
Souhrn

Cílem experimentální studie bylo optimalizovat pfiípravu
mikrosfér z vysokoviskozitního chitosanu metodou vnûj-
‰í iontové gelace a zhodnotit vybrané aspekty jejich pfií-
pravy. U mikroãástic bez léãiva byla formulaãní promûn-
nou koncentrace chitosanov˘ch disperzí, procesní
promûnnou pak byla poloha pfiístroje (horizontální vs. ver-
tikální) pro jejich extruzi. Na základû v˘sledkÛ sféricity
a velikosti pfiipraven˘ch mikroãástic byly vybrány tfii kon-
centrace disperzí, které se pouÏily pro enkapsulaci mode-
lového léãiva 5-aminosalicylové kyseliny (5-ASA) meto-
dou vyuÏívající horizontální polohu pfiístroje pro extruzi,
která byla vyhodnocena jako optimální. U mikroãástic
s léãivem byly sledovan˘mi promûnn˘mi koncentrace
chitosanu a sloÏení tvrdícího roztoku (10% tripolyfosfát
sodn˘ (TPP) vs. 10% TPP s obsahem léãiva). Bylo zji‰tû-
no, Ïe u pfiipraven˘ch mikrosfér se s vzrÛstající koncent-
rací chitosanu zvy‰oval jejich ekvivalentní prÛmûr, sféri-
cita byla srovnatelná. Vzorky, pfii jejichÏ pfiípravû bylo
léãivo pfiítomno jak v disperzi chitosanu, tak i v tvrdící
lázni, mûly vy‰‰í obsah léãiva a men‰í ekvivalentní prÛ-
mûr a vykazovaly rychlej‰í uvolÀování léãiva
v podmínkách in vitro v porovnání se vzorky, u kter˘ch
bylo léãivo zapracováno pouze do disperze chitosanu.
Klíãová slova: mikroãástice • vnûj‰í iontová gelace
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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
• chitosan • formulation and process parameters
• dissolution profile 

Úvod

Chitosan je polosyntetick˘ polymer pfiipravovan˘
deacetylací pfiírodního polysacharidu chitinu obsaÏeného
zejména v krun˘fii kor˘‰Û, kutikule hmyzu a v bunûãné
stûnû hub1, 2). Z chemického hlediska je chitosan lineární
polysacharid sloÏen˘ z jednotek N-acetyl-D-glukosami-
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nu a D-glukosaminu3). Vlastnosti chitinu a chitosanu se
li‰í v závislosti na uspofiádání fietûzcÛ a stupni deacetyla-
ce. �α-chitin (v˘skyt: krabi, krevety, humfii) má polysa-
charidové fietûzce spojeny antiparalelnû, β�-chitin (v˘skyt:
chobotnice) paralelnû a γ�-chitin (v˘skyt: bunûãné stûny
hub) obsahuje fietûzce spojené jak paralelnû, tak antipara-
lelnû2). StupeÀ deacetylace chitosanu souvisí s jeho roz-
pustností ve vodû. V pfiípadû, Ïe je stupeÀ deacetylace níz-
k˘ (napfi. 40 %), je rozpustn˘ v roztoku o pH vy‰‰ím neÏ
9, naopak vysok˘ stupeÀ deacetylace (nad 85 %) umoÏ-
Àuje rozpou‰tûní jiÏ pfii pH 6,54).

Díky sv˘m jedineãn˘m vlastnostem, snadné dostupnosti
a nízké cenû se chitosan v˘znamnû uplatÀuje také pfii v˘-
voji moderních lékov˘ch forem s fiízen˘m a cílen˘ch tran-
sportem léãiva. Chitosan vykazuje biokompatibilitu
a biodegradovatelnost, je ekologicky bezpeãn˘
a netoxick˘5). Aminové skupiny chitosanu jsou schopny
elektrostaticky interagovat s deriváty N-neuraminové ky-
seliny mucinu. Chitosan tak vykazuje v˘borné mukoad-
hezivní vlastnosti6, 7). Jeho biologická aktivita spoãívá
v imunomodulaãním a antimikrobiálním úãinku, kter˘ byl
pfiedmûtem zájmu mnoha vûdeck˘ch prací8, 9). Má schop-
nost aktivovat makrofágy a stimulovat uvolnûní cytoki-
nÛ10). Evansonová et al. a následnû také Yen et al. prokázali
antioxidaãní vlastnosti chitosanu z krun˘fie krabÛ a jeho
schopnost vychytávat hydroxylové radikály2, 11). Mezi dal-
‰í v˘znamné vlastnosti, kter˘mi chitosan disponuje, patfií
antivirová, antimykotická8) a hemostatická aktivita12). 

