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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Sabina Mukarovska

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Automatizace liberacnich testl pro uvolnéni klotrimazolu z

razné sycenych polymernich nanovlaken

Tato diplomova prace se vénuje liberacnim profildm klotrimazolu uvolnéného
z nanovlakenného nosic¢e za vyuZziti automatizované neseparacni pritokové techniky,
sekvencni injekéni analyzy. Jako membrany byly zvoleny polymerni nanovldkna
vyrobena z polydioxanonu a polykaprolaktonu. Nanovldkenné membrany byly vyrobeny

Technickou Univerzitou v Liberci.

Postupné byly testovany dva postupy syceni nanovlaken. Nejdfive byly pouzity
membrany, ktera byly syceny pfi vyrobé vrizném poméru obsahu polymeru
a klotrimazolu. Tato vlakna byla analyzovdna v laboratofi. V druhé Casti se testovala
vldkna bez ucinné latky, tedy neobsahovaly klotrimazol. Takto pfipravené nanovlakenné
membrany byly syceny ethanolickymi roztoky o rGizné koncentraci a po urcitou dobu.

Tyto analyzy pomohly v hledani idedlnich podminek pro syceni nanovldken.

Liberacni testy byly provadény za podminek, které simulovaly stav neporusené
zdravé lidské kdze. Byl pouzit tlumivy roztok o pH 4,5 a teplota 32°C. Za téchto podminek
byla méfena liberace klotrimazolu ve tfech paralelné zapojenych Franzovych celach.
V téchto celdch byl umistén nanovlakenny nosi¢ s navdzanym klotrimazolem. Méreni
probihalo po dobu 135 minut, kdy byla latka uvolfiovdna do média. Kazdych 15 minut
byl ztohoto média odebiran vzorek do systému sekvencni injekéni analyzy. Jako
detektor byl pouzit UV-VIS spektrofotometr. Jednotlivé liberacni profily byly porovnany.
Hlavnimi sledovanymi parametry byl liberacni profil, rychlost uvolfiovani a koncentrace

klotrimazolu uvolnéna v daném case.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of analytical chemistry

Candidate: Sabina Mukarovska

Supervisor: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Automation of liberation tests for clotrimazole released from

differently saturated polymer nanofibers

This diploma thesis deals with the liberation profiles of clotrimazole released
from a nanofiber carrier using an automated non-separation flow technique, sequential
injection analysis. Polymer nanofibers polydioxanone and polycaprolactone were
chosen as membranes. Nanofiber membranes were manufactured by the Technical
University of Liberec.

Two nanofiber saturation procedures were successively tested. First,
membranes were used which were saturated during production in different ratios of
polymer and clotrimazole content. These fiberes were analysed in the laboratory. In the
second part, the fiberes without the active substance were tested, it means they
originally did not contain clotrimazole. The nanofiber membranes thus prepared were
saturated with ethanolic solutions of various concentrations and for a certain period of
time in laboratory conditions. These analyses helped to find ideal conditions for
nanofiber saturation.

Liberation tests were performed under conditions that simulated the condition
of intact healthy human skin. A buffer solution of pH 4.5 and a temperature of 32 ° C
was used. Under these conditions, the release of clotrimazole was measured in three
Franz cells connected in parallel. A nanofiber carrier with bound clotrimazole was placed
in these cells. The measurement was performed for 135 minutes, when the substance
was released into the medium. Every 15 minutes, a sample was taken from this medium
for sequential injection analysis. A UV-VIS spectrophotometer was used as a detector.
The individual liberation profiles were compared. The main parameters monitored were
the release profile, release rate and concentration of clotrimazole released in the

respective time.
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Seznam pouzitych zkratek

BIA
CFA
ECM
FIA
HPLC
PCL
PDX
PEO
PVB
SFA
SIA
UTLC
UV-VIS

Bead injection analysis

Kontinudlni pritokova analyza
Extracelularni matrix

Pritokova injekéni analyza
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Polykaprolakton

Polydioxanon

Polyethylenoxid

Polyvinylbutyral

Segmentovana pratokova analyza
Sekvencni injekéni analyza
Chromatografie na ultratenké vrstvé

Spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra



1. Uvod

V dnesSni dobé je pozornost vénovdna vyvoji automatizovanych analytickych
postupl. A knim je moZné vyuZit i neseparacni prutokové techniky. Vyhodou
automatizace analytickych postupl je napfiklad zvyseni frekvence zpracovani vzorkd,

minimalizace kontaminace nebo zdmény vzorku, miniaturizace analytického systému

[1].

Jednou z dalSich popsanych instrumentdlnich technik byla sekvencni injekéni
analyza (SIA), kterd vznikla z pritokové injekéni analyzy. SIA byla vyvinuta jako pokrocild
forma manipulace s roztokem pro michani a transport vzorkd, cinidel a produktt
chemickych reakci do mista detekce. SIA je vysoce univerzalni technika zaloZzena na
vicepolohovém selekénim ventilu a dvousmérném cerpadle. Vyuziva se pro aplikaci
vmnoha oblastech analyzy, predevsim pro sledovani dlouhodobych procest
a provadéni slozitéjSich operaci na zdkladé snadné optimalizace a programovatelnosti

reakénich podminek [2].

Nedavny a intenzivni rozvoj nanotechnologii dava vzniknout novym smériim
vyuziti nanomembranovych materiald, které jsou definovany jako struktury s tloustkou
vldken omezenou na jeden aZ nékolik set nanometr( [3]. Materidly pro vyrobu
syntetickych nanovldken jsou c¢asto anorganické oxidy kov( nebo organické polymery.
Vyznacuji se velkou plochou a porozitou. Vyuziti nalézaji ve spousté odvétvi jako

v mediciné, pro kryti ran, nebo ve farmacii jako nosicée IéCiv [4].



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace je porovnat liberacni profily klotrimazolu
uvolnéného z nanovldkenné membrany pomoci automatizovaného systému SIA.
Technicka Univerzita v Liberci poskytla dva polymerni nosice a to polykaprolakton (PCL)
a polydioxanon (PDX). Na tyto nosice byl zaveden klotrimazol pfimo pfi vyrobé v daném
poméru polymer : klotrimazol. Ddle byla poskytnuta nanovlakna cista, bez zavedené
latky, kde jsme sledovali moZnost syceni vlaboratornich podminkdch pomoci
ethanolickych roztokd o rdzné koncentraci a po rliznou dobu. U takto pfipravenych
nanovldkennych membran probéhne liberacni test. Z namérenych absorbanci bude
pomoci kalibracni kfivky stanovena koncentrace klotrimazolu v akceptorovém médiu. Ze

zjisténych hodnot bude vytvoren liberaéni profil pro kazdy nanovlakenny nosic.

Porovnanim liberacnich profili studovanych nanovldkennych membran ma za cil
zvolit vhodny materidl a zpUlsob syceni pro rovnomérnou a dlouhodobou liberaci.
Pomoci HPLC metody se stanovi obsah klotrimazolu v testovanych nosicich pro ovéreni
navazaného mnozstvi. Tato diplomova prace navazuje na predchozi prace kolegl
PharmDr. Marie Kodedové (Schneidrové), ktera sledovala liberaci tetracyklinu
z nanovlaken upravenych silanizaci [5], a Mgr. Radovana Ernesta, ktery sledoval
uvolnéni klotrimazolu ze stejnych nanovldkennych membran do Ccisté vodného
acetatového pufru [6]. Tato prace vychazi z predchozich vysledk(, doplriuje je z pohledu
vyuZiti liberatniho media s obsahem ethanolu, aby liberaéni profil nebyl ovlivnén
rozpustnosti klotrimazolu, a pfindsi také hodnoceni celkového mnoZstvi navdzaného

klotrimazolu s vyuzitim HPLC stanoveni.



rd

3. Teoreticka cast

3.1. Neseparacni prutokové techniky

Pratokova analyza je jednim z pfistupl k mechanizaci v analytické chemii. Do
pratokového systému se zavede presny objem vzorku a nosnym proudem je unasen
k detektoru. Disperze pomaha k promisenivzorku s ¢inidlem a vzniku produktu. Priichod
detektorem vede k signalu, ktery je idealné idmérny koncentraci analytu ve vzorku [7].
Mezi vyznamné vlastnosti pratokovych technik patfi automatizace, miniaturizace,
univerzalnost, vysoka vzorkovaci/davkovaci frekvence, nizka spotfeba vzorku a ¢inidla,
minimalizace kontaminace nebo zdmény vzorku. Diky automatizaci se zlepSuje
opakovatelnost a reprodukovatelnost metod, protoze je zabrdnéno lidské chybé
analyticky systém pracuje uzaviené od vnéjsiho prostredi [1, 8]. Neseparacni pratokové
techniky zahrnuji nékteré starsi techniky jako kontinualni pritokova analyza (CFA)
a segmentovana pratokova analyza (SFA). Dalsi modernéjsi jsou prutokova injekcni
analyza (FIA) a jeji modifikace sekvenéni injekéni analyza (SIA), Lab-On-Valve, bead

injection analysis (BIA) [9].

Tabulka 1 Prehled zdkladnich neseparacnich pritokovych metod [7, 10, 11, 12, 13]

Typ metody Popis Vyhody/Nevyhody

Cely systém je naplnén Citlivost

vzorkem a cinidlem. Reakce
CFA — kontinualni

probiha kvantitativné do Dlouha doba analyzy,
pritokova analyza
dosazeni rovnovazného vysoka spotreba
stavu. reagencii

Po nadavkovani se vzorky
Pomala analyza, velka
segmentuji vloZzenim
spotieba reagencii
SFA — segmentovana vzduchovych bublin do

pratokova analyza nosného proudu. Ty jsou
Zamezeni kontaminace
nasledné odstranény, nez se
vzorku
dostanou k detektoru.




