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Izvod

Cilj ovog istrazivanja bio je da se homogenizacijom pod visokim pritiskom izrade
nanoemulzije stabilizovane alkil poliglukozidnim (APG) emulgatorom i da se njihove
karakteristike i fizicka stabilnost uporede sa nanoemulzijama stabilizovanim standardnom
kombinacijom lecitina (L) i polisorbata 80 (P80). U istraZivanju je pracen uticaj parametara
formulacije, i to vrste i koncentracije emulgatora (smesa L/P80 vs. APG, u koncentaciji od 4,
6 i 8%) i koncentracije uljane faze (20, 30 i 40% trigliceridi srednje duZine lanca) na veli¢inu
i raspodelu veli¢ina kapi, zeta potencijal (¢) i fizitku stabilnost nanoemulzija. Takode je
pracen uticaj procesnih parametara (postupak, pritisak i broj ciklusa homogenizacije) na
veli¢inu kapi i indeks polidisperznosti (Pdl), u cilju identifikovanja optimalnih uslova za
izradu nanoemulzija. Dobijeni rezultati pokazuju da postoji uticaj sastava formulacije na
karakteristike (L/P80 nanoemulzije: veli¢ina kapi 147-156 nm, ¢ oko —20 mV; APG nano-
emulzije: veli¢ina kapi 165-228 nm, ¢ oko =50 mV) i fizi¢ku stabilnost ispitivanih nano-
emulzija, i da se diskontinualnim postupkom homogenizacije (9 ciklusa, 500 bar) mogu
dobiti nanoemulzije optimalnih svojstava (veli¢ina kapi, Pdl).

Klju¢ne reci: nanoemulzija, kaprilil/kapril glukozid, lecitin, polisorbat 80, homogenizacija pod
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Nanoemulzije su nosaci sa dugom i uspesnom isto-
rijom primene u parenteralnoj ishrani, a od nedavno su
pocele da se intenzivno istrazuju i kao nosaci lekova za
razlicite puteve primene, kao Sto su intravenska, oral-
na, rektalna, dermalna i primena u oko [1-5]. Prednosti
nanoemulzija kao terapijskih sistema su kontrolisana
veli¢ina kapi, niska koncentracija emulgatora, visok
solubilizacioni kapacitet za lipofilne lekove [6,7] i mo-
guénost povecanja njihove bioloske raspolozivosti [4].
Pored toga, nanoemulzije se obi¢no sastoje od visoko
biokompatibilnih i biodegradabilnih sastojaka, Sto ih
¢ini pogodnim sistemima za osetljive puteve primene
(intravenska, primena u oko), kao i za primenu u koz-
meticke svrhe [6]. Primeri formulacija koje su odobrene
za terapijsku primenu su intravenske nanoemulzije dia-
zepama, propofola, liposolubilnih vitamina i amfoteri-
cina B [5,8].

U fizickom smislu, nanoemulzije su emulzije sa veli-
¢inom kapi ispod 100 nm, analogno nanocesticama iste
veli¢ine [9,10]. Danas se, medutim, ovaj termin koristi
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za sve metastabilne emulzije sa veli¢inom kapi ispod
jednog mikrona, koje se generalno nazivaju submikron-
skim emulzijama [6]. U principu, nanoemulzije (poznate
i kao miniemulzije, ultrafine emulzije, submikronske
emulzije) uglavhom se opisuju kao ulje/voda (U/V)
emulzije sa veli¢inom kapi ispod 1000 nm, najceSée u
rasponu 100-500 nm [6,8,11], mada se navodi i opseg
veli¢ina 50-200 nm [12]. Zavisno od veli¢ine kapi, nano-
emulzije mogu biti translucentne ili transparentne (veli-
¢ina ispod 100 nm) i neprovidne ili mle¢ne (velic¢ina iz-
nad 100 nm), a plavkasta nijansa ukazuje na pojavu Rej-
lijevog (Rayleigh) rasipanja svetlosti od malih kapi
nanoemulzije [6,9].

Za razliku od mikroemulzija, nanoemulzije su termo-
dinamicki nestabilne — slobodna energija koloidne dis-
perzije (uljane kapi u vodi) je ve¢a od slobodne energije
odvojenih faza (ulje i voda). Medutim, ako se obezbedi
dovoljna energetska barijera izmedu ove dve faze,
nanoemulzije Ce biti kineticki stabilne [13]. Dobra dugo-
ro¢na fizicka stabilnost ¢ini ove sisteme jedinstvenim
[12], a proistice iz ¢injenice da su konvencionalni des-
tabilizacioni fenomeni, poput kriminga (eng. creaming,
raslojavanje) i koalescencije, uveliko spreceni ili uspo-
reni, usled Braunovog kretanja malih kapi, koje se
suprotstavlja gravitaciji [11,12]. Glavni izvor nestabil-
nosti je Ostvaldovo sazrevanje koje predstavlja ten-
denciju malih kapi da se sjedine u vece, usled razlika u
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njihovoj rastvorljivosti [6,9]. Ovo sporo povecanje veli-
¢ine kapi ¢e konacno, tokom vremena, dovesti do sepa-
racije (odvajanja) faza nanoemulzije [14]. Pored toga,
mogu da se jave i reverzibilni destabilizacioni fenomeni
kao Sto su flokulacija, razdvajanje uslovljeno gravita-
cijom (kriming/sedimentacija) [15]. Odgovarajuéim iz-
borom vrste ulja, vrste emulgatora, njihovih koncen-
tracija i uslova izrade, mogu da se dobiju nanoemulzije
zadovoljavajuce kineticke stabilnosti (meseci i godine)
[13].

Nanoemulzije se izraduju iz ulja, vode, emulgatora i,
Cesto, koemulgatora, i poSto su termodinamicki nesta-
bilni sistemi, uvek zahtevaju dovodenje neke spoljasnje
energije sistemu. Metode za izradu nanoemulzija mogu
se podeliti u dve grupe: visoko-energetske (koriste se
mehanicki uredaji- homogenizator pod visokim pritis-
kom, mikrofluidizer, ultrazvuk) i nisko-energetske (za-
snivaju se na fizicko—hemijskim svojstvima sistema —
fazno-inverzni i spontani emulgujuéi metod) [3,6,12].

Emulgatori imaju vainu ulogu u formiranju nano-
emulzija: smanjenjem medupovrsinskog napona sma-
njuje se Laplasov pritisak (razlika pritiska izmedu unu-
trasnjosti i spoljasnjosti kapi), a otuda je i stres potre-
ban za lomljenje kapi smanjen. Emulgatori takode spre-
¢avaju koalescenciju novonastalih kapi [12]. Generalno,
za izradu nanoemulzija mogu da se koriste razliciti
povrsinski aktivni agensi: konvencionalne povrsinski
aktivne materije (PAM), proteini i polisaharidi [13].
Lecitini su joS uvek emulgatori izbora u smislu biokom-
patibilnosti. Nalaze se medu najbezbednijim emulga-
torima (GRAS status) i stoga se tradicionalno prime-
njuju u razvoju parenteralnih nanoemulzija. Lecitin sta-
bilizuje nanoemulzije formiranjem viSeslojnog omotaca
oko kapi, koji deluje kao efektivna strukturno-meha-
ni¢ka barijera. U cilju pobolj$anja fizicke stabilnosti sis-
tema dodaju se sterni stabilizatori, kao $to su emul-
gujudi agensi sa sternim voluminoznim grupama poput
polisorbata. Dodatak pogodnog koemulgatora moze da
poboljsa fleksibilnost medupovrsinskog filma Sto se
znacajno reflektuje na stabilnost ovih emulzija [6].

