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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania nanoczgstek lipidowych, syntetyzowanych
na bazie lipidéw z glonéw, tj. oleju z mikroglonéw (potocznie nazywanych mikroalgami) morskich (Schi-
zochytrium) oraz lipidéw pozyskiwanych z okrzemek (Halamphora), charakteryzujgcych sie wielkoscig
czastek w zakresie 100-300 nm oraz majacych zastosowanie w preparatach farmaceutycznych oraz
kosmetycznych.

Nanoczastki lipidowe stosowane sg jako no$niki substancji aktywnych w produktach farmaceutycz-
nych od roku 1990 oraz kosmetycznych od 2005, zapewniajgc poprawe penetracji sktadnikéw czynnych
do docelowego miejsca dziatania. Pierwszg generacje no$nikow stanowig state nanoczgstki lipidowe
(ang. solid lipid nanoparticles, SLN), ktérych kluczowg wadg jest relatywnie niska pojemnos$¢ dla enkap-
sulowanej substancji czynnej oraz ich tendencja do postepujgcego ubytku zwigzku aktywnego z matrycy
lipidowej podczas przechowywania utworzonej dyspersji. Drugg generacje nosnikéw lipidowych stano-
wig nanostrukturalne nosniki lipidowe (ang. nanostructured lipid carriers, NLC), w ktérych do lipidow
statych dodane zostaty lipidy ciekte (oleje). W poréwnaniu do klasycznych SLN, takie rozwigzanie za-
pewnito mozliwo$é zwiekszenia ilosci inkorporowanego zwigzku czynnego oraz poprawe stabilnosci fi-
zycznej dyspersji nanoczastek lipidowych i stabilno$ci chemicznej enkapsulowanej substancji aktywne;.
Tematyka obejmujgca wykorzystanie nanoczastek lipidowych jako no$nikéw przeznaczonych do celéw
farmaceutycznych oraz kosmetycznych zostata szeroko opisana w pracach: E.B. Souto, |. Baldim,
W.P. Oliveira, R. Rao, N. Yadav, F.M. Gama, S. Mahant, Expert Opinion on Drug Delivery, 2020,
17(3), 357-377; E.B. Souto, R.H. Miiller, Lipid Nanoparticles (Solid Lipid Nanoparticles and Nano-
structured Lipid Carriers) for Cosmetic, Dermal, and Transdermal Applications, w: D. Thassu (red.),
Nanoparticulate Drug Delivery Systems, CRC Press, 2007, 213-233. Ponadto, synteza NLC oparta
na wprowadzeniu do matrycy lipidowej olejbw pochodzenia naturalnego wydaje sie by¢ zasadna
z punktu widzenia obnizenia ryzyka wystgpienia reakcji niepozadanych po kontakcie ze skérg jak i sa-
mych wiasciwos$ci olejow, m.in. antyoksydacyjnych, a nawet fotoprotekcyjnych [G. Badea, |. Lacatusu,
N. Badea, C. Ott, A. Meghea, Industrial Crops and Products, 2015, 67, 18-24], korzystnych z punktu
widzenia p6zniejszego ich wykorzystania w produktach farmaceutycznych i kosmetycznych.

Dobdr metody otrzymywania nanoczgstek lipidowych uzalezniony jest w gtéwnej mierze od docelowej
struktury i rozmiaru no$nika. W przypadku penetracji przez skére (przede wszystkim przeznaskérkowej),
wielko$¢ no$nikéw w zakresie 100-300 nm predysponuije je do wykorzystania jako surowcédw farmaceutycz-
nych/kosmetycznych. Znanych jest wiele metod otrzymywania nanoczgstek lipidowych obejmujgcych
miedzy innymi metode homogenizacji wysokoci$nieniowej (HPH), z wykorzystaniem homogenizatora
wysokoobrotowego (HSH), metode mikroemulsji czy tez sonikacji przedstawione szczegétowo w M. Uner,
Pharmazie, 2006, 61, 375-386 oraz E.B. Souto, I. Baldim, W.P. Oliveira, R. Rao, N. Yadav, F.M. Gama,
S. Mahant, Expert Opinion on Drug Delivery, 2020, 17(3), 357-377. Dotychczas nanostrukturalne no-
$niki lipidowe zawierajace oleje pochodzenia naturalnego otrzymuje sie w toku:

