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(57)  Anotace:
Predkladané feseni se tykd kompozitu a zpusobu vyroby
kompozitu, jedna se o kompozit beta-glukanové ¢astice s
inkorporovanym, ve vodé §patné rozpustnym, 1écivem,
které ma rozpustnost ve vodé 30 mg/ml nebo méng¢,
méfeno pii teplot€ 37 °C apH 1 az 8, pticemz hmotnostni
pomér ve vode Spatné rozpustného 1éc¢iva k beta-
glukanové ¢astici je v rozmezi od 0,1-107 do 3. Ve vodé
$patné rozpustné 1é¢ivo se rozpusti v organickém
rozpoustédle, vybraném ze skupiny zahrujici ethanol,
methanol, aceton, dichlormethan, trichloromethan,
chloroform, isopropanol, hexan, heptan, cyklohexan,
toluen nebo jejich smési véetné smési s vodou, a beta-
glukanové Castice se pridaji do roztoku lé¢iva za vzniku
suspenze, kterd se nasledné ususi rozpraSovanim v plynné
atmosféfe za vzniku kompozitu beta-glukanové ¢astice s
prislu$nym lé¢ivem.
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Zpusob vyroby kompozitu beta-glukanovych castic sinkorporovanym, ve vodé Spatné
rozpustnym, lé¢ivem, farmaceuticky pripravek a jejich pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka formulace kompozitu obsahujicich beta-glukanové Castice (glucan
particles, GP), s vvhodou kvasinkového puvodu, a ve vodé nerozpustna nebo Spatné rozpustna
léciva. Kompozity mohou vykazovat rizné stupné krystalinity v zavislosti na formulaci a
v dusledku toho lze ridit kinetiku rozpousténi. Beta-glukanové Castice kvasinkového puvodu se
pouzivaji jako nosiCe pro zapouzdfeni a amorfizaci ve vod€ nerozpustnych nebo Spatné
rozpustnych 1é¢iv, pfiéemz amorfni pfipravky vykazuji vyssi rychlosti rozpousténi a tudiz 1 lepsi
biologickou dostupnost l¢¢iva. Predkladany vynalez se dale tyka zpusobu pripravy kompozita
technikou rozpraSovaciho suseni a jejich pouziti.

Dosavadni stav techniky

Spatna rozpustnost 1éGiv, a stim souvisejici nizka rychlost rozpousténi ve vodnych
gastrointestinalnich tekutinach, je jednou z nejcastéjSich pficin nizké biologické dostupnosti,
hlavné v pripadé 1¢kovych forem pro oralni aplikaci, coz je nejcastéjSi a nejpohodIné;si zpusob
podavani. Vzhledem k tomu, ze 90 % l¢civ nachazejicich se ve fazi objevu a vice nez 40 % léciv
schvalenych pro trh je ve vodé nerozpustnych nebo Spatné rozpustnych, soustfedi se
farmaceuticky pramysl na vyvoj strategii pro zlepSeni rozpustnosti 1é¢iv ve vodé.

Jedna z nejslibnéjSich metodik zlepSovani rozpustnosti 1éciva spociva ve vyvoji léciva jako
amorfni pevné latky. Ve srovnani se svym krystalickym protéjskem vykazuje amorfni forma
vysSi vnitini energii a v dusledku toho 1 lepsi termodynamické vlastnosti, véetné lepsi
rozpustnosti, neZ krystalicka forma. Amorfni forma léciva je vSak Casto nestabilni a ma tendenci
konvertovat na krystalicky stav, ktery ma niz§i vnitini energii. Nevyhodami soucasného stavu
techniky jsou tedy nizka rozpustnost vétSiny 1éCiv, nizka stabilita jejich amorfni formy a sklon ke
konverzi na jest¢ mén¢ rozpustnou krystalickou formu. Jednim ze zpusobu, jak prekonat vyse
uvedené nevyhody, je vpraveni léciva do amorfnich nosicli, obvykle polymeri. Vysledné
kompozity jsou znamé jako amorfni pevné disperze - disperze 1éCiva v amorfni polymemi
matricl.

Glukanové castice (glucan particles, GP) jsou duté a porézni mikrokuliCky ziskané z bunécné
stény pekarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae, prevazné slozené z polysacharidu (> 85 % -
glukani). Protoze jsou ziskany =z mikroorganismi, mohou je receptory rozpoznavajici
molekularni motivy imunitnich bunék hostitele rozpoznat a spustit imunitni reakce (Samuelsen,
AB.C., J. Schrezenmeir, and S.H. Knutsen, Effects of orally administered yeast-derived beta-
glucans: A review. Molecular Nutrition & Food Research, 2014. 58(1): s. 183-193). Z tohoto
divodu jsou glukanové Castice obzvlasté zajimavé jako biotemplaty pro zapouzdreni a transport
1¢¢iv cileny na makrofagy.

Siroka skala vodorozpustnych latek, véetné peptidi, siRNA a DNA, byla uspéiné zapouzdiena
do glukanovych ¢astic pro cileny transport. Navic byly ve vod¢ rozpustné bioaktivni molekuly se
zvySujicimi se molekulovymi hmotnostmi zapouzdfeny do beta-glukanovych ¢astic za ucelem
studia stability suspenze a difuznich vlastnosti.

Rozprasovaci suSeni je dobfe zavedena technika, ktera byla usp€Sn¢ pouzita pro vyrobu
amorfnich pevnych disperzi. Obvykle se 1éCivo a polymerni nosi¢ rozpusti ve vhodném
spoleéném rozpoustédle. Tento roztok se potom nastfikne do suSici komory, ve které se
rozpoustédlo odpafi za vzniku amorfnich kompozitnich Eastic, které se dale oddéli a odeberou.
Zapouzdieni ve vodé rozpustnych aromatickych latek ve zbytkovych bunkach kvasinek
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technikou rozpraSovaciho suseni popsali Sultana, A., et al., Microencapsulation of flavors by
spray drying using Saccharomyces cerevisiae. Journal of Food Engineering, 2017. 199
(Supplement C): s. 36-41. Dostupné publikace jsou zamérfeny na pouziti techniky rozprasovaciho
suSeni jako posledniho kroku pfi pripravé beta-glukanovych castic kvasinkového puvodu.
Srovnavaci studie prokazaly, Zze oproti jinym technikam suSeni vede rozpraSovaci suseni ke
zlepSenym vyslednym vlastnostem glukanovych ¢astic. Glukanové ¢astice suSené rozpraSovanim
lze naplnit uc¢innymi latkami; Upadhyay, T.K., et al., Preparation and characterization of beta-
glucan particles containing a payload of nanoembedded rifabutin for enhanced targeted delivery
to macrophages. EXCLI journal, 2017. 16: s. 210-228., zabudovali rifabutinové nanoprecipitaty
inkubaci glukanovych Castic susenych rozprasovanim v rifabutinovém kyselém vodném roztoku s
naslednym vysrazenim 1éCiva po pridani Tris pufru.

Podstata vynalezu

Formulace predkladaného vynalezu a zpusob jejich pfipravy pomoci rozpraSovaciho suseni
predstavuji nové kompozity na bazi GP s fizenou kinetikou rozpousténi ve vod¢ nerozpustnych
nebo Spatné rozpustnych 1€¢iv. Tyto nové kompozity prekonavaji nevyhody dosavadniho stavu
techniky a predstavuji Castice se zlepSenymi tokovymi vlastnostmi prasku a zlepSenou
dispersibilitou ve vod¢, které¢ umoziuji zlepsit biologickou dostupnost ve vod¢€ nerozpustnych
a/nebo Spatné rozpustnych 1éCiv.

