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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra farmaceutické technologie

Skolitel: doc. PharmDr. Barbora Vranikova, PhD.
Konzultant: Noemi Frigola Verhein
Posluchac: Ancta Kosova

Nazev diplomové prace: Studium adsorpce 1é¢iv na mesoporézni silikaty

Tato diplomova prace se zaméfuje na studium vlivu typu mesoporézniho
silikatového nosice a pH prostiedi na proces readsorpce kyseliny flufenamové (FFA),
modelového ve vodé Spatné rozpustného lé¢iva, na mesoporézni silikaty (MS).
Vyzkum byl provadén za pouziti dvou typt MS, Neusilin® US2 (NUS2) a Aeroper]®
300 Pharma, v riznych mnozstvich (5 mg a 50 mg), a v prostfedi s riznou hodnotou
pH (5,5; 6,0 a 6,8). K charakterizaci adsorpéniho chovdni FFA na nosi¢ich byly
vyuzity adsorpéni izotermy, konkrétné Freundlichtiv a Langmuiriv model.
Experimenty ukdzaly, ze ptfi vSech testovanych pH byla mira readsorpce FFA na
pouzitého nosi¢e nemélo na miru adsorpce vyrazny vliv. Nejvyssi mira adsorpce FFA
byla pozorovana pfi nizSich hodnotach pH (5,5), coz pravdépodobné souvisi s nizsi
rozpustnosti FFA v téchto podminkéch a vyssi afinitou 1é¢iva k nosicim. Naopak pii
interakci s povrchy nosicl. Ziskané vysledky potvrzuji vyznam vlivu pH a vlastnosti
MS na adsorpci $patné rozpustnych 1é¢iv, coz miize byt cenné pro optimalizaci vyvoje

1é¢iv s vyuzitim pokrocilych l€kovych systémil na bazi mesoporéznich silikata.



2 ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of: Pharmaceutical Technology

Mentor: doc. PharmDr. Barbora Vranikova, PhD.

Consultant: Noemi Frigola Verhein

Student: Aneta Kosova

Title of Thesis: Study of drug adsorption on mesoporous silicates

This thesis focuses on the study of the effect of mesoporous silicate carrier type
and environmental pH on the readsorption process of flufenamic acid (FFA), a model
poorly water-soluble drug, on mesoporous silicates (MS). The study was carried out
using two types of MS, Neusilin® US2 (NUS2) and Aeroperl® 300 Pharma, in different
amounts (5 mg and 50 mg), and in different pH environments (5.5, 6.0 and 6.8).
Adsorption isotherms, specifically the Freundlich and Langmuir models, were used to
characterize the adsorption behavior of FFA on the carriers. The experiments showed
that at all pHs tested, the extent of FFA readsorption on the carriers was mainly
dependent on the initiation concentration of the drug, while the amount of used carrier
showed only insignificant effect. The highest FFA adsorption was observed at lower
pH values (5.5), which is probably related to the lower solubility of FFA under these
conditions and the higher affinity of the drug for the carriers. On the contrary, at pH
6.8, the adsorption was lower, probably due to the ionization of FFA, which reduces
its interaction with the carrier surfaces. The obtained results confirm the importance
of the effect of pH and MS properties on the adsorption of poorly soluble drugs, which
may be valuable for optimizing drug development using drug delivery systems based

on mesoporous silicates.



3 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo studium miry readsorpce hydrofobni kyseliny
flufenamové (FFA) na mesoporézni silikaty (MS). Kyselina flufenamova byla vybrana
jako modelové 1écivo, protoze predstavuje priklad 1é¢iva Spatné rozpustného ve vodeé,
jejichz farmaceutické zpracovani je obecné narocné.

Teoretickd Cast se zaméfuje na podrobny rozbor vlastnosti MS, jejich
biokompatibility (BAV) a toxicity a na mechanismy interakce mezi MS a [éCivy.
Zaroven pojednava o zakladnich charakteristikdich FFA a jeji mozné interakci se
silikaty.

Experimentalni cast prace se pak vénuje studiu rozpustnosti FFA v riznych
tlumivych roztocich, stanoveni teoretického mnozstvi FFA nezbytného pro vytvoreni
monovrstvy na nosi¢i a ureni miry readsorpce FFA na dva mesoporézni nosice
(Neusilin® US2 a Aeroperl® 300 Pharma). Proces readsorpce 1é¢iva totiz predstavuje
jedno z moznych vysvétleni netplného uvoliiovani 1€¢iv z 1ékovych systémi na bazi
mesoporéznich silikatd. Proces readsorpce FFA je studovan ve tfech pufrech o
rozdilném pH (5,5; 6,0 a 6,8), aby se odhalil vliv prostiedi na tento d¢j, za pomoci

adsorp¢nich izoterm.



4 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

BAV = biologické dostupnost

C. = koncentrace kyseliny flufenamové v ekvilibriu [pug/ml]
COX = cyklooxygenaza

FFA = kyselina flufenamova

GIT = gastrointestinalni trakt

Kr = Freundlichova konstanta [mg /g] [ml /mg]'/

K; = Langmuirova konstanta [ml /mg]

m = mnozstvi nosice [g]

MCM-41 = Mobile Composition of Matter-41

MCM-48 = Mobil Composition of Matter- 48

MS = mesoporézni silikat

n = Freundlichova konstanta

NOMS = neuspotadané mesoporézni silikaty

NUS2 = Neusilin® US2

OMS = uspotadané mesoporézni silikaty

0. = mnozstvi kyseliny flufenamové adsorbované v ekvilibriu [mg/g]
On = jednovrstva adsorp¢ni kapacita nosice [mg/g]

SBA-15 = Santa Barbara Amorphous-15

TEOS = tetracthoxysilan

V' = celkovy objem roztoku [ml]



5 UVOD

Mesoporézni silikaty (MS) si v poslednich letech ziskaly zna¢nou pozornost diky
svym jedine¢nym vlastnostem. Tyto materidly, charakterizované velkym mérnym
povrchem, upravitelnou velikosti porit a vysokou chemickou stabilitou, predstavuji
slibnou volbu pro mnoho primyslovych odvétvi, pficemz vyznamnou roli hraji
zejména ve farmaceutickém pramyslu. M) Zde jsou MS vyuzivany jako pomocné latky,
a to predevSim jako nosi¢e pro fizené uvoliovani terapeutickych ucinnych latek.
Vyzkumy prokazaly, Zze navazani 1é€iv na povrch MS vede k vyraznému zlepSeni
jejich stability a biologické dostupnosti (BAV). > @) Toto zlepSeni otevird nové
moznosti pro cilené podavani lé¢iv, coz je klicové pro efektivni 1écbu ftady
onemocnéni. ¥ Kromé& toho se MS osvéd¢ily jako u¢inné adsorbenty necistot
a toxinfl. ©» © Jednim z hlavnich pfinostt MS je jejich schopnost zvysit zdanlivou
disoluci ve vod¢ Spatné rozpustnych 1é¢iv. Toho dosahuji stabilizaci amorfni formy
1é¢iva, coz je umoznéno diky jejich porézni struktuie, ktera poskytuje velky povrch
pro navazani 1é¢iva. (M

MS jsou definované adsorp¢ni kapacitou a selektivitou, kterd zavisi na riznych
faktorech. Mezi tyto faktory patii typ adsorbované molekuly, teplota, pH prostfedi
a pfipadna modifikace povrchu MS. Navzdory jejich potencidlu je vSak jednim
z hlavnich omezeni MS nelplné uvoliiovani navdzanych 1éc¢iv. Tento jev byl
pozorovan v disolu¢nich studiich a pfedstavuje vyzvu pro dalsi zkoumani. ? Netplné
uvoliovani je zplisobeno nejen pevnou vazbou mezi MS a lé¢ivem, ktera brani
uvolnéni 1éCiva, ale také procesem readsorpce, kdy se jiz uvolnéné 1é¢ivo znovu
adsorbuje zpét na povrch MS. Pro pochopeni tohoto jevu je zasadni analyza adsorpcni
izotermy, kterd popisuje vztah mezi mnozstvim adsorbovaného 1é¢iva a ekvilibracni
koncentraci 1é¢iva v okolnim prostfedi. Analyza téchto dat umoziuje ziskat cenné
poznatky o vlastnostech povrchu MS a interakcich mezi molekulami 1é¢iv a povrchem
MS. ® Tyto poznatky jsou nezbytné pro pochopeni mechanismii neuplného

uvolnovani lé¢iv a pro vyvoj efektivnéjsich nosicii 1€¢iv na bazi MS.



6 TEORETICKA CAST

6.1 Mesoporézni silikaty

6.1.1 Charakteristika mesoporéznich silikati

Mesoporézni silikaty (MS) patii mezi anorganické slouceniny. Jedna se o
material, ktery je charakterizovan svoji jedine¢nou porézni strukturou a velkym
specifickym mérnym povrchem. Mesopordzni materidly jsou navrzeny tak, aby mély
velky povrch, ktery se sklada ze sit¢ vzajemné propojenych portt o primérech
v rozmezi 2-50 nm. > MS maji pozoruhodnou schopnost pojmout velké mnoZstvi
léciva v molekuldrnim nebo amorfnim stavu, coz vede ke zvySeni biologické
dostupnosti 1é&iv s nizkou rozpustnosti ve vodé. Rada odbornych praci navic ukazala,
Ze prizpusobenim struktury, povrchovych vlastnosti a velikosti pérdt MS je mozné
vylepsit kinetiku uvoliiovani 1é¢iv, coz nabizi ptilezitosti pro formulaci pokro€ilych
lékovych systémg. @210 (1D

Dle rozsahu uspotfadani port mizeme mesoporézni silikaty klasifikovat na
uspofdadané a neuspotfadané. ¥ Uspofddané mesoporézni (OMS) silikaty jsou
syntetizovany s pravidelnou, dobfe definovanou strukturou porti. Syntéza typicky
zahrnuje pouziti povrchové aktivnich latek jako templati pro vytvoifeni uspofadanych
port. Klasickym typem syntézy MS jsou hydrolyza a kondenzace prekurzorti oxidu
kfemicitého, nejcastéji tetracthoxysilanu (TEOS), kolem micelarnich templatd, které
byly vytvofeny supramolekularnim samouspotadanim molekul povrchové aktivnich
latek. Nasleduje odstranéni templatu kalcinaci nebo extrakei rozpoustédlem. (12 (13)
Piiklad syntézy schematicky popisuje Obrazek 1. MS se daji pfipravit v rozdilnych
velikostech od mikro aZ po nano rozméry a s velkym povrchem (700-1000 m?/g)
a objemem port (0,6—1 cm?/g). Povrchové vlastnosti MS mohou byt hydrofilni nebo
hydrofobni, dle navazanych silanolovych skupin na povrchu MS. ® Diky témto
jedine¢nym vlastnostem nachdzeji uplatnéni v riznych oblastech, véetné 1ékovych
systéml. (¥ Mezi nejznamé&jsi OMS patii MCM-41 a SBA-15, které jsou
charakteristické hexagonalnim uspofadanim mesopori, a MCM-48 s kubickym

uspofadanim. 1
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Obrdzek 1 — Schématické zobrazeni syntézy usporadanych MS "

