UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

ANA ROBAR

DIPLOMSKA NALOGA
UNIVERZITETNI STUDIJ FARMACIJE

Ljubljana, 2010



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

ANA ROBAR

IZDELAVA NANODELCEYV S SPONTANIM ZDRUZEVANJEM
POLIMEROYV IN LIPIDOV

FORMULATION OF NANOPARTICLES WITH SELF-ASSEMBLY
OF POLYMERS AND LIPIDS

DIPLOMSKA NALOGA

Ljubljana, 2010



Diplomsko nalogo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo pod mentorstvom doc. dr. Pegi

Ahlin Grabnar.

V prvi vrsti se zelim zahvaliti mentorici doc.dr. Pegi Ahlin Grabnar za potrpezljivo in skrbno
vodenje skozi laboratorijsko delo ter vso pomo¢ in napotke pri pripravi diplomske naloge.
Zahvaljujem se tudi gospe Tatjani Hrovati¢, tehni¢ni sodelavki na Fakulteti za farmacijo,
za pomo¢ pri izvedbi HPLC analiz ovalbumina. Nenazadnje se Zelim zahvaliti tudi svoji
druzini in Samu za vso podporo, vzpodbudo in neomajno razumevanje tekom pestre poti
Studija in nenazadnje dela diplomske naloge.

Na koncu bi se zahvalila Se vsem tistim, ki jih nisem omenila, a so mi v Casu Studija stali

ob strani in mi pomagali.

Izjava:
Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom doc. dr. Pegi

Ahlin Grabnar.



VSEBINA

POVZETEK
ABSTRACT
SEZNAM OKRAJSAV

Lo UVOD ettt ettt ettt et e e et e s bt e be e st e st enteeneenneenbeeneeeneennean 10
L1 NANODELCT ...ttt ettt et sttt e 10
1.2. POLIMERI IN FOSFOLIPIDI .......cootiiiiiiiiiniteieneeeees et 11
L2 10 HIEOSAMN ...ttt ettt ettt ettt sae e e eaees 11
| <) 1 RSO RSPPRR 12
1.2.3. FOSTOIPIAL cccutiieiiieiieeieeite ettt ettt st et e e b e snbeenseeennes 15
1.3 PROTEINT ...ttt sttt et sttt s 17
1.3.1. StruKtura PrOt@INOV ....cccuvieeeiieeiieeeieeeeiteeeeteeeteeeiteeetaeeeaaeesreeesbeeesnseeenaseeenneas 17
1.3.2. LaStnOStl PrOTCINOV ...eccvieeeiiieeiieeeiieeeiteeesiteeeiteeeeaeeesaeesaaeessbeeessseeessseesnssessnssens 17
1.3.3. TOPNOSE PIOLCINOV ....cuviiiieeiieiieeieeeiieeteeeite et e seteeteestaeeaeesareesbeeseseenseesnseenseannnes 18
1.3.4. Nestabilnost PrOteINOV......cccieriieiiieiieeiierie ettt ettt e et e eseeeesbeeeenes 18
1.3.5. Protein ovalbUmin ..........ccooiioiiiiiiiiee e e 19
1.4. POLIELEKTROLITSKI KOMPLEKSI......cooiieiiiiieeeceeee e 20
1.4.1. Polielektrolitski nanokompleksi iz alginata in hitosana...........c.ccocceveveveenennenne. 21
1.4.2. Polielektrolitski nanokompleksi iz pektina in hitosana............c.cceccevveveeniennenne. 23
1.4.3. Polielektrolitski nanokompleksi iz lecitina in hitosana...........c.ccccceeeeveeenveennen. 23
1.5. VREDNOTENJE POLIELEKTROLITSKIH KOMPLEKSOV .....ccccociviiieieenee. 26
1.5.1. VKOSt AEICEV ...cevviiiiniiiiiiiieiece e 26
1.5.2. Zeta POtENCIAL ....oouiiiiiiiiieiiee ettt 26
1.5.3. PolidiSperzni iNdEKS..........oecuieriieiiiiiieeiieie ettt 27
2.NAMEN DELA ...ttt ettt e te st e st e et e sneesseenseeneeneas 28
3. EKSPERIMENTALNI DEL .....ooooiiiiiiiiiie ettt 29
3.1 MATERIALL ...ttt ettt et st 29
3. 2. NAPRAVE ettt et sttt ettt st 29
3. 3. METODE ..ottt ettt ettt et ettt et e enae e nneas 30
3.3.1. Izdelava NanodeICeV .........cceoiiiiiiiiiiie e 30
3.3.1.1. Nanodelci iz pekting in RitOSANQ ...............cccceeeeeeceieiieiiieiieeie e 30
3.3.1.2. Nanodelci iz leciting in RitOSANG ...............cccueeeueeeceeeiieeiieiieeie e eie e 32
3.3.2. Fizikalno vrednotenje nanodelCev..........oooviiiiiiieiiieeiiie e 33



3.3.3 Dolocanje topnosti ovalbumina v razli¢nih topilih in HPLC analitika

OVAIDUIMING ..ottt ettt ettt et sbe et e naes 34
3.3.4. Dolocanje uc¢inkovitosti vgrajevanja in vsebnosti ovalbumina v nanodelcih......35
3.3.4.1. Nanodelci iz pekting in RitOSANQ .............c..ccceueeecueeeeiieecieeeieeeeieeeeieeeniee s 36
3.3.4.2. Nanodelci iz leciting in RitOSANG ...............ccceeeeeeceieiieeiieieeieesee e 36
3.3.5. Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev..........c.oevreiiiriieiiieniiiiieeee e 37

3.3.5.1. Prehajanje ovalbumina skozi membrano difuzijske vrecke (300 000 Da) ...37

3.3.5.2. Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev iz pektina in hitosana ...................... 37
3.3.5.3. Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev iz lecitina in hitosana...................... 38

4. REZULTATL....c.ooiie ettt et ettt et st e bt et s naes 39
4.1. NANODELCI IZ PEKTINA IN HITOSANA ..ottt 39
4.1.1. Vpliv masnega razmerja pektin : hitosan na nastanek nanodelcev ..................... 39
4.1.2. Vpliv koli¢ine dodanega ovalbumina na lastnosti nanodelcev.............cccoevuenneee. 41

4.1.3. Dolocevanje u¢inkovitosti vgrajevanja in vsebnosti ovalbumina v nanodelcih iz

PEKEING 1N RIEOSANA ......eeiiiiieiiieciieeciee ettt e e e e e e s e e snbeeeenseeesnseeesseeens 43
4.1.4. Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev iz pektina in hitosana..............ccccceeueennnn. 44

4.2. NANODELCI IZ LECITINA IN HITOSANA ......ooiiiiiieeieneeeesteeee e 46
4.2.1. Topnost ovalbumina v razliénih topilih..........ccooooieriiiiiiiniiiii e 46
4.2.2. Izdelava nosilnega sistema brez uCinkovine...........cccceeeeeeecieercieeniee e 47
4.2.3. Izdelava nosilnega sisitema z ovalbuminom ...........cccceeveeeiieeriieeniie e 49
4.2.4. Ucinkovitost vgrajevanja ovalbumina v nanodelce............ccceevevieneniiinienennene. 52
4.2.5. Sproscanje ovalbumina iz nanodelCev..........oovvirriiriieiiieniieiieeieeee e 53
S.SKILEP ...ttt ettt ettt e a et e e nt e bttt eneenneenteeneees 55
6. LITERATURA ..ottt ettt ettt e st e sseenseeneeneas 57



POVZETEK

Nanodelci so v nasem primeru trdni koloidni delci (10-1000 nm), zgrajeni iz lipidov ali
naravnih oziroma sinteznih polimerov. Predstavljajo perspektiven sistem za tar¢no
dostavo, povecanje bioloSke uporabnosti in podaljSano spro$¢anje u¢inkovin ter njihovo
za$¢ito pred encimsko razgradnjo. Nanodelci so vedno bolj pomembni kot dostavni sistemi
peptidov, proteinov, antigenov, oligonukleotidov in genov.

V diplomski nalogi smo proucevali nastanek nanodelcev iz dveh polimerov (hitosana in
pektina) oziroma iz polimera in fosfolipida (hitosana in lecitina). Izdelali smo jih z metodo
polielektrolitskega kompleksiranja. Kot modelno proteinsko ucéinkovino smo uporabili
ovalbumin. Izdelanim nanodelcem smo dolocili povpreéni premer z metodo fotonske
korelacijske spektroskopije ter zeta potencial z metodo laserske Dopplerjeve elektroforeze.
Ovrednotili smo tudi u¢inkovitost vgrajevanja, vsebnost ter hitrost spros¢anja ovalbumina
iz nanodelcev.

Na nastanek nanodelcev iz pektina in hitosana vpliva masno razmerje med pektinom in
hitosanom ter koli¢ina dodanega ovalbumina. Izdelani nanodelci so imeli povprecni
premer 300 do 400 nm ter zeta potencial -30 mV. V nanodelcih smo dolo¢ili do 85 %
ucinkovitost vgrajevanja in do 46 % vsebnost ovalbumina. Z vgrajevanjem ovalbumina v
nanodelce smo dosegli podaljSano sproscanje.

Na nastanek nanodelcv iz lecitina in hitosana vpliva vrsta dodanega lecitina in razmerje
med lecitinom in hitosanom. Nanodelci iz Phospholipona 50 in 80 so imeli povprecni
premer 100 do 260 nm in zeta potencial 40 mV. V nanodelcih iz Phospholipona 50 smo
dolocili 7 % vsebnost ovalbumina in 20-29 % ucinkovitost vgrajevanja, v nanodelcih iz
Phospholipona 80 pa 3-5 % vsebnost ovalbumina in 17-18 % ucinkovitost vgrajevanja.
Stevilnej$e ionske interakcije med lecitinom, ovalbuminom in hitosanom so vzrok, da je
bilo spros¢anje ovalbumina iz nanodelcev iz Phospholipona 50 pocasnejSe kot iz
nanodelcev iz Phospholipona 80.

Zaklju¢imo lahko, da smo modelno proteinsko u¢inkovino ovalbumin uspesno vgradili v
nanodelce iz pektina in hitosana ter nanodelce iz lecitina in hitosana. Ugotovili smo, da
lahko z izbiro ustreznih polimerov in fosfolipidov ter razmerja med njimi, vplivamo na

velikost in naboj nanodelcev ter na vgrajevanje in sproScanje ovalbumina.



ABSTRACT

Nanoparticles, in this context, are solid colloidal particles (10-1000 nm), made of lipid or
of natural or synthetic polymers. They represent a promising system for targeted delivery,
increased bioavailability, prolonged drug release and protection against enzymatic
degradation. Nanoparticles are becoming increasingly important as the delivery system of
peptides, proteins, antigens, oligonucleotides and genes.

This dissertation deals with the formation of nanoparticles out of either two polymers
(chitosan and pectin), or a polymer and a phospholipid (chitosan and lecithin). They were
made with the method of polyelectrolyte complexation. Ovalbumin was used as a model
protein. The mean size of nanoparticles was determined with the Photonic correlation
spectroscopy method and the zeta potential with the laser Doppler electrophoresis method.
Entrapment efficiency, loading capacity and release of ovalbumin from nanoparticles were
also evaluated.

The formation of the nanoparticles of chitosan and pectin is influenced by the mass ratio
between chitosan and pectin and the quantity of the added ovalbumin. The mean size of the
produced nanoparticles ranged between 300 and 400 nm and the zeta potential was around
-30 mV. The entrapment efficiency of ovalbumin was up to 85 % and the loading capacity
up to 46 %. The study of the release of ovalbumin from nanoparticles exhibited a
prolonged release profile.

The formation of the nanoparticles of chitosan and lecithin is influenced by the type of
lecithin used as well as by the mass ratio between lecithin and chitosan. The nanoparticles
of Phospholipon 50 and 80 had an average diameter from 100 to 260 nm and the zeta
potential of 40 mV. The entrapment efficiency of ovalbumin in nanoparticles of
Phospholipon 50 was 7 % and the loading capacity was 20-29 %, while the entrapment
efficiency of ovalbumin in the nanoparticles of Phospholipon 80 was 17-18 % and the
loading capacity 3-5 %. The reason why the release of ovalbumin was slower from the
Phospholipon 50 nanoparticles than from the Phospholipon 80 nanoparticles are the

numerous ionic interactions between lecithin, ovalbumin and hitosanom.



Finally, the results have shown that the model protein ovalbumin can be incorporated in
both the nanoparticles of chitosan and pectin as well as the nanoparticles of chitosan and
lecithin. The right choice of polymers and phospholipids and the mass ratios between them
can have influence on the size and charge of nanoparticles and on the incorporation and

release of ovalbumin.



SEZNAM OKRAJSAV

d — povprecéni premer delcev

Da — dalton

DA - delez acetiliranih glikozidnih enot hitosana (v %)
DE - stopnja esterifikacije

DLS — dinami¢no sipanje svetlobe

Fa — delez acetiliranih glikozidnih enot hitosana
HM - visoko metoksiliran

HPLC — tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti
LM — nizko metoksiliran

ND — nanodelci

OVA - ovalbumin

PBS — izotoni¢ni fosfatni pufer

PCS — fotonska korelacijska spektroskopija

PI — polidisperzni indeks

pl — izoelektricna tocka

PEK - polielektrolitski kompleks

UC — uginkovitost vgrajevanja

VS — vsebnost

ZP — zeta potencial

A - valovna dolzina



1.UVOD

1.1. NANODELCI

Nanodelci spadajo v skupino koloidnih nosilnih sistemov in ne predstavljajo samostojne
farmacevtske oblike. So delci nanometrskih velikosti (1 do 1000 nm). Lo¢imo (1):

e Nanosfere, ki imajo ogrodni matriks, v katerem se porazdeli u¢inkovina

e Nanokapsule, ki imajo polimerno ovojnico in jedro
Zgrajeni so iz nosilnega ogrodja, v katerem je lahko ucinkovina raztopljena ali

dispergirana, lahko pa je u€inkovina na nosilno ogrodje adsorbirana (Slika 1):

NANOSFERE ’ .\

vgrajena ucinkovina adsorbirana ucinkovina

NANOKAPSULE b d

Slika 1: Prikaz nanosfer in nanokapsul z vgrajeno oz. adsorbirano u¢inkovino (1).

