State nanoczastki lipidowe stabilizowane fosfatydylocholing oraz sposéb

ich wytwarzania

Przedmiotem wynalazku sa state nanoczastki lipidowe
stabilizowane fosfatydylocholing, ktére moga znalezé zastosowanie
w formulacjach kosmetycznych oraz farmaceutycznych jako nosniki
hydrofobowych zwiazkéw aktywnych.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposéb wytwarzania statych
nanoczastek lipidowych stabilizowanych fosfatydylocholing.

Koloidalne systemy dostarczania lekéw, takie jak state

nanoczgsteczki lipidowe (SLN) oraz nanostrukturalne noéniki lipidowe

(NLC), od kilku dekad zyskujg coraz wieksze zainteresowanie. W sensie
fizykochemicznym sa to czastki lipidowe zdyspergowane w wodzie
i stabilizowane dodatkiem $rodkéw powierzchniowo czynnych
(surfaktantéw). Charakteryzujg sie one kulistym ksztattem, duzym
stosunkiem pola powierzchni do objetosci oraz rozmiarami w zakresie od
50 do 1000 nm. Ich gtdéwnymi zaletami jest: brak toksycznoéci wzgledem
organizméw Zywych, zwiekszenie Dbiodostepnosci hydrofobowych
zwigzkow aktywnych, ktérych sg nos$nikami, ukierunkowanie dziatania oraz
selektywnosci tych zwigzkéw pozwalajgce ograniczy¢ ich mozliwe skutki
uboczne i negatywne oddzialywanie na komérki zdrowe. Dodatkowo
enkapsulacja zwigzku aktywnego umozliwia jego kontrolowane uwalnianie
oraz ochrone przed degradacja wynikajch z dziatania czynnikow
moga wiec by¢ wykorzystywane w opracowywaniu terapii celowanej.
(S. M. Pyo i inni, Miller, Encapsulation by nanostructured lipid carriers.
In Nanoencapsulation Technologies for the Food and Nutraceutical
Industries, 2017, 114-137).

Dokumenty US5250236(A1) oraz EP605497(B2) ujawniajg
pierwszg generacja lipidowych nanonosnikow lekow jakimi sag stale
nanoczastki lipidowe (SLN), ktére opracowane zostaty jednoczesnie przez



dwie grupy badawcze. SLN skiladajg sie z lipidowego rdzenia o strukturze
krystalicznej, ktory pozostaje staly w temperaturze pokojowej oraz
temperaturze ciata. Opracowanie tego typu nosnikéw byto odpowiedzig na
wady dotychczas stosowanych formulacji na bazie nanoemulsji,
wynikajace z duzej mobilnosci (dyfuzji) enkapsutowanego zwiazku z lipidu
cieklego do fazy wodnej. Zastosowanie statego lipidu o duzej lepkosci
pozwolito na ograniczenie procesu dyfuzji, jednakze z uwagi na niska
'rozpuszczalnoéé zwigzkéw aktywnych w lipidach stalych, wynikajaca
Z wysokiego stanu uporzadkowania rdzenia krystalicznego, zdolnosé
zatadunku jest ograniczona, jak réwniez mozliwe jest szybsze jego
wypieranie podczas diugotrwalego przechowywania w wyniku zmian
polimorficznych struktury lipidu.

