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Anotace

Bakalaiska prace je zamétena na mikronizaci ¢astic glibenclamidu, 1éCiva, které se pouziva
pro 1écbu diabetu II. typu. Teoretickd Cast je vénovana problematice mikronizace 1é€iv,
velikosti vramci pouzit¢é metody. V praktické c¢asti byly castice glibenclamidu
mikronizovany metodou superkritické technologie. Byla provedena optimalizace podminek
pouzité technologie, vzniklé ¢astice byly charakterizovany pomoci metod XRD, FTIR,
PSD, SEM a déle byla testovana rozpustnost vzniklych ¢astic.

ZIENTKOVA, Katetina. Mikronizace castic glibenclamidu s vyuzitim superkritického
CO;. Ostrava, 2018. Bakalafska prace. VSB — Technicka Univerzita Ostrava. Vedouci
prace Doc. Ing. Daniela Placha, Ph.D., s. 77.

Annotation

The bachelor thesis is focused on the micronization of glibenclamide particles, a drug used
for the treatment of diabetes II. type. The theoretical part was devoted to micronization of
drugs, properties of glibenclamide and conditions leading to the formation of particles with
the lowest possible size within the used method.In the practical part glibenclamide
particles were micronised by supercritical fluid technology. Optimization of the conditions
of the used technology was carried out, the resulting particles was characterized by the

XRD, FTIR, PSD, SEM methods and the solubility of the generated particles was tested.

ZIENTKOVA, Katefina. Micronization of glibenclamidu particles using supercritical
CO:. Ostrava, 2018. Bachelor thesis. VSB — Technical University Ostrava. Supervisor
Doc. Ing. Daniela Plaché, Ph.D., p. 77.
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Seznam pouzitych symbolii a zkratek

ASES — metoda extrakéniho systému s rozpoustédlem ve stavu aerosolu
ATP — adenosintrifosfat
BSC — Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (Biopharmaceutical Classification systém)
Ca?" — vapenaté kationty
CO; — oxid uhlicity
CP — kriticky bod
DEMI — demineralizovana voda
dmean — pramérna velikost ¢astic (mean)
dmode — prumeérna velikost Castic (mode)
DMSO — dimethylsulfoxid
FTIR — infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GAS — metoda anti-rozpoustédla v plynném stavu
KH,PO4 — dihydrogenfosfore¢nan draselny
m — hmotnost (navazka)
p —tlak
PAMPA — Parallel Artificial Membrane Permeability Assay
pc — tlak v kritickém bod¢
PEG — polyethylenglykol
PEG (1 hm. % hm.) — roztok demineralizované¢ vody a polyethylenglykolu (1500) o
koncentraci 1 % hm.
ppm — part per milion (pocet ¢astic na milion, ¢ast rozpusténé latky vztazené na milion dilt
roztoku)
PSD — particle size distribution (distribuce velikosti ¢astic)
prp — trojny bod popsan tlakem
PVP — polyvinylpyrrolidon
PVP (1% hm.) — roztok demineralizované vody a polyvinylpyrrolidonu (K30) o
koncentraci 1 % hm.
RESS —rychlé expanze superkritické smési
SAS — metoda superkritického anti-rozpoustédla
SCF — supercritical fluids (superkritické tekutiny)
SEDS — metoda roztoku dispergovaného superkritickou kapalinou
SEM - skenovaci elektronova mikroskopie
T — trojny bod
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Tc — teplota v kritickém bod¢

Tp— teplota pece

Ttp — trojny bod popsan teplotou

Ty — teplota pratokového ventilu

UPLC/DAD - Ultra Performance Liquid Chromatography/Diode Array Detector
(ultrat¢inna kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole)

Vpmso — objem rozpoustédla dimethylsulfoxidu

VSB — TUO — Vysoka $kola baiiska — Technicka univerzita Ostrava

XRD — X-ray difraction (rentgenova difrakéni analyza)

pc — hustota superkritickych tekutin

11



1. Uvod

Tato bakalafska prace je zaméfena na mikronizaci, tedy piipravu submikronovych
¢astic, pripadné nanocastic, 1é¢iva glibenclamidu. Glibenclamid je 1é¢ivo, které se pouziva
pro 1écbu diabetu II. typu. Jelikoz se vétSina 1é¢iv spolu s glibenclamidem velmi obtizné
rozpousti ve vodném prostiedi, komplikuje to jejich biologickou dostupnost v lidském
organismu. Pfipravou submikronovych castic, pfipadné nanocastic, je mozné tuto
nepfiznivou vlastnost eliminovat nebo alesponn zlep$it. Glibenclamid byl pro tuto
bakalafskou praci vybran z diivodu jeho ¢astého pouzivani v mediciné a predpokladu, ze se
jeho vyuzivani bude nadéle zvySovat z diivodu stale Castéjsiho vyskytu diabetu II. typu
v lidské populaci. ZlepSeni jeho biodostupnosti miize mit v budoucnosti velky ptinos pro

1é¢bu pacientt.

Teoretickd cast bakalarské prace popisuje léCiva, interakce 1éCiv s organizmem,
rozdéleni 1é¢iv podle BCS systému a provadéni PAMPA testu. Dale jsou popsana peroralni
antidiabetika, ke kterym patfi skupina derivati sulfonylmocoviny. Do této skupiny patii
lécivo glibenclamid, ktery je v této ¢asti podrobné popsan. Dale se zde nachdzi kapitola
vénovana metodam zmenSovani ¢astic 1éciv (Ié€Civych latek) a je zde podrobné popsana
superkriticka fluidni technologie spolu se superkritickymi tekutinami. Nachazi se zde také
popis metody RESS a metody GAS, kter¢ spadaji pod superkritické fluidni technologie a

byly v této préci pouzity pro zmensovani ¢astic léciva Glibenclamidu.

Prakticka cast bakalatské prace je vénovana popisu piipravé submikronovych castic,
piipadné nanocastic, glibenclamidu pomoci superkritické fluidni technologie s vyuzitim
superkritick¢ho oxidu uhli¢itého (CO;) metodou RESS a nasledné¢ metodou GAS. V této
casti bylo nejdulezitéjsi sledovani vlivii parametri metody GAS (teplota, tlak, doba
statické faze) na velikost a morfologii Castic 1é¢ivé latky glibenclamidu. Nésledné byly
vybrané vzorky castic glibenclamidu charakterizovany pomoci nasledujicich metod:
analyza velikosti a distribuce ¢astic (PSD), elektronovou skenovaci mikroskopii (SEM),
infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR), rentgenovou difrakéni
analyzou (XRD) a testem rozpustnosti, ktery byl vyhodnocen pomoci ultrau¢inné

kapalinové chromatografie s detekci v UV oblasti (UPLC/DAD).

Cilem této bakalarské prace je ptipravit submikronové ¢astice, piipadné nanocastice,
léciva (1écive latky) glibenclamidu pomoci superkritické fluidni technologie s vyuZitim

superkritického oxidu uhli¢itého (CO2). Pro tuto praci je zvolena metoda RESS a metoda

12



GAS. K provedeni superkritické fluidni technologie bude pouzit komeréné¢ dodany piistroj
Spe-ed SFE-4 firmy Applied Separation (USA). Cilem byla taktéz charakterizace a
vyhodnoceni ptipravenych castic glibenclamidu s ohledem na zvyseni jeho biodostupnosti

Vv organismu.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Léciva

V Ceské republice jsou lé&iva definovana Zakonem ¢&. 378/2007 Sb. (Zakon o
1é¢ivech) a taktéz Ceskym lékopisem (farmaceutické dilo normativniho charakteru, které

plati a je zavazné pro celou Ceskou republiku) [1, 2].

Celou skupinu 1é¢iv je mozno rozdélit na dvé hlavni skupiny. Jednd se o galenika a
chemickd l1é¢iva (chemoterapeutika) (Obrazek 1). Do skupiny galenik spadaji 1éCiva
vyrabéna nejcastéji z ptirodnich materidli pomoci jednoduchych fyzikdlnich postupi.
Druhou skupinou jsou chemicka 1é¢iva. Chemické 1é¢ivo je definovano Ceskym lékopisem
jako latka, nebo smés latek, které je cilené podadvano clovéku nebo zvifeti za jistym ucelem

(pro profylaxi, 1é€bu, stanoveni diagnézy) [3, 14].

Chemické 1é¢ivo muize byt distribuovano pomoci raznych prostfedki. Do téchto
prostredkil patii 1€Civé latky, 1€€ivé piipravky a 1€ky. Lécivé latky jsou latky syntetického,
zivoc¢iSného, rostlinného, ptipadné mineralniho ptivodu a jsou chemicky homogenni nebo
heterogenni. LéCivé pripravky jsou latky, které se skladaji z 1écivé latky a pomocné latky
(excipientli). Pomocné latky jsou latky bez 1é¢ebného ucinku a slouzi pouze pro vyrobu
vhodné 1ékové formy, piipadné pro stabilizaci 1é¢ivé latky (procentualni obsah pomocnych
latek v leku je nejcastéji okolo 90 %). Uvedené latky spolu tvofi lékovou formu (tabletu,
draz¢). Léky jsou lécivé latky a l1écivé ptipravky aplikované do vhodné 1€ékové formy, ktera
je aplikovana pacientu. Typickym znakem pro I€ky je jejich zéanik po interakci

s pacientovym organismem [3, 14, 28].

ZN

N

Obrazek 1: Schéma rozdéleni 1é¢iv
14



2.2. Interakce léCiva s organismem

Prvnim krokem je aplikace 1¢ku. Nasleduje jeho vstfebani (resorpce) a interakce léciva
s organismem. Proces interakce lze rozdé€lit na dvé faze, farmakokinetickou a
farmakodynamickou. Farmakokinetika pojedndvd o pusobeni organismu na 1é¢ivo.

Farmakodynamika pojednava o ptsobeni 1é¢iva na organismus [3, 14].

Resorpce 1éciva je ovlivnéna jeho schopnosti prochazet bunéénou membranou —
fosfolipidovou dvojvrstvou (tvofenou dvéma zbytky karboxylovych kyselin a zbytkem
kyseliny fosforec¢né). Fosfolipidova vrstva se sklada z hydrofobni ¢asti a hydrofilni ¢asti.
Hydrofobni ¢ast se sklad4 z alkylovych fetézcl orientovanych do nitra dvojvrstvy. Tato
¢ast je nepolarni a nesmaciva. Hydrofilni ¢ast se sklada z hlav (zbytkl kyseliny fosfore¢né)
orientovanych vné dvojvrstvy. Tato ¢ast je polarni a smaciva. V této fosfolipidové

dvojvrstvé se taktéz nachazeji rizné druhy proteind, které maji rizné vlastnosti (enzymy,

pumpy) [3, 14].

Na nasledujicim obrazku (Obrazek 2) je mozné vidét strukturu fosfolipidové

dvojvrstvy a jeji chemické slozeni.
b)

O

1
Hydrofobni &4st 0 H,C—O0—C—R,

Il
R,—C—O—CH

a)
0000000 i
|

Obrazek 2: a) fosfolipidova dvojvrstva, b) obecna struktura fosfolipidu [3]

Latka mlze pres bunécnou membranu prochdzet dvéma zplsoby, pasivnim nebo
aktivnim transportem (Obréazek 3). Pasivni transport nevyzaduje dodani energie, probihd
samovolné ve sméru koncentracniho gradientu (z prostiedi o vyssi koncentraci do prostiedi
o niz§i koncentraci). Tento d& se nazyva difuze a je dan lipofilitou latky (pokud je latka
lipofilni, projde membranou). Aktivni transport je d&j, ktery vyzaduje dodani energie
(nejcastéji St€penim makroergnich vazeb adenosintrifosfatu — ATP). Tento d€j neni zavisly
na lipofilit¢ latky, ale na afinité¢ k specializované membranové struktufe (transportni

protein). Cim vys§i je afinita dané latky, tim jednoduseji prochazi membranou [3, 14].
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Obrazek 3: Zpiisoby prichodu 1é¢iva bunéénou sténou pomoci a) pasivniho transportu
(difuzi) a b) aktivniho transportu (transportnimi proteiny) [3]

Ptedchozi dva déje je mozné spojit dohromady a nazvat je jako fazi farmaceutickou

[3, 14].

Farmakokinetickou fazi l1ze zjednodusen¢ popsat pomoci nasledujicich procesti: podéni
I€ku, rozpusténi léku (uvolnéni 1éCivé latky z Iékové formy), vsttebani 1éCivé latky do
krevniho a lymfatického systému organismu, doputovani 1écivé latky do vhodného mista
organismu, c¢astecnd chemicka pfeména a nakonec vylouceni z organismu (moci, stolici)

[3, 14].

Ve vétsin¢ pripadit dochazi béhem farmakokinetické faze k preméné 1éCivé latky
(biotransformaci). O tom, zda dojde k biotransformaci rozhoduje typ 1éc¢iva. Hydrofilni
léciva nepodléhaji biotransformaci, pouze se Castecné vstiebavaji a beze zmény prochazi
jatry. Naopak hydrofobni (lipofilni) léCiva podléhaji biotransformaci (metabolizaci)
v jatrech a vyslednym produktem je hydrofilni produkt. Proces biotransformace probiha ve
dvou stupnich. V prvnim stupni dochazi k pfeméné 1é¢ivé latky na metabolity. Metabolity
maji stejné u€inky jako ptivodni 1éciva latka, ale jsou polarnéjsi, proto jsou lépe rozpustné
v télnich tekutinach (lepsi vstiebatelnost). Nejbéznéjsi biotransformaci je oxidace, redukce
probihd jen velmi vyjimecéné. Ve druhém stupni dochdzi k reakci metabolitl, poptipadé
nezménéné 1€Civé latky s konjugacnimi ¢inidly. Dochdzi k riznym druhiim konjugaénich
reakci a produkty téchto reakci jsou latky ve vodé dobfe rozpustné, které jsou z téla
vylou¢eny pry¢ (moci, stolici). Metabolismus miZze 1éCivé latky pfeménit na latky

neucinngé, u¢innéjsi nebo toxicke [3, 14].