Pulzace toku, neuplné
promiseni vzorku a
Do proudu nosné kapaliny a ¢inidla
FIA — pratokova injekéni ¢inidla je ddvkovan vzorek,
analyza vznikd zéna produktu diky Rychlost, jednoduchd
disperzi. vybava, vysoka

reprodukovatelnost

PouZitim pistového Cerpadla

je zajistén obousmérny tok. VysSi rychlost, nizsi
SIA — sekvencni injekéni
Vicecestny selekcni ventil spotfeba reagencii,
analyza
umoziiuje aspiraci rliznych dokonalejsi miseni
roztoka.
Miniaturizovana modifikace
SIA systému, kde reakce Miniaturizace, nizka
Lab-On-Valve
probiha ve ventilu misto v spotfeba reagencii
hadickach.
Definovany objem suspenze
mikrokuli¢ek je vstfikovan do
nosného proudu a zachycen Snizeni rizika
BIA — bead injection na uréitém misté. kontaminace, vysoka
analysis Injektovany vzorek prochazi | presnost, miniaturizace
pres vrstvu a interaguje a automatizace SPE

s funkénimi skupinami na

povrchu kuliéek.

3.2. Sekvencni injekéni analyza

SIA vyvinuli J. RGZicka a G. Marshall jako alternativu k FIA. SIA prokazala, Ze jeji

rozsah se vyrazné lisi od rozsahu drivéjsi techniky [1].




3.2.1. Princip SIA techniky

Vsechny injekéni pritokové techniky jsou zaloZzeny na postupné disperzi zony
vzorku, ktera tvori koncentraéni gradient, kdyz se vzorek pohybuje smérem k detektoru
[13]. Podobné =zavisi SIA na principu fizené C¢dastecné disperze v kombinaci
s obousmérnym tokem zajisténym obousmérnym nizkotlakym pistovym cerpadlem
a vicecestnym selekénim ventilem, ktery je provozovdn synchronizované, coz usnadnuje
pouziti rGznych roztokl a jejich miseni v pratokovém systému. Pohyb reagencii

v kapilarach/hadic¢kach je umoznén pravé pomoci pistového cerpadla [14].

V jednoduchém provedeni je do nosného proudu davkovan presny objem vzorku
a ¢inidla ptes vicecestny selekéni ventil. Obracenim pohybu pistového ¢erpadla dojde
k promiseni latek v misici civce a vzniku reakéniho produktu. Ten pak sméfuje do
pratokové cely detektoru a signal je detekovan, vétSinou ve formé pikd, a prfenesen do
pocitace. V ovladacim programu dochazi ke sbéru dat, jejich vyhodnoceni a daji se
snadno upravovat a optimalizovat podminky méreni [15]. Princip je graficky znazornén

na obrazku 1.
SAMPLE REAGENT DETECTOR

SRIT— @ |
Bi
Cm'
o a9 |
E—:QI:J

Obrdzek 1 Princip SIA metody [13]

(carrier — nosny proud, detector — detektor, cervend — vzorek, Zlutd — produkt, modrad — ¢inidlo)
A — aspirace vzorku

B — aspirace Cinidla

C — promichani vzorku a Cinidla

D — obraceni toku smérem k detektoru

E — detekce produktu v priitokové detekéni cele

8



3.2.2. Pristrojové vybaveni

Systém tvofi nizkotlaké obousmérné pistové cerpadlo, pouzZivané k nasavani
a davkovani roztok( a zméné toku nosného proudu, nasleduje dvoucestny ventil a misici
civka, kde se tvofi produkt reakce. Ddle vicecestny selek¢ni ventil (nejcastéji 6 az
10cestny), ktery je spojen s Cinidly a vzorky, coz umoznuje programovatelné davkovani,
reakéni civka a detektor spojeny s pocitatem. Casto se kdetekci pouZivaji
spektrofotometry, fluorimetry, elektrochemické detektory. Na zakladé ovladaciho
programu je provadéno méreni na SIA pfristroji, ktery lze jednoduse upravovat na
zakladé konkrétnich potreb. Vysokd robustnost areprodukovatelnost méreni je

zajisténa diky synchronizaci jednotlivych krok( a pohybt systému [11]. Schéma zapojeni

systému SIA je na obrazku 2.

Multi-position

- valve
Two-position

valve Holding coil

Carrier

Reaction coil

Syringe
Pump

Detector

Waste
Obrdzek 2 Schéma SIA systému [11]
(syringe pump — pistovd pumpa, two-position valve — dvoucestny selekéni ventil, carrier —
nosny proud, holding coil — misici civka, multi-position valve — vicecestny selekéni ventil,

reaction coil — reak¢ni civka, detector — detektor, waste — odpad)



3.2.3. Vyuziti SIA systému

SIA je vSestranna vyzkumna analyticka technika, kterd umoznuje vyuziti v mnoha
rGznych oborech jako ocednografie, biochemie, farmakologie, studium plid nebo
bunécné studie [13]. Diky ni Ize automatizovat monitorovani dlouho trvajicich procesu,
extrakéni procesy nebo ve spojeni s modernimi detekénimi metodami automatizovat

pfipravu vzorku [1].

SIA byla Uspésné aplikovana pro stanoveni rliznych analytd ve vzorcich potravin
a ndpoju jako vapnik v mléce, redukujici cukry ve viné a mnoho dalSich. Déle se vyuziva
k analyze Zivotniho prostredi napriklad pro stanoveni tézkych kov( v plidé a vodé, zde je
vyhodou moznost stanoveni vice iontd najednou. SIA se také ukazala jako ucinny pfistup
pro automatizaci imunoanalyzy, kde je diky specialnim typam detekcnich cel umoznéno

imobilizovat protilatky nebo antigeny v SIA systému [14].

Ve farmacii ma SIA metoda potencial predevsim v oblasti vyzkumu novych [éCiv,
farmakologickych testl a studii prfipravy farmaceutickych pripravkd (farmaceuticka
technologie). MliZze se pouzit ke stanoveni obsahu ucinné latky v riznych lékovych
formach nebo biologickych materidlech a dale pro monitorovani disolucnich testd pro

kontrolu (bio)dostupnosti [éCivych latek [16].

3.2.4. Monitorovani liberacnich testi pomoci SIA techniky

Liberace léciva je zacatek farmakokinetického procesu, ktery nasleduje po
podani. Popisuje proces, pfi kterém se ucinna slozka z podané polotuhé lékové formy
uvolfiuje a stava se dostupnou pro prichod kozni bariérou. Liberacni kinetika je proto
dllezitou charakteristikou kazdého léciva, kterd vyZzaduje dlkladné vyhodnoceni [17].
Aby se pfi liberacnich nebo disolu€nich testech prokdzaly jedinecné vlastnosti Iékové
formy, mél by byt postup zaloZen na fyzikdlnich a chemickych vlastnostech lécivé latky
a také na designu Iékové formy. Nékteré z fyzikdlné-chemickych vlastnosti léCivé latky
a média, které ovliviuji charakteristiky uvolnéni ucinné latky, jsou rozpustnost ve vodé
a dalsich vhodnych rozpoustédlech, ionizacni konstanty, stabilita roztoku, velikost

¢astic/povrch, krystalicka forma, iontova sila, pufrovaci ucinky [18].
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Automatizované systémy pouzivané pro liberacni a disolu¢ni studie by méli
splfiovat nékolik predpokladd, jako je robustnost, univerzalnost, selektivnost, presnost,
spravnost, spolehlivost a dlouhodobd stabilita. Pravé technika SIA splfiuje tyto
pozadavky [19]. Franzovy difuzni cely se casto pouZzivaji v liberacnich studiich, ale
uplatiuji se i v permeacnich nebo jinych interakénich testech. Mezi dvé ¢asti Franzovych
cel je umisténa membrdana, kterd umoznuje snadnou difuzi testované latky do prostredi

za stadlého promichdavani [17].

Tabulka 2 Priklady Iatek monitorovanych pomoci techniky SIA

Stanovovana Linearni | Doba | Interval
Matrice Detekce
latka rozsah | testu | davkovani
Fluorimetr
Hydrochlorid 0.02- 60
Tablety | (Aex=244 nm; 70/hod | [20]
prazosinu 2.43 mg/l | min
Aem=389 nm)
0.005-
Spektrofotometr 45
Propofol Emulze 0.100 14/hod | [21]
A =485 nm min
mg/ mL
Fluorimetr 2.5x1077-
Kyselina 45
Roztok | (Aex =350 nm; 6x107° 3 min [22]
aminokapronova min
Aem = 450 nm) mol/I
Fluorimetr
0.03-0.61 | 20
Ergotamin Tablety | (Aex=236 nm; 120/h [23]
mg/I min
)\em = 390 nm)
Fluorimetr
Kyselina 0,05-10 | 360
Mast (Aex=297 nm; 10 min [24]
salicylova ug/l min
)\em = 405 nm)
Spektrofotometr 20-60 2
Famotidin Tablety 30/h [25]
A =265 nm mg/| min
Spektrofotometr | 0.1-10.0 90
Lutein Prasek 5 min [26]
A =445 pg/mL min
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lontové 1x1074-
Metamizol 60
Tableta selektivni 1x1072 5 min [27]
sodny min
elektroda mol/I
lontové 1x107%-
Pseudoefedrin 60
Tableta selektivni 1x1072 5 min [27]
sulfat min
elektroda mol/I

V tabulce Cislo 2 jsou uvedené vysledky reSerSe povedené s klicovymi slovy

Sequential Injection Analysis, Liberation, Dissolution. Studie se zabyvaji dalSimi latkami,

u kterych lze monitorovat liberaci nebo disoluci pomoci SIA techniky. V pfevdiném

mnozstvi se pouzivaji k detekci spektrofotometrie a fluorimetrie, v mensi mife pak

elektrochemické metody. Zplsob detekce se voli na zakladé vlastnosti dané latky.

U nékterych latek dochazi k upravé, aby vyhovovali poZadavkim na pouziti dané

detekéni metody. Treba u kyseliny aminokapronové je nutné pouzit derivativaci, protoze

samotna kyselina je puvodné nefluorescencni. Metody jsou rliznorodé z hlediska doby

testu a intervalu davkovani. Casy se pohybuji vramci nékolika desitek minut aZ po

hodiny.
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3.3. Nanovlakna

Nanovlakna jsou utvary, kde délka vlakna nékolikandasobné prevysSuje pramér.
Pramér byva mensi nez 1 mikrometr. Nanovladkna vétSinou nenalézame osamocené, ale
usporadané do vyssich strukturné prostorovych celkd, se kterymi je snadna manipulace
[28]. Nanovldkna mohou byt tvorfena z rliznych organickych i anorganickych latek jako
kolagen, celuldza, polykaprolakton (PCL), uhlik, oxidy kov{, a proto se lisi velikosti,
tvarem, rozmérem a ve svych fyzikalnich a chemickych vlastnostech. VSechna polymerni
nanovldkna jsou jedinecna pro svilj velky pomér plochy povrchu k objemu, vysokou
poréznost, znatelnou mechanickou pevnost a flexibilitu ve povrchové modifikaci ve
srovnani s mikrovldkny [29]. Vzhledem ke svoji velikosti, nanovlakna lze studovat pod
elektronovym mikroskopem [28]. Na obrazku 3 je porovndni mezi nanovlakny

a mikrovlakny.