Podstawowymi skiadnikami formulacji lipidowych nanoczasteczek
jest faza dyspersyjna — woda Ilub jednorodna mieszanina wody
i rozpuszczalnikéw organicznych, ktéra stanowi od 70 do nawet 99%.
Skiladnikami fazy zdyspergowanej, w ktérej zamykany jest zwiazek
aktywny sa zwigzki niepolarne - lipidy, takie jak: woski, mono-, di- lub
trojglicery érednio lub diugotaricuchowych kwasow ttuszczowych, wolne
kwasy ttuszczowe, alkohole tluszczowe czy steroidy (np. cholesterol).
Stanowig one zwykle od kilku do kilkunastu procent skiadu formulaciji.
Wiekszosc¢ z lipidowych komponentéw nanoczastek SLN posiada status
GRAS {(z ang. Generally Recognised As Safe) co oznacza, ze sg one
nietoksyczne dla organizméw zywych. Najczesciej wykorzystywanymi
lipidami statymi do produkcji nanoczastek lipidowych sa: trimirystynian
oraz tristearyniah glicerolu, monobehenian, monostearynian |ub
monopalmitynian glicerolu, kwas stearynowy, palmitynowy, behenowy,
palmitynian cetylu, alkohol stearynowy lub cetylowy (S. U. Rawal
i M. M. Patel, Lipid nanoparticulate systems. Lipid Nanocarriers for Drug
Targeting, 2018, 49-138).

Surfaktanty i emulgatory w swojej budowie posiadajg hydrofilowa
glowe oraz hydrofobowy ogon. Dzieki swojej amfipatycznej budowie



powodujg obnizenie napiecia powierzchniowego pomigdzy dwoma
niemieszajgcymi sie fazami — faza wodna oraz lipidem. Odgrywaja dzigki
temu dwie bardzo wazne role: utatwiajg dyspergowanie roztopionego
lipidu w fazie wodnej, co jest niezbedne do wytworzenia odpowiednio
malych czastek oraz stabilizujg nanoczastki po ochlodzeniu wytworzonej
w wyniku homogenizacji emulsji. Surfaktanty, ze wzgledu na ich
chemiczng strukture, mozna sklasyfikowac jako: jonowe (kationowe
i anionowe), niejonowe i amfoteryczne. Dobierajac odpowiedni surfaktant
podczas opracowywania sktadu formulacji nanoczastek lipidowych nalezy
wzigé pod uwage szereg czynnikéw takich jak: wplyw na wielkos¢
i polidyspersyjno$é, sposob podania postaci leku, role jaka bedzie
odgrywat surfaktant podczas degradacji lipidu w uktadach in vivo. Co
wiecej, nalezy rowniez zwrécié uwage na toksyczno$¢, kompatybilno$c
z innymi skiadnikami formulacji, mozliwie jak najmniejsza jego iloS¢ uzyta
do przygotowania formulacji, niski koszt wytworzenia formulacji i jej,
wszechstronne zastosowanie (R. Shah i inni, Springer Briefs in
Pharmaceutical Science & Drug Development, 2015, 1-93). Zwykle
zawarto$¢ surfaktantu w formulacjach SLN zawiera si¢ w zakresie od
0,5% do 5% (wfv) (J. Pardeike, i inni, International Journal of
Pharmaceutics, 2009, 366 (1-2), 170-184). Surfaktanty niejonowe majg tg
przewage nad jonowymi, Ze charaktieryzujg sie¢ znacznie nizsza
toksycznoscig i efektem draznigcym, co jest istotne gdy lek ma byc
podawany doustnie lub pozajelitowo (D. McClements i J. Rao, Critical
Reviews in Food Science and Nutrition. 2011, 51 (4), 285-330).

Ze wzgledu na mata biozgodnos¢ stosowanych syntetycznych
surfaktantow i mozliwosé wywotania przez nie niepozadanych efektow
ubocznych, coraz wiekszg uwage kieruje sie w strone wykorzystania w tej
roli zwiazkéw naturainych, a zatem nietoksycznych, majacych wiasciwosci
emulgujace i dyspergujace, takich jak na przyktad fosfolipidy (PL).