Farmakodynamickd faze ve zjednodusené formé pouze vyuzivd produktu
farmakokinetické faze k interakci téchto produktii s jednotlivymi ¢astmi organismu
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(receptory). Po této interakci je vyvolano biologické plisobeni 1éCivé latky, ktera tak méni

funkci organismu, coz je cilem této faze [3, 14].

Receptory je mozné povazovat za molekuly, které jsou umistény do biopolymeru
(bilkovin, lipida). Tyto receptory jsou umistény jak na povrchu, tak uvnitt bunky a diky
nim je bunka schopnd vazat rizné typy latek. Z chemického hlediska je receptor
povazovan za bilkovinu, které je vlozend mezi dvé vrstvy lipidid. Tuto bilkovinu Ilze
rozdélit na dveé ¢asti. Jedna z Casti vykazuje jistou afinitu k 1é¢ivé latce a mize s ni tedy

V4

reagovat. V druh¢ ¢asti bilkoviny probih4 samotna reakce [3, 14].

Lécivé latky maji funkci dvojiho typu a déli se do dvou skupin. Prvni skupinou jsou
agonisté. Zde patii 1éCivé latky, které jsou schopné navazat se na receptor a jejich ucinek se
piipocitava k a¢inkim vlastnich latek organismu (latky, které organismus vyuziva k 1é¢b¢).
Typickym ptikladem této 1écive latky (léciva) je synteticky inzulin. Pokud mé pacient
porusenou slinivku bfi$ni a nedochdzi tak k vyluCovani inzulinu, je nutné jej injekéné do
téla dodavat. Diky inzulinovym receptortim je synteticky inzulin vazan na tyto receptory a
dochazi tak k regulaci glukosy v krvi. Druhou skupinou jsou antagonisté. Zde patii 1&Civé
latky, které brani navdzani vlastnich latek organismu (latky, které organismus vyuziva

k 1écbe). Zde patii napiiklad 1éCivé latky (1éCiva) tlumici bolest (analgetika) [3, 14].

Rozdéleni 1é¢ivych latek na agonisty a antagonisty a jejich ptisobeni je mozné vidét na

nasledujicim obrazku (Obrazek 4).

Agonista — zvysuje bunéénou aktivitu

Pfed léEbou Po |é¢bé

|— Pfirozena substance |— Lécivo

i, &

@
|

T ——— —
e [, ZvySeni bunecné odezvy
— Bunécna odezva

Antagonista—snizuje bunéénou aktivitu

Pted lé¢bou Po léché

[ Pfirozena substance ——__——T—* Lédivo

# uy

> t¢nd od
, Bunécnaodezva

@

Bunécéna odezva je
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Obrazek 4: Piisobeni agonistl a antagonistii [3]
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Propojenim jednotlivych fazi, farmakokinetické, farmakodynamické a farmaceuticke,

jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obrazek 5).

Farmakokineticka faze

Interakce s
Ab Distrib
sorpce |:> 1stribuce > receptorem g
8 3
{1 m
< ]
= Disperze Blotransformace g
—
>
§ Rozpousténi Metabolismus I:> Aktivace g
m =
£ il 3
= T
: S Inaktivace o o
Vylucovani <:| Beavadace <: Ucinek
|| NS
Obrazek S: Interakce léCiva s organismem [3]
2.3. Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém
Biofarmaceuticky klasifikacni syst¢ém (BCS — Biopharmaceutical Classification

System) je systém slouzici k rozdé€leni 1écivych latek do ¢ty skupin. Lécivé latky jsou do
téchto skupin rozdéleny podle jejich rozpustnosti (ve vodném prostiedi) a permeability

(prﬁchodem biologickymi membrénami) (Obrézek 6). Rozpustnost a permeabilita jsou

vvvvvv

i
B Tiida Trida |
i g lipofilni amfifilni
E
m
@
E W Trida v Trida Il
Sl problémova  hydrofilni

nizka wysoka

W

Rozpustnost

Obrazek 6: Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS) [4]
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Léciva latka mize byt oznaena za vysoce rozpustnou, jestlize se jeji nejvyssi mozna
léciva davka rozpusti ve 250 ml nebo v mensim objemu vodného pufru (pH 1-7,5).
V ptipadé, ze se vstieba 90 % a vice lécivé latky, mize byt tato 1€¢iva latka oznacend jako
vysoce vstiebatelnd (permeabilni). V piipadé¢ BCS systému se jednd o dvouparametrové
zjednodusSeni slozitého procesu vstiebavani 1éCivé latky v organismu a je nutné
nezanedbavat i ostatni dilezité parametry, které ovliviiuji vstiebavani (stabilita 1é¢ivé latky

v organismu, vazba na plazmatické bilkoviny) [4, 16].

2.4. Permeabilita (propustnost)

Permeabilitu neboli propustnost 1écive latky lze vyhodnocovat pomoci PAMPA testu
(anglicky Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). PAMPA test je in vitro
modelem pasivni transcelularni propustnosti. PAMPA systém se skladd zumélé
membrany, ktera je umisténa na filtru mezi donorovou a akceptorovou c¢asti PAMPA
systému. Na zacatku testu je 1éCiva latka (IéCivo) aplikovano do donorové ¢asti PAMPA
systému. Nasledné je akceptorova ¢ast spolu s umélou membrénou na filtru vlozena do
donorové ¢asti PAMPA systému (Obrazek 7). Po uplynuti urcité doby (reakéni ¢as) se méii
koncentrace 1écivé latky (léCiva) jak v donorové, tak akceptorové ¢asti PAMPA systému.
Nejcastéji se pro méfeni koncentrace lécivé latky (léCiva) pouziva kapalinova

chromatografie [12].

akceptorova éast

| SRR \ EESRRSERR |

[ 7/ N ]

g s . donorova &ast
filtr s umélou membranou

michadlo

Obrazek 7: PAMPA test firmy Pion [12]

2.5. Peroralni antidiabetika

Peroralni antidiabetika jsou latky, které jsou podavany v tabletové podobé¢ a pacientem
jsou piijimdna Usty (vstfebani nastdvd v travicim traktu). Jedna se o latky, které jsou
schopny regulovat hladinu glukosy v krvi a moc¢i u osob trpici chorobou diabetes mellitus

(Gplavice cukrova). Choroba diabetes mellitus se déli na dvé skupiny: 1) diabetes mellitus
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L. typu a 2) diabetes mellitus II. typu. Diabetes mellitus 1. typu je skupina, pfi které Gplné
ztrati slinivka bfiSni schopnost produkovat inzulin. Pfi diabetu tohoto typu je nutné trvale
parenteralné (injekcné) aplikovat inzulin. Perorélni aplikace inzulinu neni mozn4, jelikoz
jej zaludec¢ni proteasy Stépi. Diabetes mellitus II. typu je onemocnéni, pii kterém je pouze
snizend produkce inzulinu slinivkou bfiSni a sniZzend citlivost pankreatickych bunék na
inzulin. Tento druh diabetu muze byt zplsobeny riznymi pfiCinami (Spatnou
zivotospravou, nadvahou), proto se vyskytuje spise u osob stfedniho a vyssiho véku. Pro
tento druh diabetu neni nutné parenteralné aplikovat inzulin, ale postacuje aplikace
peroralnich antidiabetik. VétSi Cast peroralnich antidiabetik jsou slouceniny na bazi

sulfonylmocoviny, biguanidu a dalSich [5, 15].

2.6. Derivaty sulfonylmocoviny

Perorélni antidiabetika na bazi sulfonylmocoviny stimuluji uvoliovani inzulinu z -
bun¢k Langerhansovych ostrivkil ve slinivee bfiSni. Tato antidiabetika se d€li na dvé
generace. Do prvni generace derivatli sulfonylmocovin patii napiiklad karbutamid.
Nevyhodou této generace bylo vysoké davkovani l1écivé latky (az 2000 mg), aby bylo
dosazeno terapeutického vysledku. Druhd generace derivatu sulfonylmocovin ma mnohem
vysS§i ucinnost, proto neni potieba vysokych davek lécivé latky. Do této generace patii

glibenclamid (synonymum je glyburid, glibenklamid) [5, 15].

2.7. Glibenclamid

Glibenclamid (5-chlor-N-[2-[4-[[[(cyklohexylamino)karbonyl]amino]Jsulfonyl]fenyl]-
ethyl]-2-methoxybenzamid) (Obrazek 8) je peroralni antidiabetikum, které se fadi do
skupiny druhé generace derivatl sulfonylmocoviny. Jako peroralni antidiabetikum se
pouziva pro lécbu diabetes mellitus II. typu. Taktéz vykazuje pozitivni ucinky proti

hemoragické cévni mrtvici a cévni mozkové ischemii [5, 8, 10].

Obrazek 8: Strukturni vzorec glibenclamidu [7]
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Glibenclamid (Obrazek 8, 9) je bily, krystalicky prasek témét bez chuti a zapachu.
Diky své vysoké permeabilité bunéénou membranou, ale nizké rozpustnosti ve vodé
(4 mg-1") je glibenclamid fazen do II. skupiny BCS [6, 8, 17]. Glibenclamid se rozpousti a

vstiebava v zaludku, dvanactniku a tlustém stieveé [25].

V nésledujici tabulce (Tabulka 1) jsou uvedeny vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti

o glibenclamidu.

Tabulka 1: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti glibenclamidu [7, 8, 9, 17]

Glibenclamid
Zarazeni
skliioin Molarni | Teplota | Rozpustnost | Rozpustnost Rozpustnost
BgSy hmotnost | tani ve vodé v acetonitrilu | v dimethylsulfoxidu
systému
- g-mol’! °C mg-1! mg-ml’! mg-ml!
I1.
. 494,003 | 169,00 4,00 1,00 99,00
skupina

Glibenclamid vykazuje polymorfismus. Polymorfismus je definovan jako schopnost
dané latky krystalizovat ve vice nez jedné krystalické formée. Jednotlivé polymorfy
(krystalické formy) se mohou lisit svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (rozpustnost,
stabilita, teplota tani). Existuje mnoho polymorfnich forem glibenclamidu, ale nejznadmé;jsi

je amorfni forma a ¢tyi'i polymortni formy [7].

Amorfni forma glibenclamidu byla ziskdna tavenim krystalického 1é¢iva v olejové
lazni pfti teploté 185 °C. Poté byla vznikla tavenina rychle ochlazena za pomoci kapalného
dusiku. Nakonec doslo k mleti ochlazené taveniny pomoci kulového mlynu. Pfi tomto
procesu bylo 16 % glibenclamidu rozloZeno a 0,3 % glibenclamidu degradovalo béhem
mleti. Taktéz byla provedena druhd metoda, pii které nedochdzelo k zddné degradaci
glibenclamidu. B&hem této metody byl glibenclamid taven pfi teploté 174 °C a nasledné
byla tavenina ochlazena a mleta pomoci kryomlynu. Amorfni glibenclamid je stabilni
pouze po urcitou dobu. Literatura uvadi, Ze amorfni glibenclamid do dvou mésict

zkrystalizuje (rychlost krystalizace zavisi na teploté a vlhkosti) [7].

Roku 1989 byl objeven novy polymorf glibenclamidu (II. typ), ktery byl pfipraven

rekrystalizaci pivodniho polymorfu glibenclamidu (I. typ) z acetonitrilu. Tteti polymorf
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(IIL. typ) byl pfipraven rekrystalizaci ze smési chloroformu a etheru. Polymorf III. typu
vykazoval vys$si rozpustnost nez polymorfy I. a II. typu a taktéz mél nizs§i bod tani nez
polymorf I. typu. Autofi, ktefi objevili nové formy polymorfii glibenclamidu usoudili, Ze
polymorfy II. a III. typu jsou metastabilni a pro farmaceuticky trh je tak vhodny polymorf
I. typu, ktery je stabilni. Roku 2000 byl objeven polymorf IV. typu, ktery byl ziskan
sublimaci amorfni formy glibenclamidu. U tohoto typu polymorfu byla zjisténa vyssi

A4

v§em predchozim polymorfim [7].

Princip funkce glibenclamidu v organismu je zaloZen na blokaci draslikovych kanalki
po reakci se sulfonylmoCovinovymi receptory, které jsou piitomny v [-bunkach
Langerhansovych ostravkt ve slinivce bfisni. Nasledné dochézi k depolarizaci buiky a
k otevieni vapnikovych kanalktl. Tim, Ze doch4zi k pronikani vapenatych kationtd (Ca>")

dovnitt buniky, je okamzité vyvoldna sekrece inzulinu [10, 11].

Obrazek 9: 3D model molekuly glibenclamidu [8]

2.8. ZmenSovani ¢astic 1é¢ivé latky

Z diivodi nizké rozpustnosti a permeability 1€Civych latek je vyvoj metod pro zlepSeni
téchto vlastnosti v popfedi vyzkumu farmaceutického pramyslu. Vice nez 40 %
potenciondlnich 1éCivych latek je ve vodném prostiedi malo rozpustnych, coz znacné
omezuje jejich aplikaci. V lékopisu USA je vice nez jedna tfetina 1ékli povazovéna za
Spatné rozpustnou a dalsi studie ukazaly, Ze ve 41 % v sedmi spole¢nostech Velké Britanie
doslo k selhani pti vyvoji novych 1€kl praveé z divodu nedostateCnych biofarmaceutickych

vlastnosti (taktéz z divodu nizké rozpustnosti). Proto se stdle vice farmaceutickych
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spoleCnosti zamétfuje pravé na zmenSovani Castic 1éCivych latek.  MikrocCastice a
nanocastice Spatné¢ rozpustnych latek jsou schopny oproti pilivodnim ¢asticim tyto

nedostatky odstranit [13, 23, 24].

