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Wsréd aktualnych problemow technologii farmaceuty¢zseezegolnie istotny
jest dobor wiéciwego dla danej postaci lekmodka konserwuicego i jego stzenia.
Srodek konserwuacy powinien chrord przede wszystkim faz wodrs, ktéra jest
najbardziej nargona na zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Niestetigkszasé
srodkobw konserwujcych cechuj wiasciwosci lipofilne, co utrudnia uzyskanie
odpowiedniego stenia w fazie wodnej. Dodatkowo, ze wadl na ztgone struktury
wewretrzne i rozwingta powierzchng miedzyfazowyg, submikronowe ukfady
dyspersyjne § szczegolnie trudne do konserwacji. Niestety nidjgo do tej pory
szerszych bada tego zagadnienia, kluczowego dla powszechnegoosasania
nowoczesnych form leku w praktyce kliniczne;.

Przedmiotem badabyty nowoczesne, submikronowe uktady dyspersyjme |
wykorzystywane jako rimiki substancji leczniczych (emulsje submikronowe,
zawiesiny liposoméw) lub daace potencjalnymi nimikami substancji leczniczych
(wodne dyspersje lecytyny oraz zawiesiny nanospéddwych). Badania obejmowaty
ocere trwatasci fizykochemicznej submikronowych dyspersji w obexi srodkow
konserwugcych. Zasadniczym etapem bylo badanie dystrybugfodkow
konserwugcych do fazy wodnej i pozostatych faz uktadéw.

W submikronowych dyspersjach przeznaczonych do madpozajelitowego,
jako biozgodny emulgator, stosujee siecytyre. Poniewa lecytyna w wysokich
stezeniach stay do inaktywacji srodkow konserwujcych w badaniach jatowsoi
lekéw, wanym aspektem badabylo okrelenie wptywu fosfolipidéw lecytyny na
dystrybucg srodkéw konserwujcych i poréwnanie pod tym wzaglem uktadow
stabilizowanych lecytynz uktadami zawierggymi inne surfaktanty.

W dtugoterminowych badaniach stwierdzono zgadraikoholu benzylowego,
alkoholu p-fenyloetylowego, chlorku benzalkoniowego, glukaniachlorheksydyny,
chlorokrezolu, fenolu, m-krezolu, parabenéw M i Phenonipu oraz tiomersalu z
emulsjami submikronowymi i zawiesiriposfer oraz bronopolu z zawiesgifiposfer.
Jedynie w técie przyspieszonego starzenia (40°C) niezgodnysnodkami
konserwugcymi okazaty si: Phenonip (z emulsjami submikronowymi) oraz panghie
chlorek benzalkoniowy (z liposferami). Natomiastvistdzono stabilizujcy wptyw
parabendw na emulsje submikronowe i wodne dysplasjgyny (WLD).

Podstawowym celem pracy byto oklienie dystrybucji najagciej stosowanych
srodkéw konserwujcych (parabenéw M i P, chlorku benzalkoniowego agkikow

Phenonipu oraz alkoholp-fenyloetylowego) pomidzy fazy wysgpujace w badanych
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submikronowych ukfadach dyspersyjnych. Badanie wniavykaz& zaleznos¢
dystrybucji od sktadu i struktury uktadow. Porowrgiwe uktady stabilizowane lecytyn
oraz innymi surfaktantami (np. polisorbatem 80,o0kshmerem). W celu poznania
dystrybucjisrodkow konserwujcych pomédzy wszystkie fazy uktadow dyspersyjnych
(wodmg, olejowg, liposomalno-micelamn i miedzyfaz) stosowano model
matematyczny.

W celu oddzielenia ,strukturalnej fazy wodnej” (,aho-liposomalno-
micelarnej, ,w-I-m”) submikronowych uktadow dyspesych od fazy olejowej,
liposomalnej i mgdzyfazy stosowano metedultrawirowania. Dopiero zastosowanie
ultrafiltracji umazliwito uzyskanie fazy wodnej bez struktur wegtnrznych,
zawierajcej frakcg srodka konserwucego w formie wolnej (rozpuszczonej). Analiz
ilosciowg srodkéw konserwujcych w wydzielonych fazach prowadzono metétPLC.

Badanesrodki konserwujce r@nity sie wtasciwosciami fizykochemicznymi, co
wptywato na ich dystrybuejw fazach badanych uktadoéw. W emulsji submikronowe;j
(10%) stabilizowanej lecytyn jajowg (1,2%) w fazie wodnej (pozbawionej
nanocastek) wykrywano: 27,8; 15,4; 5,1 i 12,3% odpowiednparabenu M (log P
2,00), parabenu A (log P 2,45), parabenu P (log98)2 alkoholup-fenyloetylowego
(log P 1,33), natomiastzéb8,4% fenoksyetanolu (log P 1,00). Chlorek bermailbwy
bedacy zwigzkiem o charakterze surfaktantu, praktycznie niegal dystrybucji do
pozbawionej struktur fazy wodnej tych emulsji. Wiz wzrostem zaréwnoc¢genia
fazy olejowej, jak i lecytyny notowano zmniejszenigawartdci srodkow
konserwugcych w fazie wodnej.

W emulsjach submikronowych zawiegeych lecytyr parabeny i chlorek
benzalkoniowy gromadzity siprzede wszystkim w railzyfazie (np. paraben M w
zakresie 47-56%), przy czym giisze s¢zenie w tej fazie bylo przy zastosowaniu
lecytyny sojowej ni jajowej. W przeciwiastwie do emulsji submikronowych
stabilizowanych lecytyny w emulsjach zawieragych jako emulgator polisorbat ziu
czes¢ srodkow konserwujcych (np. parabenu P 41%) znajdowano w strukturach
micelarnych tworzonych przez ten z@ek powierzchniowo czynny.

Zwigkszenie wielkéci kropli olejowych w emulsjach z polisorbatem pemzito
do zmniejszenia udziatérodkow konserwujcych w medzyfazie. W emulsjach
tradycyjnych spormlzonych z zastosowaniem poloksameru i pseudoenoudyat

(metyloceluloza i karbomer) oznaczanoe¢edj niz w emulsjach submikronowych
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srodkow konserwujcych w fazie wodnej (mniej lipofilne zwiki - paraben M i
fenoksyetanol) lub w fazie olejowej (bardziej lipné zwigzki - parabeny A i P).

Wyniki pracy dowodz, ze w emulsjach submikronowych w ¢gkszym stopniu
niz w tradycyjnych dochodzi do gromadzesradkow konserwujcych w medzyfazie,
co wskazuje, ze wigksza powierzchnia rmadzyfazowa i interakcje srodkéw
konserwujcych z surfaktantem mgjwicksze znaczenie hiwspotczynnik podziatu
olej/woda.

Dla ocenianychsrodkdw konserwujcych ich ostateczne ¢genia w formie
wolnej (faza wodna bez nanastek) byly, w zalenosci od srodka konserwugcego,
dwukrotnie (fenoksyetanol) albo nawet dwudziestokieo (paraben P) mniejszezni
stezenia catkowite. O ile przy dwukrotnym spadkgzehia mana oczekiwa nadal
duzej aktywndci przeciwdrobnoustrojowej, co wynika z zakresuset@anych stzen
(np. paraben M 0,065-0,25%), to problematycznee stgjwicksze obnienie s¢zenia,
gdyz nie gwarantuje to wkaiwej skutecznéci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej.

Badania dystrybucjisrodkéw konserwujcych najszerzej prowadzono dla
emulsji submikronowych, a w bardziej ograniczonynopsiu (Phenonip) dla
pozostatych submikronowych uktadow dyspersyjnych_DVliposfery, liposomy). W
fazie wodnej 1,2% WLD oraz w dyspersji liposoméw5@ lecytyny) wykrywano
podobny udziat srodkéw konserwujcych jak w emulsjach submikronowych
stabilizowanych lecytyn Wraz ze wzrostem gtenia lecytyny malata frakcja wolnego
srodka konserwucego w uktadzie WLD.

W zawiesinie liposfesrodki konserwujce gromadzity si w fazie wodnej i
migdzyfazie. W ukfadach tych wykrywano podabalystrybucg do fazy wodnej
sktadnikbw Phenonipu oraz chlorku benzalkoniowegd, notowano w emulsjach,
pomimoze nie dochodzito do zamykanieodkéw konserwujcych w matrycy liposfer.

Praca ma charakter naukowy i praktyczny. Jej wym&ty by¢ wykorzystane w
technologii nowoczesnych ukfadow submikronowych ojaknasnikéw leku
przeznaczonych do podania nie tylko pozajelitovex;zl take do oczu, na skér

doustnie.
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In pharmaceutical technology it is important to @b® the proper preservatives
and their concentration for each formulation. Thesprvative should protect an
aqueous phase where the microbial growth occurst ld@servatives are lipophilic so
it is difficult to obtain appropriate concentratiam the aqueous phase. Additionally
preservation of submicron dispersed systems is 1@ lwallenging task due to a more
complex internal structure, existence of differgplhases, expanded interphase.
Unfortunately there is only limited research oftproblem being important for the use
of the modern formulation in clinical practice.

Modern submicron dispersed systems such as: sulmmiemulsions and
liposomes which are already used as drug carsengl as potential drug carriers - agueous
lecithin dispersions and suspensions of liposph@rasostructured lipid carriers, NLC) -
were the subject of the presented studies. Thaqawyemical stability of these systems in
the presence of preservatives was investigatednmigne aim of these study, however, was
to determine the distribution of preservatives leetmv the phases of the submicron
dispersions.

Lecithin as a biocompatible emulsifier is used ubraicron dispersed systems
intended for parenteral use. However, lecithinighltoncentration is used for inactivation
of preservatives in pharmacopoeial sterility tEst. this reason the important aspect of this
investigation was to determine the influence oftiét phospholipids on distribution of
preservatives and to compare with formulationsilstati with other surfactants.

The long-term demonstrated the good physical #tabfl submicron emulsions and
suspension of lipospheres containing benzyl al¢gbleénylethyl alcohol, benzalkonium
chloride, chlorhexidine gluconate, chlorocresol¢masol, parabens M and P, Phenonip and
thiomersal. Besides bronopol was compatible wihbodpheres was found. Only in
accelerated stability test lack of stability wascdvered in submicron emulsions with
Phenonip and in suspension of lipospheres withbeasa and benzalkonium chloride.
Moreover parabens stabilized the submicron emulaimh aqueous lecithin dispersions
(WLD).

The main aim of the study was to determine theibdigion of commonly used
preservatives (parabens, benzalkonium chloridenétip and3-phenylethyl alcohol) into
the phases present in the investigated submicrspedied systems. The research was
supposed to reveal the influence of the structace @mposition of dispersed systems
on the distribution events. The formulations siabd with lecithin were compared with

dispersions stabilized with other surfactants (gglisorbate 80 and poloxamer).
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Mathematical model was used to determine the Higion of preservatives between all
phases of the dispersion systems (agueous, akdipal-micellar and interphase).

In order to separate the “structural aqueous phésater-liposomes-miceles,
“w-I-m”) from oil phase, liposomal phase and intesge ultracentrifugation was
performed. Only ultrafiltration allowed to obtainet aqueous phase without the internal
structures, containing the fraction of free, digsedl preservative. The concentrations of
preservatives present in the separated phasesstweiied by HPLC methods.

The investigated preservatives differ in physicocival characteristics what
influenced the distribution. In submicron emuls{@0%) stabilized with lecithin (1.2%)
in the aqueous phase (free of nanoparticles) 3B®, 5.9 and 12.3% of paraben M
(log P 2.00), paraben A (log P 2.45), paraben & P®.98) ang-phenylethanol (log P
1.33), respectively, was found, while for phenokgeiol (log P 1.00) this value was the
highest 58.4%. Benzalkonium chloride, a surfactgpé preservative, practically was
not present in the particle-free aqueous phaseedse in concentration of either oil or
lecithin resulted in reduction of the preservatirethe aqueous phase.

In submicron emulsions containing lecithin parab&md benzalkonium chloride
cumulated mainly in the interphase (for example5866 of paraben M) and higher
distribution into this phase occured in emulsioastaining soya-lecithin than in those
with egg lecithin. In contrast to the submicron ésians with lecithin, emulsions
stabilized with polysorbate larger fraction of theeservatives (for example 41% of
paraben P) was found in micellar phase easily edelay this surfactant.

Increase in the oily droplet size in emulsions wjtblysorbate resulted in
reduction of the fraction present in the interphdsetraditional emulsions prepared
with poloxamer or pseudoemulsifiers (methylcellelosarbomer) the cumulation of
preservatives in the aqueous phase (less lipopBilicstances — paraben M and
phenoxyethanol) or in the oily phase (more lipaphplaraben A and P) was lower than
observed in submicron emulsions.

The results demonstrate that accumulation in tterphase is more significant
in submicron than in traditional emulsions, whabwk for conclusion that larger
interphase surface and interaction with surfactaats more important factors
determining distribution than simple oil/water @t coefficient.

Concentrations of preservatives in a free, actwef(present in the particle-free
aqueous phase) were, depending on a preservatigepld (phenoxyethanol) or even

20-fold lower than total concentrations in the fatation. Although the two-fold
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reduction may still provide sufficient antimicrobggtivity (this can be concluded from
the range of the used concentrations, e.g. parbe&nused in concentrations 0.065-
0.25%), larger reduction of the concentration mayioblematic.

Although the distribution of preservatives was rhaistudied in emulsion
formulations, but some experiments (with Phenomyeye carried out also in other
submicron systems (WLD, lipospheres, liposomes)thie aqueous phase of WLD
(1.2%) and in liposome dispersion (2.5% of lecithisimilar accumulation of
preservatives was found as observed in submicramsémns stabilized with lecithin.
The fraction of a free preservative decreased mithease of lecithin concentration in
WLD.

In suspensions of lipospheres the preservativesiladed in the aqueous phase
and in the interphase. Although the preservatigionip and benzalkonium chloride)
were not encapsulated in the lipid solid matrieitidistribution into the aqueous phase
was similar to the observed in emulsions.

This study is of a scientific and practical valliée results may be used in the
technology of modern submicron dispersed systetesdied not only for parenteral but

also for ocular and oral administration.

11
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Wykaz uzywanych skrotow i symboli

* BAC - chlorek benzalkoniowy

* Db.z. —bez zmian

* cmc - krytyczne stzenie micelarne

*» CMC - karmeloza

 FP — Farmakopea Polska

* HPMC - hypromeloza

*  MC - metyloceluloza

* n.b. —nie badano

* NLC - zawiesina nanosfer lipidowych

* nw — niewyjatowione

» PC - fosfatydylocholina

e Ph. Eur. — Farmakopea Europejska

* W - wyjatowione

* WLD - wodne dyspersje lecytyny

e, w-I-m” - wodno-liposomalno-micelarna”
» uf — ultrawirowanie w pajczeniu z ultrafiltracj
* USP - Farmakopea Amerytska

* uw — ultrawirowanie

* v (c) —nap¢cie powierzchniowe w funkcji stenia
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SKROTY | SYMBOLE

Tabela 1. Wykaz spardzonych uktadéw

Symbol Srodki konserwuj ace Emulgator Olej
uktadu (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
EMULSJE SUBMIKRONOWE
El - Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
E2* - Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
E3* - Lecytyna jajowa (1,2) 20,0
E4 - Lecytyna jajowa (2,4) 20,0
N1 Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (1,2) 0,01
N1* Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (1,2) 0,01
N2 Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (1,2) 0,02
N3 Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (2,4) 0,02
N4 Parabeny M i P (0,36; 0,04) Lecytyna jajowa (1,2) 0,01
B1* Chlorek benzalkoniowy (0,005) Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
B2 Chlorek benzalkoniowy (0,01 Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
B3* Chlorek benzalkoniowy (0,02 Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
BT Chlorek benzalkoniowy (0,02 Polisorbat 80 (1,2) ,010
P1 Phenonip (0,8) Lecytyna jajowa (1,2) 10,0
p2* Phenonip (0,8) Lecytyna jajowa (1,2) 20,0
P3S Phenonip (0,8) Lecytyna sojowa (1,2) 10,0
PAT Phenonip (0,8) Polisorbat 80 (2,5) 10,0
P5T Phenonip (0,8) Polisorbat 80 (2,5) 20,0
P6P Phenonip (0,8) Poloksamer F68 (2,5) 10,0
BF | {chiorek benzalkomiowy (0,07} Lecyomajaiona .2) | 100
EMULSJE TRADYCYJNE
tBT Chlorek benzalkoniowy (0,02 Polisorbat 80 (1,2) ,010
tPP Phenonip (0,8) Poloksamer F68 (2,5) 10,0
tPT Phenonip (0,8) Polisorbat 80 (2,5) 10,0
tPM Phenonip (0,8) Metolose SM 100 (2,0) 10,0
tPC Phenonip (0,8) Carbopol (0,1) 10,0
WODNE DYSPERSJE LECYTYNY
WLD1 - Lecytyna jajowa (1,2) -
WLD2 - Lecytyna jajowa (1,2) -
N1-WLD Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (1,2) -
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N2-WLD Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (2,4) -
N3-WLD Parabeny M i P (0,18; 0,02) Lecytyna jajowa (5,0) -
N4-WLD Parabeny M i P (0,36; 0,04) Lecytyna jajowa (1,2) -
B-WLD Chlorek benzalkoniowy (0,02 Lecytyna jajowa (1,2) -
ZAWIESINY LIPOSFER (NLC)

P1-NLC Phenonip (0,8 Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0
P2-NLC Phenonip (0,8 Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0
P3-NLC Phenonip (0,8 Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0
P4-NLC Phenonip (0,8 Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0
B1-NLC Chlorek benzalk. (0,005) Poliglukozyd alkilowy (b,0 45,0
B2-NLC Chlorek benzalk. (0,01 Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0
B3-NLC Chlorek benzalk. (0,01)’ Poliglukozyd alkilowy (5,0) 45,0

O - wykorzystano Ivelip
) — sporzdzono w rénej temperaturze (21, 65, 80°C)
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1. OCHRONA PRZECIWDROBNOUSTROJOWA PRODUKTOW
LECZNICZYCH

Wsréd aktualnych problemow technologii farmaceuty¢zseezegolnie istotny
jest dobdr whéciwego dla danej postaci lekmodka konserwucego i jego stzenia.
Srodki konserwujce § szeroko stosowane w produktach farmaceutycznych
przeznaczonych do podaniazngmi drogami (np. pozajelitowo, doustnie, do oka, n
skor i btony sluzowe). Poza pewnymi wytkami zwigzanymi z drog podaniasrodki
konserwugce @ wymaganymi skiadnikami preparatow zawiecgch w swoim
sktadzie faz wodrs. Srodek konserwugcy powinien chrord przede wszystkim faz
wodrg, ktora jest najbardziej nat@na na zanieczyszczenia mikrobiologiczne, poniewa
wiasnie w tej fazie nagpuje wzrost i rozwoj drobnoustrojow [1]. Niestetyeksza¢
srodkdéw konserwujcych cechuy wiasciwosci lipofilne, co utrudnia uzyskanie
odpowiedniego stenia w fazie wodnej. Dodatkowym problemem gzgnym z
konserwowaniem ukladéw dyspersyjnych jest zhiwms¢é zamykania srodkow
konserwugcych w submikronowych strukturach wegtrznych tych uktadéw, co
ostabia ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.

Obecnaé¢ mikroorganizmow jest nieggdana, zarowno dla postaci leku, jak
rowniez dla chorego. Drobnoustroje powoglujrozkltad substancji czynnych i
pomocniczych, co w konsekwencji obaiwartg¢ terapeutyczy danego preparatu [1].
Zle konserwowany preparat ulega zepsuciu, ktéreeniy¢ rozpoznane wizualnie np.
zmiana barwy, widoczny wzrost bakterii czy grzyb@\o w postaci nieprzyjemnego
zapachu. Jednak bardziej niebezpieczge zsiany niewidoczne ,gotym okiem”
dotyczice zaréwno fizycznej trwasci danego preparatu, jak i chemicznej jego
stabilngci. Wprowadzenie drobnoustrojéw do chorego organizznnieprawidtowo
konserwowanego preparatu leczniczego zencstanowd powane zagraenie dla
zdrowia pacjenta [2].

Srodki konserwujce g dodawane przede wszystkim w postaciach lekow
niejalowych w celu zabezpieczenia produktu przeddmmarnym rozwojem
drobnoustrojéw w trakcie przechowywania i stosowgnizez pacjenta. €gto rownie
w lekach jatowych stosuje esidodateksrodkow konserwujcych. § one wymagane

przede wszystkim w opakowaniach wielodawkowych, ipeaz zabezpieczaj lek

17



Dorota Witrébskaswietlikowska WSEP

przed rozwojem mikroorganizméw, ktore molgy¢ wprowadzone podczas kolejnych
pobrar leku z tego samego opakowania (np. fiolki) [1]h Idodatek jest rownie
praktykowany w jatowych lekach jednodawkowych (ipekcje w amputkach), jeli
wyjatawianie odbywa si przez gczenie. Skuteczré wyjatawiania przez ggzenie
zalezy od wielu trudnych do kontroli czynnikéw, dlategmoducenci lekow, ze
wzgledow etycznych i ekonomicznych, powinni zapetvodpowiednie konserwowanie
preparatow leczniczych. Nale jednak pamita¢, ze konserwacja nigdy nie zapt
odpowiedniej produkcji czy wiaiwych warunkow spoggzania lekow.

Istniejg pewne ograniczenia w stosowasiodkow konserwujcych. Czasem ze
wzgledu na sposéb podania nie zalegassbsowanigrodkéw konserwujcych. Wedtug
FP VI srodki konserwujce nie powinny b§ dodawane do iniekcji podawanych
jednorazowo w oljosci powyzej 15 ml oraz do preparatow podawanych dordzeniowo
i do gatki ocznej [3]. Obecré srodkow konserwujcych réwnie nie jest konieczna,
gdy [2, 4]:

» produkt nie zawiera wody (np. suche postacie |dikje jak tabletki czy
proszki) poniewa mikroorganizmy wymagajdo wzrostu obecrici wody, wicc
produkty niezawierare wody nie 8 srodowiskiem sprzyjacym wzrostowi
mikroorganizmow,

» produkt nie zawiera substancji organicznych, ktoreg by¢ zrédiem
sktadnikéw odywczych dla drobnoustrojéw,

» wartas¢ pH leku jest poza zakresem optymalnym dla rozvespbnoustrojéw,
czyli poza zakresem pH 3 -9,

» obecne g sktadniki o wiaciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.

Miara ilosci wody dosgpnej dla drobnoustrojow jest tzw. aktywsdavody (Aw),
ktGra maleje ze wzrostemegenia substancji w uktadzie. Aktywfiowody zaley od
temperatury i wyrza jg stosunek énhienia pary wywieranej przez poétéeku do

cisnienia pary czystej wody w tej samej temperatugzé:

cisnienie pary postaci leku

Au= (1)

cisnienie pary wody

Wartas¢ A, wplywa na zdolnéci rozwoju mikroorganizmow. Wkszas¢

drobnoustrojéw wymaga Jokoto 0,92 i powyej. Jednak niektére mikroorganizmy
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tolerujg nizsze wartéci A, (np. dla gronkowca ztocistega,Avynosi 0,86, dla grzybow
0,9, a dla osmofilnych dedzy 0,62). Na zdoln& rozwoju drobnoustrojow przy
odpowiedniej wartéci A,, wptywa rownie: temperatura i odczy§rodowiska.

Zwigkszapc cisnienie osmotyczne, np. poprzez gkdzenie stzenia cukrow
(syropy), mana obniy¢ wartgs¢ A, do poziomu uniemdiwiajacego przeycie
wiekszasci drobnoustrojow, chociaosmofilne dradze potrafy egzystowa nawet w
srodowisku o bardzo wysokim ¢geniu cukrow. Innym sposobem zmniejszenia
aktywnasci wody, w wyniku zwgkszenia dinienia osmotycznego jest dodanie do wody
niewielkiej ilosci chlorku sodu, co réwnieogranicza rozwoj mikroorganizmow [5].

Stgzeniesrodka konserwucego powinno by optymalne dla danej postaci leku
Z uwzgkdnieniem drogi aplikacji. Nie mima zastosowazbyt duzego s¢zeniasrodka
konserwugcego, poniewa wicksza¢ z tych zwizkdw wywiera niepgadane efekty
uboczne (drznienie, uczulenia, toksyczf®). Wiasciwy dobor sgzenia srodka
konserwugcego stanowi kompromis pogaizy efektywnécia dziatania na
mikroorganizmy i bezpiecastwem pacjenta [6].

Dodatkowym problemem jest z8a aktywné¢ srodkéw konserwujcych w
zaleznosci od pH, rodzaju opakowania (powszechne jest gravabsorpcji i adsorpcji),
substancji pomocniczych obecnych w leku, postazycfinej preparatu. Dochodzi
czesto do interakcjirodkow konserwujcych z substangjlecznicz i/lub substancjami
pomocniczymi. Grupa srodkéw  konserwujcych dopuszczonych do celow
farmaceutycznych jest nieliczna, szczegodlnie, gdyzk s¢ pod uwag dopuszczone do
uzytku pozajelitowego Ilub do oczu. Utrudnia to dobértasciwego srodka
konserwugcego.

Szczegolnie trudny jest dobdrodka konserwugcego i jego stzenia do
uktadow dwu- i1 wielofazowych (zawiesiny, emulsjeysdersje, kremy). Jak 3u
wspomniano,srodek konserwuagcy powinien chrord przede wszystkim fgzwodm.
Uzyskanie odpowiedniegoe¢genia w fazie wodnej jest utrudnione przez sekavosci
lipofilne, ktore cechuj wicksza¢ srodkow konserwujcych. W wyniku tegosrodki
konserwujce ulegaj dystrybucji do fazy olejowej, radzyfazy oraz mog by
zamykane w strukturach obecnych w uktadach wietmfgzh (szerzej oméwiono w
p. 4 i 5). Nie jest mdiwe zwigkszenie s{zenia srodka konserwuacego w danym
preparacie, tak by zrekompens@wa zjawisko, gdy nie powinny by przekraczane
stezeniasrodkéw konserwujcych zwykle stosowane, co grozi wygieniem dziatania

toksycznego.
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Obowigzkiem producenta chcego zarejestrowa nowy produkt leczniczy
zawierajcy srodki konserwujce jest przeprowadzenie badania skuteg@nochrony
przeciwdrobnoustrojowej. Przeprowadzenie tego tgsttiopisane w farmakopeach. W
okreslonych odstpach czasowych (przez 28 dni) badalsgarytm redukcji okrdone;j
liczby szczepbéw wzorcowych drobnoustrojéw wprowadat w odpowiedniej iléci
do badanego preparatu zawiecago srodek konserwuaky. Kryteria akceptacji w
zakresie obriienia liczby komorek drobnoustrojow w czasigpedane w farmakopeach
I s3 rozne dla r@nych rodzajéw preparatow w zatesci od zamierzonego stopnia
ochrony.

Straty aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej srodkow  konserwujcych,
ewentualnie zachodee w preparacie, kontrolujeesrOwniez w badaniu trwatéci w
trakcie przechowywania.

Srodek konserwugcy powinien dziald bakteriobdjczo, czyli zabia
drobnoustroje. Mechanizm tego dziatania jestny0i w wiekszaci przypadkow
prowadzi do denaturacji biatek, inaktywacji enzym&amorkowych i zahamowania
szlakow metabolicznych mikroorganizmow. Niektéredki konserwujce w zalenaosci
od zastosowanegoggenia dziataj bakteriostatycznie albo bakteriobdjczo (np. fehole

Niezalenie od rodzaju i postaci lekérodek konserwucy musi odpowiada
okreslonym wymaganiom pod wzgllem bezpieczestwa oraz jakéri. Idealnysrodek
konserwugcy powinien charakteryzowsic [4]:

» szerokim spektrum dziatania w matychzeniach,

> trwaloscig fizykochemiczg w warunkach stosowania oraz w szerokim
zakresie warteci pH,
odpowiednimi wtdciwosciami lipofilnymi,
zgodndcia z substancjami leczniczymi i pomocniczymi,
brakiem zapachu, smaku, koloru,
brakiem dziatania toksycznego,

brakiem wiaciwosci uczulagcych lub dranigcych,

YV V. V V V V

zgodndcia fizykochemiczig z opakowaniami lub zamkggiami lekow,
» nie powinien powodow@apowstawania form opornych.

Pod wzgédem chemicznym najegciej stosowanérodki konserwujce nalea do grup:
» fenoli,
» alkoholi,

» kwasow organicznych lub ich estrow,
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* biguanidéw,
» organicznych zwizkéw rtci,

e czwartorzdowych soli amoniowych.

Wybor odpowiedniego rodzajuodka konserwucego zaley przede wszystkim
od drogi podania leku. Podziat powszechnie stosgalaérodkéw konserwujcych, ich
zastosowanie i zakres nagéziej stosowanych sten przedstawiono w tabeli 2 oraz w
tabeli 4.

Tabela 2.Srodki konserwujce — mechanizm dziatania, zastosowanie, zwykle\strse
stezenia w preparatach farmaceutycznych [2, 4 — 13]

konserwujacy [%0] Droga podania

ALKOHOLE

Zaburzanie integralréoi blony komoérkowej oraz denaturacja biatek baktergh,
hamowanie syntezy metabolitéw niedinych do podziatu komorki.

Alkohol etylowy 5,0-10,0 doustnie, pozajelitowo, zesmanie
Alkohol 05-2,0 pozajelitowo
benzylowy 1,0-20 zewgtrznie
Chlorobutanol 0,25-0,5 do oczu, pozajelitowo
Alkohol 0,25-0,5 do oczu, do nosa, do uszu
B-fenyloetylowy 1,0 zewntrznie
Fenoksyetanol 0,5-1,0 zewgtrznie
Bronopol 0,01-0,2 zewgtrznie

KWASY ORGANICZNE

Blokada enzyméw komérkowych drobnoustrojéw.

doustnie, zewgtrznie, dopochwowo,
Kwas benzoesowy 01-02 pozajelitowo (s6l sodowa)
Kwas sorbowy 0,05-0,2 doustnie, zewtnznie

ESTRY KWASU P-HYDROKSYBENZOESOWEGO

Wchodz w miejsce metabolitéw komdrkowych i hamupzwoj komorki

Paraben M
(tabela 4)

Paraben P
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ORGANICZNE POCHODNE RT ECI

Bakteriobdjczo -dcza sie z grupami tiolowymi biatek bakteryjnych i enzymoeg
zaburza metabolizm komorkowy i procesy oddychania.

0,01 pozajelitowo, do oczu
Tiomersal 0,01 -0,02 zewretrznie
0,001 -0,15 doustnie
Azotan, octan, 0,002 - 0,02 zewtrznie, doodbytniczo, dopochwowo
fenylli)org(r:]iowy 0,001 - 0,002 pozajelitowo (oprocz boranu), do oczi

IV-RZ EDOWE SOLE AMONIOWE

Bakteriostatycznie — adsorpcja na powierzchni kdindiszkodzenie btony
komorkowej, denaturacja biatek, inaktywacja enzyma@ahamowanie szlakow
metabolicznych.

0,0025 - 0,02 do oczu
Chlorek 0,004 — 0,02 doustnie, do nosa, do uszu, z&wamie
benzalkoniowy B
0,02 pozajelitowo
Chlorek 0,01 do oczu
benzetoniowy 0,01 -0,02 do uszu, pozajelitowo, zetvanie
BIGUDANIDY

Bakteriostatycznie — w matych dawkach powadige btony cytoplazmatycznej i
wyptyw sktadnikow komarkowych, a w wkszych baktriobdjczo - wydcajg biatka
cytoplazmatyczne i kwasy nukleinowe.

Octan, glukonian 0,01- 0,05 do oczu, zewtnznie
chlorheksydyny

FENOLE

Trucizny protoplazmatyczne — w zatesci od stzenia dziatag bakteriostatycznie lub
bakteriobdjczo: w mniejszychegeniach wpltywaj na przepuszczaldd bton
komorkowych (powodujich lize), a w wiekszych - denaturagj koagulacg biatek, co
prowadzi do zniszczenia uktadow enzymatycznych.

m-Krezol 0,15-0,3 pozajelitowo, zewtnznie
0,05 do oczu
Chlorokrezol 0,1-0,3 pozajelitowo, zewtiznie
Fenol 0,2-0,5 pozajelitowo
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Niezwykle wanym parametrem decydigym 0 aktywnéci
przeciwdrobnoustrojowejrodkdéw konserwujcych jest pH preparatu. Od pH zate
dysocjacja srodkéw konserwujcych, ich trwatlé¢ oraz rozpuszczalgéd. Tylko
niezdysocjowana  forma srodka konserwugcego wykazuje aktywrid
przeciwdrobnoustrojowy poniewa w takiej w formie srodek konserwucy maze
przenikryé przez bariery lipidowe komorek mikroorganizmow.datkowy trudnacia
jest fakt,ze jony obdarzone tadunkiem nigtatwo rozpuszczalne w lipidach.

O dysocjacji zwazku, a wec o zakresie pH, w ktorygrodek konserwugy jest
aktywny, decyduje stata dysocjacji (PKJeeli pH uktadu jest rowne pKsrodka
konserwugcego, tosrodek konserwuagcy wystpuje w 50% w formie zdysocjowanej.
Dzieki temu ftatwo mana przewidzié stopiév dysocjacji danego srodka
konserwujcego w zalenosci od pH preparatuSrodki konserwujce o charakterze
kwasoéw (np. kwas benzoesowy, sorbowy, dehydrooctomap niska wartas¢ pK,, tzn.
okoto 4. Oznacza toze w s$rodowisku o niskim pH wyspuja one w formie
niezdysocjowanej, dlatego optimum ich dziataniatefysje w preparatach o pH < 4, a
w srodowisku alkalicznym dxa nieaktywne. Rownie w srodowisku kwanym jest
aktywny fenol (pK 10). Natomiast tiomersal (pK) w srodowisku kwanym dziata
bakteriobdjczo, a wrodowisku alkalicznym bakteriostatycznie [14]. Remay (estry
kwasu parahydroksybenzoesowego) charaktesyal pK, 8,4, a optimum ich
aktywnaci przeciwdrobnoustrojowej wygtuje w preparatach o pH 4 - 8. W ukiadach
o pH alkalicznym (powsej 8,4) aktywné¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza
parabendéw powinna mdleale jeeli 53 obecne jony sodowe powsiagole sodowe
parabendéw, ktore posiadajowniez wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [15].3S€ez
srodki konserwujce, ktorych aktywn& nie zaley od pH preparatu. Przyktadem s
czwartorzdowe zwgzki amoniowe o charakterze amfoterycznym. Oznaozae
zdysocjowane niezataie od pH, a w konsekwencji ich w&wosCi
przeciwdrobnoustrojowe nie zateod pH [5].

Od pH preparatu zatg réwniez trwatos¢ wielu srodkow konserwujcych. Na
przyktad, dla bronopolu w czasie 5 lat stwierdzé6086 rozktadu w pH 4, a w pH 8 taki
sam rozkiad nagpitby w ciggu dwoch miesicy. Podobp zaleznos¢ wykazuje
chlorobutanol, ktérego okres péttrwania w pH 3 wsin®0 lat, a w pH 7,5 niecate trzy

miesgce [5]. Zatem ogsto pojawia s problem w wyborze odpowiedniego pH, w celu
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zapewnienia wigciwej skuteczngci i jednoczénie zachowania odpowiedniej trwééd
danego srodka konserwuacego. Kwas sorbowy  wykazuje — aktywito
przeciwdrobnoustrojoww kwasnym srodowisku (optymalne pH dla dziatania kwasu
sorbowego wynosi okoto 4), jednakw tych warunkach jest mniej trwaly i bardziej

podatny na utlenianie [14].

Problem  konserwowania  nowoczesnych,  submikronowychkiaddw
dyspersyjnych jest nowy i tylko nieliczne praceydat tego zagadnienia [16-21]. W
ukladach tych wyspuje bardziej zieona struktura wewgirzna w poréwnaniu z
tradycyjnymi uktadami wielofazowymi (np. emulsjelSubmikronowa wielk&
powoduje zwgkszenie powierzchni radzyfazowej. Dodatkowo w ukiladach tych
znacznie zwiksza s¢ udziat r&znego rodzaju submikronowych struktur wesvanych
tworzonych z udzialem lecytyny, ktéra nie wysije w uktadach tradycyjnych. W
emulsjach submikronowych, stabilizowanych lecytywykryto takie struktury jak:
liposomy, micele blaszkowate i dyskowate, ciekigsktaty, nanocgstki i struktury
sieciowe [22, 23]. Jak opisano w p. 1awma jest, abyrodek konserwuagcy byt obecny
w fazie wodnej, poniewamigracjasrodka konserwucego pozactfaze zmniejsza jego
skuteczné¢ dziatania. Mikroorganizmy rozwijajsie tylko w srodowisku wodnym, ale
mog gromadzt sic w migdzyfazie [5]. Ranice w rozmiarach gstek rozproszonych
oznaczaj roznice w wielkdci powierzchni  mgdzyfazowej, tadunkach
powierzchniowych i w konsekwencji w rozmieszczeniwstpujacych w nich
zwigzkow amfifiinych (surfaktantéw). Dodatkowsgrodki konserwujce mog ulega&
zamykaniu w strukturach submikronowych, przez coiesza s ich stzenie aktywne
w fazie wodnej, a wic skuteczn&t przeciwdrobnoustrojowa.

Bardzo cgsto zwizki powierzchniowo czynne inaktywyrodki konserwujce
[24]. Szczegolnie dotyczy to niejonowych surfakéaminp. lecytyny lub polisorbatu 80.
Wiegksza interakcja surfaktantow niejonowych Zeodkami konserwuacymi, w
poréwnaniu z kationowymi i anionowymi, jest spowa@dma mniejszymi wartziami
ich krytycznego stzenia micelarnego (cmc), wptywem pH oraz rozpuszu¥alg. W
celu przewidzenia interakcji danego surfaktantu @edkiem konserwuacym

wymagana jest znajons® jego liczby HLB. Zmniejszenie skuteczoo srodkow
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konserwugcych w obecnéri surfaktantdw mge nasgpowa w wyniku zamykania
srodkow konserwujcych wewntrz tworzonych miceli lub w wyniku kompleksowania
srodkéw konserwujcych [24]. Za pomage metod fizykochemicznych mioa
teoretycznie okrdi¢ inaktywacg srodkow konserwujcych przez surfaktanty. Jednak
tylko przeprowadzenie badania skutecgono ochrony przeciwdrobnoustrojowej
pozwala na wiarygodn ocerg aktywnaci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej
srodkéw konserwujcych. Jeeli w preparacie leczniczym lub kosmetycznym
drobnoustroje gign zbyt wolno z powodu zbyt mategaeseniasrodka konserwuagcego
lub jego interakcji z surfaktantem, gedof¢ do powstania oporgoi na danysrodek
konserwujcy.

Srodki  konserwujce nie tylko ulegaj interakcjom z substancjami
pomocniczymi lub leczniczymi. Bardzo ¢sto czynnikami odpowiedzialnymi za
zmniejszenie aktywrigi przeciwdrobnoustrojowepsnterakcje z opakowaniami lekéw
w wyniku adsorpcji lub absorpcjsrodkow konserwujcych. Przyktady substancji
konserwugcych reagujcych z substancjami leczniczymi i pomocniczymi,aizé z

opakowaniami przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Interakcjérodkow konserwuygych z substancjami leczniczymi, pomocniczymi
i opakowaniami [4, 5, 10, 14, 24 - 30]

Srodek

K : Substancje lecznicze i pomocnicze Opakowania
onserwujacy
Srodki utleniajce, silne kwasy, niejonowe _ _
Polietylen, polistyren
Alkohol surfaktanty, parabeny, czwartedowe sole
benzylowy guma

amoniowe, metyloceluloza

Metabisiarczek sodu, tiosiarczan sodu, o
Bronopol _ _ Aluminium
chlorowodorek cysteiny, lecytyna, polisorbat

-

o Mydta, anionowe surfaktanty, bentonit, azota
Cetrimid Metale

fenylorteciowy
Mydta, niejonowe surfaktanty (polisorbat 80),

cytryniany, azotany, nadmanganiany, salicylany,
jony srebra, winiany, glin, jodki, s6l sodowa
Chlorek fluoresceiny, woda utleniona, kaolin, niektére Plastik, guma
benzalkoniowy )
sulfonamidy, pochodne celulozy, guma arabska,
alginiany, mgkkie soczewki kontaktowe, eglan

bizmutu, talk, tlenek magnezugglan wapnia
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Chlorek Mydta, zwigzki anionowe, pochodne celulozy, Plastik
i . astik, guma
cetyl_oplrydy guma arabska, alginiany J
niowy

Mydta, zwigzki anionowe, polisorbat 80, kaolin
alginiany, tragakanta, jony wapnia i magnezy,

Chlorheksydyna cynk, borany, dwueglany, weglany, chlorki, Brak danych

cytryniany, azotany, fosforany, siarczany,

karmeloza sodowa, skrobia

Chlorobutanol

Talk, bentonit, karmeloza, tragakanta, poliwidg

Polietylen, guma,
)N polihydroksy-

etylometakrylany

Chlorokrezol

Fosforan kodeiny, metyloceluloza, niejonowe

surfaktanty, cetomakrogol 1000

Polipropylen,

polietylen, guma

Pochodne celulozy (metyloceluloza, karmeloza

niejonowe surfaktanty

Fenoksyetanol o Polichlorek winylu
sodowa, hypromeloza), niejonowe surfaktanty
Pochodne celulozy, skrobia, guma arabska
tragakanta, alginiany, roztwory jodielatyna,
Fenol J J Y Y] Y _ Brak danych
kamfora, mentol, tymol, fenacetyna, wodzian
chloralu, rezorcyna, fosforan sodu
, o o Polipropylen,
Zasady srodki redukugce i utleniagce, _
Kwas sorbowy polietylen,

polichlorek winylu

Talk, krzemian magnezowo-glinowy, pochodne

celulozy, niejonowe surfaktanty, atropiralazo,

czwartorzdowe sole amoniowe, biatka, EDTA

Parabeny _ , , Plastik, guma
sorbitol, stabe zasady, silne kwasy, skrobia, guma
arabska, tragakanta, alginiazglatyna
Silne kwasy i zasady, silrseodki utleniagce, _
. , Guma, plastik,
Tiomersal chlorek sodu, lecytyna, zwzki fenylortciowe,

aluminium, metale

Konserwowanie uktaddéw dyspersyjnych jest utrudniore wzgédu na
stosunkowo mat trwatos¢ fizyczrg tego typu dyspersji w obeciwm wielu zwigzkow

pomidzy
konserwugcymi i substancjami pomocniczymi. Nagsziej dochodzi do oddziatywa

chemicznych oraz z powodu wygptijagcych interakcji srodkami

pomidzy srodkami konserwuacymi i surfaktantami — twoez sie kompleksy lub

nastpuje zamykanie w micelach [24]. W micelach @eote dochodzt do
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specyficznych interakcji chemicznych paahzy srodkiem konserwuacym i zwigzkiem
powierzchniowo czynnym [9]. &teniesrodkow konserwujcych w uktadzie, wskutek
powyzszych reakcji, ulega zmniejszeniu, co prowadzi doniejszenia aktywriei
przeciwdrobnoustrojowej [5].