Vynalez se tedy tyka novych kompoziti beta-glukanovych ¢astic kvasinkového pivodu a
farmakologicky ucinnych latek, které jsou nerozpustné nebo Spatné rozpustné ve vodé nebo ve
vodnych roztocich. Spatnou rozpustnost ve vodé pro uéely piedkladancho vynalezu lze definovat
jako 30 mg/ml nebo mén¢, méfeno pii 37 °C, ve vodé/vodnych roztocich s pH v rozpéti hodnot 1
az 8, coz odpovida rozpéti pH, které¢ se nachazi v gastrointestinalnim traktu. Vynalez také
poskytuje zpusob vyroby téchto kompozitu technikou rozprasovaciho suseni, farmaceutickou
kompozici obsahujici tyto kompozity a jejich pouZiti.

Predmétem predkladaného vynalezu je tedy zpusob vyroby kompozitu beta-glukanové castice, s
vyhodou kvasinkového puvodu, s inkorporovanym jednim nebo vice ve vodé Spatné rozpustnym
léCivem, pricemzZ toto ve vodé Spatné rozpustné 1€¢ivo ma rozpustnost ve vodé 30 mg/ml nebo
méné, méreno pii teploté 37 °C (pH 1 az 8), a hmotnostni pomér ve vod¢ Spatmé rozpustného
lé¢iva k beta-glukanové &astici kvasinkového pivodu je v rozmezi od 0,1-107 do 3, vyhodné od
0,1 do 2, vyhodnéji od 0,2 do 1 a nejvyhodnéji od 0,25 do 0,5, pficemz:

1) ve vodé Spatné rozpustné 1é¢ivo nebo jejich smés se rozpusti v organickém rozpoustédle,
vybraném ze skupiny zahrnujici ethanol, methanol, aceton, dichlormethan, trichloromethan,
chloroform, isopropanol, hexan, heptan, cyklohexan, toluen nebo jejich smési, véetné pripadné
smési s vodou, s vyhodou v koncentraci do 150 mg/ml, vyhodnéji od 0,5 do 20 mg/ml;

1) beta-glukanové cCastice se pridaji do roztoku z kroku 1) za vzniku suspenze, vyhodné
s vyslednou koncentraci 200 mg az 4 g beta-glukanovych castic na 100 ml roztoku z kroku 1),
vyhodnéji s koncentraci od 500 mg do 3 g beta-glukanovych ¢astic na 100 ml roztoku z kroku 1),
nejvyhodnéji s koncentraci od 1 g do 2 g beta-glukanovych ¢astic na 100 ml roztoku z kroku 1);

11) suspenze ziskana v kroku 11) se ususi rozpraSovanim v plynné atmosfére za vzniku kompozitu
beta-glukanov¢ Castice kvasinkového puvodu s ve vodé Spatné rozpustnym 1é¢ivem.

Vysledny kompozit beta-glukanové castice kvasinkového puvodu se zabudovanym ve vodé
Spatné rozpustnym léCivem obsahuje 1éCiva ve vod€ nerozpustna nebo Spatné rozpustna uvnitf
a/nebo rovnomémg¢ dispergované s glukanovymi ¢asticemi.
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Prekvapujicim u¢inkem vynalezu je tvorba amorfnich pevnych disperzi na bazi beta-glukanovych
¢astic. Inkorporace ve vod¢ nerozpustnych nebo Spatn€ rozpustnych 1€¢iv do glukanovych ¢astic
podporuje amorfizaci 1éCiv, coZz ma za nasledek kompozity s vy§Simi rychlostmi rozpousténi,
zlepSenymi tokovymi vlastnostmi a dispergovatelnosti ve vode¢, a tedy zlepSenou biologickou

dostupnosti 1é¢iva. Jemnym doladénim parametri rozprasovaciho suseni a kompozic kompoziti
je mozné vyrabét pripravky, ve kterych je 1éCivo obsazeno uvnitf glukanovych Castic nebo
kompozity, ve kterych je 1éCivo Castecné uvnitf a Casteéné mimo castice, a tak formulovat
pripravky s riznymi rychlostmi rozpousténi a/nebo biologickymi odezvami, v zavislosti na
povaze léciva.

V jednom provedeni pfedkladaného vynalezu je vstupni teplota rozpraSovaciho suseni v kroku
1) v rozmezi od 30 do 250 °C, s vyhodou je vstupni teplota od 50 do 150 °C, rychlost nastiiku je
mezi 1 a 20 mililitry za minutu a pritok susSiciho plynu je v rozmezi od 100 do 600 l/hod. Jako
susici plyn lze pouzit dusik, argon, helium, vzduch nebo jejich smési.

S vyhodou jsou beta-glukanové astice pripraveny ze Saccharomyces cerevisiae. Vyhodnéji jsou
beta-glukanové Gastice piipraveny ze Saccharomyces cerevisiae metodou popsanou v Saloi, 1., et
al., Suspension stability and diffusion properties of yeast glucan microparticles. Food and
Bioproducts Processing, 2016. 99: s. 128-135. Priprava je zaloZena na séru alkalickych a
kyselych proplachovani za pouziti vodné¢ho hydroxidu a vodné anorganické kyseliny pii teploté
vysSi nez 50 °C, nasledovanych kroky promyvani vodou a organickymi rozpoustédly misitelnymi
s vodou. Konecny produkt se s vyhodou lyofilizuje.

V jednom provedeni se kvasinka nejprve trikrat podrobi alkalickému proplachovani tak, ze se
600 ml 1M roztoku NaOH piida ke 150 g suseného drozdi. Suspenze se zahfeje na 90 °C a micha
se magnetickou tyCinkou po dobu jedné hodiny, pak se suspenze odstfedi a supematant se
odstrani. Hodnota pH fidké suspenze ziskané po alkalickém promyvani se upravi na hodnotu
mezi 4 a 5 pridanim roztoku HCI (35%). Kysela suspenze se micha 2 hodiny pii 75 °C, nasledn¢
se odstfedi, aby se odstranil supematant. Nakonec s¢ suspenze promyje deionizovanou vodou
(tfikrat), 1sopropanolem (Ctyrikrat) a acetonem (dvakrat), lyofilizuje se po dobu dvou dna a
skladuje v chladnicce pro dalsi pouziti.

V jednom vyhodném provedeni piedkladaného vynalezu je ve vodé Spatné rozpustné 1éCivo
vybrané ze skupiny zahmujici ibuprofen, kurkumin, atorvastatin, diplakon, artemisinin, morusin,
epigalokatechin galat, resveratrol, kyselinu acetylsalicylovou a kyselinu ellagovou.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale kompozit beta-glukanové castice, s vyhodou
kvasinkového puvodu, s inkorporovanym, ve vodé Spatn¢ rozpustnym, léCivem, pripravitelny
zpusobem podle predkladané¢ho vynalezu, pficemz ve vodé Spatné rozpustné IéCivo ma
rozpustnost ve vod¢ 30 mg/ml nebo méné, méfeno pri teplot¢ 37 °C s pH 1 az 8, a hmotnostni
pomér ve vod¢ Spatné rozpustného léCiva ku beta-glukanové ¢astici kvasinkového puvodu je
v rozmezi od 0,1-107 do 3, vyhodné od 0,1 do 2, vyhodné&ji od 0,2 do 1, nejvyhodnéji od 0,25 do
0,5.

Predmétem predkladaného vynalezu je rovné€z farmaceuticka kompozice, ktera obsahuje
kompozit podle predkladaného vynalezu a dale alespori jeden farmaceuticky pfijatelny nosic,
vybrany ze skupiny zahmujici plniva, jako jsou cukry, napfiklad laktéza, sachardza, mannitol
nebo sorbitol, celuldézové pripravky a/nebo fosforeCnany vapenaté, napriklad trifosfore¢nan
vapenaty, nebo hydrogenfosforeCnan vapenaty, a dale pojiva, jako jsou Skroby, napriklad
kukufi¢ny, pSeniény, ryZovy nebo bramborovy Skrob, methylceluldza,
hydroxypropylmethylceluléza, sodna sul karboxymethylcelulosy a/nebo polyvinylpyrrolidin,
a/nebo, pokud je to zadouci, rozvoliovadla, jako jsou napfiklad vySe uvedené Skroby a dale
karboxymethylskrob, zesitény polyvinylpyrrolidon, kyselina alginova nebo jeji sul, jako je
napiiklad alginat sodny, stabilizatory, excipienty, zeyména regulatory tokovosti a kluzné latky,
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napiiklad kyselina salicylova, mastek, kyselina stearova nebo jeji soli, jako je stearat horfecnaty
nebo stearat vapenaty, a/nebo polyethylenglykol nebo jeho derivaty.

