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(57) Rezumat:

Inventia se referd la nanoparticule lipidice, antioxidante,
utilizate ca transportori ai componentelor active Tn
compozitii farmaceutice gila un procedeu de obtinere a
acestora. Nanoparticulele conform inventiei cuprind in
procente masice 21,82...22 ,13% ulei din sé&mburi de
struguri sau ulei de squalend dintr-o matrice formata
dintr-un amestec complex de lipide solide i lichide, Si
0,37...1,47% beta-caroten incapsulatin reteaua lipidica,
fiind sub forma sfericd, cu un diametru de 85,2...129,2
nm, Si avand o capacitate de a capta 64...95% din
radicalii liberi, oxigenati, formati, in funclie de uleiul
utilizat. Procedeul conform inventiei constd in formarea

unei preemulsii lipidice, apoase, din 10% amestec de
lipide si 3...3,5% surfactanti si 0,20% beta-caroten,
componentd activd hidrofobd, la o temperaturd de
82..85°C, timp de 2 h, cu agitare, obtinerea unor
dispersii apoase de nanotransportori lipidici liberi Si
incdrcali cu beta-caroten, prin omogenizarea, cu
forfecare la 25000 rpm, a preemulsiei, timp de 10 min,
si dupd récire, supunerea nanodispersiei unui proces
de liofilizare la o temperaturd de -55°C, timp de 72 h.
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NANOPARTICULE LIPIDICE ANTIOXIDANTE $I PROCEDEU DE
OBTINERE A ACESTORA

DESCRIERE

Inventia prezenta se referd la un procedeu de obtinere a unor nanoparticule lipidice
antioxidante pe baza de ulei din samburi de strugure si ulei de squalenad ce pot fi utilizate drept
nanotransportori siguri si eficienti pentru incapsularea si distributia compusilor sensibili cum este
cazul 3-carotenului, cu aplicatii in domeniul farmaceutic si bio-alimentar.

Dezvoltarea de nanostructuri functionale ce pot incapsula, proteja si distribui controlat
substante organice bio-active sensibile este unul dintre domeniile majore in industriile legate de
combinate ale nanotehnologiei cu utilizarea de compusi naturali proveniti din plante, fructe sau alte
surse naturale. Tn ultimii ani, multe companii de profil au alocat timp si cercetari intense asupra
dezvoltarii de produse naturale extrase din plante, cu scopul de a produce remedii mai eficiente si
pentru a satisface preferintele consumatorilor pentru produse naturale cu proprietati multifunctionale.

Nanoincapsularea de compusi bioactivi, este o conditie esentiala pentru productia de
alimente sau medicamente multifunctionale destinate sa imbunatateasca sanatatea pe termen
lung si bunastarea consumatorilor in toata lumea. Din categoria compusilor bio-activi face parte si
-carotenul, substanta ce furnizeaza cel mai mare aport de vitamina A si are abilitatea de a capta
radicalii liberi oxigenati datorita proprietatilor sale antioxidante.

Stresul oxidativ indus de speciile oxigenate reactive joaca un rol cheie in patologiile multor
boli, incluzand ateroscleroza, hipertensiune, tromboza, diabet si infarct miocardic. Ca atare
combaterea stresului oxidativ vascular este importanta pentru profilaxia si tratamentul acestor
maladii. Carotenul a fost implicat in prevenirea sau protectia impotriva unor tulburari grave de
sanatate, cum ar fi bolile de inima, survenite in urma unor procese de stres oxidativ. Cu toate
acestea, efectele benefice ale B-carotenului sunt limitate, deoarece fiind un compus puternic hidrofob
el este dificil de dispersat, este foarte reactiv si ca atare instabil la oxigen, ceea ce de multe ori duce
la aparitia de produsi de degradare care manifesta efecte pro-oxidante. Aceste efecte nedorite
trebuie atent controlate, deoarece modificarile fizico-chimice ale B-carotenului pot afecta utilizarea
acestui ingredient activ in diferite formulari de natura farmacologica sau bio-alimentara.

in acest context, in literaturd sunt prezentate diferite cercetari realizate cu scopul de a
solubiliza si stabiliza p-carotenul in sisteme veziculare submicronice, cum ar fi niozomii si

nanodispersiile rezultate prin auto-asamblarea monomerilor de agenti tensioactivi. De exemplu,
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performanta catorva emulsifianti (ex: caseinat de sodiu, Tween 20, monolaurat de decaglicerol,
proteine), precum si combinatii ale acestora in prepararea nanodispersiilor de B-caroten a fost
doveditd in doua cercetari recente (Nakajima et al., 2007, 2009) prin utilizarea unui proces bazat
pe tehnica de evaporare — emulsionare cu solvent. Deasemenea a fost demonstrata si fezabilitatea
de a creste stabilitatea p-carotenului prin incapsulare in nanoparticule de acid polilactic (Cao-
Hoang et al., 2011). in aceste cercetari, au fost utilizate micele de Tween 80 pentru a impiedica
cresterea si aglomerarea particulelor de caroten. incapsularea B-carotenului in particule de acid
polilactic a condus la organizari supramoleculare mai stabile, care oferd o protectie mai buna
fmpotriva oxidarii. Alte studii prezinta utilizarea unor sfere de furcellaran (Laos at al, 2007) si
manitol in sinergie cu cationi bivalenti (Sutter et al., 2007), ca matrice eficientad pentru incapsularea
B-carotenului, cu acelasi scop de a proteja degradarea acestuia.

U.S. 0028444 A1/2010 descrie utilizarea unor nanoparticule de caroten dispersabile in apa
de dimensiuni cuprinse intre 100 — 300 nm, ca modulatori de gust pentru reducerea gustului amar
din alimente sau bauturi. Brevetul de inventie U.S. 0112073 A1/2010 prezinta sinteza unor
nanoparticule ce prezinta un miez nepolar imbogatit cu compusi hidrofobi de tipul beta-carotenului,
un strat de surfactant intermediar (lecitina) pentru stabilizarea miezului hidrofob si un invelis protector
de polimer glucidic reticulat, de tipul acidului alginic, utilizadnd o metoda combinata de ultrasonare cu
tehnica ,layer-by-layer”. Formarea unor nanoparticule organice cu continut variabil de p-caroten se
regaseste si in U.S. 0021592 A1/2011. Inventia furnizeaza un procedeu pentru prepararea unor
pulberi redispersabile de nanoparticule de b-caroten, ce implica obtinerea unei microemulsii ulei-in-
apa formate in sistemul Tween 80/lecitina/toluen/propanol/manitol/apa si p-caroten.

