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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Petra Svac¢inova, Ph.D.

Posluchac: Eva Bartonova

Nazev diplomové prace: Sprejové suSeni suspenze 1éCiva v roztoku chitosanu

Pti sprejovém suseni dochdzi k pteméné kapalného roztoku, suspenze nebo
emulze na pevné Castice za pomoci horkého suSiciho media. Nastavené parametry
suSeni mohou ovlivnit vlastnosti vzniklych ¢astic. Tato prace se zabyva piipravou
castic ze suspenze meloxikamu v roztoku chitosanu a vlivem parametri suseni
a koncentrace tohoto roztoku na vlastnosti ¢astic. Koncentrace roztoku byla 0,5 %, 1
%, 1,5 % a 2 %. Vstupni teplota byla nastavena na 170, 190 a 210 °C. Vzorek

o koncentraci 2 % nebyl susen, vzhledem k vysoké viskozité a ucpavani trysky.

Castice byly hodnoceny pomoci optické mikroskopie, skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM), diferencidlni skenovaci kalorimetrii (DSC) a déle byla pouzita
disolucni zkousSka k hodnoceni uvolnovani 1éc¢iva z ¢astic. Pomoci DSC byla

provedena dvé méteni, prvni M1 po usuSeni ¢astic a druhé M2 po 6 mésicich.

Vznikl¢ Castice byly kulovitého nepravidelného tvaru a tvotily shluky. Na tvar
¢astic neméla vliv koncentrace roztoku, ani teplota suseni. Na DSC termogramech
byly viditelné piky dehydratace chitosanu (70,5-92,6 °C), teploty tani meloxikamu
(248,6—251,4 °C) a dekompozice meloxikamu (250,8-253,8 °C). Po druhém méfeni
byly pozorovany zmény teplot zejména u dehydratace chitosanu az o 17,8 °C. Zmény
ve vzorcich meloxikamu byly minimalni, meloxikam se tedy v ¢asticich nachdzi ve
stabilni formé. Po disolu¢ni zkouSce bylo zjiSténo vyssi uvolnéni 1é¢iva v porovnéni
se samotnym meloxikamem a u 0,5% a 1% koncentrace také v porovnani s fyzikalni

smési. Pfiméa zéavislost koncentrace a vstupni teploty na uvolilovani 1é¢iva nebyla



pozorovana. S rostoucim mnozstvim chitosanu se zvysilo uvolnéni 1é€iva z fyzikalni

smési.



2 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Petra Svac¢inova, Ph.D.

Student: Eva Bartonova

Title of Thesis: Spray drying of a suspension of the drug in a solution of
chitosan

During spray drying a liquid solution, suspension, or emulsion is converted to
solid particles by means of a hot drying medium. The set drying parameters can affect
the properties of the resulting particles. This work deals with the preparation of
particles from a suspension of meloxicam in a solution of chitosan and the influence
of the drying parameters and the concentration of this solution on the properties of the
particles. The concentration of the solution was 0,5 %, 1 %, 1,5 % and 2 %. The inlet
temperature was set at 170, 190 and 210 °C. The 2% sample was not dried due to high

viscosity and nozzle clogging.

The particles were evaluated by optical microscopy, scanning electron
microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC) and a dissolution test was
used to evaluate the drug release from the particles. Two measurements were
performed by DSC, the first M1 after drying the particles and the second M2 after 6

months.

The resulting particles were spherical and irregular in shape and formed
clumps. The particle shape was not affected by the solution concentration or the drying
temperature. Peaks of chitosan dehydration (70.5-92.6 °C), melting points of
meloxicam (248.6—-251.4 °C) and decomposition of meloxicam (250.8-253.8 °C) were
visible on DSC thermograms. After the second measurement, temperature changes
were observed, especially in the dehydration of chitosan by up to 17.8 °C. The changes
in meloxicam samples were minimal, so meloxicam is in a stable form in the particles.

After the dissolution test, a higher drug release was found compared to meloxicam and

8



at 0.5% and 1% concentrations also, compared to the physical mixture. No direct
dependence of concentration and inlet temperature on drug release was observed. With
increasing amounts of chitosan, the release of the drug from the physical mixture

increased.



3 ZADANI A CILE PRACE

Cilem diplomové prace je priprava sprejoveé susenych castic s obsahem
chitosanu a 1é¢ivé latky a jejich nasledné hodnoceni. Experiment bude zaméien
predevsim na ovéteni praktické proveditelnosti sprejového suseni viskoznich roztoki

a nastaveni postupu ptipravy castic a jejich hodnoceni.

Castice budou pfipraveny z roztoki chitosanu v fedéné kyseling octové, 16¢iva
latka bude v tomto roztoku suspendovana. SuSeni bude probihat pti rizné teploté. Vliv
teploty suSeni a koncentrace chitosanu na vzhled céastic bude déle sledovan
mikroskopicky, pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie budou zkouméany tepelné
charakteristiky pfipravenych materialii a vliv chitosanu na uvoliiovani lé¢iva bude

hodnocen disoluéni zkouskou.

Ziskané vysledky budou slouzit k nastaveni parametrii sprejového suSeni
a nastaveni metodiky hodnoceni sprejové suSenych castic s obsahem chitosanu

a budou nasledné vyuzity pro dal$i experimenty.

10



4 UVOD

Sprejové suSeni je metoda, pii které dochazi k vysuseni pavodniho roztoku,
suspenze, nebo emulze na suché Castice latky nebo latek, které byly pro ptipravu
kapalného vzorku pouzity. Kapalina je pifi suSeni rozpraSovana (atomizovana) do
suSici komory a suSena horkym plynem. Diky odpafovani rozpoustédla dochazi
k tvorbé malych ¢&astic, které jsou ndsledné prepraveny pomoci cyklonu do sbérné
nadoby. Ovlivnéni parametrd sprejového suseni nebo slozeni a vlastnosti kapaliny
muze vézt ke zménam vlastnosti produktu. Ve farmacii se tato metoda vyuziva pro
svou rychlost a nizky obsah vlhkosti v produktu, pro pfipravu lékovych forem
s fizenym uvolilovanim, inhala¢nich forem, nebo naptiklad pro zvySeni
biodostupnosti. Chitosan je biopolymerni latka, kterd nachdzi vyuziti naptiklad
v potravinafstvi, zeméd¢lstvi a také ve farmacii pfi podani 1é¢iv, u kterych zvySuje
permeaci. Vzhledem k vyvoji 1€€iv, kterd jsou Spatné rozpustnd ve vodném prostiedi,
muze byt problémem formulace téchto latek do 1ékovych forem, které musi zajistit
dostate¢nou biologickou dostupnost. Sprejové suseni patii k metodam, kterymi mohou
byt pfipraveny castice, jejichz vlastnosti vedou ke zvySeni rozpustnosti Spatné
rozpustnych 1é¢iv. V této diplomové préci byly sprejovym suSenim piipraveny Castice

ze suspenze meloxikamu v roztoku chitosanu. [1] [2] [3] [4]
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Chitosan

Chitosan je biopolymerni latka, ktera je tvofena jednotkami N-acetyl-D-
glukosaminu a D-glukosaminu spojenymi -1,4 glykosidickymi vazbami. Je ziskavan
¢astecnou alkalickou deacetylaci chitinu (Obrazek 1), tedy odstranénim acetylovych
skupin, kdy se na chitin plisobi koncentrovanou zésadou (40%-50% KOH nebo
NaOH) pfi teplote¢ 100 °C a vice. Deacetylace se pohybuje v rozmezi 70 az 95 %.
Chitosan patii mezi polysacharidy a je nejvyznamnéjSim derivatem chitinu, ktery je

ziskavan ze schranek korysi jako napt. krabi, krevet ¢i garnatd. [5] [6] [7]

CH,OH CH,0H NaOH CH,OH CH,0H
o o o aOH/heat a o 5
HO OHo . HO OHo
O 0
0 CH3 CHj. CH3
Chitin Chitosan

Obrézek 1: Deacetylace chitinu na chitosan [§]

5.1.1 Vlastnosti

Chitosan je jemny, bily aZz nahnédly praSek bez zipachu. Patii mezi latky
tvorici hydrogely, ma tedy schopnost vazat velké mnozstvi vody. Fyzikalné-chemické

vlastnosti chitosanu (napf. rozpustnost, teplota tani) zavisi na n€kolika faktorech, [9]

¢ na koncentraci deacetylac¢niho ¢inidla a délce jeho piisobent,

¢ na hmotnostnim zlomku chitinu a pouzité zésady,

e na teploté prostfedi, ve kterém reakce probiha,

e na tipu chitinu (ptivod).
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Molekularni hmotnost chitosanu se uvadi v jednotkdch kDa (kilodalton)
a pohybuje se vrozmezi jednotek az tisici kDa. Podle této veliiny rozliSujeme

nizkomolekularni a vysokomolekularni chitosan. [10]

Ve vod¢ chitosan bobtnd, je nerozpustny v bezvodém ethanolu, ale dobie
rozpustny v kyselych roztocich. Tato rozpustnost je dana stupném deacetylace, ktery
je charakterizovan jako pomér mezi jednotkami N-acetyl-D-glukosaminu a D-
glukosaminu. Pokud stupen deacetylace dosdhne 50 %, stava se latka rozpustnou ve
zfedénych kyselinach. Hodnota pH kyseliny musi byt niz8i nez 6,0. Chitosan je diky
ptitomnosti volnych aminoskupin povazovan za silnou bazi a hodnota pH rozpoustédla
ma schopnost ovlivnit jeho vlastnosti. Pfi nizkém pH rozpoustédla by doslo
k protonizaci aminoskupin a latka by se stala pozitivné nabitym, ve vod¢ rozpustnym
polyelektrolytem. Pokud by hodnota pH rozpoustédla vzrostla nad 6,0. polymer by
ztratil sviij naboj a stal se nerozpustnym. Rovnovaha téchto stavii nastava pti pH mezi
6,0 a 6,5. Chitosan je rozpustny napf. v kyseliné octové, mravenéi dusicné
a chlorovodikové. NejlepSim rozpoustédlem je kyselina mravencéi (0.2-100%),

nejpouzivanéjsim kyselina octova (1%, pH 4). [6] [7] [10] [11]

V alkalickych roztocich s pH vy$§im nez 6,5 vytvaii chitosan hydratovanou
gelovou srazeninu v disledku neutralizace amino-skupin a eliminace repulznich
mezifetézcovych elektrostatickych sil, coZ umoziuje vznik intenzivnich vodikovych
vazeb a hydrofobnich interakci. Gelace 1ze dosdhnout 1 v kyselém prostiedi, pfidanim

napf. polyanionti, formaldehydu nebo glyoxalu. [12]

Mukoadhezivni vlastnosti chitosanu jsou zaloZzeny na jeho kationtovém
charakteru. Na zakladé pfitomnosti kationickych primarnich aminoskupin a jejich
interakci s negativné nabitymi strukturami kyseliny sialové a sulfonové v mukodze, 1ze
dosdhnout adheze. Ve srovndni s jinymi polymernimi pomocnymi latkami jako jsou
karbomer, nebo kyselina hyaluronova je mukoadheze samotného chitosanu slabsi.
Tato vlastnost je zéavisld na pH. V tabletdich chitosanu je vrozmezi pH 2-6
mukoadhezivni sila i prace potifebnd pro oddéleni c¢astic chitosanu od mukozy
konstantni, pfi hodnotach pH 1 a 7 obé¢ tyto veli¢iny klesaji. Divodem muzZe byt
snizena rozpustnost v téchto prostfedich a také vlastnosti mucinu. Pii pH 1 brani
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vysoka iontova sila rozpusténi polymeru a pti pH 7 je polymer nerozpustny v disledku
nedostate¢né protonizace aminoskupin. Aby bylo dosazeno vyssi mukoadheze, musi
polymer vykazovat kohezivni vlastnosti, které u chitosanu nejsou pftili§ dobré. K jejich
zlepSeni vede tvorba komplext s multivalentnimi aniontovymi ¢inidly, anebo
¢asteCnou acetylaci aminoskupin. Multivalentni aniontova ¢inidla zplsobi zesiténi
chitosanu, ¢imz se polymer stava koprecipitovan, nedochézi tedy k jeho srazeni pfi
vys$Sim pH a rozsiii se pH oblast, ve které je chitosan rozpustny. Tato metoda ale
¢astecné omezuje iontové interakce s vrstvou hlenu, protoze aniontové slouceniny
blokuji kationtové podstruktury chitosanu. Dal§i moznosti zvyseni schopnosti
mukoadheze je trimethylace a pegylace (pfipojeni polyethylenglykolu do molekuly),
nebo thiolace priméarnich aminoskupin. Thiolovany polymer je schopen tvofit
disulfidické vazby s glykoproteiny hlenové vrstvy, ¢imz se zvySuje nejen mukoadheze,

ale 1 kohezivni vlastnosti. [13] [14] [4] [15]

Mechanismus zodpovédny za zvySeni pruchodu 1éCiv pies epitel stieva je
stejn¢ jako mukoadheze zaloZzen na kladnych ndbojich polymeru, které interaguji
s bunéénou membranou a vedou k reorganizaci proteint a k otevieni tight junctions.