Obrdzek 3 Porovndni nanovldkna a mikrovldkna [30]

PEO — polyethylenoxid, PVB — Polyvinylbutyral
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3.3.1. Formy nanovlaken

Tabulka 3 Zdkladni formy nanovldken [31]

Forma Charakteristika Pouziti

Nité a prize, dobré

mechanické vlastnosti

Nezafazuji se Gtvary Neprlstielné vesty, nosnd

Linedrni nanovlakna

vyrobené na bazi niti lana

s ndnosem nanovlaken na

povrchu.

Ve vrstvach, jednotlivd
vldkna nevystupuji
z roviny, existuji dva typy —
Nanovldkna v plosnych tkané a netkané textilni Filtrace, kryti ran,
strukturach utvary. Netkana maji regenerativni medicina
vlakna nahodile umisténa
pres sebe. Tkand ma

usporadana vlakna.

Podobny plosnému typu,
Nanovlakna
ale vlakna vystupuji do Tkanoveé inZzenyrstvi,
v prostorovych )
prostoru. Utvar pfipomind separace/extrakce

strukturach
vatu.

3.3.2. Priprava nanovlaken

K pfipravé nanovldken se vyuziva velké mnozstvi materiall. Obecné je mizeme délit
na organické a anorganické latky. Jako materialy anorganické se Casto pouzivaji kovy
nebo oxidy kovl, napfiklad to jsou zlato, stfibro, méd, olovo, oxid titanicity, oxid Zelezity,
oxid hlinity nebo oxid zinecnaty. Z organickych material(i se pouZivaji polymery bud

prirodni nebo syntetické. Zastupci prirodnich polymerd mohou byt kolagen, keratin,
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polysacharidy a syntetickych polykaprolakton, kyselina polymléénd nebo polyuretan
[29].

Mezi metody, které se uplatiuji pfi pfipravé nanovlaken fadime sonochemickou
syntézu, kde zakladnim principem je akusticka kavitace, jev, pfi kterém ultrazvukové viny
v médiu vedou k tvorbé, rlstu a kolapsu bublin, které maji fyzikalni a chemické ucinky.
Pfedpoklada se, Ze tyto bubliny funguji jako mikroreaktory a kolabuji, aby generovaly
vysoké tlaky a teploty, a tak napomahaly chemickym reakcim probihajicim na rozhrani
bublin [32]. Dalsi metoda je templatova syntéza. Zde se vyuziva templat nanoporézni
membrany sloZzeny z vdlcovych pérd jednotného praméru. Ty umoznuji kontrolu
rozméru vlaken, takze Ize vyrabét nanovlakna s velmi malymi prliméry. Nevyhodou této
metody je, Ze nedokaze vyrobit kontinualni nanovldkna jedno po druhém [33]. Pomoci
techniky samouspofadani se muzZe priprava nanovldken dosahnout spontannim
usporadanim jednotlivych makromolekul do usporadanych a stabilnich nanoudroviiovych
struktur pomoci nekovalentnich interakci mezi jednotlivymi komponenty. Ve srovnani
s elektrozvlaknovanymi nanovlakny maji samosestavena nanovldakna mnohem mensi
pramér v rozsahu nékolika nanometrd. Vlastni montaz je vsak sloZita a malo vykonna,
navic vyZzaduje komplikované nastaveni.

Ze vsSech soucasnych strategii pro syntézu nanovldken je jednou z nejvice
zavedenych a Siroce pouzivanych technik elektrostatické zvlaknovani. Kromé konvenéni
techniky elektrostatického zvlakiovani bylo v vyvinuto nékolik variant této metody. PatFi

mezi né vicejehlové, bezjehlové a koaxidlni elektrostatické zvlaknovani [34].

3.3.3. Elektrostatické zvlaknovani

Proces elektrostatického zvlaknovani je metoda pro pripravu nanovlaken
z polymernich roztoku v elektrickém poli pti atmosférickém tlaku a laboratorni teploté.
Za hlavni tfi soucasti zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani jsou povazovany napdjeci
zdroj (vysoké napéti), jehla (zvlaknovaci tryska) a kolektor (elektroda). Zdroj vysokého
napéti generuje na pfipojeném polymernim roztoku elektricky naboj a ten se hromadi
na jeho povrchu. Tyto naboje se vzajemné odpuzuiji, takze pfi kritické sile elektrického
pole jsou schopny pfekonat povrchové napéti roztoku a vytvorit z kulovitého utvaru
polymerniho roztoku na konci kapilary kdnicky tvar nazyvany Taylor(v kuzel. Ze Spicky
Taylorova kuZele je vypuzena nabita tryska, kterd se tahne dale v elektrickém poli. Ta se
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nakonec preméni na pevna vldkna v dlisledku odparovani rozpoustédla. Stabilni tryska
ziskand na jehle zvldknovaci trysky se poté preméni na nestabilni trysku za vzniku
elektrospradanych vldken. Kdyz aplikované elektrické pole dosahne své kritické
hodnoty, sila odpuzovani ndboje pfekond povrchové napéti a proud vyrazi z hrotu kuzele
a prenese tahovou silu na polymer a vytvofi nestabilitu tohoto polymeru. Poté proudi
z vrcholu kuZele do kolektoru s opacnymi naboji, které maji schopnost pritahovat nabita
vldkna. Rozpoustédlo se odpafuje proudem a zanechdava suché vldkno na kolektoru [35].
Schéma elektrostatického zvldkniovani je na obrazku 4. Na obrdzku 5 je zndzornéna

struktura nanovldkna vytvoreného elektrostatickym zvlakriovanim.

Polymer

solution Collector

Obrdzek 4 Princip elektrostatického zvildkriovdni [35]

Jehla vsttikuje roztok polymeru v elektrickém poli vytvofeném vysokonapétovym zdrojem.

Vysoké napéti je aplikovdno mezi zvldkiovaci trysku a uzemnénym kolektorem.
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Obrdzek 5 Struktura nanovidkna vytvoreného klasickym zvldkriovdnim [36]

Varianty elektrostatického zvlaknovani

Technologie vicejehlového elektrostatického zvldkhovani je zaloZzena na tradicni
metodé s jednou jehlou, ale vyuZiva kombinaci vice jehel. V systémech s vice jehlami se
zvySuje pocet Taylorovych kuZelG vytvorenych béhem procesu. Taylorovy kuzZely se
mohou pusobenim sily elektrického pole rozdélit na vice trysek a vyrazné tak zvysit
vytéZnost pfipravy nanovlaken [37].

Bezjehlova varianta je proces vyroby nanovldken elektrostatickym zvlakfovanim
polymerniho roztoku pfimo z otevieného povrchu kapaliny. MUZe se pouZit rotacni valec
jako zvlaknovaci tryska. Ten je Caste¢né ponofen a rotuje v polymernim roztoku
a umoziuje vytvoreni tenké vrstvy roztoku a tim vznik hrotl, které po aplikaci
elektrického pole iniciuji proces elektrostatického zvlaknovani. Tuto variantu vyuziva
technologie Nanospider™, ktera byla vyvinuta na Technické univerzité v Liberci
vyzkumnym tymem profesora Oldficha Jirsaka [38].

Koaxidlni elektrostatické zvldknovani je vyvinuto pro syntézu jadro-plast
a vicevrstvych kompozitnich nanovlakennych struktur. Pfi této varianté jsou dva odlisné
stavebni bloky nanovldken doddvany prostrednictvim rlznych koaxidlnich kapildrnich

kanall a poté integrovany do kompozitnich nanovldken typu jadro-plast [34].

Parametry ovliviujici zvlaknovani
Tvorba nanovlaken je do znacné miry ovlivnéna experimentalnimi parametry, véetné

pouzitého napéti, vzdalenosti mezi dvéma elektrodami a pritoku roztoku. Kromé toho

17



jsou dulezitymi faktory také vodivost roztoku, viskozita roztoku, vlhkost a teplota.
Aplikované napéti je kritickym parametrem pro tvorbu vldkna. K nabitym proudim
vypuzenym z Taylorova kuzZele dochdzi pouze tehdy, kdyz pouzité napéti prekroci
prahové napéti. V opaéném pripadé se kapka roztoku zastavi na zvldknovaci trysce.
Vlastnosti roztoku pro elektrostatické zvlaknovani urcuji hodnoty prahového napéti.
Pratok je zavisly na vlastnostech polymeriza¢niho roztoku. Pomaly pritok mlze mit za
nasledek tuhnuti polymeru uvniti Spicky zvldknovaci trysky, kterd se tak nemdize
zformovat do Taylorova kuZele. Jakékoli zvyseni rychlosti prdtoku vede ke zvétSeni
praméru elektrostatickych vlaken. Vzdalenost mezi zvlakniovaci tryskou a sbéracem je
dalSim zdsadnim parametrem pro urceni morfologie vldken. ZvétSeni vzdalenosti
prispéje ke zvySeni doby letu trysek a doby odparovani rozpoustédla. Pokud se tedy
vzdalenost mezi elektrodami zvétsi, mohou byt shromazdéna tenci vlidkna. Je vSak tfeba
poznamenat, Ze k takovym jevim dojde pouze tehdy, kdyZ pracovni vzdalenost

neprekroci vhodny rozsah [39].

