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1. UvOD

1.1.Nanoemulzije

Prema definiciji Medunarodne unije za Cistu i primijenjenu kemiju (International
Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) emulzije su koloidi u kojima je tekuéina (ili
tekuci kristali) dispergirana u drugoj tekucini u obliku kapi (International Union of Pure and
Applied Chemistry, 1972.). Nanoemulzije su emulzijski sustavi veli¢ine kapljica disperzne
faze ispod 500 nm (Li i sur., 2013). U posljednje vrijeme pridaje im se sve veca paznja, zbog
karakteristi¢nih svojstava koja im osiguravaju prednost pred konvencionalnim emulzijama.
Mala veli¢ina kapljica disperzne faze, velika kineti¢ka stabilnost te opticka transparentnost
koju imaju, pridonose Sirokom spektru njihove primjene. Takoder, ide im u prilog i manja
koncentracija surfaktanta potrebna u izradi u odnosu na onu koju zahtjevaju mikroemulzije. S
druge strane, nanoemulzije pokazuju termodinamic¢ku nestabilnost, zbog ¢ega je nuzan velik
utrosak energije prilikom njihove priprave (Garcia-Celma i sur., 2016).

Tipi¢na nanoemulzija u sastavu ima ulje, vodu i surfaktant (Gupta i sur., 2016a).
Razlikujemo nanoemulzije U/V tipa (ulje kao disperzna faza, voda kao vanjska faza), V/U
tipa (voda kao disperzna faza, ulje kao kontinuirana faza) (McClements, 2012). Tip emulzije,
izmedu ostalog, ovisi o svojstvima surfaktanta. Funkcija surfaktanta u smjesi iznimno je
bitna, zbog smanjenja povrSinske napetosti (definirana kao energija po jedinici povrSine na
granici faza) izmedu dvije faze koje se inace ne mijeSaju (Gupta i sur., 2016b). Smanjenjem
povrsinske napetosti smanjuje se i koli¢ina energije potrebna za usitnjavanje kapi. Nadalje,
uloga surfaktanta lezi i u stabilizaciji nastale kapi disperzne faze te, dodatno, u sprjecavanju
flokulacije/koalescencije. Elektrostatska repulzija kapljica obloZenih surfaktantom, kao i
uzrokovanje gradijenta povrSinske napetosti, sprijecit ¢e medusobni kontakt kapljica te ¢e

odrzati stabilan film vanjske faze izmedu njih (Tadros i sur., 2004).



Surfaktant

Slika 1. Prikaz U/V (ulje kao disperzna faza, voda kao kontinuirana faza) i V/U tipa emulzija
(voda kao disperzna faza, ulje kao kontinuirana faza) (preuzeto i prilagodeno sa

http://wwwecourses.sens.buffalo.edu/ ).

1.2. Surfaktanti

Surfaktanti (povrSinski aktivne tvari, PAT) organske su molekule koje imaju
sposobnost adsorpcije na povrSine i granice faza. U strukturi im je prepoznatljiva polarna
(hidrofilna) “glava” te nepolarni (lipofilni) "rep”. Takva molekula jednim je dijelom topljiva u
polarnim otapalima, poput vode, a drugim u nepolarnim otapalima i uljima (Gecol, 2006).
Bitan parametar koji opisuje polarna/nepolarna svojstva surfaktanta je HLB vrijednost (engl.
Hydrophile-Lipophile Balance), definirana kao odnos veli¢ine i jakosti hidrofilnih i lipofilnih
skupina u strukturi molekule. Surfaktanti niske HLB vrijednosti (HLB<9,0) lipofilnog su
karaktera, dok su oni visoke HLB vrijednosti (HLB>11,0) hidrofilni (IClI Americas Inc.,
1976).

Hidrofilni dio molekule surfaktanta uglavnom sadrzi ione (sulfonati, karboksilati,
kvaterni amonijev ion), polarne skupine (primarni amini, sulfoksidi) ili nepolarne skupine s
atomima izrazene elektronegativnosti (npr. kisikov atom u aldehidima, eterima i ketonima te
dusikov atom u amidima, aminima). Ovisno o prisutnim hidrofilnim skupinama u molekuli
surfaktanti se kategoriziraju u nekoliko skupina: anionski, kationski, neionski i amfoterni
(Gecol, 2006).



Neionski emulgatori imaju prednost manje toksi¢nosti u usporedbi s ostalim
skupinama, ne iritiraju, neosjetljivi su na promjene pH-vrijednosti ili ionske jakosti sustava.
Takoder, kompatibilni su s brojnim aktivnim i pomo¢nim tvarima, $to olakSava pripravu
razli¢itih formulaciju (Florence i Rogers., 1971 ). U skupinu neionskih surfaktanata svrstavaju
se, medu ostalima, polioksietilen-20-sorbitan monooleat (Polisorbat 80, Tween 80),
polioksietilen-20-sorbitan monostearat (Polisorbat 60, Tween 60), kopolimer etilenoksida i
propilenoksida Pluronic F68, te polietilenglikol-35-ricinoleat (Cremophor EL). Strukture

navedenih emulgatora su prikazane na slici 2.
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Slika 2. Prikaz struktura u radu koriStenih surfaktanata

a) Polisorbat 60 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

b) Polisorbat 80 ( https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)
¢) Cremophor EL (Miyamoto i sur., 2012)

d) Pluronic F68 ( http://www.sigmaaldrich.com)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/24832100#section=2D-Structure
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.sigmaaldrich.com/

1.3. Stabilnost nanoemulzija i zeta-potencijal

Stabilnost se moze definirati kao sposobnost sustava da ostane nepromijenjenih
svojstava tokom vremena ili pod utjecajem neke vanjske sile. Nanoemulzije svoju visoku
kineticku stabilnost zahvaljuju izrazito maloj veli¢ini kapljica, zbog ¢ega su otpornije na
procese sedimentacije, vrhnjenja i flokulacije/koalescencije (Garcia-Celma i sur., 2016).
Mogu¢i mehanizmi destabilizacije prikazani su na slici 3.

Glavni problem uocen kod stabilnosti nanoemulzijskih sustava jest tzv. Ostwaldovo
zrenje (Ostwald ripening), gdje je uocljiv rast vec¢ih kapljica emulzije na ratun manjih
(Garcia-Celma i sur., 2016). Ostwaldovo zrenje javlja se kao posljedica razlike kemijskih
potencijala izmedu kapljica disperzne faze razlicitih veli¢ina. Manje kapljice pokazuju veci
kemijski potencijal od onih veceg radijusa, $to dovodi do transfera mase u smjeru manjeg
kemijskog potencijala. Vece kapljice stoga rastu, dok manje dodatno gube na masi 1
volumenu. S obzirom da molekule disperzne faze putuju kroz kontinuiranu fazu, topljivost
disperzne faze u vanjskoj igra kriticnu ulogu u brzini navedenog procesa (Gupta i sur.,
2016b). Primjerice, koriStenje ulja s velikim udjelom dugolan¢anih masnih kiselina u
strukturi, koje su u vodi netopljivi spojevi, stvorit ¢e kineticku barijeru Ostwaldovom zrenju
(Wooster i sur., 2008).
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Slika 3. Prikaz razliCitih mehanizama destabilizacije nanoemulzija. lako je
destabilizacija moguca preko bilo kojeg od navedenih procesa, najizrazeniji je Vid
nestabilnosti rast kapljica putem Ostwaldovog zrenja. Flokulacija i koalescencija dobivaju

na znacaju nakon rasta primarnih kapljica (preuzeto i prilagodeno: Gupta i sur., 2016b).



Dobra mjera stabilnosti emulzija je zeta-potencijal, definiran kao potencijal na granici
smicanja, tj. dodira Cestice (s njoj pridruzenom ionskom atmosferom i dijelom vanjske faze) i
okolnog medija (Honary i Zahir, 2013). Njegova vrijednost pokazatelj je otpornosti emulzije
prema flokulaciji/koalescenciji. Prisutnost naboja dovodi do elektrostatske repulzije medu
kapljicama i sprjecavanja bliskog kontakta. Ukoliko nema neke stericke stabilizacije kapljica,
smatra se da je apsolutna vrijednost zeta-potencijala veca od 30mV pokazatelj stabilnosti
nanoemulzije prema flokulaciji (Garcia-Celma i sur., 2016).

