
Souhrn

Cílem práce byla pfiíprava mikroãástic na bázi vysoko-
molekulárního chitosanu bez obsahu léãiva a následnû
pfiíprava mikroãástic s pouÏitím 5-aminosalicylové kyse-
liny (5-ASA) jako modelové aktivní látky metodou vnûj-
‰í iontové gelace. Formulaãními a procesními promûn-
n˘mi byla koncentrace chitosanu a pfii pfiípravû aktivních
mikroãástic také pfiítomnost léãiva v roztoku polymeru
a/nebo v pouÏitém tvrdícím roztoku. Byl sledován vliv
rÛzn˘ch podmínek pfiípravy na vlastnosti mikroãástic se
zamûfiením na zv˘‰ení obsahu léãiva v mikroãásticích.
U mikroãástic bez léãiva i s léãivem bylo zji‰tûno, Ïe
s rostoucí koncentrací chitosanu rostla jejich sféricita
i jejich ekvivalentní prÛmûr. Nejvût‰í obsah léãiva byl
dosaÏen u vzorku pfiipraveného z 1,75% disperze chito-
sanu pfii pfiítomnosti léãiva v disperzi i tvrdícím roztoku.
Zmûnou umístûní léãiva bûhem pfiípravy se podafiilo zv˘-
‰it obsah 5-ASA maximálnû 6krát (1,25% koncentrace
chitosanu).
Klíãová slova: mikroãástice • vnûj‰í iontová gelace •
chitosan • 5-ASA • enkapsulaãní úãinnost

Summary

This study aimed to prepare high molecular weight
chitosan blank and drug-loaded microparticles using
5-aminosalicylic acid (5-ASA) as the model active
substance by an external ionic gelation. Formulation and

process variables included the chitosan concentration
and presence of drug in the polymer solution, and/or in
hardening solution during the microparticles preparation.
The effect of different preparation conditions on the
properties of the microparticles was observed with
a view to increase drug content in microparticles. For
both types of microparticles (with and without the drug),
it was found that their sphericity and equivalent diameter
increased with increasing chitosan concentration. The
drug content of drug-loaded microparticles was the
highest in the case of the sample prepared from 1.75%
chitosan dispersion, when the drug was present both in
the chitosan dispersion and the hardening solution.
Maximum six times higher drug content was achieved by
change of the placement of 5-ASA during preparation
(1.25% chitosan concentration).
Keywords: microparticles • external ionotropic gelation
• chitosan • 5-ASA • encapsulation efficiency

Úvod

Stále vût‰í poÏadavky na bezpeãnost a efektivitu sou-
ãasné farmakoterapie vedou k rozvoji v oblasti lékov˘ch
forem vy‰‰ích generací zaji‰Èujících fiízené uvolÀování
léãiva, popfi. jeho cílenou biodistribuci. Mezi tyto lékové
formy patfií i mikroãástice1). Tato léková forma je inten-
zivnû studována díky celé fiadû v˘hod (fiízené uvolÀová-
ní léãivé látky, moÏnost kombinace více léãiv, sníÏení
neÏádoucích úãinkÛ, uvolÀování léãivé látky nezávisle
na pfiíjmu potravy atd.). Mikroãástice lze efektivnû podá-
vat jak perorální, tak parenterální cestou2).
DÛleÏit˘m aspektem pfiípravy mikroãástic je zvolená

metoda a pouÏité materiály. Jednotlivé metody pfiípravy
vedou k zisku dvou základních typÛ mikroãástic.
Mikrosféry lze definovat jako matricové ãástice, ve kte-
r˘ch je léãivo dispergováno v molekulární (roztok) nebo
makroskopické (suspenze, emulze) formû3). Mikrotobol-
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Vysok˘ch hodnot EE se podafiilo dosáhnout
u mikroãástic s obsahem vysokomolekulárních látek,
napfi. proteinÛ (albumin, EE více neÏ 90 %)23) nebo hor-
monÛ (rÛstov˘ faktor hepatocytÛ, EE více neÏ 85 %)24),
jejichÏ tendence pro opou‰tûní struktury mikrosféry
v prÛbûhu tvrzení je niÏ‰í ve srovnání
s nízkomolekulárními léãivy. Proteiny se z mikroãástic
uvolÀují zejména na základû eroze a/nebo degradace
polymeru a vzhledem k jejich rozpustnosti a molekulové
hmotnosti je jejich schopnost difundovat do roztoku vel-
mi omezená25). V pfiípadû nízkomolekulárních léãiv
dosahuje EE rÛzn˘ch hodnot, napfi. u mikroãástic obsa-
hujících anxiolytikum klobazam se EE pohybovala v
rozmezí 12–95 %26). Nízké hodnoty EE jsou typické pro
hydrofilní nízkomolekulární léãiva.
Cílem této práce byla pfiíprava mikrosfér pomocí

