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ANOTACE

Tato prace se v teoretické Casti zabyva novymi poznatky v oblasti piipravy
tobolek z biopolymernich materiall, s dirazem na alternativni techniky, jez oteviraji
perspektivni moznosti pro farmaceuticky pramysl. Konkrétné se zaméfuje na
kombinaci technologii hot melt extruze (HME) a FDM 3D tisku.

V experimentalni ¢asti byly tyto inovativni metody aplikovany na piipravu
enterosolventnich polysacharidovych tobolek. Pro vyrobu téchto tobolek byla pouzita
kombinace polosyntetického a biopolymerniho materialu (Affinisol™ s citrusovym
pektinem nebo alginadtem sodnym). Studovan byl také piidavek plastifikatoru
polyethylenglykolu (PEG) scilem snizit teplotu extruze a zlepSit vlastnosti
extrudovaného vlakna s ohledem na 3D tisk. Proces pfipravy zahrnoval extruzi
filamenti metodou HME, nasledovanou samotnym 3D tiskem, plnénim a testovanim
tobolek (rozmérova analyza, disolu¢ni testovani).

Tato prace pfinasi nové poznatky v oblasti vyzkumu enterickych tobolek na
bazi polysacharidu pro cileny transport 1éCiva do oblasti kolonu. V ramci diskuze byly
zhodnoceny moznosti pouziti pfipravenych tobolek, jak z hlediska smérovani 1é¢iv do

oblasti kolonu, tak 1 jako potencialniho pfistupu pro fekéalni mikrobialni transplantaci.

KLIiCOVA SLOVA

enterosolventni tobolka, biopolymery, polysacharidy, hot melt extruze, FDM 3D tisk,

disolucni test



ANNOTATION

The theoretical part of the thesis deals with novel insights into preparing
capsules from biopolymer materials, emphasizing alternative techniques that open up
promising possibilities for the pharmaceutical industry. Specifically, it focuses on
combining hot melt extrusion (HME) and FDM 3D printing technologies.

In the experimental part, these innovative methods were applied to prepare
enteric-coated capsules. A combination of semi-synthetic and biopolymer materials
(AffinisolTM with citrus pectin or sodium alginate) was used to produce these
capsules. The addition of plasticizer polyethylene glycol (PEG) was also studied to
reduce the extrusion temperature and improve the properties of the extruded filament
concerning 3D printing. The preparation process included filament extrusion using the
HME method, followed by 3D printing, filling, and testing of the capsules
(dimensional analysis, dissolution testing).

The thesis provides new insights into the research of polysaccharide-based
enteric-coated capsules for targeted drug transport to the colon area. As part of the
discussion, the possibilities of using the prepared capsules were evaluated in terms of
targeted drug delivery to the colon area and as a possible approach for fecal microbial

transplantation.

KEYWORDS

enteric capsule, biopolymers, polysaccharides, hot melt extrusion, FDM 3D printing,

dissolution test
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Uvod

Préace se zabyva piipravou polysacharidovych tobolek a je strukturovana do
dvou hlavnich ¢asti: teoretické a experimentalni. V teoretické ¢asti jsou shrnuty rizné
metody pripravy tobolek, pfiCemz je kladen diraz predev§im na kombinaci techniky
hot melt extruze a FDM 3D tisku. Tyto techniky maji vysoky potencial predevsim pro
personalizovanou 1écbu a spole¢né tvoti vyznamny pilif ve farmaceutickém vyzkumu.
Déle byla vénovana pozornost vyjimecnym fyzikalné-chemickym vlastnostem
polysacharida a vyhodam pfi jejich zakomponovani do tobolek.

V experimentalni ¢asti bylo hlavnim tkolem pfipravit pét riznych formulaci
enterosolventnich tobolek na bazi hypromelozy (Affinisol™), které se liSily typem
a obsahem biopolymerni slozky. Prvnim a kli¢ovym krokem pfipravy byla extruze
filament metodou HME. Smési pro extruzi obsahovaly rizné procentualni zastoupeni
biopolymeru (alginat sodny, citrusovy pektin) a u vybranych filament byl testovan také
piridavek plastifikatoru (PEG). Nasledn¢ byla tato vlakna pouzita pro ptipravu tobolek
pomoci FDM 3D tisku. Zkompletované a naplnéné tobolky plnivem (laktézou)
a modelovou ucinnou latkou (kofeinem) byly podrobeny rozmérové analyze
a nasledng disolu¢ni zkousce. Podminky disoluéni zkousky vychazely z Ceského
lékopisu [1] a byly voleny s ohledem na prachod Iékové formy prostiedim GIT
(simulace prostfedi zaludku a stiev).

V experimentalni Casti této prace byla ziskana fada novych poznatkt, které
predstavuji vyznamny piinos pro moderni farmakoterapii. Tyto poznatky vychazeji
z analyzy vyzkumu enterickych kapsli na bazi polysacharidu, které byly pfipraveny
pomoci metody FDM 3D tisku. Byla diskutovana jejich mozna aplikace jednak
z hlediska cileného transportu 1é¢iv do prostredi kolonu, tak i jako potencionalniho

vyuziti pro fekalni mikrobidlni transplantaci.
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1 Teoreticka Cast

Teoreticka cCast této diplomové prace se zaméfuje na pripravu tobolek
z biopolymernich materiald. V prvni ¢asti budou diskutovany vlastnosti tobolek, jejich
pouziti a specifika této enterosolventni lékové formy. Nasledn€ budou rozebrany
zakladni principy a postupy pouzivané pii pripravé téchto lékovych forem.
V neposledni fad¢ bude také zminéno vyuziti a aplikace biopolymerii ve farmacii,

s dirazem na biopolymerni materialy vyuzivané pro piipravu tobolek.

1.1 Tobolky z biopolymernich materialu

Tobolka patfi mezi 1ékové formy, které jsou podavany peroralni cestou. Jedna
se o pevnou lékovou formu, ktera je velmi rozsifena [2,3]. Existuje nékolik divodu,
pro¢ je tobolka casto preferovanou moznosti. Jednim z faktort je krat$i vyvoj
formulace a jednodussi dodavkovy systém ve srovnani s tabletami [2,4]. Z pohledu
pacienta nabizi tobolka také zna¢né vyhody, jako je snadna aplikace a moznost
eliminace nepiijemné chuti aktivni farmaceutické slozky (API) diky uzavfeni
do obalu tobolky [3]. V dusledku svych pfednosti se tobolka stala kliCovym prvkem
farmaceutického odvétvi, coz plati nejen z ekonomického hlediska, ale 1 v souvislosti
s vyznamem pro zdravotni péci [2,3]. Statistiky uvadi, ze trzby z prodeje tobolek
dosahly v roce 2016 ¢astky 1,4 miliardy USD a ptedpokladané trzby pro rok 2026 €ini
2,9 miliardy USD [2]. Jesté vyznamné&jsi je fakt, ze v roce 2001 predstavovaly tobolky
podstatnou Cast vSech 1ékafskych predpist, a to az 20 % [3].

Stavba tobolky neni technicky slozitd. Jedna se o relativné jednoduchou
strukturu, ktera se sklada ze dvou Casti: spodni ¢ast (t€lo, top) a horni Cast (vicko,
bottom). Tyto dva dily se vyrabi samostatne€ [3] a spolecné tvoii tobolku o urcité
velikosti [2]. Finalni struktura slouzi jako ,,nadoba“ pro plnici smés a soucasné muze
poskytovat ochranu pro mélo stabilni API. Smeés ucinné latky je nejprve naplnéna do
téla tobolky. Néasledn€ je nasazeno vicko, které musi byt kompatibilni, aby doslo
k vytvofeni pozadovaného integrovaného celku. Plnéni tobolek probiha riznymi
zpusoby v zavislosti na konkrétnim ucelu aplikace. V ramci akademického vyzkumu
se vét§inou uplatiiuje manualni plnéni, naopak ve farmaceutickém pramyslu se tento
proces prevedl na poloautomatizované nebo zcela automatizovana zatizeni [3].

Tento typ 1ékové formy muze byt pfipraven z celé fady pomocnych latek, avsak

nejCastéj$i variantou je zelatinova tobolka [2,5]. V nékterych piipadech muze byt
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zelatina nahrazena derivaty celulozy (napt. HPMC), pullulanem, Skrobem [2] nebo

jinymi hydrofilnimi polymery [3].

1.1.1 Tobolky pro privoed lé¢iva do kolonu

Tobolky pro piivod 1éCiva do prostiedi tlustého stieva se vyuzivaji pro lokalni
1éCbu postizené Casti stieva, ale také za ucelem absorpce 1€Civa v prostiedi kolonu,
nebot’ muze trpét celou Skalou patologickych onemocnéni, od bézného prujmu az
po zavazn&j$i nemoci. Funkce tlustého stfeva muze byt omezena vznikem nador
spojenych s kolorektalnim karcinomem. Dalsi komplikaci ptfedstavuje postizeni
stfevni sliznice zdnétlivymi procesy, predevsim v ramci Crohnovy choroby a ulcerdzni
kolitidy [6,7,8].

Jednim z terapeutickych pfistupt pro feSeni chorobnych stava tlustého stfeva
muze byt tzv. chronoterapie. Tato 1éCebna metoda vyuZziva Casoveé fizenou absorpci
1é¢iva vychazejici z biorytmu onemocnéni [8].

Existuji rozmanité 1ékové formy pro piivod 1éciva do kolonu. Tyto Iékové
systémy obsahuji strukturni prvky vyuzivajici zmény vlastnosti GIT [8]. Jednotlivé
mechanismy mohou fungovat na zéklad¢€ promeénlivé hodnoty pH gastrointestinalnich
tekutin, fermentaCnich procesi kolonickych bakterii, enzymatického plsobeni,
tlakovych zmén v GIT (napt. zvySeni tlaku v oblasti kolonu) nebo na zakladé rozdilné
doby prachodu lékové formy travicim traktem [8,9,10].

V moderni farmakoterapii je stdle vice pozornosti vénovano individualizaci
terapie a specifickym potiebam pacientt. Jednim z aktualné feSenych témat je fekalni
mikrobidlni transplantace, kde se pouziti enterickych tobolek ukazuje jako vhodna
volba. Cilem vyzkumu v této oblasti je zajistit snadno realizovatelny a spoleCensky
prijateln€j§i ptistup 1éCby, jelikoz dochazi k aplikaci lyofilizované stolice darce
k obnoveni poskozené stievni mikroflory pacienta (jeji rovnovaha muze sekundarné
zajistit 1écbu zanétlivych onemocnéni) [3]. Dalsim impulsem pro tyto studie je
nekomfortni zpsob aplikace fekalni suspenze, pfi kterém jsou pouzivany specialni

sondy, klystyr a kolonoskopie [11,12].

1.1.1.1 GIT a jeho zasadni vlastnosti ovliviiujici vstrebavani 1éCiv

Gastrointestinalni trakt (GIT) predstavuje velice slozity systém uvnitf téla,
zaujimajici tvar trubice a vynikajici celou fadou funkei [7]. Hlavnimi ¢astmi GIT jsou

tfi utvary, a to zaludek, tenké a tlusté stievo, které vykazuji rozdilné vlastnosti [13].
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Rozsitena ¢ast GIT se nazyva zaludek, jenz je vyplnén kyselou zaludecni stavou
obsahujici kyselinu chlorovodikovou a pfislu§né travici enzymy. Vyznamnou funkci
dalsi casti GIT, tenkého stfeva, je predevsim vstfebavani zivin, které je usnadnéno
specifickymi Gtvary na jeho povrchu, tzv. klky [7]. Ukolem tlustého stieva je
vstrebavat a odstraniovat odpadni latky [7,13].

Pti vyvoji 1ékovych forem, napf. tobolek, pro smérovani 1é¢iva do riznych
casti GIT je zasadni zohlednit §irokou $kalu promenlivych vlastnosti GIT. Na chovani
tobolek ve velké mife pusobi kolisavé pH, které je v jednotlivych Castech traviciho
systému promenlivé [7,13]. V zaludku dosahuje pH obvykle hodnot od 1,2 az do 5 [8],
coz souvisi s pritomnosti HCI [7,8,13]. V tenkém stieveé vzrusta pH az na hodnotu 7,5
a obdobné pH (rozmezi 5,5 — 8) se pohybuje v tlustém streveé [8]. Velké rozpéti
kolonickych hodnot pH je zapfi¢inéno vznikem kyselych produkti (napf. kyseliny
mlécné), které jsou vytvafeny fermentaci pfitomnymi bakteriemi [8,13].
Gastrointestinalni pH muze byt ovlivnéno pfitomnosti potravy v travicim systému
a raznymi dietnimi omezenimi, ale také zdravotnim stavem pacienta [13]. Napfiklad
zanét stiev muze vést ke snizeni pH v kolonu [8].

Neméné dulezitym faktorem ovliviiyjici biologickou dostupnost 1éCiv
je ptitomnost enzymd, zluCovych soli a bakterii v gastrointestinalnich tekutinach [7,8].
Enzymy (protedzy, peptidazy, lipazy, sacharidazy) vylucované v segmentech GIT,
s vyjimkou tlustého stieva, mohou wvyvolat nestabilitu lé¢iva a ovlivnit jeho
uvolnovani z 1ékové formy [8,13]. Zejména u téch, které ve svych strukturach obsahuji
bilkoviny [7]. Enzymova aktivita muze poSkodit dulezité vazby ucCinnych latek,
matrice a potahy 1éCivych pfipravka [13]. Povrch tlustého stfeva je kolonizovan
rozsahlou populaci koliformnich bakterii, osidluje ho vice nez 400 anaerobnich druhti
téchto mikroorganismu (bakteroidy, bifidobakterie, eubakterie, ...) [8,13].

Kolisajici doba tranzitu 1ékové formy pres GIT (18 — 85 hodin) predstavuje
dalsi fyziologicky vliv pisobici na chovani 1éCiva [7,8,12]. Tato ¢asova proménlivost
zavisi na pohlavi a véku pacienta [9], jeho zdravotnim a psychickém stavu, zavislosti
na drogach a jinych psychoaktivnich latkéach, ¢i na typu stravy [13]. V zalude¢nich
§tavach mize Iékova forma setrvavat okolo 1 — 5 hodin. V tenkém stfeveé ma tendenci
1é¢ivo zastavat vétSinou konstantni dobu (3 — 4 hod), zatimco u tlustého stfeva se doba
jeho pobytu muze prodlouzit az na 72 hodin [8].

Dulezité je zminit i dalsi vlivy ovliviujici farmakokinetiku, jako je napfiklad

obsah a objem zaludku a jeho vyprazdnovani [7,8], stejn€ jako metabolismus v jatrech
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a stfevni sténé. Nejenomze na lékovou formu pusobi tyto vSechny zminéné
fyziologické faktory, ale je tfeba pifi posuzovani biologické dostupnosti léCiva
zohlednit i jeho rozpustnost, velikost ¢astic, pouzité excipienty a také permeabilitu

biomembran [7].

1.1.1.2 Rozdéleni polymeru pouzivanych pro vyrobu tobolek
smérovanych do prostredi strev

Pro ptipravu tobolek smérovanych do prostfedi stfev (tzv. enterické tobolky)
se pouzivaji polymery, které by mely zohledriovat specifika GIT, ale také by mély
spliiovat urita kritéria souvisejici s mechanickou odolnosti, toxikologickou
nezavadnosti, snadnou manipulaci, spravnou funkCnosti a v neposledni fadé také
kritéria ekonomicka [6]. Enterické polymery se rozdé€luji obvykle do dvou
skupin [3].

Prvni skupinu tvofi enterické polymery, které reguluji uvoltiovani a¢inné latky
z 1ékové formy v zévislosti na pH GIT [3,14]. Jedna se tedy o pH senzitivni (pH
dependentni) polymery [9]. Do této skupiny patii polymery s kyselou povahou, které
vykazuji rozpustnost v rozmezi pH 5 —7 [3]. Tyto podminky spliiuji n€které¢ druhy
Eudragitd (napt. L, S, FS) [5,8,9,15] a derivaty celulozy (acetaty, ftalaty,
sukcindty, ...), které byvaji kombinovany s hydroxypropylmethylcelulozou
(HPMC) [3,5,7].

U druhé skupiny polymert princip zpozdéného uvoltiovani API spociva ve
vytvoreni gelové vrstvy kolem celé 1ékové formy [3] nebo v pouziti specialni 1ékové
matrice [8]. Jedna se o gelotvorné polymery degradovatelné bakteriemi kolonu.
Tyto dva charakteristické rysy brani uvolfiovani G€inné latky v pfednich Castech
traviciho traktu [3]. Polymery z této skupiny podléhaji degradacim v ramci reduk¢nich
a hydrolytickych reakci, které vyvolava mikroflora piitomna v kolonu [8]. Mezi
zastupce téchto hydrofilnich polymera patii cela fada polysacharida a proteind, které
mohou byt taktéz vyuzity v kombinaci s HPMC. Jmenovité se jedna napt. o alginat,
amylézu, amylopektin, karagenan, arabinogalaktan, dextrany, cyklodextrin, pektin,
kolagen, xanthan, pullulan a arabskou, gellanovou a guarovou gumu [3,8].

Specifické vlastnosti jednotlivych polymerd budou detailn€ popsany

v kapitole 1.3.4.
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1.1.1.3 Enterické tobolky

Charakter zaludeCniho prostredi, specificky vysokou agresivitou diky
pritomnosti kyseliny chlorovodikové a velkého poCtu enzymud, muize zpusobit
nestabilitu, nebo dokonce i rychlou degradaci fady ucinnych latek [7]. Nekteré API
mohou naopak po kontaktu s zalude¢ni vystelkou vykazovat negativni a drazdivé
ucinky [7,15]. Vzhledem k t€émto dvéma hlavnim divodim jsou enterosolventni
1ékové formy Siroce vyuzivany. Enterické 1ékové formy poskytuji i jiné vyhody, mezi
néz patii schopnost fizeného uvoliovani APl do prostiedi stfev a eliminace
nepiijemnych organoleptickych vlastnosti u€innych latek [7].

Z duvodu rychlé degradace zelatiny, ktera je znacné vyuzivana pro piipravu
konvencnich tobolek, se v posledni dob€ objevuji snahy o zaclenéni alternativnich
substanci s gastrorezistentnimi vlastnostmi do struktury této lékové formy. Nové
enterosolventni materidly by meély zarucit nerozpustnost 1é¢iva v kyselé oblasti
zaludku [3,16]. Jejich schopnost odolat nizkému pH zaludku a v nedegradované forme
se dostat az do stfev, kde dochazi k uvolfiovani aktivni farmaceutické latky, je velmi
dulezitym faktorem [4,6,7,16]. Pro ovéfeni acidorezistence se sleduje chovani tobolek
pii kontaktu s prostfedim o rizném pH, resp. s médii o pH 1,2 a 6,8, které simuluji
ptirozené podminky v téle. Testovani probihd vétsinou prostfednictvim dvou metod.
Prvni zahrnuje test dezintegrace, ktery se zamétuje na vznik prasklin/poruch 1ékové
formy. Druhym testem je disoluce, kdy se hodnoti rozpustnost 1ékové formy ve
zminénych médiich [3]. Detailni podminky a limity disolu¢ni zkousky budou dale
prodiskutovany v kapitole 1.2.4.1.

V ptipadé tobolek se zpozdénym uvoliiovanim API ve stfevech, existuje
né€kolik variant jejich piipravy, avsak s rozdilnou urovni spolehlivosti [2,15]. Potazeni
tobolky enterosolventnim obalem neni tak Castou variantou, jako je tomu u tablet [2,5].
Ackoliv technologie potahovani prosla vyznamnym pokrokem a Gpravami, proces
stale disponuje né€kolika citlivymi kroky. I pfes tento vyvoj a respektovani podminek
pracovniho postupu nebyva aplikovany povlak vzdy optimalni [17]. Casto nedojde
k dokonalému pfilnuty potahu ke ,skotfapce* tobolky [5], nebo naopak muze po
procesu potahovani dojit ke kiehnuti struktury kapsli pfi jejich suseni [4]. Nicméngé,
k potahovani se mize vyuzit nékolik principa, jedna se napiiklad o fluidni potahovant,
zhutiiovani a potahovani horkou taveninou [7]. K tvorbé potahu s reprodukovatelnymi
vlastnostmi nedochazi ani ponofenim kapsli do pfislu§né polymerni disperze [3].