Referitor la tipul de matrice utilizata drept ,rezervor’ pentru incapsularea altor compusi bio-activi
de natura hidrofoba, se cunosc studii destinate obtinerii de nanoparticule lipidice solide. De exemplu U.S.
0247619 A1 relateazd producerea si caracterizarea unor vectori lipidici nanostructurati cu continut de
Riluzol, obtinuti pe baza amestecurilor de mono-, di- si trigliceride cu acid behenic, precum si utilizarea lor
la prepararea unor formulari farmaceutice pentru tratamentul sclerozei. Metoda prezintd dezavantajul
utilizarii de solventi organici necesari formarii unor sisteme auto-organizate de microemulsie cu ajutorul
fosfatidilcolinei si a taurocolatului de sodiu, precum si necesitatea utilizari unor concentratii > 10% de
surfactanti. Alte tipuri de nanoparticule lipidice au fost preparate utilizand aceeasi metoda a
microemulsionarii. U.S. 0233275 A1/ 2010 prezinta un proces pentru prepararea nanoparticulelor lipidice,
respectiv a unor nanocapsule ce prezinta un miez lipidic solid incarcat cu un agent bio-activ si un invelis
lipidic solid, utilizand metoda microemulsiei. Similar, U.S. 0306032 A1/2009 descrie prepararea Si
utilizarea unor nanoparticule lipidice solide obtinute din microemulsii pe baza de propionat de colesteril
si/sau butirat de colesteril pentru tratamentul patologiilor inflamatorii sau vasculare.
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Nanoparticulele lipidice solide au fost intensiv investigate drept vehicule pentru distributia
de compusi bio-activi. U.S. 0206341 A1/2008 si U.S. 0224447 A1/2011 descriu implicarea
nanoparticulelor lipidice ca vehicule pentru destributia acizilor nucleici, in scopuri terapeutice.
Incorporarea peptidelor, proteinelor, oligonucleotidelor si a unor absorberi UV in nanoparticule
lipidice formate in principal din monogliceride este semnalata in patentele U.S. 0038941 A1/2011,
U.S. 0206341 A1, U.S. 0224447 A1 si U.S. 0235540 A1/2003.

in ceea ce priveste formarea unor matrici antioxidante cu rol de nanotransportori eficienti
pentru diferite substante bio-active, U.S. 7597907 B2/2010 prezintd incapsularea unor proteine
active (ex: enzime antioxidante implicate in detoxifierea xenobioticelor) Tn matrici polimerice
sintetice, pentru utilizare in prevenirea stresului oxidativ.

Prepararea unor matrici lipidice cu rol de nanotransportori lipidici antioxidanti pe baza de
uleiuri naturale bio-active de tipul uleiului din sdmburi de strugri sau a uleiului de squalena izolat
din ficatul de rechin, nu se regaseste in literatura, desi folosirea unor compusi naturali poate
eficientiza un proces de sintezd atat in ceea ce priveste costul de productie cat si prin
imbunatatirea proprietatilor produsului final. Cateva articole de specialitate au mentionat si
demonstrat proprietatile biologice, farmacologice si terapeutice ale uleiului din seminte de struguri.
Aceste uleiuri de origine vegetala imbunatatesc sanatatea cardiovasculara, manifestd proprietati
impotriva radicalilor liberi si a stresului oxidativ, inhiba cresterea si formarea anumitor tipuri de
cancer, imbunatatesc performantele vizuale, reduc simptomele ulcerului gastric si protejeaza
celulele impotriva consumului excesiv de medicamente (Jayaprakasha et al 2003, Yilmaz et al
2004, Leifert et al 2008). Squalena poseda activitate antioxidanta si s-a dovedit a fi un bun agent
de prevenire in aparitia cancerului (Reddy et al 2009).

Il. Problema tehnicd pe care o rezolva procedeul conform inventiei constd in
obtinerea unor nanoparticule lipidice cu proprietati antioxidante amplificate si activitate
antimicrobiana semnificativa. Procedeul de obtinere a nanoparticulelor lipidice pe baza de uleiuri
naturale conform inventiei cuprinde:

a) formarea unei faze lipidice libere, ce contine un amestec de lipide solide si lipide lichide
naturale de monostearat de gliceril : palmitat de cetil : ulei din samburi de strugure sau ulei de
squalena, intr-un raport de greutate = 1,16 : 1,16 : 1, la o temperatura de 85°C, respectiv
formarea unei faze lipidice imbogatita cu concentratii cuprinse intre 0,05 + 0,20% componenta
activa de natura hidrofoba (B-caroten);

b) formarea unei faze apoase ce contine un amestec de surfactanti intr-un raport de greutate
derivat monoalchil-polioxietilensorbitan : lecitina : copolimer polietilenglicol-polipropilenglicol = 1
: 0,25 : 0,25 si la o temperatura de 85°C, care ulterior este supusa unei omogenizari cu grad

inalt de forfecare, la 25 000 rpm, timp de 2 min.
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c) formarea unei pre-emulsii lipidice — precursoare de nanoparticule lipidice solide — prin
contactarea sub agitare magnetica a celor doua faze, apoasa si lipidica, si mentinere la un
regim de temperatura constant de 85°C timp de 2h;

d) formarea unor dispersii apoase de nanotransportori lipidici incarcati cu p-caroten, prin
grad inalt de forfecare de 25 000 rpm, timp de 10 min, urmata de racirea usoara, sub agitare
magnetica, la temperatura camerei.

e) obtinerea de nanotransportori lipidici in forma solida prin supunerea nanodispersiilor apoase
unei etape de liofilizare la -55°C timp de 72h.

Nanotransportorii lipidici incarcati cu 3-caroten obtinuti pe baza de lipide lichide naturale cuprind:

1. 22,13 + 21,82% ulei din samburi de struguri sau ulei de squalena dintr-o matrice inalt
dezordonata formata prin utilizarea unui amestec complex de lipide biocompatibile si
naturale ce imprima un caracter antioxidant specific intregului transportor lipidic;

2. 0,37 + 1,47% substanta activa (B-caroten) incapsulata in reteaua lipidica astfel formata,
procentele fiind exprimate in greutate.

lil. Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

e Asigura incapsularea unor componenti puternic hidrofobi (ex: 3-caroten) in particule sferice de
dimensiune nanometrica, folosind materii prime bio-compatibile, concentratii de surfactant/co-
surfactant in concentratii minime (<3.5%) si fara utilizarea unor substante agresive (ex: solventi
organici sau surfactanti periculosi).

 Procedeul de incapsulare a B-carotenului in astfel de nanomatrici lipidice pe baza de uleiuri
naturale se desfagoara in mediu apos, nu utilizeaza conditii de proces care sa conduca la
denaturarea principiului bio-activ, nu afecteaza integritatea structurald a acestuia, ci mai mult ii
intensifica proprietatile.