Tabulka 4 Vliv parametri roztoku a okoli na tvorbu a morfologii nanovidken [39]

Parametr Vliv na elektrozvlaknéni

Zvyseni vodivosti roztoku mize usnadnit natahovani trysky, sniZit

Vodivost
moznosti tvorby kulicek a prdmér vldkna

Vysoka viskozita roztoku vede k nedostatecné pevnosti k roztazeni

Viskozita trysky do vilaken, pokud je viskozita pfilis nizka, trysky se
rozpadnou na kapicky a Zzddna vlakna se nevytvori
Povrchové
Snizeni povrchového napéti prispiva k hladké morfologii viaken
napéti

Obecné se tékavé rozpoustédlo mlze rychle odparovat a usnadnit

Tékavost

tryskové tuhnuti, pfilis tékavé rozpoustédlo muize vést k rychlému
rozpoustédla
zablokovani hrotu jehly

Vysoka okolni vihkost mlze zabranit odpafovani rozpoustédla
Vlhkost bé&hem procesu tuhnuti v proudu a vést k nezadoucim

morfologiim vldken
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Zvyseni okolni teploty zvysi rychlost odpafovani rozpoustédla a
Teplota soucasné snizi viskozitu roztoku a bude mit za nasledek zmenseni

praméru vldkna

3.3.1. Vyuziti nanovlaken

Nanovldkna jsou materidly, které nachazeji uplatnéni ve velkém mnozstvi obor(. Daji
se pouzivat v biomedicingé, textilnim primyslu, tkdovém inZenyrstvi, ochrané Zivotniho
prostieni, analytické chemii a mnoha dalSich oborech [39].

Nanovldkna mohou byt aplikovana v rlznych analytickych technikdch a procesech.
U optickych metod Ize nanovldkna vyuzit jako nosice chromogennich latek, fluorofora,
chemiluminiscencnich cinidel, coz vedlo k zvySeni citlivosti a selektivity, takie
nanovldkna byla intenzivné aplikovana v rliznych technikach, jako je kolorimetrie,
fluorescence, chemiluminiscence a povrchem zesilena Ramanova spektroskopie. Déle
nalézdme uplatnéni v chromatografii na ultratenké vrstvé (UTLC). Zde se nanovldkna
mohou vyuzit jako stacionarni faze. Metoda elektrostatického zvldkriovani pro vyrobu
UTLC desek ma nékolik vyhod, véetné snadno laditelné tloustky stacionarni faze, riznou
funkénost nebo modifikaci, minimalni mnozstvi polymeru a vice moznosti vybéru
prekurzord. Nanovlakna se daji také vyuzivat u pfipravy vzorku. Je mozna aplikace
nanovldken jako extrakéni materidl v rlznych technikach pfipravy vzorkl, protoze
vykazuji vysokou sorpéni kapacitu pro cilové analyty [40].

V zivotnim prostredi jsou nanovladkna aktivné zkoumana jako pokrocilé filtry pro
odstranovani znecistujicich latek, jako jsou pevné ¢i prachové Castice, toxické ionty
a organické molekuly ze znecisténého vzduchu a odpadnich vod. Byly také pouzity
k rozkladu skodlivych chemikalii a ziskavani drahych kov( [41].

Nanotechnologie se daji vyuzivat pro dodavani a uvoliovani biomolekul. Tyto
pristupy se zdaji byt slibnou alternativni strategii pro ochranu biomolekul, kontrolu jejich
uvolfovani a zlepSeni klinickych studii. Nanovlakna maji velkou kontaktni plochu
a mohou byt zatiZzena vice neZ jednou molekulou, z nichZ kazda se mGze uvolnit v jiném
Case. Pomoci nanovldaken Ize podat latky jako jsou antibiotika, protizanétliva
a protirakovinna léciva. Vyuzitim toho systému se sniZuje jejich cytotoxicita a zvysuje
ucinnost [42].
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Nanovlakna pfipravené elektrostatickym zvlaknovanim lze vyuzit i pfi tkanové
regeneraci. Diky své dostupnosti, schopnosti napodobovat koZni extracelularni matrix
(ECM) a neschopnosti prenaset nemoci na rozdil od béznych koznich Stépu jsou jednim
ze slibnych teseni pro lepsi 1é¢bu ran [43]. Oprava nebo regenerace tkané zahrnuje
integraci material( nosice, bunék a/nebo biologickych faktord pro podporu ristu tkané
poskytnutim vhodné kombinace mechanické podpory, topografického vedeni
a biochemickych pokynd burikdm. Je dullezité pfi vyvoji napodobit co nejblize nativni
ECM. Z hlediska slozZeni existuje Siroka skala syntetickych a ptirodnich polymer(, které

Ize pfimo elektrostaticky zvlaknovat [41].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité pfistroje a pomuicky

Systém SIA

systém Mikro SIA, FIAlab instruments, Belleuve USA

- osmicestny selekéni ventil s 5ml pistovym cerpadlem

- UV-VIS-NIR spektrofotometr, Ocean Optics

- peristaltické ¢erpadlo Minipuls 3, Gilson

- peristaltické pruzné hadicky (material PTFE, priimér 0,75 mm)

- FlAlab software for Windows 5.0, verze 5.9.321, FIAlab Instruments, Bellevue, USA
- Franzovy liberacni cely (15 ml)

- vodni lazen

- termostat Julabo, Némecko

- magnetickd michacka POLY 15 Variomag, H+P Labortechnik AG, Némecko

- membrany —viz. tabulky 5a 6

Tabulka 5 Testované membrdny pripravené Technickou univerzitou v Liberci

Pomér
Oznaceni Material polymer: Velikost péru
klotrimazol
PDX Polydioxanon 8:1 0,687
PDX Polydioxanon 6:1 0,719
PCL Polykaprolakton 8:1 0,369
PCL Polykaprolakton 6:1 0,379
Tabulka 6 Testované membrdny sycené v laboratofi
Oznaceni Material Koncentrace syticiho roztoku
PDX Polydioxanon 2 mg/ml
PDX Polydioxanon 1 mg/ml
PCL Polykaprolakton 2 mg/ml
PCL Polykaprolakton 1 mg/ml

21



4.2. Pouzité chemikalie

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

- Ultracistd voda — pfipravend pomoci pfistroje Millipore, Merck, Praha, Ceskd
republika

- Ethanol denaturovany — Lihovar Kolin, Ceska republika

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

- Kyselina octovda 99,8 % - Penta, Praha, Ceskd republika
4.3. Priprava roztoku

Zakladni roztok klotrimazolu

Zakladni roztok byl pfipraven rozpusténim 5 mg klotrimazolu v 10 ml ethanolu
v odmérné barice. Klotrimazol je omezené rozpustny ve vodé, proto musel byt pouzit
ethanol jako rozpoustédlo. Vyslednd koncentrace roztoku byla 0,5 mg/ml. Redénim

zakladniho roztoku ultracistou vodou ¢i pufrem byli pfipraveny dalsi roztoky.

Kalibracni vodné roztoky klotrimazolu

Ze zdékladniho roztoku klortimazolu byly postupné ptipraveny vodné kalibracni
roztoky. Dané roztoky byly pfipraveny v koncentracich 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16 pg/ml.
Do 10 ml odmérnych banék byl na pipetovdan pomoci automatickych pipet dany presny

objem zakladniho roztoku a po rysku doplnén ultracistou vodou.

Tabulka 7 Priprava kalibracnich roztoki

Koncentrace kalibracniho Mnozstvi zakladniho roztoku
roztoku (pg/ml) (ul)
2 40
4 80
6 120
8 160
10 200
12 240
14 280
16 320
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Kalibra¢ni roztoky klotrimazolu s octanovym pufrem

Kalibra¢ni roztoky klotrimazolu s pufrem byly pfipraveny ze zakladniho roztoku
o koncentracich 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16 pg/ml. Do 10 ml odmérnych banék byl na
pipetovan presny objem zdakladniho roztoku pomoci automatické pipety a doplnén po

rysku octanovym pufrem o pH 4,5.

Tlumivy roztok o pH 4,5

Pro ptipravu 250 ml octanového pufru bylo navazeno 0,7475 g octanu sodného.
Ten byl rozpustén v 0,5 ml bezvodé kyseliny octové a objem byl doplnén ultracistou
vodou po rysku. V predchozi diplomové praci testy probihaly s isté vodnym pufrem
a bylo tu vzdy riziko snizené rozpustnosti, ktera by mohla ovlivnit liberaéni profil. Proto
jsme tentokrat zvolili pufr s 10 % ethanolu. Ovéreni hodnoty pH roztoku bylo provedeno
pH metrem pred kazdy pouZitim a kalibrace byla provedena pomoci dvou standardnich

kalibracnich roztok o zndmém pH (4; 7).

Roztoky pro syceni nanovldken

Roztoky pro syceni nanovldken mély koncentraci 2 a 1 mg/ml klotrimazolu
v ethanolu. Byla pouZita nanovldkna PDX a PCL vyrobend Technickou univerzitou
v Liberci. Roztoky byly pfipraveny navazenim pfesného mnozstvi klotrimazolu, a to 100
a 50 mg. Navazka byla kvantitativné prevedena do 50 ml odmérné bariky a doplnéna po
rysku ethanolem. Tyto roztoky byly poté pouzity jako sytici medium pro oba typy

nanovldkennych membran.

4.4. Testované nanovlakenné membrany

Pro praci byla pouZita nanovlakna vyrobend Technickou univerzitou v Liberci za
vyuziti technologie NanoSpider, takto ziskana struktura byla dvourozmérna. Byly pouzity

dva druhy nanovlaken, a to PDX a PCL viz. Pouzité ptistroje a pomcky.

Nejdfive probéhlo testovani nanovlaken sycenych pfimo pfti vyrobé ve formé
kruhovych membran o pradméru 3 cm. Klotrimazol byl pouzit v uréitém poméru ke
stavebni jednotce polymeru nanovldkna. Pro hodnoceni byly porovnany liberacni profily
jednotlivych koncentraci a typl nanovlaken. U téchto membran bylo provedeno i HPLC

stanoveni obsahu navazaného klotrimazolu.
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Pro druhou cast experimentu byla nanovldkna sycena pfimo v laboratofi. Pro
syceni nanovlaken byla zvolena koncentrace 2 a 1 mg/ml. Pfi nizSich koncentracich
nedochazelo k dostate¢nému navazani klotrimazolu. «k syceni byly pouzity ethanolické
roztoky klotrimazolu. Membrany byly vloZzeny do misek po tfech kusech s michadlem
a zality 50 ml roztoku. Takto pfipravené misky byly vioZzeny na magnetickou michacku.
Syceni PDX membran probihalo 2 hodiny. Pro PCL membrany byl zvolen ¢as syceni
4 hodiny. Del$i doba syceni PCL nanovlaken byla vybrana z divodu nedostatecného
navazani klotrimazolu pfi kratSim c¢asovém useku. Hodnoceni probihalo stejné jako

u vldken sycenych pfi vyrobé.

