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ABSTRAKT

Cilem prace bylo testovani enkapsulace steroidnich hormont, (B-estradiol, progesteron,
kortizon-21 acetat a hydrokortizon) do mikro a submikrocastic ptipravenych ze dvou typi
nizkomolekularniho polykaprolaktonu (PCL), lisicich se svou molekulovou hmotnosti,
metodou odpareni rozpoustédla. U pfipravenych ¢astic byl sledovan vliv vychoziho materialu,
enkapsulované latky a podminek pfipravy na velikost ¢astic a aéinnost enkapsulace. Byly
ptipraveny dv¢ série Castic, u prvni byla pouzita ultrasonifikace béhem emulgace u druhé
nikoli. Podafilo se piipravit ¢astice kulovitého tvaru o rozmérech piiblizné 500 um. Uéinnost
enkapsulace se pohybovala v sirokém rozmezi od 2%, ve vodé nejvice rozpustného steroidu

Hydrocortisonu, az po 100% u ve vodé mén¢ rozpustnych steroida.

Dalsim bodem byla pfiprava expandovanych mikroéastic zpoly (butylen adipat-co-
tereftalatu) (PBAT), znaméjsiho spise pod komerénim nazvem Ecoflex, metodou odpateni
rozpoustédla. U této studie byl opét sledovan vliv procesnich parametr a podminek jako jsou
rychlost michéni pfi emulzifikaci, koncentrace stabilizatoru emulze ve vodné fazi, pomér
rozpoustédlo/nadouvadlo a koncentrace polymeru na velikost a distribuci €éstic a jejich
morfologii. Byly vytvofené castice s primérnymi velikostmi v rozmezi od 2 do 20pm.
Pripravené castice byly dale testovany pro sorpci bisfenolu A. Hmotnost adsorbovaného

bisfenolu A byla ptiblizné¢ v mnozstvi okolo 0,09 mg na 1 mg poréznich ¢astic.

Klicova slova: mikrocastice, enkapsulace, metoda odpatfeni rozpoustédla, expandovatelné

Castice, porézni Castice, piiprava mikrocastic, biopolymery, polykaprolakton (PCL), PBAT.
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ABSTRACT

The aim of diploma thesis was firstly to test the encapsulation of steroid hormone (B -
estradiol, progesterone, cortisone 21 - acetate, and hydrocortisone) into micro and
submicroparticles prepared by the oil in water solvent evaporation technique from two types
of low molecular weight polycaprolactone (PCL) differing in their molecular weight. The
effect of type of material, kind of incorporated substance and preparation conditions on the
final particle size and encapsulation efficiency was investigated. Two series of particles were
prepared; in the first serie ultrasonification was used during the emulsification while in second
it was not. Particles with size approximately about 500 micrometers with spherical shape were
achieved. The efficiency of encapsulation was in the broad range from 2 % for steroid hydro-

cortisone, which is relatively easy soluble in water, to 100 % for less water soluble steroids.

Secondly the possibilities of preparation of expanded microparticles from poly (butylene
adipate -co- terephthalate) (PBAT) better known under the commercial name rather Ecoflex,
by the modified solvent evaporation technique was studied. In his part the effect of process
parameters and conditions such as stirring speed during emulsification, the concentration of
emulsion stabilizer in the aqueous phase, the ratio of solvent and blowing agent and the poly-
mer concentration on the size and distribution of particles and their morphology was studied.
The particles with average sizes in the range from 2 to 20 um were achieved. The prepared
porous particles were also tested for the sorption of bisphenol A. Weight of adsorbed

bisphenol A was approximately about 0.09 mg to 1 mg of the porous particles.

Keywords: microparticles, encapsulation, oil in water solvent evaporation method, expanded
particles, porous particles, preparation of microparticles, biopolymers, polycaprolactone
(PCL), PBAT.
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UvVOD

Mikro, submikro a nanocastice nalezly Vv poslednich letech Siroké vyuziti v mnoha oblastech
lidské Cinnosti jako je zdravotnictvi, zeméd¢€lstvi a environmentélni technologie. V mediciné
se polymerni mikrocastice vyuzivaji K cilenému transportu 1éCiva, které je zaclenéno do
polymerni struktury. Velkou vyhodou pfi enkapsulaci 1é¢iv do polymerni matrice je
kontrolované uvoliiovani enkapsulované latky. Léky se uvolituji z mikroc¢astic vyluhovanim z
polymeru nebo degradaci polymerni matrice, pfi¢emz se polymery rozkladaji na 1épe
odstranitelné monomery. Biologické snasenlivosti je dosazeno pouzitim ptirodnich polymert,
jako jsou celuldza, chitin, chitosan nebo polymerd vyrobenych z pfirozené se vyskytujicich
monomeru, jako je kyselina mlé¢na a kyselina glykolova. Polymery vyrobené ze syntetickych
monomeru také vykazuji dobré vlastnosti, nicméné mohou byt pro organismus toxické, proto

se spiSe voli biodegradabilni a biokompatibilni polymery.

Nazornym piikladem moznosti vyuziti enkapsulace latek mohou byt antikoncepéni hormony,
které se v dne$ni dobé bézné objevuji v odpadnich vodach ve vysokych koncentracich, které
mnohdy neni schopna dand dCistirna odpadnich vod odstranit, tyto hormony jsou pak
vypoustény do recipientu a dale do zivotniho prostiedi. Nékteré vyzkumy prokazaly
naru$enou hormonalni aktivitu savct, ptakd, plazi, ryb a mékkyst. Zvysend koncentrace je
zpusobena neoptimalnim davkovanim téchto hormont, kdy aktivni latka neni zcela t&élem
vstfebana a odchazi ven spolu s moci. Optimalnim davkovanim, jakym je fizené kontrolované
uvoliovani pomoci mikro¢astic, bychom mohli snizit koncentrace téchto latek v odpadnich

vodach na minimalni mnozstvi.

Obdobné¢ lze vyuzit mikrocastice v zeméd¢€lstvi pro enkapsulaci pesticidnich latek jako jsou
herbicidy, fungicidy, insekticidy a dalsi. Takto formovany systém s postupnym uvoliiovanim
muze zabranit nezadoucim jeviim spojenym s béznou aplikaci agrochemikalii. Polymerni
matrice Castice pak chrani pesticid pred degradaci vnéjSimi vlivy. Zarovenn Se z ni uvolni
dostate¢né mnozstvi pesticidu, které¢ je ucinné, ale soucasné neni toxické pro zemeédélské
plodiny. Timto omezime mnozstvi pesticidnich latek dodédvanych do pidy a jejich tnik do
vody a zivotniho prostiedi. Zvolenim biorozloZitelného polymeru dosahneme i rozkladu
samotného polymeru, ktery se enzymatickym plisobenim mikroorganismt postupné rozklada
na monomery, pod¢ji na CO,, vodu a biomasu. Polymerni matrice neni oproti pesticidim
toxicka, tudiz nejen zZe polymer chrani enkapsulovanou latku pred vné&jSimi vlivy, ale také

pusobi jako ,,obal*“ ktery chrani samotného uzivatele a Ize tak s ¢asticemi 1épe manipulovat.
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Dale je mozné vyuzivat rizné strukturni modifikace castic k dosazeni pozadovanych
vlastnosti, jako jsou napf. Castice s porézni strukturou. Vznikla pérovita struktura zvysuje
specificky povrch ¢astic, na ktery lze sorbovat rizné chemické latky, ale také jej lze vyuzit
pro prichyceni bunék ve tkanovém inzenyrstvi. Biodegradabilni polymery, jako je
polykaprolakton, se pro svou dobrou biokompatibilitu a pomalou biodegradaci obvykle

pouzivaji pro ptipravu porézni kostry pro prichyceni a rast bunék.

Nanomaterialy lze také pouzit pro sanaci v zivotnim prostiedi. V oblasti sanace zivotniho
prostiedi, nanomaterialy nabizeji potencial pro efektivni odstranéni znecistujicich latek a
biologickych kontaminantli. Nanomaterialy riznych tvard, jako jsou napiiklad nanocastice ¢i
vlakna, funguji jako adsorbenty a katalyzatory, jejich kompozity s polymery se pouzivaji pro
detekci a odstranéni plynt (SO, CO, NOy, atd. ), znecist'ujicich chemikalii (arsen, Zelezo,
mangan, dusi¢nany, tézké kovy, atd. ), organickych polutantt (alifatické a aromatické
uhlovodiky) a biologickych latek, jako jsou viry, bakterie a antibiotika. Nanomaterialy
vykazuji lepsi vykon pfi sanaci zivotniho prostfedi nez jiné konvenéni techniky.

Dale lze vyuZzit nanocéstice pro Upravu pitné vody a primyslovych odpadnich vod
zneciSténych  toxickymi ionty kovl, radionuklidy, organickymi a anorganickymi

rozpu$ténymi latkami, bakteriemi a viry.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

13

. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1 POLYMERNI MIKRO A SUBMIKRO CASTICE A JEJICH
CHARAKTERIZACE

Termin mikrocéstice je pouzivany pro kulovité ¢astice s primérem v fadech mikrometra (od
lum do 1 000 um). Castice o rozmérech v fadu stovek nanometri jsou ozna¢ovany casto jako
submikrocastice. Castice, které jsou pak mensi nez 100 nm se nazyvaji nanocastice. Castice

veétsi nez mikrocastice v fadech az nékolik milimetrii jsou nazyvany pelety [1].

Polymerni mikrocastice jsou obvykle tvofeny polymerni matrici, ve které mulze byt

imobilizovano mensi mnozstvi u¢inné aktivni latky [2].

Mikrocastice jsou pro nas zajimavé diky svym vlastnostem. Jsou tedy vhodné pro
mikrozapouzdieni: Sftizenym uvolilovanim zapouzdienych materiald, pro ochranu
zapouzdifenych material proti degradacnim reakcim vnéjsiho prostiedi (napt. oxidace,
dehydratace, UV zafeni, vliv teploty, kyselin a zasad), a dale pro maskovani organoleptickych
vlastnosti zapouzdieného materidlu (barva, chut’, viin¢). Mikrocastice jsou vyznamné svou
snadnou manipulaci (vysledny produkt je prasek). Do mikrocastic 1ze enkapsulovat rizné

druhy materiala jako jsou 1éky, proteiny, potraviny, pesticidy a herbicidy [2].

Mikrocastice lze také vyuZzit jako sorbenty a to tak, Ze zménou procesnich parametri pii
vyrobé vytvofime pory, které zvysi specificky povrch €astice a tudiz i plochu, na niZ lze

adsorbovat rizné latky z vod a pudy.

1.1 Struktura mikro a nanocastic

Pokud jde o enkapsulaci u¢inné latky existuji dveé rizné kategorie mikrocastic a to: mikrosféry

(resp. mikrokuli¢ky) a mikrokapsle (resp. mikrotobolky) [2].

U mikrokapsli 1ze rozlisit jadro od obalu, kdy na jadro, byvajici vétSinou v kapalné ¢i plynné
formé, pfiléhd polymerni obal. Tedy u mikrokapsli je vétSinou u¢inna latka uvnitt kapsle, ale
muze byt i adsorbovana na jejim povrchu. Naopak u mikrosfér jadro od obalu nelze rozlisit.
U mikrosfér mtze byt latka absorbovana bud’ na povrch ¢astice, nebo zapouzdiena do jejich

struktury [1,2]. Strukturu nanocastic popisuje obr.1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Nanosféra Nanokapsle

Obr. 1 Struktura nanocastic [2]

V bioanalytickych stanovenich nanocastice dale rozdélujeme do dalSich strukturnich typt a to
na: kvantové tecky, dendrimery, kovové a polovodi¢ové nanocéstice, a magnetické
nanocastice. Kvantové tecky jsou krystalické nanocastice z polovodicového materialu, na
jehoz povrchu jsou proteiny nebo kratké segmenty DNA. Spojenim téchto ¢astic
s biomolekulou vznikd fluorescenéni sonda, vyuzivana pii monitorovani interaceluldrnich
procest. Dendrimery se skladaji z mnoha vétvi (dendronti) pravidelné¢ umisténych kolem
centralniho jadra. Vyuziti dendrimert spociva v diagnostice, jako kontrastni latka pfi
zobrazeni mékkych tkéni. Kovové a polovodiCové nanocéstice maji vyborné optické a
magnetické vlastnosti. Magnetické nanocastice obsahujici magnetit (Fe3O4) jsou pouzivany
napf. pro magnetické navadéni 1é¢iv nebo pifi magnetickém rezonan¢nim zobrazovani. Jsou

pokryty polymerni vrstvou, aby nedoslo k adsorpci proteind na povrch [3].
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2 BIODEGRADABILNi POLYMERY

Biodegradabilni polymery je skupina polymernich materidli, které podléhaji rozkladu vlivem
pusobeni mikroorganismii za vzniku oxidu uhli¢itého, vody, biomasy v piipad¢ aerobnich
podminek nebo za vzniku oxidu uhli¢itého, methanu, vody a biomasy v pfipadé anaerobnich.
V dnesni dobé existuje velké mnozstvi biodegradabilnich polymerd, které se vyuZzivaji
Vv I€karstvi, zeméd¢€lstvi, 1 v potravinaistvi. Mikrocastice mohou byt vyrobeny z mnoha
riznych vychozich materidlt, a to jak pfirodnich tak syntetickych, riznymi technikami
ptipravy. Biodegradabilnich polymery jsou nejCastéji déleny na piirodni a syntetické [4].
Ptirodni i syntetické polymery umoziuji pfipravu nesmirné rozmanitych mikrocastic, pokud
jde o velikost, distribuci velikosti, sloZeni, chemii povrchu, topografii a morfologii [5] .

Jako pfirodni polymery oznacCujeme biopolymery vytvofené v piirodé v rGstovém cyklu
organismul. Jejich syntéza obecné zahrnuje enzymy katalyzované polymeracni reakce, které

probihaji obvykle v buiikach pisobenim komplexnich metabolickych procest [4].
Mezi pfirodni polymery patii:

e polysacharidy (celuldza, $krob, chitin): jsou to polymery obsahujici vice nez jednu
sacharidovou jednotku, v mnoha piipadech maji pravidelné uspotadanou rozvétvenou
strukturu. Strukturu nékterych polysacharidii popisuje obr.2.

Skrob - je polymer, ktery se vyskytuje v rostlinach, hlavné v bramborach, kukufici a
ryzi. Obecné plati, ze linearni polymer (amylosa) tvofi asi 20% hmotnostnich
procent, a rozvétveny polymer (amylopektin) zbytek. Amylosa je krystalickd a mlize
mit primérnou molekulovou hmotnost az 500 000 g/mol, je dobie rozpustna ve
vrouci vodé, naopak amylopektin je ve vrouci vodé nerozpustny. Skrob je Siroce
pouzivan jako surovina ve vyrob¢ balicich folii a zemédélskych mulcovacich folii.
Skrob se pouziva jiz mnoho let jako pfisada do plasti pro riizné uéely. Byva piidavan
I jako plnivo, vyrobky se Skrobem jako plnivem jsou pak snadngji rozlozitelné pro
mikroorganismy [4].

