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Abstrakt
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Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Automatizované monitorovani liberace sulisobenzonu pfes modelovou
membranu

Tato experimentalni diplomova prace se zabyva monitorovanim uvolnovani biologicky aktivni
latky ptes modelovou membranu pomoci sekvenéni injekéni analyzy. K detekci byl vyuzivan UV
— VIS spektrofotometr. Testovanou biologicky aktivni latkou byl sulisobenzon (jeden z UV filtra
pouzivanych v opalovacich krémech) a byl sledovan jeho prostup ptes polykarbonatovou
membranu s vyuzitim Franzovy cely.

Na zacatku prace byla vytvofena kalibracni zavislost ve dvou médiich — supercisté vode
a fosfatovém pufru o pH 7,4. Dle téchto zavislosti byly vybrany koncentrace, které¢ byly déle
pouzivany v ramci libera¢nich testi. Dané koncentrace sulisobenzonu byly pfipraveny v riznych
rozpoustédlech, a to sice v superCisté vodé, v 10% ethanolu, v 10% propylenglykolu
a v 5% propylenglykolu. Testovana rozpoustédla byla vybrana na zakladé predpokladu zvyseni
propustnosti membrany pro liberaci latek s omezenou rozpustnosti v liberacnim médiu. Kazdy
testovany roztok byl méten po dobu 2 hodin, pfi¢emz jednotlivé vzorky pro liberaéni profily byly
odebirany v pétiminutovych intervalech. Z namétenych vysledkii byly vypracovany tabulky a
grafy, kde nejvétsi pozornost byla vénovana predevSim rychlosti uvoliiovani latky, koncentraci
uvolnéné latky za urcity Cas a jejich rozdilim mezi jednotlivymi koncentracemi a médii.
Z vysledki vyplyva, Ze 10% ethanol je nejméné vhodné rozpoustédlo, co se tyce opakovatelnosti
vysledkd, jelikoZ smérodatnd odchylka je zde o dost vyss$i nez u ostatnich rozpoustédel. Dale
muzeme vidét, Ze rovnovazného stavu na obou stranach modelové membrany je dosazeno ve vSech
piipadech pouze z Casti. Nejvyssi propustnost je nalezena u 0,2 mM koncentrace rozpusSténé
v supercCisté vod¢€, a naopak nejnizsi propustnost je zfejma u 1 mM koncentrace rozpusténé v 5%
propylenglykolu. Nicméné pro vSechny testované koncentrace 1 rozpoustédla plati pfimé iméra
mezi dobou liberace a nartistem koncentrace v dolnim kompartmentu Franzovy cely. Cim déle se
nachazi testovany roztok na membrang, tim vice ho prostoupi pfes membranu. Jako nejlepsi
rozpousStédlo zpohledu lepsi propustnosti polykarbondtové membrany pro 1 mM roztok
sulisobenzonu se jevil 10% propylenglykol.



Abstract
Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of analytical chemistry

Candidate: David Marel

Supervisor: assoc. prof. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Automated monitoring of sulisobenzone liberation through model
membrane

This diploma thesis deals with the monitoring of biologically active substance liberation through
a model membrane using sequential injection analysis. A UV — VIS spectrophotometer was used
for the detection. The tested biologically active substance was sulisobenzone (one of the UV filters
used in sunscreens) and the permeation through the polycarbonate membrane was monitored using
a Franz cell.

At the beginning of the work, a calibration curve was created in two media — water and phosphate
buffer of pH 7.4. According to these curves, the concentrations — which were further used in the
liberation tests - were selected. The given concentrations of sulisobenzone were prepared in
different solvents, namely in water, in 10% ethanol, in 10% propylene glycol and in 5% propylene
glycol. The tested solvents were selected based on the assumption of increasing the permeability
of the membrane for the liberation of substances with limited solubility in the liberation medium.
Each tested solution was measured for 2 hours, with individual samples for release profiles taken
at five-minutes intervals. Tables and graphs were drawn up from the measured results, where the
greatest attention was paid mainly to the rate of release of substances, the concentration of the
released substance during a certain time and their differences between individual concentrations
and media. The results show that 10% ethanol is the least suitable solvent in terms of the
repeatability of the results because the standard deviation is there much higher than for the other
solvents. Furthermore, we can see that the equilibrium state on both sides of the model membrane
is achieved only partially in all the cases. The highest permeability is found at 0.2 mM
concentration dissolved in water and conversely the lowest permeability is evidenced at 1 mM
concentration dissolved in 5% propylene glycol. However, for all the tested concentrations and
solvents, there is a direct correlation between the liberation time and the concentration increase in
the lower compartment of the Franz cell. The longer the tested solution is on the membrane, the
more it permeates through the membrane. 10% propylene glycol appeared to be the best solvent
for the highest 1 mM sulisobenzone in terms of better permeability of the polycarbonate membrane.
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Seznam pouzitych zkratek

BIA —Injekéni analyza vyuzivajici manipulaci s pevnymi ¢asticemi (Bead-
injection analysis)

CFA — Kontinualni pritokovéa analyza (Continuous flow analysis)
EtOH — Ethanol

FIA — Pritokova injek¢ni analyza (Flow injection analysis)

HPLC — Vysokou¢innd kapalinova chromatografie

HPTLC — Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

MPV — Vicecestny selekéni ventil (Multiport selection valve)

MS — Hmotnostni spektrometr

PC — Polykarbonat

PG — Propylenglykol

PTFE — Polytetrafluorethylen

RSD — Relativni smérodatna odchylka

SD — Smérodatna odchylka

SFA — Segmentovana pratokova analyza (Segmented flow analysis)
SIA — Sekvencéni injek¢ni analyza (Sequential injection analysis)
UHPLC — Ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

UV-VIS — Ultrafialové a viditelné spektrum



1. Uvod

Tato diplomova prace porovnava jednotlivé liberacni profily biologicky aktivni latky
sulisobenzonu pomoci priatokové metody Sekvencni injekéni analyzy (SIA). SIA byla vyvinuta
z ptivodni pratokové injekéni analyzy (FIA). V moderni dobé jsou automatizované techniky
preferovany z nékolika diivodii — cena analyzy, rychlost méteni, plnd automatizace a moznosti
miniaturizace a manipulace s roztoky v uzavieném SIA systému. SIA je zalozena na principu
nastfiku velmi malych objemt v oddélenych sekvencich do nosného proudu a mize byt vyuzita
v kombinaci s rtiznymi typy detekce [1].

Prace pojednava o tom, jak testovana rozpoustédla ovliviiuji prostupnost sulisobenzonu pies
polykarbonatovou nebo STRAT — M membranu do libera¢niho média. Naméfené libera¢ni profily
umoziuji lepsi pochopeni problematiky ovlivnéni prostupu UV filtri pfes lidskou pokozku
a obecné ovlivnéni liberace latek s riznou lipofilitou.

Sulisobenzon je biologicky aktivni latka, kterd se hojné vyuzivd v opalovacich krémech, a to
z dlvodu ochrany pokozky pfed UV — A a UV — B zéfenim [2]. MlZeme jej zatadit mezi
benzofenony, coz je skupina aromatickych ketonti, které jsou vyznamné ve farmaceutickém
a zeméd¢lském primyslu [3]. PouZivaji se jako ochrana pfed UV zéfenim, zvyrazilovace chuti
a vling, suroviny pro vyrobu insekticidl, zemédélskych chemikalii a jako pfisada do plastil, natéra
a lepidel [4].



2. Cil a popis zadani prace
Cilem mé diplomové prace je experimentalné zméfit a porovnat liberacni profily sulisobenzonu,
ktery prochazi pies modelovou membranu do libera¢niho média. K méfeni testovanych roztokt
bude vyuzivan automatizovany systém SIA — sekven¢ni injekéni analyzy a UV — VIS detektor.

Pfed samotnym métenim bude nutné systém SIA zoptimalizovat. K optimalizaci budou vytvofeny
dvé kalibracni zavislosti ve dvou odlisSnych médiich — supercisté vod¢ a fosfatovém tlumivém
roztoku o pH 7,4. V ramci liberacnich testii bude prométeno nékolik testovanych roztokt, pticemz
k ptipravé roztoku sulisobenzonu budou vyuzita tato rozpoustédla — supercistd voda, ziedény
ethanol a propylenglykol — které budou testovany jako potencialni urychlovace liberace.

Cilem prace je ovétit, zda testovand rozpoustédla viibec umoziuji/ovliviiuji prichod sulisobenzonu
pfes membranu a pokud ano, tak jaké mnozstvi se pfes membranu do libera¢niho média uvolni.
Pro ziskani odpovédi na tyto otdzky budou naméfeny kinetické kiivky, ze kterych budou nasledné
vytvoreny liberacni profily, které budou mezi sebou porovnany.

Obecnym cilem préace je testovani urychlovact liberace, které se v liberacnich testech pouzivaji
zejména pro Spatné rozpustné biologicky aktivni latky. Z tohoto pohledu jsou vybrany nejbézné;jsi
urychlovace (ethanol a propylenglykol) a bude otestovan jejich vliv na liberaci sulisobenzonu.

K této diplomové praci bude vyuzivan automatizovany systém SIA, ktery se taktéZ objevuje
v diplomovych pracich kolegti: PharmDr. Marie Kodedové (Schneidrové) [5], Mgr. Radovana
Ernesta [6] a Mgr. Sabiny Mukarovské [7]. Tato diplomova prace zkouma jinou biologicky aktivni
latku a vliv riiznych rozpoustédel na liberacni profil, ktery nemé byt omezen rozpustnosti latky, ale
ma odpovidat pouze liberaci do daného média.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Sulisobenzon

Sulisobenzon je bild nebo lehce nazloutld hydrofilni latka vyskytujici se bézné v opalovacich
krémech, kterd zptisobuje ochranu pokozky pted ultrafialovym svétlem [8].

Fyzikéln¢ chemické vlastnosti [9] jsou uvedeny v Tabulce 1:

Tabulka 1 Fyzikalné chemické viastnosti sulisobenzonu

Molekularni hmotnost 308,3
Teplota tani 145°C
Rozpustnost ve vodé 0,214 mg/ml
log P 0,39a2,8
pKa -2,4a-5
log S -3,2

Sulisobenzon neboli 5-benzoyl-4-hydroxy-2-methoxybenzen-1-sulfonova kyselina (Obr. 1) je
mala organickéd sloucenina spadajici do skupiny benzofenonti, coz jsou v podstaté¢ aromatické
ketony [3]. Voln¢ v pfirodé jej lze nalézt v ovoci, naptiklad v grepu [10]. Své vyuziti ma nejen
v ochrannych opalovacich pfipravcich, ale také jako vonné aroma ve vonnych sprejich ¢i
piilezitostné jako korigens chuti. Své zastoupeni ma pfi vyrobé insekticidlii nebo se vyuziva jako
pfisada do natérh, plasth a lepidel, kde slouzi k prodlouzeni doby fotodegradace vyrobenych
produkta [3-4].

Mechanismus ucinku spociva ve vytvoreni povrchové vrstvy benzofenond, kterd snizuje mnoZzstvi
UV zafeni vlivem absorpce fotond. Tim se do pokozky dostane méné energie ze zafeni a pokozka
je diky tomu chranéna. Pro tento efekt benzofenonti je nutna hydroxylova skupina v poloze ortho
ke karbonylové skuping, ktera navic ptispiva i ke stabilit€¢ molekuly [11].

