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Synteza i charakterystyka stalych nanoczastek oraz nanostrukturalnych nosnikow
lipidowych przeznaczonych do celow kosmetycznych i farmaceutycznych

mer Aleksandra Zielinska

Nanoczastki lipidowe sg stosunkowo nowymi substancjami wykorzystywanymi
W przemysle kosmetycznym 1 farmaceutycznym. Przedstawiona rozprawa doktorska zawiera
opis budowy stalych nanoczastek lipidowych (ang. Solid Lipid Nanoparticles, SLN)
I nanostrukturalnych no$nikéw lipidowych (ang. Nanostructured Lipid Carriers, NLC) oraz
przyktady najpopularniejszych metod do ich syntezy. Szczegdlng uwage poswiecono
metodzie homogenizacji wysokocisnieniowej, ktora uznaje si¢ obecnie za najszybsza
i najskuteczniejszg technike wykorzystywang do otrzymywania nanoczastek lipidowych.
Na podstawie przegladu literatury zostaly opisane miedzy innymi charakterystyczne
wlasciwosci  SLN/NLC, takie jak m.in. ich potencjalna toksyczno$¢ czy zdolnosé
do przenikania przez skorg. W czgséci teoretycznej rozwinigty zostal takze temat typow
uwalniania substancji czynnych oraz rodzajow inkorporowania nanoczgstek lipidowych.
W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, uwzgledniono szczegolny wptyw inkorporowania
monoterpenami (a-pinen, cytral, geraniol, limonen), Retinolem 50 C, koenzymem Q1o oraz
a-tokoferolem na profil uwalniania substancji czynnych z SLN/NLC, jak réwniez
efektywnos¢ enkapsulacji, stabilno$¢ otrzymanych nanoczastek badz enkapsulowanych
sktadnikow aktywnych oraz ich uwalnianie z SLN/NLC. Ponadto, w czesci teoretycznej
niniejszej dysertacji wskazano na mozliwe zastosowania tych innowacyjnych nosnikow
w przemysle kosmetyczno-farmaceutycznym. W opisie badan zwrdcono szczegolng uwage na
znaczenie matrycy lipidowej, stanowigcej ochrone dla enkapsulowanej substancji aktywnej
oraz wyjasniono znaczenie naturalnych olejow roslinnych w syntezie NLC. Na przykladzie
oleju z nasion Meadowfoam, odznaczajacego si¢ unikalnym sktadem kwasoéw tluszczowych,
przeprowadzono badania reologii preparatow kosmetycznych i oceniono ich dziatanie
pielegnacyjne na skore. Tym sposobem wykazano wiasciwosci zimnotloczonych olejow
roslinnych, dzigki ktorym naturalna matryca lipidowa mogtaby nie tylko przyczyni¢ sie¢
do zwigkszenia kompatybilnosci syntezowanych nanostruktur, ale rowniez wykazywalaby
dodatkowe dziatanie pielggnacyjno-lecznicze.

Gléwnym celem badan naukowych prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej pt. ,,Synteza i charakterystyka stalych nanoczgstek oraz nanostrukturalnych
nos$nikow lipidowych przeznaczonych do celéw kosmetycznych i farmaceutycznych” byto
opracowanie powtarzalnej metodyki otrzymywania SLN/NLC, inkorporowanych wybranymi
sktadnikami aktywnymi, majacymi szczegélne znaczenie w przemySle kosmetyczno-
farmaceutycznym oraz otrzymanie w pelni biodegradowalnych nanostrukturalnych nosnikéw
lipidowych, zbudowanych z wylgcznie naturalnych sktadnikow.

Aby zracjonalizowa¢ kolejno$¢ przeprowadzonych badan, cel pracy podzielono na dwie
czesci, z ktorych pierwsza obejmowata opracowanie powtarzalnej syntezy do enkapsulacji
monoterpenow (o-pinen, cytral, geraniol, limonen) w SLN. Druga cze$¢ pracy dotyczyta



natomiast otrzymania powtarzalnej metodyki enkapsulacji Retinolu 50 C (retinol

stabilizowany Polisorbatem 20), koenzymu Q1o i a-tokoferolu w NLC, a nastgpnie proby

enkapsulacji ww. substancji aktywnych w NLC, syntezowanych z wykorzystaniem
sktadnikobw pochodzenia organicznego, ze szczegdlnym uwzglednieniem kompozycji
thuszczowej olejow roslinnych, petnigcych rolg matrycy lipidowe;.

