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1 Teoreticka cast

1.1 Nanocdastice

Nanocastice jsou strukturované ¢asticové systémy, které jsou tvofeny smési 1é¢iva a pomocné
latky. Jsou studovany od 80.let dvacatého stoleti jako nova lékova forma, alternativa
lipozomii. Re§i problém stability po podani l1éku do krve a stabilitu béhem skladovani.

Nanocastice jsou tvofeny z pevného koloidniho systému s velikosti Castic mezi 10nm a

lum.{1}

Podle druhu ptipravy a morfologie existuji dva typy castic:
Mikro- a nanokapsuly, které jsou tvofeny z pevné ¢asti, obalu, uvniti kterého je jadro, tvofené
z tekuté, polotekuté, nebo tuhé latky.

Mikro- a nanosféry, které jsou z polymeru tvoficiho tuhy roztok nebo tuhou disperzi.

V obou pifipadech mize byt Gfinnd latka rozpusSténa V polymeru, uzaviena uvnitf,

adsorbovana na povrchu nebo uzaviena v dutinach.{2}

1.1.1 Divody vektorizace 1é¢iv

Vektorizace se pouziva pro kontrolu distribuce, pro redukci toxicity a vedlejsich ucinkt, pro
cilenou distribuci aktivnich latek (targeting), pro ziskani nové farmakokinetiky a fyzikalné-
chemickych vlastnosti vektord, pro zvySeni penetrace do bunc¢k a sniZzeni podavanych
davek.{3} Dale se vektorizace pouziva pro kontrolu uvolnovani 1é¢iv z 1ékovych forem, pro
vyrobu 1€kl s postupnym uvoliiovanim, pro ochranu nestalych 1é¢iv proti inaktivaci, pro
maskovani nepfijemné chuti a vilné. Nékdy se vyuziva adjuvantniho efektu vektorti pti aktivni

imunizaci.{4}
Existuji dva typy vektortl, biologické a fyzikalné-chemickeé:
Biologicky vektor:

Jejich pouziti je limitovano velikou heterogenitou, nestandardnosti a naro¢nosti ptipravy jak

finanéni tak technickou. Pouzivaji se napt.erytrocyty, bakterie, viry a priony.{5}



Fyzikalne-chemicky vektor:

Existuji tfi zdkladni skupiny fyzikalné-chemickych vektort. Liposomy, mikrocéstice a
nanocastice. Hlavni rozdil mezi mikro¢asticemi a nanocasticemi je V jejich velikosti.
Lipozomy se od téchto dvou skupin 1i8i strukturou.{6}

Mezi hlavni diivody vektorizace patii specificnost a lepsi penetrace bunécnou sténou. {7}
Vektorizace dale poskytuje nebo zajist'uje orgdnovy targeting, redukuje vedlejsi a nezédouci
ucinky a toxicitu. LepsSi penetrace bunkou zptisobuje zvysSeni efektivity 1éCby a umoziuje
snizit 1é¢ebnou davku léku.{8} Tato cesta umozZiiuje pouzivani nizkych davek, které jsou
Vv bézné 1é¢be neucinné. Monocyto-makrofagovy systém je hlavnim orgadnem, ktery vyuziva
targeting.{9} Zde se primarné¢ hromadi mikroorganismy a cizorody material z krve. Hlavni
funkei monocytl a makrofagl je pohlcovani cizorodého materidlu. Vektory patii pravé mezi
tyto cizi ¢astice. Existuje mnoho zpusobu vektorizace.Vektor chrani nestald 1é¢iva, umoziuje

postupné uvolnovani a aktivuje imunitni systém.{10}

1.1.2 Polymery pouzivané v pripravé nanocastic

Polymery pouzivané ve vyrobé nanocastic musi spliiovat Cetné pozadavky. Musi byt
biodegradabilni ve fyziologickém prostfedi a biokompatibilni se strukturami organismu a s
lé¢ivem. Polymery pfirodni 1 syntetické jsou rozkladany chemickymi a enzymatickymi
reakcemi. Nesméji byt metabolizovany na toxické produkty. Kolagen, zelatina a albumin jsou
polymery, které se pouzivaji ke kontrole uvoliiovani 1é¢iv. Je zde ale velky problém, tyto
ptirodni polymery vyvolavaji alergické reakce.{11}

Mezi syntetické polymery fadime alifatické polyestery jako polylaktidy, polyglykolidy,
polyanhydridy, polyaminokyseliny. Ze vSech nejvice vynikd svymi vlastnostmi kyselina
polymlécna a kyselina polyglykolova. Polymery a kopolymery kyselin mlécné a glykolové
jsou intenzivng studovany od 70.let dvacatého stoleti. Cas a rychlost uvoliiovani zavisi na
fyzikéalné-chemickych vlastnostech jako je molekulova hmotnost, krystalinita, pomér mlécné
a glykolové kyseliny.{12} PLA je pfijata jako zkratka pro polymer L-mlé¢né kyseliny. PLGA
je zkratka pro kopolymer syntetizovany z kyseliny mlééné a kyseliny glykolové. Pomér mezi

nimi je determinovan jako mol LA:mol GA.{13}



1.1.3 Metody pripravy nanocastic

Laboratorni ptiprava mikro- a nanocastic zahrnuje rizné postupy, obecné se jim fika
mikroenkapsulace. Zahrnuje vyrobu mikrosfér, mikrokapsul, lipozémi a nanocastic — termin

nanoenkapsulace se nepouziva. Enkapsulace je termin z oblasti vyroby tobolek (plnéni kapsul,

tobolek).

Postupy pripravy :

Polykondenzace

Sitovani

Extrakce a odpafovani rozpoustédla
Koacervace

Extruze

RozpraSovani

Mleti a mikronizace

Emulsni a suspenzni polymerizace

Molekularni inkluze{14}

1.2 Terbinafin hydrochloridum

1.2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Terbinafin hydrochloridum je syntetické allylaminové antimykotikum. (E)-N-(6,6-dimethyl-
2-hepten-4-ynyl)-N-methyl-1-naph-methylamin hydrochloridum,viz.obr.1.
CoH26CIN Mr=327,9, je to bily jemny prasek, krystalicky snadno rozpustny v etanolu a

rozpustny ve vodé v koncentraci 1%.



Obr.1: Terbinafin
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1.2.2 Mechanismus uéinku

Terbinafin je allylaminové antimykotikum, analog naftifinu. Blokuje biosyntézu ergosterolu
inhibici aktivity enzymu skvalen-epoxidazy. Na rozdil od azolovych antimykotik neinhibuje
procesy zavislé na cytochromu P450, a nesnizuje tedy koncentrace steroidnich hormont.
Primarné fungicidni ucinek je zplsoben inhibici enzymatické aktivity a intraceluldrni
akumulaci skvalenli, vlastni nedostatek ergosterolu pro stavbu bunécné stény se na
antimykotickém ucinku podili fungistaticky. Z jinych uéinkd , az o 40% snizuje mitogenni
odpovéd’ fibroblastd, hladké svaloviny cév na stimulacni uinek plazmatického rlstového

faktoru(PDGF), a tim neointimalni proliferaci.

1.2.3 Charakterizace

Antimikrobni spektrum zahrnuje dermatofyty (Trichophyton spp., Microsporum spp.,
Epidermophyton floccosum), kvasinky (Candida spp., Pityrosporum spp., Scopulariopsis
brevicaulis), plisn¢ (Aspergillus spp.), dimorfni houby (Sporothhrix schenckii, Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum) a Dematiceae (Hendersonula toruloidea) a parazity
(epimastigoty i amastigoty Trypanosoma cruzi). Podobné jako azolové derivaty je ucinngjsi
na vlaknité¢ formy hub, které jsou vuci inhibici syntézy bunééné membrany citlivéjsi nez

kvasinky.



1.2.4 Farmakokinetika

Farmakokinetika terbinafinu je linedrni: terbinafin se po peroralnim podani dobfe vstfebava,
potrava resorpci zadsadné neovlivni, maximalni koncentrace v plazmé se dosédhne za 2 hodiny.
Vazba na plazmatické bilkoviny je az 99%. Terbinafin je vysoce lipofilni a keratofilni a
postupné se koncentruje v tukové tkani, v kuzi (ve stratum corneum jiz 2. den po podani
dosahuje 10krat vysSich koncentraci nez v plazm€) a jejich adnexech (vlasovém
folikulu,vlasu), v nehtech a sébu, nikoliv v potu. Podléha extenzivni oxidativni
biotransformaci Vv jatrech, metabolity jsou vyluCovany pievazné moci, méné stolici. Pfi

vyznamné poruse funkci jater nebo ledvin miize proto dojit k akumulaci terbinafinu.