@) @)

O OH

Obrazek 1 Vzorec sulisobenzonu [12]

Stanovenim sulisobenzonu se vénuji dale uvedené prace, které byly vyhleddny pomoci databaze
sciencedirect.com s vyuzitim klicového slova: sulisobenzone. Tyto prace byly publikované
v letech 2015-2022. Vysledky reserSe jsou shrnuté v Tabulce 2. Mimo reSersi byla do tabulky
zakomponovana 1 experimentalni prace od firmy Merck, kterd je dodavatelem STRAT — M
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membrany, ktera byla vyuzita pfi této diplomové praci. Nékteré charakteristiky védeckych praci
nejsou uvedeny z diivodu rozmanitosti praci. Napt.: u u€inki sulisobenzonu na prazmy kralovské
je uvedeno, Ze na konci testu byly prazmy zvazeny, zméfeny a rozpitvany na transkripéni
a metabolickou analyzu, ze které bylo zjisténo, zda mé sulisobenzon ucinek na mozek, jatra a dalsi
tkan¢, které byly testovany. Popis analyzy, linearni rozsah ani detekce nejsou v praci uvedené.
Podobna situace je u ¢lanku o ochrané¢ pfed gama zarenim. V tomto ¢lanku jsou teoreticky
vypocitavany fyzikalné¢ chemické veliiny (koeficient hmotnostniho utlumu, vrstva poloviéni
hodnoty, stiedné volna draha atd.) a z nich jsou dle dostupnych dat vyhodnocovany teoretické
predpoklady o testovanych latkach.

Stanovované vzorky byly pouzivany ve formé roztokd nebo emulzi. Ke stanoveni latek byly
vyuzivany techniky: HPLC (Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie), UHPLC (Ultra vysoko
ucinnd kapalinova chromatografie), HPTLC (Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie).
K detekci byly vyuzivany: hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem, hmotnostni
spektrometr s elektrosprejem a UV spektrofotometry s riznymi vlnovymi délkami (288 nm, 254
nm, 366 nm ve fluorescenénim mddu a 270 nm). Linearni rozsahy stanoveni se pohybovaly v
rozmezi: pro avobenzon (20-70 pug/cm?), pro oktokrylen (5-20 pg/cm?), ve formé deteké&nich limiti
(12,5 ng/l pro dioxybenzon, sulisobenzon a padimat-O; 1 ng/l pro avobenzon; 0,5 ng/l pro
oxybenzon; 25 ng/l pro oktokrylen a oktinoxat)). Doba testd byla rizn€ dlouhd, pohybovala se
radoveé od nékolika minut az po desitky dnt.
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Tabulka 2 Vysledky reserse drive publikovanych praci o stanoveni sulisobenzonu a jeho ucincich

Detekce/vinova Interval Metoda
Utel prace Stanovovana liatka Matrice | délka Linearni rozsah Doba testu davkovani stanoveni Citace
12 min
uv (oxybenzon)
Testovani sulisobenzon detektor/288 8 min
fotodegradace | oxybenzon roztoky nm neuveden (sulisobenzon) | neuveden HPLC [13]
extrakce + LC-
HRMS;
transkrip¢ni
Utinek na Zivy analyza,
organismus denné pomoci | microarray
(prazma peristaltického | technologie a RT-
kralovska) sulisobenzon roztoky neuveden neuveden 22 dni Cerpadla qPCR [14]
PM a PFAS (perzistentni a 30 min pro PM
mobilni chemikalie; per — MS s trojitym 35 min pro UHPLC s MS
Rozbor moc¢i a polyfluoralkylové latky) | roztoky kvadrupodlem neuveden PFAS neuveden detekci [15]
avobenzon
dioxybenzon detekéni limit: 12,5 ng/l
oktokrylen dioxybenzon,
oktinoxat sulisobenzon a padimat-
Stanoveni UV | oxybenzon O; 1 ng/l avobenzon; 0,5
filtrt v mortské | padimat-O MS s | ng/l oxybenzon; 25 ng/l HPLC s MS
vodé sulisobenzon roztoky elektrosprejem | oktokrylen, oktinoxat neuveden neuveden detekci [16]
interval spolehlivosti:
0,04 jednotek RF; finalni
koncentrace upravena na
0,01 mg/ml pro
guanosin thioxanten-9-on; 0,5
sulisobenzon mg/ml guanosin; 1 mg/ml
thymidin UV pii 254 nm | sulisobenzon, thymidin,
Testovani paracetamol, ftalimid (absorpéni paracetamol, 9-
separacni 9-hydroxyfluoren moéd), pfi 366 | hydroxyfluoren, 2-(2H-
ucinnosti latek | thioxanten-9-on nm benzotriazol-2-yl)-4-
pro separaci | 2-(2H-benzotriazol-2-yl)- (fluorescenéni | (1,1,3,3-
univerzalni 4-(1,1,3,3- mod s rtut'ovou | tetramethylbutyl)fenol; 2
HPTLC smési | tetramethylbutyl)fenol roztoky lampou) mg/ml ftalimid 35 min neuveden HPTLC [17]
Ochrana pfed | padimat-O experimentalni
gama zafenim | homosalat neuveden | neuveden neuveden neuveden neuveden vyzkum [18]
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dioxybenzon fyzikalne-
sulisobenzon chemickych
oxid titani¢ity vlastnosti
oxid zine¢naty
interval spolehlivosti:
0,04 jednotek RF; finalni
koncentrace upravena na
0,01 mg/ml pro
guanosin thioxanten-9-on; 0,5
Doplnéni sulisobenzon mg/ml guanosin; 1 mg/ml
valida¢nich thymidin UV pfi 254 nm | sulisobenzon, thymidin,
parametri.  u | paracetamol, ftalimid (absorpéni paracetamol, 9-
testované 9-hydroxyfluoren, mod), pii 366 | hydroxyfluoren, 2-(2H-
HPTLC thioxanten-9-on nm benzotriazol-2-yl)-4-
univerzalni 2-(2H-benzotriazol-2-yl)- (fluorescencni | (1,1,3,3-
smési (vychazi|4-(1,1,3,3- madd s rtut'ovou | tetramethylbutyl)fenol; 2
z ¢lanku 17) tetramethylbutyl)fenol roztoky lampou) mg/ml ftalimid 35 min neuveden HPTLC [19]
Porovnani
prichodu UV
filtrti ptes
lidskou kozi a avobenzon - 20-70 Po 1,2, 3, 4,5,
STRAT - M| Avobenzon ug/cm? 6, 8,10,24 226 | HPLC s UV | [20-
membranu oktokrylen emulze UV pii 270 nm | oktokrylen - 5-20 pg/cm?® | 26 hod hodinach detektorem 21]
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3.2 Neseparacni priatokové techniky

Jsou to kinetické metody zaloZené na principu vstiikovani definovaného objemu vzorku, ktery je
pomoci nosného proudu unédsen systémem do detektoru. Metody vyuzivaji kontrolovanou disperzi
pro lepsi promiseni vzorku s ¢inidlem, diky kterému dochézi ke vzniku detekovatelného produktu.
Detektor nasledné¢ vyhodnoti tento produkt diky signalu ve formé pikd. Naméiené hodnoty jsou
nasledné porovnavany a vyhodnocovany nejcastéji v pocitaci na zaklade primérné hodnoty vysky
signalu [1,22-23].

Do neseparacnich pratokovych technik spadaji tyto typy: kontinualni pritokova analyza (CFA),
segmentovana prutokova analyza (SFA), prutokova injek¢ni analyza (FIA), pii této diplomové
praci pouzivana sekvencni injekéni analyza, miniaturizovand verze sekvenéni injek¢ni analyzy
s vyuzitim Lab-On-Valve modulu SIA/BIA [24]. Jednotlivé principy technik jsou rozepsany nize
[1,24-26]:

e CFA — kontinualni pritokova analyza: Je to nejstarSi neseparacni priitokova technika,
pti které dochéazi ke kontinudlnimu davkovani nosného proudu/¢inidla a vzorku do
pratokového systému. Produkt zacina vznikat pti prvnim kontaktu vzorku s ¢inidlem.
Je zde stejné dlouhd doba méfeni jako bez priutokové analyzy, protoze se ¢eka na
ustaleni rovnovahy. U této techniky je i vysoka spotieba davkovanych vzorki/roztoki.

e SFA —segmentovana pritokova analyza: Byla vyvinuta z CFA. Vzorky jsou davkované
s bublinkou vzduchu, ktera slouzi k oddéleni vzorkt mezi sebou. Kvili vzduchové
bublince jsou vzorky odd€lené a promyti systému je jednodussi. Je zde ovSem stale
dlouhd doba méfeni kviili ustdleni rovnovahy dané reakce a stale vysokd spotieba
¢inidel. V soucasnosti se vyuziva pro stanoveni iontll v povrchové a pitné vode.

e FIA —pritokova injekéni analyza: Je to prvni nestacionarni pratokova technika (nemusi
Cerpany cCinidla a nosny proud (resp. pufry a dal$si pomocné latky nutné k reakci).
Vzorek je davkovan injekénim ventilem s vymeénitelnou davkovaci smyckou. Kazdy
kanal vede pouze 1 roztok (¢inidlo/pufr/nosny proud). Roztoky jsou cestou miseny a pfi
prichodu vzorku dochdzi k vytvoreni detekovatelného produktu. Produkt je méteny
v prutokové detekéni cele na konci systému. Roztoky jsou kontinuélné erpany pomoci
vicekanalového peristaltického Gerpadla. Cerpadlo zptisobuje pulzovéani, které
ovlivituje pravidelnost pratokové rychlosti, coz vede ke zhorSenym vysledklim
z pohledu opakovatelnosti. FIA je mnohem vykonnéjsi technika neZ ptedchozi
neseparacni prutokové techniky. Dokéaze zpracovat 100x vice vzorkil v daném Case nez
SFA/CFA.

e SIA — sekvencni injek¢ni analyza: Nestacionarni technika, pti které je vyuzito pistové
cerpadlo pohanéné krokovym motorkem a vicecestny selekéni ventil umoziujici
davkovani ptfesného objemu, fizend vzdy ovlddacim programem v pocitaci. Hlavni
rozdily od FIA jsou: Cerpadlo zajistuje omezené pulzovani a zaroven umoZziuje
oboustranny tok v systému. Selekéni ventil sniZuje mnozstvi objemu roztokl
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potiebnych pro analyzu. SIA je univerzalni a nabizi moznost jednoduché manipulace
s aspirovanymi roztoky. Oproti star§im technikam ma leh¢i proveditelnost a snadnéji se
optimalizuje.

e Lab-On-Valve SIA/BIA: Zde dochézi k miniaturizaci SIA systému. Hadicky jsou
pfeménény na kandlky a predni ¢ast selekéniho ventilu je nahrazena plastovym
modulem. Mohou byt aspirovany malé polymerni ¢astice do SIA systému, coz vede
k moznému vyuziti pfi ,,.bead injection” technice, kterd vyuziva definovany objem
mikrokulicek, ktery je vstiikovan do nosného proudu, kde jsou kulicky zachyceny na
daném misté. Vzorky jsou aspirovany do systému a prochazi ptres vrstvu kulicek.
Dochazi k interakci vzorkl s funkénimi skupinami na povrchu kuli¢ek. Zadrzené
molekuly jsou detekovany spektrofotometricky nebo reaguji s barevnymi Ci
fluorescencnimi Cinidly. Po detekci dojde k obraceni sméru toku a kulicky jsou
pfemistény na jiné misto nebo ptimo do odpadu.

