijskoj strukturi. Alkil poliglukozidi imaju jedan lanac masnih
kiselina koji je kratak (C8-10 i C8-14) ili srednje duzine (C10-16 i C12-16) vezan za
hidrofilni deo sastavljen od molekula glukoze koja se prostire u vodenu fazu. Rezultat
toga je, da ovi surfaktanti verovatno formiraju mobilan i ,,labav” sloj oko Cestica. Sa
druge strane, surfaktanti koji mogu da povecéavaju kristalinitet Cestica (poligliceril-6
distearat, saharoza distearat, saharoza stearat i saharoza polistearat) sadrze duge alkil
lance masnih kiselina u svojoj strukturi. Zbog sli¢nosti u strukturi surfaktanata sa
strukturom ¢vrstog lipida (cetil palmitat), teorijski ovi surfaktanti mogu biti ukljuceni u

matriks nanocestica i u odredenoj meri povecati kristalinitet Cestica (Slika 5.1.28.).
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Slika 5.1.28. Predlozeni mehanizam uticaja hemijske strukture surfaktanta na kristalnu strukturu
lipidnih nanocestica
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Kao rezultat ovih pretpostavki lipidne nanocestice stabilizovane alkil poliglukozidima,
imaju nizi RI od Cestica stabilizovanih poligliceril-6 distearatom, saharoza distearatom,
saharoza stearatom i saharoza polistearatom (slika 5.1.29.). U slucaju saharoza palmitata
moze se pretpostaviti da postoji drugaciji mehanizam interakcije izmedu surfaktanta i
lipida. Saharoza palmitat je surfaktant koji je u ¢vrstom agregatnom stanju na sobnoj
temperaturi (tabela 4.1). Medutim, RI lipidnih nanocestica stabilizovanih ovim
surfaktantom bio je veoma sliCan RI lipidnih nanocestica stabilizovanih alkil
poliglukozidima, poligliceril-6 izostearatom i poligliceril-3 diizostearatom, odnosno
saharoza palmitat nije uticao na RI lipidnih nanocestica. Razlog za to moze biti duzina
alkil lanca masnih kiselina u ovom stabilizatoru, koja je slicna duzini lanca masnih
kiselina lipidnog matriksa nanoCestica (tj. cetil palmitat). Pretpostavlja se da se ovaj
surfaktant samo inkorporira u lipidni matriks nanocestice, ali zbog sli¢nosti u strukturi
sa lipidom ne utice na kristalinitet Cestica. Teorijski, ovaj tip stabilizatora bi trebalo da
omoguci obrazovanje najstabilnijih ¢estica. Nasuprot alkil poliglukozidima, poligliceril-
6 izostearatu i poligliceril-3 diizostearatu, saharoza palmitat je ¢vrsto vezan za lipidni
matriks Cestica, §to doprinosi fizi¢koj stabilnosti. S druge strane, ovaj stabilizator ne
uti¢e na kristalinitet Cestica, §to moze dovesti do fizicke nestabilnosti (Freitas i Miller,
1998, 1999).

PCS podaci dobijeni tokom Sest meseci ¢uvanja Cestica potvrduju ovu teoriju. Prakticno
u formulacijama lipidnih nanoc€estica stabilizovanih saharoza palmitatom nije doslo do
povecanja PCS-dijametara i Pl, dok je u formulacijama stabilizovanim alkil
poliglukozidima doSlo do blagog porasta od oko 20 nm u veli€ini Cestica nakon Sest
mesesi. Do povecanja u veli¢ini Cestica nakon Sest meseci doSlo je 1 kod drugih uzoraka
stabilizovanih estrima saharoze i poliglicerolskim estrima masnih kiselina.

Medutim, podaci dobijeni nakon merenja na LD ukazuju na ¢injenicu da je do najmanje
agregacije doSlo u disperzijama lipidnih nanocestica stabilizovanih  alkil
poliglukozidima. Ovi surfaktanti poseduju najviSe HLB vrednosti, najnizi kontaktni
uglao na lipidnom filmu i najviSe vrednosti zeta potencijala 1 kao $to je gore navedeno,
ne ocekuje se da ¢e ovi surfaktanti uticati na kristalinitet lipidnog matriksa Cestica.
Medutim, takode je pokazano da je saharoza distearat pogodan kao stabilizator ¢vrstih
lipidnih nanocestica, zbog toga Sto su samo male promene u PCS dijametru i PI i samo

ograniCena agregacija uoceni tokom cuvanja uzoraka. Ovaj stabilizator poseduje nisku
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HLB vrednost i relativno visok kontaktni ugao na lipidnom matriksu i utvrdeno je da on

ne utice na kristalizaciju lipidnog matriksa Cestica.
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Slika 5.1.29. Pregled uticaja polihidroksilnih surfaktanata na kristalizaciono ponasanje ¢vrstih
lipidnih nanocestica tri meseca nakon pripreme disperzija i cuvanjana 25 +2 °C

Na osnovu svega prethodno navedenog moze se zakljuciti da parametri za koje se
pretpostavilo u ovom radu da mogu doprineti fizi¢koj stabilnosti cestica, kao sto su
visoka HLB vrednost, nizak kontaktni ugao, visoke vrednosti zeta potencijala i odsustvo
interakcija izmedu lipidnog matriksa cestica i surfaktanta mogu biti korisni za
predvidanje funkcionalnosti surfaktanta za obrazovanje disperzija lipidnih nanocestica
zadovoljavajuce fizicke stabilnosti. Medutim, sa druge strane kao s§to je pokazano u
ovoj studiji, u slucaju nekih surfaktanata (saharoza distearat), ovi parametri nisu
dovoljno pouzdani da bi se surfaktant iskljucio iz studije tokom razvoja formulacije

¢vrstih lipidnih nanocestica.
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5.2. Rezultati i diskusija druge faze istrazivanja

5.2.1. Karakterizacija lipida i surfaktanata u bulk stanju

U cilju ispitivanja kristalizacionog ponasanja nehomogenizovanog lipidnog matriksa
nanocestica, izvedena je termalna analiza kristalizacionog ponasanja ¢vrstog lipida (cetil
palmitata) u bulk stanju pre i posle dodatka te¢nog lipida (trigliceridi srednje duzine
lanca). Preciznije, cilj ovog dela studije bio je da se dobiju dodatne informacije o
moguénosti inkorporiranju razli¢itog udela te¢nog lipida u ¢vrst lipid, posredno preko
pracenja promena u temperaturi topljenja i kristalnoj strukturi Cvrstog lipida.
Termoanaliti¢ki parametri koji su izvedeni iz DSC studije prikazani su u tabeli 5.2.1.

Na osnovu dobijenih rezultata, odnosno DSC termograma ¢vrstog lipida i smeSe ¢vrstog
1 te€nog lipida uoceno je da cvrst lipid poseduje dva polimorfna oblika ¢ije temperature
topljenja iznose 38,94 °C (manji pik) i 52,42 °C (ve¢i pik) (slika 5.2.1). Na osnovu
literaturnih podataka izvodi se zakljuc¢ak da prvi pik sa nizom temperaturom topljenja
odgovara a modifikaciji i predstavlja termodinamicki nestabilnu modifikaciju ¢vrstog
lipida, dok drugi pik odgovara p modifikaciji i predstavlja termodinamicki stabilnu
modifikaciju ¢vrstog lipida. Takode, rezultati termalne analize ukazali su na €injenicu
da se cetil palmitat dobro meSa sa trigliceridima srednje duzine lanca, u odnosu koji je
upotrebljen za pripremu lipidnog matriksa nanostrukturiranih lipidnih nosaca, te se
stoga oCekuje da ¢e dobijeni matriks biti homogen. Takode, rezultati DSC analize
ukazuju da pri udelu te¢nog lipida iznad 20 % (m/m) pik koji poti¢e od o modifikacije
nestaje, a Sirina pika odnosno razlika izmedu temperature topljenja i onset temperature
se povecava. Istovremeno sa proSirivanjem pika, visina pika (i povrSina ispod krive) se
smanjuju, odnosno kristalna struktura lipida se zajedno sa tim smanjuje. Na osnovu
dobijenih rezultata pretpostavilo se da je te¢ni lipid molekularno dispergovan u ¢vrstom
lipidu, bar pri nizoj koncentraciji, §to je promenilo strukturu lipidnog matriksa od
uredene ka neuredenoj. SniZenje temperature topljenja se javlja npr. kada se jedna
komponenta rastvara u drugoj komponenti. U okviru nase studije uo€eno je sniZenje
onset temperature i temperature topljenja sa povecanjem udela te€nog lipida unutar
lipidne smesSe. Onset temperatura 1 temperatura topljenja se smanjuju cak 1 pri udelu
tecnog lipida od 60 % (m/m). Pri udelu te¢nog lipida od 20 % (m/m) razlika izmedu

temperature topljenja i onset temperature iznosi 8,82 °C i povecava se do 11,48 °C kada
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smesa sadrzi 60 % (m/m) te¢nog lipida (ulja). Prema tome, za dati koncentracioni opseg
teCnog lipida (20 - 60 % (m/m)) snizenje onset temperature nije linearno. Najvece
snizenje onset temperature uoceno je pri udelu te¢nog lipida od 20 % (m/m) i 30 %
(m/m) unutar lipidnog matriksa. Sa daljim povecanjem udela te¢nog lipida sniZenje u
onset temperaturi je slabije izrazeno. Sirenje pika uslovljeno je kompleksnijom i
neuredenom strukturom kristalne reSetke, dok slabije izrazeno smanjenje u onset
temperaturi pri viSem sadrzaju te¢nog lipida (ulja) unutar lipidnog matriksa ukazuje da
je postignut najve¢i stepen meSanja tecnog 1 Cvrstog lipida. Promene u strukturi
kristalne resetke, tj. prelazak iz uredenog u neuredeno stanje i ruSenje uredene kristalne
strukture lipidnog matriksa dodatno su potvrdeni smanjenjem entalpije topljenja smeSe
sa povecanjem udela tecnog lipida u smesi Cvrst lipid/tecan lipid. Smanjenje entalpije
topljenja od 220,46 - 55,80 J/g pri udelu te¢nog lipida od 50 % (m/m) u smesi prac¢eno
je smanjenjem indeksa kristalizacije od 100 - 25,3 %. Takode, interesantno je da se
indeks kristalizacije ne smanjuje pri daljem povecanju udela te¢nog lipida u lipidnom
matriksu od 50 - 60 % (m/m), tj. indeks kristalizacije ostaje 25,3 %. Ova ¢injenica je jo§
jedan od pokazatelja da je postignuta maksimalna rastvorljivost te€nog lipida u smesi sa
¢vrstim lipidom.

Tabela 5.2.1. Parametri DSC analize (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)),

ukupna entalpija topljenja (AH (J/g)) temperiranog ¢évrstog lipida u bulk stanju i smeSe ¢vrstog
lipidai rastuéeg udela teénog lipida (temperaturni opseg 20 - 90 °C, brzina skeniranja 10 K/min).

Lipid t [°C] & [°C] AH [/g]
cvrst lipid (_bu_lk lipid) 47,89 52.44 220,46
(drugi pik)
cvrst lip(iéloJ:rztOe)éni lipid 3988 48.70 124,29
cvrst lip(i;loJ:rgtOe)éni lipid 38.07 47.72 91,11
Cvrst lip(iéloJ:r4t()e)éni lipid 36,68 46.90 69,87
Cvrst lip(iélOJ:rStOe)éni lipid 3554 46.07 55,80
¢vrst lipid + te¢ni lipid 33,30 45,28 55,90

(40:60)
&vrst lipid: cetil palmitat (Cutina® CP); te¢ni lipid: trigliceridi srednje duZine lanca (Miglyol®812)
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Cetil palmitat i trigliceridi srednje duzine lanca se dobro mesSaju, na osnovu ¢ega se
moze zakljuciti da ¢e lipidni matriks nanostrukturiranih lipidnih nosaca biti homogen.
Na DSC termogramima se uo€ava da pri sadrzaju ulja iznad 20 % , pik koji potice od a
modifikacije lipida nestaje (slika 5.2.1). Pretpostavlja se da je tecan lipid molekularno
dispergovan u ¢vrstom lipidu, u datoj koncentraciji, Sto ima za posledicu izvesne
promene u izgledu DSC krive. Snizenje taCke topljenja moze biti pokazatelj
rastvorljivosti jedne supstance u drugoj. Na temelju ovih saznanja se odredivanje
temperature topljenja koristi za utvrdivanje stepena Cisto¢e supstanci. Sa povecanjem
udela te¢nog lipida (ulja) u ¢vrstom lipidu, onset temperatura i temperatura topljenja
smanjuju se linearno (tabela 5.2.1.). Smanjenje onset temperature i temperature
topljenja uoc€ava se ¢ak i pri sadrzaju ulja od 60 % (m/m) u smesi, $to ukazuje na dobro
meSanje ¢vrstog 1 tecnog lipida. Pri sadrzaju ulja od 20 % (m/m) razlika izmedu
temperature topljenja i onset temperature bila je 8,82 °C i povecala se na 11,48 °C, kada
je smesSa sadrzala 60 % (m/m) ulja. Dakle, za dati opseg koncentracija smanjenje
temperature topljenja i onset temperature nije bilo linearno. Nagli pad u parametrima
DSC analize uocen je pri sadrzaju ulja do 20 % (m/m), dok su sa daljim poveéanjem
sadrzaja te¢nog lipida smanjenja onset temperature, temperature topljenja i entalpije
topljenja slabije izrazena (slike 5.2.1. - 5.2.3).

Prosirenje DSC termograma koje se uocava sa povecanjem udela tecnog lipida moze se
objasniti usloZnjavanjem strukture kristalne reSetke lipida, dok prakti¢éno nepromenjene
vrednosti onset temperature sa povec¢anjem udela te€nog lipida u smesi lipida ukazuju
da je dostignuta maksimalna rastvorljivost tecnog lipida u ¢vrstom lipidu. Istovremeno,
sa isCezavanjem pika koji poti¢e od a modifikacije lipida uocava se da se Sirina pikova
povecava, odnosno povecava se razlika izmedu onset temperature i temperature
topljenja, a visina pika (povrsina ispod krive) se smanjuje, odnosno stepen kristaliniteta

lipida se smanjuje.
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—— cetil palmitat + trigliceridi, srednje duzine lanca (80:20)

1J/g

{ 7\ — cetil palmitat u bulk stanju

W (J/g)

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Slika 5.2.1. DSC termogrami temperiranog ¢vrstog lipida (cetil palmitat) u bulk stanju i
temperirane smese ¢vrstog lipida i 20 % (m/m) ulja (trigliceridi srednje duZine lanca)

(=)
a { — cetil palmitat + trigliceridi, srednje duzine lanca (70:30)
° —— cetil palmitat + trigliceridi, srednje duzine lanca (60:40)

W (J/g)

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Slika 5.2.2. DSC termogrami temperirane smese ¢vrstog lipida (cetil palmitat) i 30 % (m/m) i 40 %
(m/m) ulja (trigliceridi srednje duZine lanca)
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— cetil palmitat + trigliceridi, srednje duzine lanca (50:50)
| — cetil palmitat + trigliceridi, srednje duzine lanca (40:60)

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Slika 5.2.3. DSC termogrami temperirane smese ¢vrstog lipida (cetil palmitat) i 50 % (m/m) i 60 %
(m/m) ulja (trigliceridi srednje duZine lanca)

Smanjenje entalpije topljenja u smesi Cvrstog 1 tecnog lipida ukazuju na promene u
strukturi kristalne reSetke i smanjenje stepena kristaliniteta lipidnog matriksa u odnosu
na ¢vrst lipid u bulk stanju. Entalpija topljenja se smanjuje od 220,46 J/g (Evrst lipid u
bulk stanju) do 55,80 J/g kada je sadrzaj te¢nog lipida u smesi 50 % (m/m), uz
istovremeno smanjenje indeksa kristalizacije od 100 - 25,3 %. Interesentano je da
indeks kristalizacije i entalpija topljenja ostaju prakti¢no nepromenjene (25,3 %) pri
povecanju udela te¢nog lipida od 50 - 60 % (m/m) (slika 5.2.4). Ovakav rezultat moze
ukazati na ¢injenicu da je dostignuta maksimalna rastvorljivost te¢nog lipida u ¢vrstom
lipidu. Literaturni podaci ukazuju da se pri niskim koncentracijama tecnog lipida
molekuli tecnog lipida distribuiraju unutar matriksa ¢vrstog lipida, pri cemu se dobija
tzv. ,,imperfektan” kristalni model nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a (Miiller i sar.,
2002b). Kada se dalje poveca sadrzaj te¢nog lipida iznad granice njegove rastvorljivosti
u ¢vrstom lipidu obrazuje se ,,multipli” model nanostrukturiranih lipidnih nosaca.
Molekuli te¢nog lipida se taloze u obliku tzv. te¢nih uljanih nanopregradica unutar
lipidnog matriksa nanocCestica tokom procesa hladenja. Na visokim temperaturama,

otopljeni Cvrsti lipid i teéni lipid se potpuno mesaju, dok se tokom procesa hladenja
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smanjuje rastvorljivost te¢nog lipida u c¢vrstom lipidu. Nakon hladenja, usled
nedovoljne rastvorljivosti tecnog lipida u ¢vrstom lipidu dolazi do odvajanja faza
(¢vrste 1 tecne). Tecni lipid (ulje) se odvaja u obliku finih kapljica koje se delimi¢no
inkorporiraju u lipidni matriks ¢vrstog lipida tokom procesa hladenja nanostrukturiranih
lipidnih nosaca.

Na osnovu rezultata termalne analize, separacija faza se ne moze iskljuciti tokom
procesa pripreme nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa visokim udelom te¢nog lipida 1
zbog ¢injenice da se process kristalizacije u nanodimenzijama razlikuju od kristalizacije
u bulk stanju. Primeri za to su sniZenje temperature topljenja (Gibbs-Thomson-ov efekat

(Perez, 2005) ili nedostatak kristalizacije koji vodi formiranju ,,superohladene” otopine.

sadrzaj cvrstog lipida [%o]
100 80 70 60 50 40

L
h
—_
]

= N i
[e=] Lh [e=]
1 1 1

[F¥]
n
[#e]
sirina dogadjajatopljenja [°C]

T
n

[¥5]
[e=]
e

onset temperatura 1 temperatura topljenja [°C]

0 20 30 40 50 60
sadrzaj tecnog lipida (ulja)[%o]
— e eratura toplienja 0 teeeses onsettemperatura == e=  cinnadogadigatoplienja(°C)

Slika 5.2.4. Smanjenje onset temperature i temperature topljenja i poveéanje razlike izmedu
temperature topljenja i onset temperature sa pove¢anjem sadrzaja teénog lipida (ulja) u évrstom
lipidu u bulk stanju od 0 - 60 % (m/m) (rezultati DSC studije, podaci iz tabele 5.2.1.)

Postoje kontraverzne diskusije u kojoj fazi se nalazi te¢ni lipid (ulje). Prema misljenju
Mdiller i sar. (2002b) uljane nanopregradice su ravnomerno distribuirane kroz citav
lipidni matriks ¢vrstog lipida (originalni model). Medutim, drugi autori ukazuju na
¢injenicu da uljane nanopregradice mogu prevashodno biti locirane u rezervoaru ili u
membrani Cestice (Saupe i sar., 2005), ili pak na samoj povrsini Cestice (sloj ulja na

povrsini Cestice) (engl. spoon like structure) (Jores i sar., 2005; Jores i sar., 2004).
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Medutim, cilj ove doktorske disertacije nije da se detaljno razmotre fizicki fenomeni
koji se opisuju razli¢itim teorijama, te ovde nece biti detaljnije diskutovani. Jedini
zakljucak koji se moze izvesti jeste da Ce lokalizacija uljanih pregradica definitivno
zavisiti od hemijske prirode ¢vrstog lipida i te¢og lipida, rastvorljivosti/mesanja te¢nog i
¢vrstog lipida, uslova pod kojima se priprema disperzija lipidnih nanocestica, kao i
medupovrsinskog napona (medupovrsinske energije) izmedu lipidne faze i vodene faze.
Ukratko, sve opisane strukture mogu postojati jedna uz drugu, u zavisnosti od vrste
lipida koji ulaze u sastav lipidnog matriksa. Pored utvrdivanja stepena meSanja ¢vrstog
lipida 1 te¢nog lipida, termalnom analizom je odredena i temperatura topljenja i entalpija
topljenja surfaktanata. Ovi rezultati pored toga $to ukazuju na fizickohemijska svojstva
surfaktanata mogu pruziti informacije o potencijalnoj interakciji surfaktant-lipidni
matriks Cestica. Na osnovu prethodnih eksperimentalnih rezultata surfaktanti sa tzv.
»teénom strukturom” verovatno formiraju fluidniji i manje mobilan sloj oko lipidnih
nanocestica i time usporavaju kristalizaciju Cestica. Nasuprot tome, surfaktanti koji
sadrze duge alkil lance u strukturi teorijski mogu u odredenoj meri doprineti
kristalizaciji ¢estica. Na DSC termogramu poligliceril-6 distearata i saharoza stearata
uocen je jedan oStar endotermni maksimum na temperaturama 49 °C i 52 °C koji
odgovara temperaturi topljenja surfaktanta. S druge strane, na DSC termogramu C8-10
alkil poliglukozida nije uoceni endotermni pik $to ukazuje na odsustvo Cvrste strukture
lipida u ovom slucaju (tabela 5.2.2 i slika 5.2.5.). Na osnovu ovih rezultata moze se
ocekivati da Ce Cestice stabilizovane poligliceril-6 distearatom i saharoza stearatom
imati veé¢i RI od Cestica stabilizovanih C8 - 10 alkil poliglukozidom.

Tabela 5.2.2. DSC parametri (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)) i ukupna

entalpija topljenja (AH (J/g)) surfaktanata u bulk stanju (temperaturni opseg 20 - 90 °C, brzina
skeniranja 10 K/min)

Surfaktant t, (°C) t; (°C) AH (J/9)

poligliceril-6 distearat 51,82 53,50 72,00
C8-10 alkil poliglukozid - - -

saharoza stearat 49,20 51,28 39,93
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Slika 5.2.5. DSC termogrami surfaktanata (podaci iz tabele 5.2.2.)

5.2.2. Priprema vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosaca
stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima

Vodene disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a koje se razlikuju u sadrzaju te¢nog
lipida (ulja) i vrsti surfaktanta pripremljene su postupkom tople homogenizacije pod
visokim pritiskom. Udeo lipidne faze u formulaciji bio je konstantan (10 % (m /m)),
dok je udeo tecnog lipida (ulja) u lipidnom matriksu nanostrukturiranih lipidnih nosaca
varirao od 20 - 60 % (m/m). UobiCajeni parametri za pripremu vodenih disperzija
lipidnih nanocestica na laboratorijskom nivou su pritisak od 500 bara i 3 - 5 ciklusa
homogenizacije. Priprema vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosaca
izvedena je na temperaturid od 75 °C kako bi lipidni matriks ostao u teCnom stanju
tokom c¢itavog procesa pripreme disperzija. Reprezentativni primeri rezultata koji se
odnose na svaku PAM-u prikazani su na slikama 5.2.6. - 5.2.8. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuciti da je pod optimalnim uslovima pripreme (500 bar, 5 ciklusa
homogenizacije, temperatura 75 °C) mogucée dobiti nanostrukturirane lipidne nosace

malog dijametra sa relativno uniformnom raspodelom ¢estica po velicini.
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Prosec¢an dijametar Cestica bio je ispod 200 nm sa Pl ispod 0,15 $to ukazuje na
monomodalnu raspodelu Cestica po veli¢ini. Dobijeni rezultati ukazuju na Cinjenicu da
se finije disperzije lipidnih nanocestica dobijaju sa povecanjem broja ciklusa
homogenizacije. Pored procesnih parametara, pokazano je da hemijska struktura

surfaktanta uti¢e na karakteristike disperzije lipidnih nanocestica.

300 03
E—z-ave(nm) e« PI
£
200 10,2 %
E g
o =
2 N
¥ 1004 018
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o
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= (ulja) i surfaktant C8-10 alkil

1x500 bar 3x500 bar 5x500 bar poliglukozid

5.2.3. Analiza veli¢ine Cestica i fiziCka stabilnost vodenih disperzija
nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih polihidroksilnim
surfaktantima

Karakterizacija vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih nosaca izvedena je
tehnikama foton korelacione spektroskopije i laserske difrakcije nakon pripreme
formulacija i tokom perioda ispitivanja od 30 dana kada su se uzorci ¢uvali na razli¢itim
temperaturama (5 + 3°C, 25 £ 2°Ci40 £ 2 °C). Rezultati istrazivanja sprovedeni su
u skladu sa definisanim standardnim operativnim postupkom (SOP) i prikazani su na
slikama 5.2.9.15.2.11. - 5.2.17. Neposredno nakon pripreme prosecan dijametar (z-ave)

nanostrukturiranih lipidnih nosaca koji sadrze surfaktant poligliceril-6 distearat bio je u
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intervalu od 185 - 200 nm, dok je proseCan dijametar Cestica u formulacijama sa
saharoza stearatom i C8-10 alkil poliglukozidom bio nesto nizi i kretao se u intervalu od
157 - 169 nm (slika 5.2.9). Nezavisno od surfaktanta koji se koristio za stabilizaciju,

vrednosti PI bile su ispod 0,15 $to ukazuje na usku raspodelu ¢estica po veli¢ini.

250 4 7 saharoza stearat ] poligliceril-6 distearat
r77) C8-10 alkil poliglukozid
200 -+
1501
IS
=
S
‘,f‘ 100 -
50 -
0 T T T T T T T T T

20 30 40 50 60
Udeo tecnog lipida, % (m/m)

Slika 5.2.9. Z-ave (nm) i Pl (PCS-podaci) nakon izrade u vodenim disperzijama nanostrukturiranih
lipidnih nosaca sa rastu¢im udelom tecnog lipid (ulja) u lipidnom matriksu koji sadrze surfaktante
saharoza stearat, poligliceril-6 distearat i C8-10 alkil poliglukozid

Prema podacima sa slike 5.2.9. sadrzaj te¢nog lipida (ulja) u lipidnom matriksu
nanocestica uticao je na proseCan dijametar Cestica u formulacijama sa poligliceril-6
distearatom, dok je neSto manji odnosno gotovo neznatan uticaj uocen u disperzijama
koje sadrze surfaktante saharoza stearat i C8-10 alkil poliglukozid. U skladu sa
literaturnim podacima konacna veli¢ina lipidnih nanocestica zavisi od razli¢itih faktora,
koji se u najSirem smislu mogu podeliti na formulacione i procesne parametre. S
obzirom da su isti procesni parametri koriS¢eni za pripremu formulacija, pretpostavilo
se da razlike u veli¢ini Cestica u ovoj studiji poticu od formulacionih parametara.
Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da su se sve formulacije pripremale na temperaturi koja je 5

- 10 °C iznad temperature topljenja lipidnog matriksa nanocestica, viskozitet smese cetil
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plamitat/trigliceridi srednje duzine lanca je bio identi¢an na povisenoj temperaturi, te se
stoga razlike u efikasnosti homogenizacije usled razlika u viskozitetu lipidnog matriksa
mogu iskljuciti kao razlog za razliku u veli¢ini Cestica. Sli¢na zapazanja 0 odsustvu
uticaja viskoziteta triglicerida srednje duzine lanca i gliceril dibehenata na povisenoj
temperaturi na veli¢inu lipidnih nanocestica publikovana su u studiji koju su izveli Jores
i sar. (2004). Medutim, poznato je da nakon tople homogenizacije pod visokim
pritiskom, dolazi do kristalizacije lipida i obrazovanja Cestica sa Cvrstim lipidnim
matriksom, te da proces kristalizacije u velikoj meri moze odrediti oblik Cestica, a
samim tim uticati na izmerene vrednosti veli¢ine Cestica. Uticaj razlike u obliku lipidnih
nanocestica nakon kristalizacije ve¢ je prethodno opisan u disperzijama lipidnih
nanocCestica sastavljenim od triglicerida koji su bili u ¢vrstom (Evrste lipidne
nanocestice) i teCnom stanju (superohladene otopine) (Bunjes, 1998; Bunjes i sar.,
1996; Westesen i sar., 2001). Stoga se dobijene razlike u veliini Cestica mogu
razmatrati u kontekstu razlika u nacinu kristalizacije Cestica. Sa druge strane, kada je
uporedena hemijska struktura poligliceril-6 distearata, saharoza stearata i C8-10 alkil
poliglukozida (tabele 4.1. - 4.3.), zapazeno je da poligliceril-6 distearat ima dva duga
alkil lanca u ostatku masne kiseline, saharoza stearat jedan dug alkil lanac, a C8-10 alkil
poliglukozid jedan kratak alkil lanac, pa je verovatno da ovi surfaktanti zbog svoje
geometrije molekula na razli¢it nacin penetriraju u lipidni matriks Cestica 1 utiu na
proces kristalizacije. Medutim, treba ista¢i da ovaj stav ne moze biti generalizovan,
zbog toga $to je veli€ina lipidnih nanocestica odredena ne samo nac¢inom kristalizacije
Cestica, nego i funkcionalnos¢u surfaktanata.

Analiza disperzija laserskom difrakcijom pokazala je da je nakon pripreme u svim
formulacijama distribucija Cestica po veli¢ini bila unimodalna i relativno uska (slika
5.2.10). Dijametar bulk populacije, d(v) 0,50, bio je ispod 0,2 um, dok je d(v) 0,99, koji
predstavlja osetljiv parametar za prisustvo i koli¢inu veéih Cestica bio ispod 0,6 pm
(slike 5.2.11. i 5.2.12.). Prisustvo mikrocestica u ovim uzorcima je iskljuceno, tacnije
bile su ispod granica detekcije. Dijametar bulk populacije u uzorcima stabilizovanim
C8-10 alkil poliglukozidom i saharoza stearatom bio je slican (d(v)0,50 = 0.150 pm -
0.166 um za C8-10 alkil poliglukozid i d(v)0,50 = 0.143 pum - 0.158 pum), dok su Cestice
nesto veceg dijametra dobijene u uzorcima stabilizovanim poligliceril-6 distearatom
(d(v)0,50 = 0.173 pm - 0.194 pm). Sa druge strane, dijametar ,,ve¢ih” ¢estica (d(v)0,99)
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bio je najveéi u uzorcima stabilizovanim poligliceril-6 distearatom (d(v)0,99 = 0.496
pm - 0.545 pum), a najmanji u uzorcima stabilizovanim saharoza stearatom (d(v)0,99 =
0.292 pm - 0.483 um). Rezultati PCS 1 LD su potvrdeni rezultatima svetlosne

miksroskopije, tj. nije utvrdeno prisustvo agregata Cestica (slika 5.2.13.).

