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Vicestupiiovy zpisob vyroby mikrokapsli plnénych plynem

Oblast techniky

Vynalez se tykd vicestupiiového zpisobu vyroby mikrokapsli plnénych plynem, vyuZivajici
oddélené polymerizaci hmoty tvotici plast’ a vystavbu mikrokapsli. Mikrokapsle pfipravené podle
tohoto vynalezu maji strukturu jadra ve skofapce a vykazuji definovanou distribuci velikostf. Na
zékladé jejich vlastnosti mohou byt vyuzity jako kontrastni prostfedek priichozi pro kapilary pfi
ultrazvukovém vySetfeni.

Dosavadni stav techniky

U echokardiografie (také oznaCované jako srde¢ni sonografie) mohou byt ziskany zavéry o mor-
fologii a pohybu srde&nich chlopni stejné jako o sméru, rychlosti a kvalité krevniho ob&hu. U této
diagnostické metody se pracuje s ultrazvukem, jehoZ vzajemné pisobeni je zndzorn€no barevnym
kédovanim (Dopplertv jev). Diky své nizké komplikovanosti naslo ultrazvukové vy3etfeni Siroké
uplatnéni v medicing.

Kvalita vysledki se vyznamné zvySuje s pouzitim kontrastnich latek.

Jako kontrastni latky byly v medicinlni ultrazvukové diagnostice zavedeny latky, které obsahuji
nebo uvoltiuji plyn, ktery by diky rozdilim efektivni hustoty a tim i rozdilu v impedenci pfecha-
zel mezi kapalinu popf. pevnou latku a krev. Pozorovani srde¢niho echoefektu s roztoky, obsahu-
jicimi nafoukané jemné bublinky plynu, je z literatury jiz delsi ¢as zndmo [1]. OvSem tyto
nestabilizované plynové bublinky vykazuji pouze velmi kratkou Zivotnost, a proto jsou tyto
roztoky nevhodné jako kontrastni latky pro medicindlni ultrazvukové vySetfovani.

V patentu US 4 276 885 byl popsan zpiisob vyroby plynovych bublinek, které jsou chranény pied
vzijemnym splynutim Zelatinovou membranou [2]. Tyto mikrobublinky jsou s vyhodou ptipravo-
vany injekei daného plynu do Zelatinotvorné latky (napf. Zelatiny) prostfednictvim kapilary. Skla-
dovani takovychto mikrobublinek je mozné pouze za nizké teploty, pficemz se tento prostiedek
pfed in vivo nasazenim musi pfivést zpatky na télovou teplotu. Sterilizace pomoci zahtivani je
principialné vyloudena, stejné tak se mikrobublinky rozbijeji pfi sterilni filtraci.

V evropské patentové piihlasce EP 0 052 575 B1 byly popsany ultrazvukové kontrastni prostied-
ky, zaloZzené na agregatech pevnych latek dobte snasejicich fyziologické podminky, které po
aplikaci do krevniho fe€i$té uvoliiuji bublinky plynu [3]. Uvolnéni bublinky plynu nejsou stabili-
zovany a neptezivaji prichod plicemi, takze po intravenosni aplikaci je mozné vizualizace pouze
pravé srdecni poloviny.

V patentovych ptihlaskach EP 0122 624 a EP 0 123 235 byly popsany kontrastni latky pro
ultrazvukové vySetfeni, zaloZzené na mikrocasteckach a bublinkach plynu [4, 5]. Oproti EP
0 052 575 B1 bylo dosazeno stabilizace plynovych bublinek pomoci povrchove aktivni latky. Je
mozné prichod plicemi, takze toto kontrastni ¢inidlo dovoluje vizualizaci celého cévniho obje-
mu. Oba zpiisoby vyroby jsou ovSem velmi pracné.

Podobné, podle evropského patentu EP 0 324 938 B1 mohou byt pfipraveny zapouzdiené mikro-
bublinky, které ptsobenim ultrazvuku vytvaii mikrobublinky proteinového roztoku, ktery je
timto stabilizovany. V dasledku lokalnich zvySeni teploty protein ¢aste¢né denaturuje a uzavira
bublinky plynu [6]. Navrhované pouziti albuminu lidského séra (HSA) ptfindsi oviem nikoliv
nevyznamné riziko z hlediska alergie.
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Podle evropského patentu EP 0398 935 B1 mohou byt piipraveny mikro¢astice kontrastniho
prostiedku pro ultrazvukové vySetfeni, u nichz je latka tvofici obal ze syntetického biodegra-
dovatelného polymerniho materialu. Jako povlakové latka prichdzi v ivahu celd fada polymert,
které mohou byt rozpuitény v rozpoustédle nemisitelném s vodou nebo ve smési takovychto
rozpoustédel a po ptidavném ptidavku dalSich rozpoustédel jsou emulgovany ve vod€. Jako
rozpoustédlo mohou byt pouzity mimo jiné napt. furan, pentan a aceton. Podle jedné varianty
provedeni je v jednom zvy$e uvedenych rozpoustédel rozpustén monomer a pfimo polyme-
rizovan za vzniku vodného roztoku bublinek obsahujicich plyn.

U viech vySe zminénych patentd je nezbytné pouZiti organického rozpoustédla coz je znacna
nevyhoda, ktera by méla byt béhem vyrobniho procesu zcela odstranéna.

S postupem popsanym v evropském patentu EP 0458 745 je mozné pfipravit mikrobalonky
plnéné plynem v Sirokém velikostnim rozsahu [8]. K tomu se emulguje roztok polymeru v orga-
nickém rozpoustédle ve vodé a nasledn& se nafedi, ¢imz dojde ke vzniku jemné rozptylenych
kapigek polymeru. Uzaviené kapicky rozpoustédla musi byt v dal$im kroku odstranény. U tohoto
zpiisobu vyroby je vyhodné, Ze je mozné volbou tenzidu popt. rychlosti otd¢ek pfimo ovliviiovat
velikost vznikajicich mikrokapsli. V takovémto pfipadé je mozné pfipravovat tak riznorodé
aplika¢ni formy jako jsou intravenosni nebo oralni prostiedky s odpovidajici velikosti €astic.
Syntéza mikro€astic obsahujicich plyn bez vyuZiti rozpoustédel tedy neni moZna ani v tomto
ptipadé.