3.3 Sekvenéni injekéni analyza

Tento typ analyzy byl vyvinut za u¢elem zdokonaleni systému FIA, ktery ma oproti systému SIA
mnoho nedostatkli. Povedlo se to v devadesatych letech vyzkumné skupiné¢ pod vedenim prof.
J. Razicky [26]. Tato skupina dokazala vymyslet systém, ktery je pln¢ automatizovany a lze v ném
pomoci pocitacového softwaru ovladat jednotlivé parametry metody — rychlost pritoku a objem
vzorki, ¢inidel i nosného proudu [27]. Dal§imi vyhodami jsou: jednoduchost zakladnich principt,

cena vybaveni, nizké spotfeba vzork, ¢inidel a nosného proudu a rychlost analyzy [28].

3.3.1 Princip SIA

SIA systém pracuje v pfedem naprogramovanych krocich méfeni, pii kterych dochézi postupné
k pohybim pistu Cerpadla, které je synchronizované s pfepindnim jednotlivych portti vicecestného
selekéniho ventilu. Po aspiraci analytu a cinidla dochdzi k vytvoteni produktu, ktery je
detekovatelny zvolenym detektorem. Ptred detekci produktu dochazi k oto€eni sméru toku. Tim
dojde k lepSimu promiseni analytu a ¢inidla v misici civce, a vznikly produkt je odeslan do
detektoru, kde je zméfena jeho analyticka vlastnost (absorbance/fluorescence/elektrochemické
vlastnosti). VSechny tyto kroky probihaji v pfedem oddé€lenych méficich cyklech. Pfesnost
a synchronizace pohybii selekéniho ventilu a pistového cerpadla je nezbytnd pro
reprodukovatelnost vysledkli. Vzhledem k tomu je nutné vyuzivat pocitac s ptisluSnym softwarem,
ktery bude dohliZet na jednotlivé kroky, bude je moci jakkoliv upravovat a souc¢asné bude sbirat
a vyhodnocovat data [26]. Tento princip je zobrazen na Obrazku 2.
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HOLDING COIL DETECTOR

Obrazek 2 Jednotlivé principy systému SIA [1]

(holding coil — misici civka, carrier — nosny proud, detector — detektor, MPV — vicecestny selek¢ni
ventil, Cervena barva — testovany vzorek, Zlutd barva — produkt, tmavé modra barva — ¢inidlo)

e A —aspirace testovan¢ho vzorku do misici civky

e B —aspirace C¢inidla

e C—promichavani vzorku a ¢inidla v misici civce

e D - otoceni sméru toku smési vedouci k lep§imu promiseni a tim ke vzniku produktu
e E —odeslani vzniklého produktu do detektoru a nasledna detekce signalu

3.3.2 Pristroje vyuzivané v SIA

Sekvenéni injekéni analyza se sklad4 z n€kolika ¢asti (Obr. 3), které jsou mezi sebou propojeny
nejcastéji pomoci plastovych hadi¢ek. Systém muizeme rozdélit na 2 hlavni ¢asti: pratokovou ¢ast
a mefici cast [29]. Pratokova cast obsahuje pocita¢ a v ném spustény pocitacovy software
s naprogramovanym ovladacim programem, ktery fidi jednokanalové obousmérné pistové
cerpadlo, které umoznuje piesnou aspiraci roztokl. To je napojeno na misici civku a nasledné na
vicecestny selekcni ventil. Misici civka slouzi prvotné k usporadani vzorkt do jednotlivych zon,
ale také jako pojistka pred vniknutim vzorkid do Cerpadla. Vicecestny ventil je komponent SIA
systému, ktery umoziiuje fazeni jednotlivych zon v misici civce. Umoziluje téz ptipojeni nékolika
dalsich komponentt, jelikoz obsahuje nejcastéji 6-10 portd. Pies ventil jsou aspirovany a nasledné
odeslany do detektoru jednotlivé zony. Do méfici Casti systému patii detektory, které v SIA
systému nejsou omezeny, a vyber detektoru zalezi pouze na analytické reakci. NejCastéjsi detektory
jsou spektrofotometrické, fluorescencni a elektrochemické s ptislusnymi prutokovymi celami [26].
Jedno z moznych schémat usporadani SIA systému je uvedeno nize.
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SYRINGE HOLDING COIL
PUMP

CARRIER SAMPLE

AUX.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrdazek 3 Schéma SIA systéemu [25]

(carrier —nosny proud, syringe pump — pistové erpadlo, holding coil — misici civka, waste — odpad,
sample — vzorek, reagent — ¢inidlo, detector — detektor, aux. pump — pomocné cerpadlo)

3.3.3 Vyuziti SIA

V soucasnosti SIA nachazi misto ve vyzkumnych laboratotich, kde je kladen duraz na: rychlost
analyzy, flexibilitu, jednoduchost, analyzu velkého mnozstvi vzorkl, plnou automatizaci,
sledovani zmén koncentrace u analytl pii déletrvajicich testech nebo pti studiich reakci bun¢k na
vnéj$i podnéty [26]. Co se tyCe védnich obord, tak v dnesni dobé nachazi SIA uplatnéni
v oceanografii, biochemii, farmakologii, biotechnologii, organické syntéze, bunécnych
technologiich, a 1 ve studiich pidy nebo povrchové vody. Konkrétni pifiklady vyuziti mizeme
nalézt ve studiich vénujicich se analyze potravin [30], enviromentalni studii o atmosférickych
plynech [31] nebo enviromentalni aplikacich pro analyzu vod, sedimentti a ptidy [32]. V nasem
oboru (farmacii) se vyuziva ptfedevs§im ke stanoveni obsahu latek v substancich, 1€kovych formach
a biologickych materidlech. TéZ se pouziva ke stanoveni obsahové stejnomérnosti v 1€kovych
formach. V neposledni fad¢ je mozné ji aplikovat pfi monitorovani disolu¢niho procesu pevnych
Iékovych forem a k zjiStovani vazby 1é€iv na bilkoviny [25].
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3.4 Liberacni testy

Metoda, ktera byla vybrdna pro tuto experimentélni praci je v podstaté¢ modifikovand 1ékopisna
metoda — Metoda s extrakéni celou [33]. K této metodé byla vyuzita tzv. Franzova cela (viz. Obr.
4), ktera se sklada z téla (dolni kompartment), vika (horni kompartment), drzdku a horniho vicka.
Franzova cela se vyuziva pro disolucni testy aktivnich latek z polotuhych 1é¢ivych ptipravki typu
masti, krém a geld. V tomto piipad¢ byla mezi horni a dolni kompartment vloZena
polykarbonatova nebo STRAT — M membrana, ktera odd¢lila testovany roztok od liberacniho
média v dolnim kompartmentu. V dolnim kompartmentu Franzovy cely je kruhova dutina ur¢ena
pro 15 ml liberacniho média. Viko (horni kompartment) ma stfedovy kruhovy otvor slouzici pro
umisténi testovaného roztoku. Viko jako takové ma totozny primeér jako télo Franzovy cely a tim
je vymezen povrch pro uvoliiovani aktivni latky do dolniho kompartmentu. Viko se pfipevni
k nosic¢i pomoci kovového drzaku a prikryje se plastovym vickem, aby se zabranilo pfipadnému
vyparovani testovaného roztoku. Tésnéni mezi vikem a nosi¢em vytvaii vlozend membrana a tlak
drzaku. Pfi dévkovani vzorku z dolniho kompartmentu je po meéfeni v daném case objem
libera¢niho média doplnén tak, aby nevznikal podtlak a membréna zilistala v kontaktu s liberaénim
médiem.

Obrazek 4 Franzova cela s drzakem

3.5 STRAT — M membrana

Strat — M membrana (viz. Obr. 5) je syntetickd, modelovd membrana, kterd se vyuziva pro

experimenty zabyvajici se transdermalni difuzi. Jeji hlavni pfednosti je to, ze je velmi podobna
lidské pokozce a mé experimentalné prokazané lepsi parametry neZ diive pouZivané zivociSné
membrany. NejspiSe je to tim, Ze se sklada z vice vrstev (stejné jako lidska pokozka) a tim 1épe
simuluje prostup latky nez jednovrstevné Zivocisné membrany. Strat — M membranu tvoii vrstva
polyethersulfonu, ktera je vice odolna vici diftizi. Pod touto vrstvou se nachdzi vrstva polyolefinu,
ktera je naopak vice oteviena diftizi. Vrstvy nemaji pevné dané hranice, a predevsim kviili tomu se
mezi nimi tvofi porovita struktura, kterd umoznuje prostup latek pfes membranu. Z tohoto ditvodu
je Strat — M membrana vhodna pro testovani roztok, krémii, gelt, pén a emulzi. Jeji dalsi prednosti
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je stabilita, opakovatelnost, cenova dostupnost a také fakt, ze nemusi byt pifed samotnym
experimentem hydratovana. Stac¢i ji pouze vyndat z obalu od vyrobce a hned je mozné ji pouzit
[21].

Tato membréana byla vyrobcem testovana za ticelem vyzkumu prichodu UV filtrG z opalovacich
pripravku ptes lidskou pokozku. Byla vyvinuta tak, aby byla konzistentni a stabilni, coz bylo pii
vyvoji testovano na 21 ridznych slouceninéach, které se liSily slozenim, molekulovou hmotnosti
1 lipofilitou. Cilem bylo vyvinout membranu co nejvice podobnou lidské pokoZzce [20].

To, ze Strat — M membrana je opravdu velmi podobna lidské kiiZi, dokazuje napiiklad experiment
porovnavajici lidskou, krysi kiizi a Strat — M membranu. VSechny membrany jsou si velmi podobné
a téméf uplna totoznost vysledki difuze se vyskytuje u latek o molekuldrni hmotnosti 151-288
a log kow -0,9 az 3,53 [34].

V jiném vyzkumu mtzeme nalézt ditkaz o tom, Ze Strat — M membrana je cenove dostupna, stabilni
a jednoducha membrana pro posuzovani propustnosti jak lipofilnich, tak hydrofilnich latek.
Testované latky v tomto vyzkumu byly: sodna stl diklofenaku, hydrokortizon a kofein. Ilustra¢ni
graf z tohoto vyzkumu — porovnani STRAT — M membrany s lidskou kiizi a acetatu celulozy
s lidskou kt7i, je uveden na obrazku €. 6 [35].

Obrazek 5 Strat — M membrana

25 4
Correlation Ratio @ 8 h = 0.99

Human Skin

Cumulative Amount, pg/cm?

