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ANOTACE

Studium agregace ¢astic v polymernim roztoku pomoci polariza¢ni mikroskopie
Pomoci oralné¢ disperznich filmi (ODF) budeme sledovat agregaci a sedimentaci
¢astic v polymernim roztoku. Ty jsou jedny z kli¢ovych dé&ju, které negativné ovliviiuji
homogenitu roztoku, ktera je dilezita pro ptipravu kompozitnich materiali obsahujici
1é¢iva. Cilem préce je vyvinuti metody pro pozorovani agregace Castic v realném case. K

tomu bude pouzita metoda pro piipravu polymernich filmi ,,solvent-casting®.

Klic¢ova slova

polymery, agregace, oraln¢-disperzni filmy, solvent-casting



ANNOTATION

Study of aggregation particles in polymer solution by polarization microscopy

Study of particle aggregation in polymer solution by polarizing microscopy. We
will use orally dispersive films (ODF) to observe the aggregation and sedimentation of
particles in a polymer solution. These are some of the key processes that negatively affect
the homogeneity of the solution, which is important for the preparation of drug-containing
composite materials. The aim of this work is to develop a method for real-time
observation of particle aggregation. To do this, a "solvent-casting” method for the

preparation of polymer films will be used.

Keywords

polymers, aggregation, oral dispersible films, solvent-casting
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Seznam symbolii a zkratek

BP
CNC
CRE
dH20
PM
PVA
PS
SVP

Bakalaiska prace
Krystalicka nanocelul6za
Coffee ring effect
Destilovana voda
Polarizacni mikroskopie
Polyvinylalkohol
Polarizované svétlo

Spravné vyrobni praxe



1 Uvod

Agregace castic/nanocastic v polymernim roztoku je jednim ze zésadnich
problémii farmakologie, tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Homogenita
disperze je diilezita pro rovnomérné uvolnovani 1éCiv v celé plose zasazeného mista. V
opacném piipad¢ je zde riziko vyvolani nezddouci imunologické odpovédi, kterd miize
mit fatalni nasledky. Problematika agregace je jeji neptedvidatelnost. Pii vyrobé 1é¢iv
jsou zavedeny standardy pii vyrobé a uchovani 16&iv (v Ceské republice je to napt. sprava

vyrobni praxe).

Ve farmacii jsou ordln¢ disperzni filmy inovativni zpiisob podavani IéCiv.
Uplatiiuje se u pacientil s gastroenterologickymi potizemi ¢i déti, které nedokazou
spolknout tabletovou formu léciva. Jejich ekonomicka a vyrobni ndrocnost je stéle
nezadouci a snadna destabilizace s prostfedim mize snadno vést k znehodnoceni 1é¢iva,

ktera mize byt zplsobena agregaci Castic.

Cilem préace je pokusit se vyvinout metodiku ke sledovani agregace Castic v
redlném case. Metodika zahrnuje piipravu vzorku, jeho aplikace do formy vhodné
k pozorovani, a nakonec zpracovani ziskanych dat. Je snaha o pfiblizeni se o sledovani

agregace na vzorku, ktery by se nejvice pfiblizil realité piipravy ODF.

Prace je rozdélena do dvou ¢asti. V prvni budou ujasnény zékladni pojmy a
teoretické znalosti, které se opiraji o védeckou literaturu. V druhé casti se budeme

zabyvat praktickou realizaci a vyvinuti metodiky.



2 Teoreticka Cast

V mediciné¢ se farmaka vyuzivaji na poli terapeutickém, diagnostickem i
preventivnim. Statisticky stoupa i spotfeba 1¢ki. Individuélni projevy 1éku u spottebitele
zavisi na jeho zdravotni kondici a Spatné davkovani ¢i poskozené farmakum mize mit
fatalni nasledky. Proto se kladou vysoké naroky na vyrobu 1é¢iva, ktera je kontrolovana
a regulovana spravnou vyrobni praxi (viz kapitola 2.2). Velka diverzita forem farmak se
dokaze ptizpusobit jednotlivym preferencim spotiebiteli. (Hynie 2001; Perlik 2008) Od
pevnych forem jako jsou tablety a tobolky, ale i oralné disperzni filmy, které se nechaji
rozpustit pod jazykem a dojde k distribuci 1é¢ivé latky. Dale 1éCivé formy délime na
polotuhé formy (masti) a tekuté 1ékové formy, kam muizeme zafadit roztoky, emulze,
spreje, injekce a infuze. VSechny tyto formy maji své vyhody a nevyhody, at’ uz se tykaji

distribuce 1é¢ivé latky ¢i jeji absorpce. (Dostalek 2006; Ménova, 2022)

Stabilita oralné disperznich filmi je do dnesni doby stale oteviené téma. Hlavni
oblast zkoumdni se upind na homogenni prostiedi roztoku a jeho udrzeni a
predvidatelnost agregace. ,Jakdkoliv odchylka od stability miize zapricinit rozdilnou
vyteéznost produktu, Spatnou kvalitu, nepriznivé ucinky produktu, nebo v pripadé vyzkumu

Spatny vysledek.” (Kalina, 2015, str. 7)
2.1 Agregace a sedimentace v polymerni suspenzi

Stabilizace 1é¢iva je ve farmacii kliCovy atribut pfi vyrobég, protoze miize ptimo
ohrozit zdravi pacienta a samotnou ucinnost podan¢ho 1écCiva. Jednim z mechanismu
zpusobujici destabilizaci je praveé agregace, ktera miize byt vyvolana pridanim flokulantt.
Agregace ovliviiuje piedevsim fyzikalni stabilitu, ktera zahrnuje velikost ¢astic, rychlost
rozpadu latky, rozpustnosti a viskozity. (Brunaugh, 2019; Kalina, 2015; Elimelech, ed.,
2010)

Agregace castic je jev, kdy se castice (diky vlivu Van der Waalsovych sil a
Brownova pohybu) k sob¢ piiblizuji a shlukuji do vétsich celki tzv. agregati. Aby doslo
k agregaci, musi se k sobé ¢astice priblizit na vzdalenost rovnou souctu jejich poloméra.
Cim mensi velikost molekul 1é&ivé latky, tim je lépe dispergovana, a tedy vytvoieno
idedlni homogenni prostfedi. Na druhou stranu se zvysSuje pocet soudrznych sil mezi
molekulami a problémy s tokem lé¢iva (jeho viskozitou) pii vyrobé. (Brunaugh, 2019;
Fischer, 2019; Kesharwani, ed., 2021)
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Faktory, které ovliviiuji agregaci jsou jak biologické, chemicke, tak i fyzikalni.
Ve farmacii mezi chemické mizeme fadit zménu pH, iontovych sil (ovlivnéné velikosti
produkci farmak, fadime sonikaci (pouziti ultrazvuku), zménu teploty (suSeni,
odpafovani) a radiaci. (Persson a Gekas, 1994; Xiong, Liu a Xiong, 2021; Cao, Trefalt a
Borkovec, 2018; Camassa et al., 2019)

