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Moznosti ovlivnéni obsahu léciva a enkapsulacni acinnosti
chitosanovych mikrosfér pripravenych procesem iontové

gelace

Possibilities of influencing the drug content and encapsulation efficiency of
chitosan microspheres prepared by ionic gelation process

Jan Koufil ¢ Jakub Vyslouzil « Martina KejduSova ¢ Katefina Dvorackova ¢ David Vetchy

Doslo 27. ledna 2014 / Pfijato 7. bfezna 2014

Souhrn

Cilem prace byla pifiprava mikro¢astic na bazi vysoko-
molekuldrniho chitosanu bez obsahu 1é¢iva a ndsledné
pfiprava mikroc¢astic s pouZitim 5-aminosalicylové kyse-
liny (5-ASA) jako modelové aktivni latky metodou vné;j-
8 iontové gelace. Formulaénimi a procesnimi promén-
nymi byla koncentrace chitosanu a pfi pfipravé aktivnich
mikrocastic také pritomnost léCiva v roztoku polymeru
a/nebo v pouZitém tvrdicim roztoku. Byl sledovéan vliv
riznych podminek pfipravy na vlastnosti mikrocéstic se
zaméfenim na zvySeni obsahu 1é¢iva v mikrocasticich.
U mikroc¢éstic bez 1éCiva i s 1é¢ivem bylo zji$téno, Ze
s rostouci koncentraci chitosanu rostla jejich sféricita
i jejich ekvivalentni primér. NejvétSi obsah 1éc¢iva byl
dosaZen u vzorku pfipraveného z 1,75% disperze chito-
sanu pii pfitomnosti 1é¢iva v disperzi i tvrdicim roztoku.
Zménou umisténi 1é¢iva béhem piipravy se podafilo zvy-
Sit obsah 5-ASA maximalné 6krat (1,25% koncentrace
chitosanu).

Klicova slova: mikrocastice ¢ vnéjsi iontova gelace °
chitosan ¢ 5-ASA e enkapsula¢ni a¢innost

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
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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 e encapsulation efficiency

Uvod

Stale vétsi pozadavky na bezpecnost a efektivitu sou-
¢asné farmakoterapie vedou k rozvoji v oblasti 1ékovych
forem vysSich generaci zajiStujicich fizené uvoliiovani
1é¢iva, popt. jeho cilenou biodistribuci. Mezi tyto 1ékové
formy patfi i mikro¢astice?. Tato 1ékova forma je inten-
zivné studovana diky celé fad¢ vyhod (fizené uvoliiova-
ni 1é¢ivé latky, moZnost kombinace vice 1éCiv, sniZeni
nezadoucich ucinkill, uvoliiovani 1écCivé latky nezdvisle
na pifjmu potravy atd.). Mikrocastice 1ze efektivné poda-
vat jak peroralni, tak parenterlni cestou®.

Dulezitym aspektem piipravy mikrocastic je zvolena
metoda a pouZité materidly. Jednotlivé metody pfipravy
vedou k zisku dvou zdkladnich typl mikrocastic.
Mikrosféry 1ze definovat jako matricové Castice, ve kte-
rych je 1éCivo dispergovano v molekularni (roztok) nebo
makroskopické (suspenze, emulze) formé®. Mikrotobol-
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ky, které predstavuji zasobnikovy typ, jsou systémy
obsahujici polymerni obal a jiddro. To muZe byt
v kapalné, pevné nebo plynné formé, tvoii 10-90 %
hmotnosti celé ¢astice a ovliviiuje kone¢ny tvar mikroto-
bolky. Na jadro t&€sné& ptiléhd polymerni obal> .

