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2 ABSTRAKT 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmaceutické technologie 

 

Autorka:  Lizaveta Laviaha 

Název práce: Hydrofobní iontové párování jako strategie pro zlepšení enkapsulační 

účinnosti PLGA nanočástic. 

Školitelka:  PharmDr. Eva Šnejdrová, Ph.D. 

Konzultant: Mgr. Vladislav Frolov 

 

Cílem diplomové práce bylo zvýšit enkapsulační účinnost (EE) a kapacitu PLGA 

nanočástic (NČ) pro hydrofilní antibiotika gentamicin (GEN) a vankomycin (VAN). 

Byla zvolena metoda hydrofobního iontového párování (HIP) a dokusát sodná sůl ve funkci 

anionického tenzidu (AOT). Byly připraveny PLGA nanočástice inkorporované 

VAN nebo GEN nebo jejich komplexy s AOT optimalizovanými metodami. Nanočástice 

s VAN a GEN byly připraveny dvojitě-emulzní metodou (V1/O/V2), pro GEN-AOT byla požita 

metoda jednoduché emulgace (O/V) a nanočástice s VAN-AOT byly připraveny 

suspenzně-emulzní metodou (S/O/V). Byly získány stabilní NČ o velikosti 108 až 223 nm 

s polydisperzitou nižší než 0,2. Byl zjištěn vliv koncentrace PLGA na velikost NČ. Nízký 

zeta potenciál nanočástic souvisí se sterickou stabilizací neionogenním stabilizátorem 

Poloxamer 407. Snímky SEM potvrdily sférický tvar NČ. Enkapsulační účinnost a kapacita 

polymeru pro léčivo (LC) byly stanoveny přímou metodou. VAN a jeho komplex 

byly analyzovány pomocí HPLC, GEN a jeho komplex spektrofotometricky. Enkapsulační 

účinnost VAN a GEN byla zvýšena hydrofobním iontovým párováním, avšak nejvyšší hodnota 

pro VAN-AOT byla pouze 14 % ve srovnání s GEN-AOT, kde EE dosáhla až 90 %. V dalších 

experimentech bude nutné se zaměřit na nízkou enkapsuláční účinnost VAN-AOT, 

například použitím jiného surfaktantu nebo jiné metody přípravy NČ. 

Klíčová slova: polymerní nanočástice, PLGA, vankomycin, gentamicin, hydrofobní iontové 

párování, dokusát sodná sůl.  
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3 ABSTRACT 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove 

Department of Pharmaceutical Technology 

 

Author:  Lizaveta Laviaha 

Title of thesis: Hydrophobic ion pairing as a strategy to improve the encapsulation efficiency 

of PLGA nanoparticles. 

Supervisor: PharmDr. Eva Šnejdrová, Ph.D. 

Сonsultant: Mgr. Vladislav Frolov 

 

The aim of this thesis was to increase the encapsulation efficiency (EE) and capacity 

of PLGA nanoparticles (NPs) for the hydrophilic antibiotics gentamicin (GEN) 

and vancomycin (VAN). The method of hydrophobic ion pairing (HIP) and docusate sodium 

as anionic surfactant (AOT) were chosen. PLGA nanoparticles loaded with VAN or GEN, 

or their AOT complexes were prepared with optimized methods. Nanoparticles 

with VAN and GEN were prepared by the double-emulsion method (W1/O/W2), 

for GEN-AOT the single emulsion method (O/W) was used, and nanoparticles 

with VAN-AOT were prepared by suspension-emulsion method (S/O/W). Stable NPs 

with a size of 108 to 223 nm with a polydispersity lower than 0.2 were obtained. The influence 

of PLGA concentration on the size of NPs was found. The low zeta potential 

of the nanoparticles was related to steric stabilization by the non-ionogenic stabilizer 

Poloxamer 407. SEM images confirmed the spherical shape of the NPs. Encapsulation 

efficiency and loading capacity (LC) were determined by direct method. VAN and its complex 

were analysed by HPLC, GEN and its complex by spectrophotometry. The EE of VAN 

and GEN was increased by hydrophobic ion pairing, however, the highest EE value 

of VAN-AOT was only 14 % compared to GEN-AOT, where EE reached up to 90 %. In further 

experiments, it would be appropriate to focus on the low encapsulation efficiency 

of VAN-AOT, for example, by using a different surfactant or a different method of preparation 

of the NPs. 

Key words: polymeric nanoparticles, PLGA, vancomycin, gentamicin, hydrophobic ion 

pairing, docusate sodium.  
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4 ZADÁNÍ 

Cílem diplomové práce bylo zvýšit enkapsulační účinnost a kapacitu PLGA nanočástic 

pro hydrofilní antibiotika — gentamicin a vankomycin.  

Zadání práce lze konkretizovat do následujících dílčích kroků: 

1. Metodou hydrofobního iontového párování (HIP) připravit komplexy vankomycin 

hydrochloridu (VAN) a gentamicin sulfátu (GEN) s anionickým surfaktantem 

dokusát sodnou soli (AOT). 

 

2. Formulovat PLGA nanočástice enkapsulované VAN, GEN a jejich hydrofobními 

komplexy optimálními metodami dle charakteru daného léčiva. 

 

3. Charakterizovat velikost, zeta potenciál a polydisperzitu nanočástic metodou 

dynamického rozptylu světla (DLS). 

 

4. Stanovit enkapsulační účinnost a kapacitu PLGA pro inkorporaci léčiv přímou metodou 

s využitím HPLC analýzy nebo spektrofotometrie. 

 

5. Zhodnotit vliv formulačních faktorů na charakteristiky nanočástic, 

enkapsulační účinnost a kapacitu PLGA pro inkorporaci léčiv. 
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5 ÚVOD 

Muskuloskeletální infekce (MI) jsou v závažným zdravotním problémem. Současná léčba 

ve většině případů spočívá v systémovém podávání antibiotik, což s sebou nese problém 

antibiotické rezistence. Taková léčba navíc nezaručuje úplné vyléčení MI z důvodu nízké 

dostupnosti antibiotika v místě infekce. Proto se systémová léčba kombinuje s lokální aplikací 

antimikrobiálních látek inkorporovaných do speciálních nosičů. Metodou volby pro léčbu 

MI je v současnosti implantace kostního cementu s antibiotickou náplni (ABLC). Lokální 

podávání léčiv vede ke snížení rizika vzniku vážných nežádoucích účinku, sníží celkovou zátěž 

organismu a riziko rozvoje antibiotické rezistence. Pro lokální podávání antibiotik lze využít 

řadu polymerních nosičů a formulovat terapeutické systémy ve formě nanočástic, které zajistí 

prodloužené uvolňování antibiotik a sníží jejich toxicitu. 

Pro léčbu MI se používají především vysoce hydrofilní antibiotika jako vankomycin 

hydrochlorid a gentamicin sulfát. Velká hydrofilita těchto látek vede k jejich úniku z nanočástic 

tvořených hydrofobním polymerem, a tím i k nízké enkapsulaci a velmi rychlému uvolňování 

léčiva z nosiče. Pro překonání těchto problémů se velmi slibnou jeví metoda hydrofobního 

iontového párování (HIP) hydrofilních antibiotik s anionickým surfaktantem, což by mělo vést 

ke zvýšení enkapsulační účinnosti a prodlouženému uvolňování antibiotik z nanočástic. 

Tato metoda je zadáním předložené diplomové práce. Prezentovaná studie metodicky navazuje 

na již realizované práce zaměřené na přípravu a hodnocení PLGA nanočástic s antibiotiky.1,2,3  
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6 SEZNAM ZKRATEK 

ABLC  kostní cement s antibiotickou náplni 

AOT  dokusát sodná sůl 

DBM  demineralizovaná kostní matrix 

DCM  dichlormethan 

DLS  dynamický rozptyl světla  

EE  enkapsulační účinnost 

GA  kyselina glykolová 

GEN  gentamicin sulfát 

GEN-AOT komplex gentamicinu se surfaktantem AOT 

HIP  hydrofobní iontové párování  

HLB  hydrofilně-lipofilní rovnováha 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

LA  kyselina mléčná 

LC loading capacity (množství léčiva v NČ; kapacita polymeru pro léčivo) 

MI  muskuloskeletární infekce 

MRSA  meticilin-rezistentní Stafylococcus aureus 

NČ  nanočástice 

OPA  o-oftaldialdehydový reagent 

PCL  poly(ε-kaprolakton) 

PCS  fotonová korelační spektroskopie 

PDI  index polydisperzity 

PEG  polyethylenglykol  

PGA  kyselina polyglykolová 
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PLA  kyselina polymléčná  

PLGA-A2 kyselina poly(mléčná-ko-glykolová) větvená na polyakrylátu 

RES  retikuloendoteliální systém 

SEM  skenovací elektronová mikroskopie 

SLN  pevné lipidové nanočástice 

TEM  transmisní elektronová mikroskopie 

VAN  vankomycin hydrochlorid 

VAN-AOT komplex vankomycinu se surfaktantem AOT 

ZP  zeta potenciál 
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7 TEORETICKÁ ČÁST 

7.1 Muskuloskeletální infekce 

Muskuloskeletálními infekcemi se rozumí napadení svalů, kostí nebo kloubů choroboplodnými 

organismy, jejich množení a reakce tělesných tkání na tyto organismy a toxiny, které produkují. 

Muskuloskeletální infekce se rozlišují na typické, jejichž původcem je Staphylococcus aureus, 

nebo atypické, které jsou vyvolány některými druhy mykobakterií nebo hub.5 Infekce 

se dostává do organismu třemi způsoby: hematogenní cestou, přímou implantací nebo souvislé 

šíření. Hematogenní šíření je nejčastější příčinou muskuloskeletálních infekcí ve všech 

oblastech těla, včetně páteře. Přímá implantace je poměrně běžná v různých oblastech těla 

v důsledku otevřených operací a perkutánních výkonů. Souvislé šíření je charakterizováno 

přenosem infekce přes kůži nebo ze sousedních tkání.4,5 Zvýšené riziko výskytu 

muskuloskeletálních infekcí u dospělých jedinců je spojeno s rizikovými faktory jako je vyšší 

věk, diabetes mellitus, revmatoidní artritida, ortopedické operace, kožní infekce a injekční 

užívání drog.6 Diagnostika infekce může být klinicky i časově náročná. V některých případech 

může trvat rok nebo i déle, než se dospěje ke konečné diagnóze.4,7 Nesprávná nebo opožděná 

diagnóza může vést k destrukci kostí nebo kloubů, trvalé invaliditě a špatné kvalitě života.7 

7.1.1  Léčba muskuloskeletálních infekcí 

Základem léčby muskuloskeletálních infekcí je správný výběr léčivé látky a její podání 

v dostatečných koncentracích.8 V případě nemožnosti identifikace patogenu je využita 

empirická terapie. Antibiotická terapie bývá dlouhodobá a zaměřuje se na identifikaci původce, 

stanovení citlivosti ke zvolené antibiotické látce a stanovení baktericidních hladin. Optimální 

délka antibiotické léčby není přesně definována. Moderní medicína a vývoj léčebných 

protokolů v dnešní době umožňují zkrátit dobu léčby, ale antibiotická terapie kratší, než čtyři 

týdny může vést k vysoké míře recidivy. Léčba perorálními antibiotiky je indikována obvykle 

po dobu tří měsíců.9 Antibiotika používána pro léčbu MI by měla mít vysokou biologickou 

dostupnost, dobrý průnik do kostí a dlouhý eliminační poločas.9,10 I přes svůj nezpochybnitelný 

přínos má dlouhodobá antibiotická léčba své nevýhody, jako je antibiotická rezistence 

a zvýšené riziko nežádoucích účinků, což vede někdy i k úmrtí a rovněž k vyšším nákladům 

na zdravotní péči.11,12 Často používanými antibiotiky v léčbě MI jsou vankomycin 

a gentamycin.8  
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Vankomycin 

 