Postup vyroby mikrogastic pro ultrazvukové vysetteni, vyznacujici se konkavnimi povrchovymi
Castmi, vyuZivajici suseni rozprasovanim byl popsan v evropském patentu EP 0 535 387 BI [9].
Mimo jiné byla také popsana syntéza riznych povlakotvornych polymert s vyuzitim organickych
rozpoustédel. Echogenni mikrodastice byly pfipraveny pomoci rozprasovani organického roztoku
povlakotvorného polymeru. Nevyhodou pii tomto postupu je opét pouziti organického
rozpoustédla a suSeni rozpraSovanim provadéné za sterilnich podminek.

S vyuzitim optimalizované vyroby, popsané v evropském patentu EP 0 644 777 B1, miZe byt
znatné zlepSena ultrazvukova aktivita mikrokapsli popsanych v patentu EP 0327490 [10].
Zlepseni ultrazvukové aktivity (pfi dané frekvenci a niz§i amplitud€) spociva v tom, Ze lze zlepSit
kontrastni velikost priméru vzduchovych &astic. PrestoZe sila stény je nédsledkem toho trochu
slabgi, ¢astice pfezivaji priichod srdcem a plicemi.

Optimalizovany postup vyroby se tedy vyznaduje tim, Ze monomer se disperguje v kyselém,
vodném roztoku nasyceném plynem a polymerizuje se pfimo za vzniku mikrokapsli. Timto
zpuisobem lze vyrobit mikrokapsle, které by jinak bylo tfeba vyrabét s pomoci organického
rozpoustédla.

Ovsem problémy u tohoto zplsobu vyroby nastdvaji pii zvySeni meétitka vyroby ze stadia
laboratorniho na stadium provozni. Energie vnaSena do reakéniho média do znaéné miry diky
zavisi na rychlosti otaceni a priiméru michaciho nebo dispergaéniho zafizeni. Nasledkem toho lze
ocekavat, Ze obsah energie a mnozstvi vnaseného vzduchu bude citlivé na dispergacnim zatizeni
stejné jako na tvaru vnitiniho povrchu reaktoru a nejde jej tedy zvétsit bez pfipadnych nasledku.
Bylo pozorovano, ze zvySeni proudu vnaseného vzduchu vede ke vzniku pény v disperga¢nim
zafizeni, a tim i k nedostate¢né polymerizaci monomeru a neur¢itému vzniku povlaku.

Seznam literatury:
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Podstata vynalezu

Zakladem prihlasky jsou definice nasledujicich pojmi:

Mikrokapsle je &astice o velikosti nékolika pm, tvofena z jadra, vytvaieného plynem, a pevného
obalu variabilni $iiky. Jadro miZe také obsahovat malé mnozstvi kapaliny, vznikl¢ pfi vyrobg.

Michani je smiSeni kapaliny s kapalnou, pevnou nebo plynotvornou latkou takovym zpiisobem,
Ze podil plynné faze v michaném médiu je nizsi nez 1 % obj.
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Dispergovani je smieni kapaliny s kapalnou, pevnou nebo plynotvornou latkou takovym zpiso-
bem, Ze podil plynné faze v michaném médiu je vy3si nez 1 % obj., s vyhodou vyS3i nez 10 %
obj.

Disperze je koloidni (velikost &astic je mensi nez 50 nm) nebo hrubé disperzni (velikost Eastic je
vétsi neZz 500 nm) vicefazovy systém.

Priméarni disperze je koloidni disperze z polymernich ¢astic, vznikld polymerizace monomeru.

Samovolné zaplynéni je uvedeni plynu do kapaliny diky tomu, Ze se s kapalinou pohybuje nebo
diky podtlaku vzniklého dynamickym proudénim.

Cizorodé zaplynéni je aktivni uvadéni plynu do kapaliny.

Flotace je zrychleni vyvolany (zemské zrychleni, radialni zrychleni) smérovy pohyb mikro¢astic
zaloZeny na rozdilech v hustoté mikro¢astic a disperzniho média.

Flotat je vrstva mikrogastic pInénych plynem sebrané po flotaci.
Hydraulicky plnény je rovnomérné naplnény bez pretlaku plynu.

Vynalez se tedy zabyva zajisténim zpisobu vyroby mikrokapsli pro ultrazvukové vy3etfeni, ktery
by nevykazoval vyse uvedené nevyhody, to znamena

— zpsob vyroby mikrokapsli musi byt jednoduchy s reprodukovatelny také za sterilnich
podminek,

— syntéza polymeru a vznik mikrokapsli musi byt proveditelnda bez pouziti organického
rozpoustédla,

— zvyseni méfitka vyroby musi byt jednoduse mozné se zachovéanim kontroly procesu,

— mikrokapsle vyrobené podle tohoto zpiisobu by mély vykazovat optimalni pfizpiisobivy profil
vlastnosti jako kontrastni ptipravek pro ultrazvukové vySetieni (definovana velikost) popf. rozdé-
leni velikosti, kvalitativn a kvantitativné reprodukovatelny kontrast pfi ultrazvukovém vysetieni.

Vyse uvedené body jsou feSeny timto vynalezem.

Bylo zjisténo, Ze mikrokapsle jsou tvofeny nejen z rozptylenych kouski primarniho latexu béhem
polymeriza¢niho procesu, ale Ze mikrokapsle pfekvapivé vznikaji také z pfedem polymerizova-
nych disperzi polymeru béhem vhodného provedeni procesu vyroby. Moznost vyroby takovychto
mikrokapsli, provadéna komplikovanym celkovym procesem, miize byt rozlozena do jednotli-
vych krokui. Tim ziska celkovy proces lepsi kontrolu.

Pfedmétem vynélezu je vicestupiiovy zpiisob vyroby mikrokapsli plnénych plynem, spocivajici
v tom, Ze se v prvnim kroku provede polymerizace povlakotvorné latky a tim tedy v prostorové
nebo Casové odd€leném kroku formovani mikrokapsli béhem vyrobniho procesu. Dil¢i procesy
polymerizace a vzniku mikrokapsli jsou tedy oddéleny.