Neuspotadané silikdty (NOMS), téz nazyvané také jako amorfni, mohou byt
syntetizované riznymi metodami, které neprodukuji vysoko organizované periodické
struktury charakteristické pro uspofadané mesoporézni materialy jako vySe zminéné
MCM-41 nebo SBA-15. Vyhodou NOMS je uspora financi pii jejich vyrobé, diky
moznosti vynechat néktera drah4 ¢inidla pouzivana pii vyrobé OMS. (19

Mezi nejpouzivanéj$i NOMS patii Neusilin®. Jedna se o synteticky magnezium
aluminometasilikat, bézné¢ pouzivany jako pomocna latka ve farmacii pro své
vynikajici absorpéni a adsorpéni vlastnosti (17 (18 V soucasné dobé& se rozlisuji &tyfi
typy Neusilinu®. Jedna se o alkalické typy Neusilin® S1 (NS1) a Neusilin® S2 (NS2),
které se vyznacuji mensim adsorpénim povrchem nez neutralni typy Neusilin® US2
(NUS2) a Neusilin® UFL2 (NUFL2). Posledni zminény typ NUFL2 disponuje
nejmensi velikosti Castic, jelikoz se vyskytuje ve formé prasku, zatimco ostatni
zminéné typy jsou dostupné ve formé& granulatu. Granulované typy Neusilinu® jsou
piipravovéany sprejovym susenim 1, ¢imz nabyvaji zadané sférické ¢astice. Nejéastéji
pouzivany NUS2 je charakterizovan velkym specifickym povrchem, vysokou
absorp¢ni kapacitou, vysokou pérovitosti a dobrymi tokovymi i lisovacimi vlastnosti.
(7). (18), 20) Na svém povrchu ma silanolové skupiny, diky ¢emuZ je potencialnim
donorem nebo akceptorem protond. ?* Dal$im piikladem neuspofadaného MS je
Aeroperl® 300 Pharma (dale jako Aeroperl). Jedna se

o granulovanou formu koloidniho oxidu kiemicitého, ktera se od svych protéjska
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z fady Aerosil Pharma odliSuje vys$si hustotou. Aeroperl disponuje sférickym tvarem
a malou velikosti ¢astic. @D Stejn& jako NUS2 nachazi Aeroperl diky svym fyzikalng-
-chemickym vlastnostem vyuziti v 1ékovych systémech. Jednou z kli¢ovych vyhod
Aeroperlu je jeho schopnost absorbovat vzdusnou vlhkost. Tato vlastnost z néj ¢ini
idedlni pomocnou latku pro vyrobu riznych Iékovych forem, protoze pfispiva
k dosazeni konzistentniho a vysoce kvalitniho produktu. ?® Tabulka 1 shrnuje

vlastnosti NUS2 a Aeroperlu.

Tabulka 1: Porovnani viastnosti Neusilinu® US2 a Aeroperiu® 300 Pharma '¥ " 9

Typ MS Neusilin® US2 (NUS2) Aeroperl® 300 Pharma
Forma granulat granulat

Primérna

velikost Castic 106 20-60

[wm]

Povrch [m?%/g] 300 260-320

Objem ori

[c11;13/g] P 1,5 1,5-1,9

pH 6-8 3,5-5,5

6.1.2 Biokompatibilita a toxicita mesoporéznich silikati

MS jsou obecné povazovany za biokompatibilni a vykazuji nizkou toxicitu, coz
z nich ¢ini slibné materialy pro rizné biomedicinské aplikace. M4 se za to, ze jsou MS
chemicky inertni a nereaguji s biologickymi systémy, diky ¢emuZz jsou kompatibilni
s zivymi tkdnémi a bunikami a zarovenl kompatibilni s Sirokou Skalou molekul 1é¢iv
a pomocnych latek. ?3- 24

Po zavedeni do téla nevyvolavaji vyznamné imunitni reakce, coz snizuje riziko
nezddoucich reakci. Nékteré typy MS jsou navrzeny tak, aby byly biologicky
odbouratelné, coz znamena, Ze mohou byt rozloZeny na neskodné vedlejsi produkty
a Casem odstranény z t¢la. Biodegradabilni MS maji obvykle modifikovany povrch,
ktery 1ze rozlozit enzymy, jako jsou esterazy nebo protedzy. Toho l1ze dosédhnout

zaclenénim biologicky odbouratelnych spojovacich molekul tzv. linkerd, jako je
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polyethylenglykol (PEG) nebo kyselina polymlééna (PLA), do struktury MS. - (6
Nicméné je nutné dodat, ze mala velikost MS (pfedevsim nanoc¢éstic na bazi MS) mize
vyvolat obavy z jejich potencidlni toxicity, zejména pokud jsou schopny pronikat
bunéénymi membranami. Degradace nanocastic MS miize vést k uvoliiovani iontd
oxidu kfemicitého, které by mohly potencidlné piisobit toxicky, jsou-li pfitomny ve
vysokych koncentracich. Spravné navrzené MS s vlastnostmi fizené degradace vSak

mohou toto riziko minimalizovat. ¢7)

6.1.3 Interakce mezi silikaty a 1é¢ivy

Interakce mezi MS a 1é€ivy jsou mnohostranné a zavisi na riznych faktorech,
jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti silikatu, vlastnosti 1é¢iva a pozadovany
zpiisob podéni 1é¢iva. MS maji dva funkéni povrchy, a to vnitini cylindricky, ktery je
tvofeny pory, a vnéjsi povrch. @® Z toho vyplyva, ze MS maji dvé odli§na rozhrani,
kazdé s vlastnimi jedine¢nymi vlastnostmi, kterd mohou interagovat s molekulami

1&Civ.

6.1.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti mesoporéznich silikatu

MS jsou materidly, které maji specifické fyzikalné-chemické vlastnosti. Tyto
vlastnosti ovliviiuji mechanismus jejich vazby s 1é¢ivy. MS maji velky povrch, a to
diky velkému mnozstvi mikrokanalkd. Toto uspofddani struktury jim umoziuje
adsorbovat velké mnozstvi latek na svém povrchu i ve struktute pori. Velikost port
muze byt regulovana béhem syntézy, coz ptimo ovliviiuje schopnost interakce MS
s lé¢ivem. MS se také vyznacuji svou vysokou chemickou, termickou a mechanickou
stabilitou, coZ je dllezité pro jejich pouZiti v riznych Iékovych formach. 2

Dalsi vlastnosti, kterd charakterizuje MS, je vysoka adsorpcni kapacita, ktera
je dana jejich velkou povrchovou plochou. Jsou tak schopny efektivné adsorbovat
objemné mnozstvi rozpusténych latek. Tyto vlastnosti délaji z mesoporeznich silikéatt
atraktivni materialy pro rtizné aplikace v oblasti katalyzy, adsorpce, odd¢lovani latek

a vyzkumu materialt. %
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6.1.3.2 Typy interakci mezi silikaty a 1é¢ivy

Zpusobt, jimiz mohou léCiva s MS interagovat, je n€kolik. Lécivo se vlivem
své velikosti bud’ mlize zachytit v porech a navazat se tak na cylindricky povrch
silikatu, anebo se miize naadsorbovat na vnéj$i povrch silikatu. Proces adsorpce
zahrnuje navazani molekul, iontl nebo ¢astic na povrch silikatu. Pti kontaktu latky
s povrchem MS miize dojit k adsorpci fyzikalnimi nebo chemickymi procesy. G?

Fyzikalni adsorpci (fyzisorpci) dominuji slabé nekovalentni interakce, jako
jsou van der Waalsovy sily, vodikové vazby a elektrostatické vazby. Ty udrzuji
molekuly 1éCiva na povrchu MS relativné slabymi silami, které nemusi pretrvat. Tyto
interakce ovliviluje pfedevSim povrchovy naboj silikéatl, ktery se miize meénit
v souvislosti s pH prostfedi. Slabsi interakce poskytuji nizsi hladiny adsorbovaného
lé¢iva spolu se zrychlenym uvoliiovanim. Pro dosazeni prodlouzeného uvoliiovani se
pouziva substituce silanolovych skupin, které jsou pfitomny na povrchu MS, riznymi
funkénimi skupinami. V zavislosti na pouzité¢ funkéni skupiné tento proces méni
izoelektricky bod povrchu nebo zvySuje hydrofobnost materidlu, oboji pfispiva
k fizenému nebo mistné specifickému uvolfiovani 1é¢ivé latky. GO

U chemické adsorpce (chemisorpce) vznikaji mezi adsorbatem a povrchovymi
funkénimi skupinami MS silnéj$i chemické vazby. Tento proces je obvykle nevratny
a zahrnuje tvorbu kovalentnich vazeb mezi molekulami 1é¢iva a funkénimi skupinami
na povrchu silikatu nebo silngjsich interakci. (V) Kovalentni vazby poskytuji stabilni
vazbu mezi léCivem a silikdtem, ktera predstavuje mozny divod pro prodlouzené
uvoliiovani a zdroveil minimalizaci pfed¢asného uvolnéni 1é¢iva. To souvisi také s veétsi
absorpci 1é¢iva do systému.

Dilezitym prvkem u procesu adsorpce je struktura povrchu MS. Stény pori
MS vykazuji neuspotadanou sit’ siloxanovych (Si-O-Si) skupin a volnych silanolovych
(Si-OH) skupin, které¢ slouzi jako potencidlni reaktivni mista pro vhodné hostujici
molekuly. G Vy3$3i podil siloxant ¢ini material hydrofobn&j$im, zatimco silanoly
ud€luji hydrofilitu tim, Ze plisobi jako donory i akceptory vodikovych vazeb. (V
Vodikova vazba je nejbéznéjsi interakci mezi molekulami 1é¢iva a povrchem silikétu.
Tyto relativné slabé interakce mohou byt snadno naruseny v pfitomnosti vody, coz

usnadiiuje rychlé uvolilovani zaclenéného 1é¢iva z pora nosice prostiednictvim diftze,
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coz vede k tvorbé piesycenych roztokl a zvySuje BAV 1éciva. Silanoly s izolovanymi
hydroxylovymi skupinami vykazuji zvySenou reaktivitu a vytvareji silngj$i vazbu
s 1éCivem, na rozdil od silanolti s gemindlnimi nebo vicinalnimi hydroxylovymi

skupinami. 3% Obrazek 2 zobrazuje riizné typy silanold.

