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1. UVOD

1.1. Oko kao farmakokinetski problem

Apsorpcija lijeka kroz prednje dijelove oka odreduje njegovu bioraspolozivost nakon
topikalne oftalmicke primjene. Barijere prednjeg dijela oka ogranicavaju apsorpciju lijeka u oko
te je mala bioraspolozivost lijeka jedan od glavnih problema oftalmi¢ke primjene lijekova.
Poboljsanje bioraspolozivosti lijeka u oku predstavlja veliki izazov istraziva¢ima, a u¢inkovita i
sigurna primjena oftalmickih lijekova vrlo je vazan zadatak za farmaceutsku industriju. Najcesce
upotrebljavan farmaceutski oblik za oftalmicku primjenu su kapi za oko koje su uglavnom u
obliku vodenih otopina i suspenzija. Konvencionalne vodene otopine limitirane su moguc¢nos$éu
uklapanja jedino u vodi topljivih djelatnih tvari te ¢injenicom da se, unutar 2 minute od primjene,
preko 80% pripravka eliminira putem sustava nazolakrimalne drenaZe smanjujuci apsorpciju
lijeka na manje od 1% primijenjene doze (Lallemand i sur., 2011). In vivo istrazivanja pokazuju
da se 90% primijenjene doze lijeka eliminira iz prekornealnog podru¢ja u 2 do 4 minute, ovisno o
primijenjenom volumenu. Apsorpcija lijeka je velika po primjeni nakon ¢ega slijedi njezino brzo

opadanje (Pepic, 2004a).

Nakon lokalne oftalmic¢ke primjene lijek dolazi u kontakt s brojnim preprekama njegovoj
apsorpciji $to je posljedica vrlo kompleksne anatomije i fiziologije ljudskog oka. Slozena sudbina
lijeka nakon lokalne primjene posljedica je niza parametara kao §to su strukturalna razlicitost
slojeva o¢nog tkiva te zbivanja u prekornealnom podrudju i unutrasnjosti oka, ali i karakteristike
samog farmaceutskog oblika. Neke od prepreka lokalnoj oftalmi¢koj primjeni lijekova su
dinamika suzne tekucine, nazolakrimalna drenaza, kratko vrijeme dodira s onom povrSinom,
relativna nepermeabilnost roznice te konjunktivalna i nazalna apsorpcija. Opéenito je prihvaceno
da nanotehnologija nudi moguénost razvoja terapijskih sustava koji osiguravaju uspjesno

prevladavanje prepreka oftalmicke primjene lijeka (Reimondez - Troitifio i sur., 2015).

Suze su bistra izotoni¢na otopina koju stalno luce suzne zlijezde, a rasporeduju Se po oku
treptanjem (Pepi¢, 2004b). Kolic¢ina i sastav prekornealnog suznog filma odreduju normalnu
funkciju o¢ne povrSine osiguravajuéi joj vlaznost, transparentnost i vanjsku zastitu. Upravo suzni
film pruza prvi otpor prolasku lijeka u tkivo oka zbog toga §to se vrlo brzo i ¢esto obnavlja. Na

taj naCin smanjuje se udio primijenjene doze koji ¢e biti raspoloZiv za farmakoloski ucinak.



Fizioloski mehanizmi prekornealnog podrucja oka fizicki odstranjuju strane Cestice s povrsine
oka, ali jednako ucinkovito uklanjaju i primijenjene oftalmicke pripravke. Ti mehanizmi
ukljuc¢uju dinamiku suzne tekucine (tok i isparavanje suza), vezanje lijeka na proteine suzne

tekucine i njegovu razgradnju (Pepic, 2004b).

Sustav nazolakrimalne drenaze odvodi suze s povrSine oka u nosnu Supljinu. Stalni tok suza
izlu€enih iz suznih Zlijezda ispire povrSinu oka, a zatim se odvodi iz oka kroz dva mala otvora u
unutarnjem kutu oka. Kroz te otvore suze prolaze u gornji i donji suzni kanali¢ koji ih odvode u
suznu vrecicu, zatim iz suzne vrecice u nazolakrimalni kanal i kona¢no u nosnu Supljinu. To je
protektivni aparat oka koji mu kontinuiranim ispiranjem omogucuje odrzavanje vlaznosti i zastitu

od prasine i drugih iritirajucih Cestica.

suzna Zlijezda

punctum
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— conha nasalis inferior

Slika 1. Suzni sustav (preuzeto s www.msd-prirucnici.placebo.hr).

Zajedno sa suznom tekuc¢inom u nosnu Supljinu odlaze i strane Cestice ili primijenjeni pripravak.
U slucaju aplikacije preobilnog volumena pripravka dodatno se aktivira refleks suzenja i
treptanja. Refleks treptanja poti¢e nazolakrimalnu drenazu (Pepi¢, 2004b). Stoga je vrijeme
dodira pripravka s o¢nom povrsinom relativno kratko iz ¢ega proizlazi i ¢injenica da je koli¢ina
lijeka koja dospije razli¢ita o¢na tkiva zna¢ajno manja od primijenjene doze. Razlog tomu je i ve¢

spomenuta brza i ¢esta obnova suzne tekucine.


http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/

Roznica je konveksni, transparentni, prednji dio vanjskog sloja koji ¢ini jednu Sestinu vanjske
o¢ne ovojnice. Ona prekriva zjenicu, Sarenicu i o¢nom vodicom ispunjenu prednju ocnu sobicu.
Prva je bioloSka barijera oka Sto ju Cini najizlozenijom vanjskim uvjetima 1 stranim tvarima.
Tkivo roznice sloZeno je u tri osnovna sloja od kojih svaki ima razli¢itu polarnost, s dva tanja
sloja, odnosno membrane, izmedu njih. To su, od povrsine prema unutrasnjosti roznice: lipofilni

epitel, Bowmanova membrana, hidrofilna stroma, Descemetova membrana i lipofilni endotel.

viseslojni
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Slika 2. Popre¢ni presjek roznice (preuzeto iz Pepic, 2004Db).

S obzirom da se sastoji i od lipofilnih i hidrofilnih strukura roznica je selektivna barijera
apsorpciji 1 hidrofilnih i lipofilnih lijekova. Najznacajnija prepreka vanjskim utjecajima, pa tako i
prolasku molekula lijekova, je vanjski povrsinski sloj - epitel roznice. On se sastoji od 5-6 gusto
slozenih slojeva stanica. Lipofilni stani¢ni slojevi epitela ¢ine 90% ukupne koli¢ine stanica
roznice te se znacajno opiru permeaciji topikalno primijenjenih hidrofilnih lijekova. Osim toga,

povrsinske stanice epitela roznice povezane su dezmosomima i tzv. ¢vrstim vezama (eng. tight



junctions). Cvrste veze medu stanicama usporavaju paracelularni prolazak molekula iz suznog
filma u unutarstani¢ne prostore epitela kao i u ostale, unutarnje slojeve roznice. Na taj nacin
slojevi epitela formiraju u¢inkovitu barijeru ne samo za veéinu mikroorganizama, nego i za

lijekove Sto ¢ini epitel roznice glavnim regulatorom apsorpcije primijenjenih oftalmika.

Za ucinkovitu apsorpciju kroz kornealnu barijeru lijek bi trebao imati 1 lipofilne 1 hidrofilne

karakteristike te imati dovoljno malu veli¢inu molekula (Pepi¢, 2004b).

1.1.1. Potencijal nanoemulzija u oftalmickoj primjeni
Lipidni terapijski nanosustavi, u koje se ubrajaju i nanoemulzije, pokazuju potencijal za
poboljsanje bioraspolozivosti lijeka U oku te kontroliranog i ciljanog oslobadanja i smanjenja

ucestalosti nuspojava (Gan i sur., 2013).

Jedan od uzroka postizanja ovih povoljnih ucinaka, Cinjenica je da se nanoemulzije u
kontaktu s o¢nom povr§inom ponasaju poput umjetnog suznog filma. Suzni se film sastoji od tri
sloja: vanjskog lipidnog sloja koji sprjecava isparavanje vodenog sloja smjestenog ispod njega te
mukoznog sloja najblizeg roznici koji izlu€uje hidrofilni gel na povrSinu hidrofobnog epitela
roznice ¢ime se omogucuje ravnomjerna raspodjela vodenog sloja po povrsini oka. Vodeni sloj je
volumno najzastupljeniji sloj suznog filma. Od velike je vaznosti da se rasporedi po cijeloj
povrsini oka, kao i da s nje ne ispari, jer on opskrbljuje stanice epitela roznice kisikom 1 odrzava
povrsinu oka glatkom. Nakon primjene pripravka na povrSinu oka, kapljice nanoemulzije dolaze
u kontakt sa suznim filmom kojem su vrlo sli¢ne svojim sastavom. Vodena faza emulzije moze
povecati vodeni sloj suznog filma i1 dodatno ovlaZiti roZnicu. Raspadanjem uljnih kapljica
oslobada se uklopljena djelatna tvar, a uljna faza se sjedinjuje s prirodnim lipidnim slojem
suznog filma te tako sudjeluje u ograni¢avanju gubitka vodenog sloja isparavanjem (Gan i sur.,
2013). Istrazivanja su pokazala da emulgatori mogu pojacati mukozni sloj i tako unaprijediti
sposobnost ovlazivanja koju prirodno posjeduje suzni film (www.reviewofoptometry.com).
Ovakvo ponasanje nanoemulzija vrlo je korisno u lije¢enju sindroma suhog oka (Gan i sur.,

2013).
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Slika 3. Dvije osnovne prepreke topikalnoj primjeni lijeka u oko: suzni film i roznica

(preuzeto iz Gan i sur., 2013).