Problemi vezani za upotrebu klasi¢cnih PAM (leci-
tina) u nanoemulzijama potic¢u od toga sto su fosfolipidi
podlozni oksidativnoj i hidrolitickoj degradaciji, koja
ima za posledicu nepovoljne promene u izgledu i mirisu
nanoemulzija nakon odredenog perioda cuvanja. Osim
toga, smese lecitina imaju visok potencijal za stvaranje
agregata, Sto dovodi do formiranja vezikularnih i multi-
lamelarnih struktura u toku izrade nanoemulzija. Upr-
kos decenijama istrazivanja na ovom polju, jos uvek nije
u potpunosti razjasnjeno mogu li se ove strukture izbedi
i da li njihovo prisustvo ima negativni efekat na dugo-
rocnu stabilnost nanoemulzija [16]. lako je uloga leci-
tina kao emulgatora davno utvrdena, kompleksno
ponasanje fosfolipida u nanoemulzijama, joS uvek nije u
potpunosti predvidivo [6].
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Tokom proteklih godina, brzo povecanje ekoloske
svesti o odrzivim PAM, pokrenulo je upotrebu prirodnih
PAM koje se mogu dobiti iz obnovljivih izvora. U tom
smislu, postoji sve vece interesovanje za alkil poligluko-
zide (APG), novu klasu nejonskih PAM koji se dobijaju iz
obnovljivih sirovina kao sto su glukoza i masni alkoholi.
APG pokazuju izuzetnu biorazgradivost, odlicna derma-
toloska svojstva i dobru povrsinsku aktivnost [17].
Dodatni razlozi za povecanu upotrebu ovih molekula,
posebno u formulacijama za primenu na kozu, jesu
minimalna osetljivost na promene pH i prisustvo elek-
trolita u poredenju sa etoksilovanim PAM [18].

Buduci da upotreba APG kao potencijalnih stabiliza-
tora nanoemulzija jo$ uvek nije detaljno ispitana, jedan
od ciljeva sprovedenog istrazivanja bio je da se utvrdi
da li sa emulgatorom ovog tipa mogu da se dobiju
stabilne nanoemulzije sa malom veli¢inom kapi i uskom
raspodelom veli¢ina kapi (indeks polidisperznosti, eng.
polydispersity index, Pdl). U tu svrhu izradena je serija
model nanoemulzija sa APG emulgatorom srednje duzi-
ne alkil lanca (kaprilil/kapril glukozid) metodom homo-
genizacije pod visokim pritiskom i izvrSena njihova
karakterizacija, a dobijeni rezultati uporedeni su sa
rezultatima dobijenim za nanoemulzije stabilizovane
standardnom kombinacijom lecitina i polisorbata 80.

Dobro je poznato da parametri formulacije (tip i
koncentracija emulgatora, udeo masne faze), kao i
parametri procesa (temperatura, pritisak i broj ciklusa
homogenizacije), uticu na fizicko—hemijska svojstva i
stabilnost nanoemulzija [19]. S tim u vezi, u sprove-
denom istrazivanju dodatno je praéen uticaj vrste emul-
gatora (sme3a lecitina i polisorbata 80 vs. kaprilil/kapril
glukozid), kao i rastuéih koncentracija uljane faze (20,
30 i 40 mas.%) i emulgatora (4, 6 i 8 mas.%) na velicinu
kapi, povrsinsko naelektrisanje i fizicku stabilnost izra-
denih nanoemulzija.

Drugi vazan cilj istraZivanja bio je da se utvrde opti-
malni procesni parametri za izradu nanoemulzija, vari-
ranjem postupka (kontinualan vs. diskontinualan), pri-
tiska i broja ciklusa homogenizacije.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijal

Za izradu nanoemulzija koris¢eni su: trigliceridi
srednje duZine lanca (MCT) odnosno kaprilno/kaprinski
trigliceridi  (Miglyol® 812, SB Trade, Srbija), lecitin iz
jajeta (Lipoid® E80, Lipoid GmbH, Nemacka), polisorbat
80 (Tween® 80, Croda Chemicals, Engleska), APG emul-
gator kaprilil/kapril glukozid (Plantacare® 810, Cognis,
Nemacka) i sveZe dobijena precis¢ena voda naknadno
propustena kroz membranski bakterioloski filter (viso-
koprecis¢ena voda) (Milli-Q, Millipore GmbH, Nemacka).
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Metode

Izrada nanoemulzija

U skladu sa standardnom procedurom opisanom u
literaturi [3,20-22], izradeno je Sest razli¢itih formu-
lacija U/V nanoemulzija metodom homogenizacije pod
visokim pritiskom. Komponente koje su usle u sastav
nanoemulzija, izabrane su na osnovu njihove stabilnosti
i biokompatibilnosti. Sve nanoemulzije su izradene sa
MCT kao masnom fazom, visokoprecis¢enom vodom
kao vodenom fazom, dok su lecitin iz jajeta, polisorbat
80 i APG (kaprilil/kapril glukozid) upotrebljeni kao
emulgatori. Prvi set formulacija izraden je sa smeSom
lecitin/polisorbat 80 (1/1); analogno je izraden i drugi
set formulacija sa APG emulgatorom. Koncentracija MCT
varirana je na 20, 30 i 40 mas.%, a koncentracija emul-
gatora na 4, 6 i 8 mas.%, pri cemu je maseni odnos mas-
ne faze i emulgatora drzan konstantnim i bio je 5:1. Sa-
stav formulacija i njihove oznake prikazani su u Tabeli 1.

Masna i vodena faza su pripremljene odvojeno.
Masna faza se sastojala od MCT i u njoj je rastvoren
lecitin zagrevanjem na 70 °C na magnetnoj mesalici
(IKAmag, IKA Staufen, Nemacka). U vodenu fazu, koju je
Cinila visokopreciséena voda, dodat je polisorbat 80,
odnosno APG emulgator kaprilil/kapril glukozid. Obe
faze su zagrejane na 50 °C, na magnetnoj mesalici.
Zatim je vodena faza dodata u masnu fazu i izradena
preemulzija mesanjem na rotor-stator homogenizatoru
(Ultra-Turrax®, IKA Staufen, Nemacka) 3 min, brzinom
od 8000 obrtaja/min, na 50 °C. Da bi se dobila finalna
emulzija, ovako izradena homogena preemulzija (veli-
¢ina kapi oko 2 um, Pdl oko 0,6) propustena je kroz
homogenizator pod visokim pritiskom (EmulsiFlex-C3,
Avestin, Kanada), diskontinualnim postupkom, 9 puta,
pri pritisku od 300 bar i temperaturi od 50 °C [21].
Nakon hladenja na sobnu temperaturu, svaka nano-
emulzija podeljena je u dva dela, koji su cuvani u dobro
zatvorenim staklenim bocicama na 25 °C tokom 180
dana i na 40 °C tokom 30 dana, u cilju ispitivanja nji-
hove fizicke stabilnosti.

U cilju procene da li i kako postupak homogenizacije
i procesni parametri uticu na karakteristike nanoemul-
zija, dodatno su izradena cCetiri uzorka F1L/P80 pre-
emulzije koje su homogenizovane pod visokim pri-

tiskom u toku 10 ciklusa pod razli¢itim uslovima. Va-
riran je postupak homogenizacije (kontinualan vs. dis-
kontinualan) i pritisak (300 vs. 500 bar). Pre homogeni-
zacije i nakon svakog drugog cuklusa homogenizacije
uzimani su uzorci za analizu veli¢ine i raspodele veli¢ina
kapi.

Analiza veli¢ine Cestica

Prosecna veli¢ina kapi (hidrodinamicki prosecan
precnik, eng. intesity-weighted mean diameter, z-ave-
rage — z-ave) i raspodela veli¢ina kapi (Pdl) merene su
na uredaju Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Velika Britanija) primenom tehnike dinamickog rasi-
panja svetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS, tzv.
foton korelaciona spektroskopija, eng. Photon Corre-
lation Spectroscopy, PCS). Ovom tehnikom meri se ste-
pen fluktuacije intenziteta rasute svetlosti usled Braun-
ovog kretanja ¢estica/kapi u uzorku i prevodi u veli¢inu
kapi pomocu Stokes—Einstein-ove jednacine [23]. PdI je
mera za raspodelu veli¢ina kapi i ukazuje na kvalitet ili
homogenost disperzije [24]. Kreée se od 0 (monodis-
perzna) do 0,5 (relativno Siroka raspodela). Na primer,
za parenteralne nanoemulzije vrednosti Pd/ do 0,25
smatraju se prihvatljivim [25].