Metody zmenSovani ¢astic 1é¢ivé latky lze rozdélit do dvou skupin a to top-down a
bottom-up. Skupina top-down miize byt nazvana jako ,shora doli“, dochéazi tedy
k zmensSovani vétSich ¢astic na mensi. Skupina bottom-up miize byt nazvana jako ,,zdola
nahoru®, dochézi pti ni k zvétSovani mensSich ¢astic na vétsi (Castice se stale nachazeji
v rozmérech mikro, pfipadné nano). Do této skupiny je moZné zatradit metodu sraZeni
pomoci anti-rozpoustédla [13, 23]. Ve vétsi mife jsou pouzivany metody ze skupiny top-
down, protoZe vyroba IéCivych latek témito metodami je mozna jak v laboratornim, tak
prumyslovém meétitku. Metody ze skupiny bottom-up jsou vyuzivany jen vyjimecné,
vétSinou v laboratornim méfitku. Do skupiny top-down patfi napiiklad superkriticka
fluidni extrakce a rychld expanze superkritickych rozpoustédel. Do skupiny bottom-up

patii napiiklad vysokotlaka homogenizace [13].

2.9. Superkritické tekutiny

Metody, které vyuzivaji superkritickych tekutin (SCF) a jejich smési, mohou
v budoucnosti hrat velmi vyznamnou roli v nanomedicinskych a nanofarmaceutickych
aplikacich. Divodem jsou specifické vlastnosti superkritickych tekutin jako je velmi
rychly pfenos hmoty, téméf nulové povrchové napéti spolu s ucinnou eliminaci
rozpoustédel. Tyto vlastnosti superkritickych tekutin umoziuji zcela nové zpracovani
metod, které mohou piekonat omezeni bézn¢ pouzivanych metod a procesi [19, 20].

Kazdou Cdistou chemickou latku lze definovat pomoci p-T fdzového diagramu

(Obrazek 10).
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Obrazek 10: p-T diagram Cisté chemickeé latky [21]

Na diagramu lze sledovat ti1 kifivky, které od sebe v diagramu oddéluji plynny,
kapalny a pevny stav dané Cisté latky. Kazda kiivka pfedstavuje koexistenci mezi dvéma
fazemi, které dand kiivka odd€luje. Prvni kiivka je kiivka téni, ktera piedstavuje
koexistenci pevné a kapalné fize pii procesu tani (odtud plyne jméno dané kiivky). Druha
kiivka je kiivka sublimacni, ktera predstavuje koexistenci pevné a plynné faze. Tteti kiivka
je kiivka vyparovani, ktera piedstavuje koexistenci kapalné a plynné faze. Tyto tfi kiivky
se setkavaji v trojném bodé¢ (T), kde mohou koexistovat vSechny tfi faze (kapalna, plynna,
pevnd). Trojny bod je popsan teplotou (Ttp) a tlakem (prp) trojného bodu (tabelované
hodnoty). Kiivka vyparovani konci kritickym bodem (CP), ktery je taktéz definovan
teplotou (Tc) a tlakem (pc) kritického bodu. Pokud se Cista latka nachazi v oblasti nad
kritickym bodem (nad kritickou teplotou a tlakem), je Cista latka v superkritickém stavu a
je mnazyvana superkritickou tekutinou (SCF). V nasledujici tabulce (Tabulka 2) jsou
uvedeny bézné¢ pouzivané superkritické tekutiny s odpovidajicimi kritickymi hodnotami.

[20, 21, 22].

Tabulka 2: B&éZn¢é pouzivané superkritické tekutiny s odpovidajicimi kritickymi
hodnotami [21]

Rozpoustédlo rlI? N[[)I(ia TIEP mol[-)cclm'3
CO; 304,20 7,38 216,55 10,60
H,O 647,30 22,10 273,15 17,40
C,H; 305,40 4,88 90,07 6,81
CHF3; 299,00 4,80 118,15 7,52

Nejvyhodnéjsi z uvedenych, b€zné pouzivanych superkritickych tekutin, je oxid
uhli¢ity (CO»), protoze se za béznych podminek vyskytuje v plynném stavu a je netoxicky,
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nehotlavy, levny, nereaktivni a neznecistujici (jednoduché oddéleni od vzorku). Taktéz
jeho vyhoda spociva v nizké kritické teploté a pomérné nizkém kritickém tlaku. Z téchto

vsech divodu je velmi pouzivany ve farmaceutickém pramyslu [20, 21].

Nasledujici obrazek (Obrazek 11) ukazuje graf zavislosti hustoty na tlaku pro Cisty
oxid uhli¢ity. Graf obsahuje tfi kiivky nasyceni kapalina — plyn pro dané hodnoty teploty.
Jednd se o kiivku steplotou v subkritické oblasti (290 K) a kiivky s teplotami
v superkritické oblasti (305 K) a (333 K). Taktéz se na daném obrazku vyskytuje kiivka
(1= g), kterd vyznacuje dvoufazovou oblast, kde se nachazi jak plynna faze, tak kapalna
faze oxidu uhli¢itého. Déle se zde nachazi bod CP, pii kterém dochazi k vymizeni rozdila
mezi kapalnou a plynnou fazi. Z grafu je patrné, Ze v tekutiné nachazejici se nad bodem CP

muze dochazet k stlatovani plynu s nizkou hustotou do kapaliny o vysoké hustoté bez

fazového prechodu. V oblasti (1 < Tl < 1,1) je superkriticka tekutina vysoce stlacitelna a 1
Cc

malé zmény teploty nebo tlaku mohou vést k velkym zménam hustoty tekutiny, coz ma

vliv 1 na jeji rozpoustéci silu [21].
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Obrazek 11: Graf zavislosti hustoty na tlaku ¢istého oxidu uhli¢itého [21]

V nésledujici tabulce (Tabulka 3) jsou uvedeny parametry plynd, kapalin a

superkritickych tekutin [21].
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Tabulka 3: Parametry plynt, kapalin a superkritickych tekutin [21]

Hustota Viskozita Difuzivita Ku{emat'lcka
viskozita
kg-m Pa-s cm?’s™! cm?’-s™!
Plyn 1 10° 10! 10°
Kapalina 10° 107 106 1
Superkriticka 5107 104- 10° 10°— 10" 107-10°
tekutina

2.10. Superkriticka fluidni technologie

Superkritickd fluidni technologie je metoda vyuzivajici vySe zminéné superkritické
tekutiny. Na zaklad¢ vyuziti superkritickych tekutin mtize byt tato metoda rozdélena do
dvou skupin. Prvni skupina vyuziva superkritickych tekutin jako rozpoustédel a patii zde
metoda RESS (rychld expanze superkritické smési) a jeji modifikace. Druhd skupina
vyuziva superkritickych tekutin jako anti-rozpoustédel a patii zde metody GAS (metoda
anti-rozpoustédla v plynném stavu), SAS (metoda superkritického anti-rozpoustédla),
SEDS (metoda roztoku dispergovaného superkritickou kapalinou) a ASES (metoda

extrak¢niho systému s rozpoustédlem ve stavu aerosolu) [18, 20].

2.11. Metoda RESS

Metoda RESS (rychla expanze superkritické smési) slouzi pro vyrobu castic
orozmérech mikro- a nano-. Pii této metodé¢ dochazi k rozpusténi lécivé latky
v superkritické tekutin€, ktera slouzi jako rozpoustédlo. Tento typ metody je velmi
zajimavy, protoze neni nutné pouziti organickych rozpoustédel. Metoda je vSak omezena, a
to rozpustnosti dané 1é¢ivé latky v superkritickém oxidu uhli¢itém, pfesnéji feCeno na malé
molekuly a slouceniny obsahujici nékolik polarnich vazeb. Rozpustnost lécivé latky
v superkritické tekutin€ (rozpoustédle), v tomto piipad€ v superkritickém oxidu uhli¢itém,
by méla ¢init 10* molarniho zlomku. Vyslednd morfologie pevné 1é¢ivé latky je ovlivnéna
jak vychozi materidlovou strukturou (krystalickd, nebo amorfni), tak parametry procesu

metody (teplota, tlak, délka procesu a rozméry trysky) [19, 20, 21, 24].

Metoda RESS se sklada ze dvou kroki. Prvnim krokem je rozpusténi lécivé latky ve
vhodné superkritické tekutiné (rozpoustédle). Nejcastéji byva pouzit oxid uhli¢ity. Druhym
krokem je nahly pokles tlaku, kdy dochazi k odpousténi superkritické smési pies trysku do

sbérné nadoby, diky ¢emuz dochazi k vysraZeni ¢astic 1éCivé latky s uzkou distribuci
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¢astic. Prvni krok je mozné nazvat jako staticky moéd a druhy krok jako mod dynamicky

[21].

2.12. Metoda GAS

Metoda GAS (metoda anti-rozpoustédla v plynném stavu) slouzi pro vyrobu ¢astic o
rozmérech mikro- a nano- a je zvlasté¢ vhodna pro 1éCiva a biologické produkty z divodu
pouziti nizkych teplot (pod 45°C) a tlaki (pod 10 MPa). Tato metoda se pouziva
v ptipadé, kdy 1é€iva latka neni rozpustna v superkritické tekuting (rozpoustédle), kterym
je nejcastéji oxid uhli€ity. Pti této metod€ dochazi k rozpusténi 1éCiveé latky ve zvoleném
organickém rozpoustédle a roztok je nasledné nalit do reak¢ni patrony. Poté je do patrony
piivedena superkritickd tekutina, ktera slouzi jako anti-rozpoustédlo. V tomto piipadé je
nejcastéji jako anti-rozpoustédlo pouZit oxid uhliity v superkritickém stavu. Nasledné se
superkriticky oxid uhli€ity rozpousti v organickém rozpoustédle a tim sniZzuje rozpustnost
l1écivé latky v organickém rozpoustédle. Diky tomuto postupu nakonec dojde po odpusténi
roztoku pres trysku a k vysrazeni ¢astic 1éCivé latky. Nevyhodou této metody je moznost

znecisténi vysledné 1éCivé latky pouzitym organickym rozpoustédlem [18, 20, 21].

V této bakalarské praci byla vyuzita metoda GAS pro zmenSovani ¢astic 1é¢ivé latky
glibenclamidu. Jako organické rozpoustédlo byl pouzit dimethylsulfoxid a jako
antirozpoustédlo oxid uhli¢ity v superkritickém stavu. Po ukonceni statického modu nastal
méd  dynamicky, kdy byl obsah reakéni patrony odpustén do sklenéné vialky
s excipientem. Pro tuto metodu byly vyuzity 3 druhy excipientii (demineralizovana voda,
roztok polyvinylpyrrolidonu a demineralizované vody (1 %hm.) a roztok

polyethylenglykolu a demineralizované vody (1 % hm.).

o4

V nésledujicich kapitolach jsou nejdalezitéjsi informace jak o organickém
rozpoustédle (dimethylsulfoxidu), tak o pouZitych excipientech (demineralizované vodg,
polyvinylpyrrolidonu a polyethylenglykolu), které byly vyuzity pro metodu GAS v této

bakalarskeé praci.

2.13. Rozpoustédlo pro metodu GAS — Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Obréazek 12) je ¢ird hygroskopicka kapalina chutnajici po
ustficich nebo cesneku. Vyroba DMSO je levnd, jelikoz se jedna o vedlejsi produkt
papirenského primyslu. DMSO je dipolarni aprotické rozpoustédlo. Pouziva se jako
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rozpoustédlo pro mnohé chemické reakce, prikladem je alkylace SN2 (umoziuje alkylaci
indolu). DMSO se velmi snadno misi s fadou organickych rozpoustédel a rovnéz s vodou

[26].

DMSO je schopny velmi snadno pronikat do pokozky. Z tohoto divodu se
dimethylsulfoxid pouziva jako nosi¢ pro léky, jelikoz zvySuje jejich vstiebatelnost. DMSO
je kapalina s mnoha farmakologickymi uc¢inky (prinik pfes membrany, protizanétlivé
ucinky, lokalni anestetikum, bakteriostaze) [27]. Ve své deuteriové formé se pouziva jako
rozpoustédlo pro metodu NMR diky své schopnosti rozpoustét Siroky rozsah chemickych

latek (sloucenin) a minimalni interferenci se signaly vzorku [26].

Obrazek 12: Strukturni vzorek dimethylsulfoxidu (DMSO) [26]

V nasledujici tabulce (Tabulka 4) jsou uvedeny vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti

dimethylsulfoxidu.

Tabulka 4: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti dimethylsulfoxidu [26]

Dimethylsolfoxid (DMSQO)
Molarni Bod varu Bod tani Bod , Rozpustnvost
hmotnost vzplanuti ve vodé
g-mol! °C °C °C mg-ml’!
87 (uzaviena
78,129 189,0 18,5 soustava) 1000
95 (oteviena
soustava)

2.14. Excipient pro metodu GAS — Polyvinylpyrrolidon

Polyvinylpyrrolidon (PVP) (Obrazek 13) je taktéz zndm pod nazvem povidon nebo
polyvidon. PVP je synteticky, ve vodé rozpustny polymer vyrobeny z monomeru N-
vinylpyrrolidonu. PVP je bily, lehce naZloutly prasek bez zapachu, ktery se pouZziva ve
farmaceutickém primyslu jako pojivo pii vyrobé tablet. V piipadé, ze je PVP rozpustén ve
vodé, je tento roztok lehce nazloutlé barvy. PVP se vyskytuje v nékterych o¢nich kapkach
jako lubrikant. PVP se taktéZ pouziva k vyrob& dezinfekéniho prostiedku Betadine
(Povidon-jod je roztok obsahujici ve vodé

rozpustny komplex jodu a
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polyvinylpyrrolidonu). Taktéz se PVP pouziva jako lepidlo nebo emulgator (emulgacni

¢inidlo — chemicka latka zmensujici povrchové napéti) [28].
—Ec H—CH zzlf
| "
M
8]
T ?

polyvinylpyrrolidon

L|:H:CH2
N

vinylpyrrolidon

Obrazek 13: Strukturni vzorce vinylpyrrolidonu a polyvinylpyrrolidonu (PVP, K30), [29]

V nasledujici tabulce (Tabulka 5) jsou uvedeny fyzikdlné-chemické vlastnosti

polyvinylpyrrolidonu (PVP).