Mikrocastice lze pfipravit pomoci riznych metod,
které se déli podle mechanismu vzniku ¢astice®. Zvole-
nd metoda by méla byt schopna zajistit poZadovanou
velikost mikrocdstic, optimalni enkapsula¢ni G¢innost,
stabilitu 1ékové formy po dobu uZivani, poZadovany
disoluéni profil atd.®. V této praci byla jako metoda pfi-
pravy mikrocastic zvolena vné&jsi iontovd gelace, ktera
patii do skupiny sifovacich metod. Sifovaci metody
mohou byt rozdéleny podle mechanismu zesitovdni na
chemické a fyzikalné-iontové (vnéjsi a vnitini iontova
gelace; termdlni gelace)®. Pfi pfipravé mikrocastic
metodou vnéjsi iontové gelace dochazi k extruzi dis-
perze polymeru do tvrdici 14zné€ ve formé kapek. Meto-
da je zaloZena na interakci kationtové nebo aniontové
funk¢ni skupiny polymeru s opa¢né nabitymi polyva-
len¢nimi ionty pfitomnymi v tvrdici l4zni, ¢imZ docha-
zi k zesitovani struktury polymeru a vzniku mikrosfé-
ry” ®. Vyhodou iontové gelace je absence pouZivani
organickych rozpoustédel, jejichZ rezidua mohou byt
pro organismus toxickd. Metoda nevyZaduje vySS§i
teplotu, a umoZiluje tedy pfipravu mikroc¢dstic
s termolabilnimi 1é¢ivymi latkami”. Postup je vhodny
pro inkorporaci celé fady 1é¢iv (chemicka 1éCiva, pepti-
dy, enzymy, vakciny, Zivé buiiky). Lze tak pfipravit
mikrosféry na bazi alginatid®, kolagenu, hyaluronové
kyseliny!?, Zelatiny, $krobu!V, karageni!? nebo polo-
syntetického chitosanu.

Chitosan patii mezi biokompatibilni, biodegradovatel-
né a mukoadhezivni polymery'?. Jedna se o polysacharid
(1—4)-2-amino-2-deoxy-f-D-glukan odvozeny od chiti-
nu. Diky svym jedine¢nym fyzikalné-chemickym vlast-
nostem ma velky potencidl pro biomedicinské nebo tech-
nologické aplikace'®. Zdrojem chitosanu jsou nejéasté&ji
schranky krabt, kory$u a mékkysi. Pri ptipravé chitosa-
novych mikrocéstic se jako sifovaci ¢inidla pro iontovou
gelaci vyuZivaji latky obsahujici ve své struktufe multi-
valen¢ni aniontové funk¢ni skupiny, jako napf. tripoly-
fosfat sodny (TPP)™. Pro sifovaci metody zaloZené na
chemickém zesitovani chitosanu se vyuzivaji glutaralde-
hyd'® nebo piirodni latka genipin. Glutaraldehyd je kvi-
li vy$Si toxicit€¢ méné vhodny ve srovnani
s tripolyfosfatem. Genipin je aktivni aglykon odvozeny
od glykosidu geniposidu. Jeho nespornou vyhodou je
pfirodni charakter, netoxi¢nost a kompatibilita s fadou
polymert. Nachazi se v ovoci Gardenia jasminoides
Ellis'.

Mira enkapsulace 1é¢iva, resp. biofarmaceutika do
chitosanovych mikroc¢éstic pfipravenych iontovou gela-
ci, se pohybuje v pomérné Sirokém rozmezi. Enkapsu-
la¢ni ¢innost (EE) nabyva velmi rozdilnych hodnot, a to
od velmi nizké —10 %, aZ po velmi vysokou -90 %,
v zdvislosti na typu lé¢iva a zvolenych formula¢nich
a procesnich parametrech. DlleZitymi parametry ovliv-
fujicimi EE jsou koncentrace'® a molekulova hmotnost
pouzitého chitosanu'”, typ enkapsulovaného 1é¢iva
a jeho koncentrace v disperzi®”, koncentrace tvrdiciho
¢inidla?? a pH tvrdici 1azné*>.