v' syntezy metodg homogenizacji wysokoci$nieniowej (300-800 bar, temp. 40-70°C) z za-
stosowaniem, m.in. oleju buriti, oleju kokosowego, oleju z orzechéw brazylijskich, oleju
z passiflory, oleju andiroba, oleju z jagdd accai, oleju arganowego, oleju z awokado, oleju
rumiankowego, oleju stonecznikowego lub ich kombinacji [WO2017185147A1; https.//pa-
tents.google.com/patent/WWO2017185147A1/en]. Synteza zaproponowana przez twoér-
céw wynalazku bazuje na zastosowaniu w ramach dyspersji nanoczgstek lipidowych ma-
sta murumuru w ilosci 0,5-15% wag., mieszaniny estrow glicerolu i poliacyladypinianu
na poziomie 0,3—-10% wag., lipidu ciektego w przedziale 0,01-20% wag. oraz surfaktantu
w ilosci 0,01-5% wag. Rozmiar otrzymanych no$nikéw miesci sie w zakresie 160-250 nm;

v' syntezy metodg homogenizacji wysokoci$nieniowej (100-2000 bar, temp. 50-90°C)
z zastosowaniem oleju z Petiolus Trachycarpi i lipidu statego w stosunku 90 : 10
[CN102283809B; https://patents.google.com/patent/CN102283809B/en]. W trakcie trwa-
nia syntezy modyfikacji poddano rodzaj zastosowanych surfaktantow hydrofilowych oraz
lipofilowych;

v syntezy metodg sonikacji z zastosowaniem oleju sojowego lub arachidowego [CN1490055A;
https.//patents.qoogle.com/patent/CN1490055A/en]. Proces syntezy zaktada zastosowanie
kwasu tluszczowego i oleju w stosunku od 10 :1 do 1 :1, Tween 80 jako surfaktantu oraz
poprzedzenie procesu sonikacji homogenizacjg HSH przy predkosci 3000-25000 rpm.
Otrzymuje sie NLC wielko$ci 200-300 nm, stabilne przez czas 8 tygodni.
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v' syntezy metodg homogenizacji wysokoci$nieniowej (80-1000 bar) z zastosowaniem,
m.in. oleju sojowego, oleju stonecznikowego, oleju kukurydzianego, oliwy z oliwek, oleju
palmowego, oleju z nasion bawetny, oleju rzepakowego, oleju arachidowego, oleju rycy-
nowego, oleju Inianego, oleju z ogérecznika, oleju z wiesiotka oraz dodatkowej otoczki
polimerowej chronigcej inkorporowane substancje aktywne przed chemiczng degradacijg
[ES2384060B1; https://patents.google.com/patent/ ES2384060B1/en]. Zsyntetyzowane
nos$niki lipidowe (rozmiar w przedziale 102-198 nm) przeznaczone sg zastosowania
w produktach kosmetycznych, farmaceutycznych oraz zywnos$ciowych.

Pozyskiwanie lipidéw z okrzemek (m.in. z gatunku Halamphora) przeprowadzane jest najczesciej
z wykorzystaniem powszechnie znanej jednoetapowej metody, opisanej w pracy M. Axelsson, F. Gentili,
A singie-step method for rapid extraction of total lipids from green microalgae, PLoS ONE 2014, 9,
€89643, doi: 10.1371/journal.pone.0089643. Procedura zaktada dodanie 8 ml mieszaniny chloroformu
i metanolu (v/v) w stosunku 2 : 1 do $wiezej biomasy glonéw (4 ml) znajdujgcej sie w szklanej probéwce
wirbwkowej. Biomasa zostaje zdyspergowana poprzez energiczne potrzgsanie probéwkg przez kilka se-
kund, a nastepnie dodanie 2 ml 0,73% wodnego roztworu NaCl (uktad 2 : 1 :0,8 chloroform : metanol :woda
(viviv)). Rozdzielenie faz przyspieszane jest poprzez 2-minutowe wirowanie przy predkosci 350 rpm,
gdzie po zakonczonym rozdziale dolng faze stanowig ekstrahowane lipidy w chloroformie. Opisana po-
wyzej metoda zostata w roku 2014 poréwnana z innymi metodami i w ramach cytowanej powyzej pracy
okre$lona jako najkorzystniejsza ze wzgledu na wysokg wydajno$¢ procesu. Metoda oparta ma eks-
trakcji w uktadzie chlorofrom-metanol-woda znana jest juz od roku 1959 (E.G. Bligh, W.J. Dyer, A rapid
method of total lipid extraction and purification, Can J Biochem Physiol, 1959, 37(8), 911-7, doi:
10.1139/059-099). Metode te zastosowano do pozyskania lipidéw z okrzemek (Halamphora).