Celuléza — od jinych polysacharidi produkovanych rostlinami se li§i svym fetézcem,
ktery je velmi dlouhy a sklada se z jedné opakujici se jednotky (celobioza). Celuldza
je vysoce krystalicka s vysokou molekulovou hmotnosti, je nerozpustné a netavitelna.
V soucasné dobé€ se vyuziva acetat celulozy pro riznou Skalu aplikaci od vlaken, ptes

folie, ke vstiikovanym polymerim [6].
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Skrob
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Chitin a chitosan - Chitin je makromolekula nachazejici se v krunyfich krabt, humrt,

krevet a hmyzu. Sklada se z 2-acetamid-2-deoxy-p-D-glukézy. Chitinova vlakna se
pouzivaji pro vyrobu um¢lé kiize a vstiebatelnych steha. Chitin je nerozpustny ve
vodé a materialy z néj jsou biokompatibilni a antimikrobialni, maji i schopnost

absorbovat ionty tézkych kovu. Derivaty chitinu mohou byt také pouzity jako nosice

165iv[4].
. CHL,OH ~ CH,OH i
Tho Chitin -—’M}.f
HO AcHN
Q
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Obr. 2 Struktury polysacharidii [4]

polypeptidy (zZelatina, vlna, hedvabi, kolagen) : jsou to bilkoviny, které z vétsi ¢asti
nejsou rozpustné ani tavné (plati pfedevsim pro vlaknité proteiny jako vina, hedvabi a
kolagen). Vsechny proteiny jsou specifické kopolymery s pravidelnymi uspotfadani
riznych typt a-aminokyselin.

Zelatina —  Zivo¢isna bilkovina skladajici se z 19 aminokyselin spojenych
peptidovymi vazbami. Zelatina je rozpustnd ve vodé, biologicky odbouratelna s
rozsdhlym primyslovym, farmaceutickym a biomedicinskym vyuZitim, pro
mikroencapsulaci rtiznych 1ékid) a pripravu biologicky rozlozitelnych hydrogeld.
Zelatina miize byt také vyuZita pro piipravu folie na bazi umélé kize, které by mohly
pfilnout k oteviené ran¢ a chranit ji ped ztratou tekutin a vznikem infekci [4].
bakterialni polyestery (poly-(f-hydroxybutyrat)): Piirodni polyestery, které jsou
produkovany fadou riznych bakterii jako intracelularnich produkty.

Poly-(B-hydroxybutyrat) (PHB), je vysoce krystalicky s teplotou tani 180 ° C a

vysokou teplotou skelného prechodu T ;4 Biodegradace PHB a jeho kopolymert byla

zkoumana v pudach, aktivovaném kalu a motské vod¢ [7].
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Mezi syntetické biodegradabilni polymery patfi:

polyestery - alifatické polyestery s vysokou molekulovou hmotnosti

Poly (glykolovd) kyselina (PGA) - je nejjednodussi linearni, alifaticky

polyester. PGA a jeji kopolymer poly (glykolova kyselina- co -kyselina mléc¢na)
(PGA / PL) se pouzivaji pro rozlozitelné a vstiebatelné stehy. Jejich velkou vyhodou
je jejich rozlozitelnost jednoduchou hydrolyzou esterovych vazeb ve vodném
prostfedi, jako mohou byt télesné tekutiny. Produkty rozkladu jsou nakonec

metabolizovany na oxid uhli¢ity a vodu, nebo jsou vylu¢ovany ledvinami [8].

poly (e-kaprolaktonu) (PCL) — je pouzivan jako matrice v systémech s fizenym
uvolnovanim Ié¢iva. PCL je obvykle pfipraven polymeraci za otevieni kruhu (tzv.
ring-opening polymerizace) e-kaprolaktonu. PCL muze byt degradovan enzymaticky
[4].

poly (vinylakohol) (PVA) - je nejvice snadno biologicky odbouratelny vinylovy
polymer. Je snadno degradovatelny v odpadni vod¢ a aktivovanych kalech. PVA miize
tvofit komplexy s fadou slouc¢enin, a miize byt pouzit pti detoxikaci organismu. PVA

byl rovnéz pouzit jako polymerni nosi¢ pro pesticidy a herbicidy [6].

kyselina polymlééna (PLA) a jeji kopolymery, jsou biokompatibilni a
biodegradabilni materialy vykazujici dobré mechanické vlastnosti a zvySenou odolnost
K vngjsimu prostiedi [8]. PLA je fazena do skupiny linearnich alifatickych polyesterd.
Je ze v8ech nejpouzivangjsi, v téle degraduje za vzniku kyseliny mlé¢né, ktera se z téla
snadno vylucuje [6]. Kopolymery kyseliny polymlééné se hydrolyticky $tépi na kratsi

fetézce alkoholu a kyselin [7].

Nanocastice mohou byt pfipraveny bud’ piimo z pfedem vytvofeného syntetického polymeru

nebo z pfirodnich polymerd [2]. Jsou to materialy které se dostate¢né rychle odbouraji

z organismu bez negativnich vedlejSich uinkl. Jako pfirodni materidly se nejvice pouziva

kolagen, celulosa, zelatina a chitin, bud’ v Cisté nebo ¢asteéné upravené podobé nebo

vV podobé derivath (chitin, celulosa). Ze syntetickych materidli se Vv soucasnosti vyuziva

kyselina polymlécnd a jeji kopolyestery, kyselina polyglykolova, polykaprolakton a

polyuretany [8].

V této praci jsem se zabyvala piipravou ¢astic ze dvou biodegradabilnich materialt, které jsou

popséany podrobnéji nize.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2.1 Polykaprolakton (PCL)

Poly(e-kaprolakton) PCL je synteticky polyester, ktery diky pfitomnosti esterovych vazeb ve
svych makromolekulach mutze byt snadno depolymerizovan, asimilovdn a nasledné
mineralizovan rliznymi druhy mikroorganismti jako jsou bakterie, plisné, kvasinky nebo
houby bézné se vyskytujicich v ptirodé. PCL se biologicky rozklada béhem nékolika mésict
az nc¢kolik let v zavislosti na molekulové hmotnosti, stupni krystalinity polymeru a
podminkach degradace. Oproti jinym polymerim vyuzivajicich ve zdravotnictvi PCL
degraduje mnohem pomaleji a to v fadech az nékolika let (2-4 roky). Polykaprolakton (PCL)
je vlastnostmi i chemicky velmi podobny kyseliné polymlécéné a polyglykolové [8].

PCL je stejné jako kyselina polymlécnd fazen mezi linearni alifatické polyestery, jeto
biologicky odbouratelny polyester s nizkou teplotou tani kolem 60 ° C a teplotou skelného
piechodu asi -60 ° C a dobfe rozpustny. Pii pokojové teploté je PCL vysoce rozpustny v
chloroformu, dichlormethanu, tetrachlormethanu, benzenu, toluenu, cyklohexanonu a 2 -
nitropropan; naopak Spatné je rozpustny v acetonu, 2 - butanonu, ethylacetatu,
dimethylformamidu a acetonitrilu; a nerozpustny v alkoholech, petroletheru, diethyletheru ve
vode [6].

Polykaprolakton je dalezity polymer pro své mechanické vlastnosti, misitelnost s velkou
fadou jinych polymert a biologickou rozloZitelnost. PCL je hydrofobni, semikrystalicky
polymer, jehoz krystalinita ma tendenci s rostouci molekulovou hmotnosti klesat. PCL je
misitelny s mnoha jinymi polymery (jako je naptiklad poly (vinyl chlorid ), poly (styren -
akrylonitril ), poly (akrylonitril - butadien - styren), poly (bisfenol -A ), a ostatni
polykarbonaty, nitroceluldézy a butyrat celulozy) a dal§imi [9]. Nekteré z charakteristickych
vlastnosti PCL jsou uvedeny v tab. 1., chemicka struktura polykaprolaktonu je zobrazena na
obr. 3.

Existuji dva postupy pro vyrobu polykaprolaktonu a to: polykondenzace z kyseliny
hydroxykarboxylové (kyselina 6-hydroxyhexanova), a polymerace s otevienim laktonového
kruhu (e-kaprolaktonu). Polykondenzace je klasicka ekonomicky nendrocnd metoda, jeji
nevyhodou je nizky vytézek a relativn€ nizkd molekulova hmotnost vzniklého polymeru.
Naopak polymeraci za otevieni kruhu muiizeme syntetizovat vysokohmotnostni polyestery

s pozadovanymi vlastnostmi a proto je tato polymerace vice pouzivana [9].


http://en.wikipedia.org/wiki/Biodegradable
http://en.wikipedia.org/wiki/Biodegradable
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Od 70. let 20. stoleti se polykaprolakton zacal zkoumat jako potencidlni materidl pro

biomedicinské vyuziti, a to pfedev§im pro kontrolované uvolnovani 1éciv.

Tab. 1 Vlastnosti polykaprolaktonu (PCL)

Vlastnosti Rozsah
Molekulova hmotnost My, 530-630 000 g-mol™
Hustota p 1,071-1,200 g-cm™
Teplota skelného ptechodu Ty  (-65)-(-60) °C
Teplota rozkladu 350°C
Pevnost v tahu o 4,785 Mpa

Obr. 3 Chemicka struktura polykaprolaktonu

2.2 Poly (butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT)

Poly (butylen adipat-co-tereftalat) znamy také pod komerénim nazvem Ecoflex je biologicky
odbouratelny aromaticky kopolyester na bazi monomert 1,4-butandiolu, kyseliny adipové a
kyseliny tereftalové. Chemicka struktura PBAT je zobrazena na obr. 4. Za standardnich
podminek se PBAT rozklada plisobenim mikroorganisml na své zédkladni monomery, které
jsou nakonec mineralizovany az na CO,, vodu a biomasu. PBAT ma vysokou molekulovou
hmotnost a ma podobné vlastnosti jako nizkohustotni polyethylen (LDPE). Folie z tohoto
materidlu jsou odolné vici pretrzeni, vodé a zménam teploty. Hustota tohoto materidlu se

pohybuje azdo 1,4 glem?®, teplota tani je v rozmezi od 100 do 120°C [10,11].

PBAT se vyuzivd pro vyrobu obalovych folii, zemédélskych mulCovacich folii,

kompostovatelnych tasek pro organicky kuchynsky odpad [12]. Je svafitelny a vhodny pro



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

styk s potravinami, proto se vyuziva pro obalové folie a pro vyrobu kelimki a krabic pro

rychlé obcerstveni [10].

Jako biodegradabilni plast splituje pozadavky kladené na kompostovatelné pytle, coz zahrnuje
konkrétn¢ odolnost folie vucéi vodé, dale dobu, po kterou zistava pytel stabilni vzhledem k
organickému odpadu a bezproblémové zpracovani v kompostarn€. Nejvice 1ze Ecoflex vyuzit
pii vyrobé kompostovatelnych pytli na organicky odpad, folii pro zemédélské ucely a
domacnosti, obalového materialu, a vV neposledni fadé obalové materialy a nadoby na bazi

Skrobu (napf. tacky, kelimky) pro rychlého obc¢erstveni a catering [12].

Ve vyzralém kompostu se folie z PBAT rozkladaji pii 58 °C za 14 dni vice nez z 50 %.
Mulcovaci folie vyrobené z biodegradabilniho materiali je mozno po sklizni jednodusSe zaorat

spole¢né se zbytky rostlin do zemé, kde se folie postupné zcela rozlozi [11].

Material byl také testovan k vyrob& mikro a submikrocastic pouZzitelnych v rliznych oblastech

lidské ¢innosti, jako piiklad je uvedena piiprava ¢astic v praci [13].

% o o S
o-c-@—c O - (CHy)4 HO -C—=(CHy)4~C

Obr 4 Chemicka struktura materialu PBAT [12]
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3 METODY PRIiPRAVY CASTIC

Metody piipravy mikro a nanocastic lze rozd¢lit do dvou hlavnich skupin, a to podle toho zda
piiprava Castic vyzaduje pouziti polymeriza¢ni reakce nebo zda mame jiz dany polymer

vytvoreny [14].

Pti volbé vhodné metody pro pfipravu mikro a nano Castic se fidime fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi latky, kterou chceme enkapsulovat a vlastnostmi polymerniho materialu.
V zavislosti na jejich vlastnostech pak mizeme vybrat nejvhodnéjsi metodu pro dosazeni

ucinného zachyceni pozadovaného mnozstvi latky [14].

Mezi jednu z nejpouzivangjSich fyzikalné mechanickych metod pfipravy mikrocéastic z jiz
pfipraveného polymeru patii metoda odpatfeni rozpoustédla. Tato metoda je velmi oblibena,
diky snadné proveditelnosti a pro svou pfistrojovou nendro¢nost. Vyslednym produktem pfti
této metod¢ jsou pak mikrosféry [15]. Vyhodou této metody je vysoka G¢innost zapouzdieni.

Hlavni nevyhodou je pouziti organickych rozpoustédel [14].

Metoda odpateni rozpoustédla véetné jejich modifikaci a dal$i metody vyuZzivané pii piipravé
mikro a nanocasti z jiz pfipraveného polymeru jsou blize popsany v nasledujicich bodech.
Vsechny tyto metody maji stejny zakladni princip, a to Ze je nejprve vytvoren vhodny emulzni
systém, znéhoz se pak vhodnym zpusobem odstrani rozpoustédlo a dojde k vysrazeni

polymernich ¢astic.

3.1 Metoda odparieni rozpoustédla

Tato metoda je nepouZzivanéjs§i metoda pro piipravu mikro¢astic do nichZ se enkapsuluje
ucinna léciva latka i jina aktivni latka. Princip metody spociva v odpateni rozpoustédla, které
obsahuje rozpusténé nebo dispergované 1é¢ivo a polymer. Béhem odpatovani rozpoustédla se
z rozpu$téného polymeru formuji Castice, které do své struktury soucasné uzaviraji 1é¢ivo
nebo jinou latku, kterou chceme enkapsulovat v daném polymeru. Zakladni princip této
metody lze rozdélit do nékolika krokl. V prvnim kroku je polymer rozpustén v rozpoustédle,
které nelze misit s vodou. V roztoku polymeru je nasledné rozpusténa nebo dispergovana
latka kterou chceme uzavtit v polymeru. Nasleduje vznik lipofilni (olejové) faze, ktera je poté
emulgovana pomoci vysoko rychlostniho michani a/nebo ultrazvuku do kontinualni vodné
faze obsahujici vhodny stabilizator. Pii tomto kroku vznika jemna emulze O/W, kde O je
oznaceni pro olejovou fazi (n€kdy téZ nazyvana organickou fazi) a W pro fazi vodnou.