20

15

10

Volumen cestica (%)

0 Y
0.01

Velitina destica (um) 91.201

Slika 5.2.10. Raspodela veli¢ine c{estica prema volumenu nakon izrade u disperzijama
nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa 20 % (m/m) te¢nog lipida u lipidnom matriksu koji sadrze
surfaktant saharozu stearat, ( ===), poligliceril-6 distearat (=== i C8-10 alkil poliglukozid ( =)

0.5 77 saharoza stearat [___| poligliceril-6 distearat
7”7 C8-10 alkil poliglukozid
0,4
—~ 0,31
IS
=)
()
L
2 02 -
5 ] — ] —7
0,1
0;0 T T T T T T T T T

20 30 40 50 60
Udeo tecnog lipida, % (m/m)

Slika 5.2.11. d(v)0,50 (um) (LD-podaci) nakon izrade u vodenim disperzijama nanostrukturiranih
lipidnih nosafa sa rastu¢im udelom tefnog lipida (ulja) u lipidnom matriksu Kkoji sadrZe
surfaktante saharoza stearat, poligliceril-6 distearat i C8-10 alkil poliglukozid
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Slika 5.2.12. d(v)0,99 (um) (LD-podaci) nakon izrade u vodenim disperzijama nanostrukturiranih
lipidnih nosa¢a sa rastu¢éim udelom te¢nog lipida (ulja) u lipidnom matriksu koji sadrze
surfaktante saharoza stearat, poligliceril-6 distearat i C8-10 alkil poliglukozid

NLC P1 iZOi NLC Al iZOi
NLC P1 iSOi NLC Al i30i

NLC S2 (40) NLC P1 (40) NLC A1 (40)

NLC S2 (20

NLC S2 (30

Slika 5.2.13. (legenda na narednoj strani)
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NLC S2 50| NLC P1 iSOl NLC Al iSOi

NLC S2 (60) NLC P1 (60) NLC A1 (60)

Slika 5.2.13. Svetlosne mikrografije nakon izrade vodenih disperzija nanostrukturiranih lipidnih
nosaca sa rastu¢im udelom te¢nog lipida (ulja) u lipidnom matriksu koji sadrZe surfaktante
saharoza stearat, poligliceril-6 distearat i C8-10 alkil poliglukozid (uveli¢anje 160x, bar 50 pm)

Prose¢na veli¢ina ¢estica i PI prakti¢no se nisu menjali tokom ispitivanog perioda od 30
dana (slike 5.2.14. - 5.2.16.) i iznosili su od 154 - 179 nm za stabilizatore saharoza
stearat i C8-10 alkil poliglukozid, tj. 181 - 211 nm za poligliceril-6 distearat. Pl je ostao

nepromenjen u svim fomulacijama i bio je ispod 0,15.
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Slika 5.2.14. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant saharozu stearat nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.2.15. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih

nosaca koje sadrze surfaktant poligliceril-6 distearat nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.2.16. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant C8-10 alkil poliglukozid nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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U disperzijama nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa 40 % (m/m) i 50 % (m/m) te¢nog
lipida koje sadrze surfaktant poligliceril-6 distearat, tokom cuvanja uzoraka na
razli¢itim temperaturama, uoceno je malo povecéanje u dijametru vecih ¢estica. Prisustvo
vec¢ih cestica u ovim uzorcima potvrdeno je i svetlosnom mikroskopijom. Ostale
formulacije stabilizovane C8-10 alkil poliglukozidom, saharoza stearatom i poligliceril-
6 distearatom bile su stabilne u toku ispitivanog perioda i pod uslovima koji su
primenjeni u studiji i ni u jednoj formulaciji nije uoCeno prisustvo Cestica

mikrometarskih veli¢ina (slike 5.2.17-5.2.19.).
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Slika 5.2.17. Parametri veli¢ine ¢estica (LD-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant saharoza stearat nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.2.18. Parametri veli¢ine €estica (LD-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca Koje sadrZe surfaktant poligliceril-6 distearat nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Slika 5.2.19. Parametri veli¢ine ¢estica (LD-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrZe surfaktant C8-10 alkil poliglukozid nakon izrade (0 dan) i nakon 30 dana
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Cetil palmitat je vosak koji se dobija katalitickom esterifikacijom masnog alkohola
(cetil alkohol) i masnih kiselina (palmitinska kiselina) (Saupe i sar., 2005). Rezultati
prethodnih studija ukazuju da parcijalni gliceridi (mono-, digliceridi i njihove smese)
imaju povrSinsku aktivnost, te zahvaljujuc¢i toj osobini oni mogu olaks$ati emulgovanje i
formiranje filma PAM oko lipidnih nanocestica koji moze doprineti dugoro¢noj fizickoj
stabilnosti (Bunjes i sar., 2003; Westesen i sar. 1993). Medutim, u ovom istrazivanju
kao ¢vrst lipid upotrebljena je smesSa cetil palmitata i triglicerida srednje duzine lanca,
Sto ukazuje na Cinjenicu da su prvenstveno surfaktanti odgovorni za fizicku stabilnost
lipidnih nanocestica (Saupe i sar., 2005). Na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da su generalno C8-10 alkil poliglukozid, saharoza stearat i poligliceril-6
distearat ispoljili dobru funkcionalnost u stabilizaciji ¢estica u periodu od 30 dana.
U cilju ispitivanja dugoroc¢ne fizicke stabilnosti vodene disperzije lipidnih nanocestica
¢uvane su na kontrolisanoj sobnoj temperaturi u periodu od 180 dana. U formulacijama
koje sadrze saharozu stearat kao surfaktant i 30 % (m/m) ulja u lipidnom matriksu
dijametar svih Cestica ostao je nepromenjen. Nasuprot tome, u formulacijama sa istim
surfaktantom koje sadrze 20 % (m/m) i 40 % (m/m) ulja uoceno je prisustvo vecih
Cestica pored Cestica nanometarske bulk populacije (slika 5.2.20.).
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Slika 5.2.20. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrZe surfaktant saharozu stearat nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana
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S obzirom da je z-ave u formulaciji NLC S2 (20) nakon 180 dana i u formulaciji NLC
S2 (40) nakon 90 i 180 dana bio izvan mernog opsega Zetasizer-a (6 um), ovi rezultati
se nisu mogli smatrati dovoljno pouzdanim, te stoga i nisu prikazani na slici 5.2.20.
Korelacione funkcije pomenutih formulacija dobijene metodom PCS potvrdili su da je
distribucija Cestica po veli¢ini u pomenutim formulacijama bila veoma Siroka, da je
dijametar Cestica prelazio 1 pm i da su u uzorku prisutne vece Cestice (slika 5.2.21.).

Analizom pomenutih formulacija LD potvrdeni su rezultati dobijeni PCS (slika 5.2.22.).

Raw Correlation Cata
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Slika 5.2.21. Korelacione funkcije nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a NLC S2 (40) (nakon 90 dana)
i NLC S2 (20) (nakon 90 i 180 dana) koje sadrze surfaktant saharoza stearat

U formulacijama stabilizovanim poligliceril-6 distearatom d(v)0,99 bio je i dalje ispod
0,6 um kada je sadrzaj ulja u disperziji bio 20 % (m/m) i 30 % (m/m). Sa poveéanjem
sadrzaja ulja od 40 - 60 % (m/m), uoceno je da je doslo do povecanja z-ave dijametra i
dijametra d(v)0,99 (slike 5.2.23. 1 5.2.24.). Medutim, stepen agregacije bio je mali, zato
Sto je samo dijametar d(v)0,99 bio iznad 1 pm, dok su dijametri d(v)0,50 i d(v)0,90 jos
uvek bili ispod 1 pm. Blaga destabilizacija koja se uocava kod ispitivanih uzoraka

najverovatnije potic¢e od iskljucivanja ulja iz lipidnog matriksa tokom ¢uvanja uzoraka.
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Slika 5.2.22. Parametri veli¢ine ¢estica (LD-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant saharozu stearat nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana
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Slika 5.2.23. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrZe surfaktant poligliceril-6 distearat nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana
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Slika 5.2.24. Parametri veli¢ine ¢estica (LD-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant poligliceril-6 distearat nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana

Povecanje sadrzaja ulja od 40 - 60 % (m/m) rezultiralo je u delimi¢nom inkorporiranju
teCnog lipida u ¢vrst lipidni matriks Cestica. Ovakve pretpostavke potvrdene su
rezultatima termalne analize. U sli¢noj studiji koju su izveli Lin i sar. (2007) uoceno je
da lipidne nanocestice koje se sastoje od monokaprata mogu da inkorporiraju odredeni
procenat triglicerida srednje duZine lanca u svoj matriks 1 da se veli¢ina Cestica
povecava sa povecanjem udela te¢nog lipida do odredene granice. Nakon dostizanja
ove grani¢ne vrednosti veli¢ina Cestica se smanjuje. Nasuprot formulacijama
stabilizovanim poligliceril-6 distearatom i saharoza stearatom u svim formulacijama
stabilizovanim C8-10 alkil poliglukozidom veli¢ina Cestica je ostala nepromenjena

tokom ispitivanog perioda (slike 5.2.25. 1 5.2.26.).
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5.2.25. Parametri veli¢ine ¢estica (PCS-podaci) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih
nosaca koje sadrze surfaktant C8-10 alkil poliglukozid nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana
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5.2.26. Parametri veli¢ine {estica (LD-podaci) nanostrukturiranih lipidnih nosaca koje sadrze
surfaktant C8-10 alkil poliglukozid nakon izrade (0 dan), nakon 90 i 180 dana
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Fizicka stabilnost ovih uzoraka takode je potvrdena makroskopskim pregledom. Svi
uzorci su bili mle¢no bele boje bez prisustva vidljivih aglomerata Sto je dodatno
potvrdilo dobru fizicku stabilnost u ovim sistemima. Veli¢ina Cestica i fizicka stabilnost
disperznih sistema odredeni su brojnim faktorima, medu kojima su vazni tip i
koncentracija upotrebljenog stabilizatora. Medutim, do danas nije u potpunosti moguce
predvideti veli¢inu i fizi¢ku stabilnost disperzija lipidnih nanocestica bez prethodnog
prakti¢nog rada. Sa druge strane, parametri za procenu fizicke stabilnosti disperzija kao
Sto su zeta potencijal, veli¢ina Cestica i PI mogu da ukazu na dobru stabilnost
formulacija jo$ u ranoj fazi njihovog razvoja. U toku razvoja kozmetickih emulzija,
jedna od moguc¢nosti za dobijanje fino dispergovanih i fizicki stabilnih formulacija je
odredivanje ,,potrebne” HLB vrednosti surfaktanta. To zna¢i da HLB vrednost
surfaktanta treba da bude Sto je moguce bliza HLB vrednosti unutra$nje faze. HLB
vrednost stabilizatora moze biti izracunata kori$éenjem jednacine po Grifinth-u ili na
osnovu vrednosti koje daje proizvoda¢. Za lipida koji su se koristili u ovoj studiji
potreban HLB vrednost je 10 za ¢vrst lipid i 5 za tecni lipid. Dakle, sa poveéanjem
koli¢ine te¢nog lipida HLB vrednost se smanjuje. Surfaktanti koji su se koristili u ovoj
studiji imaju razli¢ite HLB vrednosti. HLB vrednost poligliceril-6 distearata je 9 - 10,
C8-10 alkil poliglukozida 15 - 16, a saharoza stearata 15. Teorijski, o¢ekivano je da ¢e
se najbolji rezultati (najmanja veli¢ina Cestica i najbolja fizicka stabilnost) dobiti u
formulacijama nanostrukturiranih lipidnih nosaca koje sadrze 20 % (m/m) te¢nog lipida
i stabilizator poligliceril-6 distearat (HLB 9 - 10). Zaista, ove formulacije su fizicki
stabilne, a formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca koje sadrze visi procenat
tetnog lipida, npr. 40 - 60 % (m/m) su manje stabilne. Medutim, veli¢ina
nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a stabilizovanih C8-10 alkil poliglukozidom je manja
od veli¢ine nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih poligliceril-6 distearatom,
iako je HLB vrednost C8-10 alkil poliglukozida mnogo visa, i Samim tim ne tako blizu
potrebne HLB vrednosti lipida kao kod surfaktanta poligliceril-6 distearata. Takode, za
nanostrukturirane lipidne nosace sa visokim sadrzajem te¢nog lipida, HLB vrednost
lipidne faze je blizu HLB vrednosti poligliceril-6 distearata, ali i pored toga poligliceril-
6 distearat nije bio u stanju da dovoljno efikasno stabilizuje pomenute sisteme. Sa druge
strane C8-10 alkil poliglukozid koji ima visoku HLB vrednost, ispoljio je veoma dobru

funkcionalnost u stabilizaciji svih ispitivanih uzoraka lipidnih nanocestica. Na osnovu
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svega prethodno iznetog moze se zakljuciti da se teorija ,,potrebne” HLB vrednosti ne
moze iskoristiti da objasni razlike izmedu ispitivanih stabilizatora. Naime, dobijeni
rezultati ukazuju na Cinjenicu da je formulacija fino dispergovanih i fizi¢ki stabilnih
lipidnih nanocestica veoma slozen zadatak i do danas nedovoljno razjasnjen, te se ne
moze zasnivati samo na primeni pojednostavljenih pristupa kakav je npr. metod

,»potrebne” HLB vrednosti.

5.2.4. Ispitivanje povrSinskog naelektrisanja nanostrukturiranih
lipidnih nosaca

Zeta potencijal ispitivanih formulacija pracen je u funkciji vremena, dakle neposredno
nakon izrade formulacija (dan 0) i nakon Cuvanja uzoraka na kontrolisanoj sobnoj
temperaturi u periodu od 90 dana. Neposredno nakon izrade vrednosti zeta potencijala
kod svih ispitivanih uzoraka bile su u intervalu |-30| do |-52| mV §to ukazuje na dobru
fizi¢ku stabilnost (Muller, 1996; Riddick, 1968).

Kao $to je navedeno u poglavlju 5.1.4., izmereni zeta potencijal kod disperzija ¢vrstih
lipidnih nanocestica stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima poti¢e od Nernstovog
potencijala (naelektrisanje na povrSini Cestice) i dodatnog naelektrisanja od
adsorbovanih jona surfaktanta u Stern-ovom sloju (Mdller, 1996). Zeta potencijal
¢vrstih lipidnih nanocestica stabizovanih poligliceril-6 distearatom iznosio je |-30] tj. |-
48] mV kada je stabilizacija izvrsena C8-10 alkil poliglukozidom (tabela 5.2.3).
Pretpostavlja se da naelektrisanje kod ovih Cestica potice od povrSinskog naelektrisanja,
odnosno od disosovanih slobodnih masnih kiselina i delimi¢no od soli prisutnih kao
nedistoée U surfaktantu. Cvrste lipidne nanocestice stabilizovane C8-10 alkil
poliglukozidom imale su isti sastav lipidnog matriksa kao i Cestice stabilizovane
poligliceril-6 distearatom, ali su vrednosti zeta potencijala bile vise. Razlike u zeta
potencijalu imedu ovih uzoraka mogu se pripisati razlikama u hemijskoj strukturi
surfaktanata. C8-10 alkil poliglukozid ima jedan hidrofoban alkil lanac pri¢vrséen za
povrsinu cestica i hidrofilni deo sastavljen od molekula glukoze koji penetriraju u
vodenu fazu. Pretpostavlja se da glukoza stupa u interakciju sa molekulima vode,
odnosno vezuje potencijalno negativno naelektrisane hidroksilne jone. Poligliceril-6
distearat ima dva hidrofobna alkil lanca i Sest molekula glicerola u sredini. Ukoliko se

pretpostavi da su oba hidrofobna lanca pri¢vrséena za povrsinu Cestice, molekul ¢e tada
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imati strukturu nalik petlji. Pomenute razlike u strukturi surfaktanata mogu se smatrati

jednim od uzroka za razlicite izmerene vrednosti zeta potencijala.

Tabela 5.2.3. Zeta ({) potencijal (mV) nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih
polihidroksilnim surfaktantima nakon izrade (0 dan) i nakon 90 dana

¢ potencijal £ SD
Uzorak 0 dan 90 dan
NLC S2 (20) -43,3+0,4 -44.7+0,4
NLC S2 (30) -57,7+0,3 -36,1+0,8
NLC S2 (40) -56,2+0,3 -37,4+18
NLC S2 (50) -55,2+ 1,6 -33,8+1,3
NLC S2 (60) -56,4 £ 0,4 -38,5+0,4
NLC P1 (20) -38,1+ 1,4 -37,8+0,3
NLC P1 (30) -416£0,7 -40,5+0,8
NLC P1 (40) -50,5+0,4 -34,0+0,6
NLC P1 (50) -53,3+43 -35,6 + 0,9
NLC P1 (60) -51,1£09 -32,7+13
NLC Al (20) -47,9%0,7 -46,0+ 0,9
NLC A1 (30) -51,8+39 -48,9+0,9
NLC Al (40) -51,7+2.2 -47,7+ 1,5
NLC A1 (50) -50,2+3,9 -478+1,0
NLC A1 (60) -48,0 + 2,5 -50,0+2,5

Sa povecanjem udela te¢nog lipida u lipidnom matriksu Cestica, zeta potencijal u
formulacijama stabilizovanim C8-10 alkil poliglukozidom ostaje nepromenjen. Takode,
zeta potencijal u ovim formulacijama se nije menjao ni u toku ispitivanog perioda od 90
dana, $to moZe da bude jedan od razloga odli¢ne fizicke stabilnosti, koja je zabeleZena u
ovim formulacijama. Interesantno je primetiti da se zeta potencijal lipidnih nanocestica
stabilizovanih poligliceril-6 distearatom povecavao sa povecanjem sadrzaja te¢nog

lipida (ulja) u lipidnom matriksu, odnosno zeta potencijal u formulacijama ¢vrstih
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lipidnih nanocestica iznosio je -32 mV odnosno oko -50 mV (u formulacijama
nanostrukturiranih lipidnih nosaca) sa sadrzajem ulja od 60 % (m/m). Ukoliko se pode
od pretpostavke da su stabilizatori na isti na¢in locirani na povrsSini Cestica unutar svih
formulacija sa rastu¢im udelom te¢nog lipida (ulja), moze se zakljuciti da je povecanje u
vrednostima zeta potencijala zapravo rezultat povecanja povrSinskog potencijala,
odnosno promena na povrsini Cestica, koje mogu izmedu ostalog da poti¢u od prisustva
slobodnih masnih kiselina u te¢nom lipidu. Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju na
¢injenicu da uljane nanopregradice u nanostrukturiranim lipidnim nosa¢ima mogu da
budu uronjene u ¢vrst lipidni matriks nanocestica (Miiller i sar., 2002b) ili lokalizovane
na povrsini ¢vrstih plocica ili sloja surfaktanta (Jores i sar., 2005). Prema tome, moze se
zakljuciti da ovo povecanje u vrednostima zeta potencijala tokom vremena moze biti
rezultat promena na povrSini nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a. Promene u
vrednostima zeta potencijala nisu uocene u formulacijama lipidnih nanocestica
stabilizovanih C8-10 alkil poliglukozidima, §to je u skladu sa pretpostavkom da
surfaktanti koji se koriste za stabilizaciju lipidnih nanocestica mogu da uti€u na
strukturu matriksa nanocestica i lokalizaciju ulja u lipidnom matriksu cestica. Tokom 90
dana, zeta potencijal nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih poligliceril-6
distearatom se smanjio sa povecanjem udela tecnog lipida (ulja) u lipidnom matriksu
Cestica od 40 - 60 % (m/m), verovatno usled promena u sastavu matriksa Cestica, koje
dovode do promena u povrSinskom naelektrisanju.

Medutim, da bi se dobile preciznije informacije o ovom fenomenu neophodno je izvesti
dodatna istrazivanja, zbog toga Sto bi se u suprotnom diskutovanje potencijalnih razloga
za promene u vrednostima zeta potencijala baziralo samo na izvodenju pretpostavki, bez
posedovanja ¢vrstih dokaza. Strukturne promene su ocigledno povezane sa promenama
u vrsti stabilizatora, s obzirom na ¢injenicu da se ove promene uoc¢avaju u prisustvu C8-
10 alkil poliglukozida, a nisu uo¢ene u prisustvu poligliceril-6 distearata. Razumevanje
uticaja surfaktanata na strukturu lipidnig matriksa nanocestica bi moglo da potpomogne
izbor otpimalnih stabilizatora za disperzije lipidnih nanocestica. Medutim, vrednosti
zeta potencijala u formulacijama lipidnih nanocestica stabilizovanih poligliceril-6
distearatom su vise od - 30 mV nakon 90 dana ¢uvanja uzoraka na sobnoj temperaturi,
te bi na osnovu teorije zeta potencijala, ove vrednosti bile u opsegu vrednosti za stabilne

disperzije. Dakle, uoCeni znaci nestabilnosti u uzorcima nanostrukturiranih lipidnih
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nosaca stabilizovanim poligliceril-6 distearatom koji sadrze 40 - 60 % (m/m) ulja bi se
mogli pripisati destabiliziraju¢im efektima, koji nisu povezani sa rezultatima merenja
zeta potencijala. Takode, treba imati na umu da je povecanje u dijametru d(v)0,90 u
ovim formulacijama veoma malo, odnosno kao takvo ne utiCe na upotrebu

nanostrukturiranih lipidnih nosaca u dermalnim formulacijama.

5.2.5. Karakterizacija strukture nanostrukturiranih lipidnih nosaca

Pored uticaja na fizicku stabilnost, surfaktanti mogu uticati i na kristalnu strukturu
lipidnog matriksa i kinetiku polimorfnih prelaza lipida nakon kristalizacije nanocestica
(Garti i Yano, 2001). Uticaj surfaktanata na kristalnu strukturu lipidnog matriksa dolazi
narocito do izrazaja u formulacijama u ¢iji sastav ulaze lipidi koji imaju nisku tacku
topljenja.

Na osnowvu literaturnih podataka (Muller i sar., 2002a) pri nizim udelima te¢nog lipida u
lipidnom matriksu, molekuli te¢nog lipida distribuirani su unutar ¢vrstog lipidnog
matriksa, pa se dobija tzv. ,,imperfektant tip” nanostrukturiranih lipidnih nosaca. Pri
viSim koncentracijama te¢nog lipida unutar Cvrstog lipidnog matriksa, tj. kada se
prekora¢i maksimalna rastvorljivost tecnog lipida u c¢vrstom lipidu nastaje tzv.
visestruki (multipli) tip nanostrukturiranih lipidnih nosaca. Prakti¢no dolazi do
precipitacije ulja u vidu te¢nih uljanih nanopregradica unutar matriksa
nanostrukturiranih lipidnih nosaca. Ovaj proces se odvija u toku hladenja disperzije
nanostrukturiranih lipidnih nosaca. Pri viSoj temperaturi, meSanje izmedu otopljenog
¢vrstog i te¢nog lipida je kompletno. Tokom hladenja, rastvorljivost tecnog lipida u
¢vrstom lipidu se smanjuje. Usled toga dolazi do separacije faza, odnosno do
obrazovanja finih kapljica ulja koje nisu inkorporirane u ¢vrst lipidni matriks. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da separacija faza ne moze biti isklju¢ena
kada se pripremaju nanostrukturirani lipidni nosaci koji sadrze visok udeo te¢nog lipida,
pre svega zbog cinjenice da se proces kristalizacije u nanodimenziji razlikuje od
kristalizacije lipida u bulk stanju.

Na osnovu dobijenih parametara (onset temperatura, temperatura topljenja, entalpija
topljenja, indeks kristalizacije) (tabela 5.2.4.) zakljuceno je da je doslo do smanjenja
kristalne strukture lipidnog matriksa i snizavanja onset temperature i temperature

topljenja lipida u nanostrukturiranim lipidnim nosa¢ima u odnosu na lipid u bulk stanju.
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Takode konstatovano je da je RI nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih
poligliceril-6 distearatom i saharoza monostearatom bio visi. Interesantno je da je u
ovim uzorcima doslo do smanjenja zeta potencijala tokom vremena (tabela 5.2.3).

Tabela 5.2.4. DSC parametri (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C), ukupna
entalpija topljenja (AH (J/g) i indeks rekristalizacije (R1)(%)) nanostrukturiranih lipidnih nosaca

stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima nakon 90 dana ¢uvanja uzoraka na temperaturi od
25 + 2 °C (temperaturni opseg 20 - 90 °C, brzina skeniranja 10 K/min)

Uzorak t, (°C) t; (°C) AH (J/9) RI1 (%)
NLC P1 (20) 43,61 47,97 8,15 36,97
NLC P1 (30) 43,90 46,98 4,92 22,32
NLC P1 (40) 42,73 45,77 4,32 19,59
NLC P1 (50) 42,18 45,55 2,70 12,24
NLC P1 (60) -

NLC A1l (20) 42,42 47,35 5,16 23,40
NLC A1 (30) 42,06 46,78 3,83 17,37
NLC A1l (40) 45,30 47,15 0,46 2,08
NLC A1 (50) -
NLC A1 (60) -
NLC S2 (20) 45,12 49,39 3,13 14,20
NLC S2 (30) 44,96 48,89 2,02 9,16
NLC S2 (40) 43,43 50,14 2,91 13,20
NLC S2 (50) -
NLC S2 (60) -

Sa druge strane, indeks kristalizacije nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a stabilizovanih
C8-10 alkil poliglukozidom bio je nizi i nisu uocene promene u vrednostima zeta
potencijala u funkciji vremena. Dobijeni rezultati ukazuju na cinjenicu da ispitivani

surfaktanti imaju izvestan uticaj na strukturu matriksa nanostrukturiranih lipidnih

157



nosaCa Sto se posledi¢no reperkutuje i na promene u fizickoj stabilnosti. | pored
¢injenice da ispitivani surfaktanti pripadaju istoj hemijskoj grupi (polihidroksilni
surfaktanti) postoje izvesne razlike u njihovoj hemijskoj strukturi. Razlike se uocavaju
kako u strukturi hidrofilnog (poliglicerol vs. (poli)glukozid vs. Secerni estar) tako i u
strukturi hidrofobnog dela surfaktanata (duzina alkil lanca). Hidrofobni deo C8-10 alkil
poliglukozida sastoji se od jednog kratkog alkil lanca (C8-10) za koga se pretpostavlja
da bi mogao biti zakacen za povrsinu cestice, dok poligliceril-6 distearat sadrzi dva, a
saharoza monostearat jedan hidrofobni dugi (C18) alkil lanac koji potencijalno mogu
stupiti u interakciju sa lipidnim matriksom nanocestica.

U zavisnosti od lipofilnosti, surfaktanti mogu da se raspodele izmedu vodene faze,
medufaze i lipidne faze. Kada dodu u kontakt sa lipidnom fazom, surfaktanti mogu da
dovedu do izvestnih promena u temperaturi topljenja i stepenu uredenosti kristalne
reSetku lipidnog matriksa. U ovom radu je pokazano da surfaktanti prakti¢ni nisu imali
vedeg uticaja na temperaturu topljenja nanostrukturiranih lipidnih nosaca, obzirom na
¢injenicu da su dobijene priblizno identi¢ne vrednosti temperature topljenje nosaca
stabilizovanih sa tri razlicita surfaktanta. Sli¢na situacija je i u formulacijama ¢vrstih
lipidnih nanocestica stabilizovanih poligliceril-6 distearatom, saharoza monostearatom i
C8-10 alkil poliglukozidom kada je re¢ o vrednostima za temperaturu topljenja.

Sa druge strane, situacija je drugacija kada je re¢ o RI. Kod ¢vrstih lipidnih nanocestica,
najvisi Rl (60,33 %) zabelezen je u formulacijama u ¢iji sastav je ulazio poligliceril-6
distearat kao surfaktant (SLN P1), pa saharoza monostearat (SLN S1), dok je najniza
vrednost (32,3 %) izmerena u formulaciji u ¢iji sastav je ulazio C8-10 alkil poliglukozid
(SLN A1) (tabela 5.1.3). Sli¢na situacija je i kod nanostrukturiranih lipidnih nosaca,
stabilizovanih poligliceril-6 distearat, saharoza monostearatom i C8-10 alkil
poliglukozidom, nezavisno od wudela tecnog lipida u lipidnom matriksu. RI
nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanih C8-10 alkil poliglukozidom bio je
najnizi, potom slede formulacije stabilizovane saharoza monostearatom, dok su najvise
vrednosti Rl zabelezene u formulacijama stabilizovanim poligliceril-6 distearat. Takode
interesantno je primetiti, da je RI nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovanim
poligliceril-6 distearatom (NLC P1 (50)) iznosio 12 %, dok u formulaciji sa C8-10 alkil
poliglukozidom (NLC A1 (50)) nije bilo moguée izracunati RI. Nakon DSC analize

NLC A1 (50) nije uoceno postojanje termalnog dogadaja, tj. diperzija se ponasala kao
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superohladena otopina, a ne kao lipidna nanocestica sa ¢vrstim matriksom. Pri sadrzaju
tecnog lipida u lipidnom matriksu od 60 % (m/m), u sve tri formulacije
nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a (NLC P1 (60), NLC S2 (60), NLC Al (20)) vise nisu
posedovale lipidni matriks u ¢vrstom stanju. Ovaj podatak ukazuje na izvestan uticaj
surfaktanta na kristalnu strukturu lipidnog matriksa, a takode predstavlja i primer
razlika u rekristalizaciji izmedu bulk i nanomaterijala. Smanjenje temperature topljenja i
entalpije topljenja, tj. ruSenje uredene kristalne reSetke u nanostrukturiranim lipidnim
nosac¢ima nakon dodatka te¢nog lipida identi¢no je ruSenju uredene strukture u bulk
stanju, ali je viSe izrazeno u nanodimenzijama. Slabije ureden matriks
nanostrukturiranih lipidnih nosaca pogodniji je za inkapsulaciju veée koli¢ine aktivne
supstance (visi kapacitet opterecenja lekom).

Razlike u obliku DSC krivih (slike 5.2.27. - 5.2.29.) ukazuju na ¢injenicu da je
unutrasnja struktura lipidnih nanocestica odredena tipom polihidroksilnog surfaktanta

koji se koristi za stabilizaciju.

—— NLC S2 (20) —— NLC S2 (30) —— NLC S2 (40)
0,2 J/g { ———————— NLC S2 (50) - NLC S2 (60)

W (J/g)

T T T T T —T 1

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Slika 5.2.27. DSC termogrami nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa rastu¢im sadrZajem ulja u
lipidnom matriksu stabilizovanih saharoza monostearatom. Merenja su izvedena nakon 90 dana
¢uvanja uzoraka na 25 * 2 °C (krive su prikazane duz ordinate zbog bolje preglednosti)
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Poznato je da surfaktanti mogu uticati na rezultujucu strukturu lipidnog matriksa
nanocestica. U u/v emulzijama koje sadrze emulgatore sa dugim zasi¢enim lancima
masnih Kiselina, povecana tendencija ka kristalizaciji dispergovane faze povezana je sa
obrazovanjem templata emulgatora u kapima ulja. Istrazivanja na tripalmitin
nanocesticama ukazala su na c¢injenicu da su rigidni dugi zasiceni alkil lanci
surfaktanata neophodni da bi se indukovala kristalizacija lipidnog matriksa nanocestica.
Poligliceril-6 distearat, surfaktant koji sadrzi dug zasiceni alkil lanac (¢vrst surfaktant)
moze inicirati Kristalizaciju lipidnog matriksa nanocestica, ¢ime se objasnjavaju vise
vrednosti indeksa rekristalizacije dobijene u uzorcima nanostrukturiranih lipidnih
nosaca stabilizovanih ovim surfaktantom. Usled afiniteta surfaktanta (poligliceril-6
distearata) za cetil palmitat, mali deo molekula surfaktanta moze biti lokalizovan u
lipidnoj fazi (particioni koeficijent) i tako unaprediti rekristalizaciju lipidnog matriksa.
Deo surfaktanta moze biti ukljucen u lipidni matriks nanocestica, odnosno ne mora

samo biti vezan za povrsinu nanocestice.

0.2 3/g { NLC P1(20) — NLC P1 (30) —— NLC P1 (40)
! 4 NLCPL(50) NLC P1 (60)

W (J/9)

T T T T T T 1

20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Sika 5.2.28. DSC termogrami nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a sa rastu¢im sadrzajem ulja u
lipidnom matriksu stabilizovanih poligliceril-6 distearatom. Merenja su izvedena nakon 90 dana
¢uvanja uzoraka na 25 * 2 °C (krive su prikazane duz ordinate zbog bolje preglednosti)
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Nasuprot tome, C8-10 alkil poliglukozid sa kratkim hidrofobnim alkil lancima (te¢ni
surfaktant) manje je hidrofoban i stoga u manjoj meri lokalizovan u lipidnom matriksu
nanocestice, s obzirom da je suvise mobilan da bi indukovao kristalizaciju lipida u
nanostrukturiranim lipidnim nosacima koji sadrze visok udeo te¢nog lipida. Ovaj
surfaktant verovatno obrazuje fluidniju, manje rigidnu membranu oko kapi
nanometarskih veli¢ina sa nizim mikroviskozitetom. Stoga, poligliceril-6 distearat (sa
rigidnim lipidnim ostatkom) dovodi do razli¢ite interakcije sa molekulima lipidnog

matriksa u odnosu na C8-10 alkil poliglukozid (surfaktant sa mobilnijim ostatkom).

I NLCAL(20)  NLCAL(30) — NLC A1L(40)
023/0{ | NLC AL (50) - NLC AL(60)

W (J/9)

T T T T T T 1

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Slika 5.2.29. DSC termogrami nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa rastu¢im udelom ulja u
lipidnom matriksu stabilizovanih C8-10 alkil poliglukozidom. Merenja su izvedena nakon 90 dana
¢uvanja uzoraka na temperaturi od 25 + 2 °C (krive su prikazane duz ordinate zbog bolje
preglednosti)

Onset temperatura 1 temperatura topljenja c¢vrstih  lipidnih  nanocestica i
nanostrukturiranih lipidnih nosaca bile su vise od 40 °C sto je narocito vazno kod
nosaca lekovitih i kozmeticki aktivnih supstanci koje treba da ostvare svoje delovanje
na kozi. Za ovakve cestice postoji zahtev da one treba da ostanu u ¢vrstom agregatnom

stanju kada se primene na kozu. Nanostrukturirani lipidni nosaci stabilizovani

poligliceril-6 distearatom poseduju visi indeks kristalizacije od nosaca stabilizovanih
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C8-10 alkil poliglukozidom. Lipidni matriks sa uredenijom strukturom lipidnog
matriksa moze da dovede do separacije faza, odnosno isklju¢enja lekovite supstance ili
takode potencijalno do iskljucenja te¢nog lipida iz c¢vrstog lipidnog matriksa, $to
posledi¢no moze dovesti do promena u povrSinskom sastavu lipidnih nanocestica i
promena u Nernstovom i zeta potencijalu. S obzirom da se zeta potencijal smanjuje

tokom vremena, ovaj fenomen moze takode da dovede do nestabilnosti sistema.
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5.3. Rezultati i diskusija trece faze istrazivanja

5.3.1. Selekcija 1 Kkarakterizacija lipida za pripremu lipidnih
nanocestica sa takrolimusom

5.3.1.1. Odredivanje rastvorljivosti takrolimusa u lipidima

S obzirom na ¢injenicu da do danas jo§ uvek ne postoje definisane smernice za
odredivanje rastvorljivosti model lekovite supstance u ¢vrstom lipidu, u ovom radu, 1 %
(m/m) takrolimusa je dodato u razli¢ite lipide koji se mogu Koristiti kao lipidni matriks
nanocestica. Lipidi koji su se koristili u studiji rastvorljivosti bili su voskovi (karnauba
vosak, beli pcelinji vosak, cetil palmitat) i acilgliceroli koji su se razlikovali u sadrzaju
monoglicerida i duzini lanca masnih kiselina (tabela 5.3.1.), zbog ¢ega je bilo
neophodno uraditi karakterizaciju izabranih lipida, da bi se mogli izabrati odgovarajuéi
lipidi. Rezultati eksperimenata su pokazali da se takrolimus prakti¢no ne rastvara u
voskovima, a slabo se rastvara u trigliceridima i smesi diglicerida i triglicerida (gliceril
tristearat, gliceril tripalmitat, gliceril trimiristat, smeSa gliceril distearata, tristearata,
dipalmitata i tripalmitata, smesa gliceril mono-, di- i tribehenata). Najveca koli¢ina
takrolimusa (~ 200 mg/g) rastvorila se u smesi monoglicerida i diglicerida (gliceril

monokaprilat/monokaprat, gliceril monolaurat, gliceril monostearat).
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Tabela 5.3.1. Pregled lipida (komercijalno i hemijsko ime) i vreme potrebno da se rastvori
takrolimus [(+) rastvoren, () nerastvoren]

Lipid vreme (min)

(komercijalno ime) Lipid (hemijsko ime) 15 30 45 60

Apifil PEG-8 beli pcelinji vosak - - - -
Bees wax white beli pcelinji vosak - - - -

Carnauba wax 2442L  karnauba vosak - - - .