Tabulka 5: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti polyvinylpyrrolidonu [28]

Polyvinylpyrrolidon (PVP, K30)
Molarni Bod varu Bod tani Bod vzplanuti Rozpustnvost
hmotnost ve vodé
g-mol’! °C °C °C mg-ml!
111,144 148,0 13,0 98,0 cca 100,0

2.15. Excipient pro metodu GAS — Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) (Obrazek 14) je polyetherova sloucenina, ktera je vyuzivana
v mnoha primyslovych odvétvich (potravinaisky, farmaceuticky). PEG je taktéz znam
jako polyethylenoxid (PEO) nebo polyoxyethylen (POE) a to v zavislosti na molekularni
(moléarni) hmotnosti. Polyethylenglykol se pouziva jako laxativum a excipient (pomocna
latka) ve farmaceutickém pramyslu. Polyethylenglykoly s niz§i molekularni (molarni)
hmotnosti se pouzivaji jako rozpoustédla v peroralnich tekutinach a jako pomocné latky
v mekkych kapslich. Polyethylenglykoly v pevné fazi se pouzivaji jako mastové zaklady,
pojivo pevnych tablet, tenké filmy na povrch tablet a lubrikanty [30].

H—O0—CH,—CH,—0—H ———= H{G—CHE—CHE}G —H
n

Ethylenglykol Polyethylenglykol

Obriazek 14: Strukturni vzorce ethylenglykolu a polyethylenglykolu (PEG), [30]

V nasledujici tabulce (Tabulka 6) jsou wuvedeny fyzikdIlné-chemické vlastnosti

polyethylenglykolu (PEG).
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Tabulka 6: Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti polyethylenglykolu [31]

Polyethylenglykol (PEG, 1500)

Molarni Bod varu Bod tani Bod vzplanuti Rozpustnvost
hmotnost ve vodé
g-mol! °C °C °C g-I!
1500 >200,0 43,0 — 49,0 260,0 100,0 (okolo)
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3. Prakticka ¢ast

3.1. Chemikalie

Glibenclamid (Sigma Aldrich, >99 %)

= Dimethylsulfoxid (Merck, p. a.)

= Polyvinylpyrrolidon (K30) (Acros Organics, p. a.)

= Polyethylenglykol (1500) (VWR, p. a.)

= Oxid uhli¢ity 4,8 (CO., SIAD, Czech spol s.r.0)

=  Methanol (Sigma Aldrich, p. a.)

= Demineralizovand voda (Milli Q, Merck Millipore)

= Difosforecnan draselny (KH,PO4, Lachema a.s., p. a.)

* Hydroxid sodny (NaOH, pfipraveny roztok ¢ = 1 mol-dm™)

= Acetonitril (Sigma Aldrich, >99,9 %)

3.2. Pristroje a vybaveni laboratoie

Spe-ed SFE-4 — Applied Separation, USA

=  Kompresor — Silent C240/24, Gentilin, ITA

= Chladi¢ — LM6, Polyscience

=  Analytické vahy — Tecator, 6110 balance

=  SuSarna — MLW, WSU 200

= FElektronické pipety — Biohit (5-5000 pl)

= Laboratorni topna deska — VITRUM, wisestir, MSH — 20D

= PSD — HORIBA Nanopartica SZ-100
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SEM — Quanta 450
FTIR spektrometr — Thermo Scientific (USA), Nicolet 6700 FT-IR

XRD - Rigaku Ultima IV, Cu lampa, energie 8,04 keV, vinova délka 15,406

nm
Biologicky termostat — WTW, TS 606 CZ/3-VAR

UPLC — Waters, Acquity I-Class, (kolona C18, 1,7 pm ACQUITY UPLC BEH
CLB, dé¢lka kolony: 10 cm)

Soustava pro filtraci pufru a mobilni faze (UPLC) — filtra¢ni soustava Glassco,
Kompresor  Millipore, Filtr  Millipore  (velikost  port: 0,45 pum,

material: nitroceluldza)
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3.3. Popis pristroje (extraktoru) Spe-ed SFE-4

Pro zmenSovani ¢astic 1é¢ivé latky glibenclamidu byl pouzit pfistroj (extraktor) Spe-ed
SFE-4, Applied Separation. Piistroj je primarné¢ uréen pro extrakce organickych latek
z pevnych matric, vyrobce vSak deklaruje i moznost vyuziti pro ptipravu submikronovych
castic nckterych latek. V tomto extraktoru muze byt pouzit pouze oxid uhlicity jako
superkriticka tekutina. Extraktor se sklada z nasledujicich ¢asti: kompresor, vysokotlaké
cerpadlo, zdroj proudu a napéti pro vysokotlaké cerpadlo, tlakova lahev s oxidem

uhli¢itym, chladi¢, vyhiivaci pec s vystupnimi tryskami, praitokomér (Obrazek 15).

E Zdroj

e

Pritokomér

Odtlakovaci ventily /

napéti
§ 1
proudu Vystupni ventily

Tlakova | | Prdtokové ventily
lahev
oxidu
iuer VyhFivaci pec Hroty
uhlicitého Vysokotlaké éerpadlo
Chladi¢ Kompresor /

Vstupni ventily

Obrazek 15: Schéma extraktoru

Extraktor vyuziva pro sviij provoz kompresor (tlak nastaveni 8 bar), ktery je pfipojen
k vysokotlakému cerpadlu a vhani do né&j stlaceny vzduch. Stlateny vzduch zajistuje
provoz vysokotlakého Cerpadla, které pumpuje oxid uhli¢ity z tlakové lahve pod uréitym
tlakem do reakénich patron, které jsou umistény ve vyhtivaci peci. Pozadovany tlak, pod
kterym je oxid uhli¢ity pumpovan z tlakové lahve, je mozno nastavit na zdroji proudu a
napéti pro vysokotlaké cerpadlo. Maximalni moZnd nastavitelnd hodnota tlaku Ccini
690 bari. Na vysokotlaké ¢erpadlo je pfipojen chladi¢ s chladici kapalinou (roztok vody a
ethylenglykolu), ktery zajiStuje chlazeni stlatené¢ho oxidu uhli¢itého a tim je moZzné
dosdhnout jeho jesté¢ vétSiho stlaceni. Optimalni teplota pro chladic byla 3,5 °C.
Vysokotlaké cerpadlo je pfipojeno na vyhiivaci pec s reakénimi patronami, do kterych je
pumpovan oxid uhli¢ity za pfedem nastavené¢ho tlaku. Na vyhiivaci peci je nastavovana

teplota pece a prutokovych ventild. Maximalni mozna nastavitelnd teplota pece a
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pritokovych ventili ¢ini 240 °C. Do vyhtivaci pece je mozné vlozit Ctyfi reakéni patrony.
Kazda patrona ma svou vlastni cestu (vstupni, odtlakovaci, vystupni a pratokovy ventil).
Uvnitt vyhtivaci pece je kovovy teplomér, ktery snima aktudlni teplotu reakéni patrony. Po
dosazeni potitebného tlaku oxidu uhli¢itého a nasledné¢ po dosazeni potfebné teploty
reakcnich patron naplnénych vzorky, jsou otevieny vstupni ventily a je tak zahajen staticky
mod procesu. Staticky méd procesu byl nastaven na 20 nebo 40 minut. Po uplynuti
statického modu nastava mod dynamicky, pti kterém dochazi k vypusténi daného vzorku
z reakéni patrony do sbérné nadoby (sklenéné vialky). Dynamicky mod procesu byl
nastaven na 5 nebo 10 minut. Nejdiive jsou otevieny vystupni ventily a nasledné
prutokové ventily tvofeny tryskami, které byly pfedem umistény do sklenénych vialek. Na
sklenénou vialku je taktéZ ptipojen priatokomér pomoci kovového hrotu, ktery slouzil pro

kontrolu pritoku oxidu uhli¢itého.

3.4. Popis kovové reakéni patrony

Kovova reakcni patrona se skldda z dutého vélce, ktery ma na obou vné¢jSich stranach
zéavity. Taktéz se na kazdé strané nachdzi hlava patrony. Kazd4 hlava patrony je opatiena
dutym Sroubem, pod kterym se nachdzi kovova frita. Kovova frita slouzi jako filtr pro
odpousténou IéCivou latku. Z druhé strany kazdé hlavy patrony se nasouva nejdiive
plastova kruhova podloZka, na kterou se nasouva gumové kruhové tésnéni. Nasledné byly
takto sestrojené hlavy patrony zkontrolovany, zda doslo ke spravnému vlozeni kovovych
frit, dotdhnuti dutych Sroubi pomoci otevienych klich, spravnému nasunuti plastovych
podlozek a gumovych tésnéni. Poté doSlo k vlozeni jedné z hlavy patrony do vnitfniho
pruméru dutého valce patrony. Nasunutd hlava patrony byla zajiSténa pomoci pojistného
zavitového krouzku, ktery byl fadn¢ dotazen. Takto pfipravena reak¢ni patrona mohla byt
naplnéna. Népli reakéni patrony se odvijela od druhu pouzité metody superkritické fluidni
technologie. Po naplnéni se reak¢éni patrona uzaviela pomoci druhé hlavy patrony a opét se
zajistila pomoci pojistného zavitového krouzku, ktery byl opét fadné dotazen. Nakonec se
takto pfipravend patrona vlozila do vyhiivaci pece. SloZeni patrony je zndzornéno na

nasledujicim obrazku (Obrazek 16).
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Extrakéni patrona
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RS “wmmmm— < Plastovy kruhovy krouzek
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Pl Aoy Krlek et Gumové kruhové tésnéni
Bt
L % \ Duty valec
==

Obrazek 16: Popis extrakéni patrony

3.5. Popis znaceni pripravenych vzorku glibenclamidu pro metody

RESS a GAS

Ptipravené vzorky byly znaleny vzdy stejnym zplisobem. Nejdiive byla uvedena
zkratka GLYB, ktera byla zkratkou pro 1éCivou latku glibenclamid. Nasledovalo potadové
¢islo vzorku. Kone¢ny popis vzorku vypadal takto: GLYBOI1. Vyjimkou byly vzorky, které
byly ziskdny louhovanim analytické skelné vaty zreakéni patrony v demineralizované
vodé. Tyto vzorky byly znaCeny nésledujicim zptusobem: G.ZB.13. Prvni pismeno bylo
zkratkou pro léCivou latku glibenclamid. Dalsi dvé pismena za teCkou byly zkratkou pro
zbytkové Castice, které zlstaly uvnitt patrony po odpusténi vzorku glibenclamidu spolu
s rozpoustédlem. Nakonec opét nasledovalo poradové Cislo vzorku, které bylo shodné

s ¢islem odpusténého vzorku glibenclamidu.

3.6. Popis pripravy vzorku (reakéni patrony) pro metodu RESS

Nejdtive bylo navazeno 0,1700 g lécivé latky glibenclamidu pomoci sklenéné lodicky
na analytickych vahach. Nasledné byla pfipravena reak¢ni patrona. Nejdiive byla do hlavy
patrony umisténa kovova frita, kterd byla zajisténa pomoci dutého Sroubu. Duty Sroub byl
potadné utazen pomoci plochych kli¢h. Poté byla na opacnou stranu hlavy nasunuta
plastova kruhova podlozka, na kterou bylo déle vloZzeno gumové kruhové tésnéni. Poté
doslo k vsunuti jedné z hlav patrony do vnitfniho priméru dutého vélce patrony. Hlava
patrony byla zajiSténa pomoci pojistného zavitového krouzku, ktery byl fadné¢ dotazen.
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Takto pfipraveny konec patrony byl pomoci lihového fixu oznafen. Oznaceni bylo
provedeno ztoho divodu, Ze patrona byla vzdy do pece vkladdna tak, aby se vzorek
nachazel v horni ¢asti reakéni patrony. Do takto pfipravené patrony byl vloZzen maly
kruhovy chomac¢ analytické skelné vaty, ktery byl upéchovan pomoci kovové péchovaci
ty¢e. Nasledn¢ byl do reakcni patrony vsypan pfedem navazeny vzorek glibenclamidu.
Poté byl opét do reakéni patrony vlozen maly kruhovy chomac¢ analytické skelné vaty,
ktery byl taktéz upéchovan pomoci kovové péchovaci tyce. Zbytek volného mista reakéni
patrony byl vyplnén sklenénymi kulickami tak, aby zbylo misto na posledni kruhovy
chomac analytické skelné vaty. Po vpraveni posledniho chomace skelné vaty byla reakéni
patrona uzaviena hlavou patrony, kterd byla zajisténd pomoci pojistného zavitového
krouzku. Pojistny zavitovy krouzek byl opét fadné utazen. Nakonec byla patrona vloZena
do vyhfivaci pece. Zpusob plnéni patrony je znazornén na nasledujicim obrazku
(Obrézek 17).