Organické rozpoustédlo se v poslednim kroku odpaiuje na rozhrani voda/vzduch, jeho
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ubytkem a vlivem michani se z polymeru formuji mikrocastice. Vzniklé ¢astice se nasledné

separuji riznymi zpisoby, jako napf. filtraci nebo liofilizaci [15].

Existuje ne¢kolik modifikaci metody odpaieni rozpoustédla, které se pouzivaji v zavislosti na
rozpustnosti enkapsulované latky ve vodé. Tyto modifikace jsou popisovany jako tzv.
systémy, které se skladaji z emulzni ze dvou a vice fazi. Kazdy tento systém vsSak obsahuje
tzv. vnitini fazi, ve které je zpravidla rozpustén polymer a vné&jsi kontinualni faze, ktera

zabranuje rychlému odpateni rozpoustédla.

3.1.1 Systém O/W

V tomto systému se misi organicka (olejova) faze, kterou je polymer rozpustény
v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou, s kontinudlni vodnou fazi obsahujici
stabilizator emulze. Emulzifikaci pak vznika emulze O/W (olej ve vod€) dvou vzajemné
nemisitelnych fazi, kdy je organicka faze s rozpusténym polymerem rozptylena ve formeé
drobnych kapicek. Pii odpafovani rozpoustédla se pak z téchto kapicek vysrazenim vytvari
¢astice, do jejichz struktury se ptipadné enkapsuluje rozpusténa ¢i rozptylend aktivni latka.
Tento systém je vhodny pfedevsim pro enkapsulaci latek obtizné rozpustnych ve vodé [16].

Jednoduché schéma piipravy je zobrazeno na obr.5.

Organicka faze
Odpafenirozpoustédla

B
Bioaktivni Polymer . 13

latka

4 »

g"?

Tékavé orgznické
rozpoustédio Kontinualnivodna
faze

Promyti,

suseni

Obr. 5 Schéma pripravy éastic metodou odpareni rozpoustédla systémem O/W [5]
Piiklad vyuziti tohoto systému je uveden v praci [16], kde byly pfipravovany castice z PLA
s enkapsulovanym metazachlorem coz je herbicidni pesticid. Postup byl nasledujici: PLA
bylo rozpusténo v chloroformu spolu s metazachlorem za vzniku olejové faze. Jako vodna
faze slouZzil roztok Zzelatiny, kterd slouzila jako stabilizator emulze. Smés obou fazi se dale
dispergovala pii vysokych otackach (11 000 — 18 000) po dobu 5 minut za stalého chlazeni,
aby nedoSlo k pred¢asnému odpateni rozpoustédla. Vznikla emulze byla dale vystavena

ultrazvuku za pouziti ultrazvukové sondy. Po ultrasonifikaci bylo rozpoustédlo odpatfovano za
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snizeného tlaku pfi stalém michani. Vzniklé castice byly oddéleny centrifugaci a dekantaci

promyty. Nasledné byly ¢astice zmrazeny a lyofilizovany [16].

Obdobnou metodou byly pfipraveny ¢astice i v této diplomové praci, a to jak v piipravé PCL
Castic s enkapsulovanymi steroidnimi latkami, tak pfi pfipravé expandovatelnych PBAT

(Ekoflex) castic.

3.1.2 Systém S/O/W

Tento systém piipravy castic je obdobny jako u systému O/W. Jediny rozdil spociva v tom, ze
aktivni latka (1éCivo) je malo rozpustné az nerozpustné v organické (olejové) fazi, a proto je
rozptyleno v roztoku pevné formé v podobé malych ¢astic. Aktivni latka musi byt tedy jiz

predem nadrcena ¢i namleta na velmi jemny prasek.

3.1.3 Systém O/O

Systém O/O je dal$i modifikaci metody odpatfeni rozpoustédla kdy je oproti systému O/W
vodna kontinudlni fize nahrazena olejovou (lipofilni, organickou) fazi ve které se
enkapsulovana latka nerozpousti. Tim se eliminuje ztrata enkapsulované latky unikem do
vodné faze jako usystému O/W. Obé olejové faze jsou vzajemné nemisitelné. Jako
kontinuélni faze (druhd olejova faze) se pouzivaji hlavné netékavé kapaliny, jako jsou napf.

mineralni ¢i rostlinné oleje a net€kava organicka rozpoustédla [15].

Nazorny ptiklad pouziti této metody je uveden pii ptipravé mikrocastic pro peroralni podani

Diklofenaku:

Jako polymer byl pouzit Eudragit® RS coz je nerozpustny aminoalkylmetakrylatovy
kopolymer, ktery v pifipadé pouZiti pro enkapsulaci aktivni latky, zajiStuje prodlouzené
uvolnovani léc¢iva. Jako rozpoustédlo slouzil methanol, jako vnéjSi vodna faze byl pouzit 1-
5% roztok sorbitanu monooleatu (Span® 80) v tekutém parafinu. Velikost &astic se upravila
michanim. Po odpafeni se mikrocastice prefiltrovaly, promyly petroletherem a susily.
Stanoveni obsahu 1éciva se meéfilo fotometricky, stanoveni velikosti Castic se méfilo

optickym mikroskopem propojenym s pocitatem pomoci specialniho softwaru [17].

3.1.4 Systém W/O/W

V tomto systému se vyuziva vicenadsobné emulze. Nejprve se vyrobi zakladni emulze W/O,
ktera se dale vmicha do vné&jsi vodné faze za vzniku dvojité emulze. Olejova faze, mezi

dvéma vodnymi fazemi slouzi jako bariéra vici tniku enkapsulované latky ze spodni vodné
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faze. Metoda je proto vhodna pro nizké koncentrace latek s vysokou rozpustnosti ve vode

[15].

Opacnym mechanismem pak funguje systém O/W/O. Tento systém je vhodny pro enkapsulaci

lipofilnich latek [15].

3.2 Nanoprecipitace ¢astic

Nanoprecipitace jednou z béznych rychlych metod pfipravy nanocastic, jako jsou nanosféry
a nanokapsle. Polymer, ktery je rozpustény v rozpoustédle misitelném s vodou je vstiikovan
do vodného roztoku s povrchové aktivni latkou. Pfitomnost povrchové aktivni latky je vSak
zavisla na typu polymeru. Rozpoustédlo okamzit¢ difunduje do vodného roztoku, dojde tak
K vysrazeni polymeru [18]. Takto lze ptipravit Castice s velikosti kolem 200 nm. Pro tuto
metodu lze pouzit i netoxickd rozpoustédla, proto ji lze pouzit i pro pfipravu lé€ivych

nanocastic [19].

3.3 Metoda emulgace s difuzi rozpoustédla

Tato metoda spociva ve vlozenim 1é¢iva do Castic jednoduchou difuzi. Metodu lze rozd¢lit
opét do nékolika krokt. V prvnim kroku se polymer i latka urena k enkapsulaci rozpusti
Vv rozpoustédle, které je castecn€ misitelné s vodou. Roztok polymeru a léciva se v dalSim
kroku emulguje do vodného roztoku obsahujici stabilizatorem emulze nasyceného
rozpoustédlem. Vznikla emulze se zfedi vodou, coz zpisobi difiizi rozpoustédla z kontinualni
faze a tim dojde 1 k vytvofeni samotnych ¢astic. Rozpoustédlo se nasledné¢ odpafi zahtatim,

Castice se prefiltruji a vysusi [20].

Hlavni vyhodou této metody je jednoduché ovladani velikosti ¢astic a vysoké uéinnosti
zapouzdieni. Naopak nevyhodou muze byt Gnik ¢asti latky uréené k zapouzdieni do vné&jsi
vodné faze. Proto je vhodné pouzivat latky spise lipofilni povahy, nebo latky méné rozpustné

ve vode [21].

3.4 Metoda vysolovani

Tato metoda je v principu podobna metod¢é emulgace difuzi rozpoustédla. Hlavnim rozdilem
je ovSem pouziti rozpousStédla zcela misitelného s vodou (napt. aceton) a jako vné&jsi fazi
vodny roztok obsahujici vysolovaci ¢inidlo (chlorid hofe¢naty, chlorid vapenaty). Castice se
ziskaji reverznim vysolovacim efektem, kdy po nafedéni emulze velkym mnozstvim vody

dojde k vysrazeni polymeru ve formé Castic [21].
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3.5 Formula¢ni proménné parametry pri pripravé castic

Mikroc¢astice s enkapsulovanou aktivni latkou maji nékolik charakteristik, jako je distribuce
velikosti ¢astic, vnitini struktury a morfologie povrchu. Tyto charakteristiky pak v kone¢ném

diasledku urcuji zptisob a rychlost uvolnovani t¢inné latky imobilizované v castici.

Vsechny tyto vlastnosti jsou ovlivnény velkym poctem formulaénich a procesnich
proménnych parametrd, jako jsou fyzikalné- chemické vlastnosti pouzitych material a

provozni podminky pii samotném vyrobnim procesu [5].

Pfi samotném procesu vyroby je pfiprava castic ovlivnéna v prvni fadé mechanickym
michanim (jeho rychlosti a dobou trvani) a dale pouzitim ultrasonifikace pti emulzifikaci,
koncentraci polymeru a enkapsulované latky, koncentraci stabilizatoru ve vné¢jsi vodné fazi.
Jako dalsi faktory miizeme oznaCit i teplotu pfi pfipravé Casti a rychlost michani pii
odpafovani rozpoustédla. Pozornost musi byt vénovana i poméru objeml primarni a

kontinualni faze, a také koncentrace latky, kterou chceme enkapsulovat.

V ramci této diplomové prace byla pozornost zaméfena jednak na vliv ultrasonifikace na
velikost ¢astic a u¢innost U enkapsulace aktivnich latek (u PCL ¢astic). U expandovatelnych
¢astic pak vliv rychlosti michéni, koncentrace stabilizatoru, koncentrace polymeru a vliv

poméru rozpoustédlo/nadouvadlo na velikost ¢astic a vzniklych port.
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4 PRIPRAVA MIKROCASTIC Z PCL METODOU ODPARENI
ROZPOUSTEDLA

Existuje velké mnozstvi prikladi vyuziti metody odpareni rozpoustédla pro enkapsulaci velmi
rozmanitych latek. V nasledujicich bodech je strucné popsano vyuziti této metody pii piiprave
¢astic z polykaprolaktonu (PCL). Shrnuti téchto piikladti véetné rozpustnosti jednotlivych

enkapsulovanych latek je uvedeno v tab.2.
4.1 Systém O/W, S/O/W

4.1.1 Enkapsulace kapsaicinu do PCL ¢astic systémem O/W

Metoda O/W byla pouzita pii enkapsulaci kapsaicinu do PCL mikroc¢astic. Kapsacinoidy maji
protiobézni U¢inky. Kapsacinoidy lze vyuzit pro tlevu od bolesti, pro prevenci proti rakoving
a pro zlepSeni hubnuti. Kapsaicinoidy se vyskytuji hlavné v chilli, ale pro jejich ostrost je
omezeno dlouhodobé uzivani gastrointestinalnim traktem. V uvedené studii bylo déno za cil
piipravit PCL mikroc¢astice s enkapsulovanym kapsaicinem pro oralni podani pro zlepSeni
jejich Zalude¢ni snasSenlivost. Mikrocastice byly pfipraveny pomoci jednoduché emulze O/W
metodou odpareni rozpoustédla. Polymer (PCL, Mw=70 000-90 000 g/mol) byl rozpustén
v organickém rozpoustédle (dichlormethan) s pfidanim kapsaicinu za vzniku organické faze.
Organicka faze se pfida k vodné fazi (2% roztok PVA) za mechanického michani (3 500
ot./min) po dobu 5 minut. Emulze byla michana pfi teploté¢ mistnosti nasledujicich 6 hodin pti
1000 ot./min. Po odpafeni rozpoustédla byly ¢&astice oddé€leny centrifugaci, promyty
destilovanou vodou a usuSeny v suSarné pii teploté cca 40°C po dobu 6 hodin. Takto

piipravené ¢astice mély velikost od 4 do 12 um, u¢innost enkapsulace byla 90-99% [22].

4.1.2 Enkapsulace a-tokoferolu (vitamin E) systémem O/W s pouZzitim

ultrasonifikace

Tato studie byla zaméfena na enkapsulaci a-tokoferolu do PCL ¢astic. A-tokoferol je
antioxidant zndmy téz jako vitamin E, je rozpustny v tucich a zneSkodiiuje volné radikaly.
Ptiprava ¢éstic probehla nasledovné: polymer (PCL, Mw=65 000 g/mol) byl rozpustén spolu s
a-tokoferolem v organickém rozpoustédle (dichlormethan, nebo dichlormethan:acetonitril
v poméru 1:1). Jako vodna faze byl pouzit roztok PVA piipraveny z 2 g polyvinylalkoholu

(PVA) a 100 ml fosfatového pufru. Emulgace probihala pomoci ultrasonifikace v ledové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

lazni. Vznikla emulze O/W byla nésledné¢ michana na magnetickém michadle pti 300 ot./min
po dobu cca 12 hodin. Vytvorené &astice byly oddéleny centrifugaci a lyofilizovany. Uginnost
enkapsulace se pohybovala od 25 do 98%. Z vysledku bylo zjisténo, ze G¢innost enkapsulace
s vys8i koncentraci polymeru (3g, 5g) roste, naopak se zvysujici se dobou ultrasonifikace (1-3
min) klesa. Velikost ¢astic se pohybovala od 250 do 1050 nm. Velikost ¢astic byla ovlivnéna
ne pouze koncentraci polymeru, ale také pouzitim rozpousStédla (dichlormethan;
dichlormethan:hexan (1:1)). Jednozna¢ny vliv na velikost c¢astic méla pak délka
ultrasonifikace. Pozorovanim pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byl zjistén

pravidelny kulovity tvar pfipravenych ¢astic [23].

4.1.3 Enkapsulace fludrokortizonu acetatu systémem O/W

Fludrokortizon acetat se pouziva pii 1€cbé chorob zpiisobenych poruchou endokrinniho
systému. Pfiprava Castic probihala nasledovné: 25 mg poly (e-kaprolaktonu) se rozpustilo
v 10 ml dichlormethanu s riznymi koncentracemi fludrokortizonu acetatu (od 10 do 150 mg),
vSe se michalo na magnetickém michadle. Vznikla organicka faze se vlila do vné&jsi vodné
faze 0,1% roztoku polyvinylalkoholu o ruznych objemech (100-800 ml). Michani probihalo
pfi 1 500 otackach za minutu po dobu 2 hodin, dokud se neodpatilo rozpoustédlo. Castice se
izolovaly filtraci (filtr 45um), tfikrat promyly destilovanou vodou a suSily ve vakuu po dobu
24 hodin. Pomoci SEM bylo pozorovéana v suspenzich s mensim objemem vnéj$i vodné faze
(100 - 400 ml) ptitomnost krystald. Dale bylo pomoci SEM zjisténo, Ze mikrocastice
pfipravené s nizkymi koncentracemi fludrokortisonu vykazuji hladky homogenni povrch bez

znamek krystalizace na povrchu. Velikost pfipravenych ¢astic byla od 20 do 120 um [24].