Cast&ji se pokryvaji jen granule, nebo pelety, kterymi se dané tobolky napliiuji [2,5].
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V soucasné dobé se ve velké mife vyskytuji studie, které se zabyvaji zaClenénim
schvalenych enterosolventnich slozek do samotné struktury formulace, coz eliminuje
nutnost obtizného potahovani tobolek [2,3]. Tato inovativni metoda se oznacuje jako

ECDDT, z anglického terminu Enteric Capsule Drug Delivery Technology [3,4].

1.2 Priprava tobolek z biopolymernich materiala

Jak jiz bylo dfive uvedeno, tobolky z biopolymernich materiald mohou byt
piipraveny né€kolika zpusoby. Nicmén€, nasledujici kapitoly této prace se zaméfi
na jednu alternativni techniku, ktera v modernim farmaceutickém pramyslu vykazuje
vysoky potencial. Jedna se o metodu FDM 3D tisku v kombinaci s pfipravou filamentt
pomoci hot melt extruze (HME) [6]. Tento novy pfistup je povazovan za efektivni
nastroj pro piipravu specialnich 1ékovych systémt. Vyhodou této metody je mimo jiné
moznost modifikace zpusobu uvoliiovani APl a snadna uaprava jeji davky.
V soucCasnosti je vyzkum zaméfen také na 3D tiSténé tobolky naplnéné kapalnym
obsahem, ktery se muze upravit v zavislosti na individualnich potiebach daného
pacienta, tzv. personalizované davkovani. Dale je dulezité zminit, Ze tento pfistup,
umoziujici snadnou piipravu Sirokého spektra lékovych forem, je financné
dostupny [18].

Tato kapitola je strukturovana s ohledem na postup ptipravy tobolek technikou
FDM 3D tisku. Proces vyroby zaina produkci filament metodou HME, po niz
nasleduje samotny 3D tisk tobolek. Tato kombinace metod predstavuje proces, ktery
umoznuje zhotoveni specialnich 1ékovych produktt, a dokonce miize vést i ke zlepSeni
rozpustnosti API. Nepostradatelnym nastrojem pro monitorovani prab&hu vyroby
a kontroly kvality vyrobkd je celé spektrum rOznych analytickych
a farmaceutickych metod [19]. Postup pfipravy tobolek metodou FDM 3D tisku je

schematicky znazornén na obr. 1.
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FDM 3D tisk l
e Mechanické testy e Disolucni testy
e Reologicke testy e Dezintegracni testy
e Termicka analyza e Testy stability
e Stanoveni pruméru e Testy morfologie

Obrazek 1: Postup pripravy tobolek.

1.2.1 Extruze filamentu

Komerén¢ dostupna vlakna ur€end pro 3D tiskarny nejsou vhodné pro pouziti
ve farmaceutickém primyslu. Z tohoto duavodu se pfistupuje kvyuziti HME
jako vhodné metody pro pfipravu filament, a to z dostupnych biopolymert, které jsou

adekvatni pro pfipravu raznych 1ékovych forem [20].

1.2.1.1 Uvod do procesu extruze

Zkratka HME, odvozena z anglického vyrazu , hot melt extrusion”, odkazuje
na proces vytlaCovani taveniny za vysokych teplot. Jedna se tedy o postup, ktery je
zalozeny na protlacovani viskdzni taveniny pies otvor s danym rozmérem a tvarem
za predem presné nastavenych podminek [21].

Tento termin se poprvé objevil v30. letech 20. stoleti v kontextu
s gumarenskym, plastikaiskym a potravinarskym prumyslem. Ve farmacii nabyla
metoda HME vétsi pozornosti az v pozdéjsich letech (70. 1éta 20. stoleti) [19,21,22],
ptiCemz jeji schopnost zlepsit organolepticke vlastnosti API a rovnéz piipravit I¢kové
formy s fizenym uvoltiovanim hrala klicovou roli [20]. Dal§im diivodem pro pouziti
HME je jeji schopnost zvysit biologickou dostupnost u farmaceuticky aktivnich latek,
které vykazuji nizkou rozpustnost ve vodé. Tento problém v soucasné dob¢ postihuje
asi 40 % schvalenych a 70 — 90 % testovanych ucinnych latek [21,23]. Béhem HME
se nepouzivaji organicka rozpoustédla, nybrz pouze latky ve formé praskd, coz kromé
dalsich vyhod minimalizuje uhlikovou stopu a ¢ini HME preferovanou metodou

z hlediska ekologie [19,22]. Z pohledu naro¢nosti procesu toto piinasi vyhodu
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v podobé€ nizsiho poctu krokt pii zpracovani materiald, napt. odpada Casoveé narocné
suseni, a umoziuje provoz bez preruseni [22,24]. V soucasné dob¢ se vyrazné zvySuje
zdjem o tuto inovativni technologii, coZz je patrné zrostouciho poctu citaci,
vyzkumnych studii a patentd, které se vénuji vyuZiti této techniky pro produkci novych

farmaceutickych 1€kovych forem [21,24].

1.2.1.2 Popis extrudéru

Zakladnim zafizenim pro pfipravu filament metodou HME je extrudér bud’
s jednim (SSE), dvéma (DSE), nebo vice rotujicimi Sneky (MSE) [19,22]. Material, ze
kterého jsou tyto pfistroje vyrabény, by nemél vykazovat reaktivitu s pouzivanymi
farmaceutickymi substancemi [24].

Extrudér je tvofen nasypkou, télem surCitym poctem Sneku a koncovou
matrici, pfes kterou vysledny filament putuje ven a tvaruje se do pozadované
geometrie [22]. Snek se nachazi ve struktufe piipominajici valec, ktera je opatfena
topnymi télesy, jez ji vyhiivaji [24]. Tento valcovy prvek slouzi pro vytlatovani
filamentu a muze byt slozen zjedné Casti, nebo zvice seSroubovanych sekci.
K samotné extruzi slouzi motor, vystupujici zde jako pohonna jednotka. Dulezitou
Casti je také elektronicky systém, na kterém se nastavuje rychlost rotace S$neku
v otackach za minutu a pozadovana teplota [21].

Casto vyuzivanym typem je dvousnekovy extrudér, ktery maze mit dvé
konfigurace: protirotujici a korotujici (obrazek 2). Jeho casta aplikace souvisi
s vysokou hnétaci a dispergacni kapacitou, kratsi dobou prepravy materialu a mensim
sklonem k piehiati konkrétnich Casti pouzivaného aparatu. Jednotlivé typy DSE se lisi
svymi vlastnostmi, vyhodami i nevyhodami a oblastmi pouziti. Funkce protirotujicich
extrudéri mize byt omezena zachycenim vzduchu uvnitf samotného valce pristroje,
coz ma za nasledek nizkou rychlost rotace $nekt a vysoky tlak uvniti zafizeni. Naopak
u korotujicich (soubéznych) Snekt dochazi jejich souhlasnym pohybem ke stirani
chemikalii ztéchto Sroubovych konstrukci [21,24]. AvsSak nejrozsifené|Sim
extrudérem je jednoSnekovy (obrazek 3), ktery je typicky pro svoji jednoduchou
konstrukcei, snadnou adrzbu a nizkou cenu. Plynule otacejici se $Snek s riznym poctem
zavitl predstavuje Stihly mechanismus, ktery umoziuje velmi efektivni promichani
materialu diky optimélni dob¢€ jeho zadrzeni. Timto typem extrudéru lze téz snadno

regulovat pfitomné teplotni gradienty napfic jeho celym vélcem [21].
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Obrazek 2: Schéma usporadani dvousnekovych extrudért: (1) protirotujici, (2) korotujici.
Pievzato z [21]
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Obrazek 3: Schéma jednosnekového extrudéru. Pievzato a upraveno z [24]

1.2.1.3 Postup extruze

Prvnim krokem je pfiprava praskovych materiala pro proces extruze. Musi se
peclivé vybrat, navazit a zhomogenizovat Sirokd Skala substanci, ktera tvoti pestrou
smés latek potfebnou pro zahajeni piislusné metody. Pro vyrobu filamentl je mozné
pouzit jen ty suroviny, které spliiuji pfisné pozadavky na hladkou a nepterusovanou
vyrobu vladkna [21,22,24]. Je nutné vybirat takové materialy, které jsou pouzivané ve
farmacii a zaroven spliuji vysoké standardy bezpe€nosti a Cistoty. Dale by mély byt
schopny se v ramci extruze deformovat a mit dostateCnou tepelnou stabilitu. Na

vystupu z extrudéru by mely také tuhnout do finalniho tvaru filamentu [21,24].
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Fyzikalni smés latek vstupujici do extruzniho procesu by méla obsahovat

nékolik zakladnich typt surovin:

Nosice

V hot melt extruzi lze jako nosiCe vyuzit polymerni 1 nepolymerni materialy
s nizkou teplotou tani [21]. Nepolymerni latky zahrnuji zastupce z voska nebo lipida,
napt. kyselina stearova, glyceryldibehenat, glycerylpalmitostearat, karnaubsky vosk
atd. [22]. Pouzivané polymery mohou byt bud biodegradovatelné, nebo nikoliv.
Nejcasteji se vyuzivaji polymethakrylaty (Eudragit E, S, RS) a derivaty celulozy
(HPMC, HPMCAS, HPMCP, HPMCA, EC, HPC) [20,24].

Nosi¢ v dané smési vystupuje jako nosny systém pro zabudovani aktivnich
farmaceutickych latek (API) [21]. Vybérem nosice i pomocnych latek muze dochazet
ke zmeéné typu uvoliiovani piidané ucinné substance. Fyzikalni a chemické vlastnosti

pouzitého nosice ve vétsiné piipada urcuji podminky vedeni extruze [20,24].

Pomocné latky

Vybérem pomocnych latek lze nastavit specifické vlastnosti pfipravované
1ékové formy, nebo jen optimalizovat reologické a mechanické vlastnosti filamentt
pro nasledny 3D tisk [20,24]. Do smési mohou byt piidany plastifikatory
(zmekcovadla), které zaruci snizeni teploty extruze a viskozity pfislusné taveniny. To
umoziuje extruzi pii nizsi teplot€ a s mensim krouticim momentem. Plastifikatory jsou
nizkomolekularni slouCeniny, které také zvysuji flexibilitu vyslednych filamentd.
Tento efekt je zptsoben piitomnosti mezimolekularnich sekundarnich valen¢nich sil
mezi plastifikatorem a danym polymerem, coz vede ke zvySeni volného objemu mezi
polymernimi feté€zci a snizeni pohybu téchto molekulovych struktur vici sobé. Mezi
vhodné plastifikatory se fadi estery mastnych kyselin, citraty, ftalaty, glykoly (napf.
PEO, PEG, kollidony) [24], stejn¢ jako né&kterd 1é¢iva (hydrokortizon [25], ibuprofen
[26]). Dale se do smési pro extruzi mohou pfidavat rizna plniva, tepelna maziva,

antioxidanty a dalsi aditiva [21,24].

Léciva
Aplikace 1é¢iv do smeési pro HME miize nabidnout fadu vyhod. Krystalicka
1é¢iva se timto procesem mohou premeénit na amorfni formu [21], coZ zajistuje zvyseni

rozpustnosti dané API [19] a naopak snizeni rizika moznych polymorfnich pfemén
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krystalické u€inné latky. Nicméng, za nevhodnych skladovacich podminek se mohou
termodynamicky nestabilni amorfni produkty pfeménit na termodynamicky stabilni
krystalickou formu. Této nezadouci preméné by se ale mohlo zamezit pfi monitorovani
T, prislusné API, jehoz hodnota by se mela pohybovat o 50 °C vyS$e nez teplota, pii
niz se amorfni produkt skladuje [21].

Pripravena homogenizovana smés o urCitém slozeni je vlozena do nasypky
samotného extrudéru, odkud je Sneky postupné odebirana a prepravovana dovnitt
samotného piistroje [21]. KliCové je nastaveni spravného uhlu nasypky, aby nedos$lo
k tvorbé pevného mustku, ktery by branil plynulému toku latek. Nejenom tento
strukturni prvek ovliviiuje rychlost podavani materialu, jez souvisi s rychlosti vystupu
a kvalitou vysledného tuhého extrudatu. Objemova hustota a velikost Castic vstupni
smesi a také koeficienty tfeni mezi pouzitymi surovinami a jednotlivymi ¢astmi
extrudéru, maji rovnéz vliv na efektivitu vkladani smési do téla extrudéru. PriCemz
optimalni podminky pro nepfetrzity posun materialu zahrnuji vysoké tfeni uvnitt valce
a nizké tfeni u Sroubu extrudéru [24].

V téle extrudéru je tato smés podrobena celé fade€ procesu, vCetné mleti, tavent,
michéni na molekularni urovni, hnéteni a také odvzdusiovani [22,27]. Pro pfipravu
kvalitniho filamentu je dulezité sledovat jiz popsany proces plnéni pfistroje, ale také
rychlost rotace a konfiguraci S$nekd, dobu zadrzeni materialu uvniti extrudéru
a zvolenou teplotu [22].

Rotace $neku je dalezitym procesem pro extruzi, protoze zajiStuje intenzivni
michani &astic a vznik rovnomé&mé disperze [22,24]. Sneky rovn&z zaru&i piisun
materialu ve viskéznim stavu az k vystupni trysce, coz umoziiuje vytvoreni produktu
s pozadovanym tvarem a hustotou [21].

Pro kontinualni a hladkou extruzi je nezbytné, aby zafizeni disponovalo
vysokymi teplotami, které se liSi v zavislosti na konkrétnich Castech zafizeni a na
pouzitych materidlech [24]. Obvykle je extrudér vyhtivan o 20 — 40 °C nad teplotu
skelného prechodu (Ty), v nékterych pripadech 1 nad teplotu tani (Tm) pouzitych latek
[20,21,22]. Teplota by meéla byt nastavena sohledem na moznou degradaci
aplikovanych substanci [22]. Prostfednictvim tepla, které vznika bud’ tfenim, nebo

ptitomnosti topnych téles, dochazi ke zvyseni pruznosti materidlu [21, 24].
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1.2.2 Analyza filamentu

Filamenty pfipravené pomoci metody HME lze podrobit analyze pro ucely
uspesné integrace pravé HME a FDM 3D tisku.

Mechanické vlastnosti filamenth se testuji z divodu posouzeni jejich
vhodnosti pro pouziti pti 3D tisku. Napftiklad pruznost, kiehkost a tuhost pfipravenych
vlaken se uruje pomoci analyzatoru textury. Testovani pruznosti a kiehkosti probiha
v tiibodovém uspotadani a pii zatizeni o urcité sile na stfedni Cast ty€inky daného
filamentu [19]. Hodnoti se Youngtv model pruznosti, ktery je kliCovy pro snadné
navijeni a usp€sné zavedeni vldkna do 3D tiskarny [19,20]. Cilem extruze je také
ptipravit filament s malou ki'ehkosti, aby nedochdzelo k jeho prasknuti uvnitt trysky
3D tiskarny [20]. Zkouska tvrdosti definuje odolnost povrchu vldkna proti vtlaCovani
indentoru o urcitém zatizeni. Méfi se hloubka priniku velmi tvrdého a rizné

tvarovaného télesa, jak je zfejmé z obrazku 4 [19].

Obrazek 4: Méteni tvrdosti filamentu kuli¢kovou indentacni metodou. Pievzato z [28]

Pripravena vlakna mohou byt také testovana v ramci jednoosych tahovych,
razovych a kvazistatickych zkousek [29]. Mechanické parametry se testuji 1 pii uréitém
teplotnim programu, napt. v ramci dynamické mechanické analyzy (DMA) [20].

Filamenty mohou byt testovany nejen zhlediska jejich mechanickych
vlastnosti, ale rovnéz jsou dualezité jejich vlastnosti reologické [19,20,30].
Nejzasadng€jsi je méfeni viskozity materialu, jejiz hodnota ovliviiuje vytlacovani
vlakna z extrudéru a 3D tiskarny [19,20]. Pokud vlakno vynikd vysokou viskozitou,
bude se piislusna tavenina pohybovat v trysce 3D tiskarny velmi pomalu. Naopak pfi
velmi nizké viskozit€¢ bude tavenina protékat vysokou rychlosti a zaroven se bude

velice tézZce kontrolovat prubeh 3D tisku. Pti extruzi filamenta diky nevhodné hodnoté
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viskozity muze dojit ke vzniku vzduchovych bublin a aglomeratd. Jednak urCuje
rozlozeni, vzajemné prilnuti a tloustky jednotlivych vrstev tisknutého objektu, tak
1 hmotnost celého 3D vyrobku. Viskozita je tepelné zavisla charakteristika, ktera se
meii kapilarni reometrii. Mezi dalsi stanovované reologické parametry spada
viskoelasticita, ktera také umoznuje predikovat chovani jednotlivych materialt [20].

Pro zajisténi plynulého spojeni obou technik (HME a 3D tisku) je dalezité, aby
meélo dané vlakno konstantni pramér, obzvlasté v piipadech, kdy obsahuje API
(potencialni variabilita v davkach) [20,31]. Pokud filamenty disponuji zvétSenym
prumérem dochazi kucpani 3D tiskarny. Zatimco useky s menSim pramérem
poskytuji nepravidelné 3D produkty a vykazuji niz§i odolnost proti pusobeni
ozubenych kol pfi jejich zavadéni do trysky tiskarny [31]. Tento rozmér vlakna lze
méfit pomoci digitalntho posuvného meéfitka, laserového mikrometru nebo
ultrazvukového tloustkoméru [20].

Tepelné vlastnosti filamentu mohou odhalit zmény termodynamickych stavu
(krystalické/amortni) pouzitého materialu, souvisejici s jeho fyzikalnimi vlastnostmi.
Cilem je identifikovat charakteristické fazové prechody, endotermické a exotermické
procesy [20]. Stanoveni muze probihat diferen¢ni skenovaci kalorimetrii (DSC)
[6,20], termogravimetrickou analyzou (TGA) a modulovanou diferen¢ni skenovaci
kalorimetrii (MDSC) [20].

Kvalita produktu muze byt sledovana v Case, a to prostfednictvim né€kolika
optickych metod: Ramanova, UV/VIS [22] a blizka IC spektroskopie [19,22.32].

Filamenty se mohou testovat i za pouziti praSkové rentgenové difrakce [19].

1.2.3 FDM 3D tisk

Fused deposition modeling (FDM) neni jedinou uplatiiovanou metodou
3D tisku. Kwvytvareni 3D objektd lze vyuzit selektivni laserové sintrovani,
stereolitografii, tryskani pojiva, extruzi polotuhych materialt atd. [19,20]. Zajem
o tuto techniku ve farmacii zacCal rist zejména az po schvaleni prvniho 1éCivého
ptipravku SPRITAM vyrobeného pomoci 3D tisku, konkrétné prostrednictvim
tryskani pojiva. Vyznamnym meznikem je tedy rok 2015 [20].

Tato diplomova prace se bude orientovat na metodu FDM zejména kvuli jejimu
pouziti pro vyrobu tobolek testovanych v ramci experimentalni Casti a také vzhledem

k celé fad€ vyhod, které piinasi.
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1.2.3.1 Uvod do techniky FDM
Uplatnéni FDM je pestré diky jeho pfiznivé rychlosti, jednoduchosti a relativné

nizkym pofizovacim a provoznim nakladim. Nicméné, neni vhodna pro termolabilni
latky, jelikoz proces probiha za vysokych teplot [33].

Tato metoda se ve farmacii stava stale popularnéjsi diky jeji schopnosti
vytvaret ruzné 1ékové formy (tablety, tobolky), které mohou zaujimat Sirokou Skalu
tvard. K oblibenosti také pfispiva moznost modifikace uvolfiovani, upravy
a kompartmentace davek ucinné latky podle aktualnich potieb pacienta [20,33]. Jedna
se tedy o nastroj pro pripravu malych Sarzi pro personalizovanou 1é¢bu, nikoliv pro
standartni 1éCivé pripravky [33,34]. Pravé snizené riziko nezadoucich ucinku, které
piinasi personalizovana 1éCba, se stalo atraktivni pro vyzkum [34].