Vysokych hodnot EE se podafilo dosidhnout
u mikro¢astic s obsahem vysokomolekuldrnich latek,
napf. proteinti (albumin, EE vice neZ 90 %)> nebo hor-
mont (ristovy faktor hepatocytti, EE vice nez 85 %),
jejichz tendence pro opouSténi struktury mikrosféry
v pribéhu tvrzeni je niz§i ve srovnani
s nizkomolekularnimi 1éCivy. Proteiny se z mikrocéstic
uvoliiuji zejména na zdklad€ eroze a/nebo degradace
polymeru a vzhledem k jejich rozpustnosti a molekulové
hmotnosti je jejich schopnost difundovat do roztoku vel-
mi omezend®. V piipadé nizkomolekuldrnich 1é¢iv
dosahuje EE riiznych hodnot, napt. u mikrocastic obsa-
hujicich anxiolytikum klobazam se EE pohybovala v
rozmezi 12-95 %*. Nizké hodnoty EE jsou typické pro
hydrofilni nizkomolekularni lé¢iva.

Cilem této prace byla pifiprava mikrosfér pomoci
metody vnéjsi iontové gelace s obsahem 5-ASA jako
modelového nizkomolekularniho 1é¢iva a sledovéni vli-
vu formula¢nich a procesnich proménnych na vlastnosti
mikrocastic. U mikrocastic bez 1éCiva i s 1écivem se sle-
doval vliv koncentrace chitosanu v pouzitych disperzich
na jakostni parametry mikrosfér (morfologie, ekvivalent-
ni pramér, sféricita). U mikroCastic s 1éCivem se dale
hlavni pozornost vénovala moZnosti ovlivnéni hodnoty
obsahu 1é¢iva a enkapsulacni G¢innosti riznym umisté-
nim léCiva pfi pfipravé, a to: 1. v odkapdvané disperzi
chitosanu, 2. ve tvrdicim roztoku a 3. soucasné
v odkapavané disperzi chitosanu i tvrdicim roztoku.

Pokusna ¢ast

Materidl

Modelovou 1éc¢ivou latkou uréenou k enkapsulaci do
mikroc¢astic byla 5-ASA (Mr — 153,14; Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), jako polymer byl zvolen vysokomole-
kularni chitosan; stupeni deacetylace > 75 % (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA), jako sifovaci ¢inidlo byl pouZzit
tripolyfosfat sodny (Merck KGaA, Darmstadt, Némec-
ko), disolu¢nim médiem byl fosfore¢nanovy tlumivy
roztok (dodekahydrit hydrogenfosfore¢nanu sodného,
dihydrogenfosfore¢nan draselny — oba Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko). VSechny ostatni pomocné latky
a chemikdlie pouZité v experimentu vyhovovaly kvalitou
Iékopisu popt. dal§im pozadovanym normam.

Priprava mikrocdstic

Jako metoda pro pfipravu mikrocéstic byla zvolena
vnéjsi iontovad gelace. Pfi piipravé disperze chitosanu
bylo na 1% roztok kyseliny octové navrstveno poZado-
vané mnoZstvi polymeru a tato smés se nechala pies noc
bobtnat. Celkem byly pfipraveny disperze chitosanu
v rozmezi 1-1,75 %. V daném intervalu koncentrace
vzdy rostla o pfirGstek 0,25 %. Disperze se nasledné
homogenizovala pomoci pfistroje Ultra Turrax (T25
BASIC, IKA — Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Némecko) pfi rychlosti 16 000 otd¢ek za minutu. Pfi pii-
pravé mikrocastic s 1é¢ivem se k roztokiim chitosanu pfi-
dalo 375 mg 5-ASA, ¢imz se ziskaly 0,25% disperze
lé¢iva. Takto pripravené homogenni disperze, bez nebo
s léCivem, se poté naplnily do injekéni stfikacky
o0 objemu 2 ml s primérem jehly 0,7 mm (tab. 1)
a protlacovaly se pomoci linedrnitho diavkovace LD 2
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Tab. 1. Prehled oznaceni vzorki ve vztahu k podminkdm pripravy mikrosfér
Koncentrace Lécivo Lécivo
Oznaceni vzorki
chitosanu (%) v disperzi chitosanu v roztoku tvrdici lazné
CH1 - CH1,75 1-1,75 ne ne
CHI1P - CH1,75P 1-1,75 ano ne
CHIL - CH1,75L 1-1,75 ne ano
CHIPL- CHI,75PL 1-1,75 ano ano
(Vyvojové dilny CSAV, Praha, Cesk4 republika) do tvrdi- dATC
cf 1azn& (60 ml), kterd byla tvofend bud 10% roztokem SF=— | (1]
TPP, nebo 10% roztokem TPP nasycenym 5-ASA P
o koncentraci 1160 mg/1>”. Vzdélenost hladiny tvrdici kde A je plocha castice a p je obvod Castice.
lazné od usti jehly byla 1,0 cm. VSechny SarZe byly pfi- T
praveny pfi teploté mistnosti. EP = — (mm) [2]