Vicinalni silanol Siloxan Gemialni Silanol
OH OH | ; OH 0 o’
‘ i HO, OH
| | '~ 1 | | N/ |

t)/]i\(J/]i\o/bl\g/]l\O/T\O/N\O/T\O"'::
o 0 0 o. o

Obrdzek 2: Riizné typy silanolii vyskytujicich se na povrchu mesoporéznich silikatii ¥

Na druhou stranu nevyhodou téchto interaket, které poskytuji silné vazby, a tim
zachycuji 1é¢ivo v poru, je, Ze brani uvolilovani 1éciva, a vedou tak k tzv. netiplnému
uvoliovani lé¢iva. K tomuto jevu dochazi tehdy, kdyz se molekula 1é¢iva nedokéaze
plné disociovat z povrchu MS, coz vede k tomu, Ze se do okolniho prostfedi uvoliiuje
mensi mnoZzstvi volného léCiva. Toto nelplné uvoliovani mize mit vyznamné
disledky pro ucinnost 1éCiva, protoze muze vést ke snizeni BAV a v kone¢ném
disledku ke snizeni G¢innosti. K netplnému uvoliovani 1é¢iva miize dochézet také
prostfednictvim procesu readsorpce, kdy se jiz uvolnéné 1é¢ivo vaze zpét na material
MS a ucinné se znovu adsorbuje na povrch. K tomu mitize dojit v disledku riznych
faktorti, v¢éetné¢ hydrofobni povahy materidlu MS, ktery muze pfitahovat lipofilni

molekuly 1é¢iva, nebo pfitomnosti jiz vySe zminénych funkénich skupin na povrchu.
(30)

6.1.4  Vyuziti mesoporéznich silikati

MS maji Siroké vyuziti v riiznych odvétvich, pfedevsim diky svym jedine¢nym
vlastnostem. Tyto vlastnosti lze vylepsit upravou podminek syntézy, jako je vybér
povrchové aktivni latky, katalyzatoru ¢i rozpoustédla. (V Plivodné byly MS vyvinuty
jako molekulovéa sita, katalyzatory a nosi¢e organokovovych sloucenin. Ve

farmaceutické technologii byly mesoporézni kiemicité materidly pouzity k vyvoji
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systému s fizenym uvoliiovanim lé¢iv pro fadu terapeuticky U¢innych latek, napf.:
ibuprofenu GV ¢&i kaptoprilu. ¢

Rizeného uvoliovani 1é¢iva se dosahuje predeviim vazbou 1é¢iva na silanové
skupiny v porech MS @3, pii¢emz vyznamnou roli pfi modulaci kinetiky uvoliiovéani
hraje také velikost pord. 4 Kromé aplikaci ve farmaceutické technologii byly MS
zkoumany také z hlediska jejich mozného vyuziti pfi odstranovani znec€ist'ujicich latek

z ovzdusi a podzemnich vod. ) ()35

6.1.4.1 Mesoporézni silikaty jako nastroj pro odstrafiovani téZkych kovi

a zachycovani CO;

MS byly zkoumdny jako slibny material pro odstranovani iontii t€zkych kovt
z kontaminované vody. Vlastnosti MS (velky povrch, velky objem porit) z néj ¢ini
ucinny adsorbent pro odstrafiovani iontti tézkych kov1, jako je olovo, rtut’ a kadmium.
() ®) Kromé& toho se ukéazalo, ze MS jsou u¢inné pfi zachycovani CO» prostiednictvim
vySe zminéného procesu chemisorpce, kdy molekuly CO, reaguji
s povrchovymi funkénimi skupinami za vzniku stabilniho komplexu. ©9
Funkcionalizace povrchu MS specifickymi skupinami, jako je amin nebo thiol, mize
déle zvysit jeho adsorpéni kapacitu. %> 37 Tento pfistup byl navrzen jako potencialni
metoda pro zachycovani CO; z emisi elektraren po jejich spaleni

s potencidlem snizit emise sklenikovych plynii a zmirnit zménu klimatu. %)

6.1.4.2 ZvySeni rozpustnosti 1é¢iv pomoci MS

Léciva BCS tridy II se vyznacuji nizkou rozpustnosti ve vodnych roztocich,
coz miize omezovat jejich absorpci a biologickou dostupnost. To je Casto zpiisobeno
pfitomnosti hydrofobnich nebo lipofilnich skupin v molekule, které mohou vést
k agregaci a vysrazeni ve vodé. V dasledku toho mohou tato 1é¢iva vyzadovat vysoké
davky nebo slozité formulace k dosaZeni adekvéatnich terapeutickych hladin, coz miize
zvysit riziko nezadoucich ucinkl. Jednim ze zplsobi, jak se témto nezddoucim
ucinkiim vyhnout a zvysit tak biologickou dostupnost Spatné rozpustnych 1écCiv,

je pouziti MS jako nosicti.
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Struktura MS disponuje velkym povrchem pro adsorpci, malou velikosti pori
a vysokou porovitosti, coz poskytuje idealni prostfedi pro zaclenéni 1éCiv Spatné
rozpustnych ve vodé¢ a MS tak mohou byt pouzity jako nosi¢e pro kontrolované
uvolfiovani 1é¢iv. (% @0 41 Velky povrch a objem pori umoziiuji G¢inné nanaseni
1é¢iva, zatimco rozdilnd velikost porti nabizi riznou kinetiku uvoliiovani, ¢imz se
zvySuje Gcinnost 1é¢iva (zvySuje se BAV) a snizuji se vedlejsi ucinky. @ Velky povrch
a objem pora MS zaroven poskytuje dostatek vazebnych mist pro molekuly 1é¢iva, ke
kterym se mohou pfipojit, coz umoziuje €inné nanaseni.

NanaSeni 1éciva na MS probihd jiz vySe zminénymi procesy fyzisorpce,
chemisorpce nebo uzavienim 1é¢iva v porech. Mechanismus nanaseni zavisi, stejné
jako samotné interakce, na faktorech, jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti molekul
1é¢iva (napft. velikost, polarita, rozpustnost), povrchové vlastnosti MS (napt. velikost
port, chemie povrchu) a podminky nanaseni (napi. pH, teplota). G- #2Mal4 velikost
pért MS omezuje pohyb molekul 1é¢iva uvniti port, ¢imz zabranuje jejich agregaci a
srazeni. Toto omezeni vede k vysoce dispergovanému stavu, kdy jsou molekuly 1éciva
rovnomérné rozmistény v porech, misto aby vytvarely velké agregaty. 43 Zaroveti toto
ohraniceni v pdrech zabranuje krystalizaci molekuly lé¢iva a udrzuje ji v amorfnim
stavu, ktery obvykle vykazuje vyssi rozpustnost ve srovnani se svym krystalickym
protéjSkem. Z tohoto diivodu se amorfizace ukézala jako ucinnd strategie pro zvyseni
rozpustnosti a rychlosti rozpousténi 1é¢iv dle BCS tiidy II. @ ¥ Kombinace
amorfniho stavu nanesené¢ho 1é¢iva na MS a uzavieni léCiva v poérech umozituje béhem
uvoliiovani 1éCiva vznik supersaturovaného roztoku, ktery je charakterizovan
koncentraci 1é¢iva, ktera je vyssi, nez by se ocekavalo na zakladé jeho rozpustnosti.
Tato zvySena koncentrace 1éCiva v roztoku vede ke zlepSeni biologické dostupnosti,
protoze pro absorpci je k dispozici vice molekul léc¢iva, a zaroven IléCivo
v supersaturovaném roztoku vykazuje vyssi rozpustnost, protoze vice molekul 1é¢iva
muze interagovat s okolni vodou a dalimi rozpoustédly. 4

Rozpustnost 1é¢iva miize dale ovliviiovat povrchova modifikace MS. Ta miize
zlepsit jeho adsorpcni vlastnosti zavedenim funk¢nich skupin, které zvySuji afinitu ke
specifickym adsorbatlim. Techniky modifikace povrchu zahrnuji kovalentni pfipojeni
organickych nebo anorganickych casti, jako jsou aminoskupiny ¢i karboxylové

skupiny, na povrch MS nebo potahovani MS polymery, ¢imz se zméni jeho
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hydrofobni/hydrofilni vlastnosti, a nasledné se také zlepsi kompatibilita mezi MS
a 1é¢ivem a rozpustnost 1&giva, 47- %)

MS modifikovany thiolovymi skupinami byl pouzit napiiklad jako nosi¢
doxorubicinu pro lécbu rakoviny. Bylo zjiSténo, Ze doxorubicin v kombinaci
s modifikovanym MS vykazoval vys§i cytotoxicitu vic¢i rakovinovym builkdm
a indukoval efektivnéj$i apoptdzu nez v piipade Cistého 1é€iva nebo jeho kombinaci se

standardnim MS-®

6.2 NanasSeni lé¢iva na MS

V prubéchu let bylo vyvinuto nékolik metod nanaseni 1é¢iv na MS. Tyto metody
muizeme rozdélit na metody bez vyuziti rozpoustédel a metody zaloZené na pouziti
rozpoustédel. Metody bez pouziti rozpoustédel zahrnuji michani MS s 1é¢ivem
s naslednym zahfivanim za Gc¢elem roztaveni 1é¢iva ¢i pouziti tzv. superkritickych
kapalin. Tyto kapaliny vznikaji za specialnich termo-fyzikalnich podminek, pfii
kterych nabydou schopnost pronikat latkami jako plyn a rozpoustét je jako kapalina.

Nejpouzivangjsi superkritickou kapalinou je oxid uhlicity, jelikoz je nehotlavy
a lze ho poiidit za nizkou cenu. ¥ 69 Agkoli metody adsorpce 1é¢iva na MS bez
pouziti rozpoustédel nabizeji zjevné vyhody, napt. nizky dopad na Zivotni prostiedi ¢i
absenci pozadavki na kontrolu zbytkového rozpoustédla v 1€¢ivych piipraveich, jsou
nadale zkoumany, aby bylo dosazeno optimalni Uc¢innosti nanaseni a stability pro
termolabilni [é¢iva. GV

Na druhou stranu pfistupy zalozené na rozpoustédlech nabizeji praktické
a jednoduché feSeni pro amorfizaci 1é¢iv a jejich nasledné uzavieni do struktury MS.
Ty zahrnuji prostou dispergaci ¢astic MS v kapalném prostiedi obsahujicim 1é¢ivo,
které je predmétem zajmu. Molekuly léciva difunduji do pdérG materidlu MS
kapilarnim ptisobenim nebo molekuldrni difuzi. Proces adsorpce 1é¢iva na MS muze
byt usnadnén michanim nebo jemnym protiepavanim. V idedlnim piipadé by vétSina
nanaSeného lé¢iva méla byt umisténa na vnitinim povrchu MS, ktery neni tak nachylny
k vnéjSimu prostiedi (vlhkost, teplota, svétlo) jako vnéjsi povrch MS, a nedochézi tak
k rekrystalizaci. Dalsi faktor pfindsejici do metody vysoké riziko rekrystalizace je

filtrace, ktera je jeji soucasti. ©- 62 Dalsim typem metody adsorpce, ktera vyuziva
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rozpoustédel je metoda odparovani, ktera zahrnuje rozpusténi 1éCiva ve vhodném
organickém rozpoustédle néasledovaném impregnaci MS roztokem 1éCiva.
Rozpoustédlo se poté odpati a molekuly 1é¢iva zlistanou zachyceny v pérech MS. Je
vhodné vybrat co nejméné toxické rozpoustédlo, aby nedoSlo k pfipadnym
nezadoucim u¢inkim vlivem zbytkového rozpoustédla. ©® Dalsi alternativu metod
adsorpce pomoci rozpoustédel predstavuje metoda vrstveni, kdy dochazi
k postupnému nanaSeni molekul Ié¢iva a doplitkovych materialii na povrch ¢astic MS.
Tato  metoda  umoznuje  pfesnou  kontrolu nad  navazkou  1éCiva
a kinetikou jeho uvoliiovani pomoci zmé&ny poétu a sloZeni nanesenych vrstev. ¢34
Optimalizace podminek nanaseni na MS, v¢etné koncentrace 1é¢iva, doby kontaktu a

michani, je nezbytna pro dosazeni vysoké ucinnosti nanaSeni a rovnomeérné distribuce

molekul 1é¢iva v mesoporézni matrici oxidu kfemicitého. ¢

6.3 Kyselina Flufenamova

6.3.1 Charakteristika

Kyselina flufenamovda (FFA), chemicky kyselina N-(a,a,a-trifluor-m-

-----

k 16¢bé zanétu a tlevy od bolesti; typicky ve formé snadno rozpustné sodné soli. 9