* Procedeul propus evita utilizarea unor etape de ultrasonare (cum apare deseori in literatura de
specialitate) prin introducerea unei etape de omogenizare cu grad inalt de forfecare pe un
interval scurt de timp (2 min), ce are ca scop principal distrugerea lipozomilor multilamelari de
dimensiuni mai man de 1um ce se formeaza preponderent prin utilizarea lecitinei in faza apoasa.

o Foloseste uleiuri naturale, necostisitoare care manifesta un dublu rol:

a. participa la formarea de matrici lipidice eficiente ce pot fi utilizate ca transportori ai unor
concentratii semnificative de principiu bio-activ de natura hidrofoba;

b. protejeaza, prin virtutea proprietatilor sale antioxidante, compusii chimici sensibili la

oxidare, cum este cazul B-carotenului;
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c. vine cu proprietati biologice specifice si ca atare un important potential terapeutic de
natura sa imbunatateasca sanatatea publica, in completare la cele ale principiului bio-
activ selectat pentru incapsulare.

e Prin acest procedeu se formeaza o retea lipidica inalt dezordonata, fapt ce conduce la
incapsularea unor concentratii net superioare de substanta bio-activa, datorita imperfectiunilor/
golurilor create prin utilizarea unor lipide cu structuri chimice diferite.

e Procedeul propus este simplu si eficient, implica etape distincte si usor de reprodus, asigurand
acelasi nivel de control si prin transpunerea la scaré pilot.
de ulei din sdmburi de struguri sau ulei de squalena ce manifestd proprietati antioxidante si
antibacteriene amplificate.

¢ Particulele lipidice imbogatite cu B-caroten obtinute prin procedeul propus pot fi utilizate sub
ambele forme — ca dispersii apoase pentru dezvoltarea de alimente functionale sau sub forma
de produs solid pentru dezvoltarea unor formulari farmaceutice ce prezinta proprietati specifice.

IV. Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se formeaza initial o pre-emulsie

lipidica ce contine 10% amestec lipidic si 3 + 3,5% amestec de surfactanti, la o temperatura de
85°C, prin contactarea sub agitare magnetica a doua faze, o faza lipidicd ce contine monostearat
de gliceril : palmitat de cetil : ulei din samburi de strugure sau ulei de squalena intr-un raport de
greutate = 1,16 : 1,16 : 1 si o fazd apoasd ce contine derivat monoalchil-polioxietilensorbitan :
lecitina : copolimer polietilenglicol-polipropilenglicol intr-un raport de greutate = 1 : 0,25 : 0,25, cu
mentiunea ca faza apoasa a fost supusa inainte de contactare unei omogenizari cu grad inalt de
forfecare, la 15 000 rpm, timp de 2 min; pre-emulsia formata este mentinuta la un regim de
temperatura constant de 85°C, timp de 2h, dupa care este supusa unei energii mecanice externe
prin aplicarea unei omogenizari cu grad inalt de forfecare de 25 000 rpm, timp de 10 min, urmata
de racirea usoara, sub agitare magnetica, la temperatura camerei si ulterior supunerea la un
proces de liofilizare la - 55°C timp de 72h, conduce la obtinerea de nanoparticule lipidice stabile din
punct de vedere fizic, cu diametre medii de ordinul zecilor de nm si valori ale potentialului
electrocinetic puternic electronegative, ce manifestd proprietati antioxidante si antibacteriene
amplificate.

in cazul prezentei inventii, pentru observarea efectului si tipului de matrice lipidica asupra

obtinerii unor nanoparticule lipidice ce manifesta activitate antioxidanta, respectiv pentru analiza

gradului de incarcare a acestora cu p-caroten, s-au utilizat doua tipuri de matrici:

doua lipide solide bio-compatibile (palmitat de cetil si monostearat de gliceril), cu un amestec de



ulei vegetal complex (ulei din samburi de strugure), respectiv un ulei izolat din ficat de rechin
(squalena).

b. Nanomatrici lipidice imbogatite cu cuncentratii variabile de componenta hidrofoba bio-
activa (B-caroten), formate prin combinarea acelorasi lipide solide bio-compatibile cu lipidele lichide
naturale, acestea jucand rolul de transportor lipidic nanostructurat (NLC) pentru B-caroten.

Etapele de obtinere a nanomatricei lipidice imbogatita cu o componenta hidrofoba bio-activa, sunt:

e formarea unei topituri lipidice, prin utilizarea de lipide solide si lichide diferite structural
(monostearat de gliceril, palmitat de cetil si ulei din samburi de struguri sau ulei de squalena);

o adaugarea in topitura lipidica a unor concentratii cuprinse intre 0,05 + 0,20% p-caroten.

V. Se dau in continuare trei exemple de realizare a procedeului conform inventiei, in

legatura cu tabelul si figurile care reprezinta:

Tabelul 1 — Compozitia si caracterizarea fizico-chimica a probelor de B-caroten — NLCs

Figura 1 — Distributia dimensiunii particulelor lipidice de tip B-caroten - NLC preparate cu diferite
tipuri de surfactanti si concentratii de B-caroten '

Figura 2 — Evaluarea stabilitatii probelor de B-caroten — NLCs pe baza potentialului electrocinetic
Figura 3 — Microscopia electronica de transmisie pentru probele de B-caroten — NLCs preparate cu
ulei din sdmburi de struguri (stAnga) si ulei de squalena (dreapta)

Figura 4 — Curbele DSC pentru B-caroten — NLCs, in comparatie cu NLCs libere si amestecul fizic
de lipide: a. NLCs preparate cu squalena, b. si c. NLCs preparate cu ulei din samburi de strugure
Figura 5 — Spectrele de absorbtie UV-Vis a B-caroten — NLCs preparate cu squalena (A) si ulei din
samburi de strugure (B), cu ambele tipuri de surfactanti si o concentratie initiala de 0,20% B-
caroten: (a) caroten pur; (b) NLC liber; (c) B-caroten — NLCs

Figura 6 — Determinarea in vitro a proprietatilor antioxidante, a probelor de B-caroten — NLCs,
functie de concentratia de caroten, tipul de ulei natural folosit si surfactant neionic principal: a.
NLCs preparate cu ulei de squalena; b. NLCs preparate cu ulei din samburi de strugure
Figura 7 — Activitatea antibacteriana manifestata de probele de B-caroten — NLCs determinata
Impotriva cresterii bacteriei de E. Coli.