Po przeprowadzeniu procedur eksperymentalnych, w pierwszej cz¢$ci niniejszej
rozprawy doktorskiej dobrano optymalne warunki do syntezy stalych nanoczgstek
lipidowych, wykorzystujac zaawansowang analize statystyczng, tj. plany czynnikowych
eksperymentow, analiz¢ wariancji (ANOVA), diagram Pareto oraz wykres powierzchniowy
dopasowanej odpowiedzi (3D i 2D). Nastgpnie, wlasciwosci zoptymalizowanego sktadu SLN
identyfikowano za pomocg nast¢pujacych technik i metod badawczych:

e Spektroskopii korelacji fotonéw (Zetasizer Nano ZS, Malvern) — okreslono wielkosSci
czastek (Z-Ave) i wspotczynniki polidyspersyjnosci (PDI).

e Elektroforetycznego rozpraszania $wiatlta (Zetasizer Nano ZS, Malvern) — zmierzono
stabilno$¢ SLN poprzez okreslenie warto$ci potencjatu zeta (ZP).

e Analizatora dyspersji (LUMiSizer®, L.U.M. GmbH) — wykonano przyspieszong analize
stabilno$ci, wyznaczono indeksy niestabilnosci oraz dokonano analizy predkosci
sedymentacji czastek dla wszystkich otrzymanych probek SLN.

e Komor dyfuzyjnych Franza oraz spektroskopii UV-Vis (Synergy™ HT Multi-Mode
Microplate Reader) — obliczono czas uwalniania enkapsulowanych monoterpenow.

e Chromatografii gazowej (Varian CP 3800 GC) — oznaczono efektywno$¢ enkapsulacji.

o Dyfrakcji promieni rentgenowskich (XRD, Bruker D8 Advance) oraz za pomoca
roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC, XP-10, Thass) — scharakteryzowano
wszystkie matryce lipidowe otrzymanych SLN, opisano zachodzace w nich przemiany
polimorficzne i1 przedstawiono przejscia fazowe lipidow, zachodzace pod wpltywem
ogrzewania i chtodzenia probek.

o Skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM, Carl Zeiss SMT Evo Series) — wykonano
zdjecia otrzymanych nanostruktur.

e Badan in vitro wybranych monoterpenéw enkapsulowanych w SLN - analizowano
aktywno$¢ przeciwzapalng cytralu 1 geraniolu, a nast¢pnie przeprowadzono badania
cytotoksycznosci SLN inkorporowanych cytralem z wykorzystaniem réznorodnych linii
komorkowej HaCaT (nienowotworowej) oraz A431 (nowotworowej).

Na skutek przeprowadzonych badan i1 przeanalizowaniu otrzymanych wynikow
dowiedziono, ze:

1. Wybrane do badan monoterpeny moga by¢ z powodzeniem inkorporowane do SLN.

2. Nowo opracowane warunki syntezy zapewnity wysokg stabilno$¢ fizyczng 1 chemiczng
otrzymanych nanoczastek lipidowych oraz zawartych w nich substancji aktywnych.

3. Metoda homogenizacji wysokocisnieniowej (na gorgco) okazala si¢ nie tylko
najszybsza, ale 1 najbardziej efektywng metoda syntezy nanoczastek lipidowych.

W drugiej czgsci przedlozonej rozprawy doktorskiej ponownie przeprowadzono
wieloaspektowe procedury eksperymentalne, za pomoca ktérych dobrano optymalne warunki
do syntezy nanostrukturalnych nos$nikéw lipidowych, a nastepnie wlasciwosci
zoptymalizowanego skladu NLC identyfikowano za pomoca najwazniejszych metod
fizykochemicznych stosowanych do charakterystyki otrzymanych nanoczgstek lipidowych



(m.in. Z-Ave, PDI, ZP, SEM). Nanostrukturalne no$niki lipidowe inkorporowano
sktadnikami aktywnymi, majacymi szczeg6lne znaczenie w przemysle kosmetycznym
I farmaceutycznym, zwlaszcza ze wzgledu na silne wlasciwosci przeciwutleniajace
(tj. Retinol 50 C, koenzym Q1o, a-tokoferol).

