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Nazev diplomové prace: Monitorovani liberaCnich testd pro uvolfiovani
klotrimazolu z nanovlaken

Diplomova prace je zaméfena na analyzu liberanich profill klotrimazolu
zriznych typu vldken za vyuziti neseparacni prutokové metody, sekvencéni
injekCni analyzy (SIA). Zaroven se zabyva hledanim idealnich podminek pro
syceni vlaken roztokem klotrimazolu. Vyroba nanovlaken byla provadéna na
pudé Technické univerzity v Liberci.

Prace se zabyva dvéma typy nanovlakennych nosi€d — polymerni
(polydioxanon a polykaprolakton) a keramické (kfemicité). V praci jsou testovany
dva postupy syceni viaken. Na prvni cast vlaken polydioxanonu a
polykaprolaktonu byl zavadén klotrimazol pfi vyrobé v rizném poméru polymeru
a klotrimazolu. Takto pfipravena vlakna byla podrobena analyze v laboratofi.
Druha c&ast polydioxanonovych a polykaprolaktonovych spolu s keramickymi
nanovlakny byla vyrobena v Cistém stavu, tj. bez ucinné latky. U téchto viaken
bylo testovano syceni v laboratofi ethanolickym roztokem klotrimazolu o urcité
koncentraci po urcitou dobu. Podminky syceni se v prubé&hu prace ménily ve
snhaze podrobné sledovat zavislost mezi podminkami syceni a uvolnénou
koncentraci klotrimazolu.

Méfeni probihalo za pfesné stanovenych podminek, které simulovaly
neporusenou zdravou lidskou kizi pfi teploté 32 °C a pH tlumivého roztoku 4,5.
Pfi téchto podminkach byly vioZzeny do 3 paralelné zapojenych Franzovych cel
nanovlakenné membrany s navazanym klotrimazolem a po dobu 135 min byly
podrobeny liberaci klotrimazolu do akceptorového média. Z tohoto média byly

v pravidelnych intervalech 15 min odebirany vzorky do systému



sekvencni injekCni analyzy a obsah klotrimazolu byl on-line stanoven pomoci
UV detekce. Vysledné liberacni profily klotrimazolu z jednotlivych nanovlaken
byly porovnany. Hlavnimi sledovanymi parametry byla rychlost uvolnéni
klotrimazolu do akceptorového média, koncentrace a profil uvolfiovani

klotrimazolu.
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Title of the diploma thesis: Monitoring of liberation tests for the release of

clotrimazole from nanofibers

The diploma thesis was focused on the analysis of release profiles of
clotrimazole from different types of nanofibres using non-separation flow
technique, sequential injection analysis (SIA). Simultaneously the diploma thesis
dealt with finding ideal conditions for saturation of the fibres with a solution of
clotrimazole. Nanofibers were produced at the Technical university of Liberec.

The diploma thesis dealt with two types of nanofiber carriers - polymeric
(polydioxanone and polycaprolactone) and ceramic (silica). Part of the fibre of
polydioxanone and polycaprolactone was saturated directly during production in
different ratios of polymer and clotrimazole. The saturated fibres were then
analysed in the Ilaboratory. The second part of polydioxanone and
polycaprolactone together with ceramic nanofibers was produced in a pure state,
i.e., without an active substance. These fibres were tested in the laboratory for
saturation with an ethanolic solution of clotrimazole at a certain concentration for
a certain time. The saturation conditions were changed during the work to closely
monitor the relation between the saturation conditions and the released
concentration of clotrimazole.

The measurements were performed under well-defined conditions that
simulated intact healthy human skin at a temperature of 32 ° C and a pH of the
buffer solution of 4.5. Under these conditions, nanofiber membranes with bound
clotrimazole were placed in 3 Franz cells connected in parallel to a single SIA
system and liberated level of clotrimazole in the acceptor medium was monitored

for 135 min. Samples were aspirated from this medium at regular 15 min intervals



into a SIA system and the content of clotrimazole was determined on-line using
UV detection. The resulting release profiles of clotrimazole from individual
nanofibers were compared. The main monitored parameters were the release
rate of clotrimazole into the acceptor medium, the concentration and the liberation

profile of clotrimazole.
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Seznam zkratek

FIA — pratokova injek¢ni analyza

NSF — Narodni védecka nadace

PC - polykarbonat

PCL - polykaprolakton

PDX — polydioxanon

PLLA — kyselina polymlécna

PVA - polyvinylalkohol

SIA — sekvencni injekEni analyza

SIC — sekvencni injekéni chromatografie

UV — VIS — ultrafialové-viditelné spektrum



1. Uvod

Sekvencni injekcni analyza (SIA) byla vyvinuta béhem odstranovani
nevyhod prutokové injekéni analyzy. Tyto nevyhody spocivaly hlavné
v kontinualnim toku, ktery v technice SIA |ze kontrolovat, stejné tak i spotfeba

Cinidel a reagencii [1].

Vyhodou SIA  systému je univerzalnost a  jednoducha
manipulace s aspirovanymi roztoky. Pofadi, objem, rychlost aspirovanych
roztoku lze velice snadno ménit. Obousmérné Cerpadlo umozfiuje dokonalejsi
promiseni vzorku s Cinidly a nosnou kapalinou. Do systému lze externé pfipojit
velké mnozstvi procesu, které u systému SIA nevyzaduje velké uUpravy
usporadani systému, ani optimalizace neni tak naroCna jako tomu bylo u
prutokové injekéni analyzy (FIA) [2]. SIA systém rovnéz umoznuje monitorovani
procesu z dlouhodobého hlediska bez nutnosti zasahu obsluhy a tim je mozné

ziskat velmi podrobny profil daného procesu.

Nanovlakna jsou definovana jako vlakna s primérem mensim nez 500 nm.
Ve zdravotnictvi je to rozmér az do 1000 nm. Narodni védecka nadace (NSF)
oznacuje nanovlakna jako ty, které maji alespon jeden rozmér mensi nez 100
nm. Nanovlakna maji unikatni vlastnosti hlavné kvuli extrémné vysokému poméru
povrchu k hmotnosti ve srovnani s béznymi netkanymi textiliemi. Jejich vyuZiti je

napfiklad v regenerativni medicingé, separacnich procesech a izolacich [3].



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace je otestovat mozné vyuziti nanovlakennych
materialu jako nosi€l pro klotrimazol a jeho liberaéni profil, popf. moznosti syceni
nanovlakenného nosiCe ethanolickymi roztoky klotrimazolu za pFesné
definovanych podminek. Experimentalni ¢ast prace bude méfena s vyuzitim
systému SIA. Ve spolupraci s Technickou univerzitou v Liberci jsou k dispozici
dva typy nanovlakennych nosicu, polymerni a keramické. A jeden komercné
dostupny nosi€¢ z polykarbonatu, ktery bude slouzit jako porovnavaci, pro zjisténi

Polymerni nosice konkrétné polydioxanon (PDX) a polykaprolakton (PCL),
na které bude v prvnim pfipadé zavadén klotrimazol pfimo pfi vyrobé v rizném
poméru polymer : klotrimazol, budou pfimo podrobeny liberacnimu testu a podle
zméfené absorbance bude pfes rovnici kalibracni kfivky zjisténo, jaka
koncentrace klotrimazolu se vyskytuje v akceptorovém meédiu a vysledky budou
zaneseny do grafu libera¢niho profilu.

Nebo budou Cisté polymerni nanovlakenné nosice syceny v laboratornich
podminkach s vyuzitim rizného mnozstvim klotrimazolu a za rizné dlouhou
dobu. Takto nasycené nosi¢e budou podrobené liberacnim testim klotrimazolu
a zméfena absorbance aspirovanych vzorkl. Poté bude nasledovat stejny postup
jako u pfedchoziho typu.

Jako druhé budou testovany keramické, konktrétné kfemicité
nanovlakenné nosiCe, které jsou k dispozici pouze Cisté, tj. bez navazaného
klotrimazolu z vyroby. Na téchto nosiCich bude testovana zavislost mezi dobou
syceni, koncentraci syticiho roztoku a mnozstvim uvolnéného klotrimazolu do
akceptorového média.

Nasledné bude provedeno porovnani moznosti syceni u raznych typ(
nanovlaken scilem vybrat vhodny material a postup syceni pro

rovhomérnou a dlouhodobou liberaci klotrimazolu.



3. Teoreticka ¢ast
3. 1. Neseparacni pratokové techniky

Sekvencni injekéni analyza (SIA) patfi do skupiny pratokovych
analytickych technik, které vynikaji v tom, Ze diky nim lze automatizovat slozité
postupy pfi analyze velkych sérii vzorki a diky tomu zvySuji
produktivitu, pfesnost a spravnost zejména rutinnich stanoveni. SIA odstranuje
nevyhody a nedokonalosti prutokové injekéni analyzy (FIA) [4]. Obrovskou
vyhodou techniky SIA je, Ze jeji provoz mize byt plné automatizovany. Pomoci
pocCitatového softwaru je umoznéno ovladat objem a rychlost aspirace
vzorku, reagencii a nosnych kapalin [5]. Systém SIA dokaze vyuzit riznych
druht nosnych kapalin, vynika reprodukovatelnosti vysledkl a velkou kapacitou

systému [6].

3.1. 1. Princip metody

Principem SIA metody jsou oddélené cykly méfeni. Nejprve je aspirovano
nosné medium, poté vzorek a Cinidla pfimo do jednokanalového systému
s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla. Nasledné
dochazi k obraceni pohybu Cerpadla, tim dochazi k dokonalejSimu promiseni
kapalin uvnitf systému a vznikly produkt je dopraven do detektoru; tim je jeden
cyklus ukonCen [4]. V detektoru dochazi k detekci signalu stanovované latky
a prevodu do pfislusného pocitatového programu, ktery signal vyhodnoti jako
pik. Specialni ovladaci program umozriuje zmény v nastaveni SIA systému bez

nutnosti zasahu do sestaveni.



HOLDING COIL DETECTOR

Obrazek 1 Princip SIA metody [7]

(Holding coil — misici civka, carrier — nosny proud, detector — detektor,
MPV — vicecestny selekCni ventil, Cervena — vzorek, modra — Cinidlo, zluta —
produkt)

A — aspirace vzorku do misici civky

B — aspirace Cinidla

C — vzajemné promichavani vzorku a Cinidla v misici civce

D — zména sméru toku smési, dokonalejsSi promiseni, reakce, vznik produktu

E — transport produktu do detektoru a detekce signalu



3.1. 2. Vyuziti systému SIA

Sekvenéni injekéni analyza naléza uplatnéni predevSim  pfi
automatizovaném stanoveni vétSiny anorganickych iontl, které se bézné
vyskytuji v jednodussich vzorcich typu povrchoveé a pitné vody. Lze ji vyuZzit i pro
stanoveni velké skupiny organickych latek v€etné I&Civ [4].

V oblasti farmacie |ze vyuzit systém SIA pfi hodnoceni kvality a u€innosti
|€Civ, pfi stanovovani obsahu ucinné latky v substancich, |ékovych formach
a biologickych materialech pfi souCasném vyuziti citlivé detekce. V oblasti
technologie IéCiv se vyuZiva ke zjistovani stejnomérnosti obsahu ucinné latky
nebo k monitorovani disolu¢niho procesu pevnych lékovych forem [8].

SIA se uplathuje pfi stanoveni anorganickych iontd ve vodé ruzného
puvodu za ucelem kontroly jeji kvality. Vyhodné je sou€asné stanoveni nékolika
druht iontl bez nutnosti separace nebo opakovaného méfeni s rliznymi Cinidly.
Takto byly napf. stanoveny ve vodé vapenaté, hofeCnaté, Zelezité,

chloridové, fluoridové, dusitanové, dusiCnanové ionty [4].