Czestym problemem zwrzaniem z konserwowaniem uktadéw dyspersyjnych
s3 oddziatywania srodkow konserwujcych z substancjami wielkogzteczkowymi
zwickszapcymi lepka&¢ w zawiesinach. Substancje wielkgsteczkowe mag
inaktywowa& srodki konserwujce w wyniku oddziatywé& chemicznych na skutek
tworzenia wijzaa wodorowych lub jonowych [9, 14]. WWiZzania jonowe & przyczymn
inaktywacji czwartorgdowych zwigzkéw amoniowych przez anion karmelozy.

Dodatkowym problemem jest movos¢ otaczania komorek bakteryjnych
przez substancje pomocnicze, np. pochodne celutazggranicza dogbnas¢ srodkow
konserwugcych do mikroorganizméw. Badano wptyw na aktyéhprzeciwbakteryjn
wobecPseudomonas aeruginosalorokrezolu, parabenu metylowego i fenoksyetanol
w obecnéci pochodnych celulozy: metylocelulozy (MC), karow} (CMC) oraz
hypromelozy (HPMC) [26]. CMC oraz HPMC w napkszym stopniu hamowaty
aktywna¢ chlorokrezolu. Aktywné&¢ parabenu metylowego byta zmniejszana tylko
przez HPMC. Wszystkie trzy pochodne celulozy zpe@zograniczaty dziatanie
fenoksyetanolu. Stwierdzong,e pomedzy chlorokrezolem i MC oraz parabenem
metylowym i CMC dochodzito gtéwnie do oddziatyiva&hemicznych. Zmniejszenie
aktywnaici fenoksyetanolu nagtowato w wyniku otaczania komorek bakteryjnych
przez badane pochodne celulozy. Natomiast za hamewaaktywndgci
przeciwbakteryjnej chlorokrezolu w obedoo HPMC oraz parabenu metylowego w
obecndci MC i HPMC odpowiadaty obydwa mechanizmy.

W ukladach zawiesin wielofazowych wyptijie maliwos¢ adsorpcji
drobnoustrojéw na @stkach zdyspergowanej fazy, co stwarza warunkickszionej
ochrony i umaliwia przezycie mikroorganizmom. Zawiesiny zesrodkami
zobogtniajgcymi sok zotagdkowy g najczsciej zanieczyszczone bakteriami Gram
ujemnymi, przyktadem jest adsorpdscherichia colina trojkrzemianie magnezu w
wyniku oddziatywania elektrostatycznego [9]. Adsgimogs ulega& rowniez sktadniki
odzywcze, wysgpujace w danym preparacie farmaceutycznym, dodatkowwbomajgc
rozwoj mikroorganizmom, ponievtaw postaci zaadsorbowanej $atwiej dla nich

dostpne.
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W zawiesinach adsorpcji nagstkach zdyspergowanej fazy mpgleg& takze
srodki konserwujce, co powoduje ograniczenie ich skutegzno

przeciwdrobnoustrojowej (tabela 3).

W uktadach dwufazowych skiadaych se¢ tylko z fazy olejowej i wodnej
stezenie srodka konserwucego w fazie wodnej jest funkcwspétczynnika podziatu
olej/lwoda (K) | zaleey od stosunku objosci fazy olejowej do wodnej (wzér 2).
Wspoiczynnik podziatu olej/woda zale od temperatury, pH, widaiwosci fazy

olejowe,.

Koiw = (2)

W

Komw — WSpOtczynnik podziatu olej / woda w danej tenaperze
C, — stzeniesrodka konserwuacego w fazie olejowej w stanie rownowagi

C. - skzeniesrodka konserwujcego w fazie wodnej w stanie rownowagi

Chocia warta¢ Ko W zaleznosci od rodzaju fazy olejowej nie by rézna,
przyjmuje sg, ze istnieje korelacja porulzy wart@gcig Ko i log P (oktanol/woda).

W zalenosci do rodzaju oleju (mineralny lub diny) rézne jest
powinowactwo srodkéw konserwujcych do fazy olejowej. Na przykiad, parabeny
metylowy i propylowy charakteryzaijdla oleju mineralnego %, odpowiednio 0,02 i
0,5, a dla oleju sojowego odpowiednio 6,1 i 65%][1Lepszym srodkiem
konserwugcym dla ukiadu dwufazowego byitbysrodek konserwucy stabo
rozpuszczalny w olejach np. fenoksyetanol (dlawteflinnego Ky 2,6). Niestety nie
zawsze teoretycznie dobraneczeiie srodka konserwucego zapewnia wigiwg
ochrore mikrobiologiczry danego uktadu. Chocia substancje o0 charakterze
hydrofilowym ulegag dystrybucji gtdwnie do fazy wodnej, to jednak dabsje te §
mniej aktywne mikrobiologicznie. Nie zapewnia toktfacznie widciwej ochrony
mikrobiologicznej preparatu, poniewawiasciwosci hydrofilowe utrudniagj im

wnikanie do komorek drobnoustrojéw.
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W fazie wodnej wysipuje frakcja wolnasrodka konserwuagcego, aktywna
mikrobiologicznie. W celu ok&tenia frakcji wolnejsrodka konserwucego w fazie

wodnej naley uwzgkdni¢ stosunek olgtosci fazy olejowej do fazy wodnej [14].

¢+l
Ko/w X(0+1

O
|

©)

C. — stzenie wolnegarodka konserwuajcego w fazie wodnej
C — catkowite stzeniesrodka konserwuajcego w uktadzie

¢ - stosunek olgjosci fazy olejowej do wodnej uktadu

Kow — Wspotczynnik podziatu olej / woda (w danej temaperze)

Na przyktad badano dystrybgcijchlorokrezolu w emulsji zawiergjej olej
arachidowy (20%). Kw chlorokrezolu dla oleju arachidowego wynosi 116&,
catkowite stzenie chlorokrezolu w uktadzie wynosito 0,1%. Podségc powyzsze
wartasci do wzoru uzyskuje siteoretycznieze stzenie chlorokrezolu w fazie wodnej
powinno wynost 0,004%. Obliczone tak mate¢sénie chlorokrezolu w fazie wodnej
jest ponkej stzenia hamujcego wzrost mikroorganizmaow [14].

W uktadach dyspersyjnych, oprocz fazy olejowej idwej, dz¢ki obecndci
emulgatora tworzy sitrzecia faza tzw. mizyfaza.Srodki konserwujce mog ulega
do niej dystrybucji, wjza¢ sic z nig, w wyniku czego maleje ich aktywfio
przeciwdrobnoustrojowa. Przedstawione pégjy wzory nie § przydatne do
doktadniejszego okéania rozmieszczenia substancji w emulsjach, poaiewie
uwzglkdniajg gromadzenia gi srodkow konserwujcych w mgdzyfazie. Ponadto w
fazie wodnej wysfpuja micele surfaktantu, ktore mggzamyka& czasteczki srodka
konserwugcego. Faktycznie atenie wolnego (aktywnego mikrobiologicznigodka
konserwugcego w fazie wodnej (& bedzie czscig catkowitego sizenia srodka
konserwugcego w fazie wodnej (£ [6]. Zaproponowano wzér pozwaday obliczy¢
stezenie wolnego (aktywnego mikrobiologicznigyodka konserwuagcego w fazie
wodnej (G,) uwzgkdniajgc gromadzenie sijlego w micelach:
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C(¢+)

C,=——+—~2_
Ko/wx¢+R

w

(4)

C. — stzenie wolnegarodka konserwujcego w fazie wodnej
C - calkowite sfzeniesrodka konserwujcego w ukladzie
C, - catkowite s¢zeniesrodka konserwujcego w fazie wodnej (razem z¢dizyfaz)

¢ - stosunek oljosci fazy olejowej do wodnej uktadu

Komw — WspOtczynnik podziatu olej / woda
R — stala surfaktantu mibwa do obliczenia z przebiegu krzywej zatesci CA/C,, i
stezenia surfaktantu, podczas gdy k jest nachylenieaywke]

R =1 + k(skzenie surfaktantu) 5)

Dalsze wzory (6-10) pozwalgje okreli¢ dystrybucg srodkéw konserwujcych

pomiedzy fazy emulsji submikronowych przedstawiono ma3t.

2. SUBMIKRONOWE UKtLADY DYSPERSYJNE

Emulsje submikronowe to dyspersje oleju w wodziearakteryzujce sg
wielkoscig kropli olejowych poniej 1 um (zwykle 100-500 nm) [31]. Submikronowe
rozmiary kropli olejowych umdiwiajg stosowanie tych emulsji dgnie oraz w
zywieniu pozajelitowym (od ponad 50 lat). $4uone jakozrodio energii, pokrywajc
15-40% zapotrzebowania energetycznego zwyktychydmordo 60% zapotrzebowania
energetycznego chorych wymagmjch ograniczenia podga glukozy. Oprécz tego
emulsje tluszczowe dostarcgzaprganizmowi niezédnych nienasyconych kwasow
tluszczowych (gtéwnie linolowego i linolenowego) tprebnych do syntezy m.in.
prostaglandyn i tromboksanow [32, 33]. Oprécz tegdorzystywane & jako naniki
dla substancji hydrofobowych podawanych pozajelitodiazepam, propofol, etomidat,
a take witamin rozpuszczalne w tluszczach (A, D, E i B8, 34]. Emulsje
submikronowe $ kontrolowane na obeckb czastek powyej 5 um, ktdre mogtyby
powodow@& embole naczyi krwionosnych, a w konsekwencji prowadzityby do
uszkodzenia tkanek, proceséw zapalnych i zaburzdoigcji poszczegdinych
narzdow [35].
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Emulsje submikronowe sktadagic z fazy olejowej i fazy wodnej. Sktadnikami
fazy olejowej g oleje pochodzenia naturalnego (ngpczej w stzeniu 100-200 g/l):
sojowy, bawetniany, kukurydziany, sezamowy, rzadalievkowy, szafranowy czy rybi
oraz oleje potsyntetycznescedniej dtugéci tancucha (MCT, Miglyol) [31, 32, 36, 37].

W emulsjach submikronowych emulgatorem jest lecgtysowa lub sojowa
(lub jej izolowane frakcje) [37]. Pomimo stosunkowstabych wiaciwosci
emulgupcych, lecytyna stanowta mieszanign fosfolipidéw, jest jedynym
emulgatorem w dgylnych emulsjach handlowych, co wynika z faktu zeju
biozgodndci z tkankami - fosfolipidy $ naturalnymi sktadnikami strukturalnymi bton
komorkowych oraz blon cytoplazmatycznych wielu orgli komorkowych.
Optymalne stzenie lecytyny warunkgpe odpowiedry trwatas¢ i wielkos¢ czgstek
olejowych wynosi 12 g/l [36]. Oprocz lecytyny, w algjach submikronowych
stosowanych innymi drogamizndaozylnie, stosuje si czasami niejonowe surfaktanty,
takie jak polisorbat (Tween 80) lub glikol polioktylenopolioksypropylenowy
(poloksamer) [31].

Emulsje submikronowe podawane zglimie powinny by izotoniczne i
izohydryczne. Najagcie] stosowas substangj izotonizupca jest glicerol [31]. W celu
ochrony emulsji przed procesami utlenianigsta stosuje si przeciwutleniacze np.
a-tokoferol (emulsje do oczu), kwas askorbowy or&@TB [31].

Staby emulgator, jakim jest lecytyna, nie wystarcka utworzenia stabilnej
emulsji tradycyjnej. Trwalk® emulsji submikronowych z lecytynzapewniona jest
dzigki matej wielka¢ czstek oleju, ktore podlegajuchom Browna, a to zapobiega ich
tagczeniu s¢. Wazny jest rownie ujemny tadunek kropli oleju w wyniku dysocjaciji
fosfolipidéw. Lecytyna stabilizuje emulsje submikowe w wyniku wytwarzania
elektrostatycznej bariery lub tadunku powierzchregwe. Elektryczny tadunek
powierzchniowy kropli olejowych jest tworzony w wilin jonizacji sktadnikéw
tworzacych medzyfaz. Emulsje submikronowe charakteryzigie wysokim ujemnym
potencjatem zeta (-40 mV) [31, 37, 38]. Potencghzzaley od pH emulsji, poniewa
od pH zaley stopiér dysocjacji kwasow ttuszczowych a takfosfolipidow. Gtownymi
sktadnikami lecytyny s fosfatydylocholina i fosfatydyloetanolamina, prazym
fosfatydylocholina nie posiada tadunku elektrycamdgjest obogtna w szerokim
zakresie pH, natomiast fosfatydyloetanolamina mizstadunek ujemny.

Optymalne pH zapewnige fizjologiczry zgodnd¢ i jednoczénie trwata¢

emulsji submikronowych to pH 7-8. Podczas wyjatamaatermicznego emulsji pH
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ulega obnieniu z powodu hydrolizy kwasow tluszczowych [32,].3®latego
pocatkowe pH powinno wynosi okoto 8, co uzyskuje sinajczsciej za pomog
roztworu wodorotlenku sodu, aby po wyjatowieniu sizg pH 7-8.

Do emulsji submikronowych magby¢ dodawane substancje stabiligug,
zdolne do lokalizacji w mdzyfazie np. kwas olejowy, kwas cholowy, kwas
deoksycholowy oraz odpowiednio ich sole sodowe.eguly takie substancjeas
amfifilowe i map stabe wiaciwosci emulgugce, ale stabilizaj miedzyfaz w wyniku
interakcji medzyczsteczkowych i zwikszania elektrostatycznego tadunku
powierzchniowego kropli olejowych [32].

Podczas spogrlzania emulsji submikronowych osobno przygotowugefaze
olejowg i osobno wody a nasipnie hczy st obie fazy ogrzane do tej samej
temperatury (70-80°C). Zasadniczym etapem jest gnuddvsgpnej emulsji procesowi
zmniejszenia wielkéei czastek, co gwarantuje stabilfio emulsji. W tym celu
utworzory emulsg wsiepng poddaje s mieszaniu mieszadtem szybkoobrotowym oraz
homogenizacji wysokognieniowej [36, 37, 40]. Szczegdtowy opis metody
sporadzania emulsji submikronowych znajduje &i dziale Metodyka (p. 2.1).

Emulsje submikronowe niezawiegag substancji leczniczychy stabilne przez
okres 2-3 lat [41, 42]. Emulsje nale przechowywé& w temperaturze do 25°C,
poniewa wyzsza temperatura przyspiesza ich destabikz&tie powinno sj zamraat
tych uktaddéw, poniewamaze to prowadzi do ztamania uktadu emulsyjnego.

Emulsje submikronowe charakteryzujsic ztozong struktug wewretrzng.
Obecne s czstki o r&nej budowie. Metodami nisketowego rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego (SAXS), spektroskepagnetycznego rezonansu
jadrowego t'P NMR) oraz za pomacelektronowego mikroskopu transmisyjnego
(TEM) badano struktgrwewretrzng handlowych emulsji submikronowychzriigcych
sie rodzajem fazy olejowej i emulgatora [36, 43]. Stwlzono obecrié w emulsjach
submikronowych:

» kropel oleju pokrytych monowarsiub wielowarstw emulgatora,
» podwdjnych kropel olejowych,
* malych jednowarstwowych liposomow (SUV),

» $ladowych ilgci hydrofobowych biatek.

Stwierdzono, ze tylko 28% emulgatora jest zaamgwane w tworzenie

dwuwarstwowych  struktur, przy czym nie stwierdzonobecndci duwych
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jednowarstwowych liposoméw oraz mieszanych miced3]] W fazie wodnej
stwierdzono obecr#¢ rozpuszczalnych w wodzie produktow degradacji diysidow,
natomiast nie wykryto lizofosfolipidow w tej faziep wskazuje na fakize g one
gtéwnie zaangaowane w strukturach warstwowych [43].

Ogodlnie uznaje si ze struktura wewgtrzna submikronowych uktadéw
dyspersyjnych jest bardziej skomplikowana tiadycyjnych rozproszelipidowych.
Poza fag olejowg, wodry micdzyfaz i czasem fag liposomaln, obecna jest wksza
liczba r&nego rodzaju mikrostruktur. W zaleosci od rodzaju emulgatora twarsic

rézne rodzaje struktur micelarnych (ryc. 1).

A %} Faza wodna
,_;\,-09

g &.&ﬁ =t "
sSsS

Ryc. 1. Rodzaje struktur micelarnych w uktadaclpdssyjnych (opis w tekie) [44].

Przy matym sizeniu emulgatora wygpuja micele sferyczne (ryc. 1 A) o dobrze
okreslonej liczbie agregacji, w wyniku czegg ® uktady monodyspersyjne. Znacznie
powyzej krytycznego stzenia micelarnego micele ulegagnieksztatceniu - majposta
cylindryczry (ryc. 1 B), ptaskich dyskéw (ryc. 1 C) lub micelirkowych (ryc. 1 D).
Natomiast przy bardzo dych stzeniach surfaktantow twogzsic ciekte krysztaty [44].
W specyficznych warunkach surfaktanty madgvorzy¢ btony dwuwarstwowe. Zeli
btona taka jest ggta i zawiera wewstrz faz wodma, tworz sie liposomy.

W celu dokfadniejszego olkdlenia dystrybucjisrodkow konserwujcych w
uktadach submikronowych (emulsjeagtne), uwzgtdniajgc bardziej ziaong struktue
wewretrzng, Han i in. [16] zaproponowali nowy model matematyg, ktory pozwala
obliczy¢ dystrybucg srodka konserwucego pomgdzy cztery fazy uktadu
emulsyjnego: fag wodng, olejows, micdzyfaz i faze liposomalno-micelam Przy

stosowaniu poukej przedstawionych wzoréw niegina jest znajomig wspotczynnika
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podziatu (P), catkowitego @tenia srodka konserwuacego w ukfadzie emulsyjnym
(M), Skzenia w fazie wodnej (§) oraz w fazie ,wodno-liposomalno-micelarnej’JC
W celu uzyskania & nalezy usury¢ z fazy ,wodno-liposomalno-micelarnej” frakcj

submikronowg np. stosujc metod ultrafiltraciji.

FW = CW XVW (6)
My,
 _(C.-C)xV, @
| My
Fo. =1-(F -F,) 8)
F = PxC, xV, 9)
My
F=F.,-F (10)

Fw, Fi , Fosi , Fo  Fi - frakcjasrodka konserwuagcego w fazach: wodnej, liposomalno-
micelarnej, olejowej i midzyfazie, olejowej, w ngdzyfazie,

Cy - stezenie w fazie wodnej bez frakcji submikronowej (pwafiltracii),

C. - stzenie w fazie ,wodno-liposomalno-micelarnej” (poraivirowaniu),

V., - objetos¢ fazy wodnej,

V, - obgtos¢ fazy olejowej,

Myt - Catkowita zawart@ srodka konserwuagcego w emulsiji,

P - wspétczynnik podziatu olej/woda.

Wodne dyspersje lecytyny (WDL} sikladami o prostym skiadzie, zianymi z
biozgodnych skladnikow: wody, lecytyny (jajowej lubojowej) oraz glicerolu
(substancji zapewniggej odpowiednie éhienie osmotyczne). Wodne dyspersje
lecytyny charakteryzugj sic submikronowy wielkosciag czastek fosfolipidowych [46].
Lecytyna jest mieszaninfosfolipidow: gtéwnie fosfatydylocholiny (98%) (cy 2),
fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny i fosfayloinozytolu [7].

34



Dorota Witrébskaswietlikowska WSEP

CH,—OOCR

R"COO—CH 0
| | +
CH,— O—P—0—CH,CH,N(CH,),

0

Ryc. 2. Wzor strukturalny fosfatydylocholiny (R’,-Rreszty kwasow tluszczowych).

Przy pierwszym wglu glicerolu g gtdéwnie nasycone i jednonienasycone kwasy
tluszczowe (palmitynowy, stearynowy, oleinowy) (R'® przy drugim wglu -
wielonienasycone kwasy ttuszczowe (R”). W zalesci od rodzaju surowca, z ktorego
lecytyna jest otrzymywana, 20y jest jej sktad glicerofosfolipidowy oraz charaki
ilos¢ poszczegdlnych kwasow tluszczowych. Lecytyna sajogharakteryzuje si
wigckszy zawartdcig wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (64%) arazejsz
kwaséw nasyconych (24%) w porownaniu z lecytyajows, dla ktorej wartéci te
wynosz odpowiednio 17 i 46% [47]. Z tego powodu lecytyjagowa jako bardziej
odporna na utlenianie jestedziej stosowana jako substancja pomocnicza w teolgriol
postaci lekdw, natomiast lecytyna sojowa jest pmaetvym skiadnikiem liposomow.
Do celow farmaceutycznych stosuje Ecytyre oczyszczos i odolejory, pozbawion
gliceryddw, cholesterolu i jego estréow.

Lecytyna rozpuszczagsw alifatycznych i aromatycznycheglowodorach, oleju
mineralnym, kwasach tluszczowych, natomiast jestkgycznie nierozpuszczalna w
zimnych olejach rédinnych i zwierzcych, polarnych rozpuszczalnikach i w wodzie.
Lecytyna zmieszana z wgdworzy dyspersje [7].

Lecytyna posiada wiaiwosci dyspergujce, emulgujce oraz stabilizage,
dzigki ktorym ma zastosowanie w [7]:

» emulsjach submikronowych (emulgator),

» liposomach (buduje dwuwarsgviosfolipidows),

» mieszanych micelach (utatwia solubilizasubstancji leczniczych),

» czopkach (wptywa na widaiwosci reologiczne podita czopkowego
zmniejszajc jego lepkeéc) [48],

» aerozolach i preparatach podawanych w zaburzeniaddychania u
noworodkow (suplementacja naturalnego surfaktantu),

> jako stabilizator ttuszczow — gtéwnie lecytyna swgn ktéra dziki obecndci

kwaséw nienasyconych dziata przeciwutlestaj,
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» suplementach diety jako substancja wsponyagaprocesy zapagtywania,
» preparatach kosmetycznych jako sktadnik ptynéw dpidti i kremow
(wspomaga odbudamnaturalnej barierlipidowa skory).

W Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej AMG aprano technologi
otrzymywania wodnych dyspersji lecytyny [49]. WLRwierapce lecytyr w stzeniu
1-5% (m/m) stanowgi potencjalne nniki substancji leczniczych. W celu spedzenia
WLD w pocatkowym etapie mieszaesskiadniki w wodzie w temperaturze 60°C, po
czym nasipuja etapy:

» sonikacji,

e korekty pH,

* ponownej sonikacji,

» dozowania w atmosferze azotu do opakéwa

* wyjatowienia termicznego.

WLD nie znalazly jeszcze zastosowania w lecznictjgle® naniki substanciji
leczniczych, a ich struktura wewtrzna nie jest dokladnie poznana. W Katedrze i
Zaktadzie Farmacji Stosowanej AMG od kilku lat pemzone s badania nad
zastosowaniem WLD jako #&oikbéw substancji leczniczych podawanych pozajeldow
[50]. Uwaza sk, ze ze wzgtdu na amfifilne wiéciwosci fosfolipidéw, z ich udziatem
mog by¢ tworzone micele blaszkowate i dyskowate, liposorogkte krysztaty,
nanocastki oraz struktury sieciowe [23]. W prowadzonychKatedrze badaniach z
uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego, stdaono obecrié w WLD

dwdch rodzajow struktur submikronowych (ryc. 3)][51

e

Ryc. 3. Struktura WLD - obserwacje za pognmikroskopu elektronowego [51]
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Oba rodzaje struktur mgjcharakter makrogatek. Nie § to typowe agregaty
micelarne, poniewagranice obserwowanych struktus segularne i ostro widoczne.
Nie wykryto liposomow, czyli cgstek wielowarstwowych, chociaich obecné nie
jest catkowicie wykluczona. Obserwowane struktumytybnajbardziej podobne do

struktur obecnych w mieszanych micelach.

Liposfery to kuliste cgstki lipidowe o wielkdci 0,01 — 100um, ktére w
zaleenosci od wielkasici mazna podzielk na mikrosfery lipidowe i nanosfery lipidowe
[52]. Chocia mikrosfery polimerowe sstosowane pozajelitowo w lecznictwie, to ani
mikrosfery ani nanosfery lipidowe nie znalazly jggz zastosowania klinicznego. W
literaturze duo prac dotyczy zastosowania nanosfer lipidowychosnketyce. Niestety
pomimo duego zainteresowania nanosferami lipidowymi przemygdsmetycznego
nie ma jeszcze metod konserwacji tych uktadéw.

Nanosferylipidowe charakteryzyj sie srednig czastek poniej 1 um (100 —
300 nm), dziki czemu mogtyby b§ podawane podskoérnie, daggmiowo, do ptuc, do
oka, doustnie, a tak darylnie. W lecznictwie nanosfery lipidowe mpy¢ podawane
jako wodna zawiesina lub mogvchodzé w skiad tradycyjnych postaci leku, takich
jak: peletki, tabletki, kapsutki, kremy lub gta[53-57].

Nanosfery lipidowe g potencjalnymi nénikami substancji leczniczych zaréwno
hydrofilowych jak i lipofilowych [56, 57]. Uklady & przeznaczone bylyby do
stosowania w postaci wodnej zawiesiny stabilizowaeeulgatorami i innymi
substancjami pomochniczymi [52].

Wsrod nanosfer lipidowych nima wyr@nic:

» stale nanocgtki lipidowe Solid Lipid Nanoparticles SLN), ktorych
matryca zbudowana jest ze statych lipidow,

» nanostrukturalne rfaiki lipidowe (Nanostructured Lipid CarrierdNLC)
zawierajce matry¢ ztozong ze statych i ciektych lipidow.

Podstawowym sktadnikiem matrycy nanosfer lipidowysh lipidy state w
temperaturze pokojowej i temperaturze organizmu zKiejo, na przykfad:
wysokooczyszczone triglicerydy, griowe glicerydy, kwasy tluszczowe oraz woski
[52]. Najczsciej stosowanymi lipidami g3 Precirol (ester glicerolu z kwasem

palmitostearynowym) o temperaturze topnienia 53=57ompritol (ester glicerolu z
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kwasem behenowym) o temperaturze topnienia 69-74°ake wosk pszczeli (ester
diugotaacuchowych  kwasow  tluszczowych i diugttéaichowych  alkoholi
jednowodorotlenowych) o temperaturze topnienia 623% [7]. Po aplikacji stata
matryca liposfer ulega biodegradacji na drodze ignia przez lipazy ludzkiego
organizmu, a uwalnianie substancji leczniczych mziediizone nawet do kilku dni
[52]. Nanosfery NLC zawiergjdodatek lipidéw ciektych np. Miglyolu lub oleju z
nasion porzeczek czarnych. Zastosowanie lipidutejgk ma teoretycznie zekszy¢
inkorporacg substancji leczniczej i zmniejszyefekt jej wykluczania z lipidowej
matrycy [54] w czasie zestalania, gdzostaje zaburzona zwarta struktura liposfer oraz
wieksza jest rozpuszczalftosubstancii leczniczych w ciektych lipidach [58].

Mdaller i in. [59] oraz Jening i in. [60] uwajg, ze NLC maj struktue
sferyczr, w ktorej olej jest wewdtrz statej matrycy lipidowej. Natomiast Jores i in.
[61] zaproponowali struktgrptytkowa NLC, w ktorej olej jest midzy ptytka statego
lipidu, a powierzchnia emulgatora znajgt@go s¢ na zewntrz, czyli poza stat
matryq lipidowa.

Substancja lecznicza w nanosferachzenby¢ zlokalizowana w [53, 56]:
» calej obgtosci matrycy w postaci rozproszenia statego,
e otoczce cgstki lipidowej,
* rdzeniu castki lipidowej.

Istnieje kilka metod otrzymywania liposfer, ki ktorym mana uzyskéa
nanosfery lub mikrosfery pdigce s¢ wielkoscia czgstek [53, 57]. Najoxciej
wykorzystywane to metody:

* homogenizacji wysokognieniowej,
» tworzenia mikroemuls;ji.

Duzym problemem podczas przechowywania zawiesin lgogest ich
destabilizacja objawiaga s¢ zelowaniem [58, 62]. W uktadach tych dochodzi do
aglomeracji cgstek [55] i zwekszania ich wielkéci oraz czsto do wykluczania
substancji leczniczej z matrycy lipidowej [58]. Wéle poprawy stabilrii fizycznej
liposfer naley odpowiednio dobra skiad matrycy lipidowej, rodzaj emulgatora i
wspotemulgatora, skfadniki i pH fazy dyspersyjneaowiaciwosci inkorporowanych
substancji leczniczych. Na trwato zawiesiny liposfer podczas przechowywania

wptywa ekspozycja néwiatto, temperatura oraz materiat opakawBestabilizugco w
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procesie otrzymywania liposfer dziatagonikacja, proces sterylizacji oraz suszenie
rozpytowe [59].

Mozna tworzy koncentraty liposfer zgle), ktore rozciecza s¢ przed
zastosowaniem [55, 62, 63]. Dodatkowo ze wdglna weksz zawartdé lipidu (do
80%), zaréwno w przypadku koncentratu SLN [63], iakLC [54, 55], maliwa jest

inkorporacja wgkszej ilasci substancji leczniczej.

Liposomy g kulistymi pecherzykami o wielkéci 0,05 — 5,Qum zbudowanymi
z wodnego rdzenia i fosfolipidowej otoczki [64]. d@tki liposoméw skiadaj sie z
podwojnych warstw fosfolipidowych, poruzy ktdrymi obecnegsprzestrzenie wodne
[65]. Liposomy jednowarstwowe zbudowange zs pojedynczej dwuwarstwy lipidowe).
Otoczki zbudowane 3s z naturalnych (lecytyna) i/lub syntetycznych (fmsfi
sfingolipidy) lipidéw i mog zawier@ réwniez inne sktadniki, takie jak cholesterol lub
hydrofilowe polimery [64, 65]. Sktad lipidowy i megtikacja powierzchni otoczki
decyduje o zastosowaniu terapeutycznym liposomowigwa determinug one sposob
oddziatywania tych dyspersji z biplkomédrkows [64, 66]. W zalenosci od wielkaci i
liczby warstw otoczki wyrénia sk liposomy: jednowarstwowe, de jednowarstwowe,

wielowarstwowe oraz wielokrotne (ryc. 4).

| O+M

il

Q
i il
o HE

MLV (Multilamellar vesicles)
wielowarstwowe pecherzyki lipidowe
>0,1pm (~ 1 000 — 2 000 nm)

LUV (Large unilamellar vesicles)
duze jednowarstwowepecherzyki lipidowe
>0,1pm (~ 100 nm)

SUV (Small unilamellar vesicles)
mate jednowarstwowepecherzyki lipidowe
<0,1pum (~ 30 nm)

5 «Hydrofilowa ,glowa” MVV (Multivesicular vesicles)
<+Hydrofobowy ,ogon” wielolokrotne pecherzyki lipidowe
Czasteczka >21pum (~ 1000 -20 000 nm)
fosfolipidu

Ryc. 4. Rodzaje liposoméw w zalesci od wielkd¢ i liczby warstw otoczki [64, 65].
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Zaletami liposomow g biodegradowalni® i biozgodnd¢. Lipidy
liposomalne zgodneasze sktadnikami bton biologicznych [65, 67, 68], vaec
pozbawione @ dziatania toksycznego i uczulapgo. Rozmiary cgtek liposomow
umazliwiajg podawanie dioylne. W liposomach mina inkorporowa zar6éwno
substancje hydrofilne, jak i lipofilne. Substanigeznicze, w zalaosici od lipofilnosci,
mog lokalizow& sie w obrbie liposomu w warstwie wodnej (substancje hydnefjl
lub w bionie fosfolipidowej (substancje lipofilneBubstancja lecznicza zaméta
wewnmngtrz struktury liposomoéw jest chroniona przed zlggldkim uwolnieniem, dzki
czemu wykazuje przedione dziatanie.

Bardzo duo bada dotyczy zastosowania liposomow jako potencjalnych
nosnikbw substancji aktywnych biologicznie w terapiiergpwej, chemio- i
immunoterapii, miejscowo w chorobach skéry, diagyos [67, 68]. Liposomy
wykorzystuje s¢ w biotechnologii i kosmetyce [65]. W praktyce ptadgowym
zastosowaniem liposoméw jest terapia celowana welda chordb nowotworowych.
Liposomy g nasnikami doksorubicyny, daunorubicyny, jak réwhiamfoterycyny B
stosowanej w leczeniu zateh grzybiczych oraz amikacyny stosowanej w leczeniu
ciezkich zakaen bakteryjnych [69]. Podawanie w postaci liposomowzpala
zmniejszy toksyczné¢ tych substancji leczniczych. Preparaty liposomatraey by¢
podawane: doméniowo, doustnie, donosowo, do ptuc, azemkmiejscowo. Postacie
farmaceutyczne z liposomami to: zawiesiny, aerqzoigci, kremy, lotiony [67, 68].
Ze wzgkdu na trwaté¢ czasem gprzechowywane w postaci liofilizatéw.

Istnieje wiele metod otrzymywania liposoméw. Jedn prostych metod
najczsciej stosowanych w warunkach laboratoryjnych jesttoda Banghama. W
metodzie tej skladniki rozpuszczae siv rozpuszczalniku organicznym, a rgstie
podczas odparowywania rozpuszczalnikasciankach w kolbie okygtodennej tworzy
si¢ film lipidowy. Roztwor substancji leczniczej wytisa s¢ w kolbie z peretkami
szklanymi, co powoduje odrywanie filmu” aadianek kolby. Otrzymuje sizawiesir
wielowarstwowych liposoméw o #ej wielkasci. W celu ujednolicenia ich wielkoi
maozna podda je (po ochtodzeniu) ekstruzji (przettaczaniu predpowiednie filtry) lub
homogenizacji wysokogmnieniowej czy dziataniu ultrasviekow [70].

Niestety powszechne stosowanie na szesiak liposomoéw jako nénikdw
substancji leczniczych ograniczam.in. niska stabiln@ fizykochemiczna, wysoki
koszt produkcji, termolabilrié fosfolipidéw oraz podatrsé na procesy utleniania i

hydrolizy, krotki czas péttrwanien vivo [64, 67, 68].
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3. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH SRODKOW KONSERWUJ ACYCH

3.1. Parabeny

Parabeny, czyli estry kwasu parahydroksybenzoesowWsg. 5), § najszerzej
stosowanymirodkami konserwuacymi zarowno w przenfje farmaceutycznym, jak i

w przemyle kosmetycznym oraz spgpwvczym [71].

Estry kwasu p-hydroksybenzoesowego
0 _
R=C - metylow
HO (‘/\/ Hs ylowy
OR CoHs - etylowy
CsH7 - propylowy
C4Hg - butylowy

Ryc. 5. Wzor strukturalny parabendw

Najczscie] ;9 stosowane: ester metylowy (paraben M), ester wiyl(paraben
A), ester propylowy (paraben P) oraz ester butyl¢paraben B). Parabeny mphy¢
stosowane pojedynczo lub w mieszaninie (gtéwnialpamy M i P oraz M i A). Mag
by¢ tez stosowane w pgtzeniu z innymisrodkami konserwuagcymi. Parabeny

uzywane § w preparatach farmaceutycznych przeznaczonych attarpa ranymi
drogami (tabela 4).

Tabela 4. Stenia parabenow w preparatach farmaceutycznych [7]

_ Stezenie [%0]
Postacie lekow
paraben M paraben P
Domigsniowo, daylnie, podskornie 0,065 -0,25 0,005 - 0,085
Roztwory do inhalacji 0,025 - 0,07 0,015
Iniekcje srodskérne 0,10 0,02 -0,26
Preparaty donosowe 0,033 0,017
Preparaty do oczu 0,015-0,2 0,005-0,01
Roztwory i zawiesiny doustne 0,015-0,2 0,01 20,¢
Preparaty doodbytnicze 0,1-0,18 0,01-0,02
Preparaty miejscowe 0,02-0,3 0,01 — 0,6
Preparaty dopochwowe 0,1-0,18 0,02-0,1
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Parabeny zostaly po raz pierwszy otrzymane w 19Rd przez Sabalitschaka
[14], ktory poszukiwat alternatywnych substancgeiwdrobnoustrojowych dla kwasu
salicylowego i benzoesowego srodkdéw konserwujcych skutecznych tylko w
srodowisku mocno kwéanym. W wyniku estryfikacji kwasu p-hydroksybenzoesgo
roznymi alkoholami alifatycznymi i aromatycznymi otregt zwhzki skuteczne
przeciwbakteryjnie w szerokim zakresie pH. Paratetylowy po raz pierwszy zostat
opisany w pitnastej edycji Farmakopei Szwedzkiej w 1934 rokuwaStanach
Zjednoczonych w National Formulary VII w 1942 r. ®kestry — metylowy i
propylowy, po raz pierwszy pojawityesiv USP Xl w 1947 roku.

W tabeli 5 przedstawiono nazewnictwo, wzory chemé;znasy cysteczkowe
parabendéw [7]. NajeZciej spotykane nazwy synonimowe parabenow to Nipagi

Aseptiny, Solbrole, Tegosepty.

Tabela 5. Rodzaje parabendw, nazwy i wzory chemjcrasy agsteczkowe [7]

Paraben Nazwa chemiczna ch\évrﬁi?:rzny czz;s,;/(la?;iowa
Metylowy | 4-hydroksybenzoesan metylu  gHgO3 152,15
Etylowy 4-hydroksybenzoesan etyly oHGoOs 166,18
Propylowy | 4-hydroksybenzoesan propylu CigH1:03 180,20
Butylowy | 4-hydroksybenzoesan butylu  1,8:140; 194,23

Parabeny majpost& biatego lub prawie biatego krystalicznego proszZRaraben
M jest trudno rozpuszczalny w wodzie, a parabenaRizo trudno rozpuszczalny w
wodzie. Oba parabenyg datwo rozpuszczalne w metanolu i etanolu [7]. Weaz
wzrostem masy @steczkowej lipofilné¢ parabenow rie, a ich rozpuszczaldd w
wodzie maleje (tabela 6). Istnieje liniowa zales¢ pomkdzy diugdcia tancucha
alkilowego i rozpuszczaldoig parabendéw w wodzie oraz pogdiy diugdcia tancucha
alkilowego i wspotczynnikiem podziatu olej/woda. Raory parabendwssbezbarwne.
Parabeny w postaci substancji powinny lgrzechowywane w suchym i ciemnym

miejscu.
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Tabela 6. Whéciwasci fizykochemiczne parabendw, rozpuszczglooaz wspotczynnik
podziatu (K) olej raslinny / woda [5, 7]

Paraben M Paraben P
Wiasciwosci
Fizyczna posta Bialy lub prawie biaty krystaliczny proszek
Gestas¢ (g/cnT) 1,352 1,288
Stala dysocjacji (pg (22°C) 8,4 8,4
Temperatura topnienia (°C 125 -128 96 - 99
Log P 2,00 2,98
Rozpuszczalné¢ [g/100g] w temp. 25°C
Metanol 59,0 124,0
Etanol 52,0 95,0
Etanol (10%) 0,5 0,1
Etanol (50%) 18,0 18,0
Gliceryna 1,7 0,4
Olej mineralny 0,01 0,03
Olej arachidowy 0,5 1.4
Glikol propylenowy 22,0 26,0
Woda (25°C) 0,25 0,04
Woda (15°C) 0,16 0,023
Woda (80°C) 3,2 0,45
Wspdiczynnik podziatu (Kyw) olej / woda
Lanolina 7,0 -
Mirystynian izopropylu 18,0 -
Olej arachidowy 4,2 51,8
Olej kukurydziany 4,1 58,0
Olej migdatowy 7,5 -
Olej mineralny 0,1 0,5
Olej rycynowy 6,0 -
Olej sojowy 6,1 65,9

Parabeny ulegajkwasowej i zasadowej hydrolizie. Najtrwalszg reztwory
parabenow o pH 4-5. Kilkugodzinne ogrzewanie wodingaztworéw parabenoéw o pH

obogtnym lub stabo kwénym nie powoduje praktycznie hydrolizy, natomiasylki
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rozklad tych zwjzkow podczas ogrzewania ngstje w roztworach o pH powsgj 8.
Wodne roztwory parabenéw o pH 3-6 mdgy¢ wyjatawiane termicznie w autoklawie
w 121°C przez 20 min igstrwale przez 4 lata w temperaturze pokojowej [I]. 7
Wykryto, ze podczas wyjatawiania w autoklawie (121°C, 20 mazfworu parabenu M
o0 pH 9 jego zawartg zmalata do 58,0% w stosunku do pgikpwej zawartéci [14].
Nasze badania nie wykazaty rozkladu parabendw watamjianych termicznie
roztworach parabenow o pH okoto 8,0.

Parabeny csto wykazuy interakcje fizykochemiczne zaréwno z substancjami
leczniczymi lub pomocniczymi, jak rowriie materiatami opakowa

Zastosowanie wspotrozpuszczalnikbw w celu ¢ksrenia rozpuszczalbo
parabendéw mge wptym¢ na ich aktywnéc przeciwbakteryjg. Darwish i Bloomfield
[73] badali aktywné¢ przeciwbakteryja roztworu parabendw w etanolu (12,8%),
glicerolu (18,6%) i glikolu propylenowym (27,6%).uforzy stwierdzili,ze wzrost
rozpuszczalni parabendw w obecha wspotrozpuszczalnikow wplywat na
zwickszenie aktywn&ci przeciwbakteryjnej. Najmniej polarny wspoétrozpasalnik
(etanol) najefektywniej zwkszat rozpuszczalsé parabenu M (0,45%) i parabenu P
(0,09%), natomiast najstabszy efekt obserwowanonéhardziej polarnego glicerolu.
Wplyw réznych wspotrozpuszczalnikow na integralédotony komorkowej bakterii
zwickszat s¢ w szeregu: glicerol < glikol propylenowy < etan@/zrost skuteczrigi
przeciwbakteryjnej parabenéw w roztworze wodno-bigenym nasipuje nie tylko w
wyniku zwiekszenia rozpuszczaléd, ale réwnie z powodu synergistycznego
dziatania rozpuszczalnikdw organicznych na btkomadrkowg bakterii.

Réwniez w innych badaniach stwierdzono w obeamavspoétrozpuszczalnikow
wickszg aktywna¢ parabenu M i P wobeStaphylococcus aureus Pseudomonas
aeruginosd74].

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa parabendéw ulega oémiu w obecngxi
niejonowych zwazkdéw powierzchniowo czynnych, takich jak polisori@& Wyjania
sie to zamykaniendrodkow konserwujcych wewntrz miceli surfaktantu.

Oceniano aktywn& przeciwbakteryja parabenu M wobedPseudomonas
aeruginosaw obecnéci substancji wielkocgsteczkowych takich jak: guma arabska,
tragakanta, alginian sodu, guma guar i karagenttd. [Wymienione hydrokoloidy
zmniejszaty skuteczié parabenu M. Tragakanta i guma guar wkszym stopniu
hamowaty dziatanie przeciwbakteryjne aali pozostale polimery. Substancje te

dziataly wedlug dwoch mechanizméw. Gtowny mechaniiterakcji polegat na
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interakcji srodka konserwuacego z hydrofilowymi makromolekutami, co w
konsekwencji zmniejszato dephas¢ srodka konserwugcego. Alginian sodowy, guma
arabska i karagenina prawdopodobnie stwarZabgdowisko sprzyjajce wzrostowi
drobnoustrojéw. W innych badaniach wykazarie, trojkrzemian magnezu oliai
skuteczné¢ parabenu M, podczas gdy kaolin, metylocelulozdiwnoylopirolidon i
zelatyna nie majtakiego wptywu [5].