Zeta-potencijal odreduje se fotonskom korelacijskom spektroskopijom (photon
correlation spectroscopy, PCS). Mijerenje se temelji na elektroforetskoj pokretljivosti
nabijenih &estica izlozenih vanjskom elektriénom polju. Cestice ispitivanog uzorka putuju
prema elektrodama ovisno o svom povrSinskom naboju pri ¢emu u jednom trenutku sijeku
lasersku zraku mjernog uredaja. Pritom dolazi do rasprsivanja svjetlosti koja se onda detektira
i ¢iji intenzitet varira ovisno o frekvenciji povezanoj s brzinom gibanja nabijene Cestice.
Nakon obrade podataka i odredivanja spektra frekvencija, izraGunavaju se odgovarajuce

vrijednosti zeta-potencijala (Zetasizer 2000/3000 Zeta potential measurements Manual, 2000).

1.4. Metode dobivanja nanoemulzija

Formiranje nanoemulzija zahtjeva odredenu koli¢inu energije, zbog njihove
karakteristi¢ne termodinamicke nestabilnosti. Ista moze potjecati iz nekog vanjskog izvora,
Sto je princip tzv. visokoenergetskih metoda dobivanja nanoemulzija (high-energy methods),
ili pak biti posljedica kemijskog potencijala sastavnica smjese, kao kod niskoenergetskih
metoda (low-energy methods) (Garcia-Celma i sur., 2016). Shematski prikaz metoda

dobivanja nanoemulzija prikazan je na slici 4.



Metode priprave nanoemulzija
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Slika 4. Shematski prikaz metoda priprave nanoemulzija. PIC, inverzija faza
promjenom sastava smjese; PIT, inverzija faza promjenom temperature (preuzeto i

prilagodeno od Garcia-Celma i sur., 2016)

Visokoenergetske metode emulgiranja, uz pomo¢ mehanickih uredaja, izlazu emulzije
jakim silama, sto dovodi do njihovog usitnjavanja i nastanka sitnih kapljica (Garcia-Celma i
sur., 2016). Glavne prednosti ovakvih metoda priprave ukljucuju fleksibilniju kontrolu
distribucije veli¢ine dobivenih kapljica, mogucnost priprave submikronskih emulzija iz
razli¢itih vrsta materijala te potrebu za manjom koli¢inom surfaktanta u usporedbi s
niskoenergetskim metodama. S druge strane, najveci nedostatak pojava je rasta dobivenih
kapljica koalescencijom, zbog velike primjenjene energije (Li i sur., 2013). Nekoliko je tipova
uredaja koji se koriste za pripravu nanoemulzija, s tim da su najée$¢e koriSteni ultrabrzi
mjesaci, Visokotla¢ni homogenizatori te ultrazvucni uredaji (Silva i sur., 2011).

Visokotla¢ni homogenizatori uglavnom su prvi izbor. Rade po principu pumpe koja
pod visokim tlakom gura uzorak kroz uski otvor, Sto, posljedi¢no, dovodi do smanjenja
veli¢ine kapljica emulzije (Gupta i sur., 2016b).

Usitnjavanje kapljica emulzije uz pomo¢ ultrazvuka temelji se na izlaganju uzorka
visokoenergetskom valu frekvencije 20 kHz ili vece, Sto dovodi do kavitacije i smanjenja

veli¢ine kapljica (Mason i sur., 2006).



Ultrabrzi mjesa¢i su manje popularni zbog nedovoljne uniformnosti postignute
veli¢ine kapljica (Silva i sur., 2011).

U novije vrijeme prednost u pripravi nanoemulzija daje se mikrofluidizaciji, takoder
jednoj od visokoenergetskih metoda emulgiranja. Kao glavna prednost navodi se jednoli¢nija
raspodjela veli¢ine dobivenih kapljica koja se kontrolira odabirom broja propustanja
(recirkulacije) uzorka u mikrofluidizatoru (Jafari i sur., 2006; Mason i sur., 2006). Sam uredaj
funkcionira po principu povisenja tlaka uneSenog uzorka uz pomo¢ ugradene hidraulicne
pumpe. Uzorak pod tlakom tada ulazi u komore uredaja, gdje prolazi kroz sustav
mikrokanala, §to mu dodatno poveéava brzinu protoka. Smanjenje veli¢ine kapljica emulzije
temelji se na dva razli¢ita fenomena. Prvi od njih odnosi se na pojavu trenja u dodiru sa
stijenkama kanali¢a uredaja. Druga bitna pojava je medusobna kolizija kapljica unutar struje
uzorka, zbog velike postignute brzine prolaska (M-110EH-30 User Manual, 2012).

Veli¢ina kapljica nanoemulzija kod priprave niskoenergetskim metodama uglavnom
ovisi 0 fizicko-kemijskim svojstvima sastavnica. Omoguéavaju dobivanje emulzija
odgovarajucih veli¢ina kapljica uske distribucije. Kod ovih metoda koristi se jednostavnija
oprema uz manji utroSak energije, Sto olakSava uvecanje proizvodnje na industrijsko mjerilo.
Takoder, zbog manje popratne produkcije topline pogodnije su za sustave s termolabilnim
komponentama.

Niskoenergetske metode emulgiranja dijele se u dvije kategorije: samoemulgirajuce
metode (metode spontanog emulgiranja) i metode s uklju¢enom inverzijom faza. U pripravi
nanoemulzija ¢es¢e su primjenjivane one temeljene na inverziji faza, koje koriste kemijsku
energiju oslobodenu pri faznim prijelazima za proces emulgiranja. Jedna od navedenih
metoda ukljucuje inverziju faza promjenom temperature (engl. phase inversion temperature,
PIT) i koristi se uz surfaktante ¢ija je lipofilnost, odnosno hidrofilnost, ovisna o0 temperaturi
sustava. Drugi primjer iskoriStavanja energije faznih prijelaza u svrhu emulgiranja jest
inverzija faza zbog promjene sastava smjese (engl. phase inversion composition, PIC), gdje se
mijenjanjem koncentracije jedne od komponenti emulzije (ulje ili voda) postize fazni prijelaz
(Garcia-Celma i sur., 2016). Kod ovih metoda nuzno je paziti na pravilan izbor surfaktanata i
kosurfaktanata, ukoliko je potrebno, s obzirom na njihova svojstva te na temperaturu sustava,
pogotovo kod PIT metode. Ukoliko promjena temperature nije dovoljno brza, moguca je
pojava koalescencije kapljica emulzije (Li i sur., 2013).



1.5. Nanoemulzije i mikroemulzije

U znanstvenoj literaturi uocen je problem zamjene nanoemulzija s mikroemulzijskim
sustavima, gdje je iz dobivenih rezultata vidljivo je da su procesom izrade dobivene
mikroemulzije umjesto Zeljenih nanoemulzija. Zabuna je, najcesce, posljedica ¢injenice da
mikroemuzije, pod odredenim eksperimentalnim uvjetima, mogu morfoloski jako sli¢iti
sfericnim kapima nanoemulzija u vidu tzv. izbubrenih micela ("swollen micelles”) (Anton i
Vandamme, 2010). Potrebno je, stoga napomenuti bitne razlike izmedu navedenih sustava.
Glavna razlika lezi u njihovoj termodinamickoj stabilnosti. Mikroemulzije su termodinamicki
stabilni sustavi koji mogu nastati spontano iz smjese ulja, vode i surfaktanta, dok
nanoemulzije nisu te je za njihovu pripravu nuzno uloziti vise energije. Nanoemulzije, s druge
strane, pokazuju kinetiCku stabilnost. Nadalje, potrebno je znantno vise surfaktanta za
pripravu jedne mikroemulzije. One su, takoder, osjetljive na fluktuacije temperature te proces
razrjedivanja, dok nanoemulzija, u istim slufajevima, zadrzava svoja Svojstva

nepromijenjenima (McClements, 2012).