3.1.3. Automatizace v systému SIA

U Casové naroCnych procesl je vhodné vyuzit systém SIA, protoze
umoznuje on-line sledovani kinetického profilu procesu bez nutnosti zasahu
kvalifikované osoby. Vyhoda automatizace spocCiva v zabranéni kontaminace
vzorkl, zamezeni vzniku lidskych chyb, snizuji se naklady a zvySuje se Casova
efektivita. Automaticka analyza dale disponuje vySSi reprodukovatelnosti
a spolehlivosti. U automatickych systému vétSinou dochazi k miniaturizaci a tim
ke snizeni nakladu na Cinidla a mensi mnozstvi vyprodukovaného odpadu [9].

Kontrola kvality se u lé€Civych pFipravkl mimo jiné zabyva zjisténim obsahu
uvolnéné ucinné latky z pevného lécivého pfipravku, napf. disolu¢ni studie.
Analytické metody, které se pouzivaji pro disoluéni studie musi byt
selektivni, prfesné a spravné, protoze jsou pfitomny také pomocné latky
(napf. pojiva, suspendacni latky a konzervacni latky). Automatizace pomoci
techniky SIA spliiuje vSechny tyto pozadavky a byla vyuZita pro monitorovani
disoluénich profild s pomoci spektroskopické, luminiscenéni a elektrochemické

detekce [10]. Tabulka Cislo 1 obsahuje vysledek reSerSe, ktera byla provedena



s kliCovymi slovy: Sequential Injection Analysis, Drug Liberation, Dissolution
Test. Latky doxycyklin a ambroxol byly stanovovany pomoci metody SIC tak, ze

obé latky se nachazely v tobolce s prodlouZzenym uvolfovanim.

Tabulka 1 Prehled farmaceutickych latek monitorovanych a kvantifikovanych pomoci SIA
systému

Stanovovana Lékova Detekce Linearni | Doba | Metoda
latka forma rozsah | testu | stanoveni
(min)
Amoxicilin Tablety Spekrofotometricky | 10-60 | 2 Kvantifi- [11]
pfi 210-340 nm mg/| kace
ucinné
latky
Doxycyklin Tobolky | Spektrofotometricky | 2-100 | 6 SIC -1 [12]
s prodlou- pfi 213 nm ug/m| sekvenéni
Zenym injekéni
uvolfiova- analyza
nim
Ambroxol Tobolky | Spektrofotometricky | 2-100 | 4 SIC [12]
s prodiou- pfi 213 nm ug/mi
zenym
uvolfova-
nim
Ibuprofen Tablety | Spektrofotometricky | 2— 350 | 80 Disoluce [13]
pfi 222 nm mg/|
Indometacin Mast Fluorimetricky 0,05- 360 Disoluce [14]
(Aex330 Nnm; Aem385 | 10 mgl/l
nm)
Salicylova Mast Fluorimetricky 0,05- 360 Disoluce [15]
kyselina (Aex297 :rrr:l,)/\em405 10 pg/l
Vitamin C Tablety | Spektrofotometricky | 0 — 100 | 72 Disoluce [16]
pfi 262 nm pg/ml
Kyselina Tablety | Spektrofotometricky | 44 — 60 Disoluce [17]
acetylosalicylova pri 220-310 nm ﬁ?gO/I




3. 2. Nanovlakna

Charakteristickou vlastnosti nanovlaken je prumér vlaken, ktera je mensi
nez 1 mikrometr a délka vlakna je zpravidla o dva a vice fadu vyssi. Nanovlakna
se vétSinou nevyskytuji samostatné, stejné jako napfiklad mikrovlakna, ale
zaujimaiji postaveni do vysSich strukturnich a prostorovych celkd, se kterymi Ize
manipulovat, [18] napfiklad v podobé vrstev na bazi netkané textilie. S nimi pak
muUzeme snaz manipulovat. Nanovlakenné netkané textilie svymi vlastnostmi
vybizeji k medicinskému vyuziti. Ve vyvoji jsou nové nanovlakenné materialy
s fizenou biodegradabilitou [19]. Nanovlakna se mohou vyrabét riznymi zplsoby
jako je: elektrické zvlaknovani, odstfedivé zvlaknovani, samoorganizovani,
meltblown technologie, tazeni atd. Materialy pro jejich vyrobu jsou nejCastéji
polymery a keramika, které jsou pfevadény do podoby nanovlaken z roztokovych
prekurzorll organickych rozpoustédel nebo ztaveniny. Jejich specifickymi
uzitnymi vlastnostmi jsou vysoky mérny povrch, vysoka celkova porozita spolu
s interkonektivitou pord, velmi dobra schopnost kryti, Siroké moznosti jejich

nasledné funkcionalizace.

3. 2. 1. Priprava nanovlaken elektrostatickym zvlakinovanim

Na principu elektrostatického zvlaknovani se mohou pfipravovat materialy
pro tkanoveé inzenyrstvi, nosiCe pro fizené uvolhovani IéCiv, kryty ran nebo
vysoce uc€inné filtry. Pfiprava je zalozena na principu pusobeni gradientu
elektrického pole nej¢astéji na polymerni roztok mezi dvéma elektrodami.
Zakladni podoba technologie pouzivaného k elektrickému zvlaknovani se sklada
ze dvou nabitych elektrod. Polymerni roztok je polarizovany takzvanou
zvlaknovaci elektrodou nejCastéji v podobé kovové kapilary, ktera je
polarizovana kladné. Od zvlaknovaci elektrody je polymerni roztok prfenasen
elektrickym polem ve tvaru trysky formované do podoby nanovlaken k zachytné
protielektrodé (kolektoru), ktera je uzemnéna nebo polarizovana zaporné. Tyto
elektrody jsou pfipojeny na zdroj stejnosmérného proudu a vytvareji systém na
bazi asymetrického kondenzatoru.

Vlivem vnéjsSiho elektrického pole, které zde vznika mezi elektrodami, se
polymerni roztok, ktery je v kontaktu se zvlaknovaci elektrodou destabilizuje

v podobé& jemnych trysek. Uginkem Coulombovych sil se vzniklé trysky



prodluzuji, a vznika nepfima uméra mezi polomérem a kapilarnim tlakem uvnitf
trysky. Polomér se zmensSuje a kapilarni tlak uvnitf trysky stoupa. Neustale se
zvySujici kapilarni tlak zpUsobi, Zze jsou molekuly rozpoustédla vypuzovany
a makromolekuly polymeru vytvofi pevna vlakna. Diky tomuto jevu se polymerni
trysky pretvareji v nanovlakna, ktera jsou zachycena na konci svého letu
kolektorem. Tvar elektrody urcCuje zvlaknitelnost. Existuji dvé hlavni varianty
elektrického zvlaknovani podle typu zvlaknovaci elektrody:

e Jehlové (kapilarni) elektrické zvlaknovani — nizka vykonnost, starsi

technika
e Bezjehlové zvlaknovani — samovolny zrod nékolika stovek trysek

z povrchu zvlakinovaciho roztoku (NanoSpider™) [19]

Folymerni roztols

Wtk ovand
—

Koleldor

\

Tayloriv kuzel
Zirog Davkovad zafizeni —

wysokého
napéti

Obrazek 2 Princip kapilarniho zviakriovani [20]

Nanospider™

Tato metoda pfipravy nanovlakennych vrstev vyuziva princip
elektrostatického  zvlaknovani zvolné hladiny polymerniho  roztoku.
U technologie Nanospider™ je jedna ze zvlaknovacich elektrod, v tomto pfipadé
rotujici valec, z C&asti ponofen do roztoku polymeru, coz je zcela odliSné od
ostatnich zplsobl pfipravy. Valec se neustale toci kolem své osy a na jeho
povrchu ulpiva tenka vrstva polymerniho roztoku. Kolektor v tomto zplUsobu
pfipravy ma nejmensi vzdalenost s druhou elektrodou v horni ¢asti rotaéniho

valce. Tato vzdalenost vlivem maximalni intenzity elektrického pole zpusobi vznik



Taylorovych kuzell, které odstartuji proces zvlaknovani v horni &asti valce.
Po dopadu na kolektor dochazi k odpafeni rozpoustédla a viakna nasledné

vytvofi pevnou strukturu [21].

Obrazek 3 Technologie NanoSpider™ [22]

3. 2. 2. Vyuziti nanovlaken ve zdravotnictvi

Nanovlakna vyrobena technologii elektrostatického zvlaknovani poskytuji
vynikajici platformu pro lokalni podani léCivych latek. Jedna se napfiklad
které patfi do skupiny latek vyuzivanych pro ucely hojeni ran v kombinaci
s elektrostaticky zvlaknovanymi nanovlakny. Ve srovnani s tradiCnimi systémy
pro podani léCiv z nanovlaken mohou elektricky zvlaknéna nanovlakna rychleji
reagovat na prostiedi, umoznit kratSi dobu odezvy organismu a pfesnégjsi

kontrolu nad rychlosti uvolfovani terapeutickych latek v misté postizeni [23].



Tabulka 2 Priklady vyuZiti nanoviaken v lokalni terapii [23]

Léciva latka Nanovlakna Pouziti
Stfibro Zelatina, polyuretan Antibakterialni
Gentamicin Chitosan Antibakterialni

Ciprofloxacin

Polyuretan/dextran,

Antibakterialni

PVA (polyvinylalkohol)
Lidokain PLLA (kyselina Lokalni anestetikum
polymlé¢na)
Fibrinogen PLLA Hemostatikum

Dale je mozné nanovlakna vyrobena elektrospiningem pouzit pro rychlou
hemostazu, protoZze hemostatické slozky mohou byt smichany pfimo s vlakny
pfi vyrobé. Navic nanovlakna s velkym specifickym povrchem a vysokou
porovitosti podporuji proces hemostazy (viz. obrazek €. 4). Rychla hemostaza
obvykle vyZaduje poc€atecCni aktivaci hemostatickych sloZek v organismu. Proto
dochazi k zaclenéni hemostatickych slozek pfimo do polymerniho roztoku
pomoci metody smiseni slozek v ur€itém poméru. Ve studiich nanovlakna s
hemostatickymi sloZzkami a s berberinem, které byly zaclenény do struktury
poly- (e- kaprolaktonového) membrany mohou podporovat in vitro hemostazu

a tim dokazou minimalizovat krvaceni z rany, inhibovat mnozeni bakterii, tim

zabranit infekci rany a podporovat rist bunék pro usnadnéni hojeni ran [24].
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Obréazek 4 Ukazka zastavy krvaceni s vyuZzitim nanoviakna [24]