Obr. 1: Strukturní vzorec vankomycinu 14 

Vankomycin je tricyklické glykopeptidové antibiotikum původně pocházející z organismu 

Streptococcus orientalis (Obr. 1). Z chemického hlediska se jedná o komplexní organickou 

molekulu s heptapeptidovou částí, která tvoří jádro léčiva a je spojena s cukernou složkou.15 

Vankomycin je hydrofilní léčivo s hodnotou log P -3,1.16 Hlavním způsobem podání 

vankomycinu je intravenózní infúze, protože při perorálním podání má omezenou biologickou 

dostupnost. Vzhledem k hydrofilní povaze se 80–90 % léčiva vylučuje močí v nezměněné 

formě. Vankomycin má úzký terapeutický index, proto léčba vyžaduje terapeutické 

monitorování.16 Vankomycin má vynikající účinnost proti Staphylococcus aureus včetně 

meticilin-rezistentního Staphylococcus aureus (MRSA). Je také antibiotikem volby 

při intoleranci jiných antimikrobiálních látek.15 

 

Gentamicin 

 

Obr. 2: Strukturní vzorec gentamicinu 18 

  

Registrační číslo CAS: 1404-90-6 

Molární hmotnost: 1449,2 g/mol 

Vazba na bílkoviny: 10–50 % 13 

Sumární vzorec: C₆₆H₇₅Cl₂N₉O₂₄ 

Registrační číslo CAS: 1403-66-3 

Molární hmotnost: 477,6 g/mol 

Vazba na bílkoviny: 0–30 % 17 

Sumární vzorec: C21H43N5O7 
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Gentamicin je aminoglykosidové antibiotikum, které bylo izolováno 

z organismu Micromonospora purpurea (Obr. 2).17 Po chemické stránce se jedná o trisacharid 

obsahující atypické aminocukry.17,19 Gentamicin je hydrofilní léčivo s log P -4,1.20 Gentamicin 

vykazuje baktericidní aktivitu proti aerobním gramnegativním bakteriím, ale má nízkou 

aktivitu proti grampozitivním organismům. Nicméně, může být použity k léčbě 

Staphylococcus aureus a MRSA, ačkoli se u nich může snadno vyvinout rezistence.17 

Gentamicin má úzký terapeutický index, což je předpokladem terapeutického monitorování.20 

Vzhledem k tomu, že gentamicin má minimální gastrointestinální absorpci, jeho podávání 

se obvykle provádí parenterální cestou. Vzhledem ke své hydrofilitě se 90 % léčiva vylučuje 

ledvinami, což přímo souvisí s nefrotoxicitou gentamicinu.21  

7.2 Terapeutické systémy pro léčbu muskuloskeletálních infekcí 

V současné době směřuje léčba muskuloskeletálních infekcí k lokálním metodám terapie. 

Systémové podávání léčiv má omezenou schopnost zlepšení průběhu muskuloskeletálních 

onemocnění, protože většina léčiv se neuvolňuje trvale nebo se neuvolňuje na správné místo. 

Naproti tomu lokální podávání léčiv umožňuje zajistit účinnější dodávku vyšších koncentrací 

antibiotik do místa infekce a zároveň minimalizuje rizika spojená se systémovou léčbou. 

Vysoké lokální hladiny antibiotik také usnadňují doručení léčiva difuzí do avaskulárních 

oblastí ran, které nejsou pro systémová antibiotika dostupná, a tím přispívají k efektivnějšímu 

usmrcení bakterií.22 

V dnešní době existuje několik moderních metod léčby muskuloskeletálních infekcí, 

které se zaměřují na lokální podávání léků. Standardním příkladem je kostní cement 

s antibiotickou náplní (ALBC), který je často používán v ortopedické chirurgii. Další metody 

zahrnují přidávání antibiotik do kostního štěpu nebo biopolymerů, přičemž antibiotikum 

se adsorbuje na povrch těchto materiálů a následně se uvolňuje do prostředí rány.23 

Nosiče používané pro lokální podávání antibiotik lze klasifikovat na nebiodegradovatelné 

(např. polymethylmetakrylátové kuličky) a biodegradovatelné, kterým se v současnosti dává 

přednost. Mezi biodegradovatelné nosiče se řadí kostní štěpy, náhrady kostních štěpů, 

materiály na bázi přírodních polymerů a syntetické polymery. Nevýhodou 

nebiodegradovatelných nosičů je nutnost jejich chirurgického odstranění po ukončení 

uvolňování antibiotika, které obvykle probíhá čtyři týdny po jejich implantaci. 

Biodegradovatelné nosiče nevyžadují sekundární chirurgické zákroky k odstranění cizorodého 

materiálu.24  



 

 

15 

7.2.1 Kostní cement s antibiotickou náplni (ABLC) 

Koncepce lokálního podávání antibiotik inkorporací gentamicinu do akrylového kostního 

cementu byla představena v roce 1970.23 Toto depotní podávání antibiotik se používá 

jako profylaktická a terapeutická metoda pro léčbu muskuloskeletálních infekcí. Pro profylaxi 

by se měl používat kostní cement s nízkou dávkou antibiotické náplně (≤ 1 g antibiotika 

na dávku cementu) a pro léčbu je indikována vysoká dávka kostního cementu s antibiotickou 

náplní (> 1 g antibiotika na dávku cementu).25 Bylo prokázáno, že pro účinnou kinetiku 

vylučování a dosažení ustálené terapeutické hladiny antibiotika je žádoucí poměr alespoň 

3,6 g antibiotika na 40 g akrylátového cementu.26 V současné době jsou komerčně dostupné 

pouze nízkodávkové systémy s tobramycinem nebo gentamicinem. Kostní cement s vysokou 

dávkou antibiotika vyžaduje ruční míchání chirurgem. Jednou z hlavních nevýhod ALBC je, 

že reziduální subinhibiční dávky antibiotika v kostním cementu mohou potencovat recidivu 

infekce.25 

7.2.2 Kostní štěpy a jejich náhrady 

Kostní štěp lze definovat jako jakýkoli implantovaný materiál, který sám nebo v kombinaci 

s jinými materiály podporuje kostní hojení.27 Kostní štěpy lze obecně rozdělit 

na autotransplantáty, alotransplantáty, xenotransplantáty, syntetické materiály 

a jejich kombinace. Autotransplantátem se označuje kostní tkáň odebraná a implantovaná 

témuž jedinci. Alograft je tkáň, která byla odebrána jednomu jedinci a implantována jinému 

jedinci stejného druhu. Xenotransplantát je kostní tkáň odebraná z jednoho druhu 

a implantovaná do jiného druhu. Kvůli silné imunitní reakci se xenotransplantáty používají 

omezeně. Syntetickými materiály se rozumí různé extrahované nebo syntetizované proteinové 

růstové faktory. V současné době jsou lidské alogenní materiály považovány za nejúčinnější 

a nejdostupnější druh kostních štěpů.28 Antibiotika lze do kostních štěpů inkorporovat ve formě 

prášku nebo namáčením kostního štěpu do roztoku antibiotika.27   

Mezi nejčastější náhrady kostních štěpů, používané v klinické praxi, patří síran vápenatý, 

hydroxyapatit vápenatý a fosforečnan vápenatý. Lékař musí do těchto materiálů přimíchat 

antibiotika před aplikací a vytvořit tak lokální nosič antibiotik. Nejčastěji se v klinické praxi 

používá minerální nosič s obsahem 1 g vankomycinu na 25 g síranu vápenatého.27,29 Zahřátím 

minerální soli na teplotu vyšší než 1000 °C vzniká procesem spékání materiál zvaný keramika. 

Mezi další často používané materiály patří bioaktivní skla a demineralizovaný kostní matrix. 

Bioaktivní sklo představuje kombinaci materiálu na bázi oxidu křemičitého s biokompatibilním 
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materiálem, jako je fosforečnan vápenatý. Výhodou bioaktivního skla je rychlejší působení 

na kostní defekt než působení minerálních náhrad nebo keramiky. Demineralizovaná kostní 

matrix (DBM) je alogenní kostní štěp, který byl demineralizován a chemicky a radiačně 

zpracován. Výhodou těchto materiálů je zajištění vysokých lokálních koncentrací antibiotik, 

urychlení procesu regenerace kosti a zabránění riziku přenosu choroboplodných zárodků.27  

7.2.3 Polymery 

Polymery používané při léčbě MI musí být biokompatibilní, neimunogenní a netoxické 

pro procesy hojení kostí a měly by být biologicky odbouratelné.30 

Přírodní polymery mají dobrou biokompatibilitu a osteoindukční vlastnosti. Do této kategorie 

patří kolagen, chitosan, kyselina hyaluronová, algináty, fibrin a trombin. Nejčastěji 

používaným nosičem z přírodních polymerů v klinické praxi je kolagen.  

Syntetické polymery vykazují lepší farmakokinetické vlastnosti ve srovnání s nosiči 

z přírodních polymerů.30 V dnešní době se nejčastěji používají kyselina polymléčná (PLA), 

kyselina poly(mléčná-ko-glykolová) (PLGA), poly(ε-kaprolakton) (PCL) 

a polyethylenglykol (PEG).31,32 

7.2.4  Částicové systémy pro léčbu muskuloskeletálních infekcí 

Existuje mnoho různých nanodávkovacích systémů, jako jsou lipozómy, polymerní 

nanočástice, pevné lipidové nanočástice, nanoemulze, micelární systémy a nanosuspenze.33  

Nanočástice 

Nanočástice mají průměr menší než 1 μm a jako nosiče antibiotik představují významný 

technologický a lékařský průlom (Obr. 3). Pro optimální terapeutický účinek jsou důležité 

vlastnosti nanočástic jako velikost, enkapsulační účinnost, povrchový náboj a liberační profil 

léčiva. Nanočástice jsou vhodné pro intravenózní podání. Nejmenší kapiláry v těle mají 

průměr 5–6 μm. Velikost částic distribuovaných do krevního oběhu musí být výrazně menší 

než 5 μm, aby v případě vzniku agregátů nezpůsobily embolii. Polymerní nanočástice 

se připravují z přírodních nebo syntetických polymerů. Přírodní polymery se k tomuto účelu 

příliš nepoužívají, protože se liší čistotou a často vyžadují zasíťování, které by mohlo 

denaturovat inkorporované léčivo. Podstatně větší pozornost je věnována syntetickým 

polymerům, zejména kyselině polymléčné (PLA), polyglykolové (PGA) 

a polymléčné-ko-glykolové (PLGA).34 Produkty jejich hydrolytické biodegradace 

jsou kyselina mléčná (LA) a kyselina glykolová (GA), které jsou biologicky inertní 

vůči rostoucím buňkám a jsou z těla odstraňovány běžnými metabolickými cestami. 
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Rychlost degradace, a tím i uvolňování inkorporovaného léčiva, je ovlivněna molární 

hmotností, poměrem LA a GA, vlastnostmi léčiva, finální aplikační formou a pH v místě 

uvolňování.35,36  

 

 

Obr. 3: Struktura nanočástice 37 

Lipozómy jsou sférické vezikuly charakterizované dvojvrstvou fosfolipidů s vnitřní hydrofilní 

dutinou (Obr. 4).38 Hydrofobní léčiva jsou umístěny v membráně dvojvrstvy, zatímco 

hydrofilní molekuly jsou zachyceny v dutině. Tyto nosiče umožňují stabilizaci léčiv a jejich 

průnik přes membrány, což umožňuje účinné doručení léčiv do cílových míst s minimální 

toxicitou pro organismus. Výhody lipozómů zahrnují biokompatibilitu, možnost inkorporace 

velkého množství léčiv a možnost modifikace jejich vlastností.39 Mezi nevýhody lipozómů 

patří nízká stabilita a rychlý únik ve vodě rozpustných léčiv.40  

 