V ramci liberacniho profilu bylo hodnoceno mnozstvi klotrimazolu uvolnéného
v daném case z nanovlaken do pufru o pH 4,5, ktery simuloval fyziologické podminky
neporusené kize. Jednotlivé rozdily mezi typy nanovldken a typem syceni byly rovnéz

zachyceny v liberacnim profilu.

4.5. Parametry méreni

Pro méreni byl vyuzit systém SIA, ke kterému byly externé pfipojeny tfi liberacni
jednotky (Franzovy cely). Cely systém se skladal z ndsledujicich ¢asti: obousmérného
pistového cerpadla, osmicestného selekéniho ventilu, misici civky, peristaltického
Cerpadla, UV-VIS spektrofotometru, pruznych hadi¢ek pro peristaltické cerpadio,
zasobni lahve s nosnym proudem, zasobni lahve s pufrem o pH 4,5, odpadni lahve,
termostatu, magnetické michacky. Systém byl fizen pomoci ovladaciho programu

vytvoreného ve FlAlab for Windows 5.0.
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Tabulka 8 Parametry méreni

Objem Franzovy cely 15000 pl
Aspirovany objem nosného proudu
1000 pl
(ultracista voda)
Objem pro promyti portu vzorkem 100 pl
Rychlost aspirace vzorku 40 pl/s
Objem pro doplnéni Franzovy cely 200 pl
Objem aspirovaného vzorku (dvé
paralelni méfeni jednoho vzorku v daném 2x 40 ul
Case)
Rychlost toku do detektoru 16 pl/s
VInova délka detekce 210 nm
Otacky magnetické michacky 230 rpm
Rychlost peristaltické ¢erpadla 6 rpm
Teplota vodni lazné 32°C
Celkovy ¢as 1 méticiho cyklu 15 min
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Kalibrace

Pro kalibraci bylo testovdno 8 rliznych koncentraci standardu klotrimazolu
a probihala ve dvou mediich. Pfiprava téchto roztok( byla popsana v kapitole Pfiprava
roztokd. VSechny koncentrace byly zméreny trikrat a z naméfenych hodnot byla
spocitana primérna hodnota. Kalibracni pfimka byla popsana rovnici y=kx+q, kde x je
koncentrace, y je hodnota signdlu, k je smérnice pfimky a q je absolutni ¢len smérnice

primky. Pomoci korelaéniho koeficientu byla hodnocena linearita.

4.6. Postup méreni liberace klotrimazolu

Méreni probihalo v SIA systému ovldadaného pomoci programu vytvoreného

ve FlAlab for Windows 5.0.

V prvnim kroku bylo nutné promyt cely systém ultradistou vodou ve vétSim
objemu. K tomu byly pfipraveny programy pro promyti veskerych pouzivanych soucasti
systému. Cely proces se opakoval minimalné trikrat. Z dlivodu sniZzené rozpustnosti
klotrimazolu ve vodé bylo nutné promyvat systém i ethanolem a poté znovu vodou.

Ovéreni efektivity promyti se dalo snadno zjistit odezvou detektoru.

Pred zacatkem méreni liberace byla provedena zkriacena kalibrace s vyuzitim
kalibracnich roztokd. Soucasné byl zapnut termostat k vytemperovani vodni lazné na
32 °C. Peristaltické ¢erpadlo bylo nastaveno na rychlost 6 rpm a rychlost magnetické

michacky na 230 rpm.

Dale byla zahdjena samotna pfiprava na méreni. Do Franzovych cel byl na
pipetovan po okraj tlumivy roztok o pH 4,5, priblizny objem 15 ml. Takto naplnéné cely
byly umistény do vytemperované vodni lazné a bylo vloZzeno michadlo pro udrzeni stalé
koncentrace. Do otvoru ve Franzové cele byly zasunuty hadi¢cky pro odbér vzorku
a doplnéni tlumiciho roztoku. Pres takto pfipravenou ¢&ast cely se pinzetou opatrné
umistila testovand nanovlakennd membrana. Membrana musela byt umisténa tak, aby
nedoslo k jejimu posSkozeni a aby nevznikaly pod membranou vzduchové bublinky.
Pomoci elastickych gumicek byl pfipevnén horni dil cely. VrSek se pak priklopil vickem
z umélé hmoty, aby nedochazelo k odparovani kapaliny. Experiment probihal pomoci tfi
Franzovych cel s postupnym davkovanim po 5 minutach. Jeden cyklus tedy trval

15 minut.
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Pro monitorovaci méreni byl pouzit prednastaveny program. Pro jednu celu trval
cyklus 5 minut. Zakladni kroky zahrnuji promyti davkovaciho portu a odeslani tohoto
objemu do odpadu. Dale aspirace nosného proudu a vzorku a odeslani do detektoru.
Davkovani vzorku probéhlo vidy dvakrat. Zbytek aspirovanych roztok( byl odeslan do
odpadu a poté bylo dopInéno liberaéni médium (tlumici roztok). Doplnéni bylo nutné,
aby nedochazelo k poklesu hladiny média vcele, a tim ztraty kontaktu hladiny

s nanovldkennou membranou. Experimentdlné byl zvoleny objem 200 pl.

V disledku doplfiovani média do Franzovych cel dochazelo k zfedovani
koncentrace klotrimazolu. Proto bylo nutné korigovat vypocet vysledné koncentrace

podle nasledujiciho vzorce.

objem doplnéného media

(cp+cp+ - C(n—l))

C . s = C vy, 7 - -
korigovana namérena Ob] em System

Na obrazku 6 je zndzornéno schéma zapojeni SIA systému. A na obrazcich 7 a 8 je SIA

systém a zapojené Franzovy cely. Na obrazku 9 je zaznam z méreni liberace klotrimazolu.

8-PORT
waste gl ECTION
medium VALVE r—" WASTE
CARRIER
DETECTOR
(water)
FRANZ CELL 3
standard
FRANZ CELL1
FRANZ CELL 2

donor
SYRINGE PERRIALT compartment
PUMP A
THERMOSTATED
BATH
, acceptor
e compartment

Obrazek 6 Schéma systému SIA pri liberaci [17]

(Franz cell — Franzova cela, stirrer — michadlo, termostated bath — vyhrivand vodni ldzen,

akceptor compartment — akceptorovd ¢dst, donor compartment — donorovd cdst, peristaltic

pump — peristaltické cerpadlo, 8-port selection valve — 8cestny selekcni ventil, waste — odpad,

carrier — nosny proud, syringe pump — pistové ¢erpadlo, detector — detektor)
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Obrdzek 7 Systém SIA

Obrdzek 8 Franzovy cely ve vodni ldzni
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Time Series by Channel
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Obrdzek 9 Zaznam mereni liberace klotrimazolu
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5. Vysledky a diskuse

Pro hodnoceni vsech vysledkl byl pouZit program FlAlab for Windows 5.0 a dale

zpracovany v programu Microsoft Office Excel.

5.1. Kalibracni stanoveni klotrimazolu

Linearni zavislost koncentrace klotrimazolu byla stanovena ve dvou prostredich,
a to ve vodném, a v tlumivém roztoku o pH 4,5. Pro praktické méfeni je stanovena
minimalni hodnota korelaé¢niho koeficientu 0,99. V obou pfipadech méreni byla tato

podminka splnéna.

5.1.1. Kalibrace pro vodny roztok

Pro méreni vzorkl ve vodném prostiedi byly zvoleny kalibracni roztoky
o koncentracich 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 a 16 pug/ml. Z toho prvni koncentrace byla vyfazena
z vysledkl, protoZe se nachazela pod limitem kvantifikace. Ten je 2,9 ug/ml a byl
spocitan jako koncentrace, ktera produkuje 10krat vyssi signal, nez je signal Sumu.
VSechny vzorky byly méreny celkem Ctyrikrat a prvni méreni bylo vyskrtnuto, z dlivodu
eliminace nezddoucich vlivi z pfedchozich méreni. Vysledkem byla kalibra¢ni kfivka
zavislosti absorbance na koncentrace s korela¢nim koeficientem 0,998 a rovnici pfimky
y = 0,0355x-0,0633 (Tabulka 9). Na obrazku 10 je zobrazena kalibracni kfivka pro

kalibraci klotrimazolu.

Tabulka 9 Kalibrace ve vodném roztoku pro rozmezi 2—16 ug/ml

Koncentrace (ul/ml) | Méfeni 1 | Méfeni 2 | Méfeni3 | Primér | SD RSD (%)
2 0,048 0,043 0,051 0,048 | 0003 6,81
4 0,072 0,067 0,084 0,074 | 9007 | 9,71
6 0,138 0,154 0,155 0,149 | 900 | 5,46
8 0,229 0,247 0,197 0,224 | 9020 | 9,25
10 0,285 0,319 0,304 0,302 | gp13 | 462
12 0,349 0,366 0,359 0,358 | 0006 1,85
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12 0,445 0,407 | 0420 | 0424 |o16| 3,78

16 0,503 | 0516 | 0511 | 0510 |gggs | 1,01

Kalibracni krivka klotrimazolu ve vodném roztoku

0,6
0,5 e
) e
8 0,4 .
m .." '."
2 o3 .
[
Q 0.2 -
< o y = 0,0355x - 0,0633
2 _
0.1 R?=0,998
¢
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Koncentrace (pg/ml)

Obrdzek 10 Kalibracni kfivka klotrimazolu ve vodném prostredi

5.1.2. Kalibrace pro tlumivy roztok o PH 4,5

Pro kalibraci v prostfedi tlumivého roztoku o pH 4,5 byly pouZity roztoky ve
stejném koncentracnim rozsahu jako ve vodném prostredi. A stejné jako v pfedchozim
pfipadé byla prvni koncentrace vyskrtnuta z vysledkd, jelikoz se nachazeli pod limitem
kvantifikace. Ten byl 3,6 ug/ml a byl spocitan jako koncentrace, ktera produkuje 10krat
vyssi signal, nez je signdl Sumu. Pufr byl zvolen jako nulovd hodnota, protoZe sam
absorbuje pfi mérené vinové délce. Dané kalibra¢ni rozmezi bylo popsano rovnici
y =0,0367x +0,3074 a korelac¢ni koeficient byl 0,9919. Na obrazku 11 je zobrazena
kalibra¢ni kfivka pro stanoveni klotrimazolu v acetatovém pufru s obsahem 10 %

ethanolu.
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Tabulka 10 Kalibrace v tlumivém roztoku pro rozmezi 2—16 ug/ml