FDM neni vyuzivana jen pro produkei peroralnich 1ékovych forem, ale aplikuje
se i v biomedicin€, napiiklad pfi vyrobé implantati [18,20]. Tato technika ma také
pomérné dlouhou historii v leteckém a automobilovém prumyslu [30,34].

Jedna se o aditivni vyrobu, jejiz podstatou je pfipravit trojrozmérny produkt
s velkou flexibilitou a moznostmi individuality a rozmanitého designu [19,33]. Prabéh
tohoto procesu probihd na zakladé predem piipraveného digitalniho navrhu, podle
kterého 3D tiskarna fidi kazdy svij pohyb [19]. Principem metody FDM je vytlacovani
vlakna tryskou pfistroje. Tento krok se uskute¢iiuje za vysokych teplot. Filamenty pro
farmaceutickou aplikaci se obvykle vyrabi metodou HME [20].

Na kvalitu vysledného 3D produktu ma vliv celéa fada aspektii. Souvisi jednak
s vykonem samotné 3D tiskarny, ktery se li§i podle modelu a znacky. Kli¢ovym
parametrem jsou 1 reologické, tepelné a mechanické vlastnosti pfipravené¢ho vlakna.
Neméné dulezité je spravné nastaveni procesu tisku, zejména teploty trysky.

Propracovanost vytvoreného digitalniho navrhu rovnéz charakterizuje 3D objekt [20].

1.2.3.2 Popis 3D tiskarny

Na trhu je dostupna Siroka Skala vyrobct 3D tiskaren, coZz ma za nasledek
existenci i riznych typu té€chto zafizeni. Tato kapitola popisuje 3D tiskarnu, konkrétné
model 13 MK3S+ vyrobené ¢eskou firmou Prusa, ktera byla pouzita v experimentalni
Casti této diplomové prace.

Jak 1ze vidét na obrazku 5, tato 3D tiskarna nabizi velmi robustni a snadno
montovatelny ram, ktery se vyrabi z duralu. Je vybaven kovovymi uchyty s vysoce

kvalitnimi lozisky. Zasadnim prvkem tiskarny je extrudér, jehoz trysku lze vyhtat az
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na teplotu 300 °C. Pro samotny provoz tiskové hlavy se vyuzivaji napt. topna télesa,
motor a vétraCek. Jeji soucasti jsou také podéavaci kolecka pro pfivod vldken a sonda
pro monitorovani jejich piitomnosti v trysce. Pro dosazeni piesnéjsiho tisku je na
extrudéru umistény senzor, ktery je schopny si pred zahajenim tisku zmapovat a zmefit
povrch podlozky a tim si vytvoftit predstavu o tiskové oblasti. Podlozka 3D tiskarny
(,bed™) je k dispozici ve trech typech (hladka, zrnitd a saténova) a voli se podle
pouzitého tiskového materialu, aby umoznila snadnou adhezi a nésledné odstranéni
vytisténého 3D vyrobku. Tiskovy plat, vyrobeny z oceli, muze dosahnout teploty az
120 °C a diky pfitomnym magnetim je snadno odnimatelny a vyménitelny. Kromé
toho ma tiskarna i celou fadu bezpeCnostnich prvkd, véetné schopnosti pokracovat
v tisku tam, kde byla prace preruSena v ptipade vypadku napajeni. Tento typ pfistroje
dokaze tisknout produkty z riznych typu filamentt. Dokonce je k dispozici specialné
vytvoreny software (PrusaSlicer), ktery zajistuje kompatibilitu tisku a poskytuje

Siroké moznosti tprav 3D objekti [35].

Drzék na civky
s filamenty

Extrudér

Konstrukce (ram)

Tiskovy plat z
_/ Zdroj

Ovladaci kolecko

Reset tlacitko

Obrazek 5: Schéma 3D tiskarny. Prevzato a upraveno z [35]

1.2.3.3 Postup procesu 3D tisku

Ptiprava digitalniho névrhu tisknutého 3D objektu ptredchazi samotnému
procesu 3D tisku. Tento krok probihd na pocitai za pomoci specializovaného
softwaru [19,33].

Po vyhtati trysky i podlozky 3D tiskdrny na pozadovanou teplotu a po

spravném zavedeni filamentu, bud’ komerén€ zakoupeného, nebo pfipraveného
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metodou extruze, muze byt zahajen samotny 3D tisk [20]. Teplota je obvykle
nastavena nad Tg nosného polymeru [18]. Tisk objektu probiha po jednotlivych
vrstvach tak, aby odpovidal pfipravenému navrhu [33]. UZzivatel mize volit rizné
faktory tisku, jako je hustota vyplné, vyska vrstvy, rychlost vytlatovani atd., které
ovliviiuji vysledny vzhled 3D objektu [20,33].

Kdyz projde pfipraveny filament ozubenymi koly a tryskou 3D tiskarny,
material se roztavi [18]. Tekutd hmota je extrudovana z trysky tiskarny o uréitém
pruméru a pecliveé nanesena na pevné zvolené misto tiskového platu [20,33]. Extrudér
je vybaven schopnosti korigovat polohu tohoto mista pohybem do stran (ve sméru os
x ay). Po pfilnuti prvni vrstvy materidlu na platformu se okamzité vytvareji 1 dalsi
vrstvy. Tiskova deska se béhem procesu pohybuje v ose z, respektive smérem dold,
aby mohly byt aplikovany dalsi vrstvy na tu stavajici. Postupné se jednotlivé vrstvy
formuji, spojuji a tuhnou do pozadovaného tvaru. Tato podstata 3D tisku je Castecné
zajisténa moznosti vyhtivani tiskové desky, coz umoziuje dosazeni optimalni teploty

pro pevné spojeni vyti§ténych vrstev [20].

1.2.4 Testovani tobolek pripravenych metodou 3D tisku

Kvalitu a vlastnosti pfipravenych tobolek metodou 3D tisku lze testovat fadou
metod. Je nezbytné ovéfit, zda tyto tobolky odpovidaji zamyS$lenému ucelu a fungu;i
podle ogekavani. Odolnost enterickych tobolek musi byt dle Ceského lékopisu [1]
oveéfena dvéma testy. Mely by splnit pozadavky disolu¢niho 1 dezintegracniho

testu [3].

1.2.4.1 Disolucni testovani

Disolu¢ni testy, znamé také jako rozpoustéci testy, predstavuji kliCovou
lékopisnou metodu pii zavadéni novych Iékovych forem, nebo pii vyvoji generika.
Jejich hlavnim cilem je monitorovat uvoliiovani u¢inné latky z testovanych 1ékovych
forem. Na zaklad¢ ziskanych dat z této zkousky muzeme ziskat ¢astecny nahled na
chovani testovanych Iékovych forem v téle pacienta a odhadnout biologickou
dostupnost API [36]. AvSak korelace dat, tj. pfevedeni ziskanych disolu¢nich in vifro
zaznamu na predikci chovani API in vivo, neni vibec jednoducha. Existuje cela fada
matematickych modeld s rozdilnymi Grovnémi presnosti. Pokud se ziskaji adekvatni
data po IVIVC (In Vitro-In Vivo Correlation), lze tyto informace vyuzit jako
alternativu pro klinické zkousky [37].
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Priib&h disolugniho testu se fidi pravidly a postupy definovanymi v Ceském
1ékopisu [1]. Tyto normy vychazi ze smérnic obsazenych v Evropském I¢kopise. Je
vSak dualezité mit na paméti misto registrace 1€Civa pii jeho uvedeni na trh, jelikoz je
tfeba zohlednit mirné rozdily v podminkach a limitech napfi¢ 1€kopisy [3].

Disoluéni testy se uskutecriuji ve specidlnich pfistrojich, které jsou ur€eny jen
pro tento ucel. Existuji v raznych konfiguracich. Disolu¢ni aparatury obsahuji bud’
kosiCky, padla, vratné valce, nebo pratokové cely. Ke spusténi testu jsou zasadni
disolu¢ni média, ktera maji za cil simulovat prichod lékového pfipravku pfirozenym
prosttedim GIT [1]. Pro co nejpfesnéj§i napodobeni podminek v organismu se
pouzivaji tzv. biorelevantni média obsahujici enzymy, surfaktanty nebo rizné zbytky
potravy [3]. Standardné se ,,zaludek® aparatury plni 900 ml tohoto roztoku. Disoluce
se provadi pfi teplot€ 37 £ 0,5 °C, kterd opét odpovida podminkam v téle. Dle smérnic
1ékopisu je povazovano za dostacujici testovat 6 jednotek s APT a 1 blank [1].

V souladu s vlastnostmi testované Iékoveé formy je nutné pe€live volit naptiklad
vhodny typ disolu¢ni aparatury, optimalni rychlost otaCeni kosickd, nebo padel,
specificky druh a objem disolu¢niho média, celkovou dobu disoluce a pocet
odebiranych vzorka [3].

Vysledkem disoluc¢niho testovani je tzv. disolu¢ni profil, ktery predstavuje
grafickou zavislost uvolnéné API z 1ékové formy (v %) na Case. Ziskana data mohou
byt vyhodnocena s pouzitim riznych matematickych modeld, které charakterizuji
rychlost a mechanismus uvolfiovani 1éCiva zlékové formy. Ze sestavenych

disolu¢nich profilt maze byt urena také cela fada kinetickych parametrt [38,39].

1.2.4.2 Dezintegracni test

K testovani lékovych forem se dezintegracni test standardizoval v 50. letech
20. stoleti. V praxi je tento test povazovan za velmi jednoduchy a rychly. Jeho
vysledky mohou byt korelovany s disolu¢nim testem [16].

Zkouska dezintegrace se rovnéz provadi v 900 ml disolu¢niho média a za
teploty 37 £ 0,5 °C. Specifické podminky testovani jsou zavislé na charakteristikach
testovan¢ho 1€¢iva. Pred zahajenim testu se voli vhodny typ média, doba setrvani
lékové formy v prislusném roztoku a usporadani pouzivaného pftistroje. Po umisténi
lékové formy do daného média se sleduje pfitomnost Zadouciho, nebo nezadouciho

rozpadu, ¢i jen tvorby prasklin [3].
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1.2.4.3 Dalsi metody testovani

Stabilitni testy
Stabilitni testy se aplikuji na vSechny typy lékovych forem s cilem spravné

urcit vhodné podminky jejich skladovani a uchovavani, stabilitu béhem doby expirace,
druh a slozeni obalového materialu. Po absolvovani téchto testi by neméla Iékova
forma vykazovat pokles u€innosti vyssi nez 5 % a nemélo by dojit ke zmeén¢ vzhledu
nebo fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Mezi typy stabilitnich testi patii stresove,

zrychlené a dlouhodobé zkousky [40].

Testy na morfologii
Pro zhodnoceni povrchu pouzitého filamentu a struktury ptfipravené tobolky se

mohou vyuzit optické metody. Analyza miize probihat elektronovou mikroskopii, a to

skenovaci (SEM) [4,6,18,20] nebo transmisni (TEM) [20].

1.3 Biopolymery

1.3.1 Uvod do biopolymera

V poslednich letech se v mnoha primyslovych odvétvich vyrazné projevuje trend
vyuzivani ,,zelenych“ zdroju. Tento tlak je vyvijen jednak z ekologické stranky, tak
z divodu stoupajicich cen ropy. Do dalsSich vliva spada naptiklad velka spotieba vody,
fosilnich paliv, energie a produkce nebezpe¢ného odpadu. Ani farmaceuticky prumysl
neni vyjimkou. K této moderni koncepci se pfistupuje prostiednictvim raznych metod,
ptiCemz hlavni diraz je kladen na studium vlastnosti biopolymernich materialta [41],
které jsou pfirozenou soucasti zivych organismu (,,bio” odkazuje na zivou hmotu) [42].
Vyzkum se zamé&fuje na funkce a fyzikalné-chemické charakteristiky jednotlivych
biopolymera. Také se vyviji snaha o porozuméni jejich chovani v 1ékovych formach,
a dokonce 1 0 moznosti uréovani mechanismu uvoliiovani 1é¢iva [41,43]. Tento aktivni
postoj souvisi s jejich vysokym potencialem pro nasledné vyuziti ve farmacii [41].

Biopolymery s sebou nesou né¢kolik pozitivnich vlastnosti. Mezi faktory, které
zvySuji pozornost a zmifovany zajem o tyto pfirodni materidly, spada predevsim
moznost jejich biologické odbouratelnosti (tzv. biodegradace) [41,42,43,44].
Samoziejmé s tim souvisi jejich ekologicky Setrny profil, béhem kterého dochazi
k rozkladu materialu pusobenim bakterii, a tim dochazi ke snizeni emise CO> (oproti
likvidaci spalovanim) [41]. Dale se mezi vyhody biopolymert fadi jejich vysoka

Cetnost v piirod€, pomérné nizka cena (ve srovnani se syntetickymi a polosyntetickymi
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prot&jsky), toxikologickd nezavadnost a jedinetné fyzikalné-chemické vlastnosti
[41,43]. Dulezitym faktorem pro jejich pouziti je také skuteCnost, Ze nové syntetické
latky musi podstoupit velmi piisné a financné nakladné bezpecnostni zkousky [41].
Diky velkému zajmu o tyto materialy se prfedpokladd, ze budou nalezena teseni
pro nékteré nevyhody spojené s jejich pouzivanim. Predevsim se jednd o snizovani
vyrobnich nakladt, souvisejici s jejich nesnadnou izolaci z pfirodnich materiala [41],
Cisténim a vyb&érem vynosného substratu [42]. Pracuje se také na vylepSeni jejich
termomechanickych a bariérovych vlastnosti [41,42]. Dalsim cilem je optimalizace

jejich degradace v ramci kompostovacich procest [41].

1.3.2 Aplikace biopolymeru ve farmaceutickém pramyslu

S postupujicim vyzkumem v oblasti biopolymeru se ve farmaceutickém pramyslu
zaCina vice uplatiovat, dokonce 1 upfednostiiovat, vyuziti biopolymernich
materiald [41,42,43]. Existuje mnoho studii, které zkousi do tradi¢nich 1ékovych
forem zakomponovat biopolymer s cilem zlepsit ucinnost, bezpe€nost a stabilitu 1éku,
snizit naklady a celkové ovlivnit 1éCebnou terapii v pozitivnim sméru nebo zajistit
individualizaci davkovani [41,43]. Biopolymery dokonce mohou hrat 1 kliCovou roli
ve skladovani 1éCiv [43,44]. V ramci vyroby 1ékovych forem (tablety, tobolky, kapsle,
gely, masti, ...) nachazeji rizna uplatnéni, ktera souvisi s jejich unikatnimi vlastnostmi
a pavodem. Vzhledem k jejich schopnosti byt vstfebavany organismem se vyuzivaji
nejen k vyrobé 1ékt, ale i rlznych zdravotnickych pomicek vyuzivanych

ve stomatologii, chirurgii a tkafiovém inzenyrstvi [41,42].

Konvenéni lékové formy

Jedna se o, klasické™ 1ékové formy, které zajistuji okamzité uvoliiovani ucinné
latky. Udrzeni koncentrace API v optimalnim terapeutickém intervalu (specificky pro
dané 1é¢ivo) prostiednictvim téchto Iékovych forem netrva prilis dlouho. Je tedy
dulezité poznamenat, ze tento typ lékového pfipravku vyzaduje Castéjsi podavani
jednotlivych déavek, coz souvisi snezadoucim kolisanim hladiny 1éiva
v organismu [41,45].

Biopolymery zde vystupuji v roli pomocnych latek [43]. Mohou se tedy
ptidavat do tablet jako plniva (napt. Skrob, alginat, derivaty celulézy, ...), pojiva,
dezintegranty pro usnadnéni rozpadu pfislusnych l€ékovych forem, potahy pro

zamaskovani nepiijemné chuti API (modifikovany skrob) [41], nebo jako sladidla

35



a ochucovadla [43]. V ptipad¢ tobolek se mohou biopolymerni materialy vyuzivat jak
k potahovéani, tak i jako matrice pro inkorporaci 1éCivych latek. Naopak u injek¢nich
pripravkl zajistuji spravné uvolniovani daného 1é€iva, jeho stabilitu a také tokové nebo

mechanické vlastnosti celé této Iékové formy [41].

Lékové formy s fizenym uvolfiovanim

Biopolymery se mohou aplikovat také do Iékovych forem s fizenym
uvolfiovanim, pfiCemz tento koncept piinasi fadu vyhod [41]. Jedna z klicovych
prednosti 1ékovych forem s fizenym uvolnovanim je minimalizace vedlejsich ucinkt
spojenych s nedodrzovanim predepsané medikace a s nespravnym uzivanim 1éka.
Tento fakt je zapfic¢inén tim, ze 1ékové formy obsahuji specialni nosice umoziujici
snizeni frekvence podani 1éCiv. Diky fizenému uvolfiovani a specialnim nosi¢im na
bazi biopolymert je zaroven mozné dosahnout zlepSeni terapeutického ucinku
API [46,47]. U 1€kq, které vykazuji vysokou rozpustnost ve vod€, nebo siln€ lipofilni
charakter, ¢i kratky poloCas rozpadu, je nezbytné pro zajiSteéni uspesné 1éCby

onemocnéni prave fizené uvoliiovani [48].

Systémy pro cilené podavani 1éku

Biopolymery se aplikuji také v tzv. ,,drug delivery systems™ (DDS), kde se
podileji na fizeném uvoliiovani U¢inné latky pouze v postizené Casti téla,
napf. receptory, organy nebo buiky [41,49,50].

Pokrocilé DDS piepravuji potiebné mnozstvi 1€¢iva pouze na postizené misto,
coz vede ke snizeni vedlejSich acinka [42,49,50,51]. Tyto systémy zajistuji dobrou
dostupnost l1é¢iva souvisejici s vysokym terapeutickym ucinkem a zaroven poskytuji
profily uvoliiovani API s vhodnou rychlosti a bez kolisani hladiny léCiva v téle
pacienta [50,51,52].

Ke spusténi samotného efektu slouzi dva typy pfistupt. Lécivo je citlivé na
endogenni, nebo exogenni stimuly. Endogenni souvisi s prostfedim v téle, zatimco
exogenni jsou citlivé na vné&j$i impulsy [51]. Takové materialy s moznosti reagovat na
podnéty se oznacuji jako ,.chytré [41,51]. Mezi n¢ patfi polymery a micely [51], ale

1 nanocastice [51,53], lipozomy [51] a popfipad€ niozomy [54].
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Obrazek 6: Podnéty pro Iékové formy s cilenou distribuci.

1.3.3 Rozdéleni biopolymeru

Rozdéleni biopolymert lze provést na zakladé raznych hledisek [42].
V zavislosti na vlastnostech a chovani po vystaveni teplotnimu zatizeni se
biopolymery klasifikuji na termoplasty (moznost opakovaného zahtivani a tvarovani),
termosety (zpevnéni struktury natrvalo) a elastomery (elasticita a pruzné
deformace) [42,55]. Biopolymerni materiadly se mohou vyskytovat ve formé& smést,
laminatd nebo kompozitl, pfi¢emz kazdy typ ma rozdilnou strukturu a slozeni. Mezi
dalsi kritéria spada jejich ptivod nebo schopnost biologické rozlozitelnosti [42].

Nejcasteji se ale biopolymery déli do dvou skupin, a to na pfirodni a syntetické
biodegradovatelné polymery [42,56]. Do pfirodnich biopolymertu se fadi rostlinné
i zivoCisné proteiny (kolagen, keratin, elastin, ...) a polysacharidy ziskané z riznych
zdroju (agar, celuloza, chitosan, pektin, ...). Extrahuji se z latek, jez se bézn¢€ nachazi
v piirodé. Na druhou stranu syntetické biopolymery maji sice také puvod v biomase,
ale jsou z ni syntetizovany umeéle. Do této skupiny napiiklad patii polymlécné kyselina

(PLA), polyvinylalkohol (PVA), polykaprolakton (PCL) a mnoho dalsich [42,57].

