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ANOTACE:

Tato diplomovéa prace je zaméfena na studium disoluéni kinetiky hydrofilnich
matricovych tablet s tramadol hydrochloridem jako uc¢innou latkou. Déle se zabyva ovéfenim
homogenity piipravenych tablet pomoci metody SEM (skenovaci elektronova mikroskopie).
Matricové tablety byly pfipraveny metodou piimého lisovani, jako retardujici slozka byl
zvolen alginat sodny a jako pojivo byla pouzita mikrokrystalicka celuloza (Prosolv® SMCC
90). Po provedeni disolu¢nich testti byly ziskany disolu¢ni profily, které byly kvantitativné
vyhodnoceny pomoci nelinearni regresni analyzy. Byl zjistovan vliv obsahu retardujici slozky
na rychlost a mechanismus uvolnovani ucinné latky z tablety a vliv metody pfimého lisovani

na homogenitu pfipravenych tablet.

KLICOVA SLOVA:
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elektronovéa mikroskopie



ANNOTATION:

This master thesis is focused on the study of dissolution kinetics of hydrophilic matrix
tablets with tramadol hydrochloride as active substance. Further, it deals with verification of
homogeneity of prepared tablets by SEM (scanning electron microscopy). Matrix tablets were
prepared by direct compression, sodium alginate was chosen as retardant component and
microcrystalline cellulose (Prosolv® SMCC 90) was used as the main binder. Dissolution
profiles were obtained after dissolution tests and were quantitatively evaluated by nonlinear
regression analysis. The influence of the amount of the retarding component on the rate and
mechanism of drug release from the tablet was investigated, and the influence of direct

compression method on the homogeneity of prepared tablets was also discussed.
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Uvod

Historicky je ordlni podani dominantnim zplsobem podéavani 1écCivych latek.
Nejrozs§ifenéj$im zptisobem podani je také proto, ze gastrointestinalni trakt a jeho fyziologie
nabizi velkou flexibilitu pro Siroké spektrum riiznych formulaci peroralnich forem. Systémy
S fizenym uvolnovanim dodavaji 1éCivo lokalné nebo systémoveé po uréitou dobu a jejich
cilem je dosazeni pozadované plazmatické hladiny 1é¢iva a jeji udrzeni po dostatecné dlouhou
dobu. Peroralni 1ékové formulace jsou usilovné zkoumany také kvili mnohym vyhodam

oproti béznym davkovym formam.

Rozvoj modernich farmaceutickych technologii v 60. a 70. letech 20. stoleti pfinesl
znacéné pokroky ve formulaci a vyrobé pevnych lékovych forem. Béhem tohoto obdobi se
postupné objevovaly prilomové vyzkumy tykajici se novych aktivnich substanci a vyrazn¢ se
rozs§itily znalosti o fyzikalné-chemickych vlastnostech molekul 1é¢iv, coz umoznilo zavedeni

fady novych Géinnych terapeutickych strategii [1].

Vyvoj a vyzkum peroralnich forem v obdobi let 1950-1980 (1ékové formy I. generace)
je vSeobecné povazovan za velice produktivni, jelikoz doSlo k vyvoji velkého mnozstvi
ordlnich a transdermalnich formulaci, které byvaji oznacovany jako Iékové formy I. generace.
U téchto 1&Civ je plazmaticky profil ovliviiovan vyhradné farmakokinetickymi dé&ji, jako je
absorpce, distribuce a eliminace 1éCiva, vlastni 1ékova forma vSak neni schopna prodlouZit

nebo jinak modifikovat uvoliiovani 1éc¢iva [1].

Druha generace klinickych vyrobku (1980-2010) méla piekvapivé mensi uspéch co do
poctu novych klinickych vyrobkit. Vyvoj byl zaméfen na Siroké spektrum formulaci
s prodlouZzenym uvoliiovanim a na vyuziti tzv. smart polymert a hydrogeld. Ty byly schopné
regulovat uvoliovani u¢inné latky v zavislosti na podminkach gastrointestinalniho traktu [1].
Zkoumany byly také systémy s fizenym uvoliiovanim za Gc¢elem dosaZeni uvoliovani ucinné
latky pomoci kinetiky nultého fadu. Intenzivné byly také vyvijeny nanoc¢asticové formulace
vhodné pro cilené podavani 1éciva [2]. Hlavni ptekazkou systému s fizenym uvoliiovanim
byla in-vitro/in-vivo korelace a s ni souvisejici problémy s piekonanim biologickych bariér

[1].

Ukolem tfeti generace lékovych piipravkd (od 2010) je piekonat jak fyzikalng-
chemické, tak i biologické bariéry. Fyzikdlné-chemické problémy plynou ze Spatné
rozpustnosti 1é¢iv ve vodé a slozité¢ kinetiky uvoliovani 1é¢iv z Iékovych formulaci

v podminkach in vivo. Biologickou piekazkou je hlavné distribuce 1é¢iva v organismu, a s tim
14



souvisejici transport molekuly 1éCiva na specifické misto Vv téle. Budoucnost systému
S fizenym uvoliovanim zéavisi na hlubSim pochopeni zminéné problematiky biologickych
bariér, které musi GCinnd latka pifekonat, na intenzivnim studiu fyzikdlné-chemickych
vlastnosti aktivnich substanci i pomocnych latek, a zejména na rozvoji farmaceutickych

technologii [1].

Jak jiz bylo zminéno, cely farmaceuticky vyzkum se nadéle vyviji a vznikaji 1éky nové
nebo dochazi k neustalému zlepSovani 1€ka stavajicich. Je potfeba stale vice informaci a
ukazalo se, ze vyuziti pokroCilych nastrojii, jakymi jsou naptiklad skenovaci elektronové
mikroskopy (SEM) je vice nez pfinosné. Ve farmaceutickém vyzkumu se SEM vyuzivaji
k zobrazeni a analyze 1ékovych formulacich, praskovitych komponent tablety a bunécnych

interakci s novymi léky [3].
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1. Teoreticka cast

1.1 Rizené uvolnovani

Formulace, které jsou schopné regulovat uvolfiovani 1é¢iva, se staly velice dileZitou
soucasti farmaceutického primyslu. Vyvoj lékovych forem pro peroralni pouziti je v popiedi
farmaceutického primyslu jiz fadu let. Hlavni pfednosti téchto lékovych formulaci jsou
mnohé vyhody oproti béznym davkovym formam. Velky vyznam maji matricové tablety

kvuli svému Sirokému pouziti a relativné jednoduchému slozeni jednotlivych formulaci [4].

Rizené uvoliiovani 1é¢iva mize probihat kontinualné (prodlouZené uvoliiovani) nebo
diskontinualné (zpozdéné, pulzni uvolfiovani) podle potieb organismu a 1écby daného
onemocnéni. Béhem prodlouzeného uvolnovani se ¢ast u¢inné latky uvolni okamzité a tim se
dosahne hodnoty terapeutické koncentrace. Zbylé mnozstvi uc¢inné latky se uvoliiuje pomaleji,
a to ma za nasledek udrzeni hladiny 1éCiva v terapeutické hladin€ po dobu nejcastéji 12-18
hodin [5; 6]. Zpozdéné (opozdéné) uvoliiovani 1é¢iva z 1ékové formy je charakteristické pro
tablety, které jsou nerozpustné v kyselém prostiedi Zaludku. Znamena to tedy, ze se ucinna
latka zacind uvoliovat az pifi dosazeni traviciho traktu nebo v jeho urcitém misté (napf.
dvanactniku). Pulzni uvoliiovani zahrnuje takovy proces, kde je u¢inna latka uvolnovana

Vv pravidelnych ¢asovych intervalech. Disolucni profily uvedenych druht fizeného uvolnovani

je mozno nalézt v [6].

Peroralni formulace sfizenym uvolfhovanim maji fadu vyhod oproti b&znym
davkovym formam: [4]
e frekvence davkovani je sniZzena diky uvoliiovani 1é¢ivé latky po delsi Casovy interval
e redukce neZadoucich ucinki diky konstantni hlading 1é¢iva v plazmé
e zlepSeni komfortu pacientl v disledku snizené frekvence davkovani
e lepsi kontrola terapeutické koncentrace 1é€iva

e cenove efektivni vyroba.
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Peroralni formulace s fizenym uvoliiovanim maji také nékolik nevyhod:

e vyroba nékterych pripravka vyzaduje finanén¢ nakladné specializované vybaveni [4]

e mira uvoliiovani 1éku miize byt ovlivnéna jidlem a nasledné¢ zménou doby prichodu
1é¢iva gastrointestinalnim traktem (GIT) — vznikaji rozdily v rychlosti uvolinovani
mezi jednotlivymi davkami

e piipravky S fizenym uvoliiovanim ucinné latky by nemély byt rozdrceny ani zZvykany,

jelikoz hrozi riziko naruseni (ztraty) mechanismu prodlouzeného uvolinovani

1.2 Matricové tablety

Matricové tablety reprezentuji typ tablet s prodlouZenym uvoliiovanim. Tableta je
tvofena tzv. matrici (nosny polymer), do které je homogenné vélenéna ucinnd latka, a latkami
pomocnymi (excipienty). Nosny polymer funguje jako retardujici komponenta. Na zikladé
typu retardujici komponenty miizeme matricové tablety rozdé€lit na hydrofilni gelové,

lipofilni, polymerni nerozpustné a smésné [6, 7, 13].

Matricové tablety patii k jednotkovym lékovym formam (na rozdil od nasobnych
forem neobsahuji ¢astice), coz znamena, Ze tableta funguje jako jeden celek a jeji vlastnosti
zéavisi pfedevS§im na vlastnostech nosné pomocné latky a vlastnostech 1écive latky, které
mohou byt do jisté miry upraveny dal§imi vhodnymi pomocnymi latkami tak, aby piipravek

splioval pozadované farmakologické vlastnosti a stabilitu [8].

Vétsina komer¢nich matricovych tablet se vyrabi metodou ptimého lisovani, kterému
muze piedchazet proces granulace. Nenaro¢na technologie pfipravy matricovych tablet patii
k hlavnim vyhodam (spolu s dal$imi vyhodami uvedenymi v kapitole 2.1). Naopak
nezadoucim efektem muze byt vliv prvniho prichodu jatry tzv. first pass efekt. Tento efekt
zpusobuje, ze ¢ast 1é¢ivé latky mize byt metabolizovana jesté pied vstupem do systémové
cirkulace [9]. V dalsim textu budou popsany hlavné hydrofilni matricové systémy, jelikoz
hlavnim zaméfenim této prace je provedeni disolu¢nich zkousek a nésledné zkoumani téchto

systémil pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).

1.2.1 Hydrofilni gelové matrice
Hydrofilni matricové tablety mohou byt definovany jako homogenni disperze molekul

ucinné latky vramci skeletu hydrofilniho polymeru. Polymery pouZivané pii pfipravé

hydrofilnich matric mizeme rozdélit do 3 skupin: [9]
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1. Derivaty  celulosy:  methylcelulosa, hydroxyethylcelulosa,  hydroxypropyl-
methylcelulosa, sodna stl karboxymethylcelulosy

2. Necelulosové prirodni, nebo semisyntetické polymery: agar, kyselina alginova a
alginaty, arabska guma, pektiny, xantanova guma, chitosan a modifikované skroby

3. Polymery kyseliny akrylové a syntetické polymery: karbomery, polyvinylalkohol

Pravé tyto zminéné polymery tvofi zaklad hydrofilnich matricovych tablet. Bobtnani
polymeru, eroze, difuze a rozpousténi u€inné latky jsou hlavni dé€je, které ¥idi mechanismus
uvolnovani 1é¢iva z matrice. To plati jak v makroskopickém méfitku, tak i na molekularni

urovni [10].

Obecnym mechanismem uvolfiovani ucinné latky je ptechod polymeru ze sklovitého do
viskoelastického stavu po kontaktu polymeru s vodnym roztokem (disolu¢ni médium nebo

zalude¢ni $t'ava) [11].

Hlavnim prvkem mechanismu uvoliiovani 1é¢iva je gelova vrstva tvoftici se kolem matrice
po jiz zminéném kontaktu s vodnym roztokem a mé zasadni vliv na uvoliovani 1éciva
Z hydrofilnich matricovych tablet. V této rané fazi dojde k uvolnéni pocatecni davky léciva a
tim se navodi jeho terapeuticka koncentrace. Vrstva je poté schopna zabranit rozpadu matrice
a dalS§imu rychlému pronikani vody [11]. V dal§im kroku rozpoustédlo zvysi pohyblivost
polymernich fetézcii a jejich rozvolnéni umozni vznik nabobtnalého gelu. Pivodné gelova vrstva
se postupné rozpousti a je nahrazena vrstvou novou, ktera musi byt dostatecné pevnd, aby
zpomalovala difuzi a dale prodluZovala uvoliiovani 1é¢iva [11]. Vlastnosti gelové vrstvy a
rychlost uvoliiovani 1é¢iva mtize ovlivnit celd fada faktort. Mezi faktory ovlivitujici rychlost
uvoliiovani 1é¢iva patfi napf. typ polymeru, jeho viskozitni stupen, stupen substituce, velikost
¢astic polymeru, chemicka struktura 1é¢iva, rozpustnost a lisovaci sila. Uvoliiovani 1é€ivé latky z
téchto systéml se d¢je v zavislosti na rozpustnosti 1éCiva ve vodném prostiedi difuzi

(ptevazuje u léciv dobfe rozpustnych), erozi (ptevazuje u léCiv Spatné rozpustnych) nebo

kombinaci obou dé&ji podle rozpustnosti 1é¢iva a relaxace polymerovych fetézcu [11, 6].