3. 2. 3. Polykaprolakton

Poly-(e-kaprolakton) je biologicky degradovatelny polymer fadici se do
skupiny synteticky pfipravenych alifatickych polyesterli. Vlastnosti tohoto
polymeru je hydrofobicita, semikrystalita a velice nizka teplota tani (60 °C).
Struktura polykaprolaktonu obsahuje kvartérni dusik v hlavnim fetézci a tim
dochazi k hydrolyze esterové vazby uz za fyziologickych podminek. Tento
polymer se muze vyuzivat jako tzv. scaffold, coz jsou nosie tkarfovych
kultur, vyuZzZivanych pfi implantacich, dale jako material pro zastaveni krvaceni
u vnitfnich organl. Nizka odpovéd lidského imunitniho systému je divodem jeho
hojného pouziti v oblasti zdravotnictvi [25]. PCL je také vhodny pro fizené
uvolfiovani IéCiv. Hlavné kvlli vysoké propustnosti pro mnoho IéCiv, vynikajici
biokompatibilité a jeho schopnosti byt po absorbci vtéle odbouravan.
Biodegradace PCL je ve srovnani s jinymi polymery pomal3,
proto je nejvhodnéjsi pro dlouhodobé uvolhovani. Viastnosti PCL umoznuji také
vytvaret kompatibilni smési s jinymi polymery, coz muze pfiznivé ovlivnit kinetiku
degradace, a usnadni se tim cesta k pozadovanym profilim uvolfovani.
Rychlost uvolfovani IéCiva zavisi na zpusobu pfipravy, obsahu PCL, velikosti

a procentu |éCiva ve struktufe [26].
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SEM HV: 20.0 kV WD: 14.93 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/d/y): 11/10/20 TUL Liberec KNT

Obrazek 5 Vldkna polykaprolaktonu vyrobena technologii NanoSpider™, 5000x zvétseno, zdroj:
Technicka univerzita v Liberci

3.2.4. Polydioxanon

Podle publikovanych studii ma polydioxanon (PDX) vynikajici biologickou
degradovatelnost a biokompatibilitu. Diky témto vlastnostem je Siroce vyuzivan
jako material pro opravu tkani a jako nosny material v Iékafskych oborech.
Ale tento polymer vyzaduje dalSi zkoumani z pohledu mechanismu in vivo a také
jeho efektu na imunitni systém, aby bylo mozné Iépe porozumét uloze tohoto

materialu v imunitnim systému [27].
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SEM HV: 20.0 kV WD: 15.25 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/d/y): 09/11/20 TUL Liberec KNT

Obrazek 7 Vldkna polydioxanonu vyrobena technologii NanoSpider™, 5000x zvétseno, zdroj:
Technicka univerzita v Liberci
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3.2.5. Nanovlakna jako nosice 1é€iv

Rizené uvolfiovani 1é&iv v sob& skryva nékolik zasad, které je nutné
dodrzet, jednak je nutné dodrzet rovhovahu mezi uvolnovanim, vedlejSimi ucinky
a pohodlim pacienta. Ztohoto pohledu jsou nanovlakna velice slibna.
Lécive latky mohou byt jednoduse zakomponovany do struktury nanovlaken diky
metodé elektrostatického zvlaknovani. Dle studii intenzita vyuzivaného
elektrického pole neovliviuje stabilitu pouzité IéCivé latky. DalSi vlastnosti
nanovlaken jako je mérny povrch, volba nosicu dle vlastnosti a elasticita jim dava
nezmérné pole pasobnosti v riznych oblastech mediciny. Zkoumana IéCiva méla
rizné farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti [29]. V tabulce Cislo 3
se nachazi vybér pfipravkl nalezenych v odobrné literature. Uvedené pfipravky,
které obsahuji ibuprofen, donepezil, ondasetron maji jiz patentovou ochranu

v USA zamérfenou na tento typ pfipravy.

Tabulka 3 Prehled nanovidkennych nosict léCiv

Nanovlakenny | Légivo Indikace | Cesta | Cas
nosic podani | disoluce/rozpadu
Polyvinylpyrrolidon | Ibuprofen Bolest, p.o. 8 sekund [30]
K30 horecka,
zanét
Polyvinylalkohol Donepezil Alzheimer | p.o. 30 sekund [31]
Polyvinylpyrrolidon | Paracetamol | Bolest, p.o. 0,5 sekundy [32]
K60 s kofeinem | horeCka
Polyvinylalkohol Ondasetron | Nausea, | Bukalni | 10 sekund [33]
zvraceni
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4. [Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité pristroje a pomuicky

SIA systém
e MicroSIA systém, FlAlab Instruments, Bellevue, USA
o Sesticestny selek¢ni ventil + 5 ml pistové Cerpadlo
e UV-VIS spektrofotometr Ocean Optics USB 4000, USA
e peristaltické ¢erpadlo Minipuls 3, Gilson
e peristaltické pruzné hadicky (material PTFE, priimér 0,75 mm)
e FIlAlab software for Windows 5.0, verze 5.9.321, FlAlab Instruments,
Bellevue, USA

Tabulka 4 Membrany pripravené Technickou univerzitou v Liberci

Zkratka Nazev Pomér zavadéni Tloustka | Velikost

klotrimazolu membrany | p6ra

polymer : klotrimazol [um] [um]

PCL | Polykaprolakton Sycen pfi pfipravé 160 0,318
PCL | Polykaprolakton 4:1 40 0,433
PCL | Polykaprolakton 6:1 70 0,379
PCL | Polykaprolakton 8:1 80 0,369
PDX Polydioxanon Sycen pfi pfipravé 160 0,569
PDX Polydioxanon 2:1 160 0,779
PDX Polydioxanon 4:1 100 0,721
PDX Polydioxanon 6:1 110 0,719
PDX Polydioxanon 8:1 140 0,687
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Tabulka 5 ZkouSené membrany sycené za laboratornich podminek

Zkratka Nazev Velikost poru Vlastnosti
[nm]

Keramicka Kremicita 0,237 Hydrofilni

PC Polykarbonat 0,45 Hydrofilni
Zkratka Koncentrace syticiho roztoku Doba syceni

PDX 3 a4 mg/ml 2,5 hodiny

PCL 4 mg/ml 2,5 hodiny

PC 2 mg/ml 2,5 hodiny

Franzovy difuzni cely (V = 15 ml)
Vodni lazen

Termostat Julabo, Némecko
Magneticka michacka Cimarec — i Poly 15, Thermo Fisher Scientific, USA

pH 212 Microprocessor pH Meter, Hanna instruments, USA

Analytické vahy HR 120, A&D Japonsko

4.2. Pouzité chemikalie

Klotrimazol — 99-101 % Sigma, Praha, Ceska republika

Ultradista voda — pfipravena pomoci ptistroje Millipore, Merck, Praha, Ceska
republika

Ethanol denaturovany — Lihovar Kolin, Ceska republika

Octan sodny 99,0 % - LACHEMA s. p. Brno, Ceska republika

Kyselina octova 99,8 % - Penta, Praha, Ceska republika

4.3. Priprava roztoku

Priprava zasobniho roztoku klotrimazolu
Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 5 mg klotrimazolu a rozpusténim

v ethanolu v10 ml odmérné bance. Klotrimazol musel byt rozpustén

v ethanolu, protoZe je prakticky nerozpustny ve vodé. Vysledna koncentrace
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byla 0,5 mg/ml. Roztok byl dle potfeby fedén pufrem €i vodou pro pfipravu

pracovnich roztokd k méreni.

Priprava vodnych standardnich roztoku klotrimazolu

Pfed prvnim méfenim byly ze zasobniho ethanolického roztoku
klotrimazolu pfipraveny vodné standardni roztoky o koncentracich 7,5; 10; 12,5;
15; 17,5; 20 pg/ml do odmérnych banék s objemem 10 ml. Ze zasobniho roztoku
byl vzdy odebran pfesny objem pomoci automatické pipety do odmérné banky

a ultraCistou vodou doplnén po rysku.

Tabulka 6 Priprava vodnych standartnich roztok( klotrimazolu do celkového objemu 10 ml

Koncentrace standardu Mnozstvi zasobniho roztoku
(ug/mil) (uh)

7,5 150

10,0 200

12,5 250

15,0 300

17,5 350

20,0 400

Priprava standardnich roztoka klotrimazolu s pufrem

Pfed prvnim méfenim byly ze zasobniho ethanolického roztoku
klotrimazolu pfipraveny tlumivé standardni roztoky o koncentracich 7,5; 10; 12,5;
15; 17,5; 20 pg/ml do 10 ml odmérnych banék. Ze zasobniho roztoku byl vzdy
odebran pfesny objem pomoci automatické pipety do odmérné bariky a tlumivym

roztokem pH 4,5 dopInén po rysku (viz. Tabulka €. 6). Pro kazdodenni porovnani
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byl pfipraven porovnavaci roztok. Ze zasobniho roztoku klotrimazolu ¢ = 0,5
mg/ml. Bylo odpipetovano 0,6 ml zasobniho roztoku klotrimazolu do odmérné
barnky (V = 20 ml) a pufrem doplnéno po rysku. Vysledna pfiblizna koncentrace

byla 15 pyg/ml.

Priprava octanového tlumivého roztoku o pH 4,5

Na 1 litr tlumivého roztoku bylo navazeno 2,990 g octanu sodného,
ktery byl rozpustén ve 2 ml bezvodé kyseliny octové a doplnén na 1000 ml
ultracistou vodou. Hodnota pH roztoku se pohybovala v rozmezi 4,5 +/- 0,01.
Hodnota pH byla ovéfena pH metrem, ktery byl pfed kazdym pouzitim kalibrovan

s vyuzitim dvou standardnich roztokd o znamém pH (4,01; 7,01).

Priprava roztokt pro syceni nosict

Roztoky pro syceni nanovlakennych nosi€ld (PDX, PCL, kfemicité)
z Technické univerzity v Liberci mély koncentrace 2, 3, 4 mg/ml.
Niz8i koncentrace nez 2 mg/ml nebyly méfitelné z divodu nizkého signalu a pfi
koncentraci vys$Si nez 5 mg/ml dochazelo k vysrazeni klotrimazolu uvnitf systému.
Koncentrace 2, 3,4 mg/ml byly pfipraveny navazenim pfesného mnozstvi
klotrimazolu (40, 60, 80 mg) a kvantitativné pfevedeny do odmérnych banék
o objemu 20 ml a doplnény ethanolem po rysku. Takto pfipravené roztoky

slouzily jako sytici médium pro nosice.

4.4. Testovani nanovlaken

V experimentu byly pouZzity 4 druhy nanovlaken viz. Pouzité pfistroje.
PCL, PDX a kfemicita membrana, byly vyrobeny Technickou univerzitou v Liberci
za pouziti technologie NanoSpider.

Dany experiment se skladal ze dvou c¢asti, v prvni jsme obdrzeli
nanovlakna ve formé vrstvy kulatého tvaru o pridméru 3 cm a tloustce
160 um, které byly syceny v laboratornich podminkach riznou koncentraci
roztoku klotrimazolu a po rizné dlouhou dobu. Byla vytvofena série zasobnich
ethanolickych roztokl klotrimazolu a ty byly pouZity k syceni. NiZSi koncentrace
nez 2 mg/ml nedosahovaly dostateCného mnozstvi navazaného klotrimazolu

a pfi koncentracich vysSich nez 5 mg/ml dochazelo k vysrazeni klotrimazolu

18



1 hodina, poté bylo vyzkouSeno jeSté syceni po dobu 2,5 hodiny
a pro zjisténi, zdali ma doba syceni vyrazny vliv na uvolnéné mnozstvi, byla
sycena série vzorkl i 16 hodin. Dané nosi¢e byly vZzdy po 3 kusech umistény
do Petriho misky spolu s michadlem a vloZzeny na magnetickou michacku. Poté
byly takto pfipravené nosice zality 20 ml roztoku pro syceni o pfesné koncentraci.

V druhé ¢asti bylo provedeno zavadéni klotrimazolu pfimo pfi vyrobé
nanovlaken v Liberci. Pfi vyrobé byl pouZit urCity pomér klotrimazolu a stavebni
jednotky polymeru, opét byly hodnoceny rozdily pfi porovnani liberaénich profilt
ziskanych za stejnych podminek jako v pfedchozim pfipadé.