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna parabenu M, octanu fengcddwego i
chlorobutanolu wobedseudomonas aeruginosia Staphylococcus aureusosta w
obecndci karbomeru (0,2 %) [76]. W pgdzeniu z parabenem M uzyskano po 60-90
minutach catkowite dziatanie bakteriobdjcze zaréwmostosunku do pateczek ropy
btekitnej jak i gronkowca ztocistego.

Cyklodekstryny zastosowane w roztworze 8izap rozpuszczalng
parabendw i zmniejszajich skuteczn& przeciwdrobnoustrojogv Badano interakcje
zachodzace pome¢dzy 2-HPB-cyklodekstrym oraz chlorkiem benzalkoniowym,
glukonianem chlorheksydyny, chlorobutanolem i paremi M i P [77]. Mechanizm
interakcji polegat na zmniejszaniu aktywob przeciwbakteryjnej srodkow
konserwugcych w wyniku tworzenia i kompleksu: srodek konserwucy -
cyklodekstryna.

Adsorpcja srodkéw konserwujcych na materiatach, z ktorych wykonang s
filtry membranowe, powoduje zmniejszeniezehia tychsrodkow w wyjatawianym
preparacie, co w konsekwencji prowadzi do zmnigjgze skuteczngci
przeciwbakteryjnej. Dodatkowo zjawisko adsorpcjiz@@rzyczynt sie do otrzymania
btednych wynikow bada jatowosci. Casetta i in. [78] stwierdzilize parabeny
adsorbuy si¢ na filtrach membranowych, a metodrzeptywows oceniano mechanizm
tej adsorpcji [79]. Zjawisko miato charakter intecp hydrofobowych. Filtry silniej
adsorbowaty paraben P aeii paraben M, a filtry o wkxiwosciach hydrofobowych
wykazywaly weksz adsorpaj w porownaniu z filtrami hydrofilowymi. Stwierdzono
ze tadunek znajdagy sk na btonach filtracyjnych nie wptywa na adsoepgarabendw.
Wykazano,ze adsorpcja wzrasta proporcjonalnie dezestia parabendw, natomiast
obecna¢ zwigzkébw osmotycznie czynnych (chlorku sodu, mannitalicerolu) lub
chelatugcych (soli sodowej EDTA) nie wptywa na ten proces.

Waznym zagadnieniem mgjym znaczenie podczas przechowywastiadkow
konserwugcych i ich roztworow jest dobér odpowiedniego rgdzapakowania w celu

uniknigcia strat zwigzanych z adsorpgj Parabeny ulegajw réznym stopniu adsorpcji

45



Dorota Witrébskaswietlikowska WSEP

na plastiku w zatenosci od jego rodzaju [7]. Uwaa st jednak,ze butelki wykonane z
polietylenu o niskiej i wysokiej gstasci nie absorbuj parabendw ani ich roztwordéw.
Przechowywano roztwory parabenu M (0,1%) w butdikpolietylenowych oraz w
pojemnikach z polichlorku winylu w temp. 25°C. Prz&2 tygodni nie stwierdzono
adsorpcji parabenu M na badanych opakowaniachNajomiast w innych badaniach
[80] wykazanoze parabeny M i P adsorlaugic na getkich przewodach wykonanych z
réznych tworzyw, szeroko stosowanych w przélayfarmaceutycznym, spgwczym
oraz w szpitalach. Po 24 h przeptywie niektore zemiaow przewodow adsorbowaty
prawie catkowicie paraben M z roztworu oraz okoff#t parabenu P. Stwierdzono
réwniez, ze teflon praktycznie nie adsorbuje obu parabendmehav czasie 120 h.

Cechy charakterystyczn wiekszaci srodkow konserwujcych jest czste
wywotywanie r@&nego rodzaju podfaien, uczulé czy dziatanie toksyczne. Uva Sk,
ze parabeny nie mapziatania ani mutagennego, ani teratogennegdJ@ulenia na te
srodki konserwujce wystpuja rzadko. Nie zaobserwowano znacznego wzrostu ugczule
stonecznych po stosowaniu preparatow konserwowarpariabenami ani dziatania
fototoksycznego. Reakcje nadutivosci na parabeny zwykle mgj charakter
op&niony i wystpuja w wyniku kontaktu przezskérnego po stosowaniu zgrznym
parabenéw, chociatego typu reakcje wygbowaty rownie po podaniu doustnym.
Istniejg nieliczne doniesienia o wygtieniu natychmiastowej reakcji uczuleniowej na
skutek pozajelitowego podania preparatow konserwgala parabenami. Zaskakuap
jest maliwo$¢ podania preparatow konserwowanych parabenamimage u ktérych
wczesnie] wyshpita reakcja nadwrdiwosci na te substancje. Oznacza#e,preparaty
zawierajce parabeny magby¢ stosowane pozajelitowo przez pacjentéw, u ktopah
ich wczéniejszej aplikacji wysipita skorna reakcja alergiczna.

Istniejg doniesienia literaturowe o dziatlaniu miejscowo eraulajcym
parabenow [81]. Efekt ten prawdopodobnie jestazamy z budow chemiczi
parabendéw, ktére jako estry kwasu p-hydroksybermoego maj podobn struktue
chemiczm do kwasu p-aminobenzoesowego wykaeego dziatanie miejscowo
znieczulagce. Dziatanie anestetyczne parabendémiewraz z ildcig atomow wgla w
tancuchu alkilowym. Efekt 0,1% roztworu parabenu M jgsdobny do dziatania 0,05%
roztworu prokainy [82].

Ostatnie dane kwestionupezpieczéstwo stosowania parabenow jakodkow
konserwugcych [83, 84]. W badaniach przeprowadzonych przetyjskich

naukowcéw [83] wykryto obecrsé parabendéw (20,6 ng/g tkanki) w komdrkach
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nowotworowych pobranych z piersi 20 kobiet. Zzki te byly obecne w nowotworach
piersi w formie estrowej, czyli najprawdopodobni@jzedostaly si przez skéy z
pominieciem uktadu pokarmowego, na skutek stosowania ansgrantow. Po
wchtonieciu przez skay parabeny wjza si¢ z ludzkimi receptorami estrogenowymi, w
ktérych mog powodowa wzrost komdrek nowotworowych piersi. Gdyby okazsitg
ze parabeny przyczynigsie do rozwoju raka piersi, to ich wptyw na ten probgtoy
niewielki z uwagi na ich 1000 razy stabsze dziaaestrogenne w porownaniu z

naturalnymi estrogenami [84].

Chlorek benzalkoniowy jest kationowym zzkiem powierzchniowo czynnym
posiadajgcym wiaciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Pod wezdem chemicznym jest
mieszanig chlorkéw alkilodimetylobenzyloamoniowych {§ Ci4 i Ci6). Farmakopea
Amerykaiska podajeze substancja zawiera nie mnief 0% homologu ¢ oraz nie
mniej niz 20% G4, a catkowita ilé¢ obu homologow powinna stanawponad 70%
caldsci [5]. Na ryc. 6 przedstawiono wzoOr strukturalnyonmlogow chlorku

benzalkoniowego.

CH3

@/
@CHz-ﬁ*"R C°  R=CHy do GeHay

CHz

Ryc. 6. Wzdr strukturalny homologéw chlorku beramaitbwego.

Nazwy synonimowe i handlowe chlorku benzalkoniowedp: chlorek
alkilobenzylodimetyloamoniowy, BAC, BKC, PentoniuRoccal, Zephiran.

Chlorek benzalkoniowy jest aktywny w szerokim zakeepH. Jest trwaty w
temperaturze pokojowej, odporny na wyjatawianieniezne bez utraty wkaiwosci
przeciwdrobnoustrojowych. Roztwory chlorku benzalkovego mog by¢
przechowywane przez dtugi czas w temperaturze pakgj natomiast wkeiwosci
przeciwdrobnoustrojowe  rozciezonych  roztworéw  przechowywanych — w

opakowaniach z polichlorku winylu lub poliuretanastty mog ulec obnieniu w

a7



Dorota Witrébskaswietlikowska WSEP

wyniku adsorpcji. Wykazano réwrieadsorpg chlorku benzalkoniowego nagziach
gumowych lub plastikowych [7]. W trwagym 84 dni badaniu wptywu rodzaju
opakowania na aktywsé przeciwdrobnoustrojogv chlorku benzalkoniowego nie
stwierdzono rénic pomedzy opakowaniem kropli do oczu wykonanym z polietyl o
niskiej gestasci, a szklanymi butelkami [85].

Komoérki bakteryjne maj tadunek ujemny, a chlorek benzalkoniowy posiada
tadunek dodatni, co umbwia interakcg pomikdzy nimi. Aktywna¢ chlorku
benzalkoniowego zmniejszaj zwigzki obdarzone fadunkiem ujemnym, gtownie
anionowe zwizki powierzchniowo czynne np. mydta. Niejonowe gzia
powierzchniowo czynne np. polisorbat 80 magbniza¢ jego aktywnéé w wyniku
zamykania cgsteczek wewstrz miceli. Zdolnd¢ adsorpcji BAC wykazuaj m.in.
weglan bizmutu, talk, wglan wapnia, kaolin, trgjsalicylan magnezu, tleme&gnezu,
tlenek cynku, skrobia [7].

Chlorek benzalkoniowy najegciej stuzy do konserwowania lekow stosowanych
do oczu, nosa i uszu.zZ@wvany jest w zakresie gten od 0,0025-0,02%. Jego
skuteczné¢ przeciwdrobnoustrojogvzwickszap: sol sodowa EDTA (0,01-0,1%) oraz
alkohol benzylowy i alkoholp-fenyloetylowy [5]. Stosowany jest réwriiedo
konserwowania preparatow do wstrzykiwétabela 2). Bada¢ strefy zahamowania
wzrostu bakterii nie stwierdzono dziatania przeakteryjnego naPseudomonas
aeruginosdg86].

Chlorek benzalkoniowy jest jednym z najéziej stosowanychsrodkow
konserwugcych w preparatach do oczu. Istgigednak liczne dane literaturowe
dotyczce jego toksyczrimi i niekorzystnego dziatania na oko (przedstawipoaoizej).
Podczas stosowaniodkow konserwujcych mae wystpi¢ dziatanie uczulage, a
nawet toksyczne [87]. Nie ma idealnegmwdka konserwucego, ktory chronitby
preparat mikrobiologicznie, a jednoénee byt pozbawiony dziataubocznych. Efekty
niekorzystne zwizane ze stosowaniem chlorku benzalkoniowego, jakniesr innych
srodkéw konserwujcych, g przede wszystkim powodowane zbyt diugotamMarapi
preparatami zawierggymi te substancje [88].

Chlorek benzalkoniowy z powodu wtawosci powierzchniowo czynnych silnie
zmniejsza stabilni@ cieczy tzowej oka. Dodatkowo dziata toksycznie kamorki
nabtonkowe i zwjksza przepuszczaldd warstwy rogowej [89]. Badanian vitro

potwierdzity jego toksycznid, nawet aytego w bardzo niskim &teniu. Zastosowany
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w stzeniu takim, jakie jest w kroplach ocznych, powodbnekroz komérek po kilku
minutach, a w riszych s§zeniach — apoptaz

Badano in vitro proliferacg ludzkich komérek rogowki oka w obeciun
chlorheksydyny (0,005%), chlorku benzalkonioweg®100), chlorku polidroniowego
(Polyquad) (0,001%) i tiomersalu (0,001%})odki konserwujce byly toksyczne, przy
czym chlorek polidroniowy wykazywat najmniejsze wd@vosci cytotoksyczne [90].

W innych badaniach na szczurach stwierdzono gailerancg w kontakcie z
rogowky 13-nastu najbardziej popularnyciiodkéw konserwujcych w sgzeniach
powszechnie xywanych [87]. Stwierdzono tylko w nielicznych pragkach, ze
zwiekszenie ich stzenia lub zastosowanie pokenia kilku zwizkdw mae uszkadza
rogowke oka (szczegolnie dotyczyto to chlorku cetylopirgtbhwego).

Chlorek benzalkoniowy n® wykazywé& dziatanie toksyczne na drogi
oddechowe. Najprawdopodobniej czwartglawe zwizki amoniowe uleggj
wchianianiu przez drogi oddechowe z preparatéw ostasych do dezynfekcji i
przyczyniag si¢ do rozwoju zawodowe] astmy oskrzelowejsrdd personelu
medycznego. Piefjniarki stosujce w szpitalach do dezynfekcji roztwory zawigca)
chlorek benzalkoniowy, ¢%ciej niz pozostate osoby, wykazywaty objawy astmy
oskrzelowej [91, 92, 93].

Zastosowanie chlorku benzalkoniowego z EDTA w ramte bromku
ipratropium (Atroverit) stosowanym do nebulizacji powodowato paradoksasiiurcz
oskrzeli u pacjentéw ciergiych na dychawig oskrzelowg i zmniejszato skutecziéd
substancji aktywnej [94]. Roztwory do nebulizacje rpowinny by konserwowane
chlorkiem benzalkoniowym [28, 95].

Toksyczne wiéciwosci chlorku benzalkoniowego megby¢ ograniczone
poprzez zastosowanie polimerow (np. poprzecznie eciwvanego kwasu
poliakrylowego, hydroksypropylocelulozy, alkoholu olvinylowego). Kation
benzalkoniowy 4czy st np. z ujemnie natadowangrupm karboksylows kwasu
poliakrylowego, w wyniku czego zostaje zamytgiwewnmntrz sieci polimeru. Prowadzi
to do zmniejszenia toksycznych wéavosci chlorku benzalkoniowego, ale
jednoczénie obnka jego skuteczr$d przeciwdrobnoustrojogv[96].

Srodki konserwujce, w szczegolriai chlorek benzalkoniowy, magwicksza&
przenikanie przez rogowkoka substancji leczniczych, co wykryto badawptyw
chlorku benzalkoniowego na przenikanie izotiocygami fluoresceiny w petzeniu z

dekstranami o0 masie gsteczkowej 4400 Da i 9400 Da [97] przez wyizolowan
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rogowke krolikbw. Badania te wskazj ze chlorek benzalkoniowy, d#i
wiasciwosciom powierzchniowo czynnym, me by potencjalnym promotorem
wchtaniania lekébw podawanych do oka np. hydrofilotvymakroczsteczek, w tym
insuliny [98, 99]. W obecnwi chlorku benzalkoniowego stwierdzono zlszenie
wchtaniania diazepamu [100], lorazepamu [101], rotgnu i flurbiprofenu [102].

Stwierdzono, ze rownie pomkdzy chlorkiem benzalkoniowym a 2-
hydroksypropyloB-cyklodekstrym dochodzi do tworzenia kompleksow inkluzyjnych,
w wyniku czego wiéciwosci przeciwdrobnoustrojowérodka konserwugcego ulegay

obnizeniu [77].

Fenoksyetanol jest jednym z najstarszyabdkéw konserwujcych, nadal
szeroko stosowanym przede wszystkim w przdenkosmetycznym. Stosowano ga ju
w preparatach penicyliny w celu ochrony ich przedktbriami Gram ujemnymi. Do
czasOw obecnych przetrwato zastosowanie t&goka konserwucego w r@nego
rodzaju szczepionkach, co wskazuje nagdzgodndc¢ fizykochemiczig fenoksyetanolu
Zz materiatem biologicznym [14]. Bardzoesto spotyka si uzycie fenoksyetanolu w
pokczeniu z innymirodkami konserwuaicymi np. parabenami (preparat Phen8hip

Fenoksyetanol jest bezbamyvrtiecz o zwikszonej lepkéci, przyjemnym
zapachu i piedcym smaku. Zwgzek ten jest otrzymywany w wyniku dziatania na fleno
tlenkiem etylenu wérodowisku alkalicznym [7].

Nazwy synonimowe fenoksyetanolu to: alkoh@fenoksyetylowy, eter
monofenyloetylenoglikolowy, eter  fenyld-hydroksyetylowy, 1-hydroksy-2-
fenoksyetanPhenoxenPhenoxetglUniphen P-23[7]. Na ryc. 7 przedstawiono wzor

strukturalny fenoksyetanolu, a jego wdavosci fizykochemiczne przedstawiono w

tabeli 7.
0O
G/ ~"0H

Ryc. 7. Wz6r strukturalny fenoksyetanolu.
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Zewretrznie g stosowane gtenia fenoksyetanolu 0,5 — 1,0%. Wztniu 2,0 -
2,2% fenoksyetanol ma zastosowanie jakodek antyseptyczny w roztworach i
kremach przeznaczonych do aplikacji na rany powlewne, oparzenia, zalenia
skory i blon $luzowych [7]. Fenoksyetanol  wykazuje  aktywitio
przeciwdrobnoustrojowww szerokim zakresie pH, jednak jego spektrum dniat jest
waskie, poniewa jest aktywny wobe®seudomonas aeruginosa/ mniejszym stopniu
wobec Proteus vulgarisi innych bakterii Gram ujemnych. W celu zks$zenia
spektrum przeciwdrobnoustrojowego fenoksyetandtige bardzo ¢sto stosowany w
pofaczeniu z innymisrodkami konserwucymi np. parabenami [7]. Fenoksyetanol
powinien by przechowywany w dobrze zamktich opakowaniach w chtodnym i
ciemnym miejscu [7]. Wodne roztwory fenoksyetanddy trwale i mog by¢

wyjatawiane termicznie.

Tabela 7. Rozpuszczakidoraz wspotczynnik podziatu fenoksyetanolu [7]

Rozpuszczalnéé [g/100g] w temp. 20°C
Aceton Miesza si
Benzen Miesza i
Etanol (95%) Miesza si
Eter Miesza si
Glicerol (86%) Miesza gi
Glikol propylenowy Miesza gi
Palmitynian izopropylu 3,9
Olej mineralny 0,7
Olej oliwkowy 2,0
Olej z orzeszkdw ziemnych 2,0
Woda 2,3
Wspotczynnik podziatu
Palmitynian izopropylu : woda 29
Olej mineralny : woda 0,3
Olej arachidowy : woda 2,6
Log P
Oktanol/woda 1,00
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Aktywnos¢  przeciwdrobnoustrojogv  fenoksyetanolu meaeg zmniejsza
niejonowe zwizki powierzchniowo czynne oraz absorpcja przezcpidrek winylu.
Pochodne celulozy (metyloceluloza, karmeloza orgprdmeloza) mog réwniez
zmniejszé aktywna¢ fenoksyetanolu, co wykazano wobBseudomonas aeruginosa
[7].

Fenoksyetanol wykazuje dziatanie miejscowo zniesgzcé w kontakcie z btonami
sluzowymi. Czysty zwjzek mae drani¢ skok i oczy. W badaniach na zwietach
wykazano,ze 10% roztwor fenoksyetanolu nie wykazywat dziadadranigcego na
skore krélikéw, a 2% roztwér nie demit oczu krolikow. Naraenie na fenoksyetanol
przez dhiszy czas moe powodowd efekty toksyczne podobne do rozpuszczalnikéw

organicznych [7].
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Przedmiotem bada niniejszej pracy § nowoczesne, submikronowe uktady
dyspersyjne: emulsje submikronowe, dyspersje nrieeldiposfery oraz liposomy. Do
tej pory w lecznictwie znalazly zastosowanie enaulspubmikronowe i liposomy,
natomiast wodne dyspersje lecytyny, ktorych sktateiod sporadzania opracowano
w Katedrze i Zakladzie Farmacji Stosowanej, jak miew liposfery g dopiero
potencjalnymi nénikami dla wielu substancji leczniczych. Wymienianidady, oprocz
fazy wodnej, zawierajlipidowe sktadniki, dzaiki czemu umaliwiaja podanie lekow
trudno rozpuszczalnych w wodzie. Niestety lipofiowwiaciwosci srodkow
konserwugcych, jak réwnie ztozona struktura wewstrzna i rozwingta powierzchnia
mi¢dzyfazowa utrudniaj konserwowanie fazy wodnej submikronowych uktadow
dyspersyjnych. Dodatkowym problemem jestesta stosunkowo mata trwaiod
fizykochemiczna dyspersji submikronowych w obe&ono wielu zwigzkow
chemicznych. Nie jest catkowicie do tej pory pozmarinterakcja srodkow
konserwugcych z lecytyn, czsto stosowanym w tych uktadach biozgodnym
surfaktantem, a przede lecytyna jest wykorzystywana w badaniach
mikrobiologicznych jako neutralizatorodkéw konserwujcych. W konsekwencji
wybor zgodnego fizykochemicznéeodka konserwuacego i osigni¢cie odpowiedniego
jego stzenia w fazie wodnej m@ by nietatwy.

Podstawowym celem pracy byto okllenie dystrybucji najagciej stosowanych
srodkéw konserwujcych (parabendéw M i P, chlorku benzalkoniowego,ohtiu
B-fenyloetylowego, skladnikbw Phenonipu) w  submiloaych ukiadach
dyspersyjnych, riniacych sé sktadem oraz poznanie zah@sci pomidzy sktadem i
struktug badanych uktadow i rozmieszczeniérndkéw przeciwdrobnoustrojowych, a
wiec ich skutecznixia. Badane uktady tdnig sie zawartdcia i rodzajem fazy olejowe;j:
emulsje submikronowe zawiegaplej w postaci ciektej, w liposferach obecnglipidy
state, natomiast dyspersje lecytyny i liposomy naavieraj typowej fazy olejowej,
jedynie zwgzki amfifilne. Wanym aspektem bada bylo okre&lenie wptywu
fosfolipidow lecytyny na dystrybugjsrodkow konserwujcych i poréwnanie pod tym
wzgledem uktadow stabilizowanych lecytyz innymi surfaktantami (np. polisorbatem
80, poloksamerem) oraz ostatecznie ustalenie stymezliwe konserwowanie postaci
lekéw stabilizowanych lecytyn

Dystrybucg srodkdw  konserwujcych w  emulsjach  submikronowych

poréwnywano z ich rozmieszczeniem w emulsjach tghych charakteryzggych sg
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znacznie mniejsgpowierzchm miedzyfazowg wynikajaca z wiekszej wielkdci kropel
olejowych.

W pocatkowym etapie badapodgto proke oceny diugoterminowej zgodém
fizykochemicznej alkoholB-fenyloetylowego, chlorku benzalkoniowego, glukonia
chlorheksydyny, chlorokrezolu, fenolu, m-krezolargbenéw M i P, Phenonipu oraz
tiomersalu z emulsjami submikronowymi i zawiesidiposfer. Na podstawie
przeprowadzonych baflawytypowano srodki konserwujce, dla ktérych badano
dystrybucg pomikdzy fazy uktadow submikronowych.

Za forme efektywry srodka konserwuagcego w uktadach wielofazowych uznaje
siec wolne casteczki obecne w fazie wodnej, nieulegaj inkorporacji do struktur
wewretrznych uktadu np. micelarnych. W celu odtemia udziatu tej frakcji konieczne
jest oddzielenie fazy wodnej od jakichkolwiek stk submikronowych. Stosag
metod ultrawirowania, uzyskiwano strukturalrfaze wodrs, zawieragca struktury
submikronowe tworzone przez surfaktanty. Dopierost@sowanie ultrafiltracji
pozwalato uzyskafaze wodm z rozpuszczanfrakcja srodka konserwuajcego.

Wykorzystupc model matematyczny oceniano dystrybucjsrodkow
konserwugcych do pozostatych faz submikronowych dyspersgizyf olejowej i
miedzyfazy. W ten sposéb uzyskiwano dodatkowe infojmadotycace lokalizacji

srodkéw konserwujcych w uktadach submikronowych.

55



IIl. METODYKA



Dorota Witrébskaswietlikowska METODYKA

1. ODCZYNNIKI, MATERIALY, APARATURA

* Acetonitryl Merck Darmstadt, Niemcy)

* Alkohol pB-fenyloetylowy Eluka, Steinheim, Niemcy)

*  Amonu diwodorofosforan — NM,PO, cz.d.a. POCh Gliwice)

* Bronopol Sigma-Aldrich Chemjesteinheim, Niemcy)

* Karbomer (Carbopol ETD 20500N6veon Ing.Cleveland, USA)

»  Chlorheksydyny glukoniarPpl — Nil, Warszawa)

e Chlorku benzalkoniowego 50% roztwdtgF Chemicals A/ @ge, Dania)

* Chlorokrezol Sigma — Aldrich Chemjé&teinheim, Niemcy)

* Ester metylowy kwasu p-hydroksybenzoesowego (pardbe(Fluka, Steinheim,
Niemcy)

» Ester etylowy kwasu p-hydroksybenzoesowego (par@héByntezaPozna)

» Ester propylowy kwasu p-hydroksybenzosowego (pard®efluka, Steinheim,
Niemcy)

» Faza ruchoma do chromatografii chlorku benzalkoegev oraz alkoholu
B-fenyloetylowego:

70% (v/v) acetonitryl
30% (v/v) 0,05 mol/l roztwor NEH,PO, 0 pH 2,5 (kwas ortofosforowy 85%)

* Fazaruchoma do chromatografii sktadnikow Phenanipu
70% (v/v) 0,05 mol/l roztwor KEHPO, o0 pH 3,5 (kwas ortofosforowy 85%)
30% (v/v) acetonitryl
* Fazaruchoma do chromatografii parabenéw M i P:
65% (v/v) metanol
35% (v/v) woda

* FenoksyetanolRluka, Steinheim, Niemcy)

* Fenol Riedel-de HaénSeelze, Niemcy)

» Fosfatydylocholina (Phospholipon 90 ®hpspholipid Cologne, Niemcy)
* Glicerol bezwodny cz.d.aP¢llena - StremDabrowa Gornicza)

« Ivelip® 10%, 20% - emulsja submikronowBaixter Amilly, Francja)
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Tabela 8. Sktad emuls;ji Ivefip

Sktadniki Stezenie
[%, m/m]
Oczyszczony olej sojowy 10,0 Ilub 20,0
Oczyszczone fosfolipidy jaja kurzego 1,2
Glicerol 2,5
Oleinian sodu 0,03
Wodorotlenek sodu do pH7-9
Woda do wstrzykiwa do 100,0

* Laurylosiarczan sodu-{uka, Steinheim, Niemcy)

* Lecytyna jaja kurzego (Lipoid E 80l).ipoid, Ludwigshafen, Niemcy)

* Lecytyna sojowa Lipoid S10Q.ipoid, Ludwigshafen, Niemcy)

* m - Krezol Merck Schuchart, Niemcy)

» Kwas ortofosforowy 85%Hluka, Steinheim, Niemcy)

* Metanol do chromatografii HPLZQOCh Gliwice)

* Metyloceluloza (Metolose SM 100%kin-Etsu Chemical Col,okyo, Japonia)

* Nanosfery lipidowe (wodna zawiesina liposferanostructured lipid carriers
NLC) (FU, Berlin, Niemcy)

Tabela 9. Sklad nanosfer lipidowych (NLC)

Sktadniki Stezenie
[%, m/v]
Olej z nasion czarnej porzeczki 25,0
Wosk pszczel 18,0
Poliglukozyd alkilowy 5,0
Koenzym Q10- substancja czynna 2,5
Woda do wstrzykiwa do 100,0

* Olej sojowy (ipoid, Ludwigshafen, Niemcy)

» Polisorbat 80 (Tween 80p{gma St. Louis, USA)

* Poloksamer (Synperonic F68, Poloxamer F6Bgr¢a Electrophoresis GmbH
Heidelberg, Niemcy)

» Potasu diwodorofosforan (KIRQ,) cz.d.a. Fluka, Steinheim, Niemcy)

«  Phenoniff (PhenoChem Sharon Laboratorjesshdod, Izrael)
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Tabela 10. Skfad Phenonf%u

Sktadniki Stezenie

[%, m/m]
Fenoksyetanol 71
Paraben metylowy 17

Paraben etylowy
Paraben propylowy
Paraben butylowy

N BN A

Paraben izobutylowy

Sodu wodorotlenekZaktady Chemicznes@iecim, Gliwice)

Tiomersal Sigma — Aldrich Chemjé&teinheim, Niemcy)

Wersenian disodowy (EDTAPOChH Gliwice)

Woda oczyszczona przez wyméajonowg i odwrocor osmoz - system Elix 3
(Millipore, Bedford, USA)

Zakosomy 6 (wodna dyspersja liposoméwgkofarm Warszawa)

Tabela 11. Sktad dyspersji liposoméw (Zakosofy 0

Sktadniki Stezenie
[%, m/m]
Lecytyna sojowa 2,5
Phenonip- srodek konserwyicy 0,8
Woda do wstrzykiwa do 100,0

1.2 Materiaty

Bibuta filtracyjna jakdciowasrednia Polska Grupa LaboratoryjnaNarszawa)
Filtry membranoweNlillipore, Bedford, USA):

-z octanu celulozyrednica porow 0,45m

-z fluorku poliwinylidenu (Durapore}rednica poréw 0,45m

-z teflonu,srednica porow 0,pm

Filtry do ultrafiltracji (Microcon YM-100, regenevwana celuloza, limit filtraciji
100 000 Da)Millipore, Bedford, USA)
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Kapilara wiskozymetryczna typ 532 23/ lic, 5321&1(5chott-GerateHofheim,
Niemcy)

Kolumna chromatograficzna z wypetnieniem oktadesijilowym LiChrosphe?
100 RP 18 (pm, 250 x 4 mm)Nilerck Hitachj Darmstadt, Niemcy)

Kolumna chromatograficzna z wypetnieniem oktadesijilowym Purosphét
STAR RP 18e (bm, 250 x 4,6 mm)Nlerck Hitachj Darmstadt, Niemcy)
Mieszadta magnetyczne PTFEIT-LAB, Seeheim-Jugenheim, Niemcy)
Oprawki do filtrow poliveglanowe osrednicy 47 mm $artorius Goettingen,
Niemcy)

Sito ze stali nierdzewnejwednicy oczek 8@m (Retsch Haan, Niemcy)

Aparat do oczyszczania wody mejodymiany jonowej i odwroconej osmozy
(Millipore, Bedford, USA)

Chromatograf cieczowy wysokdaieniowy ziazony z integratora model D-7000,
pompy typu L-7100, autosamplera model D-7200 i kteta UV-Vis L-7420
(Merck Hitachj Darmstadt, Niemcy)

Chromatograf cieczowy wysokdaieniowy zi@ony z integratora model D-
2500A, pompy typu L-6200 i detektora UV-Vis L-425Merck Hitachi
Darmstadt, Niemcy)

Dezintegrator ultradvickowy typ UD - 11 FZakiad Dowiadczalny Techpan
Warszawa)

Dyfraktometr laserowy, MasterSizer\BMdlvern InsrumentsMalvern, Wielka
Brytania)

Komora Kklimatyczna do utrzymywania statych warunkétemperatury
i wilgotnosci z kontrolerem MB 1 WTB Binder LabortechnjkTuttlingen,
Niemcy)

taznia wodna typ LW2\Wytwdrnia Spratu LaboratoryjnegpBytom)

taznia wodna typ 356RUnipan, Warszawa)

Mieszadto laboratoryjne elektryczne — topatkowkA( Labortechnik Staufen,
Niemcy)

Mieszadto laboratoryjne elektryczne — topatkowe kg 4bs ASPA Wroctaw)
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Mieszadlo magnetyczne wielostanowiskowe typ POLY IW¥ariomag
Oberschleissheim, Niemcy)

Mieszadlo szybkoobrotowe Ultra-Turrax T25Jafke & Kunkel, IKA-
Labortechnik Staufen, Niemcy)

Mikroskop biologiczny typ Bl 223A Motic, Wetzlar, Niemcy) wyposany
w kamee Panasonic typu GP-KR 222Matsushita Communication Industrial
Jokohama, Japonia) i program analizy obrazu Mutisc

Pehametr, model 3500¢ion, Beverly, USA) wyposzony w elektrod
kombinowan ERH-11 (P.E.A.F. ,Hydrometr”)

Przyrad do pomiaru potencjatu zeta Zetamaster 208alern Insruments
Malvern, Wielka Brytania)

Spektrofotometr UV-Vis typ V-53QJASCO CorporationTokio, Japonia)
Sterylizator parowy poziomy typ ASHESptédzielnia Pracy Mechanikdw
Warszawa)

Tensometr sterowanyaznie (czujnik sity + rami model GM2+UL5) Scaime
Francja)

Ultrawirowka typ UP 65VEB MLV, Engelsdorf, Niemcy)

Waga analityczna typ WAX 6 Radwag Radom)

Waga laboratoryjna typ WPS 600/CRadwag Radom)

Wiréwka typ MPW-2 Mechanika PrecyzyjnaVarszawa)

Wiskozymetr kapilarnychott-GerateHofheim, Niemcy)

Wysokocknieniowy homogenizator laboratoryjny 8.30 H (AP\Gaulin,
Kopenhaga, Dania)

Wytrzasarka do probéwek ,VortexX DHN, Warszawa)

Zestaw do gczenia pod zwkszonym dcnieniem Gartorius,Goettingen, Niemcy)
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2. EMULSJE SUBMIKRONOWE | TRADYCYJNE

2.1. Sporadzanie podstawowych emulsji submikronowych

W badaniach wykorzystano emulsje submikronowe typuzawierajce 10 lub
20% oleju sojowego i odpowiednio 1,2 lub 2,4% Igayt jajowej, jak rownie
handlowy preparat Ivelfpzawierajcy 10 lub 20% oleju sojowego i 1,2% lecytyny.
Sktad sporzdzonych uktadéw przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Sklad podstawowych emulsji submikronlogtcm/m]

Emulsja Olej sojowy | Lecytyna jajowa Pozostate sktadniki
submikronowa
El 10,0 1,2
glicerol 2,5
E2* 10,0 1,2
1 mol/l wodorotlenek sodu
E3* 20,0 1,2
woda oczyszczona
E4 20,0 2,4

* wykorzystano lvelip

Oprocz lecytyny jajowej, jako emulgator w emulsjagubmikronowych
stosowano rownielecytyre sojowy, Tween 80 oraz poloksamer F68. Sktad emulsji z
tymi emulgatorami przedstawiono w p. 2.3.c.

W pierwszym etapie spgdzania emulsji submikronowych (oprécz E2* i E3*)
przygotowano dyspeksj lecytyny albo roztwor polisorbatu lub poloksamevu
mieszaninie wody i glicerolu. W tym celu odieme sktadniki mieszano w
temperaturze 50-8C mieszadlem magnetycznym przez 20 min, a ¢pag
mieszadtem szybkoobrotowym Ultra-Turrax (2 min, @@br./min). Otrzymagnw ten
sposoOb fag wodrg po przesczeniu przez filtr membranowy (0,48n, estry celulozy)
ogrzewano do temperatury M i mieszajc mieszadiem elektrycznym - topatkowym
dodawano do niej stopniowo olej sojowy prgeony przez filtr membranowy (0pm,
teflon) ogrzany do tej samej temperatury. ekgzano temperateido 85C i utworzor
emulsg wskepng mieszano 20 min. Naginie uklad na gaco poddano mieszaniu
mieszadiem szybkoobrotowym (10 min, 20500 obr./miBmulsg chtodzono do
temperatury 28C w strumieniu zimnej wody, homogenizowano 8-kretrprzy
cisnieniu 500-600 bar i ponownie chtodzono do tempeya25C. Za pomog roztworu

wodorotlenku sodu (1 mol/l) korygowano pH otrzymjagraulsji do wartéci okoto 8,0.
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Uklad siczono przez gzek membranowy z fluorku poliwinylidenu (0,4fm,
Durapore) i dozowano w atmosferze azotu do szklafipbek zamykanych gumowymi
korkami pokrytymi teflonem i metalowymi kapslami.

Czs¢  fiolek z  emulsjami  pozostawiono do kontroli ddavosci

fizykochemicznych, pozostate wyjatawiano termiczniautoklawie (121C, 15 min).

Emulsje tradycyjne uzyskiwano nie stagujetapoOw mieszania mieszadiem
szybkoobrotowym oraz homogenizacji wysokogniowej. Sporgdzano emulsje
tradycyjne typu o/w, zawiergje 10% oleju sojowego, a zmigce Sé rodzajem
emulgatora (polisorbat 80, poloksamer F68, Metol&8¢ 100 lub Carbopol ETD
2050). Emulsje zawieraty chlorek benzalkoniowy éahl4) lub Phenonip (tabela 15).

Faz wodmg emulsji tPP, tPT, tPL oraz tPC (tabela 15) spdepno odwaajac:
emulgator, glicerol oraz wed Sktadniki hczono ogrzewar do temperatury 70°C |
mieszagc na mieszadle magnetycznym. Spdeapc faz wodmg emulsji z
metyloceluloz (tPM) w pierwszym etapie przygotowano na ggor stzony roztwor
metylocelulozy (kleik), ktéry nagpnie po ochtodzeniu rozdiezano roztworem
glicerolu. W przypadku emulsji z Carbopolem (tP@)ygowano pH fazy wodnej za
pomog roztworu wodorotlenku sodu (1 mol/l) do wato7,0.

Faz olejows, uprzednio sczory przez gczek teflonowy (0,5um), ogrzewano
do temperatury 70°C. Do fazy olejowej stopniowo @edno faz wodrg ciagle
mieszagc na mieszadle magnetycznym (500 obr./min). ¢Rgzano temperateirdo
80°C i mieszano przez 15 min. Ngstie emulsje chtodzono, ggjte mieszajc,
korygowano pH (z wytkiem emulsji tPC) do wartoi okoto 8,0 (za pomacl mol/l
roztworu wodorotlenku sodu). Dozowano do fiolek lamlgch, wysycano azotem,
zamykano teflonowymi korkami i metalowymi kapslarW. autoklawie wyjatowiono
(121°C, 15 minut) jedynie emudsz poloksamerem (tPT).
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2.3. Wprowadzaniesrodkow konserwujacych do emulsji

a) Parabeny metylowy i propylowy (M i P)

Sporzdzono emulsje submikronowe, zawierag paraben M oraz paraben P w
stezeniu odpowiednio 1,8 oraz 0,2 mg/g. Emulsjenity sie zawartdcig oleju oraz
lecytyny (tabela 13). Dodatkowo spedzono ukiad zawieragy podwdjry ilosé obu
srodkéw konserwujcych (N4) (odpowiednio 3,6 i 0,4 mg/g). Parabemgprgszczono w
oleju sojowym w temperaturze X0 przed pajczeniem z fag wodrng (metodade
novg. Emulsg N1* otrzymano dodap srodki konserwujce ex tempore do
handlowych emulsji submikronowych Ivelip (E2 i E3)N celu rozpuszczenia obu
parabendw emulsje wy#gano e¢cznie i pozostawiono na 24 h w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mierzono pH emulsji i dojwano korekty pH za pomegc
roztworu wodorotlenku sodu (1 mol/l) do watookoto 8,3, a nagpnie dozowano w
atmosferze azotu do szklanych fiolek, wyjatawiampvzechowywano (jak opisano w p.
2.4).

Tabela 13. Sktad emulsji zawiegaych parabeny [% m/m]

Emulsja | ©Olel | Lecytyna | parapenM | Paraben P Pozostate sktadniki
sojowy | jajowa
N1 10,0 1,2 0,18 0,02
N1* 10,0 1,2 0,18 0,02 .
glicerol 2,5%
N2 20,0 1,2 0,18 0,02 1 mol/l NaOH
N3 200 > 018 002 woda oczyszczona
N4 10,0 1,2 0,36 0,04

* wykorzystano Ivelip

b) Chlorek benzalkoniowy

Chlorek benzalkoniowy w ateniu 0,05 - 0,2 mg/g dodawade novo(B2, BT,
tBT) lub ex tempore(Bl*, B3*) do 10% emulsji submikronowych (tabelat)l
korzystagc z 0,5% (m/m) roztworu pomocniczego. Spozapc emulsje
submikronowede novopomocniczy roztwér chlorku benzalkoniowego dodaovara
etapie homogenizacji wysokénieniowej. Emulsje B1* oraz B3* otrzymano doglaj

pomocniczy roztwor chlorku benzalkoniowego do efnussibmikronowych Ivelip
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(10%) i mieszaic szklanym mieszadiem topatkowy (150 obr./min, 10n)m
Sporadzapc emulsg tradycyjry (tBT) pomocniczy roztwor chlorku benzalkoniowego
dodawano po ochtodzeniu uktadu do temperatury oke)j przed korelgt pH.

Tabela 14. Sktad emulsji zawiegaych chlorek benzalkoniowy [% m/m]

Symbol Olej Emulgator Chlorek Pozostate
sojowy (1,2%) benzalkoniowy | sktadniki

Emulsje submikronowe

B1* 10 0,005
B2 10 Lecytyna 0,01
jajowa
B3* 10 0,02

glicerol 2,5%

BT 10 | polisorbat 80 0,02
Emulsja tradycyjna

1 mol/l NaOH
woda oczyszczona

tBT 10 | polisorbat 80 0,02
* wykorzystano lvelip

¢) Phenonip

Sporzdzano z Phenonipem (8,0 mg/g) emulsje submikronao@aigce st
zawartdcig fazy olejowej i rodzajem emulgatora oraz emulsjelycyjne, réniagce se
rodzajem emulgatora (tabela 15).

Niezalenie od rodzaju emulsji (submikronowa lub tradycyjn@henonip
dodawano na etapie spedzania fazy olejowej, przed pokzeniem faz.

Wyjatkiem byta emulsja submikronowa P&oradzanaex temporektérej nie
wyjatawiano termicznie, tylko spasdzano aseptycznie. Phenonip dodawano do 20%
emulsji submikronowej Ivelip, mieszano mieszadtemgmetycznym (200 obr./min) w
temperaturze pokojowej przez 24 h. Po tym czasee,wzgkdu na niecatkowite
rozpuszczenie Phenonipu, emelganurzono krotkotrwale (2 min) wzai wodnej o
temperaturze 5C, a po ochtodzeniu dozowano w warunkach aseptytzngo
wyjatowionych fiolek.
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Tabela 15. Sktad emulsji zawiegaych Phenonip [% m/m]
. Olej .| Pozostate
Emulsja sojowy Emulgator Phenonip skiadniki
Emulsje submikronowe
10,0 . 0,8
Pl Lecytyna jajowa (1,2)
p2* 20,0 0,8 3
P3S 10,0 Lecytyna sojowa (1,2) 0,8 E g
P4T 10,0 . 08 | £58
Polisorbat 80 (2,5) NI N
PST 20,0 08 | Seg
P6P 10,0 Poloksamer F68 (2,5) 08| @ § §
Emulsje tradycyjne o= §
o
tPP 10,0 Poloksamer F68 (2,5) 0,8 E
tPT 10,0 Polisorbat 80 (2,5) 0,8
tPC 10,0 Carbopol EDT 2050 (0,1) 0,8
tPM 10,0 Metolose SM 100 (2,0) 0,8

* wykorzystano Ivelip

d) Mieszanina chlorku benzalkoniowego z alkoholg#fenyloetylowym

Alkohol B-fenyloetylowy (5,0 mg/g), chlorek benzalkoniowy,d1mg/g) oraz

roztwor soli sodowej EDTA (o pH 8,14) dodawaea temporedo Ivelip (10%)

(tabela 16). Po dodaniu sktadnikbw emglIBF mieszano mieszadtem mechanicznym

(150 obr./min, 20 min), dozowano do szklanych #olev atmosferze azotu i

wyjatawiano termicznie.