1.3.4 Charakteristické vlastnosti polysacharidu

V poslednich letech farmaceuticky pramysl zaméfuje svoji pozornost
a zaroven klade vysoké nadéje do biopolymernich materiala, pficemz mezi nejvice
studované a vyuzivané biomakromolekularni latky patii polysacharidy. Tento zajem
je zpusoben Sirokym spektrem jejich jedineCnych vlastnosti [52,58]. Vzhledem
k zaméreni této diplomové prace bude pozornost vénovana predevsim této skupiné
biopolymera.

Ve struktufe téchto biomakromolekul se opakuji glykosidické vazby spojujici
stejné nebo odlisné sacharidové jednotky (vice jak 10) [58,59], které se hydrolyzou

rozkladaji na jednoduché sacharidy (glukozu, galaktézu, manozu, arabinozu, ...), jez
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nachazeji uplatnéni v metabolickych drahach organismu. Polysacharidy jsou schopné
plnit strukturni, zasobni, nebo jiné specidlni funkce [52]. V organismu mohou slouzit
jako mediatory v bunéCné komunikaci a hrat dilezitou roli pii adhezi molekul.
Dulezita je i jejich uCast v bunécném rozpoznavani pii imunitnich reakcich [58,60].

Tato velmi rozsifena skupina latek ptirodniho pivodu se izoluje z rostlin,
zvitat, hub nebo moiskych fas. Kvili jejich slozité, velmi rozmanité a druhové
specifické struktufe se k jejich separaci vyuzivaji rizné extrakeni techniky. Je dulezité
peclivé zvolit spravny postup extrakce, aby nedoslo k nezddoucim zménam v jejich
strukture ¢i dokonce k jejich degradaci. Vyznamnym faktorem, na ktery se musi hledét
pii jejich ziskavani z pfirodnich zdroji, je aktualni umisténi separovaného
polysacharidu uvnitf materialu. Pokud se nachazi v bunécné sténé, je nezbytné nejprve
provést mechanické rozdrceni nebo rozbiti prostfednictvim ultrazvukového proudéni
plynu, aby extrahovana intracelularni latka ptesla do extracelularniho prostoru. Pied
samotnou extrakci je dal§im krokem eliminace lipidové izolace bunécné stény. Tento
proces zahruje zahiivani pfislusného materidlu pod zpétnym chladi€em za pouziti
ethanolu po dobu 6 —8 hodin v pfistroji, ktery se nazyva Soxhletiv extraktor.
Po uspésném provedeni té€chto nezbytnych krokd je mozné zahajit samotnou extrakei.
Existuji Ctyfi zakladni postupy pro zisk polysacharidi z pfirodnich zdroji: extrakce
horkou vodou, zifedénym alkalnim roztokem, enzymem <¢i dimethylsulfoxidem
(DMSO). Kazda z téchto metod ma své vyhody inevyhody, neni tedy zadna
universalni technika a je dulezité dbat na jeji vybér. Je podstatné si uvédomit, ze ziskat
frakce homogennich polysacharidil je velmi obtizné, coz muze ovliviiovat nasledné
vyzkumné studie [52,61].

Fyzikalné-chemické vlastnosti polysacharidi kladné pfispivaji kjejich
Castému vyuziti pii vyrobé 1ékovych pfipravkl, zejména jako slozky systému pro
fizenou nebo cilenou distribuci API [52,59]. Jsou totiz schopné vytvaret trojrozmérné
molekularni sité, tzv. gely. Vlastnosti této gelové struktury jsou ovlivnény fadou
faktort, jako je teplota, iontova sila, pH a koncentrace polysacharidu. Dale je pro
aplikaci polysacharida dulezita jejich schopnost bobtnani a snadna biodegradace
(enzymaticka nebo mikrobialni), kterd se vyuziva pii vyvoji Iékovych forem cilenych
do tlustého stieva [52]. Zajem farmaceutického a biomedicinského odvétvi o tuto
skupinu latek roste 1 diky jejich predpokladané bioaktivité. V soucasné dobe jsou
intenzivné provadény vyzkumné aktivity, jez jsou zameétrené na vyuziti téchto latek pfi

vyvoji vakcin a novych specializovanych 1é¢iv. Hlavnim cilem je vyuzit jejich
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imunoregulacni,  protinddorové, antivirové, hypoglykemické, antioxidacni
a protizanétlivé vlastnosti [58,60].

Polysacharidy zahrnuji Sirokou skalu latek, vCetné gum a slizd, které jsou Casto
produkovany rostlinami jako odezva na jejich poranéni. Funkci t€chto biomateriala je
zacelit ranu a udrzet pozadovanou vlhkost uvnitt rostlinného téla [43]. Tyto latky se
formuji v raznych tkanich rostlin, jako jsou bunécné stény semen, list, kofent, kiry
nebo stfedni lamely tas, a nasledné€ vytékaji ze vzniklého fezu ve formé viskdzni
tekutiny [43,62]. Tyto vymé&sky (klovatiny) na vzduchu nésledné ztrati vlhkost a stane
se znich pruhledna sklovita hmota [43]. Jedna se tedy o prusvitné hydrokoloidy
s amorfnim charakterem [43,62]. Z chemického hlediska jsou gumy a slizy
povazovany za soli polysacharidi. Gumy se obvykle vyskytuji jako soli hoi¢iku nebo
vapniku, coz je dano jejich schopnosti hydrolyzovat se na organické kyseliny, které
reaguji pravé s t€mito prvky. RozliSeni té€chto dvou skupin je zalozeno na riznych
kritériich [43]. Prvnim z nich je rozpustnost ve vodé, kde sliz je nerozpustny (vytvari
pouze slizkou hmotu), zatimco guma je rozpustnd. Dale je rozhodujici jejich charakter,
ptiCemz sliz je povazovan za patologicky a guma za fyziologickou obrannou

latku [43,62].

1.3.4.1 Celuléza

Jednd se o jednu znejrozsSifenéjSich slouCenin na planeté, jez spolecné
s hemicelulézou a pektinem tvofi bunétné stény vysSich rostlin [43,59]. Diky své
struktufe, ktera je charakterizovana pevnosti a vysokou odolnosti vic¢i enzymatickym
systémum, muze plnit stavebni funkci. Tyto dalezité mechanické vlastnosti jsou
zpusobeny charakteristickym uspofadanim D-glukozovych jednotek do paralelné
orientovanych fetézcu, jez tvori krystalické mikrofibrily. Tuto typickou kompozici
(obrazek 7) udrzuji jak vodikové, tak 1 glykosidické vazby, konkrétne [-1,4
vazby [43].

Celul6za je pro lidsky organismus nestravitelna, avsak bylozravci a termiti tuto
slouCeninu dokazi efektivné metabolizovat. Dalsi vlastnosti, ktera nemuZze byt
opomenuta, je jeji nerozpustnost ve vode [43].

Role celulézy se v lékovych forméch zéasadné lisi v zavislosti na jejim
charakteru. Celuléza ziskana ze dieva ¢i baviny v praskové formé se Casto vyuziva
jako plnivo do tablet. Tato forma celulozy muze byt modifikovana prostiednictvim

kyseliny chlorovodikové na mikrokrystalickou formu, ktera je pro pripravu 1€Civ
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preferovana diky své volngjsi strukture. Mikrokrystalickd celuldza se pfidava nejen
jako plnivo do tablet, které se vyrab¢ji metodou ptimého lisovani [43] nebo granulaci,
ale muze také zastupovat funkci potaht [59]. Mikrokrystalicka celuldza pii kontaktu

bobtna, coz maze vést k prasknuti piislusnych Iékovych forem [44].

OH
OH

HO O o
OH
i OH IR

Obrazek 7: Struktura celulozy. Pievzato z [59]

1.3.4.2 Hemiceluloza

Termin hemiceluléza zahrnuje rozmanitou skupinu polysacharidi, které jsou
be&Zznou soucasti rostlin, resp. jejich bunéénych stén. Tvofi naptiklad dfevo nebo
obiloviny. Do této skupiny patii xyloglykany, glykany, xylany, manany
a glukomanany. Na rozdil od celulozy se vyznacuji amorfnim usporadanim a nizsi
tepelnou a chemickou stabilitou, jelikoz ve své vétvené struktufe postradaji
mikrofibrily [43,63]. Hydrolyzou téchto slouCenin vznikaji odpovidajici pentozy
(xyloza, arabinoza), hexdzy (manoza, glukoza, galaktoza) a cukerné kyseliny
(glukuronova, manuronova) [63].

Vyznamnou skupinou jsou glukomanany, jez jsou specifikovany ptitomnosti
D-manozy a D-glukézy ve svych strukturach. Pomeér téchto dvou monosacharidi se
muze liSit v zavislosti na puvodu glukomanant. Vyznacuji se vysokou viskozitou
a schopnosti vazat vodu. Navic mohou obsahovat acetylatové skupiny, coz pfispiva
k dalsim podstatnym charakteristikaim, zejména k vyraznému zvySeni jejich
rozpustnosti. Jednim z kliCovych pfikladu je glukomannan konjac, ziskavany z hliz
asijské rostliny. Spole¢né s xantanovou gumou se uplatiluje pii formulaci tablet, kde
zajistuji zpomaleni uvoliovani 1€Civ, a to vytvafenim sit€¢ propojené vodikovymi
vazbami [43]. Dale se zkouma jeho uplatnéni v kapslich obsahujicich 1 HPMC
a laktozu. Tyto tobolky maji potencial pro pulzni uvoliovani API do prostiedi tlusté¢ho
stfeva [64]. Také se zjistilo, ze oxidovana forma tohoto glukomannanu je nad€jna pro

vyrobu konvenénich tvrdych tobolek [65].
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1.3.4.3 Pektin

Nazev tohoto polysacharidu je odvozen od feckého slova , pekticos”, coz
v prekladu znamena zmrazit [52]. Tento bily az svétle hnédy prasek se ziskava
z bunéCnych stén rostlin, pfiCemz nejcastéj§im zdrojem je citrusova kura. Nicméné,
v mensi mife lze pektin nalézt také v jablkach [52,66]. Alternativné jej lze izolovat
z vedlejSich zemédelskych produktt, jako jsou cukrova fepa, mango ¢i slune¢nicova
seminka [66,67]. Na zakladé zvolené¢ho zdroje, pouzité metody extrakce, zpusobu
skladovani a zpracovani se jeho charakteristiky vyznamn€ meéni, coz Gzce souvisi
s jeho naslednou aplikaci [67,68]. Nejenze se tento aniontovy biopolymer vyznacuje
vysokou molekulovou hmotnosti (50 — 150 kDa) a hydrofilni povahou, ale je také
schopny vytvaret elastické hydrogely [60,67,68]. Viskozita roztokii vodou
rozpustného pektinu zavisi na jeho koncentraci a My, pfitomnosti ionti a pH daného
roztoku [68].

Hlavnim strukturnim prvkem pektind je homogalakturonan skladajici se
z opakujicich se jednotek D-galakturonové kyseliny, které jsou propojeny
a-(1,4) glykosidickymi vazbami [52,68]. Vlastnosti pektinii jsou ve zna¢né mife
ovlivnény pusobenim fyzikalnich, chemickych 1 enzymatickych vliva [67].
V homogalaktuonanu dochédzi k methylaci, amidaci nebo acetylaci velké ¢asti
D-galakturonové kyseliny, coz ma za nasledek vznik struktur nazyvanych
rhamnogalakturonan (I, 1II) a xylogalakturonan, které obsahuji pfislu§né
zbytky [52,67].

Pektin se Casto vyuziva jako texturovaci latka pro upravu konzistence potravin
a kosmetickych vyrobku [52]. Nicméng, rostouci zajem o tuto makromolekularni latku
spociva v objeveni jejich priznivych vlastnosti pro lidské zdravi. Na zakladé svych
probiotickych a hypoglykemickych schopnosti, efektu snizeni hladiny cholesterolu
a ucinku na metastaze a apoptozu nadorovych bunék se aplikace tohoto polysacharidu
rozsifila i do farmaceutického pramyslu [52,66]. Pektin se vyuziva jako ucinna latka
pro tvorbu obvazi a zasypu, pii¢emz se jejich fungovani opira o jeho pravdépodobnou
ulohu v hojeni ran. Naopak ve formé pomocnych latek se pridava do Iékovych forem
jednak jako pojivo, ale 1 jako matrice pro fizené uvoliiovani [66].

Pektin prokazuje schopnost vystupovat jako konstitu¢ni prvek v Iécivych
ptipravcich pro dodavani API do tlustého stfeva, a to diky svym gelujicim
schopnostem. Tento mechanismus prodlouzeného uvoliiovani je podpofen tim, ze

enzymy piitomné v horni ¢asti GIT pektin nerozkladaji, zatimco kolonickéd mikroflora
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ano. Pro dosazeni tohoto cile je avSak nezbytné prekonat vysokou rozpustnost pektinu
v prostiedi travicich tekutin. Z tohoto divodu se do formulace pfidava navic €inidlo,
napt. HPMC, které¢ zpomaluje uvoliiovani a upravuje piislusny profil uvoliovéani
ucinné latky. V souladu s uvedenym principem byly v ramci studie pfipraveny peletky,
jez byly nasledné naplnény do zelatinovych tobolek. Tento postup vyroby, vyuzivajici

HME a peletizaci, se jevil jako perspektivni [69].

1.3.4.4 Derivaty celulozy

Do 1€éCiv se Casto zaclenuji derivaty celuldzy, a to ve formé ethert, estert Ci
kopolymert [43,59]. Pti jejich vzniku reaguji celulézové hydroxylové skupiny [43].
U etherovych reakci je vodik z—OH skupiny D-glukopyranozy nahrazen alkylovou
nebo substituovanou alkylovou skupinou [44,59]. Modifikace celuldézy indukuje
zmenu ve vlastnostech, ¢imz se vytvorené derivaty stavaji ve vode rozpustnymi [20].

Do struktur 1é¢ivych pfipravki se derivaty celuldzy zaCleruji z davodu jejich
schopnosti fidit uvoliovani API zlékové formy. Jednak mohou tvofit jejich
enterosolventni potah nebo semipermeabilni membrany, jednak mohou byt soucasti
matricovych systému [43]. Kromeé toho se vyuzivaji jako zahustovadla, stabiliza¢ni
a dezintegracni Cinidla, nebo jako substance maskujici nepfijemné chuté [44].

V oblasti farmacie se nejvice pouzivaji ethery, viz. obrazek 8. Jejich Casta
aplikace souvisi s vyuzitim metody 3D tisku pfi piipraveé peroralnich 1ékovych forem.
Tyto latky vykazuji variabilni vhodnost pro 3D tisk, rozmanité fyzikalné-chemické
vlastnosti a odlisné moznosti uvolfiovani 1éCiv. Pocet substituentd ma napftiklad vliv
na hodnotu T,. Cim je vétsi Getnost t&chto skupin ve struktufe celuldzy, tim dochazi
k efektivn€jsimu blokovani tvorby vodikovych vazeb, coz vede ke snizeni hodnoty

skelného prechodu téchto materialt [20].

— (A) R=H or-CHs
OR|  CH,0R OR|  CcH,0R (B) R=H or-CH:CHs
0 O OoH (C) R=H or-CH(OH)CH:
HOCor "(or
o \PR Ao A\DR (D) R=H or-CH:CH(OH)CHs
0 0 . . .
CH,0R 5a CH,OR - (E) R=H or-CH3 or -CH:CH(OH)CHs

n

Obrazek 8: Etherové derivaty celulozy: (A) methylceluloza, (B) ethylceluloza, (C)

hydroxyethylceluléza, (D) hydroxypropylceluléza, (E) hydroxypropylmethylceluldza.

Pievzato z [20]

42



1.3.4.4.1 HPMC
Hypromeldza (HPMC) vznikd modifikaci celulozy, proto byva klasifikovana

jako polosynteticky biopolymer [44,59]. Tento druh etheru predstavuje jednu
z nej¢asteji zkoumanych slou€enin, coz je zaptiinéno jeho unikéatnimi vlastnostmi,
vynikd naptiklad svou rozpustnosti. Hydroxypropylmethylcelul6za je hydrofilni
slouCenina, tedy je dobie rozpustna ve vod¢. Tato schopnost neni omezena pouze na
vodné prostredi, ale projevuje se 1 v organickych rozpoustédlech jak pii zvySené, tak
1 pi laboratorni teplote [20].

Jedna se o bily nebo krémové bily praSek sneutrdlnim celkovym
nabojem [44,70], s molekulovou hmotnosti 10— 1500 kDa ateplotou skelného
prechodu pohybujiciho se v rozmezi 160 —210 °C [70]. Molekulovd hmotnost HPMC
se muze mezi jednotlivymi zastupci liit, tato variabilita ma nasledn€ vliv i na pfesnou
hodnotu Ts. Nicméne€, HPMC nemize byt vystavena teploté nad 220 °C, jelikoz za
téchto podminek hrozi riziko degradace [20]. Blizké rozmezi téchto teplot muze
zpusobit obtize pfi nasledném zpracovani tohoto materialu, proto se hypromeloza
v klasické formé pti procesu HME pfili§ nevyuziva. Pro pfipravu filament je vhodnéjsi
specialni typ HPMC, znamy jako Affinisol™. Tato modifikovana varianta se
uptednostiiuje diky jeji niz§i teploté skelného prechodu a lepSim viskoznim
vlastnostem [71]. Dalsi vyhodnou je relativn€ vysoka stabilita 1é€iv pfipravenych

z tohoto polymeru, jelikoz Affinisol™

nepodléha snadné absorpci vzdusné vlhkosti.
Aby se zajistil hlad$i pribéh extruze, mohou se pfidat do extruzni smeési také
zmékcCovadla, ale je tfeba zvazit jejich mozny vliv na dobu prichodu dané Iékové
formy travicim traktem [70].

Jednim z kliCovych ryst hypromelozy je jeji schopnost bobtnani, ktera ma vliv
na farmakokinetiku 1€Civ obsazenych spolu s ni v Iékové formé. Po kontaktu HPMC
s vodnym prostfedim GIT se vytvofi hydrogel, skrz ktery API s hydrofilnim
charakterem difunduje ven na zakladé koncentratniho gradientu [20]. Zatimco

hydrofobni uc¢inné latky se uvolfiuji eroznim mechanismem az po rozpadu lékové

formy [70].

1.3.4.4.2 HPC

Tento ether vznika jako produkt reakce, v niz reaguje alkalickd celuloza
a propylenoxid za vysoké teploty a tlaku. Hydroxypropylceluléza (HPC) existuje ve

formé prasku bez chuti a zapachu, avSak s bilou az slab& nazloutlou barvou. Jeho
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rozpustnost zavisi jak na teploté, tak charakteru rozpoustédel. V organickych
rozpoustédlech vykazuje nizkou rozpustnost, dobfe se rozpousti ve studené vode,
zatimco v teplé (40 — 45 °C) vytvaii nabobtnalé utvary. Jeho struktura, o vysoké
molekulové hmotnosti (20 — 1500 kDa), ma neiontovy charakter [70]. Podobn¢ jako
HPMC, se i tato latka vyznaCuje vysokou bobtnatelnosti, coz ji ¢ini vhodnou
komponentou pro modifikaci uvoliiovani API zlékovych forem [20]. Ve
farmaceutickych aplikacich se pfidava do struktur 1é¢ivych pfipravka také jako plnivo,

potahovy material nebo jako Cinidlo pro zahustovani a emulgaci [70].

1.3.4.5 Alginaty

Pod tento termin se obecné zahrnuje kyselina alginova a jeji soli [72]. Tyto
latky pfirodniho pivodu jsou bézné izolovany z mofskych zdrojt, resp. z hnédych fas
Phaeophyceae [43]. Sekundarnim zdrojem alginatu muze byt také bakterie
Pseudomonas aeruginosa, avSak ta poskytuje velmi nizké vyteézky (~ 4 g/l) [52].
Alginaty se tadi do kategorie polysacharidd, coz vyplyva z jejich linearni aniontové
struktury, ktera se sklada ze stridajicich se jednotek D-mannuronové a L-guluronové
kyseliny spojenych glykosidickymi vazbami $-(1,4) a a-(1,4) (obrazek 9) [43,52].
V zavislosti na pouzitém zdroji a postupu extrakce vykazuji alginaty heterogenni
pomér jednotlivych strukturnich bloklt, coz ma za nasledek rozdilné fyzikalné

chemické vlastnosti souvisejici s jejich kvalitou a naslednym pouzitim [72].