1.6. Prednosti primjene nanoemulzija

Specificna svojstva nanoemulzijskih sustava ¢ine ih posebno zanimljivima za
primjenu u raznim podru¢jima, od prehrambene industrije pa do sinteze materijala, a posebno
u farmaceutskoj industriji za razvoj novih nosaca lijekova. Estetska svojstva nanoemulzija,
primjerice njthova transparentnost 1 lako kontrolirana viskoznost, €ine ith privlatnima 1
kozmeti¢koj industriji. Pokazana je znatno bolja hidratacija koze u usporedbi s
konvencionalnim pripravcima (Solans i sur., 2005). Takoder, videno je i povecanje stabilnosti
ulja i uljnih mikstura u kozmeti¢koj primjeni (Gutiérrez i sur., 2008). Mala veli¢ina
formiranih kapljica olaksava prijelaz preko barijera organizma, utjecu¢i time na
bioraspolozivost uklopljenog lijeka. Samom kontrolom veli¢ine disperzne faze lako se
mijenja transparentnost emulzije. Mogucno$éu oblaganja kapljica specifinim tvarima moze
se posti¢i se ciljana dostava lijeka, smanjiti njegova doza i popratni nezeljeni ucinci. S
obzirom na stabilnost nanoemulzija na promjene ionske jakosti, temperature i razrjedivanja,
omogucena je kontrola viskoznosti sustava (Gupta i sur., 2016b).

Parenteralna primjena lijekova, zbog svojih je specificnih zahtjeva, jedna od

najvaznijih u ispitivanjima lijekova. Ovaj put primjene bitan je u hitnim stanjima, ima izravan



pristup krvotoku s najbrzim nastupom djelovanja te omogucuje lakSu dostavu u specifi¢na
tkiva i1 organe. Kod oblikovanja ljekovitog sustava koji sadzi hidrofobnu djelatnu tvar
potrebno je koristiti suotapala ili ulja kao nosace. Problemi koji se povezuju s ovim sustavima
su moguca precipitacija lijeka, zbog razrjedenja nakon parenteralne primjene te bol i moguca
hemoliza koje se javljaju pri injiciranju. Upotreba nanoemulzija kao nosaca pokazala se
zanimljivom zbog lake manipulacije, sposobnosti solubilizacije hidrofobnih aktivnih tvari,
povecanja stabilnosti ljekovitog sustava te velike povrsine koju je moguce modificirati te time
omoguciti ciljanu terapiju. Takoder, nanoemulzije pokazuju stabilnost na promjene pH,
ionske jakosti te razrjedenje. S druge strane uocena je opasnost od pojave embolije nakon
primjene (Li i sur., 2013).

Upotreba nanoemulzija u sustavima za oralnu primjenu povezana je s povecanom
topljivo§¢u hidrofobnih lijekova, inhibicijom metabolizma prvog prolaska kroz jetru,
smanjenom toksi¢no$¢u nekih lijekova te povecanom bioraspolozivosc¢u (Li i sur., 2013.).

Losa bioraspolozivost i nedostatan terapijski u¢inak ¢esto su povezivani s oftalmickom
primjenom lijekova. Slaba propusnost roznice, refleksno treptanje, stalna proizvodnja suza i
ispiranje oka onemogucuju dovoljno dugo zadrZzavanje lijeka na povrSini oka. Taj problem
slabe bioraspolozivosti pogotovo se veze uz kapi za o€i, koje su ujedno i najces$éi oblici
ljekovitih pripravaka za bolesti oka. Masti, s druge strane, nailaze na problem nesuradljivosti
bolesnika zbog zamucivanja vida (Gan i sur., 2012). Nanoemulzijski sustavi namecu se kao
dobro rjeSenje navedenih problema ovog terapijskog puta. Omogucuju bolju solublizaciju
djelatnih tvari te olakSavaju apsorpciju kroz roznicu. Jednostavnom manipulacijom njihove
viskoznosti utjeCe se na zadrzavanje pripravka na oku. Takoder, moguce je i adsorpcija
kationskih tvari na povrSinu kapljica, ¢ime se omogucuje bolja interakcija pripravka s
negativno nabijenom povrSinom oka. Produzeno zadrZavanje pripravka povecat ¢e udio
apsorbirane lijekovite tvari te povecati bioraspolozivost te dovesti do zeljenog terapijskog
uc¢inka (Tamilvanan i Benita, 2004.)

Nanoemulzijski sustavi su proucavani i kod dermalnog puta primjene lijekova. Koza,
kao najveca barijera ljudskog tijela, Cesto je izazov kod postizanja odgovarajuceg terapijskog
ucinka primijenjenog lijeka, pogotovo onih s uklopljenom hidrofobnom djelatnom tvari.
Surfaktant u nanoemulzijskom sustavu ima svojstvo poboljSivaca permeabilnosti lijeka,
smanjuje rigidnost lipidne barijere koZe. Takoder, niska povrSinska napetost sustava
omogucuje bolji kontakt s koZom, a niska viskoznost olakSava nanoSenje pripravka. No, kod
oblikovanja ovakvih sustava, nuzno je paziti na izbor i koli¢inu primijenjenog surfaktanta

zbog potencijalnog nadrazivanja koze (L1 1 sur., 2013).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti U/V nanoemulzije koriste¢i sojino ulje kao
disperznu fazu uz neionske surfaktante Polisorbat 80, Polisorbat 60, Pluronic F68 te
Cremophor EL. Odabrana je mikrofluidizacija kao visokoenergetska metoda priprave na
uredaju Model M-110eH-30 Microfluidizer (Microfluidics).

Specificni ciljevi bili su:

e ispitati utjecaj Cetiri razli¢ita neionska surfaktanta te njihovih razlicitih udjela u
sustavu na veli¢inu kapljica, indeks polidisperznosti te zeta-potencijal dobivenih
nanoemulzija;

e ispitati stabilnost dobivenih nanoemulzija 10 dana nakon njihove priprave na
mikrofluidizatoru s obzirom na razli¢ite udjele i vrste koriStenih neionskih
surfaktanata;

e odrediti koji je od koriStenih neionskih surfaktanata i u kojem udjelu

najoptimalniji u pripravi nanoemulzija sa sojinim uljem.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Nanoemulzije U/V tipa pripravljene su koristeé¢i sojino ulje (Sigma- Aldrich Chemie
Gmbh, Njemacka) i Cetiri razlicita surfaktanta: Polisorbat 80 (Kemig, Hrvatska); Polisorbat
60 (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka); Pluronic F68 (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Njemacka); Cremophor EL (BASF, Njemacka). Kao vanjska faza koriStena je procis¢ena
voda. Sastav pripravljenih nanoemulzijskih sustava prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Prikaz sastava ispitivanih nanoemulzija. Ukupno su pripravljene cetiri
nanoemulzije s obzirom na izbor emulgatora. Redom su koristeni: Polisorbat 80;
Polisorbat 60; Pluronic F68; Cremophor EL.

Sojino ulje Surfaktant Voda (prociséena)
0,5% (0,750)
1% (1,50)
5% (m/m) 2,5% (3,75Q) ad 150g
(7,59) 5% (7,50)
10% (15)

Pri mjerenju veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti formiranih nanoemulzija
koriStena je prociS¢ena voda kao sredstvo za razrijedivanje. Ista je, prije primjene, propustena
kroz membranski mikrobakterioloski filter veli¢ine pora 0,22 pum (Spritzen-/ Syringe- Filter
0,22 pum, TPP, Svicarska) radi uklanjanja estica prasine i drugih moguéih one¢idéenja koji bi
potencijalno mogli interferirati s rezultatima mjerenja.