Byly pozorovany rozdily mezi jednotlivymi typy syceni a hodnoceny
vramci liberaCniho profilu, ve kterém bylo sledovano, kolik klotrimazolu
se zvlaken uvolnuje v daném Case a do daného liberacniho média tvofeného

pufrem o pH 4,5, které odpovida fyziologickému pH neporusené lidské kize.

4.5. Parametry méreni

Pro vlastni méfeni byl vyuzivan systém SIA s externé pfipojenymi tfemi
liberacnimi jednotkami (Franzovy cely), ktery se skladal z téchto &asti: zasobni
lahev s ultraCistou vodou, =zasobni lahev s tlumivym roztokem
o pH 4,5, osmicestny selekéni ventil, teflonové spojovaci hadic¢ky, obousmérné
pistové Cerpadlo, USB Ocean Optics 4000 UV-VIS spektrofotometr, peristaltické
Cerpadlo, elastické hadiCky pro peristaltické Cerpadlo, odpadni lahev, termostat,
magneticka michacka. Systém SIA byl fizen pomoci pocitaCovy program FlAlab
for Windows 5.0.
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Tabulka 7 Parametry méreni v SIA systému

Objem Franzovy cely 15000 pl
Aspirovany objem nosného
1000 pl
proudu (ultracdista voda)
Objem pro promyti portu vzorkem 100 pl
Rychlost aspirace vzorku 40 pl/s
Objem pro doplnéni Franzovy
180 pl
cely
Objem aspirovaného vzorku (dvé
paralelni méreni jednoho vzorku 2 x40 ul
v daném ¢€ase)
Rychlost toku do detektoru 17 pl/s
Detekce (vinova délka) 210 nm
Otacky magnetické michacky 230 rpm
Rychlost peristaltické ¢erpadla 6
Teplota vodni lazné 32°C

4.6. Liberace klotrimazolu

Vlastni méfeni probihalo v SIA systému, ktery byl fizen ovladacim
programem vytvofenym v software FlAlab for Windows 5.0. SIA. Systém
byl kazdé rano po zapnuti dokonale promyt za pouZiti vétsiho objemu ultradisté
vody a proces se nékolikrat opakoval (min. tfikrat). Vzhledem k vysokym
koncentracim klotrimazolu a jeho schopnosti se srazet ve vodném prostfedi, bylo
nékdy nutné systém promyt ethanolem a nasledné nékolikrat ultraCistou vodou.
Vysledek promyti se dal snadno zjistit, podle odezvy signalu detektoru v detekCni

cele.
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Proces liberace mél sva specifika. Vodni lazen byla temperovana na 32 °C
(teplota povrchu neposkozené lidské kuze), rychlost peristaltického Cerpadla byla
nastavena na 6 rpm a magneticka michacka méla nastavenou rychlost 230 rpm
(viz obrazek cislo 9). V takto pfipraveném SIA systému nasledovala pfiprava
Franzovych cel. Do dolni ¢&asti byl az po okraj naplnén pufr pH 4,5
(pfiblizny objem 15,4 ml), bylo vloZzeno michadlo a pfes tuto dolni ¢ast byla
pinzetou polozena testovana membrana. Muselo se s ni zachazet opatrné,
pfi vétSim tlaku, by mohlo dojit k jeji poSkozeni. Membrana musela byt polozena
tak, aby v dolni &asti Franzovy cely nezustaly bublinky vzduchu, které by
zabranily kontaktu membrany s pufrem.

Pfes dolni ¢ast s membranou byla vloZzena horni ¢ast, ktera byla
zafixovana pomoci elastickych gumicek. Pfes horni Cast byl pfetazen prouzek
parafiimu, ktery mél zabrafiovat pfipadnym unikim kapaliny odpafenim.
Takto zkompletovana Franzova cela byla vloZzena do vytemperované vodni
lazné. Do otvoru pro odbér vzorku byly vsunuty dvé hadicky, které byly spojeny
se systémem pres peristaltické Cerpadlo. HadiCky slouZily pro odbér vzorku
a doplnéni objemu tlumivého roztoku ve Franzové cele. Takto probéhlo zapojeni
3 cel (zapojenych pres rizné porty selekéniho ventilu), u kterych dochazelo
v pravidelnych intervalech 5 minut k odbéru a on-line proméfeni vzorku
klotrimazolu.

K méfeni vzorkd byl zvolen pfednastaveny program, ktery analyzu fidil
automaticky v délce jednoho cyklu 15 minut pro jednu celu. Zakladnimi kroky
tohoto pfikazu bylo promyti davkovaciho portu malym objemem vzorku a jeho
nasledné odeslani do odpadu. Aspirace nosného proudu a vzorku a jeho
odeslani do spektrofotometrického detektoru probéhlo dvakrat, potom
nasledovalo doplnéni pfesného mnozstvi liberaCniho média (octanovy pufr)
do Franzovy cely (viz. Tabulka parametry a pfiloha s pfikazy). Po kazdém
méfeni byla Cast liberaéniho média (pufr 4,5) odeslana spolu
s proméfenym vzorkem klotrimazolu do odpadu. Pokud by nedochazelo
k dopInéni liberacniho média do Franzovych cel, akceptorové médium by nebylo
v pfimém kontaktu s testovanou membranou a nedochazelo by k uvolnéni
klotrimazolu. Pro doplnéni byl experimentalné zvolen objem 180 pl. Kdyby byl
objem vy$Si nez objem média odeslaného do odpadu, dochazelo by k uniku

média raménkem Franzovy cely a hrozilo by poSkozeni membrany.
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Jelikoz pfi kazdém doplnéni média dojde k jeho nafedéni a postupnému
snizovani koncentrace klotrimazolu, je nuti&osKbuto odchylkou pfi hodnoceni

vysledkl pocitat podle nasledujiciho vzorce.

objem vzorku

Cn, korigovand = Cn,namérend + (c; + ca+ -+ cpq)

objem systému

Kalibraéni rozsah
Pro testovani kalibraéniho rozsahu bylo vybrano 6 rlznych koncentraci

standardu klotrimazolu a samotné méfeni probihalo ve dvou rdznych
mediich, voda a pufr 4,5. Pfi méfeni bylo aspirovano 1000 ul nosného proudu
a 40 pl vzorku. Kazda koncentrace byla promérena tfikrat a byl vypocitan primér
téchto hodnot, ktery byl zanesen do grafu kalibraéni zavislosti. Byla tak ovéfena

linearita stanoveni klotrimazolu v obou rozpoustédlech.

Obrazek 8 Zapojent systému SIA
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Obrazek 9 Termostat, vodni lazen, magneticka michacka, Franzovy cely
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Kalibraéni rozmezi klotrimazolu

Kalibracni rozmezi klotrimazolu bylo méfeno ve dvou prostfedich,
ve vodném médiu a v tlumivém pufru o pH 4,5. Minimalni hodnota korelaéniho

koeficientu ,R* 0,99 byla v obou pfipadech dodrzena.

5.1.1. Kalibraéni kfivka pro vodny roztok

Pro zméreni kalibraCni zavislosti byly pouzity vodné roztoky klotrimazolu
o koncentracich v rozsahu 7,5 — 20 yg/ml. Tyto roztoky byly pfipraveny fedénim
zasobniho ethanolického roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml vodou na poZzadovanou
koncentraci. PFi vySSich koncentracich uz nebylo mozné udrzet linearitu
a dochazelo takeé k vysrazeni klotrimazolu.

Kazdy vzorek byl méfen ctyfikrat, kdy vzdy prvni méfeni bylo vySkrtnuto
z divodu eliminace chyb a nezadoucich vlivli pfechozich méfeni. Jako nosny
proud se zde pouzivala ultracista voda o objemu 1 ml, bylo aspirovano 40 pl
vzorku a rychlosti 17 ul/s byla tato smés poslana do detektoru. Byla méfena
absorbance pfi vinové délce 210 nm.

Vysledkem méfeni byla linearni zavislost absorbance na koncentraci
s rovnici pfimky y = 0,0276x - 0,1181 a korela¢ni koeficient o hodnoté 0,9992,

ktery udava dostatecnou linearitu.

Tabulka 8 Kalibrace v rozmezi 7,5 — 20,0 ug/m ve vodném prostredi

¢ (Mg/ml) | 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | Primér Smérodatna odchylka RSD (%)
7,5 0,087 0,087 0,086 0,087 0,001 1,34
10,0 0,162 0,162 0,165 0,163 0,001 0,75
12,5 0,210 0,224 0,233 0,222 0,010 4,37
15,0 0,300 0,298 0,298 0,298 0,001 0,19
17,5 0,359 0,366 0,361 0,362 0,003 0,86
20,0 0,448 0,436 0,422 0,435 0,010 2,39
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Kalibracni krivka klotrimazolu ve vodném roztoku

0,45 y=0,0276x-0,1181
R?=0,9992

0,40

0,35

0,30 s

0,25

Absorbance

0,20
0,15
0,10
0,05

0,00
0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00

Koncentrace (pg/ml)

Obrazek 10 Kalibracni kfivka klotrimazolu ve vodném prostredi

5. 1. 2. Kalibrac¢ni krivka v tlumivém roztoku o pH 4,5

V tomto pfipadé byly kalibraéni roztoky pfipraveny ze zasobniho
ethanolického roztoku ¢ = 0,5 mg/ml a nafedény pufrem o pH 4,5. Hodnoty
koncentraci k proméreni kalibraéni zavislosti zUstaly stejné, jako v pfipadé
vodného roztoku, ale jako nulova hodnota je zde pufr, ktery sdm mirné absorbuje
pfi dané vinové délce. Vysledna rovnice pfimky y = 0,0141x + 0,4444 a korelaéni

koeficient o hodnoté 0,9955 vyjadfuji linearni rozsah a vyhovuijici linearitu.
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Tabulka 9 Kalibrace v rozmezi 7,5 — 20,0 ug/ml v tlumivém roztoku

c pg/ml | 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | pramér | smérodatna odchylka | RSD (%)
pufr 0,440 0,438 0,432 0,437 0,003 0,78
7,5 0,564 0,556 0,562 0,561 0,004 0,64
10,0 0,564 0,602 0,604 0,590 0,019 3,16
12,5 0,616 0,637 0,608 0,620 0,012 1,97
15,0 0,644 0,659 0,656 0,653 0,007 1,02
17,5 0,688 0,679 0,688 0,685 0,004 0,63
20,0 0,705 0,746 0,728 0,726 0,017 2,29

Kalibracni kfivka klotrimazolu v pufru o pH 4,5
0,80
0,75
y =0,0141x + 0,4444
R2 = 0,9955'...,...

X
0,70

0,65 X

0,60

Absorbance
X

0,55
0,50
0,45 |.-*
X

0,40
0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00
Koncentrace (pg/ml)

Obrazek 11 Kalibracni kiivka klotrimazolu za vyuZiti tlumivého roztoku o pH 4,5
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5. 2. Liberace klotrimazolu

Méfeni probihalo za vyuziti rdznych druhd nanovldkenych membran
(PC, PDX, PCL, keramicka), které se liSily ve zpusobu vyroby, syceni,
v koncentraci roztoku klotrimazolu pouzitého k syceni a v dobé syceni. Teplota
vodni lazné 32 °C a pH 4,5 akceptorového média byly zvoleny tak, aby simulovaly
zdravou neporusenou kUzi.