Exemplul 1. Se formeaza o faza lipidica prin topirea la o temperatura de 82...85°C a unui
amestec de monostearat de gliceril : palmitat de cetil : ulei din samburi de strugure sau ulei de
squalena, intr-un raport de greutate de 1,16 : 1,16 : 1. Separat, se formeaza o faza apoasa
compusa dintr-un amestec de surfactanti neionic si ionic si un co-surfactant, intr-un raport de
greutate derivat monoalchil-polioxietilensorbitan : lecitina : copolimer polietilenglicol-
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se mentin ¥z h la un regim de temperatura de 82...85°C, dupa care faza apoasa se supune unui
proces de omogenizare cu grad inalt de forfecare, la 15 000 rpm, timp de 2 min. Se formeaza o
pre-emulsie lipidica prin contactarea celor doua faze, sub agitare magnetica si la o temperatura de
82...85°C, dupa care se mentine la regim de temperatura constant, timp de 2h. Pre-emulsia
fierbinte rezultatd se supune ulterior unei energii mecanice externe prin omogenizare cu grad inalt
de forfecare, aplicand 25 000 rpm timp de 10 minute, dupa care se lasd sa se raceasca lent la
temperatura camerei cu formarea unei dispersii de nanoparticule lipidice libere — NLCs (fara
continut de componenta activa). Pentru eliminarea excesului de apa si obtinerea nanoparticulelor
lipidice in forma solida, dispersiile de NLCs sunt initial congelate la -25 °C timp de 24 ore, dupa
care se supun unui proces de liofilizare -55 °C, pentru o perioada de 72 ore.

Exemplul 2. Similar exemplului 1, cu deosebirea ca se adauga in faza lipidica incalzita la
85°C diferite cantitati de B-caroten, ce corespund unor concentratii de 0.05 + 0,20% in dispersia de
NLC obtinutd conform procedeului descris anterior, cu formarea unei solutii limpede de topitura
lipidica. Topitura lipidica se mentine la 85°C timp de 5 min. pentru a se asigura o buna dispersare a
ulterioare corespund celor descrise in cadrul exemplului 1, cu obtinerea unor dispersii de
nanoparticule lipidice incarcate cu pB-caroten pe baza de ulei din sdmburi de strugure si in final a
nanoparticulelor lipidice in forma solidd. Compozitia fiecarei formulari de NLC este prezentata in
Tabelul 1.

Exemplul 3. Similar exemplului 2, cu deosebirea ca uleiul natural de origine vegetala este
inlocuit cu un ulei de origine animata (ulei din ficatul de rechin - squalena), cu obtinerea unor
dispersii de nanoparticule lipidice incarcate cu -caroten pe baza de ulei de squalena si in final a

nanoparticulelor lipidice in forma solida.

Distributia marimii si stabilitatea fizica a nanoparticulelor lipidice incarcate cu (-
caroten. Evaluarea distributiei dimensiunii nanoparticulelor lipidice si stabilitatea acestora s-a
realizat in sistemele optimizate de tip Tween 20 sau 80/lecitina/copolimer bloc, functie de
concentratile de (-caroten incapsulate si tipul de ulei natural folosit la formarea matricei lipidice.
Rezultatele obtinute au semnalat faptul cad nanoparticulele lipidice incarcate cu diferite concentratii
de B-caroten (B-caroten — NLCs) prezinta o distributie de dimensiune relativ ingusta (figura 1) si o
stabilitate excelenta a particulelor lipidice aflate in suspensie apoasd, reflectatd prin valorile
potentialului electrocinetic (figura 2). Figura 1 exemplifica distributja dimensiunii particulelor a
catorva nanodispersii de B-caroten — NLCs preparate cu ulei din sdmburi de struguri (GSO) si

respectiv ulei de squalena (Sq), iar in tabelul 1 sunt prezentate caracteristicile tuturor probelor de

(f
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NLC incarcate cu componenta activd. in general, uleiul din seminte de struguri duce la
nanoparticule lipidice mai mici, comparativ cu cele preparate prin utilizarea Sq. Rezultatele
obtinute in urma analizei DLS au evidentiat prezenta unor distributi monomodale a dimensiunii
particulelor pentru majoritatea probelor de pB-caroten NLCs, cu diametre medii in jurul valorii de o
suta de nanometri (figura 2).

In cazul folosirii amestecului de surfactanti ce utilizeaza Tween 20 drept surfactant neionic
principal, pentru ambele tipuri de uleiuri naturale nu au existat diferente semnificative intre
diametrele medii ale nanoparticulelor lipide, comparativ cu sistemul Tween 80/Lecitina/copolimer
bolc care au aratat o ugoara crestere a Z,, pe masura ce concentratia de p-caroten a crescut de la
0.05 la 0.20%. Cele mai mici nanoparticule lipidice au fost obtinute pentru primul sistem si o
concentratie initiala de 0,07% caroten (Z., = 85,2 £ 1,677 nm pentru GSO si Z,, = 89,2 £ 1,604 nm
pentru Sqg), cu un indice de polidispersitate mai mic de 0,19, ceea ce indica prezenta particulelor
monodisperse. Analiza TEM (figura 3) confirma prezenta nanoparticulelor monodisperse obtinute
pe baza uleiului din samburi de struguri. Probele de B-caroten — NLCs preparate cu Tween 80 ca
surfactant neionic principal au prezentat diametre medii mai mari de 100 nm, cu valori ale indicelui
de polidispersitate relativ ridicate (Pdl: 0,24 + 0.33 pentru cazul GSO si 0,21 + 0,24 pentru Sq).
Nanodispersia preparata cu 0,20% caroten si ulei de squalena a prezentat cea mai mare valoare a
diametrului mediu, de 129,2 nm si o polidispersitate de 0,239.

Evaluarea stabilititii sistemelor caroten — NLCs. Analiza stabilitatii nanodispersiilor
lipidice, determinata pe baza valorilor potentialului electrocinetic, a relevat faptul ca aproape toate
probele de B-caroten — NLCs prezintd o stabilitate fizica excelenta, cu valori medii ale & mai
electronegative de 30 mV (tabelul 1). In figura 2 este reprezentat4 distributia valorilor potentialului
zeta pentru cateva probe reprezentative.

in cazul probelor de B-caroten — NLCs preparate cu Sq nu au fost semnalate modificari
distincte ale potentialelor zeta (valori ce se situeaza la ~ - 40 mV, tabelul 1 si figura 2), in timp ce
probele preparate cu ulei din samburi de strugure prezintd o crestere a £ pe masura ce
concentratia de B-caroten a crescut (ex: -39,8 mV pentru o concentratie de 0,05% si de -26,3 mV
pentru o concentratie de 0,20%, in cazul in care s-a folosit sistemul Tween 20/Lecitina/Sinperonic
F68; respectiv de -30.2 mV pentru o concentratie de 0,05% si -22,4 mV pentru 0 concentratie de
0,20%, caz in care a fost folosit sistemul Tween 80/Lecitina/Sinperonic F68), ceea ce evidentiaza o
scadere usoara a stabilitdtii fizice a sistemelor analizate. Cu toate acestea, valorile mai
electronegative de -25 mV demonstreaza faptul ca aproape toate dispersiile NLCs obtinute prin
folosirea celor doua uleiuri naturale si un procedeu modificat de omogenizare cu grad inalt de