Obrdzek 1: Moznosti uvolnéni ucinné ldatky z matricové tablety: difuze (vievo) a eroze (vpravo), prevzato z [4]
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Proces vzniku gelové vrstvy ma za nésledek rozdéleni matricové tablety na tfi odlisné
oblasti. Siln¢ nabobtnala vn&jsi oblast (erozni vrstva) obsahuje nejvy$si mnozstvi vody,
mechanicky je velmi slaba. OvSem jeji role je vyznamna z divodu branéni vstupu vody do
dalSich vrstev tablety. Stiedni Cast tablety je nazyvana disoluc¢ni vrstva, kterd je mechanicky
pevnéjsi, avsak bobtna méné. Jadro celé tablety tvoii bobtnajici vrstva, ktera je po vétSinu
¢asu such4, a proto se nachazi ve skelném stavu [12].

Hydrofilni matricové systémy jsou V soucasné dob¢ jednim z nejzajimavéjsich
systéml pro peroralni podavani Iéki. Vyhodou téchto systémt je mala financni narocnost

technologie, jednoduchost vyroby a piijatelna cena pomocnych latek [9].

1.3 Pfirodni polymery pouzivané v hydrofilnich matricovych tabletach

V dnesni dobé jsou pfirodni polymery vyuzivany stale cCastéji. Jsou vhodné jako
biodegradabilni nosice 1é¢iv. Pouzivaji se k fizenému uvoliovani u¢inné latky, ke zvySovani
rozpustnosti a lepsi moznosti cileného podani [14]. Mezi nejvétsi piednosti piirodnich
polymerQ patii jejich bezpe€nost, snadna dostupnost a relativné nizka cena [15]. Ptirodni
polymery je mozné ziskat zrostlinnych exudéti (arabskd guma) ¢i extraktd (pektiny),
z motskych fas (alginaty, karageny). Pfi procesu mikrobialni fermentace pro vyrobu matric je

produktem xantanova guma [15].

1.3.1 Alginat sodny

Alginat je pfirodni linedrni polymer, ktery se pfirozené vyskytuje ve sténach bunck
hnédych motskych fas a je slozen ze dvou monosacharidii kyseliny uronové: kyselina D-
mannurova a L-guluronova. Spojeni téchto monosacharidt je uskute¢néno B (1-4) a a (1-4)
glykosidickymi vazbami. Tyto dva monopolymery poté tvoti M-, G- a MG blokové struktury,
které jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2. [16, 17]. Pti nizkém pH (pH < 3) se alginat sodny méni

na kyselinu alginovou, srazi se a depolarizuje [15].
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Obrazek 2: Struktura algindtu sodného, prevzato z [29]
Priprava alginatu

V bunéénych sténach hnédych fas je alginat pfitomen jako vapenatd, hofe¢natd a sodna
sul kyseliny alginové. Cilem extrakéniho procesu je ziskat suchy, praskovity alginat sodny.
Vépenaté a hofecnaté soli jsou ve vodé nerozpustné, kdezto sodna sil je rozpustnid. To
znamena, ze prvnim krokem je pfevedeni vSech alginatovych soli na sodnou siil, rozpusténi ve
vod¢ a nasledné odstranéni zbytkd moiskych fas filtraci. Alginat se pak ziskava z vodného
roztoku. Po pridani ziedéné kyseliny chlorovodikové, kterd zptisobi tvorbu kyseliny alginové
se vznikla alginova kyselina odd€luje jako mékky gel. Nasledn€ je ptfidan alkohol a poté
uhli¢itan sodny, ktery vzniklou kyselinu alginovou ptfevede na alginat sodny. Ten vSak neni
rozpustny ve smeési alkohol/voda, a tak musi byt oddélen, vysuSen a poté rozemlet na

konkrétni a vhodnou velikost ¢astic [16, 19].

Vyuziti alginatu

Ve farmaceutickém priimyslu se alginat vyuziva pro vyrobu hydrofilnich matricovych
tablet pro fizené uvoliiovani 1é¢iva nebo také jako dezintegracni ¢inidlo pro rtizné tablety se
specidlnimi aplikacemi. Vyuziva se také k udrZeni obsahu Zaludku a sniZzuje pravdépodobnost
refluxu. V 1ékafstvi se uplatiuji obvazy, které se vyrab&ji ze smési sodné a vapenaté soli
alginatu a vyrazné pfispivaji k rychlosti hojeni ran. Jeho vyhodou je nizkéd toxicita,

biokompatibilita a nizké vyrobni naklady [19, 20].

1.3.2 Chitosan

Chitosan neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan je kationtovy biopolymer pattici
mezi piirodni polymery polysacharidového typu. Je odvozeny od chitinu, druhého
nejrozsifenéjsiho prirodniho polysacharidu po celulose [14]. Chitosan se ziskava caste¢nou

deacetylaci chitinu [21]. Ve srovnani s chitinem ma chitosan vétsi chemickou a biochemickou
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aktivitu [14]. Strukturu chitosanu tvoii glukosaminové a N-acetylglukosaminové jednotky,

které jsou spojeny B (1-4) glykosidickou vazbou [22].

Aminoskupiny vzniklé po deacetylaci jsou zodpovédné za specifické chemické
vlastnosti chitosanu (obr. 3). Chitosan je cenény pro dobrou biokompatibilitu, biologickou
rozlozitelnost, netoxicitu a antibakteridlni vlastnosti. Diky témto vlastnostem je velice
zddanym polymerem pro biomedicinské aplikace. Nevyhodou chitosanovych biomaterialt je
nizka mechanickd stabilita. ZvySeni mechanické odolnosti lze dosahnout vhodnym

zaClenénim sacharidii (hemicelulosa, celulosa, Skrob), syntetickych polymerti a nékterych

bilkovin [23].

OH OH OH
HO O |o O O/é&
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n
chitosan

Obrdzek 3: Strukturni vzorec chitosanu, prevzato z [34]

Priprava chitosanu

Jak jiz bylo zminéno, nejzndmé&jsim zplusobem vyroby chitosanu je alkalicka
deacetylace, dalsi moznosti je nékolikahodinovy var s 50 % hydroxidem sodnym nebo
enzymaticka reakce (N-deacetylasa). Stupen deacetylace se udava v procentech. Nejéastéji se
hodnoty pohybuji v rozmezi 60 — 100 %. V ptirodé¢ se chitosan vyskytuje napiiklad u n€kolika
typt hub rodu Aspergillus a Mucor [14].

Samotna vyroba spocivd v nadrceni schranek korysu (rak, krab, kalmar) a nasledné
odvapnovani ve ziedéném roztoku HCI. V dalSim kroku nasleduje deproteinizace ve
ziedéném roztoku NaOH. K odstranéni karotenoidd a pigmentd (tzv. odbarvovani) se vyuziva
ethanol, aceton nebo 0,5 % KMnOs s ziedénou kyselinou $tavelovou. Z chitinu vznika
pomoci deacetylace v horkém roztoku NaOH polysacharid chitosan (obr. 4). V tomto procesu
jsou odstranény postranni acetylové skupiny u opakujicich se N-acetylglukosaminovych

jednotek [22].
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Obrazek 4: Deacetylace chitinu, prevzato z [27]
VyuZiti chitosanu

Pro své vlastnosti je chitosan v dneSni dobé velice Zzadanou latkou ve farmaceutickych
a biomedicinalnich odvétvich. Vyuziva se pro transport 1éCiva a jeho cileni k aktivnimu mistu
a také ve formulacich pro fizené uvolfiovani [14]. Chitosan také vykazuje antibakterialni
ucinnost vuci nekterym grampozitivnim (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) i
gramnegativnim (Escherichia coli, Proteus vulgaris) bakteriim. V této souvislosti byly
pfipraveny komplexy se stiibrnymi ionty, které samy o sob€ zvysuji antibakterialni vlastnosti
[14, 24]. Komplexy poté vykazovaly vyssi antibakterialni a antifungalni ucinnost [14, 25].
Chitosan byl také pouzit k pokryti monomerniho alginatu sodného, ktery byl pospojovan
chloridem vapenatym. Tento material se pouziva k 1é€bé ran a popalenin [14]. Chitosan je
také vyuZzivan ke sniZeni hladiny cholesterolu, ke snizeni krevniho tlaku a také zpomaluje

ukladani tukd [22].

1.3.3 Xantanova guma

Xantanova guma je extracelularni vysokomolekularni aniontovy polysacharid, ktery je
produkovan gram-negativni bakterii Xanthamonas campestris [26]. Makromolekularni fetézce
xantanové gumy jsou tvofeny pfiblizné 2000 pravidelné se opakujicich jednotek. Kazdou
jednotku tvori dva B-D-glukosové, dva D-mannosové a jeden zbytek kyseliny D-glukuronové.
Primérni fetézec ovSem tvoii pouze B-D-glukosy a na né¢j je vazan trisacharidovy postranni
fetézec, ktery tvofi jiz zminéné dvé D-mannosy a kyselina D-glukuronova [15]. Terminalni
zbytek D-mannosy muiZze nést v poloze 4 a 6 pyruvat. Distribuce je ovSem nepravidelna a
zavisi na druhu bakteridlniho kmene a podminkach fermentace. Proximdlni zbytek D-

mannosy muze v poloze 6 acetylovany [26, 15].
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Xantanova guma je bily az krémov¢ zabarveny prasek, ktery se ochotné rozpousti ve
studené i teplé vode€. Rozpousti se také v 5 % kyselin€ sirové i dusi¢né, avSak nerozpustna je
v mnoha organickych rozpoustédlech. Diky postrannim fetézctim, které¢ chrani hlavni lineérni
fetézec je velice odolnd proti enzymatickému rozkladu plsobenim nékterych enzymu (a-
amylasy, celulasy, pektinas a proteas) [15]. Uplatnéni xantanova guma nachazi jako pomocna
latka v peroralnich i topickych pfipravcich. Vyuziva se jako stabilizator, latka zvysSujici

viskozitu a také jako nosny polymer pro vyrobu matricovych tablet [28, 15].

1.3.4 Arabska guma (klovatina)

Arabskd guma je vysuseny exudat, ktery samovolné vytéka nebo je ziskavan cilenym
nafezavanim kary dievin rodu Acacia (senegal, seyal). Samovolné vylu¢ovani exudatu
nastava pii poranéni dieviny, pti nedostatku zivin a vody (hlavné v obdobi sucha) Hlavnim

producentem arabské gumy jsou zapadoafrické zemé [15].

Z chemického hlediska je arabskd guma tvotfena kyselinou arabinovou. Tento
polysacharid se sklada z D-galaktosy, L-arabinosy, L-rhamnosy a kyseliny D-glukuronové.
V arabské gumé je kyselina arabinovd pfitomna ve formé soli, pfevazn€ vapenatych,

draselnych a hotecnatych [30].

Arabska guma je velice dobfe rozpustnd ve vodé¢. Lze pfipravit roztoky s vice nez
50% obsahem polymeru. Vyuziva se jako pojivo pii vyrobé tablet a jako nosny polymer
V matricovych tabletdch pro prodlouzené uvolnovani. Lze pouzit jako stabilizator emulzi a

suspenzi pro peroralni ptipravky [31, 15].

1.3.5 Pektiny

Pektiny patii do skupiny polysacharidi aniontového charakteru. Spolecné s celulosou
se nachazi v bunétnych sténach rostlin. Ovliviiuji zde mechanické vlastnosti rostlin,
konkrétn¢ celulosa ovliviiuje pevnost a pektiny flexibilitu [32]. Hlavni stavebni jednotkou
pektind je kyselina a-D-galakturonova. Tvofii linearni fetézec spojeny (1-4) glykosidickymi
vazbami. Pfitomen je i postranni fetézec, ktery muize obsahovat dalsi cukry (D-xylosa, L-
fukosa a jiné). Kyselina a-D-galakturonova byva Casto esterifikovana methanolem a proto se
pektiny mohou rozdélit do dvou skupin. Pektiny s vysokym obsahem methoxylovanych
skupin (vice nez 50% esterifikovanych skupin) a pektiny snizkym obsahem

methoxylovanych skupin (méné nez 50% esterifikovanych skupin) [14]. Se zvySujici se
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methylaci ziskavaji molekuly hydrofobnéjsi charakter a klesa jejich interakce s kationty [33,
34, 15].

Pro vyrobu se pouzivaji citrusové a jablecné vylisky. Nasledné je materiadl podroben
kyselé hydrolyze (teplota 70 — 90 °C) a dochazi k deesterifikaci vysoce methoxylovanych
pektind, které jsou malo rozpustné. Tim se ziskdvaji pektiny s nizSim obsahem
methoxylovanych skupin, které uz jsou ve vodé rozpustné. Vysledny extrakt je nutné

zakoncentrovat a vysrazet ethanolem. Ziskané pektiny se odd¢li a vysusi [35].

Ve farmacii se pektiny uplatiluji hlavné pfi vyrobé hydrofilnich matricovych tablet.
Uvoliiovani G¢inné latky je casto ovlivnéno typem pouzitého pektinu. Pouzivaji se jako
stabilizatory emulzi a suspenzi. Pektinové gely se vyuzivaji k vyrobé mastovych zékladi.
Uvadi se, ze kombinaci pektinii a chitosanu se vyrab¢ji formulace, které se pouzivaji

naptiklad pro cileny transport 1é¢iv do tlustého stfeva [36, 15].