Njihova glavna prednost pred delci mikrometrskih velikosti je njihova majhnost, ki jim
omogoca prehod skozi epitelij ali vstop v celice (2).

Nanodelci so pomembni dostavni sistemi peptidov, proteinov, antigenov, oligonukleotidov
in genov. TakSni dostavni sistemi zaS¢itijo vgrajeno ucinkovino pred njenim razpadom v
gastrointestinalnem traktu (kemijska ali encimska razgradnja), podaljSajo Cas sistemske

cirkulacije in imajo nadzor nad spros¢anjem ucinkovine v kri (3).
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1.2. POLIMERI IN FOSFOLIPIDI

Nanodelci izdelani iz polimerov oziroma polimerov in lipidov se uporabljajo za izboljSanje
nekaterih lastnosti zdravilnih u¢inkovin kot so: slaba topnost v vodi, hiter metabolizem,
ozek terapevtski indeks in toksicni stranski ucinki (4).

Zaradi nekaterih slabih lastnosti naravnih polimerov (slabo ohranjanjo obliko zaradi
nabrekanja, njihova sestava niha, lahko so kontaminirani...) se vedno bolj uporabljajo

sintezni polimeri, ki pa so pogosto netopni v vodi in zahtevajo uporabo organskega topila

(5).

Ogrodni materiali, ki se uporabljajo za izdelavo nanodelcev so:
e Sintezni polimeri
polimle¢na kislina (PLA), kopolimeri polimle¢ne in poliglikolne kisline (PLGA),
poliglikolna kislina (PGA), poli-g-kaprolakton (PCL)
e Naravni polimeri
albumin, Zelatina, alginat, hitosan
e Trdni lipidi

stearinska kislina, cetilpalmitat, trigliceridi (2).

1.2.1. HITOSAN

Hitosan je polikationski polimer, ki ga pridobivajo z delno deacetilacijo hitina. Pri tem
poteCe delna hidroliza acetamidnih skupin pri visoki temperaturi in v zelo alkalnem
mediju.

Hitin je sestavljen iz N-acetilglukozaminskih enot in je za celulozo drugi najbolj razsirjen
polimer v naravi (Slika 2). Najdemo ga predvsem v oklepih rakov ter pri nekaterih insektih
in glivah. Zaradi njegove slabe topnosti v vodi se v farmaciji pogosteje uporablja hitosan
(6).

Hitosan je Sibka baza s pK, 6,5 in molekulsko maso med 10 in 1000 kDa (7).

V vodnih raztopinah na topnost vpliva stopnja deacetilacije hitosana. Hitosan s 40 %

stopnjo deacetilacije je topen do pH 9, hitosan s 85 % stopnjo deacetilacije pa do pH 6,5
(8).
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Stopnja deacetilacije hitosana (1-F4 oz. DD=100-DA), ki je namenjen komercialni uporabi
je med 70 % in 90 %, in je definirana z frakcijo oziroma z delezem N-acetiliranih
glikozidnih enot hitosana (Fa 0oz. DA) in pH vrednostjo raztopine.

Kemijsko je hitosan kopolimer p(1—4) povezanih enot glukozamina in N-

acetilglukozamina (6).

Slika 2: Strukturna formula hitosana (6).

Hitosan ima dobro bioloSko kompatibilnost, je biorazgradljiv in nizko toksic¢en
polielektrolit, namenjen predvsem za uporabo v medicinskih in farmacevtskih pripravkih
ter prehrambeni industriji.

Nizka toksi¢nost je odvisna od stopnje deacetilacije, molekulske mase, Cistote hitosana ter
od nacina aplikacije.

Molekulska masa, viskoznost in stopnja deacetilacije imajo pomembno vlogo pri nastanku
in lastnostih delcev (7, 8). Viskoznost raztopin hitosana naras¢a z nizanjem temperature, z

vecanjem koncentracije hitosana in z vecanjem stopnje deacetilacije (9).

1.2.2. PEKTIN

Pektin je anionski polisaharid, ki je sestavina celi¢nih sten vecine rastlin. Kljub temu je
Stevilo njegovih virov, ki se uporabljajo za komercialno uporabo zelo omejeno. Sposobnost

pektinov za tvorbo gela je namre¢ odvisna od molekulske mase pektina in njegove stopnje

esterifikacije.
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Zaradi sprememb teh dveh parametrov ima pektin iz razli¢nih virov razlicne sposobnosti
geliranja. Zato odkrivanje velikih koli¢in pektina v sadju samo po sebi ni dovolj za
uporabo v komercialne namene (10). S pektinom so bogate predvsem lupine citrusov.
Pektin vsebuje ve¢ kot 65 % poligalakturonske kisline povezane z a-1,4-glikozidnimi
vezmi (11). Prisotne je tudi nekaj galakturonske kisline, ramnoze, arabinoze in galaktoze
(Slika 3) (12). Molekulska masa pektina je 50-150 kDa. Je topen v vodi, in netopen v
alkoholu in drugih organskih topilih. Raztopine pektina so najbolj stabilne pri pH 3-4. V
alkalnih pogojih so nestabilne (13).

i
C—0H b) R
o
H Ho
o OH

q
"o o o :
CH '
a) Il Lol

Slika 3: (a) Ponavljajo¢ segment pektina in funkcionalne skupine v njegovi verigi (b)

karboksilna skupina (c) ester (d) amid (10).

Sposobnost pektina, da tvori gel je odvisna od molekulske mase, pH, prisotnosti
sladkorjev, kalcijevih ionov (Ca®"), temperature ter stopnje esterifikacije in amidiranja.
Pektini z manjSo molekulsko maso bolje reagirajo s Ca®" in tvorijo bolj elasti¢ne gele,
medtem ko pektini z ve¢jo molekulsko maso tvorijo bolj viskozne gele. Z nizanjem pH pa
se zmanj$a Stevilo ioniziranih karboksilnih skupin pektina, kar privede do ve¢je zmoznosti
tvorbe gela. Prisotnost sladkorjev zmanjSa koli¢ino vode za raztapljanje pektina, kar
zmanj$a moznost nastanka gela (10).

Stopnja esterifikacije (DE) je definirana kot razmerje med esterificiranimi D-

galakturonskimi skupinami in vsemi D-galakturonskimi skupinami in je 60-90 % (10).
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e Visoko metoksiliran (HM) pektin
Za komercialno uporabo se uporablja pektin s 60-70 % DE (10). Visoko metoksiliran
pektin lahko tvori gel v prisotnosti enostavnega sladkorja. Geliranje je posledica H-vezi in
hidrofobnih interakcij (11). Zmoznost tvorbe gela je v ozkem obmocju pH 3 (10).

e Nizko metoksiliran (LM) pektin
Za komercialno uporabo se uporablja pektin s 20-40 % DE (10).
Nizko metoksiliran pektin tvori gel v prisotnosti dvovalentnih ionov in neodvisno od
sladkorne komponente. Za razliko od HM pektina, LM pektini niso obcutljivi na

spremembo pH (10).

Ce reagirajo negativno nabite karboksilne skupine pektina in kalcijevi ioni, nastane dobro
poznana struktura »Skatle za jajca« (Slika 4). Razlika med HM in LM pektinom je tudi v
mehanizmu tvorbe gela s Ca®’, saj je visoko metoksiliran pektin nezmozen premreZenja s

kalcijem (11).

LN ™ e
A-O OO0 OOy

z/?é\\ér

ca2+

/%jn\é///\
cootg

Slika 4: Geliranje nizko metiliranega pektina s kalcijevimi ioni-Struktura »Skatle za jajca«

(10).

Amidiranje poveca gelske sposobnosti LM pektina. Amidirani pektini potrebujejo manj
Ca*" za tvorbo gela, medtem ko se pri visokih koncentracijah Ca*" obarjajo. Racape s
sodelavci je priSel do zakljucka, da geliranje amidiranih pektinov ni mogoce razloziti s

strukturo »Skatle za jajca« saj lahko amidne skupine tvorijo tudi vodikove vezi (10).
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1.2.3. FOSFOLIPIDI

Fosfolipidi so sestavine bioloSkih membran, ki so skupaj z glikolipidi, holesterolom in
beljakovinskimi molekulami poglavitni gradniki celicnih membran. V izdatni koli¢ini se
fosfolipidi nahajajo v hrani. Ker fosfolipidi vsebujejo veliko koli¢ino nenasi¢enih

mascobnih kislin so pomemben vir esencialnih mas¢obnih kislin (14, 16).

Lecitin sestavlja zmes fosfolipidov rastlinskega izvora (sojin lecitin) ali Zivalskega izvora
(jajéni  rumenjak). Najve¢ji del fosfolipidov predstavljata fosfatidilholin in
fosfatidiletanolamin, ki se pogosto uporabljata za pripravo liposomov in micelov (4).
Lecitin pa lahko vsebuje tudi druge glicerofosfolipide: fosfatidno kislino, fosfatidilserin in

fosfatidilinozitol (14).

Kemijska struktura (Slika 5) fosfatidilholina in drugih sorodnih glicerofosfolipidov je:

0
0 H,C——O0 ‘c‘: R,
Rz—‘c‘: 0 c‘: H O
Hz(‘l O ‘F" O—X
|
X:
CH,
CH,——CH, if CH,
(‘3H3 fosfatidilholin
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CH, CH, NH;

fosfatidiletanolamin
—H fosfatidna kislina

+

CH, CH NH3
O0—C—O0 fosfatidilserin
OH OH
OH

OH H fosfatidilinozitol

Slika 5: Strukturne formule glicerofosfolipidov (14).

R, in R, predstavljata masc¢obno kislinski del, ki se spreminja v dolZini verige in stopnji
nasicenja. V sploSnem velja, da na mestu R; prevladujejo nasi¢ene (npr. palmitinska

kislina), na mestu R, pa nenasicene (npr. oleinska kislina) mascobne kisline (14, 15).

Lecitin za komercialno uporabo je rjave do rumene barve, tekoca oziroma poltekoca snov,
mastna na otip. Njegova konsistenca je odvisna od vsebnosti trigliceridov, prostih
mascobnih kislin in vlage. Lahko ima specificen vonj ali pa je brez vonja. Njegova
relativna gostota je od 1,03-1,05. Pri fizioloSkem pH je v obliki iona dvojcka. V raztopinah

in vodnih disperzij ima pH 6,6. Izoelektri¢no to¢ko ima pri pH 3,5 (14).
Lecitini se v farmacevtski industriji uporabljajo predvsem kot emulgatorji in stabilizatorji.

Zasledimo jih lahko v obliki intravenskih in intramuskularnih injekcij, v pripravkih za

parenteralno prehrano in v pripravkih za zunanjo uporabo (kreme in mazila) (14).
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1.3. PROTEINI

Zaradi hitrega napredka rekombinantne tehnologije iS¢ejo raziskovalci vedno vec
proteinov, ki bi bili uporabni za vgradnjo v peroralne farmacevtske oblike. Proteini se
zaradi slabe bioloske uporabnosti namre¢ uporabljajo le v parenteralnih farmacevtskih
oblikah. V taksni obliki, bolniku otezujejo samostojno uporabo zdravila (veckratno
odmerjanje) in povecajo stroske zdravljenja. V zadnjem Casu, zato prav nanodelci zbujajo
najvecje zanimanje pri oblikovanju proteinov v peroralne farmacevtske oblike. Zavedati pa
se moramo, da imajo proteini razlicne lastnosti in vsak posamezno zahteva dolo¢eno pot

pri nacrtovanju kakovostne, varne in u¢inkovite farmacevtske oblike (17).

1.3.1. STRUKTURA PROTEINOV

Proteini so makromolekule sestavljene iz ve¢ kot 100 aminokislin, ki so med seboj
povezane s peptidno vezjo. Zgradba proteinov:

e Primarna struktura
Primarno zgradbo proteinov dolo¢a aminokislinsko zaporedje. Med seboj so aminokisline
povezane s kovalentnimi vezmi ali peptidnimi vezmi.

e Sekundarna in terciarna struktura
Sekundarna struktura vsebuje elemente kot sta o-vijacnica in B-struktura. Elementi teh
struktur se med seboj povezujejo in se na koncu zvijejo v terciarno strukturo. Za tvorbo
stabilne terciarne strukture so pomembne nekovalentne vezi.

e Kvartarna struktura

Za kvartarno zgradbo je znacilno povezovanje dveh ali ve¢ polipeptidnih verig v protein

(16).

1.3.2. LASTNOSTI PROTEINOV

Pri fizioloSkem pH (7,4) so proteini v obliki ionov dvojckov, kar pomeni, da so istocasno

pozitivno in negativno nabiti.
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Pomembna lastnost proteinov je njihova molekulska masa, ki jo izraCunamo iz
molekulskih mas posameznih aminokislinskih ostankov. Vsak protein ima zaradi
doloCenega zaporedja aminokislinskih ostankov znacilno velikost, obliko in biolosko

aktivnost. Razvr§¢amo jih (16):

Glede na to, ali imajo v strukturi neproteinske komponente:
¢ Enostavne proteine, ki so sestavljeni samo iz aminokislinskih ostankov
e Konjugirane proteine, ki imajo v svoji strukturi dodatno komponento, imenovano

prosteti¢na skupina

Glede na njihovo biolosko vlogo:
e Encime (npr. tripsin)
e Strukturne proteine (npr. kolageni)
e Obrambne proteine (npr. protitelesa)
e Transportne in skladiS¢ne proteine (npr. hemoglobin)
e Regulatorne proteine (npr. tropomiozin)
e Receptorske proteine (npr. inzulin)

e (Gibalne proteine in proteine, ki omogocajo kré¢enje misic (npr. aktin in miozin)

1.3.3. TOPNOST PROTEINOV

Proteini so lahko v vodi topni ali skoraj netopni. Njihova slaba topnost omejuje njihovo

uporabo. Na topnost proteinov vplivamo z izbiro ustreznega topila v katerem protein

raztapljamo (15, 16).

