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1. UVOD

Nanoemulze, které obsahuji dispergované Castice kapaliny v nanometrovych
velikostech, pfedstavuji soustavy s enormni plochou dispergované faze, coz je je Cini
vhodnymi pro rlizné ucely aplikace. Nanoemulze jsou Siroce vyuzivany v fadé oboru.
NejmarkantnéjSi rozmach jejich vyzkumu a aplikaci mizeme pozorovat ve farmacii

a kosmetickém prumyslu.

Pfi podavani IéCiv spociva hlavni vyhoda nanodisperznich systémud v moznosti
snizit nespecifickou toxicitu IéCiva, dale pak ve zvySeni jeho biologické dostupnosti,
zvySeni stability a také modifikaci uc€inku (prodlouzena doba plsobeni, lokalizace
ucinku). Extrémné mala velikost ¢astic v rozmezi 20 nm az 200 nm umoznuje také
zlepSit tkanovou toleranci, absorpci a transport |éCiva a minimalizovat obranné

reakce téla. To také nasledné souvisi se zvySenou compliance pacienta.

| pfi podani IéCiva v nanodisperznim léCivém pfipravku se mohou vyskytnout
problémy. Mezi ty nejCastéjSi patfi vychytavani ¢astic retikuloendotelialnim systémem
pfi parenteralnim podani. Nanoemulze jsou vyuzivany predevSim jako nosiCe
lipofilnich 1éc&iv, ktera v€etné pomocnych latek museji byt pfed uvedenim na trh

prohlasena za bezpecné (GRAS, generally recognized as safe).

Téma rigorozni prace, metodika feSeni a predpokladané cile obecné vyplynuly
ze stale se zvétSujiciho zajmu o nanosvét a jeho vyuziti v realném Zivoté. Na katedie
farmaceutické technologie jsou nanodisperzni soustavy formulovany a hodnoceny
vramci vyzkumného projektu MSMT CR. Né&které prace, k nimz patfi také tato
rigordzni, maji pfimy aplikaéni kontext a jsou feSeny ve spolupraci s prumyslovymi
podniky, vtomto pfipadé konkrétné s RNDr. Janem Mikyskou, CSc. a firmou

Biomedica Praha.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nanocasticové soustavy

2.1.1 Nanocastice

Koloidni lipidické Casticové systémy jsou vhodné pro topickou, peroralni,
nasalni, ale tfeba i pro parenteralni aplikaci. Vzhledem k Brownovu pohybu
nesedimentuji. Nevyhodou muze byt to, Ze nékdy pUsobi jako antigeny a maiji rychlou

clearence po i.v. aplikaci (Cinnosti retikuloendotelialniho systému, RES).

Zakladni slozky
» nosi¢ (polymer, lipid, anorganicka latka, kompozit)

» aktivni latka (léCiva latka)

Viyznam ¢asticovych systemu
» stabilizace |éCivych latek (pfi skladovani, po aplikaci)

> lepSi biologicka dostupnost

ViyuZziti v technologii Iékd

» zabranéni inkompatibilitam
stabilizace
maskovani chuti a vlani
umoznéni manipulace

modifikace liberace

YV V. V VYV V

cilena distribuce aktivnich latek

Obr.1: Schéma nanodgastice *




2.1.2 Nanoemulze

vvvvvv

transparentni, termodynamicky stalé, opticky izotropni disperze dvou vzajemné
nemisitelnych kapalin a povrchové aktivni latky, s velikosti Castic lezicim obvykle
v rozmezi mezi 20 nm az 200 nm. Na rozdil od emulze je vesmés nutna pritomnost
tenzidu €i kotenzidu.

Nanoemulze maji velmi nizké mezipovrchové napéti a velkou mezifazovou
plochu (pfedevSim u nanoemulzi typu o/v). Jejich termodynamicka stabilita nabizi
vyhody oproti nestabilnim disperzim. Napfiklad v tom, Ze mohou byt pfipraveny za
dodani velmi malého mnozZstvi energie (coz u emulzi a suspenzi neni mozné) a také
maiji lep$i stabilitu, del$i Zivotnost. 2

Kapénky vnitfni faze jsou tak malé, Ze fyzikalni vlastnosti dispergovaného
oleje/vody nejsou rozliSitelné od vlastnosti odpovidajici mezifaze. Nékdy se pro

nanoemulze uziva téz termin ,roztoky zbotnalych micel”.

Nejcastejsi typy mikroemulzi
» v/o (voda v oleji)

> olv (olej ve vodé)

Komponenty u nanoemulzi
» kapalna hydrofilni faze (voda)
» kapalna hydrofobni faze (triacylglyceroly, tekuty parafin, alifatické uhlovodiky,
pevné vosky s vyS§Sim hydroxylovym €islem)
> tenzidy (anionické — mydla vy$Sich mastnych kyselin, kationické — quaty,
amfolytické — lecitin, neionogenni — estery sorbitanu)

» kotenzidy (alifatické alkoholy — butanol, oktanol)

Nejcastéjsi nanoemulzni Iékové formy
» kozni
» peroralni

» parenteralni



Farmaceutické vyuziti
» solubilizace nerozpustného IéCiva ve vodé
» tvorba tekutych membranovych pfenasecu
» stabilizace |éCivych latek
>

biodostupnost

Obr. 2: Proces vzniku nanoemulze z emulze 8
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Tab. 1: Hlavni rozdily emulze vs mikroemulze (nanoemulze)

EMULZE MIKROEMULZE (NANOEMULZE)
1 um az10 um <1 um (20 nm — 200 nm)
vysoké mezifazové napéti nizké mezifazové napéti
nutnost dodani mechanické prace schopnost spontanniho vzniku
fyzikalni nestabilita fyzikalni stabilita

Obr. 3: a) emulze®* b) mikroemulze (nanoemulze)*




2.1.3 Peroralni podani léciv

Polymerni nanocCastice jsou studovany jako nosiCe l|éCiv vice nez 20 let.
Rozdilné metody a Sirokd Skala aktivnich substanci a modeld [éCiv je studovana
v oblasti intravendzniho, topického, peroralniho & oéniho podani. °> Nanoemulze jsou
Siroce uzivany ve farmacii i v kosmetice a hraji také dulezitou roli jako vzor pro
syntézu polymernich disperzi a tuhych nanocastic pro jejich dobfe nastavitelnou
velikost, termodynamickou stabilitu, solubilizacni schopnosti, prodlouzené dobé
pusobeni atd. ® Systémy obsahujici &astice v nanometrovych velikostech predstavuiji
enormni plochu, ktera je ¢ini vhodnymi pro rlizné farmaceutické aplikace.

Hlavni vyhoda peroralniho podani nanosystémui spociva ve snizeni toxicity
léCiva a zvySovani jeho biologické dostupnosti a stability (pfedevSim hormony,
peptidy a proteiny) v gastrointestinalnim traktu. >

Extrémé mala velikost Castic u nanoemulzi garantuje zlepSenou tkanovou
toleranci, absorpci, transport a minimalni obranné reakce téla. Nanoemulze jsou
vyuzivany predevsim jako nosiée lipofilnich I&giv. *

Enzymatické Stépeni lipidd je podminkou pro jejich normalni absorpci. Pro
optimalni plasobeni enzym( je nezbytna mechanicka emulgace tuku (pfedevsim
vlivem motility distalni ¢asti zaludku), protoze kapicky tukd v emulzi (1 ym az 2 um)
nabizeji lipazam velkou povrchovou plochu ke Stépeni. Na traveni tukl se tedy

podileji lipazy, fosfolipaza A, a nespecificka karboxyesteraza.’