1.4 Pomocné latky pro ptipravu matricovych tablet

Prosolve SMCC 90
Prosolv® SMCC 90 je vedeno jako smésné suché pojivo skladajici se z98 %

mikrokrystalické celulosy a z2 % koloidniho oxidu kifemicitého. Jedna se o bily inertni
krystalicky prasek s velice dobrou sypnosti. Ve srovnani se standartni mikrokrystalickou
celulosou ma az pétinasobné vétsi specificky povrch a také o 30 % — 50 % vétsi schopnost
zhutnéni. Tyto vlastnosti vedou k dobré homogenité, jemnéjsi distribuci velikosti castic,
stabilit¢ pfipravku a zlepSeni obsahové rovnomérnosti. Vyuziva se hlavné pii ptipraveé tablet

metodou ptimého lisovani [37 — 39].

LubriTose™ MCC

Toto suché smésné pojivo obsahuje 98 % mikrokrystalické celulosy a 2 %
glycerylmonostearatu. Glycerylmonostearat nahrazuje bézn¢ uzivany stearat hofecnaty a plni
funkci lubrikantu. LubriTose™ je nejvice vyuZzivan pro metodu pfimého lisovani spolec¢né s
piimo stladitelnym pojivem. Mezi dalsi vyhody patii snizeni poctu krok pti vyrobe, zlepSeni

sypnosti, hmotnosti tablet a eliminace externiho mazadla [40].

Kollidon® SR

Kollidon® SR je fyzikalni smés polyvinylacetatu a povidonu a v matricovych tabletich
se vyuziva jako retardujici komponenta. Jedna se o bily nebo slab& nazloutly prasek s velmi

dobrou sypnosti. Jeho vyuziti je hlavné pro vyrobu tablet s prodlouzenym uvoliiovanim, a to
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nezavisle na hodnot¢ pH. Je vhodny pro tablety pfipravované¢ metodou piimého lisovani nebo
metodou horké extruze. Po zavedeni tablet do zalude¢ni nebo stievni dutiny se ve vodé
rozpustny povidon vylou¢i za vzniku pori, kterymi ucinna latka pomalu difunduje ven.

Kollidon® SR je cenény pro nizkou hygroskopicitu a dobrou lisovatelnost [41].

1.5 Tramadol hydrochlorid

Tramadol hydrochlorid (TH) je bily krystalicky prasek. Je velice dobfe rozpustny ve

vodé& a v metanolu.

OH OCHjs
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Obrdzek 5: Strukturni vzorec tramadol hydrochloridu, prevzato z [37]

1.5.1 Farmakodynamické vlastnosti

Tramadol hydrochlorid (TH) je centralné pusobici opioidni analgetikum syntetického
ptvodu. Jeho strukturnim analogem je kodein, avSak tramadol hydrochlorid ma nizsi afinitu
k opiodnim receptorim, coz je cenénou vyhodou této Gc¢inné latky. Dalsi mechanismy, které
pfispivaji k analgetickému u¢inku, jsou inhibice zpétného vychytavani noradrenalinu v

neuronech a zlepSeni uvoliovani serotoninu [42, 43]

Na rozdil od morfinu nepiisobi analgetické davky TH utlum dechového centra a
gastrointestindlni motilita je rovnéZ ovlivnéna méné. Analgetickd G¢innost TH je uvadéna

jako desetina nebo $estina u¢innosti morfinu [43].

Jeho vyuziti je pfedev§im pii pooperacnich, popiipadeé chronickych bolesti, ale také

byva podavan pacientim s nadorovym onemocnénim [42].
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1.5.2 Farmakokinetické vlastnosti

Po peroralnim podani se absorbuje vice nez 90 % TH. Primérna absolutni biologicka
dostupnost je ptiblizné 70 %, bez ohledu na souCasny pfijem potravy. Rozdil mezi
absorbovanym a nemetabolizovanym biologicky dostupnym TH je dan nizkym first-pass

efektem. First-pass efekt je po peroralnim podani nejvyse 30 % [44].

Metabolizace TH se uskuteciiuje hlavné v jatrech, a to predevsim procesem N- a O-
demetylace a naslednou konjugaci O-demetyltramadolu (jediny je farmakologicky aktivni)
s kyselinou glukuronovou za pomoci komplexu enzymu cytochromu P450 (hlavné izoenzym
CYP2D6). CYP2D6 muze byt inhibovan fadou 1€kt, véetné riznych antidepresiv. Soubézna
lécba takovymi inhibitory muze ovlivnit analgeticky ucinek TH a jeho plazmatickou
koncentraci [45].

Eliminac¢ni polocas je pfiblizné 6 hodin a neni zavisly na zpusobu podani. TH a jeho
metabolity jsou vyhradné vylu¢ovany ledvinami. Mocova exkrece dosahuje 90 % celkového
mnozstvi podané davky. Pfi poruse jaternich a rendlnich funkci mize byt polo¢as mirné

prodlouzen. [45, 44].

Maximalni plazmatické koncentrace (Cmax = 310 + 80 ng/l), po peroralnim podani
100 mg léCiva, je dosaZeno po 1-2 hodinach. U piipravki s prodlouzenym uvoliiovanim tomu
je po 4-6 hodinach. Na plazmatické proteiny je vazano 20 % lé¢iva. TH ma terapeutické
rozmezi 100-300 ng/l. Distribu¢ni objem dosahuje 2,6-2,9 litri na kilogram télesné hmotnosti.
Z toho je patrné, Ze TH disponuje vysokou afinitou ke tkanim. [45, 44].

1.5.3 Lécive pripravky s TH

TH byl vyvinut pocatkem 60. let 20. stoleti némeckou farmaceutickou spole¢nosti
Grunenthal. Poprvé TH vstoupil na trh koncem 70. let 20. stoleti pod obchodnim nazvem
Tramal®. Piiblizné o 20 let pozdé&ji byl TH piedstaven na americkém trhu. V soucasné dobé
je TH dostupny ve 100 zemich pod réiznymi obchodnimi nazvy. Casto se tablety vyskytuji
v kombinaci s paracetamolem pro zvyseni terapeutického ucinku. Nejcastéji se jedna o tablety
s prodlouzenym uvolovanim, potahované tablety, tvrdé tobolky nebo také injekéni roztoky a
peroralni kapky. Vybrana lé¢iva (pfedev§im s prodlouzenym uvolfiovanim) dostupna na

¢eském trhu jsou uvedena v tabulce 1 [46, 47].
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Tabulka 1: Prehled vybranych léciv s TH, prevzato z [47]

Nazev Forma DrZitel registrace
tablet dlourenvm Krka, d.d., Novo mesto, Novo
DORETA PROLONG ableta s Ff" ouzeny mésto
uvoinovanim (SIOVinSkO)
tableta s prodlouzenym Medochemie Ltd., Limassol
MABRON RETARD uvoliiovanim (Kypr)

TRALGIT SR

tableta s prodlouzenym
uvolnovanim

Zentiva a.s., Bratislava
(Slovensko)

tableta s prodlouzenym

Generics [UK] Limited, Potters

Y Bar
TRAMADOL MYLAN uvolnovanim (Velka Britanic)
tableta s prodlousenvm Actavis Group PTC ehf.,
TRAMADOL RETARD {’V ouzeny Hafnarfjérdur
ACTAVIS uvolnovanim (Island)
. Sandoz s.r.o., Praha doz GmbH,
TRAMADOL SANDOZ tableta s prodlouZenym Kundl
RETARD uvolnovanim (Rakousko)
. STADA Arzneimittel AG, Bad
tableta s prodlouZzenym ;
TRAMAL RETARD lhovani Vilbel
TABLETY uvolnovanim (Némecko)
. Mundipharma Gesellschaft m.b.H.,
tableta s prodlouzenym RN
TRAMUNDIN lovani Viden
RETARD uvolnovanim (Rakousko)
Generics [UK] Limited, Potters
, Bar
TRAMYLPA potahovana tableta (Velk4 Briténic)
TRAMADOL " Vitabalans (F)_Y, lz{ameenhnna
VITABALANS tableta (Finsko)

1.6 Disoluc¢ni testy

Ptfi vyvoji novych peroralnich forem je kliCovym aspektem zajiSténi dostatecné

biodostupnosti 1é¢ivé latky. Biodostupnost u pevnych lékovych forem je urcena rychlosti

uvolnovani lécivé latky z 1ékové formy, ktera se zkousi in vitro tzv. zkouskou disoluce.

Disoluéni studie je poZadovana u vSech pevnych lékovych forem s perordlnim uzitim a

je vyuzivana ve vSech fazich vyvoje nového produktu. Provedeni disolu¢niho testu je

definovano lékopisem [50]. Jedna se o klicovy analyticky test pouzivany k detekci fyzikalnich

a chemickych zmén celé nové formulace. V soucasné dob¢ jsou disolucni testy nejen testy pro

kontrolu fizen¢ho uvoliiovani, ale béhem poslednich nékolika desetileti se také pouzivaji pro
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kontrolu kvality ve vyzkumu a vyvoji pro zji§téni vlivu vyrobnich postupi a naslednych in

vitro/in vivo korelacich [48].

Disoluce peroralnich léCivych ptipravkli se stanovuje v jednom ze Ctyf pristroja
uvedenych v 1€kopise. Pfistroje mohou byt s koSickem, padlem (michadlem), vratnym valcem
a prutokovou celou. Pfi stanoveni disoluce 1é¢ivé latky je tfeba specifikovat pouzity piistroj,
sloZeni, objem a teplotu disolu¢niho roztoku, rychlost ota¢eni nebo pritok disolucni kapaliny,
dobu, metodu a mnozstvi zkouseného roztoku pro vzorkovani nebo podminky prubézného
sledovéani. Slozeni disolu¢niho média se vybira na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti
lécivé latky, latek pomocnych a specifikace 1é¢ivého piipravku. Zkouska je provadéna pfi
teplot¢ 37 £ 0,5 °C. Voda je doporucena jako disolucni medium pouze tehdy, kdyz je
prokazano, Ze riizné hodnoty pH nemaji vliv na disolu¢ni charakteristiku. Cast&ji se vsak
pouzivaji tlumivé roztoky [49, 50]. V dalsi ¢asti prace budou popsany dvé nejb&zngjsi
disolu¢ni metody a to padelkova, kterd byla vyuzita jako hlavni disolu¢ni metoda v této

diplomové préci, a metoda kosickova.

Tabulka 2: Pouzivand disolucni média, pirevzato z [49]

pH Disolu¢ni médium

1,0 HCI

1,2 NaCl; HCI

1,5 NaCl; HCI

45 tlumivy roztok fosforecnanovy nebo
acetatovy

6,8 tlumivy roztok forfore¢nanovy
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1.6.1 Metoda padelkova (michadlova)

Vsechny casti pfistroje, které prichazeji do styku s disoluéni kapalinou nebo 1é¢ivym
piipravkem musi byt chemicky inertni, a tedy neadsorbuji, neinterferuji a nereaguji se
zkousenym vzorkem. Pristroj u této metody se skladd z valcovité sklenéné nadoby (napf.
borosilikatové sklo) nebo jiného inertniho prihledného materidlu (obr. 6). Nadoba ma objem
1000 ml a je opatiena vikem k zamezeni odpafovani. Ve stfedovém otvoru vika je umisténa
hnaci htidel, otvor pro teplomér a otvor pro odebirani vzorku. Lopatky sestupujici z hiidele
jsou umistény v presné definované vzdalenosti ode dna nadoby. Horni konec hiidele je ptipojen
k motorové jednotce regulujici rychlost otaceni. Behem disolu¢ni zkousky musi byt michani

plynulé a bez zjevného chvéni [50].

M 14

Obrdzek 6: Schéma padelkového usporddani disolucniho testu, prevzato z [55]

1.6.2 Metoda kosic¢kova

Slozeni pfistroje je stejné jako pii padelkové metodé. Hlavnim rozdilem je, Ze se zde
nevyuzivd k michéni lopatek, ale konec hnaci fidele je zakonfen koSickem z inertniho
materidlu (obr. 7). Testovana tableta se vklada do stabilné¢ upevnéného kosicku, ptesnéji do
¢asti zvané tubus, ktera je pfipevnéna k horni ptirube. Kosicek je umistén v presné definované
vysce ode dna disolu¢ni nadoby a podminky pro spravné provedeni jsou totozné s metodou
padelkovou [50]. Pouziti této metody je vhodné pro pevné Iékové formy, které pii padelkové
metod¢ nezistavaji pod lopatkami, ale plavou na hladiné disolu¢niho média, coz by

zpusobovalo nerovnomérné omyvani tablety disolu¢nim médiem.

Obrazek 7: Schéma koSickového usporadani disolucniho testu, prevzato z [56]
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1.7 Matematické modely popisujici fizené uvoliiovani 1éCiva

Nejpouzivanéj$i matematické modely pro vyhodnocovani disoluénich profila jsou
kineticky model 1. a 0. fadu, Higuchi model, Korsmeyer-Peppas model, Weibull model a
Hixson-Crowell. Regresni analyza disolu¢niho profilu je zakladem nejen pro kvantitativni
popis uvoliovani 1é¢iva z dané formulace v podminkach in vitro, ale také pro predikci
uvolnovani 1é¢iva v podminkach in vivo. DuleZitou roli hraje matematicky popis disolu¢niho

profilu také pii vyvoji novych 1ékovych formulaci [51, 52].

1.7.1 Kineticky model I. fadu

Model byl pro popis disoluce poprvé pouzit v roce 1967 Gibaldim a Fedmanem a
pozd¢ji Wagnerem v roce 1969. Vyuziva se pro popis eliminace léCiva po jednordzové
intravenozni davce [52].