Patii do skupiny derivati kyseliny anthranilové (fenamati). ¢ Protizanétlivy efekt je
dan zejména snizenim produkce prostaglandinti z kyseliny arachidonové inhibici
cyklooxygenazy (COX). ¥ Pro své ¢inky se FFA pouziva pti muskuloskeletalnich a
kloubnich poruchach a podava se oralné a topicky. % Avsak pro své nezaddouci u¢inky
na gastrointestinalni trakt neni FFA hojné vyuZivan4. (69

FFA je slabd organicka kyselina Spatn¢ rozpustna ve vodé s hodnotou pKa 4,09.
©D Dle biofarmaceutického klasifikacni systému spadd FFA do BCS ttidy II, coZ
znamena, ze ma nizkou rozpustnost ve vod¢, ale vysokou schopnost prochazet
biologickymi membranami. ?» (63 V literatuie bylo popsdno sedm polymorfnich
forem FFA, avSak pouze formy I a III jsou schopny existovat pii laboratorni teploté.

Forma 1 je na pohled bily prasek, kdezto forma III se jevi jako Zzluty prasek. ¢
Z chemického hlediska obsahuje FFA kyselou karboxylovou funkéni skupinu
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a trifluormethylovy substituent, ktery zajiStuje jeji atraktivni chemické a biologické
vlastnosti, protoze ovlivituje elektronové a sterické parametry molekuly, coz muize
ovliviiovat farmakokinetiku a biologickou dostupnost. ®® Chemicka struktura FFA je

vidét na Obrazku ¢. 3.

COOH

Z T

FC

Obrazek 3: Kyselina Flufenamova *”

6.3.2 Interakce FFA s MS

Povaha vazby mezi FFA s MS muze byt ovlivnéna nékolika faktory, vcetné
povrchové chemie, morfologie ¢astic MS a podminek interakce (naptiklad teplota, pH,
rozpoustédlo) a zaroven i fyzikalné-chemickymi vlastnostmi FFA. Pochopeni téchto
vlastnosti je klicové pro navrhovani systémil pro dodavéani 1é¢iv na bazi MS pro
zlepsené nanaSeni léCiva, fizené uvoliiovdni a zvySenou terapeutickou uc¢innost
kyseliny flufenamové a dalSich 1é¢iv Spatné rozpustnych ve vodé. FFA ma potencial
navazovat vazby se silanolovymi skupinami prostfednictvim kyselé karboxylové
funkéni skupiny. GV

V zavislosti na pH roztoku mohou silanoly vykazovat rizné miry protonace
vedouci k pozitivnimu, negativnimu nebo Zadnému povrchovému néaboji. Bylo
prokazano, ze 1é¢iva interaguji s povrchem MS bud’ prosttednictvim elektrostatickych
interakci nebo vodikovych vazeb v zavislosti na chemii 1éku a podminkéach pH. G?
Aminové modifikace MS lze pouzit k fizenému uvoliiovani slab¢ kyselych 1€¢iv (napf.
FFA) pti podminkach vyssiho pH v dusledku silnych elektrostatickych interakci mezi

zaporné nabitym Ié¢ivem a kladné& nabitym MS, G- 67
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzité pristroje a zarizeni

Analytické vahy
Typ: Entris
Vyrobce: Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG, Némecko

HPLC sestava
Typ: 1260 Infinity
Vyrobce: Agilent Technologies, USA

pH metr
Typ: HI 221

Vyrobce: Hanna Instruments, USA

Vicebodova magneticka michacka
Typ: Cimarec i Poly 15 multipoint
Vyrobce: Thermo Fischer Scientific, USA

Vicebodova magnetickd michacka + fidici jednotka
Typ michacky: MIXdrive 15

Typ fidici jednotky: MIXcontrol eco

Vyrobce: 2mag, Némecko

Vodni lizen
Typ: WNB(WNE) 29
Vyrobce: Memmert GmbH + Co. KG, Némecko



7.2  Pouzité suroviny

Kyselina flufenamova
o Vyrobce: Biosynth s.r.0., Slovenska republika
o Vyznam: modelové 1éCivo
Neusilin® US2
o Vyrobce: Fuji Chemical Industry Co., Ltd., Japonsko
o Vyznam: mesoporézni nosic¢
Prasek pro pripravu biorelevantniho média FaSSGF/FaSSIF/FeSSIF
o Vyrobce: Biorelevant Ltd, Velka Britanie
o Vyznam: pfiprava FaSSIF/FaSSGF média
Dihydrogenfosfore¢nan draselny ¢isty
o Vyrobce: Penta s.r.0., Chemicals unlimited, Ceska republika
o Vyznam: pfiprava fosfatového pufru
Hydroxid sodny
o Vyrobce: Lach-Ner s.r.0., Ceska republika
o Vyznam: pfiprava fosfatového pufru
Chlorid sodny
o Vyrobce: Dr. Kulich Pharma, s.r.0., Ceské republika
o Vyznam: pfiprava FaSSIF/FaSSGF média
Kyselina chlorovodikova 35%
o Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika
o Vyznam: korekce pH fosfatového pufru
Kyselina octova 99,8%
o Vyrobce: Penta s.r.0., Chemicals unlimited, Ceska republika
o Vyznam: pfiprava mobilni faze pro HPLC
Methanol
o Vyrobce: Honeywell, Riedel-de Haen, Francie
o Vyznam: pfiprava mobilni faze pro HPLC
Aceton p.a.
o Vyrobce: Penta s.r.0., Chemicals unlimited, Ceska republika

o Vyznam: pfiprava zasobniho roztoku FFA
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o Ciiténa voda pro HPLC (FaF UK)

o Vyznam: pfiprava mobilni faze pro HPLC

7.3 Pouzité metody

7.3.1 Priprava fosfatového pufru

Na ptfipravu 1000 ml fosfatového pufru se pouzilo 6,8 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného ¢isttho a 2 g hydroxidu sodného. Kazda
z navazenych surovin se pfevedla do kédinky a nésledné bylo pfidano pfiblizné 250
ml Cisténé vody pro HPLC. Po Gplném rozpusténi se obsahy obou kadinek smisily
aroztok se doplnil ¢isténou vodou pro HPLC do celkového objemu 1000 ml. Fosfatovy
pufr se pfipravil ve tfech riiznych hodnotach pH, a to 5,5, 6 a 6,8, ptidavkem 1 M

roztokem kyseliny chlorovodikové ¢i hydroxidu sodného.

7.3.2 Priprava biorelevantnich médii

Testy rozpustnosti probihaly v prostfedi biorelevantniho média simulujiciho
stav Zaludku na la¢no (FaSSGF, z angl. Fasted State Simulated Gastric Fluid) a také
simulované stievni tekutiny nala¢no (FaSSIF, z angl. Fasted State Simulated Intestinal
fluid), jejichZ sloZeni je uvedeno v Tabulce 2. Biorelevantni média se od ostatnich
pufri odliSuji tim, ze obsahuji komponenty jako travici enzymy, lecithin ¢i Zlu€ové
kyseliny, které umoznuji in vitro simulaci podminek v riznych ¢astech traviciho

traktu. ¢®

23



Tabulka 2: Slozeni biorelevantnich médii ¥

6,5

—
(o)

7.3.2.1 Priprava FaSSGF média

Nasledujici postup popisuje piipravu 100 ml biorelevantniho média FaSSGF.
Ptiprava se skladala ze dvou krokd. V prvni fazi se na analytickych vahach navazilo
0,1999 g chloridu sodného a kvantitativné se toto mnozstvi pievedlo do kadinky
spiiblizné 90 ml Ccist€né vody. Po uplném rozpusténi chloridu sodného se
zkontrolovalo pH vzniklého roztoku pomoci pH metru a upravilo se na hodnotu 1,6
prostfednictvim 1 M roztoku kyseliny chlorovodikové. Poté se objem pufru v odmérné
bance doplnil ¢isténou vodou na 100 ml. V druhé ¢asti ptipravy se navazilo 0,00597 g
praskové smési FaSSGF a kvantitativné se pirevedlo do odmérné baiiky o objemu 100
ml a doplnilo po rysku pfipravenym pufrem. Bailkka byla poté umisténa na
magnetickou michacku a ponechala se zde az do Gplného rozpusténi FaSSGF prasku.
M¢édium FaSSGF bylo mozné pouzit ihned po ptipravé. Okamzité nevyuzité médium

se skladovalo za pokojové teploty a podléhalo dobé spotieby do 48 hodin.

7.3.2.2 Priprava FaSSIF média

Ptiprava biorelevantniho média FaSSIF probihala obdobné¢ jako pftiprava
média FaSSGF. Na 100 ml média se nejprve na analytickych vahach navazilo 0,042 g
hydroxidu sodného, 0,447 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu a 0,6186 g
chloridu sodného. Vsechny tyto komponenty byly nasledné kvantitativné pievedeny

do kadinky a bylo ptidano pfiblizn¢ 90 ml cisténé vody. Kadinka byla umisténa na
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magnetickou michacku a po Uplném rozpusténi se pH metrem ovétilo pH ptipraveného
pufru, které se pfipadné upravilo pomoci 1 M roztoku kyseliny chlorovodikové ¢i
hydroxidu sodného na hodnotu 6,5. Poté se pufr doplnil ¢isténou vodou na objem
100 ml. Ve druhém kroku se navazilo 0,224 g prasku FaSSIF, které se kvantitativné
pfevedlo do odmérné barnky a doplnilo do 100 ml pfipravenym tlumivym roztokem.
Po kompletnim rozpusténi praSku se nachystané biorelevantni médium nechalo pred
pouzitim alesponi 2 hodiny odstat. Behem této doby vznikly micely, které zptsobily
opalescenci roztoku. Médium se skladovalo pfi pokojové teploté a pouzivalo se

maximalné po dobu 48 hodin po pfipravé.