Obr. 4: Struktura lipozómu 38 
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Pevné lipidové nanočástice (SLN) 

Pevné lipidové nanočástice jsou složené z pevných lipidů nebo směsi pevných a kapalných 

lipidů.41 Použití pevných lipidů namísto tekutých je technologicky výhodnější. Lipidové 

nanočástice mají obvykle kulovitý tvar s průměrem v rozmezí 10 až 1000 nm. Mají pevné 

lipidové jádro, které je stabilizováno pomocí emulgátorů.42 Lipidové nanočástice mají mnoho 

výhod, jako je snadná výroba, biokompatibilita a biologická odbouratelnost, nízký toxický 

potenciál, možnost řízeného uvolňování léčiv, solubilizace léčiv a možnost inkorporace 

jak hydrofilních, tak lipofilních léčiv.41 Lipidové nanočástice však mají i své nevýhody, 

a to zejména zvětšování velikosti částic, nepředvídatelná tendence ke gelaci a vysoký burst, 

kdy se velká část účinné látky rychle uvolní během několika prvních minut a hodin.43  

Polymerní micely 

Polymerní micely jsou složené z amfifilních kopolymerů, které mají odlišné hydrofobní 

a hydrofilní blokové domény.44 Ve vodním přostředí dochází k fázovému oddělení 

hydrofobních a hydrofilních segmentů a k vytvoření nanoskopických supramolekulárních 

struktur typu jádro-plášť o velikosti 10–200 nm.45 Pro tvorbu hydrofilní části micel 

se nejčastěji používá polyethylenglykol (PEG), pro hydrofobní segmenty se nejčastěji 

používají hydrofobní polyestery, polypeptidy a polyethery.46 Polymerní micely 

jsou potenciálními nosiči pro dodávání nerozpustných a špatně rozpustných léčiv.45  

7.3 Metody přípravy PLGA nanočástic 

Metody přípravy nanočástic lze rozdělit na techniky bottom-up a top-down. Techniky 

bottom-up zahrnují metody jako emulzní nebo mikroemulzní polymerace, mezifázová 

polymerace a srážecí polymerace a jako výchozí bod je využíván monomer. Odpařování 

rozpouštědla, nanoprecipitace, emulzně-difuzní metoda, vysolování nebo dialýza jsou techniky 

top-down, při kterých jsou nanočástice formulovány z předem syntetizovaného polymeru.47 

Volba metody přípravy je ovlivněna povahou enkapsulované léčivé látky. Především jde 

o hydrofilitu nebo naopak o hydrofobicitu. Pro přípravu nanočástic s hydrofobním léčivem 

je možno použít metodu jednoduché emulgace, suspenzně-emulzní metodu, metodu 

vysolování nebo metodu nanoprecipitace. Pro přípravu nanočástic s hydrofilním léčivem 

se nejčastěji používá dvojitě-emulzní metoda.48 
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7.3.1 Metoda jednoduché emulgace 

Metoda jednoduché emulgace je nejčastějším postupem pro formulaci polymerních 

nanočástic.47 Úspěšnější je enkapsulace hydrofobních léčiv, v případě hydrofilních léčiv 

je problém s jeho rozpustností v organické fází. Ve výjimečném případě může být hydrofilní 

léčivá látka dispergovaná v organické fází ve formě suspenze.49 Metoda je založena 

na emulgaci organického roztoku polymeru ve vodní fázi s následným odpařením organického 

rozpouštědla (Obr. 5). Rozpuštěním polymeru v organickém rozpouštědle se připraví 

organická fáze (O), ve které se pak rozpustí nebo disperguje léčivo. Organická fáze (O) 

se následně přidá k vodnímu roztoku povrchově aktivní látky (V). Sonifikací 

nebo mikrofluidizací se provede homogenizace za vzniku emulze O/V. Odpařování 

organického rozpouštědla vede k vysrážení polymeru ve formě nanočástic.50,51 

 

Obr. 5: Příprava nanočástic metodou jednoduché emulgace 52 

7.3.2 Dvojitě-emulzní metoda 

Dvojitě-emulzní metoda (Obr. 6) je modifikací předchozí metody a je vhodná pro enkapsulaci 

hydrofilních léčiv.48 Prvním krokem metody je vytvoření primární emulze typu voda 

v oleji (V1/O), kde vnitřní vodnou fází (V1) je roztok léčivé látky a vnější fází (O) je roztok 

polymeru v organickém rozpouštědle. Primární emulze se poté reemulguje ve vnější vodní 

fázi (V2), která obsahuje roztok vhodné povrchově aktivní látky.53 Dochází ke vzniku 

sekundární emulze typu voda v oleji ve vodě (V1/O/V2). Odpařením organického rozpouštědla 

dojde k tvorbě nanosuspenze.47 Hlavním problémem při encapsulaci hydrofilní molekuly 

je rychlá difúze látky do vnější vodní fáze během sekundární emulgace. To může mít 

za následek malou účinnost enkapsulace.48 Únik látky však lze snížit použitím polymeru 
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o vysoké molární hmotnosti, vysokou koncentrací polymeru a zvýšením viskozity vnitřní 

vodní fáze.54 

 

Obr. 6: Příprava nanočástic dvojitě-emulzní metodou 55 

7.3.3 Suspenzně-emulzní metoda 

K překonání nevýhod dvojitě-emulzní metody byla vyvinuta nová metoda pro enkapsulaci 

některých hydrofilních léčivých látek, založená na tvorbě disperze tuhé látky v oleji a pak 

ve vodě (S/O/V) (Obr. 7).56 Při této metodě se účinná látka (S) suspenduje do roztoku polymeru 

v organickém rozpouštědle (O) za vzniku primární disperze (S/O). Primární disperze se poté 

po kapkách přidá k roztoku povrchově aktivní látky ve vodě (V) a homogenizací ultrazvukem 

se vytvoří finální disperze (S/O/V). Po odpaření organického rozpouštědla dojde k tvorbě 

nanosuspenze.49 Stabilita disperze S/O/V je ovlivněna různými faktory, jako je adsorpce 

pevných částic na rozhraní kapalin.57 Rovněž pevný stav hydrofilního léčiva může výrazně 

napomoci snížit únik léčiva z nanočástic. Metodou S/O/V tak lze výrazně zvýšit enkapsulační 

účinnost hydrofilních léčivých látek.56 
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Obr. 7: Příprava nanočástic suspenzně-emulzní metodou 56 

7.3.4 Metoda nanoprecipitace 

Metoda je založena na precipitaci polymeru po vytěsnění semipolárního rozpouštědla 

z hydrofobního roztoku.58 Léčivo musí být rozpuštěno nebo dispergováno v roztoku polymeru 

v organickém rozpouštědle, které je mísitelné s vodou. Tato disperze se pak po kapkách přidává 

do vodního roztoku povrchově aktivní látky. Nanočástice se tvoří okamžitě rychlou difuzí 

rozpouštědla do vnější vodní fáze. Nakonec se rozpouštědlo odstraní odpařováním.47 

Tato technika je snadná, reprodukovatelná, používá méně toxická rozpouštěla, získané 

nanočástice mají úzkou distribuci velikosti.59 Hlavní nevýhodou je požadavek 

nízké rozpustnosti léčivé látky ve vodě z důvodu minimalizace ztrát při difúzi rozpouštědel.47,60 

7.3.5 Metoda vysolování 

Metoda vysolování spočívá nejprve v přípravě organické fáze (O) tvořené roztokem polymeru 

v organickém rozpouštědle, které je mísitelné s vodou. Vodnou fází (V) je nasycený roztok 

elektrolytu s povrchově aktivní látkou, přičemž použité elektrolyty by neměly být rozpustné 

v organickém rozpouštědle.52 Nejčastěji se používají hexahydrát chloridu hořečnatého 

nebo tetrahydrát octanu hořečnatého.61 Za intenzivního míchání se organická fáze emulguje 

ve vodní fázi. Do vytvořené emulze O/V se přidává opět za intenzivního míchání čištěná voda, 

aby se snížila iontová síly elektrolytu. Současně dochází k migraci organického rozpouštědla 
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do vodní fáze, což vede k tvorbě nanočástic.62 Posledním krokem je čištění disperze nanočástic 

odstředěním, aby se odstranilo vysolovací činidlo.52 

7.4  Hydrofobní iontové párování 

Nízká enkapsulační účinnost hydrofilních léčiv často brání rozvoji a uplatnění nanočásticových 

formulací ve farmacii. Vhodným řešením tohoto problému je modifikace léčivých látek 

metodou hydrofobního iontového párování. Hydrofobní iontové párování (HIP) je metoda 

přeměny ionizováných hydrofilních molekul na hydrofobní komplexy prostřednictvím 

interakce s povrchově aktivními látkami (Obr. 8). Tato technika se používá ke zvýšení 

rozpustnosti a stabilizaci hydrofilních sloučenin v organických rozpouštědlech, ke zvýšení 

jejích permeability a k účinnému začlenění hydrofilních léčiv do hydrofobních nosičů. 

Jedním z nejčastějších využití hydrofobního iontového párování je zvýšení enkapsulace 

nabitých hydrofilních léčiv do nanočástic.63 Během procesu HIP vzniká mezi kladně nabitou 

molekulou léčiva a záporně nabitou povrchově aktivní látkou komplex s neutrálním nábojem. 

To vede k maskování přirozeného náboje léčiva, a tím ke snížení jeho rozpustnosti ve vodě 

a jiných polárních rozpouštědlech. Hydrofobicita komplexu je zvýšena tím, že hydrofobní 

skupiny surfaktantu pokrývají povrch původní molekuly.64 Komplexace látek metodou HIP 

je považována za přístup cílené terapie. Léčivo je chráněno před enzymatickou degradací, 

prodlouží se jeho biologický poločas, zvýší se biologická dostupnost a sníží se toxicita. 

Lze dosáhnout řízeného uvolňování léčiva a všeobecného zvýšení terapeutické účinnosti 

přípravku.63 
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Obr. 8: Princip hydrofobního iontového párování 63 

Uvolňování hydrofobního komplexu léčiva po jeho začlenění do hydrofobního nosiče závisí 

na výsledné míře hydrofobnosti komplexu, která je dána především vlastnostmi zvoleného 

surfaktantu, protože hydrofobicita surfaktantu dobře koreluje s hydrofobicitou výsledného 

komplexu. Aniontové surfaktanty jsou preferovány před kationtovými z důvodu toxicity, 

proto řada komerčně dostupných aniontových hydrofobních surfaktantů je vysoká. 