Kineticky model 1. fadu vychazi z fesSeni diferencialni kinetické rovnice (1) [51]:

_dlCls
dt

=k [Co](s) 1)

K vyfeSeni této rovnice (1) je nutna separace proménnych a nésledna integrace, po niz
se ziska exponencidlni tvar rovnice (2) popisujici zavislost koncentrace ti¢inné latky na case

ve tvaru:
[Cls) = [Col ekt 2)

kde [C]) je aktualni koncentrace 1é¢iva nachazejici se v matrici Vv Case t, kz je rychlostni
konstanta prvniho ¥adu cas™ a [Co] je pocateéni mnozstvi 1é¢iva v matrici

Pro vyuZiti nelinedrni regresni analyzy pii vyhodnocovani disolu¢nich profili je

vyhodnéj$i upravit rovnici (2) na tvar:
Cay=Co (1 —e™™) 3)

kde C() je mnozstvi 1é¢iva uvolnéného v disoluénim médiu v ¢ase t, Co urcuje maximalné
uvolnitelné mnozstvi 1éCiva (idealné rovno pocateCnimu mnozstvi léCiva v matrici) a

k oznaduje rychlostni konstantu s rozmérem cas™.
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1.7.2 Model Weibull

Obecna empirickd rovnice popsana Weibullem v roce 1951 byla pfevzata a upravena
pro popis disolu¢nich profila Langenbucherem vroce 1972. Tento model lze vhodné
aplikovat téméf na vSechny druhy disoluc¢nich kiivek. Weibulliiv model ve tvaru vhodném pro
popis disolucnich dat Ize vyjadiit jako zavislost mnozstvi uvolnéné latky z 1ékové formy na

Case ve tvaru [51, 52]:

_@-nb
Cey = Co-[1—€ @ (4)

kde Ci je mnozstvi ucinné latky uvolnéného v case t, Co je pocateéni (maximalni
uvolnitelné) mnozstvi 1éCiva, parametr T piedstavuje dobu prodlevy (tzv. lag time) pied
samotnym zapocetim disoluce (ve vétsiné ptipadi byva nulovy), parametr b je zodpovédny za

tvar disolu¢ni kiivky a parametr a popisuje ¢asovou zavislost procesu [52]:

Parametr b mize nabyvat riznych hodnot a ovliviiovat tvar vysledné kiivky. Pro
hodnotu b > 1 ma ktivka sinusoidovy charakter. Pokud je b < 1, kiivka roste strmé&ji nez pro
piipad b = 1, kde tvar odpovida exponencialni kiivce s konstantou k = 1/a, a tudiz muzeme

psat Weibulliv model ve tvaru [53]:
Cegy = Co - (1 =7 (5)

Model Weibull nebyl odvozen na zakladé Zadné kinetické teorie (jednd se o model
statisticky) a diky tomu ma také omezené vyuZziti pro popis mechanismu a rychlosti

uvolnovani lé¢iva z 1ékové formy a pro stanoveni korelaci in vivo/in vitro [52].

1.7.3 Model Korsmeyer-Peppas

Tento model byl odvozen v 80. letech 20. stoleti. Korsmeyer a Peppas odvodili vztah
popisujici uvoliiovani 1é¢iva z polymerniho systému pomoci mocninné funkce v nésledujicim

tvaru [51, 52]:

fi= =Ke" (©)

kde Ci/C. je frakce uvolnéného 1éCiva (mnozstvi uvolnéné latky Vv Case t/maximalni
uvolnitelné mnozstvi 1é¢iva) do disoluéniho média v Case t, K charakterizuje konstantu

procesu a n je exponent uvoliovani charakterizujici mechanismus uvoliovani 1é¢iva [51, 52].
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Pro zjisténi mechanismu uvoliiovani 1é¢iva je nutné tento model aplikovat na prvnich
60 % uvolnéného mnozstvi [51]. V roce 1985 Peppas pouzil parametr n pro charakteristiku

mechanismu uvoliovani pro cylindrické tablety [52].

Pro pfipad cylindrickych tablet s hodnotou parametru n < 0,45 se uvolilovani tablety
fidi Fickovym difuznim zédkonem. To znamena, Ze primarnim mechanismem uvoliiovani
1é¢iva je difaze [52, 53]. Pro n v rozsahu 0,45 < n < 0,89 se jedna o anomalni transport a
mechanismua [52, 54]. Pro n = 0,89 se jedna o relaxa¢ni (Case II) transport, ktery se fidi
kinetikou nulté¢ho tadu. Zde je charakteristicka vysoka afinita disolu¢niho média k matrici
[52, 54]. Posledni piipad je tzv. Super case II transport pro n > 0,89. V tomto piipadé¢ dochazi

velmi ¢asto K rozpadu celého jadra [52-54].

1.8 Skenovaci elektronovéa mikroskopie (SEM)

Tuto techniku je také mozno nazyvat fadkovaci nebo skenovaci. Elektronové
mikroskopy, jak je z ndzvu patrné, vyuzivaji k zobrazeni proud elektrond. Elektron byl
objeven v roce 1897 J. J. Thompsonem, ale klicovy objev nastal v roce 1925. Luis de Broglie
prisel s tvrzenim, ze rychle letici ¢astice (elektrony) maji korpuskularni, ale i vinovy charakter
vyuzivany pro zobrazeni ve svételném mikroskopu [57]. Pro fokusaci rychle leticiho svazku
elektronti byly vyvinuty dlouhé elektromagnetické civky (solenoidy), které dokézi ovlivnit
drahu leticiho elektronu magnetickym polem. [57].

Elektrony maji nepatrnou hmotnost a Ize je urychlit pomoci urychlovaciho napéti, diky

kterému elektron ziska kinetickou energii danou rovnici (7) [57]:

el = %mv2 (7

kde e je naboj elektronu (1,602.107° C), U urychlovaci napéti [V], m je hmotnost elektronu
(9,109.103 kg) a v rychlost elektronu.

Do vztahu pro kinetickou energii elektronu (7) lze za rychlost dosadit podle rovnice de
Broglieho, ktera popisuje vztah mezi vinovou a korpuskularni povahou hmotnych castic (8)

[57]:

A= — ®)
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Po dosazeni ptislusnych konstant a nasledné upravé dostaneme vztah, ktery se vyuziva v praxi

pro vypocet A [57]:
h 1,226
A= 7 = o [nm] 9)

Pokud dosadime do vztahu (9) hodnotu urychlovaciho napéti 10 kV, dostaneme
hodnotu A = 0,012 nm. B&Zn¢ pouzivané hodnoty urychlovaciho napéti jsou 10 az 30 kV. Pro
TEM (transmisni elektronovou mikroskopii) se hodnoty urychlovaciho napéti pohybuji okolo
100 kV, tudiz pro vinovou délku dostaneme hodnotu A = 0,0037 nm. Ve srovnani s vinovou
délkou viditelného svétla (390 — 760 nm), lze oCekavat, ze elektronovy svazek poskytne

v

podrobnéjsi informace o struktufe pozorovanych vzorki [57].

1.8.1 Princip SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie se v pribéhu let stala vykonnym a univerzalnim
nastrojem pro charakterizaci materialu. Jeji vyuziti roste také diky tomu, Ze dochazi
K neustalému vyvoji a nutné analyze novych materialt. V tomto typu mikroskopu jsou
elektrony generovany zdrojem elektrond na vrcholu jeho kolony (tubusu) [58]. Ty jsou
emitovany katodou, kterd je zahtivana a piekroci-li jistou teplotni mez, dochézi k uvoliovani
elektront z jejiho povrchu [57]. Emitované elektrony jsou poté urychlovany a pfitahovany
kladné nabitou anodou. Cely vnitini prostor mikroskopu musi byt vakuovany. To plati 1 pro
dalsi slozky uvnitt mikroskopu, aby se pfedeSlo kontaminaci (pfedevsim srazkam elektrond
s molekulami vzduchu). Mozna kontaminace ma za nasledek vychyleni elektronového
paprsku a sniZeni kvality obrazu. Vysoké vakuum navic zvySuje Gc¢innost sbéru elektront
detektory [58]. VSechny ¢asti mikroskopu zobrazuje nasledujici schéma (obr. 8). Hlavni ¢asti
mikroskopu (vakuovy systém, elektronova tryska, elektromagnetické Cocky a detektory)

budou popsany v dalSich kapitolach.
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Obrdzek 8: Schéma SEM, prevzato z [59]

1.8.2 Vakuovy systém

Vnitini prostor, ve kterém se elektrony pohybuji, je nutné udrzovat vakuovany, a to

hned z nékolika davoda [57, 60]:

1. Hrozi nebezpeci ionizace vzduchu, jelikoz vzduch neni dostate¢n¢ dobrym izolantem a

muze dojit k elektrickému vyboji mezi katodou a anodou elektronové trysky z divodu

srazek elektrond s molekulami vzduchu.

2. Ve vzduchu jsou obsazeny molekuly Oz, CO2, N2 a také uhlovodikl, které muizou

zpisobit kontaminaci vzorku a celého tubusu.

3. Stfedni volnd draha elektronu pti atmosférickém tlaku je pouze 1 cm. Pfi hodnoté

tlaku 10° Pa se elektrony mohou pohybovat az n&kolik metrli a také eliminuji svij

rozptyl [60].

4. Prostor okolo elektronové trysky musi byt zbaven molekul vzduchu, hlavné tedy

kysliku, ktery snizuje zivostnost zhaviciho vlakna [60].

K dosazeni pracovniho vakua (minimalné 102 az 10° Pa) se pouzivaji vykonné

vyveévy. Mezi nejvice pouzivané vyveévy patii rotacni, iontové, difuzni a turbomolekularni.

Pro odvzdu$néni komurky se vzorkem se pouziva rota¢ni olejova vyvéva, kterd je schopna

snizit tlak pfiblizné na 10 Pa. Nasledné se zapina difuzni vyvéva snizujici tlak na 107 Pa.

Nejvyssi stupeit vakua vyzaduje elektronova tryska a to az 107" Pa. K dosaZeni tak vysokého

vakua slouzi iontové vyveévy. Nicméné, stale mize dochdzet ke kontaminaci tubusu kviili

odpariim z olejové vyveévy. Proto je v mikroskopu specidlni antikontaminacni komora. Ta je

chlazena dusikem Vv tubusu a snizuje tenzi uhlovodikovych par [57].
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1.8.3 Elektronova tryska (délo) — zdroj elektronti

Pro elektron plati, ze je vatomu vazan jistou vystupni energii Ey. Na uvolnéni
elektronu je potfeba dodani energie, kterd musi byt vétsi nez Ev. V soucasné dob¢ se nejvice

pouziva termoemise a autoemise [57].

Princip termoemise spociva v zahtivani katody, kdy se zvySuje jeji vnitini energie.
Katoda ma svoji tzv. mezni teplotu a pokud je tato teplota piekroCena, dochdzi k uvolnéni
elektrond z jejiho povrchu. U autoemise je katoda vytvarovana do tvaru hrotu a proti
umistime elektrodu S vysokym napétim. Silné elektrické pole vznikajici okolo hrotu katody

odtrhava elektrony z povrchu. Pro tento postup je ale vyzadovano vysoké vakuum [57].

Nejcastéjsim zdrojem elektrond je wolframovy dratek. Po zahiati na teplotu piiblizné
2800 K zac¢ne emitovat elektrony. Mezi katodou (wolframovy dratek) a anodou, kterad
urychluje svazek elektronti je vlozen Wehneltiv véalec formujici svazek elektront (obr. 9)
[59]. Wehneltiv valec vytvaii v okoli vlakna katody elektrické pole zpUsobujici zaZzeni
svazku elektronti emitovanych z katody. Zizeni elektront tésné pied otvorem v anodé¢ vytvari
ktiziste. Kiizisté je nejuzsi misto svazku elektronii. Toto misto Ize pak povazovat za bodovy

zdroj urychlenych elektront [57].

Zhavici napéti

Wehneltuv
valec

\

kriziste anoda

wolframovy
dratek

|y
Il

urychlovaci napéti

Obrazek 9: Detailni schéma zdroje elektronii pro SEM, prevzato z [59]
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Kromé wolframového vldkna se v soucasné dobé pouziva lanthanhexaborid (LaBe).
Vyhodou je, ze elektrony jsou emitovany pii niz$i teploté oproti wolframu. Nicmén¢, tento
druh katody vyzaduje vyssi vakuum [59]. Aktualné nejpokrocilejsi dostupny zdroj elektronti
je Schottkyho zdroj. Schottkyho katoda je slozena z monokrystalického wolframového dratu,
ktery je vytvarovan do tvaru hrotu. Konec dratu je tvofen svarem monokrystalického
wolframového dratu pfiblizné stejného priméru. Tato monokrystalickd smycka je vlozena do
véalcovitého keramického zdkladu a je upevnéna ke dvéma polim. Asi v poloviné
monokrystalického dratu je naneseny rezervoar ze ZrOx. Ten zaji$tuje niz$i vystupni praci

elektrond [57].

1.8.4 Elektromagnetické cocky

Hlavni funkci elektromagnetickych cocek je ovlivnéni trajektorie prolétavajicich
elektronti pomoci téméf homogenniho magnetického pole [59]. Funkce elektromagnetické
cocky je podobnd jako u sklenéné cocky Vv pfipadé svétla. Za nejjednodussi ptipad
elektromagnetické Cocky se povazuje solenoid. Solenoid je tvofen velkym poctem zaviti

vyrobenych z médi a jejich praimér je mensi nez délka civky [57].