Time, h

Obrazek 6 Porovnani propustnosti oktokrylenu pres STRAT — M membranu a lidskou kiizi [20]
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a pomiicky

e MicroSIA systém, FIAlab Instruments, USA, s osmicestnym ventilem a péti mililitrovym
pistovym Cerpadlem

e Peristaltické ¢erpadlo Minipuls 3 od firmy Gilson, USA

e Peristaltické pruzné hadicky (material PTFE, vnitini pramér 0,75 mm)

e UV-VIS spektrofotometr Ocean Optics USB 4000, USA

e Pocitacovy software FIAlab software for Windows 5.0, FIAlab Instruments, USA

e Nesterilni Strat — M membrana o priméru 47 mm (pramér byl upraven tak, aby odpovidal
rozmérim pouzité Franzovy cely)

¢ Hydrofilni nesterilni polykarbonatovd membrana o priméru 37 mm a velikosti pori 0,4 pm

e Vodni lazen

e Termostat od firmy Julabo, Némecko

e Franzova cela (vnitini objem 15 ml) od firmy PermeGear, Némecko

e Magnetickd michacka POLY 15 Variomag od firmy H+P Labortechnik AG, Némecko

4.2 Pouzité chemikalie
e Sulisobenzon (> 97%) od firmy Sigma — Aldrich, Praha, Ceské republika
e Ultra &istd voda ziskana z ptistroje Millipore, Merck, Praha, Ceské republika
¢ Ethanol denaturovany 96% od firmy Lihovar Kolin, Ceska republika
e Propylenglykol 99% od firmy Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
e Chlorid sodny &istota p. a. od firmy Penta s. r. 0., Praha, Ceské republika
e Chlorid draselny &istota p. a. od firma Penta s. r. 0., Praha, Ceska republika
e Hydrogenfosfore¢nan sodny &istota p. a. od firmy Penta s. r. 0., Praha, Ceské republika
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny &istota p. a. od firmy Penta s. r. 0., Praha, Ceska republika

4.3 Priprava roztoku
Piiprava zasobniho roztoku sulisobenzonu

Pro pfipravu jednotlivych roztokdi k optimalizaci podminek (kalibraci) 1 k samotnému
monitorovani byl vyuzivan zasobni roztok sulisobenzonu, ktery byl po celou dobu prace uchovavan
v lednici. Roztok byl pfipraven navaZzenim 0,308 g sulisobenzonu, ktery byl rozpustén v 10 ml
ethanolu a uchovavan chranény pred svétlem v tmavé lahvicce. Vysledna koncentrace zdsobniho
roztoku byla 100 mM. Roztok po smichani se supercistou vodou, tlumivym roztokem, zfedénym
ethanolem nebo propylenglykolem slouZil pro pifipravu testovanych roztokt.

Priprava tlumivého roztoku o pH 7,4

Fosfatovy tlumivy roztok o koncentraci 0,1 M byl slozen z: 80 g chloridu sodného, 2 g chloridu
draselného, 14,4 g hydrogenfosfore¢nanu sodného, 2,4 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
rozpusSténych a doplnénych supercistou vodou do 1 1. VSe bylo dikladné promichéno a uchovano
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v menSich zasobnich lahvich. Timto postupem byl piipraven koncentrovany roztok pufru, ktery je
mozné uchovavat za laboratorni teploty. Tlumivy roztok, ktery byl vyuzivan pro kalibraci i liberaci
byl nasledné jesté 10x zfedén supercistou vodou, ¢imz byla upravena jeho koncentrace na 0,01 M
a pH na 7,4, coz bylo ovéteno zmétenim pH.

Priprava vodnych standardu pro vytvoreni kalibraéni krivky

Pfed samotnym experimentem bylo nutné zoptimalizovat podminky pro méfeni a ovéfit linearni
kalibra¢ni rozmezi. Pro tento ucel byla vytvotena kalibracni kiivka pomoci Sesti roztokl standardu,
které byly pfipraveny ze zéasobniho roztoku sulisobenzonu a supercisté vody o vysledné
koncentraci 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,15 a 0,20 mM do 10 ml odmérnych banék. Ze zasobniho
roztoku sulisobenzonu bylo odebrano 0,1 ml pomoci automatické pipety do 50 ml odmérné baiiky
a nasledn¢ byla odmérnd banka doplnéna po rysku supercistou vodou. Takto byl vytvoren
standardni roztok o koncentraci 0,20 mM. Z tohoto roztoku bylo nasledné nafedéno dalSich
5 standardnich roztokti do 10 ml odmérnych banék (viz. Tabulka €. 3).

Tabulka 3 Priprava vodnych standardnich roztokii sulisobenzonu

vyslednd koncentrace | objem 0,20 mM roztoku objem supercisté vody
(mM) (ml) (ml)

0,01 0,5 9,5

0,02 1 9

0,05 2,5 7,5

0,10 5 5

0,15 7,5 2,5

0,20 10 0

Priprava standardi sulisobenzonu s tlumivym roztokem o pH 7,4

Pted prvni liberaci byla taktéZ vytvorena kalibraéni kiivka ze standardnich roztokl sulisobenzonu
s tlumivym roztokem o vyslednych koncentracich 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,15 a 0,20 mM, které
byly uchovany v 10 ml odmérnych bankéch. Roztoky byly pfipraveny stejnym zptisobem jako pii
ptipravé vodnych roztoki standardu (Tabulka 3), jen misto vody byl pouzit pufr.

Piiprava roztoki pro liberacni test

Pro samotnou liberaci byly vyuZivany roztoky, které byly natedéné v den méfeni. Ze zdsobniho
roztoku sulisobenzonu byl odebran pottebny objem pomoci automatické pipety, ktery byl nasledné
nafedén na pozadovanou koncentraci supercistou vodou, 10% ethanolem, 5% nebo 10%
propylenglykolem v 25 ml odmérné banice. Potfebny objem zasobniho roztoku sulisobenzonu byl
vypocitan pomoci vzorce ¢1Vi=c2Va, kdy c1 je koncentrace zasobniho roztoku (100 mM), Vi je
potfebny objem k odebrani, c» je pozadovana koncentrace testovaného vzorku a V> je objem
odmérné banky.
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4.4 Testované roztoky sulisobenzonu

Jednotlivé testované roztoky, které byly pouzity k samotnému méfeni, byly pfipraveny v den
meéteni a dle postupu, ktery je uveden v kapitole 4.3. Byly testovany roztoky sulisobenzonu
v koncentracich 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 1 mM. 1 ml testovaného roztoku byl nadavkovan do vrchniho
kompartmentu Franzovy cely na polykarbonatovou membranu pomoci automatické pipety
anasledné byl zmétfen jeho liberac¢ni profil za pomoci programu pro monitorovani v aplikaci
FIAlabs for Windows (viz. ptiloha 8.2). Tento jeden cyklus méfeni trval 2 hodiny. Podrobné;jsi
popis liberace sulisobenzonu bude popsan v kapitole 4.8. Po Cas liberace bylo on-line méieno
mnozstvi uvolnéného sulisobenzonu ptes membranu do dolniho kompartmentu Franzovy cely v 5
min intervalech. Jako liberacni médium byl pouzit fosfatovy pufr o pH 7,4. Jednotlivé rozdily,
které souvisely s rozpoustédlem, ve kterém byl testovany roztok sulisobenzonu rozpustén, byly
pozorovany pii porovnani jednotlivych liberacnich profilti (viz. kapitola 5.2).

4.5 Parametry méreni v SIA systému

Pro optimalizaci podminek stanoveni 1 monitorovani byl vyuzit systém SIA s UV-VIS
spektrofotometrickym detektorem propojeny s jednou 15 ml Franzovou celou, ktera byla umisténa
ve vodni lazni s termostatem. Pod vodni 14zni byla umisténa magnetickd michacka. Samotny
systém SIA se skladal ze: zadsobni lahve obsahujici supercistou vodu (nosny proud), zdsobni lahve
obsahujici fosfatovy tlumivy roztok o pH 7,4, kadinky pro vznikly odpad, obousmérného pistového
5 ml Cerpadla, osmicestného selekéniho ventilu, misici civky, peristaltického Cerpadla a hadicek
pro peristaltické ¢erpadlo v davkovaci smycce a teflonovych hadicek, které propojovaly jednotlivé
soucasti pritokového systému s porty selekéniho ventilu. Promyvani systému i samotné
monitorovani bylo fizeno pfednastavenymi programy v ovladacim softwaru FIAlabs for Windows.
(viz. ptiloha 8.1 a 8.2) Parametry pro optimalizaci systému byly stejné jako parametry pro samotné
monitorovani libera¢nich profilli viz. Tabulka 4.

Tabulka 4 Parametry méreni v systému SIA

Vlnové délka detekce 280 nm
Rychlost aspirace nosného proudu 60 ul/s
Objem aspirace nosného proudu 650 pl
Rychlost aspirace vzorku 30 ul/s
Objem aspirace vzorku 50 ul
Rychlost toku do detektoru 30 pl/s
Objem toku do detektoru 700 pl
Objem pro doplnéni Francovy cely 200 pl
Objem Franzovy cely 15 ml
Teplota vodni 14zné 32°C
Otacky michacky 230 rpm
Délka jednoho cyklu (2 signaly) 5 min
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4.6 Kalibracni zavislost stanoveni sulisobenzonu

Pted monitorovanim liberace sulisobenzonu z testovanych roztokli byly ovéteny dvé kalibracni
zavislosti. Stanoveni sulisobenzonu bylo optimalizovano s ohledem na citlivost stanoveni
(nastaveni vinové délky detekce), presnost odecitani detekovaného signalu (pocet bodl na jeden
pik), objemu vzorku (kompromis mezi citlivou detekci a objemem, ktery pfili§ neovlivni libera¢ni
test) a kalibracni rozsah (dostatecné rozmezi pro liberaci sulisobenzonu z testovanych roztokit).
Jedna kalibrace byla namétena s vodnymi standardy, druhd byla namétena se standardy v tlumivém
roztoku o pH 7.,4. Koncentrace standardl jsou uvedené v predeslé kapitole 4.4. Kazdy standard byl
prométen celkem trikrat. Z téchto tii vysledka byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatna
odchylka a byla sestavena linearni kalibracni kiivka. Program z aplikace FIAlabs for Windows,
ktery byl pouzit pro tato méteni je uveden v pfiloze 8.3.

Pro kalibraci bylo pouzito 6 standardnich roztokl, které byly zminény v kapitole 4.3. Postup
méteni je uveden v kapitole 4.5. Linearni kiivky byly popsany jednotlivymi rovnicemi ve tvaru:
y = kx + q, kde y predstavuje hodnotu signalu, k je smérnice pfimky, x je koncentrace roztoku
a q je absolutni ¢len pfimky. K ovéfeni linearity stanoveni sulisobenzonu byl vyuzit determina¢ni
koeficient, jehoZ hodnota by méla byt vyssi nez 0,99. Dale byly z hodnot Sumu zékladni linie
vypocitany detekéni a kvantifikaéni limit (LOD a LOQ) jako trojnésobek a desetinasobek hodnot
Sumu vztazenych do rovnice kalibra¢ni zavislosti.

4.7 Postup méreni pro monitorovani liberace sulisobenzonu
Samotné monitorovani liberace sulisobenzonu probihalo v systému SIA (viz. Obr. 7), ktery byl

ovladan pfedem naprogramovanym ovladacim programem v aplikaci FIAlabs for Windows
(Ptiloha 8.2).

Obrazek 7 Systéem SIA
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Kazdé¢ liberaci piedchéazelo fadné promyti systému supercistou vodou. Program, ktery byl k tomuto
ucelu pouzivan je uveden v ptiloze 8.1. Tento proces byl vzdy dvakrat zopakovan a pokud byly
viditelné necistoty/bubliny v hadickach SIA systému, tak byl i nékolikandsobné zopakovan. Béhem
tohoto procesu byl spustén i termostat ve vodni lazni, aby se potfebna teplota stihla ustalit, nez
zacne samotny proces monitorovani.