V jednom provedeni farmaceuticka kompozice dale obsahuje ve vodé Spatné rozpustné 1éCivo
v krystalické formé, které¢ neni zapouzdfené v glukanovych Casticich. Ve vodé Spatné rozpustné
1¢¢ivo v krystalické form¢ je vybrano ze skupiny zahrujici ibuprofen, kurkumin, atorvastatin,
diplakon, artemisinin, morusin, epigalokatechin galat, resveratrol, kyselinu ellagovou a
amlodipin. Pritomnost amorfniho 1éCiva v glukanové castici a krystalického léfiva mimo
glukanovou ¢astici ve farmaceutické kompozici umoziuje nastavit a kontrolovat kinetiku
rozpousténi a biologickou dostupnost pouzitého ve vod¢ Spatné rozpustného 1é¢iva. Vyhodnéji je
1é¢ivo v krystalické form¢ stejné jako 1é¢ivo v amorfnim stavu v glukanové ¢astici.

Dal§im predmétem predkladaného vynalezu je pouziti kompozitu a/nebo farmaceutické
kompozice podle predkladan¢ho vynalezu jako 1éciva.

Dal§im predmétem predkladaného vynalezu je pouziti kompozitu a/nebo farmaceutické
kompozice podle predkladan¢ho vynalezu jako 1éCiva s fizenym uvolfiovanim.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Morfologie mikrocastic vyrobenych v Prikladu 2, vyhodnoceno rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700.

Obr. 2: Vytéznost procesu pripravy kompozita z Prikladu 2.

Obr. 3: Rentgenova difrakce, hodnoceni krystalinity vzorku z Prikladu 2 zaznamenanim
difrakénich intenzit vyrobenych mikro¢astic v rozmezi 5° az 50° ahlu 20 pomoci pfistroje
PANaytical X Pert PRO s difraktometrem High Score Plus.

Obr. 4: Morfologie mikro€astic vyrobenych v Pikladu 3, vyhodnoceno rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700. Sipky ukazuji kurkumin nalezeny
mimo glukanové Castice.

Obr. 5: Kompozity z Prikladu 3 pozorované pomoci optického fluorescenéniho mikroskopu pri
excitaci svétlem v modré oblasti (excitace 470 az 490 nm, emise nad 515 nm).

Obr. 6: Kompozity z Prikladu 3 pozorované pomoci konfokalniho skenovaci laserového
mikroskopu pii excitaci 488 nm laserem.

Obr. 7: Vyté€znost procesu pripravy kompozita z Prikladu 3.

Obr. 8: Rentgenova difrakce, hodnoceni krystalinity vzorku vyrobenych v Prikladu 3
zaznamenanim difrakénich intenzit vyrobenych mikrocastic v rozmezi 5° az 50° uhlu 26
pristrojem PANaytical X Pert PRO s difraktometrem High Score Plus.

Obr. 9: Morfologie mikrocastic vyrobenych v Prikladu 4, vyhodnoceno rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700. Pred analyzou SEM byly vzorky
potazeny 5 nm vrstvou zlata v rozpraSovacim potahovacim zafizeni Emitech K550X. Kruhy a
Sipky ukazuji krystaly nalezené ve vzorcich.

Obr. 10: Rentgenové difraktogramy ibuprofenu a glukanovych ¢astic pfipravenych
rozpraSovacim susenim (SD-GP, IBU-GP-0.1, IBU-GP-0.2, IBU-GP-0.5, IBU-GP-1.0, IBU-GP-
2.0), hodnoceni krystalinity vzorka vyrobenych v Prikladu 4 zaznamenanim difrakénich intenzit
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pfipravenych mikro€astic v rozmezi 5° az 50° uhlu 26 pfistrojem PANaytical X’Pert PRO s
difraktometrem High Score Plus.

Obr. 11: Kinetika rozpousténi surového mikronizovaného ibuprofenu, kompoziti
(IBU+ASA)/GP a surov¢ kyseliny acetylsalicylové, vyrobenych podle Prikladu 5.

Obr. 12: Kinetika rozpousténi surového amlodipinu a kompozitui AML/GP vyrobenych podle
Prikladu 6.

Obr. 13: Porovnani smacitelnosti a disperze kompoziti IBU/GP (leva lahvicka) vyrobenych
podle Prikladu 7 a surového ibuprofenu (prava lahvicka), ithned po kontaktu s vodou (a) a s
mimym protfepanim po 5 minutach (b).

Obr. 14: Kinetika rozpousténi surového mikronizovaného ibuprofenu, kompozita IBU/GP a
jejich smési, vvrobenych podle Prikladu 7.

Obr. 15: Vysledky praskové reologie pro surovy atorvastatin, kompozity ATO/GP vyrobené

rozpraSovacim suSenim a rotaCnim odpafenim podle prikladu 8: (a) Surovy atorvastatin; (b)
ATO/GP-RE; (c) ATO/GP-SD.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi priklady, ale neni omezen pouze na n¢.

Priklad 1: Obecny zpiisob pripravy kompozitii beta-glukanovych castic kvasinkového piivodu a ve
vodé Spatné rozpustného léciva

Kompozity beta-glukanovych ¢astic a ve vodé Spatné¢ rozpustnych 1€¢iv podle predkladaného
vynalezu byly vyrobeny rozprasovacim suSenim v rozprasovaci susicce Mini Spray Dryer B-290
firmy Biichi, pracujici v inertni smycce pod atmosférou N, a opatifené 2kapalinovou tryskou
(0,7mm v pruméru) nebo ultrazvukovou soupravou (ultrazvukova tryska a regulator). Je
pfipraven roztok ve vodé Spatné rozpustného 1éCiva v organickém rozpoustédle (jako je ethanol,
methanol, aceton, isopropanol nebo jejich smési) s pozadovanou koncentraci (obvykle v rozmezi
od 0,5 do 20mg/ml) a k roztoku léCiva se pfidaji glukanové castice za vzniku suspenze
obsahujici 2 az 40 mg glukanovych castic na 1 ml suspenze. Vysledna suspenze se susi
rozpraSovanim v inertni, obvykle dusikové, atmosféfe, a za pfedem definovanych parametru.
Proces rozprasovaciho susSeni podporuje rychlé odpareni organického rozpoustédla a nasledné
deponovani lé¢iva uvnitf nebo uvnitf a mimo glukanové Castice. Parametry rozprasovaciho suseni
mohou byt zménény za vzniku ruznych formulaci kompoziti. Vstupni teplota je zvolena na
zaklad¢ teploty bodu varu organického rozpoustédla a/nebo tepelnych degradacnich vlastnosti
vychozich matenali. Rychlost nastfiku roztoku a prutok plynu ovliviiuji hlavné velikost kapicek.
Rychlost nastiiku se v experimentech pohybovala mezi 1 a 20 mililitry za minutu a pritok plynu
od 100 do 600 1/hod.