Kratko zadrzavanje pripravka na povrSini oka takoder je velika prepreka uspjesnoj primjeni
oftalmika. Nanoemulzije mogu pridonijeti poboljSanju bioraspolozivosti nakon topikalne
primjene oftalmika produzujuci vrijeme dodira s ocnom povrSinom i poveéavajuci transkornealnu
ili transkonjunktivalnu apsorpciju lijeka. Lipidne sastavnice nanoemulzija ulaze u interakcije s
lipidnim slojem suznog filma Sto omogucuje duze zadrzavanje u konjunktivalnoj vrecici i

postupno oslobadanje (ponaSanje poput depo lijeka). Osim toga, emulgatori pridonose smanjenju



kontaktnog kut izmedu kapi nanoemulzije i povrSine roznice. Zbog smanjenja kuta mocenja

emulzija ima dobra svojstva Sirenja po povrSini oka, a i sposobnost ovlazivanja se pobolj$ava.

Nadalje, kapljice nanoemulzije se mogu modificirati kationskim materijalima kako bi se dobili

pozitivno nabijeni nosaci lijeka. Pozitivni naboj na povrsini kapljica pospjesuje dulje zadrzavanje

na povrsini oka zbog elektrostatskih interakcija s negativno nabijenom povrSinom oka (Alany i
sur, 2006; Gan i sur., 2013; Aoki i sur, 2005).
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Slika 4. Kationske emulzije pobolj$avaju sposobnost vlazenja povrsine oka. Elektrostatsko

privlacenje izmedu kationske nanoemulzije i negativno nabijene povrSine roznice povecava

sposobnost vlazenja povrsine oka (lijevo). Smanjeni kut mocenja kationske nanoemulzije, u
odnosu prema fiziolo$koj otopini (desno); (preuzeto iz Gan i sur., 2013).



1.2. Svojstva i karakterizacija nanoemulzija

Nanoemulzije su disperzni sustavi, koji se sastoje od dviju tekuéina koje se medusobno ne
mijesaju, a stabilizirani su prikladnim surfaktantom. Prosje¢ni promjer kapljica unutarnje faze
manji je od 1000 nm, a najcesce se krec¢e izmedu 20 i 200 nm (Dhas i sur., 2016; Jaiswal i sur.,
2015; Ee i sur., 2008) ili izmedu 10 i 500 nm (Sharma i sur., 2013). Nanoemulzije (U/V)
uspjesno se primjenjuju u parenteralnoj prehrani, a od nedavno su se pocele intenzivno istrazivati
i kao nosaci lijekova odnosno terapijski sustavi za razliite puteve primjene, kao §to su
intravenska, intramuskularna, oralna, rektalna, dermalna i oftalmi¢ka (Hollrmann i Zimmer,
2016; Dordevic¢ i sur., 2013). Kako bi razjasnili prednosti nanoemulzija u odnosu na klasi¢ne

oftalmicke pripravke nuzno je razmotriti njihova osnovna svojstva i karakteristike.

1.2.1. Veli¢ina kapljica i polidisperznost

Osnovna svojstva nanoemulzija su prosjec¢na veli¢ina kapljica 1 njihova polidisperznost. Za
odredivanje tih svojstava najéesce se koristi metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti ili fotonska
korelacijska spektroskopija, a takoder se koriste i metode elektronske mikroskopije (Garcia-
Celmai sur., 2016).

Veli¢ina kapljica nanoemulzije kljuéni je faktor u odredivanju farmakokineti¢kih svojstava
uklopljenog lijeka stoga je odredivanje tog faktora klju¢no ispitivanje tijekom razvoja
nanoemulzija. Metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti temelji se na Cinjenici da ¢e kapljice
disperzne faze rasprsiti svjetlo pod kutem koji je obrnuto proporcionalan njihovoj veli¢ini.
Polidisperznost je izraz koji se koristi za opisivanje uniformnosti raspodjele veli¢ina. Kod
karakterizacije nanoemuzija to je mjera heterogenosti veli¢ine dispergiranih kapljica. Ta veliina
proporcionalna je standardnoj devijaciji funkcije raspodjele veli¢ine ¢estica — DSD (eng. droplet
size distribution). Sto je veéa standardna devijacija, to je veéa polidisperznost (Garcia-Celma i
sur., 2016). DSD funkcija je obi¢no prikazana dijagramima ili histogramima koji prikazuju

raspodjelu veli¢ina i moze imati jedan ili viSe, simetri¢nih ili asimetri¢nih pikova.

Najc¢esc¢e koristene veli¢ine koji opisuju polidisperznost su raspon (eng. span), indeks
polidisperznosti — PDI (eng. polydispersity indeks) i koeficijent varijacije — CV%. Spomenute

veli¢ine dobivaju se na sljede¢i nacin:



span = Dgo— D19
50

Dgyy — veli¢ina Cestica od koje je manje 90% Cestica cijelog uzorka
D1 — velidina Cestica od koje je manje 10% Cestica cijelog uzorka

Ds — veli¢ina Cestica koja odogovara vrijednosti kumulativnog udjela od 50%; ta
vrijednost poznata je kao medijan

2
PD| = (L)
Dso

¢ — standardna devijacija

CV% = —— x 100 = vPDI x 100

50

1.2.2. Stabilnost

Stabilnost se moze definirati kao sposobnost sustava da zadrZi svoja svojstva tijekom
vremena ili pod utjecajem vanjskih faktora (Garcia-Celma i sur., 2016). Nanoemulzije su
termodinamicki nestabilne — slobodna energija koloidne disperzije (kapi ulja u vodi) je veéa od
slobodne energije odvojenih faza (ulje i voda). Medutim, ako se osigura dovoljna energetska
barijera izmedu ove dvije faze, nanoemulzije ¢e biti kineti¢ki stabilne (Pordevi¢ i sur., 2013).
Osnovno svojstvo koje odreduje visoku kineticku stabilnost nanoemulzija i koje im omogucuje
otpornost na procese sedimentacije i vrhnjenja je mala veli¢ina kapljica. Nestabilnost je kod
nanoemulzija najceS¢e posredovana agregacijom kapljica, Sto uzrokuje rast veli¢ine kapljica 1
zbog Cega se gube sve posebne karakteristike koje ovi sustavi imaju upravo zbog veli¢ine
kapljica u nanometarskom podrucju. Osnovni izvor nestabilnosti nanoemulzija je proces
Ostwaldovog zrenja zbog kojeg vece kapljice, Cija je potencijalna energija veca, privlace manje
kapljice i tako jo$ vise rastu. Uslijed ovakvog sporog i postupnog povecanja veli¢ine kapljica u
kona¢nici moze do¢i do odvajanja faza nanoemulzije. Postoje i drugi procesi koji mogu

uzrokovati promjenu sastava nanoemulzija i time promijeniti njihova svojstva i ometati



funkcionalnost, npr. kemijske promjene ili degradacija sastavnica nanoemulzije. Do takvih
promjena dolazi uslijed kontakta s atmosferskim kisikom ili drugim oksidansima, izloZenosti
suncevom svjetlu Sto rezultira fotokemijskim rekacijama ili zraku S§to moze dovesti do
degradacije djelovanjem mikroorganizama. Kako bi se sprije¢ile oksidacija i biodegradacija u

formulacije se dodaju antioksidansi i konzervansi.

1.2.3. Opticka svojstva

Veli¢ina kapljica i njihova koncentracija su faktori koji odreduju boju i transparentnost —
najznacajnija opti¢ka svojstva nanoemulzija. Nanoemulzije se vizualno razlikuju od klasi¢nih
emulzija jer njihove kapljice mogu biti znatno manje od valnih duljina svjetlosti vidljivog dijela
spektra (Mason i sur, 2006). Transparentnost se moze posti¢i ne samo smanjenjem veliine
Cestica, nego i uskladivanjem indeksa refrakcije dispergirane i kontinuirane faze. Da bi se
uskladili indeksi refrakcije mogu se dodati razli¢ita suotapala i topljive tvari (Garcia-Celma i sur.,
2016).

Slika 5. Nanoemulzija (lijevo) — promjer kapljica 35 nm i makroemulzija (desno) — promjer

kapljica 1um (preuzeto iz Solans i sur., 2005).



1.2.4. ReoloSka svojstva

Reologija je znanstvena disciplina koja proucava te¢enje materijala i/ili njegove deformacije
pri djelovanju neke vanjske sile. Promjene u strukturi i sastavu nanoemulzija rezultiraju
mjerljivim promjenama reoloskih svojstava §to ¢ini reoloSku karakterizaciju vaznim vidom
karakterizacije nanoemulzija tijekom njihovog razvoja, ali i kontrole kvalitete gotovih pripravaka
(Tadros, 2013). Nanoemulzije pokazuju razli¢ita reoloska svojstva u rasponu od Newtonovih
sustava do viskoelasti¢nih sustava razli¢ite konzistencije (Garcia-Celma i sur., 2016). Reoloska
svojstva nanoemulzija mogu se regulirati kontroliraju¢i volumni udio dispergirane faze i veli¢inu
kapljica te dodatkom soli i tvari koji poticu geliranje (primjerice polimeri ¢ijjom medusobnom

interakcijom ili interakcijom s disperznom fazom nanoemulzije dolazi do nastanka gela).