Compritol HD5ATO  behenoil polioksil 8-gliceridi - - - -

Comoritol®sgg ATo  dliceril monobehenat, gliceril i i + +
P dibehenat i aliceril tribehenat

Cutina® CP cetil palmitat - - - -

Dynacet® 211 acetilovani gliceridi - + + +

Dynasan® 110 gliceril trikaprilat - - - +

Dynasan® 114 gliceril trimiristat - - - -

Dynasan® 116 gliceril tripalmitat - - - -

Dynasan® 118 gliceril tristearat - - + +

Imwitor® 900 P gliceril monostearat + + + +

Imwitor® 308 gl!cer!l monokaprilat i + + + +
aliceril monokaprat

Imwitor® 312 gliceril monolaurat + + + +
gliceril distearat, tristearat, ) ) + +

Precirol® ATO dipalmitat i tripalmitat

Softisan® 142 hidrogenovani koko-gliceridi - - - -

Softisan® 154 hidrogenovano palmino ulje - - - -

Miglyol® 812 trigliceridi, srednje duzine ) ) + +
lanca

Eutanol® G oktil dodekanol - - + +

Hemp seed oil - - - - -
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5.3.1.2. Izracunavanje parametara rastvorljivosti takrolimusa u
lipidima i analiza podataka

Pored eksperimentalnog pristupa u selekciji lipida za matriks nanocestica, poslednjih
godina, od strane nekih istrazivaca predlaze se kombinovana primena eksperimentalnog
I teorijskog pristupa u odredivanju rastvorljivosti model lekovitih supstanci u ¢vrstim
lipidima (Li i sar., 2006; Shah i Agrawal, 2013). U tabeli 5.3.2. prikazane su razlike u
parcijalnim parametrima rastvorljivosti, ukupnim parametrima rastvorljivosti i
polarnosti izmedu takrolimusa i1 lipida. Vrednosti entalpije meSanje (AHM) izmedu
takrolimusa 1 lipida pruzaju informacije o koli¢ini energije koja je potrebna da se
postigne uzajamno mesanje lipida i leka. Prema tome, najbolje meSanje leka (rastvorena
supstanca) i lipida (koji se smatra rastvara¢em) ocekuje se kada su intermolekularne sile
(disperzione, polarne i1 sile vodoni¢nog vezivanja) izmedu rastvorene supstance i
rastvaraca (Cvrsta ili te¢na komponenta sa kojom se rastvorena supstance mesa) sli¢ne
(Barton, 1991). Uzimajuéi u obzir razlike u ukupnim parametrima rastvorljivosti,
polarnosti i entalpiji meSanja izmedu takrolimusa i lipida (slike 5.3.1. i 5.3.2))
zakljuCuje se da su najbolji kandidati za rastvaranje takrolimusa gliceril
monokaprat/monokaprilat, gliceril monolaurat, gliceril monostearat i gliceril behenat.
Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su teorijski izraCunate vrednosti
parametara rastvorljivosti u skladu da eksperimentalno dobijenim podacima.

Uzimajuéi u obzir cinjenicu da su gliceril monokaprat/monokaprilat i gliceril
monolaurat lipidi sa niskom temperaturom topljenja koji imaju veliku sklonost ka
stvaranju dodatnih koloidnih struktura (te¢ni kristali, micele, vezikule) u disperzionom
medijumu, koje mogu biti potencijalno mesto lokalizacije leka, ovi lipidi su iskljuceni iz

istrazivanja i formulacija je nastavljena sa gliceril monostearatom i gliceril behenatom.
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Tabela 5.3.2. Izratunate vrednosti parametra parcijalne rastvorljivosti (4, Op, 8n), ukupne rastvorljivosti (total) i polarnosti takrolimusa i razli¢itih lipida

Lekovita Hemijski sastav 0d op on Ototal Polarnost
supstanca/lipid
Takrolimus - 18,55 3,40 12,11 22,41 0,315
Beli péelinji vosak triakontanil palmitat (glavna komponenta) 16,59 1,12 2,54 16,82 0,027
Cutina® CP Cetil palmitat 16,52 1,60 3,02 16,87 0,041
Gliceril monobehenat 17,07 2,03 10,52 20,15 0,280
Compritol 888 ATO  Gliceril dibehenat 16,81 1,08 6,57 18,08 0,140
Gliceril tribehenat 16,71 0,74 4,27 17,27 0,062
Dynasan® 114 Gliceril trimiristat 16,69 1,11 5,24 17,53 0,093
Dynasan® 116 Gliceril tripalmitat 16,70 0,98 4,94 17,43 0,083
Dynasan® 118 Gliceril tristearat 16,70 0,88 4,68 17,37 0,075
Imwitor® 900P Gliceril monostearat 17,12 2,39 11,42 20,72 0,317
Imwitor® 312 Gliceril monolaurat 17,25 3,26 13,35 22,05 0,390
Gliceril distearat 16,82 1,29 7,18 18,33 0,160
e Gliceril tristearat 16,70 0,88 4,68 17,37 0,075
Precirol™ ATO Gliceril dipalmitat 16,82 1,44 7,56 18,50 0,170
Gliceril tripalmitat 16,70 0,98 4,94 17,43 0,083
Gliceril monokaprilat 17,41 4,32 15,35 23,61 0,460
Imwitor® 308 Gliceril monokaprat 17,58 3,77 14,36 23,01 0,416
Eutanol G Octil dodekanol 16,36 1,43 7,56 18,08 0,180
Miglyol® 812 Kaprilat trigliceridi 16,64 1,78 6,64 18,00 0,150
Kaprat trigliceridi 16,66 1,48 6,06 17,79 0,120
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Slika 5.3.1. Razlike u parcijalnim parametrima rastvorljivosti (Adq, Ad, i Ady,) izmedu takrolimusa i
lipida
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Slika 5.3.1. Razlike u parcijalnim parametrima rastvorljivosti (Adq, Adyi Ady) izmedu takrolimusa i
lipida (nastavak)
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Slika 5.3.2. Razlike u entalpijama meSanja (AH),) izmedu takrolimusa i lipida
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5.3.1.3. Karakterizacija lipida i smeSe lipida sa model lekovitom
supstancom

Interakcija izmedu takrolimusa i gliceril monostearata analizirana je termalnom
analizom i difrakcijom X zraka pod Sirokim uglom. Na slici 5.3.3. i u tabeli 5.3.3.
prikazani su rezultati DSC analize takrolimusa, gliceril monostearata, gliceril
dibehenata i binarnog sistema koji se sastoji od takrolimusa i gliceril monostearata
(BS1), tj. takrolimusa i gliceril dibehenata (BS2). U oba binarna sistema sadrzaj
takrolimusa iznosio je 1 % (m/m). S obzirom da u binarnim sistemima nisu uoceni
endotermni dogadaji koji poti¢u od takrolimusa, moze se pretpostaviti da je lekovita
supstanca (i) rastvorena, (ii) solubilizovana ili (iii) prisutna u amorfnom obliku u

pomenutim lipidima (gliceril monostearata i gliceril dibehenata).

—— takrolimus —— gliceril monostearat —— binarni sistem (BS1)
----- gliceril dibehenat ----- binarni sistem (BS2)

T T T

20 40 60 80 100 120 140
Temperatura (°C)

Slika 5.3.3. DSC profili takrolimusa, gliceril monostearata, gliceril dibehenata i binarnih sistema
BS1iBS2
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Tabela 5.3.3. Parametri DSC analize (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)) i
ukupna entalpija topljenja (AH (J/g)) takrolimusa, gliceril monostearata, gliceril dibehenata i
binarnih sistema BS1 i BS2

Uzorak t, (°C) t; (°C) AH (J/g)

takrolimus 124,91 130,18 1031,12
gliceril monostearat 53,18 60,31 192,33
gliceril dibehenat 68,89 71,86 102,76
binarni sistem (BS1) 51,12 55,17 89,42
binarni sistem (BS2) 67,49 73,80 117,81

Gliceril monostearat je koris¢en kao c¢vrst lipid za lipidne nanocestice, ali u specifikaciji
proizvodaca i u radovima nekih autora (Bhalekar i sar., 2009) se navodi da se on pre
moze smatrati surfaktantom, nego ¢vrstim lipidom. S tim u vezi u ovom radu, gliceril
monostearat se mesao sa cetil palmitatom, ¢vrstim lipidom koji se najcescée koristi kao
matriks lipidnih nanocestica. U cilju dobijanja homogenog matriksa lipidnih
nanocestica, tj. izbegavanja moguceg razdvajanje lipida i formiranja odvojenih struktura
u disperzionom medijumu, koje bi potencijalno mogle postati mesto lokalizacije
lekovite supstance, odabrane komponente treba da se mesaju dobro u odnosu koji se
koristi za pripremu lipidnog matriksa nanocestica. Da bi se izbegla separacija lipida
cetil palmitat i gliceril monostearat su se mesali u masenom odnosu 8:2. Nakon
pripreme dobijeni binarni sistem (BS3) je podvrgnut DSC i WAXD analizi.
Komparativno sa ovom analizom izvedena je i DSC i WAXD analiza cetil palmitata i
gliceril monostearata nakon njihovog izlaganja temperaturi od 65 °C u trajanju od 1 h.
Nakon DSC analize kod cetil palmitata uoceno je prisustvo dva endotermna pika (slika
5.34., tabela 5.3.4.). Prvi pik sa nizom temperaturom topljenja odgovara a-
polimorfnom obliku (termodinamicka nestabilna modifikacija lipida), dok drugi pik
odgovara B-polimorfnom obliku (stabilna modifikacija lipida) (Saupe i sar., 2005).
Nakon termalne analize gliceril monostearata uoceno je prisustvo jednog endotermnog
pika, sa ekstrapolisanom onset temperaturom i temperaturom topljenja od 53,41 i 57,29
°C. Dobijeni rezultat je u saglasnosti sa rezultatom do koga je doSla Radtke (2003).

Nakon dodatka gliceril monostearata u cetil palmitat (binarni sistem BS3) uoceno je

prisustvo samo termalnog dogadaja koji potice od cetil palmitata. Odsustvo dodatnih
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termalnih dogadaja ukazuje na ¢injenicu da je gliceril monostearat ugraden u lamelarnu

strukturu cetil palmitata barem u datom odnosu masa (slika 5.3.4., tabela 5.3.4).

o {_ — cetil palmitat —— gliceril monostearat —— binarni sistem (BS3)
= U
:"\ -
; .
20 40 60 80 100 120 140

temperatura (°C)

Slika 5.3.4. DSC profili cetil palmitata, gliceril monostearata (nakon izlaganja temperaturi od 65 °C
u trajanju od 1 h) i binarnog sistema BS3

Tabela 5.3.4. Parametri DSC analize ((onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)),
ukupna entalpija topljenja (AH (J/g) i razlika izmedu t; i t, ) gliceril monostearata, cetil palmitata
(nakon izlaganja temperaturi od 65 °C u trajanju od 1 h) i binarnog siatema BS3

Uzorak t, (°C) t: (°C) AH (J/9) ti- 1, (°C)
gliceril monostearat 53,41 57,29 120,92 3,88
cetil palmitat 47,89 52,44 220,46 4,55
binarni sistem (BS3) 43,09 49,75 186,99 6,66

WAXD profili cetil palmitata, gliceril monostearata (nakon izlaganja temperaturi od 65
°C u trajanju od 1 h) i binarnog sistema BS3 prikazani su na slici 5.3.5. Na WAXD
difraktogramima cetil palmitata uocavaju se dva pika veceg intenziteta na 21,3° i1 23,3° i
jedan pik manjeg intenziteta na 6,1°. Na WAXD difraktogramu gliceril monostearata
uocava se jedan pik na 21,4° i jedan pik veoma velikog intenziteta na 1,6°. U binarnom

sistemu BS3 uocavaju se refleksije na 1,96°, 5,7°, 21,2° i 23,5° koje dominantno
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odgovaraju refleksijama karakteristi¢nim za cetil palmitat, sto ukazuje na ¢injenicu da je
gliceril monostearat uklopljen u strukturu cetil palmitata bar u datom odnosu masa.

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima DSC analize.

o _
§{ — cetil palmitat —— binarni sistem (BS3) —— gliceril monostearat
’:;\ i
\cs/ -
z
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Slika 5.3.5. WAXD profili cetil palmitata, gliceril monostearata (nakon izlaganja temperaturi od 65
°C u trajanju od 1 h) i binarnog sistema BS3

U nastavku studije u cilju povecanja kapaciteta inkapsulacije takrolimusa u lipidne
nanocestice, tj. obrazovanja nanostrukturiranog lipidnog matriksa izvrsena je
supstitucija dela ¢vrstog lipida (binarni sistem BS3 i gliceril dibehenat) tecnim lipidom
(trigliceridi srednje duzine lanca). Na osnovu literaturnih podataka (Muller i sar.,
2002b) pretpostavilo se da ¢e dodavanje triglicerida srednje duzine lanaca u binarni
sistem BS3 i gliceril dibehenat imati za posledicu formiranje neuredenog lipidnog
matriksa koji ¢e obezbediti prostor za inkorporiranje lekovite supstance. Trigliceridi
srednje duzine lanca su izabrani kao tec¢ni lipid za nanostrukturirane lipidne nosace,
zbog toga sto se oni mesaju sa cetil palmitatom i gliceril monostearatom, lipidima koji
ulaze u sastav binarnog sistema BS3, odnosno sa gliceril dibehenatom kao i zbog
¢injenice da se lekovita supstanca rastvara u ovom tecnom lipidu. U cilju dobijanja

homogenog lipidnog matriksa, izabrani ¢vrsti i te¢ni lipid treba da se dobro mesaju u
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datom odnosu masa. Ukoliko te¢ni lipid ne formira homogeni lipidni matriks sa ¢vrstim
lipidom moglo bi da dode do preraspodele teCnog lipida u disperzioni medijum i
formiranja dodatnih koloidnih struktura (u/v nanoemulzija), koje nisu nanostrukturirani
lipidni nosaci. Inicijalno, inkorporiranje triglicerida srednje duzine lanca u binarni
sistem BS3 i gliceril dibehenat ispitivano je nakon nanoSenja dela binarnog lipidnog
sistema na hidrofilan filter papir. Obzirom da na filter papiru nije uoceno prisustvo kapi
ulja koje bi poticale od nekompletnog mesanja lipida pretpostavilo se da se te¢ni lipid
dobro mesa sa ¢vrstim lipidima, barem u datom masenom odnosu.

Obrazovanje homogenog lipidnog matriksa u ternarnom sistemu (TS1) koji se sastojao
od cetil palmitata, gliceril monostearata i triglicerida srednje duZzine lanaca dodatno je
ispitano termalnom analizom i rezultati su prikazani na slici 5.3.6. i u tabeli 5.3.5. Na
osnovu rezultata termalne analize uoceno je da je doslo do snizenja onset temperatura i
temperatura topljenja ternarnog sistema TS1 u odnosu na binarni sistem BS3. Pored
toga i entalpija topljenja ternarnog sistema TS1 u odnosu na binarni sistem BS3
smanjila se od 186,99 - 136,90 J/g. Na osnovu literaturnih podataka (Bunjes, 1998) da
smanjenje temperature topljenja i entalpije topljenje ukazuju na rastvaranje/meSanje
jednog jedinjenja sa drugim, zakljueno je da se Cvrst i1 tecan lipid dobro meSaju u
odabranom odnosu masa.

U slede¢em koraku razvoja formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca, gliceril
monostearat je kompletno zamenjen trigliceridima srednje duzine lanca (binarni sistem,
BS4). Ocekivalo se da ¢e nakon dodatka vece koli€ine ulja, rastvorljivost te€nog lipida
u ¢vrstom lipidu biti prekoracena. Prema Miiller 1 sar. (2002b) u ovom slucaju tokom
procesa hladenja dolazi do izdvajanja ulja i njegovog taloZzenja u vidu uljanih
nanopregradica na povrSini ¢vrstog lipida. Uljane nanopregradice mogu da budu
homogeno distribuirane kroz lipidni matriks Cestica (original model) (Muller i sar.
2002a), locirane u rezervoaru ili u membrani Cestica (Saupe i sar., 2005). U tom smislu
bilo je neophodno ispratiti uticaj triglicerida srednje duzina lanca na kristalnu strukturu
cetil palmitata. Rezultati ovih ispitivanja prikazani su na slici 5.3.6. i u tabeli 5.3.5. Na
osnovu rezultata termalne analize binarnog sistema BS4 uoceno je postojanje termalnog
dogadaja niZzeg intenziteta pri temperaturi od 38,94 °C i termalnog dogadaja viSeg
intenziteta pri temperaturi od 48,70 °C sa ekstrapolisanom onset temperaturom od 39,88

°C. U odnosu na cetil palmitat, u bulk stanju (tabela 5.3.4.), uoceno je da je u binarnom
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sistemu BS4 doslo do snizenja entalpije topljenja i temperature topljenja. Istovremeno,
uoceno je 1 izvesno prosirenje termalnog dogadaja, koje se reflektovalo u povecanju
razlike izmedu temperature topljenja i onset temperature (t; — t,), kao i smanjenje visine
pika, odnosno povrsine ispod krive (slike 5.3.4. i 5.3.6.). Sirina termalnog dogadaja
predstavlja temperaturni opseg unutar kome dolazi do topljenja. Prema nekim autorima
(Severino i sar., 2012; Westesen i Siekmann, 1993) veca §irina termalnog dogadaja ima
za rezultat veci stepen neuredenosti kristalne reSetke lipida. Snizenje entalpije topljenja
zajedno sa prosirenjem termalnog dogadaja i smanjenjem intenziteta endotermnog pika,
mogu tkd. biti pokazatelji smanjenja stepena kristaliniteta cetil palmitata nakon dodatka

triglicerida srednje duzine lanca.

| —— ternamni sistem (TS1) —— binarni sistem (BS4)
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Slika 5.3.6. DSC profili ternarnog sistema (TS1) i binarnog sistema (BS4)

Tabela 5.3.5. Paramateri DSC analize (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)),
ukupna entalpija topljenja (AH (J/g)) i razlika izmedu t.i t, kod binarnog sistema (BS4) i ternarnog
sistema (TS1)

Uzorak t, (°C) t: (°C) AH (J/g) ti- t, (°C)
binarni sistem (BS4) 39,88 48,70 124,29 8,82
ternarni sistem (TS1) 42,55 50,11 136,90 7,56
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Rezultati WAXD analize ternarnog sistema TS1 i binarnog sistema BS4 prikazani su na
slici 5.3.7. Na WAXD difraktogramima ternarnog sistema uocavaju se dva pika veceg
intenziteta na 21,3° i na 23,3° i jedan pik manjeg intenziteta na 6,1°. Pik na 1,6° koji
odgovara gliceril monostearata znatno slabije je izraZzen u odnosu na pik uocen kod
Cistog gliceril monostearata (slika 5.3.5.) Sto ukazuje na Cinjenicu da je gliceril
monostearat uklopljen u strukturu cetil palmitata barem u datom odnosu masa. U
binarnoj smesi cetil palmitata i te¢nog lipida uoc¢avaju se refleksije na 21,2° i 23,5° koje
po polozaju dominantno odgovaraju refleksijama karakteristicnim za cetil palmitat, Sto
ukazuje na ¢injenicu da je te¢ni lipid rastvoren u cetil palmitatu. Takode je uoceno da se
intenzitet pika koji odgovara cetil palmitatu smanjio u binarnom i ternarnom sistemu u

odnsou na lipid u bulk stanju. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima DSC analize.

o {- —— ternarni sistem (TS1) —— binarni sistem (BS4)
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Slika 5.3.7. WAXD profili binarnog sistema BS4 i ternarnog sistema TS1

U nastavku studije ispitivana je potencijalna interakcija izmedu takrolimusa i odabranih
lipidnih smesa i rezultati su prikazani na slici 5.3.8. i u tabeli 5.3.6. Takrolimus ima
kristalnu strukturu S$to je 1 potvrdeno nakon detekcije endotermnog pika sa
ekstrapolisanom temperaturom topljenja od 130,18 °C. Veoma izraZeni pik koji se vidi

na slici 5.3.3., ukazuje na visok stepen kristaliniteta takrolimusa. Posle termalne analize
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fizicke smese takrolimusa i sistema BS4 i TS1 uocava se samo prisustvo endotermnih
dogadaja koji poti¢u od sistema BS4 i TS1, tj. temperaturni prelazi koji ukazuju na
prisustvo takrolimusa nisu uoceni. Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da su
oba lipidna matriksa (BS4 i TS1) pogodna za inkorporiranje leka, tj. mogu se Koristiti za

formulaciju lipidnih nanocestica sa takrolimusom.

—— takyolimus u ternarnom sistema (TTS1) —— takrolimus u binarnom sistemu (TBS4)
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Slika 5.3.8. DSC profili takrolimusa u ternarnom sistemu (TTS1) i binarnom sitemu (TBS4)

Tabela 5.3.6. Parametri DSC analize (onset temperatura (t, (°C)), temperatura topljenja (t; (°C)),
ukupna entalpija topljenja (AH (J/g) i razlika izmedu t; i t,) takrolimusa u ternarnom (TTS1) i

binarnom sistemu (TBS4)

Uzorak t, (°C) t (°C) AH (J/g) t; - to(°C)
TTS1 41,19 49,07 134,53 7,88
TBS4 4376 50,02 130,09 6,26

Rezultati WAXD analize takrolimusa u ternarnom sistemu (TS1) i binarnom sistemu
(BS4) prikazani su na slici 5.3.9. Na WAXD difraktogramu takrolimusa u ternarnom
sistemu (TS1) uocavaju se ostri pikovi na 1,96° 5,76° 21,2° i 23,5°. Na WAXD
difraktogramu takrolimusa u binarnom sistemu (BS4) uoc¢avaju se pikovi na 2,2°; 5,92°;

21,3° 1 23,6°. Istovremeno, nije uoceno prisustvo os$trih i jasnih difrakcionih pikova
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karakteristi¢nih za kristalnu strukturu ¢istog takrolimusa (Hane i sar., 1992), sto moze

da ukaze na ¢injenicu da je takrolimus rastvoren u izabranim lipidnim smesama.

—— takrolimus u binarnom sistemu (TBS4) —— takrolimus u ternarnom sistemu (TTS1)
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Slika 5.3.9. WAXD profili takrolimusa u binarnom sistemu (BS4) i ternarnom sistemu (TS1)

5.3.2. Formulacija lipidnih nanonosaca sa takrolimusom

Zbog visoke efikasnosti u smanjenju veli€ine Cestica 1 suzavanju distribucije Cestica po
veli¢ini, homogenizacija pod visokim pritiskom je izabrana kao metoda izbora za
pripremu ¢vrstih lipidnih nanoCestica i1 nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa
takrolimusom (Lippacher i sar., 2001; Muchow i sar., 2008). Pripremljene formulacije
su se razlikovale u strukturi lipidnog matriksa i njihov sastav prikazan je u tabeli 4.7.

U formulacijama TCL-NLC A i TCL-NLC B neposredno nakon izrade uoceno je
prisustvo Cestica mikrometarskih veli¢ina (slike 5.3.10. i 5.3.11.). Moguce objasnjenje
za povecanje veliine Cestica u ovim formulacijama moglo bi se pronac¢i u ¢injenici da
odnos izmedu cetil palmitata i gliceril monostearata u ovim formulacijama nije bio
odgovarajuci, te stoga lipidni matriks nije bio stabilan. Pretpostavlja se da je u tom
sluaju zbog prevelikog udela gliceril monostearata u cetil palmitatu, doslo do
iskljuc¢ivanja gliceril monostearata iz lipidnog matriksa i obrazovanja odvojene frakcije

Cestica koja nije mogla biti stabilizovana surfaktantom.
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U formulaciji TCL-NLC 3 neposredno nakon izrade nije uofeno prisustvo kristala
takrolimusa. Medutim, jedan dan nakon izrade u formulaciji TCL-NLC 3 uoceno je
prisustvo Cestica mikrometarskih veli¢ina i kristala lekovite supstance (slika 5.3.12.).
Rast Cestica, tj. obrazovanje mikrocestica, a time i povecanje RI verovatno su doveli do
isklju¢ivanja lekovite supstance iz lipidnog matriksa, te stoga ova formulacija u

nastavku istrazivanja vise nije pracena.
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Slika 5.3.10. Veli¢ina ¢estica (LD-podaci) u formulaciji TCL-NLC A neposredno nakon izrade
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Slika 5.3.11. Veli¢ina &estica (LD-podaci) u formulaciji TCL-NLC B neposredno nakon izrade
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Slika 5.3.12. Veli¢ina ¢estica (LD-podaci) u formulaciji TCL-NLC 3 jedan dan nakon izrade
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Rezultati merenja veli¢ine cestica PCS i LD u funkciji broja primenjenih ciklusa
homogenizacije za ostale formulacije prikazani su na slikama 5.3.13. i 5.3.14. Za
detaljnije tumacenje smanjenja veli¢ine Cestica nije dovoljno analizirati pomenute slike,
ve¢ je neophodno uzeti u razmatranje taéne podatke o velicini Cestica (tabela 5.3.7. i
5.3.8.).

Tabela 5.3.7. Smanjenje veli¢ine ¢estica (PCS podaci prikazani kao z-ave u nm i PI) u funkciji broja

ciklusa homogenizacije za lipidne nanoé¢estice i nanoemulziju sa lekovitom supstancom (n = 10),
(pritisak = 500 bar, t =65 °C)

Uzorak Broj ciklusa homog. z-ave + SD Pl +£SD

1 228+ 4 0,124 + 0,025

TCL-SLN 3 166 + 3 0,082 + 0,040
5 156 + 3 0,075 + 0,037

1 224 £ 15 0,117 + 0,085

TCL-NLC 1 3 149 + 2 0,070 + 0,041
5 159+1 0,066 + 0,038

1 238+ 9 0,084 + 0,052

TCL-NLC2 3 186 +5 0,120 + 0,058
5 183 +2 0,036 + 0,031

1 392 +24 0,185 + 0,180

TCL-NE 3 160 + 3 0,131 + 0,048
5 133+ 2 0,096 + 0,019

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama, moze se zakljuciti da su nakon samo jednog
ciklusa homogenizacije dobijene Cestice nanometarskih veli¢ina. Medutim, cilj ove
studije bio je da se dobiju cCestice u Sto nizem opsegu nanoveli¢ina. Naime, sa
smanjenjem veliine Cestica povecava se njihova adhezivnost za kozu, zbog velikog
odnosa povrsina/zapremina koji obezbeduje blizak kontakt ¢estica sa stratum corneum-
om. Pored toga, mala veli¢ina nanocestica u direktnoj je korelaciji sa brzim Braunovim

kretanjem Cestica, Sto disperzije ¢ini kineticki stabilnijom (Jores i sar., 2004). Dalje
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smanjenje velicine Cestica moze se posti¢i povecanjem broja ciklusa homogenizacije ili
povecéanjem pritiska u toku homogenizacije (tj. unosom dodatne energije u sistem). U
tom kontekstu, dalji razvoj formulacije iSao je u pravcu povecanja broja ciklusa
homogenizacije pri konstantnom pritisku od 500 bara. Tokom prva tri ciklusa
homogenizacije uoceno je gotovo konstantno smanjenje z-ave u svim formulacijama. Sa
daljim unosom energije u sistem, ostvareno je veoma malo smanjenje u veli¢ini, S$to se
moze videti na slikama 5.3.13. i 5.3.14. po eksponencijalnom opadanju veli¢ine Cestica
nakon tre¢eg ciklusa homogenizacije.

Tabela 5.3.8. Smanjenje veli¢ine ¢estica (LD podaci prikazani kao volumenski dijametri (d(v)0,10 -

d(v)0,99)) u funkciji broja ciklusa homogenizacije za lipidne nanocestice i nanoemulziju sa
lekovitom supstancom (n = 5), (pritisak = 500 bar, t = 65 °C)

Uzorak Cﬁi{ﬁ‘;a d(v)0,10  d(v)0,50  d(v)0,90  d(v)0,95  d(v)0,99
1 0,110 0,208 0,423 0,531 22,539
TCL-SLN 3 0,100 0,152 0,223 0,245 0,284
5 0,100 0,149 0,212 0,231 0,268
1 0,083 0,165 0,350 0,448 0,646
TCL-NLC 1 3 0,096 0,143 0,206 0,225 0,260
5 0,096 0,144 0,207 0,226 0,261
1 0,113 0,221 0,435 0,509 0,634
TCLNLC 2 3 0,098 0,163 0,255 0.283 0,325
5 0,096 0,153 0,234 0,261 0,319
1 0,251 0,430 0,769 0,900 1,160
TCL-NE 3 0,088 0,148 0,240 0,271 0,332
5 0,095 0,149 0,223 0,245 0,285
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Slika 5.3.13. Smanjenje veli¢ine ¢estica (PCS-podaci prikazani kao z-ave u nm i PI) u funkciji broja
ciklusa homogenizacije za lipidne nanoé€estice i nanoemulziju sa lekovitom supstancom (n = 10),
(pritisak = 500 bar, t = 65 °C)

Rezultati prethodnih studija ukazuju na c¢injenicu da je za datu formulaciju pri
konstantnom pritisku i temperaturi moguce posti¢i samo odredeni stepen smanjenja
velicine cestica (Keck i Muller, 2006). Kada se dostigne plato, dalje povecanje broja
ciklusa homogenizacije ne dovodi do promena u veli¢ini ¢estica ili ¢ak vodi povecanju
velicine (Jahnke, 1998). Kao potencijalno objasnjene za ovu pojavu navodi se podatak
da dodatan unos energije u sistem samo dovodi do ubrzanja cestica, odnosno cestice
dobijaju dovoljno kineticke energije koja je dovoljna da se prevazide stabilizacija
surfaktantom (Shegokar i sar., 2011). Ovaj fenomen se uocava u formulaciji TCL-NLC
1, u kojoj sa povecanjem broja ciklusa homogenizacije sa tri do pet dolazi do povecéanja
velicine cestica od 149 - 159 nm. Pored smanjenja veli¢ine cestica, uvodenje energije u
sistem povecava homogenost disperzije. Pl kao mera za Sirinu raspodele c¢estica po
veli¢ini menja se na slican nacin kao i velic¢ina cestica. Suzavanje distribucije cestica po
veli¢ini najvise je izrazeno izmedu prvog i treceg ciklusa homogenizacije, dok naknadni
unos energije u sistem neznatno utice na promene u Pl. Konstantno smanjenje Pl

ukazuje na cinjenicu da se sa povecanjem broja ciklusa homogenizacije uglavnom
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uklanjaju vece cestice, dok je smanjenje velicine cestica koje c¢ine bulk populaciju
ogranic¢eno. Interesantno je uociti da u formulaciji TCL-NLC 2 smanjenje Pl posle
prvog ciklusa homogenizacije bilo praceno povecanjem Pl. Ovakav rezultat verovatno
je posledica aglomeracije cestica tokom homogenizacije. Medutim, tokom naredna dva

ciklusa aglomerati se razbijaju, $to je potvrdeno sa daljim smanjenjem PI od 0,120 -

0,036.
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Slika 5.3.14. Smanjenje veli¢ine estica (LD-podaci prikazani kao volumenski dijametri (d(v)0,10 -
d(v)0,99)) u funkciji broja ciklusa homogenizacije za lipidne nanodestice i nanoemulziju sa
lekovitom supstancom (n = 5), (pritisak = 500 bar, t = 65 °C)

U cilju dobijanja preciznijih informacija o distribuciji Cestica po veli€ini, izvedena je
detaljnija analiza veli¢ine Cestica medotom LD (slika 5.3.14.). Dijametar d(v)0,50
koriScen je za procenu srednje veli¢ine Cestica koje ¢ine bulk populaciju dok dijametri
d(v)0,90 i d(v)0,99 pruzaju informacije o prisustvu i koli¢ini vec¢ih Cestica. Primena
samo jednog ciklusa homogenizacije bila je dovoljna da se dostigne pre¢nik d(v)0,50 od
0,208 um u formulaciji TCL-SLN odnosno 0,165 um i 0,221 pm u formulacijama TCL-
NLC 1 (sa gliceril monostearatom) i TCL-NLC 2 (bez gliceril monostearata). Sa daljim

povecanjem broja ciklusa homogenizacije uoceno je da je doslo do daljeg smanjenja
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dijametra d(v)0,50 i to za 0,022 pum; 0,058 um i 0,056 wm redom u formulacijama TCL-
NLC 1, TCL-NLC 2, TCL-SLN. Takode, pokazano je da sa daljim povecanjem broja
ciklusa homogenizaciju iznad tri nije doslo do vidljivijeg smanjenja velicine
nanostrukturiranih lipidnih nosaca. Naprotiv, nakon treceg ciklusa homogenizacije
uoceno je povecanje dijametra d(v)0,50 u formulaciji TCL-NLC 1 (sa gliceril
monostearatom). Ovakav rezultat je u skladu sa povecanjem prosecnog dijametra
Cestica koje je zabelezeno u PCS studiji. Dijametari d(v)0,90 i d(v)0,99 su se smanjivali
na identi¢an nacin kao dijametar d(v)0,50. Medutim, dok je smanjenje dijametra
d(v)0,50 izmedu prvog i treéeg ciklusa homogenizacije bilo manje od 0,1 pm,
smanjenje dijametara d(v)0,90 i d(v)0,99 bilo je nesto vece. Ovakav rezultat moze se
pripisati ¢injenici da se sa povecanjem broja ciklusa homogenizacije dobija uniformniji

uzorak zbog smanjenja dijametra veéih cestica.