Beta-glukanové ¢astice pro experiment byly pfipraveny ze Saccharomyces cerevisiae metodikou,
kterou popsali Salon, 1., et al., Suspension stability and diffusion properties of yeast glucan
microparticles. Food and Bioproducts Processing, 2016. 99: p. 128-135. Nejprve byla kvasinka
tiikrat podrobena alkalickému promyti, kdy bylo 600 ml 1M roztoku NaOH pridano ke 150 g
kvasinek. Suspenze byla zahfata na 90 °C a michana magnetickou ty¢inkou po dobu jedné
hodiny; pak byla odstfedéna a supernatant byl odstranén. Hodnota pH fidké suspenze ziskané po
alkalickych promytich byla upravena na hodnotu mezi 4 a 5 pfidanim roztoku HCl (35%). Kysela
suspenze byla michana 2 hodiny pri 75 °C a odstfedéna, aby se odstranil supernatant. Nakonec
byla suspenze promyta deionizovanou vodou (tfikrat), isopropanolem (Ctyfikrat) a acetonem
(dvakrat), lyofilizovana po dobu dvou dnu a uloZena do chladnicky pro dalsi pouziti.
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Formulace beta-glukanovych a ve vodé nerozpustnych nebo Spatn€ rozpustnych 1é¢iv:

Pripraveny byly mizné¢ formulace beta-glukanovych castic kvasinkového pivodu a ve vodé
nerozpustnych nebo Spatné rozpustnych 1€¢iv pomoci riznych 1éCiv a/nebo jejich kombinaci,
riznych roztoki a/nebo jejich kombinaci a riznych hmotnostnich poméri 1écivo/GP.
Rozpoustédlem muze byt napriklad ethanol, methanol, aceton, isopropanol nebo jina organicka
rozpoustédla a/nebo jejich smési. Rozsah experimentu se mize pohybovat v fadu miligramu az
stovek gramu glukanovych ¢astic, coz pokryva primyslovou vyrobu. Hmotnost ve vodé Spatné
rozpustného 1éCiva je pak dana pozadovanou frakci 1é¢iva v kompozitu, ktera se muze pohybovat
v rozmezi od 0,1 do vice nez 3,0. Pomér mezi hmotnosti glukanovych ¢astic a objemem
rozpoustédla se muze pohybovat v radu desitek miligramt az desitek gramu castic na htr
rozpoustédla podle pozadovanych vlastnosti kompoziti. Priklady pfipravka pouzitych pro
testovani jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 1.

Tabulka 1:
Hmotnostn
Koncentrace | Koncentrac i pomér
Modelové Poutité léciva e GP léciva ku Podminky suseni
lécivo rozpoustédlo (mg/mL) (mg/mL) GP rozprasovanim*
ibuprofen ethanol 1,0 10,0 0,1 2FN,Sal
ibuprofen ethanol 2,0 20,0 0,1 2FN,Sal
ibuprofen ethanol 2,0 10,0 0,2 2FN,Sal
ibuprofen ethanol 5,0 10,0 0,5 2FN,Sal
ibuprofen ethanol 10,0 10,0 1,0 2FN,SalL
ibuprofen ethanol 20,0 10,0 2,0 2FN,SalL
ibuprofen ethanol 5,0 20,0 0,25 USN
kurkumin ethanol 0,01 20,0 0,5 x 1073 USN
kurkumin ethanol 0,02 20,0 1,0x 1073 USN
kurkumin ethanol 0,10 20,0 5,0x 1073 USN
kurkumin ethanol 1,0 20,0 0,050 2FN(Sal), USN
kurkumin ethanol 3,6 20,0 0,180 2FN, L
diplakon ethanol 2,5x1073 20,0 0,13 x 1073 USN
diplakon ethanol 0,013 20,0 0,63 x 1073 USN
diplakon ethanol 0,127 20,0 6,3x103 USN
artemisinin ethanol 8,4x 1073 20,0 0,42 x 1073 USN
epgallok;;:.t ethanol 0,014 20,0 0,68 x 1073 USN
echin galat
resvesratrol ethanol 6,8 x 1073 20,0 0,34 x 1073 USN
kyselina ethanol 9,0 x 10° 20,0 0,45 x 10° USN
ellagova
morusin ethanol 0,013 20,0 0,63 x 1073 USN
atorvastatin ethanol 0,017 20,0 0,85 x 1073 USN
atorvastatin ethanol 0,033 20,0 1,65 x 1073 USN
atorvastatin ethanol 0,167 20,0 8,4 x 1073 USN
atorvastatin ethanol 1,0 20,0 0,05 USN
atorvastatin ethanol 2,0 20,0 0,10 USN
atorvastatin ethanol 3,0 20,0 0,15 USN
atorvastatin methanol 1,0 20,0 0,05 USN
amlodipin ethanol 5,0 20,0 0,25 USN
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amlodipin DCM 5,0 20,0 0,25 USN
amlodipin DCM/ ethanol 5,0 20,0 0,25 USN
Ibuprofen/
kyselina ethanol 5,0 20,0 0,25 USN
acetylsalicyl
ova

*2FN: 2kapalinova tryska; S: konfigurace pro malé kapicky; L: konfigurace pro velké kapky;
USN: ultrazvukova tryska (se kterou lze vyrabét mimoradné velké kapky).

Priklad 2: Priprava kompozitii pFi riiznych podminkach zpracovdni

Kompozity beta-glukanovych castic kvasinkového ptvodu s inkorporovanym, ve vodé Spatné
rozpustnym, 1ééivem byly pripraveny postupem podle Prikladu 1, pomoci ibuprofenu (IBU) jako
ve vod¢ Spatn¢ rozpustného modelového 1éCiva, s pevnym hmotnostnim pomérem IBU/GP ve
vyst 0,1. Razné vzorky byly vyrobeny zménou podminek zpracovani, jmenovité vychoziho
obsahu pevnych latek a parametri rozprasovaciho suseni (rychlost pfivadéni a pritok). Vychozi
obsahy pevnych latek byly 10 a 20 mg/ml, tj. 1 nebo 2 gramy glukanovych ¢astic byly pfidany do
100 ml roztoku ibuprofenu s koncentraci 1 nebo 2 mg/ml. Jako organické rozpoustédlo byl pouzit
ethanol.

Pripravené 100ml suspenze byly suSeny rozpraSovanim pomoci 2kapalinové trysky. Za tcelem
vyhodnoceni vlivu velikosti kapicek ve finalnich kompozitech byly testovany dvé rizné sady
provoznich podminek. Prvni z nich (malé kapi¢ky) zahmovala rychlost nastfiku 3,5 ml/min a
prutok N> 600 1/hod (50 %); druha skupina (velké kapky) zahmovala rychlost nastfiku 7,0 ml/min
a prutok N; 473 I/hod (40 %). V obou pripadech byla vystupni teplota udrZzovana na konstantni
hodnoté¢ (75 + 2) °C, pro kterou se vstupni teplota ménila mezi 120 az 130 °C.

Vzorky byly oznaceny takto:

+  S10: kompozity pfipravené s vychozim obsahem pevnych latek 10 mg/ml a sadou parametri
malych kapicek.

+  S20: kompozity pfipravené s vychozim obsahem pevnych latek 20 mg/ml a sadou parametri
malych kapicek.

+  L10: kompozity pfipravené s vychozim obsahem pevnych latek 10 mg/ml a sadou parametni
velkych kapek.

»  L20: kompozity pfipravené s vychozim obsahem pevnych latek 20 mg/ml a sadou parametri
velkych kapek.

Morfologie kompozitii

Morfologie vyrobenych mikrocastic (Obr. 1) byla vyhodnocena rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700. Pied analyzou SEM byly vzorky
potazeny Snm vrstvou zlata v napraSovacim zafizeni Emitech K550X.

Glukanové Castice maji typickou elipsoidni morfologii s velikosti ¢astic 2 az 4 um, vykazujici
vrasCity povrch, ktery lze pripsat hydrolyze vng€jsi bunééné stény kvasinek a mezibunéénych
slozek, coz je produktem alkalického a kyselého oSetfeni. Nebyly pozorovany zadné znamky
ibuprofenu mimo glukanové ¢astice.

Vytéznost procesu pFipravy kompozitii
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Za ucelem stanoveni obsahu I€¢iva (Obr. 2) byl ibuprofen extrahovan z vyrobenych kompoziti
IBU/GP pridanim 10,0 mg mikrocastic do 10,0 ml roztoku fosfatového pufru (pH 7.,4). Disperze
byly umistény do ultrazvukové lazné na dobu 10 minut, aby byla zaruena uplna extrakce
ibuprofenu z glukanovych ¢astic. Poté byly glukanové Castice oddéleny odstfedénim (5 minut pfi
rychlosti 7000 ot/min) a bylo odebrano 500 pl supernatantu. Koncentrace byla vyhodnocena
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s UV detekci (firma Agilent), ve spojeni
s kolonou C18 (100 mm x 4,6 mm, 5 um) a mobilni fazi tvofenou 0,01 M pufrem fosfore¢nanu
amonn¢ho (pH 2,0) a acetonitrilem (60 %).