Vsechny vyjmenované faktory z velké Casti potvrzuje Stokesova—Einsteinova
rovnice [1], ktera tvrdi, Ze mezi rychlosti pohybem ¢astic a jejich velikosti je vztah, ktery
je definovan (Lu a Murphy, 2018):

kT

D= [1]

6nnr

Kde n je viskozita, T je teplota, r je polomér ¢astic a k je Boltzmannova konstanta.
Diky této rovnici Einstein vyjadtil Browndv pohyb. Ten byl objeven botanikem
Brownem, kdyz pozoroval hladinu, na které byly vidét chaoticky se pohybujici zrnka
pylu. V dnesni dobé se Brownovy zakony dotykaji nejen fyziky, ale i chemie, biologie a

ekonomie. (Stefansson, 2006)

Brownlv pohyb je definovan jako neuspofddany a ndhodny pohyb Ccastic
v prostiedi. (Bian, 2016) I kdyz se chaotickym pohybem ¢astic zabyvalo spoustu fyziki,
teprve Einstein doké4zal vyjadfit Brownlv pohyb na zaklad€ termodynamiky a Stokesova
zakona. Pfesnéji rozruSeni mikroskopické ¢astice tepelnym pohybem molekul kapaliny,
a definitivné prokazat, ze atomy a molekuly existuji. ,,Plati-li atomova hypotéza musi
castice ponorené do okolniho prostredi podstupovat vecny nepravidelny pohyb v diisledku
chaotickych srdzek s jeho molekulami. ** (Frey, 2005, str. 23) Pokud ¢astice maji velikost
vV rozméru mikrometrii, maji idealni velikost, protoze jsou dostate¢n¢ velké na pozorovani
v mikroskopu a dostate¢né malé, aby na né neustale ptisobil Browntiv pohyb. Cim vyssi
je viskozita disperzniho prostiedi, tim nizsi je pohyblivost ¢astic. (Bian, 2016; Frey, 2005;
Dill, 2003; Mo, 2019; Dalal, 2019)
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Obrazek 2.1 Trajektorie Brownova pohybu jedné ¢astice (Lu, 2018)

Hlavni vliv na Brownuv pohyb ma viskozita. Odpor prostiedi, ktery viskozita
vytvaii, ovliviiuje pohyblivost ¢astic v prostiedi a jejich moznou agregaci. ,, Viskozita je
fyzikdlni velicina, ktera charakterizuje odpor toku kapalin.“ (George, 2013, str. 1) Je
znamé, ze ¢im vyssi je viskozita kapaliny, tim se snizuje hybnost molekul. Tieci sila
zpusobena tecnymi silami mezi jednotlivymi ,,vrstvami* kapaliny pohybujici se riznou
rychlosti, je hlavni pficinou viskozity. Tecné sily vznikaji diky chaotickému pohybu
Castic a slabym mezimolekuldrnim interakcim. Faktory, které ovliviiuji viskozitu
kapaliny, jsou koncentrace roztoku, teplota, chemicka povaha latky a tlak. U hrubych a
koloidnich disperznich soustav (napf. suspenze) jsou rozméry disperznich ¢astic vétsi,
nez Castice disperzniho prostfedi. V prostiedi se ¢astice o poloméru R ucastni tvorby
viskozniho prostiedi, protoze uz se rychlost toku neméni jenom kolmo na smér proudnic,
ale i podél nich. Element kapaliny se tésn¢ ptiblizi k ¢astici a rychlost toku zpomali. Poté,
co se dostane za ¢astici, se rychlost toku opét zrychli (viz. obrazek 2.2). V piipadé oralné
disperznich filmu ovliviiuje vyrobu i jejich funkci. Naptiklad pfi vysoké viskozité dochazi
K problémiim s odvzdusnénim a nerovnomérnému rozlozeni disperze (dochazi tzv.
k nehomogenité prostiedi). Proto se musi optimalizovat viskozita i z divodu zpomaleni
sedimentace a udrzeni stabilniho prostredi.(Hrazdira, 2004; Laznickova, 2014; He, 2021;
Turkovi¢, 2022; Pouchly, 2008; Sarisuta, 1982; Fischer, 2019)
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Obrazek 2.2 Obtékani kulovitého t&lesa kapalinou (Pouchly, 2008)

Pokud se ¢astice k sobé pfiblizi natolik, aby spolu mohly interagovat, vznikaji
mezi nimi slabé vazebné interakce (nebo také mezimolekularni interakce). Mezi né
fadime Van der Waalsovy sily a vodikové vazby. Slabé nevazebné interakce nachazime
napt. v DNA, kdy cela dvouSroubovice ma svou strukturu pravé diky témto silam. Sily
jsou o dost slabsi nez napt. kovalentni vazby nebo iontové a zalezi Cisté na vzdalenosti
mezi molekulami. Van der Waalsovy sily pusobi na molekuly s elektricky neutralnim
nabojem. Princip vzniku téchto sil je na zdklad¢ nerovnomérného rozlozeni elektroni,
které mizeme vyjadfit pomoci dipélového momentu. Mista s pfevahou kladné ¢i zaporné
nabitych elektronti se nazyvaji dipoly. Dipdlovy moment je vektorova veli€ina, ktera
charakterizuje nesymetrické rozdéleni. Zakladni jednotka je C/m (Coloumb na metr). Van
der Waalsovy sily zpravidla vznikaji mezi polarnimi nebo polarni-nepolarni molekulou.
U polarnich molekul se sily orientuji opa¢né nabitymi ¢astmi k sobé. U interakce polarni
—nepolarni vazby nejprve polarni molekula indukuje u nepolarni dipo6l, ktery zptsobi, ze
nepolarni molekula se chova ¢asteéné jako polarni. Mezi typické polarni molekuly fadime
napt. vodu. Mezi nepolarni fadime organické slouceniny nebo Cisté prvky (napt. Hz).
(Frankova, 2014; Hirschfelder, 1963; Halgren, 1992; Banerjee, 2022)