Vysledkem méfeni byly dva piky o urc€ité hodnoté absorbance, vzhledem
k nedokonalosti systému (Sum zakladni linie) byla vysledna absorbance
odecitana ruc¢né. Kazda hodnota pak byla podrobena korekci, vzhledem
k nafedéni akceptorového média. Primérna hodnota ze dvou méfeni v daném
C¢asovém intervalu byla prepocitana (vzhledem k porovnavacimu roztoku, ktery
byl kazdy den nové pfipraveny a zméfeny pred zaCatkem nebo na konci méreni)
na koncentraci a vynesena do grafu, kde reprezentovala koncentraci klotrimazolu
uvolnénou v daném Case z urcitého typu membrany. Ke vSem bodum byly

pridany chybové usecCky, které ukazuji smérodatnou odchylku.

Tabulka 10 PDX a PCL membréany z Technické univerzity v Liberci, které byly sycené roztokem
klotrimazolu v laboratofi.

Typ membrany / 3 mg/ml po dobu 4 mg/ml po dobu
podminky syceni 2,5 hodiny 2,5 hodiny

o V. V.
PCL x* \/*

~ Membrany oznacené timto symbolem byly pfipravené a pouzité v tomto experimentu

x Membrany oznacené timto symbolem nebyly pfipravené a pouzité v tomto experimentu

27



Tabulka 11 PDX a PCL membrany, na které byl zavadén klotrimazol pfimo pfi vyrobé na
Technické univerzité v Liberci.

Membrany/ 2:1 4:1 6:1 8:1

pomeér

polymer:

klotrimazol

"o vi. | VvV v v/
Pet K| V.| V.| V.

~ Membrany oznacené timto symbolem byly pfipravené a pouzité v tomto experimentu

x Membrany oznacené timto symbolem nebyly pfipravené a pouzité v tomto experimentu

Keramicka — kifemicita nanovlakna

Tento typ membrany byl sycen pouze laboratorné, tj. z Technické
univerzity v Liberci byla dodana pouze Cista nanovlakna. Pro kazdou membranu
byla zvolena koncentrace syticiho roztoku a €as, po ktery byla membrana
sycena, aby byla vytvofena jistd zavislost mezi koncentraci syticiho roztoku,

Casem syceni a mnozstvim uvolnéného klotrimazolu do akceptorového média.

Tabulka 12 Keramické membrany a zp(sob syceni

Koncentrace / 1 hodina 2,5 hodiny 16 hodin
Cas syceni
2 mg/ml V \/ V
3 mg/ml \/ V V
4 mg/mi V V \/
~

Membrany oznacené timto symbolem byly pfipravené a pouzité v tomto experimentu
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PC membrana
Tato komercné prodavana polykarbonatova membrana, byla vybrana pro
porovnani vysledkd. Jedna se o hydrofiini membranu s velikosti por(

0,45 pm, ktera byla sycena roztokem o koncentraci 2 mg/ml po dobu 2,5 hodiny.

5. 3. Liberacni studie klotrimazolu uvolnéného z nanovlaken

5. 3. 1. Liberace klotrimazolu z PDX a PCL sycenych klotrimazolem
v laboratornich podminkach po dobu 2,5 hod

Tabulka 13 PDX nanovlakna sycena klotrimazolem o koncentraci 3 mg/ml po dobu 2,5 hodiny

suma
Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela | primér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)

0 0,436 | 0,467 | 0,455 | 0,452 | 2,947 | 0,000 2,947 0,013 | 2,84

15 0,458 | 0,470 | 0,461 0,463 | 3,679 | 6,626 3,763 0,005 | 1,11

30 0,465 | 0,464 | 0,447 | 0,459 | 3,386 | 10,012 3,513 0,008 | 1,75

45 0,443 | 0,449 | 0,440 0,444 2,358 | 12,370 2,515 0,004 | 0,81

60 0,447 | 0,433 | 0,435 | 0,438 1,960 | 14,330 2,142 0,006 | 1,41

75 0,431 | 0,430 | 0,427 | 0,430 1,354 | 15,684 1,553 0,002 | 0,40

90 0,430 | 0,428 | 0,430 0,429 1,331 | 17,015 1,546 0,001 | 0,22

105 0,416 | 0,416 | 0,420 0,417 0,491 | 17,506 0,713 0,002 | 0,44

120 0,420 | 0,414 | 0,422 0,419 0,592 | 18,099 0,821 0,003 | 0,80

135 0,423 | 0,419 | 0,421 0,421 0,750 | 18,849 0,989 0,002 | 0,43
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Tabulka 14 PDX nanovlékna sycena klotrimazolem o koncentraci 4 mg/ml po dobu 2,5 hodiny

suma

Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD
(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela pramér ml] méreni [ug/mi] SD (%)
0 0,422 | 0,459 | 0,459 0,447 2,549 0,000 2,549 0,017 | 3,91
15 0,468 | 0,499 | 0,489 0,485 5,250 7,799 5,349 0,013 | 2,68
30 0,469 | 0,497 | 0,493 0,486 5317 | 13,116 5,483 0,012 | 2,51
45 0,469 | 0,500 | 0,480 0,483 5,084 | 18,200 5,314 0,013 | 2,67
60 0,479 | 0,493 | 0,486 0,486 5,266 | 23,466 5,563 0,005 | 1,12
75 0,458 | 0,494 | 0,473 0,475 4,532 | 27,998 4,887 0,015 | 3,07
90 0,451 | 0,486 | 0,469 0,468 4,061 | 32,059 4,467 0,014 | 3,03
105 0,456 | 0,481 | 0,469 0,469 4,076 | 36,134 4,534 0,010 | 2,14
120 0,447 | 0,467 | 0,469 0,461 3,550 | 39,684 4,052 0,010 | 2,20
135 0,458 | 0,467 | 0,461 0,462 3,600 | 43,284 4,148 0,004 | 0,82

Tabulka 15 PCL nanovlakna sycena klotrimazolem o koncentraci 4 mg/ml po dobu 2,5 hodiny

suma

Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD
(min) | 1.cela | 2.cela | 3.cela | primér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)
0 0,524 | 0,498 | 0,508 0,510 1,809 0,000 1,809 0,011 | 1,26
15 0,518 | 0,504 | 0,510 0,510 1,835 3,644 1,881 0,006 | 0,05
30 0,508 | 0,511 | 0,498 0,506 1,524 5,168 1,589 0,005 | 0,13
45 0,502 | 0,492 | 0,513 0,502 1,280 6,448 1,362 0,008 | 0,08
60 0,499 | 0,503 | 0,501 0,501 1,174 7,623 1,271 0,001 | 1,18
75 0,497 | 0,494 | 0,498 0,497 0,887 8,510 0,995 0,002 | 0,15
90 0,498 | 0,496 | 0,499 0,497 0,937 9,447 1,057 0,001 | 0,23
105 0,505 | 0,498 | 0,510 0,504 1,406 | 10,853 1,544 0,005 | 0,19
120 0,517 | 0,499 | 0,503 0,506 1,541 12,394 1,698 0,008 | 0,16
135 0,505 | 0,499 | 0,501 0,501 1,219 | 13,613 1,392 0,003 | 1,04
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Liberace klotrimazolu z viaken PDX (3, 4 mg/ml, 2,5 hodiny) a

6,50 PCL (4mg/ml, 2,5 hodiny)
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0,00
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Cas (min)

Obrazek 12 Zavislost koncentrace na ¢ase pro vzorky PDX (3 a 4 mg/ml) a PCL (4 mg/ml) pri
syceni v laboratornich podminkach 2,5 hodiny

Zhodnoceni: Membrana z polykaprolaktonu (PCL), ktera byla sycena
ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml, dosahovala pouze
minimalni hodnoty koncentrace uvolnéné do akceptorového média, ktera zacala
ihned po zacatku méfeni klesat. Hodnota zméfené koncentrace byla zfejmé
zpusobena pouze malym mnozstvim povrchové navazaného klotrimazolu
na polymerni material. Oproti tomu syceny nanovlakenny polymer polydioxanon
(PDX) vykazoval vySSi koncentrace i pfi niZzSi koncentraci syticiho roztoku
nez polykaprolakton. Nicméné profily obou polydioxanonovych vzorki
nasvédcuji tomu, Ze doslo k velmi rychlému uvolnéni veSkerého navazaného

klotrimazolu a k naslednému pomalému poklesu koncentrace v akceptorovém
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médiu. Chybové useCky jsou vztazeny na hodnoty smérodatné odchylky

koncentrace nikoliv absorbance, které jsou uvedené v tabulkach ¢. 13 — 15.

5. 3. 2. Liberace klotrimazolu z PDX viaken, na které byl klotrimazol zavadén

pfi vyrobé, v rizném poméru polymeru a klotrimazolu

Tabulka 16 PDX nanovlédkna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 2:1

suma

Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD
(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela prameér ml] méreni [ug/mi] SD (%)
0 0,513 | 0,551 | 0,581 0,548 4,453 0,000 4,453 0,028 | 5,08
15 0,528 | 0,606 | 0,619 0,584 6,963 | 11,417 7,108 0,041 | 6,94
30 0,523 | 0,613 | 0,629 0,588 7,234 | 18,651 7,470 0,047 | 7,96
45 0,527 | 0,631 | 0,658 0,606 8,422 | 27,073 8,765 0,057 | 9,36
60 0,548 | 0,635 | 0,661 0,615 9,056 | 36,130 9,514 0,048 | 7,82
75 0,539 | 0,634 | 0,686 0,620 9,405 | 45,535 9,982 0,061 | 9,83
90 0,537 | 0,635 | 0,691 0,621 9,508 | 55,043 10,205 0,064 | 10,25
105 0,539 | 0,633 | 0,657 0,610 8,717 | 63,761 9,625 0,051 | 8,33
120 0,526 | 0,616 | 0,672 0,604 8,348 | 72,108 9,261 0,060 | 9,96
135 0,527 | 0,616 | 0,678 0,607 8,517 | 80,625 9,538 0,062 | 10,24
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Tabulka 17 PDX nanovlékna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 4:1

suma

Cas c [ug/ pred. dopoget ¢ RSD
(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela pramér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)
0 0,521 | 0,563 | 0,586 | 0,557 5,043 0,000 5,043 0,027 | 4,89
15 0,545 | 0,632 | 0,645 | 0,607 8,546 | 13,589 8,718 0,045 | 7,35
30 0,556 | 0,659 | 0,655 | 0,624 9,666 | 23,255 9,961 0,048 | 7,63
45 0,575 | 0,672 | 0,678 | 0,642 | 10,914 | 34,169 11,347 | 0,047 | 7,38
60 0,567 | 0,676 | 0,672 | 0,638 | 10,669 | 44,838 11,237 | 0,050 | 7,90
75 0,578 | 0,708 | 0,664 | 0,650 | 11,505 | 56,343 12,219 | 0,054 | 8,33
90 0,577 | 0,695 | 0,662 | 0,645 | 11,132 | 67,475 11,987 | 0,050 | 7,68
105 0,574 | 0,683 | 0,653 | 0,637 | 10,573 | 78,048 11,562 | 0,046 | 7,17
120 0,553 | 0,697 | 0,656 | 0,635 | 10,491 | 88,539 11,613 | 0,060 | 9,51
135 0,551 | 0,690 | 0,637 | 0,626 9,825 | 98,364 11,071 0,057 | 9,16
Tabulka 18 PDX nanovléakna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 6:1
suma
Cas c[ug/ pred. dopoget ¢ RSD
(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela pramér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)
0 0,447 | 0,471 | 0,472 | 0,463 4,792 0,000 4,792 0,012 | 2,55
15 0,488 | 0,517 | 0,501 0,502 7,414 12,207 7,569 0,012 | 242
30 0,527 | 0,558 | 0,508 | 0,531 9,347 | 21,554 9,620 0,021 3,93
45 0,537 | 0,557 | 0,525 | 0,540 9,918 | 31,472 10,317 | 0,013 | 2,41
60 0,556 | 0,545 | 0,520 | 0,540 9,956 | 41,429 10,481 0,015 | 2,75
75 0,563 | 0,548 | 0,512 | 0,541 10,014 | 51,442 10,665 | 0,021 3,95
90 0,540 | 0,543 | 0,508 | 0,530 9,305 | 60,747 10,074 | 0,016 | 3,02
105 0,528 | 0,532 | 0,493 | 0,518 8,453 | 69,200 9,330 0,017 | 3,38
120 0,510 | 0,513 | 0,490 | 0,504 7,559 | 76,759 8,531 0,010 | 2,03
135 0,505 | 0,520 | 0,497 | 0,507 7,743 | 84,502 8,814 0,009 | 1,85
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Tabulka 19 PDX nanovlékna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 8:1