Tabela 16. Sktad emulsji submikronowej [%, m/m]izaaygcej chlorek

Skiad llosé

Olej sojowy 9,5
Alkohol B-fenyloetylowy 0,5

Lecytyna jajowa 1,2

Glicerol bezwodny 2,5
Chlorek benzalkoniowy 0,02
Wersenian disodowy 0,1

Woda oczyszczona |do 100,0

benzalkoniowy i alkohgk-fenyloetylowy (emulsja BF)
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2.4. Przechowywanie uktadéw

Zarbwno emulsje podstawowe, jak i zérodkami konserwuagcymi,

przechowywano w lodéwce {€) chrongc przed dogpemswiatta.
2.5. Dlugoterminowe badanie trwatéci emulsji submikronowych zesrodkami
konserwujacymi

Oceniano trwalge fizykochemiczy emulsji submikronowych Ivelip (10% i
20%) zesrodkami konserwuacymi. W tabeli 17 podandrodki konserwujce i ich

stezenia stosowane w badaniu trwadbz emulsjami submikronowymi.

Tabela 17 Srodki konserwujce i ich s¢zenia [%, m/m] w emulsjach Ivelip (10% i 20%)

Srodek konserwujacy Stezenie

Alkohol benzylowy 2,0
Bronopol 0,1
Chlorheksydyny glukonian 0.1
Chlorokrezol 0,1
Fenol 0,5
m- Krezol 0,1
Phenonip 0,8
Tiomersal 0,02

Srodki konserwujce (oprocz Phenonipu) rozpuszczano w emulsjachiplvel
(10% lub 20%), miesza¢ szklanym mieszadiem topatkowym przez 2 h (200/iom)

w temperaturze pokojowej, a ngstie dozowano w atmosferze azotu do szklanych
fiolek, zamykano teflonowymi korkami i wyjatawianermicznie w autoklawie.

Emulsg  (20%) =z Phenonipem stosowan w badaniu stabilni
fizykochemicznej sposdlzono aseptycznie, jak opisano w p. 2.3 c.

Sporadzane emulsje przechowywano w temperaturze: 44\{&a), 21+1°C
(temperatura pokojowa) oraz 40°C (komora termostata). W odsfpach czasowych:
po sporadzeniu (t=0) oraz po 1, 3 oraz 6 migsich dokonywano analizy
fizykochemicznej, ktora obejmowata: oeerwizualrg, obserwag mikroskopov,

pomiar wielkaci czastek i pomiar pH (p. 7).
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3. WODNE DYSPERSJE LECYTYNY (WLD)

Sporzdzano wodne dyspersje lecytyny (WLD) zawigcaj w swoim skladzie
lecytyre jajowg w skezeniu: 1,2%; 2,4%; 5,0% (m/m). Dodatkowe substartoe
glicerol (2,5%), petnjcy role substancji izotonizggej oraz wodorotlenek sodu (1
mol/l) dodany do korekty pH do ok. 8,0.

Skfadniki dyspersji odwano w kolbie stéokowej, a nasfpnie ogrzewano w
tazni wodnej w temp. ok. 60°C przez 60 min, z rown@rgen mieszaniem mieszadtem
magnetycznym. Uzyskane dyspersje, na agmr mieszano mieszadiem
szybkoobrotowym Ultra-Turrax przez 2 minuty (8000r.amin). Dalej posipowano
stosujc jedry z dwoch opisanych parej metod. Metoda 1 polegata na homogenizacji
z wyciem ultradwickbw, a w metodzie 2 stosowano homogenizacj
wysokocsnieniowns.

Metoda 1 po etapie mieszania mieszadiem szybkoobrotowynspelgje
poddawano sonikacji przez 10 min, przyesibtliwosci 20 kHz i chtodzono do
temperatury pokojowej. Za pompeoztworu wodorotlenku sodu (1 mol/l) korygowano
pH do okoto 8,0, a naginie ponownie (na zimno) poddawano procesowi safika
przez 10 min przy estotliwosci 20 kHz. Natychmiast po sonikacji cigpdlyspersj
sgczono przez filtr membranowy z estrow celulozy §0,4m).

Metoda 2 po etapie mieszania mieszadtem szybkoobrotowyspelgje sczono
przez filtr membranowy (0,4m, estry celulozy), ogrzewano do temperaturyC70
mieszagc mieszadiem elektryczno - topatkowym przez 20 mahtodzono do
temperatury 28C w strumieniu zimnej wody, homogenizowano 8-kretrprzy
cisnieniu 500-600 bar i ponownie chtodzono do tempeya25 C. Za pomog roztworu
wodorotlenku sodu (1 mol/l) korygowano pH do ok840.

Dyspersje lecytyny, kalorazowo spomdzane w iléci okoto 300 ml, dozowano
do szklanych fiolek (20 ml) w atmosferze azotu, ezgileczano gumowymi korkami
pokrytymi teflonem i metalowymi kapslami, a ngstie wyjalawiano termicznie w
autoklawie (121C, 15 min).

WLD niezawierajce srodkdw konserwujcych, jak i ze srodkami

konserwugcymi, przechowywano w lodowce @) chrongc przed dospemswiatta.
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3.2. Wprowadzaniesrodkow konserwujacych do WLD

a) Parabeny M i P

Sporzdzono WLD zawierajce paraben M oraz paraben P wshiu 1,8 oraz
0,2 mg/g. Dyspersje N-WLD (tabela 18)znity si¢ zawartdcig lecytyny oraz
zawartdcig parabenow. Uktady spaidzano metogl 1 (p. 3.1) dodag na etapie

wstepnego ogrzewania WLD (przed pierwszsonikacy) odpowiednie iléci
odwazonych parabenéw M i P.

Tabela 18. Sktad wodnych dyspersji lecytyny [% nziestodkami konserwygcymi

WLD Lecytyna Glicerol Paraben | Paraben Chlorek Pozostate
jajowa M P benzalkoniowy | skfadniki
WLD bez srodkéw konserwujacych *
WLD1 1,2 2,5 - - -
WLD2 2.4 : : : : g
WLD ze srodkami konserwujacymi E’;Q) C%G ‘E
N1-WLD 12 25 0,18 0,02 : 52 %
N2-WLD 2.4 25 0,18 0,02 i 8g §
N3-WLD 50 25 0,18 0,02 - AR
N4-WLD 1,2 2,5 0,36 0,04 -
B-WLD 1,2 2,5 - - 0,02

* sporzzdzono metag 1

b) chlorek benzalkoniowy

Sporzdzono wodg dyspers lecytyny (1,2% lecytyny jajowej) zawienap
chlorek benzalkoniowy w @&teniu 0,2 mg/g (B-WLD, tabela 18). Chlorek
benzalkoniowy w postaci 0,5% roztworu pomocniczdgdawano na etapie odiamia

sktadnikéw, a nagpnie postpowano jak opisano w metodzie 2 (p. 3.1).
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4. DYSPERSJE LIPOSFER (NLC)

4.1. Sporadzanie NLC zesrodkami konserwujacymi

W badaniach wykorzystano gotewwodry zawiesig liposfer (nanosfer
lipidowych, NLC) o sktadzie przedstawionym w tab@li

Phenonip (8 mg/g) lub chlorek benzalkoniowy (0,06b 10,1 mg/qg)
wprowadzano do dyspersji NLC w temperaturze pokejoymieszajc mieszadiem
magnetycznym) lub w trakcie ogrzewania pepilub powyej 75°C (temperatura

topnienia statego lipidu). Rodzaje spgizonych uktadéw przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. NLC ze&rodkami konserwygicymi [% m/m] w zalénasci od
temperatury spoegzania

NLC | PHENon® | penaalioniony| sporexczania
P1-NLC 0.8 _ 21°C
P2-NLC 0,8 _ S0°C
P3-NLC 0,8 _ Y=
P4-NLC 0.8 - 80°C
B1-NLC - 0,005 21°C
B2-NLC - 0,01 21°C
B3-NLC - 0,01 80°C

W warunkach aseptycznych, odwae srodki konserwujce przenoszono
ilosciowo do wyjatowionych butelek i uzupetniano dyspemMNLC. Butelki zamykano
jatowymi korkami, a nagpnie zawart& mieszano mieszadlem magnetycznym
(200 obr./min) w temperaturze pokojowej przez 2Jhtady dozowano w warunkach
aseptycznych do wyjatowionych szklanych fiolek, wg@no azotem i zamykano
jatowymi korkami teflonowymi. Dyspersje liposferzgchowywano w lodéwce (temp.
4°C) chrongc przed dospemswiatia.

Badano réwnig wptyw ogrzewania dyspersji liposfer na dystrylgugjodkow
konserwugcych. Dyspersje liposfer z Phenonipem ogrzewanemperaturze: 5C,
65°C lub 80C, natomiast dyspersje liposfer z chlorkiem bermaibwym tylko w
temperaturze 8. Po etapie ogrzewania ujednolicano wiétkozastek w dyspersjach
liposfer mieszajc mieszadtem szybkoobrotowym Ultra-Turrax (8000./ofin) przez

1 min z jednoczesnym chtodzeniem mieszanej dyspeisidzie.
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4.2. Dlugoterminowe badanie trwatéci fizykochemicznej dyspersiji liposfer ze

srodkami konserwujacymi

Oceniano trwalge fizykochemiczia dyspersji liposfer z wybranymirodkami
konserwugcymi podczas przechowywania przez 6 ngegiw temperaturze 4°C oraz w

temperaturze pokojowej (21+1°C) (tabela 20).

Tabela 20Srodki konserwujce stosowane w badaniu zgostidizykochemicznej z NLC

Srodek konserwujacy | Stezenie
[%, m/m]

Benzalkoniowy chlorek 0,02

Bronopol 0,10
Chlorokrezol 0,2

Paraben M i P 0,18 0,02
Phenonip 0,8

Srodki konserwujce rozpuszczano w temperaturze pokojowej migszaj
zawiesiny liposfer mieszadtem magnetycznym 2 h (2060/min). Po spogdzeniu
(t = 0) oraz podczas przechowywania po 1, 3 oraziégsgcach dokonywano analizy
fizykochemicznej, ktéra obejmowata oegerwizualmg, obserwag mikroskopov,

pomiar wielkdci czastek, pomiar wartai pH, pomiar lepkéci kinematycznej (p. 7).

5. DYSPERSJE LIPOSOMOW (ZAKOSOMY ®)

W badaniach wykorzystano gotawdyspersj liposoméw (Zakosonf)
konserwowagn Phenonipem (8 mg/ml) o sktadzie podanym w talkli 1

6. PODSTAWOWE ROZTWORY | DYSPERSJE PRZEZNACZONE DO
BADAN AKTYWNO SCI POWIERZCHNIOWEJ

Do bada aktywndgci powierzchniowej spogzlzono ukiady podstawowe

surfaktantow (niezawiergge w swoim sktadzie glicerolu):
» dyspersje lecytyny,
» dyspersje fosfatydylocholiny,
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» roztwory polisorbatu 80,
roztworysrodkow konserwujcych:

» chlorku benzalkoniowego,

* parabenu metylowego

oraz mieszaniny surfaktantow g@dkami konserwuagcymi.

Wodna dyspersg lecytyny zawieragca 2,4% lecytyny jajowej (WLD2),
sporadzono metogd 1 (p. 3.1). Przed wykonaniem pomiarOw Rr&m@
powierzchniowego spogdzono rozciéczenia WLD2 w zakresie ¢ten lecytyny
podanych w tabeli 21. Senozciexczer wykonywano dodagc woct w stosunku 1:1.

Wodna dyspersg fosfatydylocholiny zawierajca 2,4% fosfatydylocholiny
sporadzono tak samo jak WLD2 stogajmetod@d 1 (patrz p. 3.1). Przed wykonaniem
pomiarOw napjcia powierzchniowego spadzono, jak podano povigj, ser¢
rozcienczen wyjatowionej dyspersji  fosfatydylocholiny w zakres stzen
fosfatydylocholiny podanym w tabeli 21.

Roztwor polisorbatu 80 zawierajcy 2,4% polisorbatu 80 spadzono w taki
sam sposob jak WLD2 stogujmetod 1 (patrz p. 3.1). Przed wykonaniem pomiarow
napkcia powierzchniowego wyjatowiony roztwoér polisorbabzcieiczano wod (j.w.)
uzyskupc zakres stzen polisorbatu podany w tabeli 21.

Roztwor chlorku benzalkoniowego o stzeniu 10,0 mg/g spoggdzono
korzystagc z 50% roztworu tegérodka konserwucego. Ze sporglzonego roztworu
sporzadzono sek rozcieiczen (tabela 21) stosag wodk (j.w.).

Roztwoér parabenu M o stzeniu 3,60 mg/g spogdzono rozpuszczag
paraben M w wodzie oczyszczonej w temperaturze Qb0hieszagc mieszadtem
magnetycznym przez 24 h. Ze spmtzonego roztworu przygotowywano rozgeenia

w zakresie szen parabenu M podanym w tabeli 21 stasujoct (j.w.).

Sporzadzanie mieszanin surfaktantow zérodkami konserwujacymi

Sporadzono mieszaniny surfaktantow zérodkami konserwuacymi o
zmiennym s§zeniu surfaktantu, zawiergje state stenie srodka konserwucego:
chlorku benzalkoniowego (0,2 mg/g) lub parabenu1y8 (mg/g). W tym celu kale
kolejne rozciéczenia surfaktantu wykonywano dogtayv stosunku 1:1 roztwa@rodka

konserwugcego o dwukrotnie zwkszonym sgzeniu.
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Sporadzono réwnie uktad zawierajcy state sizenie lecytyny (12,0 mg/g) i
zmienne stzenia chlorku benzalkoniowego (tabela 21). W tymuckézde kolejne
rozcienczeniesrodka konserwucego wykonywano dodg w stosunku 1:1 dyspegs)
lecytyny (2,4%).

Tabela 21. Mieszaniny surfaktantow siodkéw konserwygicych stosowane w badaniach
aktywndci powierzchniowej

Surfaktant SUFLENS Srodek konserwujacy S
[mg/g] [mg/g]
4,70 x 16°F— 12,00 - -
4,70 x 100— 12,00 Paraben M 1,80
Lecytyna jajowa
4,70 x 10— 12,00 Chiorek 0,20
benzalkoniow
Chlorek

12,00 6,25 x 10— 3,40

benzalkoniow
1,17 x 10— 12,00 - -

Paraben M 1,80

1,17 x 16 — 12,00 Chiorek 0.20
benzalkoniow

2,29 x 10 — 12,00 - -

Fosfatydylocholina| 1,17 x 1¢F — 12,00

Polisorbat 80

2,29 x 10 — 12,00

Paraben M

1,80

2,29 x 100 - 12,00

Chlorek
benzalkoniow

0,20

7. ANALIZA FIZYKOCHEMICZNA

W tabeli 22 podano parametry fizykochemiczne, kttadano w trakcie analizy
submikronowych uktadéw dyspersyjnych. Analiza obajata: obserwacje wizualne,
mikroskopowe, pomiar pH, wielké czastek (metoda dyfrakcji laserowej), pomiar
potencjatu zeta, lepkoi kinematycznej oraz aktywlo powierzchniowej. Badania
prowadzono po spogdzeniu uktadu (w przypadku WLD i dyspersji liposamn@o 7
dniach od momentu spadzenia) oraz, w zak@osci od rodzaju dyspersji, po czasie
przechowywania (t = 1, 3, 6, 12 miesy). Réwnolegle analizowano uktady
niezawierajce srodkow konserwujcych (oprocz dyspersji liposomow). Wyniki analiz

odnoszono wzghem wartdci pocatkowej (t = 0).
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Tabela 22. Parametry oraz czas analizy fizykochemeijcuktadéw dyspersyjnych

Badany Emulsje Emulsje Dyspersje
parametr submikronowe | tradycyjne s HLe liposomow
Obserwacje + + + + +
wizualne
Obserwacje + + + i +
mikroskopowe
pH + + + + +
Wielkosé + " 3 + -
czastek
Potencjat zeta + + + - -
Lepkos¢ + i i + )
kinematyczna
Ceasbadania 1 g.1,3,6,12n 0 7dni [ 0,1,3,6m| 7dni

a) Ocena wizualna

Obserwacji wizualnej dokonywano okiem nieuzbrojonyiceniagc: barve,
wyglad powierzchni, homogeniéi konsystengj badanych uktaddw.

b) Obserwacje mikroskopowe

Obserwacji mikroskopowej dokonywano za pomauikroskopu optycznego
oceniajic ksztalt i wielkd¢ czastek, obecn@& skupisk lub aglomeratéw. Badane uktady
obserwowano po rozdiezeniu wod oczyszczoa - 1:1 (emulsje 10%), 1:2 (emulsje
20%) oraz 1:3 (NLC). Wodne dyspersje lecytyny ordgspersje liposomow
obserwowano bez rozdiezania. W przypadku wszystkich ukladéw stosowano
powiekszenie 100 lub 400-krotne.

c) Badanie pH

Wartas¢ pH okréglano metod potencjometryczyy za pomog elektrody
kombinowanej, poprzez bezyednie zanurzenie elektrody w badanym ukladzie.
Pomiar powtarzano trzykrotnie dlazbej proby, a uzyskany wynik stanowita wato

sredniej arytmetycznej z trzech niezalgch pomiarow.
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d) Badanie wielkéci czgstek

Wielkos¢ czgstek lipidowych oznaczano za pomatyfraktometru laserowego
Mastersizer E, stosag uktad soczewek pozwaday na oznaczenie gztek osrednicy
w zakresie 50 nm - 8am. Do jednokrotnego pomiaruzywano okoto 300ul NLC,
500 ul 20% emulsji submikronowej, 1 ml 10% emulsji sukronowej. W przypadku
Zakosomow oraz wodnych dyspersji lecytyny, ze wadji na zbyt dize rozcigczenie
uktadow, nie udato si dokon& pomiaru wielkéci czastek § metod,. Rozkiad
wielkosci czagstek opisywano nagtujagcymi parametrami:

d (0,5) - medianarednicy; pontej tej wartdci zawiera si srednica 50% cgstek

obecnych w uktadzie,

d (0,9) - maksymaln&ednica 90% cgstek,

dmax - $rednica najwgkszych wykrywalnych cgstek.

e) Badanie potencjatu zeta

Badanie wielkéci potencjalu zeta emulsji submikronowych, WLD oraz
dyspersji liposfer wykonano za pomoaparatu Zetasizer w Warszawskich Zaktadach

Farmaceutycznych ,Polfa”.

f) Pomiar lepkaci kinematycznej
Pomiaru lepkéci kinematycznej dokonywano, umieszexajpadany ukiad w
kapilarze wiskozymetru kapilarnego typu UbbelohdeMierzono czas opadania
poziomu cieczy w kapilarze na oklenym odcinku. Lepk& kinematyczgp obliczano
ze wzoru:
v=K xt (11)

gdzie: v = lepkdi¢ kinematyczna [mifs]
K = stata charakterystyczna dla danego typu kapjam®/s?]

t = czas opadania cieczy na aitomym odcinku kapilary [s]

W badaniach lepkai kinematycznej, w zaimosci od lepkdci uktadu,
stosowano jednz poniszych kapilar:
« kapilara typu la (K = 0,4924 nmfits?) dla dyspersiji liposfer (NLC),
« kapilara typu llc (K = 0,3077 mffs’) dla emulsji submikronowych.
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8. POMIAR AKTYWNO SCI POWIERZCHNIOWEJ MIESZANIN
SURFAKTANTOW ZE SRODKAMI KONSERWUJ ACYMI

Pomiary aktywnéci powierzchniowej wykonywano we wspotpracy z Irigtgm
Fizyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Gdakiego. Badania prowadzono z
zastosowaniem tensometru sterowanegarmie ($redniagc wyniki pomiaréw, n = 5)
metod, ptytkowa Wilhelmiego. Wyznaczano zaleosci napkcia powierzchniowegoyj
w funkcji skzenia (c) dla roztworow surfaktantéw (lecytyna jaggvwpolisorbat 80 lub
fosfatydylocholina),srodkow konserwujcych (chlorek benzalkoniowy, paraben M)
oraz mieszanin surfaktantow z wymienionyfnodkami konserwujcymi (tabela 20).
Metody sporzdzania rozcigczen badanych roztworow i mieszanin przedstawiono w
p. 6 (str. 71).

Mierzono take napgcie powierzchniowe wody oczyszczonejywane] do
sporadzania rozcigczen badanych uktadéw oraz roztworu glicerolu (2,5%)acego
sktadnikiem badanych emulsji submikronowych i wotimgyspersiji lecytyny.

Metoda ptytkowa polegata na pomiarze sity potragbtio oderwania ptytki
pozostajce] w kontakcie z powierzchnicieczy przy uwzgldnieniu wartéci napecia
elektrycznego rejestrowanego dla ptytkt ppo jej oderwaniuAU, wzér 12) [103, 104].

Wz6r 12 poshayt do obliczenia napcia powierzchniowego badanej cieczy (wzér 13).
F =2dxyx(cosd) =kxAU (12)

Zaktadajc, ze kat kontaktu ptytek pomiarowych z badarciecz w warunkach

catkowitego zwitania wynosi 0 (cos 0 = 1) otrzymano ostatecznieznak¢:

y= k x AU
2d

(13)

gdzie:
F — sita potrzebna do oderwania ptytki pomiarovagji]
d — szeroké&t ptytek pomiarowych [cm]
vy — napegcie powierzchniowe [dyn/cm mN/m]
0 — kat kontaktu ptytki pomiarowej z badana cie¢stopie]
k — stata przyrzdowa czujnika sity [dyn/V]
AU — r&nica napicia elektrycznego [V] pomdzy rejestrowanym przy odrywaniu ptytki

pomiarowej a wskazywanym dla ptytki beZpednio po wynurzeniu
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Wyznaczano zaimosci napecia powierzchniowego w funkcji @tenia
badanego surfaktanju(c).

Przed wykonaniem serii pomiaréw Zprazowo okréano stad przyrzdowg
czujnika sity (k) obcizajgc rame czujnika ceézarkami o znanej masie (m
(Am = 0,001 g), powodagym sik F; = mg (g — przyspieszenie grawitacyjne
981 cm/$), odczytujc napecie (U). Czynné¢ powtarzano dla trzech idych
ciezarkdw, obliczajc wartag¢ sredng (k).

Uklad pomiaru napgcia powierzchniowego pozwala na pomiar Rrajgi
powierzchniowego z doktadscia 0,1 mN/m przy szerokai zastosowanych ptytek (d)
okoto 5 cm.

Krytyczne sg¢zenie micelarne (cmc) badanych cieczy wyznaczanaurkip
przececia stycznych krzywej dwviadczalnej zalenosci y (c), w gsiedztwie punktu

przegecia krzywej

9. BADANIE DYSTRYBUCJI SRODKOW KONSERWUJACYCH W
UKLADACH DYSPERSYJNYCH

W celu badania dystrybugrodkéw konserwujcych w uktadach dyspersyjnych
oznaczano ich zawado w fazie wodnej, ktar uzyskiwvano dwoma metodami (p. 9.4).
Na podstawie znajondoi teoretycznej zawarfoi srodkow konserwujcych w
emulsjach submikronowych oraz zawadiow fazie wodnej, wykorzysta¢g model
matematyczny (Wsp str. 34), obliczano dystrybucj pomidzy fazy emulsji
submikronowych i tradycyjnych (p. 9.7).

Uzyskane wyniki zawartgi srodkéw konserwujcych w fazie wodnej
odnoszono do ich teoretycznej zawéctow danym ukiadzie, dlatego w celu
sprawdzenia faktycznej 6 srodkow konserwujcych oznaczano catkowitzawartdé
srodkéw konserwujcych w badanych uktadach (p. 9.3).

Badano rozpuszczaltd parabenéw M i P w wodzie, oleju sojowym i WLD
oraz wspotczynnik podziatu olej sojowy/woda (p.)9.2

Analize¢ ilosciowg srodkdw konserwujcych wykonano metedwysokosprawne;j
chromatografii cieczowej HPLC (p. 10).
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Rozpuszczalnig parabendw oznaczano w temperaturze pokojowej @I14C).
Nadmiar parabenéw M i P odwano do szklanych fiolek i dodawano 20 ml wody
oczyszczonej, oleju sojowego albo wodnej dyspégsytyny (1,2% lub 2,4% lecytyny
oraz 2,5% glicerolu). Zawiesiny w zamktjich fiolkach mieszano na
wielostanowiskowym mieszadle magnetycznym (600 /witin) przez 24 h. W celu
usungcia nadmiaru nierozpuszczonych parabenéw proby weno (20 min, 3000
obr./min). Z pobranego supernatantu spdzano rozcigczenia wodne, ktore
analizowano metedHPLC (p. 10). Kade dédwiadczenie powtarzano trzykrotnie.

Wspéitczynnik podzialu parabenéw M i P peddy olej sojowy i wod
oznaczano w temperaturze pokojowej (21°C+1°C). W tyelu 10 ml nasyconego
wodnego roztworu parabenu M i P wysano w rozdzielaczu z 10 ml oleju sojowego i
pozostawiono na 24 h. Po tym czasie pobierano dzrelacza dolg fazg, wirowano
(3000 obr./min, 20 min), a uzyskamaze wodm analizowano metedHPLC (p. 10).
Wspoitczynnik podziatlu obliczano na podstawie pticawego (w roztworze

nasyconym) i kacowego (w fazie wodnej) gtenia parabendéw M i P.

Emulsje submikronowe, wodne dyspersje lecytyny (Wk8wiesiny liposomow

Do kolbki miarowej poj. 10 ml odmierzano 50 badanego uktadu, vzano,
dodawano ok. 7 ml metanolu, wydsano ¢cznie, a hagpnie uzupetniano metanolem.

Otrzymane roztwory analizowano meiddPLC (p. 10).

Zawiesiny liposfer (NLC)

Zawiesiny liposfer (NLC) odmierzano w #a 200 ul do probdéwki, waono i
dodawano ok. 5 ml wody oczyszczonej. Zawgrtproboéwek wstrgsano gcznie
ogrzewagc w tazni wodnej w temperaturze 80°C (stopienie fazy kbwdj). Po
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ostudzeniu do temperatury pokojowej, zaw&rt@rzenoszono ikriowo do kolbki
miarowe] i uzupetniano wad oczyszczogy Uzyskane dyspersje wirowano (5000
obr./min, 20 min). Ze wzgtu na brak klarownego roztworu préby zasmoeo na 24 h.
Po rozmraeniu w temperaturze pokojowej ponownie wirowanoO®G®br./min, 30
min). Zbierano gory metng frakcje lipidowsa, a pozostaly, klarowny roztwér
analizowano metedHPLC (p. 10).

Faz wodmy badanych ukladéw, w celu oznaczenia zawartgsrodkow

konserwugcych, uzyskiwano metodami ultrawirowania lub ulltedciji.

a) ultrawirowanie (metoda uyv

Badane uktady ultrawirowano (147000 x g) przez ¥hzalenosci od rodzaju
uktadu dyspersyjnego uzyskiwano rozdziat faz naed(WLD), trzy (NLC) lub cztery

(emulsje) fazy. Najbardziej klarowriaz pobierano za pomadgty i strzykawki.

b) ultrafiltracja (metoda uf)

Do ultrafiltracji wwywano gczki ultrafiltracyjne typu Microcon YM-100 (100
kDa) (ryc. 8). Ultrafiltracji poddawano fazizyskag metod, ultrawirowania (,wodno-
liposomalno-micelargi). Na sjczek ultrafiltracyjny nanoszono po 3Q0 badanego
uktadu i wirowano (4000 obr./min, 20 min). Otrzymgmo okoto 50-200ul
ultrafiltraftu, ktéry rozcidczano metanolem (faz wodrg zawieragca chlorek
benzalkoniowy rozcigczano wod) i analizowano metegdHPLC (p. 10).

Ryc. 8. gczek ultrafiltracyjny
typu Microcon YM-100.

Q . n‘l

Ultrafiltracji poddawano take badane uktady dyspersyjne, przy czym
wydtuzano czas ultrafiltracji do 40, a nawet do 60 minzyskiwano 10-50pl

ultrafiltratu, ktoéry analizowano meted HPLC (p. 10) bezpwednio Ilub po
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rozcieaczeniu metanolem. W przypadku zawiesiny liposfer uaato si uzyska fazy
wodnej wyzej opisan metod.

9.5. Ocena adsorpcji oraz absorpcji parabenow naaszku ultrafiltracyjnym

Metanolowy roztwor parabenow M i P, g¢ztniu odpowiednio 9 oraz 1 pg/ml,
nanoszono nagszek ultrafiltracyjny w ildci po 300 ul i poddawano trzykrotnej
ultrafiltracji, kazdorazowo analizap stzenie obu parabenow w ultrafiltracie mejod
HPLC (p. 10). Uzyskane gtenia poréwnywano zegeniem nanoszonym naczek i
oceniano procent adsorpcji obrodkéw konserwujcych na sczku ultrafiltracyjnym.

Powyzsze déwiadczenia powtarzano trzykrotnie.

9.6. Ocena zdolngci ultrafiltracji miceli tworzonych przez chlorek b enzalkoniowy

Wodne roztwory chlorku benzalkoniowego cezeniu 10 pg/ml (stzenie
zblizone do wykrywanego w fazie wodnej) oraz @zehiu 1,0% (m/m) (powej
krytycznego s{zenia micelarnego) nanoszono nazek ultrafiltracyjny w iléci po 300
ul i poddawano trzykrotnej ultrafiltracji przez tesam gczek ultrafiltracyjny.
Kazdorazowo w uzyskiwanym ultrafiltracie oznaczangzehiesrodka konserwuacego

metody HPLC (p. 10). Powssze déwiadczenia powtarzano trzykrotnie.

9.7. Okreslanie dystrybucji srodkow konserwujacych pomiedzy fazy emulsji na

podstawie modelu matematycznego

Korzystajc z oznaczonej zawadm srodkow konserwujcych w fazie wodnej
uzyskanej metagd ultrafiltracji (uf) i w fazie ,wodno-liposomalno-icelarnej” (uw)
uzyskanej metag ultrawirowania oraz wyznaczonego wspoétczynnika ziaid olej
sojowy/woda, obliczono zawa#b parabendéw w fazie olejowej (0), liposomalno-
micelarnej (ml) i w mgdzyfazie bogatej w surfaktant. Obliczeokonywano stosgg

nastpujace rownania [16]:
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6
F o= c, XV, (6)
m
(Cuw - Cu ) wi
I:Im = f (7)
m
I:o+i :1_ (Flm + Fw) (8)
9
F = c, XV, xP )
m
F=F.,F (20)

gdzie:

F. - frakcjasrodka konserwuajcego w fazie wodnej otrzymanej megadtrafiltracji

Fim - frakcjasrodka konserwuaicego w fazie liposomalno - micelarnej

F, - frakcjasrodka konserwuajcego w fazie olejowej

F; - frakcjasrodka konserwuacego w m¢dzyfazie

Fo+i — frakcjasrodka konserwuacego w fazie olejowej i mdzyfazie

Cut - Skzenie [mg/ml]srodka konserwuacego w fazie wodnej otrzymanej megod
ultrafiltracji

Cuw - Stzenie [mg/ml]srodka konserwuajcego w fazie ,wodno-liposomalno-micelarnej”
otrzymanej metoglultrawirowania

V- objetos¢ [ml] fazy wodnej

V- objetosé [ml] fazy olejowej

m — catkowita (teoretyczna) #6 [mg] srodka konserwujcego w emuls;ji

P — wspotczynnik podziakérodka konserwujcego pomidzy olej i woa.

10. ANALIZA ILO SCIOWA SRODKOW KONSERWUJACYCH METOD A
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ (HPLC)

Stezenie $rodkow  konserwujcych oznaczano metgd wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w ukfadzie odwrogoh faz (RP-LC). Do
rozdzielania analizowanych srodkéw  konserwujcych  stosowano  kolungn
chromatograficzap z wypetnieniem oktadecylosililowym (C18) o wymiaha250 x 4
mm. W przypadku analizy chlorku benzalkoniowego ssteano koluma
chromatograficzp z wypetnieniem oktadecylosililowym (C18) o wymiaha250 x 4,6
mm przeznaczandla faz o niskim pH (nie mniejszymmpH = 1). Na koluma

nanoszono za pomgcpetli dozujgcej po 20 pl badanego roztworu. Skiady faz
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ruchomych, szybkai przeptywu fazy ruchomej, analityczne dhdgofal, przy ktorej

dokonywano oznacheoraz charakterystyczne czasy retencji poszczegblénpdkow

konserwujcych przedstawiono w tabeli 23. Na podstawie uzyg&h wynikow,

metod, najmniejszych kwadratow, wyznaczano dla danegdwazi wzorcowego

srodka konserwuacego réwnania regresji liniowej zalesci powierzchni pikow od

stezenia. R6wnania regresiji oraz wspétczynnik deterxjif®?) podano w tabeli 23.

Tabela 23.Parametry chromatograficzne dla poszdngghsrodkow konserwyicych

Srodek
konserwujacy

Parabeny
MiP

Chlorek
benzalkoniowy

Alkohol
p-fenyloetylowy

Phenonip

Faza ruchoma

metanol : wodg

0,05 mol/l bufor fosforowy
(NH4HPOy) 0 pH 2,5 i acetonitry

0,05 mol/l bufor
fosforowy (KH,PQ,) 0

[Viv] (65 :35) (3:7) pH 3,5(i7§?():)etonitryl
Szybkasé
przeplywu 0.8 1,0 1,0 1,0
[ml/min]
Analityczna
dtugosé fali 254 220 220 270
[nm]
B ) . 6,8 (fenoksyetanol)
Czas retencji | 4,3 (paraben M 6'21(aln%e1’|?)’gi15'6 34 7,0 (paraben M)
min '
[min] 7,2 (paraben P alkilowe) %:;Z ggggggz 'FA;;
Stezenia 0,5 — 10,Qfenoksyet.)
4 1,0 -10,0 (M ’ ’ ye.
roztworow M1 05500 | 10,0-100,0 |05 - 20Qparab. )
Wz[orc/oml/]ych 1,0-10,0 (P) 0,5-5,0 (parab. A)
pg/m 0,1-5,0 (parab. P)
Roéwnania (dla sktadnikéw j.w.)
regresji A=77,699c-3,51 A=9,7018c-0,1983
liniowej A=66.7276-1.08 A=5,596¢-3,97| A=12,225c+2,9A=65,146¢c-0,0731
roztworow I ™ A=63,901c-0,3525
wzorcowych A=60,847c-3,6303
Wspotczynnik | 0,9998 (M) 0,9998 (fenoksyet.)
determinagji 0,9998 0,9992 0,9998 (paraben M)
R) 0,9996 (P) 0,9991 (paraben A)
0,9998 (paraben P)

A — pole powierzchni piku [tys.]
¢ — stzenie analizowaneg@rodka konserwujcego g/ml]
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Stezenia srodkdéw konserwujcych w analizowanych roztworachy, §ug/mi]

obliczano na podstawie wzoru 14:

XA
G, = (14)

gdzie:
Cy— Stzenie jg/ml] roztworu wzorcowego
Ap— pole powierzchni piku ha chromatogramie roztwimaidanego

Ay, - pole powierzchni piku na chromatogramie roztwamaorcowego

W celu okrglenia powtarzalngci i liniowosci metody HPLC analizowano
roztwory wzorcowesrodkéw konserwujcych. Jako rozpuszczalnik stosowano wod
oczyszczog (dla chlorku benzalkoniowego) lub metanol (dla geiatych srodkéw
konserwugcych). Zakresy sten roztworow wzorcowych oraz charakterystyczne czasy
retencji przedstawiono w tabeli 23. Na ryc. 9 pstadiono chromatogramy
poszczegolnychrodkow konserwujcych. Krzywe wzorcowe oraz réwnania regresji

wyznaczane dla danegmdka konserwucego podano w tabeli 23.

fenoksyetanol
a) paraben M
35 /
s \ 3
]
i
2 paraben A paraben P
|'I'I'l‘|'['|‘f‘||‘|'I'ITI,II'I'l'|‘l'|‘I‘T'] I"l'l'l'[llll'
[4] 5 10 15 20 25 30
Retention Time (min)
b) RAW DRTA STORAGE HNO. 2
CH. 1 C.5 i.23 ATT 2 0FFS 18 B&6/B6-B87 11213
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C)

=
x
-

c 1.25 ATT 4 O0OFFS 19 @2-24-85 13:49

.5
A-Z1 [ I-11
I—IBJE

e

paraben P paraben M

on
(SERRRRRINT]

-
o ¢

Ryc. 9. Chromatogramy roztworow wzorcowydodkow konserwyicych a) Phenonipu,
b) chlorku benzalkoniowego, c) parabenéw M i P.

Na ryc. 10 przedstawiono przyktadowy chromatograkradu dyspersyjnego
niezawierajcegosrodkow konserwujcych. Na koluma chromatogarficzp nanoszono
odpowiednio rozcikczone emulsje submikronowe, tradycyjne, WLD, NLC
niezawierajce srodkow konserwujcych i porbwnywano uzyskane chromatogramy z

wzorcowymi roztworamgrodkdéw konserwujcych.

10 —

Intenzity mdf)
£y

Retention Time imin)

Ryc. 10. Przyktadowy chromatogram uktadu dyspeesyn(emulsji submikronowej) bez
srodkow konserwuyicych.

11. OCENA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Weryfikacji statystycznej wynikow dokonywano przyygiu parametrycznego
testu istotnéci (t-Studenta), przy = 0,05. Obliczé dokonywano za pomagrogramu
MS Excel.
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ROZPUSZCZALNO SC PARABENOW

W tabeli 24 podano oznaczpmozpuszczaln& parabenéw M i P w fazach
emulsji (Metodyka p. 9.1) oraz wspotczynnik podaiallej sojowy/woda (Metodyka
p. 9.2).

Tabela 24. Rozpuszczaldoparabenow [mg/ml] w wodzie, oleju sojowym, WLD
i roztworze glicerolu oraz wspotczynnik podziataj@ojowy/woda

Rozpuszczalnik paraben M paraben P

Rozpuszczalnéé¢ [mg/ml]

Woda 2,06 0,38

Roztwor glicerolu (2,5%) 3,15 0,50

Olej sojowy 17,90 32,90

WLD (1,2% lecytyny) 2,94 1,26

WLD (2,4% lecytyny) 7,38 5,99
Wspotczynnik podziatu

Olej sojowy/woda 6,10 65,90

Rozpuszczalnig parabenu P w wodzie byta okoto 5-krotnie mniejsedpmiast
w oleju sojowym okoto 2-krotnie wksza w poroéwnaniu z parabenem M. Ostatecznie
wspotczynnik podziatu olej sojowy/woda byt 10-krignwvickszy dla parabenu Pandla
parabenu M. W obecko glicerolu (2,5%) rozpuszczalf® obu parabenéw w
niewielkim stopniu ulegta zwkszeniu.

Obecnaé¢ lecytyny w sgzeniu 1,2% (w roztworze 2,5% glicerolu) nie
powodowata zmiany rozpuszczakoo parabenu M, natomiast 2,5-krotnie zkszyta
rozpuszczaln@ bardziej lipofilnego parabenu P (tabela 24). Wesigzenia lecytyny
do 2,4% zwgkszyt rozpuszczalrié obu srodkow konserwujcych - parabenu M 2,5-
krotnie, a parabenu P nawet 12-krotnie.

Podczas odwirowywania hadmiaru nierozpuszczonycabgsmow w 2,4% WLD
obserwowano rozdziat faz: nad osadem nierozpusychoparabendéw obserwowano
skondensowan dyspersj lecytyny (faza ,liposomalno-micelarna”), nad ktér

znajdowata si opalizugca faza wodno-micelarna (ryc. 11).
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Fazy:

wodno-micelarna

»liposomalno-micelarna”

nadmiar parabendéw

Ryc.11. Rozdziat faz w WLD (2,4% lecytyny) po waraw.

Oznaczona rozpuszczakégparabendéw M i P w fazie wodno-micelarnej uktadu

byta poréwnywalna z ich rozpuszczadom w wodzie (odpowiednio 2,44 i 0,45 mg/ml)

(tabela 24). Natomiast w fazie ,liposomalno-micekgt, niezalenie od r@nic w

lipofilnosci, uzyskano porownywainrozpuszczalng@ parabenéw M i P (odpowiednio

11,801 13,10 mg/ml).

EMULSJE SUBMIKRONOWE

W tabeli 25 przedstawiongrodki konserwujce poddane badaniu dystrybuciji i

zgodndci z uktadem fizycznym emulsji submikronowych. Esjal submikronowe,

ktorych sktad przedstawiono w tabelach 12-16, smtrano w sposob opisany w dziale

Metodyka (p. 2.1).

Tabela 25Srodki konserwujce oraz ich gtenia w emulsjach submikronowych w
zaleinasci od rodzaju badania

Mieszanina parabenéw M i P

Badania Srodek konserwujacy Stezenie [%, w/w]

Alkohol B-fenyloetylowy 0,50
Bronopol 0,10

Chlorek benzalkoniowy 0,01
Fenol 0,50

Glukonian chlorheksydyny 0,10

Trwatosé Chlorokrezol 0,10
m-Krezol 0,10

Phenonip 0,80

0,18 0,02

Mieszanina chlorokrezolu z alkoholer

n 0,10; 0,50; 0,10

B-fenyloetylowym i EDTA
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Mieszanina parabenow 0,18 0,02
metylowego i propylowego 0,361 0,04
Dvstrvbuc Phenonip 0,80
strybucja
ystrybud Chlorek benzalkoniowy 0,005: 0,01; 0,02

Mieszanina chlorku benzalkoniowega z g 02: 0,50: 0,10
alkoholemp-fenyloetylowym i EDTA

> Parabeny Mi P

Ocena fizykochemiczna emuls;ji

Po sporzdzeniu emulsje submikronowe charakteryzowaly Biala barwg,
ptynng konsysteng i homogennéciag. Dodanie parabendw nie powodowato
zauwaalnych zmian wizualnych emulsji.

W tabeli 26 oraz na ryc. 12 przedstawiono wplyw cesu wyjatawiania
termicznego oraz warunkow przechowywania meielkos¢ czastek emulsji

submikronowych.