[4] [16].

Strukturni vlastnosti, mezi které patfi molekulovd hmotnost a stupen
deacetylace ovliviiuji permeaci. Chitosan s vysokym stupném deacetylace
a molekulovou hmotnosti vykazuje zvySeni epitelialni permeace. Ke zlepSeni
prichodu nedochézi pouze v gastroinstestindlnim traktu, ale také naptiklad na nosni

sliznici. [4]

Chitosan se vyznaCuje antimikrobialni, antioxida¢ni a protinadorovou
aktivitou. Plsobi také jako antitrombotikum a ma schopnost snizovat cholesterol

v kevi. [11]

Co se tyce antimikrobidlni aktivity, chitosan ma oproti nc¢kterym jinym
dezinficienciim vyhodu ve své nizké toxicité k savéim buitkdm. Mechanismus této

aktivity prozatim neni znam. Nejpravdépodobnéjsi teorii je zména permeability
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Mrwe

nez 6,5) a negativné nabité membrany. [11]

Svou roli mé& v pfedchazeni oxida¢nimu stresu. Samotny chitosan a jeho
derivaty mohou totiz ptisobit jako donory vodiku a tim pfedchazet oxida¢nimu stresu,
se kterym se poji fada onemocnéni. Tato aktivita zavisi na molekulové hmotnosti
chitosanu a stupni deacetylace. Molekuly s niz§i molekulovou hmotnosti a vysokym
stupném deacetylace (az 90 %) maji vyssi schopnost vychytavani volnych radikali.

[11]

Protinddorova aktivita chitosanu a jeho derivati je dédna inhibici ristu
nadorovych bunék, zplsobend podporou imunitniho systému, konkrétné zvySenou

produkci lymfokind. [11]

Hemostatické ucinky chitosanu a jejich mechanismus jsou stale neobjasnény,
ale pravdépodobné jsou za né zodpoveédné sorpce plazmy, srazeni erytrocytd a adheze,
agregace a aktivace krevnich desti¢ek. Schopnost absorpce velkého mnozstvi tekutiny
vede ke zvySeni koncentrace erytrocytli a desticek v misté poranéni. Sorpce je zavisla
na molekulové hmotnosti a stupni deacetylace. Se zvySujicim se stupném deacetylace
roste rychlost sorpce a také mnozstvi molekul vody, které¢ se navaZzou. Kontakt
chitosanu s krvi vede k morfologickym zméndm erytrocytl. Ztraceji sviyj typicky
bikonkavni tvar a dochazi k jejich vzajemné afinité. Chitosan také zvySuje adhezi
erytrocytll a absorbuje fibrinogen a dal$i plazmatické proteiny, které vedou ke zvySeni
adheze erytrocyti a ke koagulaci. Koagulace erytrocytl a adheze a agregace desticek
nevede k systematické aktivaci hemostazy, ale pouze k rychlejsi tvorbé krevni

srazeniny. [17]
5.1.2 Vyuziti

Chitosan patii mezi pfirodni polymery a diky tomu ma na rozdil od polymert
syntetickych vlastnosti jako jsou biodegradabilita, biokompatibilita a netoxicita.

K hlavnimu vyuZiti patii oblast biochemie, biotechnologie, potravinafstvi a farmacie.
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Nasel ale také vyuziti v papirenském prumyslu, oftalmologii, kosmetologii nebo

fotografii. [18]

Potravinafrsky primysl

V potravinafském pramyslu se chitosan vyuziva ke konzervaci, obalovéani
a udrzeni mikrobidlni stability. Jeho vyuziti je vhodné zejména diky jeho schopnosti
vytvorit antimikrobialni film a pro vyvarovani se chemickym konzerva¢nim latkam.
Vrstva chitosanu mutize puasobit proti bakteriim, virim nebo houbam v mnoha
produktech potravinaiského primyslu, jako jsou naptiklad ceredalie, dzusy, maso. [11]

[18]

Zemédélstvi

Pouziti chitosanu v zeméd¢lstvi je relativné novym pojmem. V poslednich
letech je v oblasti zemédélstvi snahou nahradit pesticidy jinymi, SetrnéjSimi latkami.
Pesticidy jsou latky pouzivané k hubeni Skidci a predchazeni nemoci rostlin,
problémem je ale jejich toxicita a dopad na zivotni prostiedi. Chitosan je pro své
antimikrobialni ptisobeni vhodnym kandiddtem pro pfedchdzeni nemoci rostlin. Se
snizujici se molekularni hmotnosti chitosanu, roste jeho antimikrobidlni aktivita.
Nejvétsi vyuziti ma diky svému Sirokému spektru fungicidni aktivity v boji proti
houbam. Inhibuje riist mnoha druhti hub in vitro a in vivo a jeho piisobeni bylo
pozorovano u ruznych vyvojovych stadii. Déle brani riistu nékolika druhti patogennich
bakterii, zejména Gram-pozitivnich. Je schopen narusit replikaci virQ a viroida a tim

zabranit jejich Siteni. [18] [19]

Konkrétni moznosti, jak chitosan vyuzit, je ochrana osiva v kombinaci
s esencialnimi oleji. U esencidlnich olejui byla prokdzana antimikrobialni aktivita, ale
také znacna te€kavost. Jejich pouzitim spolu s chitosanem miizeme docilit lepsi
odolnosti a udrzet jejich vysokou koncentraci na povrchu osiva. Prikladem je pouziti
smési chitosanu s tymianovym a tea tree olejem, kdy tyto oleje byly zaclenény do
filmu chitosanu a byl studovan jeho vliv na nemoci a snizeni rizika napadeni patogeny.

Film s obsahem esencialnich olejii omezuje rist plisn€ na osivu, aniz by zasahl do
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procesu kli¢eni a snizuje zavaznost plisiovych onemocnéni v ranych fazich vyvoje

rostlin. Srovnani neoSetfeného a osetieného osiva je znazornéno na Obrazku 2.

Obrazek 2: Uméle infikované osivo F. graminearum inkubovano 7 dni za teploty
25 °C bez osetteni (vlevo) a osivo, které bylo oSetfeno roztokem chitosanu a tea tree

oleje (vpravo). [19]
Kosmetika

Diky svym fungicidnim a fungistatickym vlastnostem se chitosan vyuZziva také

v kosmetice jako ptisada do krémd, locii, Sampont a dalSich ptipravka. [20]

V kombinaci s hydroxyapatitem tvoii gelovou polymerni matrici, kterd plisobi
antibakteridln¢ a absorbuje ultrafialové zafeni. Diky t€émto vlastnostem muze byt gel
potencidlnim kandidatem pro pouziti jako ochranny opalovaci krém, nebo jako

aditivum do opalovacich krémi pro jiz poskozenou pokozku. [18] [21]

Smési chitosanu, kyseliny hyaluronové a kolagenu, mohou byt vytvotfeny
filmy, které maji pozitivni vliv na mechanické vlastnosti, pevnost, tloustku a vzhled

vlast. [18] [21]
Hojeni ran a kryti

Pouziti chitosanu v oblasti hojeni je vhodné zejména pro jeho antimikrobidlni

a hemostatickou aktivitu a také pro jeho stimulacni a regenera¢ni vlastnosti. Chitosan

17



stimuluje proliferaci bunék, podporuje funkci makrofagii a prispiva k organizaci tkani
pfi hojeni. Dllezitym faktorem neni pouze kryti rany, ale vyvarovéani se pfitomnosti

faktort, které¢ by mohly vést ke vzniku infekce. [18] [20]

Jednou ze strategii pro zvySeni antimikrobialni aktivity pfi hojeni je kombinace
chitosanu s nanocasticemi kovi, napt. ZnO (oxidem zine¢natym), nebo TiO; (oxidem
titani¢itym). Pfidanim oxidu titani¢itého se zvysuje mechanické pevnost a mikrobialni

odolnost. Jedna se tedy o vhodny potencialni obvazovy material pro hojeni ran. [18]

Pro chirurgické hojeni byl vyvinut komplex chitosan-zelatina. Chitosan
rozpustény v roztoku kyseliny v kombinaci s zelatinou v urc¢itém poméru a ptidavkem
plastifikatoru mé na rozdil od obvyklych obvazovych materialii skvélé adhezivni

vlastnosti k podkoznimu tuku. [20]

Dalsim ptikladem vyuziti chitosanu pro hojeni je obvazovy material tvoieny
polyelektrolytovymi komplexy chitosanu se sulfonovanym chitosanem. Proces hojeni
je urychlen rozkladem chitosanu na oligomery pomoci tkadnovych enzymut. Tento

material ma schopnost regenerovat tkan v oblasti poranéni. [20]
Rizena distribuce 1é&iv

Technologie fizeného uvoliiovani 16¢iv se objevila jiz v 80. letech. Ugelna je
v tomto odvétvi inkorporace biodegradabilnich prvki do systému. Biodegradabilita,
netoxicita, schopnost gelace in sifu, mukoadhezivni vlastnosti a hydrofilni charakter
d€laji z chitosanu vhodny material pro formulace s fizenym uvoliiovanim a usnadiuji
vyvoj systémi pro podavani 1éciv. Uvolnovani 1é¢iv absorbovanych nebo obalenych
do polymert spociva v kontrolované difuzi pfes polymerni material. Léciva vdzana na
biodegradabilni polymer kovalentni vazbou nebo dispergovana v polymerni matrici
mohou byt uvoliovana erozi nebo degradaci polymeru. Molekuly komplexné
navazany na polymerni gel mohou byt uvolnény difuzi. Konkrétnim vyuzitim muze

byt pfiprava nanocastic. [4] [20]

Pro cilenou lécbu rakoviny byl vyvinut nanokompozit tvofeny jadrem

z nanocastic Fe3Os a chitosanu, obalen mezopordzni kiemicitou vrstvou. Rizené
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uvoliovani z téchto materidld je podminéno elektrostatickymi interakcemi mezi
pozitivné nabitym doxorubicinem a negativné nabitou kiemicitou vrstvou. Tento
nanokompozit je pH senzitivni, k uvolnéni u¢inné latky tedy dochézi pii urcitych
hodnotach pH prostiedi. Jeho pouziti jakoZto nosi¢e 1éCiva doxorubicinu vykazuje
vysokou protinddorovou aktivitu. Uvolnéni doxorubicinu béhem 48 h pii pH 4,5 a 5,8
doséahlo hodnot 86,1 % a 71,0 %. Mohl by byt tedy vhodnym kandidatem pro cilenou
distribuci. [18] [22]

Nanocastice chitosanu mohou zlepsit stabilitu polyfenolti a predchéazet jejich
oxidaci, nebo degradaci v gastrointestinalnim traktu. Polyfenoly jsou slouceniny
obsazeny napft. v €aji, kdveé nebo Cerveném ving, které maji farmakologicky potencial
pro své antioxidacni a protizanétlivé vlastnosti, ale také mohou pomahat v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a Alzheimerovy choroby. Samotné
polyfenoly jsou ale Spatné rozpustné, maji nizkou permeabilitu a vstiebatelnost
v gastrointestindlnim traktu. Vytvofenim nanocéstic chitosanu se zapouzdienymi
polyfenoly muze vést ke zlepSeni téchto vlastnosti. Dochazi také ke zvySeni absorpce
otevienim epitelidlnich tight junctions a k ptimému vychytdvani pomoci endocytédzy.
Stabilita chitosanovych nanoc¢éstic mize byt ale ovlivnéna mnoha faktory, se kterymi
se pii prichodu gastrointestinalnim traktem setkavaji, jako jsou rtizné hodnoty pH,
travici enzymy, pfitomnost iontll a vrstva hlenu. V zavislosti na pH a iontovych
interakcich se méni velikost nanoc¢astic. V kyselém pH je velikost nanoc¢astic nizsi, pii
zvySujicim se pH jejich velikost roste, stejné tak 1 v disledku iontové ptitazlivosti.
Vrstva hlenu, kterd tvofi ochrannou bariéru gastrointestinalniho traktu muliZze branit
kontaktu nanocastic s buitkami epitelu. Naopak zaporny néboj jednotek vrstvy hlenu
vede k jeho interakci s pozitivné€ nabitymi skupinami chitosanu. Diky t€émto interakcim
mohou nanocastice pronikat hlenem a transportovat se do bun€k tenkého stieva. [18]

[20] [23]
Peroralni podani 1é¢iv

Vlastnosti chitosanu jako je napf. mukoadheze, gelace in situ nebo zvyseni
permeace pres epitel vedly k vyvoji systémi pro podavani 1é¢iv k riznym mistim
aplikace. Mezi peroralni systémy obsahujici chitosan patii tablety. Tablety jsou
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pevnou lékovou formou, kterd je vedle tobolek velmi castd hlavné pro svou
jednoduchou vyrobu, snadnou manipulovatelnost a ptesnou davku léciva v jednotce.
Lécivo se zhomogenizuje s chitosanem a je piimo lisovano do tablet. Vzhledem
k precipitaci chitosanu pii pH vysSim nez 7 dochazi ke ztrat¢ mukoadhezivnich
vlastnosti a permeace v distalnich castech stiev a tim ke snizeni absorbce. Metody ke
zvySeni mukoadheze byly uvedeny vyse. Dal$im piikladem 1ékové formy pro peroralni

podéni jsou nanocasticové systémy. [4]