Vytéznost procesu pripravy kompozitu IBU/GP byla vypoctena jako experimentalné stanovené
mnozstvi ibuprofenu v kompozitech (Cg), méfeno pomoci HPLC, d¢leno teoretickym obsahem
(C1) ibuprofenu v kompozitech, pokud by byl ibuprofen deponovan do kompoziti vSechen.

Vyznamné vysSi vytéznosti pripravy kompozitu (Ce/Cr) byly ziskany u vzorku vyrobenych pii
nastaveni na velké kapky (L10 a L20) ve srovnani se vzorky vyrobenymi pfi nastaveni na malé
kapicky. Krom¢ toho byly vyssi vytéznosti pfipravy kompoziti ziskany u vzorku vyrobenych z
disperzi s vy$Sim obsahem pevnych latek.

Rentgenova difrakce

Krystalinita vzorku (Obr. 3) byla vyhodnocena zaznamenanim difrakénich intenzit vyrobenych
mikrocastic v rozmezi 5° az 50° uhlu 26 pristrojem PANaytical X’Pert PRO s difraktometrem
High Score Plus. Na rozdil od mikronizovaného surového ibuprofenu jsou vsechny vyrabéné
kompozity IBU/GP zcela amorfni.

Priklad 3: Priprava kompozitii pomoci riiznych trysek pro suseni rozprasovanim

Kompozity z beta-glukanovych ¢astic kvasinkového puvodu se zabudovanym ve vodé Spatné
rozpustnym léCivem byly pfipraveny postupem podle Prikladu 1 s kurkuminem (CC) jako ve
vod¢ Spatné rozpustnym modelovym 1éCivem, s pevnym hmotnostnim pomérem CC/GP ve vysi
0,05. K tomu byly pfipraveny 50ml suspenze (20 mg/ml) pfidanim 1 gramu glukanovych ¢astic v
50 mililitrech roztoku kurkuminu s koncentraci 1 mg/ml ethanolu. Poté byly suspenze susSeny
rozprasSenim pomoci ruznych trysek pro susSeni rozprasovanim, a to 2kapalinovou tryskou (s
prumérem 0,7 mm) a ultrazvukovou tryskou. Ruzné trysky mohou hlavné ovliviiovat velikost
kapicek a morfologii vzorki.

Pro vzorky suSené rozprasSovanim pomoci 2kapalinové trysky (oznacené 2FN) se pouzily
provozni podminky zahmujici rychlost pfivadéni 3,5 ml/min a prutok N, 473 l/hod (40 %). Pro
vzorky suSené rozprasovanim pomoci ultrazvukové trysky (oznacené USN) se pouzily provozni
podminky zahmuyjici rychlost pfivadéni 3,5 ml/min, prutok N, 246 l/hod (20 %) a 1,8 watti
(vykon ultrazvukové trysky). V obou pfipadech byla vstupni teplota 120 °C, pro kterou byla
vystupni teplota (75 + 2) °C.

Morfologie kompozitii

Morfologie vyrobenych mikrocastic (Obr. 4) byla vyhodnocena rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700. Pfed analyzou SEM byly vzorky
potazeny Snm vrstvou zlata v napraSovacim zafizeni Emitech K550X.

Vedle typické elipsoidni vras¢it¢ morfologie glukanovych Castic byl pozorovan dalsi typ ¢astic
s kulovitou morfologii a pfisouzen kurkuminu vysrazenému mimo glukanové ¢astice. Kurkumin

mimo glukanové Eastice je mnohem vice patmy u vzorku 2FN nez u vzorku USN.

Fluorescencni a konfokalni mikroskopie
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Vzorky byly analyzovany fluorescencni (Obr. 5) a konfokalni mikroskopii (Obr. 6) s vyuzitim
konfokalniho systému Olympus Fluoview FV1000 (excitacni vlnova délka 488 nm). Ze snimku
fluorescencni mikroskopie lze pozorovat, Zze obsah kurkuminu v glukanovych casticich byl u
obou vzorkii podobny (2FN a USN). Na snimcich konfokalniho mikroskopu je u vzorku 2FN
pozorovano velké mnozstvi kurkuminovych ¢astic mimo glukanové ¢astice (malé tecky), zatimco
u vzorki USN tyto cCastice pozorovany nejsou, coz dokazuje, ze veSkery kurkumin byl
zapouzdren uvnitf glukanovych ¢astic.

Vytéznost procesu pFipravy kompozitii

Vytéznost procesu pripravy kompoziti CC/GP byla vypoctena jako experimentalné stanovené
mnozstvi kurkuminu v kompozitech (Cg), méfeno UV-Vis spektrofotometrii, déleno teoretickym
obsahem (Cr) kurkuminu v kompozitech, pokud by byl kurkumin deponovan do kompoziti
vSechen.

Pro stanoveni experimentalni koncentrace byl z vyrobenych CC/GP kompozitu extrahovan
kurkumin pfidanim 5,0 mg mikrocastic do 10,0 ml methanolu. Disperze byly vloZzeny do
ultrazvukové lazn€¢ na dobu 10 minut, aby byla zaruCena uplna extrakce kurkuminu z
glukanovych castic. Poté byly glukanové castice oddéleny odstfedénim (10 minut pfi
5000 ot/min) a 3,0 ml superatantu byly zfiltrovany a umistény do kyvety spektrofotometru. V
pfipadé potieby bylo provedeno zfedéni. Absorbance (L = 425 nm) byla méfena UV-Vis
spektrofotometnii spektrofotometrem Specord 205 BU UV-Vis a vztazena ke koncentraci
kurkuminu pomoci dfive vynesené kalibracni kfivky.

Vytéznost procesu pripravy byla piiblizné¢ 100 % u vzorku USN a 61,5 % u vzorku 2FN.
Ctyficeti procentni rozdil se pfipisuje ztratam kurkuminu, ktery se vysrazel mimo glukanové
Castice v pripadé vzorku 2FN. Tyto kurkuminové ¢astice jsou velmi mal€; proto existuje vysoka
pravdépodobnost, Zze nebyly shromazdény v cyklonu rozprasovaci suSicky, coz zpusobilo ztratu
v rozpraSovaci susicce.

Rentgenovda difrakce

Krystalinita vzorku (Obr. 8) byla vyhodnocena zaznamenanim difrakénich intenzit vyrobenych
mikroc¢astic v rozmezi 5° az 50° uhlu 20 prfistrojem PANaytical X Pert PRO s difraktometrem
High Score Plus. Na rozdil od ¢istého kurkuminu, jsou vSechny vyrobené kompozity CC/GP pln¢
amorfni.

Priklad 4: Priprava kompozitii se zvySujicim se podilem léciva

Kompozity glukanovych ¢astic a ibuprofenu (IBU), jako ve vodé $patné rozpustného modelového
l¢¢iva, byly pfipraveny postupem podle Prikladu 1, pfi zohlednéni zvysujicich se hmotnostnich
poméru IBU/GP (0,1, 0,2, 0,5, 1,0 a 2,0) tak, ze byly pfipraveny 100ml roztoky ibuprofenu
s koncentracemi 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 a 2,0 % (hmot./obj.), za pouziti ethanolu jako organického
rozpoustédla. Poté¢ byl ke kazdému roztoku pfidan 1,0 g glukanovych astic a dispergovan v
homogenizatoru IKA® T10 Ultra-Turrax basic po dobu 5 minut pfed suSenim rozpraSovanim.
Disperze byly pred rozpraSovacim suSenim inkubovany pfi laboratomni teploté pres noc. Vzorky
jsou oznaceny jako IBU-GP-0.1, IBU-GP-0.2, IBU-GP-0.5, IBU-GP-1.0 a IBU-GP-2.0.
Pripraven a susen rozpraSovanim byl také analogicky vzorek bez 1éCiva, oznaceny jako ,,SD-GP*.