Po promyti systému byl vybran jeden ze standardt, (0,1 mM) ktery byl vyuzity k sestrojeni
kalibra¢ni kiivky, a byl pouzit pro ovéfeni hodnot absorbance v dany den méteni (korekce odlisSné
intenzity UV lampy). Tento proces byl vykonan pomoci programu: spektrofotometrické méieni,
ktery je uveden v ptiloze 8.3. Port 7 byl v tomto ptipad¢ vyuzit pro méieni standardu.

Poté byl systém SIA opét promyt a byla provedena piiprava aparatury pro samotné monitorovani
liberace sulisobenzonu. Franzova cela byla naplnéna po okraj (pfiblizné¢ 15 ml) nafedénym
tlumivym roztokem a bylo do ni vlozeno magnetické michadlo. Nasledné na dolni kompartment
Franzovy cely byla umisténa polykarbonatova membrana tak, aby se v dolnim kompartmentu (pod
membranou) nenachazely bubliny vzduchu. Polykarbonitovd membrana (viz. Obr. 8) byla zvolena
z ditvodu nejmensiho vlivu na liberaéni profily [36].

Obrazek 8 Polykarbondatova membrana

Tento krok byl provadén opatrné pomoci pinzety, jelikoz polykarbonatova membréna byla velmi
tenka a snadno se dala natrhnout. Po celou dobu monitorovéani bylo nutné, aby byla membrana
neustale v kontaktu s pufrem v dolnim kompartmentu. Na membranu byl posléze umistén horni
kompartment Franzovy cely, ktery byl uchyceny k dolnimu kompartmentu pomoci kovového
drzaku. Takto pfipravena cela byla vlozena v plastovém drzdku do pfedem vytemperované vodni
lazn€. Vodni lazen byla udrzovana pomoci termostatu pii teploté 32 °C. Pod vodni lazni byla
magnetickd michacka, kterd byla nastavena na 230 otacek za minutu. Bylo nutné pfipravit i zasobni
lahev s tlumivym roztokem 1 se supercistou vodou, které byly nasledné ptipojeny k SIA systému.
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Déle byl ptipraven testovany roztok, ktery byl nanesen pomoci automatické pipety na vrchni ¢ast
membrany ve Franzové cele pfi za¢atku monitorovéani. Co se ty¢e samotného systému SIA, tak ten
byl pomoci teflonovych hadic¢ek pfipojen k zdsobni lahvi s tlumivym roztokem na portu ¢islo 4,
k zasobni lahvi se supercistou vodou na portu ¢islo 3, k Franzové cele na portu Cislo 2, k detektoru
na portu 8 a k zasobni ldhvi na odpad na portu 1. Porty 5, 6 a 7 nebyly pro tento experiment
vyuzivany. Hadi¢ky z portu 2 byly T-konektorem pfipojeny a vedeny pies peristaltické Cerpadlo,
ktera zajist'ovala plynuly pohyb liberacniho média uvniti ddvkovaci smycky, a vlozeny do otvoru
ve Franzové cele. Schéma pouzitého SIA systému pro diplomovou praci je uvedeno na obrazku
¢. 9. Rychlost peristaltického ¢erpadla byla nastavena na 1,3 ml/min.

8-cestny selekéni ventil

Liberacni médium

Nosny proud
(voda)

Pistové cerpadlo

Peristaltické Cerpadlo
Termostatovana

vodni lazen

Modelovd membrana Magnetickd michacka

Liberacni médium

Obrdazek 9 Schéma pouzitého SIA systému

Takto byl systém ptipraveny a byl spustén dvouhodinovy program monitorovani liberace
sulisobenzonu viz. pfiloha 8.2. Jeden cyklus, béhem kterého probéhlo dvoji on-line stanoveni,
probihal 5 min, resp. celkovy ¢as byl doplnén kratkou pauzou tak, aby dalSi aspirace vzorku
probéhla po 5 min. Zékladni ikony programu byly: aspirace supercisté¢ vody a vzorku k promyti
davkovaciho portu a T-konektoru a néasledné vypusténi objemu do odpadu. Dale byla provedena
aspirace supercisté vody (nosného proudu) a vzorku. Tento objem byl pak odeslan do detek¢ni cely
a bylo provedeno spektrofotometrické méfeni. Aspirace nosného proudu a vzorku byla zopakovana
a zona opét odeslana do detektoru pro druhé spektrofotometrické mefeni. Poté byl doplnén objem
ve Franzové cele libera¢nim médiem — fosfatovym pufrem o pH 7,4. Pfebytecny objem kapalin byl
odeslan do odpadu. Tento cyklus se celkem 24x opakoval. Pro kazdy testovany roztok bylo
testovani opakovano tfikrat. Po experimentech, kdy byl testovany roztok nandSen na
polykarbonatovou membranu, byla testovana pii stejnych podminkach i STRAT — M membrana.
Ukazka zaznamu méteni je zobrazena na obrazku €. 10.
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Obrdazek 10 Zaznam meéreni

Jelikoz byla Franzova cela na konci jednoho cyklu vzdy dopliiovana médiem, bylo nutné namétené
koncentrace ptepocitavat z ditvodu fedéni uvolnéného sulisobenzonu prave timto dopliiovanym
médiem. Kone¢na hodnota koncentrace byla proto vypocitana ze vzorce [37]:

C korigovand = C nametens + objem doplnéného objemu/objem systému * (C1 + C2 + ... Cn-1))
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5. Vysledky a diskuse

Vsechny hodnoty ziskény z pocitacového programu FIAlab for Windows byly nasledn¢ zadany do
programu Microsoft Excel, ve kterém byly vytvotené vysledné grafy liberacnich profila.

5.1 Kalibraéni rozmezi pro stanoveni sulisobenzonu

Pfed samotnym monitorovanim liberace sulisobenzonu bylo nutné zoptimalizovat podminky jeho
stanoveni. Po optimalizaci objemt, pritokovych rychlosti a nastaveni detektoru byly prométeny
kalibra¢ni kiivky. Nejdiiv bylo provedeno méteni v prostiedi s vodnym roztokem. Podruhé byly
tytéz vzorky o stejné koncentraci zméteny v tlumivém roztoku o pH 7,4. Z danych hodnot byly
vytvoreny tabulky a sestrojeny ptislusné grafy. Determinacni koeficient byl v obou ptipadech vyssi
nez 0,99, takze byla splnéna podminka pro relevantni praktické meéteni a dalsi aplikaci této
kalibrace v testovaném rozmezi.

5.1.1 Kalibraéni rozmezi ve vodném roztoku

Mg¢fteni bylo provadéno se vzorky o koncentraci 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,15 a 0,20 mM. Pro
kontrolu linearni zavislosti byl vyuZit i roztok o koncentraci 0,005 mM ovSem ten nevykazoval pfi
meéteni signal vyssi nez desetinasobek signdlu Sumu, takze byl z tabulky vyfazen, jelikoz jeho
hodnota neni v takovém ptipadé relevantni. Limit detekce byl stanoven na hodnotu 0,015 (0,005
mM). Limit kvantifikace byl stanoven na hodnotu 0,05 (0,01 mM). Data byla naméfena pro kazdou
koncentraci tiikrat. Na zacatku méfeni a pfi zméné koncentrace byl cely systém SIA dikladné
promyt supercistou vodou, aby se predeslo chybé spojené s pfedchozim meéfenim. Odecétené
hodnoty signalti byly zapsany do tabulky v programu Microsoft Excel. Z téchto hodnot byly
spoCitany primeéry, smérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky (RSD) viz.
Tabulka 5. Z jednotlivych priméri absorbance a koncentrace vzorkll byla sestrojena linearni
zavislost pro kalibraci sulisobenzonu o determina¢nim koeficientu 0,9945 a rovnici pfimky y =
vykazuji nizSich hodnoty absorbance, si miZeme v§imnout vyssich hodnot RSD. To je zplisobeno
vétSim vlivem hodnot Sumu nez u koncentrovanéjSich standardl s vyssi absorbanci.

Tabulka 5 Kalibrace ve vodném roztoku

¢ [mM] 1.méfeni 2.méreni 3.mérfeni pramér SD RSD [%]
0,01 0,060 0,050 0,042 0,051 0,009 17,70
0,02 0,144 0,111 0,095 0,116 0,025 21,82
0,05 0,310 0,250 0,223 0,261 0,044 17,02
0,10 0,507 0,457 0,431 0,465 0,039 8,31
0,15 0,718 0,661 0,639 0,672 0,041 6,12
0,20 0,823 0,834 0,829 0,829 0,005 0,62
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Obrazek 11 Zavislost absorbance na koncentraci sulisobenzonu ve vodném prostredi

5.1.2 Kalibra¢ni rozmezi v tlumivém roztoku o pH 7,4

Pro méfeni v tlumivém roztoku byly vyuzity roztoky o stejné koncentraci, které byly vyuzity pro
méteni ve vodném prostedi. Pro kontrolu linearni zavislosti byly stejné€ jako v pfedchozim ptipadé
vyuZity i niz§i koncentrace standardt (0,005 a 0,01 mM), které ovSem nevykazovaly odpovéd’ vyssi
nez desetindsobek signalu Sumu, takze byly z tabulky vyjmuty. Limit detekce byl stanoven na
hodnotu 0,018 (0,01 mM). Limit kvantifikace byl stanoven na 0,06 (0,02 mM). Namétené hodnoty
jsouuvedeny v Tabulce 6. Nasledné byl vytvoren z této tabulky graf viz. Obrazek 12. Determina¢ni
koeficient byl v tomto piipad¢ 0,9984 a rovnice ptimky byla y = 3,9576x — 0,0227. Stejné jako ve
vodném prostiedi jsou zde u nizSich absorbanci viditelné vyssi hodnoty RSD z diivodu vétsiho
vlivu Sumu.

Tabulka 6 Kalibrace v tlumivém roztoku o pH 7,4

¢ [mM] 1.méfeni 2.méfeni 3.mérfeni pramér SD RSD [%]
0,02 0,057 0,070 0,071 0,066 0,008 11,81
0,05 0,149 0,179 0,196 0,175 0,024 13,75
0,10 0,316 0,376 0,395 0,363 0,041 11,37
0,15 0,521 0,567 0,589 0,559 0,035 6,19
0,20 0,733 0,835 0,779 0,782 0,051 6,55
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Obrazek 12 Zavislost absorbance na koncentraci sulisobenzonu v tlumivém roztoku o pH 7,4

5.2 Liberace sulisobenzonu

K méteni byly vyuzivany testované roztoky v riznych koncentracich, které byly rozpustény
v ruznych rozpoustédlech. Koncentrace roztokti byly v hodnotach od 0,2 mM az po 1 mM.
Rozpoustédla, kterd byly vyuzivana k ptipravé roztokt byly: supercista voda, 10% ethanol, 10%
propylenglykol a 5% propylenglykol. Podminky liberace byly uvedeny v Tabulce ¢. 7. Teplota
vodni lazné byla 32 °C, coz odpovida povrchu lidské kiize a bézné se pouziva v libera¢nich testech.
Hodnota pH 7,4 byla vybrana, aby simulovala prostfedi pod kazi pro ptipad, kdy by doslo
k priichodu a liberaci sulisobenzonu pifes koZni bariéru. Spektrofotometrickym méfenim byly
ziskany vzdy 2 piky v ramci jednoho intervalu méfeni. Z pikd byla odectena nejvyssi hodnota
absorbanci v programu FIAlabs for Windows, z téchto dvou hodnot byl vytvofen aritmeticky
pramér a jeho vysledna hodnota byla zapsana do pftislusné tabulky v programu Microsoft Excel.
Jednotlivy cyklus méteni probihal po dobu 2 hod, coz odpovida 24 intervalim méfeni. Kazdy
testovany roztok byl proméfen celkem tfikrat. Nasledné ze ziskanych tabulek byly vytvofeny
liberacni profily (zavislosti koncentraci na ¢ase u testovanych roztokt). Vzhledem k neustalému
fedéni systému pii dopliiovani Franzovy cely na konci kazdého méficiho intervalu, byly tabulky
pfepocitany pro ziskani spravnych hodnot koncentraci. Porovnanim vyslednych grafli miZeme
zjistit, ve kterém rozpoustédle sulisobenzon nejrychleji prostupuje pfes membranu a ve kterém
naopak nejpomaleji. Taktéz mizeme zhodnotit, jak velkou roli pfedstavuje koncentrace samotného
sulisobenzonu pro rychlost prostupnosti pfes membranu.