Alginatové a chitosanové nanocastice osahujici inzulin poskytuji pfi
peroralnim podani vyrazné¢ zvySenou intestinalni absorpci inzulinu. Nanocéstice
snizovaly hladinu glukézy v séru potkanli a hypoglykemicky ucinek byl vyznamné
vys$8i nez pii podani roztoku inzulinu, nebo smési perordlniho inzulinu a prazdnych
¢astic. Nanocastice se proto jevi jako potencidlni forma pro peroralni podani inzulinu

a dal$ich terapeutickych proteind. [4] [24]

O¢ni podani 1é¢iv

Diky svému netoxickému charakteru, vlastnostem zvySujicim permeaci
a fyzikaln€ chemickym vlastnostem je chitosan vhodnym materidlem pro o¢ni podani
1é¢iv. Formulace k oftalmologickému pouZiti jsou hydrogely, nanoc¢éstice a potazené
koloidni systémy. Tyto formulace maji potencial pro zlepSeni retence a biodistribuce
1é¢iv aplikovanych lokalné na oko. Vyuzitim in situ gelacnich vlastnosti 1ze chitosan
aplikovat na o¢ni povrch v témét kapalné formé a poté transformovat do gelového
stavu. Timto zplsobem Ize dosdhnout prodlouzeni doby lé¢iva na o€nim povrchu

A

a lepsi terapeutické Cinnosti. [4] [25]

Koloidni systémy na bazi chitosanu funguji i jako transmukdzni nosice 1éciv,
a to jak pfi usnadiiovani transportu lé¢iva do vnitiniho oka, tak pii jeho hromadéni
v epitelu rohovky. Studie in vivo ukazuji, ze nanotobolky tvofené chitosanem vykazuji
zvySenou koncentraci modelového 1é¢iva indometacinu v rohovee a komorové vode.

Dochézi také ke zvyseni biologické dostupnosti 1éCiva. [4] [26]

Moznosti je také pouziti chitosanu k ptipravé hydrogelu spolecné s kyselinou

hyaluronovou, jako prosttedi pro G€innou latku mitomycin C. Tato latka se pouziva
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v oblasti o¢ni chirurgie, kde se aplikuje lokalné pii operaci glaukomu, aby se predeslo
zjizveni a zakaleni po vykonu. Tento hydrogel se jevi jako bezpe¢ny a relativné vysoce

ucinny i v termindlnich fazich glaukomu. [27]

Chitosan ma vSechny vlastnosti pozadované k vyrob¢ kontaktnich cocek, jako
jsou optickd cirost, mechanicka stabilita, propustnost vzduchu, smacivost
a imunologickd kompatibilita. Jeho antimikrobidlni a kryci vlastnosti s moznosti
vytvaret film z n¢j d€laji material vhodny k vyvoji o¢nich ,,obvazovych* ¢ocek. Tyto
cocky slouzi jako mechanickd ochrana pfi poranéni oka, nemaji schopnost ostient,

a proto neslouzi ke korekei zraku. [20] [28]
Nosni podani 1é¢iv

Piekazkami pro nosni podéani 1é¢iv jsou nizkad permeabilita membrany, kratka
doba expozice 1é¢iva na sliznici a jeji sekrece. Biologickéd dostupnost je zde pomérné
Spatnd. Latky, které zvySuji permeaci a maji mukoadhezivni vlastnosti jsou cestou ke
zlepSeni absorpce. Poskytuji prodlouzeny kontakt mezi 1ékovou formulaci
a absorp¢nimi misty v dutiné nosni tim, ze oddali mukociliarni clearance formulace.
Mukoadhezivni systémy mohou byt ve formé praskt, kapalin, nebo kapalnych in situ
gelacnich systému. Piikladem je lepsi absorpce pii podéni isosorbid dinitratu, inzulinu

v nanocasticich chitosanu, nebo fentanylu v nosnim spreji. [4] [29] [30] [31] [32]
Vaginalni podani 1é¢iv

Ptiprava vagindlnich tablet pfimym lisovanim s obsahem chitosanu, alginatu
sodného, mikrokrystalické celulozy a karboxymethylcelulézy obsahujicich
metronidazol jako léCivou latku vykazovala aZz 100% uvolnéni 1éCiva z tablet béhem
8 hodin pii pH 4,8. Tablety se li$i od ostatnich diky potieb€ nizkého lisovaciho tlaku
pro dosazeni maximalni adheze, coz muze byt vyhodou pfi zavadéni tablety do

pochvy. [33]

Vaginalni formulace s chitosanem jsou ale nevhodné pro 1écbu chronickych
onemocnéni. Atimikrobidlni vlastnosti mohou mit neptfiznivy dopad na vaginalni

mikrofloru. [4]
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Bukalni podani 1é¢iv:

Mezi dalsi potencidlni farmaceutické vyuziti miize byt zatazeno bukalni
podani, vzhledem ke schopnosti mukoadheze a zvySeni permeace, ¢imz dochazi
k vzestupu hladiny 1é¢iva v plazmé. Takto mize byt zvySena absorpce hydrofilnich
molekul pfi pouziti trimethylovaného chitosanu, nebo v piipad¢ thiolovaného

chitosanu i terapeutickych peptida. [4] [34]
Podani vakcin

Na konci 20. stoleti se ukazalo, ze chitosan stimuluje produkci IgM lidskych
lymfocytl, coz vedlo k vyvijeni systémil pro podani vakcin. Pravdépodobné prvnim
pouzitim byla nazdlni imunizace u mysi proti bakterii Bordetella pertusis, ktera
zpisobuje onemocnéni Cerny kaSel. Byly navrZzeny a hodnoceny nosi¢e na bazi
chitosanu a riznych antigentl, které ukazuji systematickou i lokalni imunitni odpoveéd’.
Vyuzitim modifikace chitosanu trimethylaci byla imunitni odpovéd’ jesté¢ zvySena.

Podobné k tomu dochazi i pti oralnim podani vakcin s chitosanem. [29] [35] [36]
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5.2 Bezpec¢nost pouziti chitosanu a toxicita

Pomocné latky 1é¢ivych piipravki museji byt stejné jako 1écivé latky bezpecné
pro pouziti. Prestoze v Evropé neexistuji zadné specifické pokyny pro hodnoceni
bezpecnosti, méla by byt zkoumdna toxikologie a farmakokinetika pomocné latky
pouzivané poprvé ve farmaceutické oblasti. Nova pomocna latka musi byt posouzena
vhodnymi studiemi a hodnocenim rizika a prospésnosti. Byla jiz provedena fada studii,

které se vénuji biokompatibilité chitosanu. [37]

5.2.1 Farmakokinetika

Pfi ordlnim podani chitosanu zvifatim dochdzi k jeho natraveni na latky
s nizkou molekulovou hmotnosti. U ¢lovéka dochdzi k trdveni jen omezené,
systémové dostupny chitosan je pravdépodobné degradovan na slozky glukosamin
a N-acetylglukosamin pomoci enzymd, jako je lysozym. Studie na zvifatech ukézaly,
ze glukosamin prochézi rychlou clearance jatry a ledvinami a ¢ast davky se vylucuje
moci, zbytek konci v kosternim svalstvu a kloubni chrupavce. N-acetylglukosamin je

také vyluovén, nebo je distribuovan do pojivové tkdné ¢i chrupavky. [37]

5.2.2 Toxicita

Pti akutnim 1 opakovaném oralnim podani chitosanu v gramovych davkach na
kilogram vahy nebyla prokdzana toxicita, ani karcinogenita. Skute¢nd hodnota
systémové expozice ale nebyla meéfena. V literatufe nejsou znamy ani Udaje

o reprodukéni toxicité €i genotoxicité. [38] [37]

U studii, které provedli Tanaka a kol. [39] a Carreno a kol. [40] byly prokdzany
histologické zmény pifi podani vysokych davek chitosanu kralikim a mySim.
Pravdépodobné byly tyto zmény zplsobeny agregaci krevnich bunék. Nékteré studie
biokompatibility in vitro [40] ukazuji, ze chitosan muze pulsobit cytotoxicky
a zpusobovat lyzu erytrocytl. Studie Ishihara a kol. [41] cytotoxicitu vyvraceji.
Vzhledem ke své biologické aktivité byla prokdzana koagulace, tvorba trombul

a adheze 1 agregace krevnich desticek.
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Chitosan ma podle vyse uvedenych dat dobry potencial pro pouziti jako
farmaceutickd pomocna latka zejména pro peroralni uziti. K bezpe¢nému pouziti pro
parenteralni podani je potieba dalsich studii, k prokazani bezpecnosti, vzhledem k jeho

hemostatickym vlastnostem. [37]
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5.3 Sprejové suseni

Sprejové suseni je metoda, pii které dochazi k pfeméné materidlu ve formé
roztoku, emulze nebo suspenze na ¢asticovou formu pomoci rozpraSovani do horkého
suSictho media. Cilem této metody ve farmaceutické technologii je ziskani
pozadovanych vlastnosti suchych &astic. Castice vznikajici touto metodou maji asto

lepsi vlastnosti nez ty, které jsou ziskavany jinymi metodami suseni. [3]

Proces suseni probiha na susicim zatizeni — sprejové susarné (Obrazek 3) a ma
tf1 hlavni fdze. Prvni z nich je atomizace, pii které je material rozprasovan na jemné
kapi¢ky pomoci zafizeni — atomizéru. V dalSi fazi dochazi k interakci kapicek
a horkého plynu, coz vede k odpafovani rozpoustédla a k tvorbé pevnych suchych
Castic. Tato faze je tedy fazi suseni. V posledni fazi se musi vysusené ¢astice oddélit
od suSiciho plynu a odvést do sbérné nadoby. Kazd4 faze, stejné jako podminky, pii
kterych jsou provadény, ma velky vliv na Gc¢innost procesu a vlastnosti produktu.

Vznikajici ¢astice jsou vétSinou pelety nebo mikrocastice. [3]
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K zakladnim ¢astem sprejové susarny patii atomizér, ktery slouzi k rozptyleni
kapaliny v susSici komote. IThned po atomizaci je kapalina vystavena suSicimu plynu
piivadénému pfes rozprasovaci zafizeni. Jako suSici medium se pouziva nejcastéji
vzduch. Dusik nebo inertni plyny jsou naro¢né cenové i instalacné. Kapicky, které
proudi do susici komory jsou rizné¢ velké a podle toho také dochazi k jejich vysuseni.
Prilis velké kapicky nemusi byt vysuseny suSicim mediem hned, ale mohou ulpivat

a zasychat na sténach susici komory. [7] [2]

Obrazek 3: Sprejova susarna Biichi Mini Spray Dryer B-290
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5.4 Priklady sprejové suseného chitosanu

Sprejove suseny chitosan se pouziva do rtiznych lékovych formulaci zejména
k ovlivnéni uvolnovani 1éciva. Vlastnosti susenych ¢astic se mohou ménit v zavislosti
na pouzitych parametrech suseni a pfitomnosti dal§ich latek, naptiklad sitovacich
¢inidel nebo rozpoustédel. Samotna koncentrace chitosanu a jeho molekularni

hmotnost miize mit vliv na vlastnosti ¢astic. [42] [43]

5.4.1 Sprejové susené ¢astice chitosanu a ibuprofenu

Cilem prace Sogiase a kol. [13] bylo srovnat chitosan a poloacetylovany
chitosan (HACHI) jako pomocné latky v mukoadhezivnich tabletich obsahujicich
ibuprofen. Praskové formulace obsahujici polymery a léCivo byly pfipraveny
spoleénym sprejovym suSenim (vstupni teplota 170 °C) nebo mletim. Findlni
koncentrace chitosanu nebo HACHI ve vzorcich pfed suSenim byla 1,5 %

(hmotnost/objem) a ibuprofen byl obsazen v hmotnostnim poméru 1 : 1 k chitosantim.

Hodnocenim pomoci SEM (skenovaci elektronové mikroskopie) byly
pozorovany (Obrazek 4) shluky sférickych cCastic o velikostech od 5 do 25 pm. Na
obrazcich nejsou viditelné¢ krystaly samotného ibuprofenu, léc¢ivo je tedy plné
zabudovano do mikrosfér. Pomoci DSC (diferencidlni skenovaci kalorimetrie) byla
zjisténa zvySend rozpustnost 1éCiva u vzorku mletého chitosanu s ibuprofenem. FTIR
(infracervené spektroskopie a Fourierovy transformace) spektrum ukdzalo, ze sprejoveé
suSeny ibuprofen vykazuje nové molekularni rysy. Dochdzelo k interakci ibuprofenu
s chitosanem 1 HACHI. MnoZstvi uvolnéného ibuprofenu bylo hodnoceno pti pH 2,0
a 7,0 disolu¢nimi zkouskami. Pti pH 2,0 doslo k uvolnéni ze sprejové susené smési za
pouziti chitosanu asi 60 % lé€iva, u smési s HACHI k uvolnéni asi 70 % po 300 min.
U tablet ptipravenych sprejovym suSenim dochazelo k rychlejsimu uvolnéni 1é¢iva nez
u tablet pfipravenych z mleté smési. Pfi pH 7,0 byla rychlost uvolfiovani 1éciva

u HACHI vyssi nez pti pH 2,0 a zaroven se uvolnilo vétsi mnozstvi nez u chitosanu.
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Obrazek 4: a) Castice suSen¢ho chitosanu, b) castice chitosanu s ibuprofenem.