W powyzej opisanej czgsci pracy, gldwnym celem byta synteza NLC inkorporowanych
ww. substancjami aktywnymi z wykorzystaniem naturalnego odpowiednika dla
potsyntetycznego lipidu. W rezultacie, matryce lipidowg NLC stanowit organiczny olej
Z nasion kwiatow Meadowfoam (MSO) lub tez olej z nasion owocéw Marula. Badania te
miaty na celu zaréwno zwickszenie kompatybilnosci NLC, jak i rdwnoczesng poprawe
stabilno$ci enkapsulowanych sktadnikow aktywnych, ktore na ogdt bardzo szybko ulegaja
degradacji pod wplywem przechowywania. Dodatkowo przeprowadzone testy invivo
potwierdzity skuteczno$¢ dziatania zimnottoczonego oleju (MSO) na wybrane parametry
skory, takie jak stopien nawilzenia czy elastyczno$ci skory. Ponadto, nanoczastki lipidowe
otrzymywano metodg mikroemulgowania z wykorzystaniem metody sonifikacji, jednak
najskuteczniejsza metoda syntezy SLN inkorporowanych monoterpenami okazata si¢
homogenizacja wysokocisnieniowa przeprowadzona ,,na gorgco”. W procesie tym, stopiona
mieszanina lipidow wraz ze sktadnikiem aktywnym zostata dodana bezposrednio do goracego
roztworu surfaktantu.

Bioragc pod uwagg coraz czesdciej rozpowszechniany trend ,,zielonej chemii”
w przemysle kosmetyczno-farmaceutycznym, w ramach prezentowanej dysertacji
opracowano powtarzalng metode enkapsulacji Retinolu 50 C oraz koenzymu Qio w NLC,
zbudowanych ze sktadnikow wytacznie pochodzenia roslinnego. Gtowna ideg tych badan
byto stworzenie nanostrukturalnych no$nikoéw lipidowych, mogacych znaleZ¢ zastosowanie
W naturalnych 1 biodegradowalnych kosmetykach, szczegodlnie preferowanych przez
wspotczesnych konsumentéw. Z uwagi na tendencj¢ do ulegania procesowi ,,jelczenia”
w wyniku degradacji oksydacyjnej przez organiczne lipidy i oleje, majace wysokie st¢zenie
nienasyconych kwasow tluszczowych, stworzenie w pelni organicznych preparatow
kosmetycznych stanowi zawsze duze wyzwanie dla przemyslu. W pracy doktorskiej
przeprowadzono roéwniez synteze NLC inkorporowanych a-tokoferolem z zastosowaniem
dwoch najpowszechniej stosowanych metod — mikroemulgowania oraz homogenizacji
wysokocisnieniowej. Badania te miaty przede wszystkim wykaza¢ r6znice we wlasciwos$ciach
fizykochemicznych otrzymanych nanoczastek. Oprocz tego, postanowiono porownac
efektywnos$ci procesu syntezy nanoczastek lipidowych przy uzyciu dwéch odmiennych
technik.

Po przeprowadzeniu wszystkich powyzszych badan, wywnioskowano, ze:

1. Naturalne oleje roslinne mogg skutecznie petni¢ role matrycy lipidowej powstalej
podczas syntezy NLC, nie wplywajac przy tym na znaczacy przyrost sredniej wielkosci
czastek oraz polidyspersyjnosci w porownaniu do lipidow potsyntetycznych.

2.  Wysoka stabilno$¢ olejow organicznych, wynikajaca z osobliwej kompozycji kwasow
thuszczowych, moze korzystnie wpltywa¢ na stabilno$¢ probek, zwlaszcza poddanych
dziataniu wysokich temperatur, co przektadato si¢ na wysokie wartosci potencjatu zeta.

3. Odpowiednio dobrane i zoptymalizowane sktadniki organiczne moga stanowi¢ rownie
stabilne 1 skuteczne podtoze do produkcji organicznych NLC, co ich potsyntetyczne
zamienniki.



4. Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono znaczgce roznice pomigdzy
wlasciwosciami  fizykochemicznymi  dla  substancji  aktywnej  (a-tokoferol)
enkapsulowanej w NLC, syntezowanych za pomocg dwoch odmiennych metod —
mikroemulgowania (ME) i homogenizacji wysokocisnieniowej (HPH).

Wszystkie otrzymane wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej moga tlumaczy¢ coraz wigksze zainteresowanie SLN/NLC zaréowno wielu
o$rodkdéw naukowo-badawczych, jak i nieustannie rozwijajacego si¢ przemystu kosmetyczno-
farmaceutycznego na $wiecie. Z uwagi na mato kosztowna, a przy tym tatwa i szybka
technologi¢ produkcji, obecnos¢ nietoksycznych 1 biodegredowalnych nanoczastek
lipidowych w réznego typu produktach kosmetycznych lub farmaceutycznych moze stac si¢
w najblizszych latach nieoceniona.