Da bi se umanjio uticaj gustine i viskoziteta nano-
emulzija na rezultate merenja, uzorci nanoemulzija su
pre merenja 500 puta razblazeni visokoprecis¢enom
vodom. Merenje je izvedeno u polistirenskim kivetama
za jednokratnu upotrebu na temperaturi od 25 °C pod
uglom rasipanja svetlosti od 90°. Svaki uzorak je meren
tri puta.

Posto je opseg merenja Zetasizer Nano ZS90 ure-
daja 2 nm do 3 um, za utvrdivanje moguceg prisustva
vecih kapi, kao dodatna metoda karakterizacije prime-
njena je tehnika statickog rasipanja svetlosti (eng. Sta-
tic Light Scattering, SLS), poznata i kao laserska difrak-
cija (eng. Laser Difraction, LD). Da bi se izbegli efekti
viSestrukog rasipanja svetlosti, nanoemulzije su razbla-
Zene visokoprecis¢enom vodom i nakon 5 min stabili-
zacije uzoraka, merena je velicina kapi na uredaju Mal-
vern Mastersizer (Malvern Instruments, Velika Brita-
nija) na 25 °C, pri ¢emu je svaki uzorak meren tri puta.
Uredaj je podrzan softverom koji analizira zavisnost
izmedu ugla rasipanja svetlosti i velicine kapi (Sto je kap

Tabela 1 Sastav izradenih nanoemulzija (mas.%); ostatak do 100 mas.% Cini visokoprecis¢ena voda

Table 1 Composition of prepared nanoemulsions (mass%)

Komponenta
Formulacija - —
Mygliol® 812 Lipoid® E80 Tween® 80 Plantacare® 810

F1L/P80 20 2 2 -
F2L/P80 30 3 3 -
F3L/P80 40 4 4 -
F1APG 20 - - 4
F2APG 30 - - 6
F3APG 40 - - 8
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veca, manji je ugao pod kojim se svetlost rasipa), i,
primenom Mie teorijskog modela rasipanja svetlosti,
daje zapreminsku raspodelu veli¢ina kapi u nanoemul-
ziji. Najces¢i nadin izrazavanja rezultata dobijenih LD
metodom je prikazivanje LD precnika kapi (eng. vol-
ume-weighted mean diameters) d10%, d50% i d90%,
koji se oznacavaju i kao d(v,0.1), d(v,0.5) i d(v,0.9).
Precnik d(v,0.1) je veli¢ina kapi na kojoj 10% zapremine
uzorka cine kapi cija je veli¢ina manja od ,d(v,0.1)“
vrednosti. Prec¢nik d(v,0.5) (eng. median volume particle
size) znaci da 50% zapremine uzorka sadrzi kapi manje
od ,,d(v,0.5)“ vrednosti, a 50% uzorka Cine kapi vece od
ove vrednosti. Pre¢nik d(v,0.9) znaci da 90% zapremine
uzorka ima velic¢inu kapi manju od ,,d(v,0.9)“ vrednosti,
i predstavlja osetljiv parametar za utvrdivanje prisustva
vecih kapi, kao i agregata kapi.

Svetlosna mikroskopija

U cilju detekcije eventualnog prisustva vec¢ih mikro-
metarskih kapi i pojave agregacije u izradenim formu-
lacijama u toku cuvanja, nerazblaZeni uzorci nano-
emulzija posmatrani su pod svetlosnim mikroskopom
Motic digital microscope DMB3-223ASC, koji je podrzan
softverom Motic Images Plus v.2.0 (Motic GmbH, Ne-
macka), na uveli¢anju od 1000 puta.

Merenje zeta potencijala

Zeta potencijal, koji karakteriSse naelektrisanje na
povrsini emulgovanih kapi ulja, meren je na ve¢ spome-
nutom uredaju Zetasizer Nano ZS90 (Malvern lustru-
ments, Velika Britanija). Pre merenja, uzorci nano-
emulzija su razblaZeni visokopreciséenom vodom (10 pL
uzorka je razblazeno sa 4990 puL visokopreciséene
vode). Merenje je vrSeno na 25 °C u savijenoj (eng.
folded) kapilarnoj ¢eliji (DTS 1060) za jednokratnu upo-
trebu. lzmerena elektroforetska pokretljivost kapi u
elektricnom polju prevedena je u zeta potencijal
primenom Helmholtz-Smoluchowski jednacine:

{ImV]= EM4Tm7

(1)
gde je ¢ zeta potencijal, EM elektroforetska pokret-
liivost, n viskozitet disperzionog sredstva, a &£ dielek-
tricna konstanta disperzionog sredstva [26]. Dobijeni
rezultati za zeta potencijal izrazeni su kao srednja
vrednost tri merenja.

Ispitivanje stabilnosti

U cilju ispitivanja fizicke stabilnosti izradenih nano-
emulzija sprovedene su ubrzana i dugotrajna studija
stabilnosti. Sve nanoemulzije su nakon izrade podeljene
u dve grupe. Prva grupa uzoraka Cuvana je na 25 °C u
toku 6 meseci (dugotrajna studija stabilnosti), a druga
na 40 °C tokom mesec dana (ubrzana studija stabil-
nosti). Uzorci su ¢uvani u dobro zatvorenim staklenim
bocicama sa aluminijumskom krimp kapicom. Pored
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pracenja fizickog izgleda nanoemulzija, u fiksnim vre-
menskim intervalima mereni su veli¢ina kapi, Pdl, zeta
potencijal, pH vrednost i provodljivost. Uzroci su anali-
zirani na dan izrade i nakon 14 i 30 dana za procenu
kratkoro¢ne, odnosno 30 i 180 dana za procenu dugo-
rocne stabilnosti sistema.

Merenje pH vrednosti

pH vrednost izradenih nanoemulzija merena je jed-
nostavnim uranjanjem elektrode pH metra (pH meter
HI9321, Hanna Instruments, Portugalija) u uzorak, na
temperaturi od 25 °C. Merenje je izvedeno tri puta za
svaki uzorak i izracunata srednja vrednost.

Merenje provodljivosti

Elektricna provodljivost nanoemulzija merena je
konduktometrijskom metodom (CDM230 MeterLab,
Radiometer, Danska) direktnim uranjanjem elektrode u
ispitivane uzorke, na 25 °C. Prikazane vrednosti za pro-
vodljivost predstavljaju srednju vrednost tri merenja.

Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka izvrSena je pomocu
programa SPSS (verzija 18.0) primenom jednofaktorske
ili dvofaktorske analize varijanse (ANOVA), kao i Stu-
dent t-testa, gde je to bilo potrebno. Za poredenje
srednjih vrednosti veli¢ine kapi, Pdl, zeta potencijala,
provodljivosti i pH vrednosti nanoemulzija tokom ispi-
tivanja njihove dugorocne i kratkorocne stabilnosti,
koriséeni su jednofaktorska ANOVA (za tri grupe poda-
taka) i t-test (za dve grupe podataka). Jednofaktorska
ANOVA je koriS¢ena i za ispitivanje uticaja broja ciklusa
homogenizacije (nezavisno promenljiva) na veli¢inu
kapi i Pdl nanoemulzije (zavisno promenljive), dok je za
ispitivanje uticaja dva faktora (pritisak i postupak
homogenizacije) na jednu zavisno promenljivu (veli¢ina
kapi, Pdl) koris¢ena dvofaktorska ANOVA. P vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom.