Prichodem vysokého proudu zavity elektromagnetické Cocky vznika teplo, které
zvySuje teplotu C¢ocky. Proto je nutné elektromagnetické Cocky chladit. Magnetické pole
uvnitf realné elektromagnetické ¢ocky neni zcela homogenni. Z tohoto divodu vznikaji vady,
které jsou podobné s vadami optickych ¢oéek. Vady vyrazné€ ovliviiuji obraz vytvofeny
¢ockou, piedevsim jeho kontrast, hloubku ostrosti a rozliSovaci mez [57]. Dalsi pti¢inou vad u
elektromagnetickych ¢o¢ek miize byt rizna rychlost elektronl ve svazku, vzajemna interakce

elektrontl ve svazku a také kolisani napéti a budiciho elektrického proudu [59].

1.8.5 Interakce elektront se vzorkem

U SEM dopadaji urychlené elektrony na vzorek, coz je rozdilné¢ oproti TEM, kde
elektrony vzorkem prochazi. U obou ptipadi dochazi v atomech vzorku K pruznému a
nepruznému rozptylu primarnich elektronti. Detekovany jsou vzniklé sekundarni elektrony

(SE) a zpétn¢ odrazené elektrony (BSE), u TEM proslé elektrony [57].

U pruzného rozptylu nedochazi k vyrazné ztrat€ energie u rozptylenych elektroni
oproti energii primarnich elektrond, které dopadaji na vzorek. Vychyleni elektronu je vyssi,
¢im blize elektron miji jddro atomu preparatu a ¢im vyssi je elektricky néboj jadra. Pruznym

rozptylem vznikaji zpétné odrazené elektrony [57].
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Pfi nepruzném (neelastickém) rozptylu se srazi primarni elektrony s elektrony atomut
vzorku v orbitalech [57]. Dochazi k vysoké ztraté energie primarnich elektront (fadové 10 az
100 eV), ale vychyleni oproti pruznému rozptylu je mensi. Diky nepruznému rozptylu a
interakci primdrnich elektronti, mohou vznikat 1 jiné druhy signali nez jen sekundarni

elektrony, jak je uvedeno na nasledujicim schématu (obr. 10).

primérni elektronovy
svazek

zpéiné odraZené elektrony
charakteristické
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v nepruing rozptylené
pruiné rozptylené prodlé elektrony
proilé elektrony

Obrdazek 10: Mozné interakce elektronii se vzorkem, prevzato z [59]

Pti pouZivani detektoru BSE se na obrazovce mikroskopu budou zobrazovat tmavsi a
svétlejsi oblasti. Je to hlavné proto, Ze produkce odraZenych elektronli zavisi na stfednim
protonovém Cislem. Proto mista tvofena té¢ZSimi prvky budou svétlejsi, neZ mista tvofena

leh¢imi prvky [57]. Principy detektori budou diskutovany v kapitole 1.8.6.

1.8.6 Detektory

Podle pfedeslého schématu (obr. 10) je jasné, Ze kazdy druh signalu lze vyuzit pti
studiu specifickych vlastnosti nebo je mozné vyuzit kombinaci téchto signala [57]. Detekéni
systém muze obsahovat riznou sadu detektort vyplyvajici z interakci elektronti a povrchu
vzorku. Mezi nejpouzivangjsi elektrony se fadi SE (detektor sekundarnich elektroni), BSE
(detektor pro zpétné¢ odrazené elektrony), LVSTD (detektor sekundarnich elektronii pii

nizkém vakuu) a CL (katodoluminiscené¢ni detektor) [61].
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SE detektor

Tento typ detektoru pracuje predevsim v rezimu vysokého vakua. Jedna se o zékladni
detektor, ktery je soucasti kazdého mikroskopu [61]. Sekundéarni elektrony se vyznacuji
energii okolo 50 eV. Jejich hlavni pfinos je u analyz povrchi, kde ptinaseji dilezité informace
0 jeho topografii. V soucasné dobé se nejvice pouziva detekéni systém podle Everharta a
Thornleyho (obr. 11) [57]. Je tvofen scintilatorem (napf. YAG krystaly) a fotonasobi¢em.
Sekundarni elektrony musi byt nejprve odvedeny z povrchu pomoci elektrického pole miizky
kolektoru a museji byt urychleny napétim piivedenym na scintilator, jelikoz maji mensi
energii nez odrazené elektrony. Poté elektrony dopadaji na scintilator a vyvolaji luminiscenci
(zablesk svétla z viditelné oblasti okolo 550-650 nm) [57, 62]. Nasledné je signal fotont
pfeveden na fotondsobi€, ktery svételny signal pfevede na elektricky. Nevyhodou tohoto

detektoru je postupné se snizujici citlivost scintilatoru a ten se po ¢ase musi vymeénit [62].

primérni
eleKtrony

sekundérni

elektrony ator
svétlovod 7 fotonasobi¢
K4
10 kV

+200 V

Obrdzek 11: Detekcni systém podle Everharta-Thornleyho, prevzato z [62]

BSE detektor

Existuje n¢kolik typa detektorit pro odrazené elektrony. PouZiva se jiz vySe zminény
detektor podle Everhart-Thornleye ovSem v upraveném uspofadani znazornéném
V nasledujicim schématu (obr. 12) [62]. Zde je prstencovy scintilator piipevnén na okraj
pélovych nastavct posledni elektromagnetické ¢ocky, a to v takové geometrické poloze, aby
zachyt odrazenych elektronii byl co nejvétsi [62]. Uginnost v nejvyhodngjsi poloze dosahuje
vice nez 50 %. JelikoZ odrazené elektrony maji vysokou energii, dopadaji na scintilator
(prstencovy YAG monokrystal) bez jakéhokoliv dal§tho urychleni a excituji atomy
scintilatoru, které postupné emituji fotony. Nasledné zpracovani signalu je totozné s SE

detektorem [61]. Dalsim typem mutize byt polovodi¢ovy detektor nebo Schottkyho dioda [62].
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Obrazek 12: Schéma detektoru pro BSE, prevzato z [62]

Jiné druhy signélu
Na diive zminéném schématu (obr. 10) je vidét, ze je mozné pouzit i jiné detektory pro

analyzu RTG zareni, Augerovych elektronii nebo katodoluminiscence.

Pii analyze RTG zafeni vychazime zteorie, ze se elektrony nachazeji na tzv.
elektronovych hladinach (orbitalech). Kazda hladina ma své oznaéeni. Hladina nejblize k
jadru se oznacuje pismenem K. Dalsi hladiny, které jsou vice vzdaleny od jadra, se oznacuji
L, M, N. Vznik RTG zafeni nastava, kdyz primarni elektron vyrazi elektron z atomu vzorku
na nékteré hlading blize k jadru (napt. K). Po vyrazeném elektronu vznika prazdné misto, do
kterého se pfesune elektron z vyssi energetické hladiny (napt. L). Rozdil energie téchto dvou
hladin, ve kterych doslo k preskoku elektronu, je vyzafen jako charakteristické RTG zafeni.
Tyto energie jsou tabelovany a slouzi k identifikaci prvkového slozeni vzorku a tim se
roz§ifuji moznosti vyuziti téchto pfistroji [57]. RozliSujeme dva typy analyzatord RTG zafeni

—energiové (EDS) a vlnové (WDS) disperzni [57].

Vznik Augerovych elektront je zplsoben vyrazenim elektronu z vnitini vrstvy atomu.
Vznika zde dira, ktera je okamzité zaplnéna elektronem z vnéjsi vrstvy atomu. Energie tohoto
procesu je bud’ vyzatené RTG zéfeni, ale miiZze se stat, Ze energie je piedana elektronu
z vnéj$i slupky. Tento elektron mé dostate¢nou energii k opusténi slupky (Augertv elektron).

Augerovy elektrony nachazeji vyuziti pti zkoumani povrchovych jevi pevnych latek [57].

U katodoluminiscence dochazi k vytvotreni vakance ve valen¢nim pasu. Divodem je
piechod elektronu z valen¢niho pasu do vodivostniho pasu. Naslednou rekombinaci se vyzaii

energie ve formé fotond [57].
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1.8.7 Ptiprava vzorka pro SEM

Diky svému analytickému potencialu ma Vv dnesni dobé SEM vyuziti v mnoha
oborech. Hlavni uplatnéni nachazi v biologii (botanika, zoologie) a v lékafstvi (histologie,
patologie, anatomie). Vyuziva se ovSem také v primyslovych oborech (geologie, strojirenstvi,
metalografie) [57]. U biologickych preparati se posuzuje, jestli se jedna o mekkou nebo
tvrdou tkan. U tvrdé tkané (kosti, zuby, vlasy, aj.) je nutné zajistit vodivost povrchu. M¢kké

tkan¢ se musi fixovat, odvodnit, vysusit a pokovit [57].

Preparaty vhodné pro pozorovani v SEM by mély byt stabilni ve vakuu a povrch
preparatu by nemél obsahovat cizorodé Castice, napt. prach [60]. Pti ozafeni elektronovym
paprskem u nevodivych vzorkt mize dochazet ke $patnému odvadéni elektroni z povrchu a
vznikaji mista, které se vyznacuji velkou hustotou plosného naboje. V literatufe se hovoii o
tzv. nabijeni povrchu. Pro eliminaci nabijeni a zkvalitnéni snimku je mozné snizit urychlovaci
napéti a pouzivat nizké vakuum [57]. Dal§imi zplsoby eliminace nabijecich jevi je
pokovovani (naneseni vrstvicky kovu o tloust’ce 10 — 20 nm) a napafovani vzorku uhlikem.
Kovové vrstva odvadi negativni naboj, zvySuje produkci sekundarnich elektronti a také chrani
preparat pied teplem, které uvolfuji brzdici primarni elektrony [62]. Nejéastéji se pouzivanym
kovem je zlato, platina nebo slitina zlata a paladia [62]. NejcastéjSim zptisobem pokoveni je
tzv. katodové napraSovani. Principem je vznik doutnavého néaboje v prostfedi argonové
atmosféry za velmi nizkého tlaku pomoci elektrického napéti mezi katodou a anodou. Vyboj
zapfi€ini 1ionizaci plynu a vzniklé ionty putuji ke katodé obkrouzené prstencem
Z napraSovaného kovu. Z prstence se diky urychlenym iontim plynu vyrazi ¢astice kovu,
které smétuji k anod¢ tvofené stolkem, na kterém se nachdzeji vzorky. Postupné vznikne
Casticovy mrak, ktery obaluje povrch preparatu vrstvou kovu [57, 62]. Vysledna tloustka
kovové vrstvy by neméla zpisobit zakryti povrchovych detailii, ale méla by byt dostatecna

k odvedeni naboje [57].

Naparovani uhlikem probihd ve specidlni napatfovaci aparatufe, kde jsou uhlikové
nebo grafitové ty€e, z nichz jedna méa zazeny konec. Konce ty¢i se o sebe opiraji a pfi
pruchodu elektrického proudu v misté¢ zuzeni dojde ke zvySeni odporu a v disledku toho i

zvysSeni teploty na hodnotu, pfi které se z daného mista zane vyparovat uhlik [62].

Jak bylo zminéno, mékké tkdné€ se v prvnim kroku musi chemicky zafixovat za i¢elem
stabilizace a zamezeni autodegradace. Zaroven dojde ke zpevnéni povrchovych struktur.

Nejvice pouzivanymi fixa¢nimi ¢inidly jsou glutaraldehyd, formaldehyd a oxid osmicely [62].
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Cilem odvodnéni je nahrazeni vody v preparatu piisluSnym organickym
rozpoustédlem. Nejcastéji se pouzivaji rozpoustédla dobie misitelnd s vodou jako je aceton ¢i
ethanol. Pfi celém procesu je vzorek vystaven fadé roztokd se zvySujici se koncentraci

rozpoustédla (30 az 100 %) [57].

Po uplném nahrazeni vody je vzorek tfeba zbavit dehydratacniho cinidla. Kvuli
existenci povrchového napéti nelze vzorek susit pfirozené na vzduchu, jelikoZz dochazi
k tvarovym deformacim. Re$enim je metoda kritického bodu, ktera umoziiuje vyhnout se

pusobeni povrchového napéti dehydrataéni kapaliny na preparat [62].

Metoda kritického bodu je zalozena na skuteCnosti, Ze pti zahfivani kapaliny v
omezeném prostoru se docili stavu, ktery se oznacuje jako kriticky a je charakterizovan
kritickou teplotou a tlakem. V tomto stavu mizi veskeré rozdily mezi obéma fazemi a zminéné
povrchové napéti klesa na nulu. V tomto bodé je tedy vyhodné pievést kapalinu na plyn, ktery
se vypusti z uzaviené komory, a timto zplisobem vysusit pfipravovany vzorek bez poSkozeni.
Docilit kritické teploty a tlaku v laboratornich podminkach je mozné pouze u nékterych
kapalin. Nejvice se k témto Gcelim vyuziva kapalny oxid uhliity a specidlni aparatury do
kterych se kapalny oxid uhli¢ity napousti. S postupné rostouci teplotou roste i tlak v komofte.
Po dosazeni kritického bodu otevieme vypoustéci ventil a pomalu vypustime plynny oxid

uhli¢ity. Po dosazeni atmosférického tlaku se komora otevie a vyjmeme vysuSené preparaty
[57, 62].