5.3.3. Karakterizacija lipidnih nanonosaca sa takrolimusom

ProseCan dijametar Cestica u svim formulacijama (nanostrukturirani lipidni nosaci i
nanoemulzija) bio je ispod 200 nm, dok su vrednosti PI bile manje od 0.1.
Odgovaraju¢e vrednosti proseCne veliine Cestica (z-ave) (tabela 5.3.7.) bile su
komplementarne sa dobijenim vrednostima volumenskih dijametara (tabela 5.3.8.).
Veli¢ina Cestica u formulaciji TCL-NLC 1 (nanostrukturirani lipidni nosaci koji kao
lipidni matriks sadrze smesu ¢vrstog u te¢nog lipida u odnosu 9:1) i formulaciji TCL-
SLN bila je manja od veli¢ine Cestica u u formulaciji TCL-NLC 2 (nanostrukturirani
lipidnih nosaca koji kao lipidni matriks sadrze smesu Cvrstog u te¢nog lipida odnosu
8:2). U nastavku istrazivanja u cilju dobijanja informacija o prisustvu/odsustvu vecih
Cestica/agregata Cestica i kristala lekovite supstance, izvedena je mikroskopska analiza
uzoraka. Svetlosnom mikroskopijom nije moguce dobiti precizne informacije o veli¢ini
lipidnih nanocestica, zbog granice detekcije mikroskopa. Medutim, ovom metodom se
mogu dobiti informacije o eventualnom prisustvu/odsustvu aglomerata Cestica, Cije
prisustvo potencijalno moze biti maskirano tokom faze pripreme uzoraka za analizu
tehnikom PCS i LD (Keck, 2010). Nakon analize ispitivanih uzoraka metodom
svetlosne mikroskopije (slika 5.3.15.) nije uoc¢eno prisustvo kristala lekovite supstance i
agregata cestica. Mikrografije koje su dobijene na polarizacionom mikroskopu su

upotpunile dobijene navode.
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Slika 5.3.15. Svetlosne mikrografije model lekovite supstance i ispitivanih uzoraka sa model lekovitom
supstancom neposredno nakon izrade pod uveli¢anjem 160x i 630x (bar 10 um): a) takrolimus, 160x; b)
takrolimus, 630x; ¢) TCL-SLN, 630x; d) TCL-NLC 1, 630x; ) TCL-NLC 2, 630x; f) TCL-NE, 630x

Fizicka stabilnost nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa lekovitom
supstancom je pracena tokom 60 dana ¢uvanja uzoraka na temperaturama od 5+ 3 °C i
25 * 2 °C. Rezultati dobijeni nakon analize ispitivanih uzoraka PCS tehnikom prikazani
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su na slici 5.3.16. Na osnovu dobijenih rezultata uoceno je da je tokom ispitivanog
perioda doslo do povecanja z-ave za 14 - 17 nm u formulaciji TCL-NLC 1.
Komparativno sa povec¢anjem z-ave, uoceno je i blago prosirivanje raspodele cestica po
veli¢ini. Medutim, vrednosti PI jos uvek su bile ispod 0,15, sto ukazuje i dalje na usku
raspodelu cestica po veli¢ini. Manja veli¢ina ¢estica u nanoemuziji u odnosu na
nanostrukturirane lipidne nosace moze se objasniti nizim viskozitetom nanoemulzije,
Sto za posledicu ima obrazovanje cestica manjeg dijametra, tokom pripreme uzoraka

metodom tople homogenizacije pod visokim pritiskom (Hu i sar., 2005).
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Slika 5.3.16. Fizi¢ka stabilnost nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzije sa takrolimusom
(PCS-podaci)

U svim ispitivanim formulacijama volumenski dijametri d(v)0,50 i d(v)0,99 bili su
ispod 0,2 um odnosno 0,6 pum, neposredno nakon izrade. Posle 30 i 60 dana ¢uvanja
uzoraka na temperaturama od 5 + 3 °C i 25 £ 2 °C, dijametar d(v)0,99 je i dalje bio
ispod 0,6 pm kod nanoemulzije i formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca
oznacene kao TCL-NLC 2 (slika 5.3.17.). Nasuprot tome, u formulaciji TCL-NLC 1,
doslo je do povecéanja dijametra d(v)0,99, sto se moze pripisati prisustvu gliceril

monostearata u lipidnom matriksu cestica.
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Slika 5.3.17. Fizi¢ka stabilnost nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzije sa takrolimusom
(LD-podaci)

Skenirajuéa elektronska mikrografije (slika 5.3.18.) je potvrdila da su nanostrukturirani
lipidni nosaci sa takrolimusom imali blago deformisan sferican oblik. Veli¢ina Cestica

bila je u intervalu od 102 - 216 nm, $to je u skladu sa prose¢nim dijametrom Cestica (z-

ave) koji je dobijen nakon merenja ispitivanih uzoraka metodom PCS.

Slika 5.3.18. Skenirajuc¢e elektronske mikrografije nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa
takrolimusom nakon izrade

Ispitivanje povrsinskih karakteristika nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzija

sprovedeno je merenjem zeta potencijala uzoraka u destilovanoj vodi, ¢ija elektricna
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provodljivost je iznosila 50 uScm™ i u originalnom disperzionom medijumu. Rezultati

sprovedenih ispitivanja prikazani su u tabeli 5.3.9.

Tabela 5.3.9. Zeta ({) potencijal (mV) nanostrukturiranih lipidnih nosaéa i nanoemulzije sa
takarolimusom

¢ potencijal £ SD

Uzorak
destilovana voda originalni disperzioni medijum
TCL-NLC 1 -50,0+0,9 -29,6 £0,9
TCL-NLC 2 -51,1+0,6 -29,3+0,3
TCL-NE -55,7+0,4 -294+172

Nakon merenja u destilovanoj vodi, vrednosti zeta potencijala u svim ispitivanim
formulacijama, bile su oko |-50] mV. Kada se merenja zeta potencijala izvode u
destilovanoj vodi, dobijene vrednosti su veoma blizu Stern-ovog potencijala Cestica,
koji reperkutuje potencijal povrSine Cestica (Nernst-ov potencijal). Veée vrednosti
Stern-ovog potencijala ukazuju na veée vrednosti Nernst-ovog potencijala, $to se dovodi
u vezu sa visokim zeta potencijalom, tj. dobrom fizickom stabilno$¢u. Zeta potencijal
bio je slican u svim ispitivanim formulacijama, §to se moglo i oc¢ekivati, uzimajuéi u
obzir ¢injenicu da zeta potencijal poti¢e od (i) visine Nernst-ovog potencijala i (ii)
dodatnog naelektrisanja koje nastaje kao rezultat adsorpcije jona ili molekula
stabilizatora u Stern-ovom sloju. S obzirom da su obe formulacije u ovom radu
stabilizovane istim stabilizatorom, kaprilo/kaprilnim glukozidom (Plantacare® 810),
ocekivalo se da ¢e dobijene vrednosti zeta potencijala biti sli¢ne. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima merenja zeta potencijala dobijenim u prvoj i drugoj fazi
istrazivanja.

Vrednosti zeta potencijala u svim ispitivanim formulacijama kada su merenja izvedena
u originalnom disperzionom medijumu bile su oko |-30| mV. Dobijeni rezultati ukazuju
na Cinjenicu da su elektrostatiCke 1 sterne interakcije ukljucene u stabilizaciju Cestica.
Zeta potencijal u vodi bio je visi od zeta potencijala u originalnom disperzionom
medijumu, verovatno zbog desorpcije stabilizatora sa povrSine Cestice pri razblaZivanju
nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzije sa vodom tokom merenja. Desorpcija

stabilizatora prilikom razblazivanja ispitivanih uzoraka sa vodom tokom merenja
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dovodi do pomeranja ravni smicanja ka povrSini Cestica i povecanja ukupnog zeta
potencijala (Muller, 1996).

Nasuprot tome, kada se merenja izvedu u originalnom disperzionom medijumu,
stabilizator je ¢vrsto vezan za povrSinu Cestice, te je difuzni sloj oko Cestice zasti¢en od
uklanjanja tokom merenja. U zavisnosti od dimenzija sloja stabilizatora oko povrSine
Cestice, ravan smicanja ¢e biti pomerena u vecoj ili manjoj meri od povrSine Cestice.
Samim tim, zeta potencijal ¢e se meriti na vecoj udaljenosti od Stern-ovog sloja i

vrednosti zeta potencijala ¢e biti nize.

5.3.4. In vitro ispitivanje oslobadanja takrolimusa iz lipidnih
nanonosaca

Kao akceptorski medijum tokom in vitro ispitivanja oslobadanja takrolimusa iz
ispitivanih formulacija nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a i poredbene formulacije
(nanoemulzije), upotrebljena je smesa precisc¢ene vode, propilenglikola i etanola (96 %)
u masenom odnosu 25:35:40. Studija rastvorljivosti pokazala je da je najveca
rastvorljivost takrolimusa upravo postignuta u smesi ova tri rastvarata u datom
masenom odnosu. Ukupna koncentracija surfaktanta (C8-10 alkil poliglukozid) u
ispitivanim formulacijama i poredbenoj formulaciji nanoemulzije bila je identi¢na, tako
da se uticaj surfaktanta prilikom poredenja brzine oslobadanja lekovite supstance iz
ovih nosa¢a moze zanemariti. Sve formulacije su te¢nosti niskog viskoziteta, tako da
uticaj viskoziteta na in vitro oslobadanje leka iz lipidnih nanonosaca nije razmatran.
Rezultati ispitivanja brzine oslobadanja takrolimusa iz lipidnih nanonosaca prikazani su
graficki (slika 5.3.19.). Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost Sest
odredivanja za svaki uzorak, u toku ispitivanog perioda od 24 h. Ukupna koli¢ina
takrolimusa, koja je oslobodena posle 24 h iz ispitivanih formulacija i poredbene
formulacije bila je znatno ispod koncentracije od 30 % (m/m), $to je u skladu sa
empirijskim pravilom za dermofarmaceutske preparate (Vuleta i sar., 2012). Prilikom
poredenja profila brzine oslobadanja primecena je razlika u brzini oslobadanja
takrolimusa u zavisnosti od strukture/sastava lipidnog matriksa nanonosaca. Brzina
oslobadanja bila je sli¢na kod uzoraka TCL-NE i TCL-NLC 2 tokom prva tri sata, dok
je kod uzorka TCL-NLC 1 tokom prva tri sata primeéeno neSto brze oslobadanje. U

slucaju formulacije TCL-NLC 1, profil oslobadanje lekovite supstance iz nosaca bio je
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bifazan. Tokom prva 2 h oko 1 % lekovite supstance oslobodilo se u akceptorski
medijum, dok se kumulativna koli¢ina leka koja se oslobodi tokom naredna 2 h,
povecala na oko 4 %. Posle 8 h i 24 h procenat oslobodenog takrolimusa ostao je
nepromenjen i iznosi je oko 5,5 %. U formulaciji TCL-NLC 2, nakon pocetnog sporog
oslobadanja, uoc¢eno je povecanje u koli¢ini oslobodene supstance, tako da se koli¢ina
oslobodene supstance u poslednjem satu ispitivanja priblizila koli¢ini lekovite supstance

koja se oslobodila iz poredbene formulacije nanoemulzija.
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Slika 5.3.19. Profili in vitro oslobadanja takrolimusa iz nanostrukturiranih lipidnih nosaca i
poredbene formulacije (nanoemulzije)

Dobijeni rezultati in vitro ispitivanja oslobadanja takrolimusa bili su u skladu sa
zapazanjima do kojih se doSlo u okviru strukturne karakterizacije nanonosaca. Vodene
disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzija razlikuju se u sastavu
lipidnog matriksa i stoga se razlike u profilima oslobadanja aktivne supstance, usled
drugih cinilaca mogu iskljuciti. Kumulativna koli¢ina oslobodene lekovite supstance
bila je najvisa kod nanoemulzije (oko 14 %), verovatno zbog te¢nog karaktera kapi
emulzija 1 samim tim slabijeg afiniteta supstance za nosa¢. U vodenim disperzijama
nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a (TCL-NLC 1 i TCL-NLC 2), takrolimus je vezan za
¢vrst lipidni matriks, tako da su difuzija supstance unutar nosafa, a samim tim i
oslobadanje supstance u akceptorski medijum ogranic¢eni. Osim toga, nakon nanoSenja

disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a na membranu od celuloza aceatata, u

189



otvorenom delu Franz-ove ¢elije, tokom perioda ispitivanja od 24 h, spoljasnja (vodena)
faza disperzije isparava, dolazi do fuzije Cestica na membrani i formiranja lipidnog
filma. Takrolimus ostaje lokalizovan unutar ovog lipidnog filma, usled ¢ega Se njegovo
oslobadanje odlaze. Na osnovu studije i parametara rastvorljivosti, zapazeno je da je u
prisustvu ternarnog sistema cetil palmitat/gliceril monostearat/trigliceridi srednje duzine
lanca kapacitet lipidnog matriksa za rastvaranje takrolimusa ve¢i u odnosu na binarni
sistem cetil palmitat/trigliceridi srednje duzine lanca. Na taj nacin se u formulaciji TCL-
NLC2 smanjuje kapacitet lipidnog matriksa za rastvaranje takrolimusa. Uz to, pri
masenom odnosu ¢vrstog i te¢nog lipida u lipidnom matriksu 8:2, tj. kod uzorka TCL-
NLC2, udeo te¢nog lipida je veci, te je u ovom slucaju verovatno viSe izraZen suficit
te¢nog lipida, na povrsini Cestice. Tecéni lipid, koji ima odredeni kapacitet za rastvaranje
lekovite supstance u ovoj formulaciji doprinosi slabijem inkorporiranju takrolimusa u
lipidni matriks cestice, ¢ime se povecava ukupna koli¢ina oslobodene lekovite
supstance, te su se dobijeni rezultati mogli protumaciti sli¢no rezultatima koji su
dobijeni kod uzoraka nanoemulzija. Medutim, ovaj proces je izrazen u manjoj meri
nego kod formulacije nanoemulzija, pa se stoga takrolimus generalno sporije oslobada
iz uzorka TCL-NLC2 u odnosu na nanoemulziju.

Za karakterizaciju profila oslobadanja takrolimusa iz lipidnih nanonosaca primenjeni su
kinetika nultog reda, kinetika prvog reda, Higuchi-jev model, Korsmeyer-Peppas-ov
model i Hixson-Crowel-ov model. U tabeli 5.3.10. prikazani su koeficijenti korelacije
dobijeni fitovanjem profila brzine rastvaranja takrolimusa iz nanostrukturiranih lipidnih
nosaca i nanoemulzije u matematicke jednacine koje opisuju upotrebljene modele, kao i
odgovarajuce konstante brzine oslobadanja i transmembranski fluks. Transmembranski
fluks je izracunat kao koli¢nik brzine oslobadanja takrolimusa i povrSine membrane
raspolozive za difuziju (0,64 cm?). Oslobadanje takrolimusa iz nanostrukturiranih
lipidnih nosaca bez gliceril monostearata (TCL-NLC 2) i iz nanoemulzije (TCL-NE)
najbolje je opisano Korsmeyer-Peppas-ovim modelom, dok se primenjenim modelom
slabije moglo opisati oslobadanje takrolimusa iz formulacije nanostrukturiranih lipidnih

nosaca sa gliceril monostearatom (TCL-NLC 1).
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Tabela 5.3.10. Parametri dobijeni fitovanjem profila oslobadanja takrolimusa iz
nanostrukturiranih lipidnih nosac¢a i nanoemulzije modelima Kkinetike nultog reda, kinetike prvog
reda, Higuchi, Korsmeyer-Peppas-ovim i Hixon-Crowel-ov modelom (r’-kvadrat koeficijenta
korelacije; K- konstanta brzine oslobadanja; F-transmembranski fluks)

Kinetika Kinetika . . Korsmeyer- Hixon-
Uzorak nultog reda  prvog reda Higuchi Peppas Crowel
r2
TCL-NLC 1 0,3580 0,3775 0,7204 0,7229 0,3710
TCL-NLC 2 0,8842 0,8763 0,5510 0,9998 0,8790
TCL-NE 0,8841 0,8708 0,5500 0,9999 0,8753
Kk (mgh-1/2)
TCL-NLC 1 0,296 0,003 1,283 1,396 0,001
TCL-NLC 2 0,317 0,003 1,049 0,014 0,001
TCL-NE 0,517 0,005 1,710 0,024 0,002
F (mgh™? cm?)
TCL-NLC 1 0,462 0,005 2,005 2,181 0,002
TCL-NLC 2 0,495 0,005 1,639 0,022 0,002
TCL-NE 0,808 0,008 2,672 0,037 0,003
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6. Zakljucak

Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

Ispitivanjem uticaja dvanaest nejonskih polihidroksilnih surfaktanata, iz grupe alkil
poliglukozida, poliglicerolskih estara masnih kiselina i Secernih (saharoznih) estara, u
formulaciji disperzija ¢vrstih lipidnih nanocestica koje se sastoje od cetil palmitata kao
¢vrstog lipida, u inicijalnoj fazi istraZivanja, pokazano je da je koris¢enjem postupka
tople homogenizacije pod visokim pritiskom i niskih koncentracija surfaktanata (1 %
(m/m)) moguce uspesno formulisati disperzije Cvrstih koloidnih lipidnih Cestica
prose¢nog dijametra od 150 - 200 nm (sa izuzetkom saharoza polilaurata i saharoza
polistearata), uske i monomodalne distribucije ¢estica po veli¢ini (PI < 0,15). Uzimajuéi
u obzir eksperimentalno odredene vrednosti z-ave, PI i volumenskih dijametara uoceno
je da su se veli¢ina lipidnih nanocestica i fizicka stabilnost mogli dovesti u vezu sa
fizickohemijskim osobinama surfaktanata. Nakon prvog ciklusa homogenizacije,
najvecu efikasnost u stabilizaciji novostvorenih povrSina nanocestica imali su
surfaktanti koji su posedovali visoku HLB vrednost, nizak kontaktni ugao na cetil
palmitatu i nisku molekulsku masu. Nakon petog ciklusa homogenizacije, dobijeni su
sliéni rezultati kao i nakon prvog ciklusa homogenizacije, s tim da su ¢estice najmanjeg
dijametra dobijene u formulaciji sa saharoza palmitatom, kao stabilizatorom. Pored
toga, uoceno je da su duzina alkil lanca kao 1 stepen esterifikacije surfaktanata, uticali
na njihovu funkcionalnost u stabilizaciji €vrstih lipidnih nanocestica. U grupi alkil
poliglukozida najpovoljnije osobine u stabilizaciji ¢vrstih lipidnih nanocestica imao je
surfaktant sa najkra¢im alkil lancem, C8-10 alkil poliglukozid, koji je iz tog razloga
izabran za stabilizaciju nanostrukturiranih lipidnih nosaca u nastavku istrazivanja. U
grupi estara saharoze bolju efikasnost u stabilizaciji Cestica pokazali su estri saharoze sa
nizim stepenom esterifikacije, odnosno mono- i diestri saharoze. Sa druge strane, nije
uoceno da postoji uticaj stepena izomerizacije surfaktanata iz grupe poliglicerolskih
estara masnih kiselina na prosecnu veli¢inu lipidnih nanocCestica. Studija je pokazala da
se koriS¢enjem podataka prikupljenih iz literature, koji su vezani za hemijsku strukturu

surfaktanata i HLB vrednosti, kao i vrednosti kontaktnog ugla koja je dobijena
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eksperimentalno u izvesnoj meri moze ograni¢iti obim eksperimentalnog rada prilikom
izbora potencijalnih kandidata iz grupe polihidroksilnih surfaktanata koji bi se mogli
koristiti u fazi razvoja formulacija ¢vrstih lipidnih nanocestica.

Dobijeni rezultati za prose¢nu veli¢inu Cestica (z-ave) i volumenske dijametre ¢vrstih
lipidnih nanocestica stabilizovanin sa 1 % (m/m) odredenog polihidroksilnog
surfaktanta, poredili su se sa literaturnim podacima za ¢vrste lipidne nanoCestice
stabilizovane sa 1,2 % (m/m) polietoksilovanog surfaktanta (Polisorbat 20, 40, 60, 80).
Veli¢ina ¢vrstih lipidnih nanocestica stabilizovanih nekim polisorbatom, bila je u
intervalu od 229 - 237 nm, dakle veéa u odnosu na prose¢nu veli¢inu ¢vrstih lipidnih
nanocestica Stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, i pored nize upotrebljene
koncentracije surfaktanata.

Pored uticaja na veli¢inu Cestica i fiziCku stabilnost, pokazano je da su surfaktanti imali
izvestan uticaj i na kristalnu strukturu lipidnog matriksa. Indeks kristalizacije ¢estica bio
je veéi u prisustvu poligliceril-6 distearata, saharoza monostearata, saharoza distearata i
saharoza polistearata. Ovi surfaktanti poseduju dug i rigidan alkil lanac u svojoj
strukturi, relativno visok kontaktni ugao na cetil palmitatu i visu temperaturu topljenja
od temperature topljenja matriksa Cvrstih lipidnih nanocestica. Usled uocenog
pozitivnog uticaja pomenutih surfaktanata na kristalnu strukturu cCestica, oni bi se
potencijalno mogli koristiti u buduénosti u razvoju lipidnih nanocestica, prosecnog
dijametra ispod 100 nm, upravo zbog svog pozitivnog uticaja na formiranje Cvrstog
lipidnog matriksa Cestica, Sto pored veliCine Cestica predstavlja veoma kriti¢an momenat
u razvoju ovih nosaca. Iz tog razloga dva surfaktanta iz ove grupe (poligliceril-6
distearat 1 saharoza monostearat) izabrani su da budu koriS¢eni u formulaciji
nanostrukturiranih lipidnih nosaca, sa rastu¢im udelom tec¢nog lipida u lipidnom
matriksu u nastavku istrazivanja. Surfaktanti sa kratkim, tj. alkil lancem srednje duzine
u svojoj strukturi iz grupe alkil poliglukozida, koji istovremeno poseduju temperaturu
topljenja nizu od temperature topljenja lipidnog matriksa nanocestica, U manjoj meri su
uticali na kristalnu strukturu Cestica u odnosu na prethodno pomenute surfaktante iz
grupe estara saharoze i poliglicerolskih estara masnih kiselina. Sa druge strane, uoceno
je da je stepen agregacije Cestica u prisustvu ovih surfaktanata bio najmanji, $to se
pretpostavlja da je upravo povezano sa odsustvom uticaja surfaktanta na kristalnu

strukturu matriksa Cestica.
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Na osnovu izmerenih vrednosti zeta potencijala koje su za sve formulacije u vodi bile
iznad [30] mV, a u originalnom disperzionom medijumu izmedu [-23| mV i |-35| mV
moze se zaklju€iti da polihidroksilni surfaktanti u koncentraciji od 1 % (m/m) mogu
obezbediti zadovoljavajucu fizicku stabilnost ¢vrstih lipidnih nanocestica. Uzimajuéi u
obzir eksperimentalno izmerene vrednosti zeta potencijala u dva medijuma (voda i
originalni disperzioni medijum), moZe se konstatovati da se stabilizacija ¢vrstih lipidnih
nanocestica polihidroksilnim surfaktantima opisuje kao kombinacija elektrostatickog i

sternog efekta, koji su uzajamno komplementarni.

Zakljuéak druge faze eksperimentalnog rada

U okviru ove faze ispitivana je efikasnost tri polihidroksilna surfaktanta koji se razlikuju
u hemijskoj strukturi na formiranje nanostrukturiranih lipidnih nosa¢a sa rastu¢im
udelom te¢nog lipida u lipidnim matriksu. Kao potencijalni surfaktanti ispitivane su
slede¢e nejonske povrsinski aktivne materije: C8-10 alkil poliglukozid, saharoza stearat
i poligliceril-6 distearat. Dobijeni rezultati su sugerisali da su ovi surfaktanti u
koncentraciji od 1 % (m/m) bili efikasni u stabilizaciji nanostrukturiranih lipidnih
nosaca. ProseCna veliina cCestica bila je veoma slicna veli¢ini C¢vrstih lipidnih
nanocestica stabilizovanih istim surfaktantima i kretala se u intervalu od 150 - 200 nm.
Vrednosti volumenskih dijametara i Pl ukazali su na monomodalnu i usku distribuciju
Cestica po veli¢ini. Nakon izrade ni u jednoj formulaciji nije uoeno prisustvo
mikroCestica, ali se efikasnost surfaktanata u formiranju ¢estica ponovo mogla dovesti u
vezu sa hemijskom strukturom surfaktanata. Uzimajuéi u obzir eksperimenatalno
odredene vrednosti z-ave, Pl i volumenskih dijametara konstatovano je da je najvecu
efikasnost u obrazovanju nanostrukturiranih lipidnih nosaa imao surfaktant sa
najkrac¢im alkil lancem u svojoj strukturi, C8-10 alkil poliglukozid. Na osnovu dobijenih
rezultata takode je uoceno da postoji izvestan uticaj udela te¢nog lipida u lipidnom
matriksu na veli¢inu Cestica.

Vodene disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa sadrzajem ulja u matriksu nizim
od 30 % (m/m) bile su fizi¢ki stabilne tokom ispitivanog perioda od 90 dana. Medutim,
sa daljim povecanjem sadrzaja ulja iznad 40 % (m/m) uoceni su znaci blagog povecanja
veli¢ine veéih Cestica (d(v) 0,99) u formulacijama nanostrukturiranih lipidnih nosaca

stabilizovanih surfaktantima koji sadrze C18 alkil lance (poligliceril-6 distearat i

194



saharoza stearat). Ovakav efekat se pripisuje veéem stepenu kristaliniteta lipidnog
matriksa, kao i efektu isklju¢ivanja te¢nog lipida (ulja) iz lipidnog matriksa Cestica.
Formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca stabilizovane surfaktantom sa kra¢im
alkil lancem, C8-C10 alkil poliglukozidom, bile su fizicki stabilne bez obzira na sadrzaj
ulja u matriksu.

Interesantno je uociti da sve formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa sadrzajem
ulja od 50 % (m/m) i 60 % (m/m) nisu posedovale lipidni matriks u ¢vrstom agregatnom
stanju, nasuprot smesi lipida koja ulazi u sastav lipidnog matriksa kada je u bulk stanju.
Ovakav rezultat ukazuje na izvesna ogranicenja u tzv. nanostrukturiranju lipidnog
matriksa Cestica nakon dodatka te¢nog lipida i razlike u rekristalizaciji lipida u
nanodimenzijama u odnosu na lipid u bulk stanju. Uocene razlike u tendenciji lipida ka
kristalizaciji u prisustvu razli¢itih surfaktanata mogu se pripisati razli¢itoj duzini
zasi¢enog hidrofobnog lanca u molekulu polihidroksilnih surfaktanata. Ovakva
zapazanja idu u prilog pretpostavkama koje su postavljene u prvoj fazi istrazivanja da je
efekat surfaktanata na kristalnu strukturu lipidnog matriksa Cestica zapravo funkcija i
hemijske strukture surfaktanta i potencijalne interakcije surfaktanata i lipidnog matriksa
Cestica. UoCeni uticaj hemijske strukture surfaktanata na strukturu lipidnog matriksa
Cestica, kao 1 potencijalne interakcije sa matriksom u buducnosti bi se mogle iskoristiti u
razvoju nanostrukturiranih lipidnih nosaca koji poseduju Zeljeni stepen kristaliniteta
lipidnog matriksa 1 kapacitet opterecenja za izabranu model supstancu.

Hemijska struktura surfaktanta takode je imala uticaj na povrSinsko naelektrisanje (zeta
potencijal) Cestica. Pretpostavlja se da se polihidroksilni surfaktanti sa jednim
hidrofobnim alkil lancem u strukturi (C8-10 alkil poliglukozid i saharoza stearat)
pricvrS¢uju za povrsinu Cestica, dok hidrofilni deo koji se sastoji od molekula glukoze,
odnosno saharoze penetrira u vodenu fazu. Molekuli glukoze i saharoze verovatno
stupaju u interakciju sa molekulima vode, odnosno vezuju potencijalno negativno
naelektrisane hidroksilne jone za sebe. Sa druge strane, poligliceril-6 distearat ima dva
hidrofobna alkil lanca u svojoj strukturi i Sest molekula glicerola u sredini. Ako se
pretpostavi da su oba hidrofobna lanca pricvrS¢ena za povrSinu cCestice, molekul
surfaktanta na povrSini Cestice ¢e imati strukturu nalik petlji. Pomenute razlike u
hemijskoj strukturi surfaktanata, odnosno njihovoj orijentaciji na povrSini ¢estice se

mogu smatrati jednim od uzroka za razli¢ite izmerene vrednosti zeta potencijala.
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Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

U okviru preformulacionih studija, koje su bile dizajniranje tako da se izvrsi
selekcija i karakterizacija lipidnih ekscipijenasa koji se mogu Koristiti za pripremu
lipidnih nanonosaca, na osnovu parametara rastvorljivosti i eksperimentalnog
pristupa u odredivanju rastvorljivosti, izvrSena je selekcija lipidnih ekscipijenasa
koji su se koristili kao matriks nanocestica sa takrolimusom. Rastvorljivost
takrolimusa u voskovima bila je niska, nesto bolja rastvorljivost zabeleZena je u
trigliceridima i smesi diglicerida 1 triglicerida, dok je najveca rastvorljivost
takrolimusa zabelezena u sme$i monoglicerida i diglicerida. Najvec¢i kapacitet za
rastvaranja takrolimusa imali su gliceril monokaprilat/monokaprat, gliceril
monolaurat i gliceril monostearat, dok je neSto manja, ali jo§ uvek dovoljna
rastvorljivost takrolimusa zabelezena u gliceril palmitostearatu i gliceril dibehenatu.
Relativno visoka rastvorljivost takrolimusa u smesi monoglicerida i diglicerida u
odnosu na triglyceride, ukazala je na ¢injenicu da ¢e ¢vrst lipidni matriks sastavljen
dominantno od smes$e monoglicerida i diglicerida verovatno imati veci kapacitet
opterecenja i efikasnost inkapsulacije lekovite supstance od lipidnog matriksa u
¢ijem sastavu dominiraju trigliceridi.

Koriste¢i postupak tople homogenizacije pod visokim pritiskom pripremljenje su
formulacije lipidnih nanocestica (Cvrste lipidne nanocestice I nanostrukturirani
lipidni nosaci), koje su se razlikovale u strukturi lipidnog matriksa i sadrzaju ¢vrstog
1 te€nog lipida. Svi ispitivani uzorci nakon izrade bili su te¢nosti niskog viskoziteta.
Prose¢na veli¢ina Cestica u ispitivanim uzorcima neposredno nakon izrade bila je
manja nego od 200 nm, dok je distribucija Cestica po veli¢ini bila monomodalna. I
pored uocene dobre rastvorljivosti takrolimusa u smesi monoglicerida i diglicerida,
nije bilo moguce pripremiti stabilne formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca
sa gliceril dibehenatom. Cestice koje su se pripremale sa ovim lipidom pokazivale
su tendenciju rasta vrlo brzo nakon izrade, $to je dovelo do povecanje indeksa
kristalizacije i isklju¢ivanja lekovite supstance iz lipidnog matriksa Cestica u okolni
vodeni disperzioni medijum.