1.3.4. NESTABILNOST PROTEINOV

Nestabilnost proteinov lahko razdelimo na kemijsko in fizikalno.

Kemijska nestabilnost so reakcije, ki spremenijo primarno strukturo proteina (npr.

proteoliza in oksidacija).
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Fizikalna nestabilnost proteinov pa so procesi, ki spremenijo konformacijo proteina v
sekundarni, terciarni in kvartarni strukturi (npr. adsorpcija proteinov na povrSine in

agregacija) (15, 16).

1.3.5. PROTEIN OVALBUMIN

Lastnosti ovalbumina

Ovalbumin je glavni protein jajénega beljaka in je eden prvih proteinov izoliranih v Cisti
obliki. Predstavlja 60-65 % celotnega jaj¢nega beljaka. Zaradi njegove dostopnosti se v
raziskavah uporablja za preucevanje strukture in lastnosti proteinov (18). V zadnjem Casu
se uporablja v imunologiji za stimulacijo alergijskih reakcij pri testnih osebkih. Uporablja
se tudi v proteomiki kot marker za kalibracijo elektroforeznih gelov. V medicini se
uporablja v primeru zastrupitev s tezkimi kovinami, na primer z Zelezom, kjer je sposoben
kelirati ione znotraj sulthidrilnih vezi. Keliranje onemogoc¢i absorpcijo kovin v
gastrointestinalnem traktu in prepreci zastrupitev (19).

Ovalbumin je glikoprotein z relativno molekulsko maso 45000 Da. Sestavlja ga 386
aminokislin, kamor je vkljucenih tudi 6 cisteinov z eno samo disulfidno vezjo na mestu
cistein 74 in cistein 121. Spada v druzino serpinov. Le-ta vsebuje okrog 300 proteinov s
podobno sestavo, vendar drugacno funkcijo. Vendar pa ovalbumin, prav tako kot globulini
ali angiotenzinogen, ne inhibira serinske proteaze, tako kot to po¢nejo ostali serpini kot so

encimi koagulacije, fibrinolize, komplementa (18).

Topnost ovalbumina

Na topnost ovalbumina vpliva aminokislinska struktura proteina, konfiguracija proteina
(denaturiran ali v nativnem stanju) in lastnosti medija v katerem ga raztapljamo (pH,
temperatura, tlak, vrsta in koncentracija soli in koncentracija proteina). Minimalna topnost
ovalbumina je pri izoelektri¢ni tocki (pl), ki je 4,6. Interakcije med molekulami proteina v
izoelektricni tocki narastejo, ker so elektrostatske sile med molekulami proteina in
molekulami vode najSibkejSe. ZmanjSa se Stevilo vodnih molekul, ki reagirajo z
molekulami proteina, to vodi do nastanka idealnih pogojev za agregacijo in precipitacijo

molekul proteina (20).
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1.4. POLIELEKTROLITSKI KOMPLEKSI

Polielektrolitski kompleksi se preucujejo kot dostavni sistemi za zdravilne ucinovine,
proteine, peptide, DNA. Najve¢ raziskav je narejenih na polielektrolitskih kompleksih iz
hitosana in naravnih polimerov (alginat, karagen, hialuronska kislina, ...).

Pomembno je, da polielektrolitske komplekse proucujemo v njihovem fizioloSkem okolju,

saj se lahko le tako oceni njihova primernost za uporabo v farmaciji (21).

Polielektrolitski kompleksi nastanejo s spontanim zdruZevanjem polianionov in
polikationov, pri ¢emer pride do tvorbe intermolekularne vezi (ionska vez, H-vez, van der
Waalsova vez) (22).

Na nastanek in stabilnost teh polielektrolitskih kompleksov lahko wvplivamo s
spreminjanjem lastnosti posameznih polielektrolitov (stopnja ionizacije posameznega
polielektrolita,  porazdelitev  naboja, koncentracija  polielektrolitov, razmerje

polielektrolitov, ionska moc¢ in pH disperznega medija) (22).

Glede na strukturne znacilnosti zacetnih polielektrolitov poznamo dve vrsti

polielektrolitskih kompleksov: stehiometri¢ne in nestehiometricne.

e Ce gre za Sibke polielektrolite, ki se zelo razlikujejo v molekulski masi in so
zdruzeni v nestehiometricnem razmerju, nastane polielektrolitski kompleks, ki ga
sestavljajo dolge verige osnovnih poliionov, kompleksirane s krajSo verigo
poliionov z nasprotnim nabojem (Slika 6). TakS$ne strukture so vecinoma

vodotopne (23).

e Pri mocnih polielektrolitih, ki imajo podobno molekulsko maso in so zdruzeni v
stehiometricnem razmerju, lahko nastaneta 2 vrsti polielektrolitskih kompleksov:
model »lestve« in model »umeSanega jajca«. Pri modelu lestve gre zgolj za
konformacijsko prilagajanje polimerov, pri modelu »umeSanega jajca« pa se v
kompleks povezuje ve¢ polimernih verig. Taksne strukture so ponavadi netopne ali

pa se med procesom izdelave oborijo (Slika 6) (23).
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(a) (b)

Slika 6: PEK v stehiometriénem razmerju (a) model »lestve« (b) model »umeSanega jajca«

v primerjavi s PEK v nestehiometri¢nem razmerju (23).

1.4.1. POLIELEKTROLITSKI NANOKOMPLEKSI IZ ALGINATA IN HITOSANA

Polielektrolitski kompleksi iz alginata in hitosana so najbolje proucevani dostavni sistemi.
Kompleks, ki nastane med tema dvema polimeroma je biorazgradljiv, biokompatibilen ter
mehansko odpornejsi, od ostalih polielektrolitskih kompleksov, na nizje vrednosti pH v
katerem se hitosan raztaplja (7).

Studija biorazgradljivosti polielektrolitskega kompleksa iz hitosana in alginata je pokazala,
da se sam hitosan (z nizko stopnjo deacetilacije) ucinkovito razgradi z lizocimi, ucinek teh
encimov na polielektrolitski kompleks pa je zanemarljivo majhen. Encimska razgradnja
polielektrolitskega kompleksa iz alginata in hitosana je ovirana zaradi moc¢nih interakcij
med njunima polimernima verigama (21).

V nastale polielektrolitske komplekse so Ze vgrajevali razlicne peptide, proteine in
polinukleotide. Namen vgrajevanja teh snovi je, da obdrzijo svojo strukturo in aktivnost ter

njihova zascita pred encimsko razgradnjo (24).
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Alginat je naraven, anionski polisaharid sestavljen iz monomernih enot 1,4-a-D-
manuronske kisline in a-L-guluronske kisline (Slika 7). Najve¢ se uporablja v prehrambeni

in farmacevtski industriji kot stabilizator, gelirno sredstvo in zgoscevalec (25).

Coo- OH 00 on coo-
OH 3 H ~0) i
& LI -00¢ Q
ol _
H coo- H

Slika 7: Strukturna formula alginata (25).

Reakcija med pozitivno nabitim hitosanom in negativno nabitim alginatom vodi do

nastanka polielektrolitskega kompleksa.

Taksen PEK lahko nastane na 2 nacina:

e Enostopenjski proces, za katerega je znacilno pocasno kapljanje raztopine enega
polimera (hitosan) v raztopino drugega polimera (alginat).

e Dvostopenjski proces, kjer najprej izdelamo pregel kalcijevega alginata. Pregel
izdelamo tako, da vodni raztopini alginata polasi dodajamo Ca®’. Zaradi
povedevanja koncentracije Ca’" nastanejo med alginatom in Ca®" ionske interakcije
in tvori se alginatni gel. Po dodatku raztopine pozitivno nabitega polimera (hitosan)

se okrog alginatnega jedra tvori hitosanska membrana in nastanejo nanodelci (21).

Na sam nastanek in stabilnost polielektrolitskega kompleksa, vplivajo predvsem sestava
uporabljenega alginata ter molekulska masa in stopnja deacetilacije hitosana. Negativno
nabite karboksilne skupine manuronskih in guluronskih enot alginata tvorijo elektrostatske
vezi z pozitivho nabitimi amino skupinami hitosana (25). Tako nastali kompleks sciti
vgrajeno u¢inkovino in omejuje sproscanje u¢inkovine bolj u¢inkovito kot pa hitosan oz.
alginat sam. Pomembna lastnost takSnega sistema je tudi njegova netoksicnost, ki omogoca

vgrajevanje razli¢nih u¢inkovin (24).
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1.4.2. POLIELEKTROLITSKI NANOKOMPLEKSI IZ PEKTINA IN HITOSANA

Ce pektin stopa v interakcijo s polimerom nasprotnega naboja (npr. hitosanom), nastane
polielektrolitski kompleks, saj pride do ionskih interakcij med pozitivno nabitimi
skupinami hitosana in negativno nabitimi skupinami pektina (26). Za nastanek
polielektrolitskega kompleksa mora biti pH medija med 3 in 6. Ce je pH niZji (pod 2),
pride do protonacije pektina in onemogocenih elektrostatskih interakcij, zato bo po vsej
verjetnosti prislo do interakcije preko H-vezi (11).

Podatkov o nanodelcih iz hitosana in pektina je zelo malo. Znana je raziskava, kjer so
naredili PEK med hitosanom in pektinom pri razlicnem pH in razliéni molarni
koncentraciji, vendar z enako ionsko mocjo. Rezultati so potrdili tvorbo PEK med
pektinom in hitosanom pri pH vrednostih v blizini njune pK, vrednosti. pK, hitosana je 6,3
zato je v obmocju pH 2-5 ve€ina amino skupin hitosana protonirana. V nasprotju s tem, pa
se je stopnja ionizacije pektina (pK, 4) zmanjSevala, z zmanjSevanjem pH vrednosti
medija. Pri nizkem pH so zato potrebne vecje koli¢ine pektina, ki reagirajo z molekulami

hitosana (26).

1.4.3. POLIELEKTROLITSKI NANOKOMPLEKSI IZ LECITINA IN HITOSANA

O nanodelcih iz lecitina in hitosana je bilo objavljenih zelo malo Studij. Z razli¢nimi
metodami so preucevali velikost in povrSinski naboj nanodelcev z namenom vgradnje
zdravilnih u€inkovin. Ugotovili so, da na nastanek nanokompleksov iz lecitina in hitosana
vpliva predvsem koli¢ina in pH hitosana (27). Hitosan je v kislem mediju pozitivno nabit,
kar mu omogoca, da stopa v interakcijo z negativno nabitimi skupinami lecitina. Posledica

je nastanek nanodelcev (4).

Morfologija nanodelcev

Nanodelce iz lecitina in hitosana so analizirali s transmisijsko elektronsko mikroskopijo
(angl. Transmission electron microscopy, TEM), ki omogoca celovit vpogled v strukturo
preiskovanega materiala in z mikroskopijo na atomsko silo (angl. Atomic force
microscopy, AFM), katera doloca povrSinsko strukturo vzorca.

Sonvico s sodelavci je v vzorcih z razmerjem lecitin:hitosan = 20:1 s transmisijsko

elektronsko mikroskopijo potrdil nastanek delcev velikosti 200-300 nm, z mikroskopom na
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atomsko silo pa je potrdil velikost in obliko delcev. V primeru vzorcev brez dodanega
hitosana so bili delci manjsi in bolj ploscate oblike (27).
Gerelli Y. s sodelavci je strukturo nanodelcev preiskal Se podrobneje z naslednjimi
metodami (4):

e transmisijska elektronska mikroskopija s tehniko zamrzovanja (angl. Cryo-

Transmission electron microscopy, cryo-TEM )
e staticno sipanje laserske svetlobe (angl. Static light scattering, SLS)
e ozkokotno sipanje nevtronov (angl. Small angle scattering of neutrons, SANS)

ozkotno sipanje rentgenske svetlobe (angl. X-ray, SAXS)

Velikost in povrSinski naboj nanodelcev

Velikost in povrSinski naboj nanodelcev so analizirali z uporabo dinamicnega sipanja
svetlobe (angl. Dynamic light scattering, DLS) ali fotonsko korelacijsko spektroskopijo
(angl. Photon Correlation Spectroscopy, PCS ) s pomocjo katere lahko merimo velikost
delcev v obmoc¢ju od 1-1000 nm.

Sonvico F. je s sodelavci raziskoval vgradnjo lipofilne u¢inkovine v nanodelce iz lecitina
in hitosana. Namen njihovega dela je bil prouciti procesne parametre, ki vplivajo na
fizikalno-kemijske lastnosti nanodelcev in na njihovo strukturo. Preucevali so vpliv
razliénih molekulskih mas hitosana, razlicne viskoznosti raztopin hitosana in pH konc¢ne
disperzije.

V vodno raztopino hitosana (¢ = 0,025 mg/ml do 0,4 mg/ml) so injicirali alkoholno
raztopino lecitina (c = 25 mg/ml). Nastali so nanodelci s premerom 70 nm z negativnim
povrSinskim nabojem (ZP = -52 mV). Hitrost in na¢in meSanja nista imela vpliva na
nastanek nanodelcev. Vpliv na velikost delcev je imela razlicna koncentracija raztopine
dodanega hitosana in njegova viskoznost.

V primeru masnega razmerja lecitin:hitosan = 5:1 oz. 20:1 so imeli delci pozitiven
povrsinski naboj (ZP = 40 mV), velikost delcev je bila manjsa od 280 nm in PI man;j$i od
0,2. Z veCanjem razmerja lecitin:hitosan (40:1) so se v koloidni disperziji pojavili vidni
agregati.

Pri zadostni koli¢ini hitosana je povrSinski naboj pozitiven, majhne koli¢ine hitosana pa Se
ne zadostujejo za nevtraliziranje negativnega naboja fosfolipida.