Upraveno podle [13]
5.4.2 Sprejové suSené mikrosféry chitosanu a Hz-antagonisti

Cilem prace He a kol. [42] bylo studium fyzikalné-chemickych vlastnosti
mikrosfér pfipravenych sprejovym susSenim (vstupni teploty 140, 160 a 180 °C)
zesiténého a nezesiténého chitosanu obsahujici 1é¢iva ze skupiny Hz-antagonistl jako
jsou cimetidin, famotidin a nizatidin. Roztoky byly pfipraveny z chitosanu (vysledna
koncentrace 0,1-0,5%), kyseliny octové 1% a sitovacich ¢inidel formaldehydu nebo

glutaraldehydu.

Pomoci SEM byly pozorovany ¢astice sférického tvaru, jejichZ velikost se
pohybovala v jednotkdch mikrometri a meénila se v zavislosti na pfitomnosti
a mnozstvi sitovaciho ¢inidla a teploté. Cim vy3si byla pouzita teplota a piitomnost
sitovaciho €inidla, tim mensi byly ¢astice. Men$i Castice vznikaly také pii vySsi
rychlosti proudéni suSiciho media (dusik) a pfi pouziti chitosanu s niz$i molekulovou
hmotnosti a niz§i koncentraci v roztoku. Optimalni vstupni teplota pro pfipravu
chitosanovych mikrosfér z vodnych roztokd chitosanu byla 160 °C. Jakmile byla
teplota nastavena pod 140 °C nebo byl vykon pumpy vy$$i nez 10 ml/min,
rozpoustédlo se nemohlo zcela odpafit a n€které kapicky kapaliny ziistavaly na sténach
susici komory. Metoda DSC byla pouzita pro sledovani tepelnych zmén molekul pfi
zvySovani nebo sniZzovani teploty. PouZitim fyzikalnich smési 1é€iva a chitosanu byl
vzdy viditelny pik lé€iva, zatimco u suSenych mikrosfér pik nebyl pozorovan.
Znamena to, ze 1éCivo bylo pIné zaclenéno v ¢asticich a nachézelo se ve formé tuhého
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roztoku. Toto plati i pfi vys$i koncentraci léCiva (70 %). Disolu¢ni zkouska
a spektrofotometrické metody ukdzaly, ze 1é¢iva byla uvolnéna béhem ne¢kolika minut.
Rychlé uvolnéni mize byt zptisobeno hydrofilni povahou polymeru 1 1é¢iva, a tudiz
jejich afinitou k vodé, nebo také tim, ze 1€Civa byla dispergovana v polymerni matrici.

[42]
5.4.3 Sprejové suSené mikrocastice chitosanu a salbutamol-sulfatu

Cilem studie Corrigan a kol. [43] bylo pozorovani uvoliovani léciva
a vlastnosti mikrocastic ptipravenych sprejovym suSenim chitosanu a salbutamol-
sulfatu. Rozpoustédlem byla kyselina octova 1% (chitosan 0,2 %) nebo kyselina
chlorovodikova HCI 0,8% (chitosan 0,12 %). Byly pfipraveny ¢astice za ptitomnosti
nebo nepfitomnosti sitovaciho ¢inidla formaldehydu. Vstupni teplota suseni byla
nastavena na 140 °C, pumpa 15 %, pratok vzduchu 600 1/h, aspirator 100 %. Pro

porovnani byly pozorovany i vzorky nesuSen¢ho mletého chitosanu.

Analyza SEM ukazala, Ze velikost samotnych chitosanovych Céstic se po
sprejovém susSeni zmenSila a zménila se jejich morfologie (Obrazek 5). Vliv mnoZstvi

lé¢iva ve vzorku na morfologii ¢astic je patrny na obrazcich 6 a 7. [43]
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Obrazek 5: Vlevo nahofte ¢astice nesuSen¢ho mletého chitosanu, vpravo nahote ¢astice
suSené¢ho chitosanu z roztoku kyseliny octové, vlevo dole ¢astice suSené¢ho chitosanu
z roztoku HCI, vpravo dole ¢astice suSeného chitosanu z roztoku kyseliny octové

zesiténého formaldehydem [43]

Obrazek 6: vlevo Castice s obsahem 10 % léCiva, vpravo ¢éstice s obsahem 20 % IéCiva.

Upraveno podle [43]
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Obrazek 7: Castice s obsahem 40 % lé¢iva. Upraveno podle [43]

DSC sken (Obrazek 8) zobrazuje jednotlivé formy chitosanu.
U nezpracovaného chitosanu lze pozorovat endotermicky pik v okoli hodnoty 90 °C,
ostatni chitosany vykazovaly dva Siroké endotermy. Ackoliv ma chitosan krystalické
oblasti, teplota tani nebyla detekovana kvuli pfitomnosti intra a intermolekularnich
vodikovych vazeb. Chitosan vykazuje skelny piechod nésledovan rychlou tepelnou
degradaci, ale DSC neposkytuje informace o teploté skelného ptechodu polysacharid.
U suSenych smési s [é€ivem nebyly viditelné zadné endotermy pro 1é€ivo, coZ by
mohlo znamenat, Ze je 1é¢ivo plné¢ dispergovano uvnitt matrice ve form¢ tuhého
roztoku. U zesiténych systémt byly DSC skeny podobné systémtiim nezesiténym. [43]

[44] [45]
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Obrazek 8: DSC sken: a) nesuseny chitosan, b) chitosan sprejové suseny z 1% roztoku
kyseliny octové, c) chitosan sprejové suseny z 0,8% roztoku HCI, d) zesitény chitosan

sprejove suseny z 1% roztoku kyseliny octové. [43]
5.4.4 Sprejové susené mikrocastice chitosanu a methotrexatu

Cilem studie, kterou provedl Mesquita a kol. [46] bylo hodnoceni fyzikalng-
chemickych aspekti podilejicich se na uvolilovani 1é¢iva z ¢astic chitosanu
nasycenych methotrexdtem (MTX) pfipravenych sprejovym suSenim a vybér
takovych, kter¢é vedou k prodlouZzenému uvolhovani Iéciva. Lécivo bylo
v mikrocasticich obsazeno v rizném procentudlnim zastoupeni. K rozpusténi latek
byla pouzita kyselina octova 0,1 M, vstupni teplota byla nastavena na 140 °C, pritok
vzduchu 500 N1/h, rychlost nastiiku 3 ml/min, aspirator 90 %. Pro kontrolni analyzu
byly také ptipraveny fyzikalni smé€si MTX a chitosanu.

Fotografie potizené pomoci SEM (Obrazek 9) ukazuji, Ze pfipravené Castice
byly hladké, sférického tvaru pro vSechny pouzité koncentrace 1é¢iva. Na snimcich
nebyla zachycena ptitomnost krystalll, coZ zna¢i homogenni nasyceni matrice 1é¢ivem.
Vstupni teplota byla vyS$si nez teplota varu smési rozpoustédel, coz vedlo k tvorbé par
uvnitf ¢astic. Za pouziti FTIR analyzy bylo zjiSténo, Ze mezi polymerem a lécivem

nedoslo k zadné reakci. XRD spektrum potvrdilo neptitomnost krystalického MTX,
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tato skutecnost indikuje uplné rozpusténi léciva v polymerni matrici. Vzniklé

mikrocastice vykazovaly pozadované prodlouzené uvoliovani. [46]

—
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Obrazek 9: B) Mikrocéstice chitosanu s obsahem 18 % MTX, C) mikrocéstice
chitosanu s obsahem 27 % léciva, vlevo 6000x zvétSeni, vpravo 15000x zvétSeni.

Upraveno podle [46]

5.4.5 Mikrosféry chitosanu a paracetamolu pripravené sprejovym

suSenim

Cilem studie Liu a kol. [47] bylo prozkoumat kinetiku uvolfiovani
paracetamolu ze sprejove suSenych chitosanovych mikrosfér. Paracetamol byl
dispergovan v 1% kyselin€ octové, nasledné byl ptidan chitosan a roztok sitovaciho
¢inidla tripolyfosfore¢nanu (TPP), formaldehydu (FA) nebo glutaraldehydu (GA)
v 1% nebo 2% koncentraci. Vznikla suspenze byla suSena pfti vstupni teploté 175 °C,

rychlosti nastiiku 2 ml/min a pritokem susiciho media 1,2 m*/min. Pro porovnani
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zapouzdieni 1é¢iva v mikrosférach byly pfipraveny vzorky v HCl a méfena jejich

absorbance.

Povrchova morfologie Castic byla pozorovana pomoci SEM a byla ovlivnéna
typem a koncentraci pouzitého sitovaciho &inidla (Obrazek 10). Castice, u kterych byl
pouzit TPP mély nejhladsi povrch. Ackoliv bylo 1é¢ivo v mikrosférach témét zcela
inkorporovéano (96,3-98,7 %), krystaly 1é¢iva byly pfitomny na vSech formulacich
mikrosfér. Kumulované mnozstvi uvolnéného Iéciva bylo ovlivnéno typem
a koncentraci sitovaciho ¢inidla. Mikrosféry zesiténé 1% roztoky vykazovaly vyssi
uvoliovani lé¢iva, nez mikrosféry zesiténé 2% roztoky cinidla. Pfi pouziti TPP
dochazi k zesiténi iontového charakteru, kdezto u FA a GA dochazi k chemickému
zesiténi chitosanu. Mikrosféry s TPP vykazovaly vys§i kumulované mnozstvi
uvolnéného lé¢iva nezZ ty s obsahem FA a GA v obou koncentracich, coz znaci vyssi

rigiditu ¢astic s FA a GA. [47]

Obrazek 10: Vlevo ¢astice sprejove suseného chitosanu, 1é¢iva a TPP, vpravo Castice

sprejoveé suseného chitosanu, 1é¢iva a GA. Upraveno podle [47]
5.4.6 Sprejové suSené mikrocastice chitosanu a venlafaxinu

V této studii Aranaz a kol. [48] byl formulovan venlafaxin do chitosanovych
mikrosfér za tcelem ptipravy ¢astic vhodnych pro fizené uvoliiovani. Pro rozpusténi
chitosanu byla pouzita kyselina octova 1% a pro zesiténi chitosanu byl pouzit roztok
TPP (0,1-0,5%). Byly testovany dva rizné vzorky chitosanu liSici se molekulovou
hmotnosti a stupném deacetylace (CS-1 s vy$§i molekulovou hmotnosti a vyssi

viskozitou a CS-2 s niz§i molekulovou hmotnosti a nizsi viskozitou). Vstupni teplota
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pro suseni byla 160 °C. Jednotlivé vzorky pro suseni se liSily pomérem chitosanu
a TPP, z ¢ehoz nésledné vychdzely rozdily ve vytézku a ucinnosti zapouzdieni 1é¢iva
do mikrocastic, které miZzeme pozorovat na Obrazku 11. Vytézek se pohyboval
v rozmezi od 40 do 75 %. Niz§i vytézky mohou byt zpiisobeny pouzitim vodného

rozpoustédla a lehkymi ¢asticemi, které ulpivaji na sténach komory. [48]

: Dth-;Em-i formulace CS vzorsk [TPP]“-; CS.:T.P;]-.:" pra.knckj,v}téiak"o .UZ_ Dc,

Al CSs1 0 = 63 Sh+3
A2 Cs-2 (1] - 53 BeL3
A3 51 0.1 100:30 44 B1+2
Ad C5-2 0.1 100:30 ) G4 =1
A5 C51 02 100:30 45 To+3
Ak Cs-2 02 100:20 62 i+ 3
A7 51 05 103:20 55 5145
AB 52 0.5 100:30 [ bh 3
A9 Cs-2 0.5 100:30 &4 37+3
AlD Cs2 05 100:100 74 "B+ 4

Obrazek 11: Formulace mikro€astic a hlavni charakteristiky, UZ: u¢innost

zapouzdieni. Upraveno podle [48].

Castice byly pozorovany pomoci SEM. Viechny mikrotobolky byly sférického
tvaru s patrnymi prohlubnémi a bez krystalti venlafaxinu na povrchu (Obrazek 12).
Velikost castic se pohybovala v rozmezi 3 az 10 pm bez vyznamnych rozdild mezi
jednotlivymi formulacemi. XRD ukazuje, ze venlafaxin tvofi v polymerni matrici
molekularni disperzi, coz se shoduje se snimky SEM, na kterych nejsou patrné krystaly
lé¢iva. Uvolilovani venlafaxinu bylo zkouméno v simulované Zalude¢ni tekutiné
opH 1,2 a simulované intestinalni tekutiné o pH 7,4. Uvoliovani lé¢iva bylo
udrzitelnéjSi v kyselém prostfedi simulované Zaludecni tekutiny neZ v simulované
intestinalni tekutiné. Hlavnim parametrem pro vliv na uvolfiovani 1é¢iva z formulaci
byl pomér chitosan : TPP. Formulace na bazi chitosanu s nizkou viskozitou a poméru
chitosan: TPP 100 : 100 vykazovala nejmirnéj$i hodnoty fizené¢ho uvoliiovani

s maximalnim uvolnénim 60 % za 6 hodin v simulované intestinalni tekuting. [48]

35



Obrazek 12: Mikrotobolky zesiténé TPP. Formulace A3 (A), Formulace A5 (B).
Upraveno podle [48].