Polymerizace monomeru se pfitom provadi ve vodném, Casto okyseleném roztoku, ktery se
micha takovym zplisobem, aby podil plynné faze v michaném médiu byl niz$i nez 1 % obj. Ta se
provadi za mirnych podminek, v otevieném reaktoru vyznalujicim se tim, Ze energeticky
piispévek je mensi nez 5 W/dm® a Reynolsdovo kritérium (Re = n.d*/v) je mensi nez 50 000.
Polymerizace se provadi napf. v hydraulicky plnéném uzavieném systému, je ovsem proveditelna
také vyznamné jinym piiméfenym zpisobem.
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V kazdém ptipadé je tvorba trombii pouze malo pozorovatelna (pokud viibec). Jako meziprodukt
tohoto reakéniho kroku se ziskava primarni disperze koloidnich polymernich ¢astic.

Tvorba mikrokapsli z této priméarni polymerni disperze za podminek dispergace se provadi tak,
aby podil plynné faze byl vyssi nez 1 % obj., s vyhodou vy3si nez 10 % obj. Provadi se za
podminek, vyznadujicich se tim, Zze energeticky pfispévek je vySsi nez 5 W/dm’® a Reynolsdovo
kritérium (Re = n.d*/v) je vy33i nez 50 000. Tvorba trombi je dobfe patrna. V tomto reakénim
kroku vznikaji pravidelné strukturované agregaty koloidnich polymernich ¢astic.

Vyznamné vylepseni zplisobu vyroby mikrokapsi spoiva v tom, ze kazdy jednotlivy vyrobni
krok mizZe byt proveden za vhodnych optimélnich procesnich podminek, jako tfeba teplotg,
hodnoté pH, podminek michéani apod.

Je zde tedy pfedeviim moZnost tvorby mikrokapsli z optimalné vhodné primarni disperze povla-
kotvorného polymeru, a poté po nastaveni optimalnich podminek pro vznik mikrokapsli tuto
priméarni disperzi zpracovat v nasledujicim stupni. To miize byt s vyhodou provedeno pfimo
v zavéru polymerizace.

Jako monomery mohou byt pouzity laktidy, alkylestery akrylovych kyselin, alkylestery metha-
krylové kyseliny a pfedevsim kyanakrylové kyseliny.

Obzvlasté preferované jsou butyl—, ethyl- a izopropylkyanakrylové kyseliny.

Michaci a disperga¢ni médium miZe byt jeden nebo vice z nasledujicich tensidi:

alkalické soli alkylarylpoly(oxyethylen)sulfatu, dextran, poly(oxyethylen), poly(oxypropylen)-
poly(oxyethylen)-blokovy polymer, ethoxylované mastné alkoholy (Cetomacrogol), ethoxylova-
né mastné kyseliny, alkylfenolpoly(oxyethylen), kopolymer alkylfenolpoly(oxyethylen)u a alde-
hydu, parcidlni estery mastnych kyselin a sorbitanu, parcialni estery poly(oxyethylen)sorbitanu,
poly(oxyethylen)ové estery mastnych kyselin, ethery mastnych alkohold s poly(oxyethylen)em,
estery mastnych kyselin se sacharosou nebo polyethylenglykolglycerolestery, polyvinylalkoholy,
poly(oxyethylen)-hydroxymastné kyseliny, vicevazné alkoholy polyethylenglykolu, parcidlni
estery mastnych kyselin.

S vyhodou se pouzivaji jeden nebo vice znasledujicich tenzidi: ethoxylovany nonylfenol,
ethoxylovany oktylfenol, kopolymer aldehydi a oktylfenolpoly(oxyethylen)u, ethoxylované
parcialni estery mastnych kyselin a glycerinu, etoxylovany hydrogenovany ricinovy olej, poly-
(oxyethylen)hydroxystearat, poly(oxypropylen)—poly(oxyethylen) blokovy polymer s molekulo-
vou hmotnosti <20 000.

Obzvlasté vyhodné jsou tensidy:

para—oktylfenol-poly(oxyethylen) s v priméru 9-10 ethoxyskupinami (=Octoxynol 9,10), para—
nonylfenol-poly(oxyethylen) sv priméru 30/40 ethoxyskupinami (= napf. Emulan®30,
/Emulan®40), para—nonylfenolpoly(oxyethylen)—sulfat-Na sil s v priméru 28 ethoxyskupinami
(napt. Disponil® AES), poly(oxyethylen)glycerinmonostearat (napt. Tagat®™ S), polyvinylalko-
hol se stupném polymerizace 600—700 a stupném hydrolyzy 85 az 90 % (napft. Mowiol® 4-88),
poly(oxyethylen)-660—ester hydroxystearové kyseliny (napt. Solutol™ HS 15), kopolymer for-
maldehydu a para—Oktylfenolpoly(oxyethylen)u (napt. Tritol™ 1339), polyoxypropylen—poly-
oxyethylenblokovy kopolymer s molekulovou hmotnosti asi 12000 s podilem polyoxyethylenu
piiblizng 70 % hmotn. (napf. Lutrol® F127) ethoxylovany cetylstearylalkohol (nap.
Cremophor™ A25), ethoxylovany ricinovy olej (napt. Cremophor™ EL).

Obecné miize byt vyroba mikrokapsli provadéna v kontinualnim, polokontinualnim nebo nasado-
vém provedeni. Pro polymerizaci se pouzivd kombinace jednoho nebo vice stejnych nebo
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rozdilnych reaktord typu michany kotel, proudovy reaktor nebo smyckovy reaktor, opatfena
vhodnym promichavacim zafizenim.

Vyroba mikrokapsli plnénych plynem umozZiiuje vhodny nasadovy reaktor s disperznim
zafizenim a pfipadné s odpovidajicim ptivodem plynu do reakEniho média.

V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se ve vyrobnim kroku polymerizace pfikapava
monomer ze skupiny esterti kyanakrylové kyseliny do kyselého vodného roztoku. Pfidavek se
provadi za takovych podminek, Ze nedochazi k Zadnému samovolnému zaplynéni.

Jako diskontinualni reaktor je obzvlasté vhodna michana nadoba s pomérem mezi primérem a
vy$kou v rozsahu od 0,3 do 2,5, vybavend topnym hnizdem.

Michani se provadi s vyhodou michacim zatizenim, kde pomér mezi lopatkami a primérem
reaktoru je v rozmezi od 0,2 do 0,7. Jako michaci zafizeni pfichazi v ivahu jakékoliv michadlo,
obzvlasté oviem takové, které je vhodné pro michani nizkoviskoznich, vodé podobnych médii
(< 10 mPas). Jako piiklad jmenujme vrtulové michadlo, lopatkové michadlo, michadlo s Sikmymi
lopatkami, MIG® michadlo, kotou¢ové michadlo apod. VloZeni michadla miZe byt provedeno
napiiklad vertikalng, ve sméru normaly povrchu kapaliny reakéniho média, ve sméru Sikmém
k normédle nebo postrannim otvorem. Posledni moznost je dana pouzitim jimky se zcela
bezplynnou naplni, uzaviené pred okolni atmosférou.