Pri izdelavi nanodelcev iz Cistega fosfatidilholina (ion dvojc¢ek), ki je glavna sestavina

lecitina iz soje, ne pride do nastanka nanodelcev (27).
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Vgrajevanje ucinkovin v nanodelce

Novejsi dostavni sistemi za vnos ucinkovin v telo imajo prednosti, kot so: zaScita
ucinkovine v fizioloSkih pogojih, nadzorovano spros€anje ucinkovine, zmanjSanje
nezelenih ucinkov pri bolnikih, manjSe Stevilo odmerkov samega zdravila. Pomembne;jsi
dostavni sistemi postajajo nanodelci, v katerih je ucinkovina lahko vkljucena v nosilni
material, npr. polimer ali lipid. Primer takS$nih nanodelcev so nanodelci iz lecitina in

hitosana, v katere so ze vgradili: progesteron, klobetazol-17-propionat, melatonin.

e Progesteron
Progesteron je lipofilna ucinkovina, ki se uporablja v terapijah za zdravljenje raka. Za
vgradnjo v nanodelce je bil izbran zaradi svoje nizke topnosti v vodi in slabe bioloske
uporabnosti. U¢inkovitost vgrajevanja progesterona v nanodelce je bila 60 %, vsebnost
progesterona v nanodelcih pa 3.5 % (27).

e Klobetazol-17-propionat
Klobetazol-17-propionat je kortikosteroid za lokalno uporabo. V uporabi je v obliki kreme,
gela, raztopine, mazila in pene. Ima veliko stranskih u¢inkov.
Ucinkovitost vgrajevanja v nanodelce (92 %) in vsebnost u¢inkovine (11 %) je bila precej
vecja kot v prejSnjih Studijah, ki sta jih izvedla Sonvico ali Gerelli. Nanodelci so bili
namre¢ narejeni z dodatkom izopropilmiristata. Klobetazol-17-propionat se je zaradi svoje
lipofilne strukture vgradil v lipidni del nanodelca (28).

e Melatonin
Zelo zanimivo raziskavo je naredila Hafner s sodelavci. Pripravili so nanodelce iz lecitina
in hitosana kot mukoadheziven nanosistem za transmukozno dostavo melatonina. Najprej
so poiskali najbolj primeren fosfolipid (z najbolj negativnhim nabojem) in primerno
koncentracijo hitosana. Zanimali so jih predvsem koloidni nosilci z melatoninom z
zadovoljivo ucinkovitostjo vgrajevanja melatonina in obetajo¢imi mukoadhezivnimi
lastnostmi. Raziskava je pokazala naraScanje velikosti delcev in ZP z naras¢anjem
vsebnosti hitosana in s povecevanjem negativnega naboja fosfolipida. Delci so izkazovali
dobre bioadhezivne lastnosti. U¢inkovitost vgrajevanja melatonina v nanodelce je bila od
26 % do 38 %, vsebnost melatonina v nanodelcih pa je bila od 4,9 % do 7,1 %, kar je

primerljivo z ostalimi u€inkovinami vgrajenimi v nanodelce iz lecitina in hitosana (9).
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1.5. VREDNOTENIJE POLIELEKTROLITSKIH KOMPLEKSOV

1.5.1. VELIKOST DELCEV

Dinamic¢no sipanje svetlobe (DLS) ali fotonska korelacijska spektroskopija je tehnika
merjenja velikosti delcev v submikronskem obmocju. S pomocjo naprave Zetasizer
izmerimo velikost delcev na podlagi Brownovega gibanja. Pri tem gre za nakljucno gibanje
delcev, ki je posledica trkov z molekulami topila. Ve¢ji so delci, poCasnejse je Brownovo
gibanje. Razmerje med velikostjo delca in njegovo hitrostjo, kot posledico Brownovega
gibanja, je podano v Stokes-Einsteinovi enacbi. Pri tem mora biti zagotovljena stabilnost

temperature, saj pride v nasprotnem primeru do nenaklju¢nega gibanja (29).

1.5.2. ZETA POTENCIAL

Elektrokineti¢ni potencial ali zeta potencial (ZP) je razlika v potencialih med mejno plastjo
in notranjostjo raztopine. Izrazamo ga v mV. Vrednost zeta potenciala je zelo odvisna od
narave trdne snovi, vrste medija, prevodnosti, koncentracije in vrste prisotnih ionov ter pH.
Zeta potencial je pozitiven pri nizkem pH in negativen ali nizji pri visokem pH. pH, kjer je
zeta potencial ni¢, se imenuje izoelektricna tocka. V tej tocki je koloidni sistem najmanj
fizikalno stabilen. V primeru, da imajo vsi delci v disperziji mocan pozitiven ali negativen
zeta potencial potem se ti delci med seboj moc¢no odbijajo in ni moznosti, da bi prislo do
flokulacije delcev. Ce pa je zeta potencial zelo nizek, se delci med seboj ne odbijajo in v
tem primeri pride do flokulacije. Disperzije, katerih delci, imajo zeta potencial vecji od

+30 mV ali manjsi od -30 mV so ponavadi fizikalno stabilne (Slika 8) (30).
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Slika 8: Prikaz odvisnosti zeta potenciala od pH (30).

1.5.3. POLIDISPERZNI INDEKS

Polidisperzni indeks (PI) je Stevilo brez enot, ki oznacuje inteval porazdelitve velikosti

delcev in ima vrednost med 0 in1, pri ¢emer je 0 monodisperzen sistem (3).
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2. NAMEN DELA

Cilj naSega eksperimentalnega dela je izdelati nanodelce iz pektina in hitosana ter
nanodelce iz lecitina in hitosana, z metodo spontanega zdruzevanja polimerov oziroma
polimerov in lipidov. Tekom diplomske naloge bomo iskali pogoje, ki so odlocilni za

nastanek delcev nanometrskih velikosti.

Preucevali bomo vpliv razli¢nih parametrov na fizikalne lastnosti nanodelce:

e koncentracija hitosana

e razmerje med pektinom in hitosanom oz. lecitinom in hitosanom
e vrsta lecitina

° pH

e nacin in Cas meSanja

e vgrajevanje ovalbumina v razli¢nih koncentracijah

Izdelanim nanodelcem bomo dolocili velikost, polidisperzni indeks in zeta potencial. V
nanodelce z najboljSimi lastnostmi bomo vgrajevali modelni protein ovalbumin in jim
poleg zgoraj navedenih parametrov dolocili tudi uCinkovitost vgrajevanja in vsebnost

ovalbumina. Spremljali bomo tudi hitrost spro$¢anja ovalbumina iz nanodelcev.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1. MATERIALI

e hitosan (nizko-viskozni, 96 % stopnja deacetilacije), Fluka, Svica

e pektin (GENU LH101ASZ ), Kelco BioPolymers, Atlanta, ZDA

e Phospholipon 80, Rhone-Poulenc, Nattermann Phospholipid GmbH, Nemcija
e Phospholipon 50, Lipoid, Nemcija

e Lipoid S 100, Lipoid, Nemcija

e Ovalbumin Grade II, albumin iz jaj¢nega beljaka (Sigma-Aldrich, USA)
e (CaCl,, Merck, Nemcija

e ocetna kislina (100 %, brezvodna), Merck, Nem¢ija

e 37 % klorovodikova kislina, Merck, Nemcija

e natrijev klorid, Merck, Nemcija

e dinatrijev hidrogen fosfat , Merck, Nemcija

e kalijev klorid, Merck, Nemcija

e KH,PO4, Merck, Nemcija

e natrijev hidroksid, Merck, Nemcija

e 96 % etanol, Merck; Nemcija

3.2. NAPRAVE

e analizna tehtnica AG245, Mettler Toledo, Svica

e analizna tehtnica XS 205, Mettler Toledo, Svica

e magnetno meSalo RET, IKA, Nemcija

e magnetno mesalo RCT, IKA, Nem¢ija

e magnetno mesalo RO 15, IKA, Nemcija

e pH meter Seven Multi, Mettler Toledo, Svica

e ultrazvocna kad SONIS4 PIO, Iskra, Slovenija

e naprava za merjenje velikosti in zeta potenciala delcev, Zetasizer Nano-ZS,

Malvern, Velika Britanija
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e ultracentrifuga SIGMA 3K30, Nemcija
o centrifuga CENTRIC 322A, Tehtnica, Slovenija
e HPLC instrument (Agilent 1100 Series) s kolono Zorbax GF-250 (4 um; 9,4 x 250
mm), ZDA
e homogenizator Ultra-Turrax T25, IKA, Nemcija
e pipeta ELINE 1000, Biohit, Finska
o filtri: Minisart, hidrofilni (0,2 pm), Sartorius, Nemcija
Minisart RC25, RC-membrana (0,45 pm), Sartorius, Nemcija
Millipore, Isopore membranski filter (0,1 um), Millipore, Irska

3.3. METODE

3.3.1. IZDELAVA NANODELCEV

3.3.1.1. Nanodelci iz pektina in hitosana

Priprava raztopin pektina, kalcijevega klorida in hitosana

Raztopini kalcijevega klorida in pektina smo pripravili z raztapljanjem snovi v bidestilirani
vodi. Raztopino hitosana smo pripravili tako, da smo hitosan raztopili v 1 % ocetni kislini.
pH raztopin pektina (pH 4,2) in hitosana (pH 3,9) smo uravnavali z 1 M HCI ali 1 M
NaOH.

Izdelava nanodelcev iz pektina in hitosana

Disperzije nanodelcev smo pripravili tako, da smo v 16,5 ml 0,06 % (m/V) raztopine
pektina s pH 4,2 (m (pektina) = 0,01 g) med meSanjem z magnetnim meSalom injicirali
1,05 ml raztopine CaCl, s koncentracijo 0,8495 mmol/l (m (CaCl,) = 0,0001). Razmerje
Ca®" : pektin je bilo 1 : 100. Nastali pregel smo megali ¢ 10 min, nato pa smo vanj
injicirali 3,55 ml raztopine hitosana razlicnih koncentracij (0,279 %; 0,139 %; 0,116 %;

0,107 %; 0,099 %; 0,093 %; 0,069 %; 0,046 % in 0,035 %) s pH 3,9 ter mesali Se pol ure.

Vpliv razmerja pektin : hitosan na nastanek nanodelcev
Pripravili smo disperzije nanodelcev z razlicnimi razmerji pektin : hitosan (1 : 0,13; 1 :

0,17; 1 :0,25;,1:033;1:036;1:038 1:042;1:0,5in 1 : 1). Vzorce smo
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centrifugirali 30 min pri 3500 obratih/min, da smo odstranili vidne agregate, nato pa smo v

supernatantu dolocali velikost in zeta potencial delcev.

Izdelava nanodelceyv iz pektina in hitosana z ovalbuminom

Nanodelce iz pektina in hitosana z ovalbuminom smo pripravili tako, da smo razlicne
koli¢ine ovalbumina raztopili v 16,5 ml 0,06 % (m/V) raztopine pektina. Raztopino smo
nato filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 um. Nato smo v raztopino med meSanjem z
magnetnim mesalom injicirali 1,05 ml raztopine CaCl, (¢ = 0,8495 mmol/l). Nastali pregel
smo mesali S¢ 10 min, nato pa smo vanj injicirali 3,55 ml raztopine hitosana razli¢nih
koncentracij (0,279 %; 0,139 %; 0,116 %; 0,107 %; 0,099 %; 0,093 %; 0,069 %; 0,046 %
in 0,035 %) s pH 3,9 ter mesali Se pol ure.

Preverili smo tudi vpliv na¢ina dodajanja ovalbumina med samim tehnoloskim postopkom.
V prvem primeru smo ovalbumin raztopili v raztopini pektina, v drugem primeru pa smo
ga predhodno raztopili v fosfatnem pufru (pH 7) in ga nato po kapljicah dodajali 16,5 ml
0,06 % (m/V) raztopini pektina. V nadaljevanju smo postopali enako kot pri zgornjem

postopku.

Vpliv koli¢ine dodanega ovalbumina na lastnosti delcev

V 0,06 % (m/V) raztopini pektina smo raztopili ovalbumin do kon¢ne koncentracije 0,1;
0,5; 1; 2 in 4 mg/ml. Nastalo raztopino smo filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 pm.
V 16,5 ml te raztopine smo injicirali 1,05 ml raztopine CaCl, (¢ = 0,8495 mmol/l) ter
pustili mesati na magnetnem mesalu 10 min. Nato smo v raztopino injicirali 3,55 ml
raztopine hitosana s koncentracijo 0,6918 mg/ml (m (hitosana) = 0,0025 g) ter pustili
mesati $e naslednjih 30 min. Razmerje med pektinom in hitosanom je bilo v tem primeru 1:
0,25. Vzorce smo centrifugirali 30 min pri 3500 obratih/min, da smo odstranili vidne

agregate, nato pa smo v supernatantu dolocali velikost in zeta potencial delcev.

Tudi v tem primeru smo preverili vpliv nafina dodajanja ovalbumina med samim
tehnoloSkim postopkom. V prvem primeru smo ovalbumin raztopili v raztopini pektina, v
drugem primeru pa smo najprej pripravili raztopino ovalbumina v fosfatnem pufru (pH 7) s
koncentracijo 1,41 mg/ml. 3,55 ml te raztopine smo po kapljicah dodajali 16,5 ml 0,06 %

(m/V) raztopini pektina. V nadaljevanju smo postopali enako kot pri zgornjem postopku.
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3.3.1.2. Nanodelci iz lecitina in hitosana

Priprava raztopin lecitina in hitosana
Raztopine lecitina s koncentracijo 25 mg/ml smo pripravili z raztapljanjem lecitinov

Lipoid S100, Phospholipon 80 in Phospholipon 50 v etanolu.

