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Vliv formulacnich a procesnich proménnych na vlastnosti
chitosanovych mikrosfér pripravenych vnéjsi iontovou gelaci

Impact of formulation and process parameters on the properties
of chitosan-based microspheres prepared by external ionic gelation
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Souhrn

Cilem experimentélni studie bylo optimalizovat pfipravu
mikrosfér z vysokoviskozitniho chitosanu metodou vnéj-
§i iontové gelace a zhodnotit vybrané aspekty jejich pii-
pravy. U mikroc¢éstic bez 1é¢iva byla formula¢ni promén-
nou koncentrace chitosanovych disperzi, procesni
proménnou pak byla poloha pfistroje (horizontalni vs. ver-
tikalni) pro jejich extruzi. Na zakladé vysledki sféricity
a velikosti pfipravenych mikrocastic byly vybrany tii kon-
centrace disperzi, které se pouZily pro enkapsulaci mode-
lového 1é¢iva 5-aminosalicylové kyseliny (5-ASA) meto-
dou vyuzivajici horizontalni polohu pfistroje pro extruzi,
kterd byla vyhodnocena jako optimalni. U mikroc¢astic
s 1é¢ivem byly sledovanymi proménnymi koncentrace
chitosanu a sloZeni tvrdiciho roztoku (10% tripolyfosfat
sodny (TPP) vs. 10% TPP s obsahem 1é¢iva). Bylo zjisté-
no, Ze u pfipravenych mikrosfér se s vzristajici koncent-
raci chitosanu zvySoval jejich ekvivalentni pramér, sféri-
cita byla srovnatelnd. Vzorky, pfi jejichZ piipravé bylo
1éCivo pritomno jak v disperzi chitosanu, tak i v tvrdici
lazni, mély vyssi obsah 1é¢iva a mensi ekvivalentni pra-
mér a vykazovaly rychlejSi uvoliovani IéCiva
v podminkdch in vitro v porovnani se vzorky, u kterych
bylo 1é¢ivo zapracovano pouze do disperze chitosanu.
Klicova slova: mikrocéstice * vnéjSi iontova gelace
e chitosan ¢ formulacni a procesni parametry ¢ disolu¢ni
profil
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Summary

The aim of this experimental study was to optimize
a preparation of microspheres from high viscosity
chitosan by external ion gelation and to evaluate selected
aspects of their preparation. For drug-free microparticles,
the concentration of chitosan dispersions was chosen as
a formulation variable; the position of instrument for
a dispersion extrusion (horizontal vs. vertical) was
evaluated as a process variable. On the basis of
sphericity and equivalent diameter results, three different
concentrations of chitosan dispersions were used for
5-aminosalicylic acid (5-ASA) encapsulation with the
extrusion instrument in horizontal position, which was
considered as the optimal. In consequent drug-loaded
microparticle preparation, the influence of the
concentration of chitosan dispersions and composition of
hardening solution (10% sodium tripolyphosphate (TPP)
vs. 10% TPP containing drug) was evaluated. In prepared
5-ASA microspheres it was found that the equivalent
diameter increased  with increasing  chitosan
concentration. In the case of sphericity, significant
differences were not found. Samples prepared with the
drug in both chitosan dispersion and hardening solution
had a higher drug content, a smaller equivalent diameter
and they showed a faster in vitro drug release in
comparison with the samples prepared with the drug in
chitosan dispersion only.

Keywords: microparticles ¢ external ionic gelation
e chitosan ¢ formulation and process parameters
* dissolution profile

Uvod

Chitosan je polosynteticky polymer piipravovany
deacetylaci ptirodniho polysacharidu chitinu obsaZeného
zejména v krunyfi korySa, kutikule hmyzu a v bunééné
sténé hub!-?. Z chemického hlediska je chitosan linearni
polysacharid sloZeny z jednotek N-acetyl-D-glukosami-
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nu a D-glukosaminu®. Vlastnosti chitinu a chitosanu se
1i8i v zavislosti na usporddani fetézcl a stupni deacetyla-
ce. o-chitin (vyskyt: krabi, krevety, humfti) ma polysa-
charidové fetézce spojeny antiparalelng, B-chitin (vyskyt:
chobotnice) paralelné a y-chitin (vyskyt: bunécné stény
hub) obsahuje fetézce spojené jak paralelné, tak antipara-
leln&?. Stupeii deacetylace chitosanu souvisi s jeho roz-
pustnosti ve vodé€. V piipadg, Ze je stupeii deacetylace niz-
ky (napft. 40 %), je rozpustny v roztoku o pH vy$§im nez
9, naopak vysoky stupeii deacetylace (nad 85 %) umoz-
fuje rozpousténi jiz pii pH 6,5%.