1.2.5 Nezadouci ucinky

Asi u 3% pacientd se uvadéji nezavazné dyspeptické obtize (nevolnost, nechutenstvi, mirna
bolest biicha, prijem), u 1% alergicky kozni exantém. Po 4-8 tydnech 1écby se miZe objevit
ztrata chuti, nejprve na slané, pozdéji na sladké vjemy. Na podkladé interakce vykazuje
terbinafin synergicky ucinek s ketokonazolem (az 30-nasobné zvySeni) pii infekcich
zpusobenych Trypanosoma cruzi, potencuje ucinek triazolovych antimykotik. Klinicky
nevyznamné meéni uc¢innost 1ékd podléhajicich jaterni biotransformaci cytochromem P450

(cyklosporin, tolbutamid, cimetidin,rifampicin).{15}

1.3 Principy méreni velikosti ¢astic

1.3.1 Dynamicky svételny rozptyl

Zetasizer ZS (Malvern Instruments,UK) provadi méfeni velikosti ¢astic a jejich zeta
potencialu pomoci procesu, ktery se nazyva dynamicky rozptyl svétla (DLS-dynamic light
scattering). DLS proméfuje Browntiv pohyb, jehoZ rychlost souvisi s velikosti ¢astic. Castice
prochézejici laserovym paprskem, rozptyluje zafeni vSemi sméry. Detektor umistény v naSem

piipadé na 173" analyzuje dopadajici zafeni. Kolisajici intenzita rozptyleného dopadajiciho



zateni se zobrazuje na detektoru jako soustava Cernobilych skvrn. Bilé skvrny jsou zaznamem
pro dopadajici rozptylené zéateni ve stejné fazi, ¢erné skvrny jsou zplsobeny vzajemnym
vyruSenim fazi, viz.obr.2. Detektor zaznamenava rychlost pohybu skvrn na stinitku v case a
pies korelacni funkci a Stokes-Einsteinovu rovnici piepocitava rychlost pohybu ¢astic na

jejich velikost.

Obr.2: Skvrna zobrazujici Browntv pohyb

Castice suspendované v tekuting nejsou v praxi nikdy stacionarni. Céstice se pohybuji
Brownovym pohybem. Brownliv pohyb je pohyb ¢astic v disledku nahodnych srazek s
molekulami kapaliny. Hlavni rys Brownova pohybu pro DLS je to, ze se malé castice
pohybuji rychleji a velké Castice naopak pomaleji. Vztah mezi velikosti Castic a rychlosti
Brownova pohybu je definovan jako Stokes-Einsteinliv zakon. Tak jako jsou castice
Vv pohybu se skvrna jevi také jako pohybujici se. Zetasizer nano systém méti pomér intensity

kolisani a pocita velikost ¢astic.
Stokes-Einsteintv zakon:

r=kT/6mwnD n ... viskozita
T ... teplota
D

... diftizni koeficient

—

... polomér

k ... boltzmanova konstanta
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Vime, ze zetasizer méfi intensitu kolisani laserového paprsku a pouziva ji k méteni velikosti
priméru ¢astic uvnitt vzorku. Uvnité pristroje je souCdst nazyvand digitalni koreldtor.

Korelator je program porovnavajici kolisani intenzity svételného signalu v ¢asovém obdobi.

1.3.2 Korelaéni funkce

Jestlize jsou méfeny velké Céstice, pohybujici se pomalu, intenzita porovnavaci skvrny bude
také kolisat pomalu. Jestlize jsou méfeny malé Castice, pohybujici se rychle, intenzita zareni
porovnavaci skvrny bude také kolisat rychle.

Po zméteni korela¢ni funkce a uchovani namétenych dat, pfistroj zobrazi velikostni distribuci.
Zetasizer software pouziva korelacni funkci pro vypocet velikostni tfidy. Typicky graf
distribuce velikosti je ukazan na obr.3. Osa X ukazuje distribuci tfidy velikosti, zatimco osa Y

ukazuje relativni intenzitu rozptyleného svétla.

Obr.3: Graf distribuce velikosti ¢astic

Size distribution by Intensity
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Ackoliv zédkladni distribuc¢ni velikost vytvofend DLS je distribuce intenzity , muize byt
pievedena na objemovou distribuci. Tato objemova distribuce muze byt také dale pievedena

na &iselnou distribuci. Ciselna distribuce v sobé& nasobi chyby z distribuce intenzity.
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1.3.3 Pocetni, objemova a intenzitni distribuce

Velice jednoduché je popsani rozdili mezi intenzitni, objemovou a pocetni distribuci,
musime si predstavit vzorek obsahujici pouze 2 velikosti ¢astic(napt.5nm a 50nm), se stejnym
pomérnym zastoupenim obou velikosti, viz.obr.4. Prvni graf ukazuje vysledky jako pocetni
distribuci. Oba piky jsou stejné velikosti(1:1). Druhy graf ukazuje vysledky objemové
distribuce, oblast piku pro ¢astice velké 50nm je tisickrat vétsi nez pik pro Castice velké Snm.
Takze objem 50nm ¢astic je tisickrat vétsi nez Snm ¢éstic, Ve vzorci pro vypocet objemu je
tieti mocnina poloméru. Tieti graf ukazuje vysledky distribuce podle intenzity paprsku laseru.
Oblast piku pro 50nm castice je milionkrat vétsi nez pro Snm castice. Je to proto, ze velké

¢astice rozptyluji milionkrat vic svétla nez Castice malé.

Obr.4: Graf pocetni, objemové a intensitni distribuce

Number Volume Intensity
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1.3.4 Meéreni velikosti ¢astic

Typicky DLS systém zahrnuje Sest hlavnich komponent. Laser, je pouzivan jako svételny
zdroj Kk ozatovani vzorku Castic uvniti kyvety. Vétsina svételného paprsku prochazi rovné

vzorkem, cast zafeni je rozptylovana ¢asticemi uvniti vzorku. Dalsi je detektor, pouzivany
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k méfeni intenzity rozptyleného svétla. Castice rozptyluji svétlo ve viech smérech, je mozné
teoreticky umistit detektor do témét jakékoliv polohy, v které bude detekovat rozptylené
zareni. Jestlize je detekovano piili§ mnoho svétla, detektor se pietizi. Proti pfetizeni je zde
tzv.zeslabovaé, pozivany k redukci intenzity svétla laseru, ktery redukuje silu rozptyleného
zateni. U vzorkd, které nerozptyluji mnoho svétla, jako jsou velmi malé ¢astice nebo vzorky
nizké koncentrace, musi byt zvySeno mnozstvi rozptylovaného svétla. V této situaci
zeslabova¢ dovoluje vétsSimu mnozstvi svétla projit vzorkem. Pro vzorky, které rozptyluji
mnoho svétla, jako velké Ccastice, nebo vzorky o vysoké koncentraci, je mnozstvi
rozptylovaného svétla sniZzeno. Zeslabova¢ tedy redukuje mnozstvi svétla prochdzejici
vzorkem. Intenzita signalu z detektoru ptechazi na digitalni signal v pfistroji nazyvany
korelator, ktery srovnavd rozptylovanou intenzitu v nésledujicich casovych intervalech

k odvozovani poméru kolisajici intenzity. Tyto Kkorela¢ni informace dale prochazi pies

pocitac, kde se data analyzuji a odvozuje se velikost.

1.3.5 Pohyblivé ¢ocky

Uvniti pfistroje zetasizeru ZS( Malvern Instruments,UK) jsou pohyblivé ¢ocky, dovolujici
meénit ohniskovou pozici v kyveté. Toto zvétSuje rozsah koncentraci moznych pro méfeni.

Pro malé castice, nebo vzorky nizké koncentrace je toto prospésné pro maximalizovani
mnozstvi rozptylovaného zafeni vzorkem. Tak jako laserovy paprsek prochazi sténou kyvety
a je rozptylen, zaCina st€na kyvety ,zafit“. Tato zafe mulZe ruSit rozptylovany signal.
Usmérnénim méfeného bodu ze stény kyvety smérem do centra kyvety se odstranuje tento
efekt. Velké castice, nebo vzorek vysoké koncentrace rozptyluji mnohem vice svétla. V této
situaci méfeni probihd blize ke sténé¢ kyvety a redukuje efekt vicendsobného rozptylu.
V tomto piipadé bude zifeni ze stény kyvety méné rusit. Zadné zateni nebude redukovat

signal rozptylu.{16}

1.4 Méreni a principy zeta potencialu

Pro pochopeni méteni zeta potencidlu je v prvé fadé nutné pochopit teorii zeta-potencidlovou

a dale fyzikalni d&je probihajici v pribéhu méteni.

12



1.4.1 Teorie zeta potencialu

Zetasizer méii zeta potencidl pomoci elektroforetické pohyblivosti a poté k vypoctu pouziva
aplikace Henryho rovnice. Okolo ¢astic existuje tzv.elektricka dvojvrstva. Vrstva okolo ¢astic
existuje ve dvou Castech, inertni ¢ast, nazyvana ,,pevna vrstva“, kde jsou ionty pevné vazany a
diftzni ¢ast, kde jsou ionty pfipojeny méné pevné, viz.obr.5. Kdyz se ¢astice pohybuje, tyto
ionty se pohybuji spolu s ni. Potencial nachazejici se mezi pohybujici se Castici a okolim se

nazyva zeta potencidal.

Obr.5: Zeta potencial

Elektricka dvouvrstva
I ¢ '. Difuzni vrstva
Sternuv potencial I I slabé vazané

\‘ i I ionty

Negativné
nabita ¢astice

Pevné
vazané ionty

Rovina skluzu/

Zeta potencial

Zeta potencial je dulezity pro pochopeni potencialové stability a v teorii koloidnich systému.
Koloidni a také makrodisperzni systém je definovan jako soustava sloZzena nejméné ze dvou
fazi, latky dispergované a disperzniho media. Rozmér koloidnich c¢astic se pohybuje

vrozmezi Inm az lum. V téchto pfipadech nas zajimaji dva hlavni stavy, pevna latka
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dispergovana v tekutiné (suspenze) a tekutina dispergovana v tekuting, ¢ili emulze. VSechny
Castice v suspenzich majici velky negativni nebo pozitivni zeta potencidl, maji tendenci
k odpuzovani a neni zde tendence k flokulaci. Jestlize vSak ¢astice maji velmi nizky zeta
potencial a je zde nepfitomnost sily ochranujici ¢astice, spojuji se a flokuluji. Hlavni délici
hranice mezi stabilnimi a nestabilnimi suspenzemi je +30mV a -30mV. Castice se zeta
potencidlem vy$$im nez +30mV nebo niz§im nez -30mV jsou normalné povazovany za
stabilni. Velice dulezity faktor v hodnoté zeta potencidlu je pH. Kdyz si predstavime castici
Vv suspenzi s negativnim zeta potencidlem, do které pridame alkalii, Castice maji tendenci
ziskat vEtSi negativni naboj. Kdyz pfiddme kyselinu do této suspenze, negativni nédboj bude
neutralizovan. Zadné dalii pridani kyseliny nezap#i¢ini vzestup pozitivniho naboje. Proto zeta
potencial bude pozitivni v nizkém pH a niz8i nebo negativni ve vysokém pH.