Pii tvorbé agregatu se plynule prechazi k procesu sedimentace (viz. obrazek 2.3).
Sedimentace je proces, kdy dochazi k usazovani agregatl, a tedy i k oddéleni 2 slozek
(pevné a kapalné) suspenze za ptsobeni gravitacni sily, ktera pasobi na ¢astice. Hlavnim
prekurzorem je rozdil mezi gravitacni a vztlakovou silou. Rychlost sedimentaci ovliviiuji
tfi urovné interakci v suspenzi. Prvni je interakce Castice-Castice, kdy je myslena agregace
castic. Tato interakce je vyznamna u vysoce koncentrovanych suspenzi. Dalsi interakce
je Castice a médium. Nékteré ¢astice mohou nepiimo interagovat s médiem, a tim ovlivnit

proces sedimentace. Posledni parametr je hydrodynamicka interakce cCastic. Tato
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hydrodynamicka sila zplsobuje, ze kazda castice kvili svému chaotickému pohybu
vytvaii kolem sebe sekundarni proudové pole a pii vysoké koncentraci roztoku se pole
jednotlivych ¢astic mohou piekryvat, a zdroven rusit. Rychlost sedimentace se da vyjadrit
pomoci rovnice [2], podle které je sedimentace ptimo imérna rozdilu hustot mezi pevnou
a kapalnou fazi a nepfimo umérna viskozité prostedi. (Babu, ed., 2022; Kourki, 2012;
Fischer, 2019; Cheng, 1955) Stokesova rovnice pro sedimentaci zni (Kourki, 2012):

dZ
v="100c—p) (2

Kdy d je pramér ¢astice, g je gravitacni zrychleni, u je viskozita prostiedi, p, je

hustota Castic a p,, je hustota prostiedi.

e . SO
et .:',f_s .
. ._. "'
- v b4t o
oo l‘o."' s
] Priméarn{ &asti LS Agregity L
¥ rimdrni &dstice |,y v . gregaty S,
la UL L
- AR S " RO T
.. v » 4t e GO
oo L N
[« - Y.ow o AP -
'] L]
..-/' [ ‘.“‘.'/' I ‘.‘.‘o'
A .4,‘1| .,:‘"I o
* . h ' = .'a "
";. - . ";“‘_.- -
DR R
‘e bl
e b
e Y .
\L e Sedimentace

agregatd

Obrazek 2.3 Schéma agregace a sedimentace (Lin, 2015)

2.1.1 Coffee ring effect

Dukaz pohybu cCastic v kapaliné a jeji agregaci byl znovu dokazan na konci
20. stoleti. Coffee ring effect (CRE) je fenomén, ktery popisuje obrazec vytvoieny po
odpareni kapaliny obsahujici ¢astice. Byl charakterizovan dle krouzkovitého ttvaru, ktery
je vytvoten po obvodu rozlité kavy. Cely mechanismus pracuje na principu kapilarniho
proudéni. Kapka s ¢asticemi se odpafuje od kraje, a zarovenl jsou okraje dopliiované
kapalinou ze stiedu. To zptisobuje pohyb ¢astic k okraji. Aby ale tento efekt nastal, musi
kapalina mit nizké Marangoniho ¢islo. To popisuje pienos hmoty mezi dvéma fazemi
v disledku gradientu povrchového napéti. Marangoniho proudéni se nachazi i u
rozpusténych latek v roztoku pii odparovani, kdy se vyuziva pti tvorbé rovnhomérného

filmu. (Gencer, 2017; Ooi, 2017; Deegan, 1997)
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2.2 Pripravy oralné disperznich filmu

Farmaceuticky prumysl se vice ptizptsobuje potiecbam zakaznika (pacienta). I
ptes velice variabilni 1é¢ivé formy, ordln€ disperzni filmy (ODF) se ve svété uchytily
zejména diky jejich jednoduchosti aplikace a jejich moznosti individualni vyroby, ktera
podporuje trend sméfujici k personalizované 1é¢bé. (Morath, 2022) Jsou vhodné zejména
pro pacienty s dysfagii, détské pacienty, anebo pacienty upoutané na ltizko. Muzou se
podat bud’ peroralné, bukalné ¢i sublingvaln¢é. Hlavnim divodem K vyrobé této formy
byly obavy z uduseni tabletovou formou. (SEVINC OZAKAR, 2021; Ferreira, 2017;
Gijare, 2018; Speer, 2018)

ODF jsou charakterizované jako tenkd a pruzna polymerni vrstva, ktera je
netoxickd, biologicky odbouratelnd a biokompatibilni. Spliiuji mnoho naroki systému
pro podavani léCiv. Byla prokazana zvySena pocatecni ucinnost 1éCiva a jeho trvani a
snizené davkovani. (Karki, 2016) Jako prvni s touto Iékovou formou pfiSel Pfizer v roce
2001. (Walicova, 2016)

Diky anatomii dutiny ustni se 1é¢ivo uvoliuje do krevniho fec¢isté hned po podant,
kvili epitelu dutiny Gstni, pfesnéji nerohovatéjici sublingvalni sliznici, Ktery je vysoce
permeabilni (aZ 4000x vice propustna nez klize). Méné propustna je sliznice bukalni a
mekkého patra. Pravé tyto mista se pouzivaji v klinické praxi. Hlen obsaZeny ve slindch
funguje jako lubrikant, protoze zajiStuje pfilnuti Iékovych forem ke sliznici. Pfi
fyziologickém pH nese negativni néboj, diky kterému ma léciva latka horsi pfistup
k transportu a absorpci, ale taky moznost prodlouzeni kontaktu s epitelem, a tim dochazi
i k delsi dobé ptsobeni 1é¢ivé latky na epitel. Hlen ma funkci ochrannou, zvlh¢ujici a
bariérovou. Sliny jsou produkovany slinnymi zlazami, které se skladaji ze 3 hlavnich
velkych 714z (pfiusni, pod¢elistni a sublingvalni). V mens$im mnozstvi se sliny produkuji
1 v malych slinnych zlazach, které jsou hned pod sliznici (celkova plocha sliznice v dutiné
je 100-200 cm?). Celkové se vyprodukuje za minutu 1-2 ml. Sliny, kromé& hlenu, obsahuji
vodu, amyldzy, imunoglobuliny, mineralni soli atd., které zapficinuji rozpustnost ODF
v duting Gstni. (Cihak, 2013; SEVINC OZAKAR, 2021; Gajdizok, 2016; Walicova, 2016;
Redfearn, 2019)