1.2.5. Elektrokemijska svojstva

Ravnoteza izmedu privlacnih 1 odbojnih sila koje se pojavljuju medu kapljicama
nanoemulzije vazna je za njihovu stabilnost. Kapljice nanoemulzije mogu biti i nabijene Cestice.
Taj naboj moze potjecati od ionskih surfaktanata, razlic¢itih elektrolita, slobodnih masnih kiselina
iz koriStene uljne faze i sl. Za elektrokemijsku karakterizaciju ovih sustava najcesc¢e koristimo
sljedece veliCine: specificna elektricna provodljivost (k) i povrSinski elektriéni naboj (zeta-

potencijal) (Garcia-Celma i sur., 2016).

Specifi¢na elektriéna provodljivost je mjera sposobnosti materijala da provodi elektri¢nu
struju. Moze upotrijebiti za odredivanje tipa emulzije. Budué¢i da U/V tip emulzije karakteriziraju
relativno visoke vrijednosti specifi¢ne provodljivosti dok V/U tip pokazuje vrlo niske vrijednosti,
moguce je proucavati procese inverzije faza promatraju¢i promjene vrijednosti specificne
provodljivosti s promjenom temperature ili koncentracije neke od komponenti (Garcia-Celma i
sur., 2016).

Surfaktanti koji okruzuju kapljice unutarnje faze mogu biti nabijene molekule (ionski
surfaktanti) ili molekule koje mogu ionizirati ovisno o okolini (amfoterni surfaktanti). Takoder,
kontinuirana faza moze sadrzavati elektrolite. Postojece elektrokemijske teorije opisuju kako se
ioni suprotnog naboja u vanjskoj fazi premijestaju u blizinu kapljice kako bi neutralizirale viSak

naboja koji se nalazi na povrsini kapljice, tvoreci elektri¢ni dvosloj (Garcia-Celma i sur., 2016).
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Unutrasnji sloj toga dvosloja naziva se Sternov sloj gdje su suprotno nabijeni ioni ¢vrsto vezani
na povrsinu kapljice, a vanjski sloj elektricnog dvosloja difuzijski je sloj gdje su ioni slabije
vezani na povr$inu kapljice te je taj sloj pomic¢an (Gouy-Chapmanov sloj). U difuzijskom sloju
postoji imaginarna granica unutar koje je Sternov sloj te dio "vezanih™ iona difuzijskog sloja koji
u elektri¢cnom polju putuju prema elektrodi suprotnog naboja zajedno s nabijenom cesticom. Oni
ioni koji se nalaze izvan zamiSljene granice ne gibaju se s ¢esticom. Potencijal na toj granici,
odnosno plohi smicanja je zeta-potencijal. Vrijednost zeta-potencijala govori o stabilnosti
nanoemulzije, a moze se odrediti iz elektroforetske pokretljivosti kapljica. Visoko pozitivan ili
visoko negativan zeta-potencijal na povrsini Cestica uzrokovat ¢e njihovo medusobno odbijanje.
U odsutnosti stericke stabilizacije kapljica, generalno je prihvaéeno da je potrebna vrijednost
zeta-potencijala pozitivnija od +30 mV ili negativnija od -30 mV kako bi disperzija bila stabilna
(Garcia-Celma i sur., 2016).

Elektricni dvosloj 1 zeta potencijal

Cestica s negativaim povrSinskim nabojem ! Stemov potencijal

mV

Udaljenost od povrSine Cestice

Abd Karim Alias, 2013©

Slika 6. Elektri¢ni dvosloj i zeta potencijal (preuzeto sa

www.slideshare.net/akarim717/emulsion-stability).
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1.3. Metode izrade nanoemulzija

Metode izrade nanoemulzija dijele se s obzirom na koli¢inu energije koju je potrebno dovesti
sustavu da bi se one formirale. Ako je potrebna energija dobivena od nekog vanjskog izvora
(mehanicki uredaji) radi se o visokoenergetskim metodama, dok se kod niskoenergetskih metoda

iskoriStava energija pohranjena u sustavu.

1.3.1. Visokoenergetske metode

Visoko energetske metode ovise o mehanickim uredajima koji stvaraju snazne, razorne sile
potrebne za smanjenje veliCine kapljica. NajCesce koristeni mehanicki uredaji za proizvodnju
nanoemulzija su homogenizatori pod visokim tlakom, mikrofluidizatori i ultrasonikatori. Najveca
prednost visokoenergetskih metoda je u tome $to se pomoc¢u ovih uredaja gotovo bilo koje ulje
moze podvrgnuti nanoemulzifikaciji. Nedostatci su visoka cijena te osjetljivost lijekova na

spomenute razorne sile koje ovi uredaji stvaraju.

Rad mikrofluidizatora temelji se na hidraulickom sustavu koji dovodi stlateno hidraulicko
ulje do potisne visokotlaéne pumpe (Microfluidizer® Processor: Priru¢nik za uporabu, 2012).
Potisna pumpa pojacava hidrauli¢ki tlak i pretvara ga u tlak koji djeluje na uzorak koji se
obraduje. Radni tlak koji se na ovaj nacin postize moze dosegnuti i 2000 Bara. Za vrijeme
perioda usisavanja, pumpa mikrofluidizatora vu¢e uzorak iz ulaznog spremnika u tlacnu komoru
preko ulaznog nepovratnog ventila. Zatim slijedi period snaznog potiska za vrijeme kojeg je
uzorak izloZen konstantnoj razini tlaka. Stlaceni uzorak ulazi u interakcijsku komoru gdje prolazi
vrlo uskim mikrokanalima stalnih dimenzija pri ¢emu dolazi do ubrzanja protoka uzorka do
brzine vrlo visokih vrijednosti. Ovdje na uzorak djeluju dvije sile zbog kojih dolazi do Zeljenog
rezultata (smanjenja veli¢ine kapljica): sila smicanja koja uzorkuje deformaciju uzorka zbog
doticaja sa stijenkama mikrokanali¢a pri visokoj brzini i sila sudara koja se javlja kada struja
uzorka velike brzine djeluje sama na sebe. Nakon izlaska iz interakcijske komore uzorak se dalje
procesuira i prolazi kroz pomo¢ne module za obradu. Izmjenjiva¢ topline vracéa struju uzorka na
sobnu temperaturu. Obi¢no se grube emulzije viSe puta propustaju kroz mikrofluidizator

(ponekad i do 100 ciklusa) dok se ne postigne Zeljena velic¢ina kapljica i indeks polidisperznosti.
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Slika 7. Mikrofluidizator (preuzeto iz Microfluidizer® Processor: Priru¢nik za uporabu, 2012).

Slican je i princip rada visokotlatnog homogenizatora gdje visokotlatna pumpa tjera grubu
emulziju kroz vrlo sitne otvore zbog ¢ega se velike kapljice unutarnje faze razbijaju u manje. Kod
ultrasonikacije koriste se zvu€ni valovi visoke frekvencije. U ultrasonikatoru valovi visoke
energije stvaraju turbulentnu silu koja razara kapljice (kavitacija) (Gupta i sur., 2016).
Visokotla¢na homogenizacija i ultrasonikacija se, kao i mikrofluidizacija, ponavljaju do Zeljene

veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti.
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1.3.2. Niskoenergetske metode
Razvoj niskoenergetskih metoda izrade nanoemulzija posljedica je prouc¢avanja intrinzi¢nih
fizicko-kemijskih svojstava i medudjelovanja ulja, surfaktanata, kosurfaktanata, vodene faze i

djelatnih tvari. Dijele se na metode spontanog emulgiranja i metode fazne inverzije.

Kod spontanog emulgiranja U/V emulzija nastaje kada se otopina ulja u vodotopljivom
organskom otapalu (npr. etanol, aceton) pomijeSa s vodom. Polarno organsko otapalo tada
difundira u vodenu fazu te nastaje sustav kapljica ulja dispergiranih u vodenoj kontinuiranoj fazi
(Garcia-Celma i sur., 2016). Umjesto polarnog organskog otapala u vodenu fazu moze difundirati

i koristeni, najcesce polioksietilirani, surfaktant.