Tabulka 7 Podminky liberace sulisobenzonu

Testované Rozpoustédio Membrana
roztoky
0,2 mM Voda PC
0,3 mM Voda PC
0,4 mM Voda PC
0,5 mM Voda PC
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1 mM Voda PC
0,4 mM 10% ethanol PC
0,5 mM 10% ethanol PC
1mM 10% ethanol PC
0,4 mM 10% propylenglykol PC
0,5mM 10% propylenglykol PC
1mM 10% propylenglykol PC, STRAT-M
0,4 mM 5% propylenglykol PC
0,5mM 5% propylenglykol PC
1mM 5% propylenglykol PC, STRAT-M

5.2.1 Liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,2 mM

Jako prvni byl méfen testovany roztok o koncentraci 0,2 mM, ktery byl rozpustén v supercisté

vodé. Pro ndzornou ukazku jsou u tohoto vzorku pfilozeny vSechny tabulky s naméfenymi
hodnotami v Microsoft Excel.

Tabulka 8 Vysledky prvniho testu liberace sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,2 mM

Doba

meéteni ¢ korigovana

(min) 1. mé&feni | 2. méfeni | pramér ¢ (mM) suma (mM) SD RSD
5 0,009 0,005 0,007 0,006 0,000 0,006 0,002 26,04
10 0,007 0,008 0,007 0,006 0,012 0,006 0,001 10,92
15 0,012 0,013 0,013 0,007 0,020 0,008 0,001 4,86
20 0,016 0,017 0,017 0,008 0,028 0,009 0,001 4,47
25 0,019 0,021 0,020 0,009 0,037 0,010 0,001 5,63
30 0,018 0,022 0,020 0,009 0,047 0,010 0,002 9,32
35 0,021 0,024 0,023 0,010 0,057 0,011 0,001 6,40
40 0,022 0,026 0,024 0,010 0,067 0,011 0,002 8,70
45 0,027 0,026 0,026 0,011 0,078 0,012 0,000 1,32
50 0,024 0,026 0,025 0,011 0,089 0,012 0,001 3,50
55 0,026 0,025 0,025 0,011 0,099 0,012 0,000 1,08
60 0,024 0,027 0,025 0,011 0,110 0,012 0,002 6,73
65 0,025 0,028 0,027 0,011 0,121 0,013 0,001 5,30
70 0,024 0,027 0,025 0,011 0,132 0,012 0,001 5,74
75 0,025 0,027 0,026 0,011 0,143 0,013 0,001 5,44
80 0,024 0,026 0,025 0,011 0,153 0,013 0,001 5,00
85 0,026 0,025 0,026 0,011 0,164 0,013 0,000 0,33
90 0,027 0,026 0,026 0,011 0,175 0,013 0,001 2,04
95 0,024 0,023 0,024 0,010 0,185 0,013 0,000 0,74
100 0,022 0,026 0,024 0,010 0,195 0,013 0,002 7,09
105 0,022 0,024 0,023 0,010 0,206 0,013 0,001 4,51
110 0,023 0,023 0,023 0,010 0,216 0,013 0,000 0,76
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115 0,023 0,024 0,023 0,010 0,226 0,013 0,000 0,40
120 0,020 0,024 0,022 0,010 0,236 0,013 0,002 8,48
Tabulka 9 Vysledky druhého testu liberace sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,2 mM

Doba

meéteni ¢ korigovana

(min) 1. méfeni | 2. méfeni | pramér C(mM) |suma (mM) SD RSD
5 0,006 0,004 0,005 0,005 0,000 0,005 0,001 27,48
10 0,004 0,006 0,005 0,006 0,011 0,006 0,001 20,72
15 0,010 0,009 0,009 0,007 0,018 0,007 0,001 6,37
20 0,009 0,010 0,009 0,007 0,024 0,007 0,000 5,24
25 0,012 0,011 0,012 0,007 0,031 0,008 0,000 2,57
30 0,012 0,012 0,012 0,007 0,039 0,008 0,000 1,63
35 0,014 0,014 0,014 0,008 0,047 0,008 0,000 0,29
40 0,015 0,016 0,015 0,008 0,055 0,009 0,001 4,35
45 0,015 0,018 0,016 0,008 0,063 0,009 0,001 8,33
50 0,016 0,017 0,017 0,008 0,071 0,009 0,001 4,47
55 0,015 0,018 0,016 0,008 0,080 0,009 0,001 6,22
60 0,018 0,019 0,018 0,009 0,089 0,010 0,000 1,03
65 0,019 0,019 0,019 0,009 0,098 0,010 0,000 0,53
70 0,017 0,018 0,017 0,009 0,107 0,010 0,001 4,54
75 0,021 0,019 0,020 0,009 0,116 0,011 0,001 4,28
80 0,021 0,021 0,021 0,010 0,126 0,011 0,000 1,60
85 0,020 0,020 0,020 0,009 0,135 0,011 0,000 1,53
90 0,021 0,021 0,021 0,010 0,144 0,011 0,000 1,94
95 0,021 0,023 0,022 0,010 0,154 0,012 0,001 5,08
100 0,020 0,024 0,022 0,010 0,164 0,012 0,002 9,12
105 0,023 0,022 0,023 0,010 0,174 0,012 0,000 0,34
110 0,021 0,025 0,023 0,010 0,184 0,013 0,002 8,41
115 0,020 0,025 0,023 0,010 0,194 0,013 0,003 11,22
120 0,020 0,023 0,022 0,010 0,204 0,012 0,001 6,08
Tabulka 10 Vysledky tretiho testu liberace sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,2 mM

Doba

mgéfeni ¢ korigovana

(min) 1. méfeni | 2. méfeni | prameér C(mM) |suma (mM) SD RSD
5 0,004 0,003 0,003 0,005 0,000 0,005 0,001 15,13
10 0,005 0,005 0,005 0,005 0,011 0,006 0,000 1,77
15 0,004 0,008 0,006 0,006 0,016 0,006 0,002 34,01
20 0,007 0,004 0,006 0,006 0,022 0,006 0,001 23,22
25 0,007 0,006 0,007 0,006 0,028 0,006 0,001 8,61
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30 0,006 0,006 0,006 0,006 0,034 0,006 0,000 0,71
35 0,007 0,007 0,007 0,006 0,040 0,007 0,000 1,17
40 0,009 0,008 0,009 0,006 0,046 0,007 0,000 3,47
45 0,007 0,010 0,008 0,006 0,052 0,007 0,001 14,33
50 0,009 0,008 0,008 0,006 0,059 0,007 0,000 3,44
55 0,009 0,007 0,008 0,006 0,065 0,007 0,001 9,28
60 0,008 0,009 0,008 0,006 0,071 0,007 0,001 6,33
65 0,007 0,013 0,010 0,007 0,078 0,008 0,003 26,73
70 0,008 0,011 0,009 0,007 0,085 0,008 0,002 16,87
75 0,009 0,011 0,010 0,007 0,091 0,008 0,001 9,43
80 0,010 0,010 0,010 0,007 0,098 0,008 0,000 2,09
85 0,010 0,013 0,011 0,007 0,105 0,009 0,001 9,69
90 0,014 0,013 0,013 0,008 0,113 0,009 0,000 3,36
95 0,015 0,016 0,015 0,008 0,121 0,010 0,000 1,70
100 0,012 0,014 0,013 0,008 0,129 0,009 0,001 9,29
105 0,015 0,014 0,015 0,008 0,137 0,010 0,000 2,53
110 0,014 0,016 0,015 0,008 0,144 0,010 0,001 5,96
115 0,016 0,015 0,015 0,008 0,153 0,010 0,000 2,30
120 0,013 0,015 0,014 0,008 0,160 0,010 0,001 5,84
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Obrazek 13 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,2 mM
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Obrazek 14 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,2 mM

Pfi této koncentraci bylo experimentalné vyzkouSeno, jak dlouho bude vhodné jednotlivé
koncentrace testovat. Testovany roztok byl ponechan v systému 2 a pal hodiny. Po dvou hodinach
se namétené hodnoty liSily uz jen minimalné, takze méfici interval jednotlivych testl byl stanoven
na 2 hodiny. Primérnd hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den liberace této
koncentrace byla 0,41. Tento test absorbance byl proveden pro 0,1 mM standard. Co se tyce
smérodatnych odchylek, mizeme pozorovat relativné vyssi odchylky. To je zplsobeno nizsi
koncentraci testované¢ho roztoku a tim padem vét§im vlivem Sumu na odchylky. Koncentrace
sulisobenzonu v dolnim kompartmentu Franzovy cely s pfibyvajicim ¢asem roste. Z hodnoty
koncentrace a jejiho potencialniho nafedéni do objemu média ve Franzové cele miizeme spocitat,
ze za 2 hodiny proslo pifes membranu v 1. testu 0,013 mM (104%), v 2. testu 0,012 mM (96%)
av 3. testu 0,010 mM (80%) sulisobenzonu. V priméru proslo pifes membranu za 2 hodiny
0,012 mM (96%) sulisobenzonu. Do ustalené rovnovahy se dostal prvni test a to za 60 minut.
Z vysledki taktéz plyne, Ze do 25 minuty jsou vSechny koncentrace u vSech testd pod limitem
kvantifikace. Z tohoto diivodu byla postupné navySovana koncentrace testovanych roztokd.
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5.2.2 Liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,3 mM

Tabulka 11 Souhrn vysledkit méreni liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,3 mM