Hodnota, ve které zeta potencial je roven nule se nazyva isoelektricky bod, viz.obr.6.

V tomto bod¢ je koloidni systém nejméné stabilni.

Obr.6: Isoelektricky bod
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Velice dilezita je existence elektrokinetickych efektli, mezi které patii elektroforéza,

elektroosmoza, potencial proudéni, potencial sedimentace.

1.4.2 Elektroforéza

Jestlize v elektrolytu pouzijeme elektrické pole, nabité castice suspendované v elektrolytu
jsou pritahovany smérem k elektroddm opacného naboje. Viskozni sily brzdi pohyb castic.
Rovnovaha je dosazend mezi témito dvéma opacnymi silami, ¢astice se pohybuji se stalou
rychlosti. Rychlost ¢astic zavisi na nasledujicich faktorech: intenzita elektrického pole nebo
rozlozeni napéti, permitivita media, viskozita media, zeta potencidl. Rychlost ¢astic
Vv elektrickém poli je obvykle popisovana jako elektroforetickd pohyblivost. Na zékladé téchto

informaci mizeme zeta potencial ¢astic aplikovat do Henryho zdkona.

Henryho rovnice:

Ue=2¢ z f(Ka)/3n
Zeveunnnn. zeta potencial

Ug...... elektroforetickd pohyblivost
€evrennne dielektrické konstanta
n.........viskozita

f(Ka)...Henryho funkce

1.4.3 Méreni elektroforetické pohyblivosti

Zéklad klasické mikroelektroforézy je kyveta s elektrodami. Castice se pohybuji smérem
k elektrodam opa¢ného naboje, jejich rychlost je méfena a vyjadiena v jednotce silového pole
jako jejich pohyblivost. Technika pouzivana v méfeni rychlosti v Malvernové zetasizeru je
laserovy Dopplertv rychlomér. Tento rychlomér je velmi dobfe zavedena technika ve studiu

proudéni kapalin.
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1.4.4 Elektroosmoticky efekt

Kyveta nese povrchovy ndboj, takze aplikace elektrického pole sleduje elektroforetické
zmény kapalin vyznacujici se elektroosmotickym tokem. Koloidni ¢astice jsou podrobeny
elektroosmotickému toku zndsobeného jejich elektroforetickou pohyblivosti. AvsSak
V uzavieném systému musi byt tok podél stén kompenzovan pro obraceny tok smérem dolt
Vv centru kapilary. V kyveté je také misto, kde je elektroosmoticky tok nulovy — 2 toky proti
sob& se pohybujicich tekutin se vzajemné rusi. Jestlize je méfeni provedeno v tomto miste,
rychlost méfenych ¢astici bude skute¢na elektroforetickd rychlost. Tento bod je nazyvan

stacionarni vrstva.

Spis nez uzivani Dopplerovy frekvence ukazuje pti¢iny pohybu ¢astic méfeni jejich rychlosti,
fazova analyza svételného rozptylu. Fdzovd analyza méfi porovnanim faze svételného

rozptylu ¢astic s fazi srovnavaciho paprsku.

Fézova analyza signalu mtze byt determinovana pfesné¢ v ptitomnosti dal§ich efektl, které
nezpusobuji elektroforézu, napf. termalni unaSeni zpusobené termalnim teplem. Detekce

fazové zmeny je vice citliva ke zméné pohyblivosti nez tradi¢ni detekce frekvenéniho posunu.

1.45 Zetasizer, nano a zeta-potencialové méreni

Je zde pouzivano Sest zakladnich komponent, hlavni je laser, ktery je zdrojem svételného
zafeni. Béhem méfeni zeta potencidlu je zdroj svétla rozstépen k poskytnuti srovnavaciho
paprsku. Srovnavaci paprsek je nezbytny v metodé méfeni zeta potencialu. Laserovy paprsek
prochazi sttedem vzorku kyvety. Pii vlozeni méfici kyvety do pfistroje je umoznéno
systémem rozpoznat typ zeta potencialu a utvofit software k pouziti spravné métici sekvence.
Dalsi soucast je detektor, ktery posila informace do digitalniho signalniho procesoru. Tyto
informace poté prochazi pocitacem, kde je Zetasizer nano software produkujici frekvencni
spektrum. Poté jsou zeta potencidlové informace sCitany. Jestlize je pfistrojem detekovano
vice svétla nez je mozné, nastava pretizeni. Toto piekonava tzv.zeslabovac, ktery je pouzivan
k redukci intensity laseru a proto redukuje intensitu rozptylovani. Vzorky, které nerozptyluji

mnoho svétla, jako malé Castice, nebo vzorky nizké koncentrace, pro né pouzivame vétsi
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mnozstvi rozptylovaného svétla. Pro vzorky, které rozptyluji vice svétla, jako velké Castice,
nebo vzorky vyssi koncentrace, u nich musi byt mnozstvi rozptyleného svétla sniZzeno
zeslabovacem. Zeslabovac¢ automaticky redukuje mnozstvi svétla prochazejiciho vzorkem.

Dale je zde nainstalovana kompenzacni technika.

1.4.6 Univerzalni ponorovaci kyveta

Ponofovaci kyvetu vkladdme do drzdku na kyvetu, pfistroj ma moZznost rozpoznat druh

pouzité kyvety.{17}

1.5 Sprejové suSeni

Sprejové suseni patii mezi mechanické metody mikroenkapsulace, je vhodné pro kontinualni
produkci suchych pevnych latek ve form¢ prasku, granulatu nebo aglomeratu z tekutych
roztokli, emulzi, pfipadné i suspenzi. Produktem sprejového suseni je prasek malych
mikrokapsul o rozmérech 1 — 150 mikrometrii. Tento prasek miize byt dale vyuzit k pifipravé
suspenzi nebo pelet nebo k lisovani tablet . Vysledny produkt vyhovuje ptisnym pozadavkim
na kvalitu, jako je distribuce velikosti ¢astic, zbytkovy obsah vlhkosti, objemova hustota a

tvar Castic.{18}
1.5.1 Princip sprejového suSeni

Sprejova susarna se sklada z napdjeci pumpy, atomizéru, ohfivace vzduchu, vzduchové

trysky, suSici komory a zafizeni pro vyfukovani a CiSténi vzduchu. Atomizér utvaii sprej

s pozadovanou distribuci velikosti ¢astic.

V pramyslu se pouzivaji 3 typy atomizéru:

a)rotaéni atomizér — rozprasovani energii centrifugy
b)tlakova tryska— rozprasovani tlakovou energii

c)dvouproudova tryska— rozprasovani kinetickou energii{19}
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Sprejové suseni se sklada ze tii kroku:

a)piiprava emulze nebo jiné disperze ¢i roztoku
b)homogenizace disperze ¢i roztoku

c)rozpraseni v susici komoie{20}

Rychlost vypatrovani a teplota produktu v susarn¢€ jsou ovlivnény prvnim kontaktem mezi
kapkami roztoku/disperze a susicim vzduchem.
Existuji tfi typy suSeni:

a)suseni v souproudu, kdy se susici vzduch a castecky pohybuji susici komorou stejnym

smeérem

b)suSeni v protiproudu, susici vzduch a ¢astecky se pohybuji v susici komote proti sobé

c)smiseny tok, pohyb ¢astecek susici komorou zahrnuje souproudé i protiproudé faze{21}

Jednoduchy operacni systém s jednoduchym ovladanim umoZiiuje rychlé ptizpisobeni
podminek (napf. nastaveni teploty) pfesné podle pozadavkil na produkt. Sprejové susarny
byvaji navrzeny tak, aby produkt dosahl pozadovanych vlastnosti: velikosti ¢astic, objemové
hustoty, obsahu vihkosti nebo rozpustnosti . Produkce mikrokapsul probiha v jednom kroku a
muze probihat kontinudlng. Jednoduchost metody umoziiuje vyhnout se organickym

rozpoustédlum.{22}

1.5.2 Vyhody sprejového suseni

Hlavni vyhodou sprejového suSeni je to, Ze se miiZze pouZivat i pro termolabilni latky, protoZe
latka jadra byva zahiatd na pomé&mé nizkou teplotu . Cistota produktu ziistava velmi vysoka,
protoze castecky latek jadra nepfichazeji do kontaktu se st€énami suSarny dfive, neZ jsou

vysuSeny, coz minimalizuje problém lepeni a koroze.{23}
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1.5.3 Nevyhody sprejového suseni

Nevyhodou sprejového suseni je to, ze latka jaddra mize byt i na povrchu mikrokapsuly, coz
muze zpusobit jeji oxidaci a pfipadné chutové zmény. Dal§Sim problémem jsou skladovaci
podminky produktu, které mohou mit vliv na aktivitu vody a tim i na stabilitu mikrokapsuly a
udrzeni prchavych piimési uvnitf. Mohou se vyskytnout i poruchy soudrznosti, zvIasté pii
Spatnych podminkéach suSeni. Pfi sniZovani teploty se mikrokapsuly mohou nafukovat a na
povrchu mohou vzniknout praskliny. Tyto vSechny zmény vedou ke snizeni kvality
vysledného produktu.{23}

1.6 Mikroskopie

Tato metoda umoznuje pfimé méefeni pozadovanych ¢astic. Protoze se zkouma relativné mélo
Castic, narusta nebezpeCi nereprezentativnosti vzorku. Pokud se méfi distribuce hmotnosti,
vysledky mohou byt ptehnané. Vynechani jedné 10 um c¢astice ma u méteni objemu stejny
efekt jako vynechani tisice 1 um ¢astic (10° = 1000). Americky Ndrodni urad pro standardy
doporucuje proméefeni minimalné 10.000 obrazii (ne castic !) pro zachovani statistické

spravnosti.