Priprava raztopin hitosana:
a) raztopino hitosana v 0,275 M HCI (c = 10 mg/ml) smo red¢ili s precis¢eno vodo do
koncentracije 0,1 mg/ml
b) raztopino hitosana v 3 % raztopini ocetne kisline (¢ = 1 mg/ml) smo red¢ili s
precis¢eno vodo do koncentracije 0,1 mg/ml

¢) raztopina hitosana v 3 % raztopini ocetne kisline (¢ = 1 mg/ml)

Izdelava nanodelceyv iz lecitina in hitosana

4 ml etanolne raztopine lecitina (Lipoid S100, Phospholipon 80, Phospholipon 50) s
koncentracijo 25 mg/ml (m = 100 mg lecitina) smo injicirali skozi injekcijsko brizgo v 46
ml raztopine hitosana (m = 4,6 mg (a, b) oz. m = 46 mg (c) hitosana) med meSanjem z
Ultraturraxom (IKA, Nemcija), tako da smo na koncu dobili razmerje lecitin : hitosan cca.

20:1 (m/m) (a, b) oz. 2:1 (m/m) (c¢).

Za primerjavo smo izdelali Se koloidne disperzije lecitina in sicer z injiciranjem alkoholne

raztopine lecitina v raztopino HCI oz. raztopino ocetne kisline (brez hitosana).

Izdelava nanodelceyv iz lecitina in hitosana z ovalbuminom

V primeru, da smo v nanodelce vgrajevali ovalbumin, smo le tega dodali v raztopino
hitosana. Ko se je ovalbumin raztopil, smo raztopino prefiltrirali skozi filter z velikostjo
por 0,2 um. Tak$no raztopino smo nato uporabili za izdelavo nanodelcev po zgornjem
postopku. Disperzije smo centrifugirali 30 min pri 3500 obratih/min, da smo odstranili

vidne agregate, nato pa smo v supernatantu dolocali velikost in zeta potencial delcev.
Vpliv koli¢ine dodanega ovalbumina na lastnosti delcev

V raztopini hitosana (¢ = 0,1 mg/ml) (a) smo raztopili ovalbumin, tako da smo dobili

koncentracije 0,1; 0,5; 1; 2 in 4 mg/ml. Nastale raztopine smo prefiltrirali skozi filter 0,2
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um in jih uporabili pri izdelavi nanodelcev po zgornjem postopku. Disperzije smo
centrifugirali 30 min pri 3500 obratih/min, da smo odstranili vidne agregate, nato pa smo v

supernatantu dolocali velikost in zeta potencial delcev.

Za primerjavo smo izdelali Se koloidne disperzije lecitina in sicer z injiciranjem alkoholne

raztopine lecitina v raztopino ovalbumina, nakisano s HCI (vzorci brez hitosana).

Vpliv pH raztopine hitosana na lastnosti delcev

Pri izdelavi nanodelcev po zgornjem postopku smo ovalbumin raztapljali v raztopinah
hitosana (¢ = 0,1 mg/ml) (a), ki smo jim z 1 M HCl ali I M NaOH uravnavali pH na: 2,7;
3; 4; 5 in 6. Disperzije nanodelcev smo centrifugirali 30 min pri 3500 obratih/min, da smo
odstranili vidne agregate, nato pa smo v supernatantu doloc¢ali velikost in zeta potencial

delcev.

3.3.2. FIZIKALNO VREDNOTENJE NANODELCEV

Povprecni premer in polidisperzni indeks (PI) nanodelcev smo ocenili z metodo fotonske
korelacijske spektroskopije (PCS) z napravo Zetasizer Nano ZS. Polidisperzni indeks nam
pove porazdelitev velikosti nanodelcev. Vrednosti PI blizu 0 kazejo na monodisperznost
vzorca, kar pomeni, da so delci v disperziji zelo podobnih velikosti. Ce pa je PI vedji in se
priblizuje 1, pomeni, da je vzorec polidisperzen.

Pogoji meritev:

. Temperatura: 25 °C

o Viskoznost disperznega medija: 0,8872 mPas (voda)

. Lomni koli¢nik disperznega medija (RI): 1,330 (voda)

. A laserske svetlobe (He-Ne laser, »rdeci laser«): 633 nm

. Kot merjenja: 173°

° Celica: DTS0012, kiveta

. Stevilo meritev: 1 - 3
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Zeta potencial nanodelcev v disperziji smo ocenili z metodo laserske Dopplerjeve
elektroforeze.

Pogoji meritev:

o Temperatura: 25 °C

o Viskoznost disperznega medija: 0,8872 mPas (voda)

. Lomni koli¢nik disperznega medija (RI): 1,330 (voda)

. Dielektri¢na konstanta disperznega medija: 78,5 (voda)

. Model: Smoluchowski; F(Ka) vrednost: 1,5

. Celica: DTS1060C, kapilarna celica

o Stevilo ponovitev: 3

3.3.3 DOLOCANJE TOPNOSTI OVALBUMINA V RAZLICNIH TOPILIH IN HPLC
ANALITIKA OVALBUMINA

Topnost ovalbumina v razlicnih topilih

Topnost ovalbumina smo dolocali v etanolu in vodnih raztopinah razlicnih pH vrednosti
(2, 3,4, 51n 6). V 10 ml medija smo dodali 40 mg ovalbumina ter na magnetnem mesalu
mesSali 24 ur. Nato smo vzorce prefiltrirali skozi membranski filter z velikostjo por 0,45

um ter vzorce pomerili s HPLC.

HPLC analitika
Koncentracijo ovalbumina v vzorcih smo izmerili s HPLC metodo. Za zas¢ito kolone pred
morebitnimi agregati v vzorcih smo uporabili predkolono. Mobilno fazo smo pripravili
tako, da smo v 1L bidestilirane vode dodali 7,6 g NaCl in 2,84 g Na,HPO4, nato pa s
fosforjevo kislino uravnali pH na 7,0.
Parametri meritve s HPLC:

e kolona: Agilient Zorbax Bio Series GF-250, 9,4 mm ID x 250 mm, 4pm

e mobilna faza: 130 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, pH 7

e pretok: 1 ml/min

e temperatura kolone: kontrolirana sobna (23 °C)

e detekcija: A=210 nm

e volumen injiciranja: 10 pl
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Linearno odvisnost med koncentracijo in povrSino pod vrhovi smo dosegli v
koncentracijskem obmoc¢ju med 0,006 mg/ml in 1,2 mg/ml. Retencijski ¢as za ovalbumin

je znasal cca. 9,9 minut (Slika 9).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (20090901ALBVZ1\ALB000062.D)
mAU | 8

200
1755
150—3
125—?
100—?

75

13.078

50

25

Slika 9: Kromatogram ovalbumina v supernatantu disperzije nanodelcev: Kromatografska

vrhova z retencijskim Casom tg = 9,1 min in tg £ 9,9 min pripadata ovalbuminu.

Kromatografski vrh z retencijskim ¢asom tg = 13,1 min pa pripada hitosanu.

3.3.4. DOLOCANJE UCINKOVITOSTI VGRAJEVANJA IN VSEBNOSTI OVALBUMINA
V NANODELCIH

Utinkovitost vgrajevanja (UC) smo izratunali kot razmerje med koli¢ino vgrajenega
ovalbumina in koli¢ino ovalbumina, ki smo ga uporabili pri izdelavi disperzije nanodelcev
(Enacba 1). Koli¢ino vgrajenega ovalbumina smo dolocali posredno, tako da smo od
celotne koli¢ine uporabljenega ovalbumina (m(ova).) odsteli koli¢ino nevgrajenega

ovalbumina (m(ova)sy), ki smo ga dolocili v supernatantu po centrifugiranju.

. m(ova), —m(ova
UC = (ova), —m(ova)., Enacba 1
m(ova),
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Vsebnost ovalbumina (VS) v nanodelcih smo izracunali tako, da smo od celokupne
koli¢ine ovalbumina v disperziji (m(ova),) odsteli koli¢ino ovalbumina, ki je ostala v
supernatantu (m(ova)s,p) ter vse skupaj delili s celokupno maso nanodelcev (mnp =

mhitosana+ mlecitina+ movalbumina) (Enaéba 2)

m(ova) . —m(ova
VS = (ova). (0Va)ssy Enacba 2

myp

3.3.4.1. Nanodelci iz pektina in hitosana

Nanodelce smo izdelali po zgoraj opisanem postopku. Pri izdelavi smo uporabili 0,06 %
(m/V) raztopino pektina, v kateri smo raztopili ovalbumin, tako, da smo dobili kon¢ne
koncentracije 0,1, 0,5, 1, 2 in 4 mg/ml. Raztopine smo prefiltrirali skozi membranski filter
z velikostjo por 0,45 um (da smo odstranili netopne komponente, ki so lahko prisotne v
pektinu in ovalbuminu) in v njih dolo¢ili koncentracijo ovalbumina z metodo HPLC (da
smo poznali koli¢ino ovalbumina v celotni disperziji nanodelcev), nato pa jih uporabili za
izdelavo nanodelcev.

Disperzije nanodelcev smo po izdelavi centrifugirali 1 h pri 28000 obratih/min. V

supernatantu smo dolocali koncentracijo ovalbumina z metodo HPLC.

3.3.4.2. Nanodelci iz lecitina in hitosana

Nanodelce smo izdelali po zgoraj opisanem postopku. Pri izdelavi nanodelcev smo
uporabili raztopino hitosana (c = 0,6918 mg/ml) v kateri smo raztopili ovalbumin, tako, da
je bila kon¢na koncentracija ovalbumina v raztopini 0,1, 0,5, 1, 2 in 4 mg/ml. Raztopine
smo prefiltrirali skozi membranski filter (0,2 um), da smo odstranili netopne komponente,
ki so lahko prisotne v ovalbuminu in hitosanu. Nato smo v raztopinah (iz hitosana in
ovalbumina) dolocili koncentracijo ovalbumina z metodo HPLC in jih uporabili za
izdelavo nanodelcev. Disperzije nanodelcev smo po izdelavi centrifugirali 1 h pri 28000

obratih/min. V supernatantu smo dolocali koncentracijo ovalbumina z metodo HPLC.
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3.3.5. SPROSCANJE OVALBUMINA IZ NANODELCEV

3.3.5.1. Prehajanje ovalbumina skozi membrano difuzijske vrecke (300 000 Da)

Raztopino ovalbumina (c = 4 mg/ml) v bidestilirani vodi oz. v vodi nakisani do pH 4,2 in
pH 2,7 smo prefiltrirali skozi membranski filter z velikostjo por 0,2 pm. S tako
pripravljeno raztopino smo napolnili dializno vrecko (V =5 ml), ki smo jo potopili v 370
ml bidestilirane vode oz. fosfatnega pufra pH 7,4. Tudi medij smo predhodno prefiltrirali
skozi filter z velikostjo por 0,45 pum. Medij v ¢asi z dializno vrecko smo mesali z
magnetnim meSalom vsaj 24 ur. V dolocenih casovnih intervalih smo jemali vzorce
zunanjega medija (V = 2 ml) in jih analizirali s pomo¢jo HPLC. Na podlagi izmerjenih
koncentracij ovalbumina smo izracunali mase sproS¢enega ovalbumina ob dolocenem casu

(Preglednica I).

Preglednica I: Izracun celotne mase ovalbumina, ki je presel dializno membrano v

posameznem ¢asovnem intervalu (V-volumen medija; V;-volumen vzorca)

¢as konc. masa (mg) Odvzem za | celoten odvzem za | celotna masa (mg)

(h) (mg/ml) analizo (mg) analizo(mg)

0,25 | Coas Co.as « V=M2s Mo 25

0,5 Coss Cos+(V-VI)=Mys | Coos+Vi=my s my,25 My 5:mg 25

1 C Ci«(V-2V)=M, | Cys5+Vi=mgs My 25+My 5 M,;.mg 2s5:my 5

2 G, Cy+(V-3V)=M, | CxV=m, My 25+ Mg 511 M, mgs:mys:m

3 G C3+(V-4V) =M; | CoxV=m, My »5+1Mg,5+1M 1+ M3+m0,25+m0,5+m1+m2

3.3.5.2. Spro§canje ovalbumina iz nanodelcey iz pektina in hitosana

Spros¢anje ovalbumina iz nanodelcev smo dolocali z metodo dialize. Uporabili smo
dializno vrecko z velikostjo por 300 000 Da. Nanodelce smo izdelali po zgoraj opisanem
postopku. Pri izdelavi smo uporabili raztopino pektina, v kateri smo raztopili ovalbumin v
koncentraciji 4 mg/ml. Koncentracijo ovalbumina v prefiltrirani (0,45 pm) raztopini
pektina smo dolocili s pomo¢jo HPLC, tako da smo poznali koli¢ino ovalbumina v celotni
disperziji nanodelcev.

Dializno vreCko smo napolnili s 5 ml disperzije nanodelcev in jo potopili v 370 ml

fosfatnega pufra (pH 7,4). Medij v casi z dializno vrecko smo meSali z magnetnim
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mesSalom 24 ur. V dolocenih ¢asovnih intervalih smo jemali vzorce zunanjega medija (V =
2 ml) in jih analizirali s pomoc¢jo HPLC. Na podlagi izmerjenih koncentracij ovalbumina

smo izracunali mase sproS¢enega ovalbumina ob dolo¢enem Casu (Preglednica I).

Za primerjavo smo spremljali prehajanje ovalbumina skozi difuzijsko membrano Se iz
vzorca, ki je vseboval samo pektin in ovalbumin (torej brez hitosana). V raztopini pektina
smo raztopili ovalbumin v koncentraciji 4 mg/ml. Koncentracijo ovalbumina v prefiltrirani
(0,45 pum) raztopini pektina smo dolocili s pomoc¢jo HPLC, tako da smo poznali koli¢ino
ovalbumina v celotni disperziji nanodelcev.

Taks$no raztopino (V = 5 ml) smo napolnili v dializno vrecko in jo potopili v 370 ml
fosfatnega pufra (pH 7,4). Medij v c¢asi z dializno vrecko smo meSali z magnetnim
mesalom 24 ur. V dolocenih ¢asovnih intervalih smo jemali vzorce zunanjega medija (V =
2 ml) in jih analizirali s pomoc¢jo HPLC. Na podlagi izmerjenih koncentracij ovalbumina

smo izracunali mase spro$¢enega ovalbumina ob dolocenem casu (Preglednica I).