Koncentrace
Méfeni1 | Méfeni2 | Méfeni3 | Pramér SD RSD
(ng/ml)

Pufr 0,459 0,475 0,468 0,467 | 0,007 | 1,39

2 0,471 0,467 0,467 0,468 | 0,002 | 0,59

4 0,471 0,479 0,476 0,475 0,004 | 0,74

6 0,511 0,525 0,522 0,519 | 0,006 | 1,15

8 0,593 0,593 0,564 0,583 | 0,014 | 2,33

10 0,670 0,671 0,660 0,667 | 0,004 | 0,74
12 0,691 0,749 0,793 0,744 | 0,042 | 5,63
14 0,871 0,859 0,790 0,839 | 0,035 | 4,24
16 0,931 0,857 0,895 0,894 0,030 | 3,40

Kalibracni krivka klotrimazolu v pufru o pH 4,5

0,9 N J
w i
O 0,8 .
c
© @
L2 o7
@] @
3 -

0,6
< e

y=0,0367x + 0,3074
05 Ry R?=0,9919
0,4
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Koncenrace (pg/ml)

Obrdzek 11 Kalibracni krivka klotrimazolu v pufru o pH 4,5
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5.2. Liberace klotrimazolu

K méfeni se vyuzivaly dva druhy nanovldkennych membran (PDX, PCL). Ty byly
rozdéleny na zakladé pouzité koncentrace roztokl pti syceni, délky a zpGsobu syceni.
Podminky pro akceptorové medium byly stanoveny tak, aby modelovaly stav zdravé

neporusené kize, tedy pH 4,5. Teplota vodni |azné byla 32°C.

Vysledky byly popsany vyskou piku, které odpovidaly dané hodnoté absorbance.
Vysledné absorbance byly porovnany se standardnim roztokem o koncentraci 16 pug/mi,
ktery se pred kazdym mérenim pripravoval novy a byl méren pred nebo po liberaci
klotrimazolu. Vzhledem k fedéni akceptorového média byla nutna korekce vyslednych
hodnot. Z pramérnych absorbanci pro konkrétni ¢asovy usek byla vypoctena hodnota
koncentrace, kterd byla zanesena do grafu v zavislosti na ¢ase. Ke kazdému bodu byla
pfidana chybovd Usecka, kterd zndzorfuje smérodatnou odchylku. Porovnanim
sestavenych grafl muUZeme zhodnotit, kterd z nanovldkennych membran a jaka

koncentrace byla vhodnéjsi jako nosi¢ pro klotrimazol.

Tabulka 11 Membrdny PDX a PCL sycené pfi vyrobé Technickou univerzitou v Liberci

Typ membrany Pomér polymer:klotrimazol
PDX 8:1 6:1
PCL 8:1 6:1

Tabulka 12 Membrdny PDX a PCL sycené v laboratofi

Typ membrany Koncentrace syticiho roztoku (mg/ml) Doba syceni (hod)
PDX 2 1 2
PLC 2 1 4
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5.2.1. Liberace klotrimazolu z PDX nanomembran sycenych pfi vyrobé Technickou

univerzitou v Liberci

Tabulka 13 PDX membrdny sycené pri vyrobé v pomeéru 8:1

Cas 1. 2. 3. c Korigovana RSD
Primér Suma SD

(min) | cela | cela | cela (ug/ml) c (ug/ml) (%)

0 0,734 | 1,007 | 1,001 | 0,913 5,861 0 5,861 0,002 | 0,19

15 | 1,058 | 1057|1063 | 1,059 | 7,692 | 13,553 7,873 0,003 | 0,27

30 |1,065|1,086 1,098 | 1,083 | 7,994 | 21,547 8,281 0,006 | 0,53

45 (1,087 1,112 | 1,111 | 1,104 | 8,249 | 29,796 8,647 0,001 | 0,06

60 |1,105|1,116 | 1,125 | 1,116 | 8,399 | 38,196 8,909 0,004 | 0,38

75 11,108 | 1,124 | 1,129 | 1,120 | 8,457 | 46,653 9,079 0,003 | 0,25

90 1,116 1,138 {1,150 | 1,134 | 8,639 | 55,291 9,376 0,006 | 0,53

105 | 1,113 | 1,146 | 1,158 | 1,139 8,688 | 63,979 9,541 0,006 | 0,53

120 | 1,125 | 1,132 | 1,163 | 1,140 8,701 | 72,681 9,671 0,015 | 1,36

135 | 1,126 | 1,151 | 1,168 | 1,148 | 8,808 | 81,488 9,894 0,009 | 0,75

PDX 8:1
12
10
€
= 8
=
3
© 6 HCelal
S 4 H Cela2
[S)
S HCela3
~
2
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
Cas (min)

Obrdzek 12 Namérené koncentrace pri liberaci klotrimazolu z membrdny PDX 8:1
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Tabulka 14 PDX membrdny sycené pri vyrobé v poméru 6:1

Cas c Korigovana RSD
1.cela | 2. cela | 3.cela | Primér Suma SD
(min) (ng/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 1,043 | 1,069 | 1,084 | 1,065 7,770 0 7,770 0,007 | 0,68
15 1,091 | 1,096 | 1,124 | 1,104 8,251 16,021 8,464 0,014 | 1,31
30 1,091 | 1,112 | 1,158 | 1,120 8,457 | 24,478 8,783 0,023 | 2,04
45 1,056 | 1,109 | 1,159 | 1,108 8,306 | 32,783 8,743 0,025 | 2,29
60 0,928 | 1,109 | 1,172 | 1,070 7,826 | 40,690 8,367 0,032 | 2,30
75 1,159 | 1,139 | 1,169 | 1,155 8,896 | 49,505 9,556 0,015 | 1,27
90 1,139 | 1,145 | 1,182 | 1,156 8,897 | 58,402 9,676 0,019 | 1,61
105 1,188 | 1,163 | 1,187 | 1,179 9,196 | 67,598 10,098 0,012 | 1,06
120 1,189 | 1,201 | 1,204 | 1,198 9,431 77,029 10,458 0,001 | 0,15
135 1,195 | 1,158 | 1,191 | 1,181 9,221 86,250 10,371 0,017 | 1,46
PDX 6:1
12
10
€
» 8
=2
[}
S 6 HCelal
;54 M Cela2
é M Cela3
2
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
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Obrdzek 13 Namérené koncentrace pfi liberaci klotrimazolu z membrdny PDX 6:1
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Liberace klotrimazolu z PDX nanomebran sycenich pfri
vyrobé Technickou univerzitou v Liberci
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Obrdzek 14 Graf zavislosti koncentrace na ¢ase pro PDX nanomembrdny sycené pfi vyrobé v poméru 8:1 a
6:1

Zhodnoceni: Liberacni profily pouzitych nanovlakennych nosic¢l sycenych pfi
vyrobé maji velmi podobny pribéh. Membrana PDX v poméru 8:1 ma na zacatku o néco
strméjsi rlist koncentrace nez druha testovand membrana PDX 6:1. Ta ma rast
koncentrace velmi pozvolny a v ¢ase 60 minut dochazi k malému poklesu. Membrany
PDX 6:1 svého maxima dosahuje v ¢ase 120 minut a poté dochazi k postupnému poklesu
koncentrace. To muUZe byt z divodu, Ze se uz veskery navazany klotrimazol uvolnil.

U membrany PDX 8:1 po rychlém rulstu koncentrace nastava zpomaleni a ke konci
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méreni az stagnace liberacniho profilu. Chybové Usecky zndzorfiuji smérodatné odchylky
jednotlivych méreni, které jsou uvedené v tabulkdch ¢. 13 a 14. Na obrdzcich 12 a 13
jsou zobrazeny namérené hodnoty koncentrace uvolnéné z nanomembran PDX pro
moznost porovnani s liberacni profilem. Obrazek 14 znazoriuje liberacni profil PDX

nanomembran.

Liberace klotrimazolu z vldaken PDX, na které byl
zavadén klotrimazol v riznych pomérech
polymer:klotrimazol na Technické Univerzité v
Liberci
18

13 | \ | \ ‘ [
E | \ [ [
g T i . [ : ‘ |
5 I |
§ T il 1 -|-
: A
8 T .

!

L PDX 6:1 PDX 8:1
3
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Cas (min)

Obrdzek 15 Liberace klotrimazolu z predesié diplomové prace pro PDX nanovldkna [6]
Pro porovnani profill liberace je zde uveden i profil, na obrazku 15, z predchozi
diplomové prace. V obou ptipadech méreni dosahujeme podobnych vyslednych

liberaénich koncentracich. U téchto predeslych vysledkd dochazi k poklesu koncentrace
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klotrimazolu dfive, nez u mnou namérenych dat. AvSak chybové usecky ukazuji, ze
pfidanim ethanolu do acetidtového pufru se u libera¢niho profilu zlepsuje

opakovatelnost.