100ml vzorky byly suSeny rozpraSovanim v rozpraSovaci suSi¢ce Mini Spray Dryer B-290
vybavené 2kapalinovou tryskou (prumér 0,7 mm) a pracujici v inertni smycce pod atmosférou
N,. Byly pouzity dvé mzné sady provoznich podminek. Prvni z nich (malé kapicky) zahmovala
vstupni teplotu 120 °C, rychlost nastfiku 3,5 ml/min a pratok N, 600 1/hod (50 %). Druha sada
provoznich podminek (velké kapky) byla: vstupni teplota 130 °C, rychlost nastfiku 7,0 ml/min a
prutok N> 473 1/hod (40 %). V obou pripadech se vystupni teplota pohybovala od 66 do 72 °C.
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Morfologicka charakterizace

Morfologie vyrobenych mikrocastic (Obr. 9) byla vyhodnocena rastrovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Jeol JCM-5700. Pied analyzou SEM byly vzorky
potazeny Snm vrstvou zlata v naprasovacim zafizeni Emitech K550X. Pritomnost krystali
ibuprofenu mimo glukanové castice byla pozorovana ve vzorcich s vys§im obsahem IBU
(hmotnostni pomér IBU/GP > 0,5). Krystaly se jevily vétsi a CetnéjSi ve vzorcich vyrobenych
technikou suseni rozprasovanim v nastaveni na velké kapky.

Rentgenova difrakce

Krystalinita vzorki (Obr. 10) byla vyhodnocena zaznamenanim difrakénich intenzit vyrobenych
mikrocastic v rozmezi 5° az 50° uhlu 26 pristrojem PANaytical X’Pert PRO s difraktometrem
High Score Plus. V souladu s pozorovanimi SEM byla pozorovana tendence krystalinity zvySovat
se s obsahem IBU a velikosti kapicek.

Priklad 5: Priprava kompozitii s kombinaci vice nez jednoho ve vodé Spatné rozpustného léciva

Kompozity glukanovych ¢astic a dvou riznych ve vodé $patné rozpustnych modelovych 1éCiv, a
to ibuprofenu (IBU) a kyseliny acetylsalicylova (ASA), byly pripraveny postupem podle Prikladu
1. Kompozity byly pfipraveny s hmotnostnim pomérem 1é¢ivo/GP 0,25 (IBU/GP = 0,125 hmot. a
ASA/GP = 0,125 hmot.) a za pouziti ethanolu jako organického rozpoustédla. K tomu byl
pfipraven 50ml roztok lé€iva rozpusténim 125 mg IBU a 125 mg ASA za pouzZiti ethanolu jako
bézn¢ho organického rozpoustédla. Poté byl k roztoku 1éCiva prfidan 1,0 g glukanovych castic a
dispergovan v homogenizatoru IKA® T10 Ultra-Turrax basic po dobu 5 minut pfed suSenim
rozpraSovanim. Vzorek byl susen rozprasovanim v rozprasovaci susi¢ce Mini Spray Dryer B-290
vybavené ultrazvukovou tryskou a pracujici v inertni smycce pod atmosférou N,. Pouzité
provozni podminky zahmovaly vstupni teplotu 120 °C, rychlost nastfiku 5,0 ml/min, prutok N,
246 1/hod (20 %) a vykonovy vystup na trysce 2,0 W. Vystupni teplota byla 76 °C.

Kinetika rozpousténi

Byly provedeny zkousky rozpousténi (Obr. 11) pro surovy mikronizovany ibuprofen, surovou
kyselinu acetylsalicylovou a pro vyrobené ¢astice kompozitu (IBU+ASA)/GP, v praskové forme
a za pouziti 10 mM HCI (pH 2,0) jako rozpoustéciho média. K tomu bylo 20,0 mg surového
léciva (IBU nebo ASA) nebo 100,0 mg kompozitu (IBU+ASA)/GP piidano do 200 ml
kontinualné michaného rozpoustéciho média (pro maximalni koncentraci 0,1 mg 1é¢iva na ml
média). Smési byly kontinualn¢ michany rychlosti 250 ot/min pfi laboratomi teploté v kadince
oobjemu 250 ml. V pfedem urCenych Casovych bodech (v rozmezi od 0 do 60 minut) bylo
odebrano 500 pul vzorku, odstfedéno a prefiltrovano (filtraéni membrana s velikosti poru 200 nm)
a koncentrace byly vyhodnoceny vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
s UV detekei (firma Agilent), ve spojeni s kolonou C18 (100 mm x 4,6 mm, 5 um) a mobilni fazi
tvofenou 0,01 M pufrem fosfore€nanu amonného (pH 2,0) a acetonitrilem (60%), s gradientem
podle Tabulky 2:

Tabulka 2:
Cas (min) % A % B Pritok (ml/min)
0,0 80 20 1
3,0 80 20 1
3,5 40 60 1
6,5 40 60 1
7,0 80 20 1

-10 -
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Po 2 minutach byly IBU a ASA zapouzdfené v glukanovych Casticich kompletné rozpustény,
zatimco surovy IBU a surova ASA vykazuji pomalejsi rychlosti rozpousténi.

Priklad 6: Priprava kompozitii s riiznymi Cistymi organickymi rozpoustédly a jejich kombinacemi

Byly pripraveny kompozity glukanovych castic a amlodipinu (AML) jako ve vodé Spatné
rozpustného modelového 1éCiva postupem podle Prikladu I, s hmotnostnim pomérem AML/GP
0,25 a za pouziti ruznych organickych rozpoustédel a jejich kombinaci. K tomu byly pfipraveny
50ml roztoky amlodipinu s koncentraci 5 mg/ml, za pouziti ethanolu, dichloromethanu (DCM) a
sm¢si ethanol/DCM (50/50) jako organickych rozpoustédel. Poté byl ke kazdému roztoku pfidan
1,0 g glukanovych Castic a dispergovan v homogenizatoru IKA® T10 Ultra-Turrax basic po dobu
5 minut pfed suSenim rozprasovanim.

Vzorky byly oznaceny takto:
*  AML/GP-EtOH: kompozity piipravené se 100 % ethanolu jako rozpoustédla.

+ AML/GP-DCM-EtOH: kompozity pfipravené s50% DCM a 50 % ethanolu jako
rozpoustédel.

*+  AML/GP-DCM: kompozity pripravené se 100 % DCM jako rozpoustédla.

Tti vzorky byly suSeny rozprasovanim v rozprasovaci susicce Mini Spray Dryer B-290 vybaven¢
ultrazvukovou tryskou a pracujici v inertni smyéce pod atmosférou N,. PouZzit¢ provozni
podminky zahmovaly vstupni teploty 120, 90 a 80 °C pro vzorky AML/GP-EtOH, AML/GP-
DCM-EtOH resp. AML/GP-DCM. Ve vsech pfipadech byla nastavena rychlost privadéni
5,0 ml/min, prutok N, 246 1/hod (20 %) a vykonovy vystup na trysce 2,4 W. Vystupni teplota
byla 76, 56 resp. 54 °C.

Kinetika rozpousténi

Byly provedeny zkousky rozpousténi (Obr. 12) pro surovy amlodipin a pro vyrobené kompozitni
Castice AML/GP ve formé prasku a za pouziti destilované vody jako rozpoustéciho média.
K tomu bylo 20,0 mg surového amlodipinu nebo 100,0 mg kompoziti pfidano do 200 ml
rozpoustéciho média (pro maximalni koncentraci 0,1 mg amlodipinu na ml média). Smési byly
kontinualné¢ michany rychlosti 250 ot/min pii teplot¢ laboratofe v kadince o objemu 250 ml.
V predem urcenych ¢asovych bodech (v rozmezi od 0 do 60 minut) bylo pfed méfenim odebrano
500 ul vzorku, odstfedéno a prefiltrovano (filtraCni membrana s velikosti péra 200 nm).
Koncentrace byla vyhodnocena UV-Vis spektrofotometrii (A = 366 nm) spektrometrem Tecan
Infinite M200.