Fosfolipidy to zwiazki naturaine bedace podstawowym sktadnikiem

budulcowym bfon komdrkowych organizméw zywych, a zatem wykazujace



Z nimi biozgodno$é. W swojej strukturze fosfolipidy posiadajg fragment
hydrofilowy skiadajacy sie z reszty fosforanowej potaczonej estrowo
z alkoholoaming (choling lub etanoloaming) lub inozytolem, wykazujgcy
duze powinowactwo do wody i innych polarnych rozpuszczalnikow oraz
cze$é niepolarng (hydrofobowsa) skfadajaca sie z dwoch tancuchow reszt
kwasow tluszczowych zwigzanych estrowc ze szkieletem weglowym
glicerolu w pozycji sn-1 i sn-2. W literaturze naukowej i patentowej
dostepnych jest wiele doniesien na temat wytwarzania lipidowych
nanoczastek z wykorzystaniem naturalnych fosfolipidéw w charakterze
surfaktantu, takich jak chemicznie czysta fosfatydylocholina (PC), lecytyna
pochodzaca z zéttka jaja kurzego lub lecytyna sojowa.

W publikacji miedzynarodowej zgtoszenia WQO2013105101(A1)
opisano sposob wytwarzania nanoczastek lipidowych do enkapsulacii
hydrofilowych i amfiflowych lekéw takich jak izoniazyd, ryfampicyna,
pirazynamid i innych. Jako sktadnik matrycy lipidowej statych nanoczgstek
lipidowych (SLN) w podanych przykiadach przygotowania wykorzystano
behenian glicerolu lub kwas stearynowy lub mieszaning tych dwdch
lipidow, a jako stabilizator uzyto niejonowych surfaktantow — polisorbatu
80 oraz lecytyny sojowej (PHOSPHOLIPON® G0H), gdzie lecytyna
stanowita 99% catkowitej iloSci surfaktantdbw. Zastosowana metoda
tworzenia mikroemulsji opierata sie na przygotowaniu w pierwszej fazie
mieszaniny surfaktantéw w wodzie oraz stopienia lipidéw. Obie fazy
podgrzewano do temperatury 90°C, a nastepnie do lipidu dodawano
roztwdr surfaktantéw i leku przy ciaglym mieszaniu. Tak przygotowana
mikroemulsje wlewano do zimnej wody (2°C) przy cigglym mieszaniu
(5 000 rpm), ktére kontynuowano przez 30 minut lub przez roztwor
mikroemulsji przepuszczano azot przez czas 2 h w celu uzyskania
nanoczastek SLN. Otrzymane w ten sposéb nanoczastki lipidowe
charakteryzowaly sie wielkoscia w przedziale 110-130 nm oraz niskim

indeksem polidyspersyjnosci (<0,3).



W amerykanskim opisie US20130243848(A1) ujawniono sposob
wytwarzania nanoczastek lipidowych o przedluzonym uwalnianiu
mogacych znalezé zastosowanie w terapii genowej. Skiad tych
nanoczastek zawierat koniugat siRNA z lipidem kationowym znajdujgcy sie
w matrycy zfozonej z lipidu statego (tristearynian glicerolu) otoczonego
monowarstwg lipidowa zlozong z lecytyny sojowej oraz 1,2-distearoilo-sn-
-glicero-3-fosfoetanolamino-N-(metoksy(polietylenoglikolu)  (DSPE-PEG)
w proporcji lecytyna:DSPE-PEG 0,2-0,5:0,1-0,2. Zgodnie z opisang
metoda otrzymano nanoczastki o wymiarach 150-800 nm.

Z amerykanskiego opisu zgloszenia US20170035701(A1) znany
jest rowniez sposéb wytwarzania formulacji farmaceutycznych bedacymi
dyspersjg lipiddw stabilizowanych przez natura!ne fosfolipidy lub glikol
polialkilenowy zakonczony fragmentem lipidowym. Wskazano ich
zastosowanie jako nanono$niki lekéw (docetaksel, amfoterycyna B,
irynotekan), skiadnikéw  aktywnych nutraceutycznie  (kurkumina,
resweratrol, honokiol, magnolol, kwercetyna) lub tych stabo
rozpuszczalnych w wodzie. Jako surfaktant stosowano lecytyne sojowa,
lecytyne z zottka jaja kurzego lub syntetyczne fosfolipidy osobno lub wraz
z koniugatami lipidu z polietylenoglikolem Iub PEGylowanymi
fosfolipidami. Otrzymane nosniki charakteryzowaty sie wielkoscig czastek
w zakresie 90-155 nm, indeksem polidyspersyjnosci w przedziale 0,05-0,8
i stopniem enkapsulacji powyzej 50%.