Formulacije nanostrukturiranih lipidnih nosaca, ¢iji se lipidni matriks sastojao od
smesSe voskova 1 glicerida (monogliceridi ili trigliceridi) takode su posedovale visok

kapacitet za inkorporiranje takrolimusa i zadovoljavajucu fizicku stabilnost. Nesto
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bolja fizicka stabilnost zabeleZzena je u formulaciji nanostrukturiranih lipidnih
nosaa sa ve¢im udelom te¢nog lipida u lipidnom matriksu (TCL-NLC 2).
Zadovoljavajuca fizicka stabilnost formulacija pre svega se pripisala visokom
afinitetu surfaktanta za lipidni matriks nanocestica, koje su dobijene u toku studije
merenja kontaktnog ugla na cetil palmitatu, koji je ¢inio veéi deo lipidnog matriksa
Cestica, formulisanih u prvoj fazi eksperimentalnog rada. Visoke vrednosti zeta
potencijala kod ispitivanih Cestica takode su bile jedan od indikatora
zadovoljavajuce fizicke stabilnosti nosaca.

Dobijeni rezultati in vitro ispitivanja brzine oslobadanja takrolimusa od 5 - 14 % za
24 h, ukazali su generalno na znacaj izbora komponenata koje ulaze u sastav
lipidnog matriksa nanocestica za postizanje odredene brzine oslobadanja lekovite
supstance. Pretpostavlja se da je produZzeno/odlozeno oslobadanje takrolimusa iz
lipidnih nanocestica (uzorak TCL-NLC 1) rezultat jace interakcija lipid-lekovita
supstanca, odnosno da je pomenuta interakcija bila povezana sa interakcijom ¢vrst
lipid-tecan lipid-lekovita supstanca. Sa druge strane, u toku 24 h kod uzorka TCL-
NLC 2 je zabeleZeno trenutno oslobadanje takrolimusa (oko 9 %), a iz poredbene
formulacije nanoemulzije (oko 14 %), na osnovu Cega se moze zakljuCiti da je
interakcija izmedu ¢vrstog lipida i lekovite supstance bila slabija prisutna, tj. da je

takrolimus dominantno bio lociran unutar te¢nog lipida.
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1. Introduction

ABSTRACT

The two polyhydroxy surfactants polyglycerol 6-distearate (Plurol®Stearique WL1009 - (PS)) and capry-
lyl/capryl glucoside (Plantacare® 810 - (PL)) are a class of PEG-free stabilizers, made from renewable
resources. They were investigated for stabilization of aqueous solid lipid nanoparticle (SLN) and nanos-
tructured lipid carrier (NLC) dispersions. Production was performed by high pressure homogenization,
analysis by photon correlation spectroscopy (PCS), laser diffraction (LD), zeta potential measurements
and differential scanning calorimetry (DSC). Particles were made from Cutina CP as solid lipid only (SLN)
and its blends with Miglyol 812 (NLC, the blends containing increasing amounts of oil from 20% to 60%).
The obtained particle sizes were identical for both surfactants, about 200 nm with polydispersity indices
below 0.20 (PCS), and unimodal size distribution (LD). All dispersions with both surfactants were phys-
ically stable for 3 months at room temperature, but Plantacare (PL) showing a superior stability. The
melting behaviour and crystallinity of bulk lipids/lipid blends were compared to the nanoparticles. Both
were lower for the nanoparticles. The crystallinity of dispersions stabilized with PS was higher, the zeta
potential decreased with storage time associated with this higher crystallinity, and leading to a few, but
negligible larger particles. The lower crystallinity particles stabilized with PL remained unchanged in zeta
potential (about —50 mV) and in size. These data show that surfactants have a distinct influence on the
particle matrix struture (and related stability and drug loading), to which too little attention was given
by now. Despite being from the same surfactant class, the differences on the structure are pronounced.
They are attributed to the hydrophobic-lipophilic tail structure with one-point anchoring in the interface
(PL), and the loop conformation of PS with two hydrophobic anchor points, i.e. their molecular structure
and its interaction with the matrix surface and matrix bulk. Analysis of the effects of the surfactants on
the particle matrix structure could potentially be used to further optimization of stability, drug loading
and may be drug release.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

and Miiller, 2009; Wissing et al., 2004), peroral (Muchow et al.,
2008; Miiller et al., 2006; Sarmento et al., 2007), ocular (Attama

Lipid nanoparticles were developed in the last decade of the
last century as alternative carrier system to emulsions, liposomes
and polymeric nanoparticles (Lucks and Miiller, 1996; Mehnert and
Madder, 2001; Miiller et al., 2000a,b, 1995). Solid lipid nanoparti-
cles (SLN) and nanostructured lipid carriers (NLC) are the two main
types of lipid nanoparticles. The research activities in SLN and NLC
in the last two decades focussed mainly on pharmaceutical non-
dermal administration routes, i.e. parenteral (Blasi et al., 2007; Joshi
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Tel.: +49 (0)6331 2483 20; fax: +49 (0)6331 2483 44.
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0378-5173/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2010.12.036

et al., 2007; Ugazio et al., 2002) and pulmonary (Liu et al., 2008)
administration. During the last 5 years SLN and NLC have been
intensively investigated for dermal application because of many
positive features that have been reported after their application to
the skin (Miiller et al., 2007, 2002b). Due to the lipid matrix, the
small particle size and related adhesive properties, the residence
time of SLN and NLC on the skin is prolonged. There is a lipid inter-
action of the particle matrix with skin surface lipids, affecting drug
absorption (Lombardi Borgia et al., 2007; Santos Maia et al., 2002).
Occlusive properties, increase in skin hydration, modified release
of actives, targeting effects to specific skin strata - especially when
the drug is located at the particle surface - are also positive fea-
tures of lipid nanoparticles (Miiller et al., 2007). SLN were found
to enhance the skin penetration of several dermally applied drugs
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(Lombardi Borgia et al., 2005; Souto et al., 2004; Stecova et al.,
2007). The imperfections and fluid domains in the lipid matrix of
NLC show a higher loading capacity for a number of drugs than SLN
and avoid/minimize potential expulsion of drug during the storage
(Mehnert and Mdder, 2001; Pardeike et al., 2009).

Due to the production from physiological and biodegradable
lipids, SLN and NLC exhibit good skin tolerability. Good skin
tolerability requires also the use of well tolerated surfactants
or polymeric stabilizers. A variety of different stabilizers have
been used up to now for lipid nanoparticles including ionic (e.g.
sodium cholate), non-ionic (e.g. polysorbates), amphoteric surfac-
tants (phospholipids), and polymeric stabilizers (e.g. poloxamers,
polyvinyl alcohols) (Siekmann, 1994; Siekmann and Westesen,
1994a,b). Polymeric stabilizers are particularly advisable for der-
mal application since they are less likely to penetrate beyond the
stratum corneum and hence, they are less likely to cause skin irri-
tation. However, the use of polymers as only stabilizers sometimes
requires relatively high amounts for effective stabilization of lipid
nanoparticles (Siekmann, 1994; Siekmann and Westesen, 1994a).
For example, Siekmann and Westesen (1994a) reported that 2%
(w/w) Tyloxapol® were insufficient to stabilize a 10% (w/w) tri-
palmitine lipid nanoparticles dispersion.

Non-ionic surfactants being uncharged have a low skin sensi-
tization potential and therefore they are preferentially used for
dermal application. Two main groups of non-ionic surfactants
are the ethylene oxide-based surfactants with polyethylene glycol
(PEG) blocks and the polyhydroxy (polyol based) surfactants, hav-
ing a polyhydroxy head group chain. Nowadays cosmetic industry
moves away from ethoxylated surfactants, PEG-free is becoming
a quality criterion (Cosmetic Ingredient Reviews, 1999; Johnson,
2001; Lanigan and Yamarik, 2001; Tadros, 2005). In addition, with
the increasing awareness of environmental issues the cosmetic
and pharmaceutical industry has a trend to use excipients made
from renewable materials. In this sense, there is growing inter-
est in polyhydroxy surfactants as the polyhydroxy head group can
be derived from a naturally occurring carbohydrate. Polyhydroxy
surfactants have been developed substituting ethylene oxide by
hydroxy groups. Linking the hydrophilic and hydrophobic parts
in different ways affects HLB and stabilizing properties of these
molecules.

Typical hydrophilic building blocks in their structure are glyc-
erol, carbohydrates and their alcohols (sucrose, glucose, sorbitol)
and glycols. The main categories of polyhydroxy surfactants are:
glycolesters, glycerol (and polyglycerol) esters, glucosides (and
polyglucosides), sucrose and sorbitan esters.

Polyhydroxy surfactants have the properties of showing
stronger lipophilicity and hydrophilicity compared to ethoxylated
surfactants. The stronger hydrophilicity results from the hydroxy
groups in the structure providing stronger hydrogen bonds with
water compared to the oxygen in the PEG. Consequently at high
temperature dehydration of the hydrophilic head group can be
prevented. Thus, they have a higher critical flocculation temper-
ature. Fatty acid or alcohol chains as hydrophobic part of the
molecule are more hydrophobic than the propylene oxide chain in
e.g. PEG-containing poloxamers. In addition, these chains are able
to anchor in the surface of oil droplets or lipid nanoparticles. Addi-
tional reasons for the increasing interest in these molecules can be
their minor susceptability to pH changes and electrolyte presence
compared to ethoxylated stabilizers (S6éderman and Johansson,
1999). Polyhydroxy surfactants possess therefore favourable tech-
nological and dermatological properties, which is why they are
meanwhile often used in dermal formulations. Therefore they were
investigated in this study for their ability to stabilize lipid nanopar-
ticles, both SLN and NLC.

Besides the physical stability, the stabilizers can have effects
on the crystallinity and the kinetics of polymorphic transitions of

lipid after crystallization of nanoparticles (Garti and Yano, 2001).
Previous investigations on tripalmitin nanoparticles indicated that
rigid stabilizer chains are needed to induce crystallization of tri-
palmitin at higher temperatures (Bunjes et al., 2002). The influence
of stabilizers onto the crystallization is particularly important in the
formulation of lipid nanoparticles made from low melting lipids.
These nanocarriers can be interesting for the processing and the
formulation of temperature-sensitive actives such as peptides and
proteins, excluding the use of high melting lipids. Additionally,
studies about the effect of stabilizers on the crystallization pro-
cess and crystalline structure of the resulting particle matrix may
provide insight into the interaction of the dispersed lipid and the
stabilizer used (Souto, 2005).

The first aim of the present study was to evaluate the ability
of polyhydroxy surfactants to create small sized lipid nanopar-
ticle dispersions with narrow size distribution. Two surfactants
with basically different structures having glycerol and glucose as
hydrophilic groups (polyglycerol versus polyglucoside chain), were
used in this study (Table 1). Particle formation was systematically
studied using cetyl palmitate as solid lipid only (SLN) and also using
mixtures of this solid lipid with increasing amounts of Miglyol 812
(NLC). Secondly, the influence of the surfactant onto the physical
stability and the crystalline state of the particle matrix was investi-
gated. This should provide information about the stabilizing ability,
and to which extent the two different surfactants influence the lipid
structure of the particles, in comparison to each other and to bulk
lipid.

2. Materials and methods
2.1. Materials

For the production of the lipid nanoparticles, the solid lipid
cetyl palmitate (Cutina® CP) was kindly provided by Cognis (Diis-
seldorf, Germany). The medium chain triglyceride oil (Miglyol®
812) was purchased from Caelo GmbH (Hilden, Germany). Polyg-
lycerol 6-distearate(Plurol®Stearique WL1009 (PS)) was kindly
provided by Gattefosee (Weil am Rhein, Germany) and capry-
lyl/capryl glucoside(Plantacare® 810 (PC)) by Cognis (Diisseldorf,
Germany).The purified water was obtained by reverse osmosis
from a Milli Q Plus, Millipore system (Schwalbach, Germany). All
chemicals were used directly as received without further purifica-
tion.

2.2. Methods

2.2.1. Characterization of the bulk lipid material

Differential scanning calorimetry (DSC) was employed to inves-
tigate the effect on the crystalline structure after inclusion of oil
into the solid lipid. In order to mimic the production conditions
of NLC, the bulk mixtures of solid lipid and oil at different ratios
(Table 2) were heated up to 75 °C, kept at that temperature for 1h
and subsequently cooled to room temperature. This imitates the
production process of lipid nanoparticles by homogenization in the
melted condition, and the subsequent cooling and recrystallization.
These tempered lipid blends were then investigated using a Mettler
DSC 821e apparatus (Mettler Toledo; Gief3en, Switzerland) using
accurately weighed samples of 1-2 mg.

2.2.2. Preparation of lipid nanoparticles

The total amount of lipid phase (solid lipid, oil) was kept
constant in all lipid nanoparticle suspensions (10%, w/w). SLN con-
tained solid lipid only (Cutina CP) while in NLC a portion of the solid
lipid has been replaced by oil (Miglyol® 812). The lipid nanoparti-
cles in suspension were stabilized using 1% (w/w) of polyhydroxy
surfactants, either PS or PL. Table 3 provides the composition of
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Table 1

Trade names, chemical names and struture of polyhydroxy surfactants used for the preparation of the lipid nanoparticle dispersions.

Trade name of surfactant

Structural formula and chemical name of

surfactant
0 0
Cy7H3se o o/ Cy7H3s
6
Plurol Stearique® WL 1009 (PS) OH
HLB=9-10
H+—O—CH,
(o]
OH
HO CHQ'_O_CHQ
(o]
L Iz
OH
HO CHz—O—(CHz)nCHQ
Plantacare® 810 (PL) OH
HLB=15-16
Table 2

DSC parameters of the tempered bulk solid lipid and bulk lipid blends with increasing oil content.

Onset temperature [°C]

Enthalpy [J/g] Integral (m])

Lipid Melting temperature [°C]
Cutina® CP(bulk lipid) 52.44
80% Cutina® CP +20% Miglyol® 812 48.70
70% Cutina® CP +30% Miglyol® 812 47.72
60% Cutina® CP +40% Miglyol® 812 46.90
50% Cutina® CP+50% Miglyol® 812 46.07
40% Cutina® CP+60% Miglyol® 812 45.28

47.89 220.46 296.52
39.88 124.29 202.09
38.07 91.11 164.82
36.68 69.87 123.95
35.54 55.80 116.30
33.80 55.90 103.87

the formulations, from SLN (=100% solid lipid) and the NLC with
increasing oil content in the lipid blend from 20% Miglyol 812 to
60%.

Preparation of the lipid nanoparticle suspensions was carried
out by hot high pressure homogenization (HPH). Briefly, the lipid
phase was melted at 75°C and subsequently dispersed by high
speed stirring (8000 rpm for 1 min) in the hot aqueous surfactant
solution of identical temperature. The dispersing was performed
using an Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, Staufen, Germany). The
obtained pre-emulsion was then subjected to HPH using a Micron
LAB 40 (APV Deutschland GmbH, Germany). Five homogenization
cyclesat 500 bar and a temperature of 75 °C were applied. After HPH
the obtained hot o/w nanoemulsion was filled in silanized transpar-
ent glass vials (glass quality II), which were immediately sealed.
Despite using glass quality II, the vials were siliconized to fur-
ther minimize the adsorption of nanoparticles onto the walls. This

Table 3

adsorption is known to promote aggregation by fusion of adsorbed
nanoparticles. The vials were placed into a water bath adjusted to
20°Cto control the cooling rate of the nanoemulsions and the veloc-
ity of crystallization. To investigate the physical stability, the lipid
dispersions were stored at 25 + 2 °C for a period of 90 days. The sam-
ples were analyzed at previously determined time intervals (day O,
1st, 30th and 90th day).

2.2.3. Particle size analysis

Particle size analysis was performed by dynamic light scattering
(DLS), also known as photon correlation spectroscopy (PCS), using a
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Prior to the
measurements all samples were diluted using ultra-purified water
to yield a suitable scattering intensity. DLS data were analyzed
at 25°C using the general purpose mode. DLS yields the hydro-
dynamic diameter (intensity weighted mean diameter, z-average,

Composition of the lipid nanoparticle dispersions (% w/w) produced with Plurol Stearique® WL 1009 (PS) or produced with Plantacare® 810 (PL). The particle matrix consisted
of pure solid lipid. i.e. PS (SLN) and PL (SLN), or contained an increasing amount of Miglyol 812 oil from 20% to 60%. e.g. PS (20) to PS (60).

Formulation Cutina® CP Miglyol® 812 Plurol Stearique® WL 1009 Plantacare® 810 Purified water up to
PS (SLN) 10.0 - 1.0 - 100.0
PS (20) 8.0 2.0 1.0 - 100.0
PS (30) 7.0 3.0 1.0 - 100.0
PS (40) 6.0 40 1.0 - 100.0
PS (50) 5.0 5.0 1.0 - 100.0
PS (60) 4.0 6.0 1.0 - 100.0
PL (SLN) 10.0 - - 1.0 100.0
PL (20) 8.0 2.0 - 1.0 100.0
PL (30) 7.0 3.0 - 1.0 100.0
PL (40) 6.0 40 - 1.0 100.0
PL (50) 5.0 5.0 - 1.0 100.0
PL (60) 4.0 6.0 - 1.0 100.0




166 A. Kovacevic et al. / International Journal of Pharmaceutics 406 (2011) 163-172

z-ave) and the polydispersity index (PI) as a measure of the width
of the particle size distribution. The PI ranges from 0 to 1 while
monodisperse populations yield theoretically a PI of 0. Very nar-
row distributed particle populations possess PI values of about
0.02-0.05, o/w emulsions for parenteral nutrition by intravenous
infusion typically from 0.10 to 0.25. The z-average and PI of the
investigated samples were obtained by calculating the average of
10 measurements at an angle of 173° in 10 mm diameter disposable
plastic cells.

The measuring range of the Zetasizer is from approximately
6nm to 6 wm. Therefore, in order to detect potential larger par-
ticles and oil droplets static light scattering (SLS), also known as
laser diffractometry (LD), with a measuring range up to 2000 m
was applied as additional characterization method using a Malvern
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK). SLS data were ana-
lyzed using the Mie theory with the optical parameters 1.456 (real
refractive index) and 0.01 (imaginary refractive index). The SLS
data yield a volume distribution. The volume weighted diame-
ters d(v) 50%, d(v) 90% and d(v) 99% were used to characterize the
dispersions. The diameter values indicate the percentage of par-
ticles possessing a diameter equal or lower than the given values
(Rawle). For example, d(v) 99% means that 99% of the volume of
the particles is below the given size. Sonification prior and during
the measurement was not performed to avoid the destruction of
possible aggregates within the sample. Such aggregates are a sen-
sitive marker for insufficient stabilization, and will mainly affect
the diameters 90% and 99%.

2.2.4. Zeta potential analysis

The zeta potential was determined by the measurement of
the electrophoretic mobility using a Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, UK). The field strength applied was 20 V/cm.
The conversion into the zeta potential was performed using the
Helmoltz-Smoluchowski equation:

¢ = EM x 271
&

where ¢ is zeta potential, EM the electrophoretic mobility, n the
viscosity of the dispersion medium and the dielectric constant €. To
avoid the fluctuation in the zeta potential due to variations in the
conductivity of purified water, which can range from 1 to 10 uS/cm,
the conductivity of the water was adjusted to 50 p.S/cm using 0.9%
(w/v) sodium chloride solution. The pH during the measurements
was in the range of 5.5-6.0. Each sample was measured three times
and mean value and standard deviation (SD) are presented.

2.2.5. Differential scanning calorimetry investigations of the lipid
nanoparticle suspensions

Thermal analysis was performed using again the Mettler DSC
821e apparatus (Mettler Toledo, Gieben, Switzerland). The amount
of the sample (aqueous dispersion) was calculated this way, that it
contained approx. 1-2 mg lipid (accurately weighted). For a 10%
NLC dispersion this is approx. 10-20 pl, which were placed in
40 wl aluminum pans. The heating runs were performed from 20
to 90°C at a heating rate of 10Kmin~'. An empty aluminum pan
was used as reference. Onset temperature, melting point, enthalpy
and integral were calculated by the STAR® Software (Mettler Toledo,
Switzerland). Furthermore, the recrystallization index (RI) i.e. per-
centage of re-crystallized solid lipid related to initial solid lipid
concentration (not total lipid concentration of solid and liquid
lipid!) was calculated using the following equation (Freitas and
Miiller, 1999):

AHaqueous SLN or NLC dispersion

- x 100
AHpylk material X concentration lipid phase

RI(%) =

where AHaqueous SLN or NLC dispersion and AHpyik material are the melt-
ing enthalpy (J/g) of SLN and NLC dispersion and bulk material,
respectively. The concentration of the lipid phase is given in parts
solid lipid in the total suspension (e.g. 10% suspension is 10/100
parts=0.1, a 10% NLC suspension composed of 8% solid lipid and
2% oil is=0.08). In case the RI of the tempered bulk material is
calculated, the concentration is=1.

2.2.6. Light microscopy

SLS measurements can overlook a small number of larger par-
ticles besides a small-sized main particle population (Keck and
Miiller, 2008). Therefore to detect potential instability and aggre-
gates during storage, the dispersions were additionally monitored
using a light microscope (Orthoplan Leitz, Wetzlar, Germany).
The microscope was equipped with a CMEX 3200 digital camera
(Euromex microscopes, Arnheim, Netherlands) connected to the
Image Focus software version 1.3.1.4. Microscopic pictures were
taken from the undiluted lipid nanoparticle dispersions to increase
the probability of detecting even a few large aggregates. Aim was
not to analyze the nanoparticles themselves, because they are
below the detection limit (about 500 nm) of the microscope. Mag-
nifications applied were 160, 400, 630 and 1000 fold.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of bulk lipid material

A DSC study was performed to understand the blending
behaviour of the solid lipid Cutina CP with increasing amounts
of oil, i.e. Miglyol 812. It should provide information about the
influence of the oil onto the melting behaviour and change in crys-
tallinity to obtain information on the inclusion of the oil into the
bulk of solid lipid. The thermo-analytical parameters as derived
from the DSC measurements are given in Table 2. Cetyl palmitate
revealed two peaks at 38.94°C (small peak) and 52.42°C (main
peak) (Fig. 1). Based on literature data, the first peak with lower
melting point is attributed to the a-polymorphic form (thermody-
namic instable modification) whereas the second peak belongs to
the 3-polymorphic form (stable modification) (Saupe et al., 2005).

Cetyl palmitate and medium chain triglycerides exhibit a
good miscibility and thus a homogeneous lipid matrix should be
obtained in the NLC. The DSC thermograms show that above 20%
oil, the separate peak of the a-modification disappears (Fig. 1,
middle), at the same time the peak broadens (increase in dif-
ference between melting temperature and onset) and the peak
height (also area under the curve) decreases, hence the crys-
tallinity is reduced (Fig. 1, middle and lower). This supports
that the oil is molecularly dispersed in the lipid blend, at least
at lower concentrations, which creates distortion in the lipid
matrix.

A melting point depression occurs, if a second compound
is dissolved in a first compound. Therefore the melting point
determination is also used for purity analysis of materials. With
increasing concentration of the second compound, the melting
point decreases in a linear fashion. A decreasing melting point, and
onset temperature, was observed with increasing oil content in the
lipid blends (Table 2). The decrease was linear up to 60% oil in the
lipid blend, indicating good miscibility.

With 20% (w/w) of oil the difference between the melting and
the onset temperatures was 8.82 °C and increased to 11.48 °C when
the blends contained 60% (w/w) of the oil. Therefore, for the given
concentration range the depression of the onset temperatures did
not occur in a linear fashion. There is a strong decay up to 20% and
30% oil content, then the decay flattens with increasing contents of
oil (Fig. 2). The broadening of the peak is caused by a more complex,
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Fig. 1. DSC heating thermograms of tempered bulk solid lipid Cutina CP and tem-
pered lipid blends with increasing Miglyol 812 content from 20% to 60%.

distorted structure of the lattice, the flattening of the onset tem-
perature decay might indicate, that one approaches the maximum
solubility of the oil in the solid lipid.

Distortion of the lattice and reduced crystallinity is clearly seen
by the decrease in melting enthalpy of the blends with increasing
oil content compared to the pure solid lipid. The enthalpy decreases
from about 220]/g to 55]/g at 50% oil content in the blend, accom-
panied by a decrease in crystallinity from 100% to 25.3% (Table 2).

content of solid lipid [%]
100 90 80 70 60 50 40

melting and onset temperature [°C]
width of melting area [°C]

0 10 20 30 40 50 60
content of oil [%]
——melting point - - - onset temperature ----width of melting

Fig. 2. Decrease of melting temperature and onset temperature, and increase of
width betweeen these two temperatures at increasing oil content of the bulk lipids
from 0% to 60%, as deteremined by DSC (data from Table 1).

Interestingly, the crystallinity does not further decrease when mov-
ing from 50% oil to 60% oil, it stays unchanged at 25.3%. This can also
seen as indication that one approaches the solubility limited of the
oil in the blend.

According to Miiller et al. at low oil concentration, the oil
molecules are distributed within the solid lipid matrix and the
imperfect type of NLC is obtained (Miiller et al., 2002a). In case
the oil exceeds its solubility in the solid lipid, the multiple type
of NLC is formed. The oil precipitates separately e.g. in liquid
nanocompartments within the lipid particle matrix. This occurs
during the cooling process. At high temperatures, complete mis-
cibility occurs between the melted solid lipid and oil. During the
cooling down process the solubility of the oil in the solid lipid is
exceeded. Therefore, due to the miscibility gap phase separation
occurs. The oil precipitates in the form of fine droplets being incor-
porated into the solid lipid matrix during the cooling process of
NLC. Based on the DSC bulk data, a phase separation cannot be
excluded when producing NLC with the high oil concentrations,
especially because crystallization processes in the nanodimension
differ from bulk crystallisation. Examples are the reduction of the
melting temperature (Gibbs-Thomson effect (Perez, 2005)) or the
lack of re-crystallization by formation of supercooled nanoparti-
cles.

There is a kind of controverse discussion, where the phase
separated oil is located. Miiller et al. (2002a) and zur Miihlen
and Mehnert suggest location in form of nanocompartments
throughout the solid lipid matrix (original model). However, the
nanocompartments might be enriched in the core or the shell
(Saupe et al., 2005) or located at the surface (oil layer on surface?).
There are also spoon-like structures suggested (Jores et al., 2005,
2004). It is outside the scope of this article to discuss in detail the
physics behind the various theories. At least it can be stated, that
the location will definitely differ depending on the chemical nature
of solid and liquid lipid, the solubility/miscibility of lipids in each
other, production conditions, and interfacial tensions between lipid
and water phase (interfacial energies). As conclusion, the described
structures could exist besides each other, depending on the lipids
used.

3.2. Particle size analysis and physical stability

Table 3 gives an overview of the formulations produced. The
total amount of lipid phase was kept constant (10%, w/w), the per-
centage of oil in the lipid matrix of the NLC was increased from 20%
to 60%, according to the investigated bulk lipids. The particle sizes
for all formulations have been evaluated by DLS and SLS imme-
diately after production and during a storage period of up to 90
days.

Under optimized production conditions (500 bar, five homog-
enization cycles, 75°C) small lipid nanoparticles with a relatively
uniform size distribution were obtained. Figs. 3 and 4 show the
obtained results. The mean DLS particle diameters were around or
below 200 nm with PI values below 0.2 indicating monomodal size
distributions. During the observation period of 90 days the mean
diameters and PI values did practically not change. This indicates
good physical stability of the lipid nanoparticles stabilized with
both polyhydroxy surfactants.

Cetyl palmitate is a wax produced by catalytic esterification of
fatty alcohol (cetyl alcohol) and fatty acids (palmitic acid) (Saupe
et al., 2005). It was suggested that surface active partial glycerides
(mono-, and diglycerides and their mixtures) facilitate emulsi-
fication and form more rigid surfactant films around the lipid
nanoparticles and thus improve long term physical stability (Bunjes
et al,, 2003; Westesen et al., 1993). However, for a relatively pure
cetyl palmitate as used in this study, primarily the surfactant used
is responsible for physically stable lipid nanoparticles (Saupe et al.,
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Fig. 3. PCS data (diameter and PI) and LD data (diameters d(v) 50%, d(v) 90% and d(v) 99%) of the formulations stabilized with PS (polyglyceryl 6-distearate) plotted as function
of time (0, 1, 30, 90 days).
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2005). The mean diameters reflect the ability of the polyhydroxy
surfactants for stabilization.

All lipid nanoparticles stabilized with PS (Plurol Stearique,
polyglycerol 6-distearate) had a mean diameter of about 200 nm,
whereas the mean diameter of the samples stabilized with PL (Plan-
tacare 810, caprylyl/capryl glucoside) was around 170 nm. Pl values
around 0.2 indicate a relatively narrow particle size distribution for
the both surfactants. The oil content did not influence the mean
particle size. The explanation is that during the production of NLC,
the lipid mixture was in the melted state. The viscosity of melted
pure cetyl palmitate and the cetyl palmitate/oil blends at this tem-
perature is not that different. Applying the same homogenization
energy, NLC containing different amounts of oil should yield the
same mean particle size (Jores et al., 2004). The final size obtained
may depend on various factors, such as the chemical structure of
the lipids, the surfactants used, as well as their chemical interaction
(Linetal.,2007). For example, the surfactants need to be able to sta-
bilize fast the formed droplets when they leave the homogenization
gap, to avoid subsequent coalescence. Obviously the polyhydroxy
surfactants are able to do this, whereas PL yields smaller particles
(DLS data).

SLS and light microscopy were applied as additional methods
to check for the absence of aggregates. Immediately after pro-
duction a unimodal, relatively narrow particle size distribution
was observed by SLS (curves not shown). The diameters d(v) 50%
were below 200 nm, the diameters d(v) 99% as sensitive parame-
ter for the presence and quantity of larger particles below 600 nm
(Figs.3 and 4). Thus, the presence of microparticles in these samples
can be excluded, to be precise: are below the detection limit. These
data were in agreement with light microscopy (data not shown).

The physical stability was monitored for 90 days. In the formu-
lations stabilized with PS the d(v) 50% and d(v) 99% were below
200nm and 600 nm, respectively at the production day. At day
90, d(v) 99% was still below 600 nm for an oil content up to 30%
(w/w). Increasing the oil content from 40 to 60% (w/w) led to an
increase of d(v) 99% (Fig. 3). Agglomerates found after 90 days in
these samples were also confirmed by light microscopy. However,
the degree of aggregation was small, as only the diameter d(v) 99%
is above 1 wm, whereas d(v) 50% and d(v) 90% are still below 1 wm.
The observed slight destabilization seems to result from the expul-
sion of oil from the lipid matrix during the storage. Increasing the
oil content from 40 to 60% (w/w) resulted only partially into incor-
poration into the solid lipid matrix. This was confirmed by DSC
data (cf. below). Similar results were reported for NLC based on the
mixture monocaprate (solid lipid) and medium chain triglycerides
which are stabilized with Polysorbate 80 as surfactant (Lin et al.,
2007). In contrast to this, all lipid nanoparticle dispersions were
perfectly stable when stabilized with PL (Fig. 4).

The physical stability has also been monitored by macro-
scopic observations. Systems remained stable with a milky-like
appearance without any particle sedimentation during the stor-
age. The absence of agglomerates after 90 days in these
samples was also confirmed by light microscopy (data not
shown).

3.3. Zeta potential (ZP) analysis

Zeta potentials of the formulations have been evaluated imme-
diately after production (day 0) and after storage of 90 days.
Immediately after production the zeta potentials were in the range
from —30.0 to —52.0 mV for all samples indicating good physical
stability (Fig. 5). From the literature, a minimum zeta potential of
higher than —60.0 mV is required for excellent physical stability
and of higher than —30.0mV for good physical stability (Miiller,
1996; Riddick, 1968).

Polyhydroxy surfactants are nonionic steric stabilizers, there-
fore at the first glance one would rather expect a low zeta potential.
The measured zeta potential originates from the height of the
Nernst potential (surface charge) and the additional charges cre-
ated by adsorbed ions or surfactants or stabilizer molecules in the
Stern layer. The SLN produced with solid lipid only possessed a ZP
of —30 mV when stabilized with PS, but of —48 mV when stabilized
with PL. It is assumed, that the major charge of the PS-stabilized
nanoparticles originates from the surface, e.g. dissociated free fatty
acids, some contribution potentially from salts present as impurity
in the surfactant. The PL-stabilized nanoparticles possess the same
particle composition (Cutina CP), but a higher ZP. This higher ZP is
obviously created by the different type of stabilizer. The PL has one
hydrophobic anchor to be embedded in the surface, and one long
hydrophilic tail composed of glucose molecules penetrating into
the water phase. The glucoses will strongly interact with water, e.g.
attracting potentially negatively charged hydroxyl ions. The PS has
two hydrophobic anchors located at the end of the molecule, polyg-
lycerol in the center. Assuming both lipophilic parts anchored into
the particle surface, the molecule will have a loop structure on the
surface. These differences are considered as cause for the different
ZP values.