metody vnûj‰í iontové gelace s obsahem 5-ASA jako
modelového nízkomolekulárního léãiva a sledování vli-
vu formulaãních a procesních promûnn˘ch na vlastnosti
mikroãástic. U mikroãástic bez léãiva i s léãivem se sle-
doval vliv koncentrace chitosanu v pouÏit˘ch disperzích
na jakostní parametry mikrosfér (morfologie, ekvivalent-
ní prÛmûr, sféricita). U mikroãástic s léãivem se dále
hlavní pozornost vûnovala moÏnosti ovlivnûní hodnoty
obsahu léãiva a enkapsulaãní úãinnosti rÛzn˘m umístû-
ním léãiva pfii pfiípravû, a to: 1. v odkapávané disperzi
chitosanu, 2. ve tvrdícím roztoku a 3. souãasnû
v odkapávané disperzi chitosanu i tvrdícím roztoku. 

Pokusná ãást

Materiál
Modelovou léãivou látkou urãenou k enkapsulaci do

mikroãástic byla 5-ASA (Mr – 153,14; Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), jako polymer byl zvolen vysokomole-
kulární chitosan; stupeÀ deacetylace > 75 % (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), jako síÈovací ãinidlo byl pouÏit
tripolyfosfát sodn˘ (Merck KGaA, Darmstadt, Nûmec-
ko), disoluãním médiem byl fosforeãnanov˘ tlumiv˘
roztok (dodekahydrát hydrogenfosforeãnanu sodného,
dihydrogenfosforeãnan draseln˘ – oba Merck KGaA,
Darmstadt, Nûmecko). V‰echny ostatní pomocné látky
a chemikálie pouÏité v experimentu vyhovovaly kvalitou
lékopisu popfi. dal‰ím poÏadovan˘m normám.

Pfiíprava mikroãástic
Jako metoda pro pfiípravu mikroãástic byla zvolena

vnûj‰í iontová gelace. Pfii pfiípravû disperze chitosanu
bylo na 1% roztok kyseliny octové navrstveno poÏado-
vané mnoÏství polymeru a tato smûs se nechala pfies noc
bobtnat. Celkem byly pfiipraveny disperze chitosanu
v rozmezí 1–1,75 %. V daném intervalu koncentrace
vÏdy rostla o pfiírÛstek 0,25 %. Disperze se následnû
homogenizovala pomocí pfiístroje Ultra Turrax (T25
BASIC, IKA – Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Nûmecko) pfii rychlosti 16 000 otáãek za minutu. Pfii pfií-
pravû mikroãástic s léãivem se k roztokÛm chitosanu pfii-
dalo 375 mg 5-ASA, ãímÏ se získaly 0,25% disperze
léãiva. Takto pfiipravené homogenní disperze, bez nebo
s léãivem, se poté naplnily do injekãní stfiíkaãky
o objemu 2 ml s prÛmûrem jehly 0,7 mm (tab. 1)
a protlaãovaly se pomocí lineárního dávkovaãe LD 2

ky, které pfiedstavují zásobníkov˘ typ, jsou systémy
obsahující polymerní obal a jádro. To mÛÏe b˘t
v kapalné, pevné nebo plynné formû, tvofií 10–90 %
hmotnosti celé ãástice a ovlivÀuje koneãn˘ tvar mikroto-
bolky. Na jádro tûsnû pfiiléhá polymerní obal3, 4). 
Mikroãástice lze pfiipravit pomocí rÛzn˘ch metod,