PowyZzsze przyklady zastosowania fosfolipidow w formulacjach
farmaceutycznych odnoszg sie do zwiazkdéw, ktdérych gtowna funkcja jest
emulgowanie i stabilizowanie dyspersji nanoczasteczek lipidowych. Do tej
pory w literaturze naukowej i patentowej opisano nieliczne zastosowania
fosfolipidéw bedacych koniugatami z biologicznie aktywnymi zwiazkami
pochodzenia naturalnego (PL-BAC, z ang. biofogically active compound),
takimi jak izomery sprzezonego kwasu linolowego (CLA), gdzie fosfolipid
wystepuje w charakterze surfaktantu, bedacego sktadnikiem powierzchni

miedzyfazowej lipidowych nanonosnikow. Przyktadem moze byc



zastosowanie fosfatydylocholiny zwigzanej kowalencyjnie w pozycji sn-1
i sn-2 z mieszaning izomeréw cis-9,trans-11 (46%) i trans-10,cis-12 CLA
(45%). W opisanej w publikacji (A. Pucek, N. Niezgoda i inni, Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2017, 532,
377-388) metodzie homogenizacji wysokocisnieniowej otrzymano
nanoczastki SLN i NLC z zastosowaniem mieszaniny polioksyetylenowej
pochodnej sorbitanu {Tween® 80) oraz fosfatydylocholiny modyfikowanej
sprzezonym kwasem linolowym w stosunku, odpowiednio 1:1 do 1.5 jako
surfaktantéw. Opracowana metoda pozwolita uzyska¢ nanono$niki
lipidowe charakteryzujace sie wielkoscia w zakresie 160-230 nm
o indeksie polidyspersyjnosci ponizej 0,29 oraz wartosci potencjatu zeta
(¢) pomiedzy -2,7 a -10,4 mV.

Sprzezony kwas linolowy (CLA) nalezy do grupy nienasyconych
kwaséw tluszczowych o osiemnastoweglowym fancuchu. W swojej
strukturze posiada uktad dwoch sprzezonych ze soba wigzan podwdjnych,
ktére teoretycznie moga wystepowac w pozycji od C-2 do C-14 oraz jako
izomery geometryczne cis/frans. Najbardziej rozpowszechniony w naturze
jest izomer cis-9,ftrans-11 CLA, ktory wystepuje gtéwnie w miesie i mleku
pochodzacych od zwierzat przezuwajacych i stanowi 76-84% wszystkich
izomerow CLA (Y. W. Park i inni, Small Ruminant Research, 2007, 68,
88). W licznych badaniach na zwierzetach oraz badaniach in vitro
przeprowadzonych na roéznych liniach komédrek Iludzkich zostato
udowodnione, ze sprzezony kwas linolowy posiada szerokie spektrum
aktywnosci, miedzy innymi wplywa na funkcje immunologiczne, dziata
przeciwnowotworowo, przeciwmiazdzycowo oraz sprzyja redukcji tkanki
tuszczowej (B. Yang i inni, Journal of functional foods, 2015, 15,
314-325). Ponadto zaobserwowano, ze poszczegoine izomery CLA moga
posiada¢ rézng aktywnosc, dziala¢ synergistycznie lub nawet znosié
nawzajem swoje dziatanie (J. H. Kim i inni, Annual review of food science
and technology 2016, 7, 221-244).