Za razrijedivanje uzoraka pri mjerenju zeta-potencijala dobivenih nanoemulzija
koriStena je 10 mM otopina natrijevog klorida (Kemig, Hrvatska). Prije primjene otopina je
propustena kroz membranski mikrobakterioloski filter veli¢ine pora 0,22 pm (Spritzen-/

Syringe- Filter 0,22 um, TPP, Svicarska).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema nanoemulzija

Ispitivane nanoemulzije su pripravljene koriste¢i rastu¢e koncentracije surfaktanta.
Krenulo se s izradom emulzija s Polisorbat-om 80, a zatim redom sa Polisorbat-om 60,
Pluronic-om F68 te, u konacnici, Cremophor-om EL po istoj shemi izrade. Odredena koli¢ina
surfaktanta odvaze se u prethodno izracunatu koli¢inu procis¢ene vode (prema Tablici 1).
Potom se smjesa stavi na magnetnu mjesalicu s dodanim magnetnim mjesa¢em te mijesa do
potpunog otapanja emulgatora u vodi. Kod izrade emulzije s Polisorbat-om 60 kao
surfaktantom, bilo je nuzno lagano zagrijavanje radi pospjeSenja njegove topljivosti. Nakon
otapanja surfaktanta u procis¢enoj vodi, otopini je dodana prethodno odvagana adekvatna
koli¢ina sojinog ulja te je ponovno smjesa stavljena na mijeSanje (magnetna mjeSalica, s
dodanim magnetnim mjeSacem). Brzina mijeSanja na magnetnoj mjeSalici u oba slucaja je
bila izmedu 600 i 700 rpm. Postupak je ponovljen pet puta s rastu¢im koncentracijama
ispitivanog emulgatora.

Dobivene grube emulzije su, potom, obradene Ultra turrax ( IKA-Werke GmbH & Co.
KG, Njemacka) dispergiraju¢im uredajem brzinom od 6000 rpm, svaki uzorak u trajanju od 5
minuta. Uzorci su prebaceni u IsoLab polipropilenske spremnike volumena 50 ml.

Zavrsni korak priprave nanoemulzija obrada je uzoraka mikrofluidizatorom (Model
M-110eH-30 Microfluidizer Processor, Microfluidics, SAD). Priprava mikrofluidizacijom
omogucena je suradnjom s farmaceutskom tvrtkom PLIVA HRVATSKA d.o.0. Emulzije su

procesuirane kroz deset propustanja pri tlaku od 1000 bar te brzini protoka 238 ml/min.

3.2.2. Ispitivanje veli¢ine i indeksa polidisperznosti

Ispitivanje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti (PDI) pripravljenih
nanoemulzija provedeno je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (PCS) temeljenom na
dinami¢kom rasprsenju svjetlosti (dynamic light scattering; DLS) na Zetasizer 3000HS
uredaju (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments, Velika Britanija). Mjerenje se provodi
obasjavanjem uzorka monokromatskom koherentnom laserskom zrakom te detektiranjem
intenziteta svjetlosti rasprSene na kapljicama pod odredenim kutem. U ovom slucaju rije¢ je o
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10mW He-Ne laseru, valne duljine 633 nm (Zetasizer 1000/2000/3000: Hardware Manual,
2000). Mjerenje se provodi pod kutem od 90° pri temperaturi od 25 °C. Uredaj provodi
ispitvanje u tri ciklusa po deset mjerenja te ispisuje rezultate aritmeticke sredine svih rezultata
odredivanja veli¢ine i indeksa polidisperznosti (Zetasizer 1000HS/3000HS: Size
measurements, Manual, 2001). Svi su wuzorci prije mjerenja razrijedeni filtriranom
procis¢enom vodom (prema shemama prikazanim u tablici 2 i tablici 3).

Optimalno razrjedenje za mjerenje veliCine Cestica 1 indeksa polidisperznosti
ispitivano je koriste¢i nanoemulziju s 2,5% (m/m) Polisorbata 80 (tablica 4). Analizom
dobivenih rezultata uzeto je razrjedenje od 400x kao relevantno i okvirno, uz odredene
korekcije zbog korigiranja procesnih parametara (vidljivo u tablici 2 i tablici 3).

Za svaku od pripremljenih nanoemulzija ispitivanje veli¢ine i polidisperznosti je
provedeno dva puta. Prvo mjerenje obavljeno je odmah nakon njihove obrade
mikrofluidizatorom. Drugo je ispitivanje provedeno u svrhu promatranja stabilnosti dobivenih

nanoemulzija i obavljeno je 10 dana nakon procesuiranja uzoraka mikrofluidizatorom.

Tablica 2. Procjena najoptimalnijeg razrijedenja za ispitivanje veli¢ine kapljica i
indeksa polidisperznosti (PDI), mjerenjem navedenih parametara za nanoemulziju s 2,5%

(m/m) Polisorbata 80. Uzorak je razrijedivan filtriranom pro¢is¢enom vodom.

Uzorak Veli¢ina kapljica (hm) PDI
Razrijedenje
100x 141,8 £ 2,0 0,270 + 0,048
200x 147,7+29 0,292 + 0,031
400x 149,2 + 3,8 0,231+ 0,007
800x 146,9 + 2,7 0,238 + 0,045
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Tablica 3. Prikaz razrjedenja uzoraka nanoemulzija za mjerenje veli¢ine kapljica i
indeksa polidiperznosti. Uzorci su razrijedeni filtriranom procis¢enom vodom. P80 oznaka
odnosi se na nanoemulzije s Polisorbatom 80, P60 na nanoemulzije s Polisorbatom 60, PIF68

na one s Pluronicom F68, CrEL na nanoemulzije s Cremophorom EL.

Uzorak P80 P60 PIF68 CrEL
Udio
surf. (m/m)
0,5% 400x 400x 400x 400x
1% 400x 400x 400x 400x
2,5% 400x 400x 400x 400x
5% 400x 200x 400x 100x
10% 50x 100x 100x 50x
100x
200x

Tablica 4. Prikaz razrjedenja uzoraka nanoemulzija za mjerenje veli¢ine kapljica i
indeksa polidiperznosti u ispitivanju stabilnosti. Razrijedenja su radena filtriranom
proc¢is¢enom vodom. P80 oznaka odnosi se na nanoemulzije s Polisorbatom 80, P60 na
nanoemulzije s Polisorbatom 60, PIF68 na one s Pluronicom F68, CrEL na nanoemulzije s
Cremophorom EL.

Uzorak P80 P60 PIF68 CreL
Udio
surf. (m/m)
0,5% 400x 400x 400x 400x
1% 400x 400x 400x 400x
2,5% 400x 400x 400x 400x
5% 400x 200x 400x 100x
10% 100x 100x 100x 50x
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3.2.3. Mjerenje zeta-potencijala

Zeta-potencijal odreden je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (PCS) uz
Zetasizer 3000HS uredaj. Kod odredivanja sustav koristi 10mW He-Ne laser, valne duljine
633 nm (Zetasizer 1000/2000/3000: Hardware Manual, 2001).

Za svaku od pripravljenih nanoemulzija mjerenje zeta-potencijala je provedeno dva
puta. Prvo mjerenje obavljeno je odmah nakon njihove obrade mikrofluidizatorom. Drugo je
ispitivanje provedeno u svrhu promatranja stabilnosti dobivenih nanoemulzija i obavljeno je
10 dana nakon procesuiranja uzoraka mikrofluidizatorom.

Svi uzorci prije mjerenja razrijedeni su filtriranom 10 mM otopinom natrijevog

Klorida (prema tablici 5.). Ispitivanje je provedeno pri temperaturi od 25 °C.

Tablica 5. Prikaz razrjedenja uzoraka nanoemulzija za mjerenje zeta potencijala.
Razrijedenja su radena filtriranom 10mM otopinom NaCl. P80 oznaka odnosi se na
nanoemulzije s Polisorbatom 80, P60 na nanoemulzije s Polisorbatom 60, PIF68 na one s

Pluronicom F68, CrEL na nanoemulzije s Cremophorom EL.