5.4.7 Mukoadhezivni mikrosféry na bazi chitosanu pripravené sprejovym

suSenim pro oromukosalni podani l1é¢iv

Cilem studie Jiang a kol. [49] byla ptiprava sprejové susenych mikrosfér
chitosanu o nizké molekulové hmotnosti (LMW-Chitosan), vysoké molekulové
hmotnosti (HMW-Chitosan) a karboxylového derivatu chitosanu, za u¢elem zvySeni
ucinnosti dodani 1é¢iva — benzydaminu. Léc¢ivo bylo rozpusténo v destilované vodé
akroztoku byla pfidana kyselina octova 0,25% kupravé pH kvuli rozpusténi
pridaného chitosanu. Lé¢ivo a polymer byly ve vzorcich obsazeny v péti riznych
pomeérech. Roztok byl susen za nastaveni vstupni teploty 150 °C, aspiratoru 100 % a
pumpy 20 % (5 ml/min). Pro porovnani rychlosti uvolnéni 1é¢iva byly pfipraveny

mikrocastice samotného benzydaminu.

Mezi jednotlivymi typy chitosanu nebyly patrné vétsi odchylky ve vytézku
a spiSe nez na molekulové hmotnosti a typu chitosanu zaviselo na poméru chitosanu
a léc¢iva. Pfi vétsim zastoupeni chitosanu ve o vzorku byl vytézek vyssi a celkove se
pohyboval v rozmezi 40,2 az 63,8 %. Vizualizaci ¢astic pomoci SEM se ukazalo, Ze
vSechny castice mély sféricky tvar, ale povrch Castic se lisil v zavislosti na pouzitém
derivatu (Obrazek 13). Uvolnéni 1é¢iva z mikrocastic samotné suseného benzydaminu
bylo rychlej$i a 1écivo bylo uvolnéno jiz béhem 2 minut, naproti tomu u c¢astic

suSené¢ho chitosanu spole¢né s lIé¢ivem se tento Cas prodluzoval se zvySujicim se
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mnozstvim polymeru ve formulaci. Je zde tedy zavislost mezi rychlosti uvolnéni 1é¢iva
a mnozstvim polymeru a pouziti chitosanu by vedlo k systémiim s prodlouzenym
uvoliiovanim. Pfitomnost chitosanu také zvysuje mukoadhezivni silu ¢astic 1é¢iva na

sliznici a zlepSuje retenci 1€Civa 1 po plisobeni slin. [49]

Obrazek 13: SEM zobrazeni ¢astic pti poméru 1é¢ivo: chitosan 10 : 90. A: karboxylovy

derivat, F: LMW-Chitosan, K: HMW-Chitosan. Upraveno podle [49]

5.4.8 Sprejové suSené ¢astice chitosanu a celekoxibu

Sprejové susené mikroc¢astice obsahujici chitosan a celekoxib (CB) pfipravili
Lopedota a kol. [50] pro chemoprevenci rakoviny mocového méchyte. K nékterym
vzorkim byly pfidany dva komplexy cyklodextrinu (C1 a C2) pro zlepSeni rozpousténi
1é¢iva. Chitosan (1, 2, 3 a 4%) byl rozpustén v roztoku kyseliny octové a nasledné bylo
pridano 1écivo, poptipadé C1 nebo C2. Slozeni jednotlivych vzorkl je zobrazeno na
Obrazku 14. Suspenze nebo roztok byly suSeny za vstupni teploty 145 °C, nastavenim

aspiratoru 90 % a pumpy 10 %.
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Vzorek CH % whv CBMe-B-CD % wh CB % wiv

:
F2 3

F3 0.02
F4 C, (3.38) 0.02*
FS | C, (2.90) 0.02°
Fé6 3 0.02
F7 3 C, (3.38) 0.02*
F8 3 G, (2.90) 0.02°

Obrazek 14: Slozeni jednotlivych vzorkli pro suSeni. Me-B-CD: methyl-B-
cyklodextrin. Upraveno podle [50]

Vytézek mikrocastic s obsahem chitosanu 1 % byl vyssi nez 50 %, pii vyssim
obsahu chitosanu (3 %) se ale snizil k hodnoté 30 %. Uginnost zapouzdieni u vzorku
F3 dosahovala 25,6 %, mlze to byt zpiisobeno precipitaci CB kvili neptitomnosti
cyklodextrinli s nasledkem ulpivani 1é¢iva na sténach nadoby, ze které je suspenze
ziskavéana. Vzorek F6, ktery rovnéz neobsahuje cyklodextriny vykazuje Uc¢innost
zapouzdieni 71,6 %, coz mize byt zptisobeno vyssi viskozitou suspenze a nemoznosti
sedimentace 16¢iva. Uginnost je také vyssi u vzorkd formulovanych za piitomnosti
cyklodextrinli. Vzniklé castice (Obrazek 15) mély sféricky tvar se zdrsnélym
povrchem a velikost kolem 2 pm, coZ je kompatibilni s intravezikdlnim podéani
katetrem. Malé rozdily ve velikosti mezi vzorky byly zptisobeny rozdilnou viskozitou.
DSC sken prokazal u vzorki F3 a F6 pritomnost CB v krystalickém stavu (viditelny
pik pfi teploté 162 °C), tento pik nebyl pfitomen u ostatnich vzorkd, ve kterych bylo
1é¢ivo rozpusténo a CB se zde tedy nachazel v amorfni formé. Pro vzorky F3 a F6 po
vyhodnoceni uvoliiovani 1é€iva bylo zjisténo, Ze tyto vzorky vykazuji prodlouZené
uvolnovani s dobrou mukoadhezi ke sliznici mo€ového méchyte. Vzorky s obsahem
cyklodextrinli vykazovaly témét okamzité uvolnéni 1é¢iva. Oba typy téchto systémui
by byly vhodné pro podéani katetrem do mocového méchyte, ¢cimz se da vyhnout

oralnimu podani, které je zodpoveédné za nizkou biologickou dostupnost CB. [50]
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Obrazek 15: SEM zobrazeni mikroc¢astic F6 (d), F7 (e), F8 (f). Upraveno podle [50]

5.4.9 Sprejové suSené mikrocastice chitosanu a kyseliny kavové

Cilem studie Spagnol a kol. [51] bylo vyvinout dva typy mikrocastic
obsahujici kyselinu kdvovou (CA) a zkoumat vliv morfologie castic na profil
uvolnovani a permeaci. Prvni typ mikrocastic byl pfipraven z hydroalkoholického
roztoku (MPI), kdy byl chitosan rozpustén v kyselin€ octové 1% a nasledné byl ptidan
ethanol, CA a stearylamin. Druhy typ byl pfipraven z vodného roztoku (MPII), kdy
byl pfidan k roztoku chitosanu v kyselin€ octové 1% a CA polysorbat 80. Vzorky
obsahovaly 30 % CA. Vstupni teplota se mezi vzorky liSila, u MPI byla nastavena na
85 °C au MPII na 180 °C.

Velikost a morfologie vzniklych castic byly charakterizovany pomoci SEM,
ktera ukézala, Ze MPII byly sférické s hladkym povrchem, coZ je idealni pro fizené
uvoliovani, zatimco MPI byly por6zni s rezidui na povrchu. Velikost astic se
pohybovala v rozmezi 1 az 5 um (Obréazek 16). Pro hodnoceni permeace a uvoliiovani
CA byly ptipraveny disperze, film a emulze s obsahem MPI a MPII. Por6zni ¢astice
MPI maji vétsi povrch, ktery vede k vétSimu kontaktu s mediem a k rychlejsSimu
uvolnéni CA. MPII s hladkym, pravidelnym a méné poréznim povrchem mély
schopnost vice regulovat uvoliiovani CA ve vSech formulacich. Studium permeace
prokézala zavislost toku permeantu na viskozité systému. Cim visk6zngj§i systém, tim
se zpomaluje tok permeantu. Z vysledkil je patrné, Ze zplsob ptipravy MP a jejich

sloZeni ovliviiuje profil uvoliovani CA. [51]
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Obrazek 16: zobrazeni MPI (A) a MPII (B). Upraveno podle [51]

5.4.10 Chitosanové mikrocastice pripravené sprejovym susenim

Ve studii Liu a kol. [52] byly sprejovym suSenim pfipraveny mikrocéstice
chitosanu o vysoké molekulové hmotnosti a rizné koncentraci (0,5%, 1% a 1,5%) pro
hodnoceni velikosti a morfologie castic. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim
chitosanu v kyseliné octové 1% a knékterym byla pfidana laktéza v riiznych
pomérech. Roztoky chitosanu byly umistény do sklenénych lahvi s uzévérem
a skladovany v inkubatoru pii 35 °C, kdy byl proveden proces kyselé¢ degradace po
dobu 18 dnti, kdy vzdy po nékolika dnech byly pozorovany zmény roztokd. Suseni
probéhlo nulty den, kdy byly roztoky ptfipraveny a 18. den po ukonceni inkubace. Pti
suSeni byla vstupni teplota 180, 160, 140 a 120 °C pro studium vlivu teploty na

morfologii ¢astic.

Byla zkouméana viskozita roztokl a ukazalo se, Ze se zvySujici se koncentraci
roztoku viskozita roste, zaroven pii inkubaci roztoki ale viskozita postupné klesa (az
0o 72 %). Metoda FTIR byla pouzita ke zkoumani strukturdlnich zmén molekuly
chitosanu po inkubaci vzorkl pfed suSenim. Spektrum bylo témét nezménéno, doslo
pouze ke zménam intenzity nékterych pikd, zptisobenych hydrolyzou O-glykosidové
vazby a N-acetylové. Pouzitd koncentrace chitosanu méla vliv na velikost ¢astic, ¢im
vys$$i koncentrace, tim vétsi jsou Castice. Koncentrace ale neméla vliv na morfologii
Castic. Vliv teploty pfi suSeni se ukdzal jako dilezity faktor. Vzorky suSené vyssi
teplotou mély tendenci k deformaci, zatimco ¢astice ziskané piti suSeni niz$i teplotou

byly témér sférické. Tento jev lze vysvétlit rozdilnou rychlosti suSeni, kdy pii vyssi
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teploté dochazi v rychlejsimu suSeni a tendenci ¢astice k jejimu zhrouceni. Velky vliv
méla na podobu &astic inkubace roztokil. Castice vzniklé po inkubaci byly mensi

a zhroucené, pravdépodobné¢ kviilli snizeni molekulové hmotnosti chitosanu

(Obrézek 17). Naproti tomu castice pfed inkubaci mély pravidelnéj §i tvar a byly vétsi.

Obrazek 17: SEM fotografie ¢astic pripravenych z inkubovanych roztokt s rozdilnou
koncentraci chitosanu. Zleva 0,5%, 1% a 1,5%. Upraveno podle [52]
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti byla pfiprava suspenzi, jejich nasledné suSeni na

sprejové susarn€ a hodnoceni vlastnosti vzniklého produktu.

6.1 Pouzité suroviny

Chitosan ¢&.3. JB-CH190301, JBiChem, Cina

Meloxikam poskytnuty spole¢nosti Zentiva, Sarze neni k dispozici
Tobolky Zelatinové 0, ¢.S. 4100000397

Fosfore¢nanovy pufr o pH 6,8, pfiprava: Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs,
Dr. Kulich Pharma, s.r.0.) 6,8 g byl rozpustén ve 250ml vody a doplnén do 1000ml

Roztok kyseliny octové o koncentraci 0,5 a 1 %

Cisténa voda

Methanol, ¢.5. 1948/10, Lab-Scan Analytical Sciences Corporate Profile, Polsko

6.2 Pouzité pristroje

Skenovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro, Phenom-World B. V., Nizozemsko

Sprejova susarna BUCHI Mini spray dryer B-290, Biichi Labortechnik AG, Flawil,

Svycarsko
Magneticka michacka Lavat MM4, LAVAT a.s., Ceska republika
Analytické vahy A&D HR-120 EC, A&D Company, Limited, Japonsko

Mikroskop Olympus BX 51, Olympus Soft Imagining Solutions GmbH, Némecko
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PC s programem analySIS auto 5,1, Olympus Soft Imagining Solutions GmbH,

Némecko

Laboratorni sita 0,16 mm, 0,08 mm, STAST, Ceskoslovensko
Strojek pro plnéni tobolek, HEROS, Ceska republika

Filtr ze sklenénych mikrovliken GF/D, 25 mm, GE Healthcare, USA
Sinker 11-31 AT 7,

Ultrazvukova Cdistici lazen WUC-AO01H Witeg, Witeg Labortechnik GmbH,

Némecko
Misici zafizeni Turbula T2F, WAB-GROUP, Némecko

Disolu¢ni systém Sotax AT7 Smart, Autosampler Sotax CH-4123 Sotax AG,

Svycarsko

UV/VIS Spektrofotometr Analytik Jena Specord 205, Analytik Jena, Némecko
Vahy CAHN 26, Cahn instruments Inc, USA

Hlinikové kelimky Netzsch 100 DSC, Netzsch-Geratebau GmhH, Selb, Némecko

Ru¢ni lis pro uzavreni hlinikovych kelimkii, Netzsch-Geratebau GmhH, Selb,

Némecko

Netzsch DSC 200 F3 Maia, Netzch-Geratebau GmhH, Selb, Némecko
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6.3 Metody pripravy

Ptiprava probihala na sprejové susarné, kdy po vysusSeni suspenzi byly
ze vzniklého produktu ptipraveny vzorky pro optickou a digitdlni mikroskopii,

disoluci a DSC.