Proces davkovani 1éciva se sklada z vyroby velmi tenkého peroralniho prouzku,
ktery se pfiloZi na sliznici dutiny Ustni (vétSinou na nebo pod jazyk nebo vnitini sténu

tvare), kde se diky slindm pfilne na misto aplikace a nasledn¢ rozpadne kviili obsahujicim
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polymertim rozpustnych ve vodé€. Po rozpadu se bud’ 1é¢iva forma smichd se slinami a
nasledné polkne, anebo pfi delsi setrvacnosti rozpadu ODF se 1é¢iva forma absorbuje pies
sliznici. V druhém piipadé mize dojit k lokalnimu u¢inku 1é¢ivé latky. (Vishwakarma,
2017; SEVINC OZAKAR, 2021; Walicova, 2016)

Zakladni slozeni ODF se sklada z: 1écivé latky (API — active pharmaceutical
ingredient, neboli aktivni farmaceuticka slozka), filmotvorného polymeru, zmékcovadla,
latek stimulujici slinéni, latek maskujici chut’, plniv, barviva. Dodate¢né miize obsahovat
i inhibitory enzymd, aktivni povrchové latky, stabilizatory a zahust'ovadla. (Pacheco,
2021)

Polymer, ktery slouzi v ODF jako nosi¢ API, musi byt vodorozpustny, aby se
ODF dokazalo rozpustit v duting ustni. Polymer rozpustny ve vodé, musi mit dostate¢ny
pocet elektronegativnich atomli a funk¢nich skupin v fetézci, aby dokazal vytvofit
vodikové miistky. Po kontaktu tohoto polymeru s vodou, mé polymer schopnost zvySovat
viskozitu pfi niz§ich koncentracich, bobtnat a ménit strukturu a tvar roztoku. (Kalia, ed.,
2021) Pti pouziti vhodného polymeru pro 1é¢iva sledujeme dva parametry. Molekulova
hmotnost udava rychlost rozpusténi polymeru. Cim vy$si je molekulova hmotnost, tim je
molekula vétsi a jeji vazby silngjsi, tedy rychlost rozpusténi polymeru bude pomalejsi.
Dalsim faktorem je stupen krystalinity. Ke krystalizaci dochazi pravé pii extrémni
teplotni zméné€ nebo nédhlé zmeéné struktury polymeru napft. ptfi ochlazovéani po roztaveni,
odpafovani, nebo mechanickému protazeni. Krystalizace muze ovlivnit vlastnosti
polymeru (chemickeé, mechanické, optické ...). Stupné krystalinity jsou udavany
v procentech a udava podil obsahu (v procentuélnim zastoupeni) krystalického obsahu ve
struktufe polymeru. Cim vysi stupe, tim hiife se polymer rozpousti. Misto krystalizace
se oznaCuje jako zarodek a podle puvodu ho rozdélujeme na homogenni nebo
heterogenni. Homogenni ¢astice vznikaji pravé prudkym ochlazenim polymeru nebo
dal$im mechanickym nebo teplotnim pisobenim. Heterogenni zarodky byvaji nepatrné
¢astice prachu nebo jiného materialu. (Keller, 1952) Nejcastéji pouzivané polymery jsou:
polyvinylalkohol (PVA), polyvinyl pyrrolidon (PVP), hydroxypropylmetylcelulosa
(HPMC), polyethylen oxid (PEO), a ptirodni napi. pullulan (PUL) nebo maltodextrin.
Nejsou to ale jediné pouzivané polymery. Vice se klade diraz na ptirodni polymery
(biopolymery), které jsou uz od ptirody biokompatibilni, biodegradabilni, jsou casto
hydrofilni a netoxické. (Rebelo, 2017) Biopolymery jsou polymery, které jsou

produkovany Zivymi organismy, a tudiz je mizeme najit voln¢ v piirod¢. Nachazi se od
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rostlin pfes bakterie aZ po ¢loveka. Hlavnim pfedstavitelem této skupiny je DNA a RNA,
tedy polynukleotidy. Radi se sem ale také polysacharidy a polypeptidy. (Yadav, 2015)
Diky jejich slozité struktuie a nahodilosti v porovnani se syntetickymi polymery, jsou
idedlni pro vyuziti v mediciné. Ve farmacii jsou vyuzivany hlavné jako nosi¢i 1€¢ivé
latky. Velka vyhoda biopolymeru se vyuziva také v tkanovém inzenyrstvi. (Onar, 2004;
Baranwal, 2022)

N&mi pouzivany PVA (strukturni vzorec viz. obrazek 2.4) je vodorozpustny
polymer, ktery diky jemu snadné dostupnosti je jednim z nejvice pouzivanych polymeri
ve zdravotnictvi viibec. Mezi jeho hlavni vyhody spada snadnd chemicka modifikace,
biokompatibilita, nizka tendence k adhezi proteinti a nizka toxicita. (Baker, 2012; Morath
, 2022; Parisi, 2022) Dalsi slozkou jsou zmékcovadla, ktera pomahaji s mechanickou
pruznosti a obecné zlepSeni mechanickych vlastnosti. Barviva a latky maskujici chut
(sladidla, aromata) slouzi hlavné pro ucely zamaskovani chuti (protoZe vétSina API maji
nahotklou chut’) a atraktivnéjsi piijeti 1é¢iva spotiebitelem. (Turkovi¢, 2022; Singh, 2021,
Dixit, 2009; Pacheco, 2021; Kadajji, 2011)

OH

Obrézek 2.4 Vzorec polyvinylalkoholu (PVA) (Zdroj: autor)

Stézejnimi vyhodami ODF jsou prokrveni sliznice a snadnd dostupnost
k lymfatickému systému. Velka plocha sliznice umoziuje snadnou aplikaci a rychlejsi
absorpci a preskoceni ,first-pass® efektu (napf. zaludecni Stavy nebo zluc), ktery
zpisobuje sniZenou koncentraci u¢inné latky v téle, a to taky umoznuje pouziti mensi
davky 1écivé latky a omezeni nezadoucich vedlejSich efekti. Tenka vrstva 1éku je
stabiln€j$i a rychleji se rozpousti, a to zplisobuje rychlejsi uvolnéni 1éciveé latky do téla.
Oproti tekutym formam je zarucena lepsi pfesnost davkovani. Diky rozpusténi i bez

»zapijeni® 1é¢ivé formy vodou, je idedlni formou napi. pro pacienty podstupujici
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chemoterapii. (Gajdizok, 2016; Siddiqui, 2010; Vishwakarma, 2017; SEVINC
OZAKAR, 2021; Herman, 2022; Cupone, 2022; Ferlak, 2023; Hoffmann, 2011)