Vzorky byly oznaCeny podle metody pfipravy. Sym-
bol ,,CH* oznacuje materidl pro pfipravu mikrocastic
chitosan a cislice pak jeho koncentraci v disperzi. Ozna-
¢eni ,,P* vyjadfuje pfitomnost 1é¢iva pouze v disperzi
chitosanu, ,,.L*“ pfitomnost 1éCiva v tvrdici 1dzni a ,,PL*
pritomnost 1é¢iva v disperzi chitosanu i v tvrdici lazni.

Doba tvrzeni byla u mikroc¢astic bez 1é¢iva 30 minut, pro
mikrocastice s léCivem 90 minut. Zvolené Casové intervaly
vychézi z jiz publikovanych védeckych praci? 2.

Thned po styku polymeru s roztokem tvrdici 14zné
dochézelo k formovani kulovitych ¢astic. Vzniklé mikro-
Castice se po uplynuti poZadované doby tfikrat promyly
CiSt€nou vodou a sulily se na Petriho miskich
v horkovzdusné suSarn¢ Horo 048B (Dr. Ing. A.
Hoffmann, Ostfildern, Némecko) pii teploté 25 °C po dobu
24 hodin.

Charakteristika disperzi
Stanoveni viskozity

Me¢éifeni dynamické viskozity bylo provedeno
u disperzi chitosanu s lé¢ivem i bez 1éCiva. VSechny dis-
perze byly pred samotnym méfenim homogenizoviny
pomoci piistroje Ultra Turrax pfi rychlosti 16 000 otacek
za minutu. Pro stanoveni viskozity se pouZil Brookfiel-
dav rotacni viskozimetr Brookfield DV-II+Pro (Brook-
field Engineering, Middleboro, USA). Béhem méfeni,
které probihalo pfi teploté 37 °C, se pouZil adaptér pro
méfeni malych vzorkl a vieteno SC4-21. Otacky viete-
na byly u vSech méfeni stejné (200 ot./min). Vysledna
viskozita a jeji smérodatnd odchylka (SD) byla dana pra-
mérem tif méfeni.

Charakteristika mikrocdstic
Stanoveni morfologie a velikosti mikrocdstic

Velikost chitosanovych mikrocastic byla hodnocena
pomoci stereoskopického mikroskopu STM - 902
ZOOM (Opting servis, Ostrava, Ceska republika) propo-
jenym s CCD kamerou Alphaphot (Nikon, Tokyo,
Japonsko) a pocitatem. Obrazové snimky se hodnotily
s vyuZitim softwaru pro obrazovou analyzu Ia32 (Leco
Corporation, St. Joseph, USA). U kazdé SarZe se méfilo
600 mikrocastic. Z naméfenych hodnot se stanovil faktor
kulatosti (SF) a ekvivalentni primér (EP). Vysledky se
vyjadfily jako aritmeticky primér a jeho smérodatni
odchylka.

kde A je plocha castice.