Velmi oblíben˘m je chitosan pfii formulaci mikroãásti-
cové lékové formy13, 14). Mikroãástice se jako tzv. lékové
mikroformy vyznaãují niÏ‰ími neÏádoucími úãinky in-
korporovan˘ch léãiv, vy‰‰í stabilitou a efektivitou terapie
ve srovnání s klasick˘mi lékov˘mi formami15). Chitosa-
nové mikroãástice pfiedstavují biodegradovateln˘ systém
potencionálnû vhodn˘ pro celou fiadu zpÛsobÛ podání do
organismu zahrnující perorální, parenterální i lokální po-
dání. Na základû sv˘ch specifick˘ch vlastností ãasto
umoÏÀují doruãení enkapsulovaného léãiva do místa jeho
pÛsobení. Takov˘ cílen˘ transport pfiedstavuje nejefek-
tivnûj‰í zpÛsob souãasné farmakoterapie s minimalizací
neÏádoucích úãinkÛ16). Z v˘‰e popsan˘ch dÛvodÛ se chi-
tosanové mikroãástice jeví jako vhodná transportní forma
pro pfiívod léãiva do stfieva nebo jeho ãástí postiÏen˘ch
nespecifick˘m stfievním zánûtliv˘m onemocnûním17). Chi-
tosanové mikroãástice jsou nejãastûji pfiipravovány tfiemi
metodami, a to sprejov˘m su‰ením18), metodou odpafiení
rozpou‰tûdla19) a síÈovacími metodami20). Polymerní síÈ
mÛÏe vzniknout tvorbou kovalentních vazeb (chemická
gelace) nebo na základû elektrostatick˘ch interakcí na fie-
tûzcích polymerÛ (fyzikální neboli iontová gelace). Pfii
iontové gelaci se jako síÈovací ãinidlo pro polykationt chi-
tosan nejãastûji pouÏívá netoxick˘ tripolyfosfát sodn˘21,

22). Mezi základní formulaãní promûnné sledované pfii pfií-
pravû mikroãástic iontovou gelací patfií koncentrace po-
lymeru, jeho molekulová hmotnost23), koncentrace síÈo-
vacího ãinidla, mnoÏství enkapsulovaného léãiva24, 25).
Mezi sledované procesní promûnné vnûj‰í gelace patfií ze-
jména prÛmûr otvoru, kter˘m je disperze polymeru ex-
trudována, vzdálenost tohoto otvoru od hladiny síÈovací-
ho ãinidla, rychlost odkapávání26), doba tvrzení27).

Cílem studie byla optimalizace pfiípravy mikroãástic na
bázi vysokoviskozitního typu chitosanu získaného

z krun˘fiÛ krabÛ jako potencionálního nosiãe léãivé látky.
Mikroãástice se pfiipravily metodou vnûj‰í gelace extruzí
disperze pfies jehlu injekãní stfiíkaãky. Jako tvrdící médi-
um se pouÏil 10% roztok tripolyfosfátu sodného (TPP).
U mikroãástic bez léãiva byla formulaãní promûnnou kon-
centrace chitosanu, procesní promûnnou pak byla poloha
pfiístroje (horizontální vs. vertikální) pro extruzi disperzí.
Na základû v˘sledkÛ sféricity a velikosti pfiipraven˘ch
mikroãástic byly vybrány tfii ‰arÏe, u nichÏ byla hodno-
cena bobtnavost, které se dále pouÏily pro enkapsulaci lé-
ãivé látky 5-aminosalicylové kyseliny. Sledoval se vliv
koncentrace chitosanov˘ch disperzí a sloÏení tvrdícího
roztoku (10% TPP vs. 10% TPP s obsahem léãiva) na
vlastnosti mikroãástic s léãivem, a to na sféricitu, velikost
mikroãástic, obsah 5-aminosalicylové kyseliny, enkapsu-
laãní úãinnost a disoluãní chování v podmínkách in vitro. 

Pokusná ãást

Materiál 
Jako polymer pro pfiípravu mikroãástic se pouÏil vyso-

koviskozitní typ chitosanu získan˘ z krun˘fiÛ krabÛ; stu-
peÀ deacetylace 80 % (Sigma Aldrich, St. Louis, USA),
síÈovacím ãinidlem byl 10% roztok tripolyfosfátu sodné-
ho (Merck KGaA, Darmstadt, Nûmecko) v ãi‰tûné vodû,
modelovou léãivou látkou urãenou k enkapsulaci do mik-
roãástic byla 5- aminosalicylová kyselina (5-ASA)
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Pro pfiípravu tlumivého
roztoku o pH 6,8  bylo pouÏito 13,87 g dihydrogenfosfo-
reãnanu draselného (MerckKGaA, Darmstadt, Nûmecko)
a 35,08 g hydrogenfosforeãnanu sodného (MerckKGaA,
Darmstadt, Nûmecko). Na pfiípravu pufru o pH 3,0 bylo
pouÏito 3,4 g dihydrogenfosforeãnanu draselného
(MerckKGaA, Darmstadt, Nûmecko) a k úpravû pH ky-
selina fosforeãná (MerckKGaA, Darmstadt, Nûmecko).