Hlavni nevyhodou ODF je ekonomicka ndroCnost na pfipravu i uchovani.
Sledovanym parametrem pii skladovani je vlhkost, protoZe tato vlastnost pfinasi vyhodu
pfi aplikaci l1é¢iva pacientovi, je nachyInéjsi ke skladovani. Mozna dalsi nevyhoda je malé
mnozstvi davky. Bylo prokazano, Ze lze navysit mnozstvi 1é¢ivé latky az na 50% celkové

hmotnosti ODF. (Siddiqui, 2010; Vishwakarma, 2017; Cupone, 2022)

ODF je v literatuie casto zaménitelny pojem. Evropskou lékovou agenturou
(EMEA — European MEdicines Agency) je definovan jako orodispergovatelmy film
(angl. Orodispersible film). Americka FDA (Food and Drug Administration) pouziva
termin rozpustny film (angl. soluble film). Dale se oznacuje pojmem oralni platek (angl.
oral strip). V ¢esku je oficialné uveden pod pojmem jako ,,Film dispergovany v ustech* v
Ceském 1ékopisu 2009 Doplnék 2013, kde je definovan jako jednovrstevné nebo
vicevrstevné platy z vhodného materialu uré¢ené k umisténi do tstni dutiny, kde se rychle
disperguji. (ANON, 2013; Walicov4, 2016)

Pro zajisténi kvality ODF a jejich zaru€enou stabilitu pfi podani 1é¢iva zajistuje
spravna vyrobni praxe (SVP). Z anglického piekladu Good Manufacturing Practice
(GMP), SVP je soubor pravidel, ktery zajiSt'uje ochranu spotiebitele (pacienta) pomoci
opatfeni minimalizujici riziko schvaleni 1éku nevyhovujici kvality nebo nevhodny pro
zamySlené pouziti, ktery by mohl spotiebitele ohrozit na zivoté. Jinymi slovy tyto
pravidla urcuji ptesny postup vyroby a kontroly 1é¢iv. Mezi zakladni kontrolni oblasti
patii fizeni jakosti (kvality), rozdé€leni pracovnikl, prostor a zafizeni, dokumentace,
vyroba, kontrola jakosti, smluvni vyroba a laboratorni kontrola, reklamace i stahovani
vyrobku. (Hampl, 2015)

V Ceske legislative je SVP uzakonéna v zakoné o 1éCivech ¢. 379/2007 Sb.. Pfesna
pravidla postupu dle zakona o 1é¢ivech stanovuje vyhlaska MZd CR & 229/2008 Sb.
Zakonné normy jsou Vv souladu s piedpisy Evropské unie dle Smérnice Komise
2003/94/EC, 2004/27/EC a 2004/28/EC. Dale muzeme pokyny pro SVP nalézt
v pokynech SUKLu (Statni tstav pro kontrolu 16¢iv) VYR-32 vydany ve Véstniku SUKL
¢. 2/20006, ktery je ceskym prekladem materialt Evropské unie pod nazvem ,,The Rules
Governing Medicinal Products in the European Union, Volume 4, Good Manufacturing
Practices . (Hampl, 2015)
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Vyroba ODF zacala v 60.letech minulého stoleti ptipravou celulézovych folii. Ty
vSak nebyly stabilni kvili smr$tovani filmi pii suSeni, nepfesnym davkovanim a
nejednotnosti 1ékové formulace. Od té doby piiprava ODF znaéné pokrocila. Je nékolik
druhii pripravy, ale metoda solvent-casting patii bezkonkurencné k nejrozsitenéjSim
(hlavng co se tyce priamyslové metody) (viz. obrdzek ¢. 2.5). Dalsi vyuzivané metody
jsou elektrospinning (electrospinning), vytlaGovani za tepla (hot-melt extrusion) nebo 2D
a 3D tisk (2D, 3D printing). (Turkovi¢, 2022; Cupone, 2022; Morath, 2022; Ferlak, 2023;
Jose, 2019; Musazzi, 2020; Shanbhag, 2008)

= Solvent casting - S(

* Hot-melt extrusion - HME
Electrospinning - ES
2D printing - 2DP

= 3D printing - 3DP

Obrazek 1.5 Frekvence pouzivani jednotlivych zpiisobt vyroby ODF (Turkovi¢, 2022)

2.2.1 Metoda solvent — casting

Solvent — casting metoda je nerozsifenéj$i metoda, co se ty¢e metody piipravy
Vv klinické praxi. Mizeme pouzit Sirokou Skalu polymert, kdy ma kazda své unikatni
vlastnosti zptsobujici individualni proces a jiné mechanismy uvoliiovéani. Pfipravuji se
jak ODF s API, anebo bez ni, které se pak pouzivaji jako substraty na 2D tisk. Postup je
nasledujici. Nejdiive rozpustime léCivou latku ve vhodném rozpoustédle. Oddélené
smichame ostatni pomocné latky (polymer, zmékcovadlo, barviva atd.) do formy roztoku
nebo suspenze. Pro lep$i manipulaci by se mél disperzni systém odplynit, kvili odstranéni
vzniklych bublin. Nasledné se rozleje roztok/ suspenze do formy (vrstvici stroj nebo
Petrino miska), kde se susi. SuSeni probiha zhruba za teploty 50°C. Je to z duvodu
ptizptisobeni se vyrob¢. Nejidealn€jsi je pokojova teplota, kviili lepSim mechanickym
vlastnostem, ovSem diky Casové ndro¢nosti a priamyslové (mySleno farmaceutické)

vyrobé je potieba proces suseni urychlit. Nakonec se rozieze na pozadovanou velikost.

(Salawi, 2022; Turkovi¢, 2022; Morath, 2022; Mireault, 2020)
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Obrazek 2.6 Postup vyroby ODF metodou solvent — casting (Musazzi, 2020)

2.3 Polariza¢ni mikroskopie

I kdyz se da agregace Castic pozorovat vice zpusoby (napf. pomoci rozptylu
svétla), pro tuto praci jsme zvolili polariza¢ni mikroskopii. Jeji schopnost vyznacit pouze
opticky aktivni ¢astice mize pomoci se sledovanim agregace. V dne$ni dobé mame uz
neékolik druhtt mikroskopt od ,klasického optického mikroskopu, ptes elektronovy
mikroskop, az po fluorescenéni mikroskop. Kazdy ma své specialni uziti. (Frandsen,

2016)

Polariza¢ni mikroskopie (PM) v poslednich letech zaznamenala nejvétsi pokrok u
studovani dvojlomého charakteru anizotropnich subcelularnich soustav. Obecné se
vyuziva na sledovani anizotropnich latek a krystaldi. PM je kombinaci klasického
svételného mikroskopu a polarimetru. Polarimetr se v mediciné¢ pouziva ptfi méteni

glukdzy v moéi. (Olympus, 2023; Nikon, 2023)