Extrakéni patrona
> Zplsob

‘\?\(\\&K\,\_\ <4 plnéni
< patrony

[;‘ Skelna vata

D Vzorek (glibenclamid)

Sklenéné kuliéky

Obrazek 17: Popis plnéni patrony, metoda RESS (takto byla extrakéni patrona
umist'ovana do vyhiivaci pece)

3.7. Popis provedeni metody RESS

Nejdtive byly zkontrolovany veskeré ventily na vyhtivaci peci (vstupni, odtlakovaci,
vystupni a pritokové ventily). Néasledn€ byl povolen hlavni a vedlejsi ventil tlakové lahve
oxidu uhli¢itého. Poté byl zapnut kompresor. Nasledné bylo zapnuto vysokotlaké Cerpadlo.
Poté byl zapnut chladi¢ a bylo nutné vyckat na ochlazeni na teplotu 3,5 °C. Predem
pfipravena patrona byla vloZena do vyhtivaci pece (pfiSroubovéana k dané cesté a vse bylo

fadné dotazeno). Nasledné byl zapnut ohfev a bylo vy¢kdno na dosazeni potiebné teploty
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jak vyhtivaci pece (35 °C), tak pratokového ventilu (80 °C). Po dosazeni nastavenych
teplot bylo pomoci zdroje proudu a napéti pro vysokotlaké cerpadlo nastaven pozadovany
tlak oxidu uhli¢itého (300 bartt), ktery byl nasledné pomoci vstupniho ventilu vpustén do
reakéni patrony. Doba, po kterou pusobil oxid uhli¢ity na vzorek v reakéni patroné se
nazyval staticky mod. Po uplynuti nastavené¢ho ¢asu byla na trysku prutokového ventilu
pfipevnéna sbérna nadoba (sklenénd vialka) a pfipevnén hrot od pritokoméru. Nasledné
byl otevien nejdiive vystupni ventil a poté pratokovy ventil, kdy doslo k vypusténi oxidu
uhli¢itého spolu s vzorkem glibenclamidu do sbérné¢ nadoby (sklenéné vialky). Doba, po
kterou byl vypoustén oxid uhli¢ity a vzorek glibenclamidu, se nazyvala dynamicky mod.
Po uplynuti nastaveného casu byl ukoncen dany proces a piistroj bezpe¢né vypnut spolu se

vSemi svymi ¢astmi.

3.8. Podminky pripravy (mikronizace) ¢astic vzorku glibenclamidu

metodou RESS

Podminky pfipravy (mikronizace) castic vzorku glibenclamidu byla nastaveny dle
nasledujici tabulky (Tabulka 7). Byly ménény tyto parametry: tlak oxidu uhlicitého a
teplota pece (reak¢ni patrony). Teplota pritokového ventilu nebyla ménéna, protoze tento
parametr nema vliv na vysledek dané¢ metody. Taktéz byla nastavena teplota pratokového

ventilu na 80 °C, protoZe pfi této teploté nedochazelo k zamrzani vystupni trysky.

Tabulka 7: Podminky ptipravy (mikronizace) ¢astic vzorku glibenclamidu metodou RESS

Oznaceni ‘x Teplota :l“eplotzf Tl.ak Dynamicky | Staticky
Navazka prutokového oxidu . .
vzorku pece . exsg s mod mod
ventilu uhlicitého

- m tp ty p - -

- g °C °C bar min min
GLYB001 | 0,1788 35 80 300 40 5
GLYB002 | 0,1766 35 80 400 40 5
GLYB003 | 0,1793 40 80 300 40 5
GLYB004 | 0,1775 40 80 400 40 5

Pii provedenych pokusech bylo zjisténo, Ze metoda RESS neni vhodna pro
zamysSlenou ¢innost z divodu velmi malych vytéZznosti vzorku glibenclamidu. Pfipraveny

material nebylo mozné Zadnym zplsobem charakterizovat a vyhodnotit tak danou metodu

(Obrazek 18).
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Obrazek 18: Vzorky c¢astic glibenclamidu ziskané metodou RESS

Z tohoto dtivodu lze usoudit, ze vzorek glibenclamidu nebyl dostate¢né rozpustny,
nebo byl pfimo nerozpustny v oxidu uhli¢itém. Bylo nutné zvolit novou u¢innéjsi metodu.

Nove zvolena metoda byla metoda GAS.

3.9. Popis vybéru vhodného rozpoustédla pro metodu GAS

Pro novou metodu GAS byly vyzkouseny 3 rozpoustédla 1éCivé latky glibenclamidu:
dimethylsulfoxid (rozpustnost glibenclamidu ¢ini 99 mg-ml™!) [9], methanol a aceton.
Vsechny nasledujici vzorky byly navdzeny do sklenéné vialky pomoci analytickych vah.
Nasledné k takto pfipravenym vzorkim byl pfiddn vypocteny objem vybraného

rozpoustédla.

Vzorek GLYBO005 o navazce 0,0481 g byl uspéSné rozpusten v 500 pl
dimethylsulfoxidu a byl podroben metodé¢ GAS. Vzorek GLYB006 o navazce 0,0812 g
nebyl rozpustén v methanolu (pouzit¢ mnozstvi methanolu nebylo vyhovujici pro tuto
metodu). Vzorek GLYBO007 o navazce 0,0805 g nebyl rozpustén v acetonu (mnoZzstvi
acetonu by muselo byt mnohondsobné vys$i, coZ nebylo vyhovujici pro tuto metodu

z divodu objemu reakcni patrony).

I pfesto, Ze rozpoustédlo dimethylsulfoxid zplsobovalo bobtnani gumovych
kruhovych tésnéni extrakéni patrony, bylo po testech zvoleno jako jediné mozné
rozpoustédlo pro metodu GAS. Jiné¢ vhodné rozpoustédlo (dichlormethan) nebylo mozné

aplikovat do pfistroje z diivodu jeho moZného posSkozeni (dichlormethan ma korozivni
ucinky).
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3.10. Popis pripravy vzorku (reak¢ni patrony) pro metodu GAS

Nejdtive bylo navazeno 0,1000 g léc¢ivé latky glibenclamidu pomoci sklenéné vialky
na analytickych vahach. Poté bylo k navazce vzorku glibenclamidu pfiddno pomoci
elektronické pipety 1000 ul dimethylsulfoxidu. Po Gplném rozpusténi veskerého vzorku
glibenclamidu byla pfipravena reak¢éni patrona. Reakéni patrona byla pfipravena podle
kapitoly 3.5. Popis ptipravy vzorku (reakcéni patrony) pro metodu RESS. Zptsob plnéni
nebyl zcela totozny a zmény jsou viditelné na nasledujicim obrazku (Obrazek 19). Jelikoz
dochazelo k drobnému uniku roztoku ptes dolni duty Sroub, bylo nutné jej precizné osusit,

aby nedochazelo po upevnéni do vyhiivaci pece k netésnostem.

Extrakéni patrona

Mkl

Zpusob
plnéni
patrony
.\—‘
D{__r ‘(_}_{_l’
o0 7| Skelna vata
70,0,0,0,0.0.600 X
9/019.8,0,0:010/0'¢
—b A :if:h D Vzorek (roztok DMSO a glibenclamidu
E} seees mezi jednotlivymi kuli¢kami)
ey X @ Sklenéné kuli¢ky
b &
ii)( i }}U@(

Obrazek 19: Popis plnéni patrony, metoda GAS (takto byla extrakéni patrona umistovana
do vyhftivaci pece)

3.11. Popis vybéru vhodnych excipientii pro metodu GAS

Dané excipienty byly vybrany z divodu jejich mozného pouziti ve farmaceutickém
pramyslu, piesnéji pii ptiprave 1éCiv. Jako prvni excipient byla vybrana demineralizovana
voda, protoZe po odpusténi obsahu reak¢éni patrony (dimethylsulfoxidu a rozpusSténého
glibenclamidu) dojde k okamZitému vysrazeni Castic glibenclamidu (prob&hne sraZeni),
[25]. Nevyhodou tohoto excipientu je skutec¢nost, Zze dochazi k aglomeraci noveé vzniklych
castic glibenclamidu. Na zakladé této nevyhody byl zvolen druhy excipient, roztok
demineralizované vody a polyvinylpyrrolidonu (K30). Tento excipient zabraiiuje

aglomeraci nové vzniklych ¢astic glibenclamidu. Polyvinylpyrrolidon se velmi casto
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pouziva ve farmaceutickém pramyslu jako pojivo pro vyrobu Iékovych forem. Jako
posledni excipient byl zvolen polyethylenglykol (1500), ktery je taktéz vyuzivan ve

farmaceutickém primyslu (potahovani tablet).

3.12. Popis pripravy excipientu pro metodu GAS

V piipadé prvniho excipientu, ktery tvofila demineralizovand voda, bylo pomoci

odmérného valce odméieno 10 ml. Téchto 10 ml bylo nasledné ptelito do sklenéné vialky.

V ptipad€ druhého excipientu, roztoku demineralizované vody a polyvinylpyrrolidonu
(K30), doslo k vypoctu potiebné navazky polyvinylpyrrolidonu pro piipravu roztoku o
hmotnostni koncentraci 1 %. Hmotnost polyvinylpyrrolidon ¢inila 0,1000 g. Navazka
0,1000 g polyvinylpyrrolidonu byla navazena do sklenéné vialky pomoci analytickych vah.
Nésledné bylo potteba pomoci odmérného valce odmétit 9,9 ml demineralizované vody,
ktera byla nasledné vlita do sklenéné vialky s navdzkou polyvinylpyrrolidonu. Poté byla
sklenénd vialka s roztokem umisténa asi na 5 minut do ultrazvukové lazn€, aby doslo
k dokonalému rozpusténi polyvinylpyrrolidonu. Takto byl pfipraven excipient, roztok

demineralizované vody a polyvinylpyrrolidonu o hmotnostni koncentraci 1 %.

V piipadé¢ tretitho excipientu, roztoku demineralizované vody a polyethylenglykolu
(1500), doslo k vypoctu potiebné navazky polyethylenglykolu pro ptipravu roztoku o
hmotnostni koncentraci 1 %. Hmotnost polyethylenglykolu ¢inila 0,1000 g. Navazka
0,1000 g polyethylenglykolu byla navazena do sklenéné vialky pomoci analytickych vah.
Pomoci odmérného valce bylo odméfeno 9,9 ml demineralizované vody, ktera byla
nasledn¢ vlita do sklenéné vialky s navazkou polyethylenglykolu. Poté byla sklenéna
vialka s roztokem umisténd asi na 5 minut do ultrazvukové lazn¢, aby doslo k dokonalému
rozpusténi polyethylenglykolu. Takto byl pfipraven excipient, roztok demineralizované

vody a polyethylenglykolu o hmotnostni koncentraci 1 %.

3.13. Popis provedeni metody GAS

Nejdiive byly zkontrolovany veSkeré ventily na vyhiivaci peci (vstupni, odtlakovaci,
vystupni a prutokovy ventil). Nasledné byl povolen hlavni a vedlejsi ventil tlakové lahve
oxidu uhli¢itého. Poté byl zapnut kompresor. Nasledné bylo zapnuto vysokotlaké ¢erpadlo.
Poté byl zapnut chladi¢ a bylo nutné vyckat na teplotu 3,5 °C. Pfedem pfipravend patrona

byla vloZena do vyhtivaci pece. Nésledné byl zapnut ohiev a bylo vyc¢kano na dosazeni
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potiebné teploty jak vyhtivaci pece (35 °C) tak prutokového ventilu (80 °C). Po dosazeni
nastavenych teplot bylo pomoci zdroje proudu a napéti pro vysokotlaké cerpadlo nastaven
pozadovany tlak oxidu uhli¢itého (150 bartt), ktery byl nasledné¢ pomoci vstupniho ventilu
vpustén do reakéni patrony. Doba, po kterou piisobil oxid uhli¢ity na vzorek v reakéni
patroné, se nazyval staticky moéd. Po uplynuti nastaveného c¢asu byla na trysku
pratokového ventilu piipevnéna sbérna nadoba (sklenéna vialka spolu s excipientem, nebo
bez excipientu) a byl pfipraven hrot od pritokoméru. Nasledné byl otevien nejdiive
vystupni ventil a poté prutokovy ventil, kdy doslo k vypusténi oxidu uhli¢itého spolu
s roztokem glibenclamidu a dimethylsulfoxidu do sbérné naddoby (sklenéné vialky spolu
s excipientem, nebo bez excipientu). Doba, po kterou byl vypoustén oxid uhli¢ity a vzorek
glibenclamidu, se nazyvala dynamicky mod. Po uplynuti nastaveného ¢asu byl ukoncen
dany proces a pfistroj bezpecné vypnut spolu se vSemi svymi ¢astmi. Poté byla extrakéni
patrona demontovana a rozSroubovana. Jelikoz dochazelo vzdy k nedokonalému odpusténi
veskerého roztoku, dochazelo k vysraZeni castic leécivé latky i uvnitt patrony. Z tohoto
divodu byla analyticka skelnd vata, na které¢ dochazelo k nejvétSimu zachytu vysrdzenych
castic glibenclamidu nekterych vzorki, vylouhovéna v demineralizované vod¢, aby bylo

mozné i Castice 1éCivé latky glibenclamidu uvizlych v reakéni patroné analyzovat.

3.14. Popis pripravy (mikronizace) ¢astic vzorku glibenclamidu metodou

GAS

Podminky ptipravy (mikronizace) Castic vzorku glibenclamidu byly nastaveny dle
nasledujici tabulky (Tabulka 8). Podminky (teplota a tlak) byly vybrany na zaklad¢
experimentll v piedchozi bakalarské praci [18]. Byly ménény tyto parametry: tlak oxidu
uhlicitého, teplota pece (extrakéni patrony) a excipienty. Taktéz byla nastavena teplota
pratokového ventilu na 80 °C (pro vSechna méfeni), protoze tato teplota byla idedlni a
nedochézelo tak k zamrzani trysky. U vSech vzorkl glibenclamidu byl jako rozpoustédlo
zvolen dimethylsulfoxid (DMSO). Jako excipienty byly pouzity: DEMI -
demineralizovana voda, PVP (1% hm.) - roztok demineralizovan¢ vody a
polyvinylpyrrolidonu o hmotnostni koncentraci 1%, PEG (1% hm.) — roztok

demineralizované vody a polyethylenglykolu o hmotnostni koncentraci 1 %.
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Tabulka 8: Podminky pfipravy (mikronizace) ¢astic vzorku glibenclamidu metodou GAS

Objem . Teplota | Teplota Dyn. | Stat.
Oznaceni DN:SO Navazka pl(:ce veﬁtilu Tlak m}(;d mod ..
Excipient
vzorku Vowmso m tp tv p - -
ul g °C °C bar | min | min
GLYBO05 500 0,0481 35 80 150 40 5 -
GLYBO06 - - - - - - - -
GLYBO07 - - - - - - - -
GLYBO08 1000 0,1001 35 80 150 40 5 DEMI
GLYB09 1000 0,1010 35 80 150 40 5 -
GLYB10 1000 0,1007 35 80 150 40 5 PVP (1 % hm.)
GLYBI11 1000 0,1015 35 80 200 40 5 PVP (1 % hm.)
GLYBI12 1000 0,1008 35 80 200 40 5 DEMI
GLYBI13 1000 0,1011 35 80 200 40 5 -
GLYB14 1000 0,1006 40 80 150 40 5 DEMI
GLYBI15 1000 0,1018 40 80 150 40 5 PVP (1 % hm.)
GLYBI16 1000 0,1002 35 80 150 40 5 PEG (1 % hm.)
GLYB17 1000 0,1011 35 80 200 40 5 PEG (1 % hm.)
GLYBI18 1000 0,1000 40 80 200 40 5 DEMI
GLYBI19 1000 0,1000 40 80 200 40 5 PVP (1 % hm.)
GLYB20 1000 0,1003 40 80 150 40 5 PEG (1 % hm.)
GLYB21 1000 0,1000 40 80 200 40 5 PEG (1 % hm.)