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu otrzymywania nanoczgstek lipidowych, syntetyzowa-
nych na bazie oleju z mikroglonéw morskich (Schizochytrium) oraz lipidow pozyskiwanych z okrzemek
(Halamphora), no$nikow charakteryzujgcych sie wielkoscig czgstek w zakresie 100—-300 nm, predyspo-
nujgcym je do wykorzystania jako surowiec farmaceutyczny/kosmetyczny.

Istotg wynalazku jest sposéb otrzymywania nanoczastek lipidowych syntetyzowanych na bazie
oleju z mikroglonéw morskich (Schizochytrium) oraz lipidow pozyskiwanych z okrzemek (Halamphora)
metodg homogenizacji z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego (HSH), ktéry polega
na tym, ze ogrzewa sie mieszanine zawierajgcg stearynian glicerolu (Imwitor 900K) w ilosci 1-5 g ko-
rzystnie 2,5 g, bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) w ilosci 0,1-0,8 g korzystnie 0,4 g, lipidy wy-
ekstrahowane wczesniej z okrzemek Halamphora w ilosci 0,2—1 g korzystnie 0,6 g, olej z mikroglonow
morskich (Schizochytrium) w ilosci 0,4—1,2 g korzystnie 0,8 g i glicerol w ilosci 5-15 g korzystnie 10 g,
do temperatury powyzej 75°C przy ciggtym mieszaniu z predko$cig 400-600 rpm korzystnie 600 rpm
do uzyskania jednolitej konsystencji, nastepnie mieszanine poddaje sie prehomogenizacji przy predko-
$ci 8 000—24 000 rpm korzystnie 13 500 rpm przez 5—-20 sekund korzystnie 10 sekund, dalej do zhomo-
genizowanej probki dodaje sie 1 ml wodnego roztworu monooleinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80)
podgrzanego do temperatury 40°C o stezeniu 10-60% wag. korzystnie 30% wag. i miesza sie z pred-
koscig 400-600 rpm korzystnie 600 rpm przez 0,5-2 minut korzystnie przez 1 minute do uzyskania
jednolitej konsystenc;ji, dalej probke poddaje sie dwuetapowej homogenizacji wiasciwej: w pierwszym
etapie przy predkosci 13 500-24 000 rpm korzystnie 20 500 rpm przez 5—-15 sekund korzystnie 10 sekund;
w drugim etapie przy predkosci 8 000—13 500 rpm korzystnie 9 500 rpm przez 5-15 sekund korzystnie
10 sekund, po czym tak powstatg dyspersje dodaje sie do 14-14,9 ml korzystnie 14,3 ml wodnego
roztworu monooleinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80) o stezeniu 10-60% wag. korzystnie 30% wag.
przy cigglym mieszaniu z predkoscig 350-550 rpm, korzystnie 350 rpm i miesza do momentu ochtodze-
nia uktadu do temperatury pokojowej korzystnie 25°C i do otrzymania nanoczgstek lipidowych typu NLC,
charakteryzujgcych sie wielkoscig czastek w zakresie 100-300 nm.

Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskano nastepujgce efekty tech-
niczno-uzytkowe:

a. mozliwos¢ wykorzystania metody HSH — czyli metody niewymagajacej zastosowania wy-
sokiego cisnienia;

b. wiasciwosci zastosowanych lipidow:

Olej z mikroglonéw morskich (Schizochytrium) oraz lipidy pozyskiwane z okrzemek
(Halamphora) ze wzgledu na korzystng kompozycjg kwaséw tluszczowych mogg byé
z powodzeniem wprowadzane do syntezy no$nikéw lipidowych w roli lipidéw ciektych
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wbudowywanych w matryce lipidowg NLC. Olej z mikroglonéw zawiera uktad wieloniena-
syconych kwaséw tluszczowych — kwas eikozapentaenowy — EPA, kwas dokozaheksae-
nowy — DHA - odpowiadajgce, m.in. za ochrone skoéry przed negatywnym dziataniem
promieniowania stonecznego, zabezpieczajgc jg przed fotostarzeniem i powstawaniem
przebarwien. Wspomagajg réwniez leczenie egzemy oraz nadmiernej szorstkosci skory,
zapewniajgc prawidtowy poziom lipidéw naskérkowych [H. Bojarowicz, B. Wozniak, Pro-
blemy Higieny i Epidemiologii, 2008, 89(4), 417—-475]. Zblizone dziatanie wykazujg, za-
warte w okrzemkach gatunku Halamphora, kwas oleopalmitynowy i palmitynowy, ktére
regulujg metabolizm kwaséw ttuszczowych w obrebie naskdrka. Sprzyjajg wytwarzaniu
wiekszej ilosci lipidow w ciatach lamelarnych warstwy ziarnistej naskorka, przyczyniajgc sie
do wzmozonego tempa procesOw regeneracyjnych w przebiegu jednostek chorobowych
skoéry zwigzanych z zaburzeniami rogowacenia [T.K. Lin, L. Zhong, J.L. Santiago, Inter-
national Journal of Molecular Sciences, 2018, 19(1), 70];