5.2.2. Liberace klotrimazolu z PCL nanomembran sycenych pfi vyrobé Technickou

univerzitou v Liberci

Tabulka 15 PCL membrdny sycené pri vyrobé v poméru 8:1

Cas c Korigovana RSD

_ 1.cela | 2.cela | 3. cela | Primér Suma SD
(min) (ng/ml) ¢ (ng/ml) (%)
0 1,039 | 1,079 | 1,081 1,066 7,784 0,000 7,784 0,001 | 0,11

15 1,090 | 1,123 | 1,108 | 1,107 8,296 | 16,080 8,511 0,007 | 0,67

30 1,089 | 1,091 | 1,102 | 1,094 8,128 | 24,208 8,450 0,005 | 0,50

45 1,103 | 1,089 | 1,112 | 1,102 8,226 | 32,433 8,658 0,011 | 1,01

60 1,106 | 1,078 | 1,116 | 1,100 8,207 | 40,640 8,749 0,018 | 1,67

75 1,123 | 1,091 | 1,127 | 1,114 8,376 | 49,016 9,029 0,018 | 1,61

90 1,127 | 1,129 | 1,148 | 1,134 8,634 | 57,650 9,402 0,009 | 0,83

105 1,174 | 1,143 | 1,201 | 1,173 9,115 | 66,765 10,005 0,029 | 2,48

120 1,208 | 1,098 | 1,201 | 1,169 9,065 | 75,830 10,076 0,052 | 4,41

135 1,133 | 1,139 | 1,141 | 1,137 8,672 | 84,501 9,799 0,001 | 0,11
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Obrdzek 16 Namérené koncentrace pfi liberaci klotrimazolu z membrdny PCL 8:1
Tabulka 16 PCL membrdny sycené pri vyrobé v poméru 6:1
Cas c Korigovana RSD
_ l.cela | 2.cela | 3.cela | Primér Suma SD
(min) (ng/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 0,442 | 0,458 | 0,451 0,450 5,971 0,000 5,971 0,003 | 0,70
15 0,433 | 0,438 | 0,428 0,433 5,347 11,317 5,498 0,005 | 1,15
30 0,438 | 0,434 | 0,428 0,433 5,365 16,682 5,587 0,003 | 0,70
45 0,436 | 0,433 | 0,441 0,437 5,490 22,172 5,785 0,004 | 0,90
60 0,448 | 0,443 | 0,459 0,450 5,955 28,127 6,330 0,008 | 1,72
75 0,448 | 0,461 | 0,463 0,457 6,215 34,342 6,673 0,001 | 0,21
90 0,450 | 0,462 | 0,466 0,460 6,302 40,644 6,844 0,002 | 0,45
105 0,455 | 0,465 | 0,464 0,462 6,372 47,016 6,999 0,000 | 0,10
120 0,474 | 0,476 | 0,468 0,473 6,775 53,791 7,493 0,004 | 0,83
135 0,474 | 0,477 | 0,471 0,474 6,813 60,604 7,621 0,003 | 0,67
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Obrdzek 17 Namérené koncentrace pri liberaci klotrimazolu z membrdny PCL 6:1

Liberace klotrimazolu z PCL nanomembran sycenych pfri

vyrobé Technickou univerzitou v Liberci
12

11

o Pl

IR N
7] o
S

s ePCL8:1  @®PCL6:1
4
3
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Cas (min)

Obrdzek 18 Graf zdvislosti koncentrace na ¢ase pro PCL nanomembrdny sycené pri vyrobé v pomeéru 8:1 a 6:1
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Zhodnoceni: U liberaéniho profilu membrany PCL 8:1 pozorujeme pomaly narist
koncentrace klotrimazolu. Dosahuje vSak vys$sich namérenych hodnot nez druha
testovand membrana PCL 6:1. Maximalni koncentrace je v ¢ase 120 minut a poté dochazi
k poklesu. Pokles na konci profilu mize byt zplsoben také ustavenim jakési rovnovahy,
kdy se klotrimazol mUze i zpétné vychytavat z pufru na membranu. Liberacni profil PCL
membrany 6:1 zac¢ina poklesem koncentrace a nasledné pozvolnym narustem. Ke konci
méficiho cyklu, okolo 120 a 135 minuty, to vypadd Ze dochazi ke stagnaci narustu
koncentrace klotrimazolu. Rozdily v koncentracich obou nanomembran mohou byt
zplUsobené nizSim mnoZstvim klotrimazolu navdzaného na PCL 6:1 pfi vyrobé.
Na vysledné mnozstvi navazaného klotrimazolu ma vliv nékolik faktord. Jednim z nich
mUzZe byt omezena rozpustnost klotrimazolu ve vyrobnim roztoku, nebo ovlivnénim
zvlaknitelnosti polymerniho roztoku v elektrickém poli. Chybové usecky zndzoriuji
smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci, které jsou uvedené v tabulkach €. 15
al6. Obrazky 16 a 17 zobrazuji naméfené hodnoty koncentrace uvolnéné
znanomembran PCL pro mozZnost porovnani s liberaéni profilem. Na obrazku 18

muzZeme vidét liberacni profil PCL nanomembran.
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Liberace klotrimazolu z vlaken, na které byl zavadén
klotrimazol pfi vyrobé v riznychv rtiznych pomérech
polymer:klotrimazol na Technické Univerzité v Liberci
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Obrdzek 19 Liberace klotrimazolu z predeslé diplomové prdce pro PCL nanovldkna [6]

Na obrazku 19 je liberaéni profil z pfedchozi diplomové prace pro porovnani
s mym zmérenym profilem. | vtomto pripadé jsou vysledné profily dosahuji podobnych
namérenych hodnot. V. mém liberacnim profilu se klotrimazol uvolfiuje vice pozvolna.
Chybové usecky ukazuji nizsi odchylky liberaénich profild s pfidanim ethanolu do pufru,

nez je tomu tak u Cisté vodného libera¢niho media.

42



5.2.3. Liberace klotrimazolu zPDX nanomembran sycenych v laboratornich

podminkach

Tabulka 17 PDX membrdny sycené v laboratornich podminkdch roztokem o koncentraci 2 mg/ml po dobu 2 hodin

Cas c Korigovana RSD
1.cela | 2.cela | 3.cela | Primér Suma SD
(min) (ng/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 0,560 | 0,538 | 0,549 | 0,549 1,316 0,000 1,316 0,005 | 0,98
15 0,559 | 0,537 | 0,559 | 0,552 1,353 2,668 1,388 0,011 | 1,94
30 0,545 | 0,544 | 0,560 | 0,549 1,324 3,992 1,377 0,008 | 1,46
45 0,550 | 0,549 | 0,553 | 0,551 1,340 5,332 1,411 0,002 | 0,36
60 0,547 | 0,556 | 0,565 | 0,556 1,408 6,740 1,498 0,005 | 0,82
75 0,548 | 0,563 | 0,533 | 0,548 1,308 8,048 1,415 0,015 | 2,77
90 0,564 | 0,540 | 0,552 | 0,552 1,354 9,402 1,479 0,006 | 1,07
105 0,558 | 0,548 | 0,571 | 0,559 1,443 10,845 1,587 0,011 | 2,02
120 | 0,567 | 0,598 | 0,578 | 0,581 1,719 | 12,564 1,887 0,010 | 1,70
135 | 0,584 | 0,580 | 0,595 | 0,586 1,784 | 14,348 1,975 0,007 | 1,26
Tabulka 18 PDX membrdny sycené v laboratornich podminkdch roztokem o koncentraci 1 mg/mi po dobu 2 hodin
Cas c Korigovana RSD
1.cela | 2.cela | 3. cela | Primér Suma SD
(min) (ug/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 0,539 | 0,549 | 0,548 | 0,545 1,356 0,000 1,356 0,001 | 0,11
15 0,543 | 0,546 | 0,558 | 0,549 1,418 2,774 1,455 0,006 | 1,09
30 0,556 | 0,557 | 0,568 | 0,560 1,593 4,367 1,651 0,006 | 1,06
45 0,542 | 0,537 | 0,546 | 0,542 1,304 5,671 1,379 0,005 | 0,89
60 0,517 | 0,519 | 0,534 | 0,524 1,022 6,694 1,112 0,008 | 1,45
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75 0,513 | 0,525 | 0,520 | 0,520 0,961 7,654 1,063 0,003 | 0,52
90 0,516 | 0,521 | 0,522 | 0,520 0,962 8,616 1,077 0,001 | 0,10
105 0,530 | 0,514 | 0,526 | 0,523 1,016 9,632 1,144 0,006 | 1,16
120 0,537 | 0,517 | 0,542 | 0,532 1,150 10,782 1,294 0,012 | 2,33
135 0,525 | 0,522 | 0,540 | 0,529 1,107 11,889 1,265 0,009 | 1,62
Liberace klotrimazolu z PDX nanomembran sycenych v
laboratornich podminkach
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Obradzek 20 Graf zavislosti koncentrace na case pro PDX nanomembrdny sycené v laboratornich podminkdch roztoky o
koncentrace 2 a 1 mg/ml po dobu 2 hodin
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Zhodnoceni: PDX membréana sycena roztokem o koncentraci 2 mg/ml po dobu
dvou hodin vykazuje pozvolné uvolfiovani klotrimazolu. Hodnoty méfené koncentrace
jsou celkem nizké, pohybuji se pod limitem kvantifikace, pfesto je mozné jejich hodnotu
odhadnout, ale presnost takového stanoveni je nizka. Maximalni hodnota je na konci
méreni v 135 minuté a nemlzeme fict, zda koncentrace dale stoupala, nebo uz zacala
klesat. Oproti tomu u membrany PDX sycené roztokem o koncentraci 1 mg/ml dochazi
k rychlému uvolnéni navdzaného klotrimazolu a nasledné poklesu koncentrace. Nejspise
doslo k navazani malého mnozZstvi latky zpdtky na povrch nosi¢e. Chybové usecky
zndzornuji smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci, které jsou uvedené

v tabulkach €. 17 a 18. Na obrazku 20 je liberacni profil PDX nanomembran.

5.2.4. Liberace klotrimazolu zPCL nanomembran sycenych v laboratornich

podminkach

Tabulka 19 PCL membrdny sycené v laboratornich podminkdch roztokem o koncentraci 2 mg/ml po dobu 4 hodin

Cas c Korigovana RSD
1.cela | 2.cela | 3.cela | Primér Suma SD
(min) (ng/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 0,365 | 0,390 | 0,383 0,379 1,727 0,000 1,727 0,004 | 0,93
15 0,363 | 0,378 | 0,366 | 0,369 1,453 3,359 1,498 0,006 | 1,63
30 0,369 | 0,382 | 0,371 | 0,374 1,589 4,948 1,655 0,005 | 1,41
45 0,363 | 0,373 | 0,361 | 0,365 1,356 6,303 1,440 0,006 | 1,61
60 0,379 | 0,367 | 0,371 | 0,372 1,537 7,841 1,642 0,002 | 0,47
75 0,384 | 0,384 | 0,386 | 0,385 1,875 9,716 2,005 0,001 | 0,21
90 0,357 | 0,366 | 0,363 0,362 1,258 10,974 1,404 0,002 | 0,44
105 0,368 | 0,355 | 0,380 | 0,368 1,417 12,391 1,582 0,013 | 3,48
120 | 0,376 | 0,364 | 0,372 | 0,371 1,500 | 13,890 1,685 0,004 | 1,13
135 | 0,362 | 0,368 | 0,373 | 0,368 1,425 | 15,315 1,629 0,003 | 0,69
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Tabulka 20 PCL membrdny sycené v laboratornich podminkdch roztokem o koncentraci 1 mg/ml po dobu 4 hodin