4.1.4 Enkapsulace p-nitroanilinu a rhodaminu systémem S/O/W

Modifikaci metody O/W je systém S/O/W, kde S znaci pevnou cast. Timto systémem se
zabyva Wang a kol. v praci Distribuce 1éki v poly (e-kaprolakton) mikrosfér. Jako vzorové
slouceniny byl vybran p-nitroanilin a rhodamin B. PCL (MW 10 000) mikrosféry byly
vyrobeny nasledovné: PCL byl rozpustén v 10 ml dichlormethanu, tim se vytvofila organicka
faze (O). K dichlormethanu se davkovaly rdzné koncentrace rhodaminu. Léky v tomto
systému byly pevnou fazi. K organické fazi (O) a pevné fazi (S) se nasledn¢ ptidalo 300 ml
2% roztoku celulozy a vznikla emulze se intenzivné michala do odpafeni rozpoustédla. Po
ukonceni odpafovani rozpoustédla se Castice zfiltrovaly, promyly a lyofilizovaly po dobu
minimalné 24 hodin. Produkty byly uchovavéany pii 4°C pro dalsi analyzy. Vzniklé Castice

vykazovaly kulovity tvar s hladkym povrchem bez porti. Céstice s nitroanilinem mély velikost
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od 50 do 150 um, castice s rhodaminem od 130 do 330 pm. Bylo zjisténo, ze p-nitroanilin
ktery je malo rozpustny ve vod¢ (1mg/l) byl rovnomérné rozmistén uvnitt vyrobenych castic.
Naopak ve vod¢ vice rozpustny rhodamin B (10 mg/l) by rozprostien spiSe na povrchu ¢astic,

coz nasledné vedlo k rychlému uvolnéni 1é¢iva z ¢astice [25].

4.1.5 Enkapsulace norcantharidatu disodného systémem S/O/W

Jako latka pro enkapsulaci byl zvolen norcantharidat disodny (DSNC), coz je u¢inny 1ék proti
rakoviné ledvin, avSak je toxicky pro gastrointestindlni trakt. Pfiprava ¢astic byla nasledujici.
Ve 3 ml dichlormethanu se rozpustilo 50-250 mg DSNC a 150-750 mg poly (e-caprolaktonu)
(MW 50 000), smés se intenzivné homogenizovala v homogenizatoru. Vznikla disperze se po
kapkéch piikapavala do 40 ml 1% roztoku polyvinylalkoholu. Michdni probihalo pti 1 000
otackach za minutu po dobu 1 hodiny, po té nasledovalo odpateni rozpoustédla pod tlakem
(20 kPa) pti stejné rychlosti otacek. Vytvoiené ¢astice se odfiltrovaly, promyly deionizovanou
vodou a vysuSily se v exikatoru pii teploté mistnosti. Bylo zjisténo, ze pii konstantnim
zvySovani mnozstvi polymeru a mnozstvi Iéku a pti pevné rychlosti michani se zvySuje
velikost vytvofenych ¢astic 1 U€¢innost zapouzdieni. Vyrobené castice mély velikost od 39 do
258 um. Pozorovanim pomoci skenovaci elektronové mikroskopie bylo zjisténo ze vytvorené

v

chemickymi vlastnostmi vybraného 1éku [26].

4.1.6 Enkapsulace melarsoprolu systémem S/O/W

Melarsoprol se pouziva pii 1écbé africké tripanosomiazy znamé spiSe pod ndzvem spava
nemoc. Castice byly pfipraveny metodou S/O/W a to nésledujicim zptisobem: 50 mg
melarsoprolu se ptidalo k 10 ml dichlormethanu v némz byl rozpustény poly (e-kaprolakton).
Spatna rozpustnost l1éku vedla ke vzniku suspenze S/O. K suspenzi se pfidal vné&jsi vodna
faze, kterou tvofilo 800 ml 0,1% roztoku polyvinylalkoholu. Mechanickym michanim pfi
1 500 otackach za minutu se docililo vytvoteni emulze S/O/W. Michéani pokracovalo po dalsi
dvé hodiny dokud nedoslo k odpafeni rozpoustédla a vytvrdnuti mikroé¢astic. Castice se
izolovaly filtraci, tiikrat promyly vodou a susily ve vakuu po dobu 24 hodin. Castice byly
nasledné pozorovany pod optickym mikroskopem, jejich velikost byla odhadnuta od 18 do 50
um. Pfi pozorovani pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu bylo zjisténo, Ze Castice

jsou hrubé s krystaly na povrchu [27].
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4.2 Systém W/O/W

4.2.1 Priprava PCL ¢astic bez enkapsulace systémem W/O/W a sledovani vlivu

procesnich proménnych parametra

V praci [28] od Ibraheem a kol. se zabyvali pfipravou polykaprolaktonovych mikroc¢astic
metodou dvojité emulze. Tato emulze byla pfipravena ve dvou krocich. V prvnim kroku byla
pfipravena primarni emulze (W1/O) tak, ze se k vnitini vodni fazi (W) ptidal dichlormethan
(DCM) ve kterém bylo rozpusténé PCL (Mw = 14 000 g/mol). Tyto dva roztoky byly
nasledné homogenizovany za vzniku primarni emulze (W1/O). Ve druhém kroku se primarni
emulze emulgovala s vn&jsi vodni fazi (W,) obsahujici polyvinylalkohol (PVA) (Mowiol® 4-
88, Mw = 31 000 g/mol), ktery slouzil jako stabilizator, pomoci ultra-turrax homogenizatoru
(T-25 basic IKA-WERK) pfi uréitych otackach a uréitém case za vzniku dvojité emulze
(W1/O/ Wy).

Cilem této prace bylo studovat vliv riznych parametrii na vlastnosti pfipravenych ¢astic (napf.
velikost Castic, zeta potencial, morfologie a velikost casti). Dale se sledovaly procesni
parametry jako je obsah polymeru, koncentrace stabilizatoru (PVA), objemy vnitini a vnéjsi

vodné faze, ¢as a rychlost michani v obou krocich emulga¢niho procesu [28].

Touto studii bylo nésledné zjisténo, Ze velikost Castic ovlivnilo michani aZ pfi ptipravé druhé
emulze. ZvySenim otacek michani a prodlouzenim doby michani se docililo mensi velikosti
Castic. Zaroven bylo zpozorovano ze koncentrace polykaprolaktonu neméla na velikost ¢astic
témét zadny vliv. Dale bylo zjisténo, Ze nizké koncentrace stabilizatoru (PVA) vedou
k mensi velikosti ¢astic. Castice byly pozorovany skenovacim elektronovym mikroskopem a
podrobeny dalSimu vyzkumu jako je zkoumani vhodné latky pro enkapsulaci a jeji nasledné

uvolnovani z téchto ¢astic [28].

4.2.2 Enkapsulace hovéziho sérového albuminu systémem W/O/W

V praci [29] se zabyvali pfipravou nanocastic n€kolikanasobnou emulzi. Cilem prace bylo
pfipravit Castice jako potencialni nosice proteinovych 1é¢iv. Jako modelové 1é€ivo byl vybran
hydrofilni hovézi sérovy albumin (BSA). Nejdiive se protein rozpustil v destilované vode,
nasledné se tento roztok emulgoval v dichlormethanu ve kterém byl rozpustény polymer
(polykaprolakton) (MW 42 000, Aldrich, Steinheim, Némecko). Emulgace probihala na
magnetickém michadle pii 1 500 otdckdch za minutu za vzniku primdrni emulze. Tato

primarni emulze se poté homogenizovala s roztokem PVA v ledové lazni po dobu 3 minut.
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Nasledovalo odpafovani dichlormethanu pod tlakem, béhem néj se formuji castice a
enkapsuluji do své struktury modelovou latku. Po odpafeni dichlormethanu se Castice
izolovaly centrifugaci, dvakrat promyly destilovanou vodou a nechaly lyofilizovat. Pfi praci
bylo hodnoceno nékolik proménnych parametri jako mnozstvi proteinu (25-400mg),
koncentrace roztoku PVA (0,05-0,4%), mnozstvi polymeru (0,25-2g) a objem vné&jsi vodné
faze (100-300 ml). Velikost vzniklych ¢astic byla 200-300 nm. Na velikost ¢astic mé&lo vliv
mnozstvi proteinu, jeho zvySenim se zvysila i1 velikost ¢astic. ZvySenim objemu vnéjsi vodné
faze vedlo ke zvySeni uCinnosti zachyceni proteinu a zvySeni velikosti ¢astic. Pfi zvySeni
koncentrace PVA ve vnéjsi vodné fazi doslo ke snizeni velikosti vzniklych ¢astic. Avsak toto

snizeni velikosti nebylo nijak vyrazné [29].

4.2.3 Enkapsulace antikoncep¢nich hormonii systémem W/Q/W

Antikoncepéni latky patfi do skupiny endokrinnich disruptorti (EDC), coz jsou latky které

mohou narusit ¢innost zlaz [30].

Ptikladem je ptipravy injek¢énich mikrocastic obsahujicich antikoncepéni hormony je v [31].
Jako modelové latky byl pouZit levonorgestrel a ethinilestradiol, které jsou béZné obsaZzeny
v antikoncep¢nich pilulkach. Lécivo bylo zde rozpusténo ve smési ethanol/voda v poméru
7:3, smés byla emulgovana v 10 ml dichlormehthanu s rozpusténym polymerem (poly (e-
kaprolakton)). Vznikla emulze byla michana pii 4 000 otackach za minutu po dobu 10 minut,
po té se piidala k vné&jsi vodné fazi kterou tvotil 1% roztok polyvinylalkoholu. Tim vznikl
systém vicenasobné emulze W/O/W. Tato emulze byla nasledné michana po dobu 4 hodin pfi
6 000 otackach za minutu do odpafeni rozpoustédla. Vytvoiené mikrocastice byly oddé€leny
centrifugaci, tfikrat promyty fosfatovym pufrem o pH 7,4 a usuSeny ve vakuu. V této studii
byl sledovan vliv zmény koncentrace polymeru. Vzniklé Castice mély velikost od 8 do 25
um. Také bylo zjisténo, Ze zvySenim koncentrace polymeru v organické fazi vede ke zvyseni

velikosti vzniklych ¢astic. U¢innost enkapsulace byla od 46 do 58% [31].

4.2.4 Enkapsulace BSA systémem W/O/W

Jako modelovou latku autofi [32] vybrali hovézi sérovy albumin (BSA). Roztok BSA (188
mg BSA v Iml ultraisté¢ vody) byl jako vnitini vodna faze. Ta se emulgovala s vné&jsi
organickou fazi (6% roztok PCL (MW44 000) v dichlormethanu) pfi rychlosti 8 000 otacek za
minutu pii teplot€ mistnosti za vzniku emulze voda v oleji W/O. Primarni emulze se

emulgovala s vnéjsi vodnou fazi (50ml 5% roztoku PVA) pfi stejnych podminkach, za vzniku
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emulze voda v oleji ve vodé (W/O/W). Opafovani rozpoustédla probihalo pod tlakem na
magnetickém michadle pii 8000 otackach za minutu pfes noc do nasledujiciho dne. Vzniklé
mikroc¢astice se oddé€lily centrifugaci, tiikrat promyly ultracistou vodou a lyofylizovaly. Ve
studii byly zkoumany G¢inky zmény procesnich parametrti na velikost ¢astic. Jako proménné
byla vybrana koncentrace polymeru, vliv poméru protein/polymer,koncentrace PVA, objem
vnéj$i vodné faze a doba michani. Vysledky ukdzaly, Zze zvySeni koncentrace polymeru
V pevném objemu organického rozpoustédla ma za nasledek zvyseni primérné velikosti ¢astic
a zlepSeni ucinnosti zachyceni proteinu. Dale bylo zjisténo, pii zkoumani vlivu poméru
protein/polymer, ze zvySenim koncentrace BSA pii konstantni hmotnosti polymeru klesa
ucinnost zachyceni BSA v casticich. Pii zméné koncentrace PVA (0,5-10%) byla sledovéna i
zména velikosti ¢astic (8-6 um), tedy se zvySujici se koncentraci PVA ve vodném roztoku se
sniZzovala 1 velikost pfipravenych ¢astic. Sledovanim doby michani pfi konstantni rychlosti
michani (8 000 otdCek za minutu) bylo zjisténo, ze s prodluzujici se dobou michani (2-15
minut) se snizuje velikost Castic, pfiCemz nejlepsi ucinnosti zachyceni se dosahlo pii case 5
minut. Velikost pfipravenych ¢astic se pohybovala od 2 do 10um. V zavéru prace bylo tedy
zjisténo, zZe volbou vhodnych podminek ziskdme hladké kulovité a homogenni PCL ¢astice se

stfedni velikosti 10um [32].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

33

Tab. 2 Souhrn uvedenych prikladii pripravy castic z polykaprolaktonu (PCL) ruznymi systémy metody odpareni rozpoustédla

Polymer

Obsah Velikost Utinnost
/molarni . Enkapsulovana latka o .
Metoda Organicka faze stabilizdtoru ve hmotnost Zpusob Castic enkapsulace EE  Reference
motnos Fai? X
vodné fazi emulgace (jeji rozpustnost ve vod¢) ”
[g/mol] [pm] [%0]
PCL 3500 ot,/min .