W obliczu tych doniesien korzystnym wydaje sié stosowanie
aktywnych biologicznie izomeréow CLA w formie czystej izomerycznie
(>90%) zaréwno jako preparatéw w postaci wolnych kwasow Huszczowych
lub tez koniugatow fosfolipidowych gdzie aktywny izomer CLA zwigzany
jest z sn-glicero-3-fosfocholing wiazaniem estrowym. W publikaciji
(N. Niezgoda i inni, Australian Journal of Chemistry, 2015, 68(7),
1065-1075) opisano metode syntezy 1,2-di-(9Z,11E-octadekadienoilo)-sn-
-glicero-3--fosfocholiny (PC-¢9,{11-CLA). Badania in vifro na liniach
komérek nowotworowych biataczki promielocytarnej (HL-60) oraz raka
piersi (MCF-7) wykazaly duzy potencijat PC-c9,111-CLA w hamowaniu
proliferacji komorek, a dawka inhibicyjna ICso wyniosta odpowiednio
29.4411,7 i 45,846,6 UM przy czasie inkubacji wynoszacym 24h.

Nieoczekiwanie okazalo sie, ze wprowadzenie zwigzku
wykazujacego aktywno$é biologiczng, takiego jak izomer c¢is-9 frans-11
CLA do struktury fosfatydylocholiny jako czasteczki o amfiflowym
charakterze, posiadajacej zdolnosci do fatwego przenikania przez btony
biologiczne, jest korzystne ze wzgledu na mozliwo$¢ zwiekszenia
przyswajalnosci zwigzku aktywnego oraz wykorzystania takiej
fosfatydylocholiny w charakierze proleku. Z uwagi na wilasciwosci
powierzchniowo czynne koniugaty fostatydylocholiny z biologicznie
aktywnymi zwigzkami posiadajg réwniez duzy potencjat jako surfaktant
stabilizujgcy dyspersje nanono$nikow.

Zlokalizowanie réznych zwigzkéw aktywnych w dwéch obszarach
nanoczastki ogranicza ich wzajemna chemiczng i fizyczng interakcje oraz
powoduje, ze zwicksza sie sumaryczna ilos¢ substancji aktywnych
mozliwych do wprowadzenia w strukture nosnika. Powyzsza koncepcja
budowy lipidowych nancczasteczek ma na celu skorelowanie aktywnosci
terapeutycznych  poszczegdinych jego Komponentow w  jednej
nanoczastce, by zapewni¢ wzmocnienie efektu terapeutycznego,

stwarzajgc mozliwos¢ ich zastosowania w medycynie personalizowanej,



gdzie terapia antynowotworowa moze by¢ dobrana indywidualnie do
potrzeb pacjenta.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku sg state nanoczastki lipidowe
stabilizowane amfoterycznym surfaktantem z grupy fosfolipidow,
a mianowicie 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienacilo)-sn-glicero-3-fosfocholina,
o wzorze 1 oraz nigjonowym surfaktantem polioksyetylenowany
monooleinian sorbitanu.

Korzystnie jest, gdy niejonowym surfaktantem
polioksyetylenowanym monooleinianem sorbitanu jest polisorbat 80.

Korzystnie réwniez jest, gdy 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-
-glicero-3-fosfocholing o wzorze 1, zawiera powyzej 90% reszt izomeru
cis-9,trans-11 sprzezonego kwasu linolowego zwigzanych estrowo z sn-
-glicero-3-fosfocholing w pozycji sn-11 sn-2.

Z kolei, istota sposobu wedlug wynalazku jest to, Zze w pierwszej
kolejnosci przygotowuje sie faze wodng ze zwigzkami powierzchniowo
czynnymi stanowigca mieszanine 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-
-glicero-3-fosfocholiny, w ilosci wagowej od 0,15 do 0,45% oraz
niejonowego surfaktantu  polioksyetylenowanego monooleinianu
sorbitanu, korzystnie polisorbatu 80, w ilo$ci od 0,25 do 0,75%. Catos¢
podgrzewa sie przy delikatnym mieszaniu do catkowitego zdyspergowania
fosfatydylocholiny ale w temperaturze nie wyzszej niz 70°C. Kolejno
przygotowuje sie faze lipidowa bedaca stopionym lipidem, statym
w temperaturze pokojowej i temperaturze ciata cztowieka, ktdrej stezenie
wynosi od 2 do 4% wag. wszystkich skiadnikéw formulacji. Nastepnie
wlewa sie faze wodng do fazy lipidowej i poddaje sie mieszaniu przy
obrotach 16000-24000 rpm w temperaturze zapewniajacej stan ciekly fazy
lipidowej, do momentu zdyspergowania lipidu. Mikroemulsje poddaje sie
dziataniu ultradzwiekéw, otrzymujac po ochlodzeniu opalizujacg lub
mleczng, termodynamicznie stabilng zawiesing stalych nanoczastek