Cas c Korigovana RSD
1.cela | 2.cela | 3.cela | Primér Suma SD

(min) (ng/ml) ¢ (ug/ml) (%)
0 0,241 | 0,243 | 0,243 | 0,242 0,274 0,000 0,274 0,000 | 0,02
15 0,253 | 0,255 | 0,254 | 0,254 0,720 0,994 0,733 0,001 | 0,20
30 0,259 | 0,256 | 0,260 | 0,258 0,852 1,845 0,876 0,002 | 0,88
45 0,256 | 0,256 | 0,256 | 0,256 0,771 2,616 0,806 0,000 | 0,04
60 0,248 | 0,248 | 0,247 | 0,248 0,484 3,100 0,525 0,001 | 0,21
75 0,253 | 0,251 | 0,249 | 0,251 0,594 3,694 0,643 0,001 | 0,30
90 0,250 | 0,249 | 0,252 | 0,251 0,581 4,275 0,638 0,001 | 0,51
105 0,251 | 0,247 | 0,250 | 0,249 0,527 4,802 0,591 0,001 | 0,58
120 0,251 | 0,249 | 0,249 0,249 0,543 5,345 0,614 0,000 | 0,00
135 0,249 | 0,253 | 0,251 0,251 0,610 5,955 0,689 0,001 | 0,39
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Obrdzek 21 Graf zavislosti koncentrace na ¢ase pro PCL nanomembrdny sycené v laboratornich podminkdch roztoky o
koncentrace 2 a 1 mg/ml po dobu 4 hodin

Zhodnoceni: Liberacni profil membrany PCL sycené roztokem o koncentraci
2mg/ml po dobu 4 hodin je na zacatku nesouvisly. Hodnoty koncentrace stfidavé
stoupaji a klesaji. V ¢ase 75 minut byla namérena nejvyssi koncentrace a nasledné
dochazi k prudkému poklesu. To mlze byt zddvodu nedokonalého navazani
klotrimazolu na povrch nanomembrany. U druhého libera¢niho profilu pro PCL
membranu sycenou roztokem o koncentraci 1 mg/ml po dobu 4 hodin vidime rychly
narust koncentrace, poté dochazi poklesu a stagnaci hodnot. NejspiSe je to zplisobené

navazanim malého mnozstvi klotrimazolu na membranu. Chybové Usecky zndazornuji
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smérodatné odchylky jednotlivych koncentraci, které jsou uvedené v tabulkach ¢. 19

a 20. Na obrazku 21 je liberacni profil PCL nanomembran.

Vzdjemné porovndani grafl: Pfi porovnavani grafi mizZeme vidét, Ze liberacni
profily u membran sycenych pfi vyrobé Technickou univerzitou v Liberci maji podobny
prGbéh, az na PCL 6:1, kterd vykazuje nizsi namérené hodnoty koncentrace. Membrany
sycené v laboratornich podminkach znadi snizené mnozstvi klotrimazolu navazaného na
nosi¢. Dochazelo k rychlému uvolnéni navazané latky, to mohlo byt z divodu navazani

klotrimazolu pouze na povrch membrany, a naslednému poklesu koncentrace.

5.3. Stanoveni obsahu klotrimazolu HPLC metodou

Metodou HPLC byly stanoveny vSechny zmérené vzorky, jako v systému SIA, pro
porovnani obsahu klotrimazolu v nanovlakennych membranach. Extrakce byla
provedena pomoci 5 mlacetonitrilu po dobu 1 hodiny, a tento roztok byl po prefiltrovani
nylonovym stfikackovym filtrem o velikosti por(i 0,22 um nasttiknut na kolonu. Méreni
kazdého vzorku probéhlo dvakrat. Pro vzorky sycené pfi vyrobé byl nastfikovany objem
5 ul, a pro vzorky sycené v laboratornich podminkach 10 pl. Vysledné hodnoty byly
charakterizované plochou pod piky a kvantitativné vyhodnoceny porovnanim

s roztokem standardu.

Tabulka 21 Podminky HPLC systému

HPLC
Nexera X2, Shimadzu Corporation, Japonsko
chromatograf
Kolona Ascentis® Express RP Amide, 100 x 4,6 mm, 2,7 um, Merck, SRN
Davkovani 10 ml
Detekce 258 nm

Hydrogenfosforecnan draselny R (1,088 g/250,0 ml)

Mobilni faze (MF) a methanol R v poméru 20:60

Pritok 1,0 ml/min
Teplota 28,0 °C
, LabSolutions, verze 5.57, 2003-2013 Shimadzu Corporation,
Vyhodnoceni

Japonsko
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Tabulka 22 Vysledné plochy pod pikem pro membrdny sycené pri vyrobé

Plocha pod pikem Pramér
PDX 8:1 508542 207469 208005,5
PDX6:1 210848 214274 212561
PCL8:1 147936 148492 148214
PCL6:1 173212 175988 174600
Tabulka 23 Obsah klotrimazolu pfi HPLC stanoveni pro membrdny sycené pfi vyrobé
PDX 8:1 | PDX6:1 | PCL8:1 | PCL6:1
Obsah klotrimazolu (mg/ml) 0,3105 0,3173 0,2212 | 0,2606
Obsah klotrimazolu (mg/5 ml) 1,5524 1,5864 1,1062 | 1,3031
Obsah klotrimazolu (mg/mg nanovlakna) | 0,1265 0,1334 | 0,0994 | 0,1286
Obsah klotrimazolu (%) 12,65 13,34 9,94 12,86
Tabulka 24 Vysledné plochy pod pikem pro membrdny sycené v laboratornich podminkdch
Plocha pod pikem Primér
PDX 1 mg/ml 16795 16761 16778
PDX 2 mg/ml 79901 80233 80067
PCL 1mg/ml 79806 79532 79669
PCL 2 mg/ml 145372 145479 145425,5




Tabulka 25 Obsah klotrimazolu pfi HPLC stanoveni pro membrdny sycené v laboratornich podminkdch

PDX PDX PCL PCL

1mg/ml | 2mg/ml | Img/ml | 2mg/ml

Obsah klotrimazolu (mg/ml) 0,0131 0,0624 | 0,0621 | 0,1133

Obsah klotrimazolu (mg/5 ml) 0,0654 | 0,3119 | 0,3104 | 0,5665

Obsah klotrimazolu (mg/mg nanovldkna) | 0,0071 0,0259 0,0155 | 0,0305

Obsah klotrimazolu (%) 0,71 2,59 1,55 3,05

V tabulkdch 23 a 25 mulzZeme porovnat obsah navdzaného klotrimazolu na
membrandch sycenych pfi vyrobé a v laboratornich podminkach. Zatimco u vldken
sycenych pfi vyrobé se obsah navdzaného klotrimazolu pohybuje v desitkach procent,
u vldken sycenych v laboratofi je obsah daleko nizsi, pouze v jednotkdch procent.
PFi pokracovani v experimentech se sycenim vldken v laboratofi by se méli volit
koncentrace syticiho roztoku o néco vyssi, napriklad 2, 2,5 a 3 mg/ml. Dédle je mozné

zkouset i rizné doby syceni a jejich vliv.
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6. Zaver

V této diplomové praci byly porovnany libera¢ni profily klotrimazolu. Jako nosice
pro klotrimazol byly pouZity polymerni vldkna PDX a PCL, které byly vyrobeny
Technickou univerzitou v Liberci. Syceni probihalo bud' pfi vyrobé, nebo v laboratofi. Pro

méreni liberace byl zvolen systém SIA.

Cilem bylo ovérit mozZnost pouZziti nanovldkennych membran jako nosice pro
klotrimazol azda bude dochazet k rovhomérnému a kontinudlnimu uvolfiovani do
akceptorového media. Obsah se stanovil i pomoci HPLC metody, pro ovéfeni mnozstvi

navazaného klotrimazolu na membrany.

Liberacni profily nanovldkennych nosi¢li sycenych pti vyrobé vykazovaly
podobnost. Z namérenych dat mldzeme Fict, Ze existuje urcitd zavislost mezi pomérem
klotrimazolu a polymeru. Cim mame nizsi obsah klotrimazolu v(¢i polymeru, tim bylo
uvolfiovani klotrimazolu kontinudlnéjsi. Vzhledem k velké podobnosti mezi liberac¢nimi
profily, nelze potvrdit, ktery z nanovlakennych nosi¢li je optimalnéjsi pro liberaci. Pfi
porovnani liberacnich profilli z pfedchozi diplomové prace mlzeme fict, Ze pfidani 10 %
ethanolu do acetatového pufru zlepsuje opakovatelnost liberacnich profild, odchylky
jsou nizsi. U PDX nanomembran tento pokles odchylek je vétsi nez u PCL. | kdyZ pfi
porovnani PDX i PCL vychazi odchylky profil(i Iépe u PLC nanomebran v obou pracich.
Bylo tedy potvrzeno, Ze liberacni profily zméfené s vyuzitim Cisté vodného liberacniho
média nebyly ovlivnény rozpustnosti klotrimazolu, ale pfi vyuziti média s nizkym
obsahem ethanolu byla zjisténa lepsi opakovatelnost zmérenych profill a tim i vétsi

presnost a moznost lepSiho porovnani ziskanych vysledka.

Pfi hodnoceni liberacnich profill nanovldkennych membran sycenych
v laboratofi se ukazalo, Ze ani jedna z testovanych membran nespliiuje pozadavky
k optimalni liberaci. Vysledné koncentrace uvolnéného klotrimazolu do akceptorového
média jsou nizké. Nejspi$ doslo béhem syceni k navazani klotrimazolu pouze na povrch
membrany. Béhem liberace dochazelo k naristu koncentrace a nasledné k poklesu

a stagnaci.
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| ze stanoveni obsahu klotrimazolu pomoci HPLC metody mGzZeme potvrdit, Ze pfi
syceni nanovlaken pfi vyrobé se navaze nékolikandasobné vetsi mnozZstvi klotrimazolu

nez béhem syceni v l[aboratornich podminkach.

Zavérem muZeme fict, Ze nelze jednoznacné potvrdit testované polymerni
nanovldkenné membrdany jako vhodné nosice pro klotrimazol. Liberace nebyla plynula a
rovnomeérnd, ale miZeme konstatovat, Ze existuje zavislost mezi pomérem polymer :
klotrimazol. Cim je niz$i obsah klotrimazolu v(¢i polymeru, tim jsou podminky pro

liberaci vhodnéjsi a jeho uvolfiovani v ¢ase plynulejsi.
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