Kapsaicin

Oo/w Dichlormethan 2% PVA (Mw=70 000- (5 min) 4-12 90-99 [22]
(nerozpustny ve vod¢)
90 000)
Dichl than: PCL Ultrasonifikace
oW chiormethan: PVA (1-3 min.) a-tokoferol 0,25-1,05 [23]
acetonitril (Mw= 65 000)
- PCL Fludrokortizon acetat

O Dichlormethan 0,1% PVA : 20-120 80 [24]

(Mw=neudano) 400 ot./min (140 mg/l)

Nitroanilin

PCL (2 mg/l) 50 — 150 41- 99
S/IO/W Dichlormethan 2% roztok celulozy [25]
(Mws= 10 000) Rhodamin 130-330 12-39

(10 mgll)
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Obsah Polymer Velikost Utinnost
/molarni . Enkapsulovana latka o .
Metoda Organicka faze stabilizdtoru ve hmotnost Zpusob Castic enkapsulace EE  Reference
motnos foif g
vodné fazi emulgace (jeji rozpustnost ve vod¢) (] [9%]
[g/mol]
Norcantharidat sodny
PCL —
S/IO/W Dichlormethan 1% PVA (DSNC) 39 - 258 2-80 [26]
(Mw= 50 000) )
(vysoce rozpustny)
PCL 13500 Melarsoprol
S/IO/W Dichlormethan 0,1% PVA . 18 — 50 82 [27]
(Mw=neudano) (3 min) (Spatné rozpustny)
W, = voda PCL 17 500
W/OW Dichlormethan . 6-38 [28]
W,=PVA (Mw= 14 000) (5 min.)
W, = voda 1 500 ot./min Hovézi sérovy albumin
PCL
W/O/W Dichlormethan . = 0.05-0,4% , (2 hod) (BSA) 2-10 60-85 [29]
PVA (Mw —neudéno) (rozpustny)
4000 Levonorgestrel,
W, = voda PCL (10 min) (2,05 mg/l)
W/O/W Dichlormethan 8-25 46 — 58 [31]
W,=1% PVA (Mw —neudano) Ethinilestradiol
(11,06 mg/l)
W, = voda PCL 8 000 ot./min v s g , .
W/O/W Dichlormethan Hovezi sérovy albumin 2-6 1-35 [32]

W,=5%PVA  (Mws= 44 000) (BSA)




5 METODY PRIPRAVY EXPANDOVATELNYCH CASTIC

Ptiprava poréznich castic je obdobna jako piiprava jinych mikrocastic, nejcastéji se
pouziva piidavek tzv. porogen (resp. nadouvadlo) v ur¢itém kroku piiprav, ktery zajisti
zadanou poérovitou strukturu castic. Jako nadouvadlo se c¢asto pouziva organické
rozpoustédlo, nemisitelné s vodou, které ma vyssi bod varu nez rozpoustédlo v némz je
rozpustény polymer, ale muze byt také pouzita jina latka, jako je Sumiva sul ¢i parafin.
V kazdém priipad¢ je porogen latka, ktera se prechodné enkapsuluje do matrice ¢astice a po

odpafteni rozpoustédla Se z této matrice riznymi zptsoby odstrani za vzniku pord.

Tedy to znamena, Ze pii pouziti tékavého rozpoustédla jako nadouvadla, se pii odpafovani
rozpoustédla s niz§im bodem varu zformuji ¢astice do kulovitého tvaru a pfi nasledném
odpaieni nadouvadla (vyssi bod varu) se v matrici Castic vytvofi pory. Strucné schéma

ptipravy poréznich ¢astic je zobrazeno na obr.6.

Organickd faze
1. Odpareni rozpoustédla

2. Odpareni nadouvadla

Nadouvadlo Polymer

Prcmyti,
’ separace, ’ sediiRe.
suseni

Tékavé orgenické
rozpouitédlo Kontinualni vodna
faze

Obr. 6 Schéma pripravy expandovatelnych castic

5.1.1 Priprava poréznich ¢astic z PLA metodou odpaieni rozpoustédla

systémem O/W

Metoda, ktera byla pouzita pro pfipravu poréznich ¢astic Vv praktické Casti této prace je
popsana v [33], zde byly pfipraveny porézni ¢astice z PLA (Mw=200 000 g/mol). Stru¢né
lze ptipravu Castic popsat nasledovné: PLA bylo rozpusSténo v dichlormethanu, nasledné
byl pfidan n-hexan v urcitém poméru ku dichlormethanu (vtomto piipadé pomér
dichlormethan/hexan byl 9:1). Jako vodna faze byl pouzit 5% roztok PVA. Timto
zpiisobem bylo pfipraveno devét vzorki u kterych se ménil vzdy jeden procesni parametr
jako je rychlost michani pti emulgaci (300, 500, 800 ot./min), pomér dichlormethan/hexan
(9:1; 9,5:0,5; 8:2) a koncentrace PLA (5%,3%,8%), ostatni parametry byly pfi pfipraveé



vzdy konstantni. V tab.3 jsou uvedeny ménéné parametry a vysledna velikost pfipravenych
¢astic a vzniklych pord. Zvysenim rychlosti michani (vzorek A,B,C) se snizila velikost
Castic a také velikost vzniklych port na nich. ZvySenim koncentrace nadouvadla (n-hexan)
(vzorek D,B.E) se zvysila jak velikost Castic tak velikost vzniklych pora. Snizenim
koncentrace PVA (vzorky B,F) se sice zvysila velikost ¢astic, ale velikost porti na nich se
snizila. ZvySenim koncentrace PLA (vzorky G,B,H) se zvysila velikost Castic a snizila

velikost péra [33].

Tab. 3 Parametry pri pripravé PLA castic, velikost pripravenych cdstic a priimér

vzniklych porif33]

Vzorek  Ceia Ceva Ifn)izlrllaonslt dichlorrl:;)tlrlll;rl/hexan P\l;lel:illzrs:a V?::gﬁ
(W) (W) (ot./min) (um) (um)

A 5% 0,8% 300 9:1 471 2444

B 5% 0,8% 500 91 290 1643

C 5% 0,8% 800 91 176 1242

D 5% 0,8% 500 95:0,5 251 5+1

E 5% 0,8% 500 8:2 413 3045

F 5% 0,5% 500 9:1 390 1042

G 3% 0,8% 500 9:1 241 20+4

H 8% 0,8% 500 9:1 429 7£2

5.1.2 Priprava poréznich ¢astic z PLA metodou W/O/W s hydrogen uhli¢itanem

amonnym jako porogenem

Porézni mikrocastice vyrobené z biologicky rozlozitelnych polymert vykazuji velky
potencial jako mikronosice pro kultivaci bun¢k v tkanovém inzenyrstvi. Naptiklad v [30]
byl biologicky odbouratelny poly (DL -laktid) (PLA), pouzit pro vyrobu poréznich
mikrosfér pripravenych  metodou odpafeni rozpoustédla pomoci dvojité emulze
W/O/W. Porézni polymerni mikrocastice byly vyrobeny modifikaci metody odpafeni
rozpoustédla a to metodou dvojité emulze W/O/W. V této metode se do vnitini vodni faze

(W;) ptidala Sumiva sul, vtomto pfipadé¢ hydrogen uhli¢itan amonny (HN; HCOg).



K vnitini vodné fazi se piidala organicka faze (polymer (PLA) rozpustény V organickém
rozpoustédle), ob¢é faze se emulgovaly vledové lazni pomoci vysokorychlostniho
homogenizatoru z vzniku primarni emulze W1/O. K primarni emulzi byla pfidana druha
vodni faze W, (0,1% roztok PVA) a vse se michalo na magnetickém michadle za vzniku
dvojité emulze. Pti tomto druhém emulga¢nim procesu se rozklada uhli¢itan amonny na
oxid uhli¢ity a amoniak, vzniklé plynové bubliny pak vytvafeji porézni strukturu castic.
V michani se pokracovalo do odpafeni rozpoustédla. Vytvoiené Castice byly nasledné
nékolikrat promyty deionizovanou vodou a ususSily. Primér takto vytvofenych castic se
pohyboval od 150 do 250 um [34].

5.1.3 Priprava poréznich ¢astic kombinaci metody odpareni rozpoustédla a

metody vyplavovani ¢astic S parafinem jak porogenem

V této studii [35] pfipravovali ¢astice kombinaci dvou metod a to metodou odpareni
rozpoustédla a metodou vyplavovani cCastic. Pfiprava castic probihala nasledujici
zpusobem: polymer (PCL) spolu s parafinem by rozpustén v chloroformu za stalého
michéni (pfi teploté nad 20°C, jinak by se parafin mohl vysrazet do roztoku). Tato olejova
faze byla dale vsttikovana do vodného roztoku PVA a vznikld emulze se michala pii 40°C
po nasledujicich 12 hodin. Vzniklé ¢astice (700 do 1000 um) byly promyty, oddéleny
filtraci a lyofilizovany. Po lyofilizaci byly ¢astice ponofeny do n-hexanu pro odstranéni

parafinu, dale promyty ethanolem a destilovanou vodou a usuSeny [35].



II. PRAKTICKA CAST



6 MATERIALY A METODY PRIPRAVY CASTIC

6.1 Material a pristrojové vybaveni

6.1.1 Material

Material pro pripravu PCL castic s enkapsulovanou steroidni latkou

poly (e-kaprolakton) 29 (Mw= 8 333 g/mol; Piirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova v Praze),

poly (e-kaprolakton) 30 (Mw= 19 836 g/mol; Ptirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova v Praze),

polyvinylalkohol (PVA) (Poval ® PVA 205, Kuraray, Japonsko),

chloroform p.a. koncentrovany (Mw= 119,38, IPL, Uhersky Brod),

methanol p.HPLC (chromapur G, Chromservis, Praha),

destilovana voda,

steroidni latky: pB-estradiol (Mw= 272,38 g/mol), progesteron (Mw= 314,46 g/mol),
kortizon 21-acetat (Mw= 402,48 g/mol), hydrokortizon (Mw= 362,46 g/mol)

(vSe Sigma-Aldrich)

Material pro pripravu poréznich ¢astic

Ekoflex (Poly(butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT)) (BASF, USA),
dichlormethan (Mw= 84,93 g/mol,Bod varu = 40°C, Uhersky Brod),
n-hexan (Mw= 86,18 g/mol,Bod varu = 69°C, Uhersky Brod),
polyvinylalkohol (PVA) (Poval ® PVA 205, Kuraray, Japonsko),
methanol p.HPLC (chromapur G, Chromservis, Praha),

destilovana voda.

6.1.2 Pristrojové vybaveni

Piistrojové vybaveni pro pripravu a vyhodnoceni PCL ¢astic s enkapsulovanou

steroidni latkou:

vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax ® (T 18 Basic, IKA ®, Belgie),
ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hradec Kr.),
magnetické michadlo (RH Basic, IKA ®, Belgie),

vakuova pumpa Solid PTFE (KNF Laboport®, Neuberger, USA),



e centrifuga EBA 20 (Hettich, Némecko),

e analyzator Castic Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK),

e lyofilizator Scan Vac (Cool Safe, Labo Gene, Dansko),
e skenovaci elektronovy mikroskop (Tescan, Brno),

e kapalinovy chromatograf — kolona sreverzni fazi 5 pm C 18 (Watrex, Ceska
republika), detektor UV Waters 2487 (Waters, USA)

Pristrojové vybaveni pro pripravu a vyhodnoceni poréznich ¢astic

e Vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax ® (T 18 Basic, IKA ®, Belgie),
e magnetické michadlo (RH Basic, IKA ®, Belgie),

e vakuova pumpa Solid PTFE (KNF Laboport®, Neuberger, USA),

e centrifuga EBA 20 (Hettich, Némecko),

e lyofilizator Scan Vac (Cool Safe, Labo Gene, Dansko),

e opticky mikroskop Olympus (CX31RBSF)

e skenovaci elektronovy mikroskop (Tescan, Brno).

e dvoupaprskovy spekrofotometr Unicam UV 500 (Spectronic Camspec Ltd, UK)

6.1.3 Priprava roztoku PVA

Roztok polyvinylalkoholu byl pouZit jako vnéjsi vodna faze pii pfipravé ¢astic a zaroven

jako stabilizator emulze.

0,5% roztok PVA byl ptipraven nasledovné: do 100 ml odmérné bariky bylo navéazeno 0,5
g PVA (Poval ® 205) nésledné bylo ptfidano cca 50 ml destilované vody. Pro rozpusténi
PVA byl roztok michan pomoci magnetického michadla pfi teplot¢ 60°C po dobu 40
minut. Po ochlazeni roztoku na laboratorni teplotu byl roztok doplnén destilovanou vodou

po rysku a promichan.

6.1.4 Priprava roztoku 10% methanolu

Roztok methanolu byl pouzit pro promivani pfipravenych ¢astic. Roztok byl pfipraven do
100 ml odmérné bainky smichanim 10 ml methanolu v destilované vod¢, doplnén po rysku

destilovanou vodou a promichan.



6.2 Metody pripravy

6.2.1 Priprava PCL castic se steroidy

6.2.1.1 Priprava Castic bez enkapsulace steroidu

Castice bez enkapsulovaného steroidu byly piipraveny metodou O/W odpafenim
rozpoustédla. Nanocastice byly pfipraveny nasledujicim zptisobem: Ve vialce o objemu
cca 10 ml bylo rozpusténo 40 mg polykaprolaktonu (PCL 29, PCL 30) ve 400 pul
chloroformu. K této organické fazi (O) byly poté ptidany 4 ml vnéjsi vodné faze (W)
obsahujici 0,5% PVA, ktery slouzil jako stabilizator emulze. Timto vznikl systém dvou
fazi olej ve vod¢ (O/W). Smés byla homogenizovana pomoci vysokorychlostniho
homogenizatoru (Ultra Turrax T 18 Basic, IKA ®, Belgie) pti 24 000 otackach za minutu
po dobu 5 minut za vzniku emulze. Pro porovnani byly ¢astice z kazdého polymeru
ptipraveny dvakrat, pficemz u jednoho vzorku ze dvojice byla provadéna ultrasonifikace a
u druhého nikoli. Ultrasonifikace  probihala na ultrazvukovém homogenizatoru
SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hradec Kralové) pfi pulzaci 50% a amplitudé
100% po dobu 5 minut. Vzhledem k malému objemu vzorku byl vzorek béhem
homogenizace 1 ultrasonifikace chlazen pomoci ledové tfist¢, aby nedochézelo
k pfedéasnému odpafeni rozpoustédla (chloroform). Po ultrasonifikaci nasledovalo
odpafeni rozpoustédla pod tlakem vytvofenym vyvévou za stdlého michani na
magnetickém michadle (RH Basic, IKA ®, Belgie), pti 140 otackach za minutu do

odpareni rozpoustédla pii laboratorni teplot¢.
U piipravenych Castic byla zméfena velikost ¢astic na Zetasizer (Nano-ZS, Malvern, UK).

Po zméfeni velikosti Gastic byla provedena separace &astic. Céstice byly oddéleny
centrifugaci na malé centrifuze (EBA 20, Hettich, Némecko) pii 6 000 otackéach za minutu
po dobu 15 minut. Po sliti supernatantu byly ¢astice dvakrat promyty 10 ml 10% roztokem
methanolu. Nakonec bylo k promytym ¢asticim piidano 10 ml destilované vody a ¢astice

se nechaly lyofilizovat v lyofilizatoru Scan Vac (Cool Safe, Labo Gene, Dansko).



6.2.1.2 Priprava Castic S enkapsulovanym steroidem

Nanocéstice byly ptipraveny metodou odpateni rozpoustédla a to metodou jednoduché

emulze O/W. Tato metoda je rovnéZ popsana vyse pii piiprave ¢astic bez steroidu.