Za razliku od ostalih, metode fazne inverzije zapocinju V/U makroemulzijom koja se zatim
transformira u U/V nanoemulziju zbog promjena u sastavu ili temperaturi (Gupta i sur., 2016).
Najcesce koristena metoda ove vrste je metoda temperature fazne inverzije (eng. phase inversion
temperature, PIT). Obi¢no se gruba V/U emulzija zagrijava na temperaturu iznad predodredene
temperature fazne inverzije (PIT) koja je specifi¢na za danu formulaciju, te se zatim naglo hladi
ili razrjeduje vodenom fazom. Pri temperaturi fazne inverzije dolazi do transformacije smjese iz
V/U u U/V emulziju. Ova inverzija moguca je zbog razliite topljivosti surfaktanta u uljnoj i

vodenoj fazi ovisno o temperaturi.
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1.4. Emulgatori

Kako bi se omoguéila priprava te postigla stabilnost disperzija dviju tekucéina koje se ne
mijesaju neophodna je upotreba emulgatora. Emulgatori su povrSinski aktivne tvari (surfaktanti)
koji smanjuju povrsinsku napetost na granici faza, odnosno smanjuju sile koje djeluju na granici
izmedu dviju faza koje se ne mijeSaju. Emulgator se smjesta na medupovrsinu izmedu faza i tvori
elastiCan film koji ne puca prilikom sudara kapljica. Budu¢i da se molekule emulgatora
smijeStaju na granicu dviju faza i tvore ,,barijeru medu fazama on mora biti specificne grade,
odnosno mora sadrzavati 1 hidrofilne i lipofilne skupine. Emulgatori se na granici faza svojim

hidrofilnim dijelom orijentiraju prema vodenoj fazi, a lipofilnim prema uljnoj fazi.

Tip emulzije odreduje se prema uporabljenom emulgatoru, jer vrijedi pravilo: faza u kojoj je

emulgator topljiv, uvijek je vanjska faza (Bankroftovo pravilo) (Senjkovié¢, 2003).

Emulgatori se dijele na topljive (ionski, neionski, amfoterni i kompleksni), netopljive i

pseudoemulgatore.

1.4.1. Polisorbat 80

Polisorbat 80 ili Tween 80 neionski je emulgator koji pripada skupini parcijalnih estera
masnih Kkiselina i polioksietilensorbitana. To je viskozna, vodotpljiva teku¢ina jantarne boje.
Ester je polioksietilen sorbitana i oleinske kiseline. Molekulska formula mu je Cg4H12402, a
molarna masa 1308,83 g/mol (www.ebi.ac.uk). HLB vrijednost iznosi mu 15,0

(www.pharmlabs.unc.edu).

Polisorbati se sintetiziraju od sorbitola u procesu od tri koraka. Najprije se voda eliminira iz
sorbitola kako bi se dobio sorbitan (ciklicki anhidrid sorbitola). Zatim se sorbitan parcijalno
esterificira masnim kiselinama, kao $to su oleinska ili stearinska kiselina, da bi se dobio ester
sorbitana. Konacno, etilenoksid se adira u prisutstvu kataliazatora kako bi se dobio polisorbat
(Rowe 2009).
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Slika 8. Polisorbat 80 (preuzeto s www.ebi.ac.uk).

1.4.2. Polisorbat 60

Polisorbat 60 ili Tween 60 neionski je emulgator koji pripada skupini parcijalnih estera
masnih Kkiselina i polioksietilensorbitana. Viskozna je, vodotopljiva, blijedo Zuta tekucina.
Graden je od polioksietilen sorbitana i stearinske kiseline. Molekulska formula mu je CgsH12602s,
a molarna masa 1131.9 g/mol (www.worldofchemicals.com). Njegova HLB vrijednost iznosi
14,9 (www.pharmlabs.unc.edu). Sintetizira se na nacin analogan nacinu opisanom kod sinteze

polisorbata 80.
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Slika 9. Polisorbat 60 (preuzeto s www.ebi.ac.uk).

1.4.3. Pluronic F68

Kopolimeri koji se sastoje od polietilen oksid — polipropilen oksid — polietilen oksid (PEO—
PPO-PEO) blokova komercijalno su dostupni neionski surfaktanti pod imenom Pluronic. Radi se
o seriji proizvoda s razli¢itim PO/EO omjerima ili razli¢itim duljinama lanaca dvaju komponenti
(Lianwei Jia i sur., 2010). Ti kopolimeri su biokompatibilni, a s povisenjem temperature
pokazuju konformacijske promjene i promjene u mikrookolini, u vodenom i/ili organskom

otapalu.

Nomenklatura Pluronic surfaktanata moze se objasniti na temelju raspona vrijednosti
molekulske mase hidrofobnog polipropilen oksida nasuprot masenom udjelu hidrofilnog
polietilen oksida. Kombinacije brojeva i slova koriste se za identifikaciju razli¢itih proizvoda iz
serije Pluronica. Abecedna oznaka objasnjava fizicki oblik proizvoda: ,,L* za tekucine, ,,P* za

paste i ,,F za krutine. Prva znamenka (prve dvije znamenke za troznamenkaste brojeve) brojc¢ane

17


http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=53426
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021979710001098

oznake, pomnozena s 300, ukazuje na pribliznu molekulsku masu hidrofobnog dijela molekule.
Posljednja znamenka, pomnozena s 10, ukazuje na priblizni sadrzaj etilenoksida u molekuli (Liu,

ured., 2008).

Pluronic F68 (Kolliphor P188, Poloxamer 188) je bijela krutina. Molekulska masa
hidrofobnog dijela molekule je priblizno 1800 (6 x 300). Hidrofilni dio molekule predstavlja
priblizno 80% (8 x 10) ukupne mase molekule. Njegova HLB vrijednost visa je od 24

(www.sigmaaldrich.com).

A Etilen oksid Propilen oksid Etilen oksid

Hidrofilan  Hidrofoban Hidrofilan

Hidrofobna jezgra

Lijek

OSlobadamg L
"} ® @

® o

Hidrofilan omotad

Slika 10. Pluronic kopolimer; A — prikaz strukture molekule, B — prikaz micele sa

uklopljenim lijekom (preuzeto iz Batrakova i Kabanov, 2008).
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1.4.4. Cremophor EL

Cremophor EL (Kolliphor EL) neionski je surfaktant sintetiziran polietoksilacijom
ricinusova ulja. Ricinusovo ulje sadrzi priblizno 87% ricinoleinske  Kiseline,
CH3(CH3)sCH(OH)CH,CH = CH(CH,);COOH. Posljedi¢no, glavna komponenta Cremophora
EL je polioksietilen-gliceroltriricinoleat (Baker i Naguib, 2005). U opisanoj reakciji 35 mola

etilenoksida reagira s jednim molom ricinusova ulja.

Ovaj surfaktant je trasparentna, blijedo Zuta, viskozna tekuéina. Njegova HLB vrijednost

iznosi 14 (Solanki i sur., 2012).
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Ricinoleinska
kiselina

Glavni sastavni dio Cremophora EL

X + Y + 2= approx 35
HO

Slika 11. Cremophor EL (preuzeto iz Baker i Naguib, 2005).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Osnovni problem konvencionalnih oftalmickih pripravaka (vodenih otopina i suspenzija) je
nedostatna bioraspoloZivost uzrokovana brzom i ekstenzivnom eliminacijom iz prekornealnog
podru¢ja te ogranicenom permeabilnos¢u lijeka kroz fizioloSke membrane oka. Osim toga,
limitirane su moguc¢nos¢éu uklapanja jedino u vodi topljivih djelatnih tvari (Lallemand i sur.,
2011), a lijecenje mnogih oftalmickih bolesti zahtjeva koriStenje lijekova niske topljivosti u vodi.
Stoga razvijanje novih formulacija za ovaj nacin primjene predstavlja veliki izazov. U posljednje
vrijeme brojna znanstvena istrazivanja usmjerena su na razvoj terapijskih nanosustava za lokalnu
oftalmi¢ku primjenu u svrhu produljenja vremena zadrzavanja sustava na povrSini oka,
kontroliranja kinetike oslobadanja lijeka i pobolj$anja bioraspolozivosti lijeka u oku. lako su ovi
terapijski sustavi opisani u literaturi, nanotehnologija je relativno mlada grana znanosti te je broj

razvijenih i komercijalno dostupnih pripravaka koji se na njoj temelje jos uvijek prili¢no malen.

Nanoemulzije su terapijski sustavi ¢ija fiziCko-kemijska svojstva, prvenstveno kapljice malih
dimenzija, omogu¢uju napredak U lije¢enju bolesti oka topikalnom primjenom lijekova. U
literaturi je opisan pozitivan ucinak na apsorpciju te izrazit potencijal ovih sustava za produljenje
vremena zadrzavanja lijeka na mjestu primjene, odnosno povecéanje bioraspolozivost lijeka u oku.
Sastavnice nanoemulzije se, zbog sli€nosti u sastavu, sjedinjuju sa suznim filmom S§to im
omogucuje dulje zadrZzavanje na povrsini oka. Osim toga, emulgatori iz nanoemulzija smanjuju
kut mocenja kod dodira pripravka i povrSine oka Sto poboljSava Sirenje pripravka i vlaZenje
povrSine oka. ZabiljeZena je i izrada nanoemulzija modificiranih kationskim materijalima koje
pospjesuju dulje zadrzavanje vezanjem na negativno nabijenu povrSinu roznice (Tamilavan i
Benita, 2004; Gan i sur., 2013).

No, jedan od prvih i vrlo vaznih koraka u razvoju oftalmickog terapijskog nanosustava je
izbor sirovina koje se odlikuju povoljnim biofarmaceutskim svojstvima te koje ¢e omoguditi

izradu terapijskog sustava Zeljenih karakteristika.