které se dûlí podle mechanismu vzniku ãástice5). Zvole-
ná metoda by mûla b˘t schopna zajistit poÏadovanou
velikost mikroãástic, optimální enkapsulaãní úãinnost,
stabilitu lékové formy po dobu uÏívání, poÏadovan˘
disoluãní profil atd.6). V této práci byla jako metoda pfií-
pravy mikroãástic zvolena vnûj‰í iontová gelace, která
patfií do skupiny síÈovacích metod. SíÈovací metody
mohou b˘t rozdûleny podle mechanismu zesíÈování na
chemické a fyzikálnû-iontové (vnûj‰í a vnitfiní iontová
gelace; termální gelace)3). Pfii pfiípravû mikroãástic
metodou vnûj‰í iontové gelace dochází k extruzi dis-
perze polymeru do tvrdící láznû ve formû kapek. Meto-
da je zaloÏena na interakci kationtové nebo aniontové
funkãní skupiny polymeru s opaãnû nabit˘mi polyva-
lenãními ionty pfiítomn˘mi v tvrdící lázni, ãímÏ dochá-
zí k zesíÈování struktury polymeru a vzniku mikrosfé-
ry7, 8). V˘hodou iontové gelace je absence pouÏívání
organick˘ch rozpou‰tûdel, jejichÏ rezidua mohou b˘t
pro organismus toxická. Metoda nevyÏaduje vy‰‰í
teplotu, a umoÏÀuje tedy pfiípravu mikroãástic
s termolabilními léãiv˘mi látkami7). Postup je vhodn˘
pro inkorporaci celé fiady léãiv (chemická léãiva, pepti-
dy, enzymy, vakcíny, Ïivé buÀky). Lze tak pfiipravit
mikrosféry na bázi alginátÛ9), kolagenu, hyaluronové
kyseliny10), Ïelatiny, ‰krobu11), karagenÛ12) nebo polo-
syntetického chitosanu.
Chitosan patfií mezi biokompatibilní, biodegradovatel-

né a mukoadhezivní polymery13). Jedná se o polysacharid
(1→�4)-2-amino-2-deoxy-β�-D-glukan odvozen˘ od chiti-
nu. Díky sv˘m jedineãn˘m fyzikálnû-chemick˘m vlast-
nostem má velk˘ potenciál pro biomedicínské nebo tech-
nologické aplikace14). Zdrojem chitosanu jsou nejãastûji
schránky krabÛ, kor˘‰Û a mûkk˘‰Û. Pfii pfiípravû chitosa-
nov˘ch mikroãástic se jako síÈovací ãinidla pro iontovou
gelaci vyuÏívají látky obsahující ve své struktufie multi-
valenãní aniontové funkãní skupiny, jako napfi. tripoly-
fosfát sodn˘ (TPP)15). Pro síÈovací metody zaloÏené na
chemickém zesíÈování chitosanu se vyuÏívají glutaralde-
hyd16) nebo pfiírodní látka genipin. Glutaraldehyd je kvÛ-
li vy‰‰í toxicitû ménû vhodn˘ ve srovnání
s tripolyfosfátem. Genipin je aktivní aglykon odvozen˘
od glykosidu geniposidu. Jeho nespornou v˘hodou je
pfiírodní charakter, netoxiãnost a kompatibilita s fiadou
polymerÛ. Nachází se v ovoci Gardenia jasminoides
Ellis17). 
Míra enkapsulace léãiva, resp. biofarmaceutika do

chitosanov˘ch mikroãástic pfiipraven˘ch iontovou gela-
cí, se pohybuje v pomûrnû ‰irokém rozmezí. Enkapsu-
laãní úãinnost (EE) nab˘vá velmi rozdíln˘ch hodnot, a to
od velmi nízké –10 %, aÏ po velmi vysokou –90 %,
v závislosti na typu léãiva a zvolen˘ch formulaãních
a procesních parametrech. DÛleÏit˘mi parametry ovliv-
Àujícími EE jsou koncentrace18) a molekulová hmotnost
pouÏitého chitosanu19), typ enkapsulovaného léãiva
a jeho koncentrace v disperzi20), koncentrace tvrdícího
ãinidla21) a pH tvrdící láznû22). 
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4Aπ
SF =———— ,

p2
[1]

kde A je plocha ãástice a p je obvod ãástice.

4A
EP =       ———, (mm) [2]√ π
kde A je plocha ãástice.