Uzorak P80 P60 PIF68 CreL
Udio
surf.(m/m)
0,5% 200x 200x 200x 200x
1% 200x 200x 200x 200x
2,5% 200x 200x 200x 200x
5% 200x 200x 200x 200x
10% 200x 200x 200x 200x
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3.2.4. Ispitivanje stabilnosti

Pripremljenim nanoemulzijama ispitana je i stabilnost ponavljanjem mjerenja velicine
kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala 10 dana nakon procesuiranja uzoraka
mikrofluidizatorom. Uzorci su izmedu mjerenja Cuvani na +4 °C. Promatran je utjecaj
vremena na ispitivane parametre. Takoder, promatrana je i stabilnost nanoemulzija u smislu
razdvajanja faza.

Nanoemulzije pripravljene koriste¢i Pluronic F68 kao emulgiraju¢i agens, zbog
sumnje na potencijalnu adsorpciju ulja na stijenke IsoLab plasti¢ne tube, raspodijeljene su u
tri vrste spremnika: IsoLab polipropilenski spremnik (50 ml); Falcon polipropilenski
spremnik (50 ml); stakleni spremnik od borosilikatnog stakla prve skupine hidroliticke
otpornosti (5 ml). Nanoemulzijama pohranjenim u razli¢ite spremnike ispitivani su veli¢ina
kapljica, indeks polidisperznosti i zeta-potencijal 10 dana nakon obrade uzorka

mikrofluidizatorom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Ispitivane nanoemulzije izradivane su koriStenjem sojinog ulja, kao disperzne faze, te
Cetiri razli¢ita surfaktanta: Polisorbata 80, Polisorbata 60, Pluronica F68, Cremophora EL.
Koristenje sojinog ulja Cesto je u farmaceutici, pogotovo u pripremi emulzijskih i drugih
lipidnih terapijskih sustava. Upotreba sojinog ulja kao uljne faze u pripremi nanoemulzija
opisana je u literaturi (Hwang i sur., 2009; Sadurni i sur., 2005; Hamouda i sur., 1999). Za
svaki od surfaktanata radeni su uzorci s pet razli¢itih njihovih koncentracija: 0,5, 1, 2,5, 5 i
10% (m/m). Dobivenim nanoemulzijama odredivani su veli¢ina Kkapljica, indeks
polidisperznosti te zeta potencijal. Ispitana je i stabilnost ponovnim mjerenjem navedenih

parametara 10 dana nakon obrade mikrofluidizatorom.

4.1. Odredivanje veli¢ine kapljica nanoemulzija i indeksa polidisperznosti

4.1.1 Nanoemulzije s Polisorbatom 80

Polisorbat 80 (HLB=15,0) neionski je tip surfaktanta, monooleatni ester polioksietilen
(20) sorbitana. Prema svojoj HLB vrijednosti pogodan je za pripravu U/V tipa emulzija (ICI
Americas Inc., 1976). Njegova primjena u nanoemulzijskim sustavima opisana je u literaturi.
Cesto se navodi kombinacija sa Span surfaktantima u dobivanju stabilnih nanoemulzija
veli¢ina kapljica ispod 100 nm (Solans i Sole, 2012; Hwang i sur., 2009). Komaiko i sur. u
svom istrazivanju primjeuju da su veli¢ine kapljica nanoemulzija dobivenih
samoemulgiraju¢im metodama u prosjeku manje kod koristenja Polisorbata 80 u usporedbi s
drugim surfaktantima iz njegove skupine (Polisorbat 20, 60 i 85). To objasnjavaju prisustvom
jednolan¢ane nezasi¢ene kiseline u njegovoj strukturi (Komaiko i sur., 2016).

Obradom emulzija s Polisorbatom 80 mikrofluidizatorom postignute su veli¢ine
kapljica ispod 250 nm, s tim da je vidljivo kako sama veli¢ina opada porastom udjela
surfaktanta u sustavu (slika 5). Na slici 5 takoder je vidljiv neznatan pomak vrijednosti
izmjerenih 10 dana nakon priprave u odnosu na rezultate dobivene odmah nakon
mikrofluidizacije, iz ¢ega se moze zakljuciti kako je ispitivana emulzija ostala stabilna 10

dana nakon pripreme.
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Slika 5. Ovisnost veli¢ine kapljica nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija, izrazene u nm, o udjelu (%, m/m) Polisorbata 80, mjerene neposredno nakon

priprave (Dan 0) te 10 dana nakon pripreme nanoemulzije (Dan 10).

Indeks polidisperznosti mjera je stupnja heterogenosti veli¢ine kapljica emulzije
(Garcia-Celma i sur., 2016). Pozeljna je njegova $to niza vrijednost, zbog povezanosti sa
Ostwaldovim zrenjem, kao glavnim mehanizmom destabilizacije nanoemulzija (Solans i sur.,
2005). Smatra se da je indeks polidisperznosti nizi od 0,2 dobar pokazatelj homogenosti
veli¢ine kapljica emulzije (Sadurni i sur., 2005). Dobivene vrijednosti prikazane su u tablici 6.
Vidljivo je da uzorci s 0,5, 1 te 2,5% (m/m) surfaktanta u sastavu imaju povoljniji indeks
polidisperznosti u odnosu na one s 5 i 10% (m/m), $to ih ¢ini stabilnijima s obzirom na
Ostwaldovo zrenje. Vrijednosti indeksa polidisperznosti ostaju relativno nepromijenjene i

nakon 10 dana.
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Tablica 6. Prikaz izmjerenih vrijednosti indeksa polidisperznosti (PDI) (srednja
vrijednost + standardna devijacija) pripravljenih nanoemulzija za razli¢ite udjele (%, m/m)

Polisorbata 80. Mjerenja su provedena odmah nakon priprave nanoemulzija (Dan 0) te 10

dana nakon mikrofluidizacije (Dan 10).

PDI
UZORAK Dan 0 Dan 10
0,5% 0,076 + 0,055 0,099 £ 0,025
1% 0,131 £0,021 0,087 + 0,024
2,5% 0,231 = 0,007 0,181 + 0,022
5% 0,314+ 0,017 0,319 £ 0,040
0,462 + 0,007
10% 0,438 0,012 0,398 + 0,005
0,442 + 0,029

4.1.2. Nanoemulzije s Polisorbatom 60

Polisorbat 60 (HLB=14,9) neionski je surfaktant koji tvori U/V emulzije, po strukturi
polioksietilen-20-sorbitan monostearat. Na sobnoj je temperaturi bjelkasta do Zuta viskozna

tekucina, topljiv je u vodi ( http://www.sigmaaldrich.com).

Kao $to je vidljivo na slici 6, postignuta veli¢ina kapljica nanoemulzija takoder ne
prelazi 250 nm. Veli¢ina opada povec¢anjem udjela surfaktanta te prelazi u plato iz Cega bi se
moglo zakljuciti da daljnje povecanje udjela polisorbata 60 ne bi dovelo do dodatnog
smanjenja veli¢ine kapljica. Ponovljeno mjerenje nakon 10 dana ne odskace od prethodnog,
Sto je dobar pokazatelj stabilnosti nanoemulzije prema rastu kapljica disperzne faze. Veli¢ina
je nesto manja u odnosu na nanoemulzije s Polisorbatom 80, izuzev udjela surfaktanta od
10% gdje veli¢ina kapljica pada i do 55 nm (mjerenje s Polisorbatom 80, 10 dana nakon

priprave).
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Slika 6. Ovisnost veli¢ine kapljica nanoemulzije (srednja vrijednost +

standardna devijacija), izrazene u nm, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Polisorbata 60, mjerene

neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).