7.3.3 Stanoveni rozpustnosti kyseliny flufenamové

Rozpustnost kyseliny flufenamové se stanovovala ve fosfatovém pufru
a biorelevantnich disolu¢nich médiich (FaSSGF a FaSSIF). Pro stanoveni rozpustnosti
FFA byl ptebytek krystalické FFA ptfidan do 10 ml vySe zminénych rozpoustédel.
Nasledné se tyto smesi nechaly 24 hodin na magnetické michacce pti pokojové teploté,
aby se dosédhlo ekvilibria. Po 24 hodinach byly odebrany asi 2 ml z jednotlivych
vzorkl, které se prefiltrovaly pfes nesterilni 0,22 um hydrofilni PTFE stfikackové
filtry (Syringe Filter Avantor by VWR International, Cina), aby se odstranilo
pfebytecné mnozstvi 1é€iva. Filtrat byl neprodlené nafedén jednotlivymi médii do
vialek (10 pl roztok 1é€iva, 990 ul média) a analyzovan prostfednictvim HPLC (viz
kapitola 7.3.9). Stanoveni rozpustnosti bylo provedeno tiikrat pro kazdé rozpoustédlo

a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatné odchylky méfeni.

7.3.4 Teoretické mnoZstvi FFA potiebné pro vytvoifeni monovrstvy

Pomoci postupu popsaného ve studii Le a spol ®V bylo vypoéteno teoretické
mnozstvi FFA potiebné pro vytvoteni monovrstvy na NUS2 a Aeroperl. Molekulové
rozméry FFA (Obrazek 4) byly zméteny pro strukturu FFA vytvofenou v chemickém
programu (ChemicaElectrica Gateway). Za predpokladu, Ze vétsi rozméry (12,93 A x
8,18 A) definuji kontaktni plochu mezi FFA a povrchem pért NUS2/Aeroperlu,
a s ohledem na specificky povrch (SSA), lze teoretické mnozstvi FFA nezbytné pro

vytvofeni monovrstvy na povrchu nosi¢e odhadnout pomoci rovnice 1.
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Obrazek 4: Struktura kyseliny flufenamové z ChemicaElectrica Gateway

g\ SSAxM, x102°
(%5) =
SAy X N,

(1)
kde SSA je specificky povrch (m?/g), konkrétné pro NUS2 = 363,2 m?/g a Aeroperl =
237,9 m*/g ), My, je molekulova hmotnost FFA (281,23 g/mol), SAm je maximum
kontaktni plochy jednotlivé molekuly (105,82 A?) vypocitané pomoci dvou nejvétsich

molekularnich dimenzi molekuly 1é¢iva.

7.3.5 Stanoveni miry readsorpce kyseliny flufenamové na Neusilin® US2

a Aeroperl® 300 Pharma

Pro adsorp¢ni experimenty byly jako mesoporézni nosice pouzity Neusilin®
US2 (NUS2) a Aeroperl® 300 Pharma. 50 mg nosi¢e (NUS2 nebo Aeroperl® 300
Pharma) se vlozilo do uzaviratelnych sklenénych lahvi obsahujicich 40 ml fosfatového
pufru o pH 6,8. Vzorky se nechaly ekvilibrovat pfi 300 rpm ve vodni lazni o teploté
37 +£ 0,5 °C po dobu 60 minut. Po dosazeni ekvilibria se pfidavalo takové mnoZzstvi
zasobniho roztoku FFA v methanolu (10 mg/ml), aby se vytvoftily rizné koncentrace
FFA v roztoku (2,5-25 ug/ml) a vzorky byly ponechany ve vodni lazni dal§ich 60 minut
kviili dosazeni rovnovahy. Po této dobé byly odebrany vzorky (cca 2 ml), které se
ptefiltrovaly pfes membranovy filtr (0,22 pum, PTFE membrana) a néasledné
analyzovaly pomoci HPLC (viz kapitola 7.4.9). Koncentrace FFA byla ziskana pomoci
kalibra¢ni kiivky ze ziskané plochy pod pikem a mnozstvi FFA adsorbované

v ekvilibriu (Qa) na nosi¢ bylo vypocitdno pomoci nasledujici rovnice:
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_ (Ci - Ce)V

(2)

.....

/ml], V je celkovy objem roztoku [ml], a m je mnozstvi NUS2/Aeroperlu ptidanych do
roztoku [g]. ” Aby se ové&fil vliv mnoZstvi nosi¢e na miru absorpce, byly experimenty
zopakovany stejnym postupem také pro niz§i mnozstvi jednotlivych nosic¢li nosice

(5 mg).

7.3.6 Freundlichova a Langmuirova adsorp¢ni izoterma

K vyhodnoceni adsorpéniho chovani byly pouzity adsorpéni modely podle
Freundlicha a Langmuira. Vynesenim grafli podle vySe zminénych modelt byla
ziskana hodnota korela¢niho koeficientu R?, podle které lze vybrat, ktery model
nejvice odpovidd experimentalnim vysledkim. 79 Linearni formy Langmuirovych
a Freundlichovych rovnic jsou zobrazeny jako rovnice 3 a 4.

1 1 1

Qa QmKL Ce * E
3)

1
log Q, = log K¢ + Elog Ce
4

kde Q. je mnozstvi FFA adsorbované v ekvilibriu [mg /g], Onje jednovrstva adsorpéni
kapacita NUS2/Aeroperlu [mg /g], C. je koncentrace FFA zbyvajici v roztoku po
dosazeni ekvilibria s NUS2/Aeroperlu [pug/ ml], Kz je Langmuirova konstanta [ml /mg]

a Kr [mg /g] [ml /mg]'™ a n jsou Freundlichovy konstanty. 7VLangmuirova konstanta

. y : 1 .1 , T ]
K: je urCena zrovnice grafu o proti — na zaklad¢ linedrni regrese, zatimco
a e

Freundlichovy konstanty Kr a n jsou ziskdny z rovnice grafu logQ,, proti logC,.
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7.3.7 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC analyza byla provedena prostfednictvim ptistroje Agilent HPLC 1260
Infinity System vybavenym analytickou kolonou LiChrospher 100 RP-18
LiChroCART 125-4 (5 pm, 4 mm ID x 125 mm). Mobilni faze byla slozena
z methanolu, ¢isténé vody pro HPLC a kyseliny octové v poméru 80:20:0,5. Rychlost
pritoku byla nastavena na 1,35 ml/min, mnozstvi vstfikovaného objemu vzorku ¢inilo
50 pl. Délka analyzy byla nastavena na 5 minut, jelikoZ reten¢ni ¢as vzorku odpovidal
Casu 2,9 minut. Analyza vzorku byla realizovana pfi teploté 25 °C a vinova délka UV

detekce byla nastavena na 286 nm.

8 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se zaméfila na studium vlivu mnozstvi
a typu mesoporézniho nosice a pH prosttedi na proces readsorpce kyseliny
flufenamové (FFA) jako modelového ve vod¢ Spatné rozpustného léCiva na
mesoporézni silikat (MS). Neusilin® US2 (NUS2) a Aeroperl® 300 Pharma
v mnozstvi 5 a 50 mg byly pouzity jako mesoporézni nosice z fad silikatd. Rizna
prostfedi byla simulovana pouzitim pufrii s riznou hodnotou pH. K vyhodnoceni
adsorpcniho chovani FFA se pouzily modely adsorpénich izoterm, konkrétné

Freundlichtiv a LangmuirGv model.

8.1 Stanoveni rozpustnosti FFA

Rozpustnost FFA se stanovila ve tfech pufrech o rizném pH a dvou
biorelevantnich médiich. Jelikoz je FFA slaba organicka kyselina, da se pfedpokladat,
ze se bude snaze rozpoustet v zasaditém prostiedi. Tento predpoklad byl, jak ukazuje
Obrazek 5, potvrzen, jelikoz nejvyssi mnozstvi FFA se rozpustilo ve fosfatovém pufru
o pH 6,8, a to 793,39 pg v 1 ml. Tato hodnota se ptekvapivé vyrazné lisi od hodnot
publikovanych Maestrellim a spol. ®? V této studii byla stanovovéana rozpustnost dvou

polymorfnich forem FFA (I a III) pifi pH 6,8, ktera se pohybovala v rozmezi

wrwe
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¢i rozdilnym sloZenim média, kdy zminéna studie konkrétni slozeni pouzitého pufru

neuvadi.

900
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Rozpustnost FFA (ug/ml)

300
200

100

Fosfatovy pufr  Fosfatovy pufr  Fosfatovy pufr  FaSSIF (pH 6,5) FaSSGF (pH 1,6)
(pH 5,5) (pH 6) (pH 6,8)

Obrazek 5:Porovnani rozpustnosti FFA v jednotlivych rozpoustédlech

Jak je vidét na Obrazku 5 s klesajicim pH dochéazelo také k postupnému
poklesu rozpustnosti FFA v médiu, pfi¢emz rozpustnost FFA v biorelevantnim médiu
simulujicim prostfedi zaludku na la¢no (FaSSGF) s pH 1,6 nebyla kvili pfili§ nizké
koncentraci modelového 1é¢iva méfitelnd. Toto pozorovani souvisi s ionizaci FFA pii
vy$Sich hodnotach pH, coz vede k vede vys$i rozpustnosti. Naopak v prostiedi
FaSSGF zGstava FFA neionizovand a téméf nerozpustna, coz Cini toto médium
nevhodnym pro dalsi experimenty. Pro nésledujici testovani miry reabsorbce nebylo
vybrano ani biorelevantni médium simulujici prostiedi tenkého stieva na lacno
(FaSSIF), a to z divodu obsahu fady dalsich komponent ®® a zaroveti hodnoty pH

média, které je blizké pH diive zminéného fosfatového pufru.
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8.1.1 Teoretické mnoZstvi FFA potfebné pro vytvoifeni monovrstvy

Pied vyhodnocenim miry readsorpce FFA na povrch MS se stanovilo teoretické
mnozstvi FFA potfebné pro vytvoieni monovrstvy na povrchu nosice (rovnice 1). bylo
zjisténo, Ze teoretické mnozstvi FFA potiebné pro vytvoieni monovrstvy na NUS2 je
160,29 mg/g nebo 16% w/w a na Aeroperlu 104,99 mg/g nebo 10,5% w/w. Z toho
plyne, ze NUS2 ma vyssi teoretickou kapacitu pro adsorpci FFA ve srovnani
s Aeroperlem, coz znamena, ze NUS2 miiZe teoreticky pojmout vétsi mnozstvi FFA
na jednotku hmotnosti. Vyss§i adsorpéni kapacita NUS2 miZze byt zplisobena vétsi

specifickou plochou povrchu nebo vét§im objemem pori nez jaké poskytuje Aeroperl.
a7y, 1)

8.2 Vliv typu a mnoZstvi mesoporéznich silikatii na proces adsorpce

Mesoporézni silikaty se diky své specifické struktufe mesoportt vyznacuji
znac¢nou absorpéni kapacitou, kterd se s uspéchem vyuziva v fadé priimyslovych
odvétvi véetné farmacie. (V) Jejich vysoka schopnost adsorpce 16¢iv je vSak v ramci
I¢kovych systémil spojena také s rizikem netiplného uvolnéni ¢i readsorpce ucinné
latky zpét na nosi¢ po poddni do gastrointestinalniho traktu (GIT). Testovani miry
readsorpce FFA na MS probihalo pfi tfech riznych hodnotdch pH (5,5; 6 a 6,8)
z diivodu simulace zmén pH v pribéhu prichodu formulace GIT. Pfi rdznych
hodnotéach pH je totiz FFA v rozdilnych ioniza¢nich stavech, které mohou ovliviiovat
miru jeji readsorpce na nosi¢. Jak jiz bylo diskutovéno vyse, pfi niz§im pH je FFA
z veétsi Casti v neionizovaném stavu, zatimco pii vyS$im pH se nachazi vice ve stavu

ionizovaném, coz také souvisi s jeji vyssi rozpustnosti v prostiedi s pH 6,8.
8.2.1 Prostredi o pH 5,5

Mira readsorpce FFA na nosi¢ NUS2 je zobrazena na Obrazku 6. Z vysledkt
mnozstvi naadsorbované FFA, pfi¢emz dynamika nartstu se mezi vzorky mirné 1isi.