0oC 1 2
-0
-oH ~00G o
Q 20 0
O-.. o-__
OH )

Obrazek 9: Strukturni jednotky alginatu: (1) a-(1,4)-L-guluronova kyselina,
(2) £-(1,4)-D-mannuronova kyselina. Pievzato z [72]

Alginaty, o molekulové hmotnosti 33 000 — 400 000 g/mol [72], jsou schopné
po styku s vodou tvofit gel, ktery po zesifovani muze ovliviiovat rychlost diftze

zachycené API a jinych biologickych makromolekul (DNA, proteind, bunék). Tento
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proces probiha bud v pfitomnosti dvoumocnych kationtd, nebo za tvorby
intramolekularnich vodikovych vazeb pti pH < 3,5. AvSak kysela gelace neposkytuje
prilis silné propojeni. Naopak iontova gelace vytvati stabiln€jsi gelovou sit, pficemz
je preferovana piitomnost Ca?’, ktery je iontem piirozenym pro télo a nevykazuje
toxicitu. Stabilita vytvorené gelové struktury zéavisi na slozeni alginatu, nebot
jednotlivé kyseliny formujici jeho strukturu vykazuji variabilni afinitu ke kovam [52].
Pokud je kyselina guluronova v prevaze, vznika gel s vyssi pevnosti [52,72].

Vzhledem k vyznamné schopnosti vytvaret gely maji alginaty Siroké uplatnéni
v potravinaiském prumyslu i ve farmacii, kde plni funkci stabilizatorti a ¢inidel pro
zvySeni viskozity materiali nebo pro maskovani nezadoucich chuti. Nékteré
transdermalni néplasti jsou také zalozeny na tvorbé alginatového gelu, jehoz
piitomnost vytvari optimalni vihké prostiedi pro hojeni ran. Tato pfednost se osvédcila
v systémech pro prodlouzené a fizené uvolnovani API [72]. Vlastnosti alginati se
mohou modifikovat prostfednictvim jinych polymert, ¢imz se rozsifi moznosti jejich
aplikace pfi vyrobe 1éCiv [52].

Jednou zbézné pouzivanych forem alginatu je jeho sodna sul, respektive
alginat sodny [43,72]. Rozpustnost této soli je ovlivnéna celou fadou aspektt. Jednak
zalezi na typu rozpousteédla, kdy v organickych rozpoustédlech (alkoholy, chloroform,
ether, ...) rozpustnost nevykazuje. Ale naopak ve vodé je tato latka rozpustna,
a dokonce 1 pfi nizkych teplotach, av§ak pomalu a za vzniku velmi hustého koloidu.
Mezi dalsi faktory, které pozitivné ovliviiuji rozpustnost, patii pfitomnost
deprotonovanych skupin karboxylovych kyselin, hodnota pH niz§i nez kriticka
hodnota pK, a absence dvojmocnych iontd [52,72]. Tento pfirodni polymer vykazuje
v GIT pomérné dlouhou odolnost vi¢i pasobeni bakterii nebo enzymu [73]. Pro
zajisténi ulinného dodavani 1é€iv do traviciho traktu prispiva také jeho dobra
mukoadheze [52]. Alginat sodny muze byt i soucasti filma pro prodlouzené

uvolfiovani 1é¢iva [73].

1.3.4.6 Chitin a chitosan

Chitin je polysacharid, ktery se ziskava z zivociSnych zdroji, kde vykonava
strukturni funkci. U hmyzu je integrovan do systému exoskeletu a je také soucasti
schranek korysu, skofapek humri, krevet a kraba [43,74]. Respektive tvoii kutikulu
Clenovclu. Také se muze vyskytovat u hub, kde je slozkou jejich bunécné stény

spole¢né s B-glukany [43], coz bylo poprvé potvrzeno v roce 1811 [75].
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Chitin je vyznamny svou nerozpustnosti ve vodé [43]. Ale pokud je vystaven
silnym alkaliim, jako je hydroxid sodny ¢i draselny, a vysoké teploté (100 °C), dochazi
k procesu nazyvanému alkalicka N-deacylace [52,75], ¢imz vznika derivat s mensim
poctem acetylovych skupin, resp. chitosan. Vysledkem je linearni aminopolysacharid,
ktery se sklada z glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych jednotek, ktery je
znazornén na obrazku 10. Aby se predeslo Casté degradaci prirodniho fetézce chitinu
v alkalickém prostiedi, vyuziva se béhem deacetylacni reakce pritomnost thiofenolu

nebo inertni atmosféry dusiku [75].
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Obrazek 10: Struktura chitosanu. Pfevzato z [75]

Fyzikalni vlastnosti chitosanu jsou ovlivnény jak poctem zbylych acetylovych
skupin v jeho struktufe, tak 1 zdrojem, odkud byl izolovan [75]. Na rozdil od chitinu
je chitosan rozpustny ve vodé [43]. Mira jeho rozpustnosti je spojena s pomérem
strukturnich jednotek a distribuci acetylovych skupin v molekule [75]. Chitosan je
charakterizovan svou vysokou molekulovou hmotnosti (20 — 1200 kDa) [76] a pevnou
strukturou, jelikoz je schopny vytvaret intramolekularni vodikové vazby [52].

Kromé& své vysoce biokompatibilni povahy, biologické rozlozitelnosti
a minimalni toxicité je chitosan schopny tvofit epitelidlni spojeni prostiednictvim
nekovalentnich vazeb [52]. Chitosan je polysacharid, ktery ve své molekule nese
kladny naboj [43,52]. Muze slouzit jako nosi¢ pro slozité makromolekuly, v€etné 1éka,
které mohou byt inkorporovany do jeho struktury, nebo jen piipojeny na vazebna mista
na jeho povrchu. Dokonce muze 1 1é¢iva chranit pied jejich degradaci [52]. Nicméné,
znac¢nou nevyhodou nosi¢e piipraveného z chitosanu je jeho snadna rozpustnost
v kyselém pH. Ztohoto divodu se cela fada studii zaméfuye na vyzkum
modifikovanych hydrogelovych systému na bazi chitosanu, které maji za cil zlepSit

biologickou funkénost tohoto biopolymeru [75].
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Vyuziti chitosanu sahd az do tkarového inzenyrstvi, dokonce 1 klécbe
rakoviny, kde se spoléhd na jeho dlouhou bioadhezi. Diky celé tad¢€ piiznivych
vlastnosti mé chitosan rozmanité funkce v 1ékovych formach a je povazovan za jeden
z nejperspektivnéjsich biopolymert [52]. Muze byt napfiklad aplikovan v Iékovych
forméch jako potencidlni polymer zajist'ujici uvolfiovani APL citlivé na piitomnost
a pusobeni bakterii GIT, v prostiedi tlustého stieva [76]. K tomuto vyuziti pfispivaji

také jeho vyrazné mukoadhezivni vlastnosti [43].

1.3.4.7 Xanthan

Xanthanova guma se fadi do kategorie mikrobialnich heteropolysacharidu,
jejichz vznik je charakterizovan fermentanim procesem. V tomto piipad€ rostlinna
bakterie Xanthomonas campestris metabolizuje cukry, coz vede k produkci xanthanu
jako vedlej$iho produktu [43]. Tato guma je slozena ze tfi zakladnich podjednotek:
D-glukozy, D-manozy a D-glukuronové kyseliny, a to v poméru 2:2:1 [52]. Zakladni
fetézec této latky je strukturné podobny celuldze, jelikoz je slozen z molekul
D-glukozy spojenych f-(1,4) glykosidickou vazbou [43]. Kromé& toho jsou na
strukturu navazany dalsi stavebni prvky (acetylovd skupina a zbytek kyseliny
pyrohroznové), ¢imz vznika komplexni molekula xanthanu s molekulovou hmotnosti
od 2 000 do 20 000 kDa [43,52]. Ptesné usporadani molekuly a pocet jednotlivych
stavebnich podjednotek se odviji od pribéhu a podminek fermentace, stejn€ jako od
zdrojové bakterie [52].

Xanthanova guma byla vzhledem ke svym pfiznivym reologickym vlastnostem
pfedmétem mnoha studii. Viskozita tohoto polysacharidu roste s obsahem kyseliny
pyrohroznové uvniti molekuly a za pfitomnosti soli. Tento parametr zavisi 1 na
hodnot¢ pH. Xanthan vykazuje nenewtonovské chovani meénici se s cCasem
a smykovou rychlosti. Dalsi charakteristikou této bilé az krémové bilé latky je
schopnost udrzet si stabilitu v Sirokém rozmezi pH, v€etné prostiedi kyselin a alkalii.
Projevuje také vynikajici rozpustnosti v teplé 1 studené vod¢, avsak vyzaduje neustalé
michani kvili mozné nezadouci aglomeraci Castic [52].

Uplatnéni saha do Siroké Skaly pramyslovych odvétvi, vCetné kosmetiky
a tkanového inzenyrstvi. Xantanova guma byla uzndna FDA (Food and Drug
Administration) za netoxickou piisadu [43], a proto neni opomenuta ani ve
farmaceutickém prumyslu. Zde se vyuziva jako ¢inidlo pro zvyseni viskozity, ptisada

umoziujici gelovaténi, smacedlo nebo stabilizator [52]. V pevnych peroralnich
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1ékovych formach muize byt vyuzita jako hydrofilni matrice pro cilené podani 1éku do
tlustého stfeva. Zpomaleného uvoliovani API je dosazeno tim, ze tento polysacharid

nepodléha traveni v zaludku ani v tenkém stieve [77].

1.3.4.8 Guarova guma

Guarova guma se ziskavé ze semen rostliny Cyamposis tetragonolobus, ktera
spadd do Celedi bobovitych. Tento rozvétveny neiontovy polysacharid se sklada
zjednotek D-galaktopyranézy a D-mannopyranozovy, které jsou spojené
prostfednictvim a-(1,6) a [-(1,4) glykosidickych vazeb do specifické struktury
o vysoké molekulové hmotnosti. Po kontaktu s vodou se rychle hydratuje a vytvari
koloidni disperze s velmi vysokou viskozitou. Dokonce 1 ve studené vode vykazuje
dobrou rozpustnost a bobtnatelnost [43,52].

Vlastnosti guarové gumy, a to predev§im schopnost vytvaret jiz zminéné
hydrokoloidy, jsou atraktivni pro jeji zaClenéni do 1ékovych forem [43,52], kde muze
slouzit jako pojivo, dezintegracni ¢inidlo [52], nebo nosi¢ pro cilenou distribuci 1€¢iv
jak v matricovych tabletach, tak i u mikrocastic ¢i obali [43]. V tomto pfipad€ se
uvolfiovani API sméruje do stieva, kde jsou zbytky galaktomananu pod vlivem
bakterialnich enzymi GIT degradovany. Pro optimalizaci farmakokinetického profilu
je mozné guarovou gumu modifikovat raznymi zpusoby, napt. derivatizaci nebo
roubovanim [52]. V jedné vyzkumné studii bylo Gspesné provedeno roubovani gumy
polykakrylamidem, ¢&imz byly piipraveny kopolymerové struktury obsahujici
hydrolyzované funkéni skupiny. Uvolfiovani APl bylo néasledné regulovano
v zavislosti na jejich citlivosti na pH. Tato kli¢ova charakteristika otevira perspektivni
moznosti vyuziti tohoto polysacharidu jako materialu s vysokym potencidlem pro

tvorbu lékovych forem umoziujicich fizeny transport 1é¢iva do stievniho traktu [78].

1.3.4.9 Karagenany

Karagenany jsou pfirozenou slozkou cCervenych fas tiidy Rhodophyceae
a vyznaCuji se linearni aniontovou strukturou, jeZ obsahuje rizny pocet sulfatovych
skupin [43,79].

Tyto polysacharidy jsou klasifikovany do tfi hlavnich tfid (kappa k, iota ¢
a lambda A) podle strukturniho usporadani, které zaujimaji po kontaktu s vodou.

Lambda karagenan vytvaii viskozni roztoky, zatimco kappa a iota se za vhodnych
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podminek transformuji do gelovych struktur [43]. Prubéh gelace podporuje teplota
50 °C a ptitomnost iontd K*a Ca?" [79]. Charakteristiky téchto tepeln& reverzibilnich
trojrozmérnych struktur se 1i§i mezi jednotlivymi tfidami: u iota ¢ typu se setkdme
s elastickym gelem, zatimco k karagenan vytvati po Zelatinaci kiehky gel [43,79]. Tato
dilezita vlastnost karagenanu souvisi jednak s poCtem sulfatovych skupin v jejich
struktute, coz ma za nasledek rozdilnou hustotu néboje a rozpustnost. Dale, pritomnost
3,6-anhydro mustku v iota a kappa typech tohoto polysacharidu sehrava vyznamnou
nadmolekularni Sroubovice [79].

Karagenany se vyuzivaji jako stabilizatory a emulgatory v potravinaiském
prumyslu, ale v poslednich letech nachazeji uplatnéni i ve farmaceutickém prumyslu.
Mohou byt zaclenény do Iékovych forem s fizenym uvoliiovanim diky svym gelujicim

vlastnostem a odolnosti proti kyselym zalude¢nim podminkam [43,79].

Vyse zminéné polysacharidy se velice casto inkorporuji do struktur
enterosolventnich tobolek, a to predevSim v kontextu personalizované 1é¢by. Tyto
tobolky slouzi nejen jako lékové forma pro fizené uvolnovani API do stfevniho
prostfedi, ale také jako alternativni cesta pro fekalni mikrobidlni transplantaci.
Zejména jsou preferovany takové tobolky, které jiz ve svych strukturdch obsahu;i
acidorezistentni polymery, coz umoziiuje vynechat narocny proces potahovani. Tento
pfistup je znam jako ECDDT (z angl. Enteric capsule drug delivery
technology) [3].

Na ptistup ECDDT navazuje experimentalni ¢ast, ktera si klade za cil otestovat
potencialni materialy pro vyrobu enterosolventnich tobolek. Celkem bylo pfipraveno
pét formulaci téchto tobolek pomoci metody FDM 3D tisku, pficemz v jejich

strukturach byly zahrnuty né€které z vyse uvedenych polysacharidi.
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2 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zamé&fena na piipravu enterickych tobolek
na béazi hypromelozy a jejich nasledné testovani (rozmérova analyza, disolu¢ni
chovani). Veskeré postupy a podminky experimentt, které byly provedeny v ramci
této diplomové prace, se fidily pozadavky uvedenymi v Ceském lékopisu [1].

Tobolky byly pfipraveny metodou FDM 3D tisku z péti riznych typt filamenta
na bazi HPMC pfipravenych s vyuzitim technologie HME. Integrace biopolymert do
vlaken byla navrzena scilem wvytvofit materidl s minimalni toxicitou, dobrou
kompatibilitou szivymi systémy a odolnosti vi¢i kyselému prostiedi zaludku.
Zakladnim pozadavkem na enterosolventni Iékovou formu je odolnost vici kyselému
prostredi zaludku (pH 1,2) po dobu 2 hodin a jeji nasledné degradace v prostiedi stiev
(uvolnéni obsahu). Na zakladé€ téchto pozadavka byly voleny materialy pro pfipravu
vlakna a nasledny tisk tobolek. Zakladem vlédken byla modifikovanda HPMC pod
komerénim nazvem Affinisol™, ktera ma nizs$i T, a niz8i viskozitu ve srovnani
s HPMC bézné vyuzivanou v pevnych lékovych formach. Testovan byl vliv ptidavku
biopolymera (citrusovy pektin a alginat sodny) na proces extruze a tisknutelnost
ptipravenych vlaken, ale také na disolu¢ni chovani tobolek pfipravenych z uvedenych
vlaken metodou 3D tisku. Do tfi druht filamentd bylo pfidano (nad ramec pavodné
planovanych experimentt) také zmekcovadlo polyethylenglykol (PEG) s cilem snizit
teplotu extruze a zlepsit vlastnosti extrudovaného vlakna.

U pftipravenych tobolek byla provedena rozmérova analyza s cilem posoudit
kvalitu a reprodukovatelnost tiskového procesu. Nasledné byl proveden disolucni test
se zmeénou pH (1,2 — 6,8), ktery simuloval pruchod 1ékové formy GIT. Cilem vsech
provedenych experimenta bylo prostudovat vliv slozeni vlaken na jejich mechanické
vlastnosti, tisknutelnost a odolnost pfipravenych tobolek pfi pruichodu GIT zejména
s ohledem na zménu pH. Primarnim vystupem experimentalni ¢asti byly disolu¢ni
profily ukazujici chovani enterickych tobolek ptipravenych metodou FDM 3D tisku.
Z téchto grafickych zavislosti byla posouzena jejich vhodnost pro fekéalni mikrobialni
transplantaci, nebo pro smérovani 1é¢iva do oblasti kolonu.

Druha cCast experimentu byla zaméfena na reprodukovatelnost vyroby tobolek
navrzenou technikou FDM 3D tisku. Byla provedena rozmérova analyza na

20 tobolkach formulace A — E.
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2.1 Seznam pouzitych chemikalii a pFistrojové vybaveni

2.1.1

Chemikalie

2.1.1.1 Chemikalie k pripravé filament

Affinisol™ HPMC HME 15LV (Dow Chemical Company, Michigan, USA /
Sarze: F293G2C008)

Citrusovy pektin (Sigma-Aldrich, Co., St.Louis, USA / product of Denmark /
Sarze: SLCB2453)

Alginat sodny (Sigma-Aldrich, Co., St.Louis, USA / product of United
Kingdom / Sarze: MKCJ1280)

Polyethylenglykol (Sigma-Aldrich, Co., St.Louis, USA / product of Germany /
average Mn 6000 / Sarze: BCCC1842)

2.1.1.2 Chemikalie k pInéni tobolek

Kofein (Sigma-Aldrich, Co., St.Louis, USA / product of Germany /
C0750 - 100G)

Laktoza monohydrat (Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Hradec Krdlové, CR,
Sarze: 0000070252)

2.1.1.3 Chemikalie k pripravé disolu¢nich médii

Redestilovana voda

Kyselina chlorovodikova 35 % p.a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, CR)
Chlorid sodny p.a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny p.a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, CR)

Dihydrogenfosforetnan draselny p.a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, CR)

Pristroje a zarizeni

Extrudér Noztek Touch a Noztek Pro (Noztek, Shoreham, UK)
Homogenizator: V-mixér (Filtra Vibraction, Barcelona, Spanélsko)

3D tiskarna Original Prusa i3 MK3S+ (Prusa Research a.s., Praha, CR)
Analytické vahy KERN ALT 310-4AM (KERN & Sohn GimbH, Balingen,
Neémecko)
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2.2

2.2.1

Homogenizator Mixer Mill MM200 (Retsch GmbH, Haan, Némecko)
a homogenizacni patrona (komurka mleci 10 ml, nerez. ocel) pro MM200
Laboratorni vaha Sartorius H 120-D (Sartalex s.r.o, Usti nad Labem)
Disoluéni aparatura Sotax AT 7 Smart (Solution for Pharmaceutical Testing -
Sotax AG, Allschwill, Svycarsko), kositky pro aparaturu Sotax AT 7 Smart
a sklenéné mikrovlaknové filtry GF/D 25 mm (Whatman, GE Healthcare Life
Sciences, Chicago, USA)

UV-Vis spektrometr Aligent 8453 (Aligent Technologies Deutschland GmbH
& Co.KG, Waldbronn, Némecko) a kyveta z kiemenného skla 5 mm

Digitalni posuvné méfitko 0 — 150 mm/0,02 mm (Extrol ® Premium)

Software
Autodesk Fusion 360 (Autodesk, Inc.,San Rafael, USA)

Prusa Slicer (Prusa Research a.s., Praha, CR)
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, USA)
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmonf, Washington, USA)

Dalsi laboratorni pomucky

Laboratorni sklo: nalevka, zkumavka, odmérny valec, kadinka, barika,
sklenéna ty¢inka

Pomiucky k vazeni: lodicka, 1zicka

Experimentalni postupy

Priprava filament

Veskeré pouzité¢ filamenty vtéto praci byly pfipraveny v laboratofi

na pristrojich, které jsou znazornény na obrazku 11. Jedna se o dva modely extrudérti

firmy

Noztek.
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Obrazek 11: Extrudéry od firmy Noztek: (1) Noztek Touch, (2) Noztek Pro.