Pfiíprava mikroãástic
Zvolenou metodou pro pfiípravu mikroãástic byla meto-

da vnûj‰í iontové gelace. Disperze chitosanu bez léãiva
(0,75–1,75 %; nárÛst koncentrace vÏdy o 0,25 %) byly pfii-
praveny jeho navrstvením na hladinu 1% roztoku kyseliny
octové a následnû se nechaly bobtnat 48 hodin. Disperze
s léãivem (koncentrace léãiva 0,25 %) byly pfiipraveny sus-
pendováním 5-ASA do chitosanov˘ch disperzí (1,0–1,5 %)
pomocí rotor-statorového homogenizátoru Ultra-Turrax
T25 BASIC (IKA – Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nû-
mecko) pfii 16 000 otáãkách za minutu. Disperze byly na-
plnûny do injekãních stfiíkaãek o objemu 2 ml s prÛmûrem
jehly 0,7 mm a odkapány do tvrdícího roztoku pomocí li-
neárního dávkovaãe LD 2 umístûného ve vertikální nebo
horizontální poloze (v˘vojové dílny âSAV, Praha, âR). Ja-
ko tvrdící médium se pouÏilo 60 ml 10% roztoku TPP ne-
bo 10% roztoku TPP s 5-ASA  (1160 mg/l)28). Doba tvrze-
ní byla stanovena experimentálnû a pohybovala se
v rozmezí od 45–60 minut. Vzniklé mikroãástice se filtro-
valy pomocí filtraãního sítka a promyly destilovanou vo-
dou. Pfiipravené vzorky se su‰ily v horkovzdu‰né su‰árnû
Horo 048B (Dr. Ing. A. Hoffman, Ostfildern, Nûmecko) pfii
teplotû 25 °C po dobu 24 hodin.

Popis jednotliv˘ch ‰arÏí pfiipraven˘ch mikroãástic, roz-
sah koncentrací disperzí a podmínky pfiípravy jednotli-
v˘ch vzorkÛ jsou uvedeny v tabulce 1. Oznaãování vzor-
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*1ãíslo v oznaãení vzorkÛ pfiedstavuje koncentraci pouÏité disperze polymeru
*2rychlost odkapávání se sniÏovala s rostoucí koncentrací/viskozitou disperzí

kÛ: „V“ – vertikální a „H“ – horizontální poloha lineární-
ho dávkovaãe (obr. 1); „M“ – pfiipravené mikroãástice;
„L“ – pfiítomnost léãiva v disperzi chitosanu; „LT“ – lé-
ãivo v disperzi chitosanu a souãasnû v tvrdícím roztoku. 

Charakteristika disperzí
Stanovení dynamické viskozity bylo dÛleÏit˘m para-

metrem pro zji‰tûní injektability pfiipraven˘ch disperzí.
Mûfiení probíhalo pomocí viskozimetru BROOKFIELD
DV-II+Pro a programu RHEOCALC (Brookfield Engi-
neering, USA). Bûhem mûfiení, které probíhalo pfii teplo-
tû 37 °C, se pouÏil adaptér pro mûfiení mal˘ch vzorkÛ
a vfieteno SC4-21. Otáãky vfietena byly u v‰ech mûfiení
stejné (200 ot./min). V̆ sledná viskozita a její smûrodatná
odchylka (SD) byla dána prÛmûrem tfií mûfiení.

Charakteristika mikroãástic

Mikroskopická anal˘za
Mikroskopická anal˘za byla provedena pomocí ste-

reoskopického mikroskopu STM-902 ZOOM (Opting
servis, Ostrava, âeská republika) s digitální kamerou
ALPHAPHOT (Nikon, Tokyo, Japonsko). Ke zpraco-
vání obrazové anal˘zy slouÏil program Ia32 (LecoCor-
poration, St. Joseph, USA). Snímky byly pofiízeny po-
mocí stereoskopického mikroskopu NIKON SMZ1500,
C-PS160 (Nikon, Tokyo, Japonsko). U 100 mikroãástic
z kaÏdé ‰arÏe byla stanovena sfericita pomocí faktoru
kulatosti:

SF = 4πA/p2, [1]

kde A (area) je plocha mikroãástice v mm2 a p (peri-
meter) je obvod mikroãástice v mm. Dal‰ím sledovan˘m
parametrem byl ekvivalentní prÛmûr (ED = equivalent
diameter), kter˘ urãuje prÛmûr kruÏnice, která má stejnou
plochu jako objekt29):

4 × A
ED = (––––––– )1/2 (mm), [2]

π
kde A je plocha mikroãástice (mm2). 

Bobtnavost
U vybran˘ch vzorkÛ bez léãiva byla provedena zkou‰ka

bobtnavosti v tlumivém roztoku o pH 3,0 simulující pH Ïa-
ludku po jídle a v tlumivém roztoku o pH 6,8, coÏ odpoví-
dá pH tenkého stfieva30). Mikroãástice o hmotnosti 200 mg
z kaÏdé ‰arÏe bylo vloÏeno do zváÏen˘ch kovov˘ch ko‰íã-
kÛ a nechalo se bobtnat v pfiedepsaném prostfiedí. V dan˘ch
intervalech (15, 30, 45, 60 minut, dále v ãase 2, 3, 4, 5, 6
hodin) se ko‰íãky vyjmuly, pfiebyteãné disoluãní médium se
odstranilo a ko‰íãky s mikro ãásticemi se zváÏily na analy-
tick˘ch vahách. Bobtnavost byla poãítána podle vzorce (3):