6.3.1 Sprejové suSeni

Pro sprejové suSeni byly nejprve ptipraveny roztoky rozpusténim chitosanu ve
200 ml 0,5% kyseliny octové tak, aby vznikla vzdy pozadovana koncentrace roztoku
(0,5%, 1%, 1,5% a 2%). Slozeni jednotlivych vzorkt je uvedeno v Tabulce 1. Roztoky
byly néasledné¢ michany na magnetické michacce do uplného rozpusténi chitosanu.
V tience byl rozdrobnén meloxikam, vzdy o hmotnosti 2 g a nasledné byl postupné
pfiddvan roztok chitosanu do vzniku suspenze. K susarné€ byl otevien ptivod vzduchu
a nastaveny pozadované parametry (Tabulka 2), které byly kontrolovany po cely
prabéh suseni. Po nahfati susarny byla suspenze v kadince opét umisténa na michacku,
byla spusSténa pumpa a suspenze se zacala nasavat smérem k trysce. Suspenze byla
rozprasovana tryskou do suSici komory a vznikly produkt byl zachycen do sbérné
nadoby. Po vycCerpani suspenze bylo do kadinky pfevedeno malé¢ mnozstvi 0,5%
kyseliny octové, kterd slouzila k proplachnuti trysky a hadicek. Nasledné po
vychladnuti, byly jednotlivé ¢asti susarny rozebrany k vyc¢isténi a vysledny produkt se

sebral ze sbérné nadoby.

Tabulka 1: Slozeni vzorkl pro suseni

Oznaceni vzorku Mnozstvi chitosanu (g) Mnozstvi meloxikamu (g)
CHO0,5 1 2
CH1 2 2
CH1,5 3 2
CH?2 4 2
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Tabulka 2: Parametry suSeni

Parametry suSeni

Experimentalni podminky

Vstupni teplota 170-210 °C
Vystupni teplota 88-137 °C
Vykon pumpy 5%
Uginnost aspiratoru 100 %

Prutok vzduchu

30 mm ~ 439,11 L/h

Primér trysky

1,4 mm

Frekvence ¢isténi trysek

5

6.3.2 Opticka mikroskopie

Po ususeni produktu bylo kopistkou odebrano z kazdého jednotlivého vzorku

malé mnoZzstvi ¢astic. Pomoci laboratorniho sita 0,16 mm se tento vzorek ptesel pfimo

na podlozni skli¢ko z divodu rozptyleni shlukti ¢astic a byl vlozen na posuvny stolek

mikroskopu Olympus BX 51. Pomoci PC programu byly pofizeny snimky

pfipravenych castic. Nasledné bylo totéZ provedeno se samotnymi nesuSenymi

¢asticemi chitosanu a meloxikamu, pro porovnani vzhledu ¢astic. Parametry pouzité

pro optickou mikroskopii jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry optického mikroskopu

ZvétSeni 10x
RozliSeni kamery 1360x1024 px
RozliSeni fotoaparatu 1360x1024 px
Velikost jednoho pixelu 0,2164 um
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6.3.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Castice byly pozorovany také pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
Phenom Pro s detektorem zpétn€ odrazenych elektrontl. Vzorky byly nejprve nalepeny
na hlinikovy ter¢ik pomoci uhlikové péasky a nasledné¢ byla na povrch vzorku
poprasenim aplikovana piiblizn¢ 10 nm vrstva zlata. Parametry mikroskopu pro
potizeni fotografii byly nastaveny na zvétSeni 2000x a 500x a urychlovaci napéti 5 kV.
Poftizeni snimkii probéhlo za asistence Mgr. Terezy Vatilové v Povodi Labe v Hradci

Kralové.
6.3.4 Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Pro hodnoceni pomoci DSC bylo nejprve potieba pienést suseny materidl do
hlinikovych kelimkii. Nejprve byl zvaZen hlinikovy kelimek s vickem, do kterého se
udélal maly otvor. Nasledn¢ pomoci kopistky, bylo do kelimku pfevedeno mnozstvi
vzorku odpovidajici hmotnosti 5 az 10 mg, bylo piekryto vickem a zvazeno. Rozdil
mezi hmotnosti kelimku se vzorkem a samotnym kelimkem odpovidal navdzenému
mnozstvi vzorku. Nasledné byl kelimek se vzorkem vloZen do ruéniho lisu a byl
uzavien. Manipulace s kelimkem probihala celou dobu pomoci pinzety. Takto
piipraveny vzorek mohl byt vloZzen do DSC pfistroje. Jako referencni vzorek byl pouZit

prazdny kelimek. Po nastaveni parametrii (Tabulka 4), bylo spuSténo méfeni.

Tabulka 4: Parametry nastaveni DSC

Faze programu Teplota tepllst}l’;}cliloznén
Start 20 °C -
. , Chlazeni -20 °C 10 °C/min
Pouzity teplotni S -
program Izotevrma -20 °C 5 min
Ohiev 280 °C 4 °C/min
Chlazeni -20 °C 10 °C/min
Izoterma -20 °C 2 min
Ohiev 280 °C 4 °C/min
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Do programu DSC 200 byly zaddny udaje: nazev vzorku, méfeni s korekci
nebo bez korekce, hmotnost prazdného kelimku, hmotnost vzorku, hmotnost
referen¢niho vzorku a teplotni program. V teplotnim programu byly zahrnuty hodnoty
pocatecni teploty, cilové teploty a rychlost pro chlazeni nebo zahtivani a teplota
kone¢ného stavu. Podle nastaveni parametrt pfistroje dochazelo ke zménam teplotnich
podminek, které vedly ke zménam ve vzorku. Ty byly ndsledné zaznamenavany
do termogramu. Na termogramech se zaznamenavaji piky, které jsou charakterizovany
plochou a teplotami zacatku, konce, vrcholu a celkové teplotni oblasti. Po ukonceni
méteni byly v PC programu vyhodnocena ziskana data v termogramu. Méteni kazdého
vzorku bylo provedeno dvakrat. Prvni méfeni bezprosttedné po ususeni vzorkt (M1)
a druhé po 6 mésicich (M2). Aby mohly byt termogramy hodnoceny, méfeni se

provedlo také u samotnych latek chitosanu a meloxikamu.

6.3.5 Disoluce a spektrofotometrie

Pro zjisténi uvoliovani 1éCiva, byla provedena zkouska disoluce se
spektrofotometrickym vyhodnocenim. Sprejové suseny produkt (100 mg) byl naplnén
do zelatinovych tobolek velikosti 0. Byly pfipraveny také tobolky plnéné fyzikalni
smési chitosanu a meloxikamu. Smés byla vytvorena na zakladé poméru meloxikamu
a chitosanu, ktery byl pouzit u smési susenych (CH 0,5 — 2:1, CH 1 — 1:1,
CH 1,5 — 2:3). Tyto smési byly nasledné miseny po dobu 5 minut na Turbule a plnény
do tobolek. Pfipraveny byly také tobolky obsahujici pouze meloxikam 100 mg. Od
kazdého vzorku suSené 1 fyzikdlni smési a samotného meloxikamu byly pfipraveny

vzdy 3 tobolky obsahujici stejny vzorek.

Pro disolu¢ni zkouSku byl pouzit uzavieny disolucni systém s automatickym
odbérem vzorkli a naslednym doplnénim media. Do kazdé¢ z nddob disolu¢niho
systému bylo pfevedeno 500 ml pufru o pH 6,8. Déle byly do disolu¢niho systému
umistény filtry, do kadinky umisténé vedle systému byl také pfeveden puftr, ktery
slouzil k doplnéni 5 ml objemu, ktery byl odebran pii odbéru vzorku. Disolu¢ni systém
byl uzavien, byla zapnuta michadla, nastaven automaticky odbér vzorkd po 10

minutach s naslednym doplnénim pufru a byla nastavena teplota systému na 37 °C. Po
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nahfati pfistroje byly do systému umistény sinkery s tobolkami a tim byla spusténa

disoluce. Zkouska probihala 2 h.

Odebrané vzorky z disolu¢niho systému byly pfevedeny do kyvet a vlozeny do
spektrofotometru s nastavenim vlnové délky A= 363 nm, kde byly pomoci PC
programu zjistény hodnoty absorbance, ze kterych se vypocital primér a nasledné i
koncentrace 1é¢iva ze vzorce z kalibracni kiivky (Obrazek 18). Jako slepy vzorek byl

pouzit pufr o pH 6,8.

Kalibracni krivka pro meloxikam, A =363 nm
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4
y=49.113x + 0.076

0.3 R? = 0.9989

0,2
0,1

0,0
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018

c(g/)

Obrazek 18: Kalibracni kiivka pro meloxikam

Z vypocitané koncentrace byly néasledné vypocteny dalsi veliCiny tykajici se

uvolnéni lé¢iva uvedeny v Tabulce 5.

Z diivodu moznych ztrat 1é¢iva a zmén poméru 1é¢ivo : chitosan, bylo zméfeno
také mnozstvi meloxikamu v susenych vzorcich. 100 mg suseného vzorku bylo
pfevedeno do 10 ml methanolu, ve kterém se meloxikam dobfe rozpousti a umisténo
do ultrazvukové lazné€. Nasledné€ byla suspenze zfiltrovéana ptes filtr do kaddinky a z té
bylo odebrano 20 ul, které byly nafedény pufrem do 2 ml a byla zméfena absorbance
tohoto roztoku. Z naméfené absorbance byla vypoctena koncentrace podle vzorce

z kalibra¢ni kiivky (Tabulka 5) a bylo zohlednéno nafedéni. Z koncentrace bylo
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vypocteno mnozstvi meloxikamu ve vzorcich. Tyto hodnoty byly pouzity pro vypocet

mnozstvi uvolnéného 1é¢iva.

Tabulka 5: Vzorce pro vypocet veli¢in z disoluce

Symbol | Jednotka Nazev Vzorec
(A—0,076)
c mg/ml Koncentrace =—
49,113
Mnozstvi vzorku
Myessel mg uvolnéného léciva Myesser = CV
v nddobé
— mg Mnozstvi lé¢iva ve Megmote = €V
vzorku pee
Kumulované mnozstvi
Me.sam. mg 1é¢iva odebrané ve Mesam. = Z Msample
vzorcich
Moo mg KorigoYan,é mr}?zstvi m —m N Z m
uvolnéného 1é¢iva corr vessel sample
Mnozstvi uvolnéného m
Myl % 1é¢iva vzhledem My = o .100
k deklarované davce deklar. davka
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7 DISKUZE A VYSLEDKY

Castice zkoumané v této praci byly p¥ipraveny metodou sprejového sudeni,
jejimz principem je suseni roztokl nebo suspenzi pomoci horkého suSiciho media.
Byly pfipraveny suspenze meloxikamu v roztoku chitosanu o jeho koncentraci 0,5 %,
1 %, 1,5 % a 2 %. Jednotlivé vzorky byly suSeny teplotou 170 °C, 190 °C a 210 °C na
sprejové susarné Biichi Mini Spray Dryer B-290.

Nejen parametry nastaveni sprejové susarny, ale i koncentrace roztoki, nebo
mnozstvi pouzitych komponent, mohou ovlivnit vysledné vlastnosti ¢astic, jako jsou
velikost a morfologie, tepelné vlastnosti, nebo uvolilovani 1é¢iva. V této praci byl

hodnocen vliv teploty suSeni a koncentrace roztoku na vlastnosti ¢astic.

Roztoky s 2% obsahem chitosanu nejsou v diskuzi hodnoceny, protoze je
nebylo mozné susit vzhledem k vysoké viskozité. Dochazelo k ucpavani trysky

a nemohl vznikat produkt.

Vzhled ostatnich ptipravenych ¢astic byl hodnocen pomoci optického

mikroskopu Olympus BX 51 a skenovaciho elektronového mikroskopu Phenom Pro.

Metodou DSC na pfistroji DSC 200 F3 NETZSCH Proteus byly zkoumany
zmény tepelnych vlastnosti vzorkd. Tyto zmény byly pozorovany bezprostiedné po
vysuseni vzorkll a nasledné po 6 mésicich. Vzdy byly provedeny dva ohfevy. Ve
vyslednych termogramech bylo mozné pozorovat zmény jako jsou teplota tani,
dehydratace, nebo dekompozice jednotlivych komponent vzorku v zéavislosti na

teploté.