Dale je mozné pouziti proudovych zabran. Tim je zaruceno, Ze nachylnost otevien¢ho systému
k samozaplynéni béhem piipravy primarni disperze bude obzv1asté nizka.

K odplynéni reakéniho média mize, oviem nemusi dojit. Za obvyklych okolnosti vykazuje
reak¢éni médium obsah plynu (plyni) okolni atmosféry v zavislosti na teploté. Cela vyroba miize
byt provedena tak, Ze nedochazi k zadnému opticky zjistitelnému naristu objemii reakéniho
média diky ptijmu plynt (D¢ << 1%).

Kromé toho se davkovani slou¢enin spoleéné s dal§imi pfidavky uréenymi ke smichani, michadlo
a rychlost michani voli tak, aby &as potiebny ke smichani byl ve srovnani s reakénim Casem
potfebnym pro polymeriza¢ni proces velmi maly, coz co nejrychleji zajistuje mikromichani
monomeru v kyselém vodném roztoku.

Diky ptehledné hydrodynamice diskontinualni michané nadoby nedochazi pfi zvyseni laborator-
niho méfitka na technologické nebo vyrobni k Zddnym potiZim, coz je vyhoda pfi pfipadném
komer¢nim vyuziti tohoto vynalezu.

Pfi pFiméfeném provedeni nedochazi ke vzniku pény. Béhem polymerizace bud’ nedochazi
k Zadnému, nebo dochazi pouze k velmi malému pfijmu plynu a kavitaéni efekty jsou diky
mirnym podminkdm michani vylouceny. Je tedy moZné, snasazenim vhodnych on-line
procesnich sond (napi. IR. NIR nebo Ramanovy sondy konverze), které jsou u velmi pénivych
reakénich médii nepouzitelné, snadno sledovat pribéh reakce a kontrolovat proces. Dale je
mozné, po ukonceni reakce provést polymerizaci a konvencni off-line analytiku. Tak miZze byt
napf. urena stfedni velikost Castecek a jejich rozloZeni.

Dalsi podobné uspésny zplisob vyroby Eastecek s uréenou distribuci velikosti spociva v pfidavku
monomeru béhem polokontinualni polymerizace, ¢imz je cilené ovlivnéna populace &astecek
generovana v pocate¢ni fazi polymerizace.

Polymerizace se provadi pii teplotach od —10 do 60 °C, s vyhodou pfi teplotach od 0 do 50 °C a
obzvlast¢ vyhodné pti teplotach mezi 10 az 35 °C.
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Reakéni rychlost polymerizace esteru kyanakrylové kyseliny a tim i stfedni velikost vznikajicich
Gastic mize byt nastavena kromé teploty, také pH hodnotou v rozsahu od 1 do 4,5, protoze je
rychlost zévisla na pritomnosti a na koncentraci kyselin, napt. pomoci kyselin jako jsou kyselina
chlorovodikova, fosforednd a/nebo kyselina sirova. Dalsi vliv na rychlost reakce ma druh a
koncentrace tenzidu a druh a koncentrace pfidavnych latek.

Monomer se ptidava v koncentracich od 0,1 do 60 % hmotn., s vyhodou od 0,1 do 10%
k vodnému, vétSinou kyselému roztoku.

Pii provedeni reakce podle vySe uvedenych podminek je reakéni ¢as mezi 2 min a 2 h a maZe byt
sledovana mimo jiné reakénich kalorimetrii. Toto Siroké rozmezi reakéni doby je nasledek
flexibilnich moznosti variaci volby reakénich parametrd, jimiz lze Fidit distribuci velikosti ¢astic
vznikajicich &astedek polymerniho latexu. To je hlavnim faktorem ovliviiujicim kone¢ny vznik
mikrokapsli plnénych plynem, ktery tedy miZe pozitivné ovlivnit volba vhodnych parametri
polymerizace.

Primér &astic polymerniho latexu pro zapouzdieni plynu, pfipravenych podle tohoto postupu,
lezi v rozsahu od 10 do 500 nm, s vyhodou v rozsahu od 30 do 150 nm, obzvlast€ vyhodné mezi
60 az 120 nm. Ptipravované polymerni &astecky tedy vykazuji volitelnou velikost s polydisper-
zitou niz8i nez v rozsahu od 1,4 do 1,0 (d./dy).

Problémy se sterilnim provedenim u této jednoduché reakce nejsou. Pro aseptické zhotoveni
mikrokapsli je mozné podrobit polymerni disperzi sterilni filtraci, takZe je aseptick€ provedeni
této vyroby snadno proveditelné.

Ve spojeni s polymerizaci miZe byt dali vyhodou vicestupriového provedeni to, Ze hruby podil
eventualné vznikajici pfi polymerizaci miZe byt odstranén (napf. pomoci filtraci), takze tento
podil jiz dale negativné neovliviiuje vyrobni proces mikrokapsli.

Vedle dalsich vyrobnich krokii, jako je naptiklad jiz zminéné filtrace, je mozna také dialyza. Ta
dovoluje dale snizit obsah tensidu v priméarni disperzi. Tensid pak mize byt v dal$im kroku, to
jest vyrobnim procesu zpolymerizovanych latexovych ¢astic na mikrokapsle, ¢aste¢né nebo iplné
nahrazen jinym. Kromé toho mohou byt ptidany dalsi pomocné latky.

Vznik mikrokapsli naplnénych plynem se provadi v jednom z dalSich krokl pomoci strukturni
agregace koloidnich polymernich Gasteek. Tento vyrobni krok se provadi prostorové a/nebo
Casové oddélené od vzniku primarni disperze.

Pfitom musi byt primarni disperze tiepana v dispergacnim zafizeni tak, aby fazovy podil plyni
®g v reakeni smési byl vyznamné vyssi nez 1 % obj., obecné vyssi nez 10 % obj. Obsah plynné
faze v médiu je Casto dokonce vy$si nez 50 % obj. S tim je spojeno odpovidajici zvySeni objemu
reakéni smési. Dochézi k intenzivnimu pénéni, které je kvantifikovatelné meéfenim zékalu pomoci
kalovych sensord. Pro vznik plynem plnénych mikrokapsli postaci dostatecna dispergace
plynného objemu nad vznikajicimi tromby.

