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SOUHRN

Studium procesu homogenizace praskovych smési s vyuZitim NIR spektroskopie

Prace je zaméfena na vyuZiti NIR spektroskopie pfi studiu miseni praSkovych smési. Pro studium
se vyuzily modelové smési sloZené z diklofenaku sodné soli, cetylalkoholu, povidonu-30, sacharosy
a stearanu hofe¢natého. Pro méfeni NIR spekter se pouZila sonda umoZiiujici snimani spekter pfimo
z homogeniza¢ni nddoby. Naméfend spektra se matematicky upravila a ndsledné zpracovavala
pomoci chemometrickych metod za dc¢elem ziskani vypovidajicich dat o pribéhu miseni. Ziskana
data se hodnotila pomoci statistickych metod a ndsledné se vynasela do grafi v zavislosti na Case
miseni tak, aby byl dobfe pozorovatelny priabéh miseni. Z vyslednych grafti popisujicich pribéh
miseni jsou zfetelné faze konvektivniho a difuzniho miseni. Spektra statisticky ohodnocena jako
odlehla se ddle studovala za ucelem identifikace pficin jejich vzniku. Déle se méfila data fyzikdlnich
vlastnosti praski, a to setfesnd hustota, Hausneriv pomér, primérnd velikost ¢astic. Ziskana data
dobre ilustruji moznosti NIR spektroskopie pri sledovani variability misiciho procesu v Case
a dokladuji vhodnost NIR spektroskopie pfi kontrole procesu miseni praskovych smési.

Klicova slova: NIR spektroskopie — homogenizace — konvektivni miseni — difuzni miseni —
chemometrické metody
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SUMMARY

A study of the process of homogenization of powder mixtures using NIR spectroscopy

The paper focuses on the use of NIR spectroscopy in the study of mixing powder mixtures. The
study made use of model mixtures composed of diclofenac sodium salt, cetyl alcohol, povidon-30,
sucrose and magnesium stearate. The measurement of NIR spectra was carried out with the use of
a probe making it possible to scan the spectra direct from the homogenization vessel. The measured
spectra were mathematically adjusted and subsequently processed by means of chemometric
methods in order to obtain the predicate data on the course of mixing. The obtained data were
evaluated by means of statistical methods and subsequently they were plotted into graphs in
dependence on the time of mixing in order that the course of mixing could be well observable. The
resulting graphs describing the course of mixing clearly show the stages of convective and diffuse
mixing. The spectra which were statistically evaluated as remote were further studied in order to
identify the causes of their origin. The other measurements included the data of physical properties
of powders, namely flow density, Hausner ratio, and average particle size. The obtained data well
illustrate the possibilities of NIR spectroscopy in the examination of the variability of the mixing
process in time and document the suitability of NIR spectroscopy in the control of the process of
mixing of powder mixtures.
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Uvod

Blizk4 infracervena spektroskopie (NIR spektrosko-
pie) je zaloZend na principu absorpce infracerveného
zafeni v oblasti 800-2500 nm. Absorpci téchto vino-
vych délek dochazi ke zménam rotac¢né-vibracnich sta-
vt molekul. Analyticky vyznamné jsou predevsim vib-
raéni stavy molekul, mezi jejichZ energetickymi
hladinami dochazi k nasobnym piechodiim, neboli
overtonim a déle kombinaci jednoduchych ptechodi V.
VétSina pasti pozorovanych v NIR spektru pochazi
z vibraci lehkych atomd, jejichz vazby vibruji s vyso-
kou frekvenci, napt. O-H, C-H, S-H, N-H. Vysledné
spektrum tak vznika z velkého mnozstvi prekryvajicich
se pasu, které jevi nizsi intenzitu v porovnani s infra-
Cervenou spektroskopii ve stfedni oblasti 2. Je tedy
obtiZznéjsSi vyvozovat ze spekter zavéry o struktufe,
a proto se spektroskopie v blizké infracervené oblasti
pouzivd zejména pii kvantitativni analyze nebo pii
potvrzeni identity latek. Mezi jeji hlavni vyhody patii
moznost analyzovat vzorky pfimo, bez uprav jako je
rozpousténi, nebo fedéni. Je to rychld, nedestruktivni
metoda, vhodna pro analyzu kapalin a pevnych latek,
umoziujici Sirokou aplikaci v potravinarstvi, zemédél-
stvi, analyze Zivotniho prostiedi, nebo farmacii . Pfi-
rozené tak NIR spektroskopie nasla vyznamné vyuZiti
i pfi studiu homogenizace praskovych smési, kterému
je ve farmaceutické technologii vénovana velka pozor-
nost. Jde totiZ o jeden z kliCovych stupiiti pfi vyrobé
1ékové formy, ktery je narodnimi a nadnarodnimi auto-
ritami v oblasti bezpeénosti 1éCiv ostie sledovan ¥.