3.3.5.3. SprosScanje ovalbumina iz nanodelcey iz lecitina in hitosana

Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev smo dolocali z metodo dialize. Uporabili smo
dializno vrecko z velikostjo por 300 000 Da. Nanodelce smo izdelali po zgoraj opisanem
postopku. Zacetna koncentracija ovalbumina v raztopini hitosana je bila 4 mg/ml.
Koncentracijo ovalbumina v prefiltrirani (0,2 pm) raztopini hitosana smo dolocili s
pomocjo HPLC, tako, da smo poznali koli¢ino ovalbumina v celotni disperziji nanodelcev.
Dializno vre¢ko smo napolnili s 5 ml disperzije nanodelcev in jo potopili v 370 ml
fosfatnega pufra (pH 7,4) oz. precisc¢ene vode prefiltrirane skozi filter velikosti 0,45 pum.
Medij v casi z dializno vreCko smo mesSali z magnetnim meSalom 24 ur. V doloc¢enih
¢asovnih intervalih smo jemali vzorce zunanjega medija in jih analizirali s pomo¢jo HPLC.
Na podlagi izmerjenih koncentracij ovalbumina smo izraCunali mase sproS¢enega

ovalbumina ob dolocenem casu (Preglednica I).
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4. REZULTATI

4.1. NANODELCI IZ PEKTINA IN HITOSANA

Nacin izdelave nanodelcev je odvisen od uporabljenega polimera in ucinkovine, ki jo
vgrajujemo. Za nastanek nanodelcev iz pektina in hitosana s polielektrolitskim
kompleksiranjem je pomemben predvsem pH posameznih raztopin. Pektin ima konstanto
disociacije 3,5, zato je pri pH 4,2 negativno nabit, medtem ko ima hitosan konstanto
disociacije 6,3 in je pri pH 3,9 pozitivno nabit. Izoelektricna tocka ovalbumina je 4,6, zato
ima pri pH 4,0 pozitiven naboj. Ker tako hitosan kot ovalbumin stopata v interakcijo z
negativno nabitim pektinom, smo ovalbumin najprej raztopili v raztopini pektina. Po
dodatku hitosana, je le-ta nato reagiral Se s preostalimi negativno nabitimi karboksilnimi
skupinami pektina. Zeleli smo tudi ugotoviti, kak$en vpliv ima vgrajevanje modelnega

proteina ovalbumina v nanodelce iz pektina in hitosana.

4.1.1. VPLIV MASNEGA RAZMERJA PEKTIN
NANODELCEV

HITOSAN NA NASTANEK

Najprej smo ugotavljali kakSen vpliv ima masno razmerje med pektinom in hitosanom na
velikost in zeta potencial nanodelcev. Koli¢ina pektina je bila v vseh vzorcih enaka,

spreminjali smo le koli¢ino hitosana.

Preglednica II: Vpliv masnega razmerja pektin (P) : hitosan (H) na povpre¢ni premer (d),
polidisperzni indeks (PI) in zeta potencial (ZP) nanodelcev.

(pH (pektin) = 4,2; pH (hitosan) = 3,9; Ca*"/pektin = 0,01; ¢ (pektin) = 0,06 %)

P:H d (nm) PI ZP (mV)
1:0,13 474,8 £ 6,9 0,31+0,01 -29.2+0,6
1:0,17 5132+64 0,36 + 0,06 -29,6 £0,5
1:0,25 418,6 1,1 0,26 0,01 -30,5+0,1
1:0,33 371,2+5,9 0,28 + 0,01 -23,5+0,6
1:0,36 1903,5 + 869,0 1,0 -11,6 £0,9
1:0,38 899,0 + 12,3 0,24 + 0,05 6,4+0,1
1:042 503,6 +4,7 0,26 = 0,01 12,4 +0,0
1:0,5 vidni delci vidni delci 42,7+ 1,2
1:1 vidni delci vidni delci 48,7+29
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Rezultati v Preglednici II kaZejo, da nastanejo najmanjsi delci v primeru uporabljenih
razmerij pektin : hitosan = 1 : 0,33 oz. 1 : 0,25. Povprecni premer delcev je 371 oz. 418
nm, polidisperzni indeks pa 0,28 oz. 0,26. V primeru zmanjSevanja ali poveCevanja
razmerja na racun pektina nastanejo vecji delci.

Pri razmerju pektin : hitosan = 1 : 0,36 oz. 1 : 0,38 imajo delci zeta potencial blizu 0, kar
kaze na ravnotezje med pozitivnimi in negativnimi naboji. V tem primeru je fizikalna
stabilnost delcev slaba, posledica pa je nastanek delcev mikrometerski velikosti. Vrednost
zeta potenciala pod -30 mV in nad +30 mV je znak za dobro fizikalno stabilnost disperzij
nanodelcev. Rezultati v Preglednici II in na Sliki 10 kazejo, da se zeta potencial spreminja
z razmerjem pektin : hitosan. S povecevanjem razmerja na racun hitosana postaja vrednost
zeta potenciala vedno bolj pozitivna. Vrednost zeta potenciala (-23,5 oz. -30,5 mV)
najmanjsih delcev, ki so nastali pri razmerju pektin : hitosan = 1: 0,33 oz. 1 : 0,25 kaZe na

dobro fizikalno stabilnost disperzij.
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Slika 10: Zeta potencial nanodelcev v odvisnosti od masnega razmerja pektin : hitosan.
Zaradi primerne velikosti delcev in dobre fizikalne stabilnosti disperzij smo se odlo¢ili, da

bomo ovalbumin vgrajevali v polielektrolitski kompleks pektina in hitosana v razmerju

1:0,25.
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4.1.2. VPLIV KOLICINE DODANEGA OVALBUMINA NA LASTNOSTI NANODELCEV

V polielektrolitske komplekse pektina in hitosana smo vgrajevali razlicne koli¢ine
ovalbumina. Ovalbumin je amfoterna molekula, ki se lahko vkljuc¢i v polielektrolitski
kompleks pektina in hitosana z elektrostatsko interakcijo. Ugotovili smo, da hitrost
meSanja in nacin dodajanja ovalbumina (v prvem primeru smo ovalbumin direktno
raztopili v raztopini pektina, v drugem primeru pa smo v raztopino pektina dodali
raztopino ovalbumina, ki smo ga predhodno raztopili v fosfatnem pufru) nista imela velike

vloge pri nastanku nanodelcev.

Preglednica III: Vpliv zaCetne koncentracije ovalbumina v raztopini pektina na lastnosti
nanodelcev iz pektina in hitosana. (pH (pektin) = 4,2; pH (hitosan) = 3.9; Ca®"/pektin =
0,01; ¢ (pektin) = 0,06 %; razmerje pektin : hitosan = 1 : 0,25)

OVA P:H: OVA d (nm) PI ZP (mV)
(mg/ml)

0,1 1:0,25:0,2 4114+3,5 ]0,40+0,01 -26,6 £ 0,8
0,5 1:0,25:0,8 306,4+5,7 |0,30+0,01 -22,1+£0,5
1 1:0,25:1,7 vidni delci 0,95+ 0,07 -52+52
2 1:0,25:3,3 vidni delci 1,00 5,7£0,1

4 1:0,25:6,6 4213+8,7 |0,52+0,01 28,7+ 0,7

Opazili smo, da je po dodatku vecje koli¢ine ovalbumina (koncentraciji 1 in 2 mg/ml)
priSlo do obarjanja, ki je posledica interakcij med pozitivnimi naboji ovalbumina in
hitosana ter negativnimi naboji pektina, ki vodijo v nastanek nenabitega kompleksa. Na to
kaze tudi vrednost zeta potenciala v preglednici III, ki je blizu 0 (-5,2 oz. 5,7 mV). V
primeru, da smo uporabili koncentracije ovalbumina manjSe od 1 mg/ml oz vecje od 2
mg/ml, so nastali kompleksi nanometerskih velikosti (300 do 400 nm)

Ovalbumin in hitosan imata pri pH 4,2 pozitiven naboj, pektin pa negativnega. Ker
dodamo ovalbumin raztopini pektina pred hitosanom, le-ta najprej interagira s pektinom,
preostanek negativnih nabojev pektina pa nato stopa v interakcijo Se s pozitivnimi naboji

hitosana.
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Slika 11: Zeta potencial nanodelcev iz pektina in hitosana v odvisnosti od zacetne

koncentracije ovalbumina v raztopini pektina.

Slika 11 prikazuje odvisnost zeta potenciala nanodelcev v odvisnosti od uporabljene
zacetne koncentracije ovalbumina v raztopini pektina. Ugotovimo lahko, da vrednost zeta
potenciala naraS¢a z naraS¢ajoCo koncentracijo ovalbumina. Vrednost zeta potenciala
spremeni predznak pri uporabljeni koncentraciji ovalbumina 1,4 mg/ml. V tem primeru je

razmerje pektin : hitosan : ovalbumin =1 : 0,25 : 2,33.

V nadaljevanju smo si pogledali Se vpliv variiranja koli¢ine hitosana v polielektrolitskem

kompleksu na lastnosti nanodelcev z vgrajenim ovalbuminom.

Preglednica IV: Vpliv masnega razmerja pektin : hitosan : ovalbumin na lastnosti
nanodelcev. Zacetna koncentracija ovalbumina v raztopini pektina je bila 0,1 mg/ml.

(pH (pektin) = 4,2; pH (hitosan) = 3,9; Ca*"/pektin = 0,01; ¢ (pektin) = 0,06 %)

P:H:OVA d (nm) PI ZP (mV)
1:0,13:0,2 3982+1,9 | 0,36+ 0,06 28,5+0,1
1:0,17:02 4182+62 | 035+0,05 282+0,0
1:025:0,2 4114+3,5 | 0,40+0,01 26,6+ 0,8
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Na podlagi rezultatov iz Preglednice IV lahko ugotovimo, da uporabljena razmerja med
pektinom in hitosanom bistveno ne vplivajo na velikost in polidisperzni indeks nanodelcev.
Delci so pri vseh razmerjih nabiti negativno, vrednosti zeta potenciala pa narascajo s
koncentracijo hitosana, kar je razumljivo, saj vse ve¢ negativnih skupin pektina stopa v

interakcijo s pozitivno nabitimi skupinami hitosana.

4.1.3. DOLOCEVANJE UCINKOVITOSTI =~ VGRAJEVANJA IN  VSEBNOSTI
OVALBUMINA V NANODELCIH 1Z PEKTINA IN HITOSANA

Ucinkovitost vgrajevanja nam pove kakSen % ucinkovine, ki jo uporabimo pri izdelavi
nanodelcev, se vgradi v nanodelce. U€inkovitost vgrajevanja bi bila 100 %, ¢e bi se
vgradila vsa ucinkovina. Vsebnost uc¢inkovine v nanodelcih pa nam pove, kakSen odstotek

celotne mase nanodelcev predstavlja u¢inkovina.

Preglednica V: Vpliv zacetne koncentracije ovalbumina v raztopini pektina na u¢inkovitost
vgrajevanja (UC) in vsebnost (VS) ovalbumina v nanodelcih iz pektina in hitosana.

(pH (pektin) = 4,2; pH (hitosan) = 3,9; Ca2+/pektin = 0,01; ¢ (pektin) = 0,06 %; razmerje
pektin : hitosan =1 : 0,25)

OVA (mg/ 1’1’11) VS TEORETICNA (%) VS (%) uv (%)
0,1 11,69 6,22 73,05
0,5 39,85 31,38 86,64

1 56,98 45,82 84,92

2 72,59 35,39 51,87

4 84,12 4,2 5,32

Ucinkovitost vgrajevanja ovalbumina v nanodelce iz pektina in hitosana smo dolocali pri
uporabi razli¢nih zacetnih koncentracij ovalbumina v raztopini pektina. Na podlagi
rezultatov v Preglednici V lahko ugotovimo, da se v nanodelce vgradi od 5 do 86 %
uporabljenega ovalbumina. Ucinkovitost vgrajevanja ovalbumina nekaj Casa narasca z
narasc¢ajoco koli¢ino ovalbumina, nato pa za¢ne upadati, ker ostane presezek ovalbumina,
ki se ne kompleksira, topen v disperznem mediju in je zato prisoten v supernatantu.

Podoben trend lahko opazimo tudi pri vsebnosti ovalbumina v nanodelcih.
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4.1.4. SPROSCANJE OVALBUMINA IZ NANODELCEV IZ PEKTINA IN HITOSANA

Pri poskusu sproscanja zdravilne ucinkovine iz nanodelcev je potrebno lociti raztopljeno
ucinkovino od ucinkovine, ki je ostala vgrajena v nanodelce. Zaradi majhne velikosti
nanodelcev je kvantitativna loCba tezavna. Poleg centrifugiranja in filtriranja je ena izmed
pogosto uporabljenih metod za dolocanje sproS¢anja zdravilnih u€inkovin iz nanodelcev
uporaba difuzijske vrecke. Metoda vc€asih ni najprimernejSa, saj lahko difuzijska
membrana ovira difuzijo uc¢inkovine in tako vpliva na njen profil sproscanja.

Da bi ugotovili, koliko sama membrana ovira oz. zadrzuje difuzijo ovalbumina, smo
najprej poskus izvedli s samo raztopino ovalbumina v vodi oz. pri pH 4,2, ki smo jo dali v

difuzijsko vrecko, le-to pa v vodo oz. v fosfatni pufer pH 7,4.
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Slika 12: Prehajanje ovalbumina (raztopina v vodi ali pri pH 4,2) skozi membrano

difuzijske vrecke (300 000 Da) v vodo ali fosfatni pufer pH 7,4.
Na podlagi rezultatov na Sliki 12 lahko ugotovimo, da prvih 12 ur poteka difuzija

ovalbumina skozi difuzijsko membrano dokaj linearno, nato pa se upocasni. Med difuzijo v

vodo in fosfatni pufer je precejSnja razlika. Difuzija v fosfatni pufer poteka hitreje kot v
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vodo. Po 12 urah preide skozi difuzijsko membrano v vodo 67,5 % ovalbumina, v fosfatni
pufer pa 88 %. V nadaljevanju smo enako metodo uporabili za spremljanje sproSc¢anja

ovalbumina iz nanodelcev.
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Slika 13: Sproscanje ovalbumina iz nanodelcev iz pektina in hitosana v primerjavi z
difuzijo prostega ovalbumina in raztopine ovalbumina in pektina skozi membrano

difuzijske vrecke (300 000 Da) v fosfatni pufer pH 7,4.