Indeks polidisperznosti, ukupno gledano, nesto je nepovoljniji u odnosu na
nanoemulzije s ostalim surfaktantima, pogotovo u visim koncentracijama surfaktanta, $to bi
indiciralo povecanu osjetljivost ovih nanoemulzija na destabilizaciju putem Ostwaldovog

zrenja te kasnije flokulacije i koalescencije.
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Tablica 7. Prikaz izmjerenih vrijednosti indeksa polidisperznosti (PDI) (srednja
vrijednost + standardna devijacija) pripravljenih nanoemulzija za razlic¢ite udjele (%, m/m)
surfaktanta Polisorbata 60. Mjerenja su provedena odmah nakon priprave nanoemulzija (Dan
0) te 10 dana nakon mikrofluidizacije (Dan 10).

PDI
UZORAK Dan 0 Dan 10
0,5% 0,127 £ 0,022 0,081 + 0,033
1% 0,167 + 0,003 0,110+ 0,038
2,5% 0,336 £ 0,039 0,306 £ 0,013
5% 0,429 + 0,049 0,433 + 0,006
10% 0,621 + 0,103 0,628 £ 0,094

4.1.3. Nanoemulzije s Pluronicom F68

Pluronic F68 (HLB=29) kopolimer je etilenoksida i propilenoksida. Neionski je
surfaktant koji se koristi za pripravu U/V tipa emulzija. Topljiv je u vodi, a pri sobnoj

temperaturi (25°C) je u ¢vrstom stanju ( http://www.sigmaaldrich.com ). Polipropilenoksidni

blok Pluronic F68 surfaktanta predstavlja hidrofobni, u vodi netopljivi dio molekule, dok je
polietilenoksidni dio kopolimera hidrofilnog karaktera (Hepworth, 2006).

Nakon prvog mjerenja (odmah po obradi mikrofluidizatorom) nanoemulzija
formiranih uz Pluronic F68, uzorak je raspodijeljen u tri vrste spremnika (Isolab plasti¢ne
tuba za centrifugiranje, Falcon sterilne tube za centrifugiranje, staklene spremnike), zbog
sumnje na potencijalnu adsorpciju ulja na stijenke Isolab plasticne tube. Za svaki od
spremnika obavljeno je mjerenje 10 dana nakon mikrofluidizacije i usporedeni rezultati su
vidljivi na slici 7. Postignuta veli¢ina kapljica ostala je relativno nepromijenjena kod
ponovljenih mjerenja za sva tri tipa spremnika, u usporedbi s prvim ispitivanjem. Kapljice su,
takoder, nesto vece u odnosu na emulzije pripremljene sa ostalim surfaktantima.

Kod nanoemulzija s Pluronicom F68, nakon 10 dana, primjecena je pojava vrhnjenja

u sva tri tipa spremnika kod udjela surfaktanta od 10%. Uzorci su, stoga, prije drugog
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mjerenja dobro promuckani. Wulff-Pérrez i sur. u svom su ispitivanju takoder primijetili
razdvajanje faza kod nanoemulzija sa sojinim uljem i viS§im koncentracijama Pluronica F68.

No, njihovi uzorci sadrze znatno veéi udio uljne faze (25%, V/V) (Wulff-Pérrez i sur., 2009).
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Slika 7. Ovisnost veli¢ine kapljica nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija), izrazene u nm, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Pluronica F68, mjerene neposredno

nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10) u razli¢itim
tipovima spremnika.

Sto se tie rezultata ispitivanja veli¢ine kapljica nanoemulzija s Pluronicom F68 kao
surfaktantom, nema nekih znacajnih razlika u veli¢ini kapljica i vrijednosti indeksa
polidisperznosti kod uzoraka u razlicitim tipovima spremnika (plastika, staklo). Dobivene
nanoemulzije se, s obzirom na mjerenja veli¢ine, mogu smatrati stabilnima. No, nuzno je
imati u vidu 1 uo¢enu pojavu vrhnjenja kod uzoraka s najviSom koncentracijom surfaktanta.

Vrijednosti indeksa polidisperznosti ostale su ujednacene i kod mjerenja 10 dana od

pripreme, s tim da nema znacajnih razlika u rezultatima triju razli¢itih spremnika (vidljivo u
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tablici 8). 1zmjereni rezultati, ukupno gledani, najpovoljniji su u usporedbi s nanoemulzijama

pripravljenim s ostala tri emulgatora, kada se govori o heterogenosti veli¢ine kapljica.

Tablica 8. Prikaz izmjerenih vrijednosti indeksa polidisperznosti (PDI) (srednja
vrijednost + standardna devijacija) pripravljenih nanoemulzija za razli¢ite udjele (%, m/m)
surfaktanta Pluronica F68. Mjerenja su provedena odmah nakon priprave nanoemulzija (Dan
0) te 10 dana nakon mikrofluidizacije (Dan 10).

PDI
UZORAK Dan 0 Dan 10 (Falcon) Dan 10 (Isolab) Dan 10 (staklo)
0,5% 0,124 + 0,006 0,115 +0,020 0,088 + 0,051 0,227 £ 0,041
1% 0,121 £0,033 0,073 + 0,055 0,117 £0,054 0,129 £ 0,048
2,5% 0,050 + 0,040 0,142 £ 0,031 0,140 £ 0,033 0,142 £0,013
5% 0,212 + 0,045 0,201 £ 0,035 0,214 + 0,020 0,191 £0,018
10% 0,350 £ 0,050 0,334 £ 0,068 0,352+ 0,074 0,280 + 0,008

4.1.4. Nanoemulzije s Cremophorom EL

Cremophor EL neionski je surfaktant, produkt polioksietilacije 35 mola etilenoksida
na 1 mol ricinusovog ulja. Cesto je koristen u farmaceutskoj industriji kao surfaktant ili
solubilizator hidrofobnih tvari (Rowe 1 Quinn, 2009). Pri sobnoj je temperaturi (25°C)
Zuckasta uljasta tekucina, karakteristicnog mirisa. Topljiv je u vodi (HLB=12-14) te tvori U/V
emulzije (Cannon i sur., 2008).

Veli¢ina kapljica nanoemulzija pripravljenih uz Cremophor EL kao surfaktant ostala je
gotovo ista i kod ponovljenog mjerenja 10 dana nakon mikrofludizacije, kao sto je vidljivo na

slici 8. Izmjerene vrijednosti slicne su onima dobivenima za nanoemulzije s Polisorbatom 60 i
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nesto su manje u odnosu na veli¢ine kod emulzija s Polisorbatom 80 i Pluronicom F68. S
obzirom na rezultate oba ispitivanja, nanoemulzije s Cremophorom EL mogu se smatrati
stabilnima na rast kapljica disperzne faze u vremenskom intervalu u kojem su ispitivane.
Indeks polidisperznosti takoder nije znatno razli¢it kod oba mjerenja, izuzev rezultata
ponovnog mjerenja za uzorak s udjelom surfaktanta od 0,5% , gdje je vidljivo poprili¢no
smanjenje navedene vrijednosti. Polidisperznost je poprili¢éno niska kod prve tri koncentracije
surfaktanta, dok je ona kod uzorka s 10% emulgatora medu najvisSima u usporedbi s

rezultatima ostalih nanoemulzija.
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Slika 8. Ovisnost veli¢ine kapljica nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija), izrazene u nm, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Cremophora EL, mjerene

neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).
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Tablica 9. Prikaz izmjerenih vrijednosti indeksa polidisperznosti (PDI) (srednja
vrijednost + standardna devijacija) pripravljenih nanoemulzija za razli¢ite udjele (%, m/m)
surfaktanta Cremophora EL. Mjerenja su provedena odmah nakon priprave nanoemulzija
(Dan 0) te 10 dana nakon mikrofluidizacije (Dan 10).