POKUSNA CAST

Pouzité suroviny

Jako modelové 1é¢ivo pro studium homogenizace se
pouzil diklofenak sodné sil — DNa (Amoli Organic,
Indie), frakce < 250 um. Jako pomocné latky se pouZi-
ly cetylalkohol (Cognis, Némecko), frakce < 500 pm,
povidon-30 — PVP-30 (BASF, Némecko), frakce
< 250 um, sacharosa (Dobrovice, CR), frakce < 80 wm,
stearan hofecnaty — StMg (Peter Greven, Némecko),
frakce < 250 um.
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Metodika
Priprava vzorkii

Pro studium procesu miseni byly zvoleny dvé smési
(tab. 1), které se liSily v Casech, ve kterych se pridalo
do smési 4,5 % (m/m) stearanu hofe¢natého ¥. U vzor-
ku SV2S100 se StMg pfidal na zacatku miseni
a u vzorku V2S100 po 20 minutich miseni ostatnich
sloZek smési. Jednotlivé slozky smési se opatrné vsy-
paly do homogeniza¢ni nddoby homogenizéru Turbula
(WAB AG Machinefabrik, Sv;’zcarsko) tak, aby se smi-
sily co nejméné, a poté se zapocalo s homogenizaci
rychlosti 44 otacek za minutu.

Tab. 1. SlozZeni vzorku pouZitych pri studiu homogenizace

V28100 (g) SV2S100 (g)
cetylalkohol 80 80
diklofenak sodna stl 100 100
povidon-30 60 60
sacharosa 100 100
stearan hofetnaty 16 (plrlz(gl(;l :; Case 16 (prlgasn) v Case

Obr. 1. Schematické zndazornéni oblasti homogenizacni
nadoby, z kterych byla snimana NIR spektra pomoci sondy
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Obr. 2. Spektra pred (vlevo) a po pouZiti (vpravo) SNV normalizace
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Obr. 3. Dvé rizna spektra (vlevo) a jejich spektrum variancéni (vpravo)
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Obr. 4. NIR spektrum s vyznacenim nekorigované plochy pod spektrem (vlevo), NIR spektrum s vyznacenim korigované plochy

pod spektrem (vpravo)
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Obr. 5. Posuvné Sipky oznacuji jeden ze zvolenych rozsahii vlnocti pouZitych pro vypocet hodnoty podobnosti mezi spektrem
cisteho prasku DNa a spektry praskové smési pochdzejicich z riznych ¢asu odbéri

Méreni NIR spekter a fyzikdlnich vlastnosti prdski

Meéfieni NIR spekter se provadélo sondou NIR spekt-
roskopu Nicolet Antaris (Thermo Electron Corp.,
USA), ktera se pokladala k svrchni vrstvé vzorku v péti

mistech homogeniza¢ni nddoby (ve stfedu a na okra-
jich v rozestupu 90 stupiil), tak aby se nezanofovala do
hlouby vzorku a nedochézelo tim k rozvrstveni praski
ve smesi (obr. 1). Spektra se méfila metodou difuzni
reflektance v rozsahu vinoéta 10000-4000 cm™' s rozli-
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Senim 4 c¢cm™ v raznych ¢asovych rozestupech, které
byly zvoleny tak, aby dobfe popsaly jak fazi prvotniho
konvektivniho miseni, pfi némz dochdzi k stietu tokl
a rychlému promiseni jednotlivych praskd, tak pozdéj-
§i fazi difuzniho miseni, kdy jsou jiz prasky smiseny
a dochazi predev§im k ndhodnému pfeskupovani jed-
notlivych &astic praskt ©. Ze zacatku se tedy méfilo
v krat$ich Casovych rozestupech.