Nejprve byla piipravena fyzikalni smés latek podle presné stanovenych
kvalitativnich a kvantitativnich parametrd. Procentualni zastoupeni jednotlivych
slozek této smési je uvedeno v Tabulce 1. VeSkeré praskové komponenty byly
postupné navazeny na predvazkach znatky Kern. Hypromeloza (Affinisol™)
zaujimala v kazdé formulaci nejvétsi podil. K Affinisolu™ (polosynteticky polymer)
byl pfidavan do vsech péti filamenta také biopolymer (polysacharid). Jednalo se bud’
o citrusovy pektin, nebo o alginat sodny. Do tfi formulaci bylo navic pfidano
zmekovadlo (plastifikator) - polyethylenglykol (PEG) - za ti€elem sniZeni teploty pfi

extruzi a zlepSeni mechanickych vlastnosti extrudovaného filamentu.
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Tabulka 1: Druh a procentualni zastoupeni latek ve smési pro jednotlivé formulace filamentu

(A —E).
Plnivo Biopolymer Plastifikator
Formulace
Typ Zastoupeni [%] Typ Zastoupeni [%] Typ Zastoupeni [%]

A Affinisol™ 90 Citrusovy 10 - -
pektin

B Affinisol™ 90 Alginat 10 _ _
sodny

C Affinisol™ 85 Gitrusovy 10 PEG 5
pektin

D Affinisol™ 85 Alginat 10 PEG 5
sodny

E Affinisol ™ 75 ] 20 PEG 5
pektin

Nasledné byly tyto substance homogenizovany po dobu 5 minut na rota¢nim

V-mixéru, ktery je zndzornén na obrazku 12. Pro jeden cyklus extruze bylo vzdy

ptipraveno 20 g této homogenizované smési, ktera byla nasledn€ vlozena pomoci

nasypky do samotného téla extrudéru, kde byla wvystavena celé¢ tadé operaci

(napf. mleti, michani a taveni). Po dokoncCeni vSech nezbytnych procesu byl vytla¢en

tuhy filament, ktery byl postupné namotévan na pfipravenou civku. Doba, po kterou

setrval material uvnitf extrudéru, se u kazdého typu vlakna lisila (v zavislosti na

viskozité taveniny a homogenité vlakna).

Obrazek 12: V-mixér Filtra Vibracion.
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Pred samotnym zahajenim extruze byla na pfistroji nastavena specificka
teplota, na kterou byl pristroj vyhtivan prostfednictvim jeho topnych téles. Tato teplota
byla optimalizovéana dle slozeni zpracovavané smési s cilem zajistit bezproblémovy
a efektivni prabeh extruze a reprodukovatelnost pripravy vlaken o vysoké kvalité. Tato
teplota se u jednotlivych typa filamentt mirné lisila, coz doklada tabulka 2. Dale byla
klicovym faktorem wvolba extruzni trysky, ktera ovliviiovala koneCnou podobu
a rozmérové vlastnosti vlakna. V ramci této prace byla pouzita tryska o praméru
1,75 mm. Optimalizace procesu extruze byla provadéna zejména s ohledem na
piipravu vlakna o konstantnim primeéru a o dostateCné pruznosti, coz usnadiiuje
navijeni vytlaceného filamentu a jeho nasledné zavadéni do trysky 3D tiskarny.
Konstantni pramér vlakna pozitivné ovliviiuje samotny proces tisku a zvySuje jeho
reprodukovatelnost. Po dokon¢eni extruze bylo vlakno ulozeno pro dalsi zpracovani

do uzaviratelného obalu na misto bez ptimého dopadu slune¢nich paprska.

Tabulka 2: Teploty extruze pro jednotlivé formulace (A — E)

Formulace Teplota extruze [°C]

A 145
B 130
C 140 — 155
D 130 - 140
E 135150

2.2.2 3D tisk

2.2.2.1 Navrh modelu tobolek

Prvnim a neodmyslitelnym krokem 3D tisku byla tvorba grafického modelu
silnosténné tobolky, ktery nasledné slouzil jako podklad pro samotny tisk. K této Casti
experimentu byly vyuzity 2 PC softwary.

Pro vytvoreni pozadovaného 3D objektu byl v prvni €asti pouzit specialni
program Autodesk Fusion 360, ktery umoznil jeho detailni modelovani. V tomto
piipadé byla navrzena tobolka s primérem 9,25 mm a s vyskou 25,5 mm, jez je
znazornéna na obrazku 13. Dokonceny néavrh pfislusného modelu byl ulozen do
stereolitografického formatu (znaCeny ptiponou ,,.stI). Tento format je standardem
pro prenos 3D modela do softwart 3D tiskaren, coz zajistuje kompatibilitu procesu

3D tisku.
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Obrazek 13: Navrh tobolky v programu Autodesk Fusion 360.

Druha cast navrhu byla provadéna v softwaru PrusaSlicer, ktery umoznil
zpracovat a rozdélit navrzenou tobolku na jednotlivé tisknutelné vrstvy. Tento
program dovolil také navrhnout drahu a smér pohybu trysky 3D tiskarny. Déle byly
v tomto programu nastaveny i dalsi specialni parametry dulezité pro tisk. Mezi tyto
konfigurované specifikace patfila naptiklad vyska jednotlivé vrstvy, teplota procesu,
hodnota nasobeni materialu, typ vyplné ¢i vychozi pozice na podlozce 3D tiskamny,
kterd ur€ila misto pro pocatek tisku jednotlivého dilku tobolky. Obrazek cislo 14
prezentuje navrh tobolky na tiskovém platu vygenerovany v tomto programu, jenz byl
uloZen s¢ zmin¢nymi vlastnostmi do souboru nazyvan¢ho jako G kod. Veskeré
instrukce a informace o prub¢hu tisku z G kodu byly interpretovany a prevedeny 3D
tiskarnou do finalniho formatu 3D produktu. V tomto pfipad¢ se¢ jednalo bud’

o vicka, nebo téla, kter¢ se nasledn¢ kompletovaly.
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Obrazek 14: G kod z PrusaSlicer.

2.2.2.2 Prubéh FDM 3D tisku
3D tisk tobolek byl provadén na tiskarn€ Prusa 13 MK3S+ vyuzivajici

technologii FDM (Fused Deposition Modeling). Prvnim krokem samotného 3D tisku
bylo peclivé stanoveni teploty tryskové hlavy a podlozky 3D tiskarny. Teplota trysky
byla klicovym faktorem pro plynuly priabéh procesu a béhem n€j byla optimalizovana
v zavislosti na vlastnostech pouzitého materialu. Nastaveni teploty bylo vétSinou
provadéno s ohledem na aplikovanou teplotu extruze, nebo Casto byla volena teplota
tak, aby bylo minimalizovano riziko degradace materialu a pfipadného zaneseni trysky
tiskarny. Zaroven ale muselo dojit pfi této teploté k taveni materidlu a k dobrému
prilnuti jednotlivych vrstev taveniny na sebe. Mnohdy byla pi1 tisku tobolky
preferovana volba nizsi teploty s postupnym zvySovanim této hodnoty v piipadé
potieby.

Dalsim krokem bylo zavedeni pfipraveného filamentu do 3D tiskarny.
Manipulace s vlaknem byla jednoducha diky jeho pruznosti, coz piispélo nejen
k plynulej$imu prubéhu samotného tiskového procesu, ale také ke zvyseni jeho kvality
a reprodukovatelnosti.

Pied samotnym spusténim vyroby tobolek byla je$té oSetiena podlozka
tiskarny specialnim sprejem, a to na mistech, kde bylo planovano zahajeni tisku
jednotlivych vicek a tél. Tento krok byl vyhodny pro zajisténi spolehlivé adheze jejich

prvni vrstvy k podlozce.
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Po zvoleni navrzeného modelu byl zahgjen samotny 3D tisk (obrazek 15).
Tento proces byl narocny a Casto doprovazeny riznymi defekty a komplikacemi. Vady
na tobolkach vzniklé béhem jejich tisku budou podrobné diskutovany v kapitole
2.3.2.1. Pro dosazeni idealnich vysledku, respektive kvalitnich tobolek, vyzadoval 3D

tisk celou fadu optimalizacnich krokda.

Obrazek 15: Zachyceni prub¢hu 3D tisku tél.

Optimalizované podminky 3D tisku: teplota podlozky: 90 °C, teplota

trysky: 195 °C, nasobi¢ extruze: 0,95 — 1,5 (korigovan podle typu a praméru vlakna
a také kvality vytiSténych casti tobolek), nastaveny pramér vlakna: 1,6 mm, vyska
vrstvy: 0,3 mm, perimetr: 1, hustota vyplne: 90 %, na pocatku 5 plnych vrstev, vzor
vypln€ jednotlivych vrstev: zarovnana pfimocara, vzor vyplné posledni
vrstvy: koncentricka, ventilator: vypnuty, prabéh tisku: dokonceni individualnich

objektu.
Po uspésném 3D tisku byla ziskéna jednotliva téla a vicka pro tobolky.

Po zchladnuti podlozky byly wvytisknuté objekty wvelmi opatrné sejmuty,

zkompletovany a nasledné vlozeny do popsanych obald.
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2.2.3 PlInéni tobolek

Po uspésném 3D tisku a zkompletovani jednotlivych ¢asti tobolek, tedy vicka
a téla, nasledovalo jejich plnéni. Na jednu disolu¢ni zkousku bylo vzdy piipraveno Sest
tobolek s modelovou ucinnou latkou (kofeinem) a s plnivem (laktézou) a 1 blank
pouze s plnivem (tobolka Cislo 7). Kazda tobolka obsahovala 150 mg homogenizované
smeési o urCitém slozeni. Tabulka 3 shrnuje informace o plnéni tobolek: druh

odmeétovanych latek, jejich mnozstvi a procentuélni zastoupeni ve smesi.

Tabulka 3: SloZeni tobolek, procentualni zastoupeni jednotlivych slozek.

Slozeni
Cislo Mnozstvi [mg] Procentuilni zastoupeni [%]
tobolky lPallI(ltl("),;; API: Kkofein lPal lliltl(‘)l;)a API: kofein
1—-6 110 40 73,33 26,67
7 (blank) 150 0 100 0

Nejprve bylo na analytickych vahach odméfeno dané mnozstvi laktozy, nebo
kofeinu. Navazené praskové komponenty pro plnéni 1 tobolky byly pfevedeny
do patrony homogenizatoru (bez kulicky). Nasledoval tedy proces homogenizace
(obrazek 16), ktery byl rozdélen do tfi tiiminutovych intervall s nastavenym tfepanim
o frekvenci 15 Hz za sekundu. Na zavér byly tobolky kvantitativné naplnény

pfipravenou homogenizovanou smési, jejiz hmotnost ¢inila 150 mg £+ 1,5 mg.

Obrazek 16: Homogenizator pouZivany pii plnéni tobolek.
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Tobolky (formulace A —E), které byly naplnény v souladu s predepsanymi
parametry v tabulce 3, byly uzavieny do popsanych Iékovek, aby nasledné mohly byt

podrobeny disoluéni zkouSce (obrazek 17).

Obrazek 17: Pripravené tobolky (formulace C a D) k disolu¢nimu testovani.

2.2.4 Disoluc¢ni zkouska

Bylo provedeno celkem pét disolucnich testi na tobolkach pfipravenych
metodou FDM 3D tisku. Disoluce probihala v disolu¢nich médiich, ktera simulovala
ptirozena prostiedi v téle. Bylo pouzito disolu¢ni médium pH 1,2 (kyselé prostiedi
v zaludku) a médium pH 6,8 (prostfedi stfev). Odpovidajici disolu¢ni média byla
piipravena dle Ceského lékopisu [1] a rovnéz viechny faze disoluénich zkousek byly

provedeny podle postupt uvedenych v Ceském lékopisu [1].

2.2.4.1 Priprava disolu¢nich médii

Jednim z nezbytnych kroku disolu¢niho testu byla piiprava disolu¢nich médii.
Jak bylo zminéno vyse, dle Ceského 1ékopisu [1] byly piipravovany 2 typy médii, ktera
mela za ukol napodobit podminky jednotlivych Casti gastrointestinalniho traktu.
Disolu¢ni médium pH 1,2, obsahujici kyselinu chlorovodikovou, simulovalo kyselé
prostfedi zaludku. Naopak fosforeCnanové médium (pH 6,8), odpovidalo lumenu

stiev.

2.2.4.1.1 Disolu¢ni médium pH 1,2

Disolu¢ni médium o pH 1,2 obsahuje kyselinu chlorovodikovou a chlorid

sodny. Prvnim krokem byla tedy pfiprava zasobniho roztoku HCI o koncentraci
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0,2 mol/l, druhym krokem byla pfiprava roztoku NaCl s koncentraci 0,2 mol/l (Gprava
iontové sily vysledného média). Poté byly oba roztoky smichany v poméru uvedeném

v Ceském lékopise [1].

Postup:
Kyselina chlorovodikové (0,2 mol/l): Do odmérmné batiky o objemu 2000 ml bylo

odmeéteno 35,3 ml 35 % HCI a doplnéno po rysku redestilovanou vodou.

Chlorid sodny (0,2 mol/l): 23,38 g NaCl bylo navazeno, kvantitativné¢ pievedeno

do odmémé bariky o objemu 2000 ml a doplnéno po rysku redestilovanou vodou.
Médium: Do dvoulitrové baiiky bylo smichano 500 ml 0,2 mol/l roztoku NaCl, 850 ml
0,2 mol/l roztoku HCI, zbyly objem byl doplnén po rysku redestilovanou vodou.

2.2.4.1.2 Disolu¢ni médium pH 6,8

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky dihydrogenfosforeCnanu draselného
o koncentraci 0,2 mol/l a roztoku hydroxidu sodného také o koncentraci 0,2 mol/l.

Smichanim té€chto roztokt bylo piipraveno vysledné médium.

Postup:
DihydrogenfosforeCnan draselny (0,2 mol/l): 54,4 g KH;PO4 bylo navazeno,

kvantitativné ptevedeno do odmérné baiky o objemu 2000 ml a doplnéno po rysku

redestilovanou vodou.

Hydroxid sodny (0,2 mol/l): 8 g NaOH bylo navazeno, kvantitativné pievedeno
do odmémé bariky o objemu 1000 ml a doplnéno po rysku redestilovanou vodou.

M¢édium: Do dvoulitrové baiky bylo smichdno 500 ml 0,2 mol/l roztoku KH;POs,
224 ml 0,2 mol/l roztoku NaOH, zbyly objem byl doplnén po rysku redestilovanou

vodou.

2.2.4.2 Prubéh disoluéniho testu

Disoluéni testy ptipravenych tobolek byly provedeny v disolu¢ni aparatuie
SOTAX AT7 Smart, v usporadani s kosicky (obrazek 18). Bylo realizovano celkem
pét disolu¢nich zkousek s péti formulacemi tobolek A — E. Prubéh disolu¢ni zkousky
byl v souladu s Ceskym lékopisem [1]. Disoluéni zkouska kazdého typu tobolek byla
provedena vzdy se 6 tobolkami (obrazek 19) s modelovou ucinnou latkou a jednim

blankem (tobolka bez ucinné latky). Disoluce probihala po dobu 24 hodin.
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Obrazek 18: Disoluéni aparatura Sotax AT 7 Smart: (1) kolektor s Cistymi zkumavkami,

(2) Cerpadlo pro odebirani vzorku, (3) disolu¢ni lazen se sedmi zaludky, uspotradani

s kosicky, (4) disolu¢ni hlavice pro umisténi filtra.

Jak jiz bylo zminéno, disolu¢ni zkouska ptipravenych enterickych tobolek by
meéla simulovat prichod této 1ékové formy pfirozenym prostiedim GIT. Z tohoto
divodu byly tedy v ramci jedné zkousky vyuzity dva typy médii, a to kyselé o pH 1,2
(reprezentuje predni ¢ast GIT - zaludek) a fosforecnanové o pH 6,8 (napodobuje
prostfedi stiev). Disoluce probihala po dobu 2 hodin v kyselém médiu, poté bylo
kyselé médium vymeéneno za predehiaté fostore¢nanové médium a test pokracoval
dalSich 22 hodin. Teplota disolucni lazné byla 37 + 0,5 °C (teplota lidského tela),
frekvence otaceni ko$icka 50 rpm a objem disolu¢niho média v kazdé nadobé byl
900 ml. Automatické odebirani vzorku probihalo v pfesné nastavenych Casovych
intervalech (tabulka 4). Objem odebraného disolu¢niho média ¢inil vzdy 3 ml (do
vypoctu uvolnéného mnozstvi 1é¢iva byla zahrnuta korekce na odebrany objem

média).

Tabulka 4: Odbéry vzork béhem disolu¢niho testu.

5 « o druh disolu¢niho casovy
pocet odbéru v s ; .
média interval [min]
2 kyselé 60
4 fosforeCnanové 60
22 fosforeCnanové 30
1 fosforeCnanové 420
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Obrazek 19: Pripravené tobolky v kosickach pro disolucni test.

2.2.4.3 Stanoveni kofeinu metodou UV/VIS spektroskopie

Ze vzorkll odebranych béhem disoluce bylo stanoveno mnozstvi uvolnéné
ucinné latky (kofeinu) pomoci UV/VIS spektroskopie. K tomuto ucelu byl vyuzit
UV/VIS spektrometr Agilent 8453 a kiemenna kyveta (1 =5 mm). U formulace A — D
bylo celkem analyzovano 174 vzorki po provedeni jednoho disolu¢niho testu.
U formulace E doslo k redukci po¢tu analyzovanych vzorka v dasledku rychlého
uvolnéni API. Méfeni probihalo proti slepému vzorku (blanku) pii vinové délce
273 nm. Tato hodnota reprezentuje absorpcni maximum kofeinu. Zmetrené absorbance
byly podrobeny tfibodové korekci pozadi v rozmezi vinovych délek 245 — 359 nm.

Ze ziskanych hodnot absorbance jednotlivych vzorku byl proveden piepocet
na koncentraci uvolnéné uinné latky (mg/l). Tato transformace zmeétrenych dat byla
provedena prostfednictvim metody kalibra¢ni kiivky (1,2).

Rovnice kalibraénich ktivek byly ziskany ze zévislosti zméfenych absorbanci
roztokl na koncentraci kofeinu. Pro tento ucel byla vytvorena tzv. kalibracni série
roztoku s pfesné€ znamou koncentraci kofeinu. Kalibra¢ni fada byla sestavena jednak

pro disolu¢ni médium o pH 1,2, tak pro médium o pH 6,8.

Rovnice kalibra¢ni kiivky pro disolué¢ni médium pH 1.2:

A= —0,00122- ¢+ 0,0191 (1)
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Rovnice kalibra¢ni kiivky pro disolu¢ni médium pH 6.8:

A = 0,0000055 - ¢ + 0,019585 2)

kde: A = absorbance, ¢ = koncentrace v [mg/[]

2.2.4.4 Vyhodnoceni disoluc¢nich profilu

Po vyhodnoceni prvniho 24hodinového disolu¢niho testu nebyly ziskany
adekvatni vysledky pro sestaveni disolu¢niho profilu. Bylo zjisténo, Ze k uvolfiovani
kofeinu dochazi pozd€ji oproti pivodnim piedpokladim a intervaly odbért vzorku
jsou tudiz zvoleny nevhodn€, coz vedlo k nedostatecnému zachyceni procesu
uvolniovani ucinné latky. Nasledné byla provedena optimalizace intervali odbért
a poté¢ byl zopakovan disolucni test pro stejnou formulaci tobolek. Tento
optimalizovany postup byl poté aplikovan na vSechny typy pfipravenych tobolek.
Z hodnot uvolnéného mnozstvi API v zavislosti na Case byly ziskany disoluéni profily,
které byly nasledné vyhodnocovany pomoci tzv. ,lag time“ tig (prameérny cas, kdy

doslo k uvolnéni 10 % kofeinu). K vyhodnoceni byl pouzit program GraphPadPrism.