K zabranéni opétovnému zvlhnuti se vysuSené vzorky lepi na vhodné nosice a
pokovuji. Nej€astéji se pouzivaji hlinikové kruhové podlozky liSici se podle typu mikroskopu,
které se vkladaji do karuselového drzaku pro podlozky. Pouzité lepidlo (uhlikové adhezivni
disky) nesmi obsahovat vodu a nemé&lo by byt vzlinavé, aby nezakryvalo povrchové detaily
vzorku. Mélo by byt stabilni ve vakuu a neménit zde své vlastnosti, mélo by byt elektricky
vodivé a nemélo by emitovat stejné jako nosi¢ zpétné odrazené elektrony [57, 62]. Na

obrazku €. 13 jsou zobrazeny uhlikové disky nalepené na hlinikovych podloZkach.
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Obrdzek 13: Uhlikové lepici disky a hlinikové podloZky pro vzorky SEM, pievzato z [64]

Dal$im zplisobem upravy vzorkl jsou tzv. mrazové metody. Vyznacuji se rychlosti
ptipravy pii zachovani povrchové struktury. Mrazové ldmani, leptdni a suSeni jsou
nejvyznamngj$i metody. Mrazové lamani dobte odhali vnitini povrchy bunéénych organel.
Lamani se nejcastéji provadi pomoci pinzet pod hladinou kapalného dusiku nebo na
chlazeném kovovém bloku. Vyhodou této metody je, Ze pti ni nedochazi k poSkozeni povrchu
tlakem ziletky nebo jinym feznym ndstrojem. Mrazové leptani zkoumé povrch odhaleny po
odkrojeni zmrzlého preparatu. Spociva v ¢aste¢né sublimaci ledu z takto obnazeného povrchu
za snizeného tlaku, pti které se zvyrazni povrchové struktury. Mrazové suseni spoc¢iva v tom,
ze zmrzly preparat je pfemistén do vakua, necha se z n€j vysublimovat led a poté je pokovem.
Mrazové suSeni se provadi ve specializovanych aparaturach, kde je mozné fidit rychlost

sublimace [57, 62].

1.8.8 Ptiprava matricovych tablet pro SEM

Spravna produkce generickych pevnych lékovych forem vyZaduje vysokou kvalitu
analytickych dat a pfistrojii. Dnesni analytické techniky umoznuji ziskat mnoho informaci o
sledovaném produktu. Jednou z dulezitych analytickych metod pro hodnoceni kvality
Iékovych forem je skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM). Vyuziva se pro pozorovani a
hodnoceni jednotlivych vrstev, jadra a povrchu pevnych 1ékovych forem. Dal§i metodou pro

charakterizaci jednotlivych slozek je FTIR [63].

K pripravé vzorka béznym zplisobem se pouziva skalpel, ostry niz nebo rozdélovac
tablet. Nicméné, vzorky piipravené témito nastroji nejsou vzdy optimalni a kvalitni. Casto

dochézi k rozmazéani vrstev, popraskani tablet a vytvofeni nerovného povrchu, coz je vazny
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problém pro dal$i analyzu pomoci SEM a FTIR. Na obrazku ¢. 14 jsou vidét jednotlivé fezy
S pouzitim ruznych nastroji (A — skalpel, B — d¢li¢ tablet, C — mikrotom). Dobie pfipravené
vzorky vyhodnocené SEM a FTIR poté umoznuji stanoveni obsahu a distribuce excipientl a

aktivni 168ivé latky [63].

Nejnovéjsi metoda piipravy vzorkil vyuziva mikrotom. Mikrotom ma cepele vyrobené
z oceli, skla, oceli obsahujici diamanty nebo diamantu samotného. Pro fezy pomoci
mikrotomu se nejlépe osvédcil parafinovy vosk, do kterého byla zkoumana tableta vlozena,
jak naznacuje obrdzek €. 15. Tento novy zpiisob zabudovani pevné 1ékové formy eliminuje

praskani a rozmazavani vrstev a fez je 1épe vyhlazeny [63].

Obrizek 14: Rezy tablety pomoci skalpelu (A), délice table (B), mikrotomu (C), prevzato z [63]

Obrdazek 15: Rez tablety vioZzené do parafinového vosku, prevzato z [63]
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2. Experimentalni Cast

2.1 Disolu¢ni testy

2.1.1 Laboratorni pfistroje a pomucky

Ptedvazovaci vahy PT 210 (Sartorius, Gottingen, Nemecko)

Analytické vahy Kern ALT 310-4AM (Kern&Sohn, Balingen, Nemecko)

Disolu¢ni aparatura SOTAX AT 7 Smart (SOTAX Pharmaceutical Testing s.r.o.,
Allschwil, Svycarsko)

UV/VIS spektrometr Agilent 8453 (Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Nemecko)

Manuélni lis (Trystom spol. s.r.o, Olomouc, CR)

Forma pro lisovani (PIKE technologies, Madison, USA)

Susarna Memmert Model 600 (Memmert. Schwabach, Némecko)

Lékovky

Kyvety d = 0,5 cm (Fisher, Mnichov, Némecko)

Bézné laboratorni sklo

2.1.2 Chemikalie

HCI, 35 % p.a. (Penta, Praha, CR)

NaOH (Penta, Praha, CR; p. a. cistota)

Ethanol 96 % p. a. (Lach-Ner s.r.o, Neratovice, CR)
Destilovana a redestilovana voda

NaCl p. a. (Lach — Ner s.r.0., Neratovice, CR)
Tramadol hydrochlorid > 99 % (HPLC) (Sigma Aldrich)
Prosolv® SMCC90 (JRS Pharma, Rosenberg, Némecko)
Kollidon® SR (SIGMA-ALDRICH Co., Némecko)
Alginat sodny (SIGMA-ALDRICH Co., Velka Britanie)
Stearat hotec¢naty (Acro Organics, USA)

LubriTose™ MCC
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Priprava zasobniho roztoku HCI:

Do 100 ml odmérné baiky bylo pfevedeno 36 ml 35 % HCI a nasledné doplnéno
destilovanou vodou po rysku.
Disolué¢ni médium — pH 1,2:

Do 2 | odmérné banky byly pfevedeny 4 g NaCl a nasledné bylo ptfidano 14 ml
zasobniho roztoku HCI. Roztok byl doplnén redestilovanou vodou na objem 2 | a pH

zkontrolovano pH metrem.

2.1.3 Pouzité programy

e Graph Pad Prism
e MS Word
e OriginPro

2.1.4 Ptiprava matricovych tablet

Celkem 7 hydrofilnich matricovych tablet s ucinnou latkou tramadol hydrochlorid
bylo piipraveno metodou piimého lisovani. Pfesné procentualni slozeni jednotlivych

formulaci je uvedeno v nasledujici tabulce (tab. 3).

Tabulka 3: Procentudlni sloZeni jednotlivych formulaci

Formulace F1L F2 F3 F4 F5 F6 F7
Tramadol hydrochlorid 20 20 20 20 20 20 20
Kollidon® SR - - - - 10 20 10
Alginét sodny 20 30 40 50 20 10 30
LubriTose™ MCC 1 1 1 1 1 1 1

Prosolv® SMCC 90 50 49 39 29 49 49 39

Vsechny komponenty byly navazeny na analytickych vahach a poté prevedeny do
misici patrony. Ve vibra¢nim mlynku byla provedena homogenizace s postupné se zvysujici
intenzitou kmiti za sekundu (10, 13, 15) s celkovou délkou trvani 1 minuty. Smés byla
prevedena do lisovaci formy a bylo zahajeno pfimé lisovani pomoci ruéniho lisu. Po
lisovacim procesu, ktery trval 5 minut pfi konstantnim tlaku 8 kN, vznikly tablety valcovitého
tvaru (obr. 16). Celkova hmotnost pro jednotlivé tablety byla 500 + 5 mg. Pro kazdy disolu¢ni
test byly ptfipraveno 6 tablet stejného sloZeni s t¢innou latkou TH a 1 tableta bez u¢inné latky

(slepa tableta, ,,blank*).
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Obrdzek 16: Tableta F2 pred pocatkem disoluce

2.1.5 Disolucni zkouska

V této praci byla pro disolu¢ni zkousku zvolena padelkova metoda. Disolucni test byl

provadén dle Ceského lékopisu [50]. Sklenéné, valcovité nadoby (tzv. zaludky) byly naplnény

900 ml disoluéniho média 0 pH 1,2. Teplota béhem disoluce byla udrzovana na 37 = 0,5 ° C.

Po vytemperovani disoluéniho média byly do jednotlivych nddob vlozeny tablety a byla

zahajena disoluce. Rychlost michani byla nastavena na 100 rpm (otac¢ky za minutu).

V priibéhu testu byly odebirany 3 ml vzorku v nasledujicich ¢asovych intervalech:

Tabulka 4: Casové intervaly odbérii vzorkii pro formulaci F2

Formulace 2

Pocet odebranych vzorki Casovy interval odbért [min]
8 15
4 30
8 60
6 120

Tabulka 5: Casové intervaly odbérii vzorkii pro formulace F1, F3, F4, F7
Formulace 1, 3, 4, 7

Pocet odebranych vzorki Casovy interval odbérd [min]
3 10
14 15
12 60
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Tabulka 6: Casové intervaly odbérii vzorkii pro formulace F5, F6

Formulace 5, 6

Pocet odebranych vzorki Casovy interval odb&ri [min]
3 10
14 15
12 60

Obrazek 17: Disolucni aparatura Sotax AT 7 Smart

2.1.6 UV/VIS spektroskopie

U vsSech odebranych vzorkd byla stanovena koncentrace uvolnéného TH pomoci
UV/VIS spektroskopie. Byly odecitany hodnoty absorbance pfi vinové délce 271 nm. Pi této
vlnové délce nedochazi k interferenci pouzitych excipientti. Odecet absorbance byl provadén

metodou fixni vinové délky s tiibodovou korekci pozadi (240 a 300 nm).

2.1.7 Kalibrac¢ni zavislost

Do 100 ml baiky bylo navazeno 20 mg t¢inné latky TH. Objem byl dopInén po rysku
disolu¢nim roztokem o pH 1,2. Z takto pfipraveného zdsobniho roztoku byl odebran vzorek a
pomoci dvojkového fedéni byla sestavena kalibra¢ni fada roztokl o koncentracich (20 mg/l —
1,25 mg/l). Vzorky byly zméteny na UV/VIS spektrometru proti samotnému disolu¢nimu
médiu 0 pH 1,2 pii vinové délce 271 nm. Bylo potvrzeno, Ze pro rozmezi koncentraci
tramadol hydrochloridu v némz probihala analyza, plati Lambert-Beertiv zdkon. Namétené
hodnoty absorbanci odpovidajici jednotlivym vzorkim kalibracni fady byly zpracovany

pomoci linedrni regrese. Ziskana kalibra¢ni pfimka je uvedena na obrazku 18.
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Obrdazek 18: Zavislost absorbance (A) na koncentraci TH

2.2 Skenovaci elektronova mikroskopie — SEM

2.2.1 Laboratorni pfistroje a pomiicky

e Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA 3 SBU (TESCAN, a.s., Brno, Ceskad
Republika)

e EDAX — energiové disperzni systém Quantax (Bruker Nano XFlash® Detector 410-
M, software Esprit, Bruker Nano GmbH, Berlin, Germany)

e Uhlikové ter¢iky (Pelco TabsTM, 12 mm, Ted Pella, Inc., CA, USA).

e Hlinikové podlozky

e Dusik 4.0 (Linde Gas a.s., Praha)

e Nz
2.2.2 Ptiprava vzorki tablet pro SEM

K pozorovani byly pouzity formulace F1 — F4, jejichZ sloZeni bylo totozné s tim, které
se nachdzi v tabulce ¢. 3. V prvnim kroku bylo nutné tabletu rozd¢lit na dvé ¢asti. V ramci
této diplomové prace byl pouzit ostry ocelovy nuz. Jedna cast tablety byla pouzita na
zkoumani vnéj$iho povrchu a druhd ¢ast na zkoumani v misté fezu. V misté€ fezu bylo potieba
povrch co nejlépe vyhladit, aby byly snimky co nejkvalitngjsi. Nasledné byl na hlinikovou
podlozku nalepen oboustranné lepici uhlikovy disk, na ktery byly nalepeny obé¢ casti tablety a

poté byl vzorek vlozen do komory mikroskopu.
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Obrazek 19: Vzorek tablety pred viozenim do komory

Obrazek 20: Mikroskop VEGA 3 SBU
2.2.3 Optimalizace nastaveni SEM

Pted samotnym pozorovanim vzorkl bylo nutné vyzkouset a nasledné vybrat vhodné
parametry. K testovani byla pouzita tableta tzv. blank, kterd neobsahovala u¢innou latku TH.
Hlavni parametry, které byly béhem testu ménény, byl tlak v komote, urychlovaci napéti a
intenzita elektronového svazku (BI). Ostieni a uprava jasu a kontrastu bylo feSeno

automatikou pfistroje.

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.64 mm VEGAJ TESCAN  SEM HV: 15.0kV WD: 14.64 mm VEGAS TESCAN  SEM HV: 200 kV ‘WD: 14.64 mm
View fieid: 1.00 mm Det: BSE 200 pm View field: 1.00 mm Det: BSE 200 ym View fieldd: 1.00 mm Det: BSE 200 pm
SEMMAG: 207 x  Date{midy): 0404119 SEM MAG: 207 x  Date{midly): 0404119 SEM MAG: 207 x  Date{midy): 0404119

Obrazek 21: Zobrazeni povrchu tablety pri tlaku 10 Pa (Bl = 10, U = 10, 15, 20 kV).
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SEM HV: 25.0kV WD: 14.49 mm VEGAS TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WD: 14.49 mm
View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 pm View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 pm
SEM MAG: 207 x  Date{midly): 0404119 SEM MAG: 207 x  Date{m/dly): 0404119

Obrazek 22: Zobrazeni povrchu tablety pri tlaku 10 Pa (BI = 10, U = 25, 30 kV).