Tabela 26. Wielk@ czstek [um] oraz pH emulsji submikronowych: berodka
konserwujcego (E1-E4) oraz z parabenami M i P (N1-N4)

t=0 t=12 m (4°C)
Emulsja Niewyjatowiona Wyijatowiona Wyjatowiona
dos) | do9 | dmax pH dos) | dog) | Amax pH dos) | dog) | dmax pH

Emulsje bezsrodkéw konserwujacych

El 0,30| 0,55 0,81] 8,18 0,34| 0,67 4.3( g41| 034 | 0,73| 437/ 01

E2* | 0,37| 0,67 1,00 - 041 | 0,76| 1,23 789 0,31 | 0,63 4,92 g4

E3* | 0,40| 0,76 1,00| - 042 | 081 430 749 042 | 0,81 529 72

E4 |030] 056 081821 030 056 08] gg3| 0.33| 0,77| 4,69 g53

Emulsje z parabenami

NI ] 035 0,69] 430/815] 0,35] 0,70 43( 7g¢| 035] 0.67] 430 754

NI* [ 030| 057 1,00 - | 031 058 430 711 | 031 059 4,92[ 676

N2 | 041] 1,07| 430818 041 080 4.3( 7g9| 041| 080] 4,30 7,70

N3 0,32| 0,60 1,00{821| 035| 0,69 43¢ 759 035| 0,68 5,29 730

N4 0,31| 0,59| 4,30/ 820| 031 059 43( gpo| 031 | 0,57 4,30 7,96
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Ryc. 12. Rozktad wielko czstek w wyjatlowionych termicznie 10% emulsjach
submikronowych: begrodka konserwujcego (E1) oraz z parabenami (N1, N3),
przechowywanych w temperaturze 4°C przez 12 gojesi

Obecndé¢ parabendw nie powodowata zmiany wiglkioczastek w emulsjach
submikronowychSrednia wielké¢ czastek fazy olejowej, zaréwno w 10%, jak i 20%
emulsjach, wynosita okoto 300 nm. Nie stwierdzozgstek osrednicy powyej 4,30
um (tabela 26). Jedynie w 20% emulsjach zawdesegh 1,2% lecytyny (E3*, N2)
mediana wielkéci czastek wynosita okoto 410 nm. Proces wyjatawianianieznego
nie zmieniat wielkéci czastek emulsji. Natomiast dwukrotne zkszenie catkowitej
ilosci parabendéw w emulsji N4 spowodowato znaczne zjsaeaie wielkdci czgstek
fazy olejowej (p<0,05). Metoda dodania parabendw esoulsji e novolub ex
temporé nie powodowata zmiany wielkoi czastek emulsji, co potwierdzono réwuie
obserwacjami mikroskopowymi (ryc. 13).

| N1*

Ryc. 13. Obraz mikroskopowy emulsji submikronoweyglarabenami dodanymi de novo (N1)
lub ex tempore (N1*) (znacznik skali 2@).
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Dwukrotne zwgkszenie stzenia lecytyny w 20% emulsjach powodowato
nieznaczne zmniejszenie wiellad czastek, niezalenie od obecni $rodkdéw
konserwugcych (emulsje E3* i E4 oraz N2 i N3). Nie stwierdmo zwkkszenia
wielkosci czgstek w obu rodzajach emulsji podczas przechowywgariaz 12 miescy
w temperaturze 4°C (tabela 26, ryc. 12).

W tabeli 26 podanavartos¢ pH emulsji po spormzeniu i po 12 miescach
przechowywania w temperaturze 4°C. Po sgtweniu pH emulsji wynosito okoto 5,5,
dlatego przed procesem wyjatawiania termicznegydm~vano pH do warkei okoto
8,0. Po wyjatowieniu termicznym obserwowano w enaals spadek warfoi pH o
okoto 1,5 jednostki, co jest zjawiskiem naturalmigstepujacym w tego typu uktadach
[36]. W emulsjach z parabenami spadek pH po wyjeoim w dizym stopniu zostat
zatrzymany i w emulsji zawiergjej najwiksze sizenie parabendéw (N4) obserwowano
najmniejszy spadek pH (tylko o 0,2 jednostki). Pxadc przechowywania przez 12
mieskcy (4°C) pH ulegto obreniu o 1 jednostk w emulsjach niezawiergych
srodkéw konserwujcych, a w emulsjach z parabenami tylko o 0,3 jetkios

W tabeli 27 przedstawiono waétm potencjatu zeta sporadzonych emuls;ji.
Emulsja submikronowa (10%), niezawiexa srodkow konserwujcych (E1),
sporadzonade novo charakteryzowata siujemnym potencjatem zeta (-68,5 mV),
ktory podczas przechowywania nie ulegt zmianie. Rampotencjatu zeta emulsji z
parabenami dokonywano po 12 miesich po sposdzeniu. Dodanie parabenow nie
zmienito potencjalu zeta. We wszystkich emulsjacpréoz z chlorkiem
benzalkoniowym, po 12 miegiach notowano nadal wysoki ujemny potencjat zeta
(od -48 do -69 mV). Najaszy wartcicig potencjatu zeta charakteryzowata smulsja
zawierajca podwoji ilos¢ parabendw (N4), jednak podobny potencjat zeta zzoie

w emulsji Ivelip zwieragcej mniejsz ilos¢ parabendw (N1*).

Tabela 27. Wptywrodkéw konserwycych na potencjat zeta [mV] emulsji submikronowych

Emulsie z parabenami Emulsje z chlorkiem
Czas 1€ 2P benzalkoniowym
badania| g1 | g4 | N1 | N1*| N2| N3 | N4| B1*| B2 | B3*
t=0 -68,5 - - - - - - -13,3| -36,9 | +20,9
t=12m | -67,3| -66,2 | -69,2| -47,9 -67,2-58,3 | -49,9 - - +9,8

90



Dorota Witrébska —Swietlikowska WYNIKI

Dystrybucja parabenéw w fazach emuls;ji

Ultrawirowanie (Metodyka p. 9.4.a) emulsji submikosvych powodowato
rozdziat na fazy: olejow migdzyfaz z zagszczom fazgz emulsyjm, ,wodno-
liposomalno-micelarsi (,w-I-m”) oraz liposomalrn (ryc. 14).

Fazy:

olejowa

miedzyfaza i
zageszczona emulsja

,wodno-liposomalno-
micelarna”

liposomalna

Ryc. 14. Rozdziat faz uzyskany po ultrawirowaniwlsimsubmikronowych: a) 10% oleju
sojowego i 1,2% lecytyny oraz b) 20% oleju sojow2déo lecytyny.

W emulsjach 20% wydzielito siwiecej oleju ni w emulsjach 10%, a warstwa
micdzyfazy byta wgksza i bardziej sztywna. Niezatde od rodzaju emulsji
uzyskiwano klarows faze wodrg zawierajca frakcje liposomalno-micelarm Przy dnie
probéwki obserwowano niewielki zelowany osad fosfolipidowy (,liposomalny”),
ktory byt zdecydowanie wkszy w emulsji zawieragej 2,4% lecytyny.

Podczas pobierania fazy ,w-I-m” dochodzito dodatkodo zanieczyszczenia tej
fazy zagszczon emulsj.

Poddagc emulsje submikronowe ultrafiltracji (Metodyka [9.4.b) bez
wstepnego ultrawirowania otrzymywano klarogvrfazz wodra w ilosci zaledwie
10-20yul. Lepsze efekty dawata ultrafiltracja uzyskanejybibawirowaniu fazy ,w-l-m”
(metoda uf). Podobnie, niewielkie §lm fazy wodnej uzyskiwano z pozostatych
uktadow dyspersyjnych, a wi faz wodm, niezalenie od rodzaju ukfadu,
otrzymywano metaglultrafiltracji (metoda uf).

Zawartg¢ parabenéw w fazie ,w-I-m” oraz w fazie wodnej odmono do ich
catkowitej zawartéci w uktadzie. Eksperymentalnie potwierdzonge zawartéé
parabendw w emulsjach submikronowych byta w zakr8§,5-104,4% (paraben M) i
94,2-106,0% (paraben P).
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W fazie ,w-I-m”, uzyskanej w wyniku ultrawirowanieamulsji (metoda uw), w
zaleencsci od sktadu emulsji, wykryto 23-39% parabenu Mzo£a5-11% parabenu P
(ryc. 15). Zawart& w fazie wodnej pozbawionej struktur submikronowystizymanej
metod, ultrafiltracji (metoda uf), wynosita 17-34% paraloeM oraz zaledwie 2,3-6,0%
bardziej lipofilnego parabenu P (log P 2,98).

(" 45 ben M Ouw (45 )
paraben - paraben P Ouw
40 ! Ouf 40 guf H
=1
2a 24,0
5 35 ] _|__ 35
31,2
[e] 30 4 1 |
§ T 26,6 £
8 25- o1 229 25 -
T
E 20 1 1] T17.2 20 -
X
< 15| - - - 15
g ° » 10,7
g o b H 10 o Tko
s a 5 «( o 31 25 T
’ 723
0 O Tl T T
\ N1 N2 N3 N4 ) \ N1 N2 N3 N4 )

Ryc. 15. Dystrybucja parabendéw w fazie ,w-I-m” uggsej metod ultrawirowania (uw) oraz
w fazie wodnej uzyskanej mejodiltrafiltracji (uf) emulsji submikronowych
réznigeych sg sktadem.

Stosujc metod ultrawirowania w fazie ,w-I-m” emulsji N1 (10% gle
sojowego 1,2% lecytyny) wykryto 36% parabenu M0%,parabenu P w stosunku do
ich catkowitej ilasci (ryc. 15), a ranice wynikap z wiekszej lipofilnasci parabenu P.
Rd&znice, dla parabenu M w zakresie 4,5-5,7% oraz dialpenu P 4,0-4,7%, oprdcz
emulsji N3 (0,2%), pomngdzy metodami ultrawirowania i ultrafiltracji, obn#z frakcje
parabendéw zawagtw ,strukturalnej fazie wodnej” (micele, nanaskki) oddzielanej
metod, ultrafiltracji. Wraz ze wzrostem zaréwno fazy olegj, jak i ilasci lecytyny,
obserwowano zmniejszenie zawddioobu parabenéw w fazie wodnej. Dwukrotne
zwiekszenie catkowitego @tenia obu srodkow konserwujcych w emulsji N4
praktycznie nie wptywato na ich dystrybacjo fazy wodnej.

W przypadku 10% emulsji (N1) badano wpltyw rozcieenia na zawarié
parabenéw w fazie wodnej. W tym celu poddawano afiltracji emulsg N1
nierozciéhczory oraz rozciaczory w stosunku 1:1 oraz 1:10 wg@doczyszczof
(ryc. 16). Zgodnie z przewidywaniem, istotny bytywe wspoétczynnika podziatu olej
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sojowy/woda na zawardé srodkoéw konserwujcych w fazie wodnej. Rozaiezenie

emulsji powodowato wzrost zawaétd obu parabendéw w fazie wodnej. Rozgieenie

w stosunku 1:1 nie powodowato takzgj raznicy w dystrybucji do fazy wodnej obu

parabendéw w poréwnaniu z rozatzeniem 1:10.

( 90 85:5 Orozcie nczonal:10 T
% 804 25 Orozcie Aczona 1:1
o 70 O nierozcie Aczona
@
S 60—
50,1
R 50 {— b
g 40 31,2 33,9
i) 30 A T -
K ,
Ok 20 104 , .
X 104 ]
=
~ o0 =
\_ paraben M paraben P _

Ryc. 16. Wplyw rozciezenia emulsji na zawadé parabendéw w fazie wodnej emulsji N1
uzyskanej metadultrafiltracji (uf).

Metoda wprowadzenia parabenéw M i P do emulsji skllmowychde novo
lub w wyniku rozpuszczenia w gotowym uktadzie (Mbtka p. 2.3.a) nie wptywa na

ich zawarté¢ w fazie wodnej uzyskanej metpdltrafiltracji, co obrazuje ryc. 17.

@ 90

[%] catkowitej zawarto $ci

&

80 -
70 1
60 -
50
40 A
30 A
20 A
10 A

855 852 O N1 \
| | J_ J_ DNl*
339325
1T
paraben M paraben P ~

Ryc. 17. Dystrybucja parabenéw w fazie wodnej gimutszcieiczonych 1:10) w zataasci od
sposobu wprowadzenisgrodkéw konserwygcych do uktadu de novo (N1) lub ex

tempore (N1*%).

Ze wzgkdu na wysipujace r&nice pomé¢dzy zawartéciag w fazie ,w-I-m” i w
fazie wodnej sprawdzano, czy parabeny nie ulegajpcji na gczku ultrafiltracyjnym.
Po trzykrotnej ultrafiltracji roztworu wzorcowegoagabenéw M i P, w sgteniu
podobnym do wykrywanego w fazie wodnej (Metodyk® ), stwierdzono 9,0g/ml
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parabenu M oraz 0,996g/ml parabenu P, co oznacza odzysk obu parabendéw
wynosit odpowiednio 100,0% oraz 99,6%.

Na podstawie oznaczonych zawacigparabenow w fazie ,w-I-m” oraz w fazie
wodnej, korzystajc z modelu matematycznego (Metodyka p. 9.7), obihoz
dystrybucg obu srodkdéw konserwujcych pomgdzy pozostate fazy emulsji
submikronowych. W tabeli 28 przedstawiono frgkgarabendéw w fazach emulsiji..

Tabela 28. Dystrybucja parabenéw peddy fazy emulsji submikronowycfrednia + SD,

n =5-10)
. Frakcja w Fr_akqa w fazie Frakcjaw | Frakcjaw
Emulsja . .| liposomalno- . . | :
. fazie wodnej : . fazie olejowej| miedzyfazie
submikronowa micelarnej
(Fu) . (Fo) ()
( Im)
Paraben M
N1 31,2:3,0 3,419 21,%#2,0 44,541
N2 22,222 4,522 33,&3,4 39,63,4
N3 17,2¢1,0 6,a3,7 26,31,6 50,%1,7
N4 34,0t2,9 52,9 23,&1,9 38,&1,9
Paraben P
N1 4,6t0,6 3,31,0 33,225 58,23,3
N2 3,20,4 3,%0,4 51,&1,8 41,%2,8
N3 2,30,4 5%1,8 35,22,9 56,%2,5
N4 6,0:0,5 4,30,5 44,23,6 45,%3,6

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdgj ze paraben M ulega dystrybucji gtéwnie
pomkdzy fazy: wodg, olejowy oraz medzyfaz, natomiast jego udziat w fazie
liposomalno-micelarnej jest niewielki (3,4-6,0%)atdmiast bardziej lipofilny paraben
P ulega przede wszystkim dystrybucji peday faz olejowg oraz m¢dzyfaz, a jego
udziat w fazie wodnej i liposomalno-micelarnej jgsirownywalny i niewielki (tabela
28). Frakcg powyzej 50% obu parabendw stwierdzono wedayfazie emulsji N3 (20%
oleju 2,4% lecytyny), a parabenu P zaekw emulsji N1 (10% oleju 1,2% lecytyny).
Natomiast w fazie olejowe] powg] 50% byto tylko parabenu P w emulsji N1.
Dwukrotne zwgkszenie catkowitego stenia obu parabendéw w emulsji N4
powodowato zmniejszenie frakcji parabendéw wedaiyfazie, natomiast w pozostatych
fazach obserwowano niewielki wzrost zawéctgparabenéw w poréwnaniu z emalsj
N1.
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>

Z chlorkiem benzalkoniowym spa@zono emulsje submikronowe oraz emylsj
tradycyjrg (Metodyka p. 2.3.b).

Ocena fizykochemiczna emuls;ji

Obecnaé¢ chlorku benzalkoniowego w niektérych uktadach pdowata
wysfgpienie zmian wizualnych. Podczas przechowywania w emulsjach
submikronowych zawieragych 0,2 mg/g chlorku benzalkoniowego (B3*, BT)
obserwowandmietankowanie po 6 miegiach (4°C), a emulsja tradycyjna (tBT) ulegta
rozwarstwieniu ja po jednym miegcu. W pozostatych emulsjach nie notowano
zadnych zmian wizualnych.

Sporzdzone emulsje submikronowe zawigcg chlorek benzalkoniowy, w
zaleenosci od metody spomgizenia emulsji, znacznie adity sie migdzy solby
wielkoscia czastek (tabela 29). Sposgzlzagc emulsje submikronowe z chlorkiem
benzalkoniowym metedde novo(B2, BT) uzyskiwano nieznacznie gitsze czastki -
mediana wielkéci czgstek w uktadach niewyjatowionych wynosita okoto 4066, w
poréwnaniu z emulsjami spadzanymiex temporeW emulsjach Ivelip w obecKoi
chlorku benzalkoniowego (B1*, B3*) mediana wiedkd czgstek nie ulegta zmianie i
wynosita 290 nm. W emulsji tradycyjnej (tBT) (otreagnej bez homogenizacji
wysokocknieniowej) miediana wielkiwi czastek wynosita okoto 4,1&m, a 90%
czastek miato wielké¢ ponizej 15,3um (ryc. 18, tabela 29).

W tabeli 29 przedstawionpH emulsji z chlorkiem benzalkoniowym. Chlorek
benzalkoniowy w stzeniu 0,005% (w/w) w emulsji submikronowej Ivelip 1B nie
powodowat zmiany pH, natomiast weatniu 0,02% (B3*) obriyt pH 0 0,6 jednostki.
Wyjatawianie emulsji Ivelip z chlorkiem benzalkonigm (B1* i B3*) praktycznie nie
zmieniato wartéci pH (spadek odpowiednio o 0,23 i 0,11 jednostilatomiast w
emulsjach spogdzanych de novep pomimo korekty pH do okoto 8,0, notowano
wigckszy spadek pH (o okoto 0,7 jednostki). Po wyjalmu w tych emulsjach,
niezalenie od rodzaju emulgatora, pH wynosito okoto 7,26.
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Tabela 29. Wielk@ czstek im] w emulsjach submikronowych oraz w emulsji traghys
(tBT) zawieragcych chlorek benzalkoniowy

t=0 =6 m (4°C)
Chlorek - -
Emulsia | Emulgator | benzalk. | W Wielkos¢ czgstek = Wielkos¢ czgstek
%] 405 do9) dmaxl | d0.5) d(0.9) d max

Emulsje submikronowe

B1* | Lecytyna | goos | W | 029 051| 081] 7,65| 029] 053 048]

jajowa nw| 029 | 051| 0,81 7,88| 0,29, 0,54/ 0,81
o, | Leovyma| oo1 | W | O072] 116] 072 722] - - -

jajowa nw| 042 | 086| 0,42 7,89 - - -

Jajowa nw| 029 | 054 0,81 7,34| 0,35| 0,83 12,2

Polisorbat| 0 02 w | 0,87 | 1,53| 8,04 7,25 - - -
80 nw | 0,37 | 0,87| 4,92 7,99 - - -
Emulsja tradycyjna

, w | 462 171] 24,9 7,31 - - N
tBT Polisorbat| 0 02
80 nw | 418 | 153] 24,9 8,00 - - N

BT

w — wyjatowione; nw — niewyjatowione

20 % 100

Emulsja .
A7 sUbmikronowa L
A 60
10. 0
Emulsja K
At radycyjna

0.1 10 100 100.0

Particle Diameter (um.)

Ryc. 18. Wielk@ czstek pm] w emulsji: submikronowej oraz tradycyjnej,
zawierapcych chlorek benzalkoniowy (0,2 mg/qg).

Proces wyjatawiania emulsji z chlorkiem benzalkewym sporadzonychde
novo powodowat zwgkszenie sredniej wielk@ci czgstek do 720 nm w emulsji z
lecytymg (B2) oraz do 870 nm w emulsji z polisorbatem 80 )YBryc. 19). Natomiast
nie notowano zmian wielkoi czastek w emulsji zawieragej najmniejsze stenie

chlorku benzalkoniowego (B1*) (tabela 29).
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Ryc. 19. Wptyw procesu wyjatawiania termicznegomekas¢ czstek pm]
emulsji submikronowej z polisorbatem 80 (BT).

Potencjat zeta mierzono w tylko emulsjach submikronowych z lecoyty
Dodanie chlorku benzalkoniowego do emulsji spdeonejde novo(B2) powodowato
zmniejszenie ujemnej wadc potencjatu zeta do -36,9 mV (tabela 27). Podebmi
emulsjach Ivelip notowano zmniejszenie ujemnej véaitpotencjatu zeta w zataosci
od catkowitego stzenia chlorku benzalkoniowego. W emulsji zawigeaj 0,005%
chlorku benzalkoniowego (B1*) potencjat zeta wyhodi3,3 mV, natomiast przy
stezeniu tegosrodka konserwuagcego 0,02% (B3*) nagpita inwersja tadunku do

wartasci potencjatu zeta + 20,9 mV.

Dystrybucja chlorku benzalkoniowego w emulsjach

Na ryc. 20 przedstawiono rozdziat faz uzyskany pwawirowania emulsji
submikronowe] oraz tradycyjnej z polisorbatem 80oz&iat faz uzyskany po
ultrawirowaniu emulsji submikronowych zawiegeych lecytyr byt identyczny z
przestawionym na ryc. 14 (str. 91).

W wyniku ultrawirowania emulsji submikronowej z marbatem uzyskiwano
rozdziat na 2 fazy: mdzyfaz oraz faz ,wodno-liposomalno-micelagi. Brak fazy
olejowej przy stosowanej gutkosci ultrawirowania swiadczy o duaej stabilndci
emulsji. W emulsji tradycyjnej z polisorbatem uzgmshk rozdziat na trzy fazy: olejew

migdzyfaz i ,wodno-liposomalno-micelagi (ryc. 20).
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Emulsja submikronowa (BT) Enauteadycyjna (tBT)
Fazy:
olejowa
miedzyfaza
~,wodno -

liposomalno-
micelarna”

Ryc. 20. Rozdzial faz w emulsji submikronowejdytcgjnej z polisorbatem po ultrawirowaniu.

Podobnie, jak w emulsjach z parabenami, pagdbpzpéredniej ultrafiltracii
emulsje z chlorkiem benzalkoniowym, uzyskiwano nedky ilos¢ fazy wodnej (okoto
10 ul), dlatego stwierdzonoze korzystniejsze jest przed ultrafiltracgtosowanie
ultrawirowania.

Na ryc. 21 przedstawiono zawaitachlorku benzalkoniowego w fazie ,wodno-

liposomalno-micelarnej” (,w-lI-m”, metoda uw) oraz fazie wodnej emulsji (metoda

uf).

E 120 A
= 100,0
2 Lo 86,1 LT | Quw
§ 80 | L] | uf
©
N
) 60
E 37.5 423
g 40 46,7 1|
[
(&)
T 20 -
= 8,0 74
24 0,5 0,2 y
0 ]| N
\ B1* B2 B3* BT BT ~

Ryc. 21. Zawartf¥ chlorku benzalkoniowego w fazie ,w-I-m” (metoda)uwaz w fazie wodnej
(metoda uf) emulsji submikronowych (B1*, B2, B3F) Btradycyjnej (tBT).

W emulsjach submikronowych zawiegeych lecytyr wraz ze wzrostem
catkowitego sizenia chlorku benzalkoniowego (emulsje B1*, B2, B3Wickszata s
jego zawarté¢ w fazie ,w-I-m” odpowiednio z 29% do 42%. Jak przéywano,
dystrybucja chlorku benzalkoniowego zmienita wi przypadku zastosowania, zamiast
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lecytyny, polisorbatu 80 (BT) — dwukrotnie wzrogégo zawarté¢ w fazie ,w-lI-m”
(poréwnanie z emulgjB3*).

Obserwowano bardzo de raznice w zawartéci chlorku benzalkoniowego w
fazie ,w-I-m” oraz w fazie wodnej (ryc. 21). Zastoganie ultrafiltracji znacznie
(p<0,05) zmniejszyto zawardé chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej, w zalasci
od catkowitego stzenia tegasrodka konserwucego, do wartei 2,4% w B1*, a nawet
ponizej 1% w emulsjach B2 oraz B3*. Natomiast w obdcngolisorbatu w fazie
wodnej wykrywano okoto 7,7% chlorku benzalkoniowegiezalenie od wielkdci
kropli fazy olejowej emulsji (BT i tBT). W emulsfjradycyjnej (tBT) cata ilé¢ chlorku
benzalkoniowego byla obecna w fazie ,w-I-m”. Niewgrdzono rénic istotnych
statystycznie (p<0,05) w dystrybucji chlorku bekoaliowego pomidzy emulsjami
wyjatowionymi i niewyjatowionymi, dlatego przedsteme wyniki g sredng z
uktadow wyjatowionych i niewyjatowionych.

Wyniki zawartéci w fazie wodnej odnoszono do catkowitegezehia chlorku
benzalkoniowego w emulsjach. Eksperymentalnie potiziono,ze zawarté¢ chlorku
benzalkoniowego w emulsjach, w zaiesci od calkowitego stzenia tegosrodka
konserwugcego, wynosita 86-100%. Wyniki uzyskano z dwochauza.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, z  wykorzystaniem odeiu
matematycznego (Metodyka p. 9.7), obliczono dystcyb chlorku benzalkoniowego
pomiedzy fazy badanych emulsji: submikronowych i traggey (tabela 30).

Tabela 30. Dystrybucja chlorku benzalkoniowego pday fazy emulsji: submikronowych i
tradycyjnej frednia £ SD, n = 5-10)

Frakcja w Fr_akqa w fazie Frakcja w Frakcja w
liposomalno-

Emulsja| Emulgator | fazie wodnej : . fazie olejowej| miedzyfazie
micelarnej
(Fw) (Flm) (Fo) (Fi)

Emulsje submikronowe

B1* 2.4+01 22.9+0.7 0,3+0.1 74.540.6

B2 Lecytyna 0,5+0.0 32,940,2 0,140,0 66,620,2
jajowa

B3* 0,240,0 37,9+0.8 0,1+0,0 61,8+0,8

BT | Polisorbat 80|  8,0+0,2 69,0+0.7 1,0+0,0 21.,1+0J9

Emulsja tradycyjna

tBT Polisorbat 80 7,35+0,69 82,2+0,5 0,9+0,1 9,5+0,4
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W emulsjach submikronowych chlorek benzalkoniowggalt dystrybucji przede
wszystkim do mgdzyfazy (ponad 60%) oraz w mniejszym stopniu dg fggposomalno-
micelarnej (23-38%) (tabela 30). Zgsenie lecytyny polisorbatem przestm
dystrybucg chlorku benzalkoniowego gtéwnie do fazy liposoneamicelarnej (70%).
Niezalenie od rodzaju emulsji, chlorek benzalkoniowy pyaknie nie ulegat
dystrybucji do fazy olejowej (frakcja pom@j 1%). W emulsji tradycyjnej (tBT) chlorek
benzalkoniowy byt zlokalizowany przede wszystkimfazie liposoamlno-micelarnej
(82%), natomiast w fazie wodnej i ¢gdizyfazie obserwowano nieglui porownywalrn
jego zawartéc (okoto 8%).

Sprawdzano czy micele tworzone przez chlorek bé&onadwy ulegag
ultrafiltracji przez gczek ultrafiltracyjny Microcon YM-100 (Metodyka p9.6).
Poddagc ultrafiltracji roztwory chlorku benzalkoniowego sizeniu zblzonym do
wykrywanego w fazie wodnej emulsji (1@/ml) oraz powyej krytycznego stzenia
micelarnego (10 mg/ml) odzyskiwano odpowiednio 96% 97% chlorku
benzalkoniowego. Oznacza ta micele tworzone przez chlorek benzalkoniowyna
tyle mate, ze ulega ultrafiltracji. Jednoczanie mana stwierdzi, ze chlorek

benzalkoniowy nie ulega sorpcji ngcgku ultrafiltracyjnym.

W tabeli 15 (str. 66) przedstawiono skiad emulgiwierapcych Phenonip
(8 mg/ml), ktére wykonano zgodnie z Metodydpisan w p. 2.3.cC.

Ocena fizykochemiczna emuls;ji

Emulsje submikronowe byty biate i homogenne. Doddpinenonipu do emulsji
nie powodowatazadnychzmian wizualnych emulsji. Barwa oraz konsystencja emulsji
tradycyjnych ranity si¢ w zalenosci od rodzaju emulgatora: emulsje z polisorbatem
oraz poloksamerem byty biate i ptynne, a emulsjenetyloceluloz i karbomerem
(pseudoemulgatorami) byly potprzezroczyste i charykzowaly st zwickszony
lepkdcia.

Na ryc. 22 porownanoobrazy mikroskopowe emulsji submikronowej i

tradycyjnej z Phenonipem.
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Ryc. 22. Emulsje stabilizowane polisorbatem 80 enBhipem (8,0 mg/g): a) submikronowa
(BT), b) tradycyjna (tBT) (znacznik skali i®).

W obrazie mikroskopowym emulsji submikronowych absBvano
rownomierne rozproszenie gstek o wielkdci ponizej 1 um. Emulsje tradycyjne
charakteryzowaly si znacznie wjkszymi rozmiarami  kropli  olejowych
(ryc. 22). W obrazie mikroskopowym w emulsjach agmbatem lub poloksamerem w
polu widzenia byty czstki o wielkaci 10 um, natomiast w emulsjach z metyloceluloz
lub  Carbopolem wiksza¢ kropli olejowych miatla wielké¢ powyzej
60 um.

Dodanie Phenonipu nie powodowato zmianrazkiadzie wielkosci czastek

emulsji submikronowych, co obrazuje ryc. 23.

2 — % — 100 20 % 100
10% emulsje p0 20% emulsje 0
) 0
‘ ‘ 10 ‘ ‘ 70
P El ) / E3* oo
10 0 10 e 50
/ ‘/ T T
) * 40
- P1 // P2
50 130
A/ Vg
bo 7))
110 110
0 \ 0 0 0
1 0 100 1000 1 10 100 1000
Particle Diameter (um.) Particle Diameter (ym.)

Ryc. 23. Rozklad wielkoi czstek w emulsjach submikronowych stabilizowanygjtyeg. bez
srodka konserwujcego (E1, E3*) oraz z Phenonipem (P1, P2*).
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W tabeli 31 oraz na ryc. 24 i 25 przedstawiono fadi wielkdci czastek w

emulsjach w zaleoici od wytego emulgatora orazggenia oleju.

Tabela 31. Wielk@ czstek [pm] oraz pH emulsji z Phenonipem (0,8 mg/g)

Particle Diameter (um.)

_ | Wielko$é czastek pH
Emulsja Emulgator d(0.5) d0.9) | nw W
Emulsje submikronowe
P1 o 0,32 0,61 8,03 | 7,85
Lecytyna jajowa
p2* 0,32 0,62 B 7.18
P3S Lecytyna sojowa 0,49 088 | 801 | 7,76
PAT 0,47 0,91 8,05 | 7,83
PET Polisorbat 80 134 16 813 | 7.60
P6P Poloksamer 0,30 0,56 | 8,04 | 7,60
Emulsje tradycyjne
tPT Polisorbat 80 5,28 13,07 | 8,03 -
tPP Poloksamer 6,27 1295 | g 14 | 7,87
tPM Metyloceluloza 68,10 77,69 | 806 -
tPC Carbopol 64,29 77,09 - -
20 % 100
P6F {0
&1 b1 i
L~ E {70
’\A/ P3 o
- PAT
10 50
440
130
120
{10
0 0
0.1 1.0 10.0 100.0

Ryc. 24. Rozktad wielka czstek emulsji submikronowych (10%) z Phenonipemigdych s¢
rodzajem emulgatora.
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Ryc. 25. Rozktad wielka czstek w emulsjach submikronowych (P4T, P6P) i
tradycyjnych (tPT, tPP) stabilizowanych polisorlratiib poloksamerem.

Mediana wielkdci czgstek emulsji z Phenonipem stabilizowanych lecytyn
jajows (P1, P2*) i poloksamerem (P6P) wynosita okoto Bif) natomiast w emulsjach
stabilizowanych lecytyn sojowy (P3S) oraz polisorbatem (P4T) bytacksza i
wynosita okoto 480 nm (tabela 31). Nagkszy wielkos¢ czstek (1,34 um)
obserwowano w 20% emulsji stabilizowanej polisoeba{P5T).

W emulsjach tradycyjnych obserwowano znacznigks# wielkos¢ czastek. W
emulsjach stabilizowanych polisorbatem (tPT) lulbogsamerem (tPP) potowa gstek
miata wielka¢ okoto 600 nm, a 90% eggtek byto poniej okoto 13 um. Emulsje
zawierajce pseudoemulgatory (tPM, tPC) charakteryzowaty jsszcze wikszymi
rozmiarami c3stek (mediana okoto 66um), ktorych obecn@& potwierdzono
obserwacjami mikroskopowymi.

Dodanie Phenonipu do emulgjie powodowato zmianyartosci pH. Po
wyjatowieniu termicznym we wszystkich emulsjach efvgowano obrienie pH o
okoto 0,33 jednostki (tabela 31), pomimo korekty pided tym procesem do okoto 8,0.
Niezaleznie od rodzaju emulgatora waséopH emulsji po wyjatowieniu wynosita 7,18-
7,87.

Oprocz emulsji z poloksamerem (tPP), emulsji trgghyech nie wyjatawiano
termicznie ze wzgdu na wysfpujacy rozdziat faz po tym procesie.

Badanialepkosci kinematycznej dotyczyty emulsji z Phenonipem (P1, P2%).
Dodanie Phenonipu do emulsji 10% (P1) powodowalewrglki wzrost lepkéci
kinematycznej o 0,10 jednostki (w porOéwnaniu z espuhiezawierajca srodkow
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konserwujcych) do wartéci 1,27 mni/s. Obecné Phenonipu w emulsji 20% (P2¥)
nie zmieniata lepkéi emulsji, ktéra wynosita 1,96 nfits.

Dystrybucja Phenonipu w emulsjach

W celu otrzymania fazy wodnej emulsje ultrawirowamyskujc rozdziat faz
podobny, jak w emulsjach z parabenami lub chlorkieemzalkoniowym (ryc. 14,
ryc. 20). Osad fosfolipidowy, obserwowany w emudhjatabilizowanych lecyty, nie
wystepowat w emulsjach z pozostatymi emulgatorami. W lsinez metyloceluloz
(tPM) byto mniej me¢dzyfazy, a najwicej wydzielito s¢ oleju. W emulsjach
submikronowych z polisorbatem 80 (P4T, P5T) nie zdbsdo wydzielenia fazy
olejowe.

W badaniu rzeczywistej zawasth srodkow konserwujcych w emulsjach,
niezalenie od rodzaju emulgatora ic¢genia fazy olejowej, wykryto 96-100%
fenoksyetanolu oraz parabendéw A i P. Jedynie, wgadku parabenu M, wykryto 83-
87% tegasrodka konserwucego. Wyniki uzyskano z dwoch oznatize

Na ryc. 26-29 przedstawiono zawddb poszczegodlnych sktadnikéw
Phenonipu w fazie ,wodno-liposomalno-micelarnej’efimda uw) oraz w fazie wodnej
(metoda uf) emulsji submikronowych oraz tradycyjmycW tabelach 32-35
przedstawiono wyniki uzyskane z wykorzystaniem nwaeatematycznego (Metodyka
pkt. 9.7) obrazujce dystrybugj sktadnikdw Phenonipu porazy cztery fazy emulsiji.
Nalezy zauway¢, ze w emulsjach z pseudoemulgatorami faza liposoraalicelarna
nie zawierata miceli (brak surfaktantu), ale mogl¢ w niej obecne inne struktury

submikronowe.

Fenoksyetanol

Sparéd  badanych srodkédw  konserwujcych, kedacych —skfadnikami
Phenonipu, najwcej w fazie ,wodno-liposomalno-micelarnej” emulgfnetoda uw)
wykrywano fenoksyetanolu (57-87% catkowitej zawsatp W fazie wodnej emulsji
pozbawionej struktur micelarnych (metoda uf) zaw&rtenoksyetanolu wynosita (43—

86%), w zalenosci od rodzaju emulgatora (ryc. 26).
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Ryc. 26. Zawart® fenoksyetanolu w fazie ,w-I-m” (uw) i fazie wodnéjif) emulsji
submikronowych oraz tradycyjnych.

Obserwowano zmniejszenie zawddidenoksyetanolu w fazie wodnej wraz ze
wzrostem ildci oleju w emulsjach (P1 i P2* oraz PAT i P5T) (rg6). Oddzielenie
frakcji liposomalno-micelarnej tylko w niewielkimtapniu zmniejszyto zawargé
fenoksyetanolu w fazie wodnej, a w emulsji stabivanej Carbopolem (tPC) wykryto
poréwnywalra zawartd¢ tego srodka konserwucego stosuc obydwie metody.
Natomiast w obecrioi polisorbatu (P4T, P5T) obserwowano bardzaydudziat
fenoksyetanolu w strukturach nieuleggjch ultrafiltracji, ktéry ulegt dalszemu
zwigckszeniu wraz ze wzrostem kropli fazy olejowej (tPT)

W tabeli 32 przedstawiono dystrybeicjfenoksyetanolu porailzy fazy
sporadzonych emulsji. Z wyjtkiem emulsji z polisorbatem, niezatée od rodzaju
emulsji, w fazie liposomalno-micelarnej zlokalizavea bylo poniej 8%
fenoksyetanolu. W fazie tej w emulsjach submikropdwz polisorbatem (P4T, P5T)
wykryto okoto 18% fenoksyetanolu, a w emulsji tragipej nawet 30% tegérodka
konserwugcego. W fazie olejowej 10% emulsji wykrywano 11-2@@moksyetanolu,
natomiast wraz ze wzrostem §t oleju frakcja ta ulegta zwkszeniu do 28% w P5T
oraz do 32% w P2*. W 10% emulsjach submikronowycmiadzyfazie znajdowato si
17-24% fenoksyetanolu. Zarbwno wzrost fazy olejowjek i wielkasci czastek,
powodowat zmniejszenie frakcji fenoksyetanolu w edayfazie poniej 11,5%.
Natomiast w mydzyfazie emulsji z Carbopolem (tPC) nie stwierdzamimecndci

fenoksyetanolu.
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Tabela 32. Dystrybucja fenoksyetanolu painy fazy emulsji submikronowych i tradycyjnych
(srednia £SD, n = 3)

. Frakcja w fazie . .
_ Frakcja w linosomalno- Frakcja w Frakcja w
Emulsia| Emulgator | tazie wodnej| 'Po | fazie olejowej | miedzyfazie
micelarnej
(Fw) (Fo) (F)
(Flm)
Emulsje submikronowe
P1 58,4+0,5 7,1+34 16,9+0,1 17,7 + 3|0
Lecytyna jajows
p2* 53,0 £1,3 11,0+0,7 32,0 0,9 9,2+0,p
P3S Lecytyna 58,2+ 0,6 1,3+0,1 16,7 £0,2 23,8+ 0|6
sojowa
PAT 49,2 +0,6 17,7+0,6 14,2+0,2 18,9+ 0|1
Polisorbat 80
P5T 43,3+£0,6 191+1,1 28,1+0,4 95+0,p
P6P Poloksamer 599+1,2 56+%3,2 17,3+0,8 17,20t P
Emulsje tradycyjne
tPT Polisorbat 80 50,8 £0,3 30,3+0,5 14,7+0,1 #(29
tPP Poloksamer 69,0 +0,6 7,7+0,5 19,9+0,2 3,43t Q,
tPM | Metyloceluloza| 63,6 +2,4 6,6 +4,2 18,4 +0,7 1454
tPC Carbopol 86,5+0,9 2,1+0,6 11,3+0,3 0,1+0,9
Paraben M

W fazie wodnej emulsji submikronowych (metoda uBnaczono 18-30%

catkowitej zawartéci parabenu M, natomiast w emulsjach tradycyjnyewartcé

parabenu M byta wasza i wynosita 35-44% (ryc. 27). W emulsjach z gaibatem 80

obserwowano bardzo #de r&znice zawartéci parabenu M w fazie wodnej (metoda uw)

i w fazie ,w-I-m” (metoda uf). W przypadku pozosteh emulsji régnice te byty

niewielkie.
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Ryc. 27. Zawart@* parabenu M w fazie ,w-I-m” (uw) i w fazie wodnepf( emulsji
submikronowych i tradycyjnych.

W fazie liposomalno-micelarnej emulsji zamdtei byto pontej 6% parabenu M
(tabela 33), z wyjtkiem emulsji tradycyjnej z poloksamerem (tPP) (31¥&az emulsji z
polisorbatem (P4T, P5T, tPT). W emulsjach z pobstem w fazie liposomalno-
micelarnej byto a 31-41% parabenu M. W fazie olejowej zlokalizowdnyto 15-30%
parabenu M, przy czym najgdej (35%) notowano w 20% emulsji z lecyiyjajows
(P2*). Wzrost sfzenia oleju powodowat zwkszenie frakcji parabenu M w fazie
olejowej. W emulsjach submikronowych stabilizowamytecytyry (P1, P3S) lub
poloksamerem (P6P) okoto 50% parabenu M zlokalimevayto w mé¢dzyfazie.
Paraben M w mniejszym stopniu ulegat dystrybucji daigdzyfazy emulsji
submikronowych z polisorbatem (21-31%). W porOéwnoaniz  emulsjami
submikronowymi, w midzyfazie emulsji tradycyjnych wykrywano mniejszawartd¢
parabenu M, a w obecém polisorbatu zawartg ta byta nawet ponej 1,5%.
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Tabela 33. Dystrybucja parabenu M pedry fazy emulsji submikronowych
i tradycyjnych {rednia + SD, n = 3)
Frakcja w Fr_akqa w fazie Frakcja w Frakcja w
: : .| liposomalno- . ) A .
Emulsja Emulgator fazie wodnej : : fazie olejowej| miedzyfazie
micelarnej
(Fu) - (Fo) (F)
( Im)
Emulsje submikronowe
P1 27,8+0,6 51+0,2 18,9+0,4 482+ 1)1
Lecytyna jajowa
p2* 23,0+1,4 39+14 352+2,0 37,9+21
P3S | Lecytyna sojowa 25,8+0,3 1,1+0,3 17,5+0,2 55,6 £ 03
PAT 215+0,5 32,9+0,3 145+0,3 31,1+0
Polisorbat 80
P5T 18,0+ 0,6 31,2+0,1 27,5+1,0 233+1
P6P Poloksamer 29,9+ 0,6 3,2+0,3 20,3+04 46,67+ 0
Emulsje tradycyjne
tPT | polisorbat80 | 34,7+13 41,2 +2,9 226+00  AH6
tPP Poloksamer 395+1,2 11,0 £2,7 26,8+0,8 22160
tPM Metyloceluloza 436+1,8 54+35 296+1,2 24 4.5
tPC Carbopol 41,4+0,6 2,2+0,5 280+04  284+1
Paraben A

W poréwnaniu z parabenem M w fazie wodnej i w daziv-lI-m” wykrywano

mniejsz zawartd@¢ bardziej lipofilnego parabenu A. W fazie wodnej wdsii

submikronowych (metoda uf) wykrywano 10-17%, a wuésjach tradycyjnych 19-25%

parabenu A (ryc. 28, tabela 34), w zalesci od rodzaju emulgatora i wielka czstek

fazy olejowe;.

Podobnie, jak w przypadku wéziej omawianych skladnikéw

Phenonipu, w emulsjach z polisorbatem 80 obserwoveang zawartdci parabenu A

w strukturach nieulegagych ultrafiltraciji.
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Ryc. 28. Zawart@ parabenu A w fazie ,w-I-m” (uw) i w fazie wodnef) emulsji
submikronowych i tradycyjnych.