Dale byla hodnocena distribuce velikosti Castic Y.
Distribuci velikosti Castic charakterizuji hodnoty d,, d,,
a d,, vyjadiujici hrani¢ni mez, do které spada svou veli-
kosti 10, 50, resp. 90 % promérenych ¢astic podle vzta-
hu:

dy—d

w0 [3]
d

50

Y =

Stanoveni obsahu 5-ASA v mikrocdsticich
a enkapsulacni ucinnost

Presné navaZzené mnozstvi rozdrcenych mikrocastic se
v odmérné barice o objemu 50 ml doplnilo {iSténou
vodou po rysku. Bariky se umistily na ultrazvukovou
lazen Sonorex RK 52H (Bandelin, Berlin, Némecko) na
5 hodin z ditvodu tplného uvolnéni 1é¢iva z 1€kové for-
my. Poté se spektrofotometricky stanovila absorbance
vzorkd pifi vinové délce 330 nm pro 5-ASA3? (Spektro-
fotometr Lambda 25, Perkin Elmer Instruments, St.
Louis, USA). Obsah 5-ASA byl vypocitin pomoci hod-
not ze sestavené kalibracni kiivky. Pro kazdou SarZi se
méfeni opakovalo 3krét.

Na zdkladé ziskanych hodnot se vypocitala enkapsu-
la¢ni ucinnost (EE) podle vztahu:

C
L 100(%), [4]
C[

kde c_ je skuteCny obsah 5-ASA v mikrocasticich, ¢
je teoreticky obsah v mikrocasticich.

EE =

t

Zkouska disoluce

Ke stanoveni uvoliiovani 1€¢ivé latky z mikrocastic se
pouZzila padlova disolu¢ni metoda. Jako disolu¢ni kapali-
na se zvolil 1ékopisny tlumivy roztok v mnozstvi 500 ml,
o teploté 37 + 0,5 °C; rychlost otd¢ek padel byla 100 za
minutu. Disolu¢ni aparaturou byla on-line linka Sotax
AT7 Smart (Donaulab, Zurich, SV}’Icarsko), kde se vzor-
ky automaticky odebiraly a spektrofotometricky méfily
pfi vinové délce 330 nm (Spektrofotometr Lambda 25,
Perkin Elmer, Wellesley, USA). Uvoliiovani 1éCiva pro-
bihalo v prostfedi fosfore¢nanového tlumivého roztoku
o pH 6,8 (dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
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a dihydrogenfosfore¢nan draselny — oba Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko). Odbéry vzorkil byly provedeny
po 30, 60 a 120 min.

Vysledky a diskuze

Charakteristika disperzi
Stanovent viskozity

Viskozita disperzi chitosanu bez 1é¢iva (1-1,75%) se
pohybovala v rozmezi hodnot 258,16 + 0,16-1786,66 +
2,36 mPa.s, disperze s léCivem (1-1,75%) pak v rozmezi
213,83 = 0,24-1765,00 + 4,08 mPa.s. S rostouci koncen-
traci polymeru u vzorkll bez léiva i s 1é¢ivem doslo

2000

k ofekdvanému nardstu hodnot viskozity, coZ je ve sho-
dé€ s jiz publikovanou literaturou’”. Z vysledku je patrné,
Ze primérné hodnoty viskozity disperzi jednotlivych
koncentraci s 1é¢ivem byly v porovnani s koncentracemi
bez l1éCiva mirné niZsi (obr. 1). Tento vysledek se prisu-
zuje interakcim mezi chitosanem a 5-ASA3% 3, Ke stej-
nému zavéru dospéli ve své studii Hejazi a Amiji, kdy
byl posuzovan vliv mo€oviny na viskozitu roztokd chi-
tosanu s moc¢ovinou a bez ni*¥. Pii infrafervené spektro-
skopii s Fourierovou transformaci byly méfeny vzorky
samotného polymeru, lé¢iva 5-ASA a mikrocastic
s 5-ASA. Byl pozorovan posun charakteristickych signa-
1 potvrzujici pravdépodobné elektrostatickou interakci
mezi 5-ASA a chitosanem??.
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Charakteristika mikrocdstic
Stanoveni morfologie a velikosti mikrocdstic