suma

Cas c [ug/ pred. dopoget ¢ RSD
(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela prameér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)
0 0,485 | 0,501 | 0,499 0,495 6,931 0,000 6,931 0,007 1,45
15 0,532 | 0,571 | 0,540 0,547 | 10,453 | 17,384 10,674 | 0,017 | 3,15
30 0,556 | 0,606 | 0,557 0,573 | 12,164 | 29,548 12,538 | 0,023 | 4,06
45 0,562 | 0,634 | 0,553 0,583 | 12,868 | 42,416 13,405 | 0,036 | 6,22
60 0,557 | 0,646 | 0,552 0,585 | 12,976 | 55,392 13,677 | 0,043 | 7,39
75 0,559 | 0,638 | 0,550 0,582 | 12,788 | 68,179 13,651 0,040 | 6,79
90 0,547 | 0,642 | 0,550 0,580 | 12,620 | 80,799 13,643 | 0,044 | 7,61
105 0,543 | 0,630 | 0,531 0,568 | 11,824 | 92,623 12,997 | 0,044 | 7,76
120 0,525 | 0,603 | 0,503 0,544 | 10,214 | 102,837 | 11,517 | 0,043 | 7,84
135 0,506 | 0,599 | 0,526 0,544 | 10,202 | 113,038 | 11,633 | 0,040 | 7,30
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Liberace klotrimazolu z vlaken PDX, na které byl zavadén
klotrimazol v riznych pomérech polymer:klotrimazol na
Technické Univerzité v Liberci
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Obrazek 13 Zavislost koncentrace na case pro vzorky typu PDX v pomérech zavadéni
klotrimazolu (polymer:klotrimazolu) 2:1, 4:1, 6:1, 8:1

Zhodnoceni: Nanovlakenné polymery s navazanym klotrimazolem
pfi vyrobé vykazuji velice podobné profily liberace. U vzorku PDX 8:1 mizeme
vidét nejvySSi narGst koncentrace z ddvodu lepSiho navazani klotrimazolu
pfi vyrobé. Maximalni pfidané mnozstvi klotrimazolu je ovlivnéno mnoha faktory,
napfiklad jeho rozpustnosti ve zvlakfiovacim roztoku, nebo ovlivnhéni
zvlaknitelnosti polymerniho roztoku v elektrickém poli. V praxi existuje limit pro
zvlaknéni. V tomto pfipadé se pohybujeme okolo zminé&ného limitu. Cim vy3si
pomeér, tim niz8i vysledné koncentrace z divodu ménsiho mnozstvi nanovlaken

a tim horSi schopnosti navazat klotrimazol. Velké chybové usecCky jsou zfejmé
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dany nejednotnymi podminkami pfi vyrobé. Chybové usecky jsou vztaZeny
na hodnoty smérodatné odchylky koncentrace nikoliv absorbance, které jsou

uvedené v tabulkach ¢. 16 — 19.

5. 3. 3. Liberace klotrimazolu z PCL vlaken, na které byl klotrimazol zavadén
pfi vyrobé, v rizném poméru polymeru a klotrimazolu

Tabulka 20 PCL nanovlakna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 4:1

suma
Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela | prumér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)

0 0,431 | 0,477 | 0,474 | 0,461 | 4,616 0,000 4,616 | 0,021 | 4,59

15 0,513 | 0,510 | 0,509 | 0,511 | 7,974 12,589 8,133 | 0,001 | 0,28

30 0,529 | 0,530 | 0,518 | 0,526 | 8,995 21,584 9,268 | 0,006 | 1,05

45 0,545 | 0,548 | 0,531 | 0,541 | 10,042 | 31,626 10,442 | 0,007 | 1,33

60 0,544 | 0,551 | 0,529 | 0,541 | 10,021 | 41,647 10,549 | 0,009 | 1,71

75 0,547 | 0,528 | 0,511 | 0,529 | 9,181 50,828 9,824 | 0,015 | 2,78

90 0,540 | 0,550 | 0,519 | 0,537 | 9,730 60,558 10,497 | 0,013 | 240

105 0,533 | 0,550 | 0,519 | 0,534 | 9,530 70,088 10,418 | 0,013 | 2,38

120 0,530 | 0,538 | 0,510 | 0,526 | 8,995 79,083 9,997 | 0,011 | 2,18

135 0,528 | 0,514 | 0,505 | 0,515 | 8,291 87,374 9,397 | 0,010 | 1,85

Tabulka 21 PCL nanovlakna, na které byl zavadén klotrimazol v poméru 6:1

suma
Cas c[ug/ pred. dopoget ¢ RSD

(min) 1.cela | 2.cela | 3.cela pramér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)

0 0,476 | 0,475 | 0,491 0,481 5,962 0,000 5,962 0,007 | 1,47

15 0,486 | 0,529 | 0,517 | 0,511 7,981 13,943 8,157 0,018 | 3,57

30 0,508 | 0,557 | 0,534 | 0,533 9,483 23,426 9,780 0,020 | 3,74

45 0,525 | 0,548 | 0,562 | 0,545 | 10,288 | 33,714 10,715 | 0,015 | 2,81

60 0,526 | 0,574 | 0,564 | 0,555 | 10,927 | 44,641 11,492 | 0,021 | 3,70

75 0,632 | 0,569 | 0,572 | 0,558 | 11,144 | 55,785 11,851 | 0,018 | 3,21

90 0,530 | 0,580 | 0,576 | 0,562 | 11,416 | 67,201 12,267 | 0,023 | 4,05
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105 0,639 | 0,576 | 0,579 | 0,565 | 11,598 | 78,799 12,596 | 0,018 | 3,21
120 0,537 | 0,567 | 0,564 | 0,556 | 11,026 | 89,824 12,163 | 0,014 | 2,47
135 0,527 | 0,563 | 0,553 | 0,547 | 10,439 | 100,263 | 11,709 | 0,015 | 2,77
Tabulka 22 PCL nanovlakna , na které byl zavadén klotrimazol v poméru 8:1
suma
Cas c[ug/ pred. dopodet ¢ RSD
(min) 1. cela 2. cela 3. cela pramér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)
0 0,445 | 0,474 | 0,501 0,473 5,467 0,000 5,467 0,023 | 4,79
15 0,477 | 0,518 | 0,519 | 0,504 7,559 13,026 7,724 0,020 | 3,89
30 0,504 | 0,541 | 0,530 | 0,525 8,927 21,953 9,205 0,016 | 2,99
45 0,532 | 0,556 | 0,529 | 0,539 9,877 31,830 | 10,280 | 0,012 | 2,23
60 0,528 | 0,581 | 0,537 | 0,549 10,534 | 42,364 | 11,071 | 0,023 | 4,26
75 0,541 | 0,583 | 0,533 | 0,552 10,775 | 53,138 | 11,448 | 0,022 | 3,94
90 0,534 | 0,591 | 0,537 | 0,554 10,910 | 64,049 | 11,722 | 0,026 | 4,74
105 0,540 | 0,589 | 0,545 | 0,558 11,162 | 75,211 12,115 | 0,022 | 3,98
120 0,547 | 0,587 | 0,531 0,555 10,959 | 86,170 | 12,051 | 0,023 | 4,22
135 0,528 | 0,589 | 0,520 | 0,546 10,353 | 96,523 | 11,575 | 0,031 | 5,66
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Liberace klotrimazolu z vlaken, na které byl zavadén
klotrimazol pfi vyrobé v rdznych v rdznych pomeérech
polymer:klotrimazol na Technické Univerzité v Liberci
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Obrazek 14 Zavislost koncentrace na case pro vzorky typu PCL v pomérech zavadéni
klotrimazolu (polymer:klotrimazol) 2:1, 4:1, 6:1, 8:1

Zhodnoceni: Jednotlivé kfivky liberacnich profild jsou si velice podobné.
Na zacatku vidime u vSech velice rychly narlist koncentrace, pfi¢emz pro vzorek
PCL 4:1 vidime rychlejSi rast koncentrace, ale také Ze se rlst dfive nez
u ostatnich zastavil a stagnoval. Pokles zacal pfiblizné u vSech stejné, okolo 110.
minuty méfeni. | zde muUzeme vidét, ze vys$Si pomér mezi polymerem a
klotrimazolem (vy$Si obsah klotrimazolu ve zvlaknovacim roztoku) u vzorku 4:1,
ma za nasledek nizsi hodnoty vysledné koncentrace uvolnéného klotrimazolu. To
muze byt zplGsobeno napfiklad nedostateCnou rozpustnosti léCiva ve
zvlaknovacim roztoku. Profily pomérd 6:1 a 8:1 jsou téméf identické.
Chybové usecCky jsou vztaZzeny na hodnoty smérodatné odchylky koncentrace

nikoliv absorbance, které jsou uvedené v tabulkach ¢&. 20 — 22.
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5. 3. 4. Liberace klotrimazolu z kremicitych nanovilaken sycenych
v laboratornich podminkach

5. 3. 4. 1. Syceni kremicitych vlaken ethanolickym roztokem
klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml

Tabulka 23 Kremicita viakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml
po dobu 1 hodiny

suma
Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela prameér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,543 | 0,577 | 0,580 | 0,567 4,684 0,000 4,684 0,017 | 3,00

15 0,566 | 0,605 | 0,596 | 0,589 6,273 10,957 6,412 0,016 | 2,80

30 0,584 | 0,611 | 0,599 | 0,598 6,909 17,866 7,135 0,011 | 1,82

45 0,577 | 0,608 | 0,602 | 0,596 6,747 24,613 7,059 0,013 | 2,24

60 0,561 | 0,595 | 0,576 | 0,577 5,448 30,062 5,829 0,014 | 2,36

75 0,558 | 0,586 | 0,579 | 0,574 5,232 35,294 5,680 0,012 | 2,06

90 0,558 | 0,559 | 0,565 | 0,561 4,256 39,550 4,757 0,003 | 0,56

105 0,544 | 0,560 | 0,550 | 0,551 3,590 43,140 4,137 0,007 | 1,24

120 0,543 | 0,543 | 0,547 | 0,544 3,104 46,244 3,690 0,002 | 0,34

135 0,530 | 0,542 | 0,558 | 0,543 3,033 49,277 3,657 0,012 | 2,14
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Tabulka 24 Kremicita vlakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml
po dobu 2,5 hodin

suma
Cas c [ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela prameér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,530 | 0,585 | 0,596 | 0,570 4,906 0,000 4,906 0,029 | 5,02