Dále byla hodnocena distribuce velikosti ãástic Y.
Distribuci velikosti ãástic charakterizují hodnoty d10, d50
a d90 vyjadfiující hraniãní mez, do které spadá svou veli-
kostí 10, 50, resp. 90 % promûfien˘ch ãástic podle vzta-
hu:

d90–d10Y =————. [3]
d50

Stanovení obsahu 5-ASA v mikroãásticích
a enkapsulaãní úãinnost
Pfiesnû naváÏené mnoÏství rozdrcen˘ch mikroãástic se

v odmûrné baÀce o objemu 50 ml doplnilo ãi‰tûnou
vodou po rysku. BaÀky se umístily na ultrazvukovou
lázeÀ Sonorex RK 52H (Bandelin, Berlín, Nûmecko) na
5 hodin z dÛvodu úplného uvolnûní léãiva z lékové for-
my. Poté se spektrofotometricky stanovila absorbance
vzorkÛ pfii vlnové délce 330 nm pro 5-ASA30) (Spektro-
fotometr Lambda 25, Perkin Elmer Instruments, St.
Louis, USA). Obsah 5-ASA byl vypoãítán pomocí hod-
not ze sestavené kalibraãní kfiivky. Pro kaÏdou ‰arÏi se
mûfiení opakovalo 3krát.
Na základû získan˘ch hodnot se vypoãítala enkapsu-

laãní úãinnost (EE) podle vztahu:

csEE = ———— . 100 (%), [4]
ct

kde cs je skuteãn˘ obsah 5-ASA v mikroãásticích, ct
je teoretick˘ obsah v mikroãásticích.

Zkou‰ka disoluce
Ke stanovení uvolÀování léãivé látky z mikroãástic se

pouÏila pádlová disoluãní metoda. Jako disoluãní kapali-
na se zvolil lékopisn˘ tlumiv˘ roztok v mnoÏství 500 ml,
o teplotû 37 ± 0,5 °C; rychlost otáãek pádel byla 100 za
minutu. Disoluãní aparaturou byla on-line linka Sotax
AT7 Smart (Donaulab, Zurich, ·v˘carsko), kde se vzor-
ky automaticky odebíraly a spektrofotometricky mûfiily
pfii vlnové délce 330 nm (Spektrofotometr Lambda 25,
Perkin Elmer, Wellesley, USA). UvolÀování léãiva pro-
bíhalo v prostfiedí fosforeãnanového tlumivého roztoku
o pH 6,8 (dodekahydrát hydrogenfosforeãnanu sodného

Tab. 1. Přehled označení vzorků ve vztahu k podmínkám přípravy mikrosfér

Oznaãení vzorkÛ 
Koncentrace Léãivo Léãivo

chitosanu (%) v disperzi chitosanu v roztoku tvrdící láznû 

CH1 – CH1,75 1–1,75 ne ne 

CH1P – CH1,75P 1–1,75 ano ne 

CH1L – CH1,75L 1–1,75 ne ano 

CH1PL– CH1,75PL 1–1,75 ano ano 
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(V̆ vojové dílny âSAV, Praha, âeská republika) do tvrdí-
cí láznû (60 ml), která byla tvofiená buì 10% roztokem
TPP, nebo 10% roztokem TPP nasycen˘m 5-ASA
o koncentraci 1160 mg/l27). Vzdálenost hladiny tvrdící
láznû od ústí jehly byla 1,0 cm. V‰echny ‰arÏe byly pfii-
praveny pfii teplotû místnosti.
Vzorky byly oznaãeny podle metody pfiípravy. Sym-

bol „CH“ oznaãuje materiál pro pfiípravu mikroãástic
chitosan a ãíslice pak jeho koncentraci v disperzi. Ozna-
ãení „P“ vyjadfiuje pfiítomnost léãiva pouze v disperzi
chitosanu, „L“ pfiítomnost léãiva v tvrdící lázni a „PL“
pfiítomnost léãiva v disperzi chitosanu i v tvrdící lázni. 
Doba tvrzení byla u mikroãástic bez léãiva 30 minut, pro

mikroãástice s léãivem 90 minut. Zvolené ãasové intervaly
vychází z jiÏ publikovan˘ch vûdeck˘ch prací28, 29). 
Ihned po styku polymeru s roztokem tvrdící láznû

docházelo k formování kulovit˘ch ãástic. Vzniklé mikro-
ãástice se po uplynutí poÏadované doby tfiikrát promyly
ãi‰tûnou vodou a su‰ily se na Petriho miskách
v horkovzdu‰né su‰árnû Horo 048B (Dr. Ing. A.
Hoff mann, Ostfildern, Nûmecko) pfii teplotû 25 °C po dobu
24 hodin. 