forfecare, sunt sisteme stabile din punct de vedere fizic.
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Este de remarcat faptul ca nu existd o corelatie directa intre dimensiunea nanoparticulelor
lipidice si proprietatile antioxidante ale probelor de B-caroten — NLCs, in timp ce daca observam
stabilitatea fizica a dispersiilor preparate cu 0,20% caroten si GSO, valoarea a crescut de pana la
-22 mV (care sugereaza o scadere moderata a stabilitatii in timp) ce ar putea fi asociatd cu
scaderea activitdtii antioxidante pana la 80% (figura 6). In plus, aceasta presupunere este de
asemenea sustinuta de analiza comparativa prin calorimetrie de scanare diferentiald, care a aratat
ca nanoparticulele preparate cu GSO si 0 concentratie de 0,20% caroten au suferit o rearanjare a
retelei lipidice, fapt ce a condus la o retea mai ordonata si, ca rezultat, la o expulzare potentiala a
substantei active.

Caracterizarea morfologica. O imagine TEM reprezentativd a nanoparticulelor lipidice
obtinute plecand de la o concentratie de 0,07% B-caroten, in sistemul Tween 20/Lecitind/
Sinperonic F68 si ambele tipuri de uleiuri naturale este prezentata in figura 3. Se poate observa ca
indiferent de tipul de ulei natural utilizat, particulele au o forma sferica, cu o dimensiune mai mica
de 100 nm (figura 3). Acest ultim aspect subliniazéd o structura cristalina a fazei lipidice mai putin
ordonata (forma a de cristalizare), deoarece o structura ordonata (forma ) este caracteristica unor
cristale de forma alungita. Prevenirea conformatiei B este de dorit, deoarece acesta este asociata
cu expulzarea componentei active incapsulate. Aceasta observatie este de asemenea confirmata
de analiza DSC.

Efectele tipului de ulei natural si a prezentei f-carotenului asupra cristalinitatii
lipidelor. Beneficiile nanoparticulelor lipidice solide, cum ar fi de exemplu stabilitatea fizica si
chimica a acestora, reies Tn principal pornind de la starea solida a particulelor. Dupa cristalizare,
particulele pot suferi diferite tranzitii polimorfe, care sunt in principal un rezultat al tipului de
canstituenti lipidici. Componentii matricei lipidice determina tipurile de modificari cristaline care se
pot forma. Structura cristalina lipidica este in general corelata cu capacitatea de incarcare cu
substanta activa si cu comportarea la eliberare a acesteia. Structurile lipidice amorfe furnizeaza o
capacitate de incarcare superioara fatd de structurile cristaline. Pe masurd ce nanoparticulele
lipidice trec de la o stare solida mai putin ordonata la una ordonata, apare fenomenul nedorit de
eliberare brusca a componentei active, in detrimentul unei eliberari controlate a acesteia. Prin
urmare, este esentiala verificarea starii lipidice solide si a polimorfismului nanoparticulelor lipidice.

Evaluarea structurii cristaline a probelor de pB-caroten — NLCs a fost realizatd pe baza
calorimetriei de scanare diferentiald (DSC). Probele de NLCs incarcate cu B-caroten si preparate
cu cele doua tipuri de uleiuri naturale au prezentat un comportament endoterm similar (intr-un
domeniu de temperatura apropiat), ceea ce indica faptul ca tipul de ulei natural nu a condus la

modificari semnificative ale retelei lipidice (figura 4). In intervalul 30 - 100 °C, s-a observat prezenta
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unui varf endoterm principal (la 54 + 60°C) si a unui umar (la 62 + 64°C), primul fiind atribuit in

principal lipidelor solide de palmitat de cetil si monostearat de gliceril, in timp ce umarul este

rezultatul prezentei uleiului din sdmburi de struguri sau a uleiului de squalena. Curba endoterma la

temperaturi <65°C sugereaza prezenta unor faze cristaline lipidice diferite si mai putin ordonate.

Acest comportament era de asteptat, datorita amestecului de lipide complexe folosit la prepararea

matricei transportor. Acest lucru reprezinta un avantaj, avand in vedere ca obtinerea unei structuri

cristaline ordonate este putin probabila ca urmare a numarului crescut de componente lipidice si

heterogenitatii chimice a acestora.

Prin compararea curbelor DSC ale probelor de NLCs incarcate cu B-caroten, a NLCs libere

si a amestecurilor fizice de lipide (figura 4), se pot face urmatoarele afirmatii:

Prezenta agentilor tensioactivi confera retelei lipidice un aranjament ordonat, dupa cum se
poate observa prin ingustarea domeniului de topire in cazul probelor de NLCs comparativ cu
amestecurile fizice de lipide solide si lichide.

Temperaturile de topire ale probelor de NLCs incéarcate cu caroten au fost deplasate cu 1-3°C
fata de cele ale NLCs libere, ceea ce indica o perturbare a matricei lipidice si o usoara crestere
a dimensiunii particulelor. Mai mult decéat atat, prin compararea NLCs incarcate cu cele libere,
s-a observat ca incorporarea B-carotenului in matricea lipidica solida a condus la o scadere a
aranjamentul cristalin, subliniata si de scaderea intensitatii picului endoterm.

Deplasarea temperaturii completatd de scaderea intensitatii picului endoterm este o indicatie
clara a efectului compusului activ asupra agregarii fazei lipidice. Carotenul incapsulat, chiar si
intr-o concentratie foarte mica, poate afecta modul de cristalizare a retelei lipidice. Efectul
concentratiilor de B-caroten incapsulat in nanoparticulele lipidice asupra cristalinitatii fazei
lipidice este prezentat in figura 4b. Pe masura ce concentratia de caroten creste de la 0,05% la
0,07%, curbele DSC adopta un aranjament cristalin mai putin ordonat. Cu toate acestea,
trebuie remarcat faptul cd un comportament diferit a fost observat pentru NLCs incarcate cu
0,20% b-caroten, preparate cu ulei din sdmburi de struguri si Tween 80 ca surfactant principal
(caroten — NLC 6). Cresterea intensitatii picului endoterm localizat la 56,7°C (figura 4c),
comparativ cu NLC liber este o indicatie a faptului ca miezul lipidic a suferit o rearanjare a
retelei cristaline, ceea ce inseamna ca a avut loc o tranzitie in matricea lipidica, de la o retea
mai putin ordonatd la una mai ordonata. Acest aspect a fost confirmat si de scaderea
capacitatii antioxidante pentru aceste probe, ca urmare a unei potentiale expulzari a (-
carotenului (figura 6).