V ptipadé¢ vzorku NUS2 5 mg je naadsorbované mnozstvi FFA v celém rozsahu

.....

.....
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podotknout, ze u vyssich iniciacnich koncentraci v ptipadé pouziti niz§tho mnozstvi
nosice byly zaznamenany vys$$i smérodatné odchylky méfeni, které mohou vyrazné
ovlivilovat vyznamnost tohoto trendu.

Pozorovana zvysSujici se mira adsorpce léciva se zvySujici se iniciacni
koncentraci 1é¢iva v systému je v souladu se studii Denninga a spol. 7, ktera zkoumala
adsorpéni chovani ve vodé€ Spatné rozpustného 1éciva ritonaviru na MS SBA-15.
Z vysledkti  studie vyplynulo, Ze mezi adsorbovanym 1é¢ivem na MS
a volnym lé¢ivem v roztoku vznika dynamické adsorpéni rovnovaha, kterd mtize vést
k netplnému uvoliovani 1é¢iva. Tento stav, ovlivnény mirou nasyceni roztoku, nastava
pti vyssich koncentracich adsorbatu, tedy pii presyceni roztoku. Jedna se o proces
dynamicky, kdy se molekuly FFA neustale vyménuji mezi povrchem adsorbentu a
roztokem az do ustaveni rovnovéhy (ekvilibria) mezi adsorpcnimi a desorpcnimi
procesy. Ekvilibrium je zavislé na vlastnostech adsorbatu, teploté, tlaku prostredi a
povrchovych vlastnostech MS. 7V Stejny trend (Obrazek 6) byl, jak jiz bylo zminéno
vyse, pozorovan i v této praci. To je mozné vysvétlit tim, ze pfi vyssi koncentraci FFA
je v roztoku vice volnych molekul latky, které mohou interagovat s povrchem

adsorbentu, coz vede ke zvysené adsorpci.

300
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—@— NUS2 5 mg

100 NUS2 50 mg

50

mnozstvi naadsorbované FFA (ug)
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-50

Iniciacni koncentrace FFA (ug/ml )

Obrdzek 6: Zavislost mnozstvi naadsorbované FFA na iniciacni koncentraci FFA pro riizné
hmotnosti NUS2 pri pH 5,5
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Vysledky pro mesoporézni nosi¢ Aeroperl jsou zobrazené na Obrazku 7.

......

ke zvySovani mnozstvi naadsorbované FFA podobné jako tomu bylo u nosi¢e NUS2.

Ob¢ ktivky vykazuji podobny trend, ackoli se v nékterych bodech mirné 1isi, coz vSak

V7w

.....

s rostoucim zastoupenim FFA v roztoku vzrista i naadsorbované mnozstvi.
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Obrazek 7: Zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na iniciacni koncentraci FFA pro
riizné hmotnosti Aeroperiu pri pH 5,5

Z porovnani Obrazki 6 a 7 vyplyva, Ze oba testované nosice vykazuji pti pH
prostfedi 5,5 stejnou miru readsorpce FFA. Maximalni naadsorbované mnozstvi FFA
se v obou pfipadech pohybovalo okolo 220 pug. Obrazek 8 pak zobrazuje mnoZzstvi
FFA adsorbované v ekvilibriu (Qs, v mg/g) na riznych nosic¢ich v zavislosti na
ekvilibracni koncentraci FFA (v pg/ml) vmédiu o pH 5,5. Pii pouziti 5 mg
jednotlivych nosict byla pozorovana rostouci hodnota O, s rostouci ekvilibra¢ni

koncentraci FFA. 5 mg NUS2 dosahuje maximalni adsorpce 43,50 + 8,34 mg/g,
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zatimco 5 mg Aeroperlu vykazuje o néco vyssi hodnotu 43,59 + 3,13 mg/g. Naopak
pfi pouziti vysSich mnozstvi (50 mg) jednotlivych MS byla zjiSténa pouze velmi nizka
mira adsorpce FFA, a to 2,93 £ 0,22 mg/g u NUS2 a 4,76 + 0,96 mg/g u Aeroperlu.
Tato vyrazné niz8i hodnota Q, u vysSich mnozstvi nosicli je zplsobena vztazenim
naadsorbovaného mnozstvi, které je v obou pfipadech srovnatelné, na jednotku

hmotnosti nosice.
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Obrazek 8: Viiv ekvilibracni koncentrace na Q, pro nosice NUS2 a Aeroperl v mnozstvich 5 a
50 mg pri pH 5,5

Ani v jednom piipadée se hodnota O, neblizi zjisténému teoretickému mnozstvi
FFA pottebnému pro vytvoreni monovrstvy na nosici (viz kapitola 8.1.1). Z toho je
mozné usuzovat, Ze ani na jednom z nosic¢i nedoslo béhem readsorpce k vytvotfeni
monovrstvy. Obrazky 6 a 7 navic naznacuji, Ze dal$i navySeni iniciacni koncentrace
by mohlo vést k dalsi adsorpci FFA. Nicméné u vysSich koncentraci blizicich se
koncentraci saturované je pak zaroven nezbytné zvazit riziko precipitace FFA v médiu,

coz muze ziskané vysledky zkreslovat.
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8.2.2 Prostredio pH 6

Na nize uvedenych grafech jsou zobrazeny vysledky naadsorbovaného

mnozstvi FFA na povrch NUS2 a Aeroperlu ptfi pH 6. Na Obrazku 9 je zobrazena

.....

.....

koncentraci roste mnozstvi naadsorbované FFA. Nejvyssi adsorpce bylo dosazeno pii
pouziti mnozstvi nosi¢e 5 mg pii nejvyssi iniciani koncentraci, a to az 180 + 27,15 pg
FFA.
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Obrazek 9: Zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na iniciacni koncentraci FFA pro rizné
hmotnosti NUS2 pri pH 6

Na obrazku 10 jsou zobrazeny vysledky pii pouziti Aroperlu jako nosice.
naadsorbované FFA na nosi¢. Obé kiivky maji podobny trend, z ¢ehoz je mozné
usuzovat, Ze mnozstvi pouzitého nosi¢e nema na miru readsorpce vliv. Nejvyssi
adsorpce bylo dosazeno pii pouziti 50 mg Aeroperlu a nejvyssi iniciacni koncentrace,
a to az 129,89 + 19,59 pg naadsorbované FFA, coz je v porovnani s pouzitim nosice

NUS2 pomérn€ méné.
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Obrazek 10: Zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na iniciacni koncentraci FFA pro
riizné hmotnosti Aeroperlu pri pH 6

Obrazek 11 ukazuje miru adsorpce FFA na jednotlivé nosice v médiu o pH 6
vztazenou na 1 g nosi¢e. Mnozstvi 5 mg jednotlivych MS opét vykazuje vyssi adsorpci
ve srovnani s 50 mg. Hodnoty O, u 5 mg NUS2 dosahuji maxima 26,29 + 4,79 mg/g
au 5 mg Aeroperlu 23,98 + 10,24 mg/g. Nejvyssi mnozstvi naadsorbované FFA na 50
mg NUS2 bylo stanoveno na 2,47 + 1,15 mg/g a na 50 mg Aeroperlu 2,6 + 0,39 mg/g.
Vyrazné rozdily v hodnotéach je pak opét mozné vysvétlit vztazenim naadsorbovaného
mnozstvi na jednotku hmotnosti nosice. Stejné jako v ptipad¢ prostiedi o pH 5,5
nebylo u zadného nosice dosazeno teoreticky stanovenych mnozstvi FFA pro tvorbu

monovrstvy na povrchu nosice.
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Obrazek 11: Vliiv ekvilibracni koncentrace na Qa pro nosice NUS2 a Aeroperl v mnozstvich
Sa50mgpripH 6

8.2.3 Prostredi o pH 6,8

Poslednim prostfedim pouzitym pro experimenty byl fosfatovy pufr o pH 6,8
bézné pouzivany beéhem disoluci pro simulaci prostfedi tenkého stfeva. Obrazek 12
ukazuje jistou zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na mnoZzstvi pouzitého nosice
NUS2. Z vysledki je pak patrné, Zze vice FFA se naadsorbovalo pii pouziti 50 mg
nosi¢e NUS2, kdy mnozstvi naadsorbované FFA stejné jako v pfedchozich piipadech
koncentraci 22,5 pg/ml, a to 95 = 7,75 pg naadsorbované FFA. Naopak v piipadé

pouziti 5 mg nosi¢e NUS2 byl pozorovan spiSe klesajici trend mnozstvi

.....
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Obrazek 12: Zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na iniciacni koncentraci FFA pro rizné
hmotnosti NUS?2 pri pH 6,8

V ptipad¢ pouziti nosi¢e Aeroperlu je trend podobny jako u vétsiho mnoZzstvi

NUS2 (Obrazek 13). Mira absorpce FFA byla u obou mnozstvich srovnatelna a opét

.....

pfi nejvyssi iniciacni koncentraci a pii pouziti vétsiho mnozstvi nosice (50 mg), a to

116,77 + 47,88 ng.
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Obrazek 13: Zavislost naadsorbovaného mnozstvi FFA na iniciacni koncentraci FFA pro
riizné hmotnosti Aeroperl pvi pH 6,8

Na Obrazku 14 je zobrazena zéavislost mnozstvi naadsorbované FFA na
equilibra¢ni koncentraci v médiu o pH 6,8. Z tohoto grafického znazornéni vyplyva,
ze vys§i adsorpce bylo dosazeno pfi mnozstvi 5 mg jednotlivych nosic¢l. Hodnoty Q.
u 5 mg NUS2 dosahuji maxima 8,91 +0,88 mg/g a u 5 mg Aeroperlu 18,96 + 3,64
mg/g. Pii pouziti 50 mg nosicl bylo dosazeno vyrazné nizs$i adsorpce. Nejvyssi
hodnota u NUS2 dosahuje 1,9 + 0,16 mg/g a u Aeroperlu 2,34 + 0,96 mg/g. Na rozdil
od niz8ich pH byla u pufru o pH 6,8 vyssi readsorpce zaznamenana u Aeroperlu. Toto
zjisténi mize souviset s chemickym charakterem povrchu nosict (8- @D, ktera je u
pouzitych nosi¢ odlisnd. Studie Denninga a spol. (' naznacila, Ze v procesu
dynamické adsorpéni rovnovahy hraji vyznamnou roli vodikové vazby a povrchové
interakce mezi modelovym léCivem (ritonavirem) a povrchem MS, ktery mize byt

ovlivnén pH prostiedi (ionizace). 7
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Obrazek 14: Viiv ekvilibracni koncentrace na Q. pro nosice NUS2 a Aeroperl v mnozstvich 5
a 50 mg pri pH 6,8

Vysledky hodnoceni vlivu druhu a mnozstvi MS na proces adsorpce ukazaly,
ze neexistuje vyrazny rozdil mezi pouzitim NUS2 nebo Aeroperlu jako testovaného
MS s vyjimkou prosttedi o pH 6.8 (viz vySe). Pfi analyze vysledkii graficky
znazornujicich mnozstvi naadsorbované FFA nebyly pozorovany vyrazné rozdily
mezi pouzitim 5 mg a 50 mg nosice. Tento jev mize naznacovat, Ze mira absorpce
1é¢iva neni ovlivnéna mnozstvim volnym aktivnich mist na nosici, ale ochotou 1é¢iva
se na tato mista véazat. Pro praxi je toto zjiSténi pozitivni, nebot’ mnozstvi pouZzitého
nosice, které je zpravidla u mesoporéznich formulaci vyssi, nebude pfimo ovliviiovat
mnozstvi readsorbovaného léCiva. Jinymi slovy vétsi pouzité mnozstvi nosice ve

formulaci nemusi nutné¢ znamenat vyssi miru readsorbce podavaného 1é¢iva.