Pomoci stereoskopického mikroskopu byl podle vzta-
hu 1 pocitan faktor sfericity (obr. 2), podle vztahu 2 ekvi-
valentni pramér (obr. 3) a $ifka distribuce (vztah 3), kte-
rd je uvedena v tabulce 2. Obecné vySSich hodnot faktoru
sféricity dosahovaly vzorky mikrocastic bez obsahu 1é¢i-
va, a to v rozmezi 0,75-0,80, kde sféricita rostla
s rostouci koncentraci pouzitého chitosanu®. Pro jednot-
livé metody piipravy mikrocastic s 1é¢ivem bylo mozné
pozorovat podobny trend, ktery je ve shod€ s jiZ publi-
kovanou védeckou literaturou®®. Pfi stejné koncentraci
chitosanu byl pozorovan vliv pouZité metody piipravy na
hodnotu faktoru sféricity. Nejniz§ich hodnot dosahovaly
vzorky CHPL (0,73-0,75), kde bylo 1écivo pfitomno jak
v disperzi chitosanu, tak v tvrdici lazni, vzorky CHL
s obsahem léCiva v tvrdici 1dzni dosahovaly nepatrné
vyS$§ich hodnot (0,73-0,77). Mikrocastice s ozna¢enim
CHP mély faktor kulatosti v rozmezi 0,74-0,78. Nejvys-
$i hodnoty faktoru sféricity (0,75-0,80) byly nalezeny
pro vzorky s oznaceni CH, kde nebylo pfi piipravé 16¢i-
vo pouzito. Snimky mikrosfér pfipravenych z disperzi
chitosanu 1,75 % (bez 1éCiva a s l1éCivem pii rizném
umisténi 1é¢iva) uvadi obrizek 4. Z uvedenych vysledki
vyplyvd, Ze pokles faktoru sfericity v fadé CH — CHP —
CHL — CHPL lIze pravdépodobné pfipsat rostoucimu
obsahu lé¢iva v mikrocasticich pfipravenych riznymi
metodami (tab. 3). K podobnému zavéru dospél ve své
experimentdlni praci Sinha a kol. Pokles sfericity pfi
vyS$S§im obsahu 5-ASA v mikrocasticich se pfipisuje
masivnéjsi tvorbé povrchovych deformit projevujicich se
hrub$im povrchem??.

Z méfeni velikosti ¢astic vyplyva, Ze nejmensi mikro-
Castice byly pripraveny z disperzi chitosanu bez obsahu
1é¢iva, jejichZ velikost oekdvané rostla se zvySujici se
koncentraci chitosanu v pouZzité disperzi (0,86 aZ

1,08 mm)*®. Inkorporace lé¢iva do mikrocastic méla za
nasledek narast velikosti ¢astic™. Z posouzeni vysledki
dosazenych pfi hodnoceni mikrocastic s 1é¢ivem pfipra-
venych rozdilnymi metodami vyplyvd, Ze nejnizSich
hodnot se dosdhlo u vzorkdi CHP, u kterych bylo léc¢ivo
pfitomno v disperzi chitosanu (0,88—1,19 mm), nepatrné
vy$Sich hodnot pak u vzorkit CHL pfipravovanych
pomoci tvrdictho roztoku nasyceného 5-ASA (0,88 aZ
1,21 mm) a nejvyssi hodnoty byly nalezeny u vzorkt
CHPL (0,9-1,25 mm) pfipravenych pomoci metody cha-
rakterizované piitomnosti 1é¢iva v disperzi chitosanu
1 tvrdicim roztoku. Z dosaZenych vysledki je zfejmé, Ze
velikost mikrocastic rostla s rostoucim obsahem 1é¢iva
v mikroc¢asticich (viz dale)*.