Vzorky GLYBO05, GLYB09 a GLYBO13 nebyly odpusStény do sklenéné vialky
s excipientem, ale dosSlo pouze kodpusténi roztoku zreakéni patrony (roztok
dimethylsulfoxidu a lécivé latky glibenclamidu) do sklenéné vialky. Nasledné byl vzorek
pielit na Petriho misku, aby doSlo k odpafeni piebytecného organického rozpoustédla
DMSO. Po odpareni DMSO nebylo vykrystalizovanych ¢astic 1é¢ivé latky glibenclamidu
dostatek, aby bylo mozné dané ¢astice analyzovat jakoukoliv metodou. Z tohoto diivodu jiz
nedochazelo k piipravé dalSich vzorkl timto zptisobem. Taktéz v tabulce nejsou ptitomny
vzorky GLYB06 a GLYBO07, protoze tyto vzorky byly pouzity pouze pro testovani
rozpoustédel vhodnych pro tuto metodu (zminéno v kapitole 3.8. Popis vybéru vhodného

rozpoustédla pro metodu GAS).

V nésledujici tabulce (Tabulka9) jsou uvedeny vzorky c¢astic glibenclamidu
vylouhovanych z analytické skelné vaty z extrakéni patrony. Cisla vzorki vylouhovanych
castic lécivé latky glibenclamidu souhlasi s ¢isly odpusténych vzorki ¢astic 1écivé latky
glibenclamidu. V8echny vzorky ¢astic lé¢iva (1é€ivé latky) glibenclamidu ziskané metodou

GAS jsou znazornény na obrazku 20.
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Tabulka 9: Vzorky ¢astic 1é¢ivé latky glibenclamidu vylouhovanych z analytické skelné
vaty z extrak¢ni patrony

Oznaceni vzorku Excipient
G.ZB.13 DEMI
G.ZB.14 DEMI
G.ZB.15 DEMI
G.ZB.16 DEMI
G.ZB.17 DEMI
G.ZB.18 DEMI
G.ZB.19 DEMI
G.ZB.20 DEMI
G.ZB.21 DEMI

Obrazek 20: Vzorky castic glibenclamidu ziskanych metodou GAS

3.15. Popis pripravy vzorku a analyzy velikosti a distribuce ¢astic (PSD)

Analyza plivodniho vzorku ¢astic glibenclamidu probihala mokrou cestou, tedy castice
glibenclamidu byly rozptyleny v demineralizované vodé¢. JelikoZ rozpustnost ¢Castic
glibenclamidu v demineralizované vodé je velmi nizka (4,00 mg-1"), neovliviiovala

demineralizovand voda vysledek dané analyzy.

Analyza pfipravenych vzorkl castic léc¢ivé latky glibenclamidu metodou GAS,
probihala ve sklenéné kyveté, jelikoz tyto vzorky byly ve svych excipientech (nebyly
v praskovém stavu). Kazdy z vzorkli byl pfipraven stejnym zplisobem. Vzorek byl
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manualné tfepan po dobu 5 s, dale 5 az 10 s byl ponechan ve stabilni poloze a nasledné
bylo odebrano 5 ml suspenze ptipraveného vzorku ze sttedu sklenéné vialky. Odebrani
vzorku bylo provedeno pomoci sterilizované injek¢ni stiikacky. Nasledovalo provedeni

analyzy.

3.16. Popis pripravy vzorku a analyzy SEM

Vsechny vzorky pro metodu SEM byly pfipraveny stejnym postupem. Nejdiive byl
ustfizen pottebny kousek alobalu (cca 4 x 3 cm). Alobal byl pouzit z divodu vodivosti,
ktera je pro metodu SEM nezbytna. Poté byl kousek alobalu umistén na laboratorni topnou
desku, kterd byla nastavena na 80 °C. Tento kousek alobalu byl pomoci buni€iny
namocené v methanolu oc€iStén a pfipraven pro naneseni vzorku glibenclamidu ziskané¢ho

metodou GAS.

Vzorek ve sklenéné vialce byl manuédlné tfepan po dobu 5 sekund. Nasledné bylo ze
sttedu vialky pomoci plastové injekéni stiikacky s kovovym hrotem odebrano 0,5 ml
vzorku. Poté byl vzorek postupné po kapkach nakapan na pfedem piipraveny kus alobalu.
Vzorek glibenclamidu na kousku alobalu byl ponechan na laboratorni topné desce do

okamziku, dokud nedoSlo k odpareni veSkeré demineralizované vody.

Pivodni vzorek glibenclamidu byl v praskové podobé, proto bylo nutné jej pfipravit
jako ostatni vzorky glibenclamidu, které byly ziskany metodou GAS. Do sklenéné vialky
bylo pomoci kovové 1zicky umisténo potiebné mnozstvi ptivodniho vzorku glibenclamidu.
Nasledné bylo do této vialky pfidano potfebné mnozstvi demineralizované vody. Poté byl

vzorek pfipraven jako piedchozi vzorky.

Takto pfipravené vzorky byly uzavieny v Petriho misce, kterd byla zabalena do
alobalu, aby vzorky nebyly vystaveny sluneénimu zéafeni. Posledni tupravou pied
samotnym méfenim vzorkl bylo jejich napraSeni zlatem, aby se zvySila vodivost danych

vzorki, kterd je pro tuto metodu nezbytna.

3.17. Popis pripravy vzorku a analyzy FTIR

Vsechny vzorky pro metodu FTIR byly pfipraveny stejnym postupem. Ze sklenéné
vialky byl odebran pfislusny objem vzorku, ktery byl nakdpnut na diamantovy ATR
nastavec (technika zeslabené uplné reflektance). Vysledky byly upraveny pomoci
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po&itatového softwaru OMNIC. Spektra byly méfeny v rozsahu 400 az 4000 cm’
(vlnocet) a byly upraveny pomoci ATR korekce (automaticky srovnana baseline = pozadi a
odstranéni pastt odpovidajicich pfitomnosti CO3). Spektrum plvodniho vzorku
glibenclamidu bylo naméteno s pozadim vzduchu. Nasledujici spektra vzorkt castic léCiva
glibenclamidu, pfipravenych metodou GAS, byly métfeny s pozadim vzduchu a nésledné

s pozadim jednotlivych excipientd.

3.18. Popis pripravy vzorku a analyzy XRD

Vzorek castic ptivodniho glibenclamidu (GLYBP) byl nanesen na specialni sklicko pro
metodu XRD. Vzorek c¢astic glibenclamidu ziskaného metodou GAS (GLYBI12) byl
nakapnut na specidlni skli¢ko pro metodu XRD a nasledné doslo k vysuSeni veSkerého

excipientu (demineralizované vody).

Meéieni vzorku probihalo v rozmezi thlu 26 od 2 © do 50 °. Rentgenova energie medi

(K-a) je velmi €asto pouzivana v laboratornich podminkéch.

3.19. Popis pripravy vzorku a testu rozpustnosti (UPLC/DAD)

Pro test rozpustnosti bylo potfebné dosdhnout podminek, které odpovidaly podminkam
v organismu. Jednalo se o pH a teplotu traviciho traktu, kde dochazi k rozpousténi a
vstiebavani 1écivé latky glibenclamidu. Z tohoto davodu byl ptipraven fosfatovy pufr

(pH = 6.5).

Nejdiive bylo navazeno na analytickych vahach pomoci keramické lodicky 1,75 g
difosforec¢nanu draselného. Nasledné bylo pomoci odmérného vélce do kadinky o objemu
1 I odméfeno 800 ml demineralizované vody. Pomoci 100 ml demineralizované vody bylo
1,75 g difosfore¢nanu draselného kvantitativné pirevedeno do kadinky. Nésledn¢ doslo k
dokonalému promichéani roztoku pomoci sklenéné tyCinky. Poté byla upravena hodnota pH
roztoku pomoci roztoku hydroxidu draselného (c=1mol-dm®) na hodnotu pH 6,5
(hodnota pH byla métfena pomoci pH metru). Upraveny roztok byl pielit do odmérné
baiiky o objemu 1 1 a odmérné barika byla dolita po rysku. Roztok byl homogenizovéan a
prefiltrovan pomoci zatizeni na vakuovou filtraci (filtr Millipore s velikosti porti 0,45 um).

Takto upraveny pufr byl pfipraven pro test rozpustnosti.
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Nasledn¢ byla pfipravena mobilni faze pro vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii. Piiprava mobilni fize byla provedena stejné jako ptiprava fosfatového
pufru. Po stejné ptiprave fosfatového pufru bylo odméfeno pomoci odmérného valce
(objem 500 ml) 650 ml tohoto pufru. Nésledné byl tento objem fosfatového pufru prelit do
reagen¢ni lahve. Poté bylo k tomuto pufru pfiddno pomoci odmérného valce (objem

500 ml) 350 ml acetonitrilu. Roztok byl dokonale homogenizovan a umistén do lednice.

Nejdtive bylo pripraveno 7 sklenénych vialek. Do kazd¢ vialky bylo odméteno pomoci
odmérného valce (objem 10 ml) 10 ml fosfatového pufru. Nasledné byly vialky fadné
oznaceny a vloZzeny do vodni lazn€. Tato vodni lazent s vialkami byla vloZena do
biologického termostatu, jehoz teplota byla nastavena na 36 °C. Nésledné bylo vyckéano
45 minut, aby doSlo k ohfati ptfipravenych vialek s fosfatovym pufrem. Poté byly vialky
vyjmuty z termostatu a probéhla ptiprava vzorki glibenclamidu pro test rozpustnosti dle
nasledujici tabulky (Tabulka 10). Vzorek GLYBP je vzorek pivodni vzorku
glibenclamidu, ktery byl pfipraven jinak, nez ostatni vzorku glibenclamidu ziskané
metodou GAS. Potfebné mnoZstvi glibenclamidu bylo pomoci kovové 1Zicky piidano
k 10 ml fosfatového pufru. Ostatni vzorky glibenclamidu byly vZdy ptfed odebranim
mechanicky tfepany po dobu 1 sekundy a az poté bylo odebrano 5 ul tohoto vzorku
(vzorek byl ptfidavan postupné, aby bylo mozné zjistit, kdy jiz nedochazi k rozpousténi
castic glibenclamidu ve fosfatovém pufru). Po piipravé vSech vzorki byly opét vzorky ve
vodni lazni vlozeny do biologického termostatu, kde byly pfi teploté 36 °C ponechany
24 hodin.

Tabulka 10: Tabulka piipravy vzorku glibenclamidu pro test rozpustnosti

“ . Objem fosfatového | Objem pridaného | Teplota hotovych

Oznaceni vzorku R

pufru vzorku vzorkiu
- ml ul °C
GLYBP 10 - 36
GLYB12 10 20 36
GLYBI15 10 20 36
GLYB17 10 20 36
GLYB19 10 20 36
G.ZB.13 10 20 36
G.ZB.15 10 20 36

Po uplynuti 24 hodin byly postupné vSechny vzorku piefiltrovany ptes filtry firmy
Labicom (velikost port byla 0,22 um). Nasledné bylo postupné z kazdého vzorku
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odebrano 650 pl prefiltrovaného vzorku do nové sklenéné vialky o objem 2 ml. Poté bylo

do kazd¢ vialky ptidano 350 pl acetonitrilu.

Takto pfipravené vzorky byly nasledn¢ zméteny pomoci UPLC (vysoce vykonné
kapalinové chromatografie) s detektorem diodového pole. Analyza byla provedena na
ptistroji Acquity I-Class firmy Waters, byla pouzita kolona C18, 1,7 pm ACQUITY UPLC
BEH CLB (dé¢lka kolony: 100 mm, primér kolony: 2,1 mm). Pritok mobilni faze byl
0,4 ml za minutu v isokratickém rezimu s délkou analyzy 4 minuty. Teplota systému byla
udrzovana pii konstantni teploté 40 °C. Detekce byla provedena v rozpéti vinovych délek
190 nm az 700 nm. Maximum pro glibenclamid bylo nalezeno pti 198 nm. Standard pro

tuto metodu byl piipraven z piivodniho glibenclamidu a jeho koncentrace byla 79 mg-1!

(ppm).

3.20. Pouzité metody charakterizace

V nasledujicim odstavci jsou vyjmenovany metody charakterizace, které byly pouzity
pro popis piipravenych castic 1éCivé latky glibenclamidu superkritickou technologii,

piesnéji feceno metodou GAS.

Analyza velikosti a distribuce ¢astic (PSD — particle size distribution) byla provedena
pomoci ptistroje HORIBA Nanopartica SZ-100. Vysledky z této metody byly vyuzity pro
vybér vhodnych (o nejmensi velikosti) vzorka piipravenych castic glibenclamidu pro

nasledujici metody.