Tabela 34. Dystrybucja parabenu A pedry fazy emulsji submikronowych i tradycyjnych
(srednia £SD, n = 3)

. Frakcja w fazie . .
Frakcja w i Frakcja w Frakcja w
. . . iposomalno- : : o :
Emulsja | Emulgator fazie wodnej . . fazie olejowej| miedzyfazie
micelarnej
(Fw) (F ) (Fo) (Fi)
Im
Emulsje submikronowe
P1 Lecytyna 15,4+0,2 3,5+0,8 32,1+0,3 49,0+ 043
po* jajowa ) ) 3 3
Lecytyna
P3S sojowa 135+0,1 0,1+0,0 28,1+0,1 58,3+ 0)2
PAT 12,3+0,2 36,0+1,1 25,1+ 0,4 26,0 £ 0J5
Polisorbat 80
P5T 9,7+0,7 36,0+6,7 455+3,1 8,8+29
P6P Poloksamer 170+1,2 3,8+£18 356+2p6 43,64 5
Emulsje tradycyjne
tPT | Ppolisorbat 80| 18,8+2,6 415+37 392+35  HE2
PP Poloksamer 23,7+0,5 93+18 49,4+00 17,602
tPM | Metylocelulozal 25,1 +1,7 73+3,7 525+36 151 +3M4
tPC Carbopol 19,8 +0,5 0,8+0,1 41,4+1,0 38,0+ 1,6
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Frakcja parabenu A w fazie liposomalno-micelaresjulsji byta niewielka i
wynosita 0,1-9,3% (tabela 34), oprécz emulsji zgwbatem. Zawartg parabenu A w
fazie olejowej byla stosunkowo #a i wynosita 25-53% zakmie od rodzaju
emulgatora, a niezaileie od wielkdci kropli olejowych. W m¢dzyfazie okoto 50%
frakcji parabenu A byto w emulsjach stabilizowanytdcytyry (P1, P3S) oraz
poloksamerem (P6P), natomiast w pozostatych ukladaeierdzono 9-38% parabenu
A, a w emulsji tradycyjnej z polisorbatem (tPT) edvie 0,5% tegosrodka
konserwujcego. Podobnie, jak w przypadku pozostatych skbkami Phenonipu,

dystrybucja w emulsjach z polisorbatem byta odm&nn

Paraben P

W fazie wodnej emulsji oznaczano najmnigjszawart@¢ parabenu P,
najbardziej lipofiinego sktadnika Phenonipu (log2@8). W fazie wodnej emulsji
submikronowych zawaré tegosrodka konserwucego wynosita 2,5-5,5% catkowitej
zawartgci, natomiast w emulsjach tradycyjnych tylko niezzvée wecej (5,6-7,8%)
(ryc. 29). Podobnie, jak w przypadku pozostatyoidkdéw konserwujcych, niewielka
ilos¢ parabenu P ulegta zamkoiu w strukturach oddzielanych metodiltrafiltracji,

lecz wyptek stanowity emulsje z polisorbatem (okoto 40%).

(" 100 ) (100 )
emulsje submikronowe emulsje tradycyjne
90 90 -
- Ouw
5 80 80 Ouf |]
o 70 70
g
= 60 60 -
N 48,9
- 50 = 50 {42
= 38,6
g 40 = 40 -
S 30 30 {
S, 20 1 20 T
195 78 e TR
10 , 5,0 55 10 1 7,0 7.8 7.7 6,6
|'-=|5,1 o5 4542 31 |T| : |-=|__'__| 6 56
0 ‘H'-':“”" B = 0 =| ‘ |||
*
\_ P1 P2 P3S PAT P5T P6P ) \_ tPT tPP tPM tPC Y,

Ryc. 29. Zawart* parabenu P w fazie ,w-I-m” (uw) i w fazie wodnepf emulsji
submikronowych i tradycyjnych.
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Frakcja parabenu P obecna w fazie olejowej emhbiga najweksza (31-57%),
przy czym zwgkszata s} wraz ze wzrostem @tenia fazy olejowej, jak rownieze
wzrostem wielkéci czastek w uktadzie (tabela 35). Bardzo niewielka&dlparabenu P
ulegta dystrybucji do fazy liposomalno-micelarnd}-§,5%), z wyjtkiem emulsji
stabilizowanych polisorbatem, w ktorych w tej fabhgto & 37-42% parabenu P. W
emulsjach submikronowych (oprécz zawiecgch polisorbat) oraz w emulsji
tradycyjnej z Carbopolem (tPC) ponad potowa parab@nulegta dystrybuciji do
miedzyfazy. W emulsjach submikronowych z polisorbat¢R4T, P5T) wraz ze
zmniejszeniem iléci oleju malata frakcja parabenu P weneyfazie z 18 do 9%,
natomiast w emulsji tradycyjnej stabilizowanej tygmulgatorem (tPT) paraben P nie
ulegat dystrybucji do rmgdzyfazy. Tymczasem w emulsjach tradycyjnych z
poloksamerem (tPP) i metyloceluip@PM) w midzyfazie byto odpowiednio 29 i 33%

parabenu P.

Tabela 35. Dystrybucja parabenu P pedry fazy emulsji submikronowych i tradycyjnych
(srednia £SD, n = 3)

. Frakcja w fazie . .
Frakcja w linosomalno- Frakcja w Frakcja w
Emulsja | Emulgator |fazie wodnej PO . fazie olejowej | miedzyfazie
micelarnej
(Fw) (F ) (Fo) (Fi)
Im
Emulsje submikronowe

P1 Lecytyna 51+0,2 4,4 +£0,1 37,3x1,5 532+1J6
p2* jajowa 2,5+0,0 6,5+1,9 41,7+0,3 49,3+1)6
p3s | lLeywyna | 45501 0,0+0,1 31,1409 | 647+1)0

sojowa
PAT 50+0,1 40,6 £ 0,3 36,6 £+0,4 17,8 £ 0)7
Polisorbat 80

P5T 3,1+£0,2 36,6 +1,6 51,7+29 86+15

P6P Poloksamer 55+0,8 2,1+0,11 40,2 £ 5,5 52,21+ 6
Emulsje tradycyjne

tPT | polisorbat 80| 7,0+0,2 42,0+38 51,0 + 1,1 0m5%
tPP | poloksamer | 7,8+0,3 6,4+2,5 56,9+23 28915,
tPM | Metylocelulozd 7,7 0,2 3,0+0,9 56,7+1,4| 32,6+1[6
tPC Carbopol 5,6 +0,2 0,9+0,2 413+1,2 52,2+16

111



Dorota Witrébska —Swietlikowska WYNIKI

» Mieszanina chlorku benzalkoniowego z alkoholerg-fenyloetylowym

Emulsg zawierajca chlorek benzalkoniowy (0,2 mg/g), alkohop-
fenyloetylowy (5 mg/g) oraz EDTA (1 mg/g) spetdzono zgodnie z Metodykopisarn
w p. 2.3.d (tabela 16).

Ocena fizykochemiczna emuls;ji

Dodanie srodkéw konserwujcych (chlorku benzalkoniowego, alkoholgr
fenyloetylowego) oraz EDTA do handlowej emulsji llpe(10%) nie powodowato
zadnychzmian wizualnych.

W tabeli 36 oraz na ryc. 30 przedstawiono rozktaelkesci czastek olejowych

w sporzdzonej emulsji.

Tabela 36. Wielk& czstek um] oraz pH emulsji submikronowej, zawieregj chlorek
benzalkoniowy, alkohgi-fenyloetylowy oraz EDTA (emulsja BF)

_ Wielkos¢ czastek [um]
Emulsja BF pH
d0,5 d0,9 dmax
Niewyjatowiona 0,59 1,65 9,91 7,54
Wyjatowiona 1,04 1,94 9,91 7,45
20 % 100
wyjatowiona
— Yl

10

\: L niewyjatowion

0.1 0 10.0 100.0

o o & &S © © o o o

Particle Diameter (m.)

Ryc. 30. Wptyw procesu wyjatawiania termicznegavielkas¢ czstek w emulsji Ivelip (10%),
zawierapcej chlorek benzalkoniowy, alkohfenyloetylowy oraz EDTA (emulsja BF)

Medianawielkosci czastek niewyjatowionej emulsji BF wynosita 590 nm, a
90% cazstek miatosrednie ponizej 1,65 um. Po wyjatawieniu termicznym emulsji

notowano wzrost wielksei czastek (mediana 1,0dm) (tabela 36, ryc. 30).
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Obecné¢ srodkow konserwujcych, jak rownie proces wyjatawiania

termicznego, nie zmieniafyH emulsji(tabela 36).

Dystrybucja chlorku benzalkoniowego i alkoholup-fenyloetylowego w emulsiji

submikronowej (BF)

Chlorek benzalkoniowy

Na ryc. 31 przedstawiono zawaitochlorku benzalkoniowego w fazie ,wodno-

liposomalno-micelarnej” oraz w fazie wodnej emuBj.

4z . | ) 50 | N
5 41,3 Ouw S Ouw
40 - ® 40
- | uf o O uf
S G
g 3 = 30
T ©
N N
Lal >
£ 20 5 20
2 i) 13,2 123
§ 10 S 10
S 05 =

0 0
chlorek alkohol B-
\ benzalkoniowy ) \_ fenyloetylowy )

Ryc. 31. Zawart® srodkéw konserwygcych w fazie ,w-I-m” (metoda uw) i w fazie
wodnej (metoda uf) emulsji submikronowej BF.

Oddzielenie frakcji liposomalno-micelarnej od fazpdnej metod ultrafiltracji
powodowato znaczne zmniejszenie zawantochlorku benzalkoniowego w fazie
wodnej z wartéci 41,3% do 0,5%. Nie stwierdzono wptywu procesujahawiania
termicznego emulsji na dystrybgaghlorku benzalkoniowego. Chlorek benzalkoniowy
ulegt dystrybucji do midzyfazy oraz do fazy liposomalno-micelarnej. Zarownfazie
wodnej, jak i olejowej, byto ponej 0,5% tegadrodka konserwucego (tabela 37).

Poréwnujc uzyskane wyniki z emulsj zawierajca tylko chlorek
benzalkoniowy (B3*, ryc. 21) w tym samyme¢seniu (0,2 mg/g) stwierdzonae
obecné¢ alkoholu p-fenyloetylowego nie zmienia dystrybucji chlorku

benzalkoniowego.
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Tabela 37. Dystrybucja chlorku benzalkoniowego @tkoholus-fenyloetyloweg@omiedzy
fazy emulsji submikronowej BFr¢dnia £ SD, n = 3)

2 Frakcja w Fr_akcja i Frakcja w Frakcja w
Srodek . .| liposomalno- : A :
K ) fazie wodnej . - | fazie olejowej| miedzyfazie
onserwujacy (Fa) micelarnej (Fo) (F)
W, (Flm) (o) I
Chiorek 0,5+0,0 40,9 40,2 01£00| 585%0.
benzalkoniowy
Alkohol 12,2+0,1 0,2+0,3 1,8+0,0 85,0 £0,p
p-fenyloetylowy

Alkohol B-fenyloetylowy

Na ryc. 31 przedstawiono zawaitoalkoholu pB-fenyloetylowego w fazie
»,wodno-liposomalno-micelarnej” oraz w fazie wodrenulsji submikronowej BF.
Zawartg¢ alkoholu B-fenyloetylowego w fazie wodnej, niezateée od stosowanej
metody, byta poréwnywalna i wynosita okoto 13%. ©h&c frakcji liposomalno-
micelarnej nie wptywa na dystrybgcalkoholu B-fenyloetylowego. Nie stwierdzono
wpltywu wyjatawiania termicznego na dystrybgicglkoholu B-fenyloetylowego do
fazy wodnej.

Alkohol B-fenyloetylowy (log P 1,33) ulegat dystrybucji pdeewszystkim do
migdzyfazy (85%) i cgsciowo do fazy wodnej (12%) (tabela 37). Bardzo nédev
tego srodka konserwucego byto w fazie olejowej. Nie stwierdzono dysug
alkoholup-fenyloetylowego do fazy liposomalno-micelarnej dsyjiu

» Dfiugoterminowe  badanie trwaldci  fizykochemiczne]  emuls;i
submikronowych zesrodkami konserwujacymi

Trwatos¢ fizykochemicza emulsji submikronowych Ivelip 10% i 20% z
wybranymisrodkami konserwuacymi oceniano na podstawie analizy fizykochemicznej
prowadzonej po spagdzeniu oraz po 1, 3 i 6 migsach (4°C; 40°C) (Metodyka p. 7).
Badane uktady poddawano obserwacjom wizualnym iraskopowym, mierzono
wielkos¢ czgstek oraz pH.

W tabeli 38 przedstawiono wptyw warunkéw przechowywa oraz procesu
wyjatawiania termicznego na trwdtofizykochemiczig emulsji w obecngi srodkow

konserwugcych.
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Tabela 38. Ocena fizykochemiczna emulsji s®dkami konserwygicymi podczas
przechowywania przez 6 migsy
Bad. | Ivelip | W | temp t=0 t=1m t=3m t=6m
Ivelip10% i 20% niezawierajgce srodkéw konserwujacych
4°C 7,89 7,52 7,42 7,31
10% | W . _ ,
pH 40°C j-w. 7,58 nie badano 6,04
4°C 7,49 7,37 7,31 7,35
20% | w - ’ — ’
0 40°C jw. 7,35 nie badano 6,04
d 0,5 d 0,9 d 0,5 d 0,9 d 0,5 d 0,9 d 0,5 d 0,9
25 4°C 0,30 0,55/ 0,31 0,56 0,3( 0,5 0,31 0,p9
o2 | 10% | w 5 . . 3
> % 40°C J-w. J-w. 0,29 0,53 0,30 0,5 0,31 0,63
SO 0% w 4°C 0,30 0,56/ 0,30 0,56 0,32 0,6D 0,31 0,p7
0 40°C | jw. | jw. | 031| 058/ 031 057 031 077
FENOL
4°C b.z. b.z. b.z.
W g0ec ] 35005) 10,7 10,7 11,0
10%
W 4°C 7,50 (| 0,35) b.z. b.z. b.z.
pH 40°C | " ' 10,6 115 135
4°C b.z. b.z. b.z.
W g0ec | 7350019 106 10,7 11,0
20% - > -
W 4°C 742 (b.2) nie badano nie badano nie badang
40°C ' - 10,6 1272 135
4°C d(0,5)=0,33 b.z. b.z. b.z.
W d(0,9)=0,81
40°C dmax.=42.5 b.z. b.z. b.z.
o 10% ’
& 4°C d(0,5)=0,32 b.z. b.z. b.z.
g nw d(0,9)=0,62
o 40°C | dmax.=42.5 b.z. b.z. b.z.
QO L)
8 o d(0,5)=0,33
% w 4°C d(0.9)=0 81 b.z. b.z. b.z.
'g 20% 40°C dmax.=42,5 b.z. b.z. b.z.
4°C d(0,5)=0,32 nie badano nie badano nie badang
nw d(0,9)=0,64
40°C dmax.=42,5 b.z. b.z. b.z.
w 4°C
- 40°C
S o | 10% 1°C
g c nw 5 - o o
s S 40°C b.z Lekkie smie- | Lekkiesmie- | Lekkie $mie-
AN 4°C o tankowanie tankowanie tankowanie
8 s 20% " 40°c
° w 1-4°C
40°C
CHLOROKREZOL
4°C b.z. b.z. b.z.
W o geec] 58 (02) 118 10,7 118
10% >
W 4°C 7,68 (b.2.) b.z. b.z. 11,4
oH 40°C e 11,9 12,2 135
4°C b.z. b.z. b.z.
o | [40°C 7,35(0.15) 11,4 10,7 118
20% 4°C 254 (b ! 0,8 l 1,5 l 1,7
W1 40°C 54 (b-2) 115 119 121
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Bad. | Ivelip | w | temp t=0 t=1m t=3m t=6m
4°C b.z. b.z. b.z.
3 W' "a0°C b.z. b.z. b.z. b.z.
D 10% 5
5 aw 4°C bz b.z. b.z. b.z.
© 40°C - b.z. b.z. d(0,9) = 4,7
3 w 4°C bz b.z. b.z. b.z.
> 0% 40°C - b.z. b.z. b.z.
= 0 aw |-4°€ b.z b.z. b.z. b.z.
40°C “ b.z. b.z. d(0,9) = 10,2
© W 4°C
< | 10% 40°c
= 4°C b.z.
nw 5
% 40°C
% W 4°C b.z Lekkie $mie- k:_eerﬁlt()(\:ve e e
IS o e tankowanie o eKKie smie-
s 40°C (40°C) tankowanie
g 20% 2°C Krople oleju na
o o
) nw sciankach,
40°C Iekkies’mie_-
tankowanie
m-KREZOL
4°C b.z. b.z. b.z.
W agec | 1310058) 11,0 112 114
10% 4°C b.z b.z b.z
n 7,63 ( 0,26 — : —
pH " [Ta0°C (0.26) 10,8 12,5 13,7
4°C b.z. b.z. b.z.
w 7,40 (b.2.) z z z
40°C 11,8 10,8 11,0
20%
o 4C 7.6260.1) b.z. 10,7 10,5
40°C ' ' 10,9 11,5 12,7
4°C d(0,5)=0,31 b.z. b.z. b.z.
w d(0,9)=0,59
40°C |  dmax.=1,00 b.z. b.z. b.z.
§ 10% 4°C d(0,5)=0,31 b.z. b.z. b.z.
(%))
g nw d(0,9)=0,57 d(0,5) =0,6
o 40°C = b.z. b.z. : :
o dmax.=1,00 d(0,9) =9,79
g 4°C d(0,5)=0,30 b.z. b.z. b.z.
Q w d(0,9)=0,59
= 40°C | dmax.=1,00 b.z. b.z. b.z.
20%
4°C d(0,5)=0,31 b.z. b.z. b.z.
nw d(0,9)=0,58
40°C dmax.=1,00 b.z. b.z. b.z.
c w 4C
© o
40°C o
§ 10% 2°C Niewielkie
= przeja&nienie
8, " Ta0°c Lekko przy dnie.
) b.z. b.z. kremowe .
© 4°C (40°C) Krople oleju na
% W a0 $ciankach
0, o
& | 20% e (40°C)
© " ["a0°C
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Bad. | Ivelip | w | temp t=0 t=1m t=3m t=6m
ALKOHOL BENZYLOWY

4°C 10,17 10,17 10,28
Lo | [a0°C 7,42(047) 10.15 114 10.80
4°C 10,10 10,3 10,30
pH W goec | 149 10.40) 10,12 |11 10,44
4°C 10,20 b.z. 10,12
o | [40°C 7,39(0.10) 10.35 1056 1084
nw 4°C 7,46 (b.z.) 10,14 10,36 10,26
40°C ' o 10,18 1 0,57 10,40
4°C b.z. b.z. b.z.
4
% 10% W' "a0°C b.z. b.z. b.z. b.z.
g aw 4°C bz b.z. b.z. b.z.
S 40°C - b.z. b.z. b.z.
i) w 4°C bz b.z. b.z. b.z.
ﬁ 20% 42°C - b.z. b.z. b.z.
2 aw 4°C bz b.z. b.z. b.z.
40°C b.z. b.z. b.z.
w 4°C
8| aom | [H0C
g £ nw > Lekkie $mie-
o 3 4(1 C b.z. b.z. b.z. tankowanie
P w ¢ (40°C)
0 0% 40°C
nw 4°C
40°C
TIOMERSAL
4°C 103 10,22 10,21
w0 | [aoc| 970090 b.z. 11,0 10,35
4°C 10,27 10,24 10,30
pH W e | 10100.86) 1 0,56 11,33 11,25
4°C 10,30 12,1 b.z.
0% W ggec | 73100.18) 10,22 10,77 10,97
4°C b.z. 10,45 10,41
W gec ] /3300.16) 103 111 10,84
4°C b.z. b.z. b.z.
X
b W 1730°C b.z. b.z. b.z. b.z.
% | 10% -
g W 4°C b7 b.z. b.z. b.z.
o 40°C - b.z. b.z. b.z.
8 W 4°C b7 b.z. b.z. b.z.
= 40°C o b.z. b.z. b.z.
| 20% 2
2 W 4°C b7 b.z. b.z. b.z.
40°C o b.z. b.z. b.z.
w 4°C
© ° . . -
o g | 10% i(‘)’(? Lekkie smie- Smietan-
g c_‘—; nw S Lekkie smie- tankowanie | kowanie ok.1/3
o > 40°C b.z. tankowanie barwa lekko objetosci,
2 g w &cC (40°C) kremowa barwa lekko
(@) o 40°C (40°C) kremowa
20%
nw 4°C
40°C
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Bad. | Ivelip | w | temp t=0 t=1m t=3m t=6m
BRONOPOL
4°C b.z. 10,11 10,20
10% w 40°C 4.11( 3,78) nie badano nie badano| Nie badano
4°C 10,44 10,25 10,49
pH W gec ] 6930093 123 135 13,12
4°C nie badano nie badano Nie badan¢
20% w 40°C 4.23 ( 3,26) nie badano nie badano Nie badanb
4°C 10,5 10,33 10,61
W gec | 6930058 115 132 13,23
o d(0,5) = 0,34
o w | ¥C | d09) =014 b.z. b.z. d(0.9) = 0.66
% 10% 40°C nie badano nie badano nie badanp
g W 4°C b7 b.z. b.z. b.z.
o 40°C - b.z. b.z. b.z.
8 w 4°C d(0,5)=0,8 nie badano nie badano nie badang
% 40°C d(0,9) = 1,15 nie badano nie badano nie badanp
= 20% 4°C Mikroskop- b.z. b.z. b.z.
nw o owo czstki d(0,5) = 0,37
40°C 5um b.z. b.z. d(0.9) = 5.31
.. . Zobktawe,
o Zo+t§wg, lekkie lekkie smie- Smietan-
4°C smie- . .
w . tankowanie kowanie
© tankowanie 2-3mm
C " " "
‘_E, 10% 40°C bz Rozdziat faz nle_ b’ad_ano nie badan
N 4°C bz Lekkie $mie- bz
= - tankowanie -
'% nw Lekkie émie- Przejadnienie
IS 40°C b.z. SIS przy dnie
= tankowanie
S (7 mm)
%) 4°C Na Nie badano nie badano
8 w owierzchni Rozdziat faz
o 40°C ﬁ le olei Nie badano nie badano
20% rople oleju
4°C b.z. b.z. b.z.
W a0ec b.z. b.z. ko Rozdziat faz
remowe
GLUKONIAN CHLORHEKSYDYNY
4°C 10,28 b.z. b.z.
100 W Ta0°C L24 10,13 10,4 10,8
0 W 4°C 123 b.z. b.z. b.z.
pH 40°C ’ 10,2 10,5 10,83
4°C 10,19 b.z. b.z.
W 20°C 119 b.z. 104 10,72
20% S
nw 4°C 1173 b.z. b.z. b.z.
40°C ' 1 0,13 10,4 1 0,83
. 4°C b.z. b.z. b.z.
Q x
I % 10% w 40°C b.z. b.z. b.z. b.z.
-é § W 4°C b.z b.z. b.z. b.z.
40°C o b.z. b.z. b.z.
. 4°C b.z. b.z. b.z.
Q x
S8 | o | [40°C b2. b.z. b.z. b.z.
-é § W 4°C b.z b.z. b.z. b.z.
40°C o b.z. b.z. b.z.
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Bad. | Ivelip | w | temp t=0 t=1m t=3m t=6m
W 4°C
8 | 10% 44(3,CC
g % W —5ec Lekkie Lekkie Lekkie
P 3 2°C b.z. smietan- smietan- smietan-
3= W . kowanie kowanie kowanie
S s 200t 40°C
° o 4°C
40°C

Podczas przechowywania emulsji submikronowychzalenie od obecnii
srodkobw konserwujcych, obserwowano niewielkiémietankowanie uktadow, a w
emulsjach przechowywanych w temperaturze 40°C, aldgito do zmiany barwy na
lekko kremowy. Zjawiska te naturalnie wygtuja w uktadach emulsji submikronowych
i nie $wiadcz o destabilizacji emulsji.

W emulsjach submikronowych zawiegeych fenol nie notowanozadnych
zmian fizycznych uktadéw, zaréwno po jego dodanjak réwniez podczas
przechowywania. Jedynie po $ezel miesgcach w niewyjatowionych emulsjach
przechowywanych w temperaturze 40°C obserwowanaekpavartéci pH o 3,5
jednostki.

Dodanie chlorokrezolu nie powodowatozadnych zmian fizykochemicznych
ukladoéw. Po szeiu miesgcach przechowywania 20% emulsji niewyjatowionej w
temperaturze 4°C i 40°C obserwowano krople olejdga@nkach fiolek. Po tym czasie
w temperaturze 40°C w 10% emulsji wiedkd®0% castek byta porniej 4,75um, a w
20% emulsji - poriiej 10,2um, co potwierdzono obserwacjami mikroskopowymi. Po
jednym miesicu w uktadach przechowywanych w temperaturze 4086evowano
spadek pH o okoto 1,6 jednostki, ktory ulegt dalsmeobnzeniu po sz&ciu miesgcach.
Dodatkowo po szeiu miesagcach notowano obiagnie pH w emulsjach
niewyjatowionych przechowywanych w temperaturze .4°C

Dodanie m-krezolu do emulsji nie powodowato zadnych zmian
fizykochemicznych uktadow. Po soiu miesjcach w 10% emulsji niewyjatowionej
obserwowano krople oleju niiankach fiolek, a wielk& 90% castek byla poniej
9,79um (40°C). Obserwacje mikroskopowe potwierdzitygglliczbe czastek osrednicy
5 oraz 1Qum. Po jednym miescu w emulsji 20% doszto do spadku pH o 1,8 jednostk

Po trzech miegtach pH ulegto dalszemu obeniu, szczegoOlnie w emulsjach
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niewyjatowionych — w 10% o 2,5 jednostki, a w 20%l & jednostki, a po sgau
miesgcach wynosito odpowiednio 3,71 2,7.

Dodaniealkoholu benzylowego, tiomersalwraz glukonianu chlorheksydyny
do emulsji submikronowych oraz przechowywanie tydtdadow, nie powodowato
zadnych zmian fizykochemicznych emulsji.

Dodanie bronopolu do emulsji submikronowych 10% i 20%, jak rownie
wyjatowienie 10% emulsji nie powodowato zauabych zmian wizualnych. Wielké
czagstek w tych ukladach nie ulegta zmianie. Natomiagfatowienie termiczne 20%
emulsji powodowato pojawienie ¢sikropel oleju na powierzchni uktadu. W tym
uktadzie obserwowano wzrost wiela czastek — mediana wielkkoi czastek wynosita
800 nm, natomiast 90% gstek miatosérednig ponizej 1,15 um, co potwierdzono
badaniami mikroskopowymi. Podczas wyjatawiania ieemego emulsji z bronopolem
dochodzito do znacznego obania pH o okoto 3,5 jednostki do pH okoto 4,1. Po
jednym miesicu w wyjatowionych emulsjach z bronopolem: 10% @p%raz 20%
(4°C i1 40°C) nasipit rozdziat faz, w zwizku z tym nie analizowano tych uktadéw. W
wyjatowionej 10% emulsji (4°C) obserwowano zmgdrmarwy na lekkazotta. Znaczne
obnizenie pH nagpito w niewyjatowionych emulsjach (40°C): o 2,3 pexstki w 10%
emulsji oraz o 1,5 jednostki w 20% emulsji, ktéregho pogtbieniu w czasie
przechowywania. Po s@#@u miesycach w niewyjatowionej 20% emulsji (40°C)
notowano rozdziat faz. Najbardziej stabilnym ukiade bronopolem byty: 10%
emulsje wyjatowiona 1 niewyjatowiona oraz 20% nigagwiona emulsja,

przechowywane w 4°C.

WODNE DYSPERSJE LECYTYNY

Wodne dyspersje lecytyny (WLD) w izotonicznym rostee glicerolu (Metodyka
p. 3.1) zawieraty mieszargrparabenow M i P lub chlorek benzalkoniowy (tabEB.
Otrzymane dyspersje poddawano analizie fizykochem@jcoceniajc uktady wizualnie
i mikroskopowo oraz miegr pH (pkt. 7). W uktadach WLD nie oznaczano wiglko
czastek metod dyfrakcji laserowe] ze wzglu na zbyt mate eatenie castek
fosfolipidowych 1 zwiazam z tym konieczn& stosowania bardzo éych ilosci WLD

do pomiaru (ponad 200 ml). Dystrybecjrodkéw konserwujcych do fazy ,wodno-
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liposomalno-micelarnej” (,w-lI-m”) oznaczano stogujmeto@ ultrawirowania (uw), a

do fazy wodnej metadultrafiltracji (metoda uf) (p. 9.4).

> Parabeny Mi P

Ocena fizykochemiczna WLD

Badane uktady WLD byly nieprzezroczyste, homogemh@rakteryzowaty si
kremows barwg. Dodanie parabenéw nie powodowato zatmlaych zmian
wizualnych.

Wielkosé czastek oznaczona metgdmikroskopows wynosita okoto 2-3um.
Zaréwno wyjatawienie, jak i obeckb parabenoéw M i P, nie wplywaly na wielico
czgstek.

W tabeli 39 podano pH oraz potencjat zeta WDL. Duelaparabenow
powodowato obriienie pH wodnych dyspersji lecytyny do wado5,3 (w N3-WLD
nawet do 4,6). Dlatego po dodarsitodkow konserwujcych dokonywano korekty pH
za pomog roztworu wodorotlenku sodu (1 mol/l) do okoto 8,0.

Tabela 39. Wart&' pH oraz potencjat zeta [mV] WLD Zedkami konserwyicymi
podczas przechowywania w temp. 4°C (t = 7 dnimigsgcy)

Dyspersja pH Potencjat zeta
lecytyny | Nw w |t=7dni|t=12m
WLD bez srodkéw konserwujacych
WLD1 6,54 6,11 -23,1 -17,1
WLD z parabenami
N1-WLD 7,80 7,63 -16,6 -30,1

N2-WLD 7,91 7,58 n.b. n.b.
N3-WLD 7,60 7,08 n.b. n.b.
N4-WLD 7,96 7,75 n.b. n.b.

WLD z chlorkiem benzalkoniowym
B-WLD 6,42 6,49 +15,3 +6,0
w — wyjatowione; nw — niewyjatowione

W niewyjalowionych dyspersjach lecytyny: niezawjgce] srodkow
konserwugcych (WDL1) oraz z chlorkiem benzalkoniowym (B-WLIRE po 7 dniach
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nasgpit znaczny spadek pH z waétw 8,0 do okoto 6,5. Po wyjatowieniu nie
obserwowano dalszego obenia pH.

Natomiast w obecrgi parabenéw w WLD niewyjatowionych po 7 dniach
przechowywania obserwowano hiewielki spadek pH zta$a 8,00 do 7,60-7,96.
Podczas wyjatawiania termicznego pH WLD uleglo nedkemu obnikeniu.
Najwigksze obnienie pH (do 7,1) notowano w WLD zawiezeg] 5% lecytyny (N3-
WLD).

Potencjatl zeta badano w wybranych uktadach wyjalaywih. Dodanie
parabenéw powodowato zmniejszenie ujemnego potienzgta do —16,6 mV. Po 12
miesgcach przechowywania ujemny potencjat zeta WLD1 bémdkdw
konserwugcych ulegt zmniejszeniu, natomiast w obe@garabendédw obserwowano

zwickszenie ujemnej warfoi tego parametru (tabela 39).

Dystrybucja parabenéw w WLD

W wodnych dyspersjach lecytyny, zaréwno wyjatowiomy jak i
niewyjatowionych, niezataie od skiadu, wykrywano ponad 90% parabenu M oraz
ponad 95% parabenu P (w stosunku do catkowite]j dases).

Ultrawirowanie wodnych dyspersji lecytyny powodowabzdziat faz (ryc. 32).
Na dole obserwowanaoitawy, przezroczysty osad fosfolipidowy, nad ningtab
nieprzezroczysta, biata, zmgyczona faza ,liposomalna”, a pokrey znajdowata si

przezroczysta faza ,wodno-liposomalno-micelarna”.

Faza:

,wodno-liposomalno-micelarna”

zageszczona ,liposomalna”

fosfolipidowa

Ryc. 32. Rozdzial faz w WLD po ultrawirowaniu.

W fazie wodnej z frakgj liposomalno-micelamy uzyskanej w wyniku

ultrawirowania dyspersji lecytyny (metoda uw), wykr okoto 78% parabenu M oraz,
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w zaleznosci od stzenia lecytyny, 58-81% parabenu P (ryc. 33). Zawérte fazie
wodnej pozbawionej struktur submikronowych otrzyejammetod ultrafiltracii
(metoda uf) byta mniejsza i wynosita 15-49% parabkhoraz 2,6-12% parabenu P.

(" 90 paraberiv ow) (9% — )
A 783 P 80,6 O uw
1 m 7‘7le =] 724 (B4 N 70,3 ] Bl
g 7] T 70 ] s
2 60 p6.8 60 | 57,6
E =
S o | ko2 ]
g T 5
g 40 40 -1
E k1.6 31,0
2 30 = - 30 4 B3
o
£ 2071 15,0 I 20 16,3
_ & 11,9
10 | 10 = 6.2 v T’»
0 ‘ ‘ ‘ 0 ‘ M ‘ = ‘
NI-WLD N2-WLD N3-WLD N4-WLD NI-WLD N2-WLD N3-WLD N4-WLD
9 1,2% 2,4% 5,0% 12% ) \_ 12%  24%  50%  12% )

Ryc. 33. Dystrybucja parabenéw do fazy ,w-I-m” (ogd uw) oraz do fazy wodnej (metoda uf)
WLD.

Zawartg¢ parabenéw w fazie ,w-I-m” WLD byla znacznie eksza w
poréwnaniu z emulsjami submikronowymi, zawigcymi takie samo gkenie
lecytyny: parabenu M dwukrotnie, a parabenu P Dirke (N1-WLD w poréwnaniu z
N1 oraz N2-WLD z N2, ryc. 15 i ryc. 33). Wraz zeragtem s§zenia lecytyny jajowej
w wodnej dyspersji lecytyny w fazie ,w-I-m” notowarwzrost sizenia parabenu P,
natomiast nie obserwowano takiej zaleici dla parabenu M (ryc. 33).

Podobnie, jak w emulsjach submikronowych, wraz zerogtem sizenia
lecytyny malata zawarto obu srodkéw konserwujcych w fazie wodnej WLD. W
poréwnaniu z emulsjami submikonowymi, zawigcgmi takie samo gkenie lecytyny,
zawartd¢ obu parabenéw w fazie wodnej WLD bytagksza (N1-WLD w poréwnaniu
Z N1 oraz N2-WLD z N2, ryc. 15 ryc.33).

Dwukrotne zwgkszenie catkowitego stenia obu parabenéw w N4-WLD
powodowato niewielkie zwkszenie procentowego udziatu w fazie wodnej - pamnab
M z 49 do 57%, a parabenu P z 12 do 16% (ryc. 33).

Podobnie, jak w przypadku emulsji submikronowycle stwierdzono rénic
istotnych statystycznie (p<0,05) w zawddioparabenow w fazie wodnej pogdizy

uktadami wyjatowionymi oraz niewyjatowionymi.
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>

Ocena fizykochemiczna WLD

Dodanie chlorku benzalkoniowego nie powodowato wadéch zauwzalnych
zmian wizualnych. Podobnie, jak w przypadku paraken obecné¢ chlorku
benzalkoniowego (B-WLD) nie zmieniata wielad czstek. W obrazie
mikroskopowym obserwowano gtki o wielkaci 2-3 um.

Pomimo korekty pH po spagdzeniu WLD do wartéci okoto 8,0, po 7 dniach
w WLD zawierajcych chlorek benzalkoniowy, ngpbwato obntenie pH prawie o
dwie jednostki - do wartei 6,42 (tabela 39, str.121). Proces wyjatawiaeranicznego
nie powodowat j4 znacznego ob#enia pH.

Wprowadzenie chlorku benzalkoniowego do dyspeesjytyny powodowato
inwersg ujemnego potencjatu zeta na dodatni (z warte23,1 na wart& +15,3 mV).
Po 12 miegicach przechowywania dodatni potencjat zeta uleghiejszeniu do
+6,0 mV (tabela 39, str. 121).

Dystrybucja chlorku benzalkoniowego w WLD

W wodnej dyspersji lecytyny oznaczono tylko 86% koaditej zawartdci
chlorku benzalkoniowego, przy czym nie stwierdzort@nic pomedzy ukfadem
wyjatowionym i niewyjatowionym.

W fazie ,w-I-m” B-WLD (metoda uw) wykrywano okoto 586 catkowitej
zawartdci chlorku benzalkoniowego. Natomiast w fazie wgdpezbawionej struktur
micelarnych wykrywano tylko 0,6% chlorku benzalkenego (ryc. 34). Uzyskane
wyniki zwartasci chlorku benzalkoniowego w wodnej dyspers;ji lgoyt byty wyzsze w
poréwnaniu z emulgjsubmikronowg (1,2% lecytyny), o takim samymeseniu chlorku

benzalkoniowego (B3*, ryc. 21 str. 98)
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Ryc. 34. Dystrybucja chlorku benzalkoniowego wefazil-m” (metoda uw) oraz w fazie
wodnej (metoda uf) B-WLD.

DYSPERSJE LIPOSFER (NLC)

Ocena fizykochemiczna dyspersiji liposfer

Dyspersje liposfer miaty bamzotta. Srodki konserwujce dodane do badanych
uktadéw (t = 0), w temperaturze pokojowej lub pakogrzewania do temperatury
65°C lub 80°C, nie powodowaty zmian wizualnych. Kioylw uktadzie z Phenonipem
ogrzewanym do 50°C zaobserwowanoestgienie przy powierzchni. Po szal
miesgcach przechowywania nie notowno zmian wizualnyckdydie w técie
przyspieszonego starzenia, w uktadach z chlorkienzalkoniowym i parabenami,
widoczne byly pomarazowe aglomeraty gstek uktadu.

W tabeli 40 oraz na ryc. 35 przedstawiono wplyw zegrania podczas
dodawania Phenonipu naelkosé¢ czastek w dyspersjach liposfer. Mediana wiesko
czgstek w dyspersjach liposfer bexodka konserwucego wynosita 340 nm. W
dyspersjach liposfer z Phenonipem ogrzewanych d@ @saz 80C nie obserwowano
zmian wielk@ci czagstek wzgétdem ukitadu niezawierggegosrodkdéw konserwujcych
(NLC). Natomiast dodanie Phenonipu w temperatui@ejpwej powodowato wzrost
wielkosci czagstek w ukladzie (90% @stek byto poniej 2,13 um). W ukiadach
ogrzewanych tylko do 53C notowano znaczny wzrost wiel@ czastek. Uzyskane
wyniki potwierdzono obserwacjami mikroskopowymi - eyspersji z Phenonipem
ogrzewanej do 5@ obserwowano dig ilos¢ skupisk castek w catym polu widzenia,

natomiast w pozostatych uktadachsiki byty ponizej 1 um (ryc. 36).
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Tabela 40. Wielk@ czstek um] dyspersiji liposfer w zataasci od
temperatury podczas dodawania Phenonipu

Temperatura Wielko$¢ czastek [um]
d05 | d(0,9)
NLC bez srodka konserwujacego
21°C 0,34 0,70
NLC z Phenonipem
21°C 0,36 2,13
50°C 2,39 43,23
65°C 0,35 0,80
80°C 0,37 1,10
20 , %, , 100
90
80
8C°C 1
// I I _ZZ
10. 650(: ) m 0
50°C 1o
// bo
20
410
0 | % ‘ N / 0
0.1 1.0 10.0 100.0

Particle Diameter (um.)

Ryc. 35. Rozklad wielkoi czstek um] dyspersiji liposfer w zataasci od temperatury podczas
dodawania Phenonipu.

" soclh

A s RN o o

Ryc.36. Obraz mikroskopowy dyspers;ji liposfer vzrakci od temperatury dodawania
Phenonipu (znacznik skali 1&n).

W tabeli 41 oraz na ryc. 37 przedstawiono wptyw um&idw przechowywania
przez sz& miestcy na wielk@¢ czystek w dyspersjach liposfer zé&rodkami

konserwugcymi.
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Tabela 41. Wielk@ czstek im] w dyspersjach liposfer Zzeodkami konserwycymipodczas
przechowywania przez 6 migsy

) zas badania t=0 t=1m t=3m t=6m
Temp. Srodek
konserwujacy d(0,5) | d(0,9) | d(0,5) | d(0,9) | d(0,5) | d(0,9) | d(0,5) | d(0,9)
Bezérodka | 033 | 066]| 033 069 033 064 033 0,p5
konserwugcego
Bronopol 0,33| 066| 034 07] 033 06 033 0p4
Chlorek 035| 088| 035 09 035 074 035 0,4
4°C benzalkoniowy
Chlorokrezol | 0,34 | 0,69] 034 069 030 05 034 00
Parabeny Mip| 0.34 | 069 032 06 03¢ 08 033 059
Phenonip | 033 | 067| 032 06 033 06 033 09
Bezérodka 0,35 | 090| 034 071 032 0,63
konserwujcego
Bronopol 0,33 | 064 033 069 032 o064
Chlorek 0,33| 0,71| 0,33 061 034 07
21°C benzalkoniowy J-w.
Parabeny M i P 0,35 | 0,76 032 061 032 0,60
Phenonip 0,33| 066 034 074 032 o06R
a) b)
20 %, 100 H
] ;
_#c
/\ e
10, [ 210C 5:
% o
B0
PO
1o
0 \ 0
.1 10 10.0 100.0

Particle Diameter (um.)

Ryc.37. Wielké& czstek dyspersiji liposfer z bronopolem (t = 6 m)pajniar dyfraktometrem
laserowym, b) obserwacje mikroskopowe (znacznik B&am).

Badania wykazatyze dodaniesrodkow konserwujcych do dyspersji liposfer
(t=0) nie powodowato wzrostu wielko czastek. Przechowywanie tych uktadéw przez
6 mieseécy, zarbwno w temperaturze 4°C, jak rownie 21+1°C, nie zmieniato

wielkosci czagstek. Wyniki te potwierdzano obserwacjami mikroskeymi wykazujc,
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ze wielkas¢ czgstek we wszystkich uktadach gedkami konserwuacymi nie zmienita
sie | wynosita pontej 1 um (ryc. 37).

Tabela 42. Wart&' pH dyspersji liposfer z&odkami konserwyicymi w zalénasci od
temperatury przechowywania przez 6 ngegi

] Czas badania pH
Temp. Srodek = t=0 t=1m | t=3m | t=6m
konserwujacy
Bezsrodka 6,89 6,73 6,84 6,88
konserwujcego
Bronopol 6,75 6,85 6,83 6,87
. Chlorek 6,85 6,82 6,84 6,93
4°C benzalkoniowy
Chlorokrezol 6,84 6,85 6,86 6,85
Parabeny M i P 6,75 6,84 6,76 6,82
Phenonip 6,96 6,89 6,95 6,97
Bezsrodka 6,74 6,81 6,76
konserwugcego
Bronopol 6,76 6,89 6,45
Chlorek . 6,79 6,94 6,83
21°C benzalkoniowy J.w.
Chlorokrezol 6,96 6,90 6,82
Parabeny M i P 6,84 6,90 6,84
Phenonip 6,89 6,86 6,85

Dyspersje liposfer, niezalesie od obecnai srodka konserwuagcego,
charakteryzowaly sgi wartgécia pH wynosaca 6,75-6,96 (tabela 42). Podczas
przechowywania dyspersji liposfer zedkami konserwuacymi przez sz& mieskcy
(4°C i 21°C) pH nie uleglo zmianie (tabela 42). Mikjem byly liposfery z
bronopolem, w ktérych w temperaturze 21°C notowalmoizenie pH do 6,45.