Pro hodnoceni obrazu ziskaného mikroskopem se Casto pouzivd kamera s elektronickym

hodnocenim zobrazeni (image analysis, analyza obrazu).{24}

1.6.1 Obrazové zpracovani

Grafiku mizeme ukladat a upravovat riiznymi zpisoby - jako bitmapy nebo jako vektorovou
grafiku. Bitmapa je mnozina obrazovych bodi (pixeld), vektorova grafika je soubor

matematicky popsanych kiivek (Cara je ve vektorové grafice urcena pocateCnim a koncovym

bodem).
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Obr.7 : Cara tvofena obrazovymi body a vektorova ¢ara (oboji pii velkém zvétseni)

bitmap (pixel graphic) vector graphic

Dulezitym pojmem je také gama korekce. Gama korekce znamena selektivni zvySeni nebo
snizeni kontrastu obrazu podle hodnot intenzity: I(R) = 1(0)"". I(R) je hodnota intenzity
vysledného obrazu, I(O) je hodnota intenzity ptivodniho obrazu. Hodnota y < 1 obraz celkové
ztmavi. Zvysi se kontrast svétlych oblasti. Hodnota y > 1 obraz celkové zjasni. Zvysi se

kontrast tmavych oblasti. Hodnota y = 1 obraz nijak neméni.

Obraz lze také upravovat pomoci operaci s kontrastem. Obrazy v Sedé skale maji pevné dany

maximalni pocet jasovych trovni. U fady obrazii se hodnoty jasu obrazovych bodii pohybuji
jen v uzkém rozmezi, tj. rozsah vyuzitych hodnot Sedé¢ Skaly je mensi nez cely rozsah Sedé
Skaly. V takovych pfipadech se Spatné rozliSuji struktury, protoZe obraz ma jen minimalni
kontrast. Optimalizace obrazu pied prohlizenim zajisti roztaZzeni hodnot Sed¢ Skaly na

maximalni §ifku, ¢imZ se zvysi kontrast obrazu.

Histogram je graf x/y, ktery zachycuje poéty obrazovych bodi, které maji konkrétni hodnotu
Sedé. Zachycuje, které hodnoty $edé skaly se v obrazu vyskytuji, a jejich rozlozeni. Spicky
oznacuji hodnoty Sedé skaly, které se vyskytuji ¢asto.{24}

1.6.2 Sameotna analyza

Pouziva se analyza faze nebo detekce Castic.
Analyza faze je kvantitativni hodnoceni plochy s ohledem na jednotlivé hodnoty Sedé Skaly

nebo barevné slozky.
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Detekce Castic je hodnoceni Sedé Skaly. Castice je souvisla mnozina obrazovych bodu, které

spadaji do definovaného rozmezi hodnot sedé skaly.

Aby detekce Castic fungovala, musi Castice jasn¢ kontrastovat s pozadim. Popsané Céstice se

poté podle nastavenych parametrii tiidi do jednotlivych tfid klasifikacniho schématu.

Pro popis Castic se pouzivaji rizné parametry :

a) ID - jedine¢né identifikacni Cislo ¢astice

b) Plocha (Area) - plocha ¢astice v jednotkach aktualni kalibrace obrazu. Plocha je vypoctena
vynasobenim poctu obrazovych bodu kalibra¢nimi faktory os X a Y

c) Obvod (Perimeter) - soucet vzdalenosti po uzaviené kiivce obvodu

d) Maximalni vnéjsi prumér (Diameter Outer Max) - nejvétsi vzdalenost okraji Castice
meéfend po usecce prochazejici sttedem

e) Maximalni Feretiv prumér (Feret Max) - nejvétsi vzdalenost rovnobéznych tecen

prochézejicich protilehlymi okraji ¢astice
f) Tvarovy faktor (Shape Factor) - vyjadiuje kulatost ¢astice
g) Prumér ekvivalentni kruznice (Equivalent Circle Diameter, ECD) - hodnota ECD je prumér

kruznice, kterd ma stejnou plochu jako ¢astice

h) Pocet dér (Hole Count) - pocet dér v castici{24}

Obr.8 : Parametry pouzivané pii analyze obrazu (maximalni vn&j§i primér, maximalni

Feretiiv primér, tvarovy faktor, primér ekvivalentni kruznice, pocet dér)

@ &
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy Kern ABS, max 220g, d=0,1¢g

Vahy Kern 440-33N max 200g, d=0,01g

Vahy Kern 440-47 max 1200g, d=0,1g

Magneticka michacka Heidolph MR 3001 100-1250 ot./min

Homogenizator Diax 900 Heildolph max.8000-26000 otacek / min., 6.pasem

Zetasizer ZS, Malvern Instruments UK

Centrifuga Heltich Universal 16 A max. 3000 ot./min.

Ultrazvuk Sonorex super 10P Bandelin

sprejova susarna Mini Spray Dryer B-290 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svycarsko)
mikroskop Olympus BX 51

PC s programem analySIS® FIVE (Soft Imaging System GmbH, Miinster, Némecko)

2.2 Chemikalie

Kyselina poly(DL-mlééna), KFT UK FaF Hradec Kralové

Dichlormethan (DCM) p.a. Lachema a.s. Neratovice, M=84,93g/mol, p=23-24/25-36/37
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L-a lecitin — typ II S, sojovy, P-5638, Sigma Aldrich

Polysorbat 80 — Lachema a.s.,CZ

Mannitol p.a. — Lachema a.s., CZ

Destilovana voda

2.3 Pomiicky

polystyrenové kyvety
injekéni stiikacky
pipety

nalevky

filtra¢ni papiry
kadinky

1zicky

stojany s drzaky
sklenéné ty€inky
sklenéné lahvicky s vickem
exsikator

alobal
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2.4 Metody

2.4.1 Priprava nanocastic extrakci a odparenim rozpoustédla

Metoda vyuziva extrakci a odpafovani rozpoustédla. Tato metoda je zaloZena na principu
piipravy emulze typu olej ve vodé. Ve vnitini fazi se nachazi roztok polymeru a LL. Soustava
se michd, tim jsou kapky vnitini faze v neustalém pohybu. Rozpoustédlo ptechazi do vodné
faze, odkud se postupné odpatfuje. Ve vnitini fazi zdstavad polymer a Castice se stavaji
pevnymi. Jako polymer jsme pouzivali kyselinu poly DL-mlé¢nou (PDLLA) v koncentraci
1%. Jako rozpoustédlo jsme pouzili dichlormethan (DCM). Jako emulgator byl pouzit lecitin

a polysorbat-80, oba v koncentraci 0,5%.

Piiprava roztoku lecitinu a polysorbatu(vné;jsi faze)

Nejprve jsme navazili na analytickych vahach 0,25g lecitinu a 0,259 polysorbatu. Toto
mnozstvi jsme rozpustili ve 49,5g vody,minutovym zahiatim v mikrovinné troub¢ a kratkym

ponofenim do ultrazvuku jsme rozpousténi urychlili.

Piiprava roztoku 10% terbinafinu a 1% PDLLA v daném rozpoustédle(vnitini faze)

Na analytickych vahach jsme navazili 0,1g PDLLA a 0,019 terbinafinu a umistili je na dno

tmavé sklenéné lahvicky s uzdvérem a ptidali jsme 9,89g DCM.

Do kadinky s roztokem lecitinu a polysorbatu jsme ptidali 1g smési 1% roztoku PDLLA a
0,1% roztoku terbinafinu (10% roztok vuci koncentraci polymeru). Tuto smés jsme umistili
na homogenizator a 2 minuty jsme homogenizovali na stupni 6 (tzn.26000 otacek/min). Po
ukonceni homogenizace jsme roztok rychle ptelili do pfedem pfipravené kadinky se 100ml
vody. Kadinku jsme umistili na magnetickou micha¢ku na dobu 2 hodin (do odpafeni

rozpoustédla).
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2.4.2 Koncentrovani vzorkid pomoci dialyza¢ni trubice zasypané polyakryl-
polyalkoholem

Do trubice jsme nasypali 2g PAPA a peclivé zavazanou dialyzaéni trubici jsme umistili do
roztoku vzorku. V danych ¢asovych intervalech jsme vzorek odebrali a méfili jsme velikost

nanocastic s terbinafinem a jejich zeta potencial na pristroji Zetasizer.

2.4.3 Vyuziti hydrolyzatu Zelatiny v pripravé nanocastic

Tato metoda vychazi z predeslého postupu. Hydrolyzat Zelatiny jsme pouzili v koncentraci
1% a 2% a ve dvou riiznych fazich ptfipravy nanoc¢astic. V prvnim vzorku jsme zabudovali 1%
hydrolyzat zelatiny do posledniho kroku pfipravy nanocéstic, tzn. do kadinky se 100ml vody
(pouzili jsme lg hydrolyzatu Zelatiny a 99g vody). V druhém vzorku jsme pouzili 2%
hydrolyzat zelatiny (2g hydrolyzatu zelatiny a 98g vody). U tfetiho vzorku jsme hydrolyzat
zelatiny pouzili v koncentraci 1%, pfidali jsme ho do roztoku vnéjsi faze (do 50g roztoku

0,5% lecitinu a 0,5% polysorbatu).