Diky svym jedine¢nym vlastnostem, snadné dostupnosti
a nizké cené se chitosan vyznamné uplatiiuje také pfi vy-
voji modernich lékovych forem s fizenym a cilenych tran-
sportem 1éCiva. Chitosan vykazuje biokompatibilitu
a biodegradovatelnost, je ekologicky bezpecny
a netoxicky®. Aminové skupiny chitosanu jsou schopny
elektrostaticky interagovat s derivaty N-neuraminové ky-
seliny mucinu. Chitosan tak vykazuje vyborné mukoad-
hezivni vlastnosti® 7. Jeho biologicka aktivita spociva
v imunomodula¢nim a antimikrobidlnim G¢inku, ktery byl
piedmétem zajmu mnoha védeckych praci® ?. M4 schop-
nost aktivovat makrofagy a stimulovat uvolnéni cytoki-
ni!?. Evansonova et al. a nasledné také Yen et al. prokazali
antioxidac¢ni vlastnosti chitosanu z krunyfe krabt a jeho
schopnost vychytavat hydroxylové radikaly? 'V. Mezi dal-
§i vyznamné vlastnosti, kterymi chitosan disponuje, patii
antivirovd, antimykoticka® a hemostaticka aktivita'?.

Velmi oblibenym je chitosan pfi formulaci mikro¢asti-
cové lékové formy'* 4. Mikrocastice se jako tzv. 1ékové
mikroformy vyznacuji niZ§imi neZadoucimi ucinky in-
korporovanych IéCiv, vyssi stabilitou a efektivitou terapie
ve srovnani s klasickymi 1ékovymi formami'. Chitosa-
nové mikrocastice predstavuji biodegradovatelny systém
potenciondlné vhodny pro celou fadu zptsobil podani do
organismu zahrnujici perordlni, parenteralni i lokalni po-
dani. Na zakladé svych specifickych vlastnosti Casto
umoziuji doruc¢eni enkapsulovaného 1é¢iva do mista jeho
pusobeni. Takovy cileny transport predstavuje nejefek-
tivnéjsi zptisob soucasné farmakoterapie s minimalizaci
nezadoucich u¢inka'®. Z vySe popsanych dtivodi se chi-
tosanové mikrocdstice jevi jako vhodna transportni forma
pro piivod lé¢iva do stfeva nebo jeho Casti postiZenych
nespecifickym stfevnim zanétlivym onemocnénim'”. Chi-
tosanové mikroc¢astice jsou nejcastéji pfipravovany tfemi
metodami, a to sprejovym suSenim'®, metodou odpaieni
rozpous§tédla'® a sitovacimi metodami®”. Polymerni sit
mize vzniknout tvorbou kovalentnich vazeb (chemicka
gelace) nebo na zdkladé elektrostatickych interakci na fe-
tézcich polymert (fyzikdlni neboli iontova gelace). Pfi
iontové gelaci se jako sitovaci ¢inidlo pro polykationt chi-
tosan nejéastéji pouZiva netoxicky tripolyfosfat sodny?"
2, Mezi zékladni formula¢ni proménné sledované pii pii-
pravé mikrocéstic iontovou gelaci patii koncentrace po-
lymeru, jeho molekulova hmotnost*®, koncentrace sito-
vaciho ¢inidla, mnozstvi enkapsulovaného 1é¢iva® 2.
Mezi sledované procesni proménné vnéjsi gelace patii ze-
jména pramér otvoru, kterym je disperze polymeru ex-
trudovéana, vzdalenost tohoto otvoru od hladiny sitovaci-
ho ¢inidla, rychlost odkapavani?®, doba tvrzeni?”.

Cilem studie byla optimalizace pfipravy mikrocastic na
bazi vysokoviskozitniho typu chitosanu ziskaného

z krunytt krabt jako potenciondlniho nosice 1€Civé latky.
Mikrocastice se pripravily metodou vnéjsi gelace extruzi
disperze pres jehlu injekcni stiikacky. Jako tvrdici médi-
um se pouzil 10% roztok tripolyfosfatu sodného (TPP).
U mikrocastic bez lé¢iva byla formulacni proménnou kon-
centrace chitosanu, procesni proménnou pak byla poloha
pristroje (horizontdlni vs. vertikdlni) pro extruzi disperzi.
Na zdkladé vysledku sféricity a velikosti pfipravenych
mikrocastic byly vybrany tfi SarZe, u nichZ byla hodno-
cena bobtnavost, které se dale pouZily pro enkapsulaci 1é-
¢ivé latky S-aminosalicylové kyseliny. Sledoval se vliv
koncentrace chitosanovych disperzi a sloZeni tvrdiciho
roztoku (10% TPP vs. 10% TPP s obsahem 1éCiva) na
vlastnosti mikrocastic s 1é¢ivem, a to na sféricitu, velikost
mikrocdstic, obsah 5-aminosalicylové kyseliny, enkapsu-
la¢ni G¢innost a disolu¢ni chovéani v podminkach in vitro.