Obrazky 15-18 znazoruji vliv pH prostiedi na miru reabsorpce FFA na
jednotlivé nosice. Vysledky naznacuji, ze pH ovlivituje miru reabsorpce FFA, a to
pravdépodobné s ohledem na ionizac¢ni stav 1é¢iva a nosice. Stejné jako u studie
Denninga a spol. (7 lze adsorpéni chovani vysvétlit interakci mezi silanolovymi

skupinami na povrchu MS a karboxylovymi skupinami kyseliny flufenamové. G%
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GDVy$§i mnozstvi absorbovaného 1é¢iva bylo u obou nosic¢ii pozorovano pii nejnizsim
testovaném pH (5,5). To mlze souviset s lepsi rozpustnosti kyseliny FFA v pufru o
vyssich pH (6,0 a 6,8) a s tim souvisejici niz§i ochotou FFA adsorbovat se na nosice.
Jinymi slovy je mira adsorpce na nosi¢ vyssi v prostfedi, ve kterém se 1é¢ivo méné
ochotné rozpousti a je pro n& vyhodné&jsi navizat se na pfitomny nosic.
V zésaditém prostiedi je totiz FFA ionizovéana do aniontové formy. lonizovana forma
mize mit snizenou afinitu k nepolarnim nebo hydrofobnim povrchiim adsorbentt
kvili elektrostatickému odpuzovani nebo nizsi schopnosti tvofit vodikové vazby.
Tento jev vysvétluje pozorovany pokles adsorpce pii pH 6.8, kde ionizovanad forma
FFA méné interaguje s povrchy NUS2 a Aeroperlu. Zaroven nizsi rozpustnost FFA
v nizsich pH miZze hrat roli v jeji vétsi tendenci k vazbé na nosic. Pfi niz§im pH je FFA
mén¢ ionizovana a vice se vyskytuje v neionizované formé, kterd je méné rozpustna
ve vodé. % Tato neionizovana forma ma vys$$i afinitu k povrchtim adsorbentd, protoze
je hydrofobnéjsi a 1épe interaguje s nepolarnimi povrchy adsorbentl jako je NUS2 a
Aeroperl. V neionizované formé je tedy FFA schopna vytvaret siln€j$i van der
Waalsovy interakce a vodikové vazby s povrchy adsorbentli, coz vede k vyssi
adsorpéni kapacit€ pfi nizSich pH hodnotach. G?
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Obrdzek 15: Viiv pH na adsorpci kyseliny flufenamové na mnozstvi 5 mg Neusilinu® US2
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Obrdzek 18: Viiv pH na adsorpci kyseliny flufenamové na mnozstvi 50 mg Aeroperlu® 300
Pharma

8.2.4 Hodnoceni adsorp¢niho chovani lé¢iv

Hodnoceni adsorpéniho chovéani lé¢iv na MS je zasadni pro pochopeni
interakce mezi léCivem a MS, jakoz i pro pfedpovéd kapacity MS a kinetiky
uvoliiovani 1é¢iva. Zakladnim néstrojem pro popis vztahu mezi koncentraci 1é¢iva
v roztoku a mnozstvim lé¢iva adsorbovaného na povrch MS je adsorpéni izoterma.

K popisu adsorpéniho chovani 1é¢iv se nejcasteji pouzivaji dva modely izoterm
— Langmuiriv a Freundlichtv. ? LangmuirGv model se pouZiva k popsani
rovnovazného stavu v systému adsorbent-adsorbat a predpoklada, ze reaktivni skupiny
jsou homogenné rozlozeny na povrchu adsorbentu (MS), a tudiz pak molekuly
adsorbatu tvotfi na povrchu monovrstvu. 7Y Freundlichiv model naproti tomu
predpoklada, ze povrch adsorbentu je heterogenni a Ze molekuly adsorbatu tvoii na

povrchu vice vrstev. 74
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N : 1L .o
Pro ovéfeni Langmuirova modelu byl vynesen graf o (pfevracend hodnota mnozstvi
a

adsorbované latky na jednotku hmotnosti adsorbentu) proti ci (pfevracend hodnota
e

ekvilibra¢ni koncentrace latky v roztoku), zatimco pro ovéteni Freundlichova modelu
byl vynesen graf logQ, proti log C,. V obou pfipadech se ofekéava linedrni vztah
parametrli, aby mohl byt model potvrzen.

Obrazek 19 zobrazuje Langmuirovu adsorpcni izotermu a Obrazek 20
Freundlichovu adsorp¢ni izotermu pii pH 5,5. Z obou obrazkl je patrné, ze pro
adsorpci FFA na niz§i mnozstvi obou nosict (5 mg) je mozné pouzit oba modely, avSak
Freundlichova adsorp¢ni izoterma pii pH 5,5 popisuje adsorpéni chovani mirné 1épe
s ohledem na ziskané hodnoty R2.V piipadé vy$sich mnozstvi nosicu je pak adsorpce
jednoznaéné 1épe popsana Freundlichovou adsorpéni izotermou, nebot” hodnoty R? pro
Langmuirovu adsorpcni izortermu jsou pouze 0,8883 pro nosi¢ NUS2 a 0,8994 pro
Aeroperl, zatimco v ptipadé Freundlichovy izotermy 0,902 pro NUS2 a 0,9523 pro
pravdépodobné k adsorpci FFA ve vice vrstvach, ptestoze, jak bylo zminéno vyse,
nebylo v ani jednom ptipadé dosazeno teoretického mnozstvi FFA potifebného

k vytvoteni monovrstvy.
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Obrdzek 19: Langmuirova adsorpcni izoterma pri pH 5,5 pro riizné koncentrace Aeroperlu®
300 Pharma a Neusilinu® US2 (5 a 50 mg)
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Obrdzek 20: Freundlichova adsorpcni izoterma pii pH 5,5 pro riizné koncentrace Aeroperiu®™
300 Pharma a Neusilinu® US2 (5 a 50 mg)

Tabulka 3 shrnuje Langmuirovy a Freundlichovy konstanty, které byly
vypocitané pomoci hodnot ziskanych z grafii na Obrazecich 19 a 20. Z vysledkt
vyplyva, Ze nejvyssi hodnota Langmuirovy konstanty K; byla dosazena pro vzorek
byly pozorovéany u vzorku NUS2 pti mnozstvi 50 mg, kde hodnota dokonce klesla do
zapornych hodnot (-0,008 ml/mg), coz naznacuje nevhodnost modelu pro tento piipad.
Freundlichova konstanta Kr dosdhla nejvy$s$i hodnoty u vzorku Aeroperl 5 mg
(6,84 mg/g)(ml/mg)"". To znamend, Ze Aeroperl ma lepsi adsorpéni vlastnosti pii
niz§im mnozstvi nosi¢e nez NUS2, coz se odrazi i v hodnotach konstant. Vyssi hodnota
n pro Aeroperl ukazuje na vétsi heterogenitu povrchu a variabilitu v adsorpcnich

vlastnostech oproti NUS2.
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Tabulka 3: Prehled Langmuirovych a Freundlichovych konstant pro mesoporézni nosice
Neusilin® US2 a Aeroperi® 300 Pharma v mnozstvich 5 a 50 mg pro pH 5,5

5 0,096 4,81 1,45

50 -0,008 0,237 1,205
5 0,129 6,34 1,562

50 0,188 0,69 1,572

Obrazek 21 ukazuje Langmuirovu adsorpéni izotermu a Obrazek 22
Freundlichovu adsorp¢ni izotermu pii pH 6. Z porovnani téchto dvou izoterem je
ziejmé, ze Freundlichtiv model [épe popisuje adsorpci FFA, protoze mé vyssi hodnoty
koeficientu R2. Z toho lze usoudit, ze pti pH 6 pravdépodobné dochazi k vicevrstvé

adsorpci FFA, podobné¢ jako pti pH 5,5.
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Obrazek 21: Langmuirova adsorpcni izoterma pri pH 6 pro rizné koncentrace Aeroperlu®
300 Pharma a Neusilinu® US2 (5 a 50 mg)
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Obrdzek 22: Freundlichova adsorpcni izoterma pii pH 5,5 pro riizné koncentrace Aeroperiu®™

300 Pharma a Neusilinu® US2 (5 a 50 mg)

Z Tabulky 4 Ize vyvodit nékolik zavéri o adsorpénich vlastnostech materialt
NUS2 a Aeroperl pti riznych mnozstvich nosi¢e. Langmuirova konstanta K; odrazi
afinitu materidlu k adsorpci, pfi¢emz nejvyssi hodnota K; byla dosazena u vzorku
Aeroperl pfi mnozstvi 5 mg (0,354 ml/mg). Tento vysledek naznacuje, Ze Aeroperl pii
niz§im mnozstvi vykazuje nejvyssi afinitu k adsorpci mezi testovanymi vzorky.
Naopak negativni hodnota Kz pro NUS2 pfi 5 mg (-1,035 ml/mg) mlze indikovat
experimentalni chyby nebo nevhodnost tohoto modelu pro dany ptipad. Freundlichovy
konstanty Kr a n ddle naznacuji, Ze oba materidly, NUS2 i Aeroperl, vykazuji
vyrazngj$i adsorpcni schopnosti pii nizsi koncentraci nosi¢e (5 mg), coz potvrzuji
vy$§i hodnoty Kr (3,94 [(mg/g)(ml/mg)]"" pro NUS2 a 4,69 [(mg/g)(ml/mg)]"" pro
Aeroperl). S rostoucim mnozstvim nosic¢e na 50 mg dochazi k poklesu hodnot Kru
obou materiali. Tento pokles je vyrazny zejména u vzorku NUS2, kde Kr klesa na
0,47 (mg/g) (ml/mg)"". Vysledky tedy ukazuji, Zze pfi niz§im mnozstvi nosice (5 mg)
maji oba materidly lep$i adsorp¢ni vlastnosti, pfiCemz Aeroperl vykazuje nejvyssi
afinitu k adsorpci. Nicméné tyto zavéry mohou byt ovlivnény pouzitim hodnoty Qa,

kterd je, jak jiz bylo diskutovano vyse, vztazena na 1 g nosice.
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Tabulka 4: Prehled Langmuirovych a Freundlichovych konstant pro mesoporézni nosice
Neusilin® US2 a AeroperI® 300 Pharma v mnozstvich 5 a 50 mg pro pH 6