Rychlejsi rozpousténi bylo ziskano pro vzorky AML/GP-DCM-EtOH a AML/GP-DCM. Navic
bylo v pripadé kompoziti AML/GP po 30 minutach rozpusténo 100 % amlodipinu, nezavisle na
pouzitém rozpoustédle, zatimco v pfipadé surového amlodipinu bylo po 60 minutach rozpusténo
pouze 80 % amlodipinu.

Priklad 7: Priprava kompozitii se zlepSenymi dispersnimi viastnostmi a Fizenym uvolfiovanim
léciva

Kompozity glukanovych ¢astic a ibuprofenu (IBU), jako ve vodé $patné rozpustného modelového
I¢Civa, byly pfipraveny postupem podle Prikladu I, s hmotnostnim pomérem IBU/GP 0,25.
K tomu byl pfipraven 50ml roztok ibuprofenu s koncentraci 5 mg/ml, za pouziti ethanolu jako
organického rozpoustédla. Poté byl pridan 1,0 g glukanovych castic a dispergovan v

-11 -



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 308357 B6

homogenizatoru IKA® T10 Ultra-Turrax basic po dobu 5 minut pred rozprasovacim susenim.
Vzorek byl suSen rozpraSovanim v rozpraSovaci suSicce Mimi Spray Dryer B-290 vybavené
ultrazvukovou tryskou a pracujici v inertni smyéce pod atmosférou N,. PouZzit¢ provozni
podminky zahmovaly vstupni teplotu 120 °C, rychlost nastfiku 5,0 ml/min, pratok N, 246 1/hod
(20 %) a vykonovy vystup na trysce 2,4 W. Vystupni teplota byla 76 °C.

Dispergacni viastnosti

Byly analyzovany dispergacni vlastnosti kompoziti IBU/GP oproti mikronizovanému surovému
ibuprofenu (Obr. 13) pozorovanim chovani vzorki v suspenzi. K tomu bylo navazeno 20,0 mg
vzorku a pfidano do 10,0 ml 10 mM HCIl (pH 2.0). Kompozity IBU/GP vykazuji zlepsSené
dispergaéni vlastnosti 1 bez pouziti povrchové aktivniho cCinidla. Vzhledem k jejich dobré
smacivosti bylo rozptyleni kompozita rychlé a spontanni.

Kinetika rozpousténi

Protoze ibuprofen je Spatné rozpustny za kyselych podminek, lze ocekavat, ze krystalické a
amorfni formy ibuprofenu budou vykazovat vyznamné odlisn¢ rychlosti rozpousténi v kyselém
prostfedi. Proto byly provedeny zkousky rozpousténi (Obr. 14) pro surovy mikronizovany
ibuprofen (krystalicky) a pro vyrobené ¢astice kompozitu IBU/GP (amorfni), jakoz 1 pro fyzické
smési surového IBU a kompozitnich ¢astic v praskové formé a za pouziti 10 mM HCI (pH 2,0)
jako rozpoustéciho média. K tomu bylo pfidano 20,0 mg ibuprofenu (surovy, kompozit nebo
fyzikalni smési — viz Tabulka 3) do 200 ml kontinualné michan¢ho rozpoustéciho média
(250 ot/min pri laboratorni teplot¢) v kadince o objemu 250 ml. V pfedem uréenych Casovych
bodech (v rozmezi od 0 do 60 minut) bylo odebrano 500 pul vzorku, odstfedéno a prefiltrovano
(filtracni membrana s velikosti pora 200 nm) a koncentrace byly vyhodnoceny vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) s UV detekci (firma Agilent), ve spojeni s kolonou C18 (100
mm x 4,6 mm, 5 um) a mobilni fazi tvofenou 0,01 M pufrem fosfore¢nanu amonného (pH 2,0) a
acetonitrilem (60 %).

Tabulka 3:
pomeér krystalického | hmotnost surového hmotnost hmotnost kompozitu
ku amorfnimu ibuprofenu (mg) enkapsulovaného IBU/GP (mg)
ibuprofenu ibuprofenu” (mg)
100/0 20,0 0,0 0,0
75/ 25 15,0 5,0 25,0
50/ 50 10,0 10,0 50,0
25/75 5,0 15,0 75,0
0/100 0,0 20,0 100,0

"Enkapsulovasny (zapouzdfeny) ibuprofen je ibuprofen obsaZeny v kompozitech.

Postupné rychlejsi profily rozpousténi byly ziskany se zvySujicim se hmotnostnim podilem
zapouzdfen¢ho ibuprofenu, az do dosazeni limitu rozpustnosti. U vzorki s nejvysSim
hmotnostnim podilem zapouzdfené¢ho ibuprofenu (pomér krystalicky/amorfni ibuprofen = 25/75
a 0/100) vede rychl¢ uvolnéni k presyceni.

Priklad 8: Priprava kompozitii se zlepSenymi tokovymi viastnostmi

Byly pripraveny kompozity glukanovych Castic a atorvastatinu (ATO) jako ve vodé Spatné
rozpustného modelového 1€¢iva postupem podle Prikladu 1, s hmotnostnim pomérem ATO/GP
0,25. K tomu bylo pfipraveno 50 ml roztoku atorvastatinu s koncentraci 5 mg/ml za pouziti
ethanolu jako organického rozpoustédla. Poté byl do roztoku pridan 1,0 g glukanovych castic a
dispergovan v homogenizatoru IKA® TI10 Ultra-Turrax basic po dobu 5 minut pred
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rozpraSovacim suSenim. Vzorek byl suSen rozpraSovanim v rozprasovaci suSi¢ce Mini Spray
Dryer B-290 vybavené ultrazvukovou tryskou a pracujici v inertni smyc¢ce pod atmosférou N,
Pouzit¢ provozni podminky zahmovaly vstupni teplotu 120 °C, rychlost nastiiku 5,0 ml/min,
prutok N> 246 1/hod (20 %) a vykonovy vystup na trysce 2,0 W. Vystupni teplota byla 76 °C.

Kompozity glukanovych ¢astic a atorvastatinu (ATQ) s hmotnostnim poméru ATO/GP ve vys$i
0,25 byly pripraveny také alternativnim zpusobem v rotacni odparce. K tomu bylo 200 ml
roztoku atorvastatinu (1,25 mg/ml v ecthanolu) pfidano k 1,0 g glukanovych ¢astic v barice
s kulatym dnem. Ziskana suspenze byla homogenizovana v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut
a rozpoustédlo bylo odstranéno odparenim v rotacni odparce IKA® HBI10 basic. Pouzité
provozni podminky zahmovaly teplotu vodni lazn¢ 60 °C a rychlost otaceni 175 ot/min. Tlak byl
pomalu snizovan z atmosférického tlaku na 330 mbar. Po odstranéni vétSiny ethanolu byl tlak
snizen na 80 az 90 mbar a vzorek byl suSen pfi nizkém tlaku po dobu 20 minut. Ziskany prasek
byl z bariky s kulatym dnem odebran a lyofilizovan po dobu 48 hodin.

Vzorky byly oznaceny takto:
*  ATO/GP-SD: kompozity piipravené technikou rozprasovaciho suseni
*  ATO/GP-RE: kompozity pfipravené v rotacni odparce.

Oba vzorky kompoziti (ATO/GP-SD a ATO/GP-RE) a surovy atorvastatin byly podrobeny
charakterizaci.