Z nich největší potenciál jako aniontová povrchově aktivní látka vykazuje ve mnoha studiích 

dokusát sodná sůl (AOT).65 

AOT je aniontová povrchově aktivní látka, která obsahuje sulfosukcinátovou skupinu, 

stabilizovanou sodným kationtem a dva rozvětvené alkylové řetězce (Obr. 9). AOT významně 

zvyšuje hydrofobicitu léčiv, což přispívá k jejich vyšší enkapsulační účinnosti v částicových 

systémech. AOT také působí jako sterický stabilizátor a brání agregaci nanočástic.66  
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Obr. 9: Strukturní vzorec dokusát sodné soli (AOT) 69 

Při formulaci PLGA nanočástic s vankomycin hydrochloridem a gentamicin sulfátem 

je velkým problémem rychlý únik hydrofilních antibiotik do vnější vodní fáze, což vede 

k nízké enkapsulační účinnost a malému obsahu účinné látky v nanočásticích. Důsledkem 

je vysoký burst efekt a krátká doba liberace léčiva, protože tyto látky jsou vysoce hydrofilní 

a kvůli tomu mají nízkou afinitu k hydrofobnímu PLGA. Nízká EE představuje obrovské 

plýtvání antibiotiky, což je nejen ekonomický, ale také i ekologický problém a zvyšuje se riziko 

rozvoje antibiotické rezistence.70,71 Pro překonání těchto problémů byly formulovány 

hydrofobní komplexy VAN a GEN metodou hydrofobního iontového párování. Jako surfaktant 

byl zvolen dokusát sodná sůl (AOT), protože VAN a GEN mají ve struktuře aminové skupiny, 

které lze snadno protonovat a se kterými anionický AOT reaguje za vzniku komplexů 

s přibližně neutrálním nábojem. Konečný produkt má zachované terapeutické vlastnosti, 

je hydrofobnější a díky tomu má vyšší afinitu k PLGA a lipidovým nosičům, což vede 

ke zvýšení EE a prodlouženému uvolňování léčiva.64  

7.4.1 Enkapsulace hydrofobních komplexu do PLGA častíc 

Byly publikovány studie týkající se použití GEN-AOT při formulaci PLGA nanočástic 

určených k léčbě infekcí jater a sleziny způsobených bakterií Brucella melitensis. 

EE byla téměř 100 % a LC až 60 %. Bylo dosaženo prodlouženého uvolňování léčiva 

po dobu 70 dnů.72,73  

Kashi a kol. zkoumali různé metody enkapsulace minocyklinu do PLGA nanočástic. Ukázalo 

se, že metoda HIP minocyklinu s dextran sulfátem poskytuje nejvyšší hodnoty LC a EE 

(1,92 ± 0,19 %, resp. 29,95 ± 2,47 %). Ačkoli dosažená EE ještě nebyla optimální, 

Registrační číslo CAS: 577-11-7 

Molární hmotnost: 444,57 g/mol 67 

Sumární vzorec: C20H37NaO7S 

Hydrofilně-lipofilní rovnováha (HLB): 10 68 
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NČ vykazovaly lepší účinnost při inhibici růstu Aggregatibacter aktinomycetemcomitans 

než původní léčivo.74 

Metodu HIP použili k tvorbě komplexu tobramycinu s AOT také Hill a kol. EE při formulaci 

PLGA NČ dosáhla hodnoty až 96,8 %, LC byla až 27,4 %. Formulace také zajistila 

prodloužené uvolňování léčiva po dobu více než 12 dnů a aktivitu proti S. aureus stejnou 

jako v případě použití samotného tobramycinu.75 

Podobně byl modifikován minocyklin a vzniklý komplex byl enkapsulován do PLGA NČ. 

Výsledky ukázaly zvýšené hodnoty EE a LC ve srovnání s hydrofilní formou minocyklinu, 

kde EE byla 43 % a hodnota LC byla 1,12 %. Také bylo dosaženo téměř lineárního profilu 

uvolňování in vitro po dobu 30 dnů s nízkým počátečním bustem.76  

7.5  Hodnocení nanočástic 

Fyzikálně-chemické vlastnosti nanočástic mají obrovský vliv na jejich terapeutické 

a toxikologické účinky, proto je hodnocení jejich vlastností rozhodující pro určení účinnosti 

a bezpečnosti nanočástic.77 Mezi nejdůležitější charakteristiky patří velikost, povrchový náboj, 

tvar a povrch nanočástic. Neméně důležitými charakteristiky jsou také EE a LC, protože této 

charakteristiky určují množství léčiva v nanočásticích, které pak bude mít terapeutický účinek. 

K charakterizaci nanočástic se používá řada různých technik, některé vlastnosti lze hodnotit 

i více než jednou metodou. Někdy standardizované metodiky nebo regulační protokoly 

pro hodnocení nanočástic zatím chybí.78  

7.5.1 Stanovení velikosti 

Velikost nanočástic je klíčovým faktorem, který určuje pronikání NČ přes fyziologické bariéry, 

lokalizaci v různých místech organizmu a dokonce i jejich vstup do buněk.77 Nanočástice menší 

než 10 nm mohou být snadno eliminovány fyziologickými procesy, např. filtrací ledvinami, 

zatímco částice větší než 200 nm mohou být odstraněny fagocytujícími buňkami 

v retikuloendoteliálním systému (RES). Optimální velikostí pro terapeutickou účinnost 

nanočástic je rozmezí 20–200 nm, protože tyto nanočástice mají delší dobu cirkulace 

v krevním řečišti a vykazují vyšší míru akumulace právě proto, že nemohou být rozpoznány 

RES a filtrovány ledvinami.79 

Jednou z nejčastějších technik používaných pro měření velikosti nanočástic je laserová 

difrakce. Laserové metody rozptylu světla, jako je dynamický rozptyl světla (DLS) 

neboli fotonová korelační spektroskopie (PCS), jsou založeny na dynamickém rozptylu 

laserového paprsku určité vlnové délky (zpravidla v rozmezí 2–500 nm) částicemi 
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v kapalném médiu.80 Při Brownovu pohybu částic dochází u rozptýleného a difraktovaného 

laserového paprsku k frekvenčnímu posunu, který se analyzuje pomocí vhodného detektoru. 

Výsledkem tohoto měření je hydrodynamický průměr a index polydisperzity.81 Technika 

je rychlá, relativně snadná a levná, ale může poskytnout zkreslené výsledky při analýze vzorků 

s částicemi různých velikostí. Neschopnost detekovat přítomnost menších částic mezi většími 

je způsobena skutečností, že intenzita rozptylu závisí na šesté mocnině poloměru částice, 

takže větší částice mají tendenci pokrýt signál přicházející z částic menších.80 Dále je také 

důležité dbát na čistotu kyvet, pipet a stříkaček, protože prach nebo mikrobubliny zanesené 

do vzorku mohou způsobit zkreslení signálu.82  

Index polydisperzity (PDI) vyjadřuje stupeň rozložení velikosti nanočástic ve vzorku.83 

Jedná se o bezrozměrné číslo, které má hodnoty v rozmezí 0 až 1. Nižší hodnoty PDI naznačují 

nanočástice s homogenním rozložením velikosti. Hodnota PDI 0,1 představuje monodisperzitu, 

hodnoty větší než 0,1 indikují polydisperzitu vzorku, přičemž hodnoty mezi 0,1 a 0,25 indikují 

úzkou distribuci velikosti částic.84 

7.5.2 Hodnocení stability a stanovení povrchového náboje 

Stabilita nanočástic může být ovlivněna jedním nebo více faktory, jako je teplota, vlhkost, 

kvalita rozpouštědla, pH, velikost částic, ionizující a neionizující záření, enzymatická 

degradace, a dokonce i přítomnost dalších pomocných látek a nečistot.85 Zásadním problémem 

souvisejícím se stabilitou je aglomerace a růst částic v nanosuspenzích.86 

Stabilitu nanosuspenzí lze zvýšit použitím povrchově aktivních látek, které potahují 

nanočástice a vedou k elektrostatickému odpuzování mezi nimi, čímž významně snižují 

aglomeraci částic způsobenou van der Waalsovými přitažlivými silami.87 Navzdory 

významným problémům spojeným se screeningem stabilizátorů je jejich použití stále 

nejběžnějším a preferovaným přístupem ke zvýšení stability nanosuspenzí.86 

Stabilita disperzních soustav je také ovlivněna elektrickými vlastnostmi dispergovaných částic, 

které jsou definovány typem a hustotou distribuce nabitých částic (iontů) na povrchu částice. 

Částice získá náboj po uvedení do roztoku elektrolytu tím, že dojde k adsorpci iontů 

na její povrch. Ionty, které se adsorbují na povrchu částice, tvoří Sternovu vrstvu, 

zatímco zbývající ionty se přitahují elektrostatickou silou a tvoří difúzní vrstvu. Difúzní vrstva 

se pohybuje s částicí a její vnější hranice se nazývá kluzná plocha. Rozložení iontů se mění 

se vzdáleností od povrchu částice a vytváří elektroneutrální oblast. Zeta potenciál (ζ) vyjadřuje 

rozdíl potenciálů mezi kluzným povrchem a elektroneutrální oblastí a slouží jako měřítko 
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povrchového náboje a koloidní stability.88 Suspenze, které mají | ζ | ≥ 30 mV, se obvykle 

považují za koloidně stabilní.89 

7.5.3 Stanovení tvaru 

Tvar nanočástic je běžně charakterizován použitím mikroskopických technik s vysokým 

rozlišením, jako je transmisní elektronová mikroskopie (TEM) a skenovací elektronová 

mikroskopie (SEM).90 

SEM je založená na skenování povrchu vzorku fokusovaným svazkem elektronů. Dochází 

k interakci mezi vzorkem a elektronovým paprskem, což vede k emisi elektronů, 

které jsou zachyceny detektorem. Signály interakcí elektronů s atomy ve vzorku poskytují 

informace o povrchu a složení vzorku.91 Před vlastní analýzou pomocí SEM vzorky 

musí být adsorbovány na povrch mřížky a dokonale vysušeny, aby bylo možné je zavést 

do prostředí vysokého vakua. Vysušené vzorky nejsou elektricky vodivé, a proto se musí 

před vlastním pozorováním potáhnout tenkou vrstvičkou kovu s dobrou elektrickou a tepelnou 

vodivostí. Ta zajistí odvod záporného náboje a tepla, ve které se přemění většina energie 

urychlených primárních elektronů. Teplo, které lokálně uvolňují primární elektrony ve vzorku, 

je velké a projevuje se např. kontaminací skenované oblasti, pohybem preparátu pod svazkem 

nebo přímo jeho poškozením. Nejčastěji používanými kovy jsou hliník, měď a zlato.92 

Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) je technika zobrazování vnitřní struktury pevných 

látek pomocí paprsku elektronů o vysoké energii přenášených pevnou látkou. Obraz se vytváří 

při interakci elektronů transmitovaných paprskem procházejícím vzorkem. TEM poskytuje 

přímé obrazy nanočástic v prostorovém rozlišení až na úroveň atomárních rozměrů (<1 nm).77 

Elektronová mikroskopie však typicky poskytuje dvojrozměrné obrazy tvaru částice, 

což by ve specifických případech mohlo vést k chybným odhadům morfologie částice.90 

Aby se toto omezení obešlo, lze charakterizaci morfologie částic provést pomocí 

elektronové tomografie.93 

7.5.4 Stanovení EE a LC v nanočásticích 

Přímá metoda 

Pro stanovení EE a LC byla v této práci použitá přímá metoda, která spočívá ve výpočtu 

koncentrace léčiva zachyceného v nanočásticích. U přímé metody se nanočástice musí nejprve 

rozpustit v organickém rozpouštědle (např. dichlormethan, acetonitril). To způsobí rozpuštění 

polymeru a vysrážení látky. Následným přídavkem vodního média, jako je pufr nebo čištěná 

voda, dojde k extrakci léčiva do tohoto média. Extrahovanou látku lze poté stanovit vhodnou 
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metodou.94 Analýza VAN a VAN-AOT byla provedena pomocí HPLC, která je zlatým 

standardem detekce vankomycinu díky vysoké citlivosti, lepší specificitě, širokému lineárnímu 

rozsahu detekce a potřebě malého množství vzorku. Jedná se o separační a současně 

analytickou techniku, která slouží k identifikaci a kvantifikaci látky ve vzorku.96 Pro analýzu 

GEN a GEN-AOT byla použitá metoda spektrofotometrie, což je analytická metoda pro měření 

koncentrace látky v roztoku na základě pohlcování světla různých vlnových délek spektra. 