Obrazova analyza (mikroskop DN45, Lambda, CR;
CCD kamera Alphaphot, Nikon, Japonsko; pocitacovy
program IA32, Leco corp., USA) se pouzila k zjiSténi
pramérné velikosti a tvaru castic. Déle se provadélo
méfeni sypného a setfesného objemu po 1250 sklepnu-
tich (SVM 102, Erweka, Némecko). Vypocitaly se
hodnoty Hausnerova poméru, sypné a setfesné hustoty.

Matematické tipravy a vyhodnocovdni spekter

Naméfend spektra se nejprve matematicky upravo-
vala v programu TQ Analyst 8. Provadéla se normali-
zace spekter pomoci SNV (standard normal variate)
algoritmu (obr. 2), ktery umoziuje upravit spektra
pochazejici ze vzorkl s riznym posunem ¢i ndklonem
zékladni linie zpsobenym riznou optickou drahou ve
vzorku, kterd vznika zejména diky rozdilnym velikos-
tem castic, nebo rozdilnou tlouStkou vrstvy méfeného
vzorku 7.

Ze spekter se v zavislosti na pouzité metodé dale
vypocitavala spektra variancni, kterd vyjadiuji rozdil-
nost mezi jednotlivymi spektry. Se zmenSujicimi se
rozdily ve spektrech se zmenSuje i plocha pod varianc-
nim spektrem (obr. 3).

Dalsi uprava spocivala v odectu korigované a neko-
rigované plochy pod spektrem. Nekorigované plocha
pod spektrem je plocha ohrani¢end NIR spektrem
(pfipadné varian¢nim spektrem) a osou x. Korigovana
plocha pod spektrem je plocha ohranic¢ena NIR spekt-
rem (pfipadné varian¢nim spektrem) a rovnobézkou
s osou x protinajici NIR spektrum v jeho minimu
(obr. 4).

Metody hodnoceni homogenity smési

Program TQ Analyst 8 se pouzil k pfipravé chemo-
metrickych metod. Metody SP, , byly zaloZeny na
predpokladu, Ze spektrum praskové smési je kombi-
naci spekter Cistych praskia. Ze spektra praskové sme-
si lze tedy zjistit informace o zastoupeni jednotlivych
praski, jak se v pribéhu miseni ménilo. Metody
porovnavaji absorp¢ni pdsy ve zvolenych rozsazich
vlno¢tl mezi normalizovanym spektrem cistého prds-
ku a normalizovanym spektrem prdSkové smési
(obr. 5). VSechna naméfena spektra (pét v kazdém
Case meéfeni) se porovnala se spektrem cistého pras-
ku. Takto se postupovalo u kazdé slozky (prasku)
zvlast. Z kazdého spektra se ziskala hodnota podob-
nosti nabyvajici hodnot v rozmezi 0 az 1 (Zadnd
podobnost aZ shoda). Tyto hodnoty se vynesly do gra-
fi. Pokud by se stal prasek idedlné¢ homogennim,
srovnavaci hodnoty by se ustdlily na stejné hodnoté.
Pfi redlnych méfenich vSak tato hodnota kolisala

e

v zavislosti na aktudlni koncentraci cisté slozky
(prasku) ve smési. Metoda SP, porovnavala spektra
smési se spektrem diklofenaku sodné soli v rozsahu
vlno¢ta 8565-9018 cm!, 6532-6715 cm’!, 6108 az
5819 cm, 4589-4694 cm™'. Metoda SP, porovnavala
spektra smési se spektrem cetylalkoholu v rozsahu
vinoéti 8948-7964 cm!', 7216-7130 cm™'. Metoda
SP. porovnavala spektra sm&si se spektrem povidonu-
30 v rozsahu vlnocti 5367-4991 cm'. Metoda SP,
porovnavala spektra smési se spektrem sacharosy
v rozsahu vlnoéta 7034-6851 cm™', 6465-6118 cm™’,
4654 a7 4924 cm'. Déle se pouzila metoda SP . fun-
gujici na stejném principu jako metody SP,
s tim rozdilem, Ze normalizovana spektra prdskovych
smési jsou porovnavina s normalizovanym priimér-
nym spektrem smési v celém rozsahu vlnodti
(10000-4000 cm'). Hodnota podobnosti zde nabyva
hodnot blizkych 1 (spektra praskovych smési jsou
velmi podobna spektru primérnému). Metoda je citli-
va k odhalovéni vSech odlehlych spekter.