c. mozliwos¢ uzyskania wielkosci no$nikéw lipidowych w zakresie 100-300 nm predyspo-
nuje je do wykorzystania jako surowiec farmaceutyczny/kosmetyczny;

d. homogenicznos$¢ rozktadu wielkosci czastek przejawia sie wskaznikiem polidyspersyjno-
Sci (PDI) ponizej 0,26;

e. wysoka stabilno$é czgstek manifestowana potencjatem zeta powyzej +40 mV,

f. dodatni tadunek uzyskanych nanoczgstek lipidowych jest korzystny ze wzgledu na obec-
nos$¢ oddziatywania elektrostatycznego pomiedzy ujemnie natadowang powierzchnig
skory a dodatnio natadowanymi czgsteczkami.

Wynalazek ilustrujg ponizsze przykfady:

Przyktad |

0,8 g oleju z mikroglonéw morskich (Schizochytrium) oraz 0,6 g lipidow pozyskiwanych z okrzemek
(Halamphora) potgczono z mieszaning stopionego 2,5 g stearynianu glicerolu, 10 g glicerolu i 0,4 g
CTAB oraz mieszano z predkoscig 600 rpm do uzyskania jednolitej konsystencji, po czym zhomogenizo-
wano przy predkosci 13 500 rpm przez 10 sekund. Nastepnie, dodano 1 ml wodnego roztworu monoo-
leinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80) podgrzanego do temperatury 40°C o stezeniu 30% wag.
i mieszano z predkoscig 600 rpm przez 1 minute, po czym probke homogenizowano w dwdch etapach:
I. przy predkosci 20 500 rpm przez 10 sekund; Il. przy predkosci 9 500 rpm przez 10 sekund. Tak
powstatg dyspersje dodano do 14,3 ml wodnego roztworu monooleinianu polioksyetylenosorbitanu
(Tween 80) o stezeniu 30% wag. przy cigglym mieszaniu z predkoscig 350 rpm i mieszano do momentu
ochtodzenia uktadu do temperatury pokojowej (25°C).

Przyktad 11

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, zmieniajgc stezenie roztworu surfaktantu niejonowego
(monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 10% wag.

Przyktad I11

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, zmieniajac stezenie roztworu surfaktantu niejonowego
(monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 60% wag.

Przyktad IV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, zmieniajac ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schizo-
chytrium) na 0,4 g.

Przyktad V

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, zmieniajac ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schizo-
chytrium) na 1,2 g.

Przyktad VI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad VII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad VI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie 1, zmieniajgc ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schizo-
chytrium) na 0,4 g.

Przyktad IX

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie 1, zmieniajgc ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schizo-
chytrium) na 1,2 g.
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Przyktad X

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie I, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie I, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XllI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie Ill, zmieniajgc ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schi-
zochytrium) na 0,4 g.

Przyktad XllI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie Ill, zmieniajgc ilo$¢ oleju z mikroglonéw morskich (Schi-
zochytrium) na 1,2 g.

Przyktad XIV

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie Ill, zmieniajac ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie Ill, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XVI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie IV, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XVII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie IV, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XVIII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie V, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XIX

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie V, zmieniajgc ilos$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XX

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie VIII, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XXI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie VIII, zmieniajgc ilos¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XXII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie IX, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XXIII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie IX, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XXIV

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XII, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XXV

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XII, zmieniajgc ilo$¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XXVI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XIII, zmieniajgc ilo§¢ stearynianu glicerolu na 1 g.
Przyktad XXVII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XIII, zmieniajgc ilos¢ stearynianu glicerolu na 5 g.
Przyktad XXVIII

Postepowanie analogiczne, jak w przyktadzie |, zmieniajac ilo$¢ lipidow pozyskiwanych z okrzemek
(Halamphora) na 0,2 g.