REZULTATI | DISKUSIJA

Uticaj sastava formulacije na karakteristike
nanoemulzija

Sve izradene nanoemulzije bile su tecne, mlecno
bele (usled viSestrukog rasipanja svetlosti) sa plavi-
Castim odsjajem. Ovakva vizuelna pojava je inace karak-
teristiCna za nanoemulzije ¢ija veli¢ina kapi prelazi 100
nm [6].

Naime, analiza veli¢ine kapi (slika 1A) pokazuje da
su na dan izrade sve formulacije nanoemulzija imale
prosecnu veli¢inu kapi, merenu PCS metodom, u op-
segu od 147 do 228 nm, sa veoma uskom raspodelom
veli¢ine kapi (Pd/ u opsegu 0,072-0,124).

Vrednosti Pdl manje od 0,1 ili 0,2 ukazuju na dobar
kvalitet sistema i na relativno usku raspodelu veli¢ina
kapi, odnosno na unimodalnu raspodelu. Vrednosti Pdl
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Slika 1. Prosecna velicina kapi (z-average * SD), raspodela velicine kapi (Pdl + SD) i zeta potencijal (+ SD) nanoemulzija koje sadrZe
rastuce koncentracije MCT (20, 30 i 40%) i emulgatora (4, 6 i 8%) na dan izrade.

Figure 1. Mean droplet size (z-average + SD), particle size distribution (Pdl + SD) and zeta potential (+ SD) of nanoemulsions
containing increasing concentrations of MCT (20, 30 i 40%) and emulsifiers (4, 6 i 8%) on day of preparation.

blizu 1 (najvisa vrednost) imaju sistemi loseg kvaliteta
Cija veli¢ina kapi vise nije u nanometarskom opsegu [24].

Dobijeni rezultati (slika 1A) jasno ukazuju da postoji
uticaj sastava nanoemulzija na veli¢inu kapi. Kod nano-
emulzija izradenih sa smesom PAM lecitin/polisorbat
80 velic¢ina kapi je bila manja (147-156 nm) u pore-
denju sa nanoemulzijama na bazi APG. Ovi nalazi mogu
se objasniti razlicitom hidrofilnoséu upotrebljenih
emulgatora. Naime, Tan i Nakajima [27] su pokazali da
emulgatori sa ve¢om hidrofilnos¢éu mogu efikasnije da
obuhvate i stabilizuju kapi u U/V nanoemulzijama, $to
za posledicu ima formiranje manjih kapi. APG su u
osnovi lipofilniji, imaju nize HLB vrednosti [28], pa bi
veca hidrofilnost polisorbata 80, izmedu ostalog, mogla
biti odgovorna za manju veli¢inu kapi nanoemulzija
izradenih sa smesom lecitin/polisorbat 80.

Poznato je da postoji uticaj koncentracije emul-
gatora i udela uljane faze na finalnu veli¢inu kapi nano-
emulzija [12,19,21]. Ispitivanja su pokazala da je sa
povecanjem udela uljane faze i koncentracije emul-
gatora doslo do smanjenja veli¢ine kapi kod svih ispiti-
vanih formulacija nanoemulzija, sem F3APG, gde je
doslo do povecanja veli¢ine kapi (slika 1A).

Povecanje koncentracije emulgatora ima za posle-
dicu nastanak manjih kapi [5,7]. Nasuprot tome, pove-
¢anje koli¢ine dispergovane (uljane) faze dovodi do

povecanja kolizije kapi i otuda do koalescencije u toku
samog procesa emulgovanja [12]. Veca veli¢ina kapi je
nepovoljnija u pogledu stabilnosti, ali je, s druge strane,
potencijalni solubilizacioni kapacitet za lipofilne lekove
veéi [29]. Medutim, u sprovedenom istraZivanju isto-
vremeno su povecavani udeo masne faze i koncentra-
cija emulgatora, tako da je njihov maseni odnos u svim
formulacijama bio konstantan (5:1). Pokazano je da ako
se maseni odnos emulgatora i dispergovane faze drzi
konstantnim, tj. ako se sa povecanjem udela masne
faze povedava i koncentracija emulgatora, u sistemu
dolazi do smanjenja medupovrsinskog napona i nas-
tanka manjih kapi [12]. Ovo zapaZanje je, kao sto je veé
navedeno, sa izuzetkom formulacije F3APG sastavljene
od MCT, APG i vode u odnosu 40:8:52, potvrdeno u
sprovedenom istrazivanju. Dodatno, smatra se da bi
odnos uljane faze i emulgatora od 5:3 doveo do naj-
manje veli¢ine kapi [30].

Da bi se iskljucilo prisustvo vecih kapi u ispitivanim
nanoemulzijama, kao dodatne metode za procenu veli-
¢ine kapi u sistemu, primenjene su LD i svetlosna mik-
roskopija. Slika 2 daje uporedni pregled veli¢ine kapi
merene PCS metodom i LD metodom 7 dana nakon
izrade nanoemulzija. Kod nanoemulzija izradenih sa
smesSom lecitin/polisorbat 80, 50% kapi bilo je manje
od 270 nm, dok je veli¢ina 90% kapi bila ispod 490 nm.
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Slika 2. Prosecna velicina kapi merena foton korelacionom spektroskopijom (z-average), LD precnici mereni laserskom difrakcijom
(d50% i d90%) i indeks polidisperznosti (Pdl) razlic¢itih formulacija nanoemulzija 7 dana nakon izrade (srednja vrednost + SD, n = 3).
Figure 2. Mean particle size measured by photon correlation spectroscopy (z-average), LD diameters measured by laser diffraction
(d50% i d90%) and polydispersity index (Pdl) of various nanoemulsion formulations after 7 days of preparation (mean + SD, n = 3).

Kod nanoemulzija stabilizovanih kaprilil/kapril gluko-
zidom, d(v,0.5) vrednosti su bile izmedu 270 i 410 nm,
dok su se vrednosti za d(v,0.9) kretale od 430 do 680
nm. U svim ispitivanim formulacijama najvece kapi bile
su manje od 1 um. Kada se uporede veli¢ine kapi do-
bijene PCS metodom i LD metodom, vidi se da su vred-
nosti LD precnika veée. Razlog za to je Sto LD daje
zapreminsku raspodelu veli¢ine kapi, dok je kod PCS
merenje zasnovano na intenzitetu svetlosti [25]. Svet-
losna mikroskopija je dodatno potvrdila da nije bilo ve-
¢ih kapi, ili agregata kapi, ni u jednoj od izradenih for-
mulacija (slika 3).

Merenjem zeta potencijala uzoraka nanoemulzija
stabilizovanih sa oba tipa emulgatora dobijeni su delom
neocekivani rezultati.

Poznato je da zeta potencijal priblizno karakterise
povrsinsko naelektrisanje kapi u emulzijama i jedan je
od faktora koji odreduje njihovu fizicku stabilnost. Ako
sve Cestice/kapi u disperziji imaju visok pozitivni ili visok
negativni zeta potencijal, do¢i ¢e do njihovog medu-
sobnog odbijanja Sto sprecava koalescenciju i povecava
stabilnost sistema [31,32]. Veliina zeta potencijala,
dakle, ukazuje na potencijalnu stabilnost nanodisperz-
nog koloidnog sistema.
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Zeta potencijali ispitivanih formulacija nanoemul-
zija, mereni odmah nakon izrade, bili su u opsegu od
—-17 do -50 mV (slika 1B). Nanoemulzije izradene sa
smesom lecitin/polisorbat 80 imale su zeta potencijal
oko —20 mV, dok je zeta potencijal nanoemulzija izra-
denih sa kaprilil/kapril glukozidom bio znacajno vedi
(t-test, p < 0,05) i iznosio je oko =50 mV. Ove razlike u
vrednostima zeta potencijala su ocigledno posledica
upotrebe razli¢itog tipa emulgatora.