PDI
UZORAK Dan 0 Dan 10
0,5% 0,148 £ 0,090 0,015 + 0,000
1% 0,097 £ 0,036 0,054 £0,016
2,5% 0,181+ 0,019 0,160 £ 0,018
5% 0,383+ 0,011 0,352 +0,032
10% 0,536 + 0,066 0,557 +0,011

4.2. Ispitivanje zeta potencijala

Ispitivane nanoemulzije pripravljene su uz neionske surfaktante, stoga se ocekuju
niske vrijednosti zeta-potencijala. Stabilizacija nanoemulzija, u ovom slucaju, stericke je
prirode. Posljedica je prisustva adsorbiranog sloja surfaktanta, njegove viskoznosti i

elasti¢nosti, odnosno, kemijske strukture i konformacije molekula u sloju (Florence i sur.,
1971).

4.2.1. Zeta-potencijal nanoemulzija s Polisorbatom 80

Izmjerene vrijednosti zeta-potencijala za nanoemulzije s Polisorbatom 80 ne prelaze

-10 mV, kao §to je vidljivo na slici 9. S obzirom da je rije¢ o neionskom emulgatoru,
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postojanje slabo negativnog naboja objaSnjava se prisustvom slobodnih masnih kiselina, koje
potjecu iz uklopljenog sojinog ulja (Hwang i sur., 2009). Rezultati dobiveni mjerenjem 10

dana nakon mikrofluidizacije nesto se razlikuju od pocetnih, pogotovo kod najnizeg udjela

surfaktanta.
0 T T T T T 1
1 2 4 { 6 & 10 12
/ \’
_2 1
= -3 - T
g L \T
s 4
g +— Dan0
§ 5 -
2 -6 —&— Dan 10
i
g -7
-8
_9 -
-10
koncentracija surfaktanta % (m/m)

Slika 9. Ovisnost zeta-potencijala nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija), izrazenog u mV, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Polisorbata 80, mjerenog
neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).

4.2.2. Zeta-potencijal nanoemulzija s Polisorbatom 60

Kod mijerenja vrijednosti zeta-potencijala 10 dana nakon priprave nanoemulzija s
Polisorbatom 60 uocen je velik porast u dobivenim rezultatima, u odnosu na ispitivanje
provedeno odmah nakon mikrofluidizacije. Razlika je znacajna te je navedena pojava uocena
samo kod ovog surfaktanta (vidljivo u usporedbi sa slikama 9, 11 i 12). Moguée objasnjenje
bila bi potencijalna prisutnost nabijenog oneciS¢enja u samom surfaktantu, koje se ispoljilo

prilikom stajanja.
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Slika 10. Ovisnost zeta-potencijala nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija), izrazenog u mV, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Polisorbata 60, mjerenog

neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).

4.2.3. Zeta-potencijal nanoemulzija s Pluronicom F68

Pri usporedbi rezultata mjerenja zeta-potencijala odmah po pripremi nanoemulzija te
10 dana nakon mikrofluidizacije vidljiva je ujednacenost dobivenih vrijednosti, ¢ak i kod
razli¢itih tipova spremnika (staklo, plastika). Odstupanje je uocljivo jedino kod ponovljenog

mjerenja uzorka u Falcon plasticnom spremniku za najnizi udio surfaktanta.
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Slika 11. Ovisnost zeta-potencijala nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna

devijacija), izrazenog u mV, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Pluronica F68, mjerenog

neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).

4.2.4. Zeta-potencijal nanoemulzija s Cremophorom EL

Rezultati mjerenja zeta-potencijala nanoemulzija s Cremopforom EL kao surfaktantom
pokazuju poprilicnu ujednacenost kod usporedbe vrijednosti dobivenih mjerenjem odmah
nakon mikrofluidizacije te onih odredenih 10 dana nakon priprave. Vecina dobivenih
vrijednosti se krece u intervalu od -4 do -3mV, kao i kod glavnine rezultata dobivenih za
ostale surfaktante.

S obzirom da je rije¢ o neionskim emulgatorima, sama elektrostatska stabilizacija u
vidu repulzije istovrsnih naboja ima malo znacaja pored stericke, stoga dobivene niske
vrijednosti zeta-potencijala ne znace, nuzno, nestabilnost ispitivanih emulzija. Ponovnim
osvrtom na rezultate ispitivanja veli¢ina dobivenih kapljica disperzne faze (vidljivo na
slikama 5, 6, 7 i 8) moze se zakljuciti da su pripravljene nanoemulzije stabilne na procese

flokulacije/koalescencije i Ostwaldovog zrenja u vremenu u kojem su ispitivane.
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Slika 12. Ovisnost zeta-potencijala nanoemulzije (srednja vrijednost + standardna
devijacija), izrazenog u mV, o udjelu (%, m/m) surfaktanta Cremophora EL, mjerenog
neposredno nakon priprave (Dan 0) te 10 dana nakon priprave nanoemulzije (Dan 10).
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5. ZAKLJUCAK

e Mikrofluidizacijom su uspjeS$no pripravljene nanoemulzije koriste¢i sojino ulje te 4
razli¢ita neionska surfaktanta (Polisorbat 80, Polisorbat 60, Pluronic F68, Cremophor
EL). Pripravljenim nanoemulzijama odredeni su veli¢ina Kkapljica, indeks
polidisperznosti i zeta-potencijal. Takoder, ispitana je stabilnost ponovnim mjerenjem

navedenih parametara 10 dana nakon postupka mikrofluidizacije.

e Pokazano je da udio surfaktanta u sustavu znatno utjece na mjerene parametre.

e Velicine kapljica nanoemulzija opada porastom udjela surfaktanta u uzorku. Dobivene
vrijednosti krecu se u rasponu od 63,2 £ 0,8 do 253,7 + 6,3 nm. Rezultati veli¢ine ne

razlikuju se znacajno u ovisnosti o tipu koriStenog surfaktanta.

e Kod mjerenja indeksa polidisperznosti uocen je slican trend rasta dobivenih vrijednosti
kod svih mjerenih emulzija, u smjeru poviSenja koncentracije surfaktanta u sustavu.
Uzorci s udjelom emulgatora iznad 2,5% (m/m), u prosjeku, pokazuju nepovoljne PDI
vrijednosti te se mogu smatrati manje otpornima na destabilizaciju putem

Ostwaldovog zrenja te, kasnije, flokulacije/koalescencije.

e S obzirom na sli¢nost rezultata ispitivanja veli¢ine i indeksa polidisperznosti
provedenih odmah nakon pripreme te 10 dana nakon mikrofluidizacije kod svih
emulgatora, dobivene nanoemulzije se mogu nazvati stabilnima na procese rasta

kapljica disperzne faze u vremenu u kojem su ispitivane.

e Vrijednosti zeta-potencijala ispitivanih nanoemulzija blago su negativne i kre¢u se od
-0,9 £ 0,8 do -14,3 = 0,4 mV. Vece odstupanje uoceno je kod uzoraka s Polisorbatom
60 kod usporedbe mjerenja provedenih odmah nakon pripreme te 10 dana nakon

mikrofluidizacije.

e S obzirom da su nanoemulzije formirane uz neionske emulgatore, stabilizacija je

pretezito stericke prirode, s manjim znacajem elektrostatske repulzije kao mehanizma
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sprjecavanja flokulacije/koalescencije, stoga, promatraju¢i rezultate ispitivanja

veli¢ine, dobivene nanoemulzije se mogu smatrati stabilnima.

Uzimajuéi u obzir sva obavljena mjerenja, najbolju ujednacenost rezultata pokazuju

nanoemulzije pripravljene s Cremophorom EL.
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7. SAZETAK/ SUMMARY

Nanoemulzije, zbog svojih specifi¢nih svojstava, dobivaju sve veéi zna¢aj u odnosu na
klasicne emulzijske sustave. Mala veli¢ina kapljica disperzne faze, kineticka stabilnost i
prilagodljiv izgled (mlijecno bijele do transparentne) otvaraju im mnoga podrucja primjene,
pogotovo u farmaceutskoj industriji u vidu poboljsanih nosaca lijekova.