2.4.4 Sprejové suseni s mannitolem

V této casti jsme vychazeli z predeslého postupu piipravy nanocastic. Pfipravili jsme
sedmkrat stejny vzorek nanocastic s 10% terbinafinu (0,5% lecitin, 0,5% polysorbat, 1%
PDLLA). V kazdém jsme rozpustili mannitol.

Vzorek ¢.1: 2,5% mannitolu

Vzorek ¢.2: 5% mannitolu

Vzorek ¢.3: 7,5% mannitolu

Vzorek ¢.4: 10% mannitolu

Vzorek ¢.5: 12,5% mannitolu

Vzorek €.6: 15% mannitolu

Vzorek ¢.7: 20% mannitolu
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2.4.5 Mikroskopie
Preparaty jsme piipravovali v pupalkovém oleji.

Analyza obrazu pomoci softwaru analySIS® FIVE probihala za t&chto parametrii:
0 Nastaveni praht (Set Tresholds) v rozmezi 146 az 155 (podle ostrosti obrazu)
o Pravidla detekce (Define Detection):
= Filtr pro velikost ¢astic: minimalné 30 obrazovych bodt
(Particle Filter: Minimum 30 Pixel)
» Zahrnuto diagonalni spojeni obrazovych bodu (Include Diagonals)
= 7 hodnoceni vyfazeny castice dotykajici se hran snimané¢ho obrazu (Exclude
Border particles)
o Pravidla méteni (Define Measurements):
= Limit pro detekci plochy (Area - Lower Limit) 3,05
» Limit pro tvarovy faktor (Shape Factor - Lower Limit) 0,55

Hodnoceni mikroc¢éstic bylo provedeno métenim jejich velikosti, a to za pouziti parametru
sttedniho pruméru. Dalsi méfené parametry byly plocha mikro¢astic, jejich tvar a Feretiv
pramér.

Detekce ¢astic probiha v nasledujicich krocich:
o Nastaveni prahové hodnoty
a Definovani parametra detekce a provedeni piredbézné detekce
o Vybér parametrii hodnocenych ¢astic
o Definovani schémat klasifikace
o Klasifikace Castic
O Vybér parametri pro méteni ¢astic

o Export vysledkil
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3 Vysledky
3.1 Grafy velikosti nanocastic

3.1.1 Velikost nanoéastic, ¢as 0 hod

Obr.9: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku,
NC 0% terbinafin, koncentrovani s PAPA

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 144,60nm.

Record 827: Verka np. 0,5%L+0,5%PS+1%PDLLA+0%Terb bez Koncentr|

Obr.10: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku,
10%terbinafin, koncentrovani s PAPA

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0+

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 152,00nm.

Record 846 Verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA, 10%Terb.pred koncentr‘

Obrl1: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku,
10%terbinafin, bez koncentrovani s PAPA

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 174,90nm.

Record 849: Verka 0,5%L+0 5%PS 1%PDLLA,10%Terb.bez koncentr|
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3.1.2 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, po koncentrovani s PAPA

Obr.12: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, 1 hod koncentrovani

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

LT S

1000
Diameter (nm)

Record 858: Verka 0,5%L+0,5%PS, 1% PDLLA, 10%Terb, 1hod po Koncentr.|

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 154,80nm.

Obr.13: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, 2 hod koncentrovani

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000
Diameter (nm)

| Record 864: Verka 0,5%L+0 5%PS,1%PDLLA 10%Terb_ po koncentrovani 2 hod|

10000

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 159,80nm.

Obr.14: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, 3 hod koncentrovani

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000

Diameter (nm)

Record 871: Verka0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA 10%Terb.,po koncentravani 3.hod‘

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 154,80nm.
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Obr.15: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 4 hod koncentrovani

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

|
Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 151,8nm.

Record 877 Verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA 10%Terb. po koncentr. 4hod‘

Obr.16: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 26 hod koncentrovani

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

\
Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost nm.

Record 900: verka 0 5%L+0,5%PS 1% PDLLA, 10%Terb, po koncentrovani 26h

3.1.3 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, s vyuzitim hydrolyzatu Zelatiny

Obr.17: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 1% hydrolyzat Zelatiny ve 100ml vody

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

P S S PP PP
02 e

0.0+ t t i
01 1 10 100 1000 10000
Diameter {nm)

Ptistroj nezaznamenal zadny pik, ¢astice mély velikost vEtsi nez je rozsah métenych velikosti

pfistrojem Zetasizer ZS tj. vétsi nez 3 pm. Po pfidani nanosuspenze do roztoku hydrolyzatu
Zelatiny vznikla sraZenina.

Record 850: Verka 0,5%L+0,5%PS,1%POLLA 10%Terb.bez koncentr 1%HZv 100 HEO‘
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Obr.18: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 2% hydrolyzat zelatiny ve 100ml vody

Size Distribution by Intensity
1 S

Intensity (%)

P L S SRR

0.0+ t t i
01 1 10 100 1000 10000
Diameter {nm)

Ptistroj nezaznamenal zadny pik, castice mély velikost vétsi nez je rozsah métenych velikosti

pristrojem Zetasizer ZS tj. vétsi nez 3 um. Po pfidani nanosuspenze do roztoku hydrolyzatu
zelatiny vznikla sraZenina.

Record 851 Verka 0,5%L+0,5%PS, 1% POLLA 10%Terb bez koncentr 2%HZv 100 HZO‘

Obr.19: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 1% hydrolyzat Zelatiny ve vn&jsi fazi pii dispergaci

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 194,60 nm.

Record 852 Verka 0,5%L+0,5%PS 1%POLLA 10%Terb bez koncentr 1%HZ ve vnitrni fazi

3.14 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, po vysuSeni s mannitolem a
opétovném rozpusténi

Obr.20: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 2,5% mannitol, po suSeni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 168,60 nm.

Record 904: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA, 10%Terb, 2, 5% Manit. po susemm|
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Obr.21: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 5% mannitol, po suseni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000

Diameter (nm)

|7 Record 907: verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb 5% Manit. po susemm|

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 132,10 nm.

Obr.22: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 7,5% mannitol, po suseni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000

Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 129,30 nm.

Record 909: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA, 10%Terb,7,5%Manit. po susemm|

Obr.23: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, 10% mannitol, po suSeni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

|— Record 910: verka 0,5%L+0,5%PS,1% POLLA, 10%Terb, 10%Manit. po susemm‘

Ptistroj zaznamenal 1 pik, castice mély velikost 153,2 nm.

31



Obr.24: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, 12,5% mannitol, po suseni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000

Diameter (nm)

Record 913: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA 10%Terb,12,5%Manit. po susenim‘

10000

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 146,00 nm.

Obr.25: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, 15% mannitol, po suseni opét rozpustén

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000

Diameter (nm)

Record 915: verka 0,5%L+0,5%PS,1% POLLA, 10%Terb, 15%Manit. po susemm‘

10000

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 154,3 nm.

3.1.5 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, odebirani v ¢asovych intervalech

Obr.26: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, ¢as 0 hod po pfipravé

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0+

0.1 1 10 1000

Diameter (nm)

Record 917: verka 0,5%L+0 5%PS 1%PDLLA 10%Terb kinetika kancent. samotny hned

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 168,80 nm.
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Obr.27: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 3hod po ptiprave

[

G
o

Intensity (%)
o

Size Distribution by Intensity

1000
Diameter (nm)

Record 923 verka 0,5%L+0,5%PS, 1% PDLLA 10%Terb kinetika koncent_samotny pa 3h

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 162,50 nm.

Obr.28: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 6hod po ptipravé

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

LT S

1000
Diameter (nm)

Record 929: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA, 10%Terb kinetika koncent samotny po 6 hod

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 168,60 nm.

Obr.29: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 22hod po ptiprave

Intensity (%)

0+

Size Distribution by Intensity

0.1

1000
Diameter (nm)

Record 936: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA, 10%Terb, kinetika koncent. samotny po 22h

10000

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 171,40 nm.
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Obr.30: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 26hod po ptipravé

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

|7 Record 941: verka 0,5%L+0,5%PS,1% PDLLA 10%Terb kinetika koncent. samotné 26hod

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 159,90 nm.

Obr.31: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 46hod po ptipravé

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

‘7 Record 947 verka 0,5%L+0 5% PS, 1% PDLLA 10%Terb kinetika koncent_samotné po 46

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 171,10 nm.

Obr.32: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, ¢as 70hod po ptiprave

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

‘7 Record 1010: Verka 0,5%1+0,5PS 1% PDLLA 10%Terb koncentrovani samotne po 70hod

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 174,20 nm.
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Obr.33: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, vysuseno s 10% mannitolem a rozpusténo

Size Distribution by Intensity

%)

=}

Intensity {

1000 10000

Diameter (nm)

\
Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 140,10 nm.

Record 1041: Verka,0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb,samotné z 1 pokusu,po vysuseni s mannitolem a rozpust.

Tab.1: 10% terbinafin bez koncentrovani

Cas(hod) Velikost(nm) Zeta
potencial
0 168,8 -61,31
3 162,5 -62,03
6 168,6 -58,63
22 1714 -52,1
26 159,9 -64,65
46 1711 -55,7
70 174,2 -51,9

Obr.34 : Graf zavislosti velikosti a zeta potencialu NC na ¢ase

Bez koncentrovani s PAPA

200+
150+
100+

50

O Velikost (nm)
B Zeta potencial (mV)

ZP (mV) Velikost (nm)

.50
-100-

0 3 6 22 26 46 70
Cas (hod)
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3.1.6 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, po koncentrovani s PAPA (po
6hod na noc preruseno), v ¢asovych intervalech

Obr.35: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA (po 6hod na noc pieruseno), ¢as 0 v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Piistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 176,80 nm.