Pokusna ¢ast

Materidl

Jako polymer pro pfipravu mikroc¢astic se pouZil vyso-
koviskozitni typ chitosanu ziskany z krunyt krabu; stu-
peii deacetylace 80 % (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
sitovacim ¢inidlem byl 10% roztok tripolyfosfatu sodné-
ho (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) v ¢iSténé vodé,
modelovou Ié¢ivou latkou uréenou k enkapsulaci do mik-
ro¢astic byla 5- aminosalicylovd kyselina (5-ASA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Pro pfipravu tlumivého
roztoku o pH 6,8 bylo pouZito 13,87 g dihydrogenfosfo-
re¢nanu draselného (MerckKGaA, Darmstadt, Némecko)
a 35,08 g hydrogenfosfore¢nanu sodného (MerckKGaA,
Darmstadt, Némecko). Na pfipravu pufru o pH 3,0 bylo
pouzito 3,4 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(MerckKGaA, Darmstadt, Némecko) a k upravé pH ky-
selina fosfore¢na (MerckKGaA, Darmstadt, Némecko).

Priprava mikrocdstic

Zvolenou metodou pro piipravu mikro¢astic byla meto-
(0,75-1,75 %; nartst koncentrace vzdy o 0,25 %) byly pfi-
praveny jeho navrstvenim na hladinu 1% roztoku kyseliny
octové a nasledné se nechaly bobtnat 48 hodin. Disperze
s lé¢ivem (koncentrace 1é¢iva 0,25 %) byly pripraveny sus-
pendovéanim 5-ASA do chitosanovych disperzi (1,0-1,5 %)
pomoci rotor-statorového homogenizatoru Ultra-Turrax
T25 BASIC (IKA — Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Né-
mecko) pii 16 000 otackach za minutu. Disperze byly na-
plnény do injek¢nich stiikacek o objemu 2 ml s primérem
jehly 0,7 mm a odkapany do tvrdiciho roztoku pomoci li-
nearniho davkovace LD 2 umisténého ve vertikdlni nebo
horizontalni poloze (vyvojové dilny CSAV, Praha, CR). Ja-
ko tvrdici médium se pouZilo 60 ml 10% roztoku TPP ne-
bo 10% roztoku TPP s 5-ASA (1160 mg/1)*®. Doba tvrze-
ni byla stanovena experimentdlné a pohybovala se
v rozmezi od 45-60 minut. Vzniklé mikrocastice se filtro-
valy pomoci filtra¢niho sitka a promyly destilovanou vo-
dou. Pripravené vzorky se suSily v horkovzdu$né suSarné
Horo 048B (Dr. Ing. A. Hoffman, Ostfildern, Némecko) pri
teploté 25 °C po dobu 24 hodin.

Popis jednotlivych SarZi pfipravenych mikroc¢astic, roz-
sah koncentraci disperzi a podminky pfipravy jednotli-
vych vzorki jsou uvedeny v tabulce 1. Oznacovdni vzor-
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Tab. 1. Popis jednotlivych sarZi mikroéastic a podminky jejich pripravy

. Lécivo v disperzi | Poloha injek¢ni Rychlost Lécivo Doba

Oznaceni Koncentrace

chitosanu stiikacky pri odkapavani*? v tvrdicim tvrzeni
mikrodastic*! chitosanu (%)

(0,25 %) odkapavani (kapky/min) roztoku (min)
MV0,75-1,25 0,75-1,25 ne vertikalni 50-40 ne 60
MHO0,75-1,75 0,75-1,75 ne horizontalni 41-19 ne 60
MHLI1,0-1,5 1,0-1,5 ano horizontalni 35-26 ne 45
MHLT1,0-1,5 1,0-1,5 ano horizontalni 35-26 ano 60

* &islo v oznaceni vzorkii predstavuje koncentraci pouZité disperze polymeru
*2rychlost odkapdvdni se sniZovala s rostouci koncentraci/viskozitou disperzi
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Obr. 1. Poloha pristroje vertikalni (vlevo) a horizontdlni (vpravo); a) linedarni davkovad, b) injekéni stiikacka, c) turdici lazeri, d) pod-
loZka otacejici se kolem své osy, e) detail ostii jehly a tvorby kapky ve vertikdalni poloze, f) detail ostri jehly a tvorby kapky

v horizontdlni poloze

kii: ,,V* — vertikdlni a ,,H* — horizontalni poloha line4rni-
ho davkovace (obr. 1); ,,M* — pfipravené mikroc¢éstice;
,,L* — pritomnost 1éCiva v disperzi chitosanu; ,,LT* — 1é-
¢ivo v disperzi chitosanu a soucasné v tvrdicim roztoku.