Spectroscopia UV-VIS. B-carotenul este un pigment care absoarbe puternic in regiunea

vizibil (400-500 nm). Drept urmare inregistrarea spectrelor UV-VIS reprezinta o dovada clara a

ek
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prezentei p-carotenului in nanoparticulele lipidice preparate cu cele doud uleiuri naturale.
Stabilitatea p-carotenului este o conditie esentiala in vederea mentinerii proprietatilor sale.

Stabilitatea p-carotenului la oxidare depinde de forma sa si poate fi crescutd prin
incapsulare. Pentru observarea prezentei acestuia precum si a stabilitatii lui dupa ihcapsulare au
fost comparate spectrele UV-Vis ale probelor de B-caroten — NLCs, NLC-libere precum si ale
carotenului pur. B-carotenul nativ prezinta doua picuri majore la 464 nm si 492 nm responsabile
pentru culoarea lui portocaliu-rosiatica, in timp ce NLC liber-prezintd numai picuri de absorbtie in
domeniul NIR, caracteristice gruparilor OH libere si asociate din amestecurile lipidice si de
surfactanti (figura 5). Prin investigarea spectrelor de absorbtie UV-VIS in intervalul 350 + 550 nm a
probelor de B-caroten — NLCs se poate observa ca in ambele tipuri de NLC preparate cu Sq sau
GSO, absorbtiile sunt in general similare si prezinta dou& domenii de absorbtie. In primul domeniu
de absorbtie, picurile specifice carotenului pur sunt intalnite in probele de p-caroten — NLCs sub
forma unei benzi puternice largi, situate intre 450 + 500 nm. In cel de-al doilea domeniu de
absorbtie, aparitia unui umar situat 1a aproximativ 530 nm (care nu a fost observat in spectrul p-
carotenului nativ), ar putea fi asociat structurii supramoleculare adoptate de caroten. Conform unor
cercetari recente, existd doi parametri majori care afecteazad spectrele UV-VIS (Auweter et al.,
1999): dimensiunea particulelor si tipul de agregare a moleculelor supramoleculare de B-caroten.
Datoritéd hidrofobicitatii sale ridicate, chiar si in mediu lipopfil, doar o micé proportie de caroten
ramane in forma monomera. Auweter si colab. au identificat doua agregate intr-un studiu realizat
asupra nanoparticulelor de B-caroten, ca o consecintad a dimensiunii diferite a particulelor; agregat-
H, cu o dimensiune medie de 150 nm si agregat-J, cu o dimensiune medie de 250 nm. Aceste
aspecte mentionate in literatura sunt confirmate si de rezultatele analizelor DLS si UV-VIS
realizate in acest studiu.

Aparitia umarului la 530 nm, care a fost observata in toate probele de B-caroten — NLCs,
este caracteristica unei absorbtii a B-carotenului ce se afla intr-o stare de tip triplet - triplet (Dad et
al., 2005). Mai mult, un studiu realizat de Hoang et al. asupra stabilitati si structurii
supramoleculare a B-carotenului, prin incapsulare in nanoparticule de acid polilactic, a demonstrat
faptul ca formarea unor compusi pro-oxidanti nedoriti este redusa atunci cand B-carotenul se afla
intr-o stare de excitate triplet, care este caracterizatad prin aparitia unui pic de absorbtie la 520 nm
(Cao-Hoang, 2011). Aceasta ultima afirmatie, cu privire la evitarea formarii compusilor pro-oxidanti
a fost de asemenea confirmata de rezultatele obtinute in acest studiu, prin analiza
chemiluminescentei.

Determinarea in vitro a activitatii antioxidante a f-caroten — NLCs. Efectele benefice

ale p-carotenului asupra sanatatii sunt recunoscute, insa mai putin cunoscut este faptul ca B-
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carotenul are proprietati antioxidante controversate, deoarece el poate actiona si ca un pro-oxidant
din cauza sensibilitatii sale precare, ce are ca rezultat direct formarea produsilor de oxidare. Acest
efect nefavorabil cu rezultate neasteptate, de exemplu, un risc mai mare de cancer pulmonar a fost
dovedit de catre Palozza si colab. (2003). Prin urmare, aceasta parte de studiu are drept scop
investigarea activitatii antioxidante a probelor de -caroten — NLCs in functie de concentratia de -
caroten si tipul de ulei natural folosit la formarea nanomatricei lipidice.

Evaluarea proprietatilor antioxidante a probelor de pB-caroten — NLCs a fost realizata prin
metoda chemiluminescentei, care este o tehnicd adecvatd de masurare a radicalilor liberi
oxigenati. In scop comparativ, probele de NLCs incarcate cu b-caroten, solutiile de caroten nativ
precum si NLCs liberi au fost expuse la un sistem generator de radicali liberi care elibereaza
radicali intermediari liberi cu un bogat continut energetic.

In toate probele testate, activitatea antioxidantd (AA%) a p-caroten — NLCs a fost
amplificatd in comparatie cu cea a carotenului pur (figura 6), cea mai mare diferenta fiind
observata la concentratii mici de (-caroten (3,4 uM). De exemplu, pornind de la o activitate
antioxidanta slaba a solutiei de 3,4 uM caroten nativ (AA = 29,1% + 1.42), la o activitate
antioxidanta moderata in cazul NLCs preparate cu ulei de squalena (69% + 3.43 pentru sistemul
Tween 20/Lecitina/Sinperonic F 68, respectiv de 64,4% t 0.37 pentru Tween 80/Lecitina/
Sinperonic F 68), se ajunge la o capacitate de a capta radicalii liberi de 87,2% + 0.21 si respectiv
92,8% + 0,20 (figura 6), atunci cand se utilizeaza uleiul din sdmburi de struguri.

Prin cresterea concentratilor de b-caroten, s-a observat o intensificare a activitatii
antioxidante a probelor de B-caroten — NLCs pentru ambele tipuri de uleiuri naturale si amestecuri de
surfactanti. NLC-urile obtinute au capacitatea de a capta intre 64 + 82% radicalii liberi oxigenati
formati in sistemul de chemiluminescenta (pentru probele de B-caroten-NLCs obtinute cu ulei de
squalend) si respectiv intre 87 + 95% (in cazul probelor de B-caroten — NLCs preparate cu ulei din
samburi de struguri). Existd o exceptie in cazul uleiului din sadmburi de struguri, unde la o
concentratie maxima de 15 uM caroten incapsulat are loc o scadere a capacitatii AA%. La aceasta
concentratie, probele de B-caroten — NLCs au prezentat cele mai mici valori ale activitatii antioxidante
(82,4% + 0.38 pentru amestecul tensioactiv prima si 80,3% + 0.33 pentru a doua). Asa cum a fost
observat anterior, aceasta scadere a AA% poate fi rezultatul unei expulzari a B-carotenului datorate
unei rearanjari in timp a retelei lipidice, respectiv formarii unei retele mai ordonate.