Siika distribuce velikosti Cstic se vypocitala podle
vztahu 3. Z vypocitanych hodnot vyplyva, Ze distribuce
velikosti mikroc¢astic bez 1é¢iva i s 1éCivem se pohybo-
vala v rozmezi 0,11-0,30 (viz tab. 2). Vysok4 hodnota
tohoto parametru indikuje Sirokou distribuci, a tim
i vysokou nezadouci polydisperzitu*V, zatimco hodnota
bliZici se nule ukazuje na monodisperzni systém. Napiik-
lad u granulath je Sitka distribuce mensi neZ 3 povaZzo-
véna za piijatelnou*?, u mikrodastic se v literatuie uvadi
hodnota mensi nez 2*¥. DosaZené vysledky potvrzuji
vyhodnou velmi tizkou distribuci pfipravenych mikro-
castic.

Stanoveni obsahu 5-ASA v mikrocdsticich
a enkapsulacni vcinnost

Obsah 1éc¢ivé latky se stanovoval spektrofotometricky.
Z vysledkl uvedenych v tabulce 3 vyplyvd, Ze nebyl
pozorovan vyznamny vliv rostouci koncentrace chitosa-
nu v mikrocdsticich na obsah 5-ASA. PouZitd metoda
pfipravy vSak obsah lé¢iva ovlivnila vyraznéji. Nejméné
1éc¢iva (0,32-0,64 mg/200 mg) obsahovala vzorky CHP,
kde bylo pfi pripravé 1éCivo pritomno pouze v disperzi

1,4

ekvivalentni primér [mm]

1 1,25
koncentrace chitosanu [%]

Obr. 3. Ekvivalentni primér pripravenych mikroéastic

CH
u CHP
m CHL
H CHPL
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Obr. 4. Snimky ze stereoskopického mikroskopu (zvétseno 7krat)
(A) CH1,75, (B) CH1,75P, (C) CH1,75L, (D) CH1,75PL

polymeru. Jejich enkapsulacni ucinnost (pocitdna dle
vztahu 4) dosahovala hodnot 3,20-6,40 %. Hlavnim
diivodem nizké EE a obsahu 1éCiva byva uvadén prestup
lé¢ivé latky na zdkladé koncentracniho gradientu
z tvofici se mikrocastice do roztoku tvrdici 14zn&*¥,
k ¢emuZz zjevné doslo u té€chto vzorki. VysSich obsaht
1é¢iva bylo dosaZeno u vzorkit CHL, kde bylo 1é¢ivo pii-
tomno v tvrdici l4dzni. Obsah dosahoval hodnot
1,27-1,47 mg/200 mg a enkapsula¢ni ucinnost byla
5,47-6,34 %. U téchto mikrocéstic doslo pfi enkapsulaci
k prestupu 5-ASA do tvorici se mikroc¢astice na zdkladé
opa¢ného gradientu. Proces tvrzeni mikrocastice je

Tab. 2. SiFka distribuce pFipravenych mikrocdstic

NEN2e

nejintenzivngjsi na jejim povrchu. S poklesem koncen-
tracniho gradientu se vSak pfestup 1é¢iva do mikrocasti-
ce v Case vyrazné zpomaluje*”. Nejvyssich hodnot obsa-
ht 5-ASA (1,82-2,29 mg/200 mg) bylo dosaZeno
u vzorkdt CHPL, kde bylo 1é¢ivo pfitomno jak v disperzi
polymeru, tak v tvrdici 14zni v jeho nasycené koncentra-
ci. V tomto piipadé dochdzelo k nejmen$im ztritim
béhem piipravy*’. Enkapsula¢ni i¢innost (5,48-6,9 %)
se vSak vyrazné nezvySila. Z uvedeného vyplyvd, Ze
umisténi 1é¢iva v pribehu piipravy ovlivnilo obsah 1é¢i-
va enkapsulovaného do mikrosfér a to az 6krat, jak ply-
ne ze srovnini obsahti mikroc¢astic vzorki CHP a CHPL