U ovom radu ispitivane su nanoemulzije U/V tipa sa sojinim uljem kao disperznom
fazom. U pripravi su koriStena Cetiri razli¢ita surfaktanta u rastu¢im koncentracijama:
Polisorbat 80, Polisorbat 60, Pluronic F68, Cremophor EL. Nanoemulzije su pripremljene
visokoenergetskom metodom, mikrofluidizacijom. Odredivane su im veli¢ina kapljica, indeks
polidisperznosti i vrijednost zeta-potencijala. Svaki od parametara odredivan je dva puta. Prvo
mjerenje obavljeno je odmah nakon obrade uzoraka mikrofluidizatorom, dok je drugo
provedeno 10 dana nakon mikrofluidizacije, u svrhu ispitivanja stabilnosti pripravljenih
nanoemulzija. Dobiveni rezultati ispitivanja veli¢ine pokazuju pad vrijednosti pri povecanju
masenog udjela surfaktanta u sustavu, s tim da indeks polidisperznosti pritom raste. Sve
nanoemulzije s udjelom surfaktanta iznad 2,5% (m/m) pokazuju nepovoljne vrijednosti PDI
Sto ih ¢ini manje otpornima na procese destabilizacije (Ostwaldovo zrenje, flokulacija).
Ispitivanje zeta-potencijala pokazuje prisustvo blago negativnog naboja na povrsini kapljica
kod svih ispitivanih nanoemulzija, $to je posljedica prisustva slobodnih masnih kiselina iz
sojinog ulja. Mjerenja obavljena 10 dana nakon priprave pokazuju ujednacenost s rezultatima
dobivenima odmah nakon mikrofluidizacije Izuzetak su rezultati ispitivanja zeta-potencijala
uzoraka s Polisorbatom 60, gdje je vidljivo primjetno poveéanje vrijednosti kod svih masenih
udjela surfaktanta. Ukupno gledano, najpovojnije rezultate ispitivanja dale su nanoemulzije s

Cremophorom EL kao surfaktantom.

Kljuéne rije¢i: nanoemulzija, mikrofluidizacija, sojino ulje, Polisorbat 80, Polisorbat
60, Pluronic F68, Cremophor EL
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Nanoemulsions have recently attracted increasing attention, compared to conventional
emulsions, due to their specific properties. Small droplet size, high kinetic stability, and
tunable optical transparency (milky-white to transparent) are making them suitable for wide
range of applications, especially in pharmaceutical industry, with the possible use as
improved drug carriers.

The focus of this diploma thesis was formation of O/W type nanoemulsions, with
soybean oil as a dispersed phase. Four different surfactants were used (in ascending
concentrations): Polisorbate 80, Polisorbate 60, Pluronic F68, Cremophor EL. The
nanoemulsions were formed using microfluidisation as a high energy method of preparation.
The main measured parameters were droplet size, polydispersity index and zeta-potential.
Each of them was determinated two times. The first measurement followed the preparation by
microfluidisation. The second one took place 10 days after the preparation process. The
purpose of the second quantification was to determine the effect of time on nanoemulsion
stability. The results of the droplet size measurement show the decrease of the droplet size in
correlation with the increase of surfactant concentration in the formulation. The value of PDI,
on the other hand, rises. All of the samples with the surfactant concentration of 2,5% (m/m) or
above, showed the unsuitable PDI values, which indicates their instability towards the
Ostwald rippening and flocculation process. Measurement of zeta-potential shows the low
negative surface charge of the droplets, which can be a result of free fatty acids that come
from the soybean oil. The values measured 10 days after the microfluidisation do not differ
greatly from the measurements made directly after the preparation, except for the zeta-
potential values of samples with Polisorbat 60, where the significant increase can be seen.

Taking all results into account, it can be concluded that the nanoemulsions with

Cremophor EL are the most suitable for further use.

Keywords: Nanoemulsion, microfluidisation, soybean oil, Polisorbat 80, Polisorbat 60,

Pluronic F68, Cremophor El

37



38



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveudiliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za farmaceutsku tehnologiju

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

Razvoj nanoemulzija sojinog ulja stabiliziranih neionskim surfaktantima

Glorija Parma¢

SAZETAK

Nanoemulzije, zbog svojih specifi¢nih svojstava, dobivaju sve veci znacaj u odnosu na klasi¢ne emulzijske

sustave. Mala veli¢ina kapljica disperzne faze, kineticka stabilnost i prilagodljiv izgled (mlije¢no bijele do
transparentne) otvaraju im mnoga podrucja primjene, pogotovo u farmaceutskoj industriji u vidu poboljsanih nosaca
lijekova.
U ovom radu ispitivane su nanoemulzije U/V tipa sa sojinim uljem kao disperznom fazom. U pripravi su Koristena
Cetiri razlicita surfaktanta u rastu¢im koncentracijama: Polisorbat 80, Polisorbat 60, Pluronic F68, Cremophor EL.
Nanoemulzije su pripremljene visokoenergetskom metodom, mikrofluidizacijom. Odredivane su im veli¢ina kapljica,
indeks polidisperznosti i vrijednost zeta-potencijala. Svaki od parametara odredivan je dva puta. Prvo mjerenje
obavljeno je odmah nakon obrade uzoraka mikrofluidizatorom, dok je drugo provedeno 10 dana nakon
mikrofluidizacije, u svrhu ispitivanja stabilnosti pripravljenih nanoemulzija. Dobiveni rezultati ispitivanja veliine
pokazuju pad vrijednosti pri pove¢anju masenog udjela surfaktanta u sustavu, s tim da indeks polidisperznosti pritom
raste. Sve nanoemulzije s udjelom surfaktanta iznad 2,5% (m/m) pokazuju nepovoljne vrijednosti PDI $to ih ¢ini
manje otpornima na procese destabilizacije (Ostwaldovo zrenje, flokulacija). Ispitivanje zeta-potencijala pokazuje
prisustvo blago negativnog naboja na povr$ini kapljica kod svih ispitivanih nanoemulzija, $to je posljedica prisustva
slobodnih masnih kiselina iz sojinog ulja. Mjerenja obavljena 10 dana nakon priprave pokazuju ujednacenost s
rezultatima dobivenima odmah nakon mikrofluidizacije lzuzetak su rezultati ispitivanja zeta-potencijala uzoraka s
Polisorbatom 60, gdje je vidljivo primjetno povecanje vrijednosti kod svih masenih udjela surfaktanta. Ukupno
gledano, najpovojnije rezultate ispitivanja dale su nanoemulzije s Cremophorom EL kao surfaktantom.
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SUMMARY

Nanoemulsions have recently attracted increasing attention, compared to conventional emulsions, due to their
specific properties. Small droplet size, high Kinetic stability, and tunable optical transparency (milky-white to
transparent) are making them suitable for wide range of applications, especially in pharmaceutical industry, with the
possible use as improved drug carriers.

The focus of this diploma thesis was formation of O/W type nanoemulsions, with soybean oil as a dispersed
phase. Four different surfactants were used (in ascending concentrations): Polisorbate 80, Polisorbate 60, Pluronic F68,
Cremophor EL. The nanoemulsions were formed using microfluidisation as a high energy method of preparation. The
main measured parameters were droplet size, polydispersity index and zeta-potential. Each of them was determinated
two times. The first measurement followed the preparation by microfluidisation. The second one took place 10 days
after the preparation process. The purpose of the second quantification was to determine the effect of time on
nanoemulsion stability. The results of the droplet size measurement show the decrease of the droplet size in correlation
with the increase of surfactant concentration in the formulation. The value of PDI, on the other hand, rises. All of the
samples with the surfactant concentration of 2,5% (m/m) or above, showed the unsuitable PDI values, which indicates
their instability towards the Ostwald rippening and flocculation process. Measurement of zeta-potential shows the low
negative surface charge of the droplets, which can be a result of free fatty acids that come from the soybean oil. The
values measured 10 days after the microfluidisation do not differ greatly from the measurements made directly after
the preparation, except for the zeta-potential values of samples with Polisorbat 60, where the significant increase can
be seen. Taking all results into account, it can be concluded that the nanoemulsions with Cremophor EL are the most
suitable for further use.
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