Do vialky bylo navazeno 40 mg polykaprolaktonu (PCL 29, PCL 30) a 8 mg steroidu (j3-
estradiol, progesteron, kortizon 21-acetat, hydrokortizon). V§e bylo nasledné rozpusténo ve
400 pl chloroformu. U pB-estradiolu a hydrokortizonu bylo, pro zlepSeni rozpustnosti
steroidu, pfidano jest¢ 40 ul methanolu. K rozpusténému polymeru se steroidem byly
ptidany 4 ml 0,5% vodného roztoku PVA. Smés byla homogenizovana pomoci
vysokorychlostniho homogenizatoru (Ultra Turrax T 18 Basic, IKA ®, Belgie) pii 24 000
otakach za minutu po dobu 5 minut za vzniku emulze. Nasledovala ultrasonifikace na
ultrazvukovém homogenizatoru SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hradec Kralové)
pii pulzaci 50% a amplitudé 100% po dobu 5 minut. Po ultrasonifikaci bylo z emulze pod
tlakem odpafovano rozpoustédlo, za stalého michani, na magnetickém michadle (RH

Basic, IKA ®, Belgie) pii 330 otackach za minutu pfi laboratorni teplotg.

U piipravenych ¢astic byla zméfena velikost ¢astic na analyzatoru Castic Zetasizer (Nano-

ZS, Malvern, UK).

Po zméfeni velikosti ¢astic byla provedena separace &astic. Castice byly oddéleny
centrifugaci na malé centrifuze (EBA 20, Hettich, Némecko) pii 6 000 otackach za minutu
po dobu 15 minut. Po sliti supernatantu byly ¢astice dvakrat promyty 10 ml 10% roztoku
methanolu. Nakonec bylo k promytym ¢&asticim ptidano 10 ml destilované vody a Castice

se nechaly lyofilizovat v lyofilizatoru Scan Vac (Cool Safe, Labo Gene, Dansko).

Z lyofilizovanych ¢&astic byl vybran vzorek, ktery byl pozorovan pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (Tescan, Brno). Dale byla sledovana ucinnost enkapsulace
pomoci kapalinové chromatografie. V tab.4 je popsano sloZeni jednotlivych vzorki véetné

jejich oznaceni.



Tab. 4 Slozeni jednotlivych vzorki pri priprave castic s pouzitim ultrazvuku (ULT)

Oznaceni vzorku Polymer Steroid Rozpoustédlo
PR30 ULT Progesteron 400 pl chloroform
KO 30 ULT Kortizon 21-acetat 400 pl chloroform

J’_
HY 30 ULT PCL 30 Hydrokortizon 400 I chloroform
40 pl methanol
J’_
ES 30 ULT B-estradiol 400 ul chloroform
40 pl methanol
PR 29 ULT Progesteron 400 pl chloroform
KO 29 ULT Kortizon 21-acetat 400 pl chloroform
. +
HY 29 ULT PCL 29 Hydrokortizon 400 ul chloroform
40 pl methanol
J’_
ES 29 ULT B-estradiol 400 ul chloroform

40 pl methanol

6.2.1.3 Priprava Castic s enkapsulovanym steroidem bez ultrasonifikace

Tyto Castice byly pfipraveny obdobnym zplsobem jako vySe uvedené Castice, avSak bez
ultrasonifikace. Tedy nésledovné: polymer byl spolu s pfisluSnym steroidem rozpustén
v rozpoustédle (chloroform, ptipadné chloroform + methanol v poméru 10:1), nasledné
byla pfidana vn&jsi vodna faze v podobé 0,5% roztoku PVA. Smés byla homogenizovana
pfi 24 000 otackach za minutu po dobu 5 minut za stdlého chlazeni pomoci ledové tiisté.
Nasledovalo odpatfeni rozpoustédla pod tlakem pii 140-340 otackdch za minutu do
odpateni rozpoustédla. Po odpatfeni rozpoustédla byla u Castic zméfena velikost, ¢astice

byly oddéleny centrifugaci a dvakrat promyty 10% roztokem methanolu. Promyté ¢astice

spolu s 10 ml destilované vody byly ponechany k lyofilizaci.

Byla zjistovana ucinnost enkapsulace pomoci kapalinové chromatografie. Tabulka 5

popisuje sloZeni jednotlivych vzorka a jejich oznaceni.



Tab. 5 Slozeni jednotlivych vzorki pri pripravé castic bez ultasonifikace (BU)

Oznaceni vzorku Polymer Steroid Rozpoustédlo
ES29BU PCL 29 B-estradiol 400 pl chloroform +
ES 30 BU PCL 30 B-estradiol 40 pl methanol
PR 29 BU PCL 29 Progesteron

400 pl chloroform
PR 30 BU PCL 30 Progesteron
KO 29 BU PCL 29 Kortizon 21-acetat

400 pl chloroform
KO 30 BU PCL 30 Kortizon 21-acetat
HY 29 BU PCL 29 Hydrokortizon 400 ul chloroform +
HY 30 BU PCL 30 Hydrokortizon 40 pl methanol

6.2.2 Priprava poréznich ¢éastic

6.2.2.1 Metoda piipravy poréznich Cdstic

Do vialky o objemu cca 20 ml bylo navdZeno cca 100 mg polymeru, jako polymer byl
zvolen poly (butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT). 100 mg PBAT bylo rozpusténo
Vv rozpoustédle slozeném z hexanu a dichlormethanu v riznych pomérech (9:1, 19:1, 39:1).
Po rozpusténi polymeru bylo ptidano 10 ml roztoku PVA (0,5%, 0,25%, 0,1%, 0,05%).
Systém dvou fazi (O/W) byl michan pomoci vysokorychlostniho homogenizatoru Ultra
turrax (6 000 ot/min, 24 000 ot/min) po dobu 5 minut za vzniku emulze. Vznikla emulze
byla ponechdna na michadle pii 200 otackach za minutu k volnému odpatfovani. Po
odpafeni rozpoustédla byla zméfena velikost pfipravenych ¢astic pomoci optického
mikroskopu. Castice byly oddéleny centrifugaci a dvakrat promyty 10% roztokem
methanolu. Po sliti supernatantu bylo k oddélenym casticim piidano 10 ml destilované
vody. Céstice se po té nechaly lyofilizovat do druhého dne. Vybrané vzorky byly dale
pozorovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Byl sledovan dale vliv zmény
nékterych parametru (tab.6) na velikost a distribuci ¢astic. V pfipadé né€kterych Castic byla
pozorovana morfologie pomoci SEM. Castice byly dale pouzity pro stanoveni jejich

sorpénich schopnosti, konkrétn¢ pro sorpci bisfenolu A.



Tab. 6 slozeni jednotlivych vzorkii a procesni parametry pri pripravé poréznich cdstic

Naviarka Pomér Koncentrace Rychlost
Oznaceni ] Dichlormethan  n-Hexan L
polymeru Dichlormethan: n- PVA michani
vzorku [mi] [mI]
[mg] Hexan [%] [ot./min ]
El 107,5 9:1 0,900 0,100 0,50 6 000
E2 104,0 19:1 0,950 0,050 0,50 6 000
E3 105,7 39:1 0,975 0,025 0,50 6 000
EKO 1 118,6 9:1 0,900 0,100 0,50 24000
EKO 2 112,9 19:1 0,950 0,050 0,50 24000
EKO 3 107,5 39:1 0,975 0,025 0,50 24 000
FLEX 1 102.9 9:1 0,900 0,100 0,25 6 000
FLEX 2 103,0 91 0,900 0,100 0,10 6 000
FLEX 3 110,2 9:1 0,900 0,100 0,05 6 000
EK 50 50,2 9:1 0,900 0,100 0,50 6 000
EK 200 197,2 9:1 0,900 0,100 0,50 6 000

6.3 Charakterizace ¢astic

6.3.1 Velikost ¢astic

U pftipravenych castic byla nejdiive zméfena jejich velikost a to bud’ pomoci Zetasizer

nano nebo optickym mikroskopem v programu Qwick Photo Camera 2.2. Po zméfeni

velikosti ¢astic byly ¢astice lyofilizovany.

Zetasizer pomaha charakterizovat koloidni ¢astice, nanocastice, makromolekuly polymerii

a proteinové roztoky. Méfeni je zalozeno na principu dynamického rozptylu svétla (DLS),

které spociva v tom, ze jemné Castice a molekuly jsou v neustdlém ndhodném tepelném

pohybu (tzv. Browniiv pohyb). Mensi castice se rozptyluji rychleji nez vétsi castice.

Rychlost Brownova pohybu je tedy urcena teplotou, a proto je teplotni ovladani nezbytné

pro pfesné metfeni. Pro méfeni rychlosti diftize se pouziva laser. Intenzita rozptylu se



v uréitém uhlu s asem meéni, t0 je detekovano za pouziti lavinové fotodiody (APD).

Zmény intenzity jsou digitaln¢ analyzovany, a je vytvotrena korelacni funkce [36].

Velikost ¢astic byla métena pii 25°C vzdy tiikrat vedle sebe, pomoci analyzatoru ¢astic dle

navodu od vyrobce.

Expandovatelné Castice byly pozorovany pomoci optické mikroskopie a to optickym
mikroskopem OLYMPUS pii zvétseni 400x, jejich velikost byla vyhodnocena v PC
programu Qwick Photo Camera 2.2. Z vyslednych hodnot byla uréena distribuce velikosti

¢astic a primérna velikost ¢astic.
6.3.2 SEM

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) umoziiuje pozorovani a charakterizaci
heterogennich organickych a anorganickych materiald v rozmezi nanOmetri az
mikrometrt. Elektronovou mikroskopii ziskdme trojrozmérny obraz povrchu Siroké skaly

materiald se zvétsenim 10 — 10 000x.

SEM umoziiuje zobrazeni povrchu struktur. Vzorek materialu se pokryje ultratenkou
vrstvou kovu a skenuje se svazkem elektronii. Detekuji se jak rozptylené, tak ze vzorku
vyrazené elektrony. Ze ziskaného signalu se rekonstruuje obraz povrchu vzorku. Aby se

zabranilo atmosférického vlivu na primérni a sekundarni elektrony, pracuje se za vysokého

vakua [37].

V naSem piipad¢ byly vzorky pokryty Platino-Paladiovou vrstvou. Vzorek
s enkapsulovanou latkou byl pozorovan pii zvétseni 40 000x, s pouzitim SE detektoru a
urychlovacim napétim elektrontt 10 00kV. Vzorky poréznich Castic byly pozorovany pfi

zvétseni 5 000x a 2 000x s pouzitim BSE detektoru pii urychlovacim napéti elektront
5 000kV.

6.3.3 Utinnost zapouzdieni enkapsulované latky (EE)

Utinnost enkapsulace (EE) byla definovana jako pomér mezi hmotnosti zapouzdifeného
steroidu ku jeho celkové hmotnosti na zacatku procesu.
Utinnost enkapsulace 1ze vypogitat pomoci rovnice (1):

hmotnost enkapsulovaného steroidu

EE (%) =

100 (1)

pocateini hmotnost steroidu



Pticemz koncentrace enkapsulovan¢ho steroidu byla zjisténa tak, ze 1mg pfipravenych
¢astic bylo louzeno v 5 ml methanolu. Uvolnény steroid byl nasledné stanoven pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Koncentrace steroidli byla analyzovana
pomoci HPLC na uzaviené koloné s reverzni fazi Reprosil 5 pum C18 (Watrex, Ceska
republika), mobilni faze byla methanol/voda (60:40). Pratok mobilni faze byl 1 ml/min
S duélni detekci pomoci UV detektoru pti 200 a 240 nm.

V tab. 7 jsou uvedeny rozpustnosti jednotlivych steroidnich latek ve vod¢ a vinova délka
pouzita pii méteni. V tab. 8 jsou uvedeny vysledky méieni na kapalinovém chromatografu,

ze kterych byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky (obr 9-12).

Tab. 7 Rozpustnost jednotlivych bioaktivnich latek ve vode

Rozpustnost v H,O [mg-17]

Steroidni latka Alnm]
P¥i 25°C
[-estradiol 3,90 200
Progesteron 8,81 200
Kortizon 21-acetat 27,80 200
Hydrokortizon 320,00 240

Tab. 8 Vysledky méreni pomoci kapalinové chromatografie pro stanoveni kalibracnich

krivek jednotlivych hormonii

) _ Kortizon 21- ]
Typ steroidu p-estradiol Progesteron Hydrokortizon
acetat
Vinova délka 200 200 200 240
[nm]
Retencni Cas 15,5 34,5 9,9 7,2
[min]
Koncentrace
Plocha piku [-]
[mg/l]
50 1150853 362245 256884 299247
1,0 199000 66630 51776 62386

0,1 30846 7525 4433 4907




6.3.4 Stanoveni mnozstvi steroidu v ¢asticich SL

Mnozstvi steroidu v ¢asticich — steroid loading (SL %) bylo definovano jako mnozstvi
zapouzdiené steroidni latky dé€lené konecnou hmotnosti ¢astic se zapouzdienym steroidem,
popsané v rovnici (2):

hmotnost enkapsulovaného steroidu

SL (%) = =100

hmotnost c¢astic

@)

6.3.5 Sorpcni schopnost poréznich ¢astic

Expandovatelné castice byly pouzity pro zjisténi jejich sorpcnich schopnosti. Jako latka
pro sorpci byl vybran bisfenol A, coz je toxické latka schopnd naruSovat funkci hormonii
vyuzivajici se pii vyrobé epoxidovych pryskyfic a polykarbonati ze kterych se vyrabi i
kojenecké lahve. Bisfenol A je vsoucasné dobé vSudypiitomny, byl zaznamenan
Vv ovzdusi, vod¢, téle zivocich i v lidské tkani. Tato latka je zatazena jako latka zdravi
Skodliva.

Postup experimentu byl nasledujici:

Navazilo se 20 mg poréznich ¢astic ke kterym byly pfidany 4 ml roztoku bisfenolu A o
koncetraci 500 mg/l. Suspenze byla ponechana k sorpci po dobu 72 hodin na tiepacce pii
180 ot./min pfi teploté 25°C. Po uplynulé dob¢ se vzorky piefiltrovaly ptes filtr 0,22 pm a
byla zméfena jejich absorbance pfi A= 276 nm. Byla také zmétena kalibrac¢ni kiivka

bisfenolu A z niz bylo vypocitano mnozstvi adsorbované latky.

Pro porovnani byly ptipraveny ¢astice bez porta (ECO nano) a to tak ze 100 mg PBAT bylo
rozpu$téno v chloroformu, jako vodnd faze slouzil 0,5% roztok PVA. Ob¢ faze byly
dispergovany pomoci ultrazvukové hiidelové michacky. Poté nésledovalo odpateni

rozpoustédla. Timto zplisobem byly pfipraveny Castice s velikosti pfiblizn€ 0,57um.



7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 PCL castice a enkapsulace steroidnich latek

Cilem této studie bylo pozorovat moznosti enkapsulace steroidnich latek liSicich se
vyznamné svou rozpustnosti ve vodé do matrice dvou typt PCL s riznou molekulovou

hmotnosti.