Przyktad XXIX

Postepowanie analogiczne, jak w przyktadzie |, zmieniajac ilo$¢ lipidow pozyskiwanych z okrzemek
(Halamphora) na 1 g.

Przyktad XXX

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, zmieniajgc ilo$¢ glicerolu na 5 g.

Przyktad XXXI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, zmieniajgc ilos¢ glicerolu na 15 g.

Przyktad XXXII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, zmieniajac ilo$¢ CTAB na 0,1 g.

Przyktad XXXIII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, zmieniajgc ilo§¢ CTAB na 0,8 g.

Przyktad XXXIV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predkos$é taczenia fazy lipidowej na 400 rpm.
Przyktad XXXV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predkos$é taczenia fazy lipidowej na 500 rpm.
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Przyktad XXXVI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, modyfikujgc czas prehomogenizacji na 5 sekund.
Przyktad XXXVII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, modyfikujgc czas prehomogenizacji na 20 sekund.
Przyktad XXXVIII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predko$é prehomogenizaciji na 8 000 rpm.
Przyktad XXXIX

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XXX VI, modyfikujgc czas prehomogenizacji na 5 sekund.
Przyktad XL

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XXXVIII, modyfikujgc czas prehomogenizacji na 20 sekund.
Przyktad XLI

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie |, modyfikujgc predko$¢ prehomogenizaciji na 24 000 rpm.
Przyktad XLII

Postepowano analogicznie, jak w przykfadzie XLI, modyfikujgc czas prehomogenizaciji na 5 sekund.
Przyktad XLIII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie XLI, modyfikujgc czas prehomogenizacji na 20 sekund.
Przyktad XLIV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predko$é dodawania roztworu surfaktantu
niejonowego (monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 400 rpm.

Przyktad XLV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predko$é dodawania roztworu surfaktantu
niejonowego (monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 500 rpm.

Przyktad XLVI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujac czas mieszania po dodaniu roztworu sur-
faktantu niejonowego (monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 0,5 min.

Przyktad XLVII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujac czas mieszania po dodaniu roztworu sur-
faktantu niejonowego (monooleinianu polioksyetylenosorbitanu — Tween 80) na 2 min.

Przyktad XLVIII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujac predko$é | etapu homogenizaciji wtasciwej
na 13 500 rpm.

Przyktad XLIX

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predko$¢ | etapu homogenizaciji wtasciwej
na 24 000 rpm.

Przyktad L

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc predkosé Il etapu homogenizacji wtasciwej
na 8 000 rpm.

Przyktad LI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie XLVIII, modyfikujgc predkos¢ Il etapu homogenizacji wia-
Sciwej na 8 000 rpm.

Przyktad LII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie XLIX, modyfikujgc predkos$¢ Il etapu homogenizacji wta-
Sciwej na 13 500 rpm.

Przyktad LIII

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujac czas | etapu homogenizacji wtasciwej na
5 sekund.

Przyktad LIV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujac czas | etapu homogenizacji wtasciwej na
15 sekund.

Przyktad LV

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc czas Il etapu homogenizacji wiasciwej na
5 sekund.

Przyktad LVI

Postepowano analogicznie, jak w przyktadzie |, modyfikujgc czas Il etapu homogenizaciji wtasciwej na
15 sekund.
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Wedtug przyktaddéw I-LVI uzyskano nanostrukturalne noéniki lipidowe charakteryzujgce sie wielko-
Scig czgstek (Z-Ave) w przedziale 145,8—-280,8 nm, wskaznikiem polidyspersyjnosci (PDI) maksymalnie
do 0,259 oraz potencjatem zeta (ZP) minimum 44,1 mV. Szczeg6towe wyniki zebrano w ponizszej tabeli:

Wskaznik

Wielkos¢ czastek (Z-Ave) . L. Potencjal 2eta (ZP)
Przyktad polidyspersyjnosci
[nm] [mV]
(PDI) [-]
I 194,5%3,5 0,194+0,014 50,1£0,8
. 241,815,4 0,160+0,020 51,5+1,3
. 179,9+3,2 0,178+0,018 49,910,6
. 203,6%4,2 0,186%0,010 51,40,7
V. 207,2+5,3 0,157+0,010 49,4+1,3
VL 205,2+2,6 0,159+0,013 50,5+0,5
VII. 195,2+3,4 0,155+0,015 50,8+0,5
Vil 196,7+6,6 0,175£0,006 48,3+1,2
IX. 216,6%3,1 0,122+0,021 52,7+0,6
X. 201,1+4,7 0,155+0,024 51,0+1,3
XI. 253,119,0 0,129:0,018 53,110,6
Xil. 156,9+3,0 0,218+0,006 49,7+1,0
XIll. 179,9+3,1 0,147+0,005 51,2+1,9
XIV. 155,4+1,8 0,160+0,012 49,142,1
XV. 189,5+4,3 0,210+0,008 47,9+1,8
XVLI. 186,8+5,3 0,198+0,018 52,6+0,2
XVIL 247,417 .4 0,259+0,006 48,411,3
XVIIL. 195,0+2,6 0,155+0,007 49,4+0,5
XiX. 215,4+4,3 0,178+0,005 48,5+1,0
XX. 232,615,9 0,166t0,016 53,0+1,4
XX1. 280,816,9 0,180+0,018 53,9+2,3
XXI1I. 190,1+2,2 0,119+0,004 50,6+1,0
XXiil. 245,7+3,3 0,124+0,021 53,1+1,4
XXIV. 145,8+1,6 0,23210,012 51,1+1,0
XXV. 209,3+4,4 0,234+0,006 48,7+1,7
XXVI. 151,8+1,7 0,152+0,018 51,5+3,4
XXVII. 173,1+3,0 0,163+0,011 49,9+1,6
XXVIil. 175,9+0,4 0,158%0,006 45,9+1,1
XXIX. 230,244 0,195:0,008 52,9x1,2
XXX. 172,8+1,7 0,190+0,005 50,5+1,2
XXXI. 253,4+1,9 0,187+0,004 44.5+0,5
XXXH. 237,4+4,3 0,247+0,004 50,3+1,4
XXX 194,4+1,3 0,149+0,010 53,2+2,2
XXXIV. 220,313,6 0,193+0,011 50,8+1,3

XXXV. 218,9+2,8 0,224+0,011 50,7+1,3
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XXXVI. - - 211,5%6,5 0,25040,010 49,5+0,6

XXXVIL 204,1:0,7 0,181+0,018 50,8+1,1
XXXV . 252,040,9 0,172+0,033 50,20,4

I

_XXXIX. T 228,9+3,1 0,198+0,010 51,4+1,2
TN 248,2+43,9 0,224+0,018 51,3+1,1

- XU 259,715,3 0,209+0,013 49,7+1,7
XL, - 203,03,7 0,178+0,009 51,7+0,6

S Txum, - 203,9+3,6 0,21040,025 48,9:0,3
T oxuv. T 21,4441 0,1500,017 49,9t1,6
XLV. 189,9£1,4 0,175£0,010 43,4+0,1

T X 211,621,7 0,195+0,023 46,8£0,6
DXLV 272,2+4,7 0,15840,016 49,6%1,5
XLV, 209,523,1 | 0,178+0,014 49,0£2,3

XLIX. 190,6+2,3 0,170+0,031 51,4+1,3

Lo 225,156 0,135+0,005 50,2+0,7

u. 249,522,7 0,157+0,012 51,30,8

. 202,0£1,9 0,153+0,016 50,3+0,8

un. 174,245,2 0,183+0,018 47,3+2,6
LA 263,745,8 . 0,137:0,041 51,7+0,5
. 225,042,1 0,149:0,024 47,8+3,0
. 194,2+3,4 - 0,144+0,010 44,1£1,2°

Nanostrukturalne noéniki lipidowe otrzymane sposobem wedtug wynalazku (przyktad | z zastoso-
waniem nastepujacej ilosci substratow: 0,8 g oleju z mikroglonéw morskich (Schizochytrium), 0,6 g lipi-
doéw pozyskiwanych z okrzemek (Halamphora), 2,5 g stearynianu glicerolu, 10 g glicerolu, 0,4 g CTAB,
roztw6r monooleinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80) o stezeniu 30% wag.) charakteryzujg sie
wielkoScig czgstek (Z-Ave) na poziomie 194,5 nm, wskaznikiem polidyspersyjnosci (PDI) — 0,194 oraz
potencjatem zeta (ZP) — 60,1 mV.