Vzorek Sifka distribuce Vzorek Siika distribuce
CH1 0,20 CHIL 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
CHI1P 0,26 CHIPL 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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Tab. 3. Obsah 5-ASA v prFipravenych mikrocdsticich a jejich enkapsulacéni tcéinnost

Spotieba 5-ASA (mg)
Vzorek Obsah 5-ASA (mg/200 mg)* EE (%)
pri pripravé mikrocastic
CH1P 0,51 5,10
CH1,25P 0,32 3,20
30,0
CH1,5P 0,39 3,90
CH1,75P 0,64 6,40
CHIL 1,35 5,82
CH1,25L 1,47 6,34
69,6
CH1,5L 1,27 5,47
CH1,75L 1,41 6,08
CHI1PL 1,82 5,48
CH1,25PL 1,92 5,78
99,6
CH1,5PL 1,87 5,63
CH1,75PL 2,29 6,90

*Obsah lécCiva se stanovoval ve 200 mg mikrocastic.

pfipravenych z 1,25% disperze chitosanu. Enkapsula¢ni
ucinnost vzorkd pfipravenych rliznymi metodami se
vSak vyrazn€ neliSila, pravdépodobné diky nutnému
zohlednéni 1éCiva pfitomného i ve tvrdici 14zni pfi
vypoctech. Obecné byly dosaZené hodnoty EE velmi niz-
ké. K uvedenému pfispél hydrofilni charakter pouZitého
1é¢iva a jeho nizkd molekulova hmotnost*®. Problema-
tickd byla pravdépodobné i dlouhd doba tvrzeni
(90 min), ktera taktéZ mohla pfispét k nizké EE mikro-
Castic*”. V ramci experimentu vSak musela byt doba
tvrzeni dodrZena, nebot pfi krat§im tvrzeni vznikaly lepi-
vé atvary s velmi nizkou sféricitou. Lze si také povsim-
nout, Ze u CHL mikrocastic vedl rist koncentrace chito-
sanovych disperzi ve srovniani s CHP a CHPL
mikroc¢asticemi pouze k minimalnimu naristu EE, coZ
podporuje uvedenou teorii.

Zkouska disoluce

Zkouska disoluce se neprovadéla u vech piipravenych
vzorkil mikro¢astic. Vzhledem k jejich charakteru Ize oce-
kéavat shodné disolu¢ni chovani charakterizované rychlym

uvolnénim 1éc¢iva in vitro z chitosanové matrice. Disolu¢-
ni zkouska byla provedena u mikroc¢astic s obsahem
5-ASA s oznaCenim CHPL, kde pii pripravé bylo 1éCivo
ptitomno jak v disperzi chitosanu, tak v tvrdici lazni,
s cilem ovéfeni uvoliiovani 1é¢iva z ptipravenych mikro-
Castic. Zvolené koncentrace byly CHI1,25PL a7
CH1,75PL, a to z divodu nejvyssiho obsahu enkapsulo-
vaného 1éCiva (viz tab. 3). Mikrocéstice byly podrobeny
zkouSce disoluce pti pH 6,8, kterd byla zvolena vzhledem
k rozpustnosti chitosanu v kyselém prostiedi*®. Jak je zna-
zorn€no na obrazku 5, doslo u mikrocastic k okamzitému
uvolnéni 1é¢ivé latky do prostiedi disolu¢niho média. Po
30 minutach se uvolnilo u v§ech vzorkt 90,8-97,6 % 1é¢i-
vé latky. Jak dle Ceského tak Evropského Iékopisu lze
zhodnotit toto uvoliiovani 1éc¢iva jako okamZité. Uvolnéni
1éCiva z lékové formy je zdkladnim predpokladem pro
zajiSténi terapeutického tcinku dané ucinné latky. Okam-
Zité uvolnéni 1éCiva z chitosanovych mikrocastic je ve
shodé s védeckou literaturou. Barba et al. pfipravili meto-
dou ultrazvukové atomizace chitosanové mikrocéstice
s podobnym disolu¢nim profilem 1é¢iva®.
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