Praskova reologie

Vlhkost (obsah vody) u vzorku byla nejprve zméfena pomoci suSici vahy pro analyzu vlhkosti
(jednoduchy test, 100 °C, pocate¢ni hmotnost 5 mg, infraervené suseni). Vzorky ATO/GP-SD,
ATO/GP-RE a surového ATO obsahovaly 5, 3, resp. 2,5 % hmot. vlhkosti. Pot¢ byly vzorky
vystaveny laboratorni vlhkosti (21 °C a 28 % relativni vlhkosti) po dobu 24 hodin a obsah
vlhkosti byl zméfen znovu (9 hmot. % pro ATO/GP-SD, 9 % pro ATO/GP-RE a 5 % pro ATO).
Vzorky se pak suSily 24 hodin v peci s velmi pomalu se pohybujicim ventilatorem pii 30 °C.
Na konec byla na vzorcich provedena zkouska smykem (Obr. 15) na praskovém reometru
Powder Rheometer FT4 (pfedbézny smyk pii konsolidaci 3 kPa a pocate¢ni hmotnosti 0,6 —
0,7 g).

Surovy atorvastatin vykazuje nejvys$Si soudrznost a vnitini tfeni, zatimco oba kompozity
(ATO/GP-SD a ATO/GP-RE) ukazuji zlepSenou tekutost (Tabulka 4). U obou vzorkti kompozita
je soudrznost stejna, ale rozdil je pokud jde o vnitini tfeni. Vzorky kompoziti ATO/GP-SD a
ATO/GP-RE budou téci podobné ve specifickych procesech s vysokym smykem a tlakem,
zatimco vzorek suSeny rozprasenim (ATO/GP-SD) bude mit lepsi tekutost nez ATO/GP-RE
v procesech s nizkym smykovym napétim.

Tabulka 4:
Vzorek Soudrznost (kPa) uyYs (kPa) AIF" (°)
surovy ATO 0,879 4,27 45,3
ATO/GP-RE 0,534 2,12 36,6
ATO/GP-SD 0,529 1,74 27,3

"UYS: Unconfined Yield Strength (pevnost v tlaku); AIF: Angle of Intemal Friction (thel

vnitiniho tfeni).
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby kompozitu beta-glukanové Castice s inkorporovanym alespon jednim, ve
vode¢ Spatné rozpustnym, 1é¢ivem, které ma rozpustnost ve vod¢ 30 mg/ml nebo mén¢, méfeno za
podminek gastrointestinalniho traktu pii teploté 37 °C a pH 1 az 8, pficemz hmotnostni pomér ve
vodé Spatné rozpustného léciva k beta-glukanové ¢&astici je v rozmezi od 0,1-10° do 3,
vyznaceny tim, ze:

1) ve vodé Spatné rozpustné 1éCivo se rozpusti v organickém rozpoustédle, vybraném ze skupiny
zahmujici ethanol, methanol, aceton, dichlormethan, trichloromethan, chloroform, isopropanol,
hexan, heptan, cyklohexan, toluen nebo jejich smési nebo jejich smési s vodou,

11) beta-glukanové Castice se piidaji do roztoku z kroku 1) za vzniku suspenze;

11) suspenze ziskana v kroku 11) se vysusi rozprasovanim v plynné atmosféie pfi teploté v
rozmezi od 30 do 250 °C, rychlosti nastfiku mezi 1 a 20 mililitry za minutu a pratoku susiciho
plynu v rozmezi od 100 do 600 l/hod, za vzniku kompozitu beta-glukanové castice s ve vodé

Spatng rozpustnym lécivem, které je v beta-glukanové ¢astici v amorfni forme.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze koncentrace roztoku $patné rozpustného 1éciva v
organickém rozpoustédle v kroku 1) je do 150 mg/ml.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyzna€eny tim, Ze suspenze v kroku i1) ma koncentraci od
200 mg do 4 g beta-glukanovych ¢astic na 100 ml roztoku z kroku 1).

4. Zpusob podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3, vyzna€eny tim, Ze beta-glukanové Castice jsou
pripraveny ze Saccharomyces cerevisiae zpusobem, ktery zahmuje nasledujici kroky:

1) prirodni nebo susené drozdi se suspenduje ve vodném roztoku hydroxidu sodného, s vyhodou
v 1M roztoku hydroxidu sodného;

11) suspenze se¢ zhomogenizuje a zahfeje na alespon 50 °C, s vyhodou na 95 °C, po dobu alespon
jedné hodiny;

1) nasledn¢ se suspenze z kroku 11) centrifuguje a supernatant se odstrani;

iv) pH suspenze se upravi na hodnotu pfiblizné 4,5, s vyhodou vodnym roztokem HCI, a
pfipravena suspenze se zahreje na alespon 50 °C, s vyhodou na 75 °C, po dobu alesponi dvou
hodin;

v) nasledné¢ se suspenze z kroku 1v) centrifuguje a supernatant se odstrani;

vi) nerozpustny zbytek se promyje, s vyvhodou se promyje deionizovanou vodou, isopropanolem,
acetonem a konecny produkt se lyofilizuje.

5. Zpusob podle kteréhokoliv z predchozich narokii, vyznafeny tim, Zze ve vodé Spatné
rozpustné 1éCivo je vybrané ze skupiny zahrnujici ibuprofen, kurkumin, atorvastatin, diplakon,
artemisinin, morusin, epigalokatechin galat, resveratrol, kyselinu acetylsalicylovou a kyselinu
ellagovou.

6. Kompozit beta-glukanové Castice s inkorporovanym, ve vod¢ Spatn€ rozpustnym, lécivem,
pripravitelny zpiisobem , kdy se:

1) ve vodé Spatné rozpustné 1€Civo se rozpusti v organickém rozpoustédle, vybraném ze skupiny
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zahmujici ethanol, methanol, aceton, dichlormethan, trichloromethan, chloroform, isopropanol,
hexan, heptan, cyklohexan, toluen nebo jejich smési nebo jejich smési s vodou,

11) beta-glukanové Castice se piidaji do roztoku z kroku 1) za vzniku suspenze;

11) suspenze ziskana v kroku 11) se vysusi rozprasovanim v plynné atmosféie prfi teploté v
rozmezi od 30 do 250 °C, rychlosti nastfiku mezi 1 a 20 mililitry za minutu a pratoku susiciho
plynu v rozmezi od 100 do 600 l/hod, za vzniku kompozitu beta-glukanové Castice s ve vodé
Spatné rozpustnym léCivem, které je v beta-glukanové ¢astici v amorfni form¢, pficemz ve vodé
Spatné rozpustné 1é¢ivo ma rozpustnost ve vodé 30 mg/ml nebo mén¢, méfeno za podminek
gastrointestinalniho traktu pii teplot¢ 37 °C a pH 1 az 8, a hmotnostni pomér ve vodé Spatné
rozpustného 1é¢iva ku beta-glukanové &astici je v rozmezi od 0,1-107 do 3.

7.  Kompozit podle naroku 6, vyzna€eny tim, Ze ve vod¢ Spatné rozpustné 1éCivo je vvbrané ze
skupiny zahmujici 1buprofen, kurkumin, atorvastatin, diplakon, artemisinin, morusin,
epigalokatechin galat, resveratrol, kyselinu acetylsalicylovou a kyselinu ellagovou.

8. Farmaceuticka kompozice, vyznacena tim, Ze obsahuje kompozit podle naroku 6 nebo 7 a
dale alespon jeden farmaceuticky pfijatelny nosi¢, vybrany ze skupiny zahmujici plniva, pojiva,
rozvoliiovadla, stabilizatory, kluzné latky, excipienty.

9. Farmaceuticka kompozice podle naroku 8, vyzna€ena tim, Ze dale obsahuje ve vod¢ Spatné
rozpustné 1écivo v krystalické formé, které neni inkorporované v glukanovych ¢Easticich, pficemz
vodorozpustnost tohoto ve vod¢ Spatn€ rozpustného 1éCiva je 30 mg/ml nebo mén¢, méfeno za
podminek gastrointestinalniho traktu pfi teplot¢ 37°C a pH 1 az 8, pficemz toto 1éCivo v
krystalické formé je stejné jako 1éCivo v amorfnim stavu obsazené v glukanové ¢astici kompozitu
podle naroku 6 nebo 7.

10. Farmaceuticka kompozice podle naroku 9 pro pouziti jako 1€¢ivo s fizenym uvoliiovanim.

10 vykresu
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