~ N

Polarizace svétla je zaloZena na principu Sifeni elektromagnetickych vin. U svétla
jsou elektromagnetické viny, resp. vektor intenzity elektrického pole E a vektor
magnetického pole H, na sebe kolmé a jsou kolmé i na smér $ifeni vinéni jako takového.
Za béznych podminek ale smér Sifeni vektoru E je zcela nahodily a je nutné proto
ptirozené svétlo zpolarizovat a ziskat tzv. linedrné polarizované svétlo, které bude mit
vektor E kmitajici v jedné roviné a bude tedy i polarizovatelné. (Kocsis et al., 1998;
Olympus, 2023; Frandsen, 2016; Nikon, 2023)
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K polarizaci pouzivame u PM dva polarizatory (v ¢eské literature polarizator a
analyzator). Polarizator se nachazi v osvétlovaci soustavé a analyzator za objektivem
zpravidla v tubusu. U PM se vyuziva metoda dvojlomu. Paprsek, ktery projde opticky
aktivni latkou (napf. nanocelul6zou) se rozdé€li na dva, kdy jeden projde analyzatorem
kolmo (tedy dal neprojde) a druhy rovnobézné. Ten se pak zobrazi svétle nebo barevné
(zalezi na povaze latky, kterou paprsek prosel). (Nikon, 2023; Olympus, 2023; Frandsen,
2016)

2.3.1 Nanoceluléza

Mezi lehce pozorovatelné, ve vodé nerozpustné, a opticky aktivni latky patii
nanoceluldza. To je celuloza, kdy jeden jeji parametr ma pod 100nm. Jeji obrovska
vyhoda je nizka toxicita, diky které si ziskala oblibu jako biomedicinsky material (napf.
v tkanovém inzenyrstvi jako tkanovy nosi¢). Na druhou stranu je jeji obrovska nevyhoda
jeji vyroba a pracné zpracovani. Casto se kviili homogenité pouZiva sonikace (ultrazvuk),
kvuli poruseni vazeb. D¢li se na nanokrystaly (CNC nebo NCC), nanovlékna (CNF) a
bakterialni nanocelulozu. Chemicka struktura jednotlivych typu je podobna, ale kazdy
charakteristika nanoceluldzy je jeji schopnost vytvaiet gel. (Puglia, ed., 2016; Genger,
2017; Mondal, ed., 2016; Klockars, 2018; Heise, 2021)

OH
HO -
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ok OH

Obrazek 2.7 Vzorec nanocelulézy (Zdroj: Autor)
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3 Prakticka cast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady/otazky

Cilem bakalafské prace je vyvinout metodiku pro pozorovani a vyhodnoceni
agregace Castic v ODF vyrobené pomoci metody ,,solvent—casting®. Hlavni otazkou je,
zda je mozné sledovat agregaci Gastic Vv realném Case (online). Suspenze by méla byt
viskdzni tak, aby byla zajisténa dostateéna pohyblivost ¢astic. Otazky, které budou feseny
v této préci jsou nésledujici: Je mozné charakterizovat agrega¢ni proces na polymernich
filmech vyrobenych metodou ,solvent-casting“? Je mozné tento proces né&jak

kvantifikovat obrazovou analyzou?
3.2 Priprava a nanaSeni polymerni suspenze

Jako ¢astice jejiz pohyb bude sledovan byla zvolena nanoceluléza (CNC, z angl.
cellulose nano crystals), ktera byla dispergovana v polyvinylalkoholu (PVA)
rozpusténém v destilované vodé (dH20) a ethanolu. CNC je ve vodé nerozpustnd a
V polarizovaném svétle vykazuje aktivitu (viz. obrazek 3.1). V nasem ptipad¢ pouzivame
CNC znacky CelluForce (vyrobni ¢islo #2015-133) a PVA 5-88 znacky Emprove®
Essential, SKU 1413541000, CAS-No 9002-89-5.

<

Obréazek 3.1 CNC v PVA (vlevo), fetézec CNC (vpravo) (Zdroj: Autor)
Nejdiive bylo nutné najit nejvhodnéjsi viskozni prostiedi. Byl ptipraven roztok
PVA s vodou v riznym procentualnim zastoupeni. Dilezité bylo, aby roztok byl snadno
roztiratelny, a zaroven se neroztékal po sklicku. Byly pfipraveny roztoky o hmotnostni
koncentraci 25%, 20%, 15%, 10% PVA ve vodé/ethanol (8:2). Poté byl kazdy vzorek
rozetien po skli¢ku, vlozeném v teflonové desce (viz. obrazek 3.5C), pomoci

natahovaciho pravitka znaCky Proinex Instuments s.r.o., tfidy Baker VF1515-373

22



(viz. obrazek 3.2A). Valcovy aplikator ma 4 aplika¢ni hrany razné tloustky (300, 500,
700 a 900 um) (viz. obrazek 3.2B) a je vyroben z vysoce kvalitni nerezové oceli, ktera se

neposkodi ani kyselymi ani zasaditymi prostredky.

Obréazek 3.2 A Natahovaci pravitko, B Velikosti natahovaciho pravitka, C Teflonova deska s vloZzenym sklickem
(zdroj: Autor)

Na zékladé¢ subjektivniho pozorovani byla stanovena pro piipravu filmu nejlepsi
koncentrace 20% PVA ve vodé¢/ethanol (8:2). Pii ptipravé suspenze je dulezité
homogenné dispergovat nejprve ¢astice CNC v destilované vodé. Homogenita ¢astic
pusobi velké problémy pii vyrobé nanomaterialt i 1é¢iv (napi. ODF). Byly proto pouzity
dvé metody piipravy. V prvni metodé (CNC = PVA) bylo ptidano CNC do uz vzniklého
roztoku PVA. Nasledné za vyuziti ultrazvukové lazné€ po dobu 90 minut by mélo byt
dosédhnuto homogenity v suspenzi. Druha metoda (PVA = CNC) zahrnovala opa¢ny
postup. Nejprve bylo CNC dispergovano ve vodé pomoci ultrazvukové lazné po dobu 45
minut. Subjektivnim vyhodnocenim homogenity ¢astic byla suspenze ponechéana v lazni
dle potieby. S postupnym piidavanim PV A rostla viskozita suspenze, a tim se snizovala
hybnost c¢astic. (viz. str. 12) PVA bylo pfidavano po davkach kvuli zachovani
homogenity.
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Problémem pii piipravé vzorkil byla schopnost CNC vytvaret pfi vysSSich
koncentracich gel. Pfi ptipravé dvou vzorkd o stejném slozeni, ale jiné metodé vysla
rozdilna viskozita prostiedi a viditelny pocet ¢astic pod mikroskopem (viz. obrazek 3.3).
Pii ptipravé vzorku prvni metodou byl problém vysoké viskozity vzorku. Byla snizena

koncentrace suspenze na 15% PVA.