Slika 13 prikazuje primerjavo difuzije ovalbumina iz raztopine samega ovalbumina in iz
raztopine ovalbumina in pektina ter sproS¢anje ovalbumina iz nanodelcev iz pektina in
hitosana. Ugotovimo lahko, da je spros¢anje ovalbumina iz nanodelcev precej pocasnejse v
primerjavi z difuzijo proste u€inkovine (iz raztopine samega ovalbumina kot tudi iz
raztopine ovalbumina in pektina). Rezultat kaze na mocne interakcije ovalbumina s
polimeri, ki tvorijo nanodelce.

Da je do nastanka polielektrolitskih kompleksov dejansko prislo, je bilo Ze dokazano z
analizo IR spektrov in DSC analizo (31). V IR spektru so bili vrhovi nihanj vezi
funkcionalnih skupin, ki sodelujejo pri interakcijah med polimeri premaknjeni oziroma
spremenjeni, prav tako je priSlo do premika pikov po nastanku nanodelcev na

termogramih, kar je dokaz za nastanek interakcij med polimeroma.
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4.2. NANODELCI IZ LECITINA IN HITOSANA

Nanodelce iz lecitina in hitosana smo pripravili po postopku, ki ga je prvi opisal Sonvico s
sodelavci (27). Ugotovili so, da so najbolj fizikalno stabilne disperzije nanodelcev, pri
katerih so uporabili masno razmerje lecitin:hitosan = 20:1. To dejstvo smo uporabili pri
pripravi nanodelcev iz razli¢nih vrst lecitina (Phospholipon 50, Phospholipon 80 in Lipoid
S100) in hitosana, v katere smo vgrajevali razli¢ne koliine proteina ovalbumina. Proteini
so namre¢ obcutljive u€inkovine, ki zahtevajo uporabo blagih metode vgrajevanja, zato

smo jih vgradili v naravne polimere, ki ne zahtevajo uporabe organskih topil.

4.2.1. TOPNOST OVALBUMINA V RAZLICNIH TOPILIH

Najprej smo Zzeleli ugotoviti, katera faza (etanolna raztopina lecitina ali vodna raztopina
hitosana) je bolj primerna za vkljuditev ovalbumina. Zato smo preverili topnost
ovalbumina v etanolu in vodnih raztopinah razli¢nih pH vrednosti.

Ugotovili smo, da je topnost ovalbumina v etanolu manj$a od 0,1 mg/ml, kar preprecuje
njegovo vkljucitev v etanolno raztopino lecitina. Topnost ovalbumina v vodi v pH
obmocju od 2 do 6 pa je vecje od 6 mg/ml, kar nam zadosCa za vgrajevanje v nanodelce.
Proteini imajo ionizirajo¢e skupine, in sicer karboksilne in amino skupine. Ker je naboj teh
skupin odvisen od pH vrednosti, ima proteinska molekula pri razlicnem pH razli¢en naboj.
V izoelektri¢ni tocki je Stevilo pozitivnih nabojev enako §tevilu negativnih nabojev, zato je
v tem primeru elektrostatsko odbijanje med proteinskimi molekulami najmanjSe in zato
topnost najnizja. Pri ovalbuminu nismo opazili zmanjSanja topnosti v izoelektri¢ni tocki (pl
=4,6), topnost je bila Se vedno vec¢ja od 6 mg/ml.

Topnost ovalbumina je preiskoval tudi Machado s sodelavci. Vendar s to razliko, da so se
osredotocili na vpliv pH in soli (razli¢na vrsta: NaCl, Na;SOa, (NH4),SO4 in koncentracija
soli) na topnost ovalbumina. pH namre¢ vpliva na naravo in naboj proteina, medtem ko
dodatek soli vpliva na elektrostatske vezi med molekulami. Ugotovili so, da topnost
ovalbumina nara$a z naras€anjem pH, minimalna topnost proteina je pri pH 4,6 in
maksimalna pri pH 9,0, ne glede na vrsto in koncentracijo soli. Ze 0,15 mol/l soli pa je

lahko dovolj, da se spremeni konformacija proteina (20).
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4.2.2. IZDELAVA NOSILNEGA SISTEMA BREZ UCINKOVINE

Izdelali smo disperzije nanodelcev, ki nastanejo s kompleksacijo razli¢nih lecitinov
(Phospholipon 50, Phospholipon 80 in Lipoid S100) s hitosanom ter dolo¢ili njihove
fizikalne lastnosti (povprecni premer, polidisperzni indeks, zeta potencial). Pod enakimi
pogoji smo izdelali Se koloidne disperzije z injiciranjem alkoholne raztopine lecitina v

vodno fazo (brez hitosana).

Preglednica VIII: Povpre¢ni premer, polidisperzni indeks in zeta potencial disperzij
nanodelcev iz razli¢nih vrst lecitina in hitosana. Alkoholno raztopino lecitina smo injicirali
v vodno raztopino hitosana (disperzni medij: raztopina HCI s pH 2,8 oz. raztopina ocetne

kisline s pH 2,65).

Vrsta
disperznega | Vrsta lecitina lecitin:hitosan | d (nm) PI ZP (mV)
medija
hitosan v | Phospholipon 50 216,4 0,222 423
raztopini Phospholipon 80 | 20:1 113,5 0,281 40,2
HCl Lipoid S100 113,5 0,228 22,8
hitosan v | Phospholipon 50 260,4 0,219 43
raztopini Phospholipon 80 | 20:1 92,5 0,385 42.4
ocetne Lipoid S100 129,7 0,209 19,3
kisline Phospholipon 50 516 0,505 58,4
Phospholipon 80 | 2:1 265,3 0,537 57,6
Lipoid S100 406,2 0,389 34,6

Na podlagi rezultatov v Preglednici VIII lahko ugotovimo, da vse vrste fosfolipidov tvorijo
s hitosanom nanokomplekse. Hitosan je v kislem pozitivno nabit in stopa v interakcijo z

negativno nabitimi fosfolipidi.
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Preglednica IX: Povprecni premer, polidisperzni indeks in zeta potencial koloidnih
disperzij razli¢nih vrst lecitina (brez hitosana). Alkoholno raztopino lecitina smo injicirali

v raztopino HCl s pH 2,8 oz. raztopino ocetne kisline s pH 2,65.

Vrsta

disperznega | Vrsta lecitina d (nm) PI ZP (mV)

medija

raztopina Phospholipon 50 151,3 0,153 -21,2

HCI Phospholipon 80 79,5 0,169 -8.,4
Lipoid S100 108,9 0,193 19,1

raztopina Phospholipon 50 1449 0,168 -14,5

ocetne Phospholipon 80 85,9 0,209 -8,2

kisline Lipoid S100 111,4 0,189 19,2

Na podlagi rezultatov v Preglednici IX lahko ugotovimo, da so koloidni delci, ki nastanejo
pod enakimi pogoji z injiciranjem alkoholne raztopine lecitina v vodno fazo (brez
hitosana), precej manjsi, imajo o0zjo porazdelitev velikosti in nizjo absolutno vrednost zeta
potenciala. Oba Phospholipona (50 in 80) dajeta delcem negativen naboj, ki je posledica
prisotnosti negativno nabitih  fosfolipidov  (fosfatidna kislina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilserin). Phospholipon 50, ki vsebuje najmanj 50 % fosfatidilholina, ima najvecji
delez komponent z negativnim nabojem in je zato najverjetneje najprimernej$i za
interakcijo s pozitivno nabitim hitosanom. Phospholipon 80, ki vsebuje 73-76 %
fosfatidilholina, vsebuje posledicno manj komponent z negativnim nabojem, zato je tudi
absolutna vrednost zeta potenciala delcev nekoliko manjSa. Zeta potencial delcev iz
Lipoida S100 pa je pozitiven. Lipoid S100 vsebuje glede na specifikacijo 94 %

fosfatidilholina in torej najmanj negativno nabitih komponent.

Na podlagi rezultatov v Preglednici IX lahko tudi ugotovimo, da med delci, ki nastanejo po
injiciranju alkoholnih raztopin lecitinov v raztopino HCI ali v raztopino ocetne kisline
bistvenih razlik ni, kar niti ni tako presenetljivo glede na to, da sta pH vrednosti medija s

HCI in medija z ocetno kislino podobna (2,80 oz. 2,65).
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Kot smo ze ugotovili se velikost delcev po interakciji lecitina s hitosanom poveca
(Preglednica VIII in IX). Najvecje povecanje velikosti (iz 151 nm na 216 nm oz. iz 145 nm
na 260 nm) lahko opazimo pri uporabi Phospholipona 50, ki brez hitosana daje delce z
najvecjo absolutno vrednostjo zeta potenciala (-21,2 mV) in tako lahko stopa v interakcijo
z ve€jo koli¢ino pozitivnho nabitega hitosana. Vrednost zeta potenciala je v primeru
koloidnih disperzij Phospholipona 50 in Phospholipona 80 (brez hitosana) negativna, v
primeru dodanega hitosana pa spremeni predznak in postane pozitivna. V primeru Lipoida
S100 pa ze delci iz samega fosfolipida (brez hitosana) nosijo pozitiven naboj.V literaturi
opisujejo, da v primeru uporabe Cistega fosfatidilholina, ki je ion dvojéek, izdelava
nanokompleksov ni mogoca, saj naj bi bil negativen naboj fosfolipida nujno potreben za

elektrostatsko interakcijo s hitosanom (14).

Ugotavljali smo tudi vpliv koli¢ine hitosana na fizikalne lastnosti nastalih kompleksov
(Preglednica VIII). Ugotovimo lahko, da v primeru masnega razmerja lecitin:hitosan =
20:1 nastanejo manjsi delci z niZjo absolutno vrednostjo zeta potenciala kot v primeru, ¢e
je razmerje lecitin:hitosan = 2:1. Hitosan se oc€itno kljub Ze pozitivnem naboju nanodelcev

Se vedno adsorbira na njihovo povrsino.

4.2.3. IZDELAVA NOSILNEGA SISTEMA Z OVALBUMINOM

Glede na to, da ovalbumin ni topen v etanolu, smo pri izdelavi nanodelcev z ovalbuminom
le-tega raztopili v vodni fazi hitosana (pH 2,7). To ni najbolj optimalno, saj imata tako
hitosan kot ovalbumin pri pH 2,7 pozitiven naboj in tako tekmujeta za negativna mesta

lecitina.

Preglednica X: Vpliv zaCetne koncentracije ovalbumina v raztopini hitosana na lastnosti

nanodelcev iz lecitina (Phospholipon 50 in Phospholipon 80) in hitosana.

Phospholipon 50 Phospholipon 80

c (OVA) | d (nm) PI p d (nm) PI p
(mg/ml) (mV) (mV)
0,1 247,1+1,7 | 0,263+0,01 | 42,9+0,1 | 119,0+0,7 | 0,339+0,04 | 43,3+0,5
0,5 292,8+1,2 | 0,272+0,01 | 42,7+0,5 | 136,7+0,9 | 0,415+0,01 | 42,1+0,5
1 319,8+0,5 | 0,288+0,01 | 39,9+0,4 | 136,9+2,9 | 0,590+0,12 | 46,4+2.,4
2 242.4+1,3 | 0,421+0,02 | 39,1+0,5 | 148,840,4 | 0,535+0,02 | 41,7+0,9
4 220,3+2,2 | 0,200+0,01 | 24,2+0,0 | 187,8+13,3 | 0,553+0,02 | 29,7+2,6
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Na podlagi rezultatov v Preglednici X lahko ugotovimo, da tudi v primeru vgrajevanja
ovalbumina dobimo delce nanometrskih velikosti. Vrednosti zeta potenciala okrog 40 mV
kazejo na dobro fizikalno stabilnost disperzij. V primeru najvecje uporabljene zacetne
koncentracije ovalbumina (¢ = 4 mg/ml) je vrednost zeta potenciala nekoliko nizja,
verjetno zaradi vi§je koncentracije raztopljenega ovalbumina v disperznem mediju.

Za primerjavo smo izdelali disperzije po enakem postopku, le brez hitosana. V tem
primeru so lahko stopale v interakcijo z negativno nabitimi skupinami lecitina samo

pozitivno nabite skupine ovalbumina.

Preglednica XI: Vpliv zacetne koncentracije ovalbumina v vodi (pH 2,7) na lastnosti

struktur iz lecitina (Phospholipon 50 in Phospholipon 80), brez hitosana.