2.2.5 Rozmérova a hmotnostni analyza

Rozmérova analyza byla provedena s cilem posoudit reprodukovatelnost 3D
tisku jednotlivych casti tobolek. K meéfeni bylo vyuzivano digitalni posuvné

mefitko (obrazek 20).

Obrazek 20: Digitalni posuvné méfitko pro rozmérovou analyzu.

U kazdé tobolky bylo méfeno vzdy 7 rozmért, které znazoriiuje obrazek 21.
Poté byly jednotlivé dily zvazeny na analytickych vahach. Vysledkem hmotnostni
analyzy byla primérna hmotnost t€la a vicka vytisténych tobolek. Pro ucely

hmotnostni i rozmérové analyzy bylo hodnoceno 20 tobolek od kazdého typu (A —E).
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Obrazek 21: Méfené rozméry tobolky pro rozmérovou analyzu

2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Priprava vlikna metodou hot melt extruze
Bylo pfipraveno 5 druhti vlaken (A —E) na bazi HPMC s pfidavkem

polysacharida. Pripravena vlakna jsou znazorné€na na obrazku 22. VSechna vlakna
(filamenty) vykazovala vysokou elasticitu (zejména formulace C), coz je vyhodné pro
nasledné zavadéni vlakna do 3D tiskarny. Vlakno formulace A obsahujici Affinisol™
a citrusovy pektin (10 %) melo nejsvétlejsi barvu. Vlakno formulace B obsahujici
10 % alginatu sodného meélo ve srovnani s vladknem typu A tmavsi barvu. Vlakna
formulaci C, D a E obsahovala navic i plastifikator (PEG). Tyto tfi filamenty mé&ly
tmavsi barvu. Zvlasté vlakno C se vyznaCovalo svym vyraznym tmaveé hnédym az
cernym odstinem. Tmavé zabarveni vlaken C — E by mohlo byt zptsobeno ptidavkem
plastifikatoru (PEG), ktery ma vyrazn€ nizsi teplotu tani (= 60 °C) ve srovnani
s teplotou extruze (130 — 155 °C) a béhem procesu extruze tak mize dochazet k jeho
degradaci. Filament typu E obsahoval stejné slozky jako vladkno typu C, nicméné
s vyznamnym rozdilem v obsahu citrusového pektinu. Vlakna formulace E obsahovala
dvojnasobné mnozstvi polysacharidu (20 %) ve srovnani s filamentem C. Vlakno typu
E mélo svétlejsi odstin, nizsi pruznost a vynikalo svoji hrub$i strukturou ve srovnani
s vlaknem C. Priméry vSech typt vlaken se vzajemné lisily, coz dokazuje tabulka 5.
Pramér byl méfen v riznych usecich vlakna, které byly rovnhoméme rozlozeny podél
celé délky extrudovaného materialu. Ziskané hodnoty priameéru jsou vysledkem

15 provedenych méteni. Primeér vlakna je ovlivnén viskozitou extrudované taveniny.
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Tabulka 5: Prumér vyextrudovanych vlaken (formulace A — E).

Prumér vlaikna + SD
Formulace
[mm]

A 1,42+ 0,09
1,65+0,11
1,55+0,13
1,69 + 0,07
1,48+ 0,09

=S O=

Obrazek 22: Pripravena vlakna (formulace A — E).

2.3.2 3D tisk tobolek
Metodou 3D tisku byly pfipraveny silnosténné tobolky, které byly slozeny z téla

(spodni vétsi Cast, tzv. top) a vicka (vrchni Cast, tzv. bottom). Cilem bylo vyrobit
20 tobolek od kazdé formulace (A — E) a zaroven optimalizovat prubéh tisku tak, aby
jejich produkce probihala bez komplikaci a také aby mohly byt snadno kompletovany

pro nasledujici disolu¢ni testovani. Na obrazku 23 jsou vyobrazeny jednotlivé ¢asti
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tobolky (1,2) a jedna sloZend tobolka (3). Pro tisk byly vyuzivany filamenty, které byly
extrudovany podle diive popsaného postupu (kapitola 2.2.1).

Obrazek 23: Tobolka piipravend metodou 3D tisku: (1) télo tobolky, (2) vicko tobolky, (3)

sestavena tobolka.

Pro vyrobu 3D tist€né tobolky bylo nutné provést pe€livou piipravu filament,
vypracovat jeji detailni digitdlni ndvrh a samoziejmé zajistit plynuly pribeh
samotného 3D tisku. VSechny aspekty byly kli¢ové pro dosazeni optimalni kvality
tobolky a tyto jednotlivé kroky jsou podrobnéji rozepsany v kapitolach 2.2.1, 2.2.2.1
a2222.

Jak je vidét na obrazku 24, tisk tobolky po zdafilé uprav€é podminek probihal
postupné po jednotlivych vrstvach, které piilnuly bez komplikaci na sebe a formovaly

se do pozadované podoby.

Obrazek 24: Vrstevnata struktura tobolky.
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Kompletace tobolek (vicko — t€lo) neprobihala vzdy jednoduse, a to kvuli
raznym rozmérum jednotlivych dilka (kapitola2.3.4), coz bylo pravdépodobné
zpusobeno nekonzistentnim primérem vyextrudovaného vlakna. Z tohoto diivodu byl
uplatiiovan specificky postup tisku. Nejprve byla tisténa téla tobolek s konstantnim
prumérem a poté pokraCoval tisk vicek o urcité velikosti, ktera byla volena tak, aby
byly ob& cCasti rozmé&rové kompatibilni. Slozené tobolky jednotlivych formulaci
(A — E) jsou znazornény na obrazku 25. Tobolky obsahujici alginat (formulace B a D)
mély hrub$i (drsn€j$i) povrch ve srovnani s tobolkami obsahujicimi pektin (formulace

A, CaE).

Obrazek 25: Tobolky vSech pripravenych formulaci (A — E).

2.3.2.1 Vzniklé defekty na tobolkach

Jak uz bylo zminéno, 3D tisk tobolky musel byt optimalizovan z davodu tvorby
celé fady defektt jak na téle tobolky, tak na vicku. V této kapitole budou diskutovany
pouze defekty, které se pii vyvoji vhodného modelu a pfi tisku objevovaly opakovang.

Velice Castou chybou bylo preruseni vyroby tobolky v jakékoliv fazi tisku.
Tento jev nastal diky Spatnému pfilnuti néasledujici vrstvy na vrstvu jiz vytisténou
(vlevo na obrazku 26). Tento defekt byl Casto pfisuzovan nizké teploté trysky 3D
tiskarny, nebo zablokovani filamentu uvniti pfistroje. U tobolky na pravé cCasti
obrazku 26 sice doslo k pfilnuti dalsi vrstvy materialu, ale zaroven také nastalo jeji

posunuti. Timto zpisobem byla tedy vyti§téna deformovana tobolka.
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Obrazek 26: Grafické znazornéni vzniklych defekti pii tisku tél tobolek: vlevo nedotisknuté,
vpravo zdeformované.

Zasadnim parametrem pro plynuly tisk tobolek byl konstantni pramér
pouzitého filamentu. Tento pozadavek bohuzel pro naSe extrudovana vlakna nebyl
Casto splnén, coz se také projevilo riaznymi defekty na wvytisténych tobolkach.
V prvnim piipad€ na obrazku 27 doslo k vytvoteni nepravidelnych utvard na povrchu
jednotlivych vi¢ek. Na levé stran€ obrazku 27 je vidét extrémni piipad této poruchy,
zatimco na pravé strané lze pozorovat rozdil mezi vadnym a bezchybnym vickem.
V duisledku této struktury, ktera postrada hladky povrch, vznikly komplikace
pii kompletovani jednotlivych dilka do vysledné tobolky. V nekterych ptipadech byly
naruseny jednotlivé vrstvy tisténych objektd oproti danému modelu a vznikla tudiz
tobolka s nerovnym povrchem a bez rovnobé&znych vrstev, jak je vidét na obrazku 28.
Tyto problémy byly cCasto vyfeSeny tim, ze byl v softwaru tiskarny upraven

tzv. nasobic extruze.

Obrazek 27: Zdeformovana vicka tobolek.
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Obrazek 28: T¢lo tobolky s chybné natisténymi vrstvami materialu.

Dalsim, ale méné vyznamnym problémem bylo poSkozeni prvni vrstvy
vytvoren¢ho 3D dilku. V levé Casti obrazku 29 je patrny rozdil mezi deformovanym
a spravné vytiStenym vickem. V tomto pripadé doslo ke zkrouceni a nasledné ke
Spatnému pfilnuti prvni vrstvy této casti tobolky k podlozce 3D tiskarny. V pravé Casti
obrazku 29 do§lo naopak k velmi dobrému pfichyceni prvni vrstvy objektu na
podlozku, které ale nasledovalo jeho velmi t€zkym sejmutim spojenym s porusenim

této spodni vrstvy.

Obrazek 29: Vicka tobolky s deformovanou prvni vrstvou.

2.3.3 Disolucni testy

Cilem disolu¢niho testovani bylo potvrdit acidorezistenci pfipravenych tobolek
a stanovit tzv. ,lag time" ti,e. ,,Lag time™ udava Casovy interval od poc¢atku disoluce,
b&hem kterého se neuvolni vice nez 10 % ucinné latky (Cesky lékopis toleruje
nezadouci difuzi API do 10 % jejiho obsahu v tobolce [1]). V tomto pfipade€ by m¢l
,lag time* trvat minimalné 6 hodin, coz je doba, ktera je potiebna k prichodu tobolky
zaludkem a tenkym stfevem [8]. Pfipravované enterické tobolky byly navrzeny tak,

aby odolaly kyselému prostfedi zaludku (2 hodiny v disolu¢nim médiu pH 1,2)
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a prostfedi tenkého stfeva (4 hodiny v disolu¢nim médiu s pH 6,8). Tato stabilita
tobolek byla docilena ptidanim biopolymert do fyzikalni smési pro piipravu filament.

Prabéh disolucnich testd se zvyraznénim klicovych bodl disolu¢ni zkousky je
znazornén na obr. 30 —32. Prvni graf (obr. 30) prezentuje disolu¢ni profily formulaci
A a C, tedy tobolky na bazi hypromelozy (Affinisol™) s pfidavkem 10 % alginatu
sodného (A) a tobolky obsahujici 10 % alginatu sodného a 5 % PEG (C). Druhy graf
(obr. 31) naopak zobrazuje profily formulaci B a D, které ve svych strukturach
obsahuji hypromelézu, citrusovy pektin a poptipadé také PEG. Obrazek 32 zndzoriuje
disolu¢ni profil formulace E, tedy tobolek obsahujicich 20 % citrusového pektinu
a 5 % PEG. Horni horizontalni pferuSovana Cara v ptilozenych grafech zvyraziuje
maximalni mnozstvi API, které se muze z dané tobolky uvolnit, tj. 100 %. Dolni
horizontalni ¢ara naopak 10 % uvolnéné API, ktera souvisi s hodnotou tg. Prvni
vertikélni ¢ara vymezuje 2 hod disoluce v kyselém zaludecnim médiu o pH 1,2, druha
vertikalni Cara ohraniCuje 4 hod disoluce ve fosforeCnanovém médiu pH 6,8,
resp. Casovy usek, ktery odpovida primérné dobé pruchodu Iékové formy tenkym
sttevem. U disolu¢niho profilu tobolek s obsahem 20 % citrusového pektinu (obr. 32)
bylo analyzovano jen omezené mnozstvi odebranych vzorkt vzhledem k rychlému
uvolnéni API a vykresleni , plata“ v pfislusném disolu¢nim profilu. Z dtvodu lepsi
piehlednosti nejsou u jednotlivych disolucnich profilt znazornény rozptylové usecky,
které naznacovaly vysokou miru variability mezi jednotlivymi tobolkami zpusobenou

pravdépodobné jejich bobtnanim b&hem testovani.
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Obrazek 30: Disoluéni profil pro tobolky formulace A a C.
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Obrazek 31: Disoluéni profil pro tobolky formulace B a D.
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Obrazek 32: Disoluéni profil pro tobolky formulace E.

U vSech testovanych tobolek byl ziskan charakteristicky esovity prabéh
disolu¢niho profilu. U zadného testovaného typu tobolek nedochazelo k uvolfiovani
API v kyselém prostfedi, coz potvrzuje acidorezistenci tobolek po dobu 2 hod
a schopnost uvoliovani API do stfevniho prostedi. Po zméné pH na hodnotu 6,8 nebyl
na poc¢atku pozorovan zadny uvolnény kofein, av§ak po uplynuti specifického Casu,
ktery se ligil podle typu formulace, dochazelo k jeho postupnému uvoliiovani. Casovy
interval, po ktery uvolnéné mnozstvi kofeinu neptesahlo 10 %, byl vyhodnocen jako
tzv. ,lag time“. Hodnoty ti,, pro testované tobolky vyjadiené pomoci pruméru
a smérodatné odchylky (mean + SD) jsou shrnuty v tabulce 6. Cesky lékopis [1]
toleruje pro enterické tobolky maximalni uvolnéni v kyselém prostiedi 10 % API (do
2 hod), coz muze zahrnovat napiiklad naruseni povrchu tobolky spojené s difuzi
ucinné latky. Smeérnice disolu¢niho profilu a doba, po kterou dochazelo k uvoliovani
ucinné latky, se u jednotlivych typu tobolek 1i§i, coz koreluje s jejich stabilitou
s ohledem na zménu pH. VSechny disolucni profily limituji po 24 hod k hodnoté
100 %, coz indikuje Uplné rozpusténi testovanych tobolek a uvolnéni modelového

1éciva.
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Tabulka 6: ,Lag time* u testovanych formulaci A — E

Formulace tiag [min]
A 720 £ 63
B 705 £91
C 720 £ 54
D 455 + 48
E 385 £23

Zjistény , lag time“ se u jednotlivych formulaci odliSoval, coz bylo zptisobeno
unikatnim slozenim daného souboru tobolek. Hodnoty tig u formulaci A a C byly
velmi vysoké, ale také shodné, coz naznacCuje, ze piidavek plastifikatoru (PEG) do
formulace C nemél zadny vliv na jeho délku. Vysoka hodnota tohoto parametru muaze
znalit mozny problém, nebot tyto formulace nemusi byt schopné v podminkach
in vivo dostatecné€ rychle uvoliiovat API v oblasti kolonu. Nicmén€, ptsobenim
surfaktantt a riznych druhti enzymu, které jsou béznou soucasti organismu, muze dojit
k jeho zkraceni. U formulace E se , lag time™ vyrazn¢ snizil, coz bylo pravdépodobneé
zpusobeno zvySenim podilu citrusového pektinu na 20 %. U tobolek ze série B a D byl
tento Casovy interval rozdilny, pfi€emz u D doslo k vyraznému zkraceni, a to
0 250 minut. Tento efekt byl pravdépodobné zpusoben ptidavkem PEGu do jejich
slozeni. Zpozdeéni uvolfiovani ucinné latky u formulaci obsahujici alginat sodny
(B a D) bylo méné vyrazné nez u tobolek s citrusovym pektinem.

Nicméne¢, vSechny testované formulace spliiuji podminku pro enterické
tobolky, jakou udava Cesky 1ékopis, tj. uvolnéni maximalné 10 % API po dobu 2 hod
v kyselém médiu a nasledné (do 45 minut) se nesmi uvolnit v disolu¢nim médiu

o pH 6,8 vice nez 80 % API [1].

2.3.4 Rozmeérova a hmotnostni analyza

Rozmérova analyza byla provedena s cilem posoudit reprodukovatelnost 3D
tisku jednotlivych ¢asti tobolek. U tobolky bylo méfeno vzdy 7 rozméra (viz kap.
2.2.5). Po zaznamenani téchto rozméri u 20 tobolek od kazdé formulace (A — E)
(viz tabulky 8 — 17 v Priloze) byla provedena analyza statistickych charakteristik,
ktera zahrnovala vypocet priméru daného rozmeéru tobolky, smérodatné odchylky,
minimalni a maximalni hodnoty a medianu (souhrnna tabulka 7). Hodnoceni téchto

statistickych ukazateli bylo realizovano individualné pro kazdy soubor tobolek.
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Tabulka 7: Shrnuti vyhodnocenych statistickych charakteristik u formulace (A — E)

FORMULACE ROZMER PRUMER SMER.ODCHYLKA MINIMUM MEDIAN MAXIMUM

d; [mm] 5,60 0,17 531 5,56 6,00
d; [mm] 9,07 0,38 771 9,11 9,51
a h; [mm] 10,01 0,10 9.75 10,03 10,15
h; [mm] 6,74 0,14 6,52 6,72 7,00
m [g] 0,4746 0,0414 0,4101 0,4799 0,5422
d; [mm] 5,60 0,12 5.39 5.62 5,76
A ds [mm] 9,19 0,14 8,97 9,19 9,49
hs [mm] 18,83 0,07 18,73 18,83 18,96
m [g] 0,7909 0,0709 0,6848 0,7765 0,9235
d; [mm] 5,53 0,19 5.9 5.47 585
d; [mm] 9,27 0,16 8,03 9,24 9,58
b h; [mm] 9,94 0,10 9,69 9,96 10,12
h; [mm] 6,92 0,16 6,51 6,94 707
m [g] 0,5171 0,0329 0,4222 0,5214 0,5781
ds [mm] 551 0,17 525 5.49 5.79
B ds [mm] 9,26 0,12 9,07 9,25 9,43
hs [mm] 18,86 0,06 18,71 18,88 18,95
m [g] 0,8937 0,0637 0,7706 0,8969 0,9731
d; [mm] il 0,09 5,06 5.15 5.33
d; [mm] 8,96 0,06 8,84 8,97 9,11
c h; [mm] 9,80 0,04 9,67 9,80 9,84
h; [mm] 6,80 0,06 6,66 6,81 6,90
m [g] 0,4611 0,0048 0,4490 0,4625 0,4665
d; [mm] 523 0,11 511 521 5.45
e ds [mm] 9,22 0,07 9,07 9,24 9,32
hs [mm] 18,91 0,05 18,79 18,91 19,00
m [g] 0,9283 0,0293 0,8689 0,9341 0,9725
d; [mm] 5,80 0,17 5.56 5.84 6,02
d; [mm] 9,14 0,12 8,97 9,08 9,40
d h; [mm] 10,15 0,10 10,03 10,11 10,31
h; [mm] 6,63 0,06 6,52 6,64 6,76
m [g] 0,4519 0,0471 0,40 0,43 0,54
d; [mm] 5,94 0,07 581 5.93 6,09
- ds [mm] 9,19 0,08 9,09 921 931
hs [mm] 18,95 0,16 18,45 18,98 19,16
m [g] 0,7664 0,0678 0,6385 0,7736 0,8791
d; [mm] 5,74 0,09 553 5,75 5.85
d; [mm] 8,79 0,04 8.73 8,79 8,87
e h; [mm] 9,89 0,05 9.79 9,89 10,01
h; [mm] 6,76 0,08 6,37 6,76 6,88
m [g] 0,3762 0,0146 0,3428 0,3770 0,3984
d; [mm] 5,83 0,07 572 5.82 5,98
E ds [mm] 8,92 0,11 8.81 8,89 9,21
hs [mm] 18,87 0,06 18,76 18,88 18,95
m [g] 0,6341 0,0272 0,5909 0,6398 0,6810

Pozn.: oznaceni pro vicko: malé pismeno (napr. a), oznaceni pro télo: velké pismeno (napr.

4)
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Median reprezentuje stfedni hodnotu nachazejici se uprostfed distribuce
jednoho rozmeéru tobolky. Smérodatnd odchylka, jako ukazatel variability dat, byla
spocitana pomoci funkce STDEVA(). Tato zékladni statisticka analyza byla provedena
v programu Microsoft Excel.