Kaprilil/kapril glukozid je nejonski sterni stabilizator,
pa bi se na prvi pogled mogle ocekivati nize vrednosti
zeta potencijala. Medutim, ovaj polihidroksilni emul-
gator u svojoj strukturi ima hidrofobni deo, koji se
smesta na povrsinu emulgovanih kapi ulja, i dug hidro-
filni rep koji penetrira u vodenu fazu. Hidrofilni deo
sadrzi molekule glukoze koji mogu privuci potencijalno
negativno naelektrisane hidroksilne jone, ¢ime bi se
mogla objasniti dobijena visoka negativna vrednost
zeta potencijala [26].

Fizicka sabilnost nanoemulzija stabilizovanih razli¢itim
tipom emulgatora

Stabilnost nanoemulzija je sloZzeno pitanje i zavisi od
brojnih faktora kao Sto su sastav, veli¢ina kapi, vis-
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Slika 3. Proseéna veli¢ina kapi (+ SD) i indeks polidisperznosti (+ SD) formulacija stabilizovanih smesom lecitin/polisorbat 80 (A) i
kaprilil/kapril glukozidom (B) na dan izrade (sa fotomikrografijama) i nakon 30 i 180 dana ¢uvanja na 25 <C.

Figure 3. Mean droplet size (+ SD) and polydispersity index (+ SD) of formulations stabilized with lecithin and polysorbate 80 mixture
(A) and caprylyl/capryl glucoside (B) on day of preparation (with photomicrographs) and after 30 and 180 days of storage at 25 <C.

kozitet nanoemulzija i uslovi sredine (temperatura ¢u-
vanja, sile smicanja) [6,19].

Fizicka stabilnost izradenih nanoemulzija ispitivana
je podvrgavanjem uzoraka Cuvanju na dve razlicite
temperature: 25 °C u toku 6 meseci i 40 °C u toku
mesec dana. U definisanim vremenskim intervalima
praceni su veli¢ina kapi, Pdl, zeta potencijal, pH i
provodljivost ispitivanih formulacija.

U toku dugotrajnog ¢uvanja na sobnoj temperaturi,
nanoemulzije stabilizovane APG emulgatorom nisu pro-
menile svoje organolepticke osobine. Zadrzale su mlec-
no-beli izgled, bez pojave znakova kriminga ili floku-
lacije u toku ¢uvanja. Nanoemulzije stabilizovane sme-
Som lecitin/polisorbat 80 su pak imale blago Zutu boju i
uocene su dve faze: gornja, koncentrovana emulzija i
gotovo Cist, viskozni rastvor. Opisana pojava se pripi-
suje fenomenu kriminga u toku koga se faza manje
gustine izdvaja na povrsini emulzije [33,34]. Medutim,
nakon laganog protresanja (u skladu sa zahtevima Ph.
Eur. 7.0) doslo je do redispergovanja i dobijene su
homogene nanoemulzije.

Nakon mesec dana Cuvanja na povisenoj tempe-
raturi, lecitin/polisorbat 80 nanoemulzije su bile slabo
Zute i neprijatnog mirisa, a na povrsini formulacije sa
40% masne faze bila je prisutna tanka skrama od ulja-
nih kapi. APG nanoemulzije su pokazale nestabilnost,

odnosno doslo je do ireverzibilnog razdvajanja faza
(gornji, mle¢no beli i doniji, bistri sloj).

Veli¢ina kapi je upotrebljena kao jedan od reprezen-
tativnih indikatora stabilnosti za sve formulacije nano-
emulzija ¢uvanih na 25 (slika 3), odnosno 40 °C (slika 4).

Slika 3 pokazuje promene u velicini kapi i Pdl ispi-
tivanih uzoraka nanoemulzija u toku c¢uvanja od 180
dana na 25 °C. Kod nanoemulzija stabilizovanih kombi-
nacijom lecitina i polisorbata 80 zabelezeno je pove-
¢anje velicine kapi, koje je kod formulacija sa 20 i 40%
MCT iznosilo oko 40 nm, a kod formulacije sa 30% MCT
oko 10 nm. PdI, koji daje informaciju o odstupanju od
prosecne velicine kapi, bio je manji od 0,2 Sto odslikava
relativno homogene kapi. Jedino je kod F3L/P80 Pd! bio
veéi (oko 0,3). Kod ove nanoemulzije je povedanje i
veli¢ine kapi i Pdl tokom vremena bilo statisticki zna-
¢ajno (ANOVA, Tukey test, p < 0,05).

Posle istog perioda Cuvanja, formulacije sa kapri-
lil/kapril glukozidom pokazale su znacajno povecanje
prosecne veli¢ine kapi (ANOVA, Tukey test, p < 0,05).
Najmanje i najsporije povecanje veli¢ine kapi (od 168
na 314 nm) i Pdl manji od 0,2 imala je formulacija sa
20% MCT i ona se moZe smatrati fizicki stabilnom. Kod
APG formulacija sa 30 i 40% MCT, veli¢ina kapi je bila
daleko vecéa (716 nm i preko 1 um) sa Pd! preko 0,2
odnosno 0,4, respektivno. Dobijeni rezultati upucuju na
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Slika 4. Veli¢ina kapi (+ SD) i indeks polidisperznosti (+ SD) formulacija stabilizovanih smesom lecitin/polisorbat 80 (A) i kaprilil/kapril

glukozidom (B) na dan izrade i nakon 14 i 30 dana ¢uvanja na 40 C.

Figure 4. Mean droplet size (+ SD) and polydispersity index (+ SD) of formulations stabilized with lecithin and polysorbate 80 mixture
(A) and caprylyl/capryl glucoside (B) on day of preparation and after 14 and 30 days of storage at 40 <C.

Siru raspodelu veli¢ina kapi koja je indikator manje
otpornosti nanoemulzije na Ostvaldovo sazrevanje u
poredenju sa sistemima koji imaju uZe raspodele, od-
nosno nizi Pdl.

Brzo povecanje velicine kapi ukazuje na losSu sta-
bilnost sistema [35]. U principu, manje kapi imaju
manju tendenciju ka krimingu, a ve¢u ka agregaciji, jer
su brojnije u datom odnosu faza i podlozZnije uticaju
Braunovog kretanja, pri ¢emu i jedno i drugo vodi ka
koliziji kapi i nestabilnosti sistema [15].

Prisustvo agregata kapi u uzorcima nanoemulzija
posle 180 dana dodatno je potvrdeno svetlosnom mik-
roskopijom (mikrografije nisu prikazane).

Slika 4 pokazuje veli¢inu kapi i Pdl ispitivanih formu-
lacija nanoemulzija u toku ¢uvanja na 40 °C. Na osnovu
veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi moze se zakljuciti da
su nanoemulzije stabilizovane standardnom kombina-
cijom emulgatora (lecitin/polisorbat 80) bile fizi¢ki sta-
bilne u toku mesec dana ¢uvanja na povisenoj tempe-
raturi. Najstabilnija je bila formulacija sa najmanjim
sadrzajem uljane faze (F1L/P80), kod koje se vrednosti
za veli¢inu kapi i Pdl gotovo nisu promenile (ANOVA,
post hoc Tukey test, p > 0,05). Sa poveéanjem udela
uljane faze (formulacije F2L/P80 i F3L/P80) doslo je do
porasta veli¢ine kapi za 10-20 nm, Sto se pokazalo sta-
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tisticki znacajnim (ANOVA, Tukey test, p < 0,05). Pove-
¢anje velicine kapi bilo je izraZzenije kod formulacije sa
40% uljane faze (F3L/P80). Sve formulacije su, medu-
tim, zadrzale usku raspodelu veli¢ine kapi, odnosno Pdl
je bio oko 0,1, sto moZe da ukaZe na vedu otpornost
sistema na Ostvaldovo sazrevanje.