Phospholipon 50 Phospholipon 80
c (OVA) | d (nm) PI 7p d (nm) PI VA4
(mg/ml) (mV) (mV)
0,1 vidni - -6,1+£0,5 | vidni delci | - 6,8+0,7
delci
0,5 203,5+1,8 | 0,149+0,01 | 23,1+2,6 | vidni delci | - 11,244,1
1 198,2+1,3 | 0,126+0,05 | 27,9+0,5 | 161,5+0,9 | 0,265+0,02 | 26,6+1,3
2 214,2+1,1 | 0,105+0,01 | 28,6+1,5 | 235,7+£35,0 | 0,499+0,03 | 27,2+0,8
4 215,6+0,2 | 0,080+0,02 | 22,5+0,1 | 431,3+6,9 | 0,559+0,01 | 19,2+0,0

Ce primerjamo Preglednici IX in XI lahko ugotovimo, da so delci, ki nastanejo po
injiciranju alkoholne raztopine lecitina v vodno fazo manjsi, kot ¢e injiciramo v vodno
fazo, v kateri je raztopljen ovalbumin (v obeh primerih ni hitosana). Med vzorci je razlika
tudi v predznaku zeta potenciala. Strukture brez ovalbumina so negativno nabite, delci z
ovalbuminom pa nosijo pozitiven naboj, saj negativno nabite skupine lecitina vstopajo v
interakcijo s pozitivno nabitim ovalbuminom. Izjema je pri injiciranju Phospholipona 50 v
nakisano vodno raztopino (pH 2,7) ovalbumina s koncentracijo 0,1 mg/ml. Phospholipon
50 vsebuje ve¢ negativno nabitih komponent kot Phosholipon 80, zato ima na voljo ve¢
negativnih nabojev, ki bi stopali v interakcijo s pozitivno nabitim ovalbuminom.
Koncentracija ovalbumina 0,1 mg/ml ne zadostuje za nastanek fizikalno stabilnih disperzij,
na kar kaze tudi negativna vrednost zeta potenciala v Preglednici XI (-6,1 mV). Enako se

zgodi pri injiciranju Phospholipona 80 v nakisano vodno raztopino (pH 2,7) ovalbumina s

koncentracijo 0,1 mg/ml in 0,5 mg/ml. Sele pri dodatku ovalbumina v koncentraciji 1
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mg/ml pride do nastanka nanodelcev velikosti okrog 160 nm in zeta potencialom priblizno

26 mV. Pri nadaljnem povecevanju koncentracije ovalbumina nastajajo vecji nanodelci.
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Slika 14: Primerjava velikosti nanodelcev iz lecitina in ovalbumina z in brez hitosana.

Slika 14 nam prikazuje primerjavo velikosti nanodelcev iz lectina in ovalbumina, z in brez
dodanega hitosana. Zaklju¢imo lahko, da nastanejo delci nanometrskih velikosti iz obeh

vrst lecitinov pri uporabi ovalbumina v koncentracijah 1 oz. 2 mg/ml.

Preverili smo tudi vpliv pH vrednosti zaCetne raztopine hitosana in ovalbumina na lastnosti

nanodelcev iz lecitina in hitosana.

Preglednica XII: Vpliv pH vrednosti zacetne raztopine hitosana in ovalbumina na lastnosti

nanodelcev iz lecitina (Phospholipon 50 in Phospholipon 80) in hitosana.

Phospholipon 50 Phospholipon 80
pH d (nm) PI ZP (mV) |d (nm) PI ZP (mV)
2,7 242,4+1,3 | 0,421+0,02 | 39,6+0,3 | 148,840,4 | 0,535+0,02 | 41,3+1,1
3 170,3+0,2 | 0,295+0,01 | 35,7+0,7 | 121,7+0.4 | 0,491+0,01 | 33,8+0,6
4 201,7+4,7 | 0,498+0,04 | -22,5+0,0 | vidni delci | vidni delci | 0,9+0,2
5 105,4+0,8 | 0,249+0,01 | -26,2+1,5 | 204,3+1,4 | 0,325+0,01 | -18,1+0,3
6 98,7+0,3 | 0,236+0,01 | -28,6+0,2 | 60,8+0,1 | 0,210+0,01 | -21,6+04
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Na podlagi rezultatov v Preglednici XII lahko ugotovimo, da se s povefevanjem pH

vrednosti zaletne raztopine hitosana in ovalbumina velikost nastalih nanodelcev

ey e

interakcijo z negativno nabitim lecitinom. Posledi¢no nastanejo manjsi delci z negativnim

zeta potencialom.

4.2.4. UCINKOVITOST VGRAJEVANJA OVALBUMINA V NANODELCE

Preglednica XIII: Ucinkovitost vgrajevanja ovalbumina v nanodelce v odvisnosti od

zacetne koncentracije ovalbumina v raztopini hitosana.

Ucinkovitost vgrajevanja ovalbumina v
ND

Zacetna

koncentracija | Sestava: Phospholipon 50 | Phospholipon 80

ovalbumina lecitin/hitosan/OVA (%) (%)

(mg/ml)

0,1 100 mg/4,6 mg/4,6 mg 30,8 23.5

0,5 100 mg/4,6 mg/23 mg 25,5 23,1

1 100 mg/4,6 mg/46 mg 28,9 17,7

) 100 mg/4,6 mg/92 mg 20,2 16,6

4 100 mg/4,6 mg/184 mg 10,2 13,3

Na podlagi rezultatov v Preglednici XIII lahko ugotovimo, da ucinkovitost vgrajevanja
ovalbumina v nanodelce naras¢a s padajoCo zacetno koncentracijo ovalbumina. Iz
dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je pri visjih koncentracijah ovalbumin v presezku
in da zmanjka negativnih skupin lecitina s katerimi bi stopal v interakcijo. Glede na to, da
je dobro topen v vodi, se njegova koncentracija v vodni fazi (supernatant) povecuje, zato se

posledi¢no ucinkovitost vgrajevanja zmanjsuje.

Amidi in sodelavci so ovalbumin vgrajevali v nanodelce iz N-trimetilhitosana, ki so jih
izdelali z metodo ionskega premreZenja s tripolifosfatom. Dosegli so ucinkovitost
vgrajevanja (UC) do 95 % in vsebnost (VS) ovalbumina do 50 %. Pri dodatku ve&jih

kolic¢in proteina se je vsebnost ovalbumina v nanodelcih zmanj$ala in delci so agregirali,
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kar opisujejo kot posledico vecje koncentracije prostega ovalbumina v disperziji

nanodelcev (32).

Preglednica XIV: Vsebnost ovalbumina v nanodelcih v odvisnosti od zacetne koncentracije

ovalbumina v raztopini hitosana.

Vsebnost OVA v ND
c (OVA) | Sestava: Teoreti¢na Phospholipon 50 | Phospholipon 80
(mg/ml) | lecitin/hitosan/OVA vsebnost (%) (%)
0,1 100 mg/4,6 mg/4,6 mg | 4,21 0,59 0,46
0,5 100 mg/4,6 mg/23 mg 18,03 1,73 2,17
1 100 mg/4,6 mg/46 mg 30,54 6,54 3,27
2 100 mg/4,6 mg/92 mg 46,79 7,52 5,53
4 100 mg/4,6 mg/184 mg | 63,76 6,29 8,19

Na podlagi rezultatov v Preglednici XIV lahko ugotovimo, da po pricakovanjih tako pri

vzorcu s Phospholiponom 50 kot s Phospholiponom 80, vsebnost ovalbumina v nanodelcih

nara$¢a z naraS¢ujoco zacetno koncentracijo ovalbumina.

4.2.5. SPROSCANJE OVALBUMINA IZ NANODELCEV

Glede na to, da so nastali delci zelo majhni, jih je zelo tezko popolnoma lociti od

disperznega medija. Spros¢anje ovalbumina iz nanodelcev iz lecitina in hitosana smo

dolocali s pomocjo uporabe difuzijske vrecke. Ovalbumin, ki se je sprostil, je difundiral

skozi membrano in se porazdelil po celotnem disperznem mediju (voda oz. fosfatni pufer

pH 7,4). Ob doloc¢enih ¢asih smo vzorcili zunanji medij in v njem s HPLC dolocali

koncentracijo ovalbumina.
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Slika 15: Primerjava sproS€anja ovalbumina iz nanodelcev razli¢ne sestave (metoda

difuzijske vrecke) v vodo in fosfatni pufer s pH 7,4.

Slika 15 prikazuje primerjavo spros¢anja ovalbumina iz nanodelcev v vodo in v fosfatni
pufer. Ugotovimo lahko, da tako kot pri sami u€inkovini tudi pri sproS¢anju ovalbumina iz
nanodelcev poteka difuzija v fosfatni pufer hitreje kot v vodo. Po 11 urah urah preide skozi
difuzijsko membrano v vodo 54 % ovalbumina, v fosfatni pufer pa 65 %.

Spros¢anje ovalbumina iz nanodelcev, pri katerih smo kot lecitin uporabili Phospholipon
80 je hitrejSe v primerjavi s sproS¢anjem iz nanodelcev, pri katerih smo kot lecitin
uporabili Phospholipon 50. V 11 urah se je sprostilo 69 % ovalbumina. To si lahko
razlagamo s StevilnejSimi ionskimi interakcijami med hitosanom in Phospholiponom 50.
Phospholipon 50 namre¢ vsebuje v primerjavi s Phospholiponom 80, manjsi odstotek
Cistega fosfatidilholina in torej vec fosfatidne kisline in ostalih fosfolipidov, kot so
fosfatidiletanolamin, fosfatidilinozitol. Le ti imajo negativen naboj in tvorijo interakcije s
hitosanom. Ovalbumin ima izoelektricno tocko pri 4,6. Konstanta disociacije hitosana je
6,3. Pri izdelavi nanodelcev raztopimo ovalbumin v vodni fazi hitosana (pri pH < 4,6). Pri
takSnem pH nosita tako hitosan kot tudi ovalbumin pozitiven naboj in tako tekmujeta za
interakcije z negativnimi naboji lecitina. V primeru, da ima lecitin ve¢ negativnih nabojev,
so interakcije StevilnejSe, kar oc¢itno vpliva tudi na sproS¢anje uc¢inkovine iz kompleksov. V

tem primeru je namre¢ sproscanje ovalbumina iz nanodelcev pocasnejse.
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5. SKLEP

V diplomskem delu smo izdelali nanodelce iz dveh polimerov (pektina in hitosana) ter iz
fosfolipida in polimera (lecitina in hitosana) z metodo polielektrolitskega kompleksiranja,
ki ne vkljuCuje poviSane temperature in visokih striznih sil. Kot modelno proteinsko
ucinkovino smo uporabili ovalbumin, ki je stabilen v Sirokem pH obmocju (pH 1,8 do
12,8).

V prvem delu naloge smo proucevali nanodelce iz pektina in hitosana. Nanodelce smo
izdelali pri pH 4, pri katerem sta hitosan in ovalbumin pozitivno nabita, pektin pa
negativno, kar omogoca nastanek ionski interakcij. Ugotovili smo, da na nastanek
nanodelcev vpliva masno razmerje med pektinom in hitosanom ter koli¢ina dodanega
ovalbumina, medtem ko nacin dodajanja ovalbumina in hitrost meSanja nista imela
bistvenega vpliva. Nanodelci primerne velikosti (premera 300 do 400 nm) so nastali, Ce
smo uporabili masno razmerje pektin:hitosan = 1:0,33 oziroma 1:0,25. Ti nanodelci so
imeli zeta potencial priblizno -30 mV, kar nakazuje na dobro fizikalno stabilnost delcev. Z
zmanjSevanjem razmerja na racun pektina smo dobili delce mikrometrskih velikosti. V
primeru vgrajevanja ovalbumina so nastali nanodelci, ¢e smo pri izdelavi uporabili zacetno
koncentracijo ovalbumina manj$o od 1 mg/ml oz. ve¢jo od 2 mg/ml. Zaklju¢imo lahko, da
so masna razmerja med posameznimi sestavinami nanodelcev zelo pomembna, saj vplivajo
na zeta potencial delcev in s tem na fizikalno stabilnost disperzij. U¢inkovitost vgrajevanja
in vsebnost ovalbumina v nanodelcih sta odvisni od koli¢ine uporabljenega ovalbumina.
Najvecjo ucinkovitost vgrajevanja (85 %) in vsebnost (46 %) ovalbumina v nanodelcih
smo dosegli v primeru, da smo uporabili za¢etno koncentracijo ovalbumina 1 mg/ml. Z
vgrajevanjem ovalbumina v nanodelce smo dosegli podalj$ano spros¢anje: v prvih 10 urah
se je sprostilo 60 %, v prvih 24 urah pa 67 % ovalbumina.

V drugem delu naloge smo proucevali nanodelce iz lecitina in hitosana. Ugotovili smo, da
na nastanek nanodelcev vpliva vrsta dodanega lecitina in razmerje med lecitinom in
hitosanom. V primeru uporabljenega masnega razmerja lecitin:hitosan = 20:1, so iz
Phospholipona 50 nastali nanodelci s premerom 220-260 nm, iz Phospholipona 80 pa s
premerom 100-120 nm. V obeh primerih so nanodelci nosili pozitiven naboj (ZP =40 mV)
za razliko od enako izdelanih struktur brez hitosana, ki so imele negativen zeta potencial.
Lipoid S100 zaradi pomankanja naboja ni primeren za tvorbo nanodelcev. V primeru

vgrajevanja ovalbumina (zacetna koncentracija 1 do 2 mg/ml) smo dobili delce podobnih
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velikosti. V nanodelcih iz Phospholipona 50 smo dolocili 7 % vsebnost ovalbumina in 20-
29 % ucinkovitost vgrajevanja, v nanodelcih iz Phospholipona 80 pa 3-5 % vsebnost
ovalbumina in 17-18 % ucinkovitost vgrajevanja. Phospholipon 50 vsebuje najvec
negativno nabitih fosfolipidov, ki vstopajo v interakcijo s pozitivno nabitimi fosfolipidi.
Stevilnejse ionske interakcije med lecitinom, ovalbuminom in hitosanom so tudi vzrok, da
je sproscanje ovalbumina iz nanodelcev iz Phospholipona 50 pocasnejse kot iz nanodelcev
1z Phospholipona 80.

Zaklju¢imo lahko, da smo modelno proteinsko ucinkovino ovalbumin z optimiziranim
postopkom uspesno vgradili v nanodelce iz pektina in hitosana ter nanodelce iz lecitina in
hitosana. Ugotovili smo, da lahko z izbiro ustreznih polimerov in fosfolipidov ter razmerja
med njimi, vplivamo na velikost in naboj nanodelcev ter na vgrajevanje in sproscanje
ovalbumina.

Samo s specifiénim pristopom za vsak protein lahko namre¢ izdelamo nanodelce, ki
ohranijo strukturo in biolosko aktivnost proteina in s tem prispevajo k njegovi nadaljni

uporabi.
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