Obr. 4: Rozklad triglyceridti pomoci lipazy na monoglyceridy a mastné kyseliny 2

Lipase o SO
sagattiee

Monoglyceride
and fatty acids

Triglyceride

V tenkém stfevé se za spolupusobeni soli zlu€ovych kyselin spontanné tvofri

z monoglyceridl, mastnych kyselin s dlouhym fetézcem a jinych lipidd micely. Micely
diky své velikosti, pouze 20 nm az 50 nm, dovoluji jesté tésné&jsi kontakt lipofilnich



Stépnych produktl se stfevni sténou, a jsou proto nezbytnou podminkou pro

normalni vstiebavani tuki- ’

Obr. 5: Emulgace tukg °
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Transportni formou triglycerid(i ze stfeva do periferie jsou pak chylomikrony.

Obr. 6: Mikroskopicky obraz chylomikronti ®

T, T

Chylomicrons in vesicles budding from Golgi

-10 -



Jednim z hlavnich cild nanoterapie je sméfovat molekuly l|éiva pfimo
k poskozenym tkanim. Pokud jsou pfesné definovany parametry, Castice podané
v parenteralni formé mohou byt pfesné zacileny do pozadovaného mista, kde ma
dojit k uvolnéni léCiva. Nicméné i v této formé podani I&Civ se vyskytuji problémy,
které znepokojuji nanotechnology. Jsou jimi nizka fyzikalné-chemicka stabilita
a rychlé vychytavani castic v retikuloendotelialnim systému (jatra, slezina, kostni
dfeni). V parenteralni formé se podavaji také subkutané pro depotni téinek. *

Parenteralni podani nanosoustav s |éCivy pfedstavuje znacné specifickou
problematiku, kterou se vzhledem k jejimu rozsahu by v ramci svého rozsahu vydala

na samostatnou rigorézni praci, a proto se ji nebudu v mé praci blize zabyvat.

Peroralni |ékové formy s fizenym uvolfiovanim tedy zuUstavaji jako atraktivni
a Siroce rozSifena metoda terapeutického podani latek do systémové cirkulace, a to
vCetné |éCiv obsahujicich proteiny. Pfitom je v principu bezbolestna, neni rizikova
z hlediska infekce jako parenteralnim podani, a umoznuje zvySenou compliance
pacienta.

Pfi neinvazivnim podani IéCiva ve formé proteinu existuji dva hlavni problémy -
Spatna biologicka dostupnost a znacna presystémova eliminace. Jde pfedevsim
o vliv dvou hlavnich pfi¢in - malého pruniku zplasobeného jejich velkym rozmérem,
a hydrofilitou proteinl, a také rozsahlou degradaci v prostfedi gastrointestinalniho
traktu.

Biochemické bariéry, slozené z exo- a endopeptidaz, zplUsobuji rozlozeni
proteind na aminokyseliny, a proto je absorpce proteinu pfi peroralnim podani velmi
obtizna. Takeé fyzikalni bariéry predstavuiji pro proteiny zna¢nou prekazku. *°
Aby dochazelo k zlepSenému intraduodenalnimu vstfebavani ve vodé rozpustnych

peptidd, byly pfipraveny nanoemulze.

V ruznych studiich jsou hydrofilni IéCiva emulgovana do vodné faze — jedna se
0 nanoemulze typu v/o nebo mikroemulze o/v. Tyto studie demonstrovaly zvySenou
biologickou dostupnost hydrofilnich makromolekul po peroralnim podani, ale pouze
jen do urcité miry. Napf. biologicka dostupnost insulinu po peroralnim podani ve
formé& nanoemulze v/o je 0,2%. Je zde jesté Fada dalSich nevyhod, které jsou spojeny
s témito systémy, pokud jsou proteiny emulgovany ve vodné fazi. U mikroemulzi

a nanoemulzi o/v se proteiny ve vodném prostfedi mohou lehce rozlozit poté, co je

-11 -



mikro/nanoemulze zfedéna gastrointestinalni tekutinou. Pro mikro/nanoemulze v/o

muze potom in vivo dojit k inverzi fazi.

Proto byla nutna pfiprava nanoemulzi typu o/v, kde byly proteiny soustfedény
ve fazi olejové. Je dobfe znamo, Ze rozpustnost hydrofilnich proteint v lipidech je
témér nulova, coz predstavovalo bariéru v zavadéni proteint do olejové faze. Aby byl
tento problém pfekonan, musela byt pouZzita specialni disperzni technika. Protein byl
prvné dispergovan na molekulové urovni s amfifilnim excipientem, jakym jsou
fosfolipidy, a poté doSlo k rozpusténi v olejové fazi. Vysvétleni tohoho postupu
spociva v tom, ze doSlo k vytvofeni micelarni amfifilni struktury, a proto mohl byt
protein rozpustén i v oleji. * Pro zji$téni bezpeénosti, nedrazdivosti a minimalni
toxicity, jsou pouzivany takové nanoemulzni soustavy, které jsou prohlaseny za
bezpedné (GRAS). *2

2.1.4 Topické podani léciv

Pfi topické aplikaci dochazi k velmi uzkému kontaktu nanoemulzi s povrchem
pokozky. Casteéky o malé velikosti zajistuji uzsi kontakt se stratum corneum. Na
rozdil od nanosfér a nanokapsuli nepronika u nanoemulzi I1éCivo do stratum corneum
ale az do dermis, i kdyz nakonec jeho pranik neni tak hluboky jako napf.
u nanokapsuli. ** Toto v&e znadi zavislost nejen na typu nanonosice ale také na typu
polymeru, ktery hraje duleZitou roli v ramci kinetiky uvolfiovani légiva. **
(Nanoemulze pfipravena bez polymeru se rovnéz nazyva submikrometricka
emulze. °). Kromé toho je ale transport ovliviiovan jesté dal$imi faktory.

Napf. nanoemulze v/o byla testovana pro jeji snadnéjSi transport vlasovou
pokozkou. Rozsah a rychlost transportu l|éCivé latky (zde inulinu), ktera byla
zabudovana do nanoemulze v/o, byl znacné zavisly na hydrofilné-lipofilni balanci
surfaktantu. Nanoemulze, u kterych byla uZita smés s nizSim hydrofilné-lipofilni
balanci, mély rychlejSi a vétSi rozsah transportu. Déle se také zjistilo, Ze transport
zprostiedkovany nanoemulzemi je zavisly na molekulové velikosti hydrofilni pfisady

a povaze vodné faze. *?

-12 -



Pfi lokalni IéEbé koznich zranéni nebyl dosud splnén pozZadavek vysoké
absorpce léCiva. Nedavny vyzkum ovSem prokazal, Ze velmi dobré a zacilené
vstfebavani muze byt uskuteénéno pravé pomoci nanoemulzi.