Za razliku od nanoemulzija sa lecitinom i polisor-
batom 80, sve formulacije nanoemulzija stabilizovane
APG emulgatorom bile su nestabilne na 40 °C, Sto se
pokazalo ve¢ nakon dve nedelje. Doslo je do znacajnog
povecanja veliCine kapi (Paired-Samples t-test, p < 0,05),
i svi uzorci su bili jako polidisperzni (Pd! jednak 1) usled
prisustva veéih agregata kapi. Razlog za ovu nestabil-
nost moZe biti neadekvatan udeo emulgatora u datim
formulacijama [36].

U prilog prethodnim nalazima idu i rezultati mere-
nja zeta potencijala ispitivanih nanoemulzija. Slika 5
daje uporedni prikaz promena vrednosti zeta potenci-
jala kod nanoemulzija nakon mesec dana cuvanja na
sobnoj i temperaturi od 40 °C.

Kao sto je vec objasnjeno, veliko povrsinsko naelek-
trisanje kapi smatra se jednim od klju¢nih faktora u
odrZavanju stabilnosti nanoemulzija. Apsolutne vred-
nosti zeta potencijala vece od 30 mV uglavnom ukazuju
na dobru fizicku stabilnost, dok vrednosti iznad 60 mV
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Figure 5. Zeta potentials of nanoemulsions stabilized with lecithin and polysorbate 80 mixture (A) and caprylyl/capryl glucoside (B)

after storage at 25 and 40 C.

ukazuju na odlicnu dugorocnu stabilnost [31,37]. Za
vrednost zeta potencijala oko —20 mV smatra se da
obezbeduje kratkoro¢nu stabilnost [38]. Ovo se, medu-
tim, odnosi na sisteme koji su iskljuivo elektrostaticki
stabilizovani. U slucaju dodatne sterne stabilizacije (kao
sa polisorbatom 80) vrednosti zeta potencijala oko +20
mV su, takode, dovoljne za postizanje zadovoljavajuce
stabilnosti nanoemulzije [39].

Nakon mesec dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi,
kod svih nanoemulzija su dobijene znacajno negativnije
vrednosti zeta potencijala u odnosu na dan izrade
(Paired-Samples t-test, p < 0,05). Od nanoemulzija sta-
bilizovanih lecitinom i polisorbatom 80, najveli zeta
potencijal imala je formulacija sa 20% masne faze (oko
—33 mV), dok je zeta potencijal formulacija sa 30 i 40%
masne faze bio manji (oko —25 mV) (slika 5A). Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da lecitin
sa svojim negativno naelektrisanim fosfolipidima, u pri-
sustvu polisorbata 80 kao dodatnog sredstva za stabi-
lizaciju, moze da proizvede zadovoljavajuéi negativni
potencijal povrsine kapi kod svih formulacija nanoemul-
zija.

Kod nanoemulzija stabilizovanih APG emulgatorom
apsolutne vrednosti zeta potencijala bile su 10-15 mV

vece u odnosu na inicijalne vrednosti (slika 5B). Ovako
visoke negativne vrednosti zeta potencijala ukazuju na
poboljsanu fizicku stabilnost, sto se, medutim, za for-
mulacije sa 30 i 40% uljane faze ne mozZe reci na osnovu
analize veli¢ina kapi. Kod ovih sistema uoceno je veliko
povecanje veli¢ine kapi uprkos zadovoljavajuéoj inicijal-
noj raspodeli veli¢ina kapi (slika 3B). Medutim, izgled
ovih nanoemulzija nije ukazivao na destabilizaciju.

U toku ¢uvanja na 40 °C, nanoemulzije stabilizovane
smeSom lecitin/polisorbat 80 pokazale su znacajno
povecanje apsolutne vrednosti zeta potencijala, sa oko
—20 na —40 mV (Paired-Samples t-test, p < 0,05, slika
5A). Ovo povecanje najcesce je uzrokovano hidrolizom
molekula lecitina [16]. Hemijska degradacija ove PAM
dovodi do poveéanja koncentracije lizolecitina i slobod-
nih masnih kiselina, koji doprinose ve¢em negativnom
naelektrisanju povrSina kapi [1]. Ovaj fenomen se
prema tome smatra znakom fizickohemijske destabili-
zacije sistema i moze se preduprediti stabilizacijom leci-
tina, na primer primenom antioksidanasa [16].

Nanoemulzije stabilizovane APG emulgatorom su
nakon 14 dana ¢uvanja na 40 °C imale vrednosti zeta
potencijala u opsegu od —65 do —70 mV (slika 5B). Na
osnovu ovih vrednosti reklo bi se da je njihova stabil-

803



S.M. DORDEVIC i sar.: KARAKTERISTIKE | FIZICKU STABILNOST NANOEMULZIJA

Hem. ind. 67 (5) 795-809 (2013)

nost odli¢na, Sto zapravo nije slucaj. Ovo pokazuje da
zeta potencijal ne treba posmatrati kao garanciju za
stabilnost, jer drugi relevantni faktori nisu obuhvaceni
ovim parametrom [40]. S druge strane, treba imati u
vidu da je zeta potencijal inherentna karakteristika sis-
tema, i da se njegove znacajnije promene najcesce ne
odigravaju kod fizicki stabilnih sistema. Nestabilnost
APG nanoemulzija pod stresnim uslovima (40 °C) moze
se objasniti time da se na viSim temperaturama pojav-
ljuju dodatni faktori koji imaju destabilisuci efekat [26].

U prilog prethodnim nalazima mogu iéi i rezultati
pracenja pH vrednosti i elektricne provodljivosti ispi-
tivanih nanoemulzija. Pracenje pH vazno je za procenu
stabilnosti nanoemulzija zato Sto promene pH ukazuju
na pojavu hemijskih reakcija koje mogu kompromito-
vati kvalitet finalnog proizvoda [35].

Slika 6 pokazuje promene pH vrednosti ispitivanih
nanoemulzija u toku ¢uvanja na 25 °C. Kod svih formu-
lacija doslo je do znacajnog opadanja pH vrednosti u
funkciji vremena cuvanja (ANOVA, Tukey test, p < 0,05),
koje je manje izrazeno kod nanoemulzija stabilizovanih
lecitinom i polisorbatom 80 u odnosu na one stabilizo-
vane kaprilil/kapril glukozidom. Takode se moze pri-
metiti da je do najveéeg pada pH doslo u toku prvih
mesec dana ¢uvanja, dok je kasnije pH sporije opadao.

U toku c¢uvanja na 40 °C, nanoemulzije su takode
pokazale promene pH vrednosti (slika 7). Doslo je do

statisti¢i znacajnog pada pH nanoemulzija stabilizo-
vanih i kombinacijom lecitin/polisorbat 80 (ANOVA,
Tukey test, p < 0,05) i kaprilil/kapril glukozidom (Paired-
Samples t-test, p < 0,05).

Opadanje pH vrednosti nanoemulzija dovodi se u
vezu sa hidrolizom triglicerida iz uljane faze i fosfolipida
iz lecitina, $to dovodi do formiranja slobodnih masnih
kiselina, lizofosfolipida i glicerofosfolipida [6,34]. For-
miranje slobodnih masnih kiselina je odgovorno za kon-
tradiktorno povecanje negativnih vrednosti zeta poten-
cijala koje je napred opisano [6].

Baker i saradnici su pokazali da oslobadanje malih
koli¢ina slobodnih masnih kiselina u toku ¢uvanja nano-
emulzija, usled hidrolize fosfolipida i ulja, dovodi do
povecanja negativnih vrednosti zeta potencijala, ¢ime
se povecava stabilnost ovih formulacija. Medutim,
povecanje zeta potencijala moze se smatrati samo deli-
micno korisnim jer je formiranje slobodnih masnih kise-
lina udruzeno sa smanjenjem pH vrednosti. Ovo pro-
movise dalju degradaciju kroz hidrolizu triglicerida i
fosfolipida i destabilizuje nanoemulzije [1].

lako se smanjenje pH vrednosti nanoemulzija u toku
studija dugotrajne stabilnosti odvija sporo, preporucuje
se podesavanje pH neposredno nakon izrade, kao i pri-
mena antioksidanasa [6].