7.1.1 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic byla stanovena pomoci Zetasizer Nano, vzorky byly méfeny tfikrat vedle
sebe. Primérna velikost ¢astic a polydisperzita jsou uvedeny v tab.9 pro ¢astice z PCL 29 a
v tab.10 pro ¢astice ptipravené z PCL 30. Dale je zde uveden vytézek piipravenych ¢astic.
Pomoci pouzité metody se nam podafilo piipravit ¢astice submikrometrovych rozméri
zhruba v rozsahu 400-700 nm. Pfi porovnani vysledkt ziskanych pro oba typy PCL je
patrné, Ze molekulova hmotnost pouzitych nizkomolekularnich PCL nemé v tomto ptipadé

zasadni vliv na velikost ¢astic.

U obou typt polymert také neni vidét vyrazny vliv ultrasonifikace na velikost ¢astic,
pouze u castic z PCL 29 s enkapsulovanym B-estradiolem (ES 29 ULT, ES 29 BU) a
kortizonem (KO 29 ULT, KO 29 ULT) je jiz znatelny rozdil. Vliv ultrazvuku
pravdépodobné nehral tak zasadni roli jak by se mohlo ocekavat, jelikoz velikost
emulzniho systému a diky tomu vyslednych ¢astic byla jiz zmenSena natolik
vysokorychlostnim homogenizatorem, Ze energie ultrazvuku nebyla jiz pro dalsi zjemnéni

emulze dostacujici.

Velikost ¢astic nebyla, tomto pfipad¢, nijak vyrazné ovlivnéna ani druhem enkapsulované
latky a jak je patrné z vysledkli pro ucinnost enkapsulace ani mnoZstvim enkapsulované
latky (kapitola 7.1.2). Maly vliv mnozZstvi enkapsulované latky na velikost ¢astic

piipravenych metodou odpateni rozpoustédla byl jiz pozorovan v praci [16].

Na obr. 7 je znazornéno porovnani primérnych velikosti ¢astic, véetné jejich chybovych
usecek, z PCL 29 s pouzitim ultrasonifikace pfi pfipraveé a bez jeho pouziti. Na obr. 8 je
znazornéno porovnani pro castice piipraven¢ z PCL 30s ultrasonifikaci a bez
ultrasonifikace. Zde lze pozorovat pouze maly vliv na velikost ¢astic, s maximalnim

rozdilem velikostech Castic u jednotlivych steroidi do 50 nm.



V tab.9 je také uveden vytézek cCastic, tato nizka hodnota je ovlivnéna pravdépodobné
nékolika procesy béhem piipravy a to dekantaci a liofilizaci. Pii dekantaci a promyvani se
znacné mnozstvi Castic, diky své malé hmotnosti, odplavi. U lyofilizaci dochéazelo zase
Vv tletu lyofilizovanych ¢astic. Pro vyssi vytézek by bylo nutné zménit zptsob promyvani a

separace castic, a pti procesu lyofilizace zamezit tletu ¢astic.

Tab. 9 Vysledky méreni velikosti ¢astic pomoci Zetasizer pro PCL 29

Primérna . . Vytézek
Ozna&eni Polydisperzita
Popis velikost ¢astic [%]
vzorku [1]
vzorku [nm]
PR 29 ULT Progesteron 691,8 + 11,99 0,285+ 0,01 28,33
KO 29 ULT Kortizon 21-acetat 485,5 + 3,77 0,355 + 0,02 32,50
HY 29 ULT Hydrokortizon 446,8 £ 2,54 0,245+ 0,00 20,21
ES 29 ULT B-estradiol 4144 £ 3,35 0,296 + 0,02 33,33
B-estradiol
ES 29 BU - 682,3+ 9,23 0,420 + 0,04 32,74
Bez ultrasonifikace
Progesteron
PR 29 BU - 670,6 + 5,36 0,384 + 0,02 41,42
Bez ultrasonifikace
Kortizon 21-acetat
KO 29 BU y 687,7 £ 19,44 0,398 + 0,03 36,66
Bez ultrasonifikace
Hydrokortizon
HY 29 BU 3 506,7 + 6,56 0,268 + 0,00 23,28
Bez ultrasonifikace
C29 ULT Cisty PCL 29 543,0 £ 6,44 0,375+ 0,02 36,59
v Cisty PCL 29
C29BU 629,0 £ 9,81 0,375+ 0,01 40,49

Bez ultrasonifikace
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Obr. 7 Porovnani velikosti castic z PCL 29 vzhledem k pouziti ultrasonifikace

Tab. 10 Vysledky méreni velikosti castic na Zetasizer pro PCL 30

682 692 79 688
629 T = I
I
486 >07
447 ==
415
B-estradiol Progesteron Kortizon 21-acetdt  Hydrokortizon

Priamérna

Oznadeni Polydisperzita Vytézek
< Popis vzorku ' velikost ¢astic
VZOrKu 0,
o (1] (%]
PR30 ULT Progestron 6425+ 714 0398+ 0,03 2354
KO30 ULT  Kotizon2lacetit 66874+ 34,86 0,405+ 0,02 25,63
HY 30 ULT  *Hwrokotizon 60914 452 0,371+ 0,02 30,21
ES30 ULT B-estradiol 6097+ 558 0,309 = 0,04 36,67
- diol
ES 30 BU restradll 6116+ 509 0,395+ 0,01 33,94
Bez ultrasonifikace
PR 30 BU Progesteron 6964 £19.07 0508010 39,59
Bez ultrasonifikace
Korti 21-aceta
KO 30 BU oron#eeet 608,74 16,69 0,366 + 0,02 34,94
Bez ultrasonifikace
drokorti
HY 30 BU ekt 65,0+ 387 0,235+ 0,02 17,39
Bez ultrasonifikace
C 30 ULT Cisty PCL 30 480,2 + 4,00 0,270 + 0,01 34,07
¢ 30 BU PO 51634 365 0297+ 002 25,92

Bez ultrasonifikace
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Obr. 8 Porovnani velikosti castic pripravenych z PCL 30 vzhledem k pouZiti ultrasonifikace

V porovnani s jinymi zde uvedenymi metodami piipravy castic byly v ramci této prace
pfipraveny castice s mensi velikosti neZ ve vySe uvedenych studiich. Mala velikost ¢astic
porovnali velikost ¢astic s velikosti pfipravenych ¢astic v [28], které byly vytvoteny z PCL
podobné molarni hmotnosti s nizsi rychlosti michani pfi emulgaci, ale metodou dvojité
emulze, Castice vytvoiené v rdmci této prace budou opét mensi. Miizeme se tedy domnivat,
Ze existuje moznost zme&ny velikosti ¢astic pfi zméné emulzniho systému, tedy Ze pfii
pouziti metody jednoduché emulze (O/W) s vysokou rychlosti michani lze pfipravit ¢astice

s mensi velikosti nez pii pouziti metody dvojité emulze (W/O/W).

we

7.1.2 Stanoveni u¢innosti enkapsulace EE steroidi v polymeru pomoci

kapalinové chromatografie

Pro kazdou ze steroidnich latek byla stanovena kalibra¢ni kiivka (Obr. 9-12) z niZ nasledné
byla vypoctena koncentrace enkapsulované latky. Vysledky ucinnosti enkapsulace pro

jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tab.11.



Plocha piku [-]

1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Plocha piku [-]

300000

250000

-]

200000

150000

100000

Plocha piku [

50000

0

y = 231425x - 10332
R>=0,9989

Clmg- 1]

Obr. 9 Kalibracni kifivka pro p-estradiol

y = 72851x - 2663,9

R2? =0,9997
0 1 2 3 4 5
C[mg1?]
Obr. 10 Kalibracni krivka pro Progesteron
y =51447x - 243,77
0 2 Clmg:' 4
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Obr. 12: Kalibracni kiivka pro Hydrokortizon

Utinnost enkapsulace byla zjisténa z koncentrace enkapsulovaného hormonu, kterd byla
zjisténa kapalinou chromatografii, vypoétem z rovnice (1). Dale bylo vypocitano steroidni
zatizeni castic podle rovnice (2). Vtab.l11 jsou uvedeny vysledky vypocti ucinnosti
enkapsulace EE a steroidniho zatizeni castic SL pro jednotlivé vzorky s enkapsulovanou

steroidni latkou.

Tab. 11 Ucinnost enkapsulace EE steroidii u jednotlivych vzorkii

Mnozstvi
« . steroidu Utinnost
OVZZI::T(T] Polymer  Steroidni latka Vv €asticich  enkapsulace
SL EE [%]
[%0]
ES29 ULT PCL 29 B-estradiol 20,90 100
2
g ES 30 ULT PCL 30 B-estradiol 21,05 100
‘=
§ PR 29 ULT PCL 29 Progesteron 14,58 72,44
L
) PR30ULT PCL30 Progesteron 13,34 66,52
@
§ KO29ULT PCL29 Kortizon 21-acetat 23,59 100
«
% KO 30 ULT PCL30 Kortizon 21-acetat 19,72 95,98
(=%
§ HY 29 ULT PCL 29 Hydrokortizon 2,97 14,84
O HY 30 ULT PCL30  Hydrokortizon 2,09 10,39




Mnozstvi

. steroidu Utinnost
O\,Zzl::f:n Polymer  Steroidni latka Vv €asticich  enkapsulace
SL EE [%]
[%6]
o ES 29 BU PCL 29 B-estradiol 217,75 100
[P}
<
= ES30BU  PCL 30 B-estradiol 24,11 100
=
(=]
§ PR 29 BU PCL 29 Progesteron 14,87 75,21
: PR 30 BU PCL 30 Progesteron 21,64 100
%)
=
= KO 29 BU PCL29 Kortizon 21-acetat 14,92 70,34
%}
>
£ KO30BU PCL30 Kortizon 21-acetit =~ 20,48 97,28
Ko
; HY 29 BU PCL 29 Hydrokortizon 1,38 6,73
)&3 HY 30 BU PCL 30 Hydrokortizon 0,32 1,59

Pro nékolik pouzitych steroidnich latek byla u¢innost enkapsulace piiblizné 100%, v téchto
pfipadech se miZeme domnivat Ze enkapsulovana latka nahradila ¢ast matrice polymeru,
tedy enkapsulace probé¢hla na tkor ztraty polymeru béhem ptipravy. Rozhodné miizeme
potvrdit, Ze G¢innost enkapsulace byla vySsi u latek, které maji niz8i rozpustnost ve vodé.
U latek s vysokou rozpustnosti ve vodé, jako je hydrokortizon byla G¢innost enkapsulace

velmi nizka.

Jak 1ze pozorovat na obr.13 a obr.14 ucinnost enkapsulace pravdépodobné nijak razantné
neovlivnilo pouziti ultrasonifikace pii pripravé ¢astic. Nicméné v nékterych piipadech je
byly zaznamenany vyrazng&jsi rozdily v pouziti ultrazvuku a to v ptfipadé enkapsulace
progesteronu do matrice PCL 30 (PR 30 BU, ULT) a hydrodrocortisonu do PCL 29 (KO
29 BU, ULT). V prvnim pfipad¢ je ucinnost enkapsulace s pouzitim ultrazvuku mensi ve
druhém vétsi. Mensi ucinnost enkapsulace byla zaznamendna také v pfipadé enkapsulace

hydrocortisonu do obou typti PCL bez pouziti ultrazvuku (HY 29 BU, HY 30 BU).
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Obr. 14 Ucinnost enkapsulace pro PCL 30 vzhledem k pouziti
ultrasonifikace

V porovnani s jinymi studiemi je ucinnost enkapsulace pro latky malo rozpustné az
nerozpustné (B-estradiol, progesteron) podobna. Napiiklad u prace [26], kdy byl
enkapsulovan nerozpustny kapsaicin byla Gi¢innost enkapsulace az 99%. U rhodaminu B,
uvadéného ve stejné praci [26], je rozpustnost piiblizn€ stejnd jako u progesteronu,
ucinnost enkapsulace je vSak dvakrat az tfikrat niz$i nez u ¢astic vytvorenych v ramci této

prace.

U latek vice rozpustnych ve vodé (hydrokortizon) byla stanovena nizkd ucinnost

enkapsulace, podobn¢ nizka ucinnost enkapsulace byla stanovena i v praci [32], kdy byl



enkapsulovan hovézi sérovy albumin (BSA) za pfiblizné stejnych podminkach pfi

emulgaci.

7.1.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Tvar vyslednych ¢astic byl pozorovan pomoci SEM pii zvétseni 40 000x pro vzorek ES 29
ULT, ktery byl vybran jako vhodny piiklad, jelikoz obsahoval maximalni mnozstvi
steroidu, které mize ovlivnit. Jak je mozné vidét na obr. 15 ¢éstice jsou kolovitého tvaru,
neptili§ polydisperzniho charakteru odpovidajici submikrometrovych rozmérim

naméfenych pomoci zeta-sizeru.

SEM HV: 10.00 KV WD: 11.4000 mm ] VEGAW TESCAN
SEMMAG:40.02kx  Det: SE Detector 1 um 7
Date(m/dfy): 05/07/14 PC: 16 Digital Microscopy Imaging n

Obr. 15 Vzorek PR 29 ULT, pri zvétseni 40 000

7.2 Expandované Castice

Cilem této studie byla optimalizace metody pro ptipravu poréznich mikroc¢astic z materialu

Ecoflex a studium vlivu procesnich parametri a podminek na velikost ptipravenych ¢éstic.
7.2.1 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost ptipravenych ¢astic se stanovila pomoci optického mikroskopu v programu Quick
Photo Camera. Praimérné velikosti pfipravenych ¢asti a vytézek je zaznamenan v tab.16.

Porovnani primérnych velikosti je znazornéno na obr.24.



Studium vlivu mnoZstvi nadouvadla p¥i rychlosti homogenizace 6000 ot/min

Byla studovana distribuce velikosti ¢astic u jednotlivych vzorkt. U vzorku E 1-3 byl
ménén pomér rozpoustédlo/nadouvadlo. V tab.12 jsou uvedeny vysledky distribuce
velikosti ¢astic pro vzorky E1,E2 a E3. Na obr 16 a) je histogram velikosti ¢astic pro
vzorek E1, kde byl pomér dichlormethan/hexan 9:1 a rychlost michani pfi emulgaci 6 000
ot/min., nejvetsi zastoupeni v tomto vzorku mély ¢astice s velikosti do 5 um. Na obr.16 b)
je znazornéna distribuce velikosti ¢astic pro vzorek E2 kde byl pomér dichlormethan/hexan
19:1, zde byla distribuce velikosti ¢astice zna¢né polydisperzni. Obr. 16 c) popisuje
distribuci velikosti ¢asti pro vzorek E 3, kdy byl pomér dichlormethan/hexan 39:1. U
tohoto vzorku obdobné jako u vzorku El ptevladaly ¢astice s velikosti do 5 um. Na obr.17

jsou znazornény distribuce velikosti ¢astic pro vzorky E 1, E2, E3.