Kromé toho lokalni lé¢ba koznich defektd pomoci nanoemulzi redukuje
vedlejSi nezadouci ucinky, které se vyskytuji pfi celkovém podavani I&Civ. ZvySuje se
biologicka dostupnost ale také compliance pacientq, ktera hraje v [é€ebném procesu
stézZejni roli. Pfesto i lokalni podavani IéCiv vede k fadé vedlejSich ucinkd, jako jsou
atrofie kize ¢&i lokalni podrazdéni, kterym se v budoucnu nejspiSe nevyhneme, a to

ani pomoci ,zazraénych“ nanoemulzi. *°

2.2 Zeta potencial a velikost ¢astic

AT &4

parametry ¢astic a molekul v kapalném prostredi. Jedna se o velikost Castic, zeta

potencial a molekulovou hmotnost. *°

Obr. 7: Malvern zetasizer Nano series s kyvetami pro méfeni zeta potencialu
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Parametry mefeni

o velikost ¢astic — méfeni ¢astic 0,6 nm az 6 ym

e zeta potencial — méfeni zeta potencialu ve vodnych i nevodnych disperzich

e molekulovda hmotnost — specialni dioda a tenka detek&ni optika poskytuje

dostatecnou citlivost a stabilitu k méreni absolutni molekulové hmotnosti

2.2.1 Princip méreni zeta potencidlu

Pro pochopeni zeta potencialu je v prvé Ffadé nutné vysvétlit zeta

potencialovou teorii a dale fyzikalni déje probihajici pfi méreni.
2.2.1.1 Teorie zeta potencialu

Zeta potencial hraje velmi dulezitou roli v ramci predpovédi chovani Castic
materialu. Souvisi s nabojem na povrchu c&astic, a tak ovliviuje Siroky rozsah
vlastnosti koloidnich €astic, jako napf. jejich stabilitu, ktera zde pro nas pfedstavuje
stéZejni parametr. *’

Nabita sit na povrchu castic zpusobuje urcité rozlozeni iontl v okolnim
meziprostoru, zvySuje koncentraci opacné€ nabitych iontid. Nazyva se elektricka
dvojvrstva a existuje okolo kazdé Castice. Tekuta vrstva okolo ¢astic existuje ve dvou
Castech, vnitfni vrstva, nazyvana Sternova vrstva, kde jsou ionty mezi sebou pevné
vazany, a vnéjsi (difuzni) vrstva, kde jsou ionty pfipojeny méné pevné. (Obr. 8) 2 v
difuzni vrstvé je pomyslna hranice iontl a rozpoustédla, ktera oddéluje stalé médium
a pohybujici se Castice. Kdyz se Castice pohybuje, ionty pod hranici se pohybuiji
spolu s ni a nad hranici se nepohybuji. Tato hranice se nazyva povrch
hydrodynamického smykového rozhrani surface of hydrodynamic shear, potencial
nachazejici se mezi pohybujici se Castici a okoli se nazyva zeta potencial -

elektromobilitni potencial, a méfi se zde. *’
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Obr. 8: Zeta potencial
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2.2.1.2 Elektroforéza

Zetasizer méfi zeta potencial pomoci elektroforetické pohyblivosti a poté
k vypoctu pouziva Henryho rovnici.

Pokud v elektrolytu pouZijeme elektrické pole, jsou nabité Castice
suspendované v elektrolytu pfitahovany smérem k elektrodam opacného naboje.
Naopak viskézni sily brzdi pohyb Castic k elektrodam. Jestlize je dosazeno
rovnovahy mezi témito dvéma opacnymi silami, tak se castice pohybuji se stalou

rychlosti. *°

Rychlost €astic zavisi na nasledujicich faktorech:
» intenzita elektrického pole nebo rozlozeni napéti
» dielektricka konstanta
» viskozita media
>

zeta potencial
Rychlost Castic v elektrickém poli je obvykle popisovana jako elektroforeticka

pohyblivost. Na zakladé téchto informaci mizeme zeta potencial ¢astic aplikovat do

Henryho rovnice: *°

-15-



_2ez f(Ka)

Ug 3
L (rov. 1)
ve které je
Z..... zeta potencial
U_...... elektroforeticka pohyblivost
E,...... dielektricka konstanta
[ PR viskozita

f(Ka) ...... Henryho funkce

2.2.1.3 Meéfeni elektroforetické pohyblivosti

Zaklad klasické mikroelektroforézy je kyveta s elektrodami na opacénych
stranach kapilary. (Obr. 9) *® Castice se pohybuji smérem k elektrodam opaéného
naboje, jejich rychlost je méfena a vyjadifena v jednotce silového pole jako jejich
pohyblivost.

Obr. 9: Kyveta s elektrodami

Elektrody

Kapilara

Metoda pouzivana v mérfeni rychlosti v zetasizeru Malvern je laserovy Dopplerav
rychlomér. 8
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2.2.2 Principy méreni velikosti castic

2.2.2.1 Metoda dynamického rozptylu svétla (dynamic light scattering, DLS)

Castice emulgované v kapaling nejsou nikdy stacionarni. Pohybuji se
Brownovym pohybem, ktery je vyjadfenim pohybu &astic v dusledku nahodnych
srazek s molekulami kapaliny. Pfi dynamickém rozptylu svétla dochazi k promé&fovani

Brownova pohybu, jehoz rychlost zavisi na velikosti ¢astic.

Princip je takovy, Ze laserovy paprsek prochazi disperzi Castic a zafeni je
rozptyleno v8emi smeéry. Detektor analyzuje na nej dopadajici zafeni. Kolisajici
intenzita rozptyleného zafeni se zobrazuje po dopadu na stinitko detektoru jako
soustava Cernobilych skvrn. Bilé skvrny jsou zaznamem dopadajiciho rozptyleného
zareni ve stejné fazi a €erné skvrny jsou zplusobeny vzajemnym vykompenzovanim
fazi. (Obr. 4) % Detektor zaznamenava rychlost pohybu skvrn na stinitku v ¢ase
a pomoci korelacni funkce a Stokes-Einsteinovy rovnice se pfepocCitava rychlost

pohybu &astic na jejich velikost.

Obr. 10: Fotografie zobrazujici Browntv pohyb %

Hlavni vlastnost Brownova pohybu pro DLS je to, Ze se malé Castice pohybuji
rychleji a velké Castice naopak pomaleji. Vztah mezi velikosti ¢astic a rychlosti
Brownova pohybu je definovan jako Stokes-Einsteinliv zakon. Tak jako jsou Castice
konstantné v pohybu, jevi se skvrna také jako pohybujici. Zetasizer nano systém

méfi pomér intensity kolisani a poéita velikost gastic. *°
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Stokes-Einsteintv zakon:

r=kT/6 mnD (rov. 2)

vV némz
n. ... viskozita
k ... Boltzmanova konstanta
T ... teplota

D ... difuzni koeficient

2.2.3 Stabilita disperznich soustav

2.2.3.1 DLVO teorie

Zakladni vyuziti koloidné-elektrolytického fenoménu tedy spociva v pochopeni
stability a flokulaénich efektl. Nejjednodussi model zabyvajici se témito efekty se
nazyva DLVO teorie (Derjagin-Landau-Verwey-Overbeek). '’ Zakladni myslenka
vyplyva z pfedpokladu, ze pro zachovani stability je nutna mirna pfevaha odpudivych
elektrickych sil nad silami pfitazlivymi. U nanodisperzi by méla nastat rovnovaha
mezi pfitazlivymi Van der Walsovymi silami a odpudivymi elektrickymi silami, a to
vzhledem k Brownovu pohybu. K zachovani stability disperze slouzi dva zakladni
mechanismy.