Rezultati dobijeni merenjem elektricne provodlji-
vosti pokazaju da je kod svih ispitivanih formulacija
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3 04 i 140
g ’ H T 20
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dan 30 180 dan 30 180 dan 30 180
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Slika 6. pH vrednost (+ SD) i elektri¢na provodljivost (+ SD) nanoemulzija stabilizovanih smesom lecitin/polisorbat 80 (A) i
kaprilil/kapril glukozidom (B) na dan izrade i nakon 30 i 180 dana ¢uvanja na 25 <C.

Figure 6. pH value (+ SD) and electrical conductivity (+ SD) of nanoemulsions stabilized with lecithin and polysorbate 80 mixture (A)
and caprylyl/capryl glucoside (B) on day of preparation and after 30 and 180 days of storage at 25 <C.

804



S.M. DORDEVIC i sar.: KARAKTERISTIKE | FIZICKU STABILNOST NANOEMULZIJA Hem. ind. 67 (5) 795-809 (2013)

= 16 12,0
A § 10,0
% 12 T T
E + 8.0
§ 08 + +60 &
= T 4.0
e 04+
§ + 2.0
o
0.0 dan 14 30 dan 14 30 dan 14 30 0.0
izrade dana dana izrade dana dana izrade dana dana
F1L/P80 F2 L/P80 F3 /P80
== Provodljivost (mS/cm) (0,510 0,558 0,700 0,652 0,660 0,767 0,749 0,762 0,823
—— pH 533 382 348 555 411 3,58 576 416 3,59
- 16 12,0
B s 1 1100
g 180
§ 08 + T 6,0 -
2 o4 4 T40 =
5 + 2.0
S 00 0,0
> , ,
a izcgge 14 dana izcri:ge 14 dana izc::ge 14 dana
F1APG F2 APG F3 APG
—= Provodljivost (mS/cm) | 1,182 1,146 1,492 1427 1,565 1475
—e— pH 9,32 7,85 9,44 793 9,63 8,09

Slika 7. pH vrednost (+ SD) i elektri¢na provodljivost (+ SD) nanoemulzija stabilizovanih smesom lecitin/polisorbat 80 (A) i
kaprilil/kapril glukozidom (B) na dan izrade i nakon 14 i 30 dana ¢uvanja na 40 .

Figure 7. pH value (+ SD) and electrical conductivity (+ SD) of nanoemulsions stabilized with lecithin and polysorbate 80 mixture (A)
and caprylyl/capryl glucoside (B) on day of preparation and after 14 and 30 days of storage at 40 <C.

nanoemulzija, u svim uslovima ¢uvanja, doslo do zna-
¢ajnih promena ovog parametra (slike 6 7).

Tokom 6 meseci ¢uvanja na 25 °C, nanoemulzije
stabilizovane kombinacijom lecitin/polisorbat 80 poka-
zale su porast u elektricnoj provodljivosti, dok se kod
nanoemulzija stabilizovanih kaprilil/kapril glukozidom
elektricna provodljivost smanjila (ANOVA, Tukey test,
p < 0,05) (slika 6). Tokom ¢uvanja na 40 °C, takode je
kod nanoemulzija sa lecitinom i polisorbatom 80 doslo
do povecanja (ANOVA, Tukey test, p < 0,05), a kod APG
nanoemulzija do smanjenja elektricne provodljivosti
(Paired-Samples t-test, p < 0,05, slika 7).

Promene u elektri¢noj provodljivosti mogu ukazati
na nestabilnost i mogu da uticu na veli¢inu kapi nano-
emulzija [35]. Generalno, kada je emulzija stabilna, ne
zapaZzaju se promene u provodljivosti. Poveéanje pro-
vodljivosti se moZe smatrati znakom destabilizacije
nanoemulzije koja ¢ée se ispoljiti pre ili kasnije. Medu-
tim, teSko je samo na osnovu provodljivosti proceniti
stabilnost nanoemulzije [41].

Merenje provodljivosti takode omogucava da se
utvrdi da li je kontinualna faza nanoemulzije vodena ili
masna, kao i da se prati pojava inverzije faza [42]. Re-
zultati za provodljivost dobijeni u ovom istraZivanju
pokauju da su u toku praéenja sve nanoemulzije imale
vodenu fazu kao kontinualnu, odnosno nisu pokazale
inverziju faza.

Uticaj procesnih parametara na karakteristike
nanoemulzija

U ovom delu ispitivan je uticaj parametara procesa
homogenizacije na veli€inu i raspodelu veli¢ina kapi
nanoemulzija, u cilju pronalazenja optimalnih uslova
izrade nanoemulzija. Na osnovu rezultata eksperime-
nata sprovedenih u prvom delu istrazivanja, za radnu
formulaciju odabrana je nanoemulzija sa najmanjom
koncentracijom emulgatora, koja je imala malu veliinu
kapi i bila stabilna u svim uslovima ¢uvanja. Ova for-
mulacija, sastavljena od 20% MCT i po 2% lecitina i poli-
sorbata 80, homogenizovana je na 50 °C variranjem
broja ciklusa (do 10), pritiska (300 i 500 bar) i postupka
homogenizacije (kontinualan i diskontinualan). Slika 8
prikazuje efekat pomenutih procesnih parametara na
vele€inu kapi i Pdl model nanoemulzije.

Veli¢ina kapi nanoemulzije obi¢no moze da se sma-
nji poveéanjem unosa energije usled duzeg vremena
homogenizacije (tj. povecanja broja prolazaka kroz
homogenizator) ili veceg pritiska [43].

Kao sto se i ocekivalo, povecanje broja ciklusa
homogenizacije dovelo je do znacajnog smanjenja veli-
Cine kapi (ANOVA, Tukey test, p < 0,05), pri cemu se
prosecna veli¢ina kapi nakon devetog i desetog ciklusa
homogenizacije nije znacajno razlikovala. Takode, sa
povecanjem broja ciklusa homogenizacije, dobijena je i
znacdajno uza raspodela veli¢ine kapi (ANOVA, Tukey
test, p < 0,05), mada razlike u vrednostima Pd/ nakon
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Slika 8. Uticaj variranja procesnih parametara na velicinu i raspodelu velicina kapi izradenih uzoraka nanoemulzije.
Figure 8. Influence of variation of the production parameters on particle size and particle size distribution

of prepared nanoemulsion samples.

petog ciklusa nisu bile statisticki znacajne. Osim toga,
moze se primetiti da sa desetim prolaskom kroz homo-
genizator nije doSlo do poboljSanja u vrednosti Pdl
(slika 8). Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zaklju-
Citi da je za dobijanje optimalne veli¢ine kapi sa uskom
raspodelom dovoljno 9 ciklusa homogenizacije pod
povisenim pritiskom.

Pritisak homogenizacije znacajno uti€e na svojstva
emulzija, jer sile smicanja i turbulencije, koje zavise od
pritiska, a nastaju u toku homogenizacije, mogu da
uti€u na veli¢inu kapi i raspodelu velicine [19]. Rezultati
dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da su veli¢ina
kapi i PdI bili maniji pri visem pritisku (slika 8).