Spektrofotometrie se ukázala jako vhodná metoda pro detekci gentamicinu a jeho komplexu 

po derivatizaci vzorků oftaldialdehydovým reagentem (OPA). Vzniklý derivát umožňuje 

absorpci v UV oblasti a tím i stanovení množství látky ve vzorku.97  

Nepřímá metoda 

Při nepřímé metodě se EE stanoví výpočtem koncentrace neenkapsulovaného léčiva ve vodní 

fázi (supernatantu). Obecně platí, že EE stanovená nepřímou metodou vykazuje vyšší hodnoty 

než EE stanovená přímo v částicích.94 
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8 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

8.1  Přístroje 

Analytické digitální váhy, Kern Abs, max. 220 g, d = 0,1 mg 

Centrifuga MPW-260R, MPW Med. Instruments 

Digitální váhy, Kern 440–53, max. 6000 g, d = 1 g 

Horkovzdušná sušárna, Memmert 

HPLC, Agilent 1200 

Mraznička, Vestfrost BSFS 290 

pH-metr, Hanna Instruments HI22I 

Spektrofotometr Specord 205, Analytic Jena 

Vakuová sušárna BINDER VD3, BINDER Inc. 

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments 

Skenovací elektronový mikroskop FlexSEM 1000, Hitachi 

8.2  Pomůcky 

Automatická pipeta, Merck  

Kolona chromatografická, Restek Ultra 100A, typ stacionární fáze: C18, velikost 

částic (µm): 5, délka × průměr (mm): 150 × 4,6, Agilent 1200 

Kyveta UV High Precision Cell 6030, Hellmy Analytics 

Pipety s nastavitelným objemem Research, Eppendorf 

Plastové centrifugační zkumavky, Eppendorf 

Skleněná kyveta, Hellma Analytics 

8.3  Chemické sloučeniny 

2-merkaptoethanol, Fluka 

AOT (dokusát sodná sůl), Merck 

Čištěná voda, Farmaceutická fakulta Hradec Králové 

Dihydrogenfosforečnan draselný, Penta s.r.o.  

Dichlormethan, VERKON s.r.o. 

Ethyl-acetát, Penta s.r.o. 

Gentamicin sulfát, Dr. Kulich Pharma s.r.o. 
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Hydroxid sodný, Penta s.r.o. 

Chlorid draselný, Penta s.r.o. 

Chlorid vapenatý, Penta s.r.o. 

Kyselina boritá, Lachema 

Kyselina chlorovodíková, Lachema 

Kyselina poly(mléčná-ko-glykolová) větvená na polyakrylátu (PLGA-A2), Farmaceutická 

fakulta Hradec Králové 

Methanol, Penta s.r.o. 

Octan sodný trihydrát, Lachema 

O-ftalaldehyd, Merck 

Poloxamer 407 (Pluronic® F-127), Merck 

Vankomycin hydrochlorid, Mylan 
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8.4 Příprava nanočástic 

Nanočástice (NČ) byly připraveny dvojitě-emulzní metodou (V1/O/V2), 

suspenzně-emulzní metodou (S/O/V) nebo metodou jednoduché emulgace (O/V). Jako účinné 

látky byly použity vankomycin hydrochlorid (VAN) a gentamicin sulfát (GEN) nebo jejich 

komplexy s dokusát sodnou soli (VAN-AOT a GEN-AOT). VAN a GEN byly použity 

v metodě V1/O/V2. Nanočástice s VAN-AOT byly připraveny metodou S/O/V, kde vnitřní 

fáze (S) byla suspenze VAN-AOT v roztoku PLGA-A2 v ethyl-acetátu (O). Nanočástice 

s GEN-AOT byly připraveny metodou O/V, kde vnitřní fází (O) byl roztok GEN-AOT 

a PLGA-A2 v ethyl-acetátu. Ve všech metodách byly použity čtyři různé koncentrace 

polymeru v organické fázi (25, 50, 75 nebo 100 mg/ml). Koncentrace surfaktantu ve vnější 

vodní fázi byla ve všech metodách stejná (viz Tab. 1).  

 

Tab. 1: Metody přípravy nanočástic 

Metoda Vnitřní fáze  Organická fáze (O) Vnější fáze (V2) 

 V1/O/V2 
VAN/GEN 

5 mg/0,2 ml vody (V1) 

PLGA-A2 

1 ml ethyl-acetátu 

Poloxamer 407  

25 mg/5 ml vody 

 

 S/O/V2 5 mg VAN-AOT (S) 

PLGA-A2 

1 ml ethyl-acetátu a 

0,43 ml absolutního 

ethanolu  

 O/V2 — 

5 mg GEN-AOT 

PLGA-A2 

1 ml ethyl-acetátu 

 

8.4.1 Příprava nanočástic dvojitě emulzní metodou 

Dvojitě emulzní metoda byla použita pro přípravu PLGA NČ s VAN nebo GEN. Byla 

připravena vnější vodní fáze (V2) tvořená roztokem Poloxameru 407 o koncentraci 5 mg/ml. 

Na analytických vahách bylo naváženo 25 mg Poloxameru 407 a rozpuštěno v 5 ml čištěné 

vody. Organická fáze (O) byla tvořena roztokem PLGA-A2 v ethyl-acetátu o koncentracích 

25, 50, 75 nebo 100 mg/ml. Na analytických vahách bylo naváženo 25, 50, 75 nebo 100 mg 

polymeru a rozpuštěno v 1 ml ethyl-acetátu. Vnitřní vodní fáze (V1) byla tvořena roztokem 
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antibiotik. Na analytických vahách bylo naváženo 5 mg VAN nebo GEN a rozpuštěno 

ve 0,2 ml vody čištěné vody. 

K organické fázi byla přidána vnitřní vodní fáze a homogenizováno pomocí ultrazvukové 

sondy 15 s při 40 % cyklu na ledu za vzniku primární emulze V1/O. Primární emulze byla 

přidána k roztoku Poloxameru 407 a opět homogenizována pomocí ultrazvukové sondy 

30 s při 40 % cyklu na ledu za vzniku sekundární emulze V1/O/V2. Sekundární emulze byla 

míchána na elektromagnetické míchačce rychlostí 500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby došlo 

k odpaření ethyl-acetátu a vzniku nanosuspenze. 

8.4.2 Příprava nanočástic jednoduchou emulgací 

Příprava komplexu gentamicin sulfátu (GEN-AOT) 

Metodou HIP se surfaktantem AOT byl připraven hydrofobní komplex GEN-AOT. Bylo 

připraveno 500 ml pufru pH 5,0 rozpouštěním 0,41 g octanu sodného, 0,373 g chloridu 

draselného a 0,555 g chloridu vápenatého v 500 ml čištěné vody.72,98 Hodnota pH 5,0 byla 

nastavena přidáním 0,1 M HCl po kapkách při kontrole pomocí pH-metru. Byl připraven roztok 

AOT v dichlormethanu (DCM) rozpuštěním 62,5 mg AOT v 500 ml DCM. Byl připraven 

roztok GEN v purfu pH 5,0 rozpuštěním 20 mg GEN v 500 ml pufru. Roztok AOT a roztok 

GEN byly smíchány ve skleněné uzavíratelné lahvi a ponechány na magnetické míchačce 

po dobu 3 hod při rychlosti 500 ot/min, aby proběhla reakce. Dále byla soustava ponechána 

v lahvi po dobu 10 min, aby došlo k oddělení vodní a organické fáze. Vodní fáze byla 

odpipetována a z organické fáze byl izolován iontový komplex odpařením organického 

rozpouštědla a sušením ve vakuové sušárně po dobu 15 min. Iontový komplex GEN-AOT byl 

skladován při 4 °C. 

Jednoduchá emulgace 

Byla připravena vodní fáze (V) tvořená roztokem Poloxameru 407 o koncentraci 5 mg/ml. 

Na analytických vahách bylo naváženo 25 mg Poloxameru 407 a rozpuštěno 

v 5 ml čištěné vody. Vnitřní organická fáze (O) byla tvořena roztokem GEN-AOT a PLGA-A2 

v ethyl-acetátu. Byly připraveny roztoky PLGA-A2 v ethyl-acetátu o pěti různých 

koncentracích rozpuštěním 25, 50, 75 nebo 100 mg polymeru v 1 ml ethyl-acetátu. V těchto 

roztocích bylo vždy rozpuštěno 5 mg GEN-AOT. 

Organická fáze byla pomocí automatické pipety přidána do kádinky s vnější vodnou fází 

a vytvořená emulze O/V byla homogenizována na ledu pomocí ultrazvukové sondy 

30 s při 40 % cyklu. Následně byla míchána na elektromagnetické míchačce rychlostí 

500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby došlo k odpaření ethyl-acetátu a ke vzniku nanosuspenze. 
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8.4.3 Příprava nanočástic suspenzně-emulzní metodou 

Příprava hydrofobního komplexu vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) 

Metodou HIP se surfaktantem AOT byl připraven hydrofobní komplex VAN-AOT. 

Byl přípraven 0,7 mM roztok VAN v 0,01 M HCl. Po kapkách byl přidán 0,1 M roztok AOT 

ve vodě. Reakce probíhala po dobu 2 hod na magnetické míchačce při rychlosti 500 ot/min. 

Vzniklý komplex VAN-AOT byl separován centrifugací při 12 000 ot/min po dobu 10 min, 

promyt 0,01 M HC1 a sušen ve vakuové sušárně po dobu 15 min. Produkt byl skladován 

při teplotě 4 °C. 

Suspenzně-emulzní metoda 

Byla připravena vnější vodní fáze (V) tvořená roztokem Poloxameru 407 o koncentraci 

5 mg/ml. Na analytických vahách bylo naváženo 25 mg Poloxameru 407 a rozpuštěno 

v 5 ml čištěné vody. Byla připravena organická fáze tvořená suspenzí VAN-AOT 

v organickém roztoku polymeru (S/O). Byly připraveny roztoky PLGA-A2 v ethyl-acetátu 

o čtyřech různých koncentracích rozpuštěním 25, 50, 75 nebo 100 mg polymeru 

v 1 ml ethyl-acetátu. 5 mg VAN-AOT bylo rozpouštěno v 0,43 ml absolutního ethanolu 

a pomocí ultrazvukové sondy po dobu 15 s při 40 % cyklu bylo do těchto roztoků přidáno 

po kapkách. Vznikla suspenze VAN-AOT v roztoku PLGA-A2 v ethyl-acetátu (S/O).  

V dalším kroku byla suspenze VAN-AOT v organickém roztoku PLGA-A2 přidána pomocí 

automatické pipety do 5 ml roztoku Poloxameru 407. Vytvořená soustava S/O/V byla 

homogenizována na ledu pomocí ultrazvukové sondy 30 s při 40 % cyklu a následně míchána 

na elektromagnetické míchačce rychlostí 500 ot/min po dobu 1,5 hod, aby došlo k odpaření 

ethyl-acetátu a ke vzniku nanosuspenze. 