W tabeli 43 przedstawionolepkos¢ kinematyczng dyspersji podczas

przechowywania.
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Tabela 43. Lepk@ kinematyczngmnr/s] dyspersii liposfer zérodkami konserwugicymi w
czasie przechowywanigrédnia, n=6)

zas badania
Temp. | §rode t=0 t=1m t=3m t=6m
konserwujac
Bezsrodka 17,53 17,45 17,43 17,57
konserwujcego
. Chlorek 12,68 14,55 14,28 14,28
4°C benzalkoniowy
Chlorokrezol 17,72 16,91 17,01 17,06
Bezérodka 17,63 17,35 17,42
konserwujcego
Chlorek : 12,17 14,13 13,06
21°C | penzalkoniowy j-w.
Chlorokrezol 15,49 16,50 15,97
Phenonip 17,65 17,67 16,95

Lepkas¢ kinematyczna dyspersji liposfer bémdka konserwuacego wynosita
17,53 + 0,09 mris i praktycznie nie ulegata zmianie podczas praegfvania.

Jedynie dodanie chlorku benzalkoniowego powodowealaczne zmniejszenie
lepkasci kinematycznej NLC (o 4,85 mfits). Po sz&iu miesicach przechowywania
dyspers;ji liposfer zérodkami konserwuacymi w temperaturze 4°C nie obserwowano
wigkszych zmian wartwi tego parametru. W liposferach z bronopolem natmov
obnizenie lepkéci kinematycznej do 15,78 nffs, a w obecn@i chlorku
benzalkoniowego stwierdzono najsia warta¢ tego parametru (14,28 nifs). W
temperaturze 40°C, jupo jednym miegicu w liposferach z bronopolem i chlorkiem
benzalkoniowym oraz po s&@u miesgcach w obecnii parabendéw, notowano

znaczny spadek wa#a lepkasci kinematycznej.

Badanie dystrybucji Phenonipu i chlorku benzalkoniavego

W badaniach catkowitej zawa#tm sktadnikow Phenonipu w dyspersiji liposfer,

w ukfadach ogrzewanych do 80°C lub 65°C, oznaczskmo 90% fenoksyetanolu,
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76% parabenu metylowego oraz 108% parabenu propgow stosunku do catkowitej
zawartdci. Nie udato s oznaczy catkowitej zawartéci chlorku benzalkoniowego w
dyspersjach liposfer. Metoda oznaczania nie bylymw przypadku specyficzna dla
chlorku benzalkoniowego, poniewanastpowata interferencja z pikami sktadnikow
liposfer. Ostatecznie wyniki zawaét srodkéw konserwujcych w fazie wodnej
odnoszono do ich catkowitegasenia w dyspersjach liposfer.

Ultrawirowanie dyspersji liposfer powodowato rozalziaz: % objtosci proby
stanowita poistata masa lipidowa, pag warstwgy znajdowaly sj faza emulsyjna, a
ponizej nieprzezroczystazottawa faza ,wodno-liposomalno-micelarna” (ryc. 3&g
wzgledu na duay stopier zngtnienia fazy ,w-I-m” nie poddawano tej fazy anadizi
HPLC.
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potstata lipidowa

- "emulsyjna”

“wodno-liposomalno-micelarna”

Ryc.38. Rozdziat faz dyspers;ji liposfer po ultramianiu.

» Phenonip

Na ryc. 39 przedstawiono dystrybegiggktadnikow Phenonipu do fazy wodnej
dyspersji liposfer (metoda uf).

Zgodnie ze wspotczynnikiem podziatu, najiszg dystrybucg do fazy wodnej
notowano dla fenoksyetanolu (ok. 60%), a najmnie@a parabenu propylowego (ok.
4%).

Proces topienia statego lipidu, podczas wprowadzandkow konserwujcych
do dyspersiji liposfer, nie wptywat na dystrybgicio fazy wodnej parabendéw. Jedynie
dla fenoksyetanolu obserwowano niewielkie ggzenie jego zawaroi w fazie

wodnej po etapie topienia matrycy lipidowej.
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Ryc.39. Zawart& sktadnikbw Phenonipu w fazie wodnej dyspersjisipo (metoda uf) w
zalenasci od temperatury dodawania.

» Chlorek benzalkoniowy

W zawiesinach NLC badano dystrybgichlorku benzalkoniowego w zéalosci
od catkowitego stenia w uktadzie (0,005% oraz 0,01%). Na ryc. 40egstawiono

zawart@¢ chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej dyspeippsfer (metoda uf).

(
5 10 Ostezenie 0,01%
: 8 - [ stezenie 0,005%
g 61
N
)
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Ryc. 40. Zawart@ chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej (metodady$pers;ji liposfer w
zalenasci od temperatury dodawania i catkowitego jeg@ehia w uktadzie.

Podobnie, jak w przypadku emulsji submikronowyclardzo mate iléci
chlorku benzalkoniowego wykrywano w fazie wodnepr{jaej 3%). Stwierdzonoze
proces topienia statego lipidu nie zmienia dystojbehlorku benzalkoniowego w
fazie wodnej dyspers;ji liposfer. Natomiast zmniejse catkowitej zawartei chlorku
benzalkoniowego w dyspersji liposfer powodowato c¢kszenie (wyraonej

procentowo) frakcji tegérodka konserwucego w fazie wodne;j.
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LIPOSOMY (ZAKOSOMY O ©)

W badaniach wykorzystano gotgw dyspersj liposoméw (Zakosomy)
zawierajca Phenonip (8,0 mg/g) (tabela 11, str. 59).

Ocena fizykochemiczna liposomow

Wiasciwosci fizykochemiczne liposoméw przedstawiono w talddli

Tabela 44. Wiéciwasci fizykochemiczne zawiesiny liposoméw

Rodzaj badania Wyniki
Obserwacje kremowa barwa, ptynna
wizualne konsystencja, homogenne
Obserwacje czastki ponizej 1 um;
mikroskopowe brak skupisk castek
pH 5,96
Gestase [g/ml] 0,95
Cisnienie osmotyczne 62
[MOsm/l]

Badanie dystrybucji Phenonipu

W dyspersjach liposomow, w stosunku do catkowiteyartgci (deklarowanej
przez producenta), wykrywano 85,3% fenoksyetan®8j9% parabenu M oraz 90,8%
parabenu P.

Ultrawirowanie dyspersji liposomow powodowato roedZaz: na gorze byta
klarowna faza ,wodno-liposomalno-micelarna”, a pog biaty osad fazy liposomalnej
(ryc. 41).
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Ryc. 41. Rozdziat faz dyspersji liposoméw po uit@maniu.
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Na ryc. 42 przedstawiono zawastosktadnikow Phenonipu w fazie ,wodno-

liposomalno-micelarnej” (,w-I-m”) oraz w fazie wodpdyspersji liposomow.

4 )
80 (80 A (80 n
68,3 F
70 | ) 70 70
3 m uf
N 60 53,6 60 60
§ 50 50 50
g 40,7
= 40 40 40 |
= 27,9
é 30 30 30 24.4
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Ryc. 42. Zawarts¥ sktadnikow Phenonipu w fazie’w-I-m” (metoda uwanpmw fazie wodnej
(metoda uf) dyspers;ji liposomow.

Zastosowanie etapu ultrafiltracji powodowato zmsaenie zawarte@i srodkow
konserwugcych w fazie wodnej. W porownaniu z wodnymi dyspaers lecytyny
(2,4% lecytyny) konserwowanymi mieszagiparabenow M i P (ryc. 33) uzyskane
wartasci w fazie wodnej obu tychrodkédw konserwujcych @ podobne. Z kolei,
dystrybucg fenoksyetanolu do fazy wodnej i fazy ,w-I-m” mwa porownywa z

dystrybucjy otrzymarn w emulsji submikronowej (P1) (ryc. 26).

POMIARY NAPI ECIA POWIERZCHNIOWEGO

Pomiaréw nagicia powierzchniowego dokonywano mejotensometryczn
odrywania ptytki (Metodyka p. 8). Wyznaczona waétmapkcia powierzchniowego
wody oczyszczonej wynosita 73,57 mN/m, a 2,5% roztwglicerolu 73,47 mN/m, co
pozwala wnioskowg ze glicerol w stzeniu 2,5% obecny w submikronowych
dyspersjach nie ma aktyw§e powierzchniowej.

Na ryc. 43 przedstawiono wafto napecia powierzchniowego w funkcji

stezeniay (c) dla poszczegdlnych surfaktantow ofeadkéw konserwujcych.
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Ryc. 43. Zalinosé napiecia powierzchniowego w funkcjieseniay (c) badanych surfaktantow
lub srodkéw konserwuyicych (wartgci srednie, n=5).

Najwicksz zdolndcig obnizania napjcia powierzchniowego charakteryzowaty
sie polisorbat 80 oraz chlorek benzalkoniowy. Obseraow rGnicg w zdolngci
obnizania napjcia powierzchniowego pordzy lecytyry jajows i jej izolowary frakcja
fosfatydylocholira, dla ktérej w poréwnaniu z lecytygrobserwowano o okoto 8 mN/m
nizsze napicie powierzchniowe (ryc. 43). Krzywa zal®ici napkcia
powierzchniowego w funkcji stenia parabenu M ma charakter monotonicznego
spadku ze wzrostem e¢genia i nie posiada w zakresie badanychzest
charakterystycznego punktu przgma wskazujcego krytyczne stenie micelarne
(cmc). Oznacza toze paraben M nie jest typowym zmkiem powierzchniowo
aktywnym. Dalsze zwkszanie stzenia parabenu M (powgj 2,7 mg/g) w roztworze
prowadzi do krystalizacji tegérodka konserwuagcego, co uniemdiwiato okreslenie
cmc z zalenaosci y (c).

W tabeli 45 podano krytyczneegenia micelarne (cmc) oraz waséonapecia
powierzchniowego dla cmc, etlgca miary efektywndci powierzchniowej danego
surfaktantu.

Badane surfaktanty orazodki konserwujce mana uporzdkowa wedtug ich
wzrastagce] efektywndci powierzchniowej: lecytyna jajowa < fosfatydyladima
< chlorek benzalkoniowy < polisorbat 80. Jak wgano powyej, w przypadku

parabenu M nie udatogsokresli¢ jego efektywnéci powierzchniowej.
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Tabela 45. Parametry adsorpcji powierzchniowejwarbw surfaktantéwsrodkéw
konserwujcych oraz mieszanin surfaktantowseedkami konserwygicymi

Krytyczne stezenie micelame Pomiar napiecia powierzchniowego
cmc [mg/g]
Napiecie powierzchniowe
Surfaktant | Surfaktant | Stezenie [mN/m]
surfaktant | = gac | + paraben| [mg/g] Surfaktant | Surfaktant
Surfaktant
+ BAC + paraben
Surfaktant
i 12,0 39,87 39,46 38,70
Polisorbat [ 4 15 | 0023 | 0,007
80 cmc 38,00 46,76 -
pC 0.90 0.187 0.375 12,0 43,05 47,26 31,23
' ' ' cmc 43,00 56,50 34,49
0.75% 12,0 55,40 32,36 47,70
Lecytyna | g5 "7 | 0,048 52,97
Jajowa - cmc 54,50 56,76
0,100 42,649
Srodek konserwujacy
0,2 52,68 - -
BAC 0,34 - -
cmc 39,50 - -
Paraben M - - - 1,8 66,59 - -
BAC — chlorek benzalkoniowy; PC — fosfaliyclyolina

© - okreflono dla krzywej zalmosci napiecia powierzchniowego w funkcjiesenia chlorku
benzalkoniowego, przy statyngzeniu lecytyny (12 mg/qg)

Na ryc. 44-47 porébwnywano uzyskane profile zat8ci napkcia
powierzchniowego w funkcji stenia dla roztworow surfaktantow oraz ich mieszanin
ze srodkami konserwuacymi wysepujacymi w statym sizeniu (Metodyka p. 6). Z
przebiegu zalmosici y (c) surfaktantu wyznaczano cmc mieszaniny surfaktaze
srodkiem konserwuacym, ocenigic w ten sposob wptywirodka konserwuagcego na
zdolnas¢ absorpceyjg surfaktantu.

Przebieg zalenosci y (c) dla mieszanin surfaktantow aeoby¢ interpretowany na
podstawie modelu dla uktadu dwoéch surfaktantéw, tarykh jeden o wikszej
aktywnaici powierzchniowej, ale 0 mniejszymeséniu, nie tworzy nasyconej warstwy
powierzchniowej (traktowany jest jaktadowe ,zanieczyszczenie”) i wygtuje obok
surfaktantu bazowego cegeniu zmiennym powiej swojego cmc [105].

Dla mieszanin surfaktantow zZeodkami konserwuacymi mazna poda ogolm

interpretac} przebiegdw zalenosci napecia powierzchniowego w funkcji zmiennego
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stezenia surfaktantu przy statym e¢géniu srodka konserwuagcego (ryc. 44-46).
Obserwowane minima w przebiegu zalesci y (c) dzieh obszar wykresu na trzy
czesci. W obszarze | surfaktant wypuje w bardzo matym @teniu, wic za spadek
napkcia powierzchniowego w dej mierze odpowiedzialny jest dodanyodek
konserwujcy. Jeeli w tym zakresie napcie powierzchniowe nie zmieniagsioznacza
to brak wptywu surfaktantu na ngpie powierzchniowe wynikage z niezmiennego
stezeniasrodka konserwucego (ryc. 44).

Na ryc. 44 przedstawiono profile zatesci napecia powierzchniowego w funkcji
stezenia polisorbatu 80 przy statymestniu chlorku benzalkoniowego (0,2 mg/g) lub
parabenu M (1,8 mg/g), poréwnuajz profilem obserwowanym dla polisorbatu 80 bez
srodka konserwujcego (ryc. 43).
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Ryc. 44. Zalenas¢ napiecia powierzchniowego w funkcjigsénia polisorbatu 80y (c) przy
statym s¢zeniu chlorku benzalkoniowego lub parabenu Mzesia podano w tekie).

Wraz ze wzrostem @tenia surfaktantu naggie powierzchniowe ulega
obnizeniu (pierwsze minimum na wykresie), co jest spaweahe wypetnianiem przez
czgsteczki surfaktantu wolnych miejsc na granicy cdipowietrze. Obserwowane
stezenie w minimum lokalnym (punkt graniczny paizy | a Il obszarem) jest nowym
krytycznym sgzeniem micelarnym surfaktantu w mieszaninie zeodkiem

konserwugcym (cmc mieszaniny). Od tego minimum rozpoczyna abdszar I, w
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ktorym wraz ze wzrostem ¢genia surfaktantu, dochodzi do usuwania z powierzchn
monomerowsrodka konserwuacego i tworzenia ewentualnie webt roztworu miceli
mieszanych surfaktant srodek konserwuacy. Procesowi temu towarzyszy wzrost
napecia powierzchniowego do maksimum lokalnego w obmzail. Powyej
maksimum lokalnego, wraz z dalszym wzrosterrestia surfaktantu, dochodzi do
spadku naprcia powierzchniowego. Oznacza tae na granicy ciecz/powietrze
czgsteczki surfaktantu wypelnigj wolne miejsca pozostawione przegrodek
konserwugcy, natomiast w gbi roztworu ilgg¢ mieszanych miceli jest stata. Proces
konczy sk w drugim minimum lokalnym, ktore jest punktem gézeéa pomedzy Il a Il
obszarem, & ostatecznie ustala¢sinapecie powierzchniowe charakterystyczne dla
surfaktantu, ktérego g@zteczki wypetnity catkowicie powierzchnimiedzyfazowy.
Obszar Ill charakteryzujegstah, charakterystyczna dla surfaktantu wéetg napecia
powierzchniowego. Dalszy wzroste¢senia surfaktantu prowadzi do pegstjacej
komplikacji struktury miceli mieszanych w et roztworu (od kulistych poprzez
nitkowate do ptytkowych).

Sktad fazy ohjtosciowej (roztwor) jest zmienny w zaleosci od stzenia
surfaktantu. W obszarze | jest tylko roztwérodka konserwujcego, poniewa
surfaktant wysfpuje w bardzo matym steniu. Wraz ze wzrostemegenia surfaktantu
w obszarze Il w fazie objosciowej mog tworzy¢ si¢ mieszane micele surfaktantu ze
srodkiem konserwuacym, a ich ilé¢ jest stala. Natomiast w obszarze Il vwyxijs
dwie postacie miceli — stata #6 miceli mieszanych i zwkszapca s¢ ze wzrostem
stezenia surfaktantu ikg& miceli czystego surfaktantu.

Przebieg zaleznosci vy (c) polisorbatu 80 w obecnfci chlorku
benzalkoniowego (ryc. 44) jest charakterystyczny dla podanego pmjvygoélnego
schematu interpretacji. Na patizu wykresu, kiedy praktycznie nie ma w uktadzie
czgsteczek polisorbatu, najie powierzchniowe dla roztworu polisorbatu jest
napkeciem czystej wody, a dla roztworu polisorbatu zockiem benzalkoniowym jest
charakterystyczne dla chlorku benzalkoniowego. bieck przebiegu krzywych zostaje
osiggnicte napgcie powierzchniowe charakterystyczne dla polisarbat

Rdznica napgcia powierzchniowego w obszarze | w obe@iosrodka
konserwujcego wskazuje na whksz aktywna¢ powierzchniow chlorku
benzalkoniowego @i polisorbatu, a jego usuwanie przezasteczki polisorbatu

powoduje wysipienie maksimum lokalnego w obszarze II.
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Wprowadzenie chlorku benzalkoniowego do roztworu lispdbatu 80
zmniejszyto cmc tego surfaktantu z waaio0,10 do 0,023 mg/g (tabela 45, str.135).
Przebieg krzywej w obszarze 1l oraz zmieniona wrtomc swiadcz o interakciji
pomicdzy chlorkiem benzalkoniowym i polisorbatem oraz twgrzeniu warstw
mieszanych. Nie zaobserwowano takiej interakcjibgandci parabenu.

Profil zaleznosci napiecia powierzchniowego w funkcji sézenia polisorbatu
80 przy statym sezeniu parabenu M (1,8 mg/g)wykazuje regularp zaleznosé y (c),
charakterystyczn dla polisorbatu samodzielnie wyptijgcego w ukfadzie (ryc. 43),
chocia notuje s pewne obmienie napjcia powierzchniowego, pomimo matego
stezenia polisorbatu (obszar I). Paraben M praktyczmie powoduje zmiany cmc
polisorbatu (tabela 45, str. 135), co oznacza,w mieszaninie z polisorbatem nie
uczestniczy on w budowaniu warstwy powierzchnioBegk mieszalngci powierzchni
swiadczy o zranicowaniu budowy chemicznej obu z&kdow.

Na ryc. 45 przedstawiono profile zah®sci napecia powierzchniowego w
funkcji stzenia lecytyny jajowej przy statych egeniach chlorku benzalkoniowego
(0,2 mg/g) lub parabenu M (1,8 mg/g). Porownanozjeprofilem dla lecytyny
samodzielnie wyspujacej w uktadzie (ryc. 43).
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Ryc. 45. Zalgnas¢é napicia powierzchniowego w funkcjigsenia lecytyny jajowey (c) przy
statym sgzeniu chlorku benzalkoniowego (BAC) lub parabenusidz¢nia podano w
tekscie).
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Na uwag zastuguje faktze lecytyna w wodzie nie tworzy miceli, ale oligomer
o niskiej liczbie agregacji, przez co przebiefr) mae nie ujawni wyraznego punktu
przegecia dla s¢zenia rownego cmc lecytyny [106, 107].

Profil zaleznosci napiecia powierzchniowego w funkcji s¢zenia lecytyny
przy statym stezeniu parabenu M (1,80 mg/g)jest charakterystyczny do opisanego
powyzej ogolnego schematu (obszary I-lll)Pomimo braku whciwosci
powierzchniowo czynnych obecstoparabenu spowodowata bardzazelyprzesuricie
cmc lecytyny w kierunku mszych wartéci (tabela 45, str. 135), co dowodzi interakcji
ze sktadnikami lecytyny na granicy faz ciecz — peivze.

Nietypowy profil zaleznosci y (c) lecytyny obserwowano dla lecytyny w
obecndci chlorku benzalkoniowego (0,20 mg/g) (ryc. 45)V obszarze | w zakresie
stezen lecytyny 0-1,5 mg/g nie notowano zmian adsorpojigrzchniowej { = const.).
Pomimo wzrostu gkenia lecytyny wart& napecia powierzchniowego w tym obszarze
jest praktycznie stata (52-56 mN/m) - trechvicksza nk w mieszaninie z
polisorbatem. Od stenia lecytyny 1,5 mg/g naguje stopniowe obnanie napjcia
powierzchniowego, a przy ¢geniu lecytyny 6,0 mg/g dochodzi do gwaltownego
spadku napicia powierzchniowego do wadd 33,05 mN/m, coswiadczy o
zachodacych interakcjach  poradzy sktadnikami lecytyny i  chlorkiem
benzalkoniowym. Do interakcji dochodzi przy wysdkistzeniach lecytyny - takich
jakie wystpuja w badanych uktadach submikronowych. Z pasaych powoddw nie
maozna oznacz§ zmiany cmc lecytyny powodowanej przez chlorek ladkamiowy.

O interakcji chlorku benzalkoniowego ze sktadnikdeaytyny swiadcz takze
wyniki przedstawione na ryc. 46. W tym przypadkukves obrazuje zmiany przebiegu
graficznego zalaosci y (c) chlorku benzalkoniowego przy statym sizeniu lecytyny
(12,0 mg/g)

Okazuje s, ze w obecnéci lecytyny nasfpito przesunicie cmc chlorku
benzalkoniowego z warfoi 0,34 mg/g do wartei 0,10 mg/g oraz wyray jest efekt
obecndci fosfolipidow lecytyny na granicy ciecz/powietrze zastpowanie jej
chlorkiem benzalkoniowym tylko przy wysokichestniach (powyej 1,00 mg/g —

maksimum lokalne w obszarze II).
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Ryc. 46. Zaltnas¢ napicia powierzchniowego w funkcji ¢génia y (c) chlorku
benzalkoniowego przy statyngzniu lecytyny (12 mg/g).

W celu wyjd&nienia zachodcych interakcji pomidzy sktadnikami lecytyny a
srodkami konserwuicymi badano fosfatydylochokn(gtéwny sktadnik lecytyny). Na
ryc. 47 przedstawiono profile zaleosci napecia powierzchniowego w funkcji gtenia
fosfatydylocholiny (PC) przy statyche¢geniach chlorku benzalkoniowego (0,2 mg/g)
lub parabenu M (1,8 mg/g), poréownaj je z profilem notowanym dla
fosfatydylocholiny samodzielnie wygtujagcej w uktadzie (ryc. 43).
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Ryc. 47. Zalénas¢ napiecia powierzchniowego w funkcjiggenia fosfatydylocholiny (c) przy
statym sgzeniu chlorku benzalkoniowego lub parabenu Mzesia podano w tekie).
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Profil zaleznosci y (c) fosfatydylocholiny w obecnéci parabenu M (1,8 mg/g)
jest charakterystyczny dla podanego pgeyyogdlnego schematu interpretacji. Na
pocztku wykresu, kiedy w uktadzie praktycznie nie masteczek fosfatydylocholiny,
napkcie powierzchniowe jest charakterystyczne dla pamab Wraz ze wzrostem
stezenia fosfatydylocholiny w uktadzie dochodzi do zdgo obnienia napicia
powierzchniowego, wkszego m wykryto w dyspersji fosfatydylocholiny
niezawierajcej srodkdw konserwujcych. W  kaicowym efekcie napcie
powierzchniowe ustala ¢gina poziomie okoto 31 mN/m. Notowane zmniejszenie
napkcia powierzchniowegdwiadczy o pozostawaniu fosfatydylocholiny w warswi
granicznej. W obecr$ai parabenu M nagpito niewielkie przesugcie cmc mieszaniny
fosfatydylocholina - paraben M (tabela 45, str.)13oréwnanie przebiegu krzywych
dla mieszanin fosfatydylocholina - paraben M i lgop — paraben M wskazuje na
wigkszy wptyw parabenu na aktyw§io powierzchniow fosfatydylocholiny ni
lecytyny, chocia w obecnéci parabenu notowano gksz zmiare cmc lecytyny.

W obecnéci chlorku benzalkoniowego (0,2 mg/g)w obszarze | profilu
zaleznosci y (c) fosfatydylocholiny obserwuje s niewielki wzrost napicia
powierzchniowego wraz ze wzrostengzginia surfaktantu. W obszarze Il wystije
niewielkie maksimum zvwgzane z obecrigia czgsteczek chlorku benzalkoniowego na
powierzchni mg¢dzyfazowej ciecz/powietrze. Odmierido omawianego profilu
zaleznosci sugeruje o0 wyspowaniu innego typu interakcji poadizy chlorkiem

benzalkoniowym i fosfatydylocholina mieszanig fosfolipiddw.
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W ostatnich latach wprowadzono do lecznictwa nowestgcie leku o
charakterze submikronowych uktadoéw dyspersyjnyckolajne tego typu uktadyasv
fazie zaawansowanych bada stanowsy obiecugce naniki lekow. Wiek XXI to
przecig era nanotechnologii. Problem konserwacji tych dé&a jest aktualny,
niezalenie, czy g to postacie lekow pozajelitowych, czy podawanyatymi drogami.
Ze wzgkdu na istnienie zimnych struktur wewgtrznych, r@nych faz, rozwinjtag
powierzchng migdzyfazows, mazna przewidywa, ze g to uktady szczegolnie trudne
do konserwacji. Niestety nie petlh do tej pory wgkszych bada tego zagadnienia,
kluczowego dla szerszego zastosowania nowoczesrigom leku w praktyce
klinicznej.

Uwaza sk, ze konserwowanie emulsji tradycyjnych jest dobrzenamym
zagadnieniem. Trzeba jednak przygnae, co prawda stosunkowo dobrze opisano
wplyw réznych czynnikdw decydaggych o aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej
srodkow konserwujcych, trudno jednak jest znatew pismiennictwie dane liczbowe
na temat korelacji steniasrodkéw konserwujcych w preparatach farmaceutycznych i
aktywndaci przeciwdrobnoustrojowe;j. Najesiej dystrybua srodkow
konserwujcych przedstawia si w postaci ogélnych wzoréw, uwzglniajgcych
wspoitczynnik podziatu olej/woda (Wegt wzory 2-5). Niestety, brakuje powszechnego
stosowania tych wzoréw, co utrudnia ogeith przydatnéci do przewidywania
dystrybucjisrodkow konserwujcych w uktadach ztmnych. Najwécej uwagi péwieca
si¢ adsorpcji srodkéw konserwujcych w uktadach zawiesin oraz interakcjom z
opakowaniami lekéw 4uiz tez z substancjami leczniczymi lub pomocniczymi [4,16,
14, 24-30], jednak brakuje systematyzacji isgug¢gh danych. Wiksza¢ z prac
poswieconych emulsjom pozwala wygng¢ wnioski tylko o wptywie wspotczynnika
podziatu na dystrybuegjdo fazy wodnej i olejowej. Nieliczneg oroby korzystania ze
wzorow uwzgédniajacych wptyw wikszej ilasci czynnikdéw na dystrybuej[16, 17, 19,
20], a uzyskanych danych, z powodu odmiennych sktabdadanych uktaddéw, ¢gto
nie mana porownywa. Znaleziono tylko dwie prace przedstaw@ korelag
zawartgci srodkébw konserwujcych w fazie wodnej z ich skuteczom
przeciwdrobnoustrojowy potwierdzog testem konserwacji. Jedna z nich, doigez
ukltadéw submikronowych, zostata wykonana w Katediz&Zaktadzie Farmaciji
Stosowanej AMG [21], a druga, dotyca emulsji tradycyjnych, pochodzi z lat
siedemdziegtych [108]. Kilka prac na temat dystrybugjiodkéw konserwujcych w
emulsjach tradycyjnych opublikowano w latach 70atybla przyktad Shimamoto i in.
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[109] stosujc metod ultrafiltracji oceniali zawarta& parabendéw M i P w fazie wodnej
emulsji tradycyjnej, zawieragej 30% fazy olejowej. W fazie wodnej wykryli 32%
parabenu M oraz 6,7% parabenu P w stosunku dowaéjadlosci. W celu oznaczenia
stezenia srodkow konserwujcych w fazie wodnej emulsji, stosowano #akmetod
trojkomorowej dializy [110] oraz modele matematyeZm.in. pozwalajce przewidzié
zawart@¢ chlorokrezolu w fazie wodnej emulsji stabilizowahycetomakrogolem)
[111, 112].

Przedmiotem bada niniejszej pracy g§ nowoczesne, submikronowe uktady
dyspersyjne, wykorzystywane jako $nmé&ki substancji leczniczych: emulsje
submikronowe, dyspersje micelarne, zawiesiny lippsiraz liposoméw. Wszystkie
ukltady, poza liposferami, zawieraly lecytynjako surfaktant, a w celach
poréwnawczych badaniom poddanozakiktady z innymi surfaktantami.

Konserwowanie submikronowych uktadow dyspersyjnyest utrudnione ze
wzgledu na stosunkowo magtich trwatags¢ fizyczrg w obecnéci wielu zwigzkdw
chemicznych. Pogtkowy etapem bada byta ocena stabildoi submikronowych
uktadow dyspersyjnych w obeditd srodkéw konserwujcych o rénej budowie i
roznych wigciwosciach fizykochemicznych. Przez $gze miesecy prowadzono
diugoterminowe badania zgodito emulsji submikronowych i zawiesin liposfer ze
srodkami konserwuaicymi. Jest to kontynuacja wcezeejszych badawykonywanych w
Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej dla 10%ilsjinsubmikronowych [18].

Badania przedstawione w niniejszej pracy rozszeramtrwald¢ 20% emuls;ji
submikronowych oraz zawiesin liposfer w obemiosrodkéw konserwujcych.
Dodatkowo badano zgodfioPhenonipll - preparatu konserwagego, sktadagego s
z szdciu skladnikbw (parabeny: metylowy, propylowy, etyly, butylowy i
izobutylowy rozpuszczone w fenoksyetanolu). Phemojest przede wszystkim
stosowany w kosmetykach i najedo srodkow konserwujcych o niskiej toksyczriai,
ktory w zwykle stosowanych egfteniach (0,25-1,0%) nie wywotuje podraen skory
lub oczu [15]. Za stabilne uznano uklady, ktére quad przechowywania nie ulegty
zmianom wizualnym, mikroskopowym, w ktorych nie tapa zmiana wartgci pH ani
wielkosci czastek, a w przypadku zawiesiny liposfer nie notowamsian lepkéci
kinematycznej. W tabeli 46 przedstawiono podgiabkéw konserwujcych na zgodne
i niezgodne z badanymi dyspersyjnymi uktadami swdbomowymi (emulsje

submikronowe i liposfery).
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Tabela 46. Podzialrodkow konserwyicych na zgodne (+) i niezgodne (-) z ukladami

submikronowymi (po 6 miesiach przechowywania)

$rodek konserwujacy Stezenie Emulsje _ _Nanosfery
[%6] submikronowe | lipidowe (NLC)
Alkohol benzylowy 2,0 + Nie badano
Alkohol p-fenyloetylowy 0,5 + +
Bronopol 0,1 - +
Chlorek benzalkoniowy 0,02 + - (40°C)
Chlorheksydyny glukonian 0,1 + Nie badano
Chlorokrezol 0,2 + +
Fenol 0,5 + Nie badano
m-Krezol 0,1 + Nie badano
Parabeny M i P 0,181 0,02 + - (40°C)
Phenonip 0,8 - (40°C) +
Tiomersal 0,02 + Nie badano

W badaniach wczaiej prowadzonych w Katedrze i Zakladzie Farmacji
Stosowanej [18] spogdzano emulsje submikronowe mejode novoi wicksza¢ z
przedstawionych powgj srodkow konserwujcych uznano za destabilizog te
uktady. W obecnych badaniach dodawaradki konserwujce do handlowych emulsji
Ivelip. Poniewa w temperaturze pokojowej wykazano trw&temulsji w obecnsri
wszystkich wymienionychirodkéw konserwujcych (z wyptkiem bronopolu), mana
uzna, ze ta metoda dodawani@odkow konserwujcych jest korzystniejsza, albe
emulsje handlowe, obecnie znauhg s¢ w obrocie, § skuteczniej stabilizowane
(dodatkiem oleinianu sodu).

Poza bronopolem, problematyczne #mo by uzycie w emulsjach
submikronowych Phenonipu, gdyw temperaturze 40°C po 6 migsach, pomimo
braku zmian wizualnych, notowano wzrost widlgioczastek fazy olejowej. Badano
rowniez nanosfery lipidowe i w ukladach z parabenami oraz chlorkiem
benzalkoniowym obserwowano niewielkielowanie i aglomerag¢jczastek lipidowych.
W praktyce wyniki tych bada mog utatwic wybor odpowiedniegosrodka
konserwugcego i jego stzenia dla dyspersyjnego uktadu submikronowego.

Wytypowanesrodki konserwujce (parabeny, chlorek benzalkoniowy, Phenonip
oraz mieszanina chlorku benzalkoniowego z alkohdbefanyloetylowym) poshayty

badaniom dystrybucji porailzy fazy submikronowych uktadow dyspersyjnych.
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W badanej grupie znajdowahesirodki konserwujce o charakterze lipofilnym,
hydrofilnym oraz amfifilnym. W@yte parabeny ity si¢ lipofilnoscia (tabela 6), a w
konsekwencji rozpuszczalfmg w fazach emulsji (tabela 24). W obeséaioglicerolu
(2,5%), powszechnie stosowanegodka izotonizujcego, stwierdzono tylko niewielki
wzrost rozpuszczalsoi obu parabendéw (tabela 24). Natomiast obserwovzaraczny
wptyw lecytyny jajowej (1,2%) na rozpuszczadthioparabenu P, a w wkszych
stezeniach (2,4%) rowniena rozpuszczaldé parabenu M.

Emulsje submikronowe zawiesapajczsciej 1,2% lecytyny i 10 lub 20% oleju.
Sporzdzono take emulsje submikronowe o nietypowym skiadzie, zeajee 20%
oleju sojowego oraz 2,4% lecytyny (E4, N3). W pyakt tego typu ukiady niegs
stosowane, choctamozna by s¢ spodziewa ich wigkszej stabilnéci. Stwierdzonoze
dwukrotne zwgkszenie sizenia lecytyny nie powodowato istotnych zmian $elavosci
fizycznych emulsji (tabela 26, ryc. 12).

Ra&znice we wiaciwosciach lipofilnychsrodkéw konserwujcych decydowaly o
sposobie wprowadzenia ich do badanych uktadow. Dmvgej emulsji dodawano
srodki konserwujce ex tempore mieszajc do rozpuszczenia. W celu catkowitego
rozpuszczenia Phenonipu dodatkowo ogrzewano dyspevs tazni wodnej.
Alternatywry metody jest wprowadzaniesrodkdw konserwujcych na etapie
sporadzania emulsjide nov9, przed paczeniem faz: w zalnosci od lipofilnosci do
fazy wodnej wprowadza gichlorek benzalkoniowy, a do fazy olejowej parabeny
alkohol B-fenyloetylowy. Problemem jednak byto uzyskanie adgtde novoemulsji z
chlorkiem benzalkoniowym. Bwiadczalnie stwierdzona;e trwate emulsje uzyskuje
sie dodajc chlorek benzalkoniowy na etapie homogenizacjiokgsinieniowej.

Obecna¢ srodkéw konserwujcych w badanych uktadach dyspersyjnych nie
powodowata zmian wizualnych. Rowniwielkosci czagstek nie ulegta zmianie. Jedynie
w emulsjach z chlorkiem benzalkoniowym sp@izonychde novo(B2, BT) doszto do
niewielkiego wzrostu wielki czastek, a efekt nasilit gsipo wyjatowieniu termicznym
(tabela 29). Stwierdzono stabilizay wptyw parabenéw na emujssubmikronovy
(N4), poniewa zwigkszenie catkowitego stenia parabendéw w emulsji powodowato
zmniejszenie wielkei czastek oraz zatrzymanie olienia pH emulsji po wyjatowieniu
termicznym (tabela 26). Potwierdza to sugedfiongcharoenkiat i in. [17]ze
wymienionesrodki konserwujce mog modyfikowa obszar midzyfazowy.

Badapc wiasciwosci emulsji zesrodkami konserwuacymi stwierdzono wptyw

rodzaju emulgatora na wielko kropli olejowych w emulsji (tabela 31, ryc. 24). W
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emulsjach submikronowych z lecytynajowa (P1, P2*) i poloksamerem (P6P),
wielkos¢ czgstek nie ulegta zmianie (mediana 310 nm). Natomiasemulsjach
submikronowych z polisorbatem (P4T) i lecydysojows (P3S) notowano wksze
czastki fazy olejowej (mediana 480 nm), przy czym wudsji z polisorbatem (P5T)
zwickszenie sfzenia oleju powodowato ponad dwukrotny wzrost wiétkoczastek
(tabela 31). W emulsjach tradycyjnych (nie homogewanych), wykonanych z
uzyciem polisorbatu (tPT) lub poloksameru (tP§¢dnia wielkd¢ kropli fazy olejowej
wynosita okoto 6um, natomiast z iyciem pseudoemulgatorow (metylocelulozy i
Carbopolu) otrzymano emulsje omuwicksze] wielkgci czastek (mediana okoto 66
um) (tabela 31).

Wprowadzajc do emulsji Ivelip mieszangn chlorku benzalkoniowego z
alkoholemp-fenyloetylowym i EDTA (emulsja BF) nie udatoggitrzyma po procesie
wyjatawiania termicznego rozmiarow submikronowyt¢abgla 36). Mimo to emulsja
BF w krétkoterminowych badaniach byta stabilna.

Po wprowadzeniusrodkéw konserwujcych emulsje miaty odczyn pomj 7,
tymczasem najwksz trwatos¢ wykazup emulsje submikronowe o pH 7-8 [31, 36,
37]. Biorac pod uwag, ze podczas wyjatawiania termicznego, z powodesanwe]
hydrolizy lipidéw, dochodzi do dalszego obemia pH emulsji [39], wyjatawiano
uklady po wczeéniejszej korekcie pH do alkalicznego (okoto 8,0). &whulsjach
submikronowych po wyjatowieniu pH wynosito okoto 57 (tabele 26, 29, 31).
Najwigksze obnienie pH (do wartéi okoto 7,2) notowano w emulsjach z chlorkiem
benzalkoniowym (tabela 29).

Spadek pH w diym stopniu zostat zatrzymany w emulsjach z paraiena w
emulsji N4, zawierace] najwiksze sgzenie parabendéw M i P, nie obserwowano
zmiany pH (tabela 26). Hamowanie redukcji pHaaoastipowa: w wyniku dysocjacji
parabendw i produktéw ich hydrolizy [17].

Nie stwierdzono korelacji poruzy potencjalem zeta iwadaa pH. Potencjat
zeta emulsji submikronowych zwykle ndee sic w zakresie -40 do -60 mV [31, 37, 38]
| potwierdza to analiza wykonanych uktadow. Jedymaulsja N4 charakteryzowata; si
mniejsz wartascia ujemnego tadunku, mierzonego na powierzchni kropjowych
(-49,9 mV), w poréwnaniu z emulsjami zawi@@jmi mniejsze stenia parabenow
(N1, N2, N3). W emulsjach z chlorkiem benzalkoniowynotowano znaczne
zmniejszenie ujemnej wadc potencjatu zeta, a w emulsji B3* ngsita nawet
inwersja tadunku emulsji na dodatni (+20,9 mV) @ab?7).
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Lecytyna jest zbyt stabym emulgatorem dla emulsidycyjnych i jej aycie
prowadzi do rozdziatu faz w tego typu uktadach.ega powodu emulsje tradycyjne
sporadzano z w@yciem polisorbatu, poloksameru Ilub pseudoemulgatoro
Wprowadzeniesrodkow konserwujcych do emulsji tradycyjnych nie powodowato
zauwaalnych zmian wizualnych. Jednak emulsje tradycypeewzgédu na weksz
wielkos¢ kropli olejowych, byty trwale po spagdzeniu tylko przez okoto jeden
miesigc. Porownujc emulsje z chlorkiem benzalkoniowym: submikrogo{BT) i
tradycyjry (tBT) (tabela 29, ryc. 18), stwierdzono mnigjszwatcs¢ emulsji tBT
(mediana wielkéci czastek 4,6 um), w ktorej po jednym miegiu dochodzito do
rozdzialu faz. Podobne zmiany notowano porowoiujemulsje z Phenonipem
stabilizowane polisorbatem lub poloksamerem (odpdwio P4T i tPT oraz P6P i tPP;
tabela 31, ryc. 25). Pseudoemulgatory (karbometyloweluloza) stabilizyj emulsje
gtéwnie w wyniku zwgkszania lepkgci. Sporadzono tego typu emulsje z Phenonipem
(tPC, tPM) i pomimo diej wielkcsci czastek olejowych (mediana okoto G6n) w
krotkoterminowych badaniach nie obserwowano niemgad. W niniejszej pracy
wykazano, ze najmniejsz trwatdicig fizykochemicza w obecnéci srodkow
konserwugcych charakteryzgj sii emulsje z polisorbatem i poloksamerem, nie
poddawane homogenizaciji (tradycyjne).

Zgodnie z zateeniami w pracy badano tak wodne dyspersje lecytyny (WLD).
Submikronovg wielkos¢ czstek WLD uzyskiwano stosag homogenizaej
wysokocknieniowg lub ultradewicki (Metody p. 3.1). Nie stwierdzonoidic pomedzy
tymi dwiema metodami w zakresie analizowanych patedw. W WLD bezsrodka
konserwujcego oraz z chlorkiem benzalkoniowym, pomimo koyekhH po
sporadzeniu, notowano znaczny spadek pi po 7 dniach przechowywania (tabela
39). Podobnie, jak w emulsjach submikronowych, wealsci parabenow
obserwowano efekt stabilizgy WLD (niewielkie zmiany pH), co potwierdzity
badania potencjatu zeta (tabela 39).

Podstawowym badaniem, prowadzonym w produktach nlezych,
zawierajcych srodki konserwujce jest oznaczanie catkowitego iche¢zshia w
uktadzie. Niestety, to badanie nie odzwierciedl&yakosci przeciwdrobnoustrojowej,
ktora naleey badd w oddzielnym técie farmakopealnym  ochrony
przeciwdroboustrojowejsrodkow konserwujcych (str. 20). Dystrybucjasrodkow
konserwugcych poza fag wodrg jest podstawow przyczyry braku odpowiedniego
stezenia w tej fazie, a w konsekwencji braku aktyésgrzeciwdrobnoustrojowej [21].
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Submikronowe uktady dyspersyjne skitadagic z kilku faz, w ktérych srodki
konserwugce, w zalenosci od lipofilnosci, mogy w wickszym lub mniejszym stopniu
sie gromadzt.