With increasing oil content in the particle matrix, the ZP
of the PL-stabilized nanoparticles stays unchanged. It stays also
unchanged during the 90 days of storage, being the reason of the
observed perfect physical stability (cf. Section 3.2).

Interestingly, the ZP of the PS-stabilized nanoparticles increases
with increasing oil content form —32 mV (no oil) to about —50 mV
(60% oil). Assuming an unchanged situation for the stabilizer layer
on the surface, this increase in the ZP can only originate from an
increase of the surface potential. Obviously there are more charges
on the surface, potential source are free fatty acids contained in the
solid lipid but also in the oil. The oil nanocompartments of NLC can
be embedded into the solid lipid matrix (Miiller et al., 2002b) or
to be localised at the surface of solid platelets and the surfactant
layer (Jores et al., 2005). Therefore this increase in zeta potential
can be the result of changes on the NLC surface. These changes
did not occur with PL, this supports the theory that the surfactants
used also affect the structure of the lipid particle matrix, including
localization of oil.

During the storage of 90 days, the zeta potential of the PS-
stabilized NLC decreased for an oil content of 40-60%. Obviously
there must be changes in the composition of particle matrix
and related surface composition and charge. Without additional
investigations, discussing potential reasons would be speculative.
Further mechanistic investigations are necessary for a better under-
standing of this effect, because the structural change is obviously
stabilizer-related, as it does not occur with PL. The understanding of
such influences would allow a more controlled selection of optimal
stabilizers for lipid nanoparticle dispersions in the future.

However, in these PS-stabilized formulations the zeta potential
is still higher than —30.0 mV after 90 days of storage. Hence from ZP
theory, the values are in the range for stable dispersions. Therefore
the slight instability observed in these samples with 40-60% oil
content might be due to destabilizing effects not accessible by a zeta
potential measurement. It should be pointed out, that the increase
in the diameter 90% is very low, not affecting the use of these NLC
in dermal formulations.

3.4. Influence of hydrophilic-lipophilic-balance (HLB) of the
stabilizer on size and stability

The particle size and the physical stability of a disperse system
are influenced by many parameters, e.g. type and concentration of
the stabilizer. Up today it is not possible to fully predict the size and
the physical stability without practical investigations. However,
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Fig. 5. Zeta potentials of the formulations stabilized with PS and with PL produced from soild lipid only (SLN) or mixtures with increasing percentage of Miglyol from 20%

to 60% (for formulation code and composition cf. Table 3).

parameters e.g. zeta potential and polydispersity are important
tools, as they can indicate good stability at an early stage of the
development. Nevertheless, in the field of emulsion formulation,
especially in the cosmetic field, another possibility to obtain finely
dispersed and physically stable emulsions is the estimation of the
“required HLB”. This means, that the HLB of the stabilizer should
match the required HLB of the inner phase as close as possible.
Such a required HLB can be either calculated using Grifinth equa-
tion or by assessing the values provided by manufactures. For the
lipids used in this study the required HLB is 10 for the solid lipid
and 5 for the liquid lipid. Hence with an increasing amount of liquid
lipid the HLB decreases. The surfactants used in this study possess
different HLB values. The HLB of PS is 9-10 and the HLB of PL is
15-16 (cf. Table 1). Thus, from theory, best results (smallest size,
highest stability) would be expected for the SLN and the NLC con-
taining 20% oil stabilized with PS (HLB 9-10), respectively. Indeed,
these formulations are physically stable, whereas the NLC contain-
ing more oil, e.g. 40-60% (required HLB of these formulations is
8-7) are less stable (cf. Fig. 4). However, the size of the SLN stabi-
lized with PL is smaller than the size of the SLN stabilized with PS,
even though the HLB of PL is much higher and thus not as close
to the required HLB of the lipid phase as PS (cf. Figs. 3 and 4).
Also for the NLC with high oil content the lower and more close
HLB of PS was less sufficient in stabilizing the NLC, whereas the
high HLB surfactant PL, could stabilize all lipid nanoparticle sys-
tems investigated sufficiently (cf. Figs. 3 and 4). Thus, in conclusion
the “required HLB” theory cannot be used to explain the differences
between the two stabilizers investigated. In fact, results prove that
the development of a finely dispersed and physically stable lipid
nanoparticle system is very complex, not yet fully understood, and
cannot only be reached by simply using the “required HLB” method
alone.

3.5. Differential scanning calorimetry investigations

Table 4 gives an overview of the DSC data of SLN and of
NLC dispersions, which have been stored for a period of 90
days at controlled room temperature. After this time, an equilib-
rium condition can be assumed. The nanonized cetyl palmitate
is distinctly below the melting temperature of the bulk mate-
rial (melting point depression by about 4°C). This phenomenon
is described by the Gibbs-Thompson effect, i.e. the larger ratio
of specific surface area to volume of particle with a smaller
size when compared to bulk material (Perez, 2005). A shift
of the melting point to lower temperatures with decreasing
mean particle size was also observed for Dynasan® 116 dis-
persions stabilized with Tyloxapol® (Souto, 2005). Beside the
small particle size, the potential influence of surfactants should
not to be neglected. Depending on the lipophilicity, the sur-

factants partition between water phase, interface and the lipid
phase. Surfactant in the lipid phase can distort crystallization
and affect the melting temperature. Interestingly, the melt-
ing point is the same for SLN stabilized with PS or with PL,
i.e. for nanoparticles made from solid lipid only. The same
applies for the NLC regarding melting point, but also the onset
temperature.

However, the situation is different for the recrystallisation index
RI (cf. Section 2.2.5). For the SLN, the RI is reduced to about 60%
when stabilized with PS, but reduced to only 32% in case of PL
as stabilizer (Table 4). The same is valid for all NLC. The ones
stabilized with PL possess much less crystallinity. PS stabilized
NLC with 50% oil in the matrix (PS (50)) have a RI of 12%, the
corresponding PL (50) dispersion shows no melting event any
more, i.e. the dispersion is a supercooled nanoemulsion (Table 4
and Fig. 6). At 60% oil in the particle matrix, both formulations
are not solid any more. This shows firstly the strong influence
of the type of surfactant on the crystallinity, and secondly is a
nice example for differences in re-crystallization between bulk and
nanomaterial.

The decreasing of melting peak and melting enthalpy, i.e. dis-
tortion of the crystalline lattice in NLC after oil addition, is identical
to the distortion of crystalline structure of lipid blends in the
bulk state, but more pronounced in the nano dimension. This less
ordered crystalline lipid matrix of NLC is favourable for encapsu-
lating more active (higher loading).

The differences in the shapes of DSC curves in Fig. 6 (PS versus
PL) show that the internal structure of lipid nanoparticles is influ-
enced by the type of polyhydroxy surfactants used. It is known that
the surfactants can have impact on the resulting structure of dis-
persed phases. In o/w emulsions containing emulsifiers with long
saturated fatty acid chains, the increased crystallization tendency
of the dispersed phase has been correlated with the formation
of emulsifiers templates in the oil droplets. Investigations on tri-
palmitin nanoparticles indicated that rigid long saturated alkyl
chains of surfactants (Polysorbate 80) are necessary to induce crys-
tallization. PS (polyglycerol 6-distearate) the surfactant containing
long saturated alkyl chain (solid surfactant!) might initiate crys-
tallization of lipid matrix of nanoparticles, explaining the higher
RI values. Due to the affinity of polyglycerol 6-distearate to cetyl
palmitate, a small portion of the surfactant molecules localize in
the lipid phase (partitioning coefficient) and thus promote re-
crystallization of the lipid. A part of the stabilizer is included into
the lipid matrix of nanoparticles, stabilizers are not only attached
onto the surface. Similar results have been obtained for SLN con-
taining tripalmitate as solid lipid and lecithin as emulsifier (Ahlin
et al., 2000).

In contrast, PL (caprylyl/capryl glucoside) with short hydropho-
bic alkyl chains (liquid surfactant!) is less hydrophobic, and thus
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Table 4
DSC parameters of the lipid nanoparticle dispersions produced with PlurolStearique® WL 1009 (PS) or produced with Plantacare® 810 (PL), composition and sample code cf.
Table 3.
Formulation Melting temperature [°C] Onset temperature [°C] Enthalpy [J/g] RI [%] Integral [m]]
PS (SLN) 48.80 43.80 133 60.33 190.55
PS (20) 47.97 43.61 8.15 36.97 133.40
PS (30) 46.98 43.90 4.92 22.32 80.56
PS (40) 45.77 42.73 432 19.59 86.52
PS (50) 45.55 42.18 2.70 12.24 46.89
PS (60) No melting event
PL (SLN) 48.79 44.6 7.12 32.30 130.89
PL (20) 47.35 42.42 5.16 23.40 88.33
PL (30) 46.78 42.06 3.83 17.37 77.35
PL (40) 47.15 45.30 0.46 2.08 9.37
PL (50) No melting event
PL (60) No melting event
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Fig. 6. DSC heating scans of the aqueuos lipid nanoparticle dispersions at day 90 (scan from 20 to 90°C, scan rate 10 Kmin~!, formulation code cf. Table 3).

might locate less in the lipid phase, as it is too mobile in order
to induce crystallization of lipid in NLC containing a high oil con-
tent. This surfactant probably forms rather a more “fluid”, less
rigid membrane around nanodroplets with a low microviscos-
ity. Therefore, polyglycerol 6-distearate with a “solid lipid tail”
in the structure leads to a different interaction with lipid matrix
molecules, than the “liquid lipid tail” surfactant (caprylyl/capryl
glucoside).

The onset and the melting process of SLN and NLC occur at
the temperature above 40 °C. This is especially important for lipid
nanoparticles for dermal application of pharmaceutical and cos-
metic actives. The particles should remain in the solid state when
applied.

The PS stabilized NLC possess a higher crystallinity than the
ones with PL, this can cause phase separation, e.g. drug expulsion
but also potentially expulsion/separation of oil from solid lipid.
Thus could lead to changes in the composition of the surface, and
related changes in Nernst and zeta potential. The zeta potentials
decreased during storage. Such phenomena might also promote
bridging between particles.

4. Conclusions

Both polyhydroxy surfactants in the concentration of 1% (w/w)
led to SLN and NLC with a mean diameter of about 200 nm. SLN
and NLC with an oil content up to 30% (w/w) were physically stable
over the investigated period of 90 days. However, increasing the oil
content to 40% and higher led to a slight increase in larger particles
(d(v)0.99)in NLC stabilized with PS (polyglycerol 6-distearate). This
effect was attributed to the higher crystallinity and related expul-
sion effects. The formulations stabilized with PL (caprylyl/capryl
glucoside) were perfectly stable at each oil content. However, NLC
with an oil content of 50% or higher and of 60% (PS and PL, respec-
tively) were not solid anymore - in contrast to the bulk lipid blends.
This shows the limitation in nanostructuring of NLC by oil addition,
and the different re-crystallization properties in the nanodimen-
sion.

It can be concluded that the crystallization tendency of the parti-
cles increases with the length of the saturated hydrophobic chain of
polyhydroxy surfactant. These observations suggest that the crys-
tallization promoting effect of polyhydroxy surfactants is caused by
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surfactant structure but also the interaction of the surfactant and
lipid matrix molecules.

In overall conclusion polyhydroxy surfactants proved suitable
for the stabilization of SLN and NLC dispersions, they are there-
fore an interesting newly applied class of stabilizers for future
dermal products. They can influence the crystalline state of the
lipid matrix in nanoparticles and for a successful formulation devel-
opment, this parameter needs to be investigated. Furthermore, it
might be a helpful tool to develop NLC with a “tailor-made” crys-
talline state, resulting loading capacity and release profile in the
future.
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ABSTRACT

Polyhydroxy surfactants are nonionic ethylene oxide free stabilizers known for their complimentary
dermatological properties and favorable environmental profile. The aim of this study was to develop
solid lipid nanoparticles (SLN) stabilized with polyhydroxy surfactants varying in the chemical structure
and to investigate the influence of the surfactants on the characteristics of the particles. Particles were
produced by hot high pressure homogenization and the physico-chemical properties, e.g. contact angle,
particle size, size distribution, zeta potential and crystallinity were determined. Results showed that
the chemical structure of the surfactants influences the contact angle, particle size and crystallinity.
Furthermore, the low surfactants concentration used (1% (w/w)) allowed the formation of the particles
with a mean size below 200 nm, polydispersity index lower than 0.1 and sufficient physical stability for
at least 6 months. As postulated by the zeta potential analysis stabilization ability of the surfactants was
attributed to the superposition of electrostatic and steric effect which complement each other. All SLN
formulations consisted of the same lipid matrix, but were found to possess different crystallinity indices.
These differences are obviously created by the differences in the chemical structure of the surfactants.
Therefore, the polyhydroxy surfactants investigated in this study can be judged to be novel suitable
stabilizers for the formulation of well-skin tolerable SLN. The use of specific chemical structures of the
surfactants can be used for the production of “tailor-made” SLN in the future.
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1. Introduction

Solid lipid nanoparticles (SLN) and nanostructured lipid carri-
ers (NLC) are colloidal drug delivery systems. They are composed
of a solid lipophilic matrix in which active molecules can be incor-
porated. They can be derived from o/w nanoemulsions, where a
liquid lipid of the oil droplets is replaced by a solid lipid (SLN)
or by a blend of a solid and a liquid lipid (NLC); still the blend
being solid at body temperature [1]. Lipid nanoparticles possess
a whole set of unique advantages which make them attractive car-
riers for pharmaceutical and cosmetic applications but also they
are described as a suitable delivery system for food bioactives.
Considering the pharmaceutical application the most frequent
administration route is the skin, as lipid nanoparticles at the skin,
enable further exploitation of their positive properties. The latter
include the re-enforcement of a damaged lipid film and the increase
inskin hydration and elasticity thatlead to anincreased penetration
of actives but also to a reduction in wrinkle depth [2].

The solid core of the lipid nanoparticles provides a better phys-
ical and, in particular, chemical stability than that of a liquid or
liquid crystalline core of conventional emulsions [3]. Compared to
emulsions, a solid core of the dispersed particles binds incorpo-
rated drug molecules more strongly and offer a higher potential for
sustained release and targeting [1,4]. Therefore, depending on the
lipid matrix structure the release profile of the incorporated drug
from the lipid nanoparticles can be modulated from very fast to
very slow [5]. In sunscreen formulations, SLN are more effective
UV blockers than conventional emulsions. This is due to the par-
ticulate character of the crystalline nanoparticles. Consequently,
they act as stronger scatters of UV radiation than the equally sized
liquid emulsion droplets [6]. It was found that as compared to con-
ventional oil-in-water cream, SLN improve penetration of actives
into the skin which results in increased active concentrations from
the horny layer down to superficial dermis. As result of that, lipid
nanoparticles can be regarded as “invisible, penetration enhancing
occlusive plastic foil” [1].

Despite the fact that SLN and NLC have been intensively
investigated for dermal application [3,6,7], still there is enough
research space. This is especially true in the domain of novel
stabilizers/surfactants with preferable safety profiles. For dermal
application surfactants should be preferentially nonionic. How-
ever, recent data indicate that nonionic PEG-containing surfactants
should be avoided in dermal formulation as they may have nega-
tive effects on the skin barrier. An additional problem during the
production of these stabilizers might be the formation of the toxic
compound, dioxane, which is unacceptable even in small quan-
tity due to its carcinogenicity [8]. Furthermore, with the increasing
awareness of the environmental issues the cosmetic and pharma-
ceutical industry tends to use excipients made from renewable
materials. In that sense, more “environmentally friendly” surfac-
tants such as for example polyhydroxy surfactants have become a
field of growing interest.

Polyhydroxy surfactants are nonionic PEG-free stabilizers
derived from the condensation reaction of a polyhydroxy com-
pound (sucrose, glucose, and glycerol) and fatty acids/fatty
alcohols. The main categories of polyhydroxy surfactants include
glycol esters, (poly)glycerol esters, alkyl (poly)glucosides, sucrose
esters, sorbitane esters, N methyl glucamide. During their produc-
tion no ethoxylation occurs, i.e. danger of dioxane contamination
is absent and they are considered to be “skin friendly” [8]. Beside
favorable dermatological and ecological properties, several addi-
tional features justify attention devoted to these molecules. The
hydrophilic and lipophilic properties of polyhydroxy surfactants
can be tuned by varying the alkyl- or polyol-chain length [9].
The phase behavior of the systems involving these surfactants is
less influenced by temperature compared to systems based on

HO 0O~~~ HO OO
HO™ /O HO™ ™ "“OH

OH
OH

Caprylyl/capryl glucoside Coco-glicoside

. Sucrose stearate
Sucrose palmitate

cH,

Sucrose distearate Polyglycerol 6-distearate

Fig. 1. Chemical structure of polyhydroxy surfactants used in the study.

PEG-containing surfactants [10]. This is explained by the pres-
ence of a large number of hydroxyl groups in the molecule which
provide strong hydrogen bonds with water. Polyhydroxy sur-
factants are also less susceptible to pH changes and electrolyte
presence than PEG-containing one [11]. Therefore, these stabi-
lizers open the perspective for the production of different drug
delivery systems that are more stable than the systems based on
PEG-containing surfactants. Although the popularity of these sta-
bilizers has increased substantially, to our knowledge their use
in the formulation of SLN dispersions is still limited and more
research is needed. In our previous study, polyhydroxy surfactant
(Plantacare® 810) at low concentration (1% (w/w)) has been suc-
cessfully used to stabilize SLN and NLC dispersions [12]. The same
surfactant but in a concentration of 1.5% (w/w) has been employed
for the stabilization of flufenamic acid and lutein loaded SLN and
NLC [13,14].

The purpose of this paper was to evaluate further the func-
tionality of polyhydroxy surfactants in the stabilization of placebo,
i.e. drug free SLN. The study aimed at identifying the most suit-
able polyhydroxy surfactant for the production and stabilization
of SLN. Important aim was also to systematically investigate
the effect of different chemical structures of polyhydroxy sur-
factants on the physico-chemical properties of the particles, i.e.
size, efficacy in size reduction during production, physical sta-
bility, crystallinity, charge and wettability in detail. For that, six
surfactants differing in the alkyl chain length and the type of
polyhydroxy head group (Table 1; Fig. 1) were investigated. To
evaluate the wetting ability of Cutina® CP (solid lipid used as
SLN matrix) with the surfactant solution the contact angle was
initially determined. SLN were produced by hot high pressure
homogenization and analyzed for particle size and size distri-
bution over an observation period of 180 days. Zeta potential
was measured in water (for determination of Stern potential)
and in the original dispersion medium (to understand mechanism
of stabilization). Differential scanning calorimetry was used for
in-depth physicochemical characterization of the SLN, especially
focusing on the crystallinity and melting behavior of the parti-
cles.



Table 1

Overview of the polyhydroxy surfactants used in this study and the contact angles obtained with water, aqueous solution of polyhydroxy surfactants on Cutina® CP film and with water on Cutina® CP-polyhydroxy surfactant

films (n

3, mean+SD).

Contact angle [°]
36.0 + 2.3
23.0+ 0.0
45.0 + 2.6

50.7 +£ 1.1

Molar mass (g/mol)

Solubility in water (25 °C)

Soluble
Soluble

Physical form

Alkyl chain length  HLB value

Supplier

Trade name

Chemical name

~320
~390
~580
~610
~875

low liquid
low liquid

Light ye

Cognis, Germany C8-10 15-16
Cognis, Germany

Plantacare® 810

Caprylyl/capryl glucoside

Coco-glucoside
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Light ye

C8-14
C16

Plantacare® 818

Very slightly soluble

melting point: 44-46°C)

Very slightly soluble

melting point: 49-52°C)

56.9 + 4.9
65.7 + 3.0

Practically insoluble

melting point: 57-65 °C)

Powder

16
15

Sisterna BV, Netherlands
Mitsubishi Kagakoo, Japan

Sisterna® PS 750-C

Surfhope® C-1815

Sucrose palmitate
Sucrose stearate

Powder

Cc18

Powder

Wax (

2xC18
2xC18

Mitsubishi Kagakoo, Japan

Gattefose, France

Surfhope® C-1805

Sucrose distearate

994

Practically insoluble

melting point: 48-53°C)

Plurol Stearique®

WL 1009

Polyglycerol-6 distearate

2. Materials and methods
2.1. Materials

Solid lipid, cetyl palmitate (Cutina® CP) was provided by Cognis
(Germany). Table 1 lists the surfactants used in this study. 0.9%
(w/w) NaCl solution was obtained from B. Braun Melsungen AG
(Germany). Bidistilled water was obtained by reverse osmosis (Milli
Q plus, Millipore system, Germany).

2.2. Methods

2.2.1. Contact angle measurements

The contact angle is a useful parameter to evaluate the wetting
of the solid substrate with liquid. In this study, the wettability of
Cutina® CP (the lipid matrix of the SLN) with aqueous surfactant
solution was evaluated by contact angle measurements. For that,
the lipid was melted on the glass and upon solidification, a flat
surface was obtained. 1% (w/w) solutions of caprylyl/capryl glu-
coside, coco-glucoside, sucrose palmitate and sucrose stearate in
water were prepared and the contact angles were measured 15s
after application of 15 wl surfactant solution on the lipid film using
a Contact Angle Meter G1 (Kriiss, Germany). Due to the limited sol-
ubility of sucrose distearate and polyglycerol 6-distearate in water
a binary mixture of lipid and surfactant in the mass ratio 10:1 was
prepared, melted and let solidify on the glass slide. The contact
angle was measured 15 s after application of 15 .l bidistilled water
on the lipid-surfactant film using again the Contact Angle Meter G1.
It was important to perform measurements fast and in a constant
manner, because gravitation forces cause drop contraction and a
change in the contact angle.

2.2.2. Preparation of SLN dispersions

SLN dispersions containing 10% (w/w) Cutina® CP as a solid lipid,
1% (w/w) polyhydroxy surfactant as stabilizer (Table 1; Fig. 1) and
89% (w/w) bidistilled water, were obtained by hot high pressure
homogenization (Micron LAB 40, APV Deutschland GmbH, Unna,
Germany). The homogenizer was equipped with a water jacket
for temperature control. The batch size was 40 ml. The machine
was operated discontinuously. Briefly, Cutina® CP was melted at
75°C and dispersed by high speed stirring (8000 rpm for 30s)
in 1% (w/w) surfactant solution which was previously heated to
the same temperature. The dispersing was performed using an
Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Germany). The
pre-emulsion was passed five times through a heated homogenizer
(75°C) at a pressure of 500 bar. After homogenization, the obtained
o/w nanoemulsion was filled in silanized transparent glass vials,
which were immediately sealed. The vials were put into a water
bath adjusted to 20 °C to control the cooling rate of the nanoemul-
sions and the velocity of crystallization. To investigate the influence
of the number of the homogenization cycles on the particle size and
size distribution the samples were taken after the 1st, 3rd and 5th
cycle and analyzed using photon correlation spectroscopy and laser
diffraction.

2.2.3. Physical stability of SLN dispersions

To assess the physical stability, the dispersions were stored at
25+2°C and analyzed after preparation (day 0), after 90 and 180
days using photon correlation spectroscopy and laser diffraction.

2.2.3.1. Photon correlation spectroscopy (PCS). The measurements
were performed using a Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK) at temperature of 25°C. Prior to the measure-
ments all samples were diluted with ultra-purified water to yield a
suitable scattering intensity. PCS yields the hydrodynamic diameter
(z-average, z-ave), which is an intensity weighted mean diameter
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of the bulk population. As a measure of the width of the parti-
cle size distribution, polydispersity index (PI) was obtained. Z-ave
and PI were obtained by calculating the average of ten consecu-
tive measurements for each sample in a 10 mm plastic cuvette at
a fixed angle of 173° after external standardization with spherical
polystyrene beads (63 nm). As analysis mode, the general purpose
mode was selected.

2.2.3.2. Laser diffraction (LD). The measuring range of the Zeta-
sizer is from approximately 6 nm to 6 pwm. Therefore, to detect
potential larger particles and oil droplets, LD with a measuring
range up to 2000 wm was applied as additional characterization
method using a Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
UK) equipped with a Hydro S dispersing unit. The results were ana-
lyzed using the Mie-theory with the optical parameters 1.456 (real
refractive index) and 0.01 (imaginary refractive index). Mie theory
assumes spherical particles. Five consecutive measurements were
performed to ensure that no changes in the sample occurred dur-
ing the measurements. The results were analyzed as volumetric
distribution. The median diameter values (d(v) 0.10, d(v) 0.50, d(v)
0.90, d(v) 0.95, d(v) 0.99) indicate the volume percentage of the
particles possessing a diameter equal or lower than the given size
[15].

2.2.3.3. Zeta potential. The zeta potential of the particles was
determined using again Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK). For determination of Stern potential measure-
ments were performed in bidistilled water adjusted with 0.9% (w/v)
sodium chloride solution to a conductivity of 50 wS/cm. Using a
standard conductivity avoids fluctuations in the zeta potential due
to variations in the conductivity of distilled water which can range
from 1 to 10 wS/cm. pH of the water during the measurement
was 5.5-6.0. The zeta potential is a function of both, particle sur-
face charge and electrolytes present in the dispersion medium,
which surrounds the particles during the storage. Because of that
measurements were performed in water but also in the original
dispersion medium. Original dispersion medium was obtained by
dissolving 1% (w/w) surfactant (caprylyl/capryl glucoside, coco-
glucoside, sucrose palmitate and sucrose stearate) in bidistilled
water. Measurements in the original dispersion medium give infor-
mation about the thickness of the diffuse layer [16]. Each sample
was analyzed in triplicate. The mean value and standard devia-
tion (SD) are given. As analysis mode, the auto mode option was
selected. Sucrose distearate and polyglycerol 6-distearate are water
insoluble surfactants and the zeta potential in the original disper-
sion medium was not measured.

2.2.4. Scanning electron microscopy (SEM)

SEM was used to image SLN and to obtain direct information
about the size, shape and morphology of the particles. Micro-
graphs were taken with a Hitachi S-4000 microscope (Hitachi
High-Technologies, Europe, Krefeld, Germany). Before measure-
ments, SLN dispersions were spread on a sample holder and
coated with gold under an argon atmosphere. The samples
were dried before placing them in the microscope chamber for
analysis.

2.2.5. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC was employed to investigate the influence of the surfactant
on the melting behavior of the SLN and to compare that with the
melting behavior of bulk lipid (Cutina® CP). In order to mimic pro-
duction conditions of the SLN, Cutina® CP was heated up to 75°C
kept at that temperature for 1 h and then cooled to room tempera-
ture. The accurately weighed samples of Cutina® CP (1-2 mg) were
analyzed the next day using a Mettler DSC 821e apparatus (Mettler
Toledo, Switzerland). DSC measurements of the SLN dispersions

were performed using again the Mettler DSC 821e apparatus. The
amount of SLN dispersion was calculated that it contained approx-
imately 1-2 mg of the lipid (accurately weighted). For 10% (w/w)
dispersion this is approximately 10-20 I, which were placed in
40 pl aluminium pans. An empty aluminium pan was used as refer-
ence. The heating runs were performed from 20-90°C at a heating
rate of 10 Kmin~! while flushing with nitrogen (80 ml/min). Onset,
melting temperature and melting enthalpy were calculated using
STAR® Software (Mettler Toledo, Switzerland). Furthermore, the
recrystallization index (RI) i.e. percentage of recrystallized solid
lipid related to the initial solid lipid concentration was calculated
using the following equation [17]:

AHaqueous SLN dispersion %100
AHbulkmateria\l X conCentrationlipid phase

RI(%) = <

where AHaqueous SLN dispersion and AHpylk material are the melting
enthalpy (J/g) of aqueous SLN dispersion and lipid in bulk state,
respectively. The concentration of the lipid phase is given in the
percentage of the solid lipid in the total dispersion (e.g. 10% (w/w)
dispersion is 10/100 parts=0.1). In case the RI of the tempered
bulk material is calculated, the concentration is=1. The calcula-
tion of the recrystallization index might involve some uncertainty.
For example if the particles are 100% solid but had a different poly-
morph with a lower melting enthalpy than the bulk fat they would
apparently have a lower crystallinity [18]. This fact cannot be cir-
cumvented. In practice the Rl is calculated to obtain a measure of
crystallinity compared to the bulk lipid and especially to obtain
information about differences between the different formulations,
i.e. to gain knowledge if a formulation is more or less crystalline
than the other. Further, the RI can be used to investigate if the
crystallinity changes over the time of storage, e.g. the more sta-
ble B-modification is obtained during storage [18]. For this, even
though the results involve this uncertainty, the Rl is a very valuable
measure.

3. Results and discussion
3.1. Contact angle measurements

Despite a lot of knowledge about the behavior of the surfactants
in the colloidal lipid systems even today it is very difficult to find an
optimal stabilizer for SLN without previous experimental evalua-
tion. On the other side, knowing the contact angle of the surfactant
solution on the lipid film is often neglected at an early stage of the
development of the SLN. The smaller contact angle improves the
wettability of the solid lipid phase and promotes the formation of
finely dispersed non-aggregating particles. Therefore, the contact
angle can be used as a screening tool in the selection of the stabilizer
for SLN.

The results of the contact angle measurements of this study are
shown in Table 1. The wettability of Cutina® CP was improved
in the presence of all investigated stabilizers. This is due to the
fact that stabilizers exhibit a smaller surface tension than puri-
fied water. More specifically, the wettability of the solid lipid
was strongly affected by coco-glucoside and caprylyl/capryl gluco-
side. Compared to purified water the contact angle was reduced
by 56.2° and 43.2° respectively. Slightly higher values were
obtained with sucrose palmitate and sucrose stearate, followed
by sucrose distearate and polyglycerol 6-distearate. After obtain-
ing a preliminary impression about the wettability of Cutina® CP
by different surfactants, the further step was done by producing
SLN and their evaluation through a long-term physical stability
study.
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Fig. 2. Decrease in particle size (PCS-data presented as mean particle size (z-ave) and polydispersity index (PI)) as a function of homogenization cycles for the six differently
stabilized SLN dispersions (n=10), (pressure = 500 bar, temperature =75 °C).
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Fig. 3. Decrease in particle size (LD-data presented as volume diameters (d(v)0.10 — d(v)0.99)) as a function of homogenization cycles for the six differently stabilized SLN
dispersions (n=5), (pressure =500 bar, temperature =75 °C).

Table 2

Decrease in particle size (LD-data presented as volume diameters (d(v)0.10 — d(v)0.99)+SD) as a function of homogenization cycles for the six differently stabilized SLN
dispersions (n=5), (pressure =500 bar, temperature=75°C).

Sample Number of cycles d(v)0.10 d(v)0.50 d(v)0.90 d(v)0.95 d(v)0.99
1 0.106 + 0.001 0.212 + 0.001 0.438 + 0.002 0.517 + 0.004 0.646 + 0.007
Caprylyl/capryl glucoside 3 0.089 + 0.001 0.152 + 0.002 0.244 + 0.002 0.274 + 0.000 0.322 + 0.011
5 0.105 £ 0.000 0.153 + 0.000 0.215 £ 0.000 0.236 + 0.000 0.268 + 0.000
1 0.120 + 0.001 0.223 + 0.002 0.448 + 0.001 0.523 + 0.003 0.650 + 0.004
Coco-glucoside 3 0.092 + 0.000 0.157 + 0.000 0.251 + 0.000 0.280 + 0.000 0.323 £ 0.000
5 0.099 + 0.001 0.156 + 0.000 0.230 £ 0.000 0.253 + 0.000 0.292 + 0.000
1 0.180 + 0.000 0.312 + 0.000 0.566 + 0.001 0.645 + 0.001 0.795 + 0.002
Sucrose palmitate 3 0.090 + 0.000 0.155 + 0.000 0.284 + 0.000 0.330 £ 0.000 0.410 £ 0.000
5 0.091 + 0.000 0.143 + 0.000 0.237 £+ 0.001 0.264 + 0.001 0.321 £ 0.001
1 0.228 + 0.000 0.406 + 0.002 0.731 £+ 0.002 0.851 + 0.001 1.098 + 0.004
Sucrose stearate 3 0.095 + 0.000 0.176 + 0.000 0.326 + 0.000 0.381 + 0.000 0.473 £ 0.000
5 0.095 + 0.000 0.160 =+ 0.000 0.262 + 0.000 0.302 =+ 0.000 0.409 + 0.000
1 0.180 + 0.000 0.323 + 0.000 0.590 + 0.002 0.689 + 0.002 0.916 + 0.001
Sucrose distearate 3 0.105 £ 0.000 0.164 + 0.000 0.249 + 0.000 0.277 + 0.000 0.322 4 0.001
5 0.103 + 0.000 0.152 + 0.000 0.214 + 0.001 0.232 + 0.000 0.267 + 0.000
Polyglycerol-6 distearate 1 0.123 £ 0.002 0.232 + 0.002 0.447 + 0.003 0.518 + 0.006 0.628 + 0.013
3 0.092 + 0.004 0.169 + 0.004 0.304 + 0.002 0.354 + 0.002 0.436 + 0.002
0.090 + 0.001 0.166 + 0.002 0.308 + 0.002 0.371 + 0.000 0.493 £+ 0.011
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3.2. Production of SLN dispersions

The composition of the SLN dispersions was chosen based on a
previous good experience with Cutina® CP and polyhydroxy sur-
factants regarding the formation of small sized particles with good
physical stability [12]. Dispersions contained 10% (w/w) Cutina® CP
as solid lipid, 1% (w/w) polyhydroxy surfactant as stabilizer and 89%
(w/w) bidistilled water. High pressure homogenization as the most
effective approach for obtaining the particles with small size and a
narrow size distribution (low PI) was used in this study [19-21].
Homogenization decreases mean particle size and narrows the
width of the size distribution. A decrease in particle size with an
increasing number of the homogenization cycles was observed in
all dispersions by PCS and LD measurements (Figs. 2 and 3; Table 2).
Furthermore, a continuous narrowing of the width of the parti-
cle size distribution for all stabilizers could be detected with a
reduction in PI. After five homogenization cycles macroscopically
homogenous milky like systems with mean particle size below
200 nm and PI~ 0.1 were obtained.