Prvni se nazyva stéricky, ktery vyzaduje napf. pfidani polymeru do systému,
ktery se naadsorbuje na povrch Castice a zabranuje tésnéjSimu kontaktu mezi
Casticemi. Druhy mechanismus se nazyva elektrostaticky, ktery vznika vlivem

rozloZzeni naboje v systému. (Obr. 11) %

Pokud tedy zeta potencial klesne pod urCitou mez, zaCne dochazet ke
shlukovani vlivem pfitazlivych sil (v tomto rozmezi je soustava nejméné stabilni - +
30 - -30 mV). Naopak vysoky zeta potencial vytvafi stabilni systém. Bod, pfi kterém
jsou pritazlivé a odpudivé sily v rovnovaze se nazyva kriticka flokulaéni koncentrace
(CFC). U nanodisperzi ovéem nastava situace zcela opa¢na. Maximalni stabilita lezi

v rozmezi + 30 - -30 mV. Vysvétleni spocCiva v neostré hranici mezi fazemi.
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Obr. 11: Typy stabilizace koloidi ??

L = L
A\ °
-
- —
3
- L
ey
-
L L -
[y - L L
L
stéricka stabilizace elektrostaticka stabilizace

Velice dulezity faktor u hodnot zeta potencialu je pH. Kdyz si pfedstavime
Castici v suspenzi s negativnim zeta potencialem, do které pfidame alkalii, Castice
maji tendenci ziskat vétsi negativni naboj. Kdyz pfidame do této suspenze kyselinu,
negativni naboj bude neutralizovan. Zadné dal$i pfidani kyseliny nezapfigini 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.

V tomto bodé je koloidni systém nejméné stabilni. (Obr.12) *®

Obr. 12: Isoelektricky bod

Zeta potantisl (my)

2.2.3.2 Vypocet interakéni energie podle DLVO

Odpudiva sila mezi kulovitymi koloidnimi ¢asticemi)zavisi na druhé mocniné

potencialu Sternovy vrstvy a na poméru tloustky mezery k efektivni tloustce
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dvojvrstvy, h/t. Cim je tento pomé&r mensi, tim vice se elektrické dvojvrstvy piekryvaji
a tim silngjSi je repulzni uCinek. Vysledna interak¢ni energie je pak dana souctem

odpudivych elektrostatickych sil s ptitazlivymi silami van der Waalsovymi. %

U=Ug*+ Uygw (rov. 3)
u—zgvsz.exp _D _ ﬂ
N ¢ ¢ 12 7 h (rov. 4)
u°druz (elstat.) u Prit (T/dW)

kde
u ... vysledna interakéni energie
U ¢ .. odpudivé elektrostaticke sily
U vaw ... PFitazlivé sily van der Waalsovy
h ...vzdalenost povrch( pfiblizujicich se ¢astic
Vs ... potencial Sternovy vrstvy
R ... polomér ¢astic
A ... Hamakerova konstanta (jeji hodnota je dana chemickou povahou
disperzniho prostfedi a disperznich ¢astic)
E, ... permitivita prostfedi

¢ ... efektivni tloustka elektrické dvojvrstvy 2*

Obr.13: Zavislost interakéni energie na vzdalenosti ¢astic pfi malych iontovych silach

(koncentracich elektrolytu v disperznim prostredi) pro dvé kulovité koloidni ¢astice

: a) velmi mala h - hluboké minimum M,, pfeviada
. ucinek pfitazlivych sil ~ A => stabilni stav -
; zkoagulované Castice

|§'{—> Zl/kB Vi

ks T i b) stfredni hodnoty h - primarni maximum P, vyska
O zavisi na tloustce elektrické dvojvrstvy (tj. hlavné na
koncentraci elektrolytu v disperznim prostfedi).

P ... energeticka bariéra, které dvé ¢astice musi prekonat,

aby se dostaly do nejstabilnéjSi konfigurace
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U koloidnich systém( pochazi energie potfebna k pfekonani energetické
bariéry z Brownova pohybu &astic (*/2 kg T).
h>ksgT - agregace téméf neprobiha a systém mulze setrvat po prakticky
neomezenou dobu v dispergovaném stavu. Takovy systém je oznacovan jako
koloidné stabilni. Z termodynamického hlediska je vSak v metastabilnim stavu,

protoze neni v nejhlubsim mozném energetickém minimu.
c) relativné velké h - sekundarni minimum M; - mélké minimum- slabé vazané
agregaty (vlo€ky), odolavaji Brownovu pohybu, ale rozpadaji se pfi pusobeni

vnéjSich hydrodynamickych sil (napf. pfi intenzivnim michani).

Obr. 14: Zavislost interakni energie na vzdalenosti Castic pfi vétSich iontovych silach

§ a v' plna ¢ara - celkova interakéni energie,
~ !

? \ v’ teCkovana Cara - pfitazliva energie
BB S v’ Gérkovana kfivka - odpudivé energie %
kBT A 2

A

.

~
.....

2.3 Viskozimetrie

Reologické chovani latek Ize popsat pomoci dvou parametrd - meze toku
a viskozity. Viskozita pfedstavuje vnitini tfeni, které brani pohybu kapaliny. Viskozita
se vyjadiuje jako pomér teCného napéti (vzniklého pulsobici vnéjsi silou v roviné

plochy) ke gradientu rychlosti deformace, D. %

2.3.1 Mereni viskozity
K méfeni viskozity se bé&zné pouzivaji prutokové, padové a rotacni
viskozimetry. %

-21 -



Prutokové viskozimetry jsou zalozeny na mérfeni tlakové ztraty v kapilare pfi
laminarnim proudéni kapaliny kapilarou. Kapilarni viskozimetr pracuje na principu

Hagen-Poiseuillova zakona, podle kterého plati

ﬂrqg

S-S
210, *

1
(rov. 5)
ve kterem
N2 ... dynamicka viskozita
r ... polomeér kapilary
| ... délka kapilary
Qv ... objemovy prutok

Ap ... tlakovy rozdil

Za predpokladu konstantniho préitoku pak pro kapilaru danych rozmérd plati 2

n=kbp

(rov. 6)

2.3.2 Stanoveni kinematické a dynamicke viskozity

Podstatou zkousSky je stanoveni doby pratoku stalého objemu kapaliny
kapilarou kalibrovaného viskozimetru Ubbelohdeho viskozimetru pfi urcité
hydrostatické vySce kapaliny a pfi pfisné kontrolované a prfesné mérené teploté.
Kinematicka viskozita se ur€i ze sou€inu zméfené doby pratoku a konstanty uzitého
viskozimetru. Za konstantu se dosazuje hodnota vyznaena na viskozimetru
vyrobcem. 28 Dynamicka viskozita se poté vypoéte jako soudin viskozity kinematické

a hustoty dané soustavy.
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3. CIL PRACE

Cil rigordzni prace je mozno vyjadfit v nasledujicich bodech:

1. zméfit velikost €astic u jednotlivych typl emulzi na Malvern zetasizeru ZS pfi
teploté 25°C po 2, 3, 4, 7, 8, 11 a 18 dnech od data pfipravy

2. zméfit velikost ¢astic u jednotlivych typu emulzi na Malvern zetasizeru ZS pfi

teploté 37°C (temperace cca 18 hodin)