Charakteristika disperzi

Stanoveni dynamické viskozity bylo dleZitym para-
metrem pro zjiSténi injektability pfipravenych disperzi.
Meéfeni probihalo pomoci viskozimetru BROOKFIELD
DV-1I+Pro a programu RHEOCALC (Brookfield Engi-
neering, USA). Béhem méfeni, které probihalo pfi teplo-
té€ 37 °C, se pouzil adaptér pro méfeni malych vzorka
a vieteno SC4-21. Otacky vietena byly u vSech méfeni
stejné (200 ot./min). Vyslednd viskozita a jeji smérodatnd
odchylka (SD) byla d4na primérem tfi méfeni.

Charakteristika mikrocdstic

Mikroskopickd analyza

Mikroskopickd analyza byla provedena pomoci ste-
reoskopického mikroskopu STM-902 ZOOM (Opting
servis, Ostrava, Ceska republika) s digitalni kamerou
ALPHAPHOT (Nikon, Tokyo, Japonsko). Ke zpraco-
vani obrazové analyzy slouZil program Ia32 (LecoCor-
poration, St. Joseph, USA). Snimky byly pofizeny po-
moci stereoskopického mikroskopu NIKON SMZ1500,
C-PS160 (Nikon, Tokyo, Japonsko). U 100 mikrocastic
z kazdé SarZe byla stanovena sfericita pomoci faktoru
kulatosti:

SF = 4wA/p?, (1]

kde A (area) je plocha mikro¢astice v mm? a p (peri-
meter) je obvod mikro¢astice v mm. DalSim sledovanym
parametrem byl ekvivalentni primér (ED = equivalent
diameter), ktery urCuje pramér kruznice, kterd ma stejnou
plochu jako objekt?”:

4xA
ED = (———)"? (mm), (2]
T

kde A je plocha mikro¢astice (mm?).

Bobtnavost

U vybranych vzorki bez lé¢iva byla provedena zkouska
bobtnavosti v tlumivém roztoku o pH 3,0 simulujici pH Za-
Iudku po jidle a v tlumivém roztoku o pH 6,8, coZ odpovi-
da pH tenkého stfeva®®. Mikrocastice o hmotnosti 200 mg
z kazdé SarZe bylo vloZeno do zvaZenych kovovych koSic-
ki a nechalo se bobtnat v pfedepsaném prostiedi. V danych
intervalech (15, 30, 45, 60 minut, déle v Case 2, 3,4, 5, 6
hodin) se koSi¢ky vyjmuly, pfebyte¢né disolu¢ni médium se
odstranilo a koSic¢ky s mikrocasticemi se zvdZily na analy-
tickych vahich. Bobtnavost byla pocitdna podle vzorce (3):
M % 100 (%) [3]

W )

o

SSW =

kde w, je hmotnost mikro¢astic v gramech v daném Ca-
sovém intervalu, w_je ptivodni hmotnost mikrocastic
v gramech®?. Méfeni bylo provedeno 3krat v obou tlumi-
vych roztocich u kazdé z Sarzi.
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Stanoveni obsahu léciva a enkapsulacni ucinnosti
Obsah 1é¢iva v mikrocasticich byl stanoven spektrofo-
tometricky. Pfesné zvaZené mnoZstvi mikroc4astic (mnoz-
stvi mikrocastic odpovidajici 0,5 mg 1éCiva vypocitané
dle skute¢ného obsahu) bylo pievedeno do odmérné bari-
ky a doplnéno ciSténou vodou. Baiika byla umisténa na
ultrazvukovou lazen Sonorex RK 52H (Bandelin, Berlin,
Némecko) po dobu 5 hodin. Absorbance byla méfena
UV/VIS spektrofotometrem (Lambda 25, Perkin Elmer,
St. Louis, USA) pfi vinové délce 330 nm. Pomoci kalib-
racni kiivky byl vypocitan obsah lé¢iva v mikrocasticich.
Enkapsula¢ni Gi¢innost byla vypocitana ze vztahu:

CS
EE =
kde c_je skute¢ny obsah 5-ASA v gramech v mikro-
Casticich a c je teoreticky obsah v gramech v mikrocas -
ticich®V.

. 100 (%) (4]

Zkouska disoluce

Ke zkouS$ce disoluce byla vybrina koSickova metoda.
Zkouska probihala v on-line disolu¢ni lince Sotax AT7
Smart (Donaulab, Zurich, SV}’/carsko) s automatickym od-
bérem vzorkl a ndslednou spektrofotometrickou analy-
zou pii vinové délce 330 nm (Spektrofotometr Lambda
25, Perkin Elmer, Wellesley, USA). Jako disolu¢ni mé-
dium slouzil 1ékopisny tlumivy roztok o pH 6,8 (dodeka-
hydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfos-
foreCnan draselny — oba Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko) v mnoZzstvi 500 ml a teploté 37 + 0,5 °C. Rych-
lost otacek hiideli s koSicky byla 100 oticek za minutu.
Odbéry vzorkl byly provedeny v ¢asech 30 a 60 minut
a poté kazdou hodinu.