Doba meéfeni

Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 pramér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,007 0,006 0,001 16,66
10 0,006 0,006 0,006 0,006 0,000 2,10
15 0,008 0,008 0,007 0,008 0,000 4,36
20 0,008 0,010 0,008 0,009 0,001 11,03
25 0,010 0,012 0,009 0,010 0,002 13,03
30 0,011 0,013 0,009 0,011 0,002 13,92
35 0,012 0,014 0,010 0,012 0,002 13,81
40 0,012 0,014 0,011 0,012 0,002 10,80
45 0,013 0,015 0,011 0,013 0,002 11,82
50 0,013 0,015 0,012 0,013 0,002 10,33
55 0,014 0,015 0,012 0,014 0,002 9,95
60 0,015 0,016 0,012 0,014 0,002 9,82
65 0,015 0,016 0,013 0,014 0,002 8,66
70 0,016 0,016 0,013 0,015 0,001 7,82
75 0,016 0,016 0,013 0,015 0,001 6,91
80 0,016 0,016 0,014 0,015 0,001 5,89
85 0,017 0,016 0,014 0,016 0,001 6,10
90 0,016 0,016 0,014 0,015 0,001 522
95 0,017 0,016 0,015 0,016 0,001 4,66
100 0,017 0,015 0,015 0,016 0,001 5,29
105 0,017 0,016 0,015 0,016 0,001 4,69
110 0,017 0,016 0,016 0,016 0,001 4,49
115 0,017 0,016 0,016 0,016 0,001 2,81
120 0,017 0,016 0,016 0,016 0,001 341
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Obrazek 15 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,3 mM
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Obrazek 16 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,3 mM

Primérna hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den liberace této koncentrace byla
0,33. Tento test absorbance byl proveden pro 0,1 mM standard. Pfi této koncentraci testovaného
roztoku si miZeme vSimnout mnohem mensich smérodatnych odchylek na rozdil od 0,2 mM
roztoku. Sum uz zde nezpusobuje vysoké vykyvy hodnot. Koncentrace sulisobenzonu v dolnim
kompartmentu Franzovy cely s pfibyvajicim casem opét roste. Za 2 hodiny proslo pfes membranu
v 1. testu 0,017 mM (91%), v 2. testu 0,016 mM (85%) a v 3. testu 0,016 mM (85%) sulisobenzonu.
V priiméru proslo pifes membranu za 2 hodiny 0,016 mM (85%) sulisobenzonu. Rovnovahy bylo
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dosazeno ve 2. testu cca po 60 min. Pocatecni hodnoty (do 20. min) jsou opét pod LOQ, a proto
byla dale zvysena koncentrace testovaného roztoku.

5.2.3 Liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,4 mM

Tabulka 12 Souhrn vysledkit méreni liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,4 mM

Doba mé&ieni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,006 0,005 0,005 0,001 9,94
10 0,006 0,006 0,006 0,006 0,000 5,49
15 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 3,87
20 0,009 0,008 0,007 0,008 0,001 8,41
25 0,010 0,009 0,008 0,009 0,001 8,11
30 0,011 0,010 0,008 0,010 0,001 12,90
35 0,011 0,011 0,009 0,010 0,001 13,35
40 0,012 0,012 0,009 0,011 0,002 14,17
45 0,013 0,013 0,010 0,012 0,002 13,44
50 0,013 0,014 0,011 0,013 0,002 12,46
55 0,014 0,015 0,011 0,013 0,002 13,01
60 0,015 0,015 0,012 0,014 0,002 11,97
65 0,015 0,016 0,013 0,015 0,002 12,14
70 0,016 0,017 0,013 0,015 0,002 12,29
75 0,017 0,018 0,014 0,016 0,002 13,37
80 0,017 0,018 0,014 0,017 0,002 11,23
85 0,018 0,019 0,015 0,017 0,002 10,28
90 0,018 0,019 0,016 0,018 0,002 9,92
95 0,019 0,019 0,015 0,018 0,002 11,78
100 0,019 0,020 0,016 0,018 0,002 10,98
105 0,019 0,020 0,017 0,019 0,002 8,81
110 0,020 0,020 0,017 0,019 0,002 9,26
115 0,020 0,021 0,017 0,020 0,002 9,63
120 0,020 0,021 0,018 0,020 0,002 8,46

37



0,025

0,020

0,015
W 1. test
0,010 W 2. test
W 3. test
h ‘“ “‘ m ||| | |
0,000
n o n O N O 1N o Nn O Nn O n O n O n O nu o 1N o n o
N NN T DN O O NN 00 00O 00O O+ oH N

Cas (min)

Koncentrace (mM)

1
1
1
1
1

Obrazek 17 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,4 mM
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Obrazek 18 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,4 mM

Primérnéa hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den liberace této koncentrace byla
0,34 (0,1 mM standard). Pro koncentraci 0,4 mM miizeme pozorovat mensi smérodatné odchylky.
Z liberacniho profilu je patrné, Ze koncentrace neustale roste po celou dobu liberace a nestagnuje
ani po 2 hodinach méteni, takZze by bylo nejspiSe mozné dosazeni vyssi propusténé koncentrace
pfes membranu, pokud by doba testovani byla delsi. Za 2 hodiny proslo pfes membranu v 1. testu
0,020 mM (80%), v 2. testu 0,021 mM (84%) a v 3. testu 0,018 mM (72%) sulisobenzonu.
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V priméru proslo pifes membranu za 2 hodiny 0,020 mM (80%) sulisobenzonu. Také mizeme
konstatovat, ze od koncentrace 0,2 mM se neustdle snizuje procentudlni pomér priachodu
sulisobenzonu pfes membranu, kterd tvoii urcitou bariéru pro prostup sulisobenzonu. Pfi porovnani
vyslednych koncentraci po 2 hod se hodnoty zvySuji.

5.2.4 Liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,5 mM

Tabulka 13 Souhrn vysledkit méreni liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 0,5 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 test 4 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,006 0,005 0,001 12,13
10 0,006 0,006 0,006 0,008 0,007 0,001 16,21
15 0,007 0,009 0,007 0,010 0,008 0,001 16,35
20 0,009 0,011 0,008 0,011 0,010 0,002 15,77
25 0,011 0,013 0,010 0,013 0,012 0,002 13,03
30 0,012 0,015 0,012 0,013 0,013 0,002 12,04
35 0,014 0,017 0,014 0,015 0,015 0,001 8,62
40 0,016 0,018 0,015 0,016 0,016 0,001 7,53
45 0,016 0,019 0,016 0,017 0,017 0,001 7,82
50 0,017 0,020 0,017 0,018 0,018 0,001 7,55
55 0,017 0,020 0,017 0,019 0,018 0,002 8,42
60 0,018 0,021 0,017 0,019 0,019 0,002 9,29
65 0,018 0,022 0,018 0,020 0,019 0,002 9,45
70 0,018 0,023 0,018 0,021 0,020 0,002 11,88
75 0,018 0,023 0,018 0,021 0,020 0,002 12,38
80 0,019 0,024 0,018 0,022 0,021 0,003 12,87
85 0,018 0,024 0,018 0,022 0,021 0,003 13,32
90 0,019 0,024 0,018 0,023 0,021 0,003 13,45
95 0,019 0,024 0,019 0,023 0,021 0,003 13,48
100 0,019 0,025 0,019 0,024 0,021 0,003 15,07
105 0,019 0,025 0,019 0,024 0,022 0,003 14,49
110 0,020 0,025 0,019 0,025 0,022 0,003 14,38
115 0,019 0,025 0,019 0,025 0,022 0,003 15,17
120 0,019 0,026 0,019 0,025 0,022 0,004 16,04
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Obrazek 19 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,5 mM
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Obrazek 20 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 0,5 mM

U této koncentrace byly proméfeny vyjimecné Ctyfi testované vzorky, jelikoZ jeden vzorek se
puvodné vyrazné odliSoval od zbylych dvou. Nicméné i tak jsou 2 testy odlisné od 2 zbylych.
Primérna hodnota absorbance pro ovéteni podminek méteni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,34 (0,1 mM standard). U této koncentrace je zajimavé, ze smérodatné odchylky se zvétsuji
s ptibyvajicim ¢asem méieni. Zvlastni je i1 skute¢nost, ze u 1. a 3. méteného vzorku se po 70. min
koncentrace témét neméni, na rozdil od 2. a 4. testu, kde koncentrace neustale rostou i po 2 hod
monitorovani. Za 2 hodiny testovani proslo pfes membranu v 1. testu 0,019 mM (61%), v 2. testu
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0,026 mM (83%), v 3. testu 0,019 mM (61%) a v 4. testu 0,025 mM (80%) sulisobenzonu.
V pruméru proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,022 mM (70%) sulisobenzonu. U této koncentrace
dochazi opét ke zvySeni maximalni dosazené koncentrace (ale procentudlni hodnota se snizila) v
porovnani s pfedchozimi niz$imi koncentracemi.

5.2.5 Liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 1 mM

Tabulka 14 Souhrn vysledkit mereni liberace sulisobenzonu z vodného roztoku o koncentraci 1 mM
Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)
(min) test 1 test 2 test 3 test 4 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 6,95
10 0,006 0,007 0,007 0,008 0,007 0,001 8,05
15 0,008 0,009 0,010 0,011 0,010 0,001 15,00
20 0,009 0,011 0,013 0,013 0,011 0,002 13,98
25 0,011 0,013 0,016 0,015 0,014 0,002 14,66
30 0,014 0,015 0,017 0,016 0,016 0,002 10,83
35 0,016 0,016 0,019 0,018 0,017 0,002 9,04
40 0,020 0,017 0,020 0,019 0,019 0,002 8,19
45 0,023 0,018 0,022 0,020 0,021 0,002 10,64
50 0,025 0,019 0,023 0,021 0,022 0,003 13,01
55 0,028 0,020 0,024 0,021 0,023 0,003 14,81
60 0,029 0,021 0,025 0,022 0,024 0,004 15,94
65 0,031 0,021 0,026 0,023 0,025 0,004 16,40
70 0,032 0,022 0,027 0,023 0,026 0,004 16,67
75 0,033 0,023 0,028 0,024 0,027 0,005 17,03
80 0,034 0,024 0,029 0,025 0,028 0,005 16,27
85 0,035 0,026 0,030 0,024 0,029 0,005 16,35
90 0,035 0,026 0,030 0,025 0,029 0,005 15,99
95 0,036 0,027 0,031 0,026 0,030 0,005 16,25
100 0,037 0,028 0,032 0,026 0,031 0,005 15,60
105 0,038 0,028 0,033 0,027 0,031 0,005 15,45
110 0,038 0,029 0,034 0,027 0,032 0,005 15,69
115 0,038 0,030 0,035 0,028 0,033 0,005 14,88
120 0,039 0,030 0,035 0,028 0,033 0,005 14,31
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Obrazek 21 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 1 mM
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Obrazek 22 Smerodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu ve vodném médiu pri koncentraci 1 mM

Primeérna hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,34 (0,1 mM standard). Pti této koncentraci byly také proméfeny Ctyfi vzorky na misto tii,
jelikoz prvni vzorek se vysledky velmi liSil od ostatnich dvou. U 1 mM koncentrace mizeme
zpozorovat, ze smerodatné odchylky se opét zvétSuji s pribyvajicim ¢asem meéfeni i s rostouci
koncentraci. I kdyz prvni test vySel ponékud v jinych hodnotach nez ostatni 3 testy, tak pro vSechny
testované vzorky v této koncentraci plati, ze po celou dobu monitorovani propusténa koncentrace
sulisobenzonu roste, a to i na konci méfeni. Za 2 hodiny testovani proslo pfes membranu v 1. testu
0,040 mM (64%), v 2. testu 0,030 mM (48%), v 3. testu 0,035 mM (56%) a v 4. testu 0,028 mM
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(45%) sulisobenzonu. V priméru proSlo pfes membranu za 2 hodiny 0,033 mM (53%)
sulisobenzonu. U této koncentrace je patrny nejvyssi nartst vysledné koncentrace oproti pivodni,
ale také nejnizsi procento proslého sulisobenzonu.