K odhalovani odlehlych spekter zapfi¢inénych Spat-
nym piitlatenim sondy ke vzorku slouZila metoda SP_
fungujici na stejném principu jako metody SP, _, s tim
rozdilem, Ze normalizovana spektra prdskovych smési
jsou porovnavana s normalizovanym spektrem vzduchu
v celém rozsahu vinoéta (100004000 cm™). Hodnota
podobnosti nabyva hodnot blizkych O (spektra prasko-
vych smési jsou nepodobnd spektru vzduchu). Klad-
nych hodnot budou nabyvat pouze spektra vznikla ze
snimani, kdy mezi vzorkem a sondou byla vzduchova
mezera.

Druhym pouZitym postupem pro hodnoceni homo-
genity smési jsou metody Al a A1, které k vypoCtu
vyuzivaly pét spekter naméfenych v kazdém méreném
¢ase homogenizace. Pro kazdy odbér vzorku v daném
case se tedy ziskalo pét normalizovanych spekter
a z kazdé této pétice se vypocitalo spektrum varian¢ni.
Pro takto ziskana varian¢ni spektra se odecetly korigo-
vané (metoda Al,) a nekorigované plochy (metoda
Aly). Hodnota plochy pod varian¢nim spektrem je pii-
mo umérnd podobnosti jednotlivych spekter. Pro pét
stejnych spekter je tedy hodnota plochy pod varianc-
nim spektrem 0. Odecet ploch se provadél v celém
méfeném rozsahu vinocta.

Data ziskana ze vSech metod se exportovala do pro-
gramu Microsoft Excel 2007, v némz se provedlo gra-
fické zobrazeni a statistické hodnoceni. Statistické
hodnoceni se zamétovalo predevsim na odhalovani
odlehlych hodnot a posuzovani procesu miseni. Pro
zjisténi odlehlych hodnot se pouZzil Grubbsiv test. Byl
aplikovan na Casy miseni pfesahujici 60 sekund, jeli-
koz do 60 s probihd intenzivni konvektivni miseni
a dochazi k prudké zméné hodnot podobnosti. Hodno-
ty, které neprosly Grubbsovym testem, se vyradily,
poté byl test proveden znovu. Vyfazené hodnoty repre-
zentovaly odlehld spektra, kterd se déle zkoumala
v programu TQ Analyst 8 s cilem objasnit pfiCiny
jejich odlehlosti. Pro orienta¢ni hodnoceni variability
v ramci vSech Casti méfeni a mezi jednotlivymi Casy
meéfeni se pouzila jednofaktorovd analyza variance
(ANOVA).
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Obr. 6. Zavislosti hodnot podobnosti na éase u DNa, cetylalkoholu, PVP-30, sacharosy. Ve 1200 s pridavek 4,5 % (m/m) StMg;
(®) hodnoty podobnosti vypocitané pred pridavkem StMg; (B) hodnoty podobnosti vypocitané po pridavku StMg; (A) odlehla

data, reprezentujici odlehla spektra (spektra odlehla kladné od celkového priiméru jevi vétsi stuperi podobnosti s ¢istou latkow).
Plnou éarou jsou zndzornény linedrni regresni primky.
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Obr. 7. Zavislosti hodnot podobnosti (®) na ¢ase u DNa, cetylalkoholu, PVP-30, sacharosy; (A) odlehla data, reprezentujici
odlehla spektra (spektra odlehla kladné od celkového priiméru jevi vétsi stuper podobnosti s ¢istou latkouw). Plnou éarou jsou
zndzornény linedrni regresni primky.

268 CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2010, 59, &. 6

—



Farmacie 6-10

20.12.2010 14:12 sStr.