15 0,635 | 0,653 | 0,662 | 0,650 10,493 | 15,399 | 10,688 | 0,011 | 1,73

30 0,662 | 0,690 | 0,670 | 0,674 12,136 | 27,535 | 12,484 | 0,012 | 1,78

45 0,674 | 0,691 | 0,672 | 0,679 12,498 | 40,033 | 13,005 | 0,008 | 1,23

60 0,663 | 0,699 | 0,666 | 0,676 12,286 | 52,319 | 12,948 | 0,016 | 2,39

75 0,650 | 0,681 | 0,671 0,668 11,706 | 64,024 | 12,517 | 0,013 | 1,91

90 0,635 | 0,690 | 0,666 | 0,664 11,435 | 75,459 | 12,390 | 0,022 | 3,34

105 | 0,628 | 0,682 | 0,645 | 0,652 10,593 | 86,052 | 11,683 | 0,022 | 3,43

120 0,633 | 0,675 | 0,645 | 0,651 10,543 | 96,595 | 11,767 | 0,018 | 2,69

135 0,621 | 0,669 | 0,640 | 0,643 10,007 | 106,602 | 11,357 | 0,020 | 3,07

Tabulka 25 Kfemicita vliakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml
po dobu 16 hodin

suma
Cas c [ug/ pred. dopoget ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela prameér ml] meéfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,420 | 0,435 | 0,414 | 0423 3,338 0,000 3,338 0,009 | 2,09

15 0,441 | 0,454 | 0,421 0,439 4,403 7,741 4,501 0,014 | 3,10

30 0,460 | 0,483 | 0,422 | 0,455 5,543 13,284 5,711 0,025 | 5,51

45 0,456 | 0,478 | 0,434 | 0,456 5,617 18,901 5,857 0,018 | 3,90

60 0,485 | 0,488 | 0,437 | 0,470 6,582 25,483 6,905 0,023 | 4,96

75 0,485 | 0,485 | 0,441 0,470 6,583 32,067 6,990 0,020 | 4,35

90 0,496 | 0,495 | 0,438 | 0,476 6,998 39,064 7,492 0,027 | 5,65

105 0,491 | 0,491 | 0,441 0,474 6,869 45,933 7,451 0,023 | 4,95

120 | 0,471 | 0,471 | 0,447 | 0,463 6,080 52,013 6,738 0,011 | 2,41

135 0,473 | 0,475 | 0,444 | 0,464 6,159 58,172 6,896 0,014 | 3,05
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Liberace klotrimazolu z kfemicitych vlaken sycenych

klotrimazolem v laboratornich podminkach 2 mg/ml
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Obréazek 15 Zavislost koncentrace na ¢ase pro kfemicita vliakna sycena ethanolickym roztokem
klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml po dobu 1, 2,6 a 16 hodin

Zhodnoceni: Vlakna sycena pouze po dobu 1 hodiny vykazuji navazani
mensiho mnozstvi klotrimazolu. Vlakna sycena 2,5 hodiny zde jevi stejny
problém, avSak diky delSi dobé dokazala na sebe navazat vétSi mnozstvi, a proto
je koncentrace vyssi. U vzorku, ktery byl sycen 16 hodin vidime postupny naruast
koncentrace, coz je Zadouci a dokazuje postupnou liberaci navazaného
klotrimazolu z kfemiCitych vlaken, ale naopak jsou zde nizké hodnoty
koncentrace. Chybové usecky jsou vztazeny na hodnoty smérodatné odchylky

koncentrace nikoliv absorbance, které jsou uvedené v tabulkach €. 23 — 25.
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5. 3. 4. 2. Syceni kiemicitych viaken ethanolickym roztokem klotrimazolu o
koncentraci 3 mg/ml

Tabulka 26 Kremicita viakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 3 mg/ml
po dobu 1 hodiny

suma
Cas c[ug/ pred. dopoget ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela pramér ml] méfeni [ug/ml] SD (%)

0 0,396 | 0,395 | 0,402 | 0,397 1,572 0,000 1,572 0,003 | 0,74

15 0,415 | 0,415 | 0,418 | 0,416 2,838 4,410 2,894 0,002 | 0,40

30 0,440 | 0,438 | 0,437 | 0,438 4,380 8,791 4,492 0,001 | 0,22

45 0,438 | 0,438 | 0,450 | 0,442 4,634 13,425 4,804 0,006 | 1,33

60 0,453 | 0,454 | 0,449 | 0,452 5,345 18,770 5,583 0,002 | 0,50

75 0,455 | 0,461 | 0,453 | 0,457 5,643 24,413 5,952 0,004 | 0,77

90 0,456 | 0,440 | 0,447 | 0,448 5,018 29,431 5,391 0,007 | 1,48

105 0,446 | 0,451 | 0,446 | 0,448 5,039 34,470 5,476 0,002 | 0,53

120 0,442 | 0,435 | 0,436 | 0,438 4,339 38,809 4,831 0,003 | 0,65

135 0,439 | 0,438 | 0,435 | 0,437 4,315 43,124 4,861 0,001 | 0,34
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Tabulka 27 Kfemicita viakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 3 mg/ml
po dobu 2,5 hodin

suma
Cas c[ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela pramér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,527 | 0,580 | 0,585 | 0,564 4,559 0,000 4,559 0,027 | 4,72

15 0,593 | 0,621 | 0,616 | 0,610 7,787 12,347 7,944 0,012 | 2,00

30 0,606 | 0,621 | 0,622 | 0,616 8,233 20,579 8,493 0,007 | 1,13

45 0,599 | 0,636 | 0,611 0,615 8,157 28,737 8,521 0,015 | 2,48

60 0,589 | 0,628 | 0,597 | 0,605 7,409 36,146 7,867 0,017 | 2,77

75 0,591 | 0,611 | 0,595 | 0,599 7,025 43,171 7,572 0,008 | 1,40

90 0,569 | 0,606 | 0,587 | 0,588 6,212 49,383 6,838 0,015 | 2,59

105 | 0,572 | 0,605 | 0,576 | 0,584 5,991 55,374 6,693 0,015 | 2,53

120 0,563 | 0,575 | 0,578 | 0,572 5,117 60,491 5,883 0,006 | 1,11

135 | 0,554 | 0,579 | 0,557 | 0,563 4,498 64,989 5,321 0,011 | 1,98

Tabulka 28 Kfemicita vliakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 3 mg/ml
po dobu 16 hodin

suma
Cas c [ug/ pred. dopoget ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela pramér mi] méfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,447 | 0,432 | 0,437 | 0,439 4,407 0,000 4,407 0,006 | 1,46

15 0,498 | 0,449 | 0,469 | 0,472 6,698 11,105 6,839 0,020 | 4,33

30 0,522 | 0,439 | 0,455 | 0,472 6,708 17,813 6,934 0,036 | 7,64

45 0,496 | 0,447 | 0,467 | 0,470 6,580 24,393 6,889 0,020 | 4,31

60 0,509 | 0,449 | 0,452 | 0,470 6,572 30,965 6,964 0,028 | 5,89

75 0,503 | 0,458 | 0,468 | 0,476 7,008 37,973 7,489 0,019 | 4,07

90 0,512 | 0,482 | 0,458 | 0,484 7,518 45,491 8,095 0,022 | 4,62

105 0,493 | 0,480 | 0,469 | 0,481 7,306 52,798 7,975 0,010 | 2,11

120 | 0,494 | 0,488 | 0,478 | 0,487 7,732 60,529 8,499 0,007 | 1,38

135 | 0,492 | 0,486 | 0,474 | 0,484 7,538 68,067 8,400 0,007 | 1,53
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Liberace klotrimazolu z kfemicitych vlaken sycenych
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Obrazek 16 Zavislost koncentrace na ¢ase pro kifemicita vlakna sycena ethanolickym roztokem
klotrimazolu o koncentraci 3 mg/ml po dobu 1, 2,5 a 16 hodin

Zhodnoceni: Vysledek je totozny s pfedeSlym grafem (obrazek &. 15),
kdy udoby syceni (1 a 2,5 hodin) se navazalo pouze malé mnozstvi klotrimazolu.
U syceni po dobu 16 hodin vidime narlst koncentrace, takze dochazi k uvolnéni
klotrimazolu navazaného ziejmé do struktury membrany. Chybové usecky jsou
vztazeny na hodnoty smérodatné odchylky koncentrace nikoliv absorbance,
které jsou uvedené v tabulkach €. 26 — 28.
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5. 3. 4. 3. Syceni kiemicitych viaken ethanolickym roztokem klotrimazolu o
koncentraci 4 mg/ml

Tabulka 29 Kremicita viakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml
po dobu 1 hodiny

suma
Cas c[ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela pramér ml] méreni [ug/ml] SD (%)

0 0,545 | 0,541 | 0,570 | 0,552 3,668 0,000 3,668 0,013 | 2,33

15 0,571 | 0,599 | 0,594 | 0,588 6,211 9,879 6,336 0,012 | 2,10

30 0,612 | 0,614 | 0,642 | 0,623 8,650 18,529 8,885 0,014 | 217

45 0,635 | 0,661 | 0,668 | 0,655 10,913 | 29,442 | 11,286 | 0,014 | 2,21

60 0,647 | 0,659 | 0,662 | 0,656 10,997 | 40,439 | 11,509 | 0,007 | 0,99

75 0,659 | 0,661 | 0,658 | 0,659 11,216 | 51,656 | 11,871 | 0,001 | 0,19

90 0,649 | 0,668 | 0,651 0,656 10,997 | 62,653 | 11,791 0,009 | 1,30

105 | 0,638 | 0,642 | 0,632 | 0,638 9,706 72,359 | 10,623 | 0,004 | 0,67

120 0,628 | 0,617 | 0,616 | 0,620 8,476 80,835 9,500 0,006 | 0,89

135 0,632 | 0,629 | 0,625 | 0,629 9,095 89,930 10,234 | 0,003 | 0,43
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Tabulka 30 Kremicita vlakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml
po dobu 2,5 hodin

suma
Cas c[ug/ pred. dopodet ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela prameér ml] méfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,403 | 0,409 | 0,398 | 0,403 1,977 0,000 1,977 0,005 | 1,15

15 0,432 | 0,396 | 0,422 | 0,417 2,888 4,865 2,949 0,015 | 3,55

30 0,432 | 0,408 | 0,431 0,424 3,374 8,239 3,479 0,011 | 2,63

45 0,459 | 0,427 | 0,428 | 0,438 4,355 12,594 4,515 0,015 | 3,41

60 0,461 | 0,423 | 0,436 | 0,440 4,509 17,103 4,726 0,016 | 3,60

75 0,468 | 0,431 | 0,453 | 0,451 5,241 22,344 5,624 0,015 | 3,33

90 0,478 | 0,437 | 0,453 | 0,456 5,587 27,932 5,941 0,017 | 3,69

105 | 0,470 | 0,442 | 0,466 | 0,459 5,822 33,753 6,249 0,012 | 2,68

120 0,487 | 0,460 | 0,463 | 0,470 6,575 40,328 7,086 0,012 | 2,49

135 0,491 | 0,462 | 0,480 | 0,477 7,077 47,405 7,677 0,012 | 2,49

Tabulka 31 Kfemicita vliakna sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml
po dobu 16 hodin

suma
Cas c [ug/ pred. dopoget ¢ RSD

(min) 1. cela 2. cela 3. cela prameér mi] meéfeni [pg/mi] SD (%)