U ovom radu pripravljene su Cetiri varijacije U/V nanoemulzija kao terapijski sustav za
topikalnu primjenu lipofilnih oftalmika. KoriSteno je ricinusovo ulje kao disperzna faza, a
Polisorbat 80, Polisorbat 60, Pluronic F68 i Cremophor EL kao emulgatori. Glavni cilj rada bio je

ispitati koji je od spomenutih surfaktanata najprikladniji za izradu nanoemulzija s ricinusovim
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uljem. U istrazivanju je praen utjecaj parametara formulacije, i to vrste i koncentracije
surfaktanata, na dobivanje nanoemulzija optimalnih svojstava. Pripravljenim nanoemulzijama

odredena je veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti, zeta—potencijal te stabilnost.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za izradu nanoemulzija koristeni su ricinusovo ulje (Kemig, Hrvatska), Polisorbat 80 (Kemig,
Hrvatska), Polisorbat 60 (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Njemacka), Pluronic F68 (Sigma—
Aldrich Chemie GmbH, Njemacka), Cremophor EL (BASF, Njemacka) i proc¢is¢ena voda.
Procis¢ena voda koristena za razrjedivanje nanoemulzija prije odredivanja veli¢ine Kapljica i
indeksa polidisperznosti propustena je kroz membranski mikrobakterioloski filter (Spritzen- /
Syringe- Filter 0,2um, TPP, Svicarska). 10mM otopina NaCl (Kemig, Hrvatska) koristena je za
razrjedivanje nanoemulzija prije mjerenja zeta—potencijala te je takoder propustena kroz

membranski mikrobakteriologki filter (Spritzen- / Syringe- Filter 0,2pum, TPP, Svicarska).
3.2. Metode

3.2.1. Izrada nanoemulzija

Izradeno je dvadeset razli¢itih formulacija U/V nanoemulzija s ricinusovim uljem kao
uljnom fazom, procis¢enom vodom kao vodenom fazom te su Polisorbat 80, Polisorbat 60,
Pluronic F68 1 Cremophor EL koriSteni kao surfaktanti. Svi surfaktanti koriSteni u ovom
ispitivanju su neionski emulgatori koji tvore U/V tip emulzije. Koncentracije svakog surfaktanta
bile su 0.5%, 1%, 2.5%, 5% i 10% ukupne mase nanoemulzije, a koncentracija ricinusova ulja
5% ukupne mase nanoemulzije. Ostatak do 100% mase nanoemulzije ¢inila je pro¢iséena voda.
Sastav formulacija prikazan je u Tablici 1.

Uljna 1 vodena faza pripremljene su odvojeno. Budu¢i da su koriSteni surfaktanti hidrofilni,
pomijesani su s vodenom fazom te mijeSani na magnetnoj mijeSalici do otapanja. Brzina
mijeSanja bila je izmedu 600 i 900 rpm. Kod pripreme formulacija s Polisorbatom 80 u prethodno
odvagano ricinusovo ulje dodana je smjesa vode i surfaktanta, dok je kod pripreme ostalih
formulacija u smjesu vode i surfaktanta izravno odvagano ricinusovo ulje. Potom su emulzije
ponovo mijeSane na magnetnoj mijesalici brzinom izmedu 600 i 900 rpm. Dobivene grube
emulzije mijeSane su na Ultra-Turraxu (ULTRA-TURRAX®, IKA®-Werke GmbH & Co.,
Staufen, Njemacka) brzinom od 6000 rpm 5 minuta. S ciljem priprave nanoemuzije ovako
izradene preemulzije propustene su kroz mikrofluidizator (Model M-110EH-30 Microfluidizer,
Microfluidics, Newton MA, SAD) 10 puta pri tlaku od 1000 bara. Pripravljene nanoemuzije
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premjestene SU u plasticne spremnike (IsoLab, Falcon) ili staklene bocice te su, u njima dobro

zatvorene, ¢uvane u hladnjaku pri +4°C.

Slika 12. Mijesanje grubih emulzija na magnetnoj mijesalici.
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Tablica 1. Sastav izradenih nanoemulzija (maseni udio, %).

Naziv
formulacije

Sastavnice (maseni udio, %)

Ricinusovo ulje

Polisorbat 80

Polisorbat 60

Pluronic F68

Cremophor EL

P80 0,5

0,5

P80 1

1

P80 2,5

2,5

P80 5

5

P80 10

10

P60 0,5

0,5

P60 1

P60 2,5

2,5

P60 5

P60 10

10

PIFG68 0,5

0,5

PIF68 1

PIF68 2,5

2,5

PIF68 5

PIF68 10

10

CrEL 0,5

0,5

CrEL 1

CrEL 25

2,5

CrEL5

CrEL 10

(S 2 I S 2 @ 2 @ I (@ I @ 2 I @ 2 I @ 2 A (& 3 & 2 N & 2 N 2 I 2 I 2 N 2 I 2 I @ 2 I (@ 2 I B @ 2 I AR @ |

10
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3.2.2. Odredivanje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti

Prosje¢na veli¢ina kapljica (eng. Z-average, Z-ave) i raspodjela veli¢ine kapljica — indeks
polidisperznosti (eng. polydispersity indeks, PDI) odredene su primjenom tehnike dinamickog
rasprSenja svjetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS) tzv. fotonskom Kkorelacijskom
spektroskopijom (eng. Photon Correlation Spectroscopy, PCS). Koristen je uredaj Zetasizer
3000HS (Malvern Instruments, Malvern, UK). Kapljice ricinusova ulja u nanoemulziji stalno se
gibaju (Brownovo gibanje). Ovom tehnikom mjeri se stupanj fluktuacije intenziteta rasprsene
svjetlosti uzrokovane tim gibanjem. Mjerenje se provodi obasjavanjem uzorka monokromatskom
koherentnom laserskom zrakom, te se biljezi intenzitet svjetlosti rasprSene na Cesticama pod
odredenim kutom. Uredaj je podrzan softverom koji analizira ovisnost izmedu kuta rasprSenja
svjetlosti i veli¢ine kapljica ($to je kapljica manja, veci je kut pod kojim se svjetlost raspriuje) i

daje raspodjelu veli¢ina kapljica u nanoemulziji.

Indeks polidisperznosti je mjera za raspodjelu veli¢ina Cestica i ukazuje na kvalitetu i
homogenost disperzije. Ako je PDI jednak 0 (minimalna vrijednost), to oznacava
monodisperznost, a povecanjem iznosa PDI raste Sirina raspodjele veli¢ine Cestica. Vrijednosti

PDI blizu 1 (maksimalna vrijednost) pokazuju da je sustav lose kvalitete i nehomogen.

Mjerenja su provodena pri 25 °C, a uzorci su prije mjerenja temperirani na sobnu
temperaturu. Uzorci su prije mjerenja razrijedeni 200 puta, proc¢is¢enom vodom. Mjerenje je

provedeno u polistirenskim kivetama za jednokratnu upotrebu.

3.2.3. Odredivanje zeta—potencijala kapljica nanoemulzija

Zeta—potencijal, koji karakterizira naboj na povrsini emulgiranih kapljica ulja, mjeren je
uredajem Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, UK). KoriStena metoda je fotonska
korelacijska spektroskopija. Vrijednost zeta-potencijala odreduje se indirektno mjerenjem
elektroforetske pokretljivosti Cestica.

Kada se elektri¢no polje primijeni na tekucinu, nabijene Cestice u toj tekucini, potaknute
privlaénim elektrostatskim silama, kre¢u se prema elektrodi suprotnog naboja. Sile viskoznosti
koje djeluju na Cestice nastoje se suprotstaviti tom kretanju. Nakon $to se uspostavi ravnoteza

izmedu ovih dviju suprostavljenih sila, Cestice se krecu stalnom brzinom. Brzina njihovog
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kretanja ovisna je o jakosti elektricnog polja, dielektricnoj konstanti i viskoznosti disperznog
sredstva i zeta—potencijalu (ZETASIZER 2000/3000: Priru¢nik za uporabu, 2000). Izmjerena
elektroforetska pokretljivost kapljica u elektricnom polju prevedena je u zeta-potencijal
primjenom Smoluchowskijeve aproksimacije:

_

T

gdje je  zeta — potencijal, Ug elektroforetska pokretljivost, n viskoznost disperznog sredstva, a €

Ue

dielektriéna konstanta disperznog sredstva. S obzirom da se nabijene Cestice nalaze u
promjenjivom elektricnom polju, one se gibaju i rasprSuju svjetlost. Ovisno o brzini gibanja
mijenja se 1 frekvencija svjetlosti. Elektroforetska pokretljivost izracunava se iz spektra
frekvencija koje proizlaze iz detektiranih fotona svjetlosti.

Zeta—potencijal nanoemulzija mjeren je nakon odgovarajueg razrjedivanja nanoemulzija

10 mM otopinom NaCl. Mjerenja su provodena pri 25 °C.