1400
1200
1000

800

600

plochapodvarian¢nim  spektrem

A1K’A1N

1000

1500

2000 2500 3000 3500

cas (s)

Obr. 8. Zndzornéni pribéhu homogenizace vzorku V2S100. (®) data metody Al,, (odecet nekorigovanych ploch); (W) data

metody Al (odecet korigovanych ploch)
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Obr. 9. Data ziskand ze vzorku U2S100 metodou SP; (®) data podobnosti spekter, (A) data prezentujici spektra, kterd jevi

vyznamnou odlisnost od primérného spektra
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Obr. 10. Data ziskand ze vzorku V25100 metodou SP; (®) data podobnosti spekter, (A) hodnota podobnosti odchyleného

spektra, které jevi podobnost se spektrem vzduchu

VYSLEDKY A DISKUZE

Miseni DNa, cetylalkoholu, PVP-30, sacharosy
metodami SP,_, ve vzorku V2S100 zobrazuje obra-
zek 6. Je patrné, Ze v prubéhu 1. minuty miseni se hod-
noty podobnosti prudce méni, coZ odpovida konvektiv-
ni fazi miseni. Ta prechdzi zacatkem 2. minuty
v difuzni fazi, kdy se jiZ hodnoty podobnosti vyznam-
né¢ neméni a pohybuji se kolem praiméru. Ve 20. minu-

té dochazi k prudké zméné hodnot podobnosti, z divo-
du pridani 4,5 % (m/m) stearanu hofec¢natého.

Hodnoty podobnosti (pfed a po prfidani stearanu
hofecnatého) se prolozily pfimkou linearni regrese, pro
lepsi znazornéni rozptylu jednotlivych hodnot od pri-
méru.

Z hodnot podobnosti pro cetylalkohol (obr. 6), jsou
patrné kladné odchylené hodnoty reprezentujici spektra,
jejichZ hodnota podobnosti s cetylalkoholem je az o 17 %
vy$§i neZ prameér. Z toho l1ze usuzovat, Ze v prabéhu mise-

s vz

ni mohlo dochazet ke shlukovani ¢astic cetylalkoholu.
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Tab. 2. Fyzikalni vlastnosti jednotlivych slozek praskovych
smeési

Hausneruv Setfesna Aritmeticky
pomér hustota (g/cm?) stfedni pramér

castic (um)
Cetylalkohol 1,17+0,00 0,461 + 0,004 15,1
Sacharosa 1,20 0,01 0,616 = 0,006 17,7
DNa 1,20 0,01 0,754 0,007 1,7
PVP-30 1,22+0,02 0,460 = 0,009 26,8
StMg 1,40 £0,00 0,274 = 0,006 2,1

Prabéh miseni vzorku SV2S100 (StMg pridan
v ¢ase 0 s) hodnoceny metodami SP, , ukazuje obra-
zek 7. Stejné jako u vzorku V2S100 prudkd zména
hodnot podobnosti v pribéhu 1. minuty popisuje mise-
ni konvektivni, prechazejici zacatkem 2. minuty
v miseni difuzni. Z hodnot podobnosti pro cetylalkohol
(obr. 7) jsou patrné kladné odchylené hodnoty repre-
zentujici spektra, jejichz hodnota podobnosti s cetylal-
koholem je azZ 0 9 % vys§i nez pramér. Z toho lze usu-
zovat, Zze dochazelo ke shlukovani ¢astic cetylalkoholu,
ale v mensi mife nez u vzorku V25100, coZ mohlo byt
zpUsobeno pridavkem StMg jiz na zacatku miseni.

Metody Alg, Al jsou zaloZeny na principu, Ze pét
spekter naméfenych v jednom ¢asovém bodé dava urci-
té varian¢ni spektrum. Z této hodnoty se odecetla plo-
cha pod spektrem, a to bud korigovana (obr. 8 — A1),
nebo nekorigovana (obr. 8 — Al,), v kazdém Case
méfeni. Tato metoda znazorniuje dostateéné variabilitu
mezi spektry v jednotlivych ¢asech méfeni. Miseni je
ovSem proces, pfi kterém mulZze dochédzet v pribéhu
Casu k segregaci Castic, kterou zpisobuje predevSim
odlisné velikost a hustota ¢astic ®. PfestozZe je proces
segregace velmi slozity, 1ze ho ¢aste¢né objasnit efek-
ty vyplyvajicimi z fyzikélnich zdkonti mechaniky. Jako
priklad 1ze uvést efekt, na kterém se podili trajektorie
letu castice, valivy efekt, nebo efekt pronikani Castic
mezi sebe. V literatufe je popsano, Ze vyvojova ten-
dence segregace je pomérné dlouhodoba (az desitky
minut) ¥. V naSem pfipadé mohl tento jev nastat
u DNa, jehoZ primérnd velikost ¢astic byla v porovna-
ni s cetylalkoholem devétkrat men$i a v porovnani
s PVP-30 Sestnactkrat mensi a navic jevil DNa nejvét-
$i hodnotu setfesné hustoty (tab. 2). Pokud by tedy
dochazelo k segregaci DNa, tedy odd€lovani jeho ¢as-
tic od castic ostatnich slozek, byla by pravdépodobné
rozeznatelnd aZ porovnanim spekter v del§Sim ¢asovém
rozestupu. Z toho vyplyvd, Ze metody Al, Al, nebu-
dou pfili§ vhodné pro popis variability spekter mezi
jednotlivymi ¢asy miseni.