Wt–WoSsw =  ––––––– × 100 (%), [3]
Wo

kde wt je hmotnost mikroãástic v gramech v daném ãa-
sovém intervalu, wo je pÛvodní hmotnost mikroãástic
v gramech30). Mûfiení bylo provedeno 3krát v obou tlumi-
v˘ch roztocích u kaÏdé z ‰arÏí.
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Tab. 1. Popis jednotlivých šarží mikročástic a podmínky jejich přípravy

Oznaãení Koncentrace
Léãivo v disperzi Poloha injekãní Rychlost Léãivo Doba

mikroãástic*1 chitosanu (%)
chitosanu stfiíkaãky pfii odkapávání*2 v tvrdícím tvrzení

(0,25 %) odkapávání (kapky/min) roztoku (min)

MV0,75–1,25 0,75–1,25 ne vertikální 50–40 ne 60  

MH0,75–1,75 0,75–1,75 ne horizontální 41–19 ne 60  

MHL1,0–1,5 1,0–1,5 ano horizontální 35–26 ne 45  

MHLT1,0–1,5 1,0–1,5 ano horizontální 35–26 ano 60

Obr. 1. Poloha přístroje vertikální (vlevo) a horizontální (vpravo); a) lineární dávkovač, b) injekční stříkačka, c) tvrdící lázeň, d) pod-
ložka otáčející se kolem své osy, e) detail ostří jehly a tvorby kapky ve vertikální poloze, f) detail ostří jehly a tvorby kapky
v horizontální poloze
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Stanovení obsahu léãiva a enkapsulaãní úãinnosti
Obsah léãiva v mikroãásticích byl stanoven spektrofo-

tometricky. Pfiesnû zváÏené mnoÏství mikroãástic (mnoÏ-
ství mikroãástic odpovídající 0,5 mg léãiva vypoãítané
dle skuteãného obsahu) bylo pfievedeno do odmûrné baÀ-
ky a doplnûno ãi‰tûnou vodou. BaÀka byla umístûna na
ultrazvukovou lázeÀ Sonorex RK 52H (Bandelin, Berlín,
Nûmecko) po dobu 5 hodin. Absorbance byla mûfiena
UV/VIS spektrofotometrem (Lambda 25, Perkin Elmer,
St. Louis, USA) pfii vlnové délce 330 nm. Pomocí kalib-
raãní kfiivky byl vypoãítán obsah léãiva v mikroãásticích.
Enkapsulaãní úãinnost byla vypoãítána ze vztahu:

csEE = –––– . 100 (%) [4]
ct

kde cs je skuteãn˘ obsah 5-ASA v gramech v mikro -
ãásticích a ct je teoretick˘ obsah v gramech v mikroãás -
ticích31).

Zkou‰ka disoluce
Ke zkou‰ce disoluce byla vybrána ko‰íãková metoda.

Zkou‰ka probíhala v on-line disoluãní lince Sotax AT7
Smart (Donaulab, Zurich, ·v˘carsko) s automatick˘m od-
bûrem vzorkÛ a následnou spektrofotometrickou anal˘-
zou pfii vlnové délce 330 nm (Spektrofotometr Lambda
25, Perkin Elmer, Wellesley, USA). Jako disoluãní mé -
dium slouÏil lékopisn˘ tlumiv˘ roztok o pH 6,8 (dodeka-
hydrát hydrogenfosforeãnanu sodného a dihydrogenfos -
foreãnan draseln˘ – oba Merck KGaA, Darmstadt,
Nûmecko) v mnoÏství 500 ml a teplotû 37 ± 0,5 °C. Rych-
lost otáãek hfiídelí s ko‰íãky byla 100 otáãek za minutu.
Odbûry vzorkÛ byly provedeny v ãasech 30 a 60 minut
a poté kaÏdou hodinu.

V˘sledky a diskuze

Charakteristika disperzí
Namûfiené hodnoty dynamické viskozity u disperzí

(0,75–1,75 %) bez léãiva se pohybovaly v rozmezí

767–6598 mPa.s (SDmax ± 8,1), u disperzí s léãivem
(1,0–1,5 %) v rozmezí 1390–3492 (SDmax ± 5,2). Z grafu
uvedeného na obrázku 2 je patrné, Ïe se vzrÛstající kon-
centrací chitosanu rostla viskozita32). Hodnoty viskozity
chitosanov˘ch disperzí s léãivem byly niÏ‰í neÏ u disperzí
bez obsahu léãiva pfii stejné koncentraci polymeru. Mura
et al. ve své experimentální práci zjistili, Ïe dochází
k elektrostatick˘m interakcím mezi 5-ASA a chitosanem,
které zpÛsobují pravdûpodobnû zmûnu vnitfiní struktury
disperze projevující se sníÏením viskozity33). 