Mikrokapsle vznikaji pfi teplotach od —10 do 60 °C, s vyhodou v rozmezi od 0 do 50 °C a
obzvlasté vyhodné v rozmezi teplot od 10 do 35 °C.

Velikost a rozdé€leni velikosti téchto mikrokapsli jsou uréeny riznymi procesnimi parametry, jako
jsou stfihova sila nebo doba michani. Pramér plynem plnénych mikrokapsli lezi v rozsahu od 0,2
do 50 um, vyhodnéji mezi 0,5 a 10 um a obzvlasté vyhodné mezi 0,5 a 3 um.

Jako dispergaéni zatizeni je pti vyrobé plynem plnénych mikrokapsli vhodny obzvlasté mixer
typu stator—rotor, ktery miize vykazovat nejvys$i stfihovou silu. Kromé toho také zarucuje asovy
ramec potiebny pro vznik mikrokapsli, stejné jako vysoky piijem plynu. Rozméry a vyrobni



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297351 B6

velikost dispergaéniho zafizeni urduje podstatn& rozdgleni velikosti ¢astic mikrokapsli, dale jsou
jeho dimense ur&eny velikosti a chladici kapacitou podniku.

Vyhodna moznost vicestupiiové vyroby podle tohoto vynalezu spo¢ivd vtom, Ze neni nutné
podrobit nasadu celému procesu. To znamend, Ze existuje moznost zpracovani riznych primér-
nich disperzi, které mohou také obsahovat rizné polymery, spole¢né na mikrokapsle plnéné
plynem. Dale miize byt priméarni disperze také rozd&lena na Césti, které mohou byt poté zpraco-
vany na plynem plnéné mikrokapsle. Krom& toho mohou byt pro nasledujici krok piidany
nezbytné nebo optimalng vhodné pomocné latky. Po ukonceni vzniku mikrokapsli zustavaji
viechny moZnosti oteviené pro dal3i zpracovani: napf. separace plynem plnénych mikrokapsli na
zékladg rozdilu jejich hustoty a kapalného média. Diky dostadujici tlakové stabilit¢ mohou byt
mikrokapsle podrobeny centrifugaci apod.

Profil vlastnosti miize byt obzvlasté dobry diky roz&len&ni vyrobniho procesu na aste€né kroky.

P¥i zvyseni rozsahu vyroby se provadi dalii vyhoda ve srovnani se stavem techniky. Pfitom
jednostupiiova provedeni sprazenych procesii smichani, polymerizace a vystavba mikrokapsli
probihé paralelné a méfitko t&chto tif procesii musi byt simultanné zvySeno. MiiZe byt vyhodné
provedeno rozlozeni celého procesu na jednotlivé kroky, pii¢emz je snadné zaméfit se na velikost
kroka dlezitych pro proces, zatimco jednotlivé kroky s mensi charakteristickou velikosti jsou
potlaceny.

Pro zvy3eni méfitka vyroby plati totiz vzdy, Ze neni mozné udrzet stejnou velikost vSech rozmeri
zatizeni ugastnénych v procesu jako je pomér plochy tepelnych vyménikd k objemu reaktoru
(A/V), nebo velikost promé&nnych jako jsou primér michadla k primeéru reaktoru (dmmichadio/ Areaktor)»
obsah plynné faze (®¢), Reynoldsovo kritériu (Re), Nuseltovo kritérium (Nu), Newtonovo krité-
rium (Ne), Prandtlovo kritérium (Pr), vyska reaktoru/primér reaktoru (h/d) a dal3i. Objevuji se
také takové proménné, které vychazi z hodnot samotné latky, jako je Prandtlovo kritérium a které
pii zvyseni objemu vyroby nelze postihnout. Ovsem také latkové hodnoty, jako jsou napf. tepelna
kapacita, hustota, viskozita nebo stfedni tepelna vodivost pouzitého reakéniho média jsou funkei
relativniho obsahu plynné faze (@), takZe vechny tyto vlastnosti jsou zavislé na obsahu plynné
faze.

Dilezité veli¢iny pii vzniku primarni disperze a vyrobé mikrokapsli jsou v této souvislosti, kro-
mé téch zakladnich jako je teplota, receptura apod., také obsah plynné faze, konkrétni energetic-
ky tok a Reynoldsovo kritérium. Posledn& zminéné je samozfejmé dileZité pro oba vyrobni
kroky. Pro vyrobni krok vzniku mikrokapsli je diky vysoce specifickému energetickému toku
obzvlasteé dulezita termicka kontrola a s tim spojené veli¢iny jako jsou Nu(®g), A/V, koeficient
prestupu tepla (o), Pr(®c), apod. Tyto uvahy plati také pro dalsi zndmé vyrobni varianty.

Konkrétni vyrobni zpiisob spo¢iva ve vytvofeni primarni disperze v kontinualnim reaktoru, pro
coz je lepsi trubkovy reaktor s tzce definovanym ¢asem prodleni nez reaktor s nadobou ve tvaru
valce. Vhodnym vybérem polymerizagnich parametrii, geometrie reaktoru a stfedni doby prodle-
vy lze pomoci jednoho reaktoru jednoduchym zptisobem zajistit, Ze polymerizace na konci reak-
toru plné& prob&hne. Podobné u vsadkového reaktoru mame moznost vyuZziti on—line analytiky.

Dale 1ze na konci trubkového reaktoru umistit vicestupiiovy rotor—stator systém pro reakci vzniku
mikrokapsli, takZe cely proces miZe probéhnout v jediné aparatufe a oba procesni kroky, vznik
polymerni disperze a vznik mikrokapsli, jsou piesto oddélené.

Dal3i vyrobni varianty spo&iva v pouziti smy¢kového reaktoru, sestavajiciho z kontinuélni nebo
eventualné diskontinualni rourové nadoby s vné&j§i smyckou, ve které je umisté€no jednostupiiové
nebo vicestuptiové inline dispergacni zafizeni, poptipadé jedno— nebo vicestupiiovy rotor—stator
systém, ktery ma na starost proudéni ve vnéjsi smycce.
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V tomto piipadé dochazi ke vzniku primarni disperze bud’ na obvodu rourové nadoby za
sttednich podminek michani pfi uzavieném vng&j$im okruhu, nebo v celém smyckovém reaktoru
pfi oteviené smycce, a tedy za podminek cirkulace, ktery diky vhodné nastavenému poctu otacek
nevykazuje zadné samozaplynéni.