Prace se dale zaméfovala na odhalovani a interpre-
taci odlehlych spekter. Pfi homogenizaci se jiz

e

v pocatcich miseni (v prvnich minutach) tvofily mak-
roskopicky rozeznatelné shluky. Tyto shluky se mode-
lové snimaly pomoci NIR sondy, protoze se pfedpokla-
dalo, Ze v pribchu Casu se budou rozbijet na mensi
¢asti neviditelné okem, které pak mohou byt odhaleny
uz pouze pomoci NIR spektroskopie. Z dat ziskanych
pomoci SP _,, SP_ (obr. 9) a SP, (obr. 10) metod se
vyclenila data odlehl4, reprezentujici odlehla spektra.
Tato spektra se blize zkoumala a porovnavala s mode-
lovymi spektry. Z téchto pozorovani vyplyva, Ze sloz-
kou z vétsi ¢asti zodpovédnou za vznik shluk by mohl
byt cetylalkohol (viz obr. 6 — cetylalkohol; obr. 7 —
cetylalkohol), protoze jevil velké mnozstvi kladné
odlehlych hodnot podobnosti, které byly az o 17 %
vys$$i nez prumeér. Z toho lze vyvodit, Ze takto odlehld
data prezentovala spektra, v nichZ je vyss§i obsah cetyl-
alkoholu. Mohlo se tedy jednat o shluky s vy$§im podi-
lem cetylalkoholu oproti ostatnim slozkam. Dale se
zjistilo, Ze nékterd odlehla spektra mohla vzniknout
z divodu Spatného pfitlaceni sondy ke vzorku, a proto
vykazovala vétsi stupent podobnosti se spektrem vzdu-
chu (aZ 6 %). Lze tedy usuzovat, Ze pfi méfeni se nepo-
daftilo sondu idedlné pfitisknout ke vzorku a mezi vzor-
kem a sondou byla vzduchova mezera (obr. 10).

ZAVER

V této praci se vyvinuly metody, které na zakladé
dat z NIR spektroskopie umozZnily vizualizovat proces
miseni. Nejlépe proces miseni popisuji metody SP,
které dovoluji ze spolecného spektra smési zjistit pri-
béh miseni jednotlivych sloZek. Spojenim téchto
poznatkl spole¢né s daty o fyzikalnich vlastnostech
praska se ziskalo cenné mnozstvi informaci pro dalsi
uvahy o moZnych probihajicich déjich. Studiem odleh-
lych spekter se zjistilo, Ze prasky v pribéhu miseni
(ptedevsim cetylalkohol) mohou tvofit shluky. Tomuto
jevu lze Caste¢né zabranit pfidavkem stearanu hotfecna-
tého. Nékterd odlehld spektra mohou byt zplisobena
i nedostatenym pfitlacenim sondy ke vzorku. Na
vyzkumu v dané oblasti bude tieba déle intenzivné pra-
covat a ovéfit ziskana data vyuzitim metod kvantitativ-
ni NIR analyzy a kapalinové chromatografie. Prace
ukazuje moznosti NIR spektroskopie pii ziskavani
informaci o procesu miseni, které lze aplikovat pfi
optimalizaci sloZeni praSkovych smési a technologic-
kych postupi.
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néni v ambulantni praxi a zakladni zasady hygienicko-epidemiologic-
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nakaz v ordinaci patfi také dezinfekce rukou vzdy pfed a po zdravotnic-
kych vykonech u pacientl, po manipulaci s biologickym materidlem a vzdy pfi uplatfiovani bariérového
o8etfovaciho rezimu, aby se zabranilo vzniku a Sifeni infekce.
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