Obréazek 3.3 Snimek vzorku ¢. 1 (vlevo), nimek.vzorku &. 2 (vpravo) (Zdroj: Autor)

Ke sledovani byly vybrany 4 vzorky o rlizné koncentraci CNC a metodé¢ ptipravy.
(viz. tabulka 3.1)

Tabulka 3.1 Seznam vzorkt

. Hmotnostni koncentrace
Cislo vzorku Metoda ptipravy
CNC (%)
1. 0,06 CNC = PVA
2. 0,06 PVA = CNC
3. 0,3 PVA = CNC
4, 0,6 PVA = CNC

Obrézek 3.4 Proces nanaseni vzorku na sklicko (Zdroj: Autor)
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Pfipravené suspenze byly nanaseny na sklicko a do Petriho misky. Nanaseni
suspenze na skli¢ko a rozeteni valcovym aplikatorem mélo pfiblizit vyrobni proces (Viz
obrazek 3.4). Petriho miska, ktera méla v priméru 30 mm, pfibliZovala laboratorni
piipravu. Kazdy vzorek byl protazen valcovym aplikatorem ve vSech nabizenych
tloustkach s riznym davkovanim za pomoci pipety Biohit Proline 100-1000 pl. (viz.
tabulka 3.2), kdy bylo potiebné dodrzovat konstantni rychlost tazeni pravitkem.
Nejvhodnégjsi tloustka byla hodnocena dle nasledujicich kritérii: délka evaporace,
schopnost pozorovat pohyb ¢astic a schopnost nasledného sejmuti vzorku ze sklicka. Bylo

zjisténo, Ze pro nejidealnéjsi sledovani agregace v suspenzi, je tloustka 900 pum.

Tabulka 3.2 Piehled davkovani pro jednotlivé tloustky

Tloust’ka vzorku (um) Déavka (ul)
300 100
500 300
700 400
900 500
Petriho miska 1000

Po vypafovani rozpoustédla ze suspenze bylo nutné vzorek sejmout ze sklicka
pomoci skalpelu. U tlousték 300 a 500 um byl pokus netispésny u vSech typa vzorki. U
tlouStky vzorku 700 um bylo mozné sejmout vzorek ¢. 1 a 4 za obCasného poSkozeni
struktury filmu. U tloustky 900 um bylo mozné sejmout vSechny vzorky. Obecné je
mozné tvrdit, Ze ¢im vyssi zastoupeni CNC a vétsi tloustky vzorku, tim je snadné&jsi
sejmuti vzorku ze skli¢ka. Nejvétsi problém byly okraje vzorku. Jak bylo proké&zano u
CRE zasychani vzorku probiha od okraji (Ooi, 2017). Kraje sledovanych vzorkt jsou
ten¢i a projevovala se konkavni geometrie vzorku. Tento efekt byl sledovan pouze u
vzorkll natazenych pravitkem. U Petriho misky bylo pozorovdno rovnomeérné
rozprostieni suspenze po celém povrchu misky diky kapilarnim silam mezi sténou misky
a vodou obsazenou v suspenzi. Dal§i problematika byla zjisténa v Case skladovani
vzorkt, kdy dochéazelo po celou dobu Kk jejich vysychani. Vysychani vzorku dokazuje

komplikovanost skladovani ODF filmu v praxi.
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3.3 Pozorovani ¢astic pod mikroskopem

Po naneseni vzorku na sklicka byly vzorky sledované pod mikroskopem znacky
Olympus BX60 sriznymi ¢asovymi rozestupy. VSechny nasledujici snimky byly
pozorovany objektivem se zv€tSenim 20x. Vzorky byly pozorovany pod normalnim

svétlem (viz. obrazek 3.1), tak v polarizovaném svétle (PS) (viz. obrazek 3.5).

Obrézek 3.5 Vzorek &.3 pod PS (vlevo), vzorek €. 4 pod PS (vpravo) (Zdroj: Autor)

Ukéazka pohybu ¢astic okem vidime na obrézcich 3.6 Jsou zvyraznéné 3 Castice
ttemi barvami (modrd, bila, rizova). VSechny se pohybuji jednim smérem zleva doprava.
Sleduje se jejich pohyb v ¢ase (to, t1, t2). Na obrazcich 3.6 jsou snimky pofizeny v rozmezi
10 s. V tmavé zeleném poli vyobrazeném na obrazcich 3.6 lIze pozorovat rozostrené tii
Castice, jak se priblizuji k sobé. Kazda ¢astice ma jiné zaostieni kviili hloubce ostrosti.

Ve vzorku je spoustu hladin, ve kterych se ¢astice miize pohybovat.
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Obréazek 3.6 Vzorek 1, 500 pm, A v &ase to B v ¢ase t1 C v &ase t2 (Zdroj: Autor)

Pro dikaz pohybu c¢astic byla zméfena vzdalenost (wm) jednotlivych ¢astic od
okraje snimku (viz. tabulka 3.3). Zvyraznéné ¢astice se pohybovaly podobnou rychlosti

ve stejném sméru.

Tabulka 3.3 Vzdalenost ¢astic od hrany snimku

Castice/vzdalenost
t1 t2 (10 s) t3(20 s)
od hrany
modra 23.3 25.1 27.3
bila 19,7 21,7 24.2
ruzova 22,4 24,4 27,1

Préce s aplikaci ImageJ byla zaméfena na analyzu ¢astic a jejich trasovani. Prvni
krok byl kalibrace obrazu. Kazdy snimek musel byt pfed zpracovanim pieveden do 8-bit
obrazu, a poté segmentovan pomoci funkce ,, Threshold, ktera vytvotila ¢ernobily obraz

(viz. obrazek 3.9)
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K zmé&feni velikosti a poctu ¢astic byla vyuzita funkce ,,Analyze particles“. Bylo

2

stanovena sledovana velikost ¢astic v rozmezi 0,01 - co um*. Tato funkce je vyuzivana

pfi méfeni velikosti nanoc¢astic nebo fluorescencnich ¢astic.
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Obrézek 3.7 Vzorek ¢. 1, 500 um upraveny funkci ,, Threshold (vlevo); vzorek &. 1 v Petriho misce 14 dni po
ptipravé upraveny funkei ,,Threshold* (vpravo)

Pro trasovani ¢astic byla pouzita funkce ,,TrackMate*. Mezi schopnosti funkce
spada: integrace n¢kolika segmentac¢nich algoritmi, detekce a ukladani obryst 2D. Tato
funkce se vyuziva k trasovani bunécnych struktur, T bunék a dalSich biologickych

struktur. (Ershov, 2022; Tinevez, 2017)

U vzorku 1, tloustky 900 um, byl pod mikroskopem pozorovan nahodily pohyb
Castic (viz obrazek 3.10). Nasledujici obrazek (3.10) ukazuje manudlni zna¢eni pohybu
¢astic. Snimky byly pofizeny s 10 s odstupem. Lze vidét, ze pohyb ¢astic neni stejny po
celou dobu, ale méni se v Case. Také Ize vidét problematiku trasovéani konkrétni Castice,

kdy nam vlivem proudéni po Case Castice zmizi.