Record 919 verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb kinetika koncent. PaPa hned

Obr.36: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pteruseno), ¢as 3hod v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Pfistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 165,00 nm.

Record 925 verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb, kinetka koncent ,Papa po 3h

Obr.37: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pteruseno), ¢as 6hod v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 169,40 nm.

Record 931: verka 0,5%L+0,5%PS,1%PDLLA, 10%Terb, kinetika koncent. PaPa po 6 hod
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Obr.38: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pieruseno), ¢as 22hod v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 161,10 nm.

Record 937 verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb kinetika koncent  PaPa-vyndano po 6hoh-noc-méfeni po 22hod

Obr.39: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pteruseno), ¢as 26hod v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Ptistroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 159,20 nm.

Record 944 verka 0,5%L+0 5%PS, 1%PDLLA 10%Terb kinetika koncent. PaPa vyndano na noc 26hod

Obr.40: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pieruseno), ¢as 46hod v médiu

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

| Record 953 Verka 0,5%L+0 5%PS,1%PDLLA 10%Terb_ kinetika konc_ PaPa vyndano, méfeno po 46hod

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 155,20 nm.
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Obr.41: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pieruseno), ¢as 70hod v médiu
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Record 1011: Verka 0,5%I+0,5P5 1% PDLLA, 10%Terb koncentrovani PaFa vyndano vecer, pa ?Ohod(54hod)|

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 157,80 nm.

Obr.42: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, PAPA(po 6hod na noc pieruseno), suseno s M a rozpusténo

)
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Intensity [ %

Size Distribution by Intensity

1000 10000
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o
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Record 1044: Verka, 0 5%L+0 5% PS, 1% PDLLA 10%Terb PaPa vyndana pres noc z 1 pokusu,po vysuseni s mannitolem a rozpust.

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 132,40 nm.

Tab.2: 10% terbinafin, koncentrovani s PAPA, po 6hod na noc pieruseno

Cas(hod)|Velikost(nm) |Zeta
potencial
0 176,8 -62,34
3 165 -63,14
6 169,4 -74,02
22 161,1 -68,36
26 159,2 -68,87
46 155,2 -62,69
70 157,8 -55,28
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Obr.43 : Graf zavislosti velikosti a zeta potencialu NC na ¢ase odebirani

Koncentrovani s PAPA (po 6hod na noc preruseno)

200+
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-100-

0 3 6 22 26 46 70
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3.1.7 Velikost nanocastic s 10% terbinafinem, po koncentrovani s PAPA,
odebirani v ¢asovych intervalech

Obr.44: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA,¢as 0 hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

|
Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 166,00 nm.

Record 921: verka 0,5%L+0,5%PS, 1%POLLA,10%Terb,kinetika koncent.,PaPa pfes noc hned

Obr.45: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA,¢as 3hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000

Diameter (nm)

|
Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 165,20 nm.

Record 927: verka 0,5%L+0 5%PS 1%PDLLA 10%Terb kinetika koncent ,Fapa pies noc pa 3h
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Obr.46: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, PAPA,¢as 6hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

100 1000

Diameter (nm)

‘ Record 933 verka 0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb kinetika koncent  PaPa pies noc po 6 had

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 164,20 nm.

Obr.47: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, PAPA,¢as 22hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

100 1000

Diameter (nm)

10000

Record 940: verka 0,5%L+0 5%PS, 1%PDLLA 10%Terb kinetika kancent. PaPa pies noc-méfeni po 22hod

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 159,50 nm.

Obr.48: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku

10% terbinafin, PAPA,¢as 26hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000
Diameter (nm)

‘ Record 945 verka 0,5%L+0 5% PS, 1% FDLLA 10%Terb kinetika koncent ,PaPa pres nac po 26hod

10000

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 155,70 nm.
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Obr.49: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA,¢as 46hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 159,60 nm.

Record 955 Verka 0,5%L+0,5%PS 1% PDLLA 10%Terb_kinetika konc. ,PaPa méfeno po 46hod

Obr.50: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA,¢as 70hod

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000
Diameter (nm)

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 152,60 nm.

Record 1014: Verka 0,5%1+0,5P5 1% PDLLA, 10% Terb kancentrovani, PaPa, po 70hod

Obr.51: Distribuce velikosti ¢astic (v nm) podle intenzity rozptyleného paprsku
10% terbinafin, PAPA, sprejové suSeno s 10% M a rozpusténo

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Record 1047: Verka,0,5%L+0,5%PS 1%PDLLA 10%Terb,PaPa,z 1 pokusu po vysuseni s mannitalema rozpust.

Pristroj zaznamenal 1 pik, ¢astice mély velikost 132,40 nm.
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Tab.3: 10% terbinafin, koncentrovani s PAPA

Zeta

potencial

Cas(hod)|Velikost(nm)
0 166

3 165,2

6 164,2

22 159,5

26 155,7

46 159,6

70 152,6

-57,63
-63,14

-62,6
-64,58
-71,94

-61,6
-50,53

Obr.52 :

Graf zavislosti velikosti a zeta potencidlu NC na Case odebirani

ZP (mV) Velikost (nm)
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Koncentrovani s PAPA

6
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26 46 70
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O Velikost (nm)
B Zeta potencial (mV)

Tab.4: Po 70hod vysuSeny a opét rozpustény

vzorek Velikost(nm) Zeta potencial (mV)
Bez koncentrovani 140,1 -26,89
PAPA,po 6h vyndano 132,4 -49,66
PAPA 132,4 -48,91
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3.2 SuSeni z vodného roztoku mannitolu

3.2.1 Koncentrace mannitolu 2,5%

Vykon Cerpadla 5%

Teplota na vstupu 110 'C

Tfida Od Do Pocet Statistické funkce: Stedni priimér
cetnosti um um Castic Zakladni jednotky um
1 0 5 3128 | [Minimum 0,9896
2 5 10 475 | [Maximum 62,8274
3 10 15 120| [Prameér 3,9571
4 15 20 68 Smérodatna odchylka 4,9007
5 20 25 29 Median 2,3235
6 25 30 23
7 30 35 10
8 35 45 17
9 45 55 2
10 55 65 1
11 65 75 0
12 75 85 0
13 85 125 0
14 125 165 0

Obr.53: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni pramér vz.¢.1 (2,5% mannitol)
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3.2.2 Koncentrace mannitolu 5%
Vykon Cerpadla 5%

Teplota na vstupu 110 'C

Statistické funkce: Stfedni priimér

Zakladni jednotky

um

Minimum 0,9684
Maximum 36,8619
Pramér 3,3632
Smérodatna odchylka 2,7835
Median 2,4853

Trida Od Do Pocet
¢etnosti |um um Castic

1 0 5 2632

2 5 10 405

3 10 15 87

4 15 20 19

5 20 25 6

6 25 30 1

7 30 35 0

8 35 45 1

9 45 55 0

10 55 65 0

11 65 75 0

12 75 85 0

13 85 125 0

14 125 165 0

Obr.54: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni pramér vz.¢.2 (5% mannitol)
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Vykon Cerpadla 5%

3.2.3 Koncentrace mannitolu 7,5%

Teplota na vstupu 110 'C

TFida Od Do Pocet Statistické funkce: Stfedni prlimér
cetnosti |um um ¢astic Zakladni jednotky um
1 0 5 2423 Minimum 0,9651
2 5 10 512 Maximum 37,0026
3 10 15 102 Primér 3,8522
Smérodatna odchylka 3,4924
Al 35| 20l a3 e
6 25 30 4
7 30 35 3
8 35 45 2
9 45 55 0
10 55 65 0
11 65 75 0
12 75 85 0
13 85 125 0
14 125 165 0

Obr.55: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni pramér vz.¢.3 (7,5% mannitol)
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3.2.4 Koncentrace mannitolu 10%
Vykon Eerpadla 5%

Teplota na vstupu 110 'C

Tridy Od Do Pocet Statistické funkce: Stfedni primér
¢etnosti |um um Castic Zakladni jednotky um
1 0 5 1182 Minimum 1,0072
2 5 10 180 Maximum 36,1284
3 10 15 60 Pramér 41231
4 15 20 35 Smérodatna odchylka 3,9681
5 20 25 10 Median 2,7821
6 25 30 6
7 30 35 0
8 35 45 1
9 45 55 0
10 55 65 0
11 65 75 0
12 75 85 0
13 85 125 0
14 125 165 0

Obr.56: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni pramér vz.¢.4 (10% mannitol)

1400
1200
1000 -
0
& 800 -
0
5 600
<)
o
400 -
200 -
O,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Distribuce velikosti ¢astic

46



3.2.5 Koncentrace mannitolu 12,5%
Vykon Cerpadla 5%

Teplota na vstupu 110 'C

Tridy Od Do Podet Statistické funkce: Stfedni primér
¢etnosti | um um ¢astic Zakladni jednotky um
1 0 5| 3281 Minimum 0,9686
2 5 10 502 Maximum 32,2465
Primér 3,5438
2 1(5) ;g gg Smérodatna odchylka 2,8907
5 20 55 14 Median 2,6822
6 25 30 0
I 30 35 1
8 35 45 0
9 45 55 0
10 55 65 0
11 65 75 0
12 75 85 0
13 85 125 0
14 125 165 0