8.5  Měření velikosti, polydisperzity a zeta-potenciálu nanočástic 

Měření se provádělo na přístroji Zetasizer Nano ZS. Přístroj byl zapnutý 30 min před začátkem 

měření, aby byl zkalibrován na teplotu 25 °C. Nanosuspenze byly měřeny bezprostředně 

po přípravě. Pro měření velikosti byly použity jednorázové kyvety z polymethylmethakrylátu, 

pro měření zeta potenciálu složené kapilární kyvety. 1 ml nanosuspenze byl aplikován do kyvet 

pomocí automatické pipety. Každý vzorek byl měřen tříkrát. Byl vypočítán průměr 

a směrodatná odchylka. 
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8.6  HPLC stanovení VAN a VAN-AOT 

Pro sestrojení kalibrační přímky VAN byl připraven základní roztok VAN v deionizované vodě 

o koncentraci 100 µg/ml. Navážka 10,0 mg VAN byla přenesena do odměrné baňky 

na 100 ml a rozpouštěna v deionizované vodě. Pro sestrojení kalibrační přímky VAN-AOT byl 

připraven základní roztok VAN-AOT ve směsi acetonitrilu a methanolu (poměr 1:2) 

o koncentraci 100 µg/ml. Navážka 10,0 mg VAN-AOT byla přenesena do odměrné baňky 

na 100 ml a byla rozpouštěna ve směsi acetonitrilu a methanolu v poměru 1:2. Z připravených 

zásobních roztoků VAN a VAN-AOT byla připravena série vzorků o pěti různých 

koncentracích (1,25; 2,5; 5; 10 a 20 μg/ml). Bylo provedeno isokratické měření 

s nástřikem 20 µl. UV detektor byl nastaven na vlnovou délku 214 nm. Byla použita 

HPLC kolona C18 (150 × 4,6 mm). Mobilní fáze byla složená z acetonitrilu a 0,01 % roztoku 

kyseliny trifluoroctové ve vodě kvality Milli-Q v poměru 10:90. Stanovení HPLC bylo 

provedeno pří teplotě 25 °C. Konstantní průtok mobilní fáze byl nastaven na 1 ml/min. 

Na základě získaných hodnot ploch píků byly sestrojeny kalibrační přímky a zjištěny rovnice 

lineární regrese (Tab. 2., Obr. 10). 

 

Tab. 2: Hodnoty ploch píků vankomycin hydrochloridu (VAN) a komplexu 

vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) pro dané koncentrace kalibračních vzorků  

 c (µg/ml) 1,25 2,5 5,0 10,0 20,0 

Plocha píku 

VAN 47,4 96,6 188,4 405,4 805,3 

VAN-AOT 16,8 31,2 45,2 83,8 144,1 
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Obr. 10: Kalibrační přímka vankomycin hydrochloridu (VAN) (modrá přímka) a komplexu 

vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (oranžová přímka) 

8.7  Spektrofotometrické stanovení GEN a GEN-AOT 

Pro sestrojení kalibrační přímky pro GEN nebo GEN-AOT bylo na analytických vahách 

naváženo 16 mg účinné látky a přeneseno do odměrné baňky o objemu 100 ml. Odměrná baňka 

byla naplněna roztokem borátového pufru pH 9,7, a byla uzavřena a míchána, dokud se látka 

úplně nerozpustila. Z připraveného zásobního roztoku byla připravena série vzorků o pěti 

různých koncentracích (0,01; 0,02; 0,04; 0,08 a 0,16 mg/ml). Pro analýzu vzorků byla 

provedena reakce s oftaldialdehydovým reagentem (OPA). 

OPA reagent byl formulován přidáním 50 mg o-ftaldialdehydu, 1,25 ml methanolu a 60 μl 

2-merkaptalethanolu do 11,2 ml roztoku borátového pufru o pH 9,7. Pro analýzu se 1 ml 

roztoku GEN, 1 ml isopropanolu a 1 ml OPA reagentu nechaly reagovat po dobu 30 min 

při pokojové teplotě bez přístupu světla. Byla měřena absorbance při vlnové délce 332 nm, 

byly sestrojeny kalibrační přímky a zjištěny rovnice lineární regrese (Tab. 3., Obr. 11). 
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Tab. 3: Hodnoty absorbance zásobních roztoků pro analýzu gentamicin sulfátu (GEN) 

a komplexu gentamicin sulfátu (GEN-AOT)  

 c (mg/ml) 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 

Absorbance 

VAN 0,1055 0,1837 0,3838 0,7645 1,5635 

VAN-AOT 0,0225 0,0489 0,1008 0,2183 0,4275 

 

 

Obr. 11: Kalibrační přímka pro analýzu gentamicin sulfatu (GEN) (modrá přímka) a komplexu 

gentamicin sulfátu (GEN-AOT) (oranžová přímka) v borátovém pufru pH 9,7 

8.8  Stanovení EE a LC v nanočásticích 

8.8.1 VAN a GEN 

Pro stanovení EE a LC byly nanosuspenze centrifugovány ve dvou cyklech. 0,5 ml suspenze 

nanočástic bylo přeneseno pomocí automatické pipety do centrifugační zkumavky 

a centrifugováno nejprve po dobu 10 min rychlostí 8000 ot/min při 4 °C. Supernatant 

byl přenesen do jiné centrifugační zkumavky, sediment byl propláchnut třikrát 0,5 ml čištěné 

vody a znovu centrifugován za stejných podmínek. Supernatant vzniklý po první centrifugaci 

byl centrifugován po dobu 15 min rychlostí 15 000 ot/min při teplotě 4 °C. Po ukončení cyklu 

byl supernatant odstraněn, sediment byl propláchnut 0,5 ml čištěné vody a pak opět 

centrifugován za stejných podmínek. Sedimenty byly sušeny ve vakuové sušárně při 25 °C 

po dobu 1,5 hod. Vysušené nanočástice byly v centrifugační zkumavce dispergovány 
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v 0,5 ml dichlormethanu, aby došlo k rozpuštění polymerního nosiče z PLGA-A2 a vysrážení 

léčivé látky. Disperze byly důkladně promíseny. Byly přidány 2 ml čištěné vody (VAN) 

nebo 2 ml borátového pufru pH 9,7 (GEN) a každá centrifugační zkumavka byla opět 

protřepána. Tímto krokem došlo k extrakci léčiva do vodní fáze a k precipitaci polymeru. 

Následovala centrifugace po dobu 10 min rychlostí 15 000 ot/min při pokojové teplotě, 

aby došlo k separaci vodní a organické fáze a sedimentaci precipitovaného polymeru. 

1 ml vodní fáze s léčivou látkou byl použit pro analýzu. Analýza VAN byla provedena pomocí 

HPLC (viz kap. 8.6), analýza GEN spektrofotometricky (viz kap. 8.7). 

8.8.2 VAN-AOT a GEN-AOT 

Nanočástice s VAN-AOT byly dispergovány v 1 ml acetonitrilu, aby došlo k rozpuštění 

polymerního nosiče. Následně bylo přidáno 2 ml methanolu pro vznik precipitace polymeru. 

Vzorky byly centrifugovány po dobu 15 min rychlostí 15000 ot/min při pokojové teplotě. 

Po ukončení cyklu byl supernatant použit pro analýzu. V případě stanovení GEN-AOT byly 

nanočástice dispergovaný v 0,1M NaOH a míchány po dobu 5 hod, aby došlo k hydrolýze 

polymerního nosiče. Supernatant byl smísen s borátovým pufrem pH 9,7 v poměru 1:2, 

aby bylo dosaženo absorpčního maxima pří spektrofotometrickém měření. Analýza 

VAN-AOT byla provedena pomocí HPLC (viz. kap. 8.6), analýza GEN-AOT 

spektrofotometricky (viz. kap. 8.7). 

8.8.3 Výpočet  

Byl vypočten procentuální podíl léčiva v nanočásticích (LC) podle vzorce: 

 

LC =  
me

mn
 × 100        (1) 

LC loading capacity – procentuální podíl léčiva v nanočásticích (%) 

me množství antibiotika (vankomycin/gentamicin) stanoveného v nanočásticích (mg) 

mn hmotnost nanočástic (mg) 
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Enkapsulační účinnost (EE) byla vypočtena podle vzorce: 

 

EE =  
me

mt
 × 100        (2) 

 

EE enkapsulační účinnost (%) 

me množství antibiotika (vankomycin/gentamicin) stanoveného v nanočásticích (mg) 

mt množství antibiotika (vankomycin/gentamicin) použitého při přípravě (mg) 

8.9 SEM 

Byly připravené NČ s obsahem VAN-AOT a GEN-AOT, metodami S/O/V, resp. V1/O/V2 

s koncentrací PLGA-A2 25 mg/ml (viz podkap. 8.4.2 a 8.4.3). Vzorky ve formě přečištěné 

nanosuspenze byly předány Mgr. Janu Loskotovi, Ph.D. (Univerzita Hradec Králové, 

Přírodovědecká fakulta, katedry fyziky) pro SEM hodnocení rastrovým elektronovým 

mikroskopem FlexSEM 1000 (Hitachi, Japonsko). Před měřením vzorky byly umístěny 

na uhlíkovou adhezivní pásku, vysušeny při laboratorní teplotě a upraveny nanesením 

8 nm vrstvy zlata.  
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9 VÝSLEDKY 

9.1 Charakteristiky PLGA nanočástic 

Tab. 4: Charakteristiky PLGA nanočástic s gentamicin sulfátem (GEN) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI 

25 

1 

103 

101 

102 

-2,4 

-2,6 

-2,5 

0,10 

0,14 

0,11 

2 

133 

132 

130 

-2,6 

-2,7 

-2,7 

0,10 

0,13 

0,13 

3 

113 

113 

113 

-2,5 

-2,5 

-2,3 

0,16 

0,14 

0,17 

Průměr ± SD 116 ± 13 -2,5 ± 0,1 0,13 ± 0,03 

50 

1 

159 

157 

155 

-2,2 

-2,8 

-2,6 

0,15 

0,19 

0,18 

2 

120 

120 

121 

-2,8 

-2,5 

-2,5 

0,13 

0,13 

0,13 

3 

114 

116 

114 

-2,2 

-2,5 

-2,4 

0,12 

0,12 

0,16 

Průměr ± SD 131 ± 20 -2,5 ± 0,2 0,15 ± 0,03 

75 

1 

143 

142 

141 

-2,1 

-2,5 

-2,4 

0,12 

0,14 

0,10 

2 

172 

170 

171 

-2,6 

-2,7 

-2,9 

0,17 

0,13 

0,17 

3 

141 

143 

141 

-2,6 

-2,8 

-2,9 

0,14 

0,13 

0,12 

Průměr ± SD 152 ± 15 -2,6 ± 0,2 0,14 ± 0,02 

100 

1 

151 

149 

150 

-1,9 

-1,8 

-2,0 

0,14 

0,16 

0,16 

2 

182 

182 

178 

-2,3 

-2,3 

-2,5 

0,16 

0,17 

0,18 

3 

155 

155 

156 

-2,0 

-2,7 

-1,7 

0,17 

0,16 

0,17 

Průměr ± SD 162 ± 14 -2,1 ± 0,3 0,16 ± 0,01 
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Tab. 5: Charakteristiky PLGA nanočástic s vankomycin hydrochloridem (VAN) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI 

25 

1 

107 

107 

107 

1,6 

0,0 

0,1 

0,15 

0,14 

0,13 

2 

114 

115 

114 

-0,2 

-0,5 

-0,6 

0,15 

0,11 

0,14 

3 

104 

105 

104 

-0,2 

-0,3 

-0,2 

0,14 

0,10 

0,11 

Průměr ± SD 108 ± 5 0,23 ± 0,6 0,13 ± 0,02 

50 

1 

121 

121 

121 

0,3 

0,5 

0,5 

0,15 

0,12 

0,12 

2 

134 

133 

133 

0,3 

0,2 

0,1 

0,13 

0,14 

0,12 

3 

155 

154 

156 

-0,7 

-0,5 

-0,5 

0,16 

0,14 

0,22 

Průměr ± SD 136 ± 15 0,0 ± 0,5 0,14 ± 0,03 

75 

1 

158 

158 

158 

0,2 

0,1 

0,3 

0,15 

0,11 

0,12 

2 

181 

179 

183 

0,9 

1,4 

0,7 

0,16 

0,14 

0,16 

3 

195 

195 

192 

-0,2 

-0,3 

-0,1 

0,13 

0,06 

0,11 

Průměr ± SD 178 ± 15 0,3 ± 0,5 0,13 ± 0,03 

100 

1 

197 

201 

200 

0,4 

0,6 

0,6 

0,17 

0,16 

0,17 

2 

230 

229 

228 

1,0 

0,6 

0,7 

0,18 

0,16 

0,17 

3 

226 

227 

271 

0,3 

0,3 

0,2 

0,19 

0,15 

0,18 

Průměr ± SD 223 ± 21 0,5 ± 0,3 0,17 ± 0,01 
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Tab. 6: Charakteristiky PLGA nanočástic s komplexem gentamicin sulfátu (GEN-AOT) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI 