Exista doar o mica diferenta intre AA% a probelor de B-caroten — NLCs preparate cu cele
doua tipuri de amestec de surfactanti (valabila pentru ambele uleiuri naturale). Deasemenea nu a
existat o diferentda semnificativd in activitatea antioxidantd a probelor de B-caroten — NLCs

preparate cu ulei din sdmburi de struguri ce contin intre 3,4 + 7.5 uM caroten. Cu toate acestea,

z
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capacitatea de a capta radicalii liberi este mai mare in cazul uleiului din samburi de struguri decéat

in cazul folosirii uleiului de squalena. Valorile mai mici ale AA% intalnite in cazul utilizarii Sq,

comparativ cu GSO, ar putea fi rezultatul unei activitati antioxidante proprii GSO, dar si unui

aranjament mai bun al carotenului in matricea lipidica formata cu GSO decét cu Sq, fiind posibila

aparitia unui efect de impiedicare sterica datorita faptului cad Sq este o triterpena cu lant lung.
Nanoparticulele lipidice preparate cu GSO si Tween 80 ca agent tensioactiv principal au

prezentat cea mai mare activitate antioxidanta impotriva radicalilor liberi oxigenati, prezentand o

amplificare cu 35% pentru probele cu 5,4 uM caroten (AA = 93% + 0.86, comparativ cu 60 + 0.33

pentru carotenul nativ) si cu 30% pentru 7,5 uM caroten (AA% = 94.6 £ 0,27, comparativ cu 67 *

0.49 pentru carotenul nativ).

O prima explicatie pentru comportamentul antioxidant manifestat de probele de f3-caroten —

NLCs a fost initial asociata dimensiunii si efectului de incapsulare a carotenului, dar avand in

vedere proprietatile antioxidante cunoscute ale celor doua uleiuri naturale selectate, activitatea

antioxidanta a NLCs libere trebuie sa fie, de asemenea, luatd in considerare. Astfel, a fost
determinata AA% si pentru probele de nanoparticule lipidice neincarcate cu substanta activa: AA%

= 67.3+ 2.06 i 63.8 £ 1,63 (pentru NLC-libere preparate cu Sq si Tween 20, respectiv Tween 80);

AA% = 76.9 + 2.63 si 73.7 £ 0,62 (pentru NLC preparate cu GSO si ambele sisteme de agenti

tensioactivi). Valoarile relativ ridicate ale activitatii antioxidante manifestate de NLCs-libere pot fi

oxigenati si de a dezvolta o actiune de blocare a reactiilor in lant. Aceastad ultima afirmatie este
sustinuta si de literatura de specialitate care mentioneaza faptul ca un acid gras saturat, cum ar fi
acidul palmitic prezinta o activitate antioxidanta scazuta, cu o reducere a speciilor de radicali liberi

de 152% (Nieman et al, 1995).

Avand in vedere toate aceste aspecte, capacitatea antioxidanta a probelor de f3-caroten -

NLCs poate fi asociata unui efect combinat:

o Efectul dimensiunii 3-carotenuluui incapsulat, in combinatie cu folosirea unor uleiuri naturale
antioxidante care impiedica oxidarea acestuia;

o Performanta matricei lipidice complexe, ceea ce inseamna aparitia unui efect sinergic intre
componentele lipidice. Acizii grasi din uleiul din sdmburi de struguri poate actiona in sinergie,
afectand astfel activitatea antioxidanta totala a NLCs obtinute. Capacitatea de a capta radicalii
liberi a compusilor din GSE este mai mare decat cea a altor antioxidanti individuali, deoarece
exista multe grupari disponibile pentru a neutraliza radicalii liberi.

Oricare ar fi factorul-cheie care duce la efectul de amplificare a activitatii antioxidante, cel

mai important aspect ramane capacitatea ridicatéd a probelor de 3-caroten - NLCs pe baza de ulei

6
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din samburi de strugure de a capta peste 93% din radicalii liberi formati in sistemul de
chemiluminescenta.

Activitatea antimicrobiana. Uleiurile naturale pot reprezenta o sursa bogatd de agenti
antimicrobieni. Astfel, probele de B-caroten — NLCs au fost testate pentru capacitatea lor de a
dezvolta activitate antimicrobiana impotriva unei bacterii de Escherichia coli, care reprezinta un
indicator de contaminare a produselor alimentelor. Toate probele de caroten — NLCs testate au
fost rezistente la bacteria E£. Coli. Mai mult decat atat, in unele cazuri acestea dezvolta o zona de
inhibitie eficienta impotriva cresterii bacteriene.

Investigatiile realizate au aratat o variatie semnificativad in activitatea antibacteriana a B-
caroten — NLCs care variaza, in principal, functie de uleiul natural utilizat si concentratia de B-
caroten. Probele de B-caroten — NLCs preparate cu ulei din seminte de struguri au prezentat o
activitate antibacteriana mai buna impotriva bacteriei testate, in ceea ce priveste zona de inhibitie,
in comparatie cu cele pe baza de squalena (figura 7), demonstrand astfel ca plantele sunt agenti
antibacterieni mai buni decat alti compusi sintetici.

Printre probele de B-caroten — NLCs preparate cu ulei din sdmburi de struguri, sistemul de
surfactanti Tween 20/Lecitina/F 68 a prezentat cea mai buna activitate antibacteriana, inhiband
tulpina de E. Coli la o concentratie de 0,50 mM caroten (5 mm raza medie de inhibitie), urmata de
NLC care contine 1 mM caroten (cu o raza de inhibare de 4 mm). Scaderea activitatii
antimicrobiene pentru probe preparate cu 1 mM caroten si ulei de struguri este justificata de
asemenea prin pierderea de B-caroten confirmata in analizele anterioare.

Probele de B-caroten — NLCs preparate in sistemul Tween 80/Lecithin/F 68 pe baza de ulei

de struguri si o concentratie de 0.50 mM caroten prezintd deasemenea o activitate antibacteriana
semnificativa, cu o zona de inhibare de 4 mm. O activitate moderata fata de dezvoltarea bacteriei a
fost gasita pentru NLC incarcate cu 0,35 mM si 1 mM caroten, cu o raza de inhibare de 3 mm.
In cazul sistemelor de NLCs preparate pe baza de squalena, doar o concentratie de 1 mM caroten
conduce la obtinerea unei activitati antibacteriene semnificative. Raza de inhibitie in aceste cazuri
a fost de 5 mm in cazul utilizarii sistemului de surfactanti Tween 80/Lecitind/ Sinperonic F68 si 4
mm pentru NLC preparate cu Tween 20 ca surfactant neionic principal. O concentratie mai mica de
caroten nu a demonstrat o imbunatatire a activitatii antibacteriene (figura 7).