3. zméfit zeta potencial u jednotlivych typl emulzi na Malvern zetasizeru ZS pfi

teploté 25°C a 37°C (temperace cca 18 hodin)

4. zméfit zeta potencial u jednotlivych typd emulzi na Malvern zetasizeru ZS pfi
teploté 25°C s pufry o velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2

5. zméfit zeta potencidl u kontrolnich vzorkl (emulze+voda) na Malvern

zetasizeru ZS pfi teploté 25°C

6. zméfit presnou viskozitu jednotlivych typd emulzi pomoci vhodného

kapilarniho viskozimetru pfi teploté 25°C

7. vysledky dosazené v ramci experimentalniho schématu vyhodnotit z hlediska

ménici se disperzity a stability emulzi a vyvodit z nich zobecnéné zavéry
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité ptistroje a chemikalie
4.1.1 Pristroje

Analytické digitalni vahy, SARTORIUS 2004 MP (max. 166 g, d = 0,01 mg)
Digitalni vahy, KERN 440 — 45 N (max. 1000 g, d = 0,1 g)

pH metr GRYF 209 L

Viskozimetr Ubbelohde (Kavalier, Sazava)

Michadlo (Fisher Scientific)

Lednice (Frigera NS 600.3 VV)

Stopky laboratorni

Termostat GRANT JB Series - Maneko

Horkovzdu$na susarna HS 61 A

Malvern zetasizer Nano series (Malvern Instruments, UK)

PC s programem Dispersion Technology Software 5.10 (Malvern Instruments, UK)

4.1.2 Chemikalie

Cisténa voda - Farmaceuticka fakulta UK v Hradci Kralové

Ethanolum 96 % (V/V) — Dr. Kulich Pharma Hradec Kralové

Acidum citricum monohydricum - Dr. Kulich Pharma Hradec Kralové

Natrii hydrogenophosphas dodecahydricus - Dr. Kulich Pharma Hradec Kralové
Nanoemulze — Biomedica Praha

4.2 Ptiprava testovacich médii

Testované nanoemulze, které byly pfedem pfipraveny v podniku Biomedica,
se nalily do kyvet a ve stanovenych Casovych intervalech (po 2, 3, 4, 7, 8, 11
a 18 dnech od data pfipravy) se zméfila pozadovana velikost ¢astic pfi 25°C. 8.
den po pfipravé nanoemulzi se tyz zpusobem promérila jesté velikost Eastic pfi 37°C

(temperance 18 hodin). V nasledujicich dnech probéhlo zméfeni zeta potencialu pfi
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teploté 25°C, 37°C (temperance 18 hodin) a pfi 25°C za pfidani pufrl o tfech rliznych
velikostech pH - 3,5, 6,5a 7,2.

a) pH 3,5 - fosfatcitratovy pufr byl pfipraven smisenim 0,1537g kyseliny
citronové (c=15,37 g/l), 0,2499 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
pocitaného jako dodekahydrat (c=24,99 g/l) a destilované vody, jelikoz
byl pouzit 0,1M roztok o objemul100 ml.

b) pH 6,5 - fosfatcitratovy pufr byl pfipraven smisenim 0, 0317g kyseliny
citronové (c=3,17 g/l), 0,2898 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
pocitaného jako dodekahydrat (c=28,98 g/l) a destilované vody, jelikoz byl
pouzit 0,1M roztok o objemul100 ml.

c) pH 7,2 - fosfatcitratovy pufr byl pfipraven smisenim 0,0128g kyseliny
citronové (c=1,28 g/l), 0,2958 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
pocitaného jako dodekahydrat (c=29,58 g/l) a destilované vody, jelikoz byl
pouzit 0,1M roztok o objemul100 ml.

Po dikladném rozpusténi byla hodnota pH zkontrolovana digitalnim pH
metrem a eventualni odchylky byly upraveny malym mnozstvim kyseliny citronove
nebo hydrogenfosforeCnanu sodného na pozadovanou hodnotu. Nasledovalo
zfedéni 1:100. Poté bylo odebrano 0,5 ml pufru (3,5; 6,5; 7,2) a 5 ml emulze (07; 08;
11; 12; 21; 22; 25; 26; 27; 28) a po promiseni bylo toto mnozZstvi vpraveno do kyvety
slouzici k méfeni zeta potencialu. Navic jesté byly pfipraveny kontrolni vzorky, které

obsahovaly 0,5 ml vody a 5 ml emulze.

4.3 Mé&feni viskozity

Ze sady viskozimetra byl vybran takovy, u néhoz doba pritoku kapaliny
méfenym usekem trvala cca 120 sekund. Termostat byl pfedem vytemperovan na
25°C. Pred méfenim byl viskozimetr vyplachnut ethanolem a vysuSen
v horkovzdusné susarné. Poté nasledovalo plnéni trubice 1 viskozimetru vzorkem
tak, aby hladina nanoemulze byla tésné nad spodni ryskou. Viskozimetr byl ponofen

do termostatu a ponechan cca 10 minut, aby doslo k vytemperovani na 25°C. Poté
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byla na konec trubice 2 nasazena hadicka, trubice 3 byla ucpana prstem a vzorek,
bez vzduchovych bublin, byl nasan nad horni rysku trubice 2. Pak byly otvory trubic 2
a 3 uvolnény, méfena kapalina se nechala volné stékat a laboratornimi stopkami byla
méfena dobu pritoku menisku nanoemulze mezi horni a spodni ryskou trubice 2.
(obr. €. 16) Toto méfeni se u kazdé nanoemulze opakovalo 3x. Pokud byl rozptyl
naméfenych hodnot vétSi nez 5 %, pokraCovalo se v dalSim méfeni, dokud nebyla

dosazena pozadovana presnost.

Obr. 16: Pritokovy viskozimetr /27/
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5. VYSLEDKY — TABULKY A GRAFY

Tabulka 1: Casovy prab&h zmén velikosti a Getnosti astic emulze 07

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 189 641 1824 75 20 4
3 215 63 1676 80 19 1
4 168 20 0 95 5 0
7 161 25 0 95 5 0
8 170,7 41 0 91 9 0
11 160 17 0 96 4 0
18 134 11 0 97 3 0

Graf 1: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 07
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Graf 2: Casovy prib&h zmén velikosti astic emulze 07
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Tabulka 2: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 08

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 267 398 12 65 33 2
3 155 332 1746 91 9 1
4 148 0 0 100 0 0
7 141 32 0 93 7 0
8 146 10 0 97 3 0
11 154 26 0 87 13 0
18 126 37 0 91 10 0

Graf 3: Casové zmé&ny pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 08
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Graf 4: Casovy prib&h zmén velikosti &astic emulze 08
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Tabulka 3: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 11

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (hm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 255 56 1663 81 18 1
3 268 72 0 72 29 0
4 201 51 1746 83 17 0
7 160 1263 0 93 7 0
8 146 295 0 96 4 0
11 166 29 0 93 7 0
18 127 3548 0 99 1 0

Graf 5: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 11
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Graf 6: Casovy prib&h zmén velikosti &astic emulze 11
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Tabulka 4: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti Sastic emulze 12

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 172 378 0 74 26 0
3 287 1653 1746 67 32 1
4 189 19 0 95 5 0
7 137 237 0 91 9 0
8 149 22 0 94 6 0
11 140 22 0 95 5 0
18 127 22 0 96 4 0