Uvolnovani lé¢iva bylo hodnoceno disolu¢ni zkouskou a naslednou
spektrofotometrii z pevnych 1ékovych forem — tobolek. Disolu¢ni sytém Sotax AT7
Smart a Autosampler Sotax CH-4123 umoZnily automaticky odbér vzorki
s ndslednym doplnénim media. Vzorky byly odebirany vzdy po 10 minutach po dobu
120 minut. U odebranych vzorkl byla néasledné zméfena absorbance na UV/VIS

Spektrofotometru Analytik Jena Specord 205 a vypoctena teoretickd koncentrace
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a mnozstvi uvolnéného 1é¢iva. Hodnoty u sprejové susenych vzorkl byly srovnany se

samotnym meloxikamem a fyzikalnimi smésmi.
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7.1.1 Vliv koncentrace roztoku a parametru suseni na vzhled ¢astic

Na snimcich optického mikroskopu (Obrazky 19-27) je patrné, Ze malé Castice
tvorily shluky a velikost téchto shlukii byla velmi rizna. Primérni ¢astice maji spiSe
sféricky tvar a vyrazné se tak 1i$i od ptivodnich ¢astic chitosanu, které jsou destickové.
Shluky ¢astic jsou pak nepravidelného tvaru a jednotlivé vzorky se mezi sebou vyrazné
nelisi. Na vzhled castic pravdépodobné nema vliv teplota suseni, ani koncentrace
roztokli. Nebyla hodnocena velikost ¢astic, kde by se mezi jednotlivymi vzorky po
prozkoumani mohly objevit rozdily, pfedevsim diky rozdilné koncentraci chitosanu.
Snimky vychozich surovin miizeme pozorovat na Obrazcich 28 a 29. Ve studii He
a kol. [42], kde se zabyvali hodnocenim vlastnosti sprejoveé suSeného chitosanu a H-
antagonist, zjistili, Ze pouzitd teplota i koncentrace roztoku ma vliv na velikost ¢astic.

Proto by bylo pro dalsi vzorky vhodné vyhodnoceni 1 velikosti ¢astic.

200um

Obrazek 19: Castice suseného chitosanu o koncentraci 0,5 % pfi vstupni teploté 170 °C
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[ 200 urn |

Obrazek 20: Castice suseného chitosanu o koncentraci 0,5 % pii vstupni teploté

190 °C

200um

Obrazek 21: Castice suseného chitosanu o koncentraci 0,5 % pfi vstupni teploté 210 °C
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Obrazek 22: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1 % pii vstupni teploté 170 °C

Obrazek 23: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1 % pii vstupni teploté 190 °C
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200 um

Obrazek 24: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1 % pii vstupni teploté 210 °C

200 um

Obrazek 25: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1,5 % pfi vstupni teploté 170 °C
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200 um

Obrazek 26: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1,5 % pii vstupni teploté 190 °C

200um

Obrazek 27: Castice suseného chitosanu o koncentraci 1,5 % pfi vstupni teploté 210 °C
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200 um

Obrazek 28: Castice nesuseného chitosanu

“ﬂ&

200 um

Obrazek 29: Castice nesuSeného meloxikamu
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Pro hodnoceni SEM byl vybran vzorek s 1% koncentraci chitosanu suseny pfi
teploté 210 °C a castice byly zobrazeny 500x a 2000x zvétsené (Obrazky 30 a 31).
Byly pofizeny také snimky samotného nesuseného chitosanu a meloxikamu
s priblizenim 500x (Obrazky 32 a 33). Pii jejich porovnani se sprejové piipravenym
vzorkem je viditelny vyrazny rozdil jak ve velikosti, tak ve tvaru ¢astic. U suSeného
materidlu lze pozorovat jednotlivé castice, které maji nepravidelny kulovity tvar
a zvrasnény povrch. Kulovity tvar ¢astic vznikd diky tomu, ze se béhem sprejového
suSeni po prachodu tryskou vytvaii sférické kapicky. Potvrdilo se, Ze Céstice tvofi
shluky, a ackoliv nebyla méfena velikost Castic, lze fict, ze se pohybuje v rozmezi
jednotek az desitek mikrometrd. Nejmensi pozorovatelné ¢astice jsou ¢asto kulovitého
tvaru. Obecné je velikost suSenych ¢astic mensi v porovnani s ¢asticemi samotného
chitosanu, ale vét§i nez &astice samotného meloxikamu. Castice meloxikamu pak
mohou byt jednak obaleny a uzavieny ve sférickych casticich chitosanu nebo na jejich
povrchu. Predpokladame, Ze dochézi ke kombinaci téchto moznosti. Castice s podobné
zvrasnénym povrchem piipravili také Aranaz a kol. [48] nebo Jiang a kol. [49], ktefi

ve svych studiich pouZili chitosan o vysoké molekulové hmotnosti.
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Obrazek 30: SEM snimek castic suSeného chitosanu o koncentraci 1 % a vstupni

teploté 210 °C se zvétSenim 2000x
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Obrazek 31: SEM snimek castic suSené¢ho chitosanu o koncentraci 1 % a vstupni

teploté¢ 210 °C se zvétSenim 500x

Obrazek 32: SEM snimek nesuSeného chitosanu se zvétSenim 500x
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Obrazek 33: SEM snimek nesuseného meloxikamu se zvétSenim 500x

7.2 Vyhodnoceni tepelnych vlastnosti vzniklych ¢astic pomoci DSC

Metodou DSC, tedy diferencialni skenovaci kalorimetrii, byly vyhodnoceny
tepelné vlastnosti zkoumanych ¢astic. Zakladni typy zmén, které nastavaji u polymerti
jsou zobrazeny na Obrazku 34. Pro dé&je, které jsou vyjadieny na termogramu
endotermnimi piky plati, Ze je k jejich realizaci potfeba dodat energii. Naopak pro d¢je
zobrazené exotermnimi piky plati, Ze dochazi k uvoliovani tepla. Termogramy ¢astic
byly nejprve porovnany s jednotlivymi termogramy vychozich latek (Obrazky 35 a 36)
a nasledné byl pozorovan vliv koncentrace a teploty suSeni na jednotlivé vzorky.
Porovnany byly také piky mezi M1 a M2. Na termogramech jsou pozorovatelné
endotermni piky, které vyjadiuji dehydrataci chitosanu (Obrazek 35) a tani
meloxikamu a jeden pik exotermni, ktery vyjadiuje dekompozici meloxikamu

(Obrazek 36). Priklady termogramt vybranych vzorka (vzorkd (CH 1 % 170 °C
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a CH 1,5 % 190 °C) jsou na Obrazcich 37-40. Teploty pikti jednotlivych déji u vSech

vzorkll jsou uvedeny v tabulkdch 6 a 7.

Oxidace

Krystalizace

Exotermicky

Rozklad

7

Teplota skelného
pfechodu

Endotermicky

Taveni

Teplota [°C]

Obrazek 34: Obecné zobrazeni termogramu a termickych zmén, které nastévaji

v polymerech. Upraveno podle [53]

Prvnim pikem na termogramu suSenych ¢astic je pik dehydratace chitosanu.
Pik dehydratace odpovida ztraté vody vazané na polymer. U samotného chitosanu jako
vychozi suroviny odpovida pik dehydratace 98,9 °C. Podobnou teplotu zaznamenali
pro chitosan také Neto a kol. [54], kde byl pozorovan pik dehydratace samotného
chitosanu v okoli 100 °C a Corrigan a kol. [43], kde byl pik pfiblizné 90°C. Pii
porovnani termogrami suSenych vzorkli stermogramem samotného -chitosanu
(Obrazek 35) bylo zjisténo, Ze doslo k poklesu hodnot jak pfi prvnim méfeni M1 (pik
se zde nachazel vrozmezi 70,5-92,6 °C) tak i pfi druhém meéfeni M2 (rozmezi
63,4-98,8 °C. Teplota dehydratace susenych Castic se pii druhém méfeni snizila az
0 35,5 °C v porovnani se samotnym chitosanem a hodnoty jsou u vétSiny vzorki také
niz§i v porovnani s prvnim méfenim. Podobnou odchylku zaznamenali i Lopedota
a kol. [50], kdy doslo k posunu od pivodnich ptiblizn¢ 100 °C k 80 °C pfti koncentraci

roztoku 3 %. Pfi porovnani teplot dehydratace na zéklad¢ koncentrace roztoku neni
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ziejmé zavislost. M1 ukézalo, ze nejvyssi hodnoty dehydratace byly dosazeny pfi

teploté suseni 190 °C, u M2 tato zavislost ale patrna neni.

Na termogramu samotného 1é¢iva (Obrazek 36) jsou viditelné dva piky, prvni
prudce endotermni pik teploty tani meloxikamu pti 259,9 °C a druhy prudce exotermni
pik dekompozice pii 262,1 °C. Ve studii Rus a kol. [55] byl pozorovan pik teploty tani
meloxikamu pfi 262,89 °C a ve studii Naidu a kol. [56] byl pik pozorovan pfti teploté
257,7 °C, coz je v souladu s ndmi zjisténymi hodnotami. Odpovidajici piky u suSenych
¢astic se pohybuji u M1 mezi 248,5 °C a 251,4 °C a u M2 mezi 244,5 °C a 252,5 °C.
Teplota tani meloxikamu se po susSeni snizila cca o 10 °C. Snizeni teploty tani
meloxikamu po sprejovém suseni zaznamenali také Pomazi a kol. [57] a to o 25 °C.
Pfi porovnani koncentraci roztoki zde nedochéazi k vyraznym zménam teploty tani
meloxikamu a stejné tak nemé vliv ani teplota suseni, i kdyz u M1 i M2 byla
zaznamenana nejvyssi teplota pfi 170 °C, kromé CH 1,5 pti M2. Poklesy v ramci
dalsich teplot susSeni jsou ale zanedbatelné. Pik dekompozice klesl stejné jako pik
teploty tani pfiblizn€ o 10 °C a vliv koncentrace a teploty suSeni je zde stejny jako

u teploty tani.

Pfi porovnani jednotlivych pikii mezi M1 a M2 jsou pozorovatelné zmény
u piku dehydratace chitosanu po 6 mésicich, kdy u vétSiny vzorka doslo ke snizeni
teploty dehydratace. U vzorkti CH 0,5 190 °C, CH 1 210 °C a CH 1,5 210 °C doslo ke
zvyseni hodnoty 0 6,2 aZ 8,2 °C. Celkova odchylka se pohybovala mezi 6,2 az 17,8 °C.
U teploty tani meloxikamu k tak vyraznym zméndm nedochdzelo. Vzorky, které
vykazovaly zvySenou teplotu dehydratace chitosanu pii M2, naopak vykazovaly
snizeni teploty tani meloxikamu. Ostatni vzorky vykazovaly zvyseni teploty tani. Tyto
zmény se pohybovaly mezi 0,1 az 5,2 °C. Kromé teploty tani meloxikamu
uCH 1210 °C, kde byla odchylka nejvétsi (5,2 °C), byly zmény minimalni.
Meloxikam v ¢asticich zlstava tedy i po 6 mésicich podle teploty tani ve stejné forme
jako bezprostfedné po suSeni a lze jej povazovat za stabilni. U dekompozice
meloxikamu jsou zmény mezi M1 a M2, stejné€ jako u teploty tdni minimalni, kromé

vzorku CH 1 210 °C, kde byla zména 5,3 °C (sniZeni).
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U chitosanu se také objevuje teplota skelné¢ho ptechodu, coz je teplota, pii které
polymer ptechazi z tuhého (skelného) stavu, do stavu viskozniho. Tento d€j neni

u nasich vzorkl pozorovatelny diky nizké citlivosti ptistroje. Mohl by byt zaznamenéan

v

pomoci jiné, citlivéj$i metody, jako je naptiklad dynamické DSC. [58]
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Obrazek 35: Termogram nesuSené¢ho chitosanu. Kiivka prvniho ohfevu (hnédd),

kiivka druhého ohtfevu (tmavé zelend), kiivka chlazeni (svétle zelend)
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Obrézek 36: Termogram nesusen¢ho meloxikamu. Kfivka prvniho ohievu (zelend),

kiivka druhého ohfevu (hnéda), kiivka chlazeni (rtizova)

DSC {mW/mg)

J, exo Complex Peak:
0.6 1 Area; 175.2
Peak 772 -
Onset. 447
0.4 End: 1138

Complex Peak:
Area 3086
Peak: 250.0
Onset: 247 .4
End: 2808

0.2 1

0.0 1

ormplex Peak:
rea; -25.85
eak: 252.3
fno: 2561

04 12

a 50 100 150 200 250
Temperature /°C

Obrazek 37: Termogram vzorku CH 1 170 °C pti M1. Kfivka prvniho ohfevu (tmavé

modra), kiivka druhého ohievu (Cernd), kiivka chlazeni (svétle modrd)
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Obrazek 38: Termogram vzorku CH 1 170 °C pti M2. Ktivka prvniho ohfevu (tmavé

modra), ktivka druhého ohievu (Eernd), kiivka chlazeni (svétle modra)
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Obrazek 39: Termogram vzorku CH 1,5 190 °C pi1 M 1. Ktivka prvniho ohfevu (tmave

modrd), kiivka druhého ohfevu (Cerna), kiivka chlazeni (svétle modré)
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Obrazek 40: Termogram vzorku CH 1,5 190 °C pti M2. Ktivka prvniho ohfevu (tmavé

modra), kiivka druhého ohfevu (Cerna), kiivka chlazeni (svétle modra)