Nanotransportorii lipidici incarcati cu B-caroten obtinuti prin procedeul propus pot fi utilizati
la prepararea de formulari farmaceutice pentru prevenirea patologiilor vasculare in virtutea
capacitatii acestora de a capta pana la 94% din radicalii liberi oxigenati formati in urma unor reactii

de degradare.
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Revendicari

Procedeu de obtinere a unor nanoparticule lipidice antioxidante pe baza de uleiuri naturale,

libere si imbogatite cu component bio-activ, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

a. formarea unei pre-emulsii lipidice libere si imbogatite cu componenta activa hidrofoba (3-
caroten), obtinute prin contactarea, sub agitare magnetica, a unei faze apoase si a unei
faze lipidice, la o temperatura de 82...85°C, si mentinere la regim de temperatura
constanta, timp de 2h;

b. obtinerea unor dispersii apoase de nanotransportori lipidici liberi si incarcati cu p-caroten,
la 25 000 rpm, timp de 10 min., urmata de racirea usoara, sub agitare magnetica, la
temperatura camerei;

c. obtinerea de nanotransportori lipidici in forma solida prin supunerea nanodispersiilor
apoase unui proces de liofilizare, la -55°C timp de 72h.

Procedeu conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca, faza lipidica este formata dintr-

un amestec de lipide solide si lichide naturale de monostearat de gliceril : paimitat de cetil : ulei

din samburi de strugure, intr-un raport de greutate de 1,16 : 1,16 : 1, la o temperatura de
82...85°C.

Procedeu conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca, in loc de uleiul din samburi de

struguri se foloseste ulei de squalena.

Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, faza apoasa este formata dintr-

un amestec de surfactanti neionic si ionic si un co-surfactant, intr-un raport de greutate derivat

monoalchil-polioxietilensorbitan : lecitina : copolimer polietilenglicol-polipropilenglicol de 1 :

0,25 : 0,25 si la o temperatura de 85°C.

Procedeu conform oricareia dintre revendicarile 1 si 4, caracterizat prin aceea ca inainte de

contactare cu faza lipidica, faza apoasa se supune unui proces de omogenizare cu grad inalt

de forfecare, la 25 000 rpm, timp de 2 min.

Procedeu conform oricareia dintre revendicarile de la 1 la 5, caracterizat prin aceea ca, pre-

emuisia lipidica contine 10% amestec lipidic, 3 + 3.5% amestec de surfactanti si 0 + 0.20%

componenta activa de natura hidrofoba ((3-caroten).

Nanoparticule lipidice incarcate cu -caroten obtinute pe baza de uleiuri naturale si avand

proprietati antioxidante si antibacteriene, obtinute prin procedeul definit in oricare din

revendicarile de la 1 la 6, caracterizate prin aceea ca, cuprind:

‘]
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a. 22,13 + 21,82% ulei din samburi de struguri sau ulei de squalend dintr-o matrice inalt
dezordonata formata prin utilizarea unui amestec complex de lipide solide si lichide;

b. 0,37 + 1,47% pB-caroten incapsulat in reteaua lipidicd astfel formata, procentele fiind
exprimate in greutate.

Nanoparticule lipidice conform revendicarii 7 obtinute prin procedeul definit in oricare din

revendicarile de la 1 la 6 caracterizate prin aceea ca sunt de forma sferica si au un diametru

mediu cuprins intre 85,2 + 117,2 nm, in cazul utilizarii uleiului din sdmburi de struguri si intre

89,2 + 129,2 nm in cazul utilizarii uleiului de squalena.

Nanoparticule lipidice conform revendicarilor 7 si 8 obtinute prin procedeul definit in oricare din

revendicarile de la 1 la 6 caracterizate prin aceea ca prezintd o polidispersitate ce variaza

intre 0,184 + 0,335, in cazul utilizarii uleiului din s&dmburi de struguri si intre 0,180 + 0,237 in

cazul utilizarii uleiului de squalena.

Nanoparticule lipidice conform revendicarii 7 obtinute prin procedeul definit in oricare din

revendicarile de la 1 la 6 caracterizate prin aceea ca prezintd valori ale potentialului

electrocinetic ce variaza intre -22,4 + -39,8 mV, in cazul utilizarii uleiului din sdmburi de struguri

si intre -36,8 + -41,0 in cazul utilizarii uleiului de squalena.

Nanoparticule lipidice conform revendicarii 7 obtinute prin procedeul definit in oricare din

revendicarile de la 1 la 6 caracterizate prin aceea ca au abilitatea de a capta intre 64 + 82%

din radicalii liberi oxigenati formati in sistemul de chemiluminescenta, in cazul utilizarii uleiului

din sdmburi de struguri si respectiv intre 87 + 95%, in cazul utilizarii uleiului de squalena.
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Lista tabelelor si a figurilor

Tabel 1. Compozitia si caracterizarea fizico-chimica a caroten — NLCs

Proba* Compozitia dispersiilor de NLC Z. [nm]+SDS | PDI+SDS | &[mV]tSDS
Caroten, % Surfactant principal

Caroten —NLC 1 0.05 2.5% Tween 20 857 +2.136 0.184 + 0.004 | -39.8+0.557
Caroten — NLC 2 0.07 2.5% Tween 20 85.2 + 1.677 0.190+0.017 | -37.6+0.368
Caroten - NLC 3 0.20 2.5% Tween 20 90.0 + 1.320 0.198 £0.013 | -29.3 +0.458
Caroten - NLC 4 0.05 2% Tween 80 108413119 | 0.238+0.009 | -30.2+1.112
Caroten —NLC 5 0.07 2% Tween 80 111.0 + 3.751 0.245 1+ 0.010 -29.9 + 0.404
Caroten - NLC 6 0.20 2% Tween 80 117.2+2818 | 0.335+0.041 | -22.4+0.503
Caroten-NLC 7 0.05 2.5% Tween 20 94.0 + 0.404 0.180 + 0.090 | -40.4 % 0.520
Caroten — NLC 8 0.07 2.5% Tween 20 89.2 + 1.604 0.191+£0.010 | -41.0x0.061
Caroten — NLC 9 0.20 2.5% Tween 20 100.3 + 1.601 0.224+0.013 | -36.8 +0.208
Caroten - NLC 10 0.05 2% Tween 80 100.4+3.037 | 0.210+0.017 | -37.5%1.300
Caroten — NLC 11 0.07 2% Tween 80 1155+ 2.113 0.230+0003 | -39.2x0.529
Caroten — NL.C 12 0.20 2% Tween 80 129.2+2.335 | 0.237+0.016 | -40.5+0.850

* probele caroten — NLC 1 + 6 sunt preparate cu ulei din samburi de struguri, iar probele caroten — NLC 7 + 12 sunt
preparate cu ulei de squalena.
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