28



Obrazek 3.8 VVzorek 1, 900 um; A — H snimky ze zdznamu agregace ¢astic v ¢asovém useku 0 — 70 s po 10
s (Zdroj: Autor)
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K porovnani manudlniho trasovani Castic byla pouzita funkce ,,TrackMate®.
Nevyhodou pouziti funkce na vzorku 1 o tloustce 900 um bylo velké mnozstvi ¢astic,
které ,,TrackMate* nedokazal trasovat. Jak mizeme vidét na obrazku 3.8, Casem castice
mohou zmizet z pozorované oblasti. Proto je nutné trasovat pouze ¢ast videa. U vzorku
¢. 1 se sledoval zdznam videa v rozmezi 50 snimkii. Vysledkem jsou zakreslené barevné
,ary ukazujici pohyb jednotlivych &astic. Cary oznadené v Cerveném kruhu (viz.

obrazek 3.9) zobrazuje Castice vychylujici se od sméru toku.

Obrazek 3.9 Vyznaceny smér pohybu ¢astic pomoci funkce ,,TrackMate* v Gseku 50 — 100 snimkd
(Zdroj: Autor)

3.4 Vyhodnoceni dat a poznatki z praktické ¢asti

Zrovnice agregace [1] byla prokazana zéavislost pohybu castic na viskozité,
poloméra castic. Diikazem jsou vysoké hmotnostni koncentrace roztoku PVA a
nemoznost natazeni piili§ viskézniho vzorku. VSechny ptipravené a pozorované vzorky
byly hodnocené jako nevyhovujici. Vzorky €. 2 a 3 mély nedostateCny pocet Castic na
jejich mozné trasovani. Vzorky €. 1 a 4 vyhovovaly vétSin€ parametrti, ale bylo nemozné
pomoci aplikace ImageJ zpracovat ziskanad data. K idedlnimu prostiedi ke sledovani

¢astic a k lepsi nasledovné manipulaci s filmem byla vyhovujici tloustka filmu 900 um.

V pribéhu prace s daty v programu Image) dochazelo k velkym chybam a

zpracovani obrazu je nepiesné, z divodu velkého poétu ¢astic na snimku nebylo mozné
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segmentovat jednotlivé Castice. Na obrazku 3.7 muzeme vidét dva snimky stejného
vzorku, které jsou pofizeny v rozmezi 14 dni, ktery vidime graficky vyhodnoceny na
grafu 3.1. Primérna velikost plochy &astic u vzorku &. 1 je 50,27 um? a u Petriho misky
je 30,14 um?. Velikost ¢astic mlize souviset s uskladfiovanim suspenze v laboratofi.
Vysledky jasn€ ukazuji zvySeny pocet Castic u Petriho misky, a to dokazuje, ze 1 nami

opticky neviditelné Castice se agreguji do vétSich celk.
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Graf 3.1 Pocet ¢astic ve vzorku jedna (vlevo), Pocet astic v Petriho misce (vpravo)

Byla také provedena analyza ¢astic z manualniho trasovani (viz. obrazek 3. 8),
jejimz vystupem byly histogramy zaznamenavajici velikosti ploch ¢astic ve snimku. (viz.
graf 3.3) Nakonec jsme udélali celkovy graf primérnych velikosti ploch ¢astic v Case
(viz. graf 3.2), kdy je mozné pozorovat trend zvétSujiciho se priméru ploch ¢astic, ktera

muze byt zplisobena agregaci Castic.
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Graf 3.2 Graf primérnych ploch Eastic v ¢ase (Zdroj: Autor)
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4 Z.aveér

Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout metodiku pro sledovani agregace ¢astic
Vv Case. Agregace Castic ma presah nejen do vyroby materidlt, ale i vyroby léciv a

materiali pro kloubni nahrady.

Nejprve jsme stanovili nanoceluldzu jako idealni ¢astice pro sledovani procesu
agregace. Nanocelul6za vykazuje optickou aktivitu pod polariza¢nim mikroskopem. Byla
piipravena v suspenzi s polyvinylalkoholem, ktery slouzi ve farmaceutickém pramyslu
jako nosi¢ 1éciv. Nasledné byl pfipraven film, na kterém byl sledovan pohyb céstic.
Hlavni limity pozorovani nano¢astic bylo optické rozliseni mikroskopu, jehoz minimalni
rozliSeni je omezeno vinovou délkou viditelného svétla. To umoznuje pozorovani pouze
Castice o velikosti minimalné 500nm. Dalsi omezeni byla ptiprava samotného roztoku.

Castice agregovaly jiz v prub¢hu ptipravy suspenze, coz ovliviiovalo pozorovani.

Vysledky pozorovani na mikroskopu byly podrobeny obrazové analyze za pouziti
manualniho trasovani ¢astic a funkce ,, TrackMate* v aplikaci ImageJ. Limity této metody
byl vysoky pocet Castic ve snimku, coz znemoznovalo dlouhodobé trasovani castic.
Vyhodnocovani ¢astic bylo dale nepfesné kvuli neschopnosti funkce ,,TrackMate*

zaznamenat nov¢ prichozi Castice.

I tak se podaftilo dokdzat agregaci ¢astic dvéma zpisoby. Prvnim bylo segmentace
¢astic manualniho trasovani obrazu a nasledné zpracovani do histogramu. Bylo ukazéno,
ze v Case se zvetSuje plocha sledovanych Castic, které na okraji vzorku maji divod diky
coffee ring effectu. Druhou metodou bylo porovnani dvou snimkl stejného vzorku

v ¢asovém rozmezi 14 dni.

Nase zvolena metoda solvent-casting je hodnocena jako mozna cesta ke sledovani
agregace Castic. Je potfeba se vice zaméfit na ptipravu vzorku a jeji skladovani, jelikoz

to pisobi hlavni problémy, a to nejen farmaceutickému primyslu.
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