Charakteristika disperzí
Stanovení viskozity
Mûfiení dynamické viskozity bylo provedeno

u disperzí chitosanu s léãivem i bez léãiva. V‰echny dis-
perze byly pfied samotn˘m mûfiením homogenizovány
pomocí pfiístroje Ultra Turrax pfii rychlosti 16 000 otáãek
za minutu. Pro stanovení viskozity se pouÏil Brookfiel-
dÛv rotaãní viskozimetr Brookfield DV-II+Pro (Brook-
field Engineering, Middleboro, USA). Bûhem mûfiení,
které probíhalo pfii teplotû 37 °C, se pouÏil adaptér pro
mûfiení mal˘ch vzorkÛ a vfieteno SC4-21. Otáãky vfiete-
na byly u v‰ech mûfiení stejné (200 ot./min). V̆ sledná
viskozita a její smûrodatná odchylka (SD) byla dána prÛ-
mûrem tfií mûfiení. 

Charakteristika mikroãástic
Stanovení morfologie a velikosti mikroãástic
Velikost chitosanov˘ch mikroãástic byla hodnocena

pomocí stereoskopického mikroskopu STM – 902
ZOOM (Opting servis, Ostrava, âeská republika) propo-
jen˘m s CCD kamerou Alphaphot (Nikon, Tokyo,
Japonsko) a poãítaãem. Obrazové snímky se hodnotily
s vyuÏitím softwaru pro obrazovou anal˘zu Ia32 (Leco
Corporation, St. Joseph, USA). U kaÏdé ‰arÏe se mûfiilo
600 mikroãástic. Z namûfien˘ch hodnot se stanovil faktor
kulatosti (SF) a ekvivalentní prÛmûr (EP). V̆ sledky se
vyjádfiily jako aritmetick˘ prÛmûr a jeho smûrodatná
odchylka. 
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Obr. 2. Sféricita připravených mikročástic 
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Obr. 1. Viskozita disperzí chitosanu s léčivem a bez léčiva
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k oãekávanému nárÛstu hodnot viskozity, coÏ je ve sho-
dû s jiÏ publikovanou literaturou31). Z v˘sledkÛ je patrné,
Ïe prÛmûrné hodnoty viskozity disperzí jednotliv˘ch
koncentrací s léãivem byly v porovnání s koncentracemi
bez léãiva mírnû niÏ‰í (obr. 1). Tento v˘sledek se pfiisu-
zuje interakcím mezi chitosanem a 5-ASA32, 33). Ke stej-
nému závûru dospûli ve své studii Hejazi a Amiji, kdy
byl posuzován vliv moãoviny na viskozitu roztokÛ chi-
tosanu s moãovinou a bez ní34). Pfii infraãervené spektro-
skopii s Fourierovou transformací byly mûfieny vzorky
samotného polymeru, léãiva 5-ASA a mikroãástic
s 5-ASA. Byl pozorován posun charakteristick˘ch signá-
lÛ potvrzující pravdûpodobnû elektrostatickou interakci
mezi 5-ASA a chitosanem32). 

a dihydrogenfosforeãnan draseln˘ – oba Merck KGaA,
Darmstadt, Nûmecko). Odbûry vzorkÛ byly provedeny
po 30, 60 a 120 min. 

V˘sledky a diskuze

Charakteristika disperzí
Stanovení viskozity
Viskozita disperzí chitosanu bez léãiva (1–1,75%) se

pohybovala v rozmezí hodnot 258,16 ± 0,16–1786,66 ±
2,36 mPa.s, disperze s léãivem (1–1,75%) pak v rozmezí
213,83 ± 0,24–1765,00 ± 4,08 mPa.s. S rostoucí koncen-
trací polymeru u vzorkÛ bez léãiva i s léãivem do‰lo
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Obr. 3. Ekvivalentní průměr připravených mikročástic
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1,08 mm)38). Inkorporace léãiva do mikroãástic mûla za
následek nárÛst velikosti ãástic39). Z posouzení v˘sledkÛ
dosaÏen˘ch pfii hodnocení mikroãástic s léãivem pfiipra-
ven˘ch rozdíln˘mi metodami vypl˘vá, Ïe nejniÏ‰ích
hodnot se dosáhlo u vzorkÛ CHP, u kter˘ch bylo léãivo
pfiítomno v disperzi chitosanu (0,88–1,19 mm), nepatrnû
vy‰‰ích hodnot pak u vzorkÛ CHL pfiipravovan˘ch
pomocí tvrdícího roztoku nasyceného 5-ASA (0,88 aÏ
1,21 mm) a nejvy‰‰í hodnoty byly nalezeny u vzorkÛ
CHPL (0,9–1,25 mm) pfiipraven˘ch pomocí metody cha-
rakterizované pfiítomností léãiva v disperzi chitosanu
i tvrdícím roztoku. Z dosaÏen˘ch v˘sledkÛ je zfiejmé, Ïe
velikost mikroãástic rostla s rostoucím obsahem léãiva
v mikroãásticích (viz dále)40).
·ífika distribuce velikosti ãástic se vypoãítala podle