Vysledky a diskuze
Charakteristika disperzi

Naméfené hodnoty dynamické viskozity u disperzi
(0,75-1,75 %) bez 1éciva se pohybovaly v rozmezi

0,9
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koncentrace disperze chitosanu (%)

Obr. 2. Viskozita disperzi bez léciva a s lé¢ivem™

*Koncentrace disperze 0,75 % a 1,75 % nebyly pouZity pro pri-
pravu mikroédstic s lé¢ivem z divodu prilis nizké viskozity
u 0,75% disperze a prilis§ vysoké viskozity u disperze
o koncentraci 1,75 %.

767-6598 mPa.s (SD__ + 8,1), u disperzi s IéCivem
(1,0-1,5 %) v rozmezi 1390-3492 (SD_ =+ 5,2). Z grafu
uvedeného na obrdzku 2 je patrné, Ze se vzrustajici kon-
centraci chitosanu rostla viskozita*”. Hodnoty viskozity
chitosanovych disperzi s 1é¢ivem byly niz$i neZ u disperzi
bez obsahu 1éc¢iva pfi stejné koncentraci polymeru. Mura
et al. ve své experimentalni praci zjistili, Ze dochazi
k elektrostatickym interakcim mezi 5-ASA a chitosanem,
které zptsobuji pravdépodobné zménu vnitini struktury
disperze projevujici se snizenim viskozity®.

Charakteristika mikrocdstic

Vizudlni hodnoceni pripravenych mikrocdstic
a mikroskopickd analyza

Pii vertikdlnim umisténi pfistroje se podafilo pfipravit
chitosanové mikroc¢éstice pouze pfi koncentraci disperze
0,75-1,25 %. Stéricita mikrocastic (obr. 3) Sarze MV0,75
(0,681 + 0,059) byla niZsi nez sféricita mikrocastic Sarze
MV1,0 (0,718 + 0,078), coz souvisi s faktem, Ze se zvy-
Sujici se viskozitou zpravidla roste sféricita pfipravova-

oy 1 & & B

b

0,6 J[

0‘5 o
04

|
0,3 4
0,2

0,1

sféricita

Obr: 3. Vysledky hodnoceni sféricity mikrocéastic
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Obr. 4. Snimky ze stereoskopického mikroskopu (zvétseno 20x); (a) vzorek MV1,25; (b) vzorek MH1,25

nych mikro¢astic®®. Pii piipravé astic z disperze chitosa-
nu o koncentraci 1,25 % dochézelo k tvorbé kapkovitych
struktur (obr. 4a) s niz8i sféricitou (0,673 = 0,094).
V ptipadé vysokych koncentraci disperze chitosanu
(1,5 % a 1,75 %) dochazelo z divodu vyssi viskozity
k tvorbé podlouhlych ¢astic (obr. 5a) az vldknitych struk-
tur (obr. 5b), které byly zcela nevyhovujici a byly z dalsiho
hodnoceni vylouceny. Pfi horizontalni poloze pfistroje by-
ly mikrocastice pfipraveny u vSech péti pouzitych kon-
centraci (MHO,75-MH]1,75). Se zvySujici se koncentraci
disperze chitosanu doprovazené nariistem viskozity byl
pozorovan mirny narast sféricity pfipravenych ¢astic. Ten-
to vysledek je ve shod€ s jiz publikovanou védeckou lite-
raturou®. Jejich sféricita byla vyssi (0,716 + 0,042-0,784
+0,04) ve srovnani s ¢asticemi pfipravenymi pomoci pfi-
stroje ve vertikalni poloze (0,673 + 0,094-0,718 + 0,078).
Srovnani tvaru mikrosfér pfinasi obrazek 4, a to vzorek
MV1,25 (obr. 4a) a MH1,25 (obr. 4b).

Pfi porovnani ekvivalentniho priméru mikrocastic bez
l1é¢iva vzorkt MVO0,75 (418 £ 85,2 um) —-MV1,25 (716 +
110,7 um) a MHO0,75 (506 + 82,2 um) — MH1,75 (1541 +
183,3 um) bylo zjisténo, Ze velikost téchto ¢astic byla vét-
§i v pfipadé horizontélni polohy (obr. 6). Z vysledkd vy-
plyva, Ze zvySujici se koncentrace/viskozita disperzi chi-
tosanu vedla k pfipravé mikrocastic s vétsi velikosti, cozZ
je ve shodé s jiz publikovanou literaturou®®. Velikost kap-
ky je zavisl4 nejen na viskozité, ale také na celé fadé dal-
Sich faktorti jako je mezifdzové napéti, smacivost, tlak,
rychlost a thel odkapédvani, primér a tvar otvoru, jimz
roztok odkapavas-3¢3%, V nasem piipadé byla pouZita je-
hla, kterd méla zkoseni (obr. 1). Na zaklad€ povrchového
napéti dochédzelo v horizontdlni poloze k tvorbé vétsich
kapek. Ve vertikdlni poloze se tvorily kapky mensi, Ce-
muZ napomahala ostrd hrana zkoseni jehly. Tato ostrost
se v8ak postupné snizovala, a dochdzelo tak k tvorbé kap-
kovitych struktur s vétSim povrchem a muselo dojit
k vyméné jehly.