Na obrazcich 21 a 22 je moZzné pozorovat vliv urychlovaciho napéti na kvalitu snimku.
Je patrné, ze zvySujici se napéti vice urychluje elektronovy svazek a tim elektrony ziskavaji
vetsi rychlost a tim roste i pocet zpétné odrazenych elektronti. Nejlepsi kvalitu obrazu pfi
zvolené intenzité elektronového svazku vykazuje snimek s hodnotou urychlovaciho napéti
30 kV. Pii zvolené intenzité elektronového svazku je tlak 10 Pa dostacujici k tomu, aby

nedochazelo k nabijeni vzorku, a tudiz ke snizovani kvality snimkd.

-

e
';-. >

~
L

—rw ——

SEM HV: 10.0kV WD: 14.42 mm VEGAS TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 14.43 mm VEGAS TESCAN  SEM HV: 20.0 kV WD: 14.43 mm
View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 pm View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 ym View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 ym
SEMMAG: 207 x  Date(midy): 040419 SEM MAG: 207 x  Date{m/dly): 0404/19 SEM MAG: 207 x  Date{m/dly): 0404119

Obrdzek 23: Zobrazeni povrchu tablety pii tlaku 10 Pa (Bl = 17, U = 10, 15, 20 kV).
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¢ * < e oTy e
SEM HV: 25.0 kV WD: 14,50 mm | VEGA3 TESCAN  SEM oKV D: 1 | VEGA3 TESCAN
View field: 1.00 mm Det: BSE 200 pm View field: 1.00 mm Det: BSE 200 ym

SEM MAG: 207 x  Date{midly): 0404119 SEM MAG: 207 x  Date{midly): 0404/19

Obrazek 24: Zobrazeni povrchu tablety pri tlaku 10 Pa (BI = 17, U = 25, 30 kV).

Na obrazcich 23 a 24 je mozné vidét postupné se zvySujici intenzitu nabijeni povrchu
vzorku (velkéd intenzita plosného néaboje), projevujici se svétlymi az bilymi plochami na
snimku. Problémy pfi odvadéni naboje z povrchu vzorku spojené s rostouci intenzitou
elektronového svazku maji za nasledek horsi kvalitu pofizenych snimkui. Kvalitu snimkd také

ovliviiuje zvysujici se urychlovaci napéti, které zvyraznuje svétlé plochy na snimeich.

SEM HV: 10.0kV WD: 14.50 mm | VEGAS TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WO: 1450 mm | | VEGAS TESCAN  SEM HV: 20.0 kV WD: 14.58 mm | VEGAS TESCAN

View field: 1.00 mm Dot: BSE 200 ym

200 ym View field: 1.01 mm Det: BSE 200 pm
SEM MAG: 207 X Date{m/dy): 0404119 SEM MAG: 207 x  Date{midly): 0404/19 SEM MAG: 206 X Date{m/dly): 040419

Obrazek 25: Zobrazeni povrchu tablety pri tlaku 50 Pa (Bl = 17, U = 10, 15, 20 kV).
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SEM HV: 25.0 kV WD: 14.42 mm VEGAS TESCAN  SEM HV: 30.0 kV WD: 14.43 mm
View field: 1.01 mm Dot: BSE 200 pm View field: 1.01 mm Dot: BSE
SEM MAG: 206 X Date{m/dy): 0404119 SEM MAG: 206X Date{midly): 0404119

Obrdzek 26: Zobrazeni povrchu tablety pri tlaku 10 Pa (Bl = 17, U = 25, 30 kV).

Na obrazcich 25 a 26 je mozné pozorovat zna¢ny vliv hodnoty tlaku v komote na
kvalitu zobrazeni. Pfi zvySeni tlaku na 50 Pa dochazi k lepSimu odvadéni plosného néboje
z povrchu, nicméné je potieba zvysit intenzitu elektronového svazku a také velikost
urychlovaciho napéti. Prvni snimek z obrazku 25 ukazuje, ze pii vyssim tlaku je nutné zvysit
napéti 1 intenzitu elektronového svazku, protoze slabé urychlovaci nedod4d primarnim
elektronim dostateCnou energii, a tudizZ nedochdzi k dostatecné produkci zpétn€ odrazenych
elektronti na detektor. Z toho divodu nedojde k zobrazeni povrchu pozorovaného vzorku.
Dale je patrné, Ze pii zvétSujicim se urychlovacim napéti dochazi ke zlepseni kvality snimkd,
jelikoz vyssi urychlovaci napéti dodd primarnim elektroniim vétsi energii, a tudiz dochazi po
interakci se vzorkem K vétsi produkci zpétné odrazenych elektroni a detekéni systém je
schopen zobrazit pozadovany povrch. Pfi tlaku 50 Pa a BI = 10 byly snimky nekvalitni, a

proto zde nejsou uvedeny.

Na zéklad¢ vySe zminénych poznatkli byl mikroskop nastaven na tyto parametry: tlak

v komote 10 Pa, urychlovaci napéti 20 kV a intenzita elektronového svazku BI = 15.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Disoluéni testy

3.1.1 Nelinearni regresni analyza disolu¢nich profilt

Vsechny namétené disolucni profily (F1 — F7) byly vyhodnoceny pomoci nelinearni
regresni analyzy. Nelinedrni analyza je dilezitym krokem pro matematicky popis disolu¢nich
profilt, ale také pomaha k ureni mechanismu uvoliiovani G¢inné 1atky z jednotlivych typt
matric. Pro statistické zpracovani byly pouzity nasledujici modely: kineticky model I. fadu,
Weibulliv statisticky model a model Korsmeyer-Peppas, ktery se aplikuje na 60 %

uvolnéného mnozstvi G€inné latky.

1007

— |.fad
— Weibull

uvolnéné mnozstvi TH (%)

0 2 4 6 8 10 12 14
t (hod)

Graf 1: Disolucni profil formulace F1 a vzhled tablety po 60 minutdch, proloZeno kinetickym modelem I. Fadu a
modelem Weibull
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Graf 2: Disolucni profil formulace F2 a vzhled tablety po skoncent disoluce, prolozeno kinetickym modelem I.
Fadu a modelem Weibull
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Graf 3: Disolucni profil formulace F3 a vzhled tablety po 45 minutich od pocatku disoluce, proloZeno
kinetickym modelem 1. Fadu a modelem Weibull
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Graf 4: Disolucni profil formulace F4 a stav tablety po 45 minutdch od pocdtku disoluce, proloZeno kinetickym
modelem I. Fadu a modelem Weibull
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Graf 5: Disolucni profil formulace F5 a vzhled tablety po 30 minutich od pocatku disoluce, proloZeno
kinetickym modelem 1. Fadu a modelem Weibull
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Graf 6: Disolucni profil formulace F6 a vzhled tablety po 15 minutach od pocatku disoluce, proloZeno
kinetickym modelem I. Fadu a modelem Weibull
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Graf 7: Disolucni profil formulace F7 avzhled tablety po 30 minutach od pocatku disoluce, proloZeno
kinetickym modelem I. Fadu a modelem Weibull
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3.1.2 Tabelarni ptehled vysledka nelinearni regresni analyzy

VSechny ziskané disolu¢ni profily byly zpracovany pomoci nelinerdni regresni

analyzy. Souhrnny piehled vysledki nelinearni regresni analyzy je uveden v Tab. 7 — 9.

Tabulka 7: Regresni analyza disolucnich profilii po proloZeni modelem I. radu

I. tad Croy = Co-(1— ekt
Formulace k£ SD (hod™?) Co = SD (%) RSS R?
F1 0,806 + 0,112 88,46 + 3,45 1735 0,9358
F2 0,336 + 0,017 92,91 + 1,70 412 0,9916
F3 0,331 +0,015 93,95 + 1,73 239 0,9939
F4 0,303+ 0,012 90,74 + 1,36 697 0,9898
F5 0,419 0,015 94,28 + 1,34 381 0,9933
F6 1,098 + 0,106 88,63 = 2,09 668 0,9748
F7 0,343 + 0,016 91,95 + 1,48 974 0,9859

Tabulka 8: Regresni analyza disolucnich profilii po prolozeni modelem Weibull

Weibull Cepy = Co - (1 — kD)
Formulace k< SD (hod™) Co = SD (%) b+ SD R?
F1 0,689 + 0,036 105,7 £ 3,20 0,549 +£ 0,275 0,9972
F2 0,341 £ 0,011 102,3+ 2,11 0,796 + 0,030 0,9979
F3 0,339 + 0,008 102,3+2,21 0,823 + 0,023 0,9989
F4 0,329 + 0,009 97,81 +1,93 0,799 £ 0,293 0,9965
F5 0,433 +0,012 98,93 + 1,66 0,856 £ 0,029 0,9970
F6 0,951 + 0,036 95,82+ 1,52 0,691 £ 0,029 0,9974
F7 0,377 £ 0,012 98,13 £ 2,01 0,787 £ 0,035 0,9944
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Tabulka 9: Regresni analyza disolucnich profilii po prolozeni modelem Kormeyer-Peppas

Korsmeyer — Peppas model A = at™
Formulace a+SD n+SD R?
F1 51,37+0,73 0,367 = 0,023 0,9967
F2 29,74 + 0,66 0,599 £ 0,025 0,9940
F3 29,22 +0,44 0,629 £0,016 0,9980
F4 27,46 + 0,64 0,599 + 0,022 0,9926
F5 34,13 +£0,59 0,641 + 0,024 0,9951
F6 60,01 = 2,46 0,513 £ 0,060 0,9918
F7 30,82 +0,91 0,572 + 0,032 0,9855

Z disolu¢niho profilu formulace F1 (graf 1), ktera obsahovala 20 % alginatu sodného,
a regresni analyzy disolu¢niho profilu (tab. 7, 8) je patrné, Ze naméfena data nespliiuji
kineticky model I. fadu, ale pro model Weibull byla dosazena vysokd hodnota koeficientu
determinace (tab. 8). Rychlostni konstanta I. ¥4du mé hodnotu k = 0,806 + 0,112 hod™ (tab. 7).
Hodnota parametru n = 0,367 + 0,023 (tab. 9) Korsmeyer-Peppasova modelu potvrzuje, ze

mechanismem uvoliiovani TH z matrice je primarné difuze.

Pocatek disoluéniho profilu formulace F2 (30 % alginatu sodného) spliuje kinetiku 1.
fadu, ovSem zhruba po uvolnéni 50 % ucinné latky odpovida profil vice statistickému modelu
Weibull. Z disoluéniho profilu je zfejmé, ze celkovy profil vystihuje 1épe model Weibull, coz
doklada i vyssi koeficient determinace (R? = 0,9979) nez u modelu 1. ¥adu (R? = 0,9916).
Rychlostni konstanta této formulace je k = 0,336 + 0,0167 hod™. To svédéi o vyraznému
zpomaleni uvoliovani u¢inné latky oproti formulaci F1. Hodnota parametru n = 0,599 +
0,025. Korsmeyer-Peppasova modelu ukazuje, Zze mechanismus uvoliiovani TH z matrice je

kombinaci difuze a eroze (superpozice transportnich d&jh).

Disolu¢ni profil formulace F3 (40 % alginatu sodného) je velmi podobny disolu¢nimu
profilu F2 (30 % alginatu sodného), o ¢emz svédci nalezené hodnoty rychlostnich konstant
(tab. 7). Disoluéni profil nejlépe vystihuje model Weibull s koeficientem determinace R? =
0,9989. Hodnota parametru n = 0,629 + 0,017 znaci, ze mechanismem uvoliiovani TH

z matrice je kombinace difuze a eroze.
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Formulace F4, kterd obsahovala 50 % algindtu sodného, vykazuje nejnizsi hodnotu
rychlostni konstanty k = 0,303 + 0,012 hod™ I. ¥adu. Zvysujici se obsah alginatu sodného ma
za nasledek zpomaleni uvolniovani u¢inné latky z hydrofilnich matricovych tablet. U této
formulace nejlépe popisuje dany disolucni profil model Weibull s koeficientem determinace
R? = 0,9965. Na zakladé hodnoty parametru n = 0,599 + 0,023 je mechanismem uvolfiovani

TH z matrice kombinace eroze a difuze.

Formulace F5 obsahovala 20 % alginatu sodného a 10 % Kollidonu® SR.
Kollidon® SR byl do formulace piidavan za tcelem zpomaleni uvolfiovani u¢inné latky
Z tablety. Nicméné, hodnota rychlostni konstanty k = 0,419 + 0,015 hod™? (tab. 7) je vyssi nez
u formulace F2. Disolu¢ni profil spliuje kinetiku I. fadu pfiblizné do hodnoty 75 %
uvolnéného mnozstvi, coz potvrzuje vysoka hodnota koeficientu determinace (R? = 0,9933).
Poté nastava jemny zlom a celd kiivka ma mirné esovity charakter. Celkovy disolu¢ni profil
ovsem lépe popisuje model Weibull (R? = 0,9970). Dle hodnoty parametru n = 0,641 + 0,025

je mechanismem uvolnovani TH z matrice kombinace difuze a eroze.