Graf 7: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 12

Graf 8: Casovy priib&h zmén velikosti astic emulze 12
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Tabulka 5: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 21

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 288 747 2517 56 30 13
3 289 219 1806 66 31 4
4 257 66 0 77 23 0
7 143 1672 0 87 13 0
8 174 41 0 85 15 0
11 147 1439 0 94 6 0
18 132 1808 0 95 5 0

Graf 9: Casové zmé&ny pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 21
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Graf 10: Casovy prib&h zmén velikosti &astic emulze 21
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Tabulka 6: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 22

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 235 56 0 83 17 0
3 200 1790 0 78 22 0
4 181 28 0 93 7 0
7 155 3252 1714 96 3 0
8 168 256 0 84 16 0
11 143 293 0 75 25 0
18 139 21 0 94 6 0

Graf 11: Casové zmény pomé&rného zastoupeni velikostnich frakci emulze 22
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Graf 12: Casovy prib&h zmén velikosti &astic emulze 22
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Tabulka 7: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 25

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 269 64 1727 78 22 1
3 202 331 0 82 18 0
4 173 41 12 87 12 1
7 147 1501 0 94 6 0
8 160 27 0 89 11 0
11 147 25 0 93 7 0
18 122 8 0 98 2 0

Graf 13: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 25
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Graf 14: Casovy priib&h zmén velikosti ¢astic emulze 25

Pk 1
=l P D

Pk3

2000

EMULZE 25

1800

1600

1400
1200

1000

800

600
400

velikost ¢astic (d.nm)

200

—in

8 10 12 14 16

18 2

-200

¢as (dny)

-33-




Tabulka 8: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 26

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 344 270 9 65 33 2
3 289 81 1784 73 27 0
4 259 34 0 85 15 0
7 160 36 6 90 10 0
8 181 55 0 79 21 0
11 143 1688 0 97 3 0
18 127 1799 0 97 3 0

Graf 15: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 26
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Graf 16: Casovy prib&h zmén velikosti astic emulze 26
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Tabulka 9: Casovy priib&h zmén velikosti a Setnosti ¢astic emulze 27

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 314 76 0 64 36 0
3 206 48 0 7 22 0
4 195 52 1725 76 23 1
7 177 30 3 87 12 0
8 146 20 1729 90 9 1
11 184 57 1726 71 29 0
18 116 25 0 90 10 0

Graf 17: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 27
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Graf 18: Casovy prib&h zmén velikosti astic emulze 27
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Tabulka 10: Casovy prab&h zmén velikosti a Setnosti éastic emulze 28

Dny Pk 1 (nm) Pk 2 (nm) Pk 3 (nm) Pk 1 (%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
2 289 69 3205 68 31 2
3 201 221 1660 59 40 1
4 251 56 0 72 28 0
7 172 37 0 84 16 0
8 164 129 0 68 32 0
11 155 1599 0 90 10 0
18 178 1745 0 81 19 0

Graf 19: Casové zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 28
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Graf 20: Casovy prib&h zmén velikosti astic emulze 28
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Tabulka 11:

Teplotni pribéh zmén velikosti a Cetnosti ¢astic emulze 12 po 8 dnech

od data pfipravy

Pk1(nm) | Pk2(mm) | Pk3(nm) | Pk1(%) Pk 2 (%) Pk 3 (%)
25°C 149 22 0 94 6 0
37°C 156 255 0 84 16 0

Graf 21: Teplotni zmény pomérného zastoupeni velikostnich frakci emulze 12 po 8

dnech od data pfipravy
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Graf 22: Teplotni pribéh zmén velikosti ¢astic emulze 12 po 8 dnech od data

pfipravy
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Tabulka 12: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o

velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 07

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

07

0,534

0,111

0,233

0,003

-0,013

Graf 23: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 07
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Tabulka 13: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 08

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

08

-0,074

1,850

0,054

0,075

-0,577

-38-




Graf 24: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 08
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Tabulka 14: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2 emulze 11

Typ emulze 25°C 37°C pH 3,5 pH 6,5 pH 7,2

11 -0,307 0,194 0,055 -0,076 0,154
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Graf 25: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2 emulze 11
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Tabulka 15: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2 emulze 12

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

12

0,509

-0,572

0,069

-0,495

-0,359
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Graf 26: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 12
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Tabulka 16: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2 emulze 21

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

21

-0,251

0,118

-0,440

0,209

0,141
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Graf 27: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 21
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Tabulka 17: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5a 7,2 emulze 22

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

22

0,690

-0,280

-0,550

0,401

0,134
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Graf 28: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 22
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Tabulka 18: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 25

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

25

-0,181

-0,084

-0,099

-0,069

-0,109
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Graf 29: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 25
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Tabulka 19: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 26

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

26

0,360

-0,122

-0,490

-0,308

0,346

-44 -




Graf 30: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o

velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 26
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Tabulka 20: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 27

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

27

0,552

0,300

-0,318

-0,350

0,181
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Graf 31: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o

velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 27
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Tabulka 21: Naméfené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 28

Typ emulze

25°C

37°C

pH 3,5

pH 6,5

pH 7,2

28

-0,129

0,377

0,455

-0,171

-0,343
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Graf 32: Namérené hodnoty zeta potencialu pfi teplotach 25°C, 37°C a pufrech o
velikosti pH 3,5, 6,5 a 7,2 emulze 28
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Tabulka 22: Porovnani naméfenych hodnot zeta potencialu u emulze typu 07 pfi

teploté 25°C a rlizném slozeni

EMULZE 07

emulze emulze + pufr
emulze + voda
zeta potencial (mV) (25°0) (pH 3,5)
0,534 0,233 0,244
EMULZE 07
emulze emulze + pufr
. o emulze + voda
zeta potencial (mV) (25°0) (pH 6,5)
0,534 0,169 0,003
EMULZE 07
emulze emulze + pufr
emulze + voda
zeta potencial (mV) (25°0) (PH7,2)
0,534 -0,248 -0,013
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Tabulka 23: Kinematicka viskozita emulzi pfi 25°C (soucin naméfené doby pritoku

a konstanty viskozimetru)

typ emulze
07 08 11 12 21
doba préitoku (s) 21643 | 24281 | 24340 | 23627 | 24048
kO”Sta”t(fn ‘;'/Ss'éj’z'metr“ 0,010286 | 0,00998 | 0,01008 | 0,010286 | 0,00998
kinematicka 222620 | 242328 | 2,45344 | 2,43024 | 2.39999
viskozita (m</s)
typ emulze
22 25 26 27 28
doba prutoku (s) 228,42 234,77 242,34 360,50 365,09
_konstanta | 1008 | 0,010286 | 0,00998 | 0.01008 | 0.010286
viskozimetru (m“/s?)
kinematicka 230244 | 241484 | 2,41859 | 3,63384 | 3.75535

viskozita (m?/s)