lipidowych.



Korzystnie jest, gdy jako lipid staly, stosuje si¢ mieszaning tri-,
mono- i diglicerydow kwasow Huszczowych o dlugosci faricucha
weglowego C8-C18 albo wosk pszczeli, albo palmitynian cetylu.

Korzystnie réwniez jest, gdy 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-
-glicero-3-fosfocholine  stosuje sie w ilosci 0,3-045% wag,
a polisorbat 80 w ilo$ci 0,5-0,75% wag.

Korzystnie takze jest, gdy faza lipidowa stanowi 2-3% wag.
wszystkich sktadnikow formulacii.

Korzystnie réwniez jest, gdy mieszanie wykonuje si¢ w czasie od
2 do 10 min.

Korzystnie takze jest, gdy dziatanie ultradZwigkami przeprowadza
sie przez czas 2-5 minut z zastosowaniem amplitudy réwnej 70-90%
mocy.

Zaleta wytwarzanych statych nanono$nikéw lipidowych wediug
wynalazku sa: bardzo duza homogenicznos¢ produktu, jednorodno$c
otrzymanych nanoczastek, nanoskopowa wielko$¢ (<200 nm), wiasciwa
dla efektywnego wnikania nanoczastek przez biony biologiczne komorek,
duza stabilno$é fizyczna, mala lepkosé. Zastosowanie formulacji
nanoczasteczek wedtug wynalazku jest potencjalnie korzystne dia aplikacii
kosmetycznych i farmaceutycznych zwlaszcza dla terapii
przeciwnowotworowe;.

Zaletg wykorzystania 1,2-di-(92Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-glicero-3-
-fosfocholiny jest uzyskanie przedziatowosci w strukturze nanonos$nika
lipidowego, gdzie jeden zwigzek aktywny, np. cis-9,frans-11 CLA,
zwigzany jest kowalencyjnie z PL, a =zatem zlokalizowany jest
w powierzchni miedzyfazowej i stanowi prolek, podczas gdy inny skiadnik
aktywny farmaceutycznie, np. lek przeciwnowotworowy moze zostac
zatadowany w lipidowym rdzeniu nanoczastek.

Przedmiot wynalazku zostal przedstawiony blizej w przykiadzie
wykonania, wzorem 1, a takze na rysunku, o fig. 1-6, gdzie na fig.1
przedstawione zostaly wyniki badan wielkosci $rednicy hydrodynamicznej