Charakteristika mikroãástic

Vizuální hodnocení pfiipraven˘ch mikroãástic
a mikroskopická anal˘za

Pfii vertikálním umístûní pfiístroje se podafiilo pfiipravit
chitosanové mikroãástice pouze pfii koncentraci disperze
0,75–1,25 %. Sféricita mikroãástic (obr. 3) ‰arÏe MV0,75
(0,681 ± 0,059) byla niÏ‰í neÏ sféricita mikroãástic ‰arÏe
MV1,0 (0,718 ± 0,078), coÏ souvisí s faktem, Ïe se zvy-
‰ující se viskozitou zpravidla roste sféricita pfiipravova-
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Obr. 3. Výsledky hodnocení sféricity mikročástic
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Obr. 2. Viskozita disperzí bez léčiva a s léčivem*
*Koncentrace disperze 0,75 % a 1,75 % nebyly použity pro pří-
pravu mikročástic s léčivem z důvodu příliš nízké viskozity
u 0,75% disperze a příliš vysoké viskozity u disperze
o koncentraci 1,75 %.
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n˘ch mikroãástic34). Pfii pfiípravû ãástic z disperze chitosa-
nu o koncentraci 1,25 % docházelo k tvorbû kapkovit˘ch
struktur (obr. 4a) s niÏ‰í sféricitou (0,673 ± 0,094).
V pfiípadû vysok˘ch koncentrací disperze chitosanu
(1,5 % a 1,75 %) docházelo z dÛvodu vy‰‰í viskozity
k tvorbû podlouhl˘ch ãástic (obr. 5a) aÏ vláknit˘ch struk-
tur (obr. 5b), které byly zcela nevyhovující a byly z dal‰ího
hodnocení vylouãeny. Pfii horizontální poloze pfiístroje by-
ly mikroãástice pfiipraveny u v‰ech pûti pouÏit˘ch kon-
centrací (MH0,75–MH1,75). Se zvy‰ující se koncentrací
disperze chitosanu doprovázené nárÛstem viskozity byl
pozorován mírn˘ nárÛst sféricity pfiipraven˘ch ãástic. Ten-
to v˘sledek je ve shodû s jiÏ publikovanou vûdeckou lite-
raturou35). Jejich sféricita byla vy‰‰í (0,716 ± 0,042–0,784
± 0,04) ve srovnání s ãásticemi pfiipraven˘mi pomocí pfií-
stroje ve vertikální poloze (0,673 ± 0,094–0,718 ± 0,078).
Srovnání tvaru mikrosfér pfiiná‰í obrázek 4, a to vzorek
MV1,25 (obr. 4a) a MH1,25 (obr. 4b). 

Pfii porovnání ekvivalentního prÛmûru mikroãástic bez
léãiva vzorkÛ MV0,75 (418 ± 85,2 µm) – MV1,25 (716 ±
110,7 µm) a MH0,75 (506 ± 82,2 µm) – MH1,75 (1541 ±
183,3 µm) bylo zji‰tûno, Ïe velikost tûchto ãástic byla vût-
‰í v pfiípadû horizontální polohy (obr. 6). Z v˘sledkÛ vy-
pl˘vá, Ïe zvy‰ující se koncentrace/viskozita disperzí chi-
tosanu vedla k pfiípravû mikroãástic s vût‰í velikostí, coÏ
je ve shodû s jiÏ publikovanou literaturou34). Velikost kap-
ky je závislá nejen na viskozitû, ale také na celé fiadû dal-
‰ích faktorÛ jako je mezifázové napûtí, smáãivost, tlak,
rychlost a úhel odkapávání, prÛmûr a tvar otvoru, jímÏ
roztok odkapává26, 36–38). V na‰em pfiípadû byla pouÏita je-
hla, která mûla zkosení (obr. 1). Na základû povrchového
napûtí docházelo v horizontální poloze k tvorbû vût‰ích
kapek. Ve vertikální poloze se tvofiily kapky men‰í, ãe-
muÏ napomáhala ostrá hrana zkosení jehly. Tato ostrost
se v‰ak postupnû sniÏovala, a docházelo tak k tvorbû kap-
kovit˘ch struktur s vût‰ím povrchem a muselo dojít
k v˘mûnû jehly.

Na základû hodnocení mikroãástic z hlediska sféricity,
ekvivalentního prÛmûru a injektability byly pro inkorpo-
raci modelového léãiva vybrány tfii koncentrace disperzí
chitosanu, které se pouÏily pro pfiípravu mikroãástic
s léãivem horizontální metodou a to 1,0 %; 1,25 %
a 1,5 %. Vzorky MHL byly pfiipraveny odkapáváním dis-
perzí s léãivem do 10% roztoku TPP; doba tvrzení (45 mi-