Obrazek 23 zobrazuje Langmuirovu adsorpéni izotermu a Obrazek 24
Freundlichovu adsorp¢ni izotermu pii pH 6,8. Z obou obrazki je patrné, Ze adsorpcni
chovani vzorkt se 1isi v zavislosti na pouzitém modelu a mnozstvi nosice. Pro nizsi
mnozstvi vzorku NUS2 (5 mg) neni Langmuirova izoterma vhodnd, coZ potvrzuje
nizka hodnota R? = 0,0926, zatimco pro vyssi mnozstvi (50 mg) je tento model velmi
vhodny, s hodnotou R? = 0,9834. Podobn¢ vzorky Aeroperlu vykazuji lepsi shodu
s Langmuirovou izotermou pfi vy$Sim mnozstvi (50 mg), kde hodnota R? dosahuje
0,9944, a pfi niz§im mnozstvi (5 mg) je hodnota R? = 0,688. Freundlichova izoterma,
jak je znédzornéno na Obrazku 24, 1épe popisuje adsorpni chovani vzorkli Aeroperlu,
zejména pii niz$i mnozstvim (5 mg), kde je hodnota R? 0,8901. Hodnota R? 0,9753
pro mnozstvi 50 mg vykazuje men$i vhodnost, nez tomu bylo u Langmuirovy
izotermy. U vzorku NUS?2 je Freundlichova izoterma méné vhodna pro niz8§i mnoZzstvi
(5 mg) s R*=0,3062, avsak pii vyssim mnozstvi (50 mg) poskytuje vysokou hodnotu
R? = 0,975. Z toho vyplyva, Ze Freundlichova izoterma lépe popisuje adsorpci na
Aeroperlu pfi niz§im mnozstvi (5 mg), zatimco Langmuirova izoterma je vhodnéjsi

pro vyssi mnozstvi Aeroperlu (50 mg) a také pro vzorek NUS2 50 mg.
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Obrdzek 23: Langmuirova adsorpcni izoterma pri pH 6,8 pro riizné koncentrace Aeroperiu®
300 Pharma a Neusilinu® US2 (5 a 50 mg)
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Obrazek 24: Freundlichova adsorpcni izoterma pri pH 6,8 pro riizné koncentrace Aeroperlu
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Tabulka 5: Prehled Langmuirovych a Freundlichovych konstant pro mesoporézni nosice
Neusilin® US2 a Aeroperi® 300 Pharma v mnozstvich 5 a 50 mg pro pH 6,8

Mnozstvi Langmuirova Freundlichova Frendlichova
Nosi¢ nosice konstanta KL. konstanta KF Kkonstanta n
[mg] [ml/mg] [(mg/g)(ml/mg)] "
5 2,015 3,896 2,19
NUS2
50 0,104 0,26 1,62
5 0,321 1,16 4,81
Aeroperl
50 0,042 0,24 1,37

Z Tabulky 5 vyplyvaji klicové informace o adsorpcnich vlastnostech
pouzitych MS (NUS2 a Aeroperl) pii mnoZzstvich 5 a 50 mg pfi pH 6,8, vypocitanych
na zéklad¢ Freundlichovych a Langmuirovych izoterm. Langmuirova konstanta K7,
kterd indikuje maximalni adsorp¢ni kapacitu v homogennim systému, vykazuje
u vzorku NUS2 pii 5 mg negativni hodnotu (-2,015 ml/mg), coz miiZze naznacovat
nevhodnost modelu, moZnou nekompatibilitu materidlu s adsorbatem nebo
experimentalni chybu. Pfi vy$§im mnozstvi nosi¢e (50 mg) se hodnota K; pro NUS2
zvySuje na 0,104 ml/mg, coz naznacuje zlepSeni adsorp¢ni kapacity. Naopak Aeroperl
vykazuje pozitivni hodnoty K; pfi obou koncentracich (0,321 ml/mg pii 5 mg a 0,042
ml/mg pii 50 mg), coz potvrzuje lepsi adsorpéni schopnosti ve srovnani s NUS2.
Nicméné, podobné jako u NUS2, dochazi u Aeroperlu ke snizeni hodnoty K} pii vyssi
koncentraci, coz muze indikovat pokles Gc¢innosti adsorpce s rostouci koncentraci
nosice. Freundlichova konstanta Kr, kterd odrazi adsorpcni kapacitu, je vyssi u obou
material pfi nizSim mnozstvi nosic¢e (5 mg), coz naznacuje, Zze materialy maji lepsi
adsorp¢ni schopnosti pii nizSich koncentracich. Konkrétné vzorek NUS2 pii 5 mg
dosahuje hodnoty Kr 3,896 (mg/g)(ml/mg)"", coZ je vyrazn& vyssi nez hodnota pro
Aeroperl pii stejném mnozstvi nosic¢e (1,16). Tento vysledek ukazuje, ze NUS2 ma
vy$si adsorpéni kapacitu nez Aeroperl pifi nizké koncentraci. Freundlichova konstanta

n naznacuje intenzitu adsorpce a povrchovou heterogenitu. Vy$§i hodnotan
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u Aeroperlu (4,81 pti 5 mg) ve srovnani s NUS2 (2,19 pfi 5 mg) naznacuje, Ze Aeroperl

vvvvvv

Vysledky naznacuji, ze adsorpéni chovani FFA na rtiznych nosicich pii riznych
hodnotach pH vykazuje tendenci k vicevrstvé adsorpci, jak naznacuje lepsi shoda
s Freundlichovym modelem, zejména pii niz§ich hodnotach pH (5,5 a 6).
Freundlichova izoterma Iépe popisuje adsorpci FFA ve vétSiné ptipadd, coz potvrzuji
vyssi hodnoty koeficientu R? v porovnani s Langmuirovou izotermou, ktera
predpokladéd monovrstvou adsorpci. Nicméné porovnani maximalniho adsorbovaného
s teoretickym mnozstvim FFA nezbytnym pro tvorbu monovrstvy naznacuje, Ze
nebylo monovrstvy dosazeno. Moznym vysvétlenim je, ze Freundlichiv model 1épe
popisuje heterogenni povrchy, kde adsorpce probihd na rtizné aktivnich mistech (napft.

v porech), coz miize vést k interpretaci jako vicevrstvé adsorpce. 74

9 ZAVER

V ramci této diplomové prace byla experimentalné¢ studovana problematika
readsorpce kyseliny flufenamové (FFA) na mesoporézni silikatové nosic¢e s ohledem
na mnozstvi nosice, typ nosi¢e a pH prostfedi. Cilem bylo zjistit, jak se méni mira
readsorpce FFA, kterd slouzi jako modelovy pifiklad ve vodé Spatné rozpustného
1é¢iva, na vybranych mesoporéznich materialech Neusilin® US2 (NUS2) a Aeroperl®
300 Pharma, v zavislosti na vySe uvedenych faktorech.

Vysledky ukézaly, Ze rozpustnost FFA je znacné zavisla na pH prostiedi, coz
odpovida ocekavanim vzhledem k jejimu charakteru slabé organické kyseliny.
Nejvyssi rozpustnosti bylo dosazeno ve fosfatovém pufru o pH 6,8. V tomto prostiedi
se FFA snadnégji ionizuje, coz vede k jeji vySSi rozpustnosti. Naopak pii nizSich
hodnotéach pH byla rozpustnost FFA nizsi, coz koreluje s jejim neionizovanym stavem,
ve kterém je hiife rozpustna ve vodé. Tato zjisténi byla zasadni pro dalsi experimenty,
jelikoz ukazala, ze pti pH 1,6 (v biorelevantnim médiu simulujicim zaludeéni prostredi
na lacno) nebyla koncentrace FFA dostatecna pro méfeni, a tudiz toto médium nebylo

vhodné pro dalsi testovani readsorpce.

50



Testovani readsorpce FFA na MS probihalo pfi tiech riznych hodnotach pH (5,5;
6 a 6,8), aby byla simulovana variabilita pH v gastrointestinalnim traktu (GIT).
Vysledky ukézaly, ze adsorpce FFA na NUS2 i Aeroperl je dynamicky proces, ktery je
koncentraci FFA dochazelo ke zvySeni mnozstvi naadsorbovaného léCiva, coz je
v souladu s adsorpénimi modely Freundlichovy a Langmuirovy izotermy. Nicméné
nebyl zaznamenan vyrazny rozdil v adsorp¢ni kapacité mezi pouzitim 5 mg a 50 mg
nosice, coz naznacuje, ze mnozstvi nosi¢e neni rozhodujicim faktorem pro efektivitu
adsorpce.

Porovnanim nosict NUS2 a Aeroperl pii riiznych pH bylo zjisténo, Ze oba nosice
vykazuji podobné adsorpcni chovani pii pH 5,5 a 6. Rozdily se vSak objevily pii pH
6,8, kde Aeroperl vykazoval vyssi miru adsorpce FFA nez NUS2. Tento rozdil mtze
byt zplsoben odliSnymi povrchovymi vlastnostmi obou nosicl, které ovliviiuji
interakce mezi ionizovanou formou FFA a povrchem nosice.

Vyznamny vliv na adsorpéni proces méla i ionizace FFA v zavislosti na pH
prostiedi. Pfi nizSich hodnotach pH, kde FFA pfevlada v neionizované formé, byla
zaznamenana vyssi adsorpcni kapacita, coz souvisi s vyssi afinitou neionizované FFA
k povrchiim nosi¢ii. Naopak pii pH 6,8, kde je FFA pfevazné v ionizované formé, byla
adsorp¢ni kapacita nizsi, coz mize byt zpisobeno sniZenou schopnosti ionizované
FFA interagovat s povrchy adsorbentt.

Vysledky této studie maji vyznamné praktické vyuziti pro vyvoj mesoporéznich
formulaci 1é¢iv. Ukazuji, Ze mnozstvi nosice, ktery je Casto v mesoporéznich
formulacich vys§i, nemusi pfimo ovlivilovat mnoZzstvi readsorbovaného 1éc¢iva.
jsou ovlivnény pH prostfedi. Pro optimalizaci formulaci ve farmaceutické praxi je tedy
nezbytné zohlednit tyto faktory pii vybéru vhodného nosice a nastaveni parametri

formulace.
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