Metoda SEM (skenovaci elektronova mikroskopie) je metoda, ktera umoziuje
charakterizovat velikost a morfologii pfipravenych castic vzorkl glibenclamidu. Metoda
byla provedena pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Quanta 450. Metoda byla
provedena jako druha v pofadi a diky jejim vysledkim je mozné vyhodnotit, jak pfesné

bylo stanoveni velikosti a distribuce ¢astic vzorkl glibenclamidu pomoci PSD.

Metoda FTIR (infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci) je metoda,
kterd umoZnuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu (identifikace anorganickych a
organickych latek). Metoda je zaloZena na absorpci infracerveného zareni molekulami
latek. Energie infraervené¢ho zafeni nesta¢i na zmény elektronovych stavl, proto

zpusobuje pouze zmény vibracnich a rotacnich stavii molekul.
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Metoda XRD (XRD — X-Ray diffraction, rentgenova difrakéni analyza) slouzi pro
urceni krystalovych rozmért a tvari. Metoda se predev§im pro urCeni krystalové miizky.
Zakladem metody je sledovani difrakce na vzorcich, pomoci které lze vyhodnotit, zda se

jedna o krystalickou nebo amorfni latku.

Metoda rozpustnosti (test rozpustnosti) je metoda, kterd napodobuje prostiedi traviciho
traktu (teplotou, pH), kde dochdzi k nejvétsimu rozpousténi a vstiebani dané 1écivé latky.
Nasledn¢ dochazi k vyhodnoceni danych hodnot rozpustnosti pomoci kapalinové

chromatografie (naméfeni koncentraci rozpustnosti dané 1é¢ivé latky).

Test PAMPA je metoda, kterd je zaloZena na laboratorni simulaci permeability lécivé
latky pfes umélou biologickou membranu. Podminky testu (teplota, pH) jsou nastaveny
jako podminky ¢ésti organismu, kde dochazi k vstfebani dané 1é¢ivé latky. Poté dochazi

k vyhodnoceni danych hodnot permeability pomoci kapalinové chromatografie.

Nasledujici tabulka (Tabulka 11) ukazuje rozpis vzorkl Castic glibenclamidu, které

byly testovany a jakymi metodami byly testovany.
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Tabulka 11: Tabulka vzorka castic 1écivé latky glibenclamidu, které byly analyzovany

ptislusnymi metodami

Oznaceni Metody charakterizace
vzorku
- PSD SEM FTIR XRD | Rozpustnost | Propustnost

GLYBP ano ano ano ano ano -
GLYBO05 ne ne ne ne ne -
GLYBO08 ne ne ne ne ne -
GLYB09 ne ne ne ne ne -
GLYB10 ano ne ne ne ne -
GLYBI11 ano ne ne ne ne -
GLYB12 ano ano ano ano ano -
GLYB13 ne ne ne ne ne -
G.ZB.13 ano ano ano ne ano -
GLYB14 ne ne ne ne ne -
G.7ZB.14 ano ne ne ne ne -
GLYBI15 ano ano ano ne ano -
G.ZB.15 ano ano ano ne ano -
GLYBI16 ne ne ne ne ne -
G.ZB.16 ano ne ne ne ne -
GLYB17 ano ano ano ne ano -
G.ZB.17 ano ne ne ne ne -
GLYB18 ne ne ne ne ne -
G.ZB.18 ano ne ne ne ne -
GLYB19 ano ano ano ne ano -
G.ZB.19 ano ne ne ne ne -
GLYB20 ano ne ne ne ne -
G.ZB.20 ano ne ne ne ne -
GLYB21 ano ne ne ne ne -
G.ZB.21 ano ne ne ne ne -

49




4. Vysledky a diskuze

V této ¢asti bakalaiské prace jsou uvedeny veskeré vysledky vSech metod, které byly
ziskany v ramci bakalafské prace pro popis pripravenych ¢astic glibenclamidu metodou

GAS.

4.1. Analyza velikosti a distribuce ¢astic (PSD)

Vysledky méfeni velikosti ¢astic vzorki glibenclamidu byly vyhodnoceny z hlediska
¢iselnych hodnot pomoci dvou velikostnich parametrit dmean @ dmode (Tabulka 12) a pomoci
grafického vyjadreni distribuce velikosti €astic (Obrazek 21 aZz 29). Hodnota dmean
vyjadiuje pramérnou velikost ¢astic ptivodniho vzorku glibenclamidu, ktera je vztazena na
cely objem vzorku. Hodnota dmode Vyjadiuje nejCastéji se vyskytujici primérnou velikost
¢astic vzorku glibenclamidu. Vysledky méteni distribuce ¢astic vzorki glibenclamidu jsou

vyobrazeny pomoci frekvencni a kumulativni kiivky.
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Obrazek 21: Logaritmické distribuce velikosti ¢astic (DVC) piivodniho (vychoziho)
vzorku glibenclamidu

Obrazek 21 znazornuje distribuci ¢astic ptivodniho (vychoziho) vzorku glibenclamidu,
vykazujici monomodalni charakter s ¢asticemi v intervalu hodnot 580,41 az 1068,52 nm.
Piivodni vzorek vykazoval priimérné hodnoty dmean (763,1 nm) a dmode (775,3 nm).
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Nasledujici obrazky (22-29) jsou vysledky pfipravenych vzorka c¢astic 1éc¢ivé latky
glibenclamidu metodou GAS. U nékterych vzorkii ¢astic glibenclamidu (Obrazek 25
ktivky G.ZB.13 a G.ZB.14, Obrazek 26 kiivka G.ZB.18) je patrné, ze doslo k vytvoteni
bimodalni kfivky a z tohoto divody jsou v tabulce (Tabulka 12) uvedeny dvé hodnoty

dimode @ dmean pro jeden vzorek Castic glibenclamidu.
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Obrazek 22: Logaritmicka distribuce velikosti ¢astic vzorku GLYB12
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Obrazek 23: Logaritmické distribuce velikosti ¢astic vzorkit GLYB11, GLYBI1S,
GLYBI19 (PVP 1 % hm.)
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Obrazek 24: Logaritmicka distribuce velikosti ¢astic vzorkit GLYB17, GLYB20,
GLYB21 (PEG 1 % hm.)
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Obrazek 25: Logaritmické distribuce velikosti ¢astic vzorkit GLYB13, GLYBI14,
GLYBI15 (DEMI)
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Obrazek 26: Logaritmicka distribuce velikosti ¢astic vzorkit GLYB16, GLYBI1S,

GLYB19 (DEMI)
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Obrazek 27: Logaritmické distribuce velikosti ¢astic vzorkit GLYB20, GLYB21 (DEMI)
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Obrazek 28: Logaritmickd distribuce velikosti ¢astic vzorku G.ZB.17 (DEMI)
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Obrazek 29: Logaritmické distribuce velikosti ¢astic vzorku GLYB10 (PVP 1 % hm.)

Grafy na Obrazcich 28 a 29 maji zcela odlisny pribc¢h kiivek nez grafy predchozi
(Obrazek 21 az 27). JelikoZ tento pribéh neni typicky pro tuto metodu, nebyly tyto

vysledky povazovany za zcela piesné a nebyly dale hodnoceny.
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Tabulka 12: Naméiené hodnoty velikosti ¢astic (dmean, dmode) piipravenych vzorka ¢astic
glibenclamidu pfipravenych metodou GAS a ptivodni vzorek glibenclamidu

Oznaceni d dinoa Charakter
vzorku fean "% | kFivky DVC
- nm nm -
GLYBP 763,1 775,3 | monomodalni
GLYBI10 0,8 0,4 monomodalni
GLYBI11 91,2 9,7 monomodalni
GLYBI12 74 9,7 monomodalni
G.ZB.13 5%?‘8 (6):3 bimodalni
G.ZB.14 1 §’9‘t9 205’,88 bimodalni
GLYBI15 31,1 7,6 monomodalni
G.ZB.15 22,7 2,5 monomodalni
G.ZB.16 51,8 4.7 monomodalni
GLYB17 93,5 12,4 monomodalni
G.ZB.17 - - -
G.ZB.18 908’ ’51 101’,70 bimodalni
GLYBI19 4.4 0,8 monomodalni
G.7ZB.19 55,5 8,6 monomodalni
GLYB20 312,7 60,6 monomodalni
G.ZB.20 20,7 4,1 monomodalni
GLYB21 154,2 29,2 monomodalni
G.ZB.21 107,0 20,2 monomodalni

Z vysledkl uvedenych v tabulce 12 lze vyhodnotit, Ze oproti piivodnimu vzorku ¢astic
léciva glibenclamidu doSlo ke zmenSeni Castic vSech vzorkli glibenclamidu ziskanych
metodou GAS. Velmi dobrych vysledkii primérnych velikosti bylo dosazeno u vzorki
castic glibenclamidu (GLYB10, GLYB11, GLYB15 a GLYB19), které byly v excipientu
PVP (1 % hm.). Naopak u vzorkl ¢astic glibenclamidu (GLYB16, GLYB17, GLYB20 a
GLYB21), které¢ byly vexcipientu PEG (1% hm.) bylo dosaZeno horSich vysledkl
pramérnych velikosti ¢astic. Excipient PVP (1 % hm.) se ukézal jako vhodny excipient pro

analyzu distribuce a velikosti ¢astic glibenclamidu.

4.2. Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Na nasledujicich snimcich (Obrazek 30 az 36) lze vidét ¢astice ptivodniho vzorku a
dale ptipravenych vzorkii glibenclamidu metodou GAS. Na snimcich je viditelna

morfologie, tvar ale i velikost ¢astic glibenclamidu.
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Obriazek 32: Snimky vzorku glibenclamidu ziskaného metodou GAS (GLYBI5)
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1 mm

Obriazek 33: Snimky vzorku glibenclamidu ziskaného metodou GAS (G.ZB.15)

Obrazek 34: Snimky vzorku glibenclamidu ziskaného metodou GAS (GLYB17)

Na obrazku 34 vzorku GLYBI17 je viditelnd vrstva excipientu PEG (1 % hm.)
s ur¢itymi poruchami. Po zvétSeni snimku vSak nejsou viditelné Zadné ohraniené castice

lécive latky glibenclamidu.
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Obrazek 36: Snimek vzorku glibenclamidu ziskaného metodou GAS (G.ZB.13)

Obrazek 36 vzorku G.ZB.13 je prezentovan pouze jednim snimkem, protoZe na
ostatnich pofizenych snimcich nebyly castice lécivé latky glibenclamidu viditelné.
Z ptedchozich snimki (Obrazek 30 az 36) je patrné, Ze velikosti ¢astic zcela neodpovidaji
hodnotam zjiSt€énym v predchozi PSD analyze. Rozdily mohly byt zplsobeny jinym
objemem, ktery byl pouzit k analyze (nemuselo dojit k odebrani nejmensich ¢astic vzorku)

a rovneZz rozdilnou ptipravou vzorki, kdy pro analyzu SEM byly vzorky vysuseny.

Castice ptivodniho vzorku glibenclamidu vykazovaly velikost v rozpéti od 0,5 pm do
10 um. Tyto parametry jsou odhadovany pomoci métitka na daném obrazku (Obrazek 30).
Z obréazku je taktéz patrné, ze velikosti ¢astic dosahuji riznych rozméra a je mozné, Ze se
zde nachazeji i ¢astice odpovidajici vysledkiim analyzy PSD. Obrazky 31 az 36 znazoriiuji

castice glibenclamidu ziskané metodou GAS. Uvedené obrazky potvrdily, Ze doslo ke
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snizeni velikosti Castic glibenclamidu oproti pivodnimu vzorku. Z obrazkli rovnéz
vyplynulo, ze morfologie Castic se pfili§ neménila, vznikaly pfevazné Castice ve tvaru

tenkych desticek s nepravidelnymi okraji.

4.3. Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Spektrum pivodniho vzorku glibenclamidu (Obrazek 37) bylo naméfeno s pozadim
vzduchu. Nasledujici spektra (Obrazek 39 az 48) byla méfena s pozadim vzduchu a

nasledné s pozadim jednotlivych excipientt.
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Obrazek 37: Spektrum ptivodniho vzorku glibenclamidu (GLYBP)
Na zaznamu FTIR spektra piivodniho vzorku glibenclamidu (GLYBP) (Obrazek 37)

2855 cm™ (O-H), 1450 cm™ a 1518 cm™ (N=0), 1156 cm™ (C-N) a 1011 em™ (C-O) [32].
Tyto pasy jsou taktéz patrné, pouze s drobnymi odchylkami, na nasledujicim spektru

(Obrazek 38) prevzatého z odborné literatury tykajici se Castic 1éCivé latky glibenclamidu

[32].
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Obrazek 38: Spektrum ¢éstic 1é¢ivé latky glibenclamidu [32]
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Obrazek 39: Spektrum roztoku polyethylenglykolu a demineralizované vody (1 % hm.)
(pozadi: demineralizovana voda)

60



103 T T T T

102 -

101 \

M 'W W’”’”‘W' NWW“WI” .

1293

99 |-

Transmitance, [%]

98

1 1
5000 4000 3000 _ 2000 1000 o
Winocet, [cm™]

Obrazek 40: Spektrum roztoku polyvinylpyrrolidonu a demineralizované vody (1 % hm.)
(pozadi: demineralizovana voda)
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Obrazek 41: Spektrum demineralizované vody (DEMI) (pozadi: vzduch)

Ptedchozi zaznamy FTIR spekter (Obrazek 39 az 41) jsou spektra excipientd, které
byly v této praci pouZity. Tato spektra byla nasledné pouzita pro odecet pozadi pro méfené

vzorky.
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Obrazek 42: Spektrum vzorkl glibenclamidu ziskanych metodou GAS (GLYBI12,
GLYBI15, GLYB17, GLYB19, GZB13, GZB15) (pozadi: vzduch)

Ptedchozi spektrum (Obréazek 42) znazornuje vSechny vzorky ziskané metodou GAS.