nut) byla krat‰í z dÛvodu pfiedpokládaného zv˘‰eného
uvolÀování léãiva do tvrdícího roztoku39). Vzorky MHLT
byly pfiipraveny odkapáváním disperzí s léãivem do 10%
roztoku TPP obsahujícího 5-ASA v její nasyce-
né koncentraci 1160 mg/l; doba tvrzení byla del‰í, a to 60
minut z dÛvodu niÏ‰í pfiedpokládané ztráty léãiva. Ze
srovnání sféricity vzorkÛ MHL1,0 (0,747 ± 0,067) –
MHL1,5 (0,775 ± 0,051) a vzorkÛ MHLT1,0 (0,756 ±
0,06) – MHLT1,5 (0,770 ± 0,051) vypl˘vá, Ïe hodnoty
sféricity se v˘raznû neli‰ily. Krat‰í doba tvrzení obvykle
vede ke sníÏení sféricity pfiipraven˘ch ãástic40). Na dru-
hou stranu vy‰‰í obsah 5-ASA ve vzorcích MHLT (viz dá-
le) ve srovnání se vzorky MHL by taktéÏ mohl b˘t dÛvo-
dem pro pokles sféricity41). Tyto dva protichÛdné vlivy se
pravdûpodobnû projevily ve v˘sledku srovnatelnou sféri-
citou vzorkÛ MHL a MHLT (obr. 5).

Pfii porovnání ekvivalentního prÛmûru ‰arÏí MH1,0
(825 ± 116,9 µm) – MH1,5 (1313 ± 201,6 µm) a MHL1,0
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Obr. 4. Snímky ze stereoskopického mikroskopu (zvětšeno 20×); (a) vzorek MV1,25; (b) vzorek MH1,25

Obr. 5. Příprava mikrosfér z dispersí chitosanu; (A) podlouhlé
částice – vzorek V1,5; (B) tvorba vláken – vzorek V1,75
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(882 ± 169,4 µm) – MHL1,5 (1373 ± 143,7 µm) se uká-
zalo, Ïe tento parametr byl vût‰í u ãástic s léãivem neÏ
u ãástic bez léãiva, coÏ je ve shodû s publikovanou litera-
turou42). Ekvivalentní prÛmûr mikroãástic ‰arÏí MHLT1,0
(756 ± 139,2 µm) – MHLT1,5 (1145 ± 187,1 µm) byl
men‰í, neÏ ekvivalentní prÛmûr mikroãástic ‰arÏí MHL1,0
(882 ± 169,4 µm) – MHL1,5 (1373 ± 143,7 µm).
Z uvedeného vypl˘vá, Ïe pokud bylo pfiítomno v tvrdícím
roztoku léãivo, velikost tûchto mikroãástic byla men‰í neÏ
v pfiípadû, Ïe tvrdící roztok léãivo neobsahoval (obr. 6).
DÛvodem mohla b˘t del‰í doba tvrzení a pfiítomnost
5-ASA v tvrdícím roztoku, ãímÏ se více sníÏila viskozita
disperze chitosanu, a tvrdící roztok tak lépe pronikal do
mikroãástice. V dÛsledku toho do‰lo ke sníÏení poãtu ne-
zesíÈovan˘ch fietûzcÛ molekuly chitosanu43, 44).

Hodnocení bobtnavosti mikroãástic bez léãiva
K hodnocení bobtnavosti byly pouÏity vzorky bez léãiva

MH1,0; MH1,25; MH1,5, které na základû sv˘ch vlastnos-
tí byly vybrány pro pfiípravu mikroãástic s léãivem. Bobt-
navost v tlumivém roztoku byla provedena o pH 3,0 simu-
lující pH Ïaludku po jídle a v tlumivém roztoku o pH 6,8,
coÏ odpovídá pH tenkého stfieva17). Pfii pH 3,0 se u ‰arÏe
MH1,0 bobtnavost zaãala sniÏovat jiÏ po 15 minutách.
U ‰arÏí MH1,25 a MH1,5 se bobtnavost bûhem prvních 30
minut zvy‰ovala, pfiiãemÏ nejvy‰‰í hodnoty (163,44 %) by-
lo dosaÏeno u ‰arÏe MH1,25. Následnû se hodnoty bobtna-
vosti s ãasem sniÏovaly. Pfii porovnání jednotliv˘ch ‰arÏí se
pak hodnoty mezi sebou v˘raznû neli‰ily (obr. 7). PrÛbûh
kfiivek svûdãí o pravdûpodobném rozpou‰tûní chitosano-
v˘ch mikroãástic v prostfiedí o daném pH45).
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Obr. 6. Výsledky hodnocení velikosti mikročástic

Obr. 7. V̆ sledky bobtnavostí vybran˘ch vzorkÛ mikroãástic bez léãiva pfii pH 3,0 ( - - - ) a pfii pH 6,8 (–)
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Pfii zkou‰ce v pH 6,8 docházelo u v‰ech vzorkÛ ke zvy-
‰ování pfiírÛstku hmotnosti v první pÛl hodinû aÏ hodinû
zkou‰ky (149–190 %), pfiiãemÏ nejvy‰‰í hodnota byla na-
mûfiena u ‰arÏe MH1,25. Poté docházelo spí‰e ke sniÏo-
vání hmotnosti nabobtnal˘ch mikroãástic, a to zejména
v pfiípadû ‰arÏe MH1,5, kdy nejniÏ‰í hodnota dosahovala
70,04 % (obr. 7). NiÏ‰í hodnoty bobtnavosti u této ‰arÏe
mohly b˘t zpÛsobeny vy‰‰í hustotou sítû díky vy‰‰í kon-
centraci chitosanu a del‰í dobû tvrdnutí. To pravdûpo-
dobnû omezilo difuzi vody do síÈovité struktury43). Dal‰í
moÏností je pfiítomnost vût‰ího mnoÏství nezesíÈovan˘ch
molekul polymeru, které difundují z ãástice do okolního