Obr.57: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni primér vz.¢.5 (12,5% mannitol)
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3.2.6 Koncentrace mannitolu 15%
Vykon ¢erpadla 5%

Teplota na vstupu 110 'C

Tridy Od Do Pocet Statistické funkce: Stfedni primér
¢etnosti |um um Castic Zakladni jednotky um
1 0 5 1675 Minimum 0,9895
2 5 10 206 Maximum 76,5635
3 10 15 40 Pramér 3,3009
4 15 20 11 Smérodatna odchylka 3,7624
5 20 o5 3 Median 2,2939
6 25 30 2
7 30 35 0
8 35 45 1
9 45 55 0
10 55 65 2
11 65 75 0
12 75 85 1
13 85 125 0
14 125 165 0

Obr.58: Rozlozeni velikosti ¢astic mannitolu- stfedni pramér vz.¢.6 (15% mannitol)
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Vz.£.7 (20% mannitol) nebyl méfen mikroskopem ani suSen, protoze v suspenzi rozpustény
mannitol postupné vykrystalizoval.
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3.3 Mikroskopicka analyza obrazu poéitatového programu analySIS®
FIVE

3.3.1 Koncentrace mannitolu 2,5%

Obr. 59: Mikrocastice po suseni z 2,5% mannitolu

suseni z 2,5% vodného roztoku mannitolu
vykon c¢erpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
méfitko 500:1
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3.3.2 Koncentrace mannitolu 5%

Obr. 60: Mikrocastice po suseni z 5% mannitolu

suSeni z 5% vodného roztoku mannitolu
vykon Cerpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
meéfitko 500:1
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3.3.3 Koncentrace mannitolu 7,5%

Obr. 61: Mikrocastice po suseni z 7,5% mannitolu

suseni z 7,5% vodného roztoku mannitolu
vykon Cerpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
meéfitko 500:1
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3.3.4 Koncentrace mannitolu 10%

Obr. 62: Mikrocastice po suseni z 10% mannitolu

suSeni z 10% vodného roztoku mannitolu
vykon Cerpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
meéfitko 500:1
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3.3.5 Koncentrace mannitolu 12,5%

Obr. 63: Mikrocastice po suSeni z 12,5% mannitolu

suseni z 12,5% vodného roztoku mannitolu
vykon Cerpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
mefitko 500:1
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3.3.6 Koncentrace mannitolu 15%

Obr. 65: Mikrocastice po suSeni z 15% mannitolu

suseni z 15% vodného roztoku mannitolu
vykon Cerpadla 10%
teplota na vstupu 110°C

doba expozice 20 ms
mefitko 500:1
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4 CILPRACE

Cilem predlozené prace bylo vyuzit metodiku pripravy nanocastic z biodegradabilnich
alifatickych polyesterovych nosicii vypracovanou v diplomové praci. Byl uplatnén postup
vychazejici z dispergace roztokit nosicit v chlorovanych uhlovodicich ve vodném médiu. Jako
emulgator byl vyuzit hydrolyzat Zelatiny nebo smés lecitinu s polysorbatem. Pripravené
vzorky jsem méla za ukol promerit z hlediska jejich velikosti a z hlediska jejich zeta
potencidalu pomoci zarizeni Zetasizer ZS (Malvern Instruments).

Metodika prace byla rozsirena o koncentrovani nanodisperze reverzni dialyzou a ndsledné
suSeni koncentratu s mannitolem jako nosicem sprejovym susenim. Mikrocdstice takto ziskané

byly hodnoceny mikroskopickou metodou analyzy obrazu.
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5 DISKUSE

5.1 K metodice prace

Vysledky, prezentované v piedlozené rigorézni praci byly ziskany na katedie farmaceutické
technologie farmaceutické fakulty v Hradci Kralové v ndvaznosti na diplomovou praci. Byla
vyuzita metoda zalozend na distribuci rozpoustédla nosic¢e z vnitini olejové faze emulze do
jeji vnéjsi vodné faze a potom piipadné do okolni atmosféry. Hlavnim piinosem diplomové
prace bylo prokazani moznosti piipravit nanocastice standardni velikosti z biodegradabilniho
linearniho oligoesteru kyseliny DL-mlééné (PDLLA). Na rozdil od béZzné vyuzivané metody
zalozené na turbulenci dvou neomezené misitelnych rozpoustédel nosice je uvedeny
dispergacni postup mozno pii pouziti omezené misitelného rozpoustédla pomérné Gspésné
regulovat. Pro dispergaci roztoku nosi¢e byl vybran vykonny desintegrator Diax 900 firmy
Heidolph. Pfinosem bylo také nalezeni vhodného slozeni systému pro pfipravu nanoc¢astic
s rozmérem kolem 200 nm. Jako rozpoustédlo PDLLA byl s vyhodou pouzit dichlormethan,
jako emulgator byl vhodny polyvinylalkohol s molekulovou hmotnosti kolem 10 000
Vv koncentraci 1,5 %. Hodnota zeta potencidlu byla modifikovana adsorpci chitosanu.

Pro formulaci nanoc¢astic byla v diplomové praci obhdjené v roce 2006 vybrana PDLLA, tedy
nosic, ktery ma relativné€ nizky stupen bobtnani ve vodném médiu, dostatecnou hydrolytickou
stabilitu a pomérn¢ vysokou hodnotu teploty skelného ptfechodu. Koncentrace roztoku
PDLLA byla zvolena 1%, tedy velmi nizka, aby bylo mozno tuto vnitini fazi dostatec¢né
dispergovat.

Metodika prace byla rozsifena jednak z hlediska latkového slozeni studovaného systému pii
pfipravé nanocastic, jednak zhlediska dalSiho zpracovani disperzniho systému
S nanocasticemi.

Do vnitini faze emulzniho systému byl pfidan terbinafin ve formé jeho baze.

Misto biologicky inertniho polyvinylalkoholu byl vyuzit jako emulgétor plné¢ degradabilni
hydrolyzat Zelatiny nebo biokompatibilni kombinace lecitinu s polysorbatem. Stalost
nanodisperze byla sledovana po nékolik hodin po jeji ptiprave.

Koncentrace Cerstvé pripravenych nanocastic ve vnéjsi fazi byla nékolikandsobné zvySena
metodou reverzni dialyzy za pouziti superabsorpcniho polyakrylamidového polymeru. Takto

ziskany koncentrat nanocastic byl obohacen mannitolem v riizné koncentraci a systém byl
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suSen v rozpraSovaci susarn¢ Biichi Mini Spray Dryer B-290. Uvedeny postup slouzil
k ziskani finalniho produktu ve formé mannitolovych mikroc¢astic obsahujicich rizny podil
nanocastic.

Jednotlivé kroky vySe uvedeného postupu byly monitorovany z hlediska velikosti nanoc¢astic
a jejich zeta potencialu jako hlavnich kvalitativnich znakd. Bylo hodnoceno, jestli nedochazi
ke zméndm velikosti nanocastic vlivem koncentrovani jejich disperze nebo vlivem jejiho
suSeni a nasledné redispergace. Mikroc¢astice byly zhodnoceny analyzou obrazu pomoci

software analySIS FIVE firmy Olympus.

5.2 Kvlivu pritomnosti terbinafinu, zahus$tovani a doby uchovavani
koncentratu na velikost nanocastic

Technika zahu$tovani nanosuspenze pomoci reverzni dialyzy byla vypracovana Mgr. Evou
Valentovou a TomaSem LukSem na katedie farmaceutické technologie FaF UK. Pii
optimalnim mnozstvi superabsorpéniho polymeru byla doba této operace od 0 do 70 hodin.

V této praci byly sledovany piipadné zmény V Sesti nasobném koncentratu nanocastic z
hlediska velikosti nanoc¢astic. Na obrazku 9 je distribuce velikosti Castic bez terbinafinu
Vv systému pied zapocetim jejich koncentrovani. Charakteristika je v jednotkach nm, je méfena
jako intenzita rozptyleného paprsku u puvodniho vzorku. Stfedni naméfena velikost ¢astic
byla 144,6 nm pii unimodalnim rozdéleni hodnot. Ve vzorku byly nalezeny ¢astice od 40 nm
do 500 nm. Na obr. 10 je vzorek ptipraveny s 10% terbinafinem. Namétena hodnota byla pti
unimodalni distribuci 152 nm, tedy vyssi. Jednd se bud’ o nahodny rozptyl naméfenych
hodnot nebo o zvétseni velikosti ¢astic vlivem obsazeného terbinafinu.

Po koncentrovani vzorku bez terbinafinu byly prokdzany nanocastice s rozmérem pouhych
140,1 nm, jak je dokumentovano na zaznamu v podob¢ tabulky 4, tedy nizsi. Jedna se bud’ o
ndhodnou chybu nebo o zmenSeni adsorpéni vrstvy tenzidd, v daném ptipad€ lecitinu
S polysorbatem.

Stav nanosuspenze byl sledovan v Casové tad¢ po jejich zahu$téni. Na obr. 12 az 16 je
podchyceno chovani Sesti nasobného koncentratu po dobu 26 hodin. Tato doba byla zvolena
jako dostatecna z praktického hlediska dal§iho zpracovani koncentratu jako meziproduktu.

Z Casové tady hodnot je zcela zietelné, ze koncentrat je mimotadné stabilni, do 6. hodiny
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hodnoty evidentné kolisaji mezi 152 a 160 nm. Po 26 hodindch uchovavani pii obycejné

teploté (obr. 16) se projevilo vytvoieni frakce patrné micelarnich ¢astic mezi 10 a 20 nm.