10

(Dr) uzyskanych w wyniku pomiaru metoda dynamicznego rozpraszania
swiatta (DLS) dla formulacji statych nanoczastek lipidowych opisanych
w przyktadzie wykonania. Na fig. 2 przedstawiono wyniki pomiaru
potencjalu zeta ({) uzyskanych metoda DLS. Na fig. 3 przedstawiono
zdjecie nanoczastek SLN wykonane transmisyjnym mikroskopem
elektronowym (TEM). Fig. 4 przedstawia wyniki testow stabilnosci
przechowalniczej otrzymanych dyspersji statych nanoczastek lipidowych
po czasie 2 i 7 dni przechowywania w temperaturze 4, 20 lub 40°C
wyrazonych jako wspdlczynnik niestabilnosci obliczony na podstawie
wynikéw uzyskanych podczas wirowania w technice sedymentacii
wirdwkowej za pomoca analizatora dyspersji LUMiSizer®. Wspoétczynnik
niestabilnosci (z ang. instability index, Inl) oblicza si¢ na podstawie zmian
w transmitancji swiatta o danej diugosci fali (tutaj 865 nm) na calej
diugosci wirowanej probki spowodowanych separacjg faz poprzez
$mietankowanie . powstate na skutek dzialania sity od$rodkowej
w warunkach wirowania (tutaj 4000 rpm, 25°C) w okreslonym czasie
trwania analizy, podzielonym przez maksymalng uzyskang transmitancjg
podczas wirowania. Indeks niestabilnosci jest liczbg bezwymiarowa i waha
sie od 0 (bardziej stabilny) do 1 (bardziej niestabilny). Fig. 5 ukazuje profil
rozdziatu kinetycznego nanoczastek SLN przechowywanych przez czas
2 dni w temperaturze 4°C uzyskany za pomoca analizatora dyspersiji
LUMiSizer®. Fig. 6 przedstawia wyniki badan cytotoksycznosci
uzyskanych w standardowym tescie MTT podczas inkubacji (24h)
prawidowych  komérek  nablonkowych jajnka (linia CHO-K1)
z odpowiednio rozcienczonymi dyspersjami nanoczastek lipidowych.
Stezenie nanoczastek SLN na rysunku fig. 6 podano w przeliczeniu na
ilos¢ zwigzku aktywnego 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-glicero-3-
-fosfocholiny stanowigcego sktadnik fazy surfaktantu wyrazona
w mikromolach na dm?3.
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Przyktad:
Roztwor surfaktantu stanowigcy faze wodna, o skfadzie:
e 4952 5 mg wody dejonizowanej
e 225 mg (045% wagowych) 1,2-di-(9Z,11E-oktadekadienoilo)-sn-
-glicero-3-fosfocholiny ofrzymanej zgodnie z opisang metoda
(N. Niezgoda i inni, Australian Journal of Chemistry, 2015, 68(7),
1065-1075) o skladzie izomerycznym reszt sprzezonego kwasu
linolowego (wg GC): cis-9,trans-11 — 94,5%,; trans-10,cis-12 -
- 2,5%; inne izomery — 3,0%
e 25mg (0,5% wagowych) polisorbatu 80 (Tween® 80),
miesza sie przy pomocy mieszadta magnetycznego w temperaturze 55°C
przez 1 h, do catkowitego zdyspergowania fosfatydylocholiny, a nastepnie
stabilizuje w temperaturze 53°C przez 20 minut.
Faze lipidowg bedacg mieszana glicerydéw kwasow ttuszczowych
o dtugoséci tancucha weglowego C8-C18 (Gelucire® 43/01), stanowiaca 2%
wagowych wszystkich skiadnikéw formulacji (100 mg) podgrzewa sie
w temperaturze 53°C do rozpuszczenia i stabilizuje w temperaturze 53°C
przez czas 20 minut. Do tak przygotowanego lipidu wlewa sie roztwér
surfaktantow i miesza w stalej temperaturze 53°C przy pomocy
wysokoobrotowego homogenizatora stosujac obroty 24000 rpm przez
2 minuty, nastepnie otrzymana mikroemulsje niezwiocznie poddaje sie
dziataniu ultradZwiekéw za pomoca sonikatora o mocy 130W
i czestotliwosci 20 kHz przez 3 minuty stosujac moc réwng 90% amplitudy.
Po tym czasie pozostawia si¢ otrzymana nanoemulsj¢ do ochfodzenia
w temperaturze pokojowej otrzymujac mlécznq dyspersje statych
nanoczastek lipidowych, ktérych $rednica hydrodynamiczna (Dr) wynosi
110,941,0 nm; indeks polidyspersyjnosci (Pdl) rowny jest 0,151+0,004,
a potencjal zeta (¢) to -13,3+0,36 mV.
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