roztoku44). Nejvíce stabilní hodnoty bobtnavosti v pH 6,8
byly namûfieny u ‰arÏe MH1,0. Mezi 1. a 5. hodinou
zkou‰ky se hodnota bobtnavosti u tohoto vzorku pohybo-
vala v intervalu 162,55–177,18 %. Obecnû byly namûfie-
ny vy‰‰í hodnoty pfii pH 6,8 (70,04–190,00 %) oproti
bobtnavosti pfii pH 3,0 (22,44–163,43 %)46). 

Stanovení obsahu a enkapsulaãní úãinnosti mikroãástic
s léãivem

V̆ sledky obsahu 5-ASA v mikroãásticích a jejich SD
jsou uvedeny v tabulce 2. Z dÛvodu pfiedpokládané ztrá-
ty léãiva pfii pfiíli‰ dlouhé dobû tvrzení27), byla tato doba
u ‰arÏí MHL1,0–MHL1,5 zkrácena na 45 minut. Obsah
léãiva u vzorkÛ MHL se pohyboval v intervalu 2,86 aÏ
5,02 mg/1 g mikroãástic, u vzorkÛ MHLT v intervalu
8,24–8,60 mg/ 1 g mikroãástic. Umístûní 5-ASA v její na-
sycené koncentraci do tvrdícího roztoku tedy vedlo ke
zv˘‰ení obsahu léãiva. Zamezení ztráty léãiva tímto tech-
nologick˘m krokem se nejvíce projevilo u vzorku pfiipra-
veného z nejménû viskózní 1% disperze chitosanu,
u kterého obsah léãiva vzrostl témûfi 3krát. Vliv rostoucí
koncentrace chitosanov˘ch disperzí na obsah léãiva byl
patrn˘ pouze u vzorkÛ MHL. 

Z v˘sledkÛ dále vypl˘vá, Ïe se zvy‰ující se koncentrací
disperzí chitosanu, a tedy také
jejich viskozitou, se mírnû zvy-
‰ovala enkapsulaãní úãinnost.
K podobn˘m v˘sledkÛm do-
spûl Das et al. ve své experi-
mentální studii zab˘vající se
pfiípravou pektino-chitosano-
v˘ch mikroãástic pro pfiívod lé-
ãiva do oblasti kolonu39). En-
kapsulaãní úãinnost u vzorkÛ
MHL1,0–MHL1,5 nab˘vala
hodnot 3,54-9,29 %; u vzorkÛ
MHLT1,0 – MHLT1,5 pak by-
ly hodnoty srovnatelné, a to
v rozmezí 3,85–9,16 % (tab. 2).
Srovnatelné v˘sledky enkapsu-
laãní úãinnosti vzorkÛ MHL
a MHLT byly zpÛsobeny nut-
ností zahrnout do v˘poãtu EE
u vzorkÛ MHLT také léãivo
obsaÏené v tvrdícím roztoku
(69,6 mg 5-ASA/60 ml TPP
roztoku). Obecnû lze fiíci, Ïe
obsah léãiva i EE jsou pomûrnû
nízké. DÛvody lze spatfiovat
v hydrofilním charakteru léãi-
va, jeho nízké molekulové
hmotnosti47) a hydrofilitû poly-
meru. 

Zkou‰ka disoluce
V˘sledky disoluãní zkou‰-

ky ukazují, Ïe vzorky pfiipra-
vené pouÏitím tvrdící láznû
(10% TPP) bez léãiva (obr. 8)
uvolnily léãivo pomaleji ve
srovnání se vzorky pfiiprave-
n˘mi v tvrdící lázni s léãivem
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Tab. 2. Obsah 5-aminosalicylové kyseliny

·arÏe
Obsah 5-ASA v 1 g Enkapsulaãní

mikroãástic (mg) úãinnost (%)

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  

MHLT1,5 8,31 ± 0,20 9,16 ± 0,24
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Obr. 8. Disoluční zkouška vzorků mikročástic MHL
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Obr. 9. Disoluční zkouška vzorků mikročástic MHLT
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(obr. 9). Hodnoty SD v jednotliv˘ch ãasov˘ch bodech
jsou vyjádfieny jako chybové úseãky.