However, while the maximum dispersibility of the bulk pop-
ulation (minimum d(v)0.50) was already reached after three
homogenization cycles, a decrease of the d(v)0.90 and d(v)0.99
values is still pronounced up to cycle five (Fig. 3; Table 2). After
the fifth homogenization cycle d(v) 0.50, which is a measure for
the mean size of the bulk population was below 0.2 pm. d(v) 0.99
which indicates the volume diameter of the larger particles was
below 0.6 pm. This can be explained by a kind of two-step diminu-
tion process in the homogenizer. In the first step the majority of the
particles (bulk population) reach their maximum dispersibility rel-
atively fast. In the second homogenization step, a little effect on the
mean diameter of the bulk population can be seen, but the width
of the distribution by eliminating remaining few large particles is
further reduced. Therefore, even the mean diameter of the bulk
population has reached its minimum and stays constant additional
homogenization cycles are recommended to improve the homo-
geneity of the final product. To summarize: by applying a pressure
of 500 bar and five homogenization cycles, SLN stabilized with six
different polyhydroxy surfactants were successfully produced.

3.3. Physical stability of SLN dispersions

3.3.1. Photon correlation spectroscopy

Aqueous SLN dispersions were stored at room temperature
(25 +2°C) for 6 months and particle size and size distribution were
determined. Fig. 4 shows the results obtained. During the obser-
vation period z-ave and PI practically did not change. Dispersions
also remained macroscopically homogenous and of liquid viscos-
ity. However, as it is well known PCS can give misleading results
because the large particle fractions are not “seen” by this technique
[22]. Therefore, in order to prove the presence/absence of larger
particles and to distinguish nano- from microparticles, LD was used
to further characterize the dispersions.

3.3.2. Laser diffraction

The stability of the SLN dispersions as confirmed by LD mea-
surements was not compromised after three months. The volume
diameters also remained unchanged after six months for capry-
lyl/capryl glucoside, coco-glucoside, sucrose palmitate and sucrose
distearate stabilized particles (Fig. 5; Table 3). For polyglycerol 6-
distearate and sucrose stearate stabilized SLN, after six months
d(v)0.99 was in the micrometer range but more than 95% of the
particles still possessed a size below 1 wm. The stability of these
samples might be related to a higher crystallinity (DSC study)
(Table 4). Higher crystallinity was shown to promote instability due
to the solidification of the liquid suspension [17,23]. Furthermore,
polyglycerol 6-distearate contains two fatty C18 acid chains and

therefore it is assumed that the higher number of fatty acid chains
in the structure leads to a less sufficient stabilization effect. First,
due to the promoted increased crystallization as explained above
and second, due to steric reasons. The two fatty acid chains require
more space than a single fatty acid chain (cf. Fig. 1). According to
the “edge theory”, if the lipophilic part of the chemical structure
is more “bulky”, the stabilizer tends to be a water in oil emulsifier.
Thus, the ability to stabilize an oil in water system is less, when
compared to stabilizers with a less bulky lipid part in the structure.

3.4. Zeta potential

As the particle charge is one of the factors determining the
physical stability of the disperse systems, the zeta potential was
measured in water (for determination of Stern potential) and in
the original dispersion medium (to fully understand mechanism
of stabilization). According to the literature data [16], absolute
zeta potential values above 30 mV provide good and above |60| mV
excellent physical stability. The value of about |20] mV provides
only a short-term physical stability, whereas the values in the
range of —5mV to +5mV indicate fast aggregation. This is valid
for low-molecular weight surfactants and pure electrostatic stabi-
lization, but not for high-molecular weight stabilizers which act
mainly by steric stabilization. In this case zeta potentials of only
|20|mV or much lower can provide sufficient physical stability
[16,24,25].

For all formulations, the values in water were above |30/ mV,
indicated a well-charged particle surface, thus in principle pro-
moting good physical stability (Table 4). The highest values were
obtained for caprylyl/capryl glucoside and coco-glucoside stabi-
lized SLN. An explanation might be that, due to good solubility
in water, these surfactants fully desorbs from the particles, and
the measured zeta potential reflect the correlation to the surface
potential.

In the original dispersion medium smaller values were obtained
than in water. The decrease in the zeta potential indicates that
more surfactant molecules are adsorbed on the particle surface
in the original medium than in water. Thicker surfactant layer
shifts the shear plane from the surface of the particles, thus lower
zeta potentials are obtained. At the same time, a thicker adsorbed
surfactant layer on the particles promotes good steric stabiliza-
tion in the original formulation. The decrease in the zeta potential
when moving from water to the original medium was the most
pronounced for caprylyl/capryl glucoside stabilized SLN (values
dropped from —52.4 to —27.4 mV). For sucrose palmitate and coco-
glucoside approximately similar decrease in the zeta potential was
obtained, while in the case of sucrose stearate, the reduction in
the zeta potential was only 8 mV. This might point out a cer-
tain interaction of sucrose stearate with the particles, which has
a more pronounced effect than desorption of the surfactant from
the particle surface during dilution of the samples with water for
measurements. An additional explanation might be that changes
in the Debye length alongside with ionic strength could lead to
a change in the position of the shear plane or alterations in the
charge/conformation of the corresponding ionic groups.

The experimental interpretation of the zeta potential is com-
plex, particularly for very small and charged particles, such as SLN.
Even when non-ionic stabilizers are used for the stabilization of
the original dispersion medium (i.e. 1% surfactant solution) it may
contain electrolytes. They can be responsible for changes in the
thickness of a diffuse layer and hence the measured zeta potential.
Furthermore, over time the conductivity of dispersion medium may
change which can lead to changes in the zeta potential. Under these
conditions, the physical stability of the aqueous SLN dispersions
can be underestimated if the results are not interpreted correctly.
For that, reason, in this study the results of the zeta potential
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Fig. 4. Stability profile (PCS-data) for the six differently stabilized SLN d

measurements are published together with the results of the
conductivity (Table 4). It was observed that the changes in the
conductivity of the dispersion medium led to the changes in
the zeta potential. For sucrose stearate “small” increase in the
ionic strength of the dispersion medium was followed by “small”
reduction in the zeta potential. On the other side, the con-
ductivity of the dispersion medium in caprylyl/capryl glucoside,
coco-glucoside and sucrose palmitate stabilized SLN significantly
increased, which resulted in a pronounced drop in the zeta poten-
tial. It can be assumed that in this case the steric contribution
for stabilization of the SLN becomes more important. Consider-
ing the obtained results, the stabilization ability of all surfactants
can be explained as superposition of electrostatic and steric effects
that complement each other. However, the steric contribution for
stabilization becomes the most important in the formulations sta-
bilized with caprylyl/capryl glucoside, coco-glucoside and sucrose
palmitate.

=—=e==nolydispersity index

ispersions as function of days (n=10), (storage temperature: 2542 °C).

3.5. SEM analysis

Additional experiments including SEM were carried out to
assess size, shape and morphology of SLN. Spherical particles with
the size below 1 wm, and some particle aggregates above 1 wm were
obtained (Fig. 6). Agglomeration of the SLN might be caused by sam-
ple preparation for SEM analysis. Investigating the size of the single
particles of the agglomerate, the picture confirms the size measured
by PCS and LD.

3.6. DSC study

Formulation development of the SLN aims a physical stability
in both, particle size and crystalline state of the lipid matrix. It
is therefore necessary to prove the solid state of the lipid in SLN
by appropriate analytical techniques and compared to Cutina® CP
(solid lipid used as SLN matrix) in bulk. This was done via detection
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Fig. 5. Stability profile (LD-data) for the six differently stabilized SLN d
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ispersions as function of days (n=5), (storage temperature: 25+2°C).
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Table 3

Stability profile (LD-data presented as volume diameters (d(v)0.10 —d(v)0.99) + SD) for the six differently stabilized SLN dispersions as function of days (n=5), (storage

temperature: 254+2°C).

Sample Time (days) d(v)0.10 d(v)0.50 d(v)0.90 d(v)0.95 d(v)0.99
0 0.102 + 0.000 0.150 + 0.000 0.212 + 0.000 0.231 + 0.000 0.266 + 0.001
Caprylyl/capryl glucoside 90 0.094 + 0.001 0.148 + 0.000 0.217 + 0.000 0.237 + 0.000 0.272 + 0.000
180 0.101 £ 0.002 0.152 + 0.001 0.217 £+ 0.003 0.273 + 0.004 0.274 + 0.005
0 0.099 + 0.000 0.154 + 0.000 0.228 + 0.000 0.251 + 0.000 0.297 + 0.000
Coco-glucoside 90 0.089 + 0.000 0.159 + 0.000 0.221 £+ 0.000 0.241 + 0.000 0.275 £ 0.001
180 0.090 + 0.003 0.156 + 0.001 0.228 + 0.002 0.251 + 0.003 0.290 + 0.004
0 0.096 + 0.000 0.141 + 0.001 0.201 + 0.000 0.220 + 0.000 0.254 + 0.000
Sucrose palmitate 90 0.082 + 0.000 0.146 + 0.000 0.209 + 0.000 0.229 + 0.001 0.264 + 0.001
180 0.084 + 0.006 0.145 + 0.003 0.236 + 0.001 0.263 + 0.001 0.306 + 0.005
0 0.092 + 0.000 0.161 + 0.000 0.269 + 0.000 0.304 + 0.000 0.361 + 0.000
Sucrose stearate 90 0.094 + 0.000 0.155 + 0.000 0.276 + 0.001 0.325 + 0.001 0.454 + 0.017
180 0.093 + 0.000 0.166 + 0.001 0.357 £+ 0.050 7.154 + 4122 31.446 + 6.780
0 0.104 + 0.000 0.152 + 0.000 0.214 £ 0.000 0.233 + 0.000 0.268 + 0.001
Sucrose distearate 90 0.104 + 0.000 0.153 + 0.000 0.214 + 0.000 0.235 + 0.000 0.268 + 0.001
180 0.086 + 0.009 0.150 + 0.005 0.247 + 0.003 0.282 + 0.000 0.337 + 0.005
0 0.090 + 0.001 0.165 + 0.002 0.305 + 0.002 0.365 + 0.000 0.486 + 0.011
Polyglycerol-6 distearate 90 0.089 + 0.000 0.164 + 0.000 0.308 + 0.001 0.381 + 0.000 0.569 + 0.003
180 0.087 + 0.000 0.163 + 0.000 0.324 + 0.002 0.435 + 0.006 31.879 + 2.029

Table 4

DSC parameters (scan 20-90°C, scan rate 10 K/min), zeta potential (mV) and conductivity (.S/cm) of SLN dispersions stabilized with six different polyhydroxy surfactants

(n=30, mean + SD) stored for 90 days at 25 +2°C.

Sample Melting Onset Melting enthalpy  RI(%) Zeta potential (mV)+SD Conductivity
temperature (°C) temperature (°C)  (J/g) (nS/cm)+SD
Bidistilled water ~ Original medium  Bidistilled Original
water medium
Caprylyl/capryl glucoside  48.79 44.60 7.12 3220 -524+09 -27.4+0.8 58 + 2 529 £3
Coco-glucoside 49.09 45.19 9.20 4173 -483+0.8 -30.1 £0.3 52+0 456 £+ 3
Sucrose palmitate 49.03 44.75 8.74 39.64 -393+13 —-235+0.5 57 +£2 406 +£9
Sucrose stearate 49.18 44.28 12.05 5466 —-416+1.8 -33.1+04 56 + 1 107 £ 1
Sucrose distearate 49.04 44.49 11.65 5284 -386+1.6 a 54 +0 a
Polyglycerol-6 distearate ~ 48.80 43.80 13.30 6033 -315+13 a 54 +1 a

3 The surfactants are not water soluble and therefore zeta potential and conductivity were not measured.

of a melting transition upon heating and the amount of crystalline
material quantified via determination of the melting enthalpy.

Thermal analysis of SLN indicates complete recrystallization of
the homogenized lipid as shown in Fig. 7.

In contrast to the lipid in bulk state the phase transitions of
the SLN are broader. This is the result of the smaller particle size
and the decrease in the crystalline order [26]. An decrease in the
onset temperature, melting temperature and melting enthalpy of
the SLN compared to bulk lipid was also observed (Table 4). This
is explained by a much larger surface-to-volume ratio of SLN com-
pared to bulk lipid. This size related changes in thermal properties

= y?:apryly‘llleapryl,
_glucoside ™ ~

were explained by Gibbs-Thomson equation. Additionally, the pre-
vention of re-crystallization can be due to an interaction of the
surfactant and the lipid matrix. The effect of the surfactants was
explained by the surface tension generated near to the particle sur-
face, which shifts the melting and onset temperatures of the lipid
toward lower values compared to bulk lipid [4].

There are several reports that investigate the influence of the
surfactants on the melting and crystallization behavior of the lipid
nanoparticles [18,27-29].

It was shown that the crystallization behavior of the lipid
nanoparticles can be modified by the type of surfactants used for the

Fig. 6. Scanning electron micrographs of SLN dispersions stabilized with caprylyl/capryl glucoside (left) and sucrose stearate (right).



A.B. Kovacevic et al. / Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 444 (2014) 15-25 23

a) Cutina® CP in ,bulk”

38.92°C
(a modification)

52.44°C
(B modification)

20 30 40 50 60 70 80
temperature [°C]

heat flow —

20 30 40 50 60 70 80
temperature [°C]

caprylyl/capryl glucoside ~ — — coco- glucoside - sucrose palmitate

(@)
~

-1

—

heat flow — 92W¢g

20

temperature [°C]

sucrose stearate ~— — sucrose distearate oo polyglycerol 6-distearate

Fig. 7. DSC thermograms of Cutina® CP in bulk and SLN dispersions stabilized with polyhydroxy surfactants. The measurements were performed 90 days after preparation
of dispersions and storage at 25 4 2 °C. The curves have been displaced along the ordinate for better visualization.
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Fig. 8. Changes in the melting temperature, onset temperature and recrystallization index (RI) for six SLN dispersions stabilized with polyhydroxy surfactants, as deteremined

by DSC (data from Table 2).

stabilization. For example, the stabilization of trilaurin, trimyristin,
tripalmitin and tristearin nanoparticles with soybean lecithin low-
ered the crystallization temperature for triglycerides whereas the
use of egg yolk lecithin or fully saturated phospholipids tended to
increase the crystallization temperature for all triglycerides [30].
A similar phenomenon was observed in emulsions. In polysorbate
stabilized hexadecane emulsions an increased crystallization tem-
perature of the lipid phase was observed. It is supposed that the
predominant mechanism contributing to that was the “crystalliza-
tion” of the emulsifier molecules at the particle interface [31].

Beside that crystallization of the particles can be affected by
incorporated drug, particle size, the type and amount of the lipid,
storage temperature, thermal history of the sample or the phys-
ical treatment (e.g. homogenization, lyophilization, spray-drying)
[21,32]. In this study, only the influence of the surfactants on the
melting behavior and crystallinity of the particles was investigated.
Results showed that the surfactants did not influence the melting
temperature: the values were between 48.79 °C and 49.18 °C in all
formulations (Table 4; Fig. 8). The effect of the surfactants is only
seen in the crystallization behavior.

Stabilization of the SLN with caprylyl/capryl glucoside, coco-
glucoside and sucrose palmitate resulted in RI of 32.2%, 41.73% and
39.64%, respectively (Table 4; Fig. 8). After the same storage time
particles stabilized with sucrose distearate, sucrose stearate and
polyglycerol 6-distearate revealed higher RI (Table 4). The reason
is the differences in the structure and HLB values between the sta-
bilizers. According to the literature depending on the HLB value,
the surfactants partition differently between water phase, interface
and lipid phase. If the surfactants are not water soluble, theoreti-
cally a certain portion of the molecule will be localized in the lipid
phase. In contrast to this, water-soluble surfactants will be rather
present in the water phase (in the form of monomers or micelles)
than incorporated in the lipid phase, i.e. matrix of the particles.
In this case, due to the absence of surfactant-lipid interaction, an
influence on the crystallinity is not expected.

Caprylyl/capryl glucoside and coco-glucoside are hydrophilic
surfactants which have one short fatty acid chain, bound to the
hydrophilic tail composed of glucose molecules penetrating into
the water phase. Therefore, it can be assumed that these so called
“liquid lipid” tail surfactants probably form a more fluid and “loose”
layer around SLN. On the other side, the surfactants inducing
the crystallinity (polyglycerol 6-distearate, sucrose distearate and
sucrose stearate) contain one or even two long (C18) fatty alkyl

chains. Additionally, the melting point of these surfactants is close
to the melting point of Cutina® CP. Due to the similarity in the
structure with Cutina® CP theoretically these so called “solid lipid”
tail surfactants can be incorporated into the lipid and to a cer-
tain extent promote the crystallinity of the particles. The result of
that is that SLN stabilized with polyglycerol 6-distearate, sucrose
distearate and sucrose stearate possesses higher RI than those con-
taining caprylyl/capryl glucoside and coco-glucoside as stabilizer
(Table 4; Fig. 8).

For sucrose palmitate a different mechanism of lipid-surfactant
interaction might take place. Sucrose palmitate is a solid compound
with a melting point of about 44-46°C (cf. Table 1), thus belonging
to the “solid lipid” tail surfactants. However, RI is similar to RI of
caprylyl/capryl and coco-glucoside (“liquid lipid” tail surfactants)
stabilized SLN, i.e. sucrose palmitate does not promote the crys-
tallinity of the SLN. The reason might be the length of the fatty acid
chain of the stabilizer, which is similar to the fatty acid chain lengths
of the lipid matrix of the SLN (i.e. cetyl palmitate). The similar fatty
acid is probably incorporated into the lipid matrix of the particles,
but due to the similarity, it does not change the inner structure of
the matrix. Thus, in theory this type of stabilizer would lead to the
most stable particles. Different to the “liquid lipid” tail stabilizers
sucrose palmitate is tightly bound to the lipid particle matrix, thus
promoting physical stability. On the other hand, it does not promote
crystallinity, which can lead to the physical instability [17,23].

PCS data obtained during the six months storage of the par-
ticles confirm this theory. Practically no increase in PCS and PI
was observed for sucrose palmitate stabilized SLN while a slight
increase of about 20 nm was found for SLN stabilized with “lig-
uid lipid” tail surfactants and those stabilized with the other “solid
lipid” tail surfactants (cf. Fig. 4). However, LD data show that the
least aggregation (i.e. lowest d(v) 90 and d(v) 99) was observed for
the particles stabilized with the “liquid lipid” tail surfactants. These
surfactants possess the highest HLB and zeta potential as well as the
smallest contact angles on Cutina® CP film and as explained above
are not expected to interfere with the lipid matrix of the particles.

Nevertheless, also sucrose distearate was found to be a suitable
stabilizer, i.e. little changes in z-ave and PI and only very limited
aggregation were observed over the storage (cf. Figs. 4 and 5). This
stabilizer possesses alow HLB, and relatively high contact angle and
was found to promote the crystallinity of the particles. Therefore,
the parameters found in this study suggesting a good stabilization
of SLN, e.g. high HLB value, low contact angle on the lipid film, high
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zeta potential and no or little lipid matrix-stabilizer interaction are
useful to predict the suitability of a stabilizer to form small sized
SLN with high physical stability. However, as shown in this study,
e.g. for the stabilizer sucrose distearate, these parameters are not
useful to exclude stabilizers from the formulation development,
which do not fulfill these properties.

4. Conclusions

Polyhydroxy surfactants investigated were proven to be suitable
stabilizers for SLN. A mean particle size of around 200 nm with a
narrow particle size distribution (PI<0.1) was obtained in all for-
mulations. All stabilizers preserved good physical stability of SLN
for 180 days at room temperature. Particle size and physical sta-
bility were found to be related to the physico-chemical properties
of the different stabilizers. High HLB values, low contact angles on
the lipid film used as SLN matrix, high zeta potential and a lower
molecular weight led to smaller particles after one homogeniza-
tion cycle. After five cycles, the smallest particles were obtained
with the stabilizer having a fatty acid with a similar chain length as
the lipid matrix of the particles.

The stabilizers were also found to influence the crystalline state
of the particles. A more crystalline matrix of the particles was
obtained with the “solid lipid” tail surfactants with a relatively
high contact angle on the solid lipid used as particle matrix, low
HLB values and a melting point above the melting point of the SLN
matrix. Due to the promoting effect on the crystallinity of the par-
ticles these so called “solid lipid” tail surfactants (e.g. polyglycerol
6-distearate, sucrose stearate, sucrose distearate) might be used for
the development of the lipid nanoparticles with high oil content
and thus improved loading capacity. On the other side, the “liquid
lipid” tail stabilizers (e.g. caprylyl/capryl glucoside, coco-glucoside)
and sucrose palmitate, with a fatty acid chain length similar to the
lipid matrix and melting point below the melting point of the SLN
did not influence the crystallinity. Least aggregation phenomena
were found for the “liquid lipid” tail surfactants, with high zeta
potential and good wettability. However, least particle growth was
obtained for the “solid lipid” tail surfactants, especially for sucrose
palmitate possessing the same fatty acid chain length as the lipid
matrix of the SLN. Therefore, the combination of a “liquid lipid”
and a “solid lipid” tail surfactant, e.g. caprylyl/capryl glucoside or
coco-glucoside and sucrose palmitate might be the best stabiliz-
ing system to formulate SLN. Future experiments shall prove this
expectation.
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Alkyl polyglycosides (APGs) represent a group of nonionic tensides with excellent skin compatibility.
Thus they seem to be excellent stabilizers for lipid nanoparticles for dermal application. To investigate
this, different APGs were selected to evaluate their influence on the formation and characteristics of solid
lipid nanoparticles (SLN). Contact angle analysis of the aqueous solutions/dispersions of the APGs on
cetyl palmitate films revealed good wettability for all APG surfactants. Cetyl palmitate based SLN were
prepared by hot high pressure homogenization and subjected to particle size, charge and inner structure

I<e¥W°.rd.S: . analysis. 1% of each APG was sufficient to obtain SLN with a mean size between 150 nm and 175 nm and a
Solid lipid nanoparticles . . . .. . . .
SIN narrow size distribution. The zeta potential in water was ~ —50 mV; the values in the original medium

Alkyl polyglucosides were distinctly lower, but still sufficient high to provide good physical stability. Physical stability at
Size different temperatures (5°C, 25°C and 40°C) was confirmed by a constant particle size over an
observation period of 90 days in all dispersions. In comparison to SLN stabilized with classical surfactants,
e.g., Polysorbate, APG stabilized SLN possess a smaller size, improved physical stability and contain less
surfactant. Therefore, the use of APGs for the stabilization of lipid nanoparticles is superior in comparison
to classical stabilizers. Further, the results indicate that the length of the alkyl chain of the APG influences
the diminution efficacy, the final particle size and the crystallinity of the particles. APGs with short alkyl
chain led to a faster reduction in size during high pressure homogenization, to a smaller particle size of
the SLN and to a lower recrystallization index, i.e., to a lower crystallinity of the SLN. The crystallinity of
the SLN increased with an increase in the alkyl chain length of APGs. Therefore, by using the tested APGs
differing in the alkyl chain length, not only small sized and physically stable but also SLN with different
sizes and crystallinity can be obtained. An optimized selection of these stabilizers might therefore enable
the production of lipid nanoparticles with “tailor-made” properties.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Crystallinity
Physical stability

1. Introduction

Lipid nanoparticles are spheres or platelets in submicron size
range (mainly between 150 and 300 nm) made up from lipids, solid
at room and body temperature, dispersed in an aqueous medium
(Miiller et al., 2011; Battaglia and Gallarate, 2012). The obtained
nanodispersions are stabilized by the addition of suitable
surfactants or polymeric steric stabilizers. At present, lipid

* Corresponding author at: University of Applied Sciences Kaiserslautern,
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http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2014.08.008
0378-5173/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

nanoparticles represent very attractive carriers, showing superior
advantages over conventional carriers for dermal application
(Miiller and Dingler, 1998; Wissing and Miiller, 2003; Pardeike
et al., 2009). Upon dermal application lipid nanoparticles form an
invisible film on the surface of the stratum corneum (SC). This film
repairs and/or strengths a distorted skin lipid film, reduces water
loss, increases skin hydration and supports restoration of the
protective function of the SC (Miiller et al., 2011, 2014). In addition,
particle adhesion to the skin, lipid exchange between the
outermost layers of the SC and the carriers, as well as the
occlusive properties lead to improved dermal penetration of
actives (Schafer-Korting et al., 2007).

A major point of interest in the formulation of these
thermodynamically labile systems is the question of sufficient
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colloidal stability (Bunjes, 2005). Another important challenge is
the aspect of skin tolerability. The achievement of uniform particle
size distribution, physical long-term stability and good skin
tolerability requires careful selection of the stabilizer/surfactant
and its concentration. The surfactants involved in dermal lipid
nanoparticles are mainly from the class of conventional nonionic
polyethoxylated surfactants (e.g., Polysorbates). These molecules
proved to exhibit good functionality in the stabilization of the lipid
nanoparticles (Hou et al., 2003; Lim et al., 2004). Nevertheless,
relatively high concentrations (>1% (w/w)) are needed to prevent
gelation, and particle aggregation may not be completely
prevented, even at high surfactant concentrations (Helgason
et al, 2009; Zhao et al, 2014). Furthermore, literature data
document that Polysorbates are susceptible to oxidation by
atmospheric oxygen during handling at room temperature (Bergh
et al,, 1997; Karlberg et al., 2003). The mechanism of oxidation is
the formation of hydroperoxides as primary oxidation products
and the formation of formaldehyde, alkylated aldehydes and other
carbonyl compounds (Bergh et al., 1998). Predictive tests in guinea
pigs showed that the oxidized products formed after air exposition
of Polysorbate 80, act as skin sensitizers (Bergh et al., 1997, 1998;
Karlberg et al., 2003). As a result of that, over the past ten years,
researchers were putting great efforts in the research of novel and
safer surfactants which can be used as an alternative to
conventional polyethoxylated surfactants. One candidate is the
group of nonionic polyethylene glycol (PEG) free surfactants, also
known as polyhydroxy surfactants (von Rybinski and Hill, 1998).
Among them, alkyl polyglucosides (APGs) have established
themselves as stabilizers of choice in both conventional and
advanced (colloidal) drug delivery systems.

In contrast to polyethoxylated surfactants, APGs are not
susceptible to oxidation during normal handling at room
temperature. From a dermatological point of view, APGs represent
a class of very mild surfactants, which are eminently suitable for
the formulation of cosmetic products (von Rybinski and Hill, 1998;
Fiume et al., 2013). APGs revealed reduced penetration into lower
epidermal and dermal layers and an altogether reduced skin
irritation potential (Matthies et al., 1997). Furthermore, various
statistical parameters which differentiate roughness of the skin
showed a skin smoothing effect for APGs (Tesmann et al., 1997).
Therefore, APGs can be considered as suitable stabilizers for the
formulation of pharmaceutical dermal products that can also be
applied at damaged and irritated skin.

In addition to favorable dermatological properties, APGs
possess also very interesting physico-chemical properties. The
hydroxyl groups of APGs are strongly lipophobic, whereas
molecules with sufficiently long hydrocarbon chains are strongly

Table 1
Overview of APGs used in the study.
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hydrophobic. Therefore, APGs have a high tendency to remain at
the oil-water interface (Holmberg et al.,, 2003). This property
coupled with a high surface activity (Sutek et al., 2013) might be an
approach to reduce the overall content of the surfactant required
for stabilization of the lipid nanoparticles. APGs have cloud points
above 100°C and do not show a pronounced inverse solubility vs.
temperature relationship as normal polyethoxylated surfactants
(Holmberg et al., 2003; Tadros, 2005). This is explained by the
presence of a large number of hydroxyl groups in the molecule
which provide strong hydrogen bonds with water. Hence,
dehydration of hydroxyl groups in the molecule of APGs is far
weaker than the dehydration of ether groups in the molecule of
polyethoxylated surfactants (Schmidt and Tesmann, 2001).
Therefore, APGs might be more suitable than polyethoxylated
surfactants in the preparation of different drug delivery systems at
high temperatures, such as lipid nanoparticles.

Previous studies were concerned with caprylyl/capryl glucoside
(Plantacare® 810) which has been employed as stabilizer in SLN
and NLC dispersions (Kovacevi¢ at al., 2011). Plantacare® 810 was
found to be a highly effective stabilizer for all types of the lipid
nanoparticles investigated.

Therefore, the aim of this study was to obtain more detailed
knowledge about the value of different APGs to be used as
stabilizers for the formulation of SLN. For this four different APGs
with varying alkyl chain length and different properties were
selected (Table 1). As wettability of the surfactant is a pre-requisite
for good physical stability, in the first step contact angle
measurements were performed. In the next step SLN stabilized
with the different APGs were produced by hot high pressure
homogenization and the influence of the surfactant on size, size
distribution, physical stability and charge of the particles was
studied. As surfactants may affect not only the physical stability of
the dispersions but might also change the crystallinity of the
particles (Bunjes et al., 2003), in the last step the influence of APGs
on the crystallization and polymorphic behavior of the SLN was
investigated by differential scanning calorimetry and X-ray
analysis.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Cetyl palmitate 15 (Ph. Eur. 7.0) (Cutina® CP) was Kkindly
provided from Cognis (Diisseldorf, Germany) (now part of BASF,
Ludwigschafen, Germany). APG surfactants: C8-10 fatty alcohol
glucoside (Plantacare®™ 810 UP), C8-14 fatty alcohol glucoside
(Glucopon® 425 NH/H), C10-16 fatty alcohol glucoside (Glucopon®

Code  Chemical description Trade name Supplier General chemical structure Alkyl  Solubility HLB Physical form
chain in water value
length (25°C)
Al C8-10 fatty alcohol Plantacare®™ Cognis, 8-10 Complete 15-16 Yellowish, slightly
glucoside 810 UP Germany OH soluble in cloudy and viscous
all liquid
H O 0 proportions
A2 Aqueous solution of Glucopo™ Cognis, HO O/(CHZ)nCHs 8-14 Complete 12-13 Yellowish and clear
alkyl polyglucosides 425 N/HH Germany OH soluble in liquid
based on natural fatty m all
alcohol C8-14 proportions
A3 Aqueous dispersion of  Glucopon®™  Cognis, . 10-16 Dispersible 11-12 Yellowish, lightly cloudy
alkyl polyglucosides 600 CS UP Germany m=1-10; n=alkyl chain (partially and viscous liquid which
based on natural fatty soluble) tends to recrystallize
alcohol C10-16 below 30°C
A4 C12-16 fatty alcohol Plantacare™ Cognis, 12-16 Sparingly 16-17 Cloudy, viscous, aqueous
glucoside 1200 UP Germany soluble solution
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600 CS UP) and C12-16 fatty alcohol glucoside (Plantacare®™
1200 UP), were also supplied by Cognis. An overview of the
physicochemical properties of the surfactants is given in Table 1. As
dispersion medium, purified water obtained by reverse osmosis
from a Milli Q Plus, Millipore system (Schwalbach, Germany) was
used. 0.9% (w/v) sodium chloride solution was purchased from B.
Braun Melsungen AG (Germany).

2.2. Methods

2.2.1. Contact angle measurements

For the contact angle measurements 1% (w/w) solution of
C8-10 fatty alcohol glucoside (Plantacare® 810) and C8-14 fatty
alcohol glucoside (Glucopon®™ 425) in water was prepared.
C10-16 fatty alcohol glucoside (Glucopon® 600) and C12-16 fatty
alcohol glucoside (Plantacare®™ 1200) are partially/sparingly
soluble in water (Table 1), and therefore a dispersion of these
surfactants in water was obtained. Solid lipid (cetyl palmitate) was
melted onto a glass slide and allowed to recrystallize to produce a
smooth surface. The contact angle was assessed directly by
measuring the angle formed between the solid lipid and the
tangent to the drop by using a Contact Angle Meter G1 (Kriiss,
Hamburg, Germany). As the contact angle decreases with time, in
this work the measurements were performed immediately after
droplet positioning and 60 s afterwards to observe any changes. All
measurements were performed at 25 + 2 °C in triplicate. The mean
values and standard deviations (S.D.) are given.