Na zakladé hodnoceni mikrocastic z hlediska sféricity,
ekvivalentniho priiméru a injektability byly pro inkorpo-
raci modelového 1é¢iva vybrany tii koncentrace disperzi
chitosanu, které se pouZily pro pfipravu mikrocastic
s 1é¢ivem horizontdlni metodou a to 1,0 %; 1,25 %
a 1,5 %. Vzorky MHL byly pfipraveny odkapdvanim dis-
perzi s 1éCivem do 10% roztoku TPP; doba tvrzeni (45 mi-

nut) byla kratsi z dvodu predpokladaného zvySeného
uvoliiovani 1é¢iva do tvrdiciho roztoku®”. Vzorky MHLT
byly pfipraveny odkapavanim disperzi s 1é¢ivem do 10%
roztoku TPP obsahujiciho 5-ASA v jeji nasyce-
né koncentraci 1160 mg/1; doba tvrzeni byla delsi, a to 60
minut z divodu nizsi pfedpokladané ztraty léCiva. Ze
srovnani sféricity vzorki MHL1,0 (0,747 + 0,067) —
MHL1,5 (0,775 = 0,051) a vzorkt MHLT1,0 (0,756 +
0,06) — MHLT1,5 (0,770 + 0,051) vyplyva, Ze hodnoty
sféricity se vyrazné neliily. Krat3i doba tvrzeni obvykle
vede ke sniZeni sféricity pfipravenych ¢astic*®. Na dru-
hou stranu vy$8i obsah 5-ASA ve vzorcich MHLT (viz dé-
le) ve srovnani se vzorky MHL by taktéZ mohl byt diivo-
dem pro pokles sféricity*". Tyto dva protichtidné vlivy se
pravdépodobné projevily ve vysledku srovnatelnou sféri-
citou vzorkt MHL a MHLT (obr. 5).

Pfi porovnani ekvivalentniho priméru Sarzi MH1,0
(825+£116,9 um) — MH1,5 (1313 £201,6 wm) a MHL1,0

Obr. 5. Priprava mikrosfér z dispersi chitosanu; (A) podlouhlé
¢astice — vzorek V1,5; (B) tvorba vldken — vzorek V1,75
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Obr. 6. Vysledky hodnoceni velikosti mikroéastic

(882 +169,4 um) — MHL1,5 (1373 + 143,7 um) se uka-
zalo, Ze tento parametr byl vétSi u ¢4stic s 1é¢ivem nez
u ¢astic bez 1éCiva, coZ je ve shod€ s publikovanou litera-
turou*?. Ekvivalentni pramér mikrocastic $arzi MHLT1,0
(756 + 139,2 um) — MHLT1,5 (1145 + 187,1 um) byl
mensi, neZ ekvivalentni primér mikro¢éstic Sarzi MHL1,0
(882 + 169,4 um) — MHL1,5 (1373 = 143,7 um).
Z uvedeného vyplyva, Ze pokud bylo pfitomno v tvrdicim
roztoku lécivo, velikost téchto mikrocastic byla mensi nez
v pripadé, Ze tvrdici roztok 1é¢ivo neobsahoval (obr. 6).
Duivodem mohla byt del$i doba tvrzeni a pritomnost
5-ASA v tvrdicim roztoku, ¢imz se vice snizila viskozita
disperze chitosanu, a tvrdici roztok tak 1épe pronikal do
mikrocastice. V disledku toho doslo ke sniZeni poctu ne-
zesitovanych fetézc molekuly chitosanu* ¥,

Hodnoceni bobtnavosti mikrocdstic bez léciva

K hodnoceni bobtnavosti byly pouZity vzorky bez IéCiva
MH1,0; MH1,25; MH1,5, které na zdklad€ svych vlastnos-
ti byly vybrany pro pfipravu mikroc¢astic s 1éc¢ivem. Bobt-
navost v tlumivém roztoku byla provedena o pH 3,0 simu-
lujici pH Zaludku po jidle a v tlumivém roztoku o pH 6,8,
coZ odpovida pH tenkého stieva'”. Pii pH 3,0 se u SarZe
MH1,0 bobtnavost zacala sniZovat jiZ po 15 minutach.
U Sarzi MH1,25 a MH1,5 se bobtnavost béhem prvnich 30
minut zvySovala, pfi¢emzZ nejvyssi hodnoty (163,44 %) by-
lo dosaZeno u Sarze MH1,25. Nésledné se hodnoty bobtna-
vosti s ¢asem sniZzovaly. Pfi porovnéni jednotlivych SarZi se
pak hodnoty mezi sebou vyrazné neliSily (obr. 7). Prib¢h
kiivek svédci o pravdépodobném rozpousténi chitosano-
vych mikro¢astic v prostfedi o daném pH*.