Tab. 12 Distribuce velikosti castic pro vzorky (poméer ChCI3:n-
hexan): E1(9:1), E2(19:1), E3(39:1); rychlost michani 6 000

ot./min

Velikost ¢astic Hmotnostni zastoupeni [%]

[m] El E2 E3
1-5 46,30 21,45 45,45
5-10 25,40 28,03 29,87
10-20 18,97 28,37 14,29
20-50 9,32 0,69 10,39

Pramérna velikost [um] 8,02 13,94 8,06
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Obr. 16 Histogramy distribuce velikosti poréznich mikrocdastic. a) vzorek El, b) vzorek
E2, ¢) vzorek E3
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Obr. 17 Histogram distribuce velikosti poréznich mikrocastic, porovnani

vzorki E1 (CH,Cly:n-hexan 9:1), E2(19:1), E3(39:1) — emulzifikace pri 6 000
ot./min



Studium vlivu rychlosti homogenizace pii24 000 ot/min na velikost ¢astic

U série vzorkii EKO byla oproti pfedchozi sérii (E) zvySena rychlost otacek pfii
emulzifikaci. Obr.18 a)b)c) popisuje distribuci velikosti ¢astic u vzorkit EKO 1, EKO 2,
EKO 3. Z histogramt je patrné Ze ¢astice méli velikost maximalné 10um. Na obr.19 kde
Jsou znazornény vSechny histogramy pro vzorky EKO je patrné, Ze nejvétsi zastoupeni u

téchto vzorki maji ¢astice od 1 do 3 um. Distribuce velikosti ¢astic je uvedena v tab.13.

Vliv zmény rychlosti michani je Iépe zndzornény na obr.24, kde jej lze porovnat

s ¢asticemi E1-3, které byly homogenizovany pfi rychlosti 6 000 ot./min.

Tab. 13 Distribuce velikosti cdstic pro vzorky (pomeér CH,Cly:n-
hexan): EKO1(9:1), EKO2(19:1), EKO3(39:1), rychlost michdni
24000 ot./min

Velikost Castic Hmotnostni zastoupeni [%]
[m] EKO 1 EKO 2 EKO 3
0-1 3,18 2,33 17,79
1-2 50,34 32 68,92
2-3 35,20 41,5 10,78
3-5 10,65 20,17 2,51
5-10 0,62 4 0
Pramérna velikost [um] 1,58 2,03 1,04
a) b)
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Obr 18 Histogramy distribuce velikosti poréznich mikrocdastic a) vzorek EKO 1I;

b) vzorek EKO 2; c) vzorek EKO 3
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Obr. 19 Porovnani distribuce velikosti ¢astic u vzorkii EKOI, EKO2,
EKO3

Studium vlivu zmény koncentrace stabilizatoru emulze na velikost ¢astic

U vzorkt s nazvem FLEX byla ménéna koncentrace stabilizatoru emulze (PVA). Rychlost
otacek (6 000ot/min), pomér rozpoustédlo/nadouvadlo (9:1) a mnozstvi polymeru (100
mg) byly konstantni. Distribuci velikosti ¢astic shrnuje tab.14 a popisuje obr.20. Na obr. 21

je znazornéno porovnani distribuce velikosti ¢astic vSech vzorki FLEX.



Hmotnostni pomér [%0]

Hmotnostni pomér [%0]

Tab. 14 Distribuce velikosti ¢astic pro vzorky (koncentrace PVA)

FLEX 1(0,25%),FLEX 2(0,10%), FLEX 3(0,05%)

Velikost ¢astic

Hmotnostni zastoupeni [%]

[nm] E1l FLEX1 FLEX?2 FLEX3
1-5 46,30 6,96 31,82 37,5
5-10 25,40 27,85 26,62 23,21
10-20 8,97 27,85 21,43 22,14
20-50 9,32 30,38 17,53 16,07
>50 0 6,96 2,6 1,07
Priamérna velikost [um] | 8,02 18,53 11,86 11,18
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Obr. 20 Histogramy velikosti poréznich mikrocastic a) vzorek FLEX 1; b) vzorek FLEX 2;
c) vzorek FLEX 3
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Obr. 21 Porovnani jednotlivych histogramii velikosti cdstic pro vzorky FLEX 1,
FLEX 2 aFLEX 3

Studium zmény koncentrace vychoziho polymeru

Poslednim ménénym parametrem u ¢astic z PBAT byla koncentrace vychoziho polymeru.
Podatilo se pfipravit ¢astice z50 mg a 200 mg polymeru (PBAT). Obr. 22 popisuje
histogramy distribuce velikosti ¢astic u téchto vzorkd. Obr.23 porovnava distribuci

velikosti Castic obou vzorkd. V tab.15 je uvedena distribuce velikosti ¢astic pro vzorky
EKO 1-2aEL.

Tab. 15 Distribuce velikosti castic pro vzorky: E1 (100 mg)
EKO 50 mg a EKO 200 mg

Velikost ¢astic Hmotnostni zastoupeni [%]



[pm] E1l EKO50 EKO 200
1-5 46,30 31,35 57,92
5-10 25,40 28,92 19,80
10-20 18,97 22,97 11,88
20-50 9,32 16,76 9,90
Priamérna velikost [um] 8,02 10,57 7,76
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Obr. 22 Histogramy distribuce velikosti ¢astic pro vzorky EKO 50 mg, EKO 200 mg
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Obr. 23 Porovnani distribuce velikosti castic u vzorki EKO 200 mg,
E1 (100mg) a EKO 50 mg

Srovnani primérné velikosti poréznich ¢astic

Nejvétsi prumérna  velikost castic byla u vzorku FLEX 1, kde byl pomér
dochlormethan/hexan 9:1 a koncentrace stabilizatoru emulze byla 0,25%. Nejmensi ¢astice
byly u vzorkii EKO 1-3, kde se ménila rychlost michani pfi emulgaci. Z toho plyne, Ze

zvySenim rychlosti michani pfi emulgaci se snizi i velikost pfipravenych ¢astic.

Tab. 16 Primeérné velikosti a vytézek pripravenych poréznich

castic
Primérna velikost Vytéiek
Vzorek
éastic [pm] [%]

El 8,02+0,19 45,77

E2 13,94 +£ 0,73 48,37

E3 8,06+ 1,37 45,98
EKO 1 1,58 £0,21 40,05
EKO 2 2,03 +£0,09 35,15

EKO 3 1,04 £0,17 39,35



Pramérna velikost Vytézek

Vzorek
¢astic [um] [%]
FLEX 1 18,53 £1,47 4491
FLEX 2 11,86 +2,74 40,08
FLEX 3 11,18 £ 1,04 46,51
EKO 50 mg 10,57 £ 1,59 49,80
EKO 200 mg 7,96 £ 3,00 55,68
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Obr. 24 Porovnani priumérnych velikosti pripravenych cdstic

7.2.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Tvar vyslednych ¢astic a jejich morfologie byla opét pozorovana pomoci SEM pii zvétSeni
2000x a 5000x pro vzorky E1-E3, které byly vybran jako vhodny ptiklad, jelikoz se liily
mnozstvim nadouvadla u nichZ se ocekdvaly vyrazné zmény v morfologii povrchu ¢astic.
Jak je mozné vidét na obr. 25 ¢astice jsou kulovitého tvaru S evidentnimi pory na povrchu,
ne ptili§ polydisperzniho charakteru odpovidajici submikrometrovych rozmérim
naméfenych pomoci zeta-Sizeru. Ze snimkl je mozné pozorovat, ze se velikost port

vyrazn¢ snizovala se snizujici se koncentraci n-hexanu (nadouvadla).
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Obr. 25 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu pro vzorky (zvétseni): a) E1
(5 000x); b) E1 (2 000x); c) E2 (5 000x); d) E2 (2 000x); e) E3 (5 000x); f) E3 (2 000x)

7.3 Sorpcni schopnost poréznich ¢astic

Sorpéni schopnost poréznich ¢astic byla stanovena spektrofotometricky pti vlnové délce
276 nm. Z namétenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (obr.26) a bylo vypo¢itano
mnozstvi bisfenolu A absorbovaného na c¢astice. Vysledky spolu s velikosti ¢astic jsou
uvedeny v tab.17. Na obr.27 je znazornéno porovnani adsorbovaného mnozstvi bisfenolu
A celkového a vztazeného na 1mg Castic. Pro porovnani jsou v grafech uvedeny i Castice

pripravené bez nadouvadla s mensi velikosti.

Tab. 17 Hmotnost adsorbovaného bisfenolu A na porézni castice

Hmotnost adsorbovaného

Vzorek Velikost [um] Bisfenolu A na 1 mg ¢astic
[mg/mg]
ECOnano - 0,57 0,0378
bez port
El 8,02+0,19 0,0844
E2 13,94 +£0,73 0,0859

E3 8,06 + 1,37 0,0987



Hmotnost adsorbovaného

Vzorek Velikost [um] Bisfenolu A na 1 mg castic
[mg/mg]
EKO 1 1,58 £0,21 0,0861
EKO 2 2,03 +0,09 0,0875
EKO 3 1,04 £0,17 0,832
FLEX 1 18,53 £ 1,47 0,0867
FLEX 2 11,86 2,74 0,0882
FLEX 3 11,18 1,04 0,0858
EKO 50 mg 10,57 £ 1,59 0,0874
EKO 200 mg 7,96 + 3,00 0,0867
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Obr. 26 Kalibracni krivka pro bisfenol 4, mérena pri 276 nm

Jak je patrné z grafu (obr. 27) porézni ¢astice pfipravené v ramci diplomové prace vykazuji
mnohem lepsi sorpéni schopnosti bisfenolu A nez v pripadé Castic bez porézni struktury,
ackoli jsou tyto Castice vice jak o jeden fad menSi. NejlepSi sorpéni schopnost pak
vS§imnout, Ze u Castic s ozna¢eni EKO 1-3, je stejna G€innost sorpce jako u ostatnich

poréznich Castic, 1 kdyz velikost ¢astic byla nékolikanasobné nizsi. Z toho mizeme tvrdit,



ror v

ze sorpce se projevuje s vyssi ucinnosti u Castic s porézni strukturou, bez vlivu velikosti

poréznich ¢astic.

Nicméné vysledky uvedené v této praci jsou prvotni a je tieba dalSiho zkoumdani pro pfesna

a pravdiva tvrzeni.
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Obr. 27 Mnozstvi absorbované Bisfenolu A na hmotnost castic u jednotlivych vzorkii a

neporéznich submikrocastic (ECO nano)



ZAVER

V ramci této prace byly pfipraveny castice ze dvou typi PCL o raznych molekulovych
hmotnostech, do nichZ byly enkapsulovany steroidni latky. Castice byly piipraveny
metodou odpateni rozpoustédla, konkrétné metodou jednoduché emulze O/W. Pii ptipravé
Castic byl sledovan vliv pouziti ultrazvuku pii emulzifikaci. Podafilo se pfipravit ¢astice 0
velikosti 400-700 nm. U ptipravenych castic byl sledovan vliv ultrasonifikace na velikost

¢astic a u¢innost enkapsulace.

Z provedenych studii bylo zjiSténo, ze pouziti ultrasonifikace nema velky vliv na zménu
velikosti ¢astic. Bylo by pravdépodobné potieba dodani mnohem vétsiho mnozstvi energie
do systému prostiednictvim ultrazvuku, aby doSlo k vyraznéj§imu zmenseni Castic. Na

velikost ¢astic neméla vliv ani molarni hmotnost polymert.

Utinnost enkapsulace byla u ¢astic s enkapsulovanou latkou malo rozpustnou ve vodé (b-
estradiol, progesteron, kortizon) 60-100%. U 100% ucinnosti je podezieni, ze béhem
ptipravy doslo ke ztraté polymeru na tukor steroidu. Uginnost enkapsulace, u latky
relativné dobfe rozpustné ve vodé (hydrokortizon), byla zjisténa velmi nizka a to v rozmezi
od 1-15%. U hydrokotizonu byla G¢innost enkapsulace vys$$i u Castic pripravenych
s ultrasonifikaci (HY 29 ULT, HY 30 ULT), a to 10-15%, u Castic bez ultrasonifikace
(HY 29 BU, HY 30 BU) byla 1-7%, tedy minimaln¢ o polovinu niz§i. Takto nizka
ucinnost enkapsulace je ovlivnéna hlavné rozpustnosti enkapsulované latky ve vodé¢.
Z uvedenych vysledkil 1ze tedy tvrdit, Ze ultrasonifikace neméla zdsadni vliv na ucinnost

enkapsulace, ackoliv se u nékterych ptipadi zieymé jeji vliv projevil.

DalS§im bodem této prace byla piiprava poréznich castic z PBAT metodou odpateni
rozpoustédla systémem O/W. Pfi piipravé Castic bylo ménéno nekolik parametrti a to:
pomeér rozpoustédlo/nadouvadlo, rychlost michani pfi emulgaci, koncentrace stabilizatoru
emulze (PVA) ve vodné fazi a mnozstvi polymeru. Zde byl sledovan vliv zmény téchto
parametrl na velikost pfipravenych ¢astic. Nejrazantnéjsi zména ve velikosti ¢astic byla pfi
zméné rychlosti michani pfi emulgaci. Zajimavé zjisténi bylo pfi zméné pocatecni
koncentrace polymeru, kdy se zvySujici se koncentraci polymeru snizovala i1 velikost
castic.

Posledni studii bylo testovani sorpéni schopnosti pfipravenych poréznich ¢astic, kdy byl
adsorbovan bisfenol A. Nejvyssi sorpéni u¢innost mély Castice E1, tedy Castice s neniz§im

mnozstvim nadouvadla. Porézni ¢astice byly porovndvany jednak mezi sebou, ale také 1



S neporéznimi nanocasticemi z PBAT. Bylo zjisténo, Zze neporézni Castice maji sorpcni
schopnost pouze cca 0,03mg bisfenolu A na 1 mg Castic, oproti poréznim ¢asticim, které
mély sorpéni az ttikrat vyssi a to 0,09 mg adsorbovaného bisfenolu A na 1 mg poréznich
¢astic. Z toho mizeme tvrdit, ze zvySenim specifického povrchu, naptiklad vytvorenim

pora, 1ze ziskat vyssi uc¢innost adsorpce chemickych latek.
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Informace k produktu Zetasizer — navod k pouziti



SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PCL Poly(e-kaprolakton).

PBAT Poly(butylen adipat-co-tereftalat)

PHB Poly (B-hydroxybutyrat)

PGA Poly(glykolova kyselina)

PGA/PL Kopolymer poly(glykolova-co-kyselina mlé¢na)
PVA Poly(vinylalkohol)

EE Uginnost enkapsulace

SL Mnozstvi steroidu v ¢asticich
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