3.2.4. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija
U svrhu ispitivanja stabilnosti nenoemulzijama je, 10 dana nakon izrade, ponovno izmjerena

veli¢ina kapljica te indeks polidisperznosti i zeta—potencijal.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Izrada nanoemulzija

Nanoemulzije ricinusova ulja s Cetiri razli¢ite vrste surfaktanata uspjeSno su pripravljene
metodom mikrofluidizacije. Prilikom mijeSanja grubih emulzija na magnetnoj mjeSalici
prmijeceno je odvajanje faza kod emulzija s nizim koncentracijama surfaktanta. Nakon mijesanja
na Ultra Turraxu emulzije su poprimile mlijecno bijelu boju. Kod emulzija s nizim
koncentracijama surfaktanta prmije¢eno je vrhnjenje 20-30 minuta nakon mijeSanja na Ultra
Turraxu. Nakon propustanja kroz mikrofluidizator emulzije su bile homogene, mlije¢no bijele s
plavicastim odsjajem, $to je i karakteristicno za nanoemulzije (Pordevi¢ i sur., 2013).

Primijeceno je povecanje bistrine nanoemuzije s porastom koncentracije surfaktanta.

4.2. Veli¢ina kapljica
Veli¢ina kapljica ricinusova ulja kao unutarnje faze nanoemulzija izmjerena je na dan izrade

te nakon 10 dana od izrade kako bi se ispitala stabilnost. Rezultati su dani u grafickom prikazu.

500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -+

200 - o — ¢

150 -

== P80

velic¢ina kapljica (nm)

== P60
100 -

PIF68
50 -

0 == CrEL

0 2 4 6 8 10 12
kolicina surfaktanta (%)

Slika 13. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini surfaktanta na dan izrade

nanoemulzija.
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Koristenjem ricinusova ulja kao uljne faze i navedenih surfaktanata uspjeSno su izradene
emulzije prosjecne veli¢ine kapljica u nanometarskom podrucju. Vidljivo je da prosje¢na veli¢ina
kapljica unutarnje faze pada s porastom koncentracije surfaktanta kao $to su pokazali i rezultati iz
literature (Gullapalli i Sheth, 1999; Yuan i sur., 2008; Pordevi¢ i sur., 2013; Uluata i sur.,2015).
Kod vrlo niskih koncentracija surfaktanata (0.5%, 1%) vrijednosti prosje¢ne veli¢ine kapljica
nalaze se izvan podrucja veli¢ina optimalnih za oftalmicke pripravke (Lallemand i sur, 2011), sto
dovodi do zakljucka da te koncentracije surfaktanata nisu dovoljne za izradu takvih
farmaceutskih oblika. Porastom koncentracije (2,5% i viSe) moze se primijetiti pojava platoa kod
koncentracije od oko 4% i priblizne veli¢ine kapljica 250 — 200 nm. Istrazivanje Yuan i sur.
pokazalo je sli¢ne rezultate (Yuan i sur., 2008). Moze se zakljuéiti da daljnjim povecanjem
koncentracije bilo kojeg od upotrijebljenih surfaktanata ne bi doslo do znacajnijeg smanjenja
veli¢ine kapljica. Osim toga, vidljivo je da nanoemulzije izradene s Cremophorom EL kao
surfaktantom imaju ne$to manje kapljice u odnosu na one izradene s ostalim surfaktantima.
Mogucée objasnjenje ove pojave je veé spomenuta kemijska srodnost ovog surfaktanta s
ricinusovim uljem. Tan i Nakajima pokazali su da surfaktanti sa ve¢om hidrofilno§¢u mogu
u¢inkovitije obuhvatiti i stabilizirati kapljice u U/V nanoemulzijama, $to za posljedicu ima
formiranje manjih kapljica (Tan i Nakajima, 2005). Ovdje to nije slu¢aj jer Cremophor EL ima

manju HLB vrijednost od ostalih koristenih surfaktanata.

4.3. Indeks polidisperznosti
Rezultati odredivanja indeksa polidisperznosti opisanih formulacija nanoemulzija, na dan izrade,

prikazane su Tablicom 2.

Tablica 2. Ovisnost indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost + standardna devijacija) o
koli¢ini surfaktanta u nanoemulziji.

koli¢ina PDI PDI PDI PDI
surfaktanta (%) P80 P60 PIF68 CrEL
0,5 0,250+ 0,247 | 0,100+ 0,071 | 0,315+0,054 | 0,205+ 0,051
1 0,274 +0,069 | 0,235+0,075 | 0,268 + 0,058 | 0,270 = 0,038
2,5 0,233+ 0,018 | 0,238 +0,026 | 0,212+0,034 | 0,448 +0,119
5 0,351+£0,069 | 0,323 +0,048 | 0,268 £ 0,021 | 0,419 + 0,006
10 0,396 + 0,025 | 0,426 +0,017 | 0,313+ 0,036 | 0,431 +0,013
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Rezultati mjerenja indeksa polidisperznosti ukazuju da PDI nije ovisan o koncentraciji, niti o
vrsti surfaktanta. Dobivene vrijednosti predstavljaju relativno usku raspodjelu veli¢ine kapljica.
Medutim, manji broj formulacija pokazuje PDI vrijednosti veée od 0,4. Budu¢i da su
nanoemulzije generalno vrlo homogeni sustavi ove vrijednosti PDI smatraju se previsokima
(Sadurni i sur., 2005) te postoji mogucnost da su takve vrijednosti posljedica agregacije kapljica

unutarnje faze.

4.4. Zeta potencijal
Rezultati odredivanja zeta potencijala opisanih formulacija nanoemulzija, na dan izrade,

prikazane su Tablicom 3.

Tablica 3. Ovisnost zeta — potencijala (srednja vrijednost + standardna devijacija) o koli¢ini
surfaktanta u nanoemulziji.

Koli¢ina zeta—potencijal zeta—potencijal zeta—potencijal zeta—potencijal

surfaktanta (%) (mV) (mV) (mV) (mV)
P80 P60 PIF68 CrEL

0,5 -8,6 £0,4 -75+0,7 -12,2+0,9 -11,2+0,5

1 -3,1+0,5 -5,9+0,1 -9,9+0,9 -8,6 £0,7

2,5 -25+0,6 -55+0,1 -6,0+0,7 -7,2+0,4

5) -2,2+0,2 -5,0+0,3 50+ 04 -6,7+0,5

10 -12+03 4,6 +0,8 47+ 0,5 25+0,5

Dobiveni rezultati ukazuju da postoji utjecaj koli¢ine surfaktanta u nanoemulziji na vrijednost
zeta—potencijala. S porastom koncentracije sufraktanata vidljiv je pad apsolutne vrijednosti zeta —
potencijala. Same vrijednosti zeta—potencijala negativne su, ali i relativno blizu nuli $to ukazuje
na postojanje slabog negativnog naboja na povrsini kapljica unutarnje faze. Budu¢i da su svi
koriSteni surfaktanti neionski, moze se zakljuciti da spomenuti naboj potjece od slobodnih
masnih Kkiselina koje su nositelji negativnog naboja. lako je generalno prihvaceno da je potrebna
apsolutna vrijednost zeta-potencijala visa od 30 mV kako bi disperzija bila stabilna (Garcia-
Celma i sur., 2016), u ovom slucaju radi se o sterickoj, a ne elektrostatskoj stabilizaciji te stoga

ovakve vrijednosti ne reflektiraju nuZzno nestabilnost sustava.
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4.5. Stabilnost nanoemulzija
Analiza stabilnosti formulacija tijekom vremena izvrSena je usporedbom vrijednosti veli¢ine
kapljica, PDI i zeta—potencijala na dan izrade i 10 dana nakon izrade nanoemulzija. Rezultati su

prikazani tablicama i grafickim prikazima.

4.5.1. Stabilnost nanoemulzija s Polisorbatom 80 i Polisorbatom 60 kao surfaktantima

Veli¢ina kapljica

Tablica 4. Usporedba veli¢ine kapljica ricinusova ulja (srednja vrijednost + standardna
devijacija) na dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Polisorbatom 80.

. 0. dan 10. dan
X 0
koli¢ina P80 (%) Z Av (nm) Z Av (nm)
0,5 448 7+ 11,4 401,2+4,2
1 367,7+3,0 331,0+ 1,6
2,5 282,0+ 3,7 2439+34
5 238,5+1,7 212,1+3,5
10 2152+3,5 2402 +2.3
500 -
450 -
€ 400 -
£ 350 -
]
.2 300 -
E,' 250 -
T 200 - ——
S 150 -
[J]
> 100 -
=0=0. dan
50 - —f—10. dan
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
koli¢ina surfaktanta (%)

Slika 14. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Polisorbata 80 u nanoemulziji.
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Tablica 5. Usporedba veli¢ine kapljica ricinusova ulja (srednja vrijednost + standardna

devijacija) na dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Polisorbatom 60.

e 0. dan 10. dan
et 0
koli¢ina P60 (%) Z Av (nm) Z Av (nm)
0,5 458,0+2.,8 408,3 +4,0
1 380,9+4,2 3435+ 34
2,5 275,5+3,0 237,6 4,3
5 2276 £4.2 201,5+1,2
10 209,6 + 2,8 181,0+2,4
500 -
450 -
—g 400 -
£ 350 -
:g 300 -
E- 250 -
4 —
@ 200 =
38 150 -
£ 100 -
50 - =¢=—0. dan
=—10. dan
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
kolicina surfaktanta (%)

Slika 15. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Polisorbata 60 u nanoemulziji.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da se veli¢ina kapljica ricinusova ulja u emulzijama s
Polisorbatom 80 i Polisorbatom 60 stajanjem 10 dana smanjila za priblizno 40 nm. Ovakav
rezultat nije u skladu s ocekivanjima zbog Cega je izrazena sumnja da se veliina kapljica
smanjuje zbog adsorpcije kapljica ulja na stijenke plasti¢nog spremnika. Stoga su, prije ponovnog
mjerenja nanoemulzije s Pluronicom F68 premjeStene u 3 razlicite vrste spremnika kako bi se

ispitao utjecaj spremnika u kojem su nanoemulzije cuvane na njihovu stabilnost.
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Polidisperznost

Tablica 6. Usporedba indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost + standardna devijacija) na
dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzije s Polisorbatom 80.