Statisticki je pokazano (dvofaktorska analiza vari-
janse) da na veli¢inu kapi uzorka nanoemulzije nakon
devetog ciklusa homogenizacije znacajno utice pritisak,
ali i da postoji znacajan uticaj postupka homogeniza-
cije, kao i znacajne interakcije ovih promenljivih. Posto
su oba faktora (pritisak i postupak homogenizacije)
imala po dva nivoa (300/500 bar i kontinualan/diskon-
tinualan, raspektivno) ne radi se post hoc test, ali je
sproveden post hoc test za interakcije ova dva faktora.
Razmatranjem efekta postupka izrade u zavisnosti od
pritiska (kontinualno, 300 bar vs. kontinualno, 500 bar;
diskontinualno, 300 bar vs. diskontinualno, 500 bar)
dobijeno je da je veli¢ina kapi u oba slucaja, pri konti-
nualnom i diskontinualnom postupku, znacajno manja
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(p < 0,05) na visSem pritisku (500 bar). Kada je, pak,
posmatran efekat pritiska u zavisnosti od postupka
izrade (300 bar, kontinualno vs. 300 bar, diskontinual-
no; 500 bar, kontinualno vs. 500 bar, diskontinualno)
zakljuceno je da se na nizem pritisku (300 bar) dobija
znacajno manja (p < 0,05) veli¢ina kapi kada se homo-
genizacija odvija kontinualno; dok se na viSem pritisku
(500 bar) znacajno manja (p < 0,05) veli¢ina kapi dobija
kada je postupak homogenizacije diskontinualan. Ovo
zapazanje, medutim, nije lako objasniti.

Poznato je da tokom procesa emulgovanja, koji se
odvija u homogenizatoru pod visokim pritiskom, dolazi
do deformacije i lomljenja (usitnjavanja) kapi, adsorp-
cije emulgatora na novoformiranu medupovrsinu, koli-
zije i, verovatno, rekoalescencije novonastalih kapi.
RavnoteZza izmedu lomljenja i rekoalescencije kapi
odreduje finalnu veli¢inu kapi nanoemulzije, a ova rav-
noteza, izmedu ostalog, zavisi i od pritiska homogeniza-
cije. Naime, sa poveéanjem pritiska homogenizacije
povecava se brzina i stepen rekoalescencije, ¢ime se
objasnjava zasto povecanje pritiska ne dovodi uvek do
smanjenja veli¢ina kapi [44,45].

Moguce je da je pri kontinualnom procesu homo-
genizacije koji se odvija na visem pritisku (500 bar)
pojava rekoalescencije kapi izrazenija nego kod diskon-
tinualnog procesa, pri ¢emu nije sasvim jasno Sta je
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ta¢no do ovoga dovelo, Sto svakako otvara puteve za
dalja istrazivanja.

Kada je kao zavisno promenljiva posmatran Pdl do-
bijen nakon devetog ciklusa homogenizacije, dvofaktor-
skom analizom varijanse nije utvrden znacajan uticaj ni
pritiska, ni postupka homogenizacije, kao ni znacajnost
interakcija ovih parametara (p > 0,05).

Dobijeni rezultati jasno upuduju da se diskontinual-
nom homogenizacijom pod pritiskom od 500 bar moze
dobiti nanoemulzija optimalnih karakteristika (veli¢ina
kapi, Pdl).

Dalji korak u istrazivanju bio bi procena uticaja pro-
cesnih parametara na fizicku stabilnost nanoemulzija i
razmatranje uticaja dodatnih stabilizatora, kao i razli-
¢itih model lekovitih supstanci na karakteristike i sta-
bilnost nanoemulzija.

ZAKLJUCAK

Homogenizacijom pod visokim pritiskom uspesno su
izradene nanoemulzije sastavljene od visokopreciséene
vode i rastucih koncentracija MCT i emulgatora- kapri-
lil/kapril glukozida ili kombinacije lecitina i polisorbata
80. Vrsta emulgatora je uticala na veli¢inu kapi, ali je
ona kod svih izradenih nanoemulzija bila izmedu 145 i
230 nm, sa Pdl ispod 0,2.

Tokom €uvanja na 25 i 40 °C, kod svih nanoemulzija
doslo je do porasta veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi,
povecanja negativne vrednosti zeta potencijala i opa-
danja pH vrednosti, dok se elektricna provodljivost
povecala kod nanoemulzija sa lecitinom i polisorbatom
80, a smanjila kod APG nanoemulzija. Tokom 6 meseci
Cuvanja na 25 °C, veli¢ina kapi nanoemulzija stabilizo-
vanih smesSom lecitin/polisorbat 80 povecala se za 10—
—40 nm, dok je kod APG nanoemulzija povecanje veli-
¢ine kapi, zavisno od udela masne faze, bilo 140-1000
nm. Na osnovu analize veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi,
moze se reéi da su nanoemulzije izradene sa 20% MCT i
4% emulgatora (smesa lecitin/polisorbat 80 (1/1) od-
nosno APG) bile stabilne pod ovim uslovima ¢uvanja.
Ekstremni porast veli¢ine kapi od oko 1000 nm, zabe-
lezen kod APG nanoemulzije sa 40% MCT, mozZe biti
posledica neadekvatnog udela APG emulgatora u for-
mulaciji ili njegove nemogucénosti da sam, bez prisustva
koemulgatora, stabilizuje nanoemulzije sa ovako viso-
kim udelom ulja. U toku mesec dana ¢uvanja na 40 °C,
nanoemulzije stabilizovane smesom lecitin/polisorbat
80 bile su fizicki stabilne, dok su sve nanoemulzije sta-
bilizovane APG emulgatorom bile nestabilne.

Procenom uticaja procesnih parametara na veli¢inu
kapi i Pdl nanoemulzije, mogu se odabrati optimalni
procesni parametri: 9 ciklusa homogenizacije, pritisak
od 500 bar i diskontinualan postupak homogenizacije.
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SUMMARY

NANOEMULSIONS PRODUCED BY VARYING THE TYPE OF EMULSIFIER AND OIL CONTENT: EFFECT OF FORMULATION
AND PROCESS PARAMETERS ON THE CHARACTERISTICS AND PHYSICAL STABILITY

Sanela M. Dordeviél, Nebojsa D. Cekiéz, Tanja M. IsaiIoviél, JelaR. Miliél, Gordana M. VuIetal, Miodrag L. Laziéz,
Snezana D. Savi¢*

'Department of Pharmaceutical Technology and Cosmetology, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Belgrade,
Serbia
zFacu/ty of Technology, University of Nis, Leskovac, Serbia

(Scientific paper)

The aim of the present study was to prepare oil-in-water nanoemulsions Keywords: Nanoemulsion e Caprylyl/cap-
stabilized with a novel natural alkyl polyglucoside surfactant and to compare them ryl glucoside e Lecithin e Polysorbate 80
with corresponding lecithin/polysorbate 80-based nanoemulsions in terms of e High pressure homogenization e Phy-
physicochemical properties and physical stability. Nanoemulsions were prepared sical stability

by high pressure homogenization, using 20, 30 and 40 mass% medium chain
triglyceride as oil phase, and 4, 6 and 8 mass% lecithin/polysorbate 80 mixture
(1/1) or caprylyl/capryl glucoside as emulsifiers. The effects of emulsifier type,
emulsifier concentration and oil content were investigated with respect to
changes in particle size, particle size distribution, surface charge and physical
stability. The influence of production parameters (number of homogenization
cycles, type of homogenization process, homogenization pressure) on particle size
was also investigated. Analysis was performed by photon correlation spectro-
scopy, laser diffraction, zeta potential, pH and electrical conductivity measure-
ments. All the produced formulations revealed a small droplet size ranging from
147 to 228 nm and a very narrow size distribution (polydispersity index range
0.072-0.124). Zeta potentials were found to be about —20 and -50 mV for nano-
emulsions stabilized with lecithin/polysorbate 80 and caprylyl/capryl glucoside,
respectively. The results obtained from the stability studies (6 months at 25 °C and
1 month at 40 °C) indicated that nanoemulsion stability was influenced by their
composition. The results also suggested the most appropriate production para-
meters: 9 homogenization cycles, homogenization pressure of 500 bar and discon-
tinuous process of homogenization.
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