Tabulka 6: Teploty pikt jednotlivych d&jli z termogrami vzorki pii M1

M1 Dehydratace Teplota tani Dekompozice
chitosanu (°C) meloxikamu (°C) meloxikamu (°C)
CH 0,5, 170 °C 70,5 251,4 253,8
CH 0,5, 190 °C 92,6 248,5 250,8
CH 0,5, 210 °C 85,9 248,6 251,0
CH1,170°C 77,2 250,0 252,3
CH1,190°C 85,4 249,1 251,4
CH1,210°C 81,7 249,7 252,2
CH 1,5,170 °C 80,3 250,2 252,3
CH 1,5, 190 °C 84,4 248,8 251,1
CH 1,5,210°C 71,5 249,7 252,0
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Tabulka 7: Teploty pikt jednotlivych dé&jii z termogramt vzorkd pti M2

M2 Dehydratace Teplota tani Dekompozice
chitosanu (°C) meloxikamu (°C) meloxikamu (°C)
Ch0,5,170°C 63,4 252,5 254,8
Cho,5, 190 °C 98,8 247,7 250,1
Ch0,5,210°C 68,1 251,4 253,7
Ch1,170°C 66,8 252,0 254,4
Ch 1,190 °C 77,5 250,4 252,7
Chil, 210°C 89,5 2445 246,9
Ch1,5,170°C 70,0 250,5 252,7
Ch1,5,190°C 75,5 250,8 252,9
Ch1,5,210°C 79,7 249,6 251,8

7.3 Hodnoceni uvoliiovani lé¢iva zkouskou disoluce a spektrofotometrie

Pfi porovnani uvoliiovani 1é¢iva ze vzorkt CH 0,5 (Obrazek 41) pii vSech
teplotach, v nesusené fyzikalni smési a v tobolkdch meloxikamu bylo zjiSténo, Ze
uvolnovani 1éc¢iva ze susenych vzorkli bylo vyssi nez u nesuSené smési a tobolek
meloxikamu. Po 120 minutach disoluce bylo z tobolek meloxikamu uvolnéno pouze
19,72 % a znesuSené smési 47,02 %. U suSenych vzorkil bylo uvoliiovani vyssi,
vzorky suSené pii 170 °C a 190 °C vykazovaly velmi podobny profil uvolfiovéani a po
120 minutach dosahly hodnot 92,28 % a 99,01 %. Ze vzorku suSeném pii 210 °C bylo
uvolnéno 147,03 %. Pro takto vysoké hodnoty muize byt nékolik divoda. Jednim
z nich je neuplné rozpusténi meloxikamu pfi stanovovani mnozstvi 1é¢iva ve vzorku.
Pii filtraci pak ulpivalo mnoZstvi nerozpusténého chitosanu s meloxikamem na filtru
a lécivo tak nebylo obsaZeno v analyzovaném vzorku. Tento problém by mohl byt
vyteSen napt. prodlouZenim doby rozpousténi, poptipad€ zvolenim jiné metody nebo
rozpoustédla. DalSim divodem mohla byt nehomogenita smési, kdy byl pro stanoveni
obsahu pouzit vzorek s menSim obsahem léciva. Celkovy profil uvoliiovani je pro
vzorky CH 0,5 spiSe pozvolny, nedochdzi k rychlému uvolnéni 1éCiva na zacatku
a v prvnich 40 minutach jsou hodnoty niZsi nez u fyzikalni smési (s vyjimkou teploty
210 °C). Ve studii He a kol. doslo [42] k rychlému uvolnéni 1é¢iv ze skupiny Ho-
antagonistl ze sprejove susSenych castic s chitosanem, a to jiz béhem n¢kolika minut.

Toto rychlé uvolnéni mohlo byt zptisobeno hydrofilni povahou polymeru i 1é¢iva.
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Ve vzorcich CH 1 (Obrazek 42) bylo ze vzorku nesusené smési uvolnéno po
120 minutach 64,69 % léCiva, ze vzorku suseném pii 170 °C 117,37 %, ze vzorku
suSeném pii 190 °C 142,61 % a ze vzorku suSeném pii 210 °C 93,21 %. Stejné jako
u koncentrace chitosanu 0,5 %, 1 zde je uvoliiovani postupné a v prvnich 30 minutach
srovnatelné s fyzikalni smési. V tomto ptipadé ale vzorek suseny pii 210 °C vykazoval
nejpomalejsi uvolilovani. Ve vzorcich CH 1,5 (Obrazek 43) bylo z nesuSené smési
uvolnéno po 120 minutach 94,22 % léciva, ze smési susené pii 170 °C bylo uvolnéno
82,2 %, ze vzorku suSené¢ho pi1 190 °C 78,77 % a ze vzorku suseném pii 210 °C
117,96 %. Nejvyssi koncentrace chitosanu, v porovnani s fyzikalni smési, uvoliiovani
1é¢iva snizila. Pouze u vzorku suseného pii 210 °C doslo po 80 minutach ke zvySeni.
Zaroven lze také pozorovat trend zvySeni uvoliiovani 1éc¢iva z fyzikdlni smési
s rostoucim obsahem chitosanu. Uz pii prostém miseni tak dochazi k vys§imu uvolnéni
v porovnani se samotnym meloxikamem a chitosan jako nosi¢ tak jesté podporuje
rozpousténi 1é¢iva. Ve studii Sogiase a kol. [15] bylo porovnano uvoliovani
ibuprofenu z fyzikalni smési chitosanu a 1éciva a suSenych castic. Pfi pH 7 doslo
k uvolnéni vét§iho mnozstvi 1é¢iva z fyzikalni smési nez ze vzorki sprejove susenych,
ato o cca 20 %, kdy se mnozstvi uvolnéného 1é¢iva dostalo po 300 minutach k 50 %.
Ve studii Al-Helw a kol. [59] byl porovnavan vliv uvolnéni fenobarbitalu z mikrosfér
chitosanu o riizné molekulové hmotnosti. Byla zjisténa zavislost uvoliovani lé¢iva na
molekulové hmotnosti, kdy s vys$§si molekulovou hmotnosti dochazi k niz§imu

uvolnéni lé¢iva aZ o cca 45 % po 6 hodinach.

Na obrazcich 44 aZ 46 1ze porovnat uvolfiovani v zavislosti na teploté. Ackoliv
pfi teploté¢ 170 a 190 °C bylo uvolnéno nejvétsi mnozstvi 1é¢iva ze vzorku CH 1
(vzorky o koncentraci 0,5 % a 1,5 % maji podobny profil uvoliiovani), u teploty 210 °C
bylo uvolilovani u tohoto vzorku nejniz§i. Zde jsou také patrné nejvétsi rozdily
v disolu¢nich profilech. Nelze tedy fict, Ze by uvoliiovani l1é¢iva bylo piimo zavislé na
pouzité teploté suSeni nebo koncentraci roztoku. MiZeme pozorovat podobné profily
disoluce hlavné¢ pro koncentrace 0,5 a 1,5 % a teploty suSeni 170 a 190 °C. Pozvolny
profil uvoliiovani 1éCiva ze sprejove susenych vzorkd pak miize byt zpiisoben tim, Ze
¢ast ¢astic meloxikamu je obalena chitosanem, ¢ast je volna nebo vazana na povrch

vétSich ¢astic ve vzorku a ke kontaktu s disoluénim mediem dochédzi postupné.
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Nejprve to jsou volné ¢astice 1é¢iva navazané na povrchu sprejove suSenych Castic a az
nasledné ty, které se uvolni diky erozi. Chitosan v pouzitém pufru neni rozpustny (pH
6,8) a béhem zkousky dochézelo ke slepeni Castic, které 1 po ukonceni zkousky mély
tvar pouzité tobolky. Na Obrazku 47 jsou fotografie vzorkti CH 0,5 susSenych pii 170

a 190 °C jiz po disoluci. Je zde vidét, ze 1 po disoluci se vzorek kompletné nerozpadl.
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Obrazek 41: Graf zavislosti mnozZstvi uvolnéného lé¢iva za ¢as ve vzorku CH 0,5 pfi

vSech teplotach, v nesusené smési a u samotného meloxikamu
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Obrazek 42: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného 1éciva za cas ve vzorku CH 1 pii

vSech teplotach, v nesusené smési a u samotného meloxikamu
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Obrazek 43: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného 1é¢iva za ¢as ve vzorku CH 1,5 pii

vSech teplotach, v nesusené smési a u samotného meloxikamu
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Obrazek 44: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného 1é¢iva za Cas pii teplot¢ 170 °C u

jednotlivych vzorka
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Obrazek 45: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného 1éCiva za ¢as pfi teploté 190 °C u

jednotlivych vzork
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Obrazek 46: Graf zavislosti mnozstvi uvolnéného 1éCiva za Cas pii teplot¢ 210 °C u

jednotlivych vzorka
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Obrazek 47: Fotografie vzorkd CH 0,5 suSenych pii 170 °C (nahote) a 190 °C (dole)

po disolu¢ni zkousce
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8 ZAVER

Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné ptipravit sprejovym susenim ze suspenze
meloxikamu v roztoku chitosanu castice, které by ovlivnily uvolnovani 1é¢iva
a vyhodnotit také vliv parametrii suSeni a koncentrace roztoku na vlastnosti
vysledného produktu. Byly ptipraveny roztoky o koncentraci 0,5 % 1 %, 1,5 % a2 %
a suSeny teplotami 170, 190 a 210 °C. Pro hodnoceni vzniklych ¢astic byly pouzity
metody optické mikroskopie, skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), diferencidlni

skenovaci kalorimetrie (DSC) a disolu¢ni zkouska se spektrofotometrii.

Z puvodné ptipravenych 4 suspenzi o rizné koncentraci chitosanu, bylo mozné
susit pouze 3 vzorky. U suspenzi o koncentraci 2% roztoku chitosanu nebylo mozné

suSeni realizovat, vzhledem k vysoké viskozité a naslednému ucpavani trysky.

Pfipravené Céstice maji nepravidelny kulovity tvar. Ve vSech vzorcich tvoii
shluky a mezi vzorky nebyly pozorovany vyznamné rozdily ve vzhledu jednotlivych
¢astic. Pro dalsi studii by bylo vhodné porovnat také velikost ¢astic v zavislosti na

koncentraci a teploté.

Hodnoceni tepelnych vlastnosti vzorkd prokazalo posun teploty dehydratace
chitosanu v susenych vzorcich smérem kniz§im hodnotdm az o 35,5 °C.
U meloxikamu dos$lo k posunu teploty tdni o cca 10 °C. U M2 byly u teploty
dehydratace chitosanu pro vétSinu vzork zjistény nizsi teploty. U meloxikamu byly
zmény po 6 mésicich minimalni, 1ze tedy fict, Ze meloxikam se nachazi ve vzorcich ve
stabilni formé. Pro zjiSténi teploty skelného ptechodu chitosanu by bylo vhodné pouzit

ptesnéjsi metodu, napt. dynamické DSC.

Béhem disolucnich zkouSek doslo k vyraznému zvySeni uvoliovani 1éCiva
oproti samotnému meloxikamu, které dosahovalo po 120 minutach 19,72 %.
U nesuSenych smési chitosanu a lé¢iva bylo mnoZstvi uvolnéného 1é€iva zavislé na
obsahu chitosanu, kdy se zvySujicim se obsahem doSlo ke zvySeni i uvoliiovani
meloxikamu. U suSenych vzorkili nebyla pozorovdna zavislost na teploté suSeni.

U 1,5% koncentrace doslo k vyrazné&jsimu zpomaleni hlavné pfi porovnani s fyzikalni
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smési. Veétsi nez 100% uvolnéni 1é¢iva muze byt vysvétleno nedokonalou
homogenitou smési nebo nedostateCnym rozpusténim [éCiva pfi oveéfovani jeho
mnozstvi ve vzorku. Re$enim by mohla byt jina metoda pro uréovani mnozstvi 1é¢iva
v suSenych vzorcich nebo napt. prodlouzeni doby rozpousténi. K podrobné&jSimu

hodnoceni disoluce by bylo by také vhodné nastavit ¢astéjsi odbéry.

Ackoliv doslo ke zvySeni uvoliiovani meloxikamu v porovnani s ¢istym
1éCivem, rychlost uvolnéni nebyla natolik vysoka, aby tato metoda byla vhodna
k ptipravé formulaci meloxikamu s rychlym uvolnénim 1éc¢iva, které by bylo vhodné

napft. pro akutni 1écbu bolesti. Uvolnovani je v tomto ptipad¢ spiSe pozvolné.
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