Zplisob vyroby s otevienou smyc¢kou nabizi jesté dali vyhodu, obzvlasté vyhodné€ Ize dosdhnout
mikromichani monomeru ve vodném roztoku cilenym davkovanim monomeru do rotor-stator
zafizeni, umisténém v postranni smycce.

Po ukonéeni reakce je smy&ka bud’ oteviena, &imZ je umoznéna reakce vystavby mikrokapsli
prostiednictvim integrovaného rotor—stator zafizeni, nebo mize byt oteviena od zaCatku s tim, Ze
michaci ota&ky rotor—stator zafizeni jsou odpovidajicim zptisobem zvyseny. Béhem téchto vyrob-
nich krokd miize byt provedeno samozaplynéni obsahu reakéni nadoby nad tvorby nebo miize
dojit k cizorodému zaplynéni formou cileného davkovani do ob&hu rotor—stator zafizeni.
Posledné& zminéné provedeni poskytuje vyhodu piesné kontrolovatelného ob&hu.

Se zfetelem na nejjednodussi mozné zvyseni méfitka vyroby mikrokapsli jsou viechny jmenova-
né zplsoby vyroby, smy&kovy reaktor se zabudovanym rotor—stator zafizenim nebo vyroba
v trubkovém reaktoru s kontinualnim proudénim, vyhodn&jsi nez zpusob vyroby v michaném
reaktoru. Zakladem proto je, Ze zvétSeni objemu michané nadoby nebo zvyseni produkovanych
objemi v in-line dispergovaném systému nemusi byt nutné provedeno odpovidajicim zpiisobem,
nybrz se mize piizplsobit provozni ¢as. Dalsi zéklad proto lze spatfovat ve skuteCnosti, Ze
dispergadni u&iny v rotor—stator zatizeni pritoéného trubkového reaktoru je obecné snize kvanti-
fikovatelné nez v michaném reaktoru, ¢imz se jevi zvy$eni méfitka vyroby vyznamné vyhodnéjsi.

Po ukonéeni obou reakénich krokii miize byt reakéni obsah dale zpracovan.

Doporuguje se oddéleni plynem plnénych mikrokapsli z reakéniho média.

To miiZe byt s vyhodou provedeno s vyuzitim rozdilné hustoty pomoci flotace nebo centrifugace.
Plynem plnéné mikrokapsle vytvaii v obou pfipadech flotat, ktery lze lehce oddélit od reakéniho
média. Ziskany flotat mize byt poté umistén do fyziologicky pfijatelného nosného média, v nej-
jednodussim ptipadé vody nebo fyziologickém solném roztoku.

Suspenze miZe byt pfimo aplikovana, eventualné se doporucuje naredéni.

Separa¢ni proces muZe byt jednoduchy nebo mize byt vicenasobné opakovan. Cilenym
nastavenim flotanich podminek se ziskavaji frakce s definovanou jednotnosti.

Suspenze jsou stabilni velmi dlouho a mikrokapsle neagreguji.
Trvanlivost lze vylepsit diky zavére¢nému suseni lyofilizaci popfipadé po pfidavku polyvinyl-
pyrrolidonu, polyvinylalkoholu, Zelatiny, albuminu lidského séra nebo jinych v oboru znamych

kryoprotektorti.

Vynalez bude dale popsan pomoci prikladi.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

V 11 sklenéném reaktoru s pomérem priméru k vysce 0,5 bylo umisténo 800 ml vody a pH bylo
nastaveno na hodnotu 2,5 pomoci pfidavku 0,1N kyseliny chlorovodikové. Za mirného michani,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297331 B6

s vyloutenim zavzduinéni pomoci vrtulového michadla bylo piidano 8,0 g Octoxynolu a
v michani bylo pokradovano tak dlouho, dokud se veskery Octoxynol nerozpustil. Poté bylo za
stejnych podminek michéni pfidano béhem 5 minut 11,20 g butylesteru kyanakrylové kyseliny a
roztok byl dale michan 30 minut. Po této dob& byla polymerizace ukoncena a kvilli odstranéni
vétsich polymernich &astic byla polymerni disperze zfiltrovana. Zfiltrovana disperze byla micha-
na 60 minut pomoci michadla typu rotor—stator p¥i vysoké stfizné rychlosti. Béhem intenzivniho
michéani doglo k sapozaplynéni procesniho média, nasledkem ¢ehoz doslo k silnému pénéni. Po
ukonéeni reakce se oddélila vrstva plynem plnénych mikrokapsli.

Flotat byl oddélen od reakéniho média a byl dan do 600 ml vody pro injekéni Gcely. Na zaver
bylo v médiu rozpusténo 60 g polyvinylpyrrolidonu, suspenze byla rozdélena po 5 gramech a
lyfilizovéna.

Piiklad 2

Ve 21 sklenéném reaktoru s pomérem priiméru k vysce 0,5, opatieném vnéjsi smyckou s micha-
cim zafizenim typu rotor—stator, byl umistén 1 | roztoku 1% Octoxynolu pfi pH 2,5 a poté bylo
prikapano béhem 5 minut 14 g butylesteru kyanakrylové kyseliny a roztok byl michan 30 minut
bez pfistupu vzduchu do reakéni smési.

Poté byla na 60 minut nastavena cirkulace ve vngjsi smycce. Michadlo ve sklenéném reaktoru
bylo nastaveno tak, aby dochézelo k samozaplynéni reakéni smési. Na konci reakce vznikla
oddélend vrstva.

Flotat byl oddélen od reakéniho média a byl dan do 1,5 | vody pro injekéni ucely. Na zavér bylo
v médiu rozpusténo 150 g polyvinylpyrrolidonu, suspenze byla rozdélena po 10 gramech a
lyofilizovana.

Priklad 3

V 501 ocelovém reaktoru s pomérem priméru k vySce 0,5, opatfeném vné&jsi smyCkou s tii-
stupiiovym michacim zafizenim typu rotor—stator, bylo umisténo 30 1 roztoku 1% Octoxynolu pfi
pH 2,5. Poté bylo pfikapano béhem 430 g butylesteru kyanakrylové kyseliny pfimo do vn&jsi
smy&ky pred michaci zafizeni typu rotor—stator, a roztok byl michén 30 minut bez ptistupu
vzduchu do reakéni smési. Toto zafizeni byl poté provozovano tak, aby dochazelo
k samozaplynéni média. Roztok byl ve vn&jsi smycce precerpavan 30 minut.