Formulace F6 obsahovala 10 % alginatu sodného a 20 % kollidonu® SR. Celkovy
disolu¢ni profil nejlépe popisuje model Weibull, coz potvrzuje i vysoka hodnota koeficientu
determinace (R? = 0,9974) oproti koeficientu determinace pro model 1. fadu (R? = 0,9748).
Z disolu¢niho profilu, ale také z hodnoty rychlostni konstanty k = 1,098 + 0,106 hod™ je
ziejmé, Ze z této formulace doslo k nejrychlejSimu uvolnéni G€inné latky. U této formulace
dochéazelo velmi brzy po kontaktu s disoluénim médiem ke zméné povrchu a rychlému
rozpadu tablet, zatimco tableta bez uinné latky vykazovala zna¢nou stabilitu a pomaly
rozpad. Rozdily v mechanické stabilit€¢ 1 disoluénim chovani ,blank® tablety a tablety
s Gicinnou latkou jsou ovlivnény vysokou rozpustnosti G¢inné latky. Kollidon® SR je vhodna
retardujici komponenta zejména pro ucinné latky Spatné rozpustné vodé. Mechanismus
uvolnovani ucinné latky z formulace F6 je dle parametru n = 0,513 + 0,061 kombinaci difuze

a eroze.

Posledni formulace F7 obsahovala 30 % alginatu sodného a 10 % Kollidonu® SR.
Z disolu¢niho profilu je patrné, ze danou zavislost vystihuje 1épe model Weibull (R? =
0,9944). Hodnota rychlostni konstanty je k = 0,343 + 0,016 hod™? (tab. 4). Mechanismem

uvolnovani G¢inné latky je dle parametru n = 0,573 + 0,033 kombinace difuze a eroze.

59



3.1.3 Disoluéni profily formulaci F1 — F7

Vsechny hydrofilni matricové tablety (F1 — F7) byly testovany na zakladé disolucni
zkousky v disolu¢nim médiu o pH 1,2. Disolu¢ni profily tablet byly sestrojeny na zakladé
statistického zpracovani Sesti stejnych vzorkl. Jednotlivé mnozstvi ulinné latky bylo

stanoveno pomoci UV/VIS spektroskopie.
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Graf 8: Disolucni profily formulaci F1-F7
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3.1.4 Disoluéni profily formulaci F1-F4 obsahujici alginat sodny
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Graf 9: Disolucni profily formulaci obsahujici alginat sodny

V grafu 8 jsou disolu¢ni profily zobrazeny ve formé aritmetickych praméra spolu se
smerodatnymi odchylkami. Z grafu 1 je patrné, Ze nejrychlej$i uvoliiovani u¢inné latky
probiha u formulace F6 obsahujici 20 % Kollidon® SR a 10 % alginatu sodného. U
Kollidonu® SR se predpokladalo, Ze jeho pouziti v kombinaci s alginatem sodnym jako
nosnou matrici zpusobi prodlouzené uvolnovani uU€inné latky. Nicméng, v porovnani
s formulaci F2, kterd obsahuje jako nosnou matrici 30 % alginatu sodného je patrné delsi
uvoliovani Gginné latky z tablety. To miiZe poukazovat na to, ze Kollidon® SR je vhodn&;jsi
pro léciva Spatné€ rozpustné ve vodé. Naopak nejpomalejsi uvoliovani vykazuje formulace F4,

kterou tvoti 50 % alginatu sodného.

V grafu 9 jsou zobrazeny disolucni profily formulaci F1 — F4. VSechny tyto formulace
obsahovaly jako nosnou matrici algindt sodny. Rozdily téchto formulaci spocivaji
V procentualnim zastoupeni alginatu sodného. Je patrné, ze formulace F1 (20 % alginatu
sodného) vykazuje nejrychlejsi uvolnovani uc¢inné latky. Naopak jiz zminéna formulace F4
(50 % alginatu sodného) vykazuje nejpomalejsi pribéh uvolnovani. Ze ziskanych disolu¢nich
profild je patrné, Ze s rostoucim obsahem alginatu sodného klesa rychlost uvoliiovani u¢inné

latky, coZ je potvrzeno snizujici se hodnotou rychlostni konstanty I. fadu (graf 10).
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Graf 10: Porovndni rychlostnich konstant I. #adu formulaci F1-F4 v zavislosti na obsahu algindtu sodného
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Graf 11: Disolucni profily formulaci F1-F7, proloZeny modelem Korsmeyer-Peppas
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3.2 SEM

3.2.1 Ovéfeni homogenity ptipravenych formulaci

V této Casti prace byl testovan vliv metody pfimého lisovani tablet na homogenitu
pfipravenych tablet pomoci SEM-EDX. Jednd se o relativné nedestruktivni rentgenovou
spektroskopickou metodu k uréeni lokalniho chemického slozeni materiald. Principem této
metody je méfeni intenzity charakteristického RTG zafeni vybuzeného ze vzorku (viz. 1.8.6
Detektory). Z nasledného charakteristického spektra 1ze urcit kvalitativni, semikvantitativni a

kvantitativni chemické slozeni.

Formulace 1

* |sH :
iV,

ap data sodik'401

E MAG: 37x HV: 206V WD: 15,0mm

a5 : 8
SEM HV: 20.0 kV WO: 15.00 mm VEGAJ TESCAN T
jprdata 383 © 200

View fleld: 2.44 mm Det: BSE 500 pen

SEMMAG: 85x  Date(midly): 0310519 MAG: 57x H\/.fmﬂ/ WD1 5

Obrazek 28: Zobrazeni iezu tablety F1 pomoci BSE (vlevo) a SEM-EDX (vpravo)

63



Formulace 2

SEM HV: 20.0 KV 1 ] CAN b > . v i, : 200 kV WD: 15.00 mm
View field: 5.61 mm Map data sodikeg s ¥ e . i 52 mm Det: BSE
SEMMAG: 37x  Date(midly): 031919 SE_MAG: 25% HV:28K R 4 3 N SEMMAG:32x  Date(midy): 031919

Obrdzek 29: Zobrazeni povrchu tablety F2 pomoci BSE (vlevo) a SEM-EDX

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm

View field: 2.52 mm Det: BSE 500 pm
SEM MAG: 82 x Date(midly): 031919

Obrazek 30: Zobrazeni rezu tablety F2 pomoci BSE (vlevo) a SEM-EDX (vpravo)
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Formulace 3

SEMHV: 200KV | WD: 15.00 mm q ) VEGAS TESCAN

View field: 2.73 mm Det: BSE 500 pm )

g Tl s
S %
SEMMAG: 76 x  Date(midly): 03726/19 S CIRV:S »l WD

Obrazek 31: Zobrazeni povrchu tablety F3 pomoci BSE (vlevo) a SEM-EDX (vpravo)

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm
View field: 1.49 mm Det: BSE 200 pm
SEM MAG: 140 x  Date(midly): 03/26/19

Obrazek 32: Zobrazeni rezu tablety F3 pomoci BSE (vlevo) a SEM-EDX (vpravo)
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Formulace 4

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm VEGAS TESCAN

View field: 2.52 mm Det: BSE 500 pm
SEM MAG: 82 x Date( ): 031919

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm |

View field: 1.22 mm Det: BSE 200 pm
SEM MAG: 170 x  Date(m/dly): 03/19/19

Obrazek 34: Zobrazeni rezu tablety F4 pomoci BSE
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U formulace F1 byl postupné zkouman povrch a poté podélny fez tablety. Na obrazku
27 je snimek povrchu tablety, kde je vyrazné zobrazeno pomérné velké lozisko ucinné latky
TH. Po celém povrchu jsou déle vidét mensi loziska TH a také v menSim mnozstvi Castice
alginatu sodného. Na druhém snimku bylo provedeno mapovani povrchu elektronovou
mikroanalyzou a hlavni pozorované slozky tablety jsou barevné zobrazeny. TH je zobrazen
zelenou barvou a alginat sodny cervenou. V nésledujicim obrazku 28 je zobrazen ez tablety.
Zde je zobrazeno velké lozisko TH spolu s ¢asticemi alginatu sodného, které jsou oproti
povrchové Castici lehce zdeformované a maji vice valcovity tvar, coz je zptisobeno tlakem pii

lisovani tablety.

Na obrazcich 29 a 30 je zobrazen povrch a fez tablety F2. U této formulace je na
povrchu vidét velké lozisko TH. Na snimku je TH zobrazen vyrazné svétlou barvou nez
ostatni komponenty tablety. Tim, ze TH obsahuje atomy chloru, které maji vyssi protonové
&islo neZ ostatni piitomné atomy (sodik, uhlik, vodik), je zobrazen nejsvétlejsi barvou. Céstice
alginatu sodného jsou zobrazeny tmavsi barvou a mizeme si v§imnout, Ze jsou zatlaceny do
povrchu tablety a jsou velice dobie rozpoznatelné i bez pouziti elektronové mikroanalyzy. Na
obrazku 30 je zobrazen fez tabletou kde mlizeme pozorovat lehce zplostélé Castice alginatu po
stlaceni. V fezu jsou pozorovany mensi shluky TH a rozmisténi je pravidelné bez vétsich

lozisek TH.

Obrazky 31 a 32 zobrazuji povrch a fez tabletou F3. Na povrchu tablety pozorujeme
shluky TH, které jsou rozmistény homogennéji nez u formulace F2 a neni zde pozorovano
zadné velké lozisko. Vidét mizeme také veEtsi Castici alginatu sodného spolu s menSimi

¢asticemi vnofenymi do povrchu tablety. Snimky na obrazku 33 zobrazuji fez tabletou.

Na obrazku 33 je zobrazen povrch tablety F4. Pozorujeme velké mnozstvi Castic
alginatu sodného vtlacené do povrchu tablety. Mezi témito casticemi miZeme vidét
pravidelné rozmisténé shluky TH bez vétsich lozisek. V poslednim obrazku 34 je zobrazen
detail fezu tabletou. MuZeme si vSimnout nékolika castic alginatu sodného, které jsou
deformovany a vytvaii ovalné az ploché struktury. Diivodem téchto zmén je tlak, ktery plisobi

na Castice a celou tabletu v pribéhu lisovani.
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4. Zavér

Vramci této diplomové prace bylo piipraveno sedm formulaci hydrofilnich
matricovych tablet obsahujicich tramadol hydrochlorid jako ucinnou latku. Vsechny
piipravené tablety byly podrobeny disolu¢ni zkousce. Pomoci disolu¢ni zkousky byl urcéen
mechanismus a také rychlost uvoliiovani ucinné latky z tablety. Jako pojivo pro pfipravu
vSech hydrofilnich matric byl pouzit Prosolv® SMCC 90. Jedna se o smésné pojivo skladajici
se z 98 % mikrokrystalické celulosy a z 2 % koloidniho oxidu kfemicitého. Formulace F1-F4
obsahovaly jako retardujici komponentu ptirodni polysacharid alginat sodny. Formulace F5-
F7 obsahovaly jako retardant kombinaci alginatu sodného a Kollidonu® SR (fyzikalni smés

polyvinylpyrrolidonu a polyvinylacetatu).

Z vyslednych disolucnich profilt a vysledkl nelinedrni regresni analyzy je zfejmé, ze
nejpomalejsiho uvoliiovani tramadol hydrochloridu bylo dosazeno u formulace F4 obsahujici
50 % alginatu sodného. Nejrychlejsiho uvolnovani TH bylo dosazeno u formulace F6
obsahujici 20 % Kollidonu® SR a 10 % alginatu sodného. Celkové u viech formulaci
obsahujicich kombinaci Kollidonu® SR a alginatu sodného doslo ke zvySeni rychlostni
konstanty, a tudiz k rychlej§imu uvolfiovani G¢inné latky oproti formulacim, které obsahuji
pouze alginat sodny. U tablet s Kollidonem® SR byla zjisténa vys$§i rozpadavost tablet a
miZzeme tedy konstatovat, e Kollidon® SR neni p#ili§ vhodny pro tablety obsahujici 1é¢ivo
vysoce rozpustné ve vodé. Z vysledkl regresni analyzy plyne, Ze disoluc¢ni profily 1épe
popisuje Weibulliiv statisticky model, o ¢femz sveédéi vysoké hodnoty koeficientu
determinace. Zregresni analyzy pomoci modelu Korsmeyer-Peppas vyplyva, ze
mechanismem uvoliiovani u¢inné latky pro formulace F2-F7 je kombinace difuze a eroze
(superpozice transportnich jevil). Formulace F1 vykazuje C¢ist¢ difuzni mechanismus

uvoliiovani uc¢inné latky.

Ve druhé casti této prace byla oveéfovana homogenita pfipravenych tablet pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu. Homogenita pfipravenych tablet byla testovana
pouze u formulaci obsahujicich alginat sodny jako retardujici slozku. Z analyzy SEM je
patrné, ze u nckterych formulaci dochdzi ke tvorbé lozisek TH, zfejmé nasledkem
rozdily v rychlosti uvolfiovani u¢inné latky, jelikoz hrozi, Ze bude uvolnéno vétsi mnozstvi
1é¢iva najednou. To miize mit vliv na vysledny disoluéni profil 1é¢iva. Resenim by mohlo byt
zvySeni intenzity michani ve vibraénim mlynku, popiipadé prodlouZeni ¢asu michani pfi

homogenizaci.
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Pro zkoumani povrchu a fezu tablet byl vyuzit detektor BSE, ktery zobrazuje
pozorované Castice na zdklad¢é velikosti stfedniho protonového Eisla, a proto bylo mozné
rozli$it jednotlivé komponenty, hlavné tedy ¢astice alginatu sodné¢ho a TH. TH je na snimcich
vzdy zobrazen nejsvétlej§i barvou. Pro posouzeni homogenniho rozlozeni UL a alginitu
sodného byla pouzita metoda SEM — EDX. Homogenni rozloZeni bylo potvrzeno u formulaci

F3 a F4. Nehomogenni rozlozeni bylo nalezeno u formulaci F1 a F2.
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