25 

1 

138 

135 

136 

-10,5 

-10,0 

-9,9 

0,17 

0,17 

0,18 

2 

143 

141 

142 

-9,3 

-9,8 

-10,3 

0,19 

0,2 

0,20 

3 

143 

144 

143 

-10,5 

-10,2 

-9,8 

0,20 

0,22 

0,21 

Průměr ± SD 141 ± 3 -10,0 ± 0,4 0,19 ± 0,02 

50 

1 

140 

139 

140 

-8,6 

-8,9 

-9,0 

0,18 

0,2 

0,19 

2 

139 

139 

140 

-9,3 

-9,2 

-9,9 

0,17 

0,18 

0,18 

3 

137 

136 

137 

-10,0 

-10,4 

-10,3 

0,17 

0,18 

0,19 

Průměr ± SD 139 ± 1 -9,5 ± 0,6 0,18 ± 0,01 

75 

1 

143 

143 

143 

-7,6 

-7,1 

-7,4 

0,2 

0,2 

0,2 

2 

150 

151 

149 

-9,0 

-9,1 

-8,7 

0,17 

0,18 

0,17 

3 

148 

145 

147 

-9,0 

-8,4 

-9,3 

0,18 

0,19 

0,19 

Průměr ± SD 147 ± 3 -8,4 ± 0,8 0,19 ± 0,01 

100 

1 

148 

149 

148 

-7,0 

-6,9 

-6,9 

0,15 

0,19 

0,18 

2 

154 

153 

152 

-6,5 

-7,0 

-7,4 

0,14 

0,17 

0,17 

3 

158 

158 

157 

-7,1 

-7,4 

-7,9 

0,18 

0,16 

0,16 

Průměr ± SD 153 ± 4 -7,1 ± 0,4 0,17 ± 0,02 
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Tab. 7: Charakteristiky PLGA nanočástics komplexem vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku Velikost (nm) ZP (mV) PDI 

25 

1 

145 

143 

142 

-6,6 

-7,4 

-7,4 

0,13 

0,15 

0,15 

2 

166 

165 

166 

-6,4 

-6,6 

-7,1 

0,12 

0,14 

0,14 

3 

155 

152 

151 

-5,7 

-6,2 

-6,8 

0,11 

0,14 

0,14 

Průměr ± SD 154 ± 9 -6,7 ± 0,5 0,14 ± 0,01 

50 

1 

152 

150 

151 

-5,5 

-5,7 

-6,0 

0,13 

0,14 

0,13 

2 

175 

176 

175 

-6,6 

-7,0 

-6,9 

0,11 

0,12 

0,13 

3 

161 

161 

161 

-5,2 

-5,7 

-6,1 

0,14 

0,14 

0,15 

Průměr ± SD 162 ± 10 -6,1 ± 0,6 0,13 ± 0,01 

75 

1 

173 

174 

175 

-5,1 

-5,6 

-5,6 

0,18 

0,13 

0,13 

2 

187 

185 

185 

-6,0 

-6,7 

-6,7 

0,12 

0,14 

0,15 

3 

180 

181 

178 

-4,7 

-5,4 

-5,5 

0,16 

0,16 

0,17 

Průměr ± SD 180 ± 5 -5,7 ± 0,6 0,15 ± 0,02 

100 

1 

201 

204 

203 

-4,4 

-5,4 

-5,3 

0,18 

0,16 

0,16 

2 

199 

197 

198 

-3,9 

-4,1 

-4,3 

0,18 

0,17 

0,17 

3 

210 

208 

207 

-4,4 

-3,2 

-3,3 

0,18 

0,16 

0,16 

Průměr ± SD 203 ± 4 -4,3 ± 0,8 0,17 ± 0,01 
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9.2  EE a LC PLGA nanočástic 

Tab. 8: Enkapsulační účinnost gentamicin sulfátu (GEN) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku EE (%) LC (%) 

25 

1 1,6 2,6 

2 1,1 0,9 

3 1,1 2,5 

Průměr ± SD 1,3 ± 0,3 2,0 ± 1,0 

50 

1 

2 

3 

0,8 

2,4 

2,9 

0,4 

1,1 

0,9 

Průměr ± SD 2,0 ± 1,1 0,8 ± 0,4 

75 

1 

2 

3  

1,7 

1,7 

1,1 

0,3 

0,3 

0,3 

Průměr ± SD 1,5 ± 0,3 0,3 

100 

1 

2 

3 

2,3 

1,4 

1,2 

0,2 

0,2 

0,2 

Průměr ± SD 1,7 ± 0,6 0,2 

 

Tab. 9: Enkapsulační účinnost komplexu gentamicin sulfátu (GEN-AOT) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku EE (%) LC (%) 

25 

1 

2 

3 

62,5 

59,3 

71,6 

45,0 

37,7 

47,7 

Průměr ± SD 64,4 ± 6,4 43,5 ± 5,2 

50 

1 

2 

3 

82,3 

76,3 

82,9 

13,4 

15,7 

15,8 

Průměr ± SD 80,5 ± 3,6 15,0 ± 1,0 

75 

1 

2 

3 

93,3 

86,2 

85,4 

17,3 

10,4 

9,9 

Průměr ± SD 88,3 ± 3,6 12,5 ± 4,1 

100 

1 

2 

3 

86,2 

93,7 

90,6 

10,0 

10,7 

8,0 

Průměr ± SD 90,0 ± 4,0 9,5 ± 1,4 
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Tab. 10: Enkapsulační účinnost vankomycin hydrochloridu (VAN) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku EE (%) LC (%) 

25 

1 

2 

3 

7,3 

3,6 

5,1 

2,6 

1,3 

1,8 

Průměr ± SD 5,4 ± 2,6 1,9 ± 1,0 

50 

1 

2 

3 

4,2 

3,4 

4,0 

0,8 

0,8 

0,6 

Průměr ± SD 3,9 ± 0,5 0,7 ± 0,1 

75 

1 

2 

3 

4,8 

4,2 

5,4 

0,6 

0,4 

0,4 

Průměr ± SD 4,8 ± 0,6 0,5 ± 0,1 

100 

1 

2 

3 

5,6 

5,1 

5,5 

0,4 

0,5 

0,4 

Průměr ± SD 5,3 ± 0,4 0,4 ± 0,1 

 

Tab. 11: Enkapsulační účinnost komplexu vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) 

PLGA-A2 

(mg/ml) 
№ vzorku EE (%) LC (%) 

25 

1 

2 

3 

5,2 

5,2 

5,9 

2,1 

1,4 

1,6 

Průměr ± SD  5,4 ± 0,4   1,7 ± 0,4  

50 

1 

2 

3 

10,1 

9,7 

9,9 

1,7 

1,6 

1,6 

Průměr ± SD  9,9 ± 0,2  1,6 ± 0,1  

75 

1 

2 

3 

11,6 

11,2 

12,1 

1,5 

1,1 

1,2 

Průměr ± SD 11,7 ± 0,4 1,3 ± 0,1 

100 

1 

2 

3 

13,9 

13,9 

14,3 

1,1 

1,0 

1,1 

Průměr ± SD 14,0 ± 0,2 1,1 ± 0,1 
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10 DISKUZE 

Nanočástice s VAN a GEN byly připraveny dvojitě-emulzní metodou V1/O/V2.
47,48 

Ukázalo se však, že tato léčiva mají nízkou afinitu k polymeru PLGA-A2 kvůli své vysoké 

hydrofilitě, což má za následek únik léčiv z nanočástic a nízkou enkapsulaci.72 Pro zvýšení 

enkapsulační účinnosti VAN a GEN byly formulovány komplexy s anionickým 

surfaktantem AOT metodou hydrofobního iontového párování (HIP).63 Na základě 

předchozích experimentů byly pro přípravu nanočástic zvoleny metody, které poskytují stabilní 

nanočástice požadovaných vlastností. Pro přípravu NČ s obsahem GEN-AOT byla požita 

metoda jednoduché emulgace (O/V).47 Nanočástice s VAN-AOT byly připraveny 

suspenzně-emulzní metodou (S/O/V).56 Byl testován vliv formulačních faktorů na velikost, 

polydisperzitu, zeta potenciál, enkapsulační účinnost a procentuální podíl léčiva 

v nanočásticích. Pro formulaci nanočástic byl na základě předchozích experimentů zvolen 

polymer PLGA-A2. Jedná se o kopolymer LA a GA v ekvimolárním množství, větvený 

na kyselině polyakrylové o molekulové hmotnosti 2000 g/mol, která byla přidána do reakční 

směsi v koncentraci 2 %.3 Díky tomu se jedná o větvený polymer s vyšším obsahem 

terminálních karboxylů ve své struktuře, které by měly snížit hydrofobicitu ve srovnání 

s lineárními PLGA polymery srovnatelné molární hmotnosti. Charakteristiky polymeru 

PLGA-A2 jsou uvedeny v Tab. 12.99 

 

Tab. 12: Číselné (Mn) a hmotnostní (Mw) průměry molární hmotnosti, hmotnostní průměr 

vnitřní viskozity []w, větvící poměr g´ a teplota skelného přechodu (Tg) 99 

Polymer Mn (g/mol) Mw (g/mol) []w (ml/g) g´ Tg (°C) 

PLGA-A2 8600 14400 8,9 0,54 32,8 

 

Jako rozpouštědlo pro PLGA-A2 byl zvolen ethyl-acetát, polární aprotické rozpouštědlo, 

které je monografováno v ČL. Jeho výhodou je vyhovující toxikologický profil ve srovnání 

s jinými organickými rozpouštědly, používanými v procesech přípravy nanočástic.47 

Jako stabilizátor nanosuspenze byl zvolen Poloxamer 407, což je hydrofilní neiontová 

povrchově aktivní látka. Poloxamer 407 je blokový kopolymer ethylenoxidu a propylenoxidu. 

Stabilizuje nanočástice stericky adsorpcí na povrchu nanočástic.100 
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10.1 Velikost, polydisperzita a zeta potenciál nanočástic 

Byl studován vliv koncentrace polymeru PLGA-A2 na velikost, polydisperzitu a zeta potenciál 

nanočástic. Velikost nanočástic je také doplněna bezrozměrným indexem polydisperzity (PDI), 

který vyjadřuje stupeň rozložení velikosti NČ. Soustavy s hodnotami PDI nižšími než 0,1 lze 

považovat za monodisperzní.84 Zeta potenciál ovlivňuje stabilitu nanočástic. 

Nanočástice se zeta potenciálem větším než ± 30 mV se považují za stabilní, protože 

povrchový náboj brání agregaci a jiným projevům nestability nanočástic elektrostatickým 

odpuzováním.89 Naměřené hodnoty velikosti, PDI a zeta potenciálu jsou uvedeny v Tab. 4–7.  