250
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< —e-MH1,0

H
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...A... y

< 400
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Obr. 7. Wsledky bobtnavosti vybranych vzorkit mikrocdstic bez léciva pri pH 3,0 ( - - - ) a pri pH 6,8 (=)
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Tab. 2. Obsah 5-aminosalicylové kyseliny

Obsah 5-ASAvlg Enkapsulacni
Sarze . . -
mikrocastic (mg) ucinnost (%)
MHL1,0 2,86 + 0,03 3,54 +0,04
MHL1,25 4,59 + 0,04 7,08 0,07
MHL1,5 5,02+0,1 9,29 +0,12
MHLT1,0 8,24 + 0,06 3,85+0,03
MHLT1,25 8,60 +0,16 7,70 £ 0,15
MHLTI,5 8,31 £0,20 9,16 +0,24

Pti zkouSce v pH 6,8 dochézelo u vSech vzorki ke zvy-
Sovani pfirtistku hmotnosti v prvni ptl hoding az hodiné
zkousky (149-190 %), pfi¢emZ nejvyssi hodnota byla na-
méfena u Sarze MH1,25. Poté dochézelo spise ke snizo-
vani hmotnosti nabobtnalych mikrocastic, a to zejména
v pfipadé Sarze MH1,5, kdy nejniZsi hodnota dosahovala
70,04 % (obr. 7). NiZ8i hodnoty bobtnavosti u této Sarze
mohly byt zplisobeny vySsi hustotou sité diky vyssi kon-
centraci chitosanu a del$i dobé tvrdnuti. To pravdépo-
dobné omezilo difuzi vody do sitovité struktury*®. Dalsi
moZnosti je pfitomnost vét§iho mnoZstvi nezesifovanych
molekul polymeru, které difunduji z ¢astice do okolniho

100

roztoku*». Nejvice stabilni hodnoty bobtnavosti v pH 6,8
byly naméfeny u Sarze MH1,0. Mezi 1. a 5. hodinou
zkousky se hodnota bobtnavosti u tohoto vzorku pohybo-
vala v intervalu 162,55-177,18 %. Obecné byly naméte-
ny vys§i hodnoty pii pH 6,8 (70,04-190,00 %) oproti
bobtnavosti pfi pH 3,0 (22,44—163,43 %)*°.

Stanoveni obsahu a enkapsulacni iicinnosti mikrocdstic
s lécivem

Vysledky obsahu 5-ASA v mikroc¢ésticich a jejich SD
jsou uvedeny v tabulce 2. Z diivodu predpokladané ztra-
ty 1é¢iva pii piili§ dlouhé dobé tvrzeni?”, byla tato doba
u Sarzi MHL1,0-MHL1,5 zkracena na 45 minut. Obsah
1é¢iva u vzorki MHL se pohyboval v intervalu 2,86 az
5,02 mg/1 g mikrocéstic, u vzorkit MHLT v intervalu
8,24-8,60 mg/ 1 g mikrocastic. Umisténi 5-ASA v jeji na-
sycené koncentraci do tvrdiciho roztoku tedy vedlo ke
zvySeni obsahu 1é¢iva. Zamezeni ztraty 1éCiva timto tech-
nologickym krokem se nejvice projevilo u vzorku pfipra-
veného z nejméné viskézni 1% disperze chitosanu,
u kterého obsah 1é¢iva vzrostl témét 3krat. V1iv rostouci
koncentrace chitosanovych disperzi na obsah 1é¢iva byl
patrny pouze u vzorkd MHL.

Z vysledki dale vyplyva, Ze se zvySujici se koncentraci

disperzi chitosanu, a tedy také

+——t

80

Sovala enkapsula¢ni acinnost.
K podobnym vysledkiim do-
spél Das et al. ve své experi-

% jejich viskozitou, se mirné zvy-

60

mentdlni studii zabyvajici se
pfipravou pektino-chitosano-

40

20

—e—MHL 1,0 vych mikro&éstic pro piivod 1¢-
-.m--MHL 1,25 Civa do oblasti kolonu™. En-

kapsulacni G¢innost u vzorki
--&- MHL 1,50

MHL1,0-MHL1,5 nabyvala
hodnot 3,54-9,29 %; u vzorka

mnozstvi uvolnéného léciva (%)

MHLT1,0 - MHLT1,5 pak by-
ly hodnoty srovnatelné, a to
) v rozmezi 3,85-9,16 % (tab. 2).

cas (h)

Obr. 8. Disolucni zkouska vzorki mikrocdastic MHL
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8 Srovnatelné vysledky enkapsu-
la¢ni ucinnosti vzorkd MHL
a MHLT byly zplisobeny nut-
nosti zahrnout do vypoctu EE
u vzorkih MHLT také 1écivo
obsazené v tvrdicim roztoku