Nanostrukturalne noéniki lipidowe otrzymane sposobem wedtug wynalazku scharakteryzowano
z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii r6znicowej — DSC przedstawiony na Fig. 1 i dyfrakcji pro-
mieniowania rentgenowskiego — XRD przedstawionego na Fig. 2. Przeprowadzona charakterystyka ma-
trycy lipidowej potwierdzita obecnos$¢ lipidu w stabilnej odmianie polimorficznej ', charakterystycznej
dla lipidéw na bazie triacylogliceroli w stanie koloidalnym (w dyspersji nanoczastek lipidowych).

Fig. 1 przedstawia poréwnanie termogramoéw DSC lipidu statego (stearynianu glicerolu) oraz
otrzymanych nanoczgstek lipidowych a Fig. 2 przedstawia poréwnanie dyfraktogramoéw lipidu statego
(stearynianu glicerolu) oraz otrzymanych nanoczgstek lipidowych.

4. Przykfad zastosowania:

Nanoczastki lipidowe syntetyzowane na bazie oleju z mikroglonéw morskich (Schizochytrium)
oraz lipidow pozyskiwanych z okrzemek (Halamphora) mogg by¢ stosowane w przemysle kosmetycz-
nym (noéniki substancji aktywnych i ich mieszanin), farmaceutycznym (do inkorporowania substancii
aktywnych i ich mieszanin), spozywczym (jako ochrony substancji warto$ciowych, np. witamin podczas
obrébki spozywczej) i ogdinie chemicznym (ochrona wybranych zwigzkéw chemicznych przed degra-
dacjg czy tez uleganiu reakcjom nastepczym i kaskadowym).

Zastrzezenie patentowe

1. Sposo6b otrzymywania nanoczastek lipidowych syntetyzowanych na bazie oleju z mikroglonéw
morskich (Schizochytrium) oraz lipidow pozyskiwanych z okrzemek (Halamphora) metodg ho-
mogenizacji z wykorzystaniem homogenizatora wysokoobrotowego (HSH), znamienny tym,
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ze ogrzewa sie mieszanine zawierajgcg stearynian glicerolu (Imwitor 900K) w ilosci 1-5 g
korzystnie 2,5 g, bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) w iloSci 0,1-0,8 g korzystnie 0,4 g,
lipidy wyekstrahowane wczesniej z okrzemek Halamphora w ilosci 0,2—1 g korzystnie 0,6 g,
olej z mikroglonéw morskich (Schizochytrium) w ilosci 0,4—1,2 g korzystnie 0,8 g i glicerol
w ilosci 5-15 g korzystnie 10 g, do temperatury powyzej 75°C przy ciggtym mieszaniu z pred-
koscig 400-600 rpm korzystnie 600 rpm do uzyskania jednolitej konsystencji, nastepnie miesza-
nine poddaje sie prehomogenizacji przy predkosci 8 000-24 000 rpm korzystnie 13 500 rpm
przez 5-20 sekund korzystnie 10 sekund, dalej do zhomogenizowanej prébki dodaje sie 1 ml
wodnego roztworu monooleinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80) podgrzanego do tempe-
ratury 40°C o stezeniu 10-60% wag. korzystnie 30% wag. i miesza sie z predkoscig 400600 rpm
korzystnie 600 rpm przez 0,5-2 minut korzystnie przez 1 minute do uzyskania jednolitej konsy-
stencji, dalej probke poddaje sie dwuetapowej homogenizacji wtasciwej: w pierwszym etapie
przy predkosci 13 500-24 000 rpm korzystnie 20 500 rpm przez 5-15 sekund korzystnie
10 sekund; w drugim etapie przy predkosci 8 000—-13 500 rpm korzystnie 9 500 rpm przez
5-15 sekund korzystnie 10 sekund, po czym tak powstatg dyspersje dodaje sie do 14-14,9 mi
korzystnie 14,3 ml wodnego roztworu monooleinianu polioksyetylenosorbitanu (Tween 80)
o stezeniu 10-60% wag. korzystnie 30% wag. przy ciggtym mieszaniu z predkoscig 350-550 rpm,
korzystnie 350 rpm i miesza do momentu ochtodzenia uktadu do temperatury pokojowej ko-
rzystnie 25°C i do otrzymania nanoczgstek lipidowych typu NLC, charakteryzujgcych sie wiel-
koscig czgstek w zakresie 100-300 nm.
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