Tabulka 24: Kinematicka viskozita emulzi pfi 37°C (souc€in namérené doby pratoku

a konstanty viskozimetru)

typ emulze
07 08 11 12 21
doba pratoku (s) 19917 | 23793 | 23262 | 20432 | 20446
konstanta
viskozimetru (m?/s?) | 0:010286 | 0,00998 | 0,01008 | 0,010286 | 0,00998
kinematicka 2.048697 | 2,374541 | 2,34481 | 2.10167 | 2,040478
viskozita (m</s)
typ emulze
22 25 26 27 28
doba pratoku (s) 19613 | 207.81 | 21099 | 32419 | 32655
_konstanta | 01008 | 0,010286 | 000998 | 0,01008 | 0.010286
viskozimetru (m</s?)
kinematicka 1,077024 | 2.137568 | 2,105647 | 3.267835 | 3,358928

viskozita (m?/s)
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Tabulka 25: Dynamicka viskozita emulzi pfi 25°C (soucin kinematické viskozity a

hustoty emulze)

typ emulze
07 08 11 12 21
ki“emat(ifnkz‘;‘s‘)’is"ozna 2,22620 | 2,42328 | 2,45344 | 2,43024 | 2,39999
hustota (kg/m®) 0,985 0,985 0,985 0,985 0,985
dynam(i;l;‘;’\rr\llzi)skozita 2,192806 | 2,386928 | 2,416637 | 2,393785 | 2,363991
typ emulze
22 25 26 27 28
ki“emat(ifnkz‘;‘s‘)’is'@z”a 2,30244 | 2,41484 | 2,41859 | 3,63384 | 3,75535
hustota (kg/m?) 0,985 0,985 0,985 0,985 0,985
dynam(ilc\:ll;}én\]lzi)skozna 2,267903 | 2,378622 | 2,382308 | 3,579332 | 3,69902

Tabulka 26: Dynamicka viskozita emulzi pfi 37°C (soucin kinematické viskozity a

hustoty emulze)

typ emulze
07 08 11 12 21
ki“emat(ifnkz‘;‘s‘)’iSkozna 2,048697 | 2,374541| 2,34481 | 2,10167 | 2,040478
hustota (kg/m?) 0985 | 0985 | 0985 | 0985 | 0985
dy"am(il‘\:l';}én‘]’zi)sk°z“a 2,017966 | 2,338923 | 2,309637 |2,070145| 2,00987
typ emulze
22 25 26 27 28
ki“emat(ifnkz‘j‘s‘)’iSkozna 1,977024 | 2,137568 | 2,105647 |3,267835| 3,358928
hustota (kg/m?) 0985 | 0985 | 0985 | 0985 | 0985
dynam(iﬁl';?rngk““a 1,947369 | 2,105504 | 2,074062 |3,218818| 3,308544
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6. DISKUZE

6.1 Obecné poznamky

Nanoemulze  hodnocené v experimentalni Casti  byly  pfipraveny
v podniku Biomedica vysokotlakou homogenizaci. Prvnich Sest nanoemulzi
obsahovalo 20 % vnitfni olejové faze, u zbyvajicich Ctyf pak vnitini faze zaujimala
30 % hmotnostnich.

Nejdfive jsem proméfila velikosti ¢astic u jednotlivych typd emulzi pfi teploté
25°C po 2, 3, 4,7, 8, 11 a po 18 dnech od data pfipravy. Déle pak nasledovalo
zméreni velikosti Castic pfi 37°C a to 8. den po pfipravé emulzi. Uvedena teplota
byla zvolena proto, Ze odpovida teploté lidského téla, v némz po podani nanoemulzi
mohou nastat vyrazné zmeény disperzity Castic, a bylo proto nutné namérené
vysledky pfi téchto dvou riznych teplotach porovnat.

V dalSi fazi nasledovalo méfeni zeta potencialu jednotlivych emulzi, a to opét
pfi teplotach 25°C a 37°C a navic jesté s pfidanymi pufry o tfech riznych hodnotach
pH — 3,5, 6,5 a 7,2. Poté byly jesté proméfeny kontrolni vzorky (emulze a voda bez
pufra).

Posledni faze experimentalni ¢asti prace se soustfedila na prfesné stanoveni
dynamické viskozity emulzi, ktera ma zasadni vliv na vysledny prabéh kfivek
disperzity Castic a vlastni hodnoty veli€in ziskanych pfi méfeni foronkorelacni
spektroskopii. Nejprve jsem zméfila dobu prutoku emulze viskozimetrem a poté
ziskanou hodnota vynasobila pfislusnou konstantou viskozimetru, aby byla vy€islena
kinematicka viskozita. Nasledny soucin kinematické viskozity a hustoty emulze

poskytl potfebnou vyslednou hodnotu dynamicke viskozity.

6.2 Disperzita ¢astic

Pokud se podrobnéji podivame na grafy znazorfiujici velikost ¢astic a jejich
Cetnost, vidime, Ze po dvou dnech nejsou Castice strukturalné dotvofené a stale se
v obou parametrech méni. Postupné se vytvafi rovnovaha, ktera se pfiblizné po
jednom tydnu ustaluje a dale jiz kvyraznéjSim zménam nedochazi. Toto

konstatovani je pro vystupni kontrolu ve vyrobé dllezité, nebot umozfiuje spravne,
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realisticky a ekonomicky navrhnout kontrolni protokol. Je totiz zfejmé, Ze vysledky by
nameérené v kratké dobé po vyrobé, pfiblizné do tfech dnu, nepfinesly pouzitelnou
informaci.

Z naméfenych vysledkd naopak vyplyva, Ze v intervalu delSim nez tyden od
vyroby jsou jiz v disperznich soustavach hodnoceného nenoemulzniho typu vSechny
redistribucni procesy ukonCeny a naméfené hodnoty velikosti Castice se ustaluji na
rovnovaznych hodnotach.

Dulezité z hlediska stabilitniho a aplikacniho potencialu hodnocenych disperzi
je také to, ze disperzita vSech emulznich soustav odpovida jejich zamyslené

nanodisperzité.

Podrobnéji Ize popsat situaci nasledujicim zplsobem:

1. pik - velikost ¢astic se neustale zmensuje, pfiblizné po 1 tydnu se disperzita
soustav ustaluje, velikost ¢astic zUustava priblizné stejna (cca 120 — 185 nm),
Castice této velikosti zabiraji cca 85 % — 95 % plochy grafu

2. pik - u vétSiny emulzi dochazi k vyraznému zmensovani ¢astic — stavaji se
nejspiSe soucasti 1. piku, z ¢ehoz takeé vyplyva, Ze se
zvétSuje jeho procentualni zastoupeni. Naopak zastoupeni
Castic v ramci 2. piku s Casem klesa.

3. pik — u vS8ech emulzi dochazi k uplnému vymizeni 3. piku, coz muze byt
nasledkem spojeni kapi¢ek do vétSiho celku a jejich vyplavovani smérem k
povrchu. To naznacuji i makrofotografie — po ¢ase zaCiname
pozorovat prouzek olejové faze, ktery muze signalizovat pravé toto

oddélovani (viz foto v pfiloze).

Velmi zajimavé je také porovnani hodnot fotonkorelacni spektroskopii pfi
teploté 25°C a 37°C u jednoho typu emulze (viz tabulka 11). Jak je patrné z grafu 22,
dochazi u 1. piku k mirnému zvétSovani velikosti ¢astic se zvySujici se teplotou.
Domnivame se vSak, a to je dllezité, Ze tento proces nepfinasi markantni zmény,
a proto ho neni potfeba dale povazovat za kriticky

Totéz, ale vzhledem k menSimu poctu Castic v této oblasti v relativné vétSim
méFitku, zaznamenavame u 2. piku. Naopak 3. pik zUstava zcela beze zmény.