Poté nasledovalo cizorodé zaplynéni v vn&ji smy&ce se vzduchem pfivadénym piimo pred
vysokou rychlostni bé&Zici michaci zafizeni typu rotor—stator. Roztok byl pfitom v postranni
smy&ce pumpovan dal$ich 60 minut. Vznikla oddélena vrstva.

Flotat byl oddé&len od reakéniho média a byl dan do 35 | vody pro injekéni ucely. Na zavér bylo
v médiu rozpusténo 3,5 kg polyvinylpyrrolidonu, suspenze byla rozdélena po 7,5 gramech a
lyofilizovana.

Piiklad 4

V 11 sklenéném reaktoru s pomérem priméru k vysce 0,5 bylo umisténo 800 ml vody a pH bylo
nastaveno na hodnotu 1,50 pomoci ptidavku 0,1N kyseliny chlorovodikové a reakéni teplota byla
nastavena na 288 K. Za mirného michani pomoci vrtulového michadla, bylo s vylouCenim
zavzdusnéni ptidano 8,0 g alkylarylethersulfatu (Disponil AES 72) a v michéni bylo pokracovano
tak dlouho, dokud se veskery tensid nerozpustil. Poté bylo za stejnych podminek michani pfidano
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béhem 5 minut 11,20 g butylesteru kyanakrylové kyseliny a roztok byl ddle michan 30 minut. Po
této dob& byla polymerizace ukonena a kvili odstranéni vétSich polymernich Castic byla
polymerni disperze zfiltrovana.

Zfiltrovana disperze byla zpracovavéana na zafizeni Ultraturrax pfi vysokych stfiznych rychlos-
tech (piiblizng 14 000 s™). B&hem intenzivniho michéni dochazelo k automatickému pfivodu
vzduchu do procesniho média, diky &emuz dochazelo k silnému vyvoji pény. Po ukonCeni reakce
se oddglila vrstva plynem plnénych mikrokapsli.

Flotat byl oddélen od reakéniho média a byl dan do 600 ml vody pro injekéni Gcely. Na zavér
bylo v médiu rozpuiténo 60 g polyvinylpyrrolidonu, suspenze byla rozdélena po 5 gramech a
lyofilizovana.

Priklad 5

V 11 sklenéném reaktoru s pomérem priméru k vysce 0,5 bylo umisténo 1000 ml vody a pH bylo
nastaveno na hodnotu 2,50 pomoci piidavku 0,1N kyseliny chlorovodikové a reakéni teplota byla
nastavena na 288 K. Za mirného michani pomoci vrtulového michadla, bylo s vylou€enim
dlouho, dokud se veskery tensid nerozpusti. Poté bylo za stejnych podminek michani pridano
b&hem 5 minut 14,0 g butylesteru kyanakrylové kyseliny a roztok byl dale michan 45 minut. Po
této dobé byla polymerizace ukonfena a kvili odstranéni vétSich polymernich Castic byla
polymerni disperze zfiltrovana.

Zfiltrovana disperze byla zpracovavéna na zafizeni Ultraturrax pii vysokych stfiznych rychlos-
tech (pFiblizn& 1400 s™). Bhem intenzivniho michani dochazelo k automatickému pfivodu
vzduchu do procesniho média, diky Cemuz doslo k silnému vyvoji pény. Po ukonceni reakce se
oddélila vrstva plynem plnénych mikrokapsli.

Flotat byl oddélen od reakéniho média a byl dan do 1500 ml vody pro injekéni Gcely. Na zaver
bylo v médiu rozpuiténo 150 g polyvinylpyrrolidonu, suspenze byla rozdé€lena po 5 gramech a
lyofilizovéana.

PATENTOVE NAROKY

1. Vicestupiiovy zptisob vyroby mikrokapsli plnénych plynem, vyznacujici se tim,
Ze se v nasledujicich prostorové nebo/a Easové oddélenych vyrobnich stupnich

a) polymerizuje monomer tvofici obal za vzniku primarni disperze koloidnich polymernich ¢astic
a

b) koloidni polymerni &astice se podrobi strukturni agregaci za vzniku plynem plnénych
mikrokapsli.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi za michani ve vodném roztoku tak, Ze obsah plynné faze v michaném médiu Cini méné
nez 1 % obj.

3. Zpisob podle narokti 1 az 2, vyznadujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli

zprimarni polymerni disperze za podminek dispergace provadi tak, ze obsah plynné faze
v dispergaénim médiu &ini vice nez 1 % obj., s vyhodou vice nez 10 % ob;.

-11-
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4. Zpusob podle narokii 1 az3, vyznadujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi v diskontinuélni, polokontinualni nebo kontinualni michaci nadob€ s pomé€rem prameéru
k vysce od 0,3 do 2,5.

5. Zpusob podle narokii 1 az4, vyzna&ujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi v diskontinuélni, polokontinualni nebo kontinudlni michaci nadobé s pomérem priméru
k vyice od 0,3 do 2,5 s vn&jsi smyckou, tj. smy&kovém reaktoru, kterd je vybavena jedno— Ci
vicestuptiovou dispergacni jednotkou, ktera je zafazena na pocatku reakce ¢i pozdéji.

6. Zplsob podle naroki 1az5, vyznadujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi pomoci vertikalng, Sikmo nebo postranné postaveného michaciho zafizeni, jehoz primer
je v poméru k praméru reaktoru v rozsahu od 0,2 do 0,7.

7. Zplsob podle naroki 1 az3, vyznadujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi v kontinualng provozovaném prito¢ném trubkovém reaktoru.

8. Zpisob podle narokt 1 az7, vyznacujici se tim, Ze se polymerizace monomeru
provadi v hydraulicky plnéné, od vng&jsi atmosféry oddélené nadobé.

9. Zptsob podle naroki 1 az 8, vyznafujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli
z primarni polymerni disperze provadi za pouZiti disperga¢ni jednotky.

10. Zpisob podle narokii 1 az 9, vyznadujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli
z primarni polymerni disperze provadi pomoci systému rotor—stator.