5.3 K vlivu pritomnosti hydrolyzatu Zelatiny na velikost nanocastic

Hydrolyzat zelatiny je smés molekul proteint a peptidit pochazejicich z hovéziho kolagenu o
sttedni molekulové hmotnosti n¢kolik tisic. Jednd se o biodegradabilni biokompatibilni
tenzid.

Na obrazku 17 je dolozeno, Ze hydrolyzat Zelatiny pouzity v 1% koncentraci je pro stabilizaci
nanosystému v pokrocilé fazi jeho zahuStovani po jeho dispergaci nepouzitelny. Amfolytické
molekuly hydrolyzatu patrné interaguji a amfolytickym lecitinem a dochazi ke spojovani
nanocastic do velkych shlukt, které neni mozno redispergovat. Totéz bylo prokazano po
zvySeni koncentrace hydrolyzatu na 2 % (obr. 18).

Pouziti hydrolyzatu Zelatiny primarné jiz pii dispergaci roztoku nosice s 1é¢ivem bylo mozno
hodnotit jako uspésné opatteni (obr. 19). Byly nalezeny nanocastice se stfednim rozmérem

195 nm s frakci micel s velikosti kolem 20 nm.

5.4 Kvlivu koncentrace mannitolu pri suSeni na velikost redispergovanych
nanocastic

Ptipraveny koncentrat nanocastic, jehoz stabilita byla prokdzana, byl smisen s mannitolem.
Tento nosi¢ vyuzitelny pro piipravu mikrocastic sprejovym suSenim byl vyuZit v Sesti
riznych koncentracich, od 2,5% do 15%. Vysledky méfeni velikosti nanocastic podrobenych
procesu koncentrovani, rozpousténi mannitolu, sprejového suSeni a nasledného rozpousténi
mikrocastic za dispergace nanoc¢astic jsou na obrazcich 20 az 25. bylo prokézano, ze v dané
fad€é jsou nejvyhodnégjsi stfedné niZsi koncentrace mannitolu, tedy 5% a 7,5%. V téchto
vzorcich byly prokézany nanocéstice kolem 130 nm. Pii 2,5% koncentraci byly nanocastice
nejveétsi, mély rozmér 169 nm (obr. 20). Pfi pouziti mannitolu v 10%, 12,5% a 15%

koncentraci mély nanocastice rozmér kolem 150 nm (obr. 23 az 25).
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5.5 Ke stabilité disperze nanocastic po jejich pripravé

Byly pfipraveny nanocastice s 10% terbinafinem standardnim postupem za pouziti smési
lecitinu a polysorbatu. Tyto nanocastice byly dlouhodobé sledovany z hlediska zmén jejich
velikosti. V této sérii méfeni byla hodnocena nejen moznost agregace cCastic, ale i jejich
piipadné vyraznéjsi botnéni. Doba sledovani byla 70 hodin.

Vzorek nanocastic méfeny tésné po jejich piipravé je na obr. 26. Distribuce velikosti
nanocastic je unimodalni. Jejich stfedni rozmér je 169 nm. Na dalSich obréazcich €. 27 az €. 32
je patrné, ze velikost nanocastic se vyrazné nemeéni. Distribuce velikosti je také prakticky
stejnd po celou dobu hodnoceni, tedy az do 70. hodiny po piipravé.

Zajimavé je snizeni velikosti nanoc¢astic po jejich sprejovém suseni S 10% mannitolem a
nasledné redispergaci. Nanocastice mély mensi rozmér, byla namétfena hodnota 140 nm (obr.
33). Jako dal$i pozoruhodnou okolnost je mozno hodnotit zvySeni rozptylu velikosti ¢astic
Vv obou smérech. Bylo prokdzano vice nanocastic pod 30 nm a velmi maly podil velkych
mikrocastic s rozmérem mezi 1 a 2 um.

Hodnota zeta potencialu byla zaporna, v ¢ase kolisala mezi -52 mV a -65 mV, jak je
dokumentovano v tabulce 1 a na obr. 34. Zmény hodnot zeta potencialu patrné zachycuji
nahodné vlivy, trend ve zménéach nebyl patrny, coz se tyka také zmén velikosti nanocastic

(obr. 34).

5.6 Ke stabilité disperze zahusténych nanoc¢astic

V této sérii pokustt byla nanosuspenze hodnocena analogicky jako v X.4. Rozdil byl
v koncentrovani systému. Nanodisperze byla koncentrovana ve dvou vzorcich, u jednoho bylo
koncentrovani ptes noc (na 12hod) preruSeno, u druhého vzorku koncentrovani pokraovalo i
pres noc. Z hodnot na obr. 35 az 41 a také ze souhrnného vyjadieni na obr. 43 je patrné, Ze
vV ramci kolisani mezi 155 nm a 169 nm nedochdzelo k systematickym zménam velikosti
nanocastic. Také hodnota zeta potencidlu byla relativné neménnd, pohybovala se v rozmezi
hodnot -55 mV a -74 mV.

Za pozornost stoji vliv suSeni a redispergace nanocastic na vznik frakce velmi malych
nanocastic s rozmeérem kolem 10 nm (na obr. 42). Vlivem mannitolu patrné dochazi ke vzniku
micel tvofenych tenzidy. Obdobny jev u suSeného a redispergovaného vzorku byl

zaznamenan také v pfipad¢ nekoncentrovaného systému (na obr. 33).
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Velmi obdobna situace jako ve vySe popsaném piipadé¢ je na obr. 44 az 50. Rozdil byl v tom,
Ze Sesti nasobné koncentrovani systému bylo realizovano v jedné fazi, v ¢asovém intervalu O
hodin az 70 hodin. Porovnénim distribuce velikosti nanoc¢éstic v fad€ vzorkl na obr. 35 az 41
a v fad¢ na obr. 44 az 50 je mozno dojit k zavéru, ze pribeh operace zahustovani nema vliv
na zménu velikosti nanocastic. Také zeta potencial uvedeny v tabulce 3 nejevil znamky
postupné systematické zmény.

Na obr. 51 je jiz potieti potvrzen vliv suSeni 10% mannitolového roztoku a redispergace
sprejove susenych nanocastic na vznik micel.

Parametry nanocastic po 70 hodinach uchovavani jsou v tabulce 4. U hodnot velikosti je
jasné, Ze se neprojevil vliv zpracovani, hodnotu nizsiho zeta potencialu by bylo nutno

potvrdit opakovanym méfenim v dlouhodobéjsi studii.

5.7 K velikosti sprejové suSenych mannitolovych mikroéastic

V Sesti nasobném koncentrdtu nanocastic byl rozpustén mannitol v péti ruznych
koncentracich. Kapalina byla standardnim zptisobem suSena ve sprejové susarné. Pti analyze
obrazu byl vyuzit postup piipravy preparatl a vyhodnocovani dat vypracovany Mgr. E.
Valentovou a P. Sedlackem.

Na obr 53 a v pfipojené tabulce je rozlozeni velikosti mannitolovych mikrocastic obsahujicich
oligoesterové medikované nanocastice. Mikroc¢astice byly pfipraveny susenim 2,5% roztoku.
VétSina mikrocastic (pfiblizn€ 80 %) je ve velikostni tfidé do Sum, coZ je na hranici rozliSeni
svételného mikroskopu. Z obr. 59 je moZno usoudit na nepravidelny tvar vznikly patrné
sekunddrnim shlukovanim.

Po zvySeni koncentrace mannitolu na dvojnasobek (5,0 %) bylo rozlozeni velikosti ¢astic
obdobné (obr. 54 a ptipojena tabulka). Tvar se lisil. Castice byly vice pravidelné (obr.60).
Susenim 7,5% roztoku mannitol byly ziskdny mikroc¢astice nepfili§ vyrazné vétsi (obr.55 a
tabulka). Byly pomérné pravidelné (obr. 61), nejvétsi z nich mély kolem 40 pm. Také z 10%
roztoku ,mannitol byly ziskdny velmi malé mikrocastice s 80% podilem velikostni tfidy
nejmensich (obr. 56) a s pomérné pravidelnym tvarem (obr.62). Totéz plati pro mikrocastice z
12,5% roztoku mannitolu (obr.57 a 63).

Patrng vyssi viskozita 15% roztoku mannitol méla za nasledek ziskani vzorku, ve kterém byla

kromé silné€ zastoupené frakce velmi malych Castic frakce vétSich v rozmezi od 55 pum do 85
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um (obr. 58). Tvar castic vSak byl relativné pravidelny. Z tohoto vysledku je mozno

ptedpokladat, Ze maximalni vyuzitelnd koncentrace mannitol je pfiblizné 15 %.

6 ZAVERY

Z ptvodnich vysledkti dosazenych v rdmci této rigor6zni prace je mozno vyvodit zaveéry o
moznosti vyuziti metody reverzni dialyzy pro nékolikanasobné zvySeni koncentrace
nanocastic v systému, jehoz slozeni je dano podminkami pfipravy téchto nanocastic.
Koncentrovany koloidni systém obsahujici medikované nanocastice z alifatickych oligoestert
je dostatecn¢ stabilni v plivodnim sloZeni po ptipravé i v koncentrovaném stavu. Nejméné 3
dny se parametry velikosti ¢astic neméni.

Hodnota zeta potencialu je dostate¢na Vv pavodnim systému i v systému po koncentrovani
disperze nanocastic.

V koncentrované disperzi nanocastic je mozno rozpoustét mannitol az do 15% koncentrace.
Mannitol pfi sprejovém suSeni piebira funkci nosiCe nanocéstic pro ziskani mikrocastic
vyhovujici velikosti a tvaru. Parametry enkapsulovanych oligoesterovych nanocastic po jejich

redispergace v hydrofilnim médiu budou pfedmétem navazujicich studii.
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