Z rozmé&rové analyzy bylo zji§téno, ze vSechny dilky nedisponuji
konzistentnimi velikostmi, ale ani hmotnostmi (viz pfilozené tabulky v Prtiloze).
Odchylky se nevyskytovaly pouze mezi tobolkami stejné formulace, ale rozdily byly
pozorovatelné i mezi riznymi formulacemi, pfestoze pro 3D tisk byly zvoleny vzdy
stejné podminky pro vSechny druhy filamentlh. Vyznamna variabilita rozmeéra byla
rozlozena nahodné, zadny z dilki nemél vyrazn€jsi odchylku. Ziskané vysledky
neposkytuji jasny dikaz, ze by rozdily v rozmérech souvisely s konkrétnim slozenim
materialu. Pravdépodobné jsou tyto rozdilné rozmérové vlastnosti tobolek zapticinény
fluktuacemi v prumérech vyextrudovanych filamentt.

U formulace A byla sledovana vyssi smérodatnd odchylka v rozméru
d2 u vicek, zatimco u formulace C a E byla zaznamenana vysokd mira
reprodukovatelnosti téchto dilku.

Vyznamnym potvrzenim vyplyvajicim ztéchto vysledki je obtizna
kompletace jednotlivych dilki do finalni podoby tobolky. Dochazi ke zménam
velikosti uzsi Casti vicka, ktera se zasouva do stale se méniciho priméru téla.

Jelikoz zadny limit pro posouzeni rozmérové variability vytisténych tobolek
Cesky 1ékopis [1] neuvadi, bylo by vramci dal§iho vyzkumu a zpracovani dat
z rozmérové a hmotnostni analyzy vhodné posoudit ziskana data napt. v kontextu

s pozadavky na hmotnostni stejnosmérnost uvedené v Ceském lékopise [1].
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Zavér

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a otestovat pét typu
polysacharidovych tobolek urfenych pro smérovani 1é€iva do oblasti stieva. Pro
piipravu tobolek byly pouzity dvé metody, konktrétn€ hot melt extruze (HME) a FDM
3D tisk. Tobolky byly navrzeny tak, aby ve svych strukturdach obsahovaly
biopolymerni materialy degradovatelné stievnimi bakteriemi. Zakladem tobolek byl
polosynteticky polymer hypromeléza, ktery se vyznacuje dobrymi gelotvornymi
vlastnostmi (Affinisol™). Tobolky dale obsahovaly rGzné procentudlni zastoupeni
biopolymeru (alginat sodny, citrusovy pektin) a u vybranych filament byl testovan také
ptidavek plastifikatoru (PEG). KliCovym krokem pfipravy byla extruze filament
metodou HME. Ptipravena vlakna byla pouzita pro pfipravu tobolek pomoci FDM 3D
tisku.

Na tobolkéach byla nejprve provedena rozmérova a hmotnostni analyza, ktera
odhalila nahodné rozlozeni variability mezi jednotlivymi dilky. Tato rGznorodost
pusobila obtize pii sestavovani tél a vicek do finalni podoby tobolky. Rozdily
v hmotnosti 1 vrozmérech nebyly vyrazné a byly pravdépodobné zapficinény
kolisanim priméru extrudovanych vlaken.

V dalsi fazi experimentu byly tobolky podrobeny 24hodinovym disolu¢nim
testim. Veskeré postupy byly provedeny v souladu s Ceskym 1ékopisem [1]. Disolu¢ni
zkousky probihaly pfi teplot€ 37 + 0,5 °C a ve dvou disolu¢nich médiich simulujicich
ptirozené prostredi v téle. Pro prvni dvé hodiny disolu¢niho testovani bylo vyuzito
disolu¢niho média o pH 1,2, odpovidajiciho podminkam v zaludku, zatimco po zbytek
disolu¢ni zkousky byly tobolky testovany v médiu o pH 6,8, simulujici prostiedi stiev.
Ze ziskanych disolu¢nich dat byly sestrojeny disolucni profily v programu GraphPad
Prism, které byly nasledné podrobné analyzovany.

Rychlost uvoliiovani modelové ucinné latky, vtomto piipadé kofeinu,
souvisela se slozenim jednotlivych formulaci. VSechny piipravené tobolky splnily
podminku acidorezistence po dobu 2 hodin. Ve fosforeCnanovém médiu se objevila
variabilita v odolnosti jednotlivych typu tobolek. Nejdelsi ,lag time*“ vykazovaly
tobolky ze série A a C, jejichz sloZeni zahrnovalo hypromelozu (90/85 %), citrusovy
pektin (10 %) a poptipadé PEG (0/5 %). U teéchto tobolek se kofein zacal uvoliiovat
po vice nez 12 hodinach testu (,,lag time™). Naopak nejmén¢ stabilni byla formulace
E, coz bylo pravdépodobné zpusobeno zvysenim podilu citrusového pektinu v jejich

slozeni na 20 %. Pfi hodnoceni tobolek obsahujicich polysacharidy je vSak dulezité
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vzit vuavahu nepatrné odliSné vlastnosti mezi jednotlivymi SarZzemi téchto
biomaterialt, které jsou zpusobeny jejich izolaci z pfirodnich zdroju, a také mozny
vliv enzymu na jejich stabilitu v in vivo podminkach.

Na zakladé provedenych experimentt Ize konstatovat, ze pouzité biopolymerni
materialy maji potencial pro vyrobu tobolek s cilenym uvoliiovanim u¢innych latek do
sttevniho prostiedi. Navic je mozné uvazovat o téchto tobolkdch jako o novém

ptistupu v oblasti fekalni mikrobialni transplantace.
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Priloha

Pozn.: oznaceni pro vicko: malé pismeno (napt. al), oznaceni pro télo: velké pismeno (napr.

Al)

Tabulka 8: Rozmérova analyza pro vicka tobolek (formulace A).
Vi¢ka formulace A (90 % Affinisol™ + 10 % citrusovy
pektin)
ds d2 hy h;

Cislo vicka el e e m [g]
al 5,43 9,39 9,94 6,96 | 0,5379

a2 5,50 933 9,87 6,77 0,4808

a3 5,84 940 10,01 700 0,5260

a4 5,57 9,12 10,13 6,77 0,4887

as 5,73 9,19 10,15 6,88  0,4873

a6 5,47 9,15 9,96 6,68 0,4837

a7 5,58 8,96 10,09 6,71 04548

a8 5,52 8,98 10,02 6,66 04411

a9 5,51 8,86 10,03 | 6,52 04190

all 5,54 9,03 10,04 6,63 0,4387

all 5,43 8,80 10,04 6,55 04101

al2 5,52 8,98 10,04 6,64 04365

al3 5,65 9,09 1008 6,75 04790

ald 6,00 951 10,12 6,93 0,5422

als 5,45 8,90 10,01 | 6,52 04132

alé 592 926 10,12 6,67 04861

al7 5,31 8,96 9,75 6,70 | 0,4563

al8 5,66 938 9,95 6,87 0,5254

al9 5,72 9,42 9,88 6,90 @ 0,5232

a20 5,65 7,71 9,91 6,73 00,4626
PRUMER 560 9,07 10,01 6,74 0,4746
SMER.ODCHYLKA 0,17 0,38 0,10 0,14 0,0414
MINIMUM 531 7,71 9,75 6,52 0,4101
MEDIAN 556 9,11 10,03 6,72 0,4799
MAXIMUM 6,00 9,51 10,15 7,00 0,5422
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Tabulka 9: Rozmérova analyza pro téla tobolek (formulace A).

Téla formulace A (90 % Affinisol™ + 10 % citrusovy

pektin)
Cislo téla e e Y
Al 5,62 9,03 18,73 10,7428
A2 5,63 9,02 18,76 10,7220
A3 5,75 9,02 18,74 10,7180
A4 5,76 9,10 18,83 0,7344
A5 5,76 9,19 18,74 0,7485
A6 5,65 921 18,86 0,7423
A7 5,55 9,40 18,91 0,8912
A8 5,63 9,18 18,89 10,7063
A9 5,43 9,26 18,90 10,8628
A10 5,40 9,44 18,96 09123
All 5,57 922 18,86 0,7667
Al2 5,48 9,49 18,90 0,9235
Al3 5,59 8,97 18,78 10,6848
Al4 5,66 923 18,76 10,8397
Al5 5,57 9,07 18,82 0,7950
Al6 592 9,13 18,79 0,7795
Al7 5,44 9,17 18,92 0,7735
Al8 5,39 923 18,90 0,8351
A19 5,62 9,34 18,83 0,8579
A20 5,71 9,18 18,77 0,7817
PRUMER 5,60 9,19 18,83 0,7909
SMER.ODCHYLKA 0,12 0,14 0,07 0,0709
MINIMUM 5,39 8,97 18,73 10,6848
MEDIAN 5,62 9,19 18,83 10,7765
MAXIMUM 5,76 9,49 18,96 0,9235
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Tabulka 10: Rozmérova analyza pro vicka tobolek (formulace B).

Vi¢ka formulace B (90 % Affinisol™ + 10 % alginat sodny)

d2

hy

h;

Cislo vitka di [mm] (mm] [mm] [mm] m [g]
b1 5,72 936 991 7,00 0,5404

b2 5,72 937 990 6,51 0,5216

b3 5,49 940 992 694 0,5291

b4 5,39 924 979 6,88 0,4222

bS 5,56 924 998 694 0,5211

b6 5,30 9,12 985 6,88 0,5178

b7 5,29 9,21 | 996 6,94  0,5049

b8 5,30 9,23 9,69 6,78 0,5058

b9 5,43 8,98 987 6,83 | 0,4582

b10 5,73 9,22 998 6,95 0,5278

b11 5,69 9,27 | 99 6,99 | 0,5203
b12 5,85 9,22 10,03 6,94 0,5289
b13 5,44 8,93 998 6,62 | 0,4896

b14 5,60 936 996 693 0,5280
b15 5,45 9,57 10,07 7,16 | 0,5781
b16 5,45 9,58 10,12 7,27 0,5630
b17 5,32 9,23 | 10,02 6,93 | 0,5221

b18 5,85 921 988 6,88 0,5202
b19 5,31 938 9,95 695 0,5216
b20 5,73 921 998 7,00 0,5210
PRUMER 553 927 994 692 05171
SMER.ODCHYLKA 0,19 0,16 0,10 0,16 0,0329
MINIMUM 529 893 9,69 651 0,4222
MEDIAN 547 924 996 694 0,5214
MAXIMUM 585 9,58 10,12 727 0,5781
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Tabulka 11: Rozmérova analyza pro téla tobolek (formulace B).

Téla formulace B (90 % Affinisol™ + 10 % alginat sodny)

ds

dy

h3

Cislo téla (et (| [rtena] | ] m [g]
B1 547 925 1887 0,8876
B2 545 928 1891 0,9266
B3 533 938 1887 0,9669
B4 548 925 18,89 0,8793
BS 542 941 18,89 0,9414
B6 553 916 18,90 09061
B7 570 9,19 18,383 0,8726
BS 551 927 1884 0,859
B9 579 908 1871 0,7706
B10 550 921 18,86 0,8274
Bi11 569 916 18,82 0,7931
B12 567 911 18,79 0,8322
B13 576 9,07 18,75 0,8043
B14 525 940 18,94 0,9709
B15 531 943 18589 0,9610
B16 532 939 18,95 09731
B17 536 924 1891 0,9219
B18 554 942 1890 09711
B19 533 929 18383 0,8800
B20 577 9,12 1890 0,9276

PRUMER 551 926 18,86 0,8937

SMER.ODCHYLKA 0,17 0,12 0,06 0,0637

MINIMUM 525 9,07 18,71 0,7706

MEDIAN 549 925 18,88 0,8969

MAXIMUM 579 943 18,95 0,9731
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Tabulka 12: Rozmérova analyza pro vicka tobolek (formulace C).

Vicka formulace C (85 % Affinisol™ + 10 % citrusovy pektin + 5

% PEG)
Cislo vitka di [mm] [H(lilznl [nllllln] [nl:n] m [g]
cl 5,18 884 981 6,66 0,4490
2 5,20 880 967 6,70 0,4524
3 5,23 899 9779 685 04578
c4 5,32 808 980 6,76 0,4597
5 5,32 905 982 685 04665
c6 5,30 911 980 685 0,4660
7 5,15 888 977 6,75 04538
c8 5,09 900 982 690 0,4658
9 5,14 888 982 686 04622
c10 5,17 897 980 684 04652
cll 5,14 896 9,78 6,86 0,4642
cl2 5,06 808 980 671 04571
cl3 5,10 809 982 682 04615
cl4 5,08 892 980 680 0,4634
cl5 5,23 896 9777 6,80 0,4603
c16 5,33 894 979 683 04610
cl7 5,14 892 983 6,78 04642
cl8 5,10 804 984 677 04643
c19 5,07 898 982 680 04640
20 5,09 900 982 682 04627
PRUMER 5,17 896 980 6,80 0,4611
SMER.ODCHYLKA 0,09 0,06 0,04 006 0,0048
MINIMUM 5,06 884 9,67 6,66 0,4490
MEDIAN 5,15 897 980 681 0,4625
MAXIMUM 5,33 9,11 9,84 6,90 0,4665
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Tabulka 13: Rozmérova analyza pro téla tobolek (formulace C).

Téla formulace C (85 % Affinisol™ + 10 % citrusovy
pektin + 5 % PEG)

ds

ds

h3

Cislo téla (mm] | [mm] | fmm] m [g]
Cl1 517 924 18,99 0,9146
C2 521 9,18 19,00 0,8798
C3 530 9,14 18,89 0,8689
C4 515 927 1890 09133
C5 517 926 1896 0,9196
C6 514 932 1890 09725
C7 513 923 1893 0,9419
C$ 541 923 1890 0,8937
C9 524 919 1894 0,9069
C10 516 928 1896 0,9106
C11 512 925 18,90 0,9491
C12 540 9,17 18,86 0,8978
C13 524 907 18,83 0,9463
Cl4 511 926 1895 0,9580
C15 540 9,17 1883 0,9365
C16 512 927 1895 0,9594
C17 525 912 1891 09317
C18 545 931 18,79 0,9608
C19 521 9,17 18,94 0,9470
C20 524 932 1891 09571

PRUMER 523 922 1891 0,9283

SMER.ODCHYLKA 0,11 0,07 0,05 0,0293

MINIMUM 511 9,07 18,79 0,8689

MEDIAN 521 924 1891 0,9341

MAXIMUM 545 932 19,00 0,9725
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Tabulka 14: Rozmérova analyza pro vicka tobolek (formulace D)

Vi¢ka formulace D (85 % Affinisol™ + 10 % alginat sodny +
5 % PEG)

d1 d> hi h;

Cislo vicka (mm] [mm| [mm] [mm] m [g]

di 6,01 933 1031 6,60 05227

d2 500 933 10,22 6,70 0,4707

d3 6,02 929 1030 6,66 05163

d4 584 911 10,03 6,52 04145

ds 6,00 9,18 1030 6,556 0,5109

dé6 6,01 940 1023 6,64 05410

d7 501 9,18 10,27 6,66 0,5106

ds 6,02 927 1025 6,72 0,5043

d9 560 9,03 10,09 6,56 0,4099

d10 586 9,07 10,08 6,64 04251

di1 556 9,06 10,07 6,65 04163

d12 581 9,06 10,12 6,63 04219

di13 557 9,04 10,07 6,57 0,4000

d14 558 9,03 10,10 6,56 0,4145

di15s 576 897 10,04 6,60 04357

d16 564 908 10,18 6,76 0,4493

d17 564 913 10,11 6,70 0,4209

dis 562 9,06 10,04 6,60 0,4091

d19 583 9,09 10,03 6,65 04172

d20 585 906 10,11 6,68 04271

PRUMER 580 9,14 10,15 6,63 0,4519
SMER.ODCHYLKA 0,17 0,12 0,10 0,06 0,05
MINIMUM 556 8,97 10,03 6,52 0,40
MEDIAN 584 9,08 10,11 6,64 0,43
MAXIMUM 6,02 940 1031 6,76 0,54
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Tabulka 15: Rozmérova analyza pro téla tobolek (formulace D).

Téla formulace D (85 % Affinisol™ + 10 % alginat
sodny + 5 % PEG)

ds d4 h3

Cislo téla (mm] [mm] [mm] m [g]
D1 502 926 19,07 0,8513
D2 508 917 19,02 0,7500
D3 597 9,10 18,89 0,7165
D4 58 926 19,11 08515
D5 505 921 1899 07141
D6 6,01 912 19,16 0,6942
D7 580 929 1898 0,8743
DS 6,09 909 1892 0,7013
D9 5909 913 1864 0,6883
D10 6,00 911 18389 0,7058
D11 587 925 18,97 0,7955
D12 587 931 1898 0,7828
D13 581 931 1845 0,7829
D14 502 921 18,95 0,8009
D15 588 923 19,05 08351
D16 500 920 19,04 0,7824
D17 508 909 1890 0,6978
D18 503 924 19,03 08791
D19 502 921 1899 0,7648
D20 6,08 910 1891 0,6585

PRUMER 594 9,19 18,95 0,7664

SMER.ODCHYLKA 0,07 008 0,16 0,0678

MINIMUM 581 9,09 18,45 0,6585

MEDIAN 593 921 18,98 0,7736

MAXIMUM 6,09 931 19,16 0,8791
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Tabulka 16: Rozmérova analyza pro vicka tobolek (formulace E).

Vicka formulace E (75 % Affinisol™ + 20 % citrusovy pektin

+5 % PEG)
Cislo vitka dq dz h: h.  m[g]
[mm] [mm] [mm] [mm]
el 576 8,77 9,90 6,84 0,3650
e2 583 882 98 688 03721
e3 578 883 979 6,77 03775
e4 553 8,87 1001 6,66 0,3428
e5 555 8,79 993 6,57 0,3457
6 583 8,75 987 675 03661
e7 578 8,82 988 674 0,3732
e8 575 8,77 9584 6,69 0,3740
e9 574 8,77 990 6,76 03931
el0 576 8,76 9,87 6,75 0,3823
ell 585 884 993 687 0,3984
el2 576 8,79 9585 6,68 0,3802
el3 571 8,79 984 6,78 0,3919
el4 572 8,77 990 6,76 0,3810
el5 582 873 992 6,78 03765
el6 574 875 991 6,82 0,3642
el?7 559 881 987 675 03921
el8 574 8,79 996 6,82 0,3862
el9 573 8,84 989 688 0,3733
e20 581 878 984 671 0,3880
PRUMER 574 879 989 6,76 03762
SMER.ODCHYLKA 0,09 004 005 0,08 00146
MINIMUM 553 873 979 6,57 0,3428
MEDIAN 575 879 9989 6,76 0,3770
MAXIMUM 585 887 10,01 6,88 0,3984
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Tabulka 17: Rozmé&rova analyza pro téla tobolek (formulace E).

Téla formulace E (75 % Affinisol™ + 20 % citrusovy
pektin + 5 % PEG)

ds

dy

h3

Cislo téla el | ] e m [g]
El 582 882 1878 05974
E2 507 921 1888 0,6563
E3 578 887 18,83 0,5986
E4 582 894 1892 0,6663
ES 577 886 18,89 0,6360
E6 597 921 18,89 0,6062
E7 508 885 1895 0,5909
ES 581 892 1887 0,6437
E9 575 896 1881 0,6810
E10 581 895 1891 0,6571
Ell 572 881 1894 0,6108
E12 582 886 18,76 0,6055
E13 583 881 18,87 0,6436
El4 585 889 1876 0,6480
E15 580 888 18,86 0,6437
E16 577 891 18388 06711
E17 578 892 1891 0,6581
E18 58 888 1889 0,6208
E19 584 892 1891 06102
E20 585 887 1887 0,6358

PRUMER 583 892 18,87 0,6341

SMER.ODCHYLKA 0,07 0,111 0,06 0,0272

MINIMUM 572 881 18,76 0,5909

MEDIAN 582 8,89 18,88 0,6398

MAXIMUM 598 921 18,95 0,6810
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