80

(69,6 mg 5-ASA/60 ml TPP
roztoku). Obecné lze fici, Ze
obsah léCiva i EE jsou pomérné

nizké. Diivody lze spatfovat
v hydrofilnim charakteru 1é¢i-
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K
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547) s ox ]
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meru.
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Obr. 9. Disoluéni zkouska vzorkii mikroéastic MHLT

vené pouZzitim tvrdici 1ldzné
8 (10% TPP) bez 1é¢iva (obr. 8)
uvolnily 1é¢ivo pomaleji ve
srovnéni se vzorky pfiprave-
nymi v tvrdici lazni s 1é¢ivem
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(obr. 9). Hodnoty SD v jednotlivych ¢asovych bodech
jsou vyjadieny jako chybové usecky.

Vzorky pfipravené v tvrdici lazni s 1é¢ivem (MHLT)
mély pravdépodobné znacnou ¢ast lé¢iva enkapsulovanou
pfi svém povrchu a uvolnily vice nez 70 % 1éciva v Case
30 minut. Celé mnoZstvi 1é¢iva se pak uvolnilo v pribéhu
2 hodin. Rychlejsi uvoliiovéni bylo ddle podporeno men-
§i velikosti/vét§sim povrchem castic pripravenych touto
metodou. Zajimavé je srovndni s predchozi experimen-
talni praci, pfi které se k pfipravé mikroc¢astic stejnou me-
todou pouzily disperze chitosanu s nizsi viskozitou*®.
Tyto mikroc¢astice uvolnily celé mnoZstvi 1é¢iva do 30 mi-
nut. Vysledky potvrzuji vyznamny vliv viskozity disper-
ze na rychlost uvolfiovani 1é¢iva z chitosanovych mikro-
Castic® 4,

Vzorky pfipravené v tvrdici ldzni bez 1é¢iva (MHL)
mély pravdépodobné 1é¢ivo rozmisténo rovnomérnéji, coz
vedlo k pomalej§imu uvoliiovani 5-ASA. Béhem prvnich
30 minut se uvolnilo 34,0-67,6 % 1éCiva, celé mnoZstvi
potom v pribéhu 6 hodin. Nejpomalejsi uvoliiovani
5-ASA z chitosanovych mikrocédstic bylo dosazeno
u vzorku MHL 1,00, a to i pies nejmensi velikost jeho ¢as-
tic. Dosazené vysledky jsou pravdépodobné dany jak nej-
niz8im obsahem lé¢iva v tomto vzorku, tedy nejniZz$im
koncentra¢nim gradientem, tak rovnhomérnou bobtnavos-
ti vzorku MHL1,0 v Case (obr. 7).

Zavér

Z dosazenych vysledkt vyplyva, ze 1-1,5% disperze
chitosanu pfi horizontalni poloze zafizeni pro jejich ex-
truzi jsou vhodné pro piipravu mikrosfér s pouZitym mo-
delovym lé¢ivem metodou vnéjsi iontové gelace. SloZeni
pouzitého tvrdiciho roztoku vyznamné ovlivnilo velikost
mikrocastic, obsah 1é¢iva i jeho disolu¢ni profil. Pfitom-
nost 1é¢iva v tvrdicim médiu vedla k pfipravé mikrosfér
s menSi velikosti Castic, s vyS$S§im obsahem 1éciva
arychlej$im uvolfiovanim 1é¢iva. Pro jejich perorlni po-
dani za ucelem piivodu aktivni latky do distdlnich ¢asti
zazivaciho traktu k 16¢bé nespecifickych zanéti je ne-
zbytné zajistit ochranu chitosanovych mikroc¢atic pred ky-
selym pH Zaludku, napf. potaZeni mikroc¢astic enterosol-
ventnim obalem.

Stiet zajmu: Zadny.
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Analyza obsahu diela ukazuje, Ze autori pri jeho pisani
vychédzali dosledne zo zachovanych archivnych materi-
alov a dokumentov zo sukromnych zdrojov vic¢Sinou ro-
din lekdrnikov, ktorych objektivna interpretdcia im dovo-
lila zostavit komplexny a plasticky obraz o tom, ako sa
lekarnictvo a lekarnici vyvijali a pracovali v tomto dole-
Zitom regione Slovenska.

Ku komplexnosti diela vhodne prispieva bohaty foto-
graficky materidl o jednotlivych lekariiach a lekdrnikov
v rokoch 1735-1990.

Dielo je graficky velmi vkusne a ndzorne spracované
¢o nesporne zvySsuje jeho estetickti hodnotu a pritazlivost.

Vydanie tohto diela je moZné povaZovat za vyznamny
edi¢ny cin, ktory nielen zaplni biele miesto v historii le-
karni regionu Ziliny a tym obohati naSu farmaceuticki
historiografiu ale myslim si, Ze bude stimulom aj moti-
vom na napisanie podobnych diel aj z ostatnych regionov
Slovensko.
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