vztahu 3. Z vypoãítan˘ch hodnot vypl˘vá, Ïe distribuce
velikosti mikroãástic bez léãiva i s léãivem se pohybo-
vala v rozmezí 0,11–0,30 (viz tab. 2). Vysoká hodnota
tohoto parametru indikuje ‰irokou distribuci, a tím
i vysokou neÏádoucí polydisperzitu41), zatímco hodnota
blíÏící se nule ukazuje na monodisperzní systém. Napfiík-
lad u granulátÛ je ‰ífika distribuce men‰í neÏ 3 povaÏo-
vána za pfiijatelnou42), u mikroãástic se v literatufie uvádí
hodnota men‰í neÏ 243). DosaÏené v˘sledky potvrzují
v˘hodnou velmi úzkou distribuci pfiipraven˘ch mikro-
ãástic. 

Stanovení obsahu 5-ASA v mikroãásticích
a enkapsulaãní úãinnost
Obsah léãivé látky se stanovoval spektrofotometricky.

Z v˘sledkÛ uveden˘ch v tabulce 3 vypl˘vá, Ïe nebyl
pozorován v˘znamn˘ vliv rostoucí koncentrace chitosa-
nu v mikroãásticích na obsah 5-ASA. PouÏitá metoda
pfiípravy v‰ak obsah léãiva ovlivnila v˘raznûji. Nejménû
léãiva (0,32–0,64 mg/200 mg) obsahovala vzorky CHP,
kde bylo pfii pfiípravû léãivo pfiítomno pouze v disperzi

Charakteristika mikroãástic
Stanovení morfologie a velikosti mikroãástic 
Pomocí stereoskopického mikroskopu byl podle vzta-

hu 1 poãítán faktor sfericity (obr. 2), podle vztahu 2 ekvi-
valentní prÛmûr (obr. 3) a ‰ífika distribuce (vztah 3), kte-
rá je uvedena v tabulce 2. Obecnû vy‰‰ích hodnot faktoru
sféricity dosahovaly vzorky mikroãástic bez obsahu léãi-
va, a to v rozmezí 0,75–0,80, kde sféricita rostla
s rostoucí koncentrací pouÏitého chitosanu35). Pro jednot-
livé metody pfiípravy mikroãástic s léãivem bylo moÏné
pozorovat podobn˘ trend, kter˘ je ve shodû s jiÏ publi-
kovanou vûdeckou literaturou36). Pfii stejné koncentraci
chitosanu byl pozorován vliv pouÏité metody pfiípravy na
hodnotu faktoru sféricity. NejniÏ‰ích hodnot dosahovaly
vzorky CHPL (0,73–0,75), kde bylo léãivo pfiítomno jak
v disperzi chitosanu, tak v tvrdící lázni, vzorky CHL
s obsahem léãiva v tvrdící lázni dosahovaly nepatrnû
vy‰‰ích hodnot (0,73–0,77). Mikroãástice s oznaãením
CHP mûly faktor kulatosti v rozmezí 0,74–0,78. Nejvy‰-
‰í hodnoty faktoru sféricity (0,75–0,80) byly nalezeny
pro vzorky s oznaãení CH, kde nebylo pfii pfiípravû léãi-
vo pouÏito. Snímky mikrosfér pfiipraven˘ch z disperzí
chitosanu 1,75 % (bez léãiva a s léãivem pfii rÛzném
umístûní léãiva) uvádí obrázek 4. Z uveden˘ch v˘sledkÛ
vypl˘vá, Ïe pokles faktoru sfericity v fiadû CH – CHP –
CHL – CHPL lze pravdûpodobnû pfiipsat rostoucímu
obsahu léãiva v mikroãásticích pfiipraven˘ch rÛzn˘mi
metodami (tab. 3). K podobnému závûru dospûl ve své
experimentální práci Sinha a kol. Pokles sfericity pfii
vy‰‰ím obsahu 5-ASA v mikroãásticích se pfiipisuje
masivnûj‰í tvorbû povrchov˘ch deformit projevujících se
hrub‰ím povrchem37). 
Z mûfiení velikosti ãástic vypl˘vá, Ïe nejmen‰í mikro-