Zazwyczaj ocenia sidystrybucg do fazy wodnej, ale waa jest znajomi
takze rozmieszczenigrodkoéw konserwujcych w innych fazach, wygbujacych w
uktadzie: olejowej, midzyfazie oraz fazy liposomalnej. Powszechnie dayotrywania
fazy wodnej stosuje simetod ultrawirowania. Nalgy jednak zaznaczy ze w
dyspersyjnych ukladach submikronowych nie zmeo § metod, oddzielt od fazy
wodnej struktur submikronowych tworzonych przezfaktanty. W tych strukturach
mog lokalizowat si¢ srodki konserwujce.

Faz wodmg, uzyskiwam metod ultrawirowania, nazywano umownie
~Strukturalry fazg wodng” albo faz ,wodno-liposomalno-micelagi (faza ,w-I-m”).
Metoda ultrawirowania submikronowych dyspersji uzyskuje sozdziat na trzy
podstawowe fazy: olejoyy miedzyfaz i strukturalm faz wodmg (ryc. 20), a w
emulsjach submikronowych stabilizowanych lecytytodatkowo uzyskuje sifaze
liposomalm (ryc. 14). Faza ,w-I-m”, oddzielona od fazy olejepwmicdzyfazy i fazy
liposomalnej, zawierata struktury submikronowe,ig¢ajak: micele, nano@atki oraz
mate liposomy. Terminem ,faza liposomalna” nazywafaae gromadzca Sie w
niewielkiej ilosci podczas procesu ultrawirowania przy dnie probdowk postaci
zelujgcego osadu. Termin “liposomalna” zostat zastosowaopiewa ultrawirowanie
jest metod oddzielania liposomow z zawiesiny oraz z powodeaonigci tej fazy tylko
w ukfadach stabilizowanych lecytynOznaczanie zawao srodkow konserwujcych
w fazie ,w-lI-m”, uzyskiwanej metagd ultrawirowania, jak i w fazie wodnej po
ultrafiltracji, pozwala na doktadniejszocere lokalizacji srodkow konserwujcych w
uktadach.

Badania rozpuszczalé@ srodkow konserwujcych w fazie wodnej,
niezawierajcej fazy strukturalnej, oraz idice pomédzy metodami uzyskania fazy
wodnej byly pomocne w interpretacji dystrybugjodkéw konserwujcych pomedzy
fazy uktadow dyspersyjnych.

Uzyskana metagd ultrawirowania faza ,w-I-m” byla klarowna we wsziih
emulsjach, z wytkiem emulsji tradycyjnej z Carbopolem. Problemeyolpobranie
fazy wodnej. Podczas jej pobierania, za pogrgitzykawki z igh, czsto dochodzito do
zanieczyszczenia gdzyfaz, co szczegoblnie byto widoczne w emulsjach tradyggh,

z powodu mniej sztywnej rilzyfazy.
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W zawiesinach liposfer, ze wzglu na dug koncentrag fazy lipidowej,
uzyskiwano niewielk ilos¢ fazy ,w-lI-m”, ktéra byla mgtna i zoltawa (ryc. 38).
Problemem bylo pobranie tej fazy w klarownej postao uniemaliwiato analiz w
niej zawartgci srodkdéw konserwujcych. W WLD i dyspersjach liposoméw, z powodu
braku fazy olejowej, a wt i miedzyfazy, faza ,w-I-m” po ultrawirowaniu lokalizoweat
sie nad faz liposomaln, co utatwiato jej pobieranie. W uktadach tych fagpal-m”
byta klarowna i bezbarwna (ryc. 32, 41).

W celu oddzielenia od fazy wodnej struktur submilowych w niej obecnych,
faze ,w-lI-m” poddawano ultrafiltracji przezaszki ultrafiltracyjne typu Microcon YM-
100 (Metody p. 9.4.b). Zastosowangczki stuzg do oddzielania zwzkow 0 masie
czasteczkowej powsej 100 kDa, a wic, z pewnécig pozostawaly na nich
makrocasteczki i nanocgtki. Oznacza to,ze stosujc siczki ultrafiltracyjne
uzyskiwano czysgtfaze wodng pozbawiol nanocastek, miceli, matych liposomow czy
agregatow cgstek, w ktérychsrodek konserwucy maze ulegé zamykaniu. W ten
sposOb uzyskiwano frakgcjsrodka konserwugcego rozpuszczanw fazie wodnej
(frakcja wolna). Uwaa sk, ze w tej formiesrodki konserwujce wykazug wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe.

Probowano uzyskafaze wodm metody bezpdredniej ultrafiltracji badanych
ukladow, co si udalo w emulsjach submikronowych, WLD oraz dyspefts
liposomdéw. Natomiast ultrafiltracja zawiesiny lipes nie pozwalata uzyskafazy
wodnej, nawet mimo wydkenia czasu ultrafiltracji do 60 minut. Zastosowaseene]
ultrafiltracji jest najmniej efektywsn metody otrzymania fazy wodnej ze wzglu na
bardzo niewielkie iléci uzyskiwanego ultrafiltratu (10-2Qul). Doswiadczalnie
stwierdzono,ze stzeniasrodkow konserwujcych w fazie wodnej uzyskanej megod
ultrafiltracji lub metod ultrawirowania w pajczeniu z ultrafiltragj s3 porownywalne.
Ostatecznie, w celu uzyskania fazy wodnej zawiesy frakcg wolng srodka
konserwugcego stosowano pgizenie metody ultrawirowania z ultrafiltrgc{metoda
uf).

Analize ilosciowg srodkow konserwujcych w fazie wodnej oraz w fazie ,w-I-
m” badanych uktadéw prowadzono mefddlPLC. Warunki analizy chromatograficznej
dobierano w zalaosci od rodzajusrodka konserwucego (tabela 23). Wykrywane t
metod; skezeniasrodkow konserwujcych byty znaczco wyzsze ni okreslona czut@é

metod (okoto 1 ng/ml).
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W wydzielanych fazach (wodnej i ,w-I-m”) oznaczan@azny udziatsrodkow
konserwugcych w zalenosci od ich widciwosci fizykochemicznych i zawsze
zawartd¢ w fazie wodnej, uzyskiwanej metpdltrafiltracji, byta mniejsza aiw fazie
wydzielonej metogl ultrawirowania. Analiza wynikéw pozwolita na ustale pewnych
ponizej wykazanych zaleosci. Stwierdzonoze proces wyjatawiania termicznego nie
zmienia dystrybucji parabenéw do fazy wodnej, djatebadano tylko dyspersje
wyjatowione.

Istotrg czscia bada byto okr&lenie dystrybucji parabendw, bardzo
popularnych srodkow konserwujcych. Na podstawie tych badamazna byto
obserwowa zalenos¢ dystrybucji od lipofiindci trzech analogébw parabenow
(metylowego, etylowego i propylowego)zrégcych s¢ wartascia log P (odpowiednio
2,00; 2,49 i 2,98). Ring dystrybucg parabenéw M, A i P (odpowiednio 27,8; 15,4 i
5,1%, ryc. 27-29) do fazy wodnej emulsji submikrarep (P1) mana skorelowé z ich
lipofilnoscig. W fazie wodnej wszystkich emulsji notowano najejs® zawartgé
parabenu P, zwrku najbardziej lipofilnego, a najekszy parabenu M (najmniej
lipofilnego). Podoba korelacg notowano dla wszystkich badanych uktadow.

Udziat parabenu M w fazie wodnej (w formie wolnglezal od rodzaju
emulgatora, zawarfoi fazy olejowej, jak rownie wielkosci czastek fazy olejowe;.
Zaréwno wzrost gtzenia fazy olejowej, jak réwniezawart@ci emulgatora powodowat
zmniejszenie dystrybucji, a w konsekwenciizsnia parabenu M w fazie wodnej (ryc.
15). Zasipienie w emulsjach submikronowych lecytyny jajovagjjons (P3S) lub
poloksamerem (P6P), praktycznie nie zmieniato fiagarabenu M w fazie wodnej
(okoto 28%, ryc. 27). Natomiast w obeénb polisorbatu (P4T) frakcja ta ulegta
obnizeniu do 22%.

W przypadku bardziej lipofilnego parabenu etylowesiserwowano mniejgz
zawartg¢ w fazie wodnej emulsji submikronowych (okoto 15%iezaleénie od
rodzaju emulgatora (ryc. 28).

Dystrybucja najbardziej lipofilnego parabenu P dayf wodnej emulsji byta
okoto pkciokrotnie mniejsza w poréwnaniu z parabenem M. a&id wodnej emulsji
submikronowych wykrywano tylko okoto 5,3% parabe®} a w emulsjach
tradycyjnych okoto 6,0% tegérodka konserwugcego (ryc. 29). Podobnie, jak dla
parabenu M, wraz ze wzrosterngz&nia fazy olejowej w emulsjach notowano mnigjsz

zawartg¢ parabenow A i P w formie wolnej (faza wodna).
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W poréwnaniu z emulsjami submikronowymi w emulsjacadycyjnych, z
powodu zmniejszonej powierzchni ¢gdzyfazowej, frakcja parabenow w fazie wodnej
byla wigcksza, a w fazie olejowej i gulzyfazie mniejsza. W emulsjach tradycyjnych ze
wzrostem lipofilndci parabenow notowano zgkiszony ich udziat w mgdzyfazie. W
emulsji z polisorabtem (tPT) parabeny praktycznie mlegaly dystrybucji do
migdzyfazy, a gromadzity siprzede wszystkim w fazie ,w-lI-m”. Fenoksyetanol by
wykrywany w emulsjach tradycyjnych, przede wszystkiv fazie wodnej, natomiast
chlorek benzalkoniowy - gtébwnie w fazie ,w-I-m”.

Stwierdzonoze obecnét fenoksyetanolu nie wpltywa nagsenie parabendéw w
fazie wodnej emulsji submikronowych (poréwnanie &jiuN1 i P1), poniewa ich
dystrybucja w emulsjach konserwowanych mieszanparabenow M i P byta
poréwnywalna z okrdong dla emulsji konserwowanych Phenonipem.

Sktadnikiem Phenonipu, ktérego dystrybuawniez badano byt fenoksyetanol.
Fenoksyetanol charakteryzuje snniejsz lipofilnoscia (log P 1,0) ni paraben M (log
P 2,0). Zgodnie z przewidywaniem, w porownaniu rapanem M, w fazie wodnej
emulsji wykryto duio wiecej tego srodka konserwucego (43-87%). Zwkszenie
stezenia oleju w emulsjach (P2*, P5T) powodowato znsmepie frakcji
fenoksyetanolu w fazie wodnej (ryc. 26). W emulbjatibmikronowych z lecytyn
jajowa, sojows i poloksamerem nie notowano zrdc istotnych statystycznie w
dystrybucji fenoksyetanolu do fazy wodnej, niezale od rodzaju emulgatora (okoto
59%). Podobnie, jak w przypadku parabendéw, obseemowwplyw na ten parametr
wielkosci czastek fazy olejowej. Wielk& kropli olejowych nie miata znaczenia w
emulsjach z polisorbatem - zarbwno w emulsji sulbaribwej (P4T), jak i tradycyjnej
(tPT) okoto 50% fenoksyetanolu znajdowata sv fazie wodnej. W pozostatych
emulsjach tradycyjnych w fazie wodnej wykrywancedj fenoksyetanolu, przy czym
w emulsji tradycyjnej z karbomerem (tPC) prawieacéds¢ (86%) fenoksyetanolu byta
zlokalizowana w fazie wodnej (ryc. 26).

Kolejnym badanymsrodkiem konserwucym byt chlorek benzalkoniowy,
nalezacy do czwartorgdowych zwizkow amoniowych. Charakteryzuje ¢sion,
odmiennymi nt inne $rodki konserwujce wiaciwosciami, poniewa jest zwazkiem
amfifilnym, a wic surfaktantem. W emulsjach submikronowych statianych
lecytyrg (B1*, B2, B3*) wykrywano w fazie wodnej zaledwig282,4% tegosrodka
konserwugcego (ryc. 21). Na zawado chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej ma

wptyw poczatkowe jego sfzenie w badanym uktadzie oraz rodzaytego emulgatora.
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Zauwaono, ze wraz ze wzrostem catkowitegagstnia chlorku benzalkoniowego w
emulsjach maleje jego udziat w fazie wodnej. Bezwdge wartdci stezenia w formie
wolnej g zblizone (okoto 0,5 pg/ml), pomimo wzrostu catkowitego egenia.
Praktycznie state stenie chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej pravathgbnie
jest zwpzane z wart€rig krytycznego stzenia micelarnego (cmc), charakterysggo
ukiad (tabela 45, ryc. 45). Bytoby onazsze ni w roztworze chlorku benzalkoniowego
(0,17%)).

W przypadku zastosowania, zamiast lecytyny, pdiatur w fazie wodnej
znajdowano a 8% chlorku benzalkoniowego, ga znacznie wicej niz w uktadach z
lecytyra, przy czym nie stwierdzono idic istotnych statystycznie pogizy emulsy
submikronowg (BT) i tradycyjry (tBT) stabilizowanymi polisorbatem. Oznacza e,
chlorek benzalkoniowy w wkszym stopniu jest zamykany w strukturach
submikronowych, pozostajych na sczku ultrafiltracyjnym, tworzonych z udziatem
lecytyny niz z udziatem polisorbatu.

Istniato podejrzenie,ze w czasie ultrafiltracji usuwaneg snicele chlorku
benzalkoniowego. Stwierdzono jednate chlorek benzalkoniowyzyty w skzeniu
zblizonym do wykrywanego w fazie ,w-I-m” nie tworzy sktur, ktére pozostawatyby
na gczku ultrafiltracyjnym, a micele tworzone przez témodek konserwugcy, w
roztworze o sizeniu 0,25% (powsej cmc), przechodzprzez gczek. Oznacza toe
najprawdopodobniej dochodzi w uktadach do inteliakbjorku benzalkoniowego z
surfaktantami i tworzenia struktur gkiszych, nk bytyby tworzone z udzialem samego
chlorku benzalkoniowego. Podejrzeivanozna, ze pojawia s nowa wartéé
krytycznego sizenia micelarnego mieszaniny (str. 139).

W strukturalnej fazie wodnej (,w-I-m”) badanych akibw oznaczano wksz
zawartd¢ srodkow konserwujcych niz w fazie pozbawionej nanostruktur, przy czym
roznice te dla wikszaci srodkow konserwujcych byty niewielkie (porriej 10%).
Poréwnanie dwoch metod otrzymywania fazy wodnepw@dato na oszacowanie frakcji
srodkéw konserwujcych zlokalizowanej w strukturach submikronowychvaeych w
fazie wodnej. Bardzo cie r&nice dotyczace zawartéci chlorku benzalkoniowego w
fazie wodnej i w fazie ,w-I-m” obserwowano dla chta benzalkoniowego w
emulsjach stabilizowanych lecytyn(ryc. 21) oraz dla skfadnikbw Phenonipu w
emulsjach stabilizowanych polisorbatem (ryc. 26-2B)zykiadowo, w strukturach
liposomalno-micelarnych fazy wodnej emulsji subraikowych zamknite byto & 42%
chlorku benzalkoniowego (ryc. 21), a tylko 5% panal M (ryc. 15).
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Wprawdzie mana bylo ocerd zawartd¢ srodkdw konserwujcych w
strukturalnej fazie wodnej na podstawieni@ pomedzy metodami ultrawirowania i
ultrafiltracji, jednak zastosowanie modelu maternaityego pozwolito okrdic¢
dystrybucg srodkéw konserwujcych dodatkowo do fazy olejowej i sdizyfazy
(Metodyka p. 9.7). W ten sposéb mma byto uzysk& dokiladniejsze informacje
dotyczice lokalizacjisrodkéw konserwujcych w uktadach submikronowych. Na ryc.
48 oraz w tabelach 28, 30, 32-36 przedstawionorglystic poszczegolnyckrodkow
konserwugcych pomédzy wszystkie fazy badanych uktadéw emulsyjnych.

W fazie olejowej emulsji submikronowych stabilizawah lecytyn jajows
(P1), polisorbatem (P4T) oraz poloksamerem (P6Pjoweno poroéwnywals
dystrybucg dla kadego z parabendw (tabela 33, 34, 35). Wraz ze warostzenia
fazy olejowej z 10 do 20%, w zaleosci od lipofilnosci parabendw, w fazie olejowej,
notowano znaczny wzrost ich zawadp niezalenie od rodzaju emulgatora. Jednak
wzrost s¢zenia parabenu P w fazie olejowej nie byttak duy, jak mana by s¢
spodziewa na podstawie ticy lipofilnosci w szeregu parabendw i rozpuszczatmo
w oleju sojowym (tabela 24).

Na granicy faz pomdzy faz olejowa | wodm, gromadzi s surfaktant
stabilizupcy ukiad. Ma@na wkc, ten obszar traktowajako odmienn faze tzw.
migdzyfaz;, ktora charakteryzuje semfiliinym srodowiskiem i zwgkszory lepkaicia.
W zalenosci od wiaciwosci fizykochemicznychsrodkéw konserwujcych notowano
mniejsze lub wiksze gromadzenie¢iw ich midzyfazie. Medzyfaza ma najwksze
znaczenie w dystrybucji parabenéw w emulsjach skimmowych stabilizowanych
lecytyrg i poloksamerem, przy czym wraz ze wzrostem lipofiti parabendw
zwickszat s¢ ich udziat w m¢dzyfazie. Na uwag zastuguje najwksza zawart@
parabendéw w medzyfazie emulsji z lecytyn sojowg (P3S). Natomiast w emulsjach
stabilizowanych polisorbatem wggzyfaza ma mniejsze znaczenie | ze wzrostem
lipofilnosci parabendéw malato ichegenie w medzyfazie tych uktaddw.

Stwierdzono korelagj pomkdzy stzeniem srodkow konserwujcych w
mi¢cdzyfazie oraz w fazie ,w-I-m” — wraz ze wzrostem waatcsci srodka
konserwugcego w mgdzyfazie malat jego udziat w fazie ,w-I-m” i odwrge.
Niezaleznie od lipofilngci parabenéw, w fazie ,w-I-m” emulsji stabilizowasty
lecytyrg oraz poloksamerem, notowano najmnigjszawarté¢ parabenow i
fenoksyetanolu, a najwkszz w emulsjach z polisorbatenSwiadczy to o tworzeniu

typowych miceli za pomacpolisorbatu, z czym jest zgaana solubilizacja micelarna
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CHLOREK BENZALKONIOWY
Emulsje submikronowe Emulsja tradycyjna
B1* B2 B3* tBT

e e by e e

Olej Emulgator PARABEN  PARABEN PARABEN FENOKSY-

Emulsia o0 (1,00) M A P ETANOL
Emulsje submikronowe
PL 10 L;‘J:é’t\}v’ga
P2t 20 L;‘J:gtxga
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PAT 10 Polisorbat

P5T 20 Polisorbat

P6P 10 Poloksamer
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Emulsje tradycyjne

tPT 10 Polisorbat

tPP 10 Poloksamer

tPC 10 Carbopol

Metylocelu-

tPM 10 loza
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Ryc. 48. Dystrybucjg&rodkéw konserwycych pomidzy fazy emuls;ji.
O fazawodna,d0 faza olejowal@ faza ,w-I-m”, @ medzyfaza
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srodkow konserwujcych w medzyfazie. Zjawiska tego nie obserwowano w emulsjach
stabilizowanych lecytyn

Uzyskane warteci mazna porownd =z wynikami innych autorow.
Pongcharoenkiat i in. [17] stoggj model matematyczny uwzglniagcy wielkosé
czgstek fazy olejowej, objos¢ fazy olejowej i catkowid powierzchng miedzyfazowy,
stwierdzili, ze w emulsji submikronowej (20% fazy olejowej, 1,286ytyny jajowe))
56% parabenu M gromadzisw fazie ,w-I-m”. Natomiast Sila-on i in. [20] w e ,w-
I-m” 10% emulsji submikronowej (1,2% lecytyny) wykr 36% parabenu M, a wt
wartaés¢ mniejsa, lecz zblrong do oznaczonej w niniejszej pracy (emulsja N1). Han
in. [16], stosuyjc taki sam sposéb uzyskania fazy wodnej dla emidgjrivan (z
propofolem), notowali mniejgzrakcje parabenu M w fazie wodnej (24%).

Jak juz wspomniano, w poréwnaniu z parabenami, notowarszzne W¢ksz
zawarté¢ mniej lipofilnego (log P 1,00enoksyetanoluw fazie wodnej emulsji (tabela
32). Zawarté¢ fenoksyetanolu w fazie olejowej byta poréwnywakva wszystkich
emulsjach (okoto 17%) i nie obserwowano wptywu,0raro rodzaju emulgatora, ani
wielkosci kropli olejowych na ¢ wartaé¢. O duym wptywie wspotczynnika podziatu
na dystrybugj fenoksyetanoluswiadczy fakt, ze wzrost sizenia fazy olejowe]
powodowat istotny wzrost frakcji tegmodka konserwuagcego w fazie olejowej (np. w
emulsjach z lecytynjajowg z 17 do 37%). W medzyfazie emulsji submikronowych
(10%), niezalenie od rodzaju emulgatora, udziat fenoksyetanolugoyéwnywalny i
podobny (18%). Jedynie w puzyfazie emulsji z lecytyn sojows, podobnie jak w
przypadku parabendéw, obserwowanaksize gromadzenie esfenoksyetanolu (24%).
Podobnie jak dla parabenéw, w emulsjach tradycyjnyz powodu zmniejszonej
powierzchni mgdzyfazowej, notowano mniejgzniz w emulsjach submikronowych
dystrybucg fenoksyetanolu do radzyfazy.

Chlorek benzalkoniowy, bedac zwigzkiem powierzchniowo czynnym ulegat
odmiennej dystrybucji nie tylko do fazy wodnej (st62-153), ale tedo pozostatych
faz emulsji. Niezalznie od rodzaju emulsji oraz emulgatora, praktyczmie
wykrywano chlorku benzalkoniowego w fazie olejovjppnizej 1%) (tabela 30). Jak
juz wspomniano, w fazie wodnej emulsji stabilizowanyldtytyra réwniez nie
oznaczono chlorku benzalkoniowego, a w obécnpolisorbatu frakcja jego w tej fazie
ulega tylko nieznacznemu zaszeniu. W emulsjach z lecytymajows (B1*, B2, B3*)
najwickszy frakcje chlorku benzalkoniowego notowano wetizyfazie (okoto 68%),

przy czym wraz ze wzrostem catkowitego jegezehia (z 0,05 do 0,2 mg/g),
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nastpowato zmniejszenie udziakrodka konserwuacego w tej fazie (odpowiednio z
75 do 62%). W fazie ,w-I-m” emulsji z lecytgnwykrywano okoto 32% chlorku
benzalkoniowego. Natomiast w obeéciopolisorbatu w fazie ,w-I-m” gromadzito &i
az 70% tegosrodka konserwucego (emulsja BT). Tak wt, rOwniez w obecnéci
chlorku benzalkoniowego obserwowano wskazawczeniej raznice pomidzy
lecytym i polisorbatem polegaga na dystrybucjgrodka konserwuacego do fazy ,w-I-
m” w obecndci polisorbatu. Wzrost gstek fazy olejowej w emulsji tradycyjnej z
polisorbatem (emulsja tBT) powodowat niewielkie olamie s¢zenia chlorku
benzalkoniowego w mdzyfazie.

Alkohol B-fenyloetylowy charakteryzujcy sk zblizong do fenoksyetanolu
budowg chemiczil i lipofilnoscia (log P 1,33), ulegat zupetnie odmiennejz ni
fenoksyetanol dystrybucji w fazach emulsji. Najkgzz zawarté¢ alkoholu (-
fenyloetylowego w obecroi chlorku benzalkoniowego notowano w gazyfazie
emulsji BF (85%), natomiast w fazie wodnej byto ktyl 12% tego srodka
konserwugcego. Brak korelacji dystrybucji z lipofildoia pomiedzy alkoholemf-
fenyloetylowym i fenoksyetanolem prawdopodobnie Ilspowodowany obecloia
chlorku benzalkoniowego w emulsji BF (tabela 3%, 131).

W emulsjach tradycyjnych, niezaldge od rodzaju emulgatora, w fazie olejowej
byto wiecej parabenow i fenoksyetanolwnv emulsjach submikronowych, przy czym
roznice te § szczegolnie widoczne dla bardziej lipofilnyétodkow konserwujcych
(parabendéw A i P). Oznacza toe oprocz wspéiczynnika podziatu olej/woda inne
zjawiska odpowiadaj za gromadzenigrodkéw konserwujcych w fazie olejowej
(szczegolnie widoczne w uktadach submikronowych).

Zgodnie z przewidywaniem, przy wzame wielkasci kropli olejowych
zmniejsza s dystrybucja do midzyfazy wszystkichsrodkow konserwujcych, a w
obecndci polisorbatu (emulsja tPT) nie notowano praktyeambecnéci parabenéw w
migdzyfazie. Na uwag zastuguje porownywalna z emulsjami submikronowymi
zawartd¢ parabenu P w redzyfazie emulsji tradycyjnej z karbomerem.

Podsumowujc mazna stwierdzi, ze w emulsjach stabilizowanyclecytyna
parabeny oraz chlorek benzalkoniowy (niezale od ich lipofilngci) ulegap
dystrybucji gtéwnie do meidzyfazy, przy czym wida zdecydowanie wkszy udziat
parabenéw w medzyfazie emulsji z lecytyn sojowg. Dystrybucja srodkow
konserwugcych do fazy ,w-I-m” jest niewielka lub praktycznieie wystpuje.

Natomiast odwrotnie jest w emulsjachpalisorbatem, w ktérych mate znaczenie w
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dystrybucjisrodkow konserwujcych ma mgdzyfaza, natomiast de znaczenie ma faza
-W-I-m”. Dotyczy to rowniez fenoksyetanolu. Dystrybucfaodkéw konserwujcych w
emulsjach submikronowych stabilizowanygoloksamerem jest porownywalna z
emulsjami stabilizowanymi lecytyrjajowg. W dystrybucjisrodkow konserwujcych w
emulsjach tradycyjnych z pseudoemulgatoraniedznaczenie ma gdzyfaza.

Obliczona dystrybucja parabenu M pedry fazy emulsji submikronowej z
lecytyrg w obecnéci parabenu P (emulsja N1) jest odmienna od wyanmegjzprzez
Han i Washington [16] w emulsji submikronowej Dyan (z propofolem). W
porownaniu z emulsgj N1, autorzy uzyskali wksz frakcje parabenu M w fazie
olejowej i liposomalnej emulsji Diprivan (odpowiadm?2 i 11%), a mniejszw fazie
wodnej i medzyfazie (odpowiednio 24 i 23%). Wyniki przedstaméoprzez Han i
Washington wskazgj na wkgkszy udziat parabenu M w fazie olejowejzniv
migdzyfazie.

Wodne dyspersje lecytyny w odimdeniu od emulsji, & ukladami
niezawieragcymi fazy olejowej i mgdzyfazy. Z uwagi na brak fazy olejowej w WLD
nie jest obecna railzyfaza (ryc. 32), a cata #6 lecytyny tworzy faz ,w-I-m”. Badania
WLD miaty na celu poznanie wptywu struktur tworzehytylko z udziatem lecytyny na
dystrybucg srodkéw konserwujcych do fazy wodnej. Jakjwspomniano, technologi
sporadzania WLD opracowano w Katedrze i Zaktadzie Fajm@tmsowanej AMG.
Wodne dyspersje lecytyny charakteryzigic bogat struktug wewretrzng, ktéra
doktadnie nie jest poznana [51] (Wiststr. 36).

W wodnych dyspersjach lecytynyegenie lecytyny wynosito 1,2-5,0%. Frakcji
wolnej parabenow M i P (metoda uf) jest znaczniecejiw dyspersjach lecytyny (np.
49% parabenu M, ryc. 33)niv emulsjach submikronowych o takim samynrwshiu
lecytyny (ryc. 15), przy czym udzigétodkdéw konserwujcych w fazie wodnej maleje ze
wzrostem catkowitego atenia lecytyny (np. dla parabenu M z 49% do 15%)tdde
ultrawirowania WLD mana bylo oddziei od nanoczstek mikrocastki, ktére
lokalizowaty s¢ po ultrawirowaniu w postaci osadu (agregaty leay)y Obliczagc
réznicg pomkdzy catkowity zawartdcig parabendéw w WLD, a wykrytw strukturalnej
fazie wodnej stwierdzonage w mikrocastkach, niezalanie od s¢zenia lecytyny, byto
okoto 22% parabenu M. Natomiastzng zawarté¢ w zaleznosci od stzenia lecytyny
uzyskano dla parabenu P (19-42%). Poréwnanie uhloawania i ultrafiltracji wskazuje
na wiksze zamykanie parabendéw w narmgstkach tworzonych przez lecyiyn dla

obu parabendéw zaznacza sivptyw lipofilnosci na ten parametr. Frakcja parabendéw
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solubilizowana w nanog@stkach rénie wraz ze wzrostemcegienia lecytyny od 29 do
63% dla parabenu M oraz od 46 do nawet 78% dlabparaP, co oznacza gisze
znaczenie solubilizacji dla parabenu Pz Ju WLD zawieragcej 2,4% lecytyny
przewaa efekt solubilizacji w nanoggtkach nad efektem zamykania w agregatach
czastek.

Zawartg¢ chlorku benzalkoniowego w fazie wodnej WLD (tylko,6%)
potwierdza tworzenie struktur chlorku benzalkonigwe lecytyn, na co wskazywaty
eksperymenty z ultrafiltracji (str. 153) i parj opisane wyniki bada napkcia
powierzchniowego.

Uzyskane wyniki zawartoi srodkow konserwujcych w fazach uktadéw
emulsyjnych wskazyj ze bardzo die znaczenie w dystrybucjisrodkow
konserwugcych ma gromadzenie e¢siich w midzyfazie lub inkorporowanie w
nanostrukturach. Oddziatywania te probowano potiziérpomiarami zmian nagtia
powierzchniowego surfaktantow (lecytyny jajowej, liporbatu 80 oraz
fosfatydylocholiny) w obecrigi srodkdéw konserwujcych (chlorku benzalkoniowego i
parabenu M). Zdecydowanie ¢kisza efektywndcia powierzchniow charakteryzowat
sie polisorbat 80 i lecytyna jajowa czy fosfatydylocholina (ryc. 43).

Pomiary napjcia wykazaly rénego rodzaju interakcje, przy czym notowano
réznice pome¢dzy lecytyy | polisorbatem, a tae pomedzy lecytyny i
fosfatydylocholin. Typowe oddziatywania surfaktantow s@dkami konserwucymi,

w ktérych casteczkisrodka konserwuacego § zastpowane cgsteczkami surfaktantu,
notowano dla wikszaci z badanych uktadéw (polisorbat i paraben M, smiat i
chlorek benzalkoniowy, lecytyna i paraben M, fogfiglocholina i paraben M). Dla
lecytyny i chlorku benzalkoniowego oraz fosfatydoliny 1 chlorku
benzalkoniowego obserwowano bardziej zelze interakcje. Przebieg krzywych
zaleencsci napecie powierzchniowe — atenie surfaktantu wskazuje na ¢ksz
zdolnag¢ tworzenia mieszanych miceli w uktadzie chlorek zakoniowy — polisorbat
niz chlorek benzalkoniowy — lecytyna. Taakaleznos¢ juz obserwowano na podstawie
réznic w dystrybucji chlorku benzalkoniowego w obegridecytyny (gromadzenie gi
chlorku benzalkoniowego w wgdzyfazie) i polisorbatu (wkszy udziat chlorku
benzalkoniowego w fazie ,w-I-m”) (str. 156-157).

Wyrazng zmiarg krytycznego stzenia micelarnego (cmc) w  kierunku
mniejszych sfzen stwierdzono dla uktadoéw obwrodkéw konserwujcych z

fosfatydylocholim oraz dla chlorku benzalkoniowego z polisorbatembdta 45).
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Natomiast w uktadzie polisorbatu z parabenem pcakiy nie notowano zmiany cmc.
Obserwowano odmienny wptyw chlorku benzalkoniowagqrofil zalénosci napecia
powierzchniowego w funkcji stenia lecytyny - dopiero przy stosunkowo zgch
stezeniach lecytyny nagpowat gwattowny spadek najia powierzchniowego (ryc.
45). Na zmiag cmc w kierunku mniszych s§zen lecytyny w obecngi chlorku
benzalkoniowego wskazywaty wyniki oznaczenia chlotkenzalkoniowego w fazie
wodnej po ultrafiltracji  (ryc. 21), lecz przeprowamhe badania nagia
powierzchniowego nie pozwaldagtwierdzé, czy na pewno dochodzi do zmiany cmc.
Nietypowy przebieg omawianej zatesci wymaga dalszych bafla

Interesugcy jest fakt odmiennej interakcji pogaizy srodkami konserwuacymi i
lecytyrg jajowa lub fosfatydylocholig (ryc. 45, 47). Rénice pomiarOw nagcia
powierzchniowego tlumaczy mogs rozng dystrybucg srodkow konserwujcych
pomidzy fazy emulsji stabilizowanych lecytynjajowa lub sojowg. Niestety na
podstawie przeprowadzonych pomiaréw aktysano powierzchniowej badanych
uktadow nie mana jednoznacznie wytlumaazygjawisk zachodgcych na granicy faz w
badanych uktadach submikronowych.

Przedmiotem badaniniejszej pracy byty tate zawiesiny liposomow. Liposomy
sa nosnikami substancji leczniczej mymi zastosowanie w praktyce, alg leczne
trudnaci zwigzane z ich konserwowaniem. Zawiesiny liposomow akigryzuj sic
sktadem podobnym do WLD (2,5% lecytyny, brak fatgjawej), ale ranag struktug
wewretrzng, wynikajgca ze sposobu ich spadzania. Na podstawie baddystrybucji
srodkow konserwujcych w liposomach oceniano, czy nie dochodzi do ykamia
sktadnikéw Phenonipu w tych strukturach.

Pomimo rénej struktury wewstrznej badanych ukltadéw nie stwierdzono
réznic w dystrybucjisrodkow konserwujcych do fazy wodnej liposoméw i pozostatych
submikronowych uktadéw dyspersyjnych zawigegch w swoim skladzie 2,4%
lecytyny jajowej (emulsje submikronowe i WLD), &ita zawiesiny liposfer (NLC)

stabilizowanej poliglukozydem alkilowym (ryc. 49).
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Ryc. 49. Zawart@® skladnikow Phenonipu w fazie wodnej submikronowyadow
dyspersyjnych otrzymanej megodiltrafiltracji (w nawiasach podano &ienie

lecytyny).

Podobna, do pozostatych ukladéw submikronowych,trdlyacja srodkow
konserwugcych do fazy wodnej liposomoéw, pomimo braku fazgjovej i midzyfazy,
swiadczy o bardzo dobrym zamykariwdkow konserwujcych w liposomach.

Obecnie bardzo div uwagi pdwigca s¢ nanocastkom lipidowym. Stata faza
lipidowa maze wptywa na odmienny sktad ruzyfazy, ktéra w tych uktadach nie ma
takiej ptynnéci. Ze wzgédu na obecri@ innego emulgatora (poliglukozydu
alkilowego) nie mana bezpérednio poréwnywé zawartdci srodkow konserwujcych
w fazie wodnej z pozostatymi badanymi uktadami siklbomowymi. Stwierdzonoze
obecnd¢ statej matrycy lipidowej nie wplywa na dystrybgichadanychsrodkow
konserwugcych (skladnikbw Phenonipu oraz chlorku benzalkeeigo). W fazie
wodnej oznaczono podopnzawartdé srodkdw konserwujcych do notowanej w
pozostatych badanych uktadach submikronowych, pamainecnéci innego rodzaju
emulgatora i skiadu maglzyfazy (ryc. 49). Phenonip oraz chlorek benzal&otyi
dodawano do zawiesin liposfer w temperaturze pakejooraz podczas ogrzewania
(powyzej temperatury topnienia statego lipidu). Nie stdEono wplywu topienia
stalego lipidu na zawaré srodkow konserwujcych w fazie wodnej zawiesiny
liposfer, ktéra niezalaie od temperatury byta porownywalna (ryc. 39, 4@nacza to,
ze nie dochodzi do zamykaniodkow konserwujcych w statej matrycy lipidowej

NLC.
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Okreslenie stzeniasrodkow konserwujcych w fazie wodnej jako warunkigego
aktywna¢ mikrobiologiczry jest aktualnym problemem, niedostatecznie opisamym
literaturze. W Katedrze i Zakladzie Farmacji Stoaoej prowadzono réwnolegle
badania dotycxre oceny skuteczdoi ochrony przeciwdrobnoustrojowej niektérych,
badanych w niniejszej pracy, submikronowych ukladéwspersyjnych (emuls;ji
submikronowych, wodnych dyspersji lecytyny oraz emsm liposoméw). Miynarczyk
[113] stwierdzita, ze srodki konserwujce wyte w badanych (maksymalnych)
stezeniach nie zapewnialy wdaiwej ochrony przeciwdrobnoustrojowej uktadow, gdy
zastosowano kryteria wedtug wymagRh. Eur. dla lekdéw parenteralnych i ocznych
(Kategoria 1). Przy zastosowaniu bardziej tagodnicheriow akceptacji zgodnych z
USP, jedynie emulsja P2* (20% Ivelip zawia@j 0,8% Phenonip) spetnia wymagania
dla lekow doustnych. Wynik ten jest zaskakyj poniewa emulsja P2*
charakteryzowata si poréwnywala do pozostatych uktadéw dystrybacgrodkow
konserwugcych.

Dla ocenianychrodkéw konserwujcych ich ostateczneggenia w formie wolnej
byly, w zalenaosci od srodka konserwujcego, dwukrotnie (fenoksyetanol) albo nawet
dwudziestokrotnie (paraben P) mniejsze sigzenia catkowite. O ile przy dwukrotnym
spadku sfzenia mana oczekiwd nadal duej aktywndci mikrobiologicznej, co
wynika z zakresu stosowanycitodkéw konserwujcych (np. parabenu M 0,065-
0,25%), to problemem staje¢sbbnizenie s¢zenia 20 razy. Dlatego wynik stabej
aktywnaici przeciwdrobnoustrojowe]j mie by skutkiem braku wystarczajego
stezenia wolnej frakcji. Problem ten jest pamgejszy w uktadach submikronowychzni
w tradycyjnych ze wzgbu na m¢dzyfaz i1 strukturalm fazz wodmg. Natomiast
niewgtpliwie brak skutecznej ochrony przeciwdrobnoustvegj submikronowych
uktadow dyspersyjnych nie wynika& z obecnéci lecytyny, ktéra jest neutralizatorem
szeregu biocyddw, a dodatkowo meootacza& komorki bakterii i grzybow tworx
wokoét nich mechaniczn bariee chrongca przed dosgpem tych srodkéw. Wyniki
oceny aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej nie madpy¢ bezpdrednio skorelowane z

wynikami zawartéci srodkéw konserwujcych w fazie wodne;j.
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» W diugoterminowych badaniach stwierdzono zgadndbadanych srodkow
konserwugcych z emulsjami submikronowymi i zawiesidiposfer. Jedynie w
tescie przyspieszonego starzenia (40°C) niezgodn§mdkami konserwuagcymi
okazaly s¢: Phenonip (z emulsjami submikronowymi) oraz pamgbé chlorek

benzalkoniowy (z liposferami).

» W celu okrélenia wolnej, aktywnej przeciwdrobnoustrojowo frakérodkéw
konserwugcych konieczne jest oddzielenie fazy wodnej od opelc w niej
nanostruktur tworzonych przez surfaktanty. W tyriu eetasciwe jest zastosowanie
ultrafiltracji po uprzednim ultrawirowaniu ukladéwWzory matematyczne
pozwolity na obliczenie dystrybucgrodkéw konserwujcych do fazy olejowej,
liposomalno-micelarnej i mdzyfazy na podstawie oznaczonegazehia w
wydzielonej fazie wodnej zawieegjej nanocgstki (po ultrawirowaniu) oraz

pozbawionej tych struktur (po ultrafiltracj).

» Badane srodki konserwujce r&nity si¢ lipofilnosciag, co wplywato na ich
dystrybucg w fazach badanych uktadéw. W emulsji submikronow&p%)
stabilizowanych lecytynjajows (1,2%) w fazie wodnej (pozbawionej nangstek)
wykrywano: 58, 28, 15 i 5% odpowiednio: fenoksyetan(log P 1,00), parabenu M
(log P 2,00), parabenu A (log P 2,45) i parabenilo§ P 2,98). Natomiast w tej
fazie oznaczano tylko 12% alkoholitfenyloetylowego (log P 1,33). Wraz ze
wzrostem zarOéwno @tenia fazy olejowej, jak i lecytyny notowano zmnigjaie

zawartdci srodkow konserwujcych w fazie wodnej.

» Chlorek benzalkoniowy, dolac zwigzkiem o charakterze surfaktantu, praktycznie
nie ulegat dystrybucji do fazy wodnej emulsji. Wyta tworzenie mieszanych

struktur chlorku benzalkoniowego z surfaktantami.

» W emulsjach submikronowych stabilizowanych lecytyparabeny i chlorek
benzalkoniowy gromadzity si przede wszystkim w radzyfazie, przy czym
wicksze s¢zenie w tej fazie byto przy zastosowaniu lecytynyosej niz jajowe;.
Badania nagcia powierzchniowego wykazaly odmienninterakcg srodkéw
konserwugcych z fosfatydylocholiq niz mieszanig fosfolipidow lecytyny jajowej,

co réwniez wskazuje na zalmos¢ dystrybuciji od rodzaju lecytyny w uktadzie.
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» W przeciwigistwie do emulsji submikronowych stabilizowanych ylgoa, w
emulsjach zawieragych polisorbat jako emulgatérodki konserwujce znajdowaty
sie w strukturach micelarnych tworzonych przez terfaddant, a frakcja obecna w

migdzyfazie byta mniejsza.

» Zwigkszenie wielkéci kropli olejowych w emulsjach prowadzito do zmsizenia
dystrybucji srodkow konserwujcych do m¢dzyfazy. W emulsjach tradycyjnych
sporadzonych z zastosowaniem poloksameru Iub  pseudoemoudyv
(metyloceluloza i karbomer) mniej lipofilne zyzki (paraben M i fenoksyetanol) w
wigkszym stopniu ulegaty dystrybucji do fazy wodnepadziej lipofilne zwazki

(parabeny A i P) do fazy olejowejzndbbserwowano w emulsjach submikronowych.

» Zmniejszenie zawarfoi w fazie wodnej wolnej frakcgrodkow konserwujcych w
wigkszym stopniu wynika z oddzialywaz surfaktantem @i proceséw podziatu
olej/woda.

» Na skutek tych oddzialywaw fazach wodnych dyspersji liposoméw i WLD,
pomimo nieobecnii oleju, wykrywano sizeniesrodkéw konserwujcych podobne
do obserwowanego w fazie wodnej emulsji.

» Pomimo braku zamykanig&rodkow konserwujcych w lipidowej matrycy liposfer
(NLC) stezenie formy wolnej, aktywnej przeciwdrobnoustrojovayto podobne jak

w innych badanych uktadach.

» Uzyskane wyniki wskazaj ze zaréwno bogata struktura westnzna ukfadow
submikronowych i rozwinita powierzchnia mgdzyfazowa, jak réwnie
wiasciwosci lecytyny mog utrudni& konserwowanie tych uktadéw, co zostato

potwierdzone w niezalmych badaniach skuteczimd srodkéw konserwujcych.
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