Procentualni zastoupeni Castic 1. piku se pak se zvySujici se teplotou snizuje,
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nejspiSe ve prospéch 2. piku, coz neni ze stabilitniho hlediska na zavadu
a z aplika¢né praktického hlediska mulze byt vyhodné, zejména pfi peroralnim

podani.

6.3 Stabilita disperzi

Zeta potencial soustav predstavuje stézejni parametr souvisejici se stabilitou
disperznich systému. V ramci namérenych hodnot, jak jsou postupné pro jednotlivé
emulze shrnuty vtabulkach 12 — 21 jsme doSli k zavéru, Ze se hodnoty zeta
potencialu nijak vyrazné neménily a lezi rozmezi cca—0,6 az+ 2 mV.

Uspokojujici vtomto smyslu je jednak to, ze toto konstatovani plati i pro
soustavy pfi teploté zvySené na 37°C. Pfekvapujici je ovSem zejména zjisténi, ze
stejné stejna skutecnost byla zaznamenana také po pfidani pufrd , a to jak kyselych,
tak zasaditych. Ztoho tedy muUzZeme vyvodit, Ze hodnocené nanoemulze jsou
relativné stabilni. Zeta potencial jejich nanodispegovanych €astic je natolik maly, ze
Castice jsou ve velmi jemnych vzajemnych interakcich a mohou byt neustale
redispegovany Brownovych pohybem, pficemz i vzhledem jejich velikosti
v nanometrické oblasti nemaji tendenci sedimentovat.

Je nutné ovSem fici, ze vysledky u nékterych typd emulzi mohou byt
zkreslené, jelikoz u nich posléze doSlo ke kontaminaci mikroorganismy a na povrchu
vzorkl se po jisté dobé vytvofil ,plisfiovy“ povlak. Proto je u pozdéji méfenych vzorku
nutné pocitat stim, Ze Ze urCity podil ¢&astic mohou tvofit kontaminujici

mikroorganismy.
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7. ZAVER

1. Disperzita Castic se ustaluje cca po jednom tydnu, je tfeba ovSem
pokraCovat ve sledovani nanoemulzi, jelikoz mize dojit k dalSim zménam

béhem doby jejich pouzitelnosti (3 mésice).

2. Vzhledem ke spojovani veétSich kapi¢ek do vétsiho celkl a jejich
vyplavani smérem k povrchu by bylo vhodné najit optimalni feSeni tohoto

problému.

V podstaté se nabizeji 3 moznosti, které navrhujeme uplatit v pofadi

a) optimalné snizit podil olejové faze
b) uzit optimalni mnozstvi emulgatoru

c) upravit technologicky postup

3. VysSi teplota na urovni 37°C nema za danych pokusnych podminek

negativni vliv na parametry disperzity nanoemulzi.

4. Pfisada pouzitych fosfore¢nanovych pufri o pH 3,5, 5,6 a 7,2 ani
nafedéni soustav vodou nema za danych pokusnych podminek a teploté
25 °C nepfiznivy vliv na hodnoty zeta potencialu soustav, které jsou

vintervalu — 0,6 az+ 2mV.
Pokud porovname a zhodnotime vesSkeré namérfené hodnoty, pro peroralni Ci

topické pouZiti se jevi jako vhodna nanoemulze 12 (samoziejmé po jeji upravé
- viz bod 2).
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8. SOUHRN

Teoreticka Cast prace se nejprve zabyva pfiblizenim pojm0O nanoclastice
a nanoemulze a jejich uplatnénim pfi peroralni a topickém podani IéCiv. DalSi Cast se
vénuje vysvétleni podstaty zeta potencialu a DLVO teorie, které maiji vliv na stabilitu
Castic. Je také zminén princip méfeni viskozity, protoze viskozita je dulezitym
parametrem metody v praci pouzité k méreni disperzity ¢astic.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na stanoveni velikosti ¢astic fotonkorelacni
spektroskopii pfi teploté 25°C a 37°C, a to v ¢asovém sledu umoznujicim odhadnout
stabilitu hodnocenych disperznich soustav. Proméfen byl rovnéz elektrokineticky
parametr — zeta potencial soustav, jako zasadni ukazatel zachovani stability
nanoemulzi.

Bylo prokazano, Ze velikost Castic se ustaluje po cca 1 tydnu, dalsi zmény jiz
nejsou pfili§ markantni, a to ani pfi zvySeni teploty na 37°C. Nejvétsi podil ¢astic, asi
60 - 95 % jejich pocCtu patfi po 1 tydnu od vyroby velikostné do intervalu cca
120 - 175 nm.

Rovnéz zeta potencial zUstava pfi zvySeni teploty na 37°C a pfi pfidani pufrd
o tfech rliznych velikostech pH ve rozmezi (+2 mV do -0,6 mV).

Z hodnot  velikostnich a  elektrokinetickych  parametri.  naméfenych
u studovanych nanoemulzi lze pfredbé&zné vyvodit, Ze jako nejstabilngjSi disperze

a vhodna pro peroralni i topické pouziti jevi nanoemulze 12.
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9. SUMMERY

Theoretical part of this work is focused on explanation of such terms like
nanoparticules and nanoemulsions and their usage within peroral and topical
administration. Next part explains the merit of zeta potential and DLVO theory, which
influence the stability of the elements. Off course, also the principle of the measuring
of viscosity is mentioned, because viscosity is taken into consideration in case of

measuring of the element dispersion.

The experimental part is focused on determination of the partije size by photon
correlation spectroscopy by temperature of 25°C and 37°C. The measurement was
taken in chronological succession to estimate the stability of dispersion system. It
was also measured electrokinetic parameter - zeta potential, which plays
a fundamental role by keeping the stability of nanoemulsions.

It was proved, that the size of the elements gets settled after approx. 1 week,
further changes are not so striking anymore, not even by the increase of temperature
to 37°C. Since creating the emulsion (approx. 1 week), the major share of the size of
particles (about 60-95%) was ranging between 120-175 nm. As well zeta potencial
remains in stable range (+2 mV - -0,6 mV) by the increase of temperature to 37°C
and adding of three pH highs of buffers.

From the gained results we can draw conclusion, that after further
modifications, the nanoemulsion type 12 is proper for peroral or topical

administration.
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10. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

Z.... zeta potencial
Ug oo elektroforeticka pohyblivost
E:...... dielektricka konstanta

N ...... viskozita
f(Ka) ...... Henryho funkce

K...... Boltzmanova konstanta

T...... teplota

D...... difuzni koeficient

U...... vysledna interakéni energie

U ¢ ... odpudivé elektrostatické sily

U vaW -e--- pritazlivé sily van der Waalsovy

h..... vzdalenost povrchU pfiblizujicich se Eastic

Vs ...... potencial Sternovy vrstvy

R...... polomér Castic

A..... Hamakerova konstanta (jeji hodnota je dana chemickou povahou

disperzniho prostfedi a disperznich ¢astic)

E,...... permitivita prostredi

... efektivni tloustka elektrické dvojvrstvy
n2...... dynamicka viskozita

ro..... polomér kapilary

l...... délka kapilary
Qv ... objemovy pritok

Ap ...... tlakovy rozdil
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Pfiloha 1: Fotografie nanoemulzi z 19. 8. 2008
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