ãástice byly pfiipraveny z disperzí chitosanu bez obsahu
léãiva, jejichÏ velikost oãekávanû rostla se zvy‰ující se
koncentrací chitosanu v pouÏité disperzi (0,86 aÏ
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polymeru. Jejich enkapsulaãní úãinnost (poãítána dle
vztahu 4) dosahovala hodnot 3,20–6,40 %. Hlavním
dÛvodem nízké EE a obsahu léãiva b˘vá uvádûn pfiestup
léãivé látky na základû koncentraãního gradientu
z tvofiící se mikroãástice do roztoku tvrdící láznû44),
k ãemuÏ zjevnû do‰lo u tûchto vzorkÛ. Vy‰‰ích obsahÛ
léãiva bylo dosaÏeno u vzorkÛ CHL, kde bylo léãivo pfií-
tomno v tvrdící lázni. Obsah dosahoval hodnot
1,27–1,47 mg/200 mg a enkapsulaãní úãinnost byla
5,47–6,34 %. U tûchto mikroãástic do‰lo pfii enkapsulaci
k pfiestupu 5-ASA do tvofiící se mikroãástice na základû
opaãného gradientu. Proces tvrzení mikroãástice je

nejintenzivnûj‰í na jejím povrchu. S poklesem koncen-
traãního gradientu se v‰ak pfiestup léãiva do mikroãásti-
ce v ãase v˘raznû zpomaluje45). Nejvy‰‰ích hodnot obsa-
hÛ 5-ASA (1,82–2,29 mg/200 mg) bylo dosaÏeno
u vzorkÛ CHPL, kde bylo léãivo pfiítomno jak v disperzi
polymeru, tak v tvrdící lázni v jeho nasycené koncentra-
ci. V tomto pfiípadû docházelo k nejmen‰ím ztrátám
bûhem pfiípravy45). Enkapsulaãní úãinnost (5,48–6,9 %)
se v‰ak v˘raznû nezv˘‰ila. Z uvedeného vypl˘vá, Ïe
umístûní léãiva v prÛbûhu pfiípravy ovlivnilo obsah léãi-
va enkapsulovaného do mikrosfér a to aÏ 6krát, jak ply-
ne ze srovnání obsahÛ mikroãástic vzorkÛ CHP a CHPL
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Obr. 4. Snímky ze stereoskopického mikroskopu (zvětšeno 7krát)
(A) CH1,75, (B) CH1,75P, (C) CH1,75L, (D) CH1,75PL

Tab. 2. Šířka distribuce připravených mikročástic

Vzorek ·ífika distribuce Vzorek ·ífika distribuce 

CH1 0,20 CH1L 0,3 

CH1,25 0,19 CH1,25L 0,17 

CH1,5 0,29 CH1,5L 0,2 

CH1,75 0,11 CH1,75L 0,25 

CH1P 0,26 CH1PL 0,29 

CH1,25P 0,20 CH1,25PL 0,20 

CH1,5P 0,17 CH1,5PL 0,20 

CH1,75P 0,21 CH1,75PL 0,15 
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*Obsah léãiva se stanovoval ve 200 mg mikroãástic.

pfiipraven˘ch z 1,25% disperze chitosanu. Enkapsulaãní
úãinnost vzorkÛ pfiipraven˘ch rÛzn˘mi metodami se
v‰ak v˘raznû neli‰ila, pravdûpodobnû díky nutnému
zohlednûní léãiva pfiítomného i ve tvrdící lázni pfii
v˘poãtech. Obecnû byly dosaÏené hodnoty EE velmi níz-
ké. K uvedenému pfiispûl hydrofilní charakter pouÏitého
léãiva a jeho nízká molekulová hmotnost46). Problema-
tická byla pravdûpodobnû i dlouhá doba tvrzení
(90 min), která taktéÏ mohla pfiispût k nízké EE mikro-
ãástic47). V rámci experimentu v‰ak musela b˘t doba
tvrzení dodrÏena, neboÈ pfii krat‰ím tvrzení vznikaly lepi-
vé útvary s velmi nízkou sféricitou. Lze si také pov‰im-
nout, Ïe u CHL mikroãástic vedl rÛst koncentrace chito-
sanov˘ch disperzí ve srovnání s CHP a CHPL
mikroãásticemi pouze k minimálnímu nárÛstu EE, coÏ
podporuje uvedenou teorii. 