0 0,498 | 0,555 | 0,557 | 0,537 3,661 0,000 3,661 0,028 | 5,13

15 0,549 | 0,611 | 0,603 | 0,588 7,215 10,876 7,352 0,028 | 4,69

30 0,591 | 0,653 | 0,628 | 0,624 9,697 20,573 9,958 0,026 | 4,10

45 0,618 | 0,674 | 0,660 | 0,651 11,643 | 32,117 | 11,950 | 0,024 | 3,62

60 0,629 | 0,682 | 0,659 | 0,657 11,951 | 44,068 | 12,510 | 0,022 | 3,28

75 0,629 | 0,693 | 0,680 | 0,667 12,672 | 56,740 13,390 | 0,028 | 4,14

90 0,623 | 0,674 | 0,691 0,663 12,380 | 69,120 | 13,256 | 0,029 | 4,33

105 0,623 | 0,678 | 0,661 0,654 11,780 | 80,899 | 12,804 | 0,023 | 3,57

120 | 0,617 | 0,674 | 0,666 | 0,652 11,662 | 92,561 12,835 | 0,025 | 3,83

135 | 0,609 | 0,654 | 0,645 | 0,636 10,533 | 103,094 | 11,838 | 0,020 | 3,10
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Liberace klotrimazolu z kfemicitych vlaken sycenych
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Obrazek 17 Zavislost koncentrace na ¢ase pro kiemicita vliakna sycena ethanolickym roztokem
klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml po dobu 1, 2,5 a 16 hodin

Zhodnoceni: V tomto grafu syceni po dobu 1 a 16 hodin zpuUsobilo
navazani vétsiho mnozstvi klotrimazolu, nez tomu bylo v pfedchozich pfipadech
(obrazek €. 16), ale uvolfiovani neni postupné. Kdezto syceni roztokem o
koncentraci 4 mg/ml po dobu 2,5 hodiny zpusobilo postupné uvolfiovani
klotrimazolu do akceptorového média. Klotrimazol byl v tomto pfipadé ziejmé
navazan do struktury nanovlakenného nosice. Profil této liberace je skoro idelani
stav. Chybové useCky jsou vztazeny na hodnoty smérodatné odchylky
koncentrace nikoliv absorbance, které jsou uvedené v tabulkach ¢. 29 — 31.

Vzajemné porovnani vSech tfi grafu: U koncentraci syticiho roztoku
2 a 3 mg/ml muzeme vyjadrit zavislost mezi dobou syceni a naslednym profilem
liberace. Pfi delSi dobé syceni (v experimentu 16 hodin) byla liberace postupna

s moznymi poklesy koncentraci. Maximalni koncentrace se docili az po delSi
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dobé. U syticiho roztoku 4 mg/ml doSlo k vytvofeni této zavislosti u ¢asu syceni
2,5 hodiny, tento model vykazuje témér linearni narust koncentrace uvolnéného

klotrimazolu.

5. 3. 5. Vzajemné porovnani liberaci klotrimazolu z PCL, PDX a kifemicitych
vlaken pfi syceni v laboratornich podminkach

Liberace klotrimazolu z PDX, PCL a kfemicitych
9.00 vlaken (4mg/ml, 2,5 hodiny)
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Obrazek 18 Zavislost koncentrace na case pro PCL, PDX a kfemicCita vliakna sycena ethanolickym
roztokem klotrimazolu o koncentraci 4 mg/ml po dobu 2,5 hodin

Zhodnoceni: Ze vzajemného porovnani grafd pro model vlastniho syceni
v laboratornich podminkach, pfi stejné koncentraci syticiho roztoku a dobé
syceni, mizeme usoudit, ze kifemicCita vlakna vykazuji nejvySSi koncentraci
v Case a maji nejidealné;jsi profil liberace. PDX a PCL vlakna sycena v laboratofi
poskytuji udaje o navazani mensSiho mnozstvi klotrimazolu zfejmé pouze na

povrch nanovlakenného nosi¢e. Chybové useCky jsou vztazeny na hodnoty
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smérodatné odchylky koncentrace nikoliv absorbance, které jsou uvedené
v tabulkach €. 14, 15, 30.

5. 3. 6. Liberace klotrimazolu z PC vlaken sycenych klotrimazolem pfi
laboratornich podminkach

Tabulka 32 Vldkna PC sycena ethanolickym roztokem klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml po
dobu 2,5 hodiny

suma

Cas c [ug/ pred. dopodet
(min) | 1.cela | 2.cela | 3.cela prameér ml] méfeni ¢ [ug/ml] SD RSD (%)
0 0,564 | 0,586 | 0,575 5,328 0,000 5,328 0,011 1,89

15 | 0,561 | 0,611 | 0,597 | 0,590 6,354 11,682 6,502 0,021 3,63

3 | 0573|0603 |0,591 | 0,589 6,306 17,988 6,534 0,012 2,06

45 | 0,566 | 0,574 | 0,585 | 0,575 5,295 23,283 5,590 0,008 1,36

60 | 0,592 | 0,580 | 0,583 | 0,585 6,020 29,303 6,391 0,005 0,84

75 | 0,573 | 0,576 | 0,580 | 0,576 5,410 34,713 5,849 0,003 0,49

90 | 0,575 | 0,570 | 0,608 | 0,584 5,986 40,699 6,501 0,017 2,86

105 | 0,586 | 0,570 | 0,567 | 0,574 5,281 45,980 5,864 0,008 1,38

120 | 0,553 | 0,565 | 0,574 | 0,564 4,559 50,539 5,199 0,009 1,53

135 | 0,557 | 0,557 | 0,562 | 0,559 4,167 54,706 4,860 0,002 0,41
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Liberace klotrimazolu z vlaken PC sycenych

klotrimazolem v laboratornich podminkach 2 mg/ml
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Obrazek 19 Zavislost koncentrace na ¢ase pro PC viakna sycena ethanolickym roztokem
klotrimazolu o koncentraci 2 mg/ml po dobu 2,5 hodin

Zhodnoceni: Profil liberace klotrimazolu u PC vlaken odpovida navazani
malého mnozstvi klotrimazolu, jak tomu bylo i u pfedchozich pfikladl. Jde o
velice podobny profil liberace, kdy zaCiname méfit relativné vyssi koncentraci
uvolnéného klorimazolu (vztazeno k obrazku €. 19)a v nasledujicich desitkach
minut koncentrace kolisa az dochazi k postupnému poklesu. Chybové usecky
jsou vztazeny na hodnoty smérodatné odchylky koncentrace nikoliv absorbance,
které jsou uvedené v tabulce ¢&. 32.
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6. Zaver

Tato diplomova prace sledovala liberaéni profily antimykotické
latky — klotrimazolu, ktery byl zavadén bud pfi vyrob& nanovlaken, nebo pfimo
v laboratofi na nanovlakenné polymerni (PDX, PCL) a keramické (kfemicité)
nosice, které byly pfipraveny Technickou univerzitou v Liberci. Pro porovnani
slouzila komeréné dostupna polykarbonatova membrany. Liberacni profily byly
sledovany s vyuzitim systému SIA.

Cilem bylo zjistit, zdali bude mozné pouziti nanovlakennych materiald jako
nosi¢u klotrimazolu a zdali se bude klotrimazol kontinualné z nanovlakennych
nosi¢l uvolfiovat a jaké podminky ovliviiuji jeho uvolfiovani. PC membrany
slouzily jako porovnavaci vzorek k nanovlaknam.

Duvod pouziti nosi¢e PC, ktery je komeréné dostupny, byl takovy, Zze jsme
dany liberaéni profil klotrimazolu vypada.

Z hodnoceni profill u nanovlakenych polymernich nosi¢u, na které byl
klotrimazolu zavadén pfi vyrobé na pracovisti Technické univerzity v Liberci Ize
vygist urgitou zavislost mezi poméry polymerniho materialu a klotrimazolu. Cim
nizsi pomér (niz§i obsah klotrimazolu a vy38Si obsah nanovlaken), tim vySsi
hodnoty koncentrace a plynulejSi uvolhovani klotrimazolu. Profily liberace si byly
velice podobné a z téchto udaji nelze s presnosti fict, ktery typ polymerniho
nanovlakenného nosice je optimalni pro dalSi pouZiti, I1ze vytvofit premisu, Ze
nizsi pomeér nahrava kontinualnéjSimu uvolnovani.

Z hodnoceni profilt u polymernich nanovlakennych nosi¢u sycenych
v laboratornich podminkach na$i fakulty Ize Fict, Ze ani jeden typ nosiCe
nevyhovoval potfebam a ani vysSi koncentrace roztoku klotrimazolu pouzitého
k syceni nepomohla k vytvofeni vazeb uvnitf nosi€e a nevedla k optimalnim
hodnotam liberace, at z hlediska doby uvolhovani tak i koncentrace. Klotrimazol
se ve vSech pfipadech zfejmé navazal pouze povrchoveé a ihned po ponofeni do
akceptorového média se uvolnil a po kratkém Case zacCala koncentrace klesat.

Z hodnoceni profild keramického nanovlakenného nosiCe syceného
v laboratornich podminkach nasi fakulty lze konstatovat, Ze byla sledovana

zavislost mezi Casem, koncentraci a profilem liberace. U niZ8ich koncentraci bylo
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nutné po delSi dobu (16 hodin) sytit, aby doslo k dostate€nému navazani a tim
dosazeni plynulejSiho profilu liberace. U vy3Si koncentrace syceni (4 mg/ml)
stacilo pouze 2,5 hodiny k vytvofeni téméfr dokonalé (plynulé) kfivky liberace.
Proto se tyto nosiCe jevi jako potencionalné vhodné pro dalSi vyzkum.

Zavérem prace lze konstatovat, Ze ze vzorkd polymernich nanovlakenych
nosiCll zatim nebylo mozné potvrdit jejich mozné vyuZiti jako nosie
pro klotrimazol. Jeho uvolfiovani nebylo kontinualni, coz by bylo Zadouci, ale
muzeme se domnivat, Ze niz8i pomér maze byt vhodnéjsi pfi nasledné liberaci
klotrimazolu. Zato u kfemiCitych nanovlaken byla vytvofena zavislost mezi
C¢asem, koncentraci syceni a profilem liberace a byly nalezeny jejich
kombinace, u kterych se vyskytovalo kontinualni uvolfiovani klotrimazolu po

sledovanou dobu.
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Pfilohy

Program pro kalibraci

Prikaz Parametr
Loop Start (#) 3
Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 80
Syringe Pump Aspirate (microliter) 2500
Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 3

Analyte New Sample

Analyte Name clotr. 10

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 20
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 40
Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 8

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 25

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Empty

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning
Syringe Pump Delay Until Done

Spectrometer Stop Scanning

Loop End
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Pfikaz pro liberaci (pro 1 celu)

Prikaz Parametr
Loop Start (#) 10
Hardware Settings Scan Rate (Hz) 4
Hardware Settings Integration Time (msec) 50
Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 210
Hardware Settings Wavelength 2 (nm) 220
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 460
Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference
‘aspiration of carrier

Multiposition Valve port 7

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1200
Syringe Pump Delay Until Done

'aspiration of the sample first time

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 100
Syringe Pump Delay Until Done

'first send to WASTE

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 70

Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Empty
Syringe Pump Delay Until Done
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‘aspiration of carrier

Multiposition Valve port 7

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec)
Syringe Pump Aspirate (microliter)

Syringe Pump Delay Until Done

‘aspiration of the sample first time
Analyte New Sample

Analyte Name Clotrimazol
Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec)
Syringe Pump Aspirate (microliter)

Syringe Pump Delay Until Done

‘first send to Detector

Multiposition Valve port 8

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec)
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Empty

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning
Syringe Pump Delay Until Done

Spectrometer Stop Scanning
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