Na Obr. 12 je porovnána velikost nanočástic při použití různých koncentrací polymeru u NČ 

s obsahem VAN a VAN-AOT. Na Obr. 13 je porovnána velikost nanočástic při použití různých 

koncentrací polymeru PLGA-A2 u NČ s obsahem GEN a GEN-AOT. Byl pozorován nárůst 

velikosti nanočástic s rostoucí koncentrací polymeru v organické fázi. Zvýšení koncentrace 

polymeru vede ke zvýšení viskozity organické fáze. Tím se zvyšuje odpor proti smykovému 

napětí, kterým je homogenizována primární disperze a ve výsledku to vede ke zvětšení 

velikosti nanočástic. Největší velikost NČ byla naměřena při použití organické fáze tvořené 

roztokem PLGA-A2 v ethyl-acetátu o koncentraci 100 mg/ml, a naopak nejmenší byly 

NČ tvořené při koncentraci PLGA-A2 25 mg/ml. NČ s GEN-AOT a VAN-AOT vykazovaly 

v mnoha případech větší velikost ve srovnání s NČ obsahujícími hydrofilní antibiotika 

při použití stejné koncentrace polymeru. Velikost nanočástic s VAN a GEN byla v rozmezí 

přibližně 108 až 223 nm. Velikost nanočástic s VAN-AOT a GEN-AOT byla v rozmezí 

přibližně 141 až 203 nm. Všechny formulované nanočástice vykazovaly optimální 

hodnoty PDI, které byly u všech šarží přibližně stejné. Průměrná hodnota PDI byla 

menší než 0,2.  
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Obr. 12: Závislost velikosti nanočástic s vankomycin hydrochloridem (VAN) (modré sloupce) 

a s komplexem vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci 

PLGA-A2. 

 

Obr. 13: Závislost velikosti nanočástic s gentamicin sulfátem (GEN) (modré sloupce) 

a s komplexem gentamicin sulfátu (GEN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci PLGA-A2. 
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Hodnoty zeta potenciálu se pohybují v rozmezí -10 až 0,5 mV (viz Tab. 4–7). 

Domníváme se, že takto nízké hodnoty mohly být způsobeny právě zvoleným surfaktantem 

(Poloxamer 407), který stabilizuje nanosuspenzi stericky, nikoli elektrostaticky. Díky své 

povrchové aktivitě se adsorbuje na povrchu NČ a vytváří polymerní vrstvu, což vede 

k maskování povrchového náboje.100 Ve výsledku se to projevuje nižší hodnotou 

zeta potenciálu. Nicméně připravené nanočástice nelze jednoznačně považovat za nestabilní. 

Relativně dostatečnou stabilitu připravených NČ potvrzují zjištěné hodnoty PDI a rovněž 

SEM snímky. Další možnost, jak nanočástice stabilizovat, je jejich uchovávání 

v lyofilizovaném stavu.101 

10.2 Enkapsulační účinnost a procentuální podíl léčiva v nanočásticích 

Enkapsulační účinnost (EE) je procento léčivé látky zachycené v nanočásticích z celkového 

množství léčiva použitého při jejich přípravě.102 Procentuální podíl léčiva v nanočásticích 

neboli loading capacity (LC) je podíl léčivé látky zachycené v nanočásticích k celkovému 

množství nanočástic.103 Často dochází k záměně těchto pojmů. Je snahou dosáhnout co nejvyšší 

hodnotu EE, a to nejen z ekologických a ekonomických důvodů, ale také z důvodu vzniku 

rezistence a snížení účinnosti antibiotik. Na druhou stranu optimální poměr léčiva 

a polymerního nosiče ve formulovaných nanočásticích je dán zejména požadovaným profilem 

liberace, požadavkem na stabilitu, cílenou distribuci a výsledný terapeutický účinek.  

Pro stanovení EE se obecně používá metoda přímá, kdy se EE vypočítá měřením koncentrace 

léčiva zachyceného v nanočásticích, a metoda nepřímá, která je stanovena výpočtem 

koncentrace neenkapsulovaného léčiva v supernatantu.94 Přesnější hodnoty poskytuje 

přímá metoda, zatímco metoda nepřímá může vést k falešně vysokým hodnotám EE. V této 

práci byla enkapsulační účinnost u nanočástic s obsahem hydrofilních antibiotik nebo jejích 

hydrofobních komplexů připravených z různých koncentrací PLGA-A2 stanovena 

přímou metodou. Hodnoty EE a LC jsou uvedeny v Tab. 8–11. 

Na Obr. 14 je porovnána enkapsulační účinnost NČ obsahujících VAN nebo VAN-AOT 

v závislosti na koncentraci PLGA-A2. EE stanovená u nanočástic s obsahem VAN je velmi 

nízká, a to v rozmezí 3,9 až 5,4 %. EE stanovená u NČ obsahujících VAN-AOT je vyšší, 

a to v rozmezí 5,4 až 14,0 %. 
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Obr. 14: Závislost enkapsulační účinnosti (EE) (%) nanočástic 

s vankomycin hydrochloridem (VAN) (modré sloupce) nebo s komplexem 

vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2. 

 

Na Obr. 15 je porovnána enkapsulační účinnost NČ obsahujících GEN nebo GEN-AOT 

v závislosti na koncentraci PLGA-A2. EE stanovená u nanočástic s obsahem GEN 

je v rozmezí 1,3 až 1,7 %. EE stanovená u NČ obsahujících GEN-AOT je významně vyšší, 

a to v rozmezí 64,4 až 90,0 %. 
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Obr. 15: Závislost enkapsulační účinnosti (EE) (%) nanočástic 

s gentamicin sulfátem (GEN) (modré sloupce) nebo s komplexem 

gentamicin sulfátu (GEN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2. 

 

Na Obr. 16 je porovnán procentuální podíl léčiva (LC) NČ obsahujících VAN nebo VAN-AOT 

v závislosti na koncentraci PLGA-A2. LC stanovená u nanočástic s obsahem VAN 

je v rozmezí 0,4 až 1,9 %. LC stanovená u NČ obsahujících VAN-AOT je v rozmezí 

1,1 až 1,7 %. 
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Obr. 16: Závislost procentuálního podílu léčiva (LC) (%) nanočástic 

s vankomycin hydrochloridem (VAN) (modré sloupce) nebo s komplexem 

vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2. 

 

Na Obr. 17 je porovnán procentuální podíl léčiva (LC) u NČ obsahujících 

GEN nebo GEN-AOT v závislosti na koncentraci PLGA-A2. LC stanovená u nanočástic 

s obsahem GEN je v rozmezí 0,2 až 2,0 %. LC stanovená u NČ obsahujících GEN-AOT 

je v rozmezí 9,5 až 43,5 %. 
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Obr. 17: Závislost procentuálního podílu léčiva (LC) (%) nanočástic 

s gentamicin sulfátem (GEN) (modré sloupce) nebo s komplexem 

gentamicin sulfátu (GEN-AOT) (červené sloupce) na koncentraci polymeru PLGA-A2. 

 

Byl zjištěn vliv množství polymeru PLGA-A2 použitého při přípravě nanočástic na EE a LC. 

Ve většině případů enkapsulační účinnost byla nejvyšší u nanočástic připravených při použití 

organické fáze s koncentraci PLGA-A2 100 mg/ml. Výjimku tvořily NČ s obsahem VAN, 

u kterých největší hodnotu EE vykazovaly NČ připravené při koncentraci PLGA-A2 25 mg/ml. 

Výjimkou byly také NČ obsahující GEN, u kterých největší hodnotu EE vykazovaly 

NČ připravené při koncentraci PLGA-A2 50 mg/ml. 

Nízká EE a LC nanočástic s VAN a GEN je způsobena jejích vysokou hydrofilitou 

a nízkou afinitou k PLGA-A2. Naopak NČ s obsahem VAN-AOT a GEN-AOT vykazují 

mnohem vyšší EE a LC kvůli vyšší hydrofobnosti těchto komplexů a jejích vyšší afinitě 

k polymernímu nosiči.72 NČ obsahující VAN-AOT však mají nižší hodnoty EE a LC 

ve srovnání s NČ obsahujícími GEN-AOT pravděpodobně kvůli tomu, že molekula 

VAN má větší velikost a menší počet skupin, které reagují s AOT. Proto komplex VAN-AOT 

ve srovnání s komplexem GEN-AOT je více hydrofilní a nemá dostatečnou afinitu 

k PLGA-A2, aby došlo ke kompletnímu zapouzdření léčiva. 
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10.3 SEM 

Morfologie studovaných nanočástic byla ověřena pomocí skenovací elektronové mikroskopie 

v režimu sekundárních elektronů v urychlovacím napětí 15 kV. Byla nutná opatrnost, protože 

po určité době paprsek elektronů při vyšších úrovních urychlovacího napětí vytvářel vysokou 

energií, což vzorky ničilo. Na snímkách se zobrazoval sférický tvar (Obr. 18). Velikost 

jednotlivých nanočástic byla určena pomocí softwarového vyhodnocení a výsledky podstatně 

korelovaly s výsledky získanými pomocí metody dynamického rozptylu světla (DLS). 

 

  

 

Obr. 18: SEM snímky PLGA-A2 nanočástic s obsahem hydrofobního komplexu 

vankomycin hydrochloridu (VAN-AOT) (A) a hydrofobního komplexu 

gentamicin sulfátu (GEN-AOT) (B). Zvětšení 35000×. 

  

A B 
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11 ZÁVĚR 

Polymerní nanočástice PLGA-A2 s hydrofilními antibiotiky VAN a GEN a jejich 

hydrofobními komplexy VAN-AOT a GEN-AOT byly formulovány různými metody 

s ohledem na jejích fyzikálně-chemické vlastností. Z důvodu různé rozpustnosti léčivých látek 

nebo jejich komplexů v organickém rozpouštědle a ve vodě nebylo možno pro přípravu 

nanočástic použít stejnou metodu. Pro přípravu nanočástic s obsahem VAN a GEN byla 

zvolená dvojitě-emulzní metoda (V1/O/V2). Nanočástice s obsahem GEN-AOT byly 

připraveny metodou jednoduché emulgace (O/V). Vzhledem k tomu, že rozpustnost komplexu 

VAN-AOT v ethyl-acetátu je nízká, byla zvolena suspenzně-emulzní metoda (S/O/V).  

Byl studován vliv koncentrace polymeru PLGA-A2 na velikost NČ. Velikost připravených 

nanočástic byla v rozmezí 108 až 223 nm a byl pozorován nárůst velikosti NČ v závislosti 

se zvyšující se koncentraci polymeru. Index polydisperzity (PDI), stanovený pomocí 

Zetasizeru, byl u všech vzorků optimální a vykazoval hodnoty menší než 0,2. Nízké hodnoty 

zeta potenciálu byly spojené s použitím neionogenního surfaktantu Poloxamer 407, 

který stericky stabilizoval NČ. Snímky SEM potvrdily sférický tvar nanočástic. 

Nízká enkapsulační účinnost (EE) byla způsobena hydrofilní povahou VAN a GEN, kdy velká 

část léčiva uniká z NČ do vnější vodní fáze během přípravy nanočástic. Vysoká enkapsulační 

účinnost byla dosažena u NČ obsahujících komplex GEN-AOT. V tomto případě byla nejvyšší 

hodnota EE 90 %. Enkapsulační účinnost NČ obsahujících VAN-AOT byla vyšší 

než u NČ obsahujících VAN, nicméně nejvyšší hodnota EE byla pouze 14 %. Takto nízká 

hodnota enkapsulace pravděpodobně souvisí s tím, že komplex vankomycin hydrochloridu 

(VAN-AOT) je i po hydrofobním iontovém párování málo hydrofobní. 

V dalších experimentech by bylo vhodné se zaměřit na nízkou enkapsuláční účinnost 

VAN-AOT, například použitím jiného surfaktantu nebo jiné metody přípravy NČ. 

Také by bylo přínosné provést studie, které by se týkalo liberace hydrofobních komplexů léčiv 

z NČ a jejích stability. 
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