Zkou‰ka disoluce
Zkou‰ka disoluce se neprovádûla u v‰ech pfiipraven˘ch

vzorkÛ mikroãástic. Vzhledem k jejich charakteru lze oãe-
kávat shodné disoluãní chování charakterizované rychl˘m

uvolnûním léãiva in vitro z chitosanové matrice. Disoluã-
ní zkou‰ka byla provedena u mikroãástic s obsahem
5-ASA s oznaãením CHPL, kde pfii pfiípravû bylo léãivo
pfiítomno jak v disperzi chitosanu, tak v tvrdící lázni,
s cílem ovûfiení uvolÀování léãiva z pfiipraven˘ch mikro-
ãástic. Zvolené koncentrace byly CH1,25PL aÏ
CH1,75PL, a to z dÛvodu nejvy‰‰ího obsahu enkapsulo-
vaného léãiva (viz tab. 3). Mikroãástice byly podrobeny
zkou‰ce disoluce pfii pH 6,8, která byla zvolena vzhledem
k rozpustnosti chitosanu v kyselém prostfiedí48). Jak je zná-
zornûno na obrázku 5, do‰lo u mikroãástic k okamÏitému
uvolnûní léãivé látky do prostfiedí disoluãního média. Po
30 minutách se uvolnilo u v‰ech vzorkÛ 90,8–97,6 % léãi-
vé látky. Jak dle âeského tak Evropského lékopisu lze
zhodnotit toto uvolÀování léãiva jako okamÏité. Uvolnûní
léãiva z lékové formy je základním pfiedpokladem pro
zaji‰tûní terapeutického úãinku dané úãinné látky. Okam-
Ïité uvolnûní léãiva z chitosanov˘ch mikroãástic je ve
shodû s vûdeckou literaturou. Barba et al. pfiipravili meto-
dou ultrazvukové atomizace chitosanové mikroãástice
s podobn˘m disoluãním profilem léãiva49). 
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Tab. 3. Obsah 5-ASA v připravených mikročásticích a jejich enkapsulační účinnost

Vzorek
Spotfieba 5-ASA (mg) 

pfii pfiípravû mikroãástic 
Obsah 5-ASA (mg/200 mg)* EE (%)

CH1P 0,51 5,10

CH1,25P 0,32 3,20

CH1,5P
30,0

0,39 3,90

CH1,75P 0,64 6,40

CH1L 1,35 5,82

CH1,25L 1,47 6,34

CH1,5L
69,6

1,27 5,47

CH1,75L 1,41 6,08

CH1PL 1,82 5,48

CH1,25PL 1,92 5,78

CH1,5PL
99,6

1,87 5,63

CH1,75PL 2,29 6,90

Obr. 5. Disoluční zkouška vzorků mikročástic CHPL
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Závûr

Byly pfiipraveny mikrosféry s 5-ASA na bázi vysoko-
molekulárního chitosanu metodou vnûj‰í iontové gelace.
Jako formulaãní a procesní promûnné byly zvoleny kon-
centrace chitosanu a zpÛsob zapracování léãiva bûhem
pfiípravy. Nejvût‰í obsah léãiva byl dosaÏen u vzorku pfii-
praveného z 1,75% disperze chitosanu pfii pfiítomnosti
léãiva v disperzi i tvrdícím roztoku. Volbou parametrÛ
pfiípravy se podafiilo obsah léãiva zv˘‰it aÏ ‰estinásobnû
(1,25% CHPL vzorek), obecnû v‰ak byly hodnoty nízké.
Takto pfiipravené mikroãástice jsou tedy pravdûpodobnû
vhodné spí‰e pro léãiva hydrofobní povahy ãi makromo-
lekulární látky, kde lze oãekávat vy‰‰í hodnoty EE.
Jist˘m fie‰ením by byla náhrada finanãnû nákladného
léãiva pfiítomného v tvrdící lázni levnou pomocnou lát-
kou zabraÀující ztrátám léãiva z mikroãástic nebo okyse-
lení tvrdícího roztoku, ve kterém je pouÏité léãivo
5-ASA ménû rozpustné. Pfii pouÏití mikrosfér do distál-
ních ãástí gastrointestinálního traktu je vzhledem k roz -
pustnosti chitosanu v kyselém prostfiedí nezbytné obale-
ní ãástic acidorezistentním obalem nebo jejich umístûní
do enterosolventní tobolky.

Stfiet zájmÛ: Ïádn˘.
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