Vzorky pfiipravené v tvrdící lázni s léãivem (MHLT)
mûly pravdûpodobnû znaãnou ãást léãiva enkapsulovanou
pfii svém povrchu a uvolnily více neÏ 70 % léãiva v ãase
30 minut. Celé mnoÏství léãiva se pak uvolnilo v prÛbûhu
2 hodin. Rychlej‰í uvolÀování bylo dále podpofieno men-
‰í velikostí/vût‰ím povrchem ãástic pfiipraven˘ch touto
metodou. Zajímavé je srovnání s pfiedchozí experimen-
tální prací, pfii které se k pfiípravû mikroãástic stejnou me-
todou pouÏily disperze chitosanu s niÏ‰í viskozitou48).
Tyto mikroãástice uvolnily celé mnoÏství léãiva do 30 mi-
nut. V̆ sledky potvrzují v˘znamn˘ vliv viskozity disper-
ze na rychlost uvolÀování léãiva z chitosanov˘ch mikro-
ãástic35, 49). 

Vzorky pfiipravené v tvrdící lázni bez léãiva (MHL)
mûly pravdûpodobnû léãivo rozmístûno rovnomûrnûji, coÏ
vedlo k pomalej‰ímu uvolÀování 5-ASA. Bûhem prvních
30 minut se uvolnilo 34,0–67,6 % léãiva, celé mnoÏství
potom v prÛbûhu 6 hodin. Nejpomalej‰í uvolÀování
5-ASA z chitosanov˘ch mikroãástic bylo dosaÏeno
u vzorku MHL 1,00, a to i pfies nejmen‰í velikost jeho ãás-
tic. DosaÏené v˘sledky jsou pravdûpodobnû dány jak nej-
niÏ‰ím obsahem léãiva v tomto vzorku, tedy nejniÏ‰ím
koncentraãním gradientem, tak rovnomûrnou bobtnavos-
tí vzorku MHL1,0 v ãase (obr. 7).

Závûr

Z dosaÏen˘ch v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe 1–1,5% disperze
chitosanu pfii horizontální poloze zafiízení pro jejich ex-
truzi jsou vhodné pro pfiípravu mikrosfér s pouÏit˘m mo-
delov˘m léãivem metodou vnûj‰í iontové gelace. SloÏení
pouÏitého tvrdícího roztoku v˘znamnû ovlivnilo velikost
mikroãástic, obsah léãiva i jeho disoluãní profil. Pfiítom-
nost léãiva v tvrdícím médiu vedla k pfiípravû mikrosfér
s men‰í velikostí ãástic, s vy‰‰ím obsahem léãiva
a rychlej‰ím uvolÀováním léãiva. Pro jejich perorální po-
dání za úãelem pfiívodu aktivní látky do distálních ãástí
zaÏívacího traktu k léãbû nespecifick˘ch zánûtÛ je ne-
zbytné zajistit ochranu chitosanov˘ch mikroãátic pfied ky-
sel˘m pH Ïaludku, napfi. potaÏení mikroãástic enterosol-
ventním obalem.

Stfiet zájmÛ: Ïádn˘.
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Recenzované dielo vy‰‰ie uveden˘ch autorov pod ve-
dením RNDr. Romana Smie‰ka, viceprezidenta Sloven-
skej farmaceutickej spoloãnosti, si dalo za cieº zmapovaÈ
dejiny lekárnictva v Îilinskom regióne do roku 1990.
Dielo má deväÈ kapitol.

V prvej sú obsiahnuté v‰eobecné informácie
o lekárÀach a lekárnikoch, verejn˘ch lekárÀach, vzdelá-
vaní a organizácii lekárnikov. V druhej kapitole sa autori
venujú vzniku a v˘voju lekární v okrese Îilina, v tretej
dejinám jednotliv˘ch lekární v Îiline, vo ‰tvrtej  v Bytãi,
v piatej v Rajci, v ‰iestej vo Varíne, v siedmej v Rajeck˘ch
Tepliciach, v ôsmej analyzujú dejiny vzniku v˘dajní lie-
kov a v deviatej vzniku zariadení typu  zdravotníckych
potrieb a oãnej optiky.

Anal˘za obsahu diela ukazuje, Ïe autori pri jeho písaní
vychádzali dôsledne zo zachovan˘ch archívnych materi-
álov a dokumentov zo súkromn˘ch zdrojov väã‰inou ro-
dín lekárnikov, ktor˘ch objektívna interpretácia im dovo-
lila zostaviÈ komplexn˘ a plastick˘ obraz o tom, ako sa
lekárnictvo a lekárnici vyvíjali a pracovali v tomto dôle-
Ïitom regióne Slovenska.

Ku komplexnosti diela vhodne prispieva bohat˘ foto-
grafick˘ materiál  o jednotliv˘ch lekárÀach a lekárnikov
v rokoch 1735–1990.

Dielo je graficky veºmi vkusne a názorne  spracované
ão nesporne  zvy‰uje jeho estetickú hodnotu a príÈaÏlivosÈ.

Vydanie tohto diela je moÏné povaÏovaÈ za v˘znamn˘
ediãn˘ ãin, ktor˘ nielen zaplní biele miesto v histórií le-
kární regiónu Îiliny a t˘m obohatí na‰u  farmaceutickú
historiografiu ale myslím si, Ïe bude stimulom aj motí-
vom na napísanie podobn˘ch diel aj z ostatn˘ch regiónov
Slovensko.

J. âiÏmárik
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