0. dan 10. dan
koli¢ina P80 (%) PD PD
0,5 0,250 + 0,247 0,234 £ 0,185
1 0,274 £ 0,069 0,222 +0,116
2,5 0,233 +£0,018 0,278 £ 0,026
5 0,351 £ 0,069 0,305+ 0,056
10 0,396 + 0,025 0,530 + 0,033

Tablica 7. Usporedba indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost + standardna devijacija) na
dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Polisorbatom 60.

0. dan 10. dan
koli¢ina P60 (%) PDI PDI
0,5 0,100 £ 0,071 0,287 +£ 0,073
1 0,235 + 0,075 0,269 £0,117
2,5 0,238 +£0,026 0,298 + 0,068
5 0,323 + 0,048 0,268 £ 0,052
10 0,426 +0,017 0,439 +£0,143

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da se polidisperznost sustava stajanjem ne mijenja znacajno,

osim u sluc¢aju formulacije "P80 10" gdje je vrijednost PDI porasla do neprihvatljivog iznosa

(Sadurni i sur., 2005). Kod P60 formulacija moze se primijetiti blagi porast vrijednosti PDI

stajanjem (osim za formulaciju "P60 57). Iako se ove vrijednosti PDI mogu interpretirati kao

relativno uska raspodjela veli¢ine kapljica, postoji moguénost da bi se daljnjim stajanjem te

vrijednosti dodatno povecale, Sto bi znacilo i vecu vjerojatnost agregacije Cestica te bi moglo

dovesti stabilnost nanoemulzije u pitanje (Gan i sur., 2013; Garcia-Celma i sur., 2016).
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Zeta—potencijal

Tablica 8. Usporedba zeta—potencijala (srednja vrijednost + standardna devijacija) na dan izrade
I 10 dana nakon izrade za emulzija s Polisorbatom 80.

0. dan 10. dan
kolicina P80 (%) zeta—potencijal (mV) zeta—potencijal (mV)
0,5 -8,6 + 0,4 -5,7+£0,3
1 -3,1+0,5 -3,4+0,8
2,5 -25+0,6 -2,7+04
5 -2,2+0,2 -2,4+0,5
10 -1,2+0,3 -1,8+0,5

Tablica 9. Usporedba zeta—potencijala (srednja vrijednost + standardna devijacija) na dan izrade
i 10 dana nakon izrade emulzija s Polisorbatom 60.

0. dan 10. dan
koli¢ina P60 (%) zeta—potencijal zeta—potencijal
0,5 -7,5+0,7 -14,1+0,3
1 -5,9+0,1 -13,8+£0,2
2,5 -55+0,1 -10,9+ 0.4
5 -5,0+£0,3 -10,6 £0,2
10 -46+0,8 -25+04

Vrijednosti zeta—potencijala na dan izrade i 10 dana nakon izrade ne razlikuju se znacajno,

odnosno sve vrijednosti su relativno blizu nuli. Takav rezultat je i o¢ekivan. Slabi negativni naboj

na povrsini kapljica unutarnje faze moze potjecati od slobodnih masnih kiselina koje su nositelji

negativnog naboja.
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4.5.2. Stabilnost nanoemulzija s Pluronicom F68 kao surfaktantom

Zbog sumnje da je do smanjenja veli¢ine kapljica u nanoemulzijama s P80 i P60 kao

surfaktantima doslo zbog adsorpcije kapljica ulja na stijenke plasticnih IsoLab spremnika,

nanoemulzije s PIF68 kao surfaktantom mjerene su nakon cuvanja u 3 razliite vrste spremnika:

IsoLab plasticnim spremnicima, Falcon plasti¢nim spremnicima te staklenim bo¢icama. Rezultati

su prikazani tablicama i grafickim prikazima.

Veli¢ina kapljica

Tablica 10. Usporedba veli¢ine kapljica ricinusova ulja (srednja vrijednost + standardna
devijacija) na dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Pluronicom F68 i ¢uvanja u razli¢itim

spremnicima.
10. dan
koli¢ina P1 F68 0. dan 10. dan 10. dan (staklena
(Falcon) (IsoLab) .
(%) Z Av (nm) Z Av (nm) Z Av (nm) bocica)
Z Av (nm)
0,5 407,6 +£ 3,6 407,1 £ 1,1 404,1 +4,4 401,6 £ 6,8
1 3409 +2,2 3348+ 1,6 336,1 £0,9 337,7+7,0
2,5 258,3+2,5 255,1+3,2 2482+ 0,2 248,7+ 4,8
5 223,5+39 223, 7+1,9 226,6 £1,5 227,1+£3.2
10 200,1+£2,0 203,4+1,8 2043 +£2,8 2032+24
450 -
T 400 -
£ 350 -
8 300 -
= 250 -
8 200 - - —{
8 150 -
Eg 100 - =0=0. dan
]
> 50 == 10. dan Falcon
O T T T 1
0 6 8 10 12

kolic¢ina surfaktanta (%)

Slika 16. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Pluronica F68 u nanoemulziji

cuvanoj u Falcon plasticnom spremniku.
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Slika 17. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Pluronica F68 u nanoemulziji

¢uvanoj u IsoLab plasticnom spremniku.

velicina kapljica (nm)

—i
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== 10. dan staklo

4 6 8 10 12
koli¢ina surfaktanta (%)

Slika 18. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Pluronica F68 u nanoemulziji

¢uvanoj u staklenoj bocici.
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Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da vrsta spremnika u kojima su ¢uvane nanoemulzije
nema utjecaja na veliinu kapljica unutarnje faze. Dobivene vrijednosti prosjecne veli¢ine
kapljica emulzija iz razli¢itih spremnika ne razlikuju se znaajno. Takoder, nije doslo do
agregacije kapljica niti drugih destabilizacijskih procesa Sto se moze se zakljuciti iz priblizno

jednakih vrijednosti Z Av izmjerenih na dan izrade i 10 dana nakon izrade.

Polidisperznost

Tablica 11. Usporedba indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost + standardna devijacija) na
dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Pluronicom F68 i ¢uvanja u razli¢itim spremnicima.

10. dan 10. dan 10. dan
kOhcmoa P1F68 0. dan (Falcon) (IsoLab) (staklena viala)
(%) PDI
PDI PDI PDI
0,5 0,315+ 0,054 | 0,250+0,028 | 0,382 +0,021 | 0,330+ 0,067
1 0,268 £ 0,058 0,325+ 0,039 0,283 +£ 0,007 0,271 £ 0,060
2,5 0,212+ 0,034 | 0,337+0,006 | 0,251 +£0,009 | 0,232+ 0,076
5 0,268 £ 0,021 0,280+ 0,007 0,287 £ 0,031 0,269 +£0,017
10 0,313+ 0,036 0,284 +0,012 0,285+0,010 0,220+ 0,015

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da se polidisperznost sustava stajanjem ne mijenja znacajno.

Ove vrijednosti PDI mogu se interpretirati kao relativno uska raspodjela veli¢ine kapljica.
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Zeta — potencijal

Tablica 12. Usporedba zeta—potencijala (srednja vrijednost = standardna devijacija) na dan

izrade 1 10 dana nakon izrade emulzija s Pluronicom F68 i ¢uvanja u razli¢itim spremnicima.

koli¢ina Pl F68 0. dan 10. dan (Falcon) | 10. dan (IsoLab) 10. dan_
. . " (staklena viala)
(%) zeta—potencijal | zeta—potencijal | zeta—potencijal "
zeta—potencijal
0,5 -12,2+0,9 -8,1+0,2 -3,9+0,6 -9,0+0,6
1 -9,9+0,9 -9,6 £0,5 -52+0,5 -3,7+£04
2,5 -6,0 £ 0,7 -5,2+0,6 -3,7+£0,5 -2,7+£04
5 -5,0+0,4 -40£0,5 -3,5+0,4 -25+0,3
10 -4,7+0,5 -3,7+£0,5 -2,6+0,3 -1,8+0,5

Vrijednosti zeta—potencijala na dan izrade i 10 dana nakon izrade ne razlikuju se znacajno,

odnosno sve vrijednosti su relativno blizu nuli. Takav rezultat je i o¢ekivan. Slabi negativni naboj

na povrsini kapljica unutarnje faze moze potjecati od slobodnih masnih kiselina koje su nositelji

negativnog naboja.
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4.5.3. Stabilnost nanoemulzija s Cremophorom EL kao surfaktantom

Veli¢ina kapljica

Tablica 13. Usporedba veli¢ine kapljica ricinusova ulja (srednja vrijednost + standardna
devijacija) na dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Cremophorom EL.