2.2.2. Preparation of SLN dispersions

SLN dispersions composed of 10% (w/w) solid lipid and 1%
(w/w) surfactant were prepared according to Kovacevic¢ et al.
(2011). In brief, aqueous and lipid phase were separately prepared.
The solid lipid was melted at 75°C and equilibrated for avoiding
solidification during the emulsification step. Hydrophilic surfac-
tants and water were heated to the same temperature and added to
the melted lipid. The mixture was dispersed with a high-shear
mixer (Ultra Turrax, IKA Staufen, Germany) for 30s at 8,000 rpm
and subjected to high pressure homogenization applying a
pressure of 500 bar at 75°C. The homogenizer (Micron LAB 40,
APV Deutschland GmbH, Unna, Germany) was equipped with a
water jacket for temperature control. After homogenization the
obtained hot oil/water (o/w) nanoemulsions were filled in
silanized glass vials which were immediately sealed. The vials
were silanized to minimize electrolyte influence on the SLN and
the adsorption of SLN on the walls. This adsorption is known to
promote aggregation by fusion of adsorbed particles (Freitas and
Miiller, 1998). SLN dispersions were used for further tests after
cooling down into a water bath equilibrated at 20 °C. To investigate
the physical stability dispersions were stored at 5 +3°C, 25+ 2°C,
and 40 + 2 °C for 90 days. Samples were analyzed with regard to
the particle size and size distribution using photon correlation
spectroscopy (PCS) and laser diffraction (LD) at the day of
production (day 0) and after three months of storage (day 90).

2.2.3. Particle size analysis and physical stability

2.2.3.1. Photon correlation spectroscopy (PCS). The mean particle
size (z-average, z-ave) and the polydispersity index (PI) were
obtained by using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Malvern, UK). PCS yields the hydrodynamic diameter which is an
intensity-weighted mean diameter of the bulk population. PI
stands for the width of the particle size distribution. Samples were
diluted with water, before analysis to yield a suitable scattering
intensity. For this 10 pl of sample were added to about 10 ml of
water. The z-average and PI were obtained by calculating the
average of ten measurements at an angle of 173° and a temperature

of 25°C in 10 mm diameter disposable plastic cells. As analysis
mode the general purpose mode was used. The mean values and
standard deviations (S.D.) are presented.

2.2.3.2. Laser diffraction (LD). Samples were analyzed using a
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, UK) equipped
with a Hydro S dispersing unit. Sonification prior and during the
measurement was not performed to avoid the disintegration of
possible aggregates. Such aggregates are a potential marker for
insufficient stabilization, and will mainly affect the diameter
values 90%, 95% and 99% (Acar Kiibart and Keck, 2013). The results
were analyzed using the Mie theory with the optical parameters
1.456 (real refractive index) and 0.01 (imaginary refractive index).
LD yields a volume distribution expressed as median volume
diameter values. The diameter values d(v) 0.10, d(v) 0.50, d(v) 0.90,
d(v) 0.95, d(v) 0.99 indicate the volume percentage of the particles
possessing a diameter equal or lower than the given size
(Jillavenkates et al., 2001). Five consecutive measurements were
performed to ensure that no change in the sample occurred during
the measurements. The mean values and standard deviations (S.D.)
are presented.

2.2.4. Light microscopy

Light microscopy was performed by using an Orthoplan
microscope (Leitz, Wetzlar, Germany), equipped with a CMEX
3200 digital camera (Euromex microscopes, Arnheim,
Netherlands) and connected to the Image Focus software version
1.3.1.4. Microscopic pictures were taken from the undiluted
dispersions to increase the probability of detecting even a few
large aggregates (Miiller and Heinemann, 1993). Magnifications
applied were 160 and 1,000 fold.

2.2.5. Zeta potential

The zeta potential was determined by the measurement of the
electrophoretic mobility using a Malvern Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, UK). The field strength applied was
20V/cm. The conversion into the zeta potential was performed
using the Helmoltz-Smoluchowski equation. To avoid fluctuations
in the zeta potential due to day to day variations in the conductivity
of purified water, which can range from 1 to 10 wS/cm, the
conductivity of the water was adjusted to 50 uS/cm using 0.9%
NaCl solution (added drop wise). The pH of purified water during
the measurements was in the range of 5.5-6.0. Since the zeta
potential is a function of the particle surface and the dispersant,
measurements were performed in water and in 1% (w/w)
surfactant solution/dispersion (i.e., original dispersion medium).
Each sample was analyzed in triplicate and the mean values and
standard deviations (S.D.) are given. As analysis mode the auto
mode option was selected.

2.2.6. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC was employed to elucidate the structure of lipid in “bulk”
state and in the SLN dispersions. In order to mimic the production
conditions of SLN solid lipid in “bulk” was heated up to 75 °C, kept
at that temperature for 1h and then cooled down to 25 °C. This
imitates the temperature profile during the preparation process of
the SLN by high pressure homogenization in melted condition and
the subsequent cooling and recrystallization. The DSC study was
performed using a Mettler DSC 821e apparatus (Mettler Toledo,
GieBen, Switzerland). A heating rate of 10 K/min was employed in
the temperature range of 20°C-90°C. Samples were analyzed in
standard aluminum sample pans (40 wl) under a nitrogen purge
(80 ml/min). About 1-2 mg of the tempered “bulk” solid lipid was
taken for analysis. The amounts of 10% (w/w) aqueous SLN
dispersion were calculated this way, that it contained approxi-
mately 1-2mg lipid. An empty aluminum pan was used as a
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reference. The onset melting temperature, the minimum peak
temperature and the melting enthalpies were calculated using
STARe Software. The recrystallization index (RI), i.e., the
percentage of recrystallized solid lipid related to the initial solid
lipid concentration, was calculated using the following equation
(Freitas and Miiller, 1999):

Al-laqueous lipid nanoparticle dispersion

RI(%) = x 100

AHpyik material X Concentrationgig tipid phase

where AH aqueousSLNdispersion and AH bulkmaterial 4lI'€ the melting
enthalpy (J/g) of aqueous SLN dispersions and bulk material,
respectively. The concentration of the lipid phase is given in the
percentage as actual amount of the solid lipid in the total
dispersion (e.g., 10% (w/w) dispersion is 10/100 parts=0.1).

2.2.7. Wide angle X-ray diffraction (WAXD)

Additional investigations on the physical state of the bulk lipid
and the SLN were performed by WAXD. WAXD was performed on a
Philips PW 1830 X-ray generator (Philips, Amedo, The Netherlands)
with a copper anode (Cu-Ka radiation, A =0.15418 nm). Data of the
scattered radiation were detected with a blend local-sensitive
detector (Goniometer PW18120) using an anode voltage of 40kV, a
current of 25mA and a scan rate of 0.5° per min. The diffraction
patterns were measured at diffraction angles 26 = 4-40° with a step
width of 0.04° and a count time of 5 s. The X-ray diffractometer is a
powder diffractometer. It can only analyze particles in suspensions
if the viscosity of the medium is sufficiently enhanced. For analysis
of fluid samples such as SLN dispersions a viscosity enhancer needs
to be added. Therefore, prior to the measurement, SLN dispersions
were transformed into a paste using locust bean gum as thickening
agent, i.e., 1 ml of dispersion was mixed with approximately 1 mg
of gum.

3. Results and discussion
3.1. Contact angle measurements

The contact angle quantifies the wettability of a solid surface by
a liquid and a reduction of the contact angle is correlated with an
increased dispersibility of the solid in aqueous medium (Parfitt,
1973). Therefore, measurements of the contact angles with
different surfactant solutions provide useful information for an
efficient selection of the surfactant. The results of the contact angle
measurements with the different APGs are shown in Table 2. In
comparison to purified water, APGs in water show a significantly
better wettability. With purified water the contact angle was 79°.
The addition of 1% (w/w) APG led to a pronounced reduction in
contact angles, e.g., a contact angle of 36° was obtained for the
C8-10 APG and an angle of 40° was obtained for the C12-16 APG.
The pronounced decrease in the contact angles confirms a high
surface activity for all APGs (Sutek et al., 2013). Thus, it can be
assumed that all APGs investigated would contribute to an
improved dispersibility of cetyl palmitate in water.

The data also revealed a slight increase in contact angle with
increasing alkyl chain length of the APG. However, the differences
are small and thus data obtained are in accordance with those

Table 2
Contact angles obtained with aqueous solution of APG on
cetyl palmitate (Cutina® CP) film (n=3, mean4+S.D.).

Surfactant Contact angle (°)
C8-10 APG 36.0+2.3
C8-14 APG 36.0+1.0
C10-16 APG 395+15
C12-16 APG 40.0+0.0

reported by Sutlek et al. (2013). This study revealed that APGs at
concentrations of 1% (w/w) reach a thermodynamic equilibrium
between monomers and micelles. As a result of that, APGs varying
in the alkyl chain length are considered to possess approximately
the same surface tensioni.e., the contact angle, when they are used
at a concentration of 1% (w/w) (Sulek et al., 2013).

3.2. Preparation of SLN dispersions

SLN for dermal application should possess no skin irritating
potential, thus the amount of surfactant used for the stabilization
should be kept as low as possible. Therefore and also by taking into
consideration the good wettability of cetyl palmitate with all APGs
tested, a low concentration of 1% (w/w) of APG was selected for the
preparation of the SLN dispersions. Particles contained 10% (w/w)
cetyl palmitate (Cutina® CP) as solid lipid and 1% (w/w) APG as
surfactant. Similarly to previous studies (Lippacher et al., 2001;
Mehnert and Mdder, 2012; Muchow et al., 2008), hot high pressure
homogenization as the most effective method to prepare stable
SLN dispersions was employed. The effect of the energy input
provided by the homogenizer on particle size and size distribution
is presented in Fig. 1. A single homogenization cycle resulted in the
formation of particles in the colloidal size range. The C8-10 APG
exerted the best diminution efficacy, whereas C12-16 APG was the
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Fig. 1. Decrease in particle size as a function of number of homogenization cycles
for SLN dispersions stabilised by APG (pressure: 500 bar, temperature: 75°C) (a)
PCS-data presented as mean particle size (z-average in nm) and polydispersity
index (PI) (n=10) (b) LD-data presented as volume diameters (d(v) 0.10—d(v) 0.99)
(n=5).
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least efficient. An increase in the mean particle size with an
increase in the alkyl chain length might not only be attributed to an
increase in the contact angles, because the differences in the
contact angles are small (c.f. Table 2). Thus, other properties of the
surfactant, e.g., diffusion velocity seem to play a role. The diffusion
velocity of a surfactant is a function of the molecular weight and of
the colloidal structures formed in the dispersion medium (Jacobs
and Miiller, 2002; Westesen and Siekmann, 1997). Low molecular
weight surfactants diffuse faster to the newly created surfaces than
high molecular weight ones.

The molecular weight of C12-16 APG is ~420¢g/mol and its
critical micelle concentration (CMC) is relatively low (0.13 mM)
(Aungst, 1994). Hence, at a concentration of 1% (w/w), which
corresponds to 23.8mM, the monomer concentration of the
surfactant in the lipid dispersion is relatively low. Since the
surfactants monomers adsorb to hydrophobic surfaces rather than
the micelles, the low number of monomers may explain why it was
not possible to stabilize the SLN against aggregation sufficiently
with C12-16 APG. In contrast, the C8-10 APG has a high CMC
(20-25 mM) (Aungst, 1994; Iglauer et al., 2010) and the molecular
weight is lower (320g/mol). Therefore, in contrast to the
C12-16 APG, at a concentration of 1% (w/w), corresponding to
324mM APG (8-10, there was a high amount of APG
8-10 monomers in the water phase. The higher number of
monomers can rapidly diffuse to the newly formed surfaces during
homogenization, thus providing a sufficient interfacial coverage of
the particles and an efficient decrease in particle size.

A further increase in the number of the homogenization cycles
resulted in an almost continuous decrease in the size of the
formulations A1, A3 and A4 (Fig. 1). The constant reduction was
observed until cycle three. Only little changes in size were obtained
between cycle three and five. The reduction in d(v) 0.50 was
limited until cycle three, whereas a small further decrease in d(v)
0.99 was noticed when moving from cycle three to five (Fig. 1b).
Hence, the maximum dispersitivity of the bulk population was
already reached after cycle three, whereas the additional energy
input of cycle four and five was used for the elimination of
remaining few larger particles.

In contrast to the other formulations, after cycle three an
increase in the diameters d(v) 0.90—d(v) 0.99, i.e., agglomeration,
was noticed for the formulation A2. However, the agglomerates
formed during the homogenization were very loose and
disappeared during the first hours of storage. This was evidenced
by a reduction in diameter d(v) 0.99 from 0.499 pum to 0.372 pm
one day after production. The agglomeration can be explained by
an increase in Brownian motion of the particles resulting from a
too high energy input during the homogenization (Jafari et al.,
2008; Jahnke, 1998).

After the fifth cycle, among all tested APGs, again C8-10 APG
was the most effective in the particle size decrease. Nevertheless,
the increase in the number of the homogenization cycles decreased
the differences between the stabilizers. Thus, less efficiency of
APGs with long alkyl chain, as shown after the first homogeniza-
tion cycle, was partially compensated with higher energy input.

3.3. Particle size analysis

The comparison of the different formulations directly after the
production revealed z-averages from 150nm (C8-10 APG) to
175 nm (C12-16 APG) (Fig. 2a). The particle size distribution in all
formulations was narrow and monomodal (PI was below 0.1).
These results are in line with a previous study (Das et al., 2014),
showing that a shorter chain length of a sugar surfactant
contributes to a better packing on the nanoparticle surface and
will therefore lead to a smaller particle size.
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Fig. 2. Stability profile of SLN dispersions stabilised by APG (a) PCS-data (n=10) (b)
LD-data (n=5).

The functionality of APGs in the formation and stabilization of
SLN was further compared with conventional polyethoxylated
surfactants (Polysorbate 20, 40, 60, 80). The mean PCS diameter of
cetyl palmitate SLN stabilized with 1.2% (w/w) Polysorbates was
approximately 230 nm (Goppert and Miiller, 2005). With regard to
this previous study, stabilization with APGs led to smaller particles.
Reasons for this might be the special properties of the APGs, e.g.,
high surface activity, a high tendency to remain at the oil-water
interface, and the good wetting of cetyl palmitate. Furthermore, as
described above, the diffusion velocity of a surfactant and thus the
ability to cover newly created surfaces in a shorter time, is a
function of the molecular weight. Hence, low molecular weight
surfactants are expected to be more efficient than high molecular
weight ones (Mehnert and Mdder, 2012). This was confirmed in the
current study. All SLN stabilized with APGs, which possess
molecular weights between ~320 g/mol (C8-10 APG) and 420g/
mol (C12-16 APG), led to z-averages well below 200 nm. SLN
stabilized with Polysorbates, which possess molecular weights of
~1230 g/mol-1340 g/mol, led to sizes well above 200 nm (Gppert
and Miiller, 2003). In addition, due to the slower diffusion of the
high molecular weight Polysorbates, the surfactant might reach
the new surfaces only after crystallization of the lipid, thus the lipid
tails of the surfactant may be hindered to insert properly into the
solid lipid to stabilize the SLN, leading to a larger size of the SLN
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(Graca et al., 2007). The latter may be explained by findings of
Helgason et al. (2009). In this study it was found that an increase in
the particle size of SLN stabilized with Polysorbates is especially
pronounced at low surfactant concentrations, because in this case,
the particle surface is less covered with the surfactants and the
probability of particle-particle interaction increases.

3.4. Zeta potential measurements

The zeta potentials were measured in water adjusted to a
conductivity of 50 wS/cm and in the original dispersion medium
(water with the respective surfactant). The results are shown in
Table 3. The values, especially in water, were surprisingly high for
nonionic surfactants. An explanation for this is the high
hydrophilicity of the APG surfactants. The hydrophilic part of
the APGs is composed of glucose molecules. These glucose
molecules interact with water, e.g., they attract potentially
negatively charged hydroxyl ions and thus form, similar to ionic
surfactants, an electric double layer (Han et al., 2008), which in
turn leads to high zeta potentials. Nevertheless, APG surfactants
are non-ionic surfactants, thus their main mechanism of stabiliza-
tion is steric stabilization. This means, due to the adsorption of a
surfactant layer around the particle, a steric barrier is created. This
barrier hinders particle attraction and aggregation and
consequently, increases the stability of the dispersions (Rosen,
2004). In fact, APGs represent both steric and electrostatic
stabilization. Therefore, an excellent stabilization efficacy for
SLN can be expected (Loh, 2002; Porter, 1994).

For a full characterization the zeta potential should be analyzed
not only in water but also in the original dispersion medium.
Measurements in water lead to desorption of the surfactant and
thus represent the potential at the stern layer. If the sample is
analyzed in its original dispersion medium no desorption of
stabilizer occurs, thus zeta potentials analyzed in the original
dispersion medium are a measure of the thickness of the diffuse
layer, i.e. a measure of the thickness of the surfactant layer around
the particle (Miiller, 1996). Consequently, the difference between
the zeta potential measured in water and in the original dispersion
medium is a measure for the amount of desorbed surfactant upon
dilution. Hence, large changes indicate strong desorption and thus
indicate a more loose binding of the surfactant to the particle.

In the original dispersion medium all samples revealed almost
similar zeta potentials in the range between —24 mV and —30 mV.
Measurements in water revealed much larger values, being in the
range between —43 mV and —57 mV. The large changes in zeta
potential indicate a strong desorption of the stabilizers upon
dilution with water. The changes were slightly higher for the APGs
with longer chain length, indicating less tight interaction of these
surfactants with the lipid particles. This observation is in

Table 3

agreement with the data obtained from contact angle measure-
ments and with the data obtained from size analysis.

According to the literature, storage conditions, e.g., different
temperatures, can influence the crystalline structure of the lipid
(Freitas and Miiller, 1998). As different crystalline structures may
possess different charge densities, changes in the surface charges
of the particle (Nernst potential) and thus in the measured zeta
potential might occur with different storage conditions. Therefore,
the developed formulations were analyzed after they were stored
at different temperatures (5+3°C, 25+2°C and 40+ 2°C) over
90 days. The results revealed slight changes in both media (water
and original medium). However, all values still stayed above
—20mV, which is considered as sufficiently high to preserve the
physical stability (Miiller, 1996; Riddick, 1968). Hence, it can be
concluded that the storage temperature has no influence on the
physical stability of lipid particles stabilized with APGs.

3.5. Physical stability

The particle size of the SLN dispersions stored at 5+ 3°C,
25+2°C and 40+2°C was observed over a period of 90 days.
According to the Stokes-Einstein equation an increase in the
temperature and a decrease in dynamic viscosity result in an
increase of the diffusion constant. A higher diffusion constant leads
to a faster diffusion of the particles, this means the repulsion
between the particles can be overcome more easily, which can
result in particle aggregation.

The z-averages of the APG stabilized SLN after production
ranged from 150 nm to 175 nm. At day 90 at all storage temper-
atures, the z-averages ranged from 152nm to 177 nm (Fig. 2a).
Hence, no increase in particle size was detected over time. These
results correlated to the volume diameters d(v) 0.95 and d(v)
0.99 which are more sensitive to larger particles (Fig. 2b). One day
after production the d(v) 0.95 was between 0.231 wm (C8-10 APG)
and 0.288 pm (C12-16 APG). After 90 days at all storage temper-
atures, the d(v) 0.95 ranged from 0.235 pm to 0.273 pm. The d(v)
0.99 in the four differently stabilized SLN stayed unchanged over
90 days (Fig. 2b). Data from the particle size analysis were also
confirmed by light microscopy. No larger particles or particle
agglomerates were observed for all formulations when stored at
different storage temperatures (Fig. 3).

3.6. Thermal and wide angle X-ray diffraction analysis

The data obtained from DSC analysis are shown in Table 3 and
Fig. 4. In contrast to cetyl palmitate in bulk, for SLN only a single
melting event, which corresponds to the melting of the 3-modifi-
cation of cetyl palmitate, was observed. For all SLN formulations
the melting maxima appear at 3-4°C lower temperatures when

Zeta potential of SLN dispersions stabilised by APG stored for 90 days at different temperatures (n=30, mean +S.D.).

Formulation Storage temperature (°C) Water Original dispersion medium
A1 (C8-10 APG) 5+3 —51.8+3.2 -26.3+0.5
25+2 —49.6 +0.7 -2744+0.8
40+2 -434+19 —-24.6+0.2
A2 (C8-14 APG) 5+3 -52.44+04 -31.2+0.6
25+2 —475+1.7 -3534+0.8
4042 —49.9+1.2 -31.0+0.8
A3 (C10-16 APG) 5+3 —55.1+2.1 -26.0+0.9
25+2 -52.24+09 -30.1+0.3
40+2 -48.6+2.4 -26.84+0.1
A4 (C12-16 APG) 5+3 —57.7+1.2 -23.84+03
2542 —46.3+0.6 -28.5+1.1
40+2 -52.0+0.7 -251+0.7




C.M. Keck et al./International Journal of Pharmaceutics 474 (2014) 33-41 39

A1 (C8-10 APG)

A2 (C8-14 APG)

5 um

A3 (C10-16 APG)

A4 (C12-16 APG)

Fig. 3. Light microscopy of SLN dispersions stabilised by APG 90 days after preparation (storage temperature: 25 °C -+ 2 °C) (magnification 1000x).
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Fig. 4. DSC thermograms of SLN dispersions stabilised by APG. The measurements

were performed 90 days after preparation of dispersions (storage temperature:
25°C+2°C). Curves are shifted for better overview.

compared to the bulk lipid (Fig. 4b; Table 4). This is in agreement
with other studies (Teeranachaideekul et al., 2007, 2008).

The thermal analysis of SLN further indicates partial recrystal-
lization of cetyl palmitate when it is formulated as SLN. The degree
of recrystallization, expressed as RI, was found to be influenced by
the type of APG used for stabilization, i.e., a shorter alkyl chain led
to lower RI values (Table 3). An explanation for this might be the
interaction of the alkyl chains with the lipid matrix of the particles.
Assuming that the APGs are located in the interface between the
lipid matrix of the SLN and the water phase, it can be assumed that
the glucose molecules are located in the water phase, whereas the
alkyl chains are located within the lipid matrix of the particles.
Thus, the crystalline state of the alkyl chain of the APG might
influence the crystalline state of the lipid matrix (Kovacevic et al.,
2011, 2014). While APGs with short alkyl chains (C8-10) are in
liquid state, APGs with longer alkyl chains tend to crystallize over
time. For example, the C12-16 APG is known to crystallize when it
is stored at temperatures below 38°C (product information). As
SLN dispersions were stored at 25°C in this study, at least the
C12-16 APG had most likely partly solidified. Hence, it promoted
nucleation and an increase in the crystallinity of the particles. In
contrast, the C8-10 APG remained liquid during storage, thus
re-crystallization was not promoted and maybe was even
prevented.

Besides the influence of the length of the alkyl chain, the
melting enthalpy and the corresponding RI are also known to
decrease with decreasing particle size (Bunjes et al., 2000). As the
particle size increased with increasing alkyl chain length of the
APG, the increase in RI is probably a superposition of both the
particle size and the crystallinity of the alkyl chain of the APG.

The results obtained from DSC analysis, i.e., the influence of the
alkyl chain length of the APG surfactant on the crystallinity of the
lipid matrix of the SLN, as well as the presence of the
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Table 4

DSC parameters of the tempered cetyl palmitate (Cutina® CP) and SLN stabilized by APG stored for 90 days at 25°C+2°C (scan 20-90°C, scan rate 10K/min) (RI=

recrystallization index).

Sample Minimum peak temperature (°C) Onset melting temperature (°C) Melting enthalpy (J/g) RI (%)

Cetyl palmitate (Cutina®™ CP (2nd peak)) 52.44 48.48 220.46 100.00
A1 (C8-10 APG) 48.79 44.60 7.12 32.30
A2 (C8-14 APG) 49.20 44.50 8.87 40.23
A3 (C10-16 APG) 49.15 45.01 9.33 42.32
A4 (C12-16 APG) 49.15 45.00 10.23 46.40

[3-modification were also confirmed by WAXD analysis (Fig. 5). The
diffraction patterns of the bulk lipid after tempering at 75°C for 1 h
and subsequent cooling at 25°C as well as those of SLN after
storage for 90 days at 25 42 °C are displayed in Fig. 5. The intensity
of all peaks in SLN decreased compared to cetyl palmitate in bulk,
mainly due to the lower amount of the lipid in dispersions, but also
due to a lower crystallinity of the lipids in the submicron range. The
reflections in the wide angle X-ray diffractograms had a lower
intensity in the SLN stabilized with short alkyl chain APGs. With
increasing chain length the intensity of wide angle X-ray
reflections, i.e., the peak height increased, thus confirming the
increase in crystallinity. The diffractograms of cetyl palmitate
(Cutina® CP) in bulk exhibited sharp peaks at 20 scattered angles of
6.1° (small intensity), 21.3° (strong intensity) and 23.3° (medium
intensity) (Fig. 5a). When cetyl palmitate was formulated as SLN
the reflection at 6.1° disappeared in all formulations and only
maxima at the angles 26 of 21.2° and 23.3° remained (Fig. 5b). The
patterns observed for the SLN correspond to short spacings of the
alkyl chains at 0.42 and 0.38 nm, which are attributed to the
[3-modification of the solid lipid (Hernqvist, 1988). These results
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Fig. 5. WAXD diffractograms of cetyl palmitate (Cutina®™ CP) and SLN dispersions

stabilised with APG. The measurements were performed 90 days after preparation

of dispersions (storage temperature: 25°C=2°C). The curves have been displaced

along the ordinate for better visualization.

indicate that the lipid matrix of the SLN, which typically
crystallizes in the higher energy and metastable a-modification,
was fully transformed into the more stable 3-modification. The
transformation into the more stable polymorph occurs more
rapidly in colloidal particles (Freitas, 1998 ). However, in addition to
this, the surfactants that are liquid at room temperature, e.g., the
short-chain APGs used in this study, might further promote the
rapid transformation into the more stable 3-modification. The
reason is that they create a more liquid interface at the particle
surface. This interface is flexible and induces polymorphic
transitions of the crystallized lipids from « to [3 subcell crystals
(Salminen et al.,, 2014). The data obtained here are in good
agreement with data from the literature (Teeranachaideekul et al.,
2007).

4. Conclusion

Short to medium alkyl chain length APGs have optimal structures
and properties to act as functional surfactants in the preparation of
SLN dispersions. Four tested APGs in the concentration of 1% (w/w)
enabled the formation of SLN with a lower mean particle size than
those obtained with polyethoxylated surfactants. The most effective
reduction in particle size was obtained with APGs possessing the
shortest alkyl chain, the highest CMC, the lowest molecular weight
and the best wetting ability on the lipid used as SLN matrix. Different
storage temperatures (5°C, 25°C, 40°C) had no influence on the
physical stability of the SLN. This was attributed to the high affinity of
the surfactant to the lipid particle matrix in combination with an
electrostatic and steric stabilization effect. The lipid matrix of the
APG stabilized SLN crystallizes predominantly in 3-modification,
where the degree of crystallinity was found to be affected by the
length of the alkyl chain of the APG, i.e., longer alkyl chains increase
the crystallinity of the SLN.

Therefore, by varying the type of APG used for stabilization,
different particle sizes and different degrees of crystallinity, all
being physically stable, can be obtained. This might enable the
development of lipid nanoparticles with “tailor-made” properties,
e.g., optimized size, charge and crystallinity in the future. These
physico-chemical properties of SLN strongly influence the release
profile of actives and thus the in vivo performance of lipid
nanoparticles, e.g., the penetration of active. Therefore, it can be
assumed that different APGs will lead to different in vivo
properties of the lipid nanoparticles. Thus, the use of APGs for
the formulation of lipid nanoparticles is not only of great value due
their excellent stabilizing properties, but also because of the
possibility to formulate particles with individual in vivo properties.
APGs are environmentally friendly and possess superior skin
tolerability. Therefore, if possible, instead of classical surfactants,
APGs should be selected for the formulation of lipid nanoparticles,
especially if dermal application is favored.
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8.2. Biografija autora

Andelka Kovacevi¢ rodena je 18. marta 1979. godine u Loznici. Osnovnu $kolu ,,14. oktobar”
zavrSila je u Dragincu (opstina Loznica), a gimnaziju ,,Vuk Karadzi¢” u Loznici. Studije farmacije na
Farmaceutskom fakultetu u Beogradu upisala je Skolske 1997/98 godine, a diplomirala 25. februara 2005.
Diplomski rad pod nazivom ,,Cvrste lipidne nano&estice - osobine i primena”, odbranila je na Katedri za
farmaceutsku tehnologiju i kozmetologiju, Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.

Obavezan farmaceutski pripravnicki staz obavila je u apoteci ,,Sveti Sava” u Beogradu, nakon cega
je polozila struéni ispit.

Doktorske akademske studije - modul Farmaceutska tehnologija na Farmaceutskom fakultetu u
Beogradu upisala je $kolske 2006/2007. godine. Tokom doktorskih studija Andelka Kovacevic je boravila
osam meseci na Department of Pharmaceutics, Biopharmaceutics & NutriCosmetics, Institute of
Pharmacy, Free University of Berlin.

Andelka Kovacevi¢ je dobitnik 3. nagrade na takmicenju za godi$nju nagradu Farmaceutskog
fakulteta za nauénoistrazivacki rad 2007. godine. Sestomeseénu stipendiju Nemadke sluzbe za akademsku
razmenu (engl. German Academic Exchange Service) za studijski boravak u Nemackoj u okviru programa
Research grant for doctoral candidates and young academics and scientists dobila je 2009. godine.
Rezultati iz doktorske disertacije Andelke Kovacevié¢, saopsteni kao poster prezentacija, nagradeni su
prvom nagradom na 7" Polish-German Symposium on Pharmaceutical sciences Interdisciplinary
Research for Pharmacy, odrzanom u Poljskoj 2013. godine.

Od novembra 2005. do oktobra 2014. Andelka Kovalevi¢ bila je angaZovana na poslovima
saradnika u nastavi i asistenta na Katedri za farmaceutsku tehnologiju i kozmetologiju Farmaceutskog
fakulteta u Beogradu. U sklopu nastavnih aktivnosti uestvovala je u izvodenju prakti¢ne nastave na
predmetima Farmaceutska tehnologija | i Farmaceutska tehnologija Il (obavezni predmeti) i predmetu
Veterinarski lekovi (izborni predmet) na integrisanim akademskim studijama. Ucestvovala je i u
izvodenju prakti¢ne nastave na predmetima Farmaceutska tehnologija sa biofarmacijom i Osnovi
industrijske farmacije i kozmetologije u periodu od 2005. do 2008. godine

Od 2005. do 2014. godine bila je angazovana na Cetiri nacionalna projekta, iz oblasti osnovnih
istrazivanja i tehnolo$kog razvoja, koje finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja,
Republike Srbije.

Nauénoistrazivacki rad Andelke Kovadevi¢ pripada oblasti farmacija, uza nauéna oblast
farmaceutska tehnologija. Poslednjih godina oblast njenog nauénoistrazivackog rada je formulacija i
karakterizacija koloidnih nosaca lekovitih 1 kozmeticki aktivnih supstanci za primenu na kozi.

Andelka Kovacevic je autor ili koautor 45 radova i saopstenja od toga 4 rada Stampana u ¢asopisima
medunarodnog znacaja (3 rada ¢ine deo doktorske disertacije), 3 rada u ¢asopisu nacionalnog znacaja, 26
saopstenja sa medunarodnih nauénih skupova (22 iz doktorske disertacije) i 11 saopstenja sa skupova
nacionalnog znacaja (6 iz doktorske disertacije).



Prilog 8.3.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Andelka Kovacevi¢

Broj indeksa  32/06

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Lipidne nanocestice stabilizovane nejonskim polihidroksilnim surfaktantima: postupak
dobijanja, karakterizacija, stabilnost i inkorporiranje lekovite supstance

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZzena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 7. 7/ 20/
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora  Andelka Kovadevié¢

Broj indeksa 32/06
Studijski program Doktorske akademske studije iz Farmaceutske tehnologije
Naslov rada Lipidne nanocestice stabilizovane nejonskim polihidroksilnim

surfaktantima: postupak dobijanja, karakterizacija, stabilnost i
inkorporiranje lekovite supstance

Mentor prof. dr Snezana Savié

Potpisani/a Andelka Kovacevié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 1.1/./0/4
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Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Lipidne nanocestice stabilizovane nejonskim polihidroksilnim surfaktantima: postupak
dobijanja, karakterizacija, stabilnost i inkorporiranje lekovite supstance
koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odluéio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo — nekomercijalno
@TAutorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

411 9 ny

U Beogradu, 7 // Lol