11. Zpisob podle narokd 1 az 10, vyznadujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli
z primarni polymerni disperze provadi pomoci systému rotor-stator takovym zplisobem, Ze plyn
nad reakéni smési je strhavan do reakéni smési — samozaplynéni nebo/a je plyn do reakéni smési
aktivné uvadén — cizorodé zaplynéni.

12. Zptsob podle narokd 1 az 11, vyznadujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli
z primarni polymerni disperze provadi pomoci systému rotor—stator, ktery je umistén v michaci
nadobé s pomérem mezi primérem a vyskou mezi 0,3 az 2,5.

13. Zpiisob podle narokii 1 az 12, vyznadujici se tim, Ze se tvorba mikrokapsli
z primarni polymerni disperze provadi pomoci systému rotor—stator, ktery je umistén ve vnéjsi
smy¢ce smyckového reaktoru.

14. Zphsob podle narokii 1 a2z 13, vyznadujici se tim, Ze se ve stupni a) pouZije
jeden nebo vice znasledujicich monomeri: laktid, alkylester akrylové kyseliny, alkylester
methakrylové kyseliny a vyhodné alkylester kyanakrylové kyseliny.

15. Zptsob podle narokd 1 az 14, vyznadujici se tim, Ze se ve stupni a) pouzije
jeden nebo vice z nasledujicich monomeru: butyl—, ethyl— a izopropyl— kyanakrylat.

16. Zplsob podle narokii 1 az 15, vyznacdujici se tim, Zese monomer nebo mono-
mery ve stupni a) ptridavaji v koncentraci od 0,1 do 60 % hmotn., s vyhodou od 0,1 do 10 %
hmotn., ke kyselému vodnému roztoku.

17. Zpuisob podle naroki 1 az 16, vyznacdujici se tim, Ze se ve stupni a) pouzije
jeden nebo vice z nasledujicich tenzidi:

alkalické soli alkylarylpoly(oxyethylen)sulfatu, dextran, poly(oxyethylen), poly(oxypropylen)—
poly(oxyethylen) blokové polymery, ethoxylované mastné alkoholy, ethoxylované mastné kyse-
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liny, alkylfenolpoly(oxyethylen), kopolymery alkylfenolpoly(oxyethylen)u a aldehydd, parcialni
estery mastnych kyselin a sorbitanu, parcialni estery mastnych kyselin a poly(oxyethylen)-
sorbitanu, poly(oxyethylen)ové estery mastnych kyselin, ethery mastnych alkoholii s poly(oxy-
ethylen)em, estery mastnych kyselin se sacharézou nebo polyethylenglykolglycerolester, poly-
vinylalkoholy, poly(oxyethylen)estery hydroxymastnych kyselin, vicevazné alkoholy polyethy-
lenglykolu, parcialni estery mastnych kyselin.

18. Zpisob podle narokd 1 az 16, vyzna&ujici se tim, Ze se ve stupni a) pouZije
jeden nebo vice z nasledujicich tenzidi:

ethoxylovany nonylfenol, ethoxylovany oktylfenol, kopolymer aldehydii a oktylfenolpoly(oxy-
ethylen)u, ethoxylovany parcialni ester mastné kyseliny a glycerinu, ethoxylovany hydrogenova-
ny ricinovy olej, poly(oxyethylen)-hydroxystearat, poly(oxypropylen)-poly(oxyethylen) blokovy
polymer s molekulovou hmotnosti <20 000.

19. Zptisob podle narokdi 1 az 16, vyzna&ujici se tim, Ze se ve stupni a) pouZije
jeden nebo vice z nasledujicich tenzid:

para—oktylfenol-poly(oxyethylen) s v priméru 9 az 10 ethoxyskupinami, para-nonylfenol-poly-
(oxyethylen) s v priméru 30/40 ethoxyskupinami, sodna sil para-nonylfenolpoly(oxyethylen)-
sulfatu s v priméru 28 ethoxyskupinami, poly(oxyethylen)glycerinmonostearat, polyvinylalkohol
se stupném polymerizace 600 az 700 a stupném hydrolyzy 85 az 90 %, poly(oxyethylen)-660—
ester hydroxystearové kyseliny, kopolymer formaldehydu a para—oktylfenolpoly(oxyethylen)u,
polyoxypropylen—polyoxyethylen blokovy kopolymer s molekulovou hmotnosti 12 000 a podilem
polyoxyethylenu 70 % hmotn., ethoxylovany cetylstearylalkohol, ethoxylovany ricinovy olej.

20. Zpisob podle narokii 1 az 19, vyznac€ujici se tim, Ze se tenzid nebo tenzidy
pouziji ve stupni a) v koncentraci od 0,1 do 10 % hmotn.

21. Zpisob podle narokd 1 a7z 20, vyznadujici se tim, Ze se alespofi jeden vyrobni
stupeil provadi ve vodném kyselém roztoku.

22. Zpisob podle narokd 1 az 21, vyznacdujici se tim, Ze se pfi pfipravé vodného
kyselého roztoku pouzivaji nasledujici kyseliny: kyselina chlorovodikova, kyselina fosfore¢na
nebo/a kyselina sirova.

23. Zpisob podle narokii 1 az 22, vyznadujici se tim, Ze se ve stupni a) pouZije
pfidavna latka nebo pfidavné latky v koncentraci od 0,1 do 10 % hmotn.

24. Zpbsob podle narokii 1 az223, vyznadujici se tim, Ze se polymerizace a tvorba
mikrokapsli provadi pfi teplotdch od —10 do 60 °C, s vyhodou pfi teplotach mezi 0 a 50 °C a
obzvlasté vyhodné pti teplotach od 10 do 35 °C.

25. Zpisob podle narokii 1 az24, vyznacujici se tim, Zese plynem plnéné mikro-
kapsle oddéli od reakéniho média, vlozi se do fyziologicky pfijatelného média a po pfipadném
ptidavku kryoprotektoru se lyofilizuji.

26. Zpusob podle naroki 1 az 25, vyznacdujici se tim, Ze se jako fyziologicky
piijatelné médium pro vloZzeni flotatu pouzije voda nebo 0,9% roztok chloridu sodného.

27. Zpusob podle narokd 1 az 26, vyzmacujici se tim, Ze se jako kryoprotektor
pouzije polyvinylpyrrolidon, polyvinylalkohol, Zelatina nebo/a albumin lidského séra.

Konec dokumentu
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