- 0. dan 10. dan
b (V)
koli¢ina CrEL (%) Z Av (nm) Z Av (nm)
0,5 374,8 £ 1,6 359,6 £+ 1,4
1 281,0+2,8 286,9 + 4.4
2,5 231,1 £33 239,9 £ 3,7
5 212,5+2,7 219,1 £5,1
10 193,7+1,9 202,6 £3.9
400 -
350 -
E 300 -
£
8 250 -
§ 200 - —
8 150 -
30
2 100 -
> =¢—0. dan
50 4 —#—10. dan
0 T T T 1
0 2 6 10 12
koli¢ina surfaktanta (%)

Slika 19. Ovisnost veli¢ine kapljica ricinusova ulja o koli¢ini Cremophora EL u nanoemulziji.
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Vrijednosti prosjecne veli¢ine kapljica emulzija dobivene na dan izrade i 10 dana nakon izrade ne

razlikuju se znacajno. Kod nanoemuzija izradenih s Cremophorom EL kao surfaktantom nije

doslo do agregacije kapljica niti drugih destabilizacijskih procesa te se moze zakljuciti da su ove

emulzije stabilne tijekom ispitivanog vremena.

Polidisperznost

Tablica 14. Usporedba indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost + standardna devijacija) na
dan izrade i 10 dana nakon izrade emulzija s Cremophorom EL.

0. dan 10. dan
koli¢ina CrEL (%) PD PD
0,5 0,205 + 0,051 0,400 + 0,071
1 0,270 + 0,038 0,323 + 0,067
2,5 0,448 +0,119 0,316 +0,018
5 0,419 + 0,006 0,348 £ 0,032
10 0,431+ 0,013 0,397 +0,015

Dobivene vrijednosti indeksa polidsperznosti ukazuju da dolazi do odredenih promjena u sustavu.

Iz vrijednosti PDI iznad 0,3 i iznad 0,4 moze se zakljuciti da raspodjela veli¢ine kapljica nije

dovoljno uska (Sadurni i sur., 2005). Budu¢i da su se vrijednosti PDI za emulzije s nizim

koncentracijama surfaktanta (0,5% 1 1%) stajanjem povecale, a za ostale nanoemulzije su se

smanjile, ne mozemo govoriti o utjecaju vremena stajanja na $irinu raspodjele veli¢ine kapljica.
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Zeta—potencijal

Tablica 15. Usporedba zeta—potencijala (srednja vrijednost = standardna devijacija) na dan
izrade i 10 dana nakon izrade za emulzija s Cremophorom EL.

0. dan 10. dan
kolicina CrEL (%) zeta — potencijal zeta — potencijal
0,5 -11,2+0,5 -13,2+£0,6
1 -8,6+0,7 -144+0,4
2,5 -7,2+0,4 -9,5+0,7
5 -6,7+0,5 -5,8+0,5
10 -2,5+0,5 -5,3+0,5

Vrijednosti zeta—potencijala na dan izrade i 10 dana nakon izrade ne razlikuju se znacajno,

odnosno sve vrijednosti su relativno blizu nuli. Takav rezultat je i ocekivan. Slabi negativni naboj

na povrsini kapljica unutarnje faze moze potjecati od slobodnih masnih kiselina koje su nositelji

negativnog naboja.
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5.

ZAKLJUCCI

U/V nanoemulzije ricinusova ulja rastu¢ih koncentracija surfaktanata uspje$no su
izradene metodom mikrofluidizacije. U pripravi nanoemulzija korStena su Cetiri tipa

neionskih surfaktanata koji se razlikuju prema kemijskoj strukturi i HLB vrijednostima.

Vrsta i koncentracija surfaktanta utjece na prosjecnu veli¢inu kapljica ricinusova ulja.
Povecanjem koncentracije surfaktanta smanjuje se prosjecna veli¢ina kapljica.

Polidisperznost sustava neovisna je o vrsti i 0 koncentraciji surfaktanta.

Izradene su nanoemulzije prosje¢ne veli¢ine kapljica od 193,7 + 1,9 do 458,0 + 2,8, uz
PDI izmedu 0,100 + 0,071 i 0,448 + 0,119 te negativnog zeta — potencijala -1,2 + 0,3 do -
12,2+ 0,9 mV.

Maseni udjeli surfaktanta od 0,5% i 1% nisu dovoljni za dobivanje nanoemulzija
zadovoljavajuce veli¢ine kapljica unutarnje faze. Porastom masenog udjela surfaktanta
(2,5% 1 vise) primijecen je “plateau” kod koncentracije od oko 4% i priblizne veli¢ine
kapljica 250 — 200 nm. Daljnjim poveéanjem masenog udjela surfaktanta u nanoemulziji

ne bi se postigle znac¢ajno manje veli¢ine kapljica.

Od svih ispitivanih kombinacija, najbolju veli€inu kapljica pokazala je ona s
Cremophorom EL kako surfaktantom, ali se polidisperznost tih sustava pokazala
nezadovoljavaju¢om, odnosno raspodjela velicine kapljica nedovoljno uskom.
Najpovoljnije vrijednosti PDI pokazale su nanoemulzije s Pluronicom F68 kao

surfaktantom.

Sve nanoemulzije pokazale su stabilnost tijekom 10 dana, ali nanoemulzijama s
Polisorbatom 80 i 60 te s Cremophorom EL kod ponovljenog mjerenja porasla je
polidisperznost Cestica unutarnje faze §to bi moglo uciniti nanoemulzije nestabilnima kroz

duze vrijeme.
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7. SAZETAK /SUMMARY

Najveci nedostatak konvencionalnih oftalmickih farmaceutskih oblika njihova je slaba
bioraspolozivost, a koja je posljedica barijera prednjeg dijela oka. Nanoemulzije su sustavi s
kapljicama nanometarskih dimenzija, a koje imaju izraZeni potencijal za uspjesnije savladavanje

spomenutih barijera.

Cilj ovog ispitivanja bio je da se metodom mikrofluidizacije izrade U/V nanoemulzije
ricinusova ulja stabilizirane razli¢itim vrstama neionskih surfaktanata. U tu svrhu odredivani su
prosjecna veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti i zeta-potencijal nanaoemulzija. Rezultati su
pokazali da se povecanjem koli¢ine surfaktanta veli¢ina kapljica unutarnje faze nanoemulzije
smanjuje. Koli¢ine surfaktanata od 0,5% i 1% ukupne mase emulzije pokazale su se
nedovoljnima za dobivanje sustava zadovoljavaju¢ih svojstava. Porastom masenog udjela
surfaktanta (2,5% i vise) primijecen je plato kod koncentracije od oko 4% i priblizne veli¢ine
kapljica 250 — 200 nm. Daljnjim povecanjem masenog udjela surfaktanta u nanoemulziji ne bi se
postigle znacajno manje veli¢ine kapljica. Najmanju prosje¢nu veli¢inu Cestica pokazale su
nanoemulzije kod kojih je kao surfaktant koristen Cremophor EL. Najmanje vrijednosti indeksa
polidisperznosti pokazale su nanoemulzije kod kojih je kao surfaktant koristen Pluronic F68.
Ispitivanje zeta-potencijala svih formulacija ukazuje na postojanje slabog negativnog naboja na
povrsini kapljica unutarnje faze koji potjeCe od slobodnih masnih kiselina porijeklom iz
ricinusova ulja. Sve nanoemulzije pokazale su stabilnost tijekom 10 dana, ali nanoemulzijama s
Polisorbatima 80 i 60 te s Cremophorom EL kod ponovljenog mjerenja porasla je
polidisperznost Cestica unutarnje faze Sto bi moglo uciniti nanoemulzije nestabilnima kroz duze

vrijeme.
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The biggest disadvantage of conventional ophtalmic forumulations lies in their low
bioavailability which is the restricted due to the ocular barriers in the anterior parts of the eye.
Nanoemulsions are a drug delivery system characterized by the droplets with a droplet size in the
nanometer range and with the great potential to overcome these barriers.

The goal of this research was to prepare O/W type nanoemulsions containing castor oil
and four types of non-ionic surfactants using the microfluidization method. The average droplet
size, polydispersity index as well as the zeta-potential of nanoemulsions were determined. The
results obtained suggested the increase in surfactant quantity causes a decrease in internal phase
droplet size. Surfactant quantities of 0,5% and 1% (of total emulsion mass) showed to be
insufficient for preparing nanoemulsions of adequate properties. With growth of the surfactant
mass percentage, a plateau was noticed at a concentration of around 4% and droplet sizes of
approximately 250 — 200 nm. Further growth of surfactant mass percentage would not result in
ensuring significantly smaller droplet sizes. Nanoemulsions containing Cremophor EL as a
surfactant proved to have droplets of the smallest average size. The smallest polydispersity index
(PDI) values were observed in nanoemulsions containing Pluronic F68 as a surfactant. Zeta-
potential measurements of all formulations indicate the existence of low negative charge at the
surface of internal phase droplets. This charge originates from free fatty acids that come from
castor oil. All of the nanoemulsions were shown to be stable for 10 days, but there was an
increase in PDI values noticed after remeasuring the properties of nanoemusions containing
Polysorbate 80, Polysorbate 60 and Cremophor EL. Polydispersity of these formulations could

result in nanoemulsion destabilisation over a longer period of time.
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