Z obrazku je ziejmé, ze vSechny vzorky maji velmi podobnd FTIR spektra, az na odchylky

v okoli vIno¢tu 1000 cm™.
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Obrazek 43: Spektrum vzorku glibenclamidu GLYB12 (pozadi: demineralizovana voda)

62



103 T T T T

102 - -
101 + —
=

4

' | -
il Al b

g It
= ygqg

B 1012 1
98 —
97 1 1 1 1

5000 4000 3000 s 2000 1000 o

Vinocet, [cm™]

Obrazek 44: Spektrum vzorku glibenclamidu GLYBI15 (pozadi: PVP (1 % hm.))
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Obrazek 45: Spektrum vzorku glibenclamidu GLYB17 (pozadi: PEG (1 % hm.))
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Obrazek 46: Spektrum vzorku glibenclamidu GLYB19 (pozadi: PVP (1 % hm.))
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Obrazek 47: Spektrum vzorku glibenclamidu G.ZB.13 (pozadi: demineralizované voda)

Na Obrazku 47 je znazornéno spektrum vzorku G.ZB.13, které neobsahuje Zadny
absorpc¢ni pas odpovidajici spektru glibenclamidu. Z tohoto diivodu je mozné se domnivat,
7ze mnozstvi analyzovaného vzorku se nachézelo pod mezi detekce (v objemu vzorku se

nenachazelo dostate¢né mnozstvi ¢astic).
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Obrazek 48: Spektrum vzorku glibenclamidu G.ZB.15 (pozadi: demineralizovana voda)

FTIR spektra na Obrazcich 43 az 46 a 48 obsahuji charakteristické absorpcéni pasy
vyskytujici se v rozmezi vinoétti 600 cm™ az 1500 cm™. P4s, ktery se vyskytuje ve viech
spektrech (1011 cm™) odpovidd vazb& C-O v glibenclamidu (Obrazek 37). Vsechny
zdznamy maji podobny pribeh a je tedy mozné se domnivat, ze mezi jednotlivymi vzorky
nejsou velké rozdily. Absence nekterych pastt mize byt zpiisobena neuplnym odstranénim

pozadi (nedoslo k dokonalému odfiltrovani a dochézi tak ke stinéni).

4.4. Rentgenova difrakéni analyza (XRD)

Na nasledujicich obrazcich (Obrazek 49 a 50) jsou vidény patrné zmény mezi
puvodnim vzorkem ¢astic glibenclamidu (GLYBP) a vzorkem castic glibenclamidu
ziskaného metodou GAS (GLYBI12). Tyto zmény se nachazeji v thlovém rozsahu 20 od
10 ° az 30°. Vzorek plvodnich castic glibenclamidu ma zietelné piky v uvedeném
uhlovém rozpéti a je mozné konstatovat, ze dany vzorek je krystalicky. Pfi porovnani
obrazki 50 a 51 je mozné dale konstatovat, Ze piky vzorku GLYBP a piky kiivky a)
obrazku 51 se nachéazeji ve stejnych mistech. Vzorek GLYBI12 nema v tomto thlovém
rozpéti zadné piky a je mozné predpokladat, Ze vzniklé Castice maji amorfni charakter.
Druhou moznosti je, ze vzorek GLYB12 nemé¢l dostatek castic glibenclamidu a nachazel se
tedy pod mezi detekce. Toto vyhodnoceni bylo provedeno na zaklad€ obrazku 51, ktery je

prevzat z odborné literatury [7].
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Obrazek 49: XRD zaznam castic ptivodniho vzorku glibenclamidu a vzorku ptipravené¢ho
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Obrazek 50: Vytez predchozi XRD zaznamu (Obrazek 48)
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Obrazek 51: XRD zaznamy: a) krystalické formy glibenclamidu, b) amorfni formy
glibenclamidu [7]

4.5. Rozpustnost (test rozpustnosti)

Z naméfenych vysledkt (Tabulka 13) je patrné, Ze nejvysSi rozpustnost ¢astic
glibenclamidu vykazoval ptavodni vzorek glibenclamidu (GLYBP) a vzorky (GLYBI1S,
GLYB17 a GLYBI19), které byly v excipientech PVP (1 % hm.) nebo PEG (1 % hm.).
Timto testem se potvrdil predpoklad, Ze pouzité excipienty zvysuji rozpustnost samotného
léciva. Naopak nejmensi rozpustnost vykazovaly vzorky (GLYB12, G.ZB.13 a G.ZB.15),
které byly v excipientu demineralizované vody. Vzorek G.ZB.15 ma pomérné vysokou
rozpustnost oproti ostatnim vzorkiim v demineralizované vod¢. ZvysSena rozpustnost tohoto
vzorku mohla byt zptisobena nedokonalym odpusténim rozpusSténého glibenclamidu
v DMSO z reak¢ni patrony (analyticka skelna vata obsahovala roztok DMSO s casticemi
glibenclamidu, proto byla jejich koncentrace vys§i a DMSO podpofil rozpustnost ¢astic
glibenclamidu). Naopak vzorek GLYBI19, ktery je v excipientu PVP (1 % hm.), vykazuje
oproti vzorku GLYBIS, ktery je taktéz v tomto excipientu, rozpustnost nizsi. Tento vykyv
mohl byt opét zpisoben nedokonalym odpusSténim vzorku a niz§i koncentraci Castic v
excipientu. NejvySs$i rozpustnost vykazoval vzorek GLYBI17, ktery byl v excipientu

PEG (1 % hm.).
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Tabulka 13: Tabulka naméfenych a vypoctenych hodnot koncentraci glibenclamidu pro
test rozpustnosti

v s Koncentrace
‘. Namérena . . Koncentrace
Oznaceni glibenclamidu . .
koncentrace (g glibenclamidu
vzorku . . ve fosfatovém
glibenclamidu ve vzorku
pufru
- mg-1! mg-1! mg-I"!
GLYBP 0,457 0,703 352,242
GLYB12 0,052 0,080 40,080
G.ZB.13 0,045 0,069 34,685
GLYBI15 0,636 0,978 490,209
G.ZB.15 0,145 0,223 111,762
GLYB17 0,813 1,251 626,635
GLYB19 0,196 0,302 151,071

4.6. Propustnost (test PAMPA)

Test propustnosti (test PAMPA) nebyl v této bakalafské praci proveden z diivodu
klasifikace lé¢ivé latky glibenclamidu pomoci BCS (Biofarmaceuticky Klasifika¢ni
Systém). Léciva latka glibenclamid je zatazena do II. skupiny (vysoké permeabilita, nizka
rozpustnost). Z tohoto divodu je mozné se domnivat, ze z hlediska prichodnosti pies

membranu by nebyly nalezeny vyznamné rozdily.

4.7. Souhrn ziskanych vysledkii

Na zéklad¢ vsech provedenych analyz Ize vyhodnotit, Ze nejlepSich vysledkt u ¢astic
lécivé latky glibenclamidu piipravenych metodou GAS, bylo dosazeno v ptipade, ze tyto
castice byly jimany do excipienti PVP (1 % hm.) a PEG (1 % hm.). Demineralizovana
voda byla taktéz vhodnych excipientem, ale na rozdil od PVP (1 % hm.) a PEG (1 % hm.)
nezvySovala rozpustnost ¢astic 1écivé latky glibenclamidu v organismu, protoze vzniklé
castice mely vétsi velikost. Teploty (35 °C a 40 °C), které byly zvoleny pro metodu GAS,
byly vyhovujici. V ptipadé tlak (150 bar a 200 bar) se vyssi tlak ukézal jako vhodné;jsi
pro zmenSovani castic léciva glibenclamidu. Na zékladé provedenych analyz byly jako
nejlepsi vzorky spliujici parametry pro poZadovany ucel vybrany GLYB15, GLYBI17 a
GLYBI19. Z téchto tti vzorkll nejvice vyhovoval poZzadavkim GLYB17 a to hlavné
z diivodu vysledkil testu rozpustnosti. Rozpustnost tohoto vzorku ve fosfatovém pufru
¢inila 1,251 mg-1". Tato hodnota znatn& pievySovala hodnoty rozpustnosti ostatnich
vzorki, ale predevs§im vzorku piivodniho (0,703 mg-1'"). Z hlediska biodostupnosti byl

vvvvvv
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5. Zavér

Bakalarskd priace je zaméfena na mikronizaci Castic Iéciva (lécivé latky)
glibenclamidu, které se pouziva pro Iécbu diabetu II. typu. Na zakladé¢ vyhodnoceni
ziskanych vysledkid a naslednych zavéri mize byt konstatovano, Ze cile bakalaiské prace

byly splnény.

Teoretickd ¢ast prace obsahuje popis 1éCiv, interakce 1éCiv s organismem, zafazeni
1éciv do BCS systému a provadéni PAMPA testu. Tato Cast taktéZz zahrnuje popis 1éCiv,
tzv. antidiabetik spolu se skupinou derivati sulfonylmocoviny. Do této skupiny derivati
patii pravé glibenclamid, kterému je v této praci vénovana hlavni pozornost. Teoreticka
¢ast rovnéz zahrnuje popis metod zmenSovani Castic 1&Civ (1éCivych latek), které jsou
zaméfeny na vyuZiti superkritické fluidni technologie s vyuzitim superkritického oxidu

uhli¢itého (CO2), presnéji na metodu RESS a metodu GAS.

V praktické ¢asti byly pripraveny castice glibenclamidu pomoci superkritické fluidni
technologie. Pro tuto technologii byl pouzit komeréné dodany ptistroj Spe-ed SFE-4 firmy
Applied Separation. Nejdiive byla provedena metoda RESS s vyuzitim superkritického
COa, ktera se ukazala jako nevyhovujici z divodu malé vytéznosti produktu. Nasledné byla
aplikovana metoda GAS s vyuzitim superkritického CO», kterd se ukazala pro mikronizaci
¢astic léciva glibenclamidu jako vyhovujici. V metodé GAS byly ¢astice mikronizovany za
riznych podminek (tlak, teplota, doba statické faze). Vliv riznych podminek na velikost a
morfologii Castic 1éCiva glibenclamidu byl vyhodnocen pomoci uvedenych metod: PSD,
SEM, FTIR, XRD a testu rozpustnosti. Testy propustnosti (PAMPA test) nebyly
provedeny z divodu zafazeni léCivé latky do II. skupiny BCS systému (vysoka
propustnost, nizka rozpustnost), to znamena, ze latka je vysoce permeabilni i v pivodnim

stavu.

V ptipad€ analyzy a distribuce velikosti ¢astic (PSD) lécivé latky glibenclamidu mél
puvodni vzorek primérnou velikost okolo 775,3 nm (dmode). VSechny ostatni vzorky castic
léciva glibenclamidu ziskané metodou GAS byly zmenseny pod tuto priimérnou hodnotu.
Na zaklad¢ zjiSténych velikosti Castic bylo vybrano 6 vzorkli (GLYBI12, G.ZB.13,
GLYBI5, G.ZB.15, GLYB17 a GLYBI19), kter¢ byly déle testovany.

Snizeni velikosti ¢astic pfipravenych vzorkd ve srovnani s ptivodnim vzorkem bylo

potvrzeno 1 pomoci metody SEM.
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Zaznamy FTIR ukazaly, ze vzorky ¢astic glibenclamidu ziskané metodou GAS, mély
az na drobné odchylky podobna spektra. Lze tedy vyhodnotit, Ze tyto vzorky byly podobné

a ze nedochdzelo pii zpracovani k chemické reakci mezi excipientem a glibenclamidem.

Na zaklad¢ metody XRD bylo zjisténo, ze piivodni vzorek Castic 1éCiva (1é¢ivé latky)
glibenclamidu byl krystalické formy. Vzorky castic lé¢iva glibenclamidu ziskané metodou

GAS byly pravdépodobné v amorfni formé.

Test rozpustnosti potvrdil predpoklad, ze ziskané ¢astice glibenclamidu metodou GAS,
které byly vexcipientech PVP (1 % hm.) a PEG (1% hm.), mély vys§i hodnotu
rozpustnosti oproti pivodnimu vzorku castic lécivé latky glibenclamidu. Excipienty tedy
zvySovaly rozpustnost léCiva (1éCivé latky) glibenclamidu spolu se zmenSenymi rozméry
Castic. Naopak demineralizovand voda neni dobrym excipientem, protoze velikost
vzniklych ¢astic byla vétSi a tim se snizovala rozpustnost lé¢iva v organismu. Touto
metodou byl vyhodnocen jako nejlepsi excipient PEG (1 % hm.), protoZze nejlepsi
rozpustnosti bylo dosdhnuto u vzorku GLYB17.

Na zaklad€ provedenych analyz je mozné vyhodnotit, Zze nejlepSich vysledkli bylo
dosazeno u metody GAS pti obou pouzitych teplotach 35 °C 1 40 °C. V ptipadé pouzitych
tlaki bylo dosazeno lepSich vysledkil pti tlaku 200 bart. Jako nejlepsi vysledky byly
vyhodnoceny vzorky ¢astic glibenclamidu GLYB15, GLYB17 a GLYBI19. Jednalo se o
vzorky v excipientech PEG (1 % hm.) a PVP (1 % hm.). Rozdily mezi ¢asticemi vzorku
glibenclamidu v excipientech a ¢asticemi zbytkovymi z patrony nebyly ptili§ vyrazné. Je
vSak zfejmé, ze pfitomnost excipientu brani shlukovani pfipravenych Castic a ma tak

vyznamny vliv na stabilitu submikronovych ¢astic.

Na zaklad¢ wvysledkli této bakalaiské prace lze povazovat vyuziti navrzené
superkritické fluidni technologie pro ptipravu submikronovych ¢astic 1 nanocastic
glibenclamidu za vhodnou metodu. Jako vhodnéjsi se ukazala metoda GAS s vyuZitim
superkritického oxidu uhli¢itého jako antirozpoustédla a dimethylsulfoxidu jako piivodniho

rozpoustédla.
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