5.2.6 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,4 mM v 10% ethanolu

Tabulka 15 Souhrn vysledkit merent liberace sulisobenzonu v 10% ethanolu o koncentraci 0,4 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 1,65
10 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 5,84
15 0,007 0,006 0,005 0,006 0,001 11,64
20 0,008 0,006 0,006 0,007 0,001 17,71
25 0,008 0,007 0,007 0,007 0,001 13,24
30 0,008 0,008 0,007 0,008 0,000 6,18
35 0,009 0,009 0,007 0,009 0,001 12,72
40 0,009 0,010 0,008 0,009 0,001 9,61
45 0,010 0,011 0,008 0,010 0,001 13,21
50 0,010 0,012 0,009 0,011 0,002 16,01
55 0,011 0,013 0,009 0,011 0,002 17,49
60 0,011 0,014 0,010 0,012 0,002 20,73
65 0,011 0,015 0,010 0,012 0,002 19,67
70 0,011 0,016 0,011 0,013 0,003 23,22
75 0,011 0,015 0,011 0,013 0,002 18,64
80 0,012 0,016 0,011 0,013 0,003 19,58
85 0,012 0,016 0,012 0,013 0,002 16,63
90 0,012 0,017 0,012 0,014 0,002 18,13
95 0,012 0,017 0,013 0,014 0,003 18,73
100 0,013 0,017 0,013 0,014 0,002 14,72
105 0,012 0,017 0,014 0,014 0,002 14,86
110 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 14,62
115 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 14,19
120 0,013 0,017 0,016 0,015 0,002 14,31
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Obrazek 23 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 0,4 mM
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Obrazek 24 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 0,4 mM

Primérna hodnota absorbance pro ovéieni podminek méfeni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,36 (0,1 mM standard). Po vodném rozpoustédle byly testovany roztoky piipravené v 10%
ethanolu. V tomto rozpoustédle, a i v dalSich rozpoustédlech byly testovany pouze koncentrace 0,4;
0,5 a 1 mM z ditvodu lepsi reprodukovatelnosti dat. Pfi mefeni 0,4 mM koncentrace si miiZzeme
vSimnout, ze smérodatné odchylky jsou vétsi spis ke konci méteni nez na zacatku liberace. Jejich
velikost je chaotickd a prvni vét§i odchylku mizeme pozorovat jiz v 20-t¢ minuté méteni, coz u
zadné dosud métené koncentrace nebylo patrné. V porovnani s 0,4 mM koncentraci testovanou ve
vodném médiu jsou smérodatné odchylky v 10% ethanolu o dost vétsi. Reprodukovatelnost dat je
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tedy lepsi ve vodném prostiedi pfi této koncentraci. Z liberacniho profilu je zfejmé, Ze koncentrace
roste po celou dobu liberace a neni ustalena ani po 2 hodinach méfeni. Za 2 hodiny proslo ptes
membranu v 1. testu 0,013 mM (52%), v 2. testu 0,017 mM (68%) a v 3. testu 0,016 mM (64%)
sulisobenzonu. V priméru proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,015 mM (60%) sulisobenzonu.
Z toho vyplyva, ze EtOH ma vliv na prostupnost sulisobenzonu pfes membranu, a to takovou, zZe
zabranuje prostupu latky ptes bariéru v porovnani s vodnym roztokem.

5.2.7 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,5 mM v 10% ethanolu

Tabulka 16 Souhrn vysledkit mereni liberace sulisobenzonu v 10% ethanolu o koncentraci 0,5 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 pramér SD RSD (%)
5 0,007 0,007 0,004 0,006 0,002 24,43
10 0,005 0,006 0,005 0,006 0,001 11,33
15 0,007 0,007 0,006 0,007 0,001 7,80
20 0,007 0,009 0,007 0,008 0,001 13,51
25 0,007 0,010 0,008 0,009 0,001 16,39
30 0,008 0,012 0,009 0,010 0,002 19,96
35 0,009 0,013 0,010 0,010 0,002 19,03
40 0,009 0,014 0,011 0,011 0,003 22,05
45 0,010 0,016 0,011 0,012 0,003 25,79
50 0,011 0,017 0,012 0,013 0,003 23,27
55 0,012 0,017 0,012 0,014 0,003 22,54
60 0,012 0,018 0,014 0,015 0,003 20,89
65 0,013 0,018 0,015 0,015 0,003 18,48
70 0,014 0,018 0,015 0,016 0,002 15,67
75 0,014 0,019 0,015 0,016 0,002 14,81
80 0,014 0,019 0,016 0,016 0,002 14,67
85 0,015 0,019 0,017 0,017 0,002 11,18
90 0,016 0,020 0,018 0,018 0,002 9,80
95 0,016 0,020 0,019 0,018 0,002 9,04
100 0,017 0,020 0,019 0,019 0,001 7,91
105 0,018 0,020 0,019 0,019 0,001 5,82
110 0,018 0,020 0,020 0,020 0,001 5,44
115 0,019 0,020 0,020 0,020 0,001 4,08
120 0,019 0,020 0,021 0,020 0,001 4,07
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Obrazek 25 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 0,5 mM
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Obrazek 26 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 0,5 mM

Primérna hodnota absorbance pro ovéteni podminek méteni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,36 (0,1 mM standard). Pti testovani 0,5 mM koncentrace miizeme pozorovat atypicky graf
se smerodatnymi odchylkami, které jsou nejvétsi uprostfed méteni, a naopak na zacatku a ke konci
monitorovani jsou relativné malé. Takovy pribéh nebyl doposud zaznamenin v zadném
rozpoustédle ani u zadné testované koncentrace. Z libera¢niho profilu je zfejmé, Ze koncentrace
roste po celou dobu liberace. Za 2 hodiny méteni proslo pfes membranu v 1. testu 0,019 mM (61%),
v 2. testu 0,020 mM (64%) a v 3. testu 0,021 mM (67%) sulisobenzonu. V priméru proslo pres
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membranu za 2 hodiny 0,020 mM (64%) sulisobenzonu, coz je o 6% méné nez pii pouZiti
supercisté vody jako rozpoustédla. Procentudlng proslo vice sulisobenzonu pies membranu pii této
koncentraci nez pti 0,4 mM, coz je pfesny opak, nez byl pozorovan u vodného roztoku. U EtOH
oc¢ividné roste procentudlni prostup latky pfes membranu s rostouci vychozi koncentraci na rozdil
od vodného média, kde je tomu pfesné naopak.

5.2.8 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 1 mM v 10% ethanolu

Tabulka 17 Souhrn vysledkit méreni liberace sulisobenzonu v 10% ethanolu o koncentraci 1 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 pramér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 6,13
10 0,008 0,006 0,006 0,006 0,001 13,87
15 0,011 0,007 0,007 0,008 0,003 31,50
20 0,015 0,009 0,008 0,010 0,004 38,07
25 0,019 0,011 0,009 0,013 0,005 39,74
30 0,023 0,014 0,012 0,016 0,006 35,97
35 0,026 0,016 0,015 0,019 0,006 31,92
40 0,029 0,019 0,016 0,021 0,007 33,11
45 0,033 0,021 0,017 0,024 0,008 34,87
50 0,035 0,024 0,018 0,026 0,009 32,99
55 0,036 0,027 0,020 0,028 0,008 29,46
60 0,037 0,030 0,021 0,029 0,008 28,66
65 0,037 0,031 0,022 0,030 0,008 24,89
70 0,037 0,032 0,023 0,031 0,007 23,87
75 0,038 0,034 0,025 0,032 0,007 20,68
80 0,037 0,035 0,026 0,032 0,006 17,98
85 0,038 0,035 0,027 0,034 0,006 16,52
90 0,038 0,036 0,029 0,034 0,005 15,06
95 0,038 0,037 0,029 0,035 0,005 13,52
100 0,039 0,037 0,031 0,036 0,004 12,10
105 0,039 0,038 0,031 0,036 0,004 11,69
110 0,039 0,038 0,034 0,037 0,003 7,24
115 0,039 0,038 0,035 0,037 0,002 6,63
120 0,040 0,039 0,035 0,038 0,002 5,80
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Obrazek 27 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 1 mM
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Obrazek 28 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% ethanolu pri koncentraci 1 mM

Posledni testovana koncentrace rozpusténa v 10% EtOH byla 1 mM. Priimérna hodnota absorbance
pro ovéieni podminek méfeni v den monitorovani této koncentrace byla 0,35 (0,1 mM standard).
Stejné jako u 0,5 mM rozpusténé v 10% EtOH mutzeme vidét atypicky graf se smérodatnymi
odchylkami. Odchylky jsou stejné jako u 0,5 mM koncentrace nejveétsi uprostied méfeni, a naopak
na zacatku a ke konci testovani jsou relativné malé. Z libera¢niho profilu je zfejmé, Ze koncentrace
roste po celou dobu liberace az na 1. test, kdy namétend koncentrace se od 60-t¢ minuty témet
neméni a drobné kolisd kolem hodnoty 0,037 mM. Za 2 hodiny méfeni proslo pies membranu
v 1. testu 0,040 mM (64%), v 2. testu 0,039 mM (62%) a v 3. testu 0,035 mM (56%) sulisobenzonu.
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V priméru proslo pies membranu za 2 hodiny 0,038 mM (61%) sulisobenzonu, coz je o 8% vice
nez pti pouziti supercisté vody jako rozpoustédla. Procentudlné proslo vice sulisobenzonu pies
membranu pii této koncentraci nez pti 0,4 mM, ale méné nez pti koncentraci 0,5 mM. Plyne tedy
z toho fakt, Zze koncentrace nema piimy efekt na vyslednou prostoupenou koncentraci. EtOH
v porovnani se supercistou vodou rozhodné nejevi znamky néjaké posloupnosti ¢i moznosti
piedpovédi chovani.

5.2.9 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,4 mM v 10% propylenglykolu

Tabulka 18 Souhrn vysledkit merent liberace sulisobenzonu v 10% propylenglykolu o koncentraci 0,4 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 pramér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 5,29
10 0,005 0,006 0,008 0,006 0,001 20,95
15 0,007 0,007 0,010 0,008 0,002 22,99
20 0,007 0,009 0,012 0,010 0,003 27,04
25 0,008 0,010 0,013 0,010 0,003 25,43
30 0,009 0,011 0,013 0,011 0,002 18,51
35 0,010 0,011 0,014 0,012 0,002 17,71
40 0,010 0,013 0,013 0,012 0,002 14,58
45 0,011 0,013 0,014 0,013 0,002 13,07
50 0,011 0,014 0,014 0,013 0,002 13,34
55 0,011 0,014 0,014 0,013 0,002 12,92
60 0,012 0,015 0,014 0,014 0,002 12,88
65 0,012 0,015 0,014 0,014 0,001 9,49
70 0,012 0,016 0,015 0,014 0,002 11,31
75 0,013 0,016 0,015 0,014 0,002 11,43
80 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 12,48
85 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 13,23
90 0,014 0,017 0,015 0,015 0,002 10,54
95 0,014 0,017 0,015 0,015 0,002 10,03
100 0,014 0,017 0,015 0,015 0,001 9,29
105 0,014 0,017 0,015 0,016 0,002 9,89
110 0,015 0,018 0,015 0,016 0,002 11,15
115 0,015 0,018 0,015 0,016 0,002 11,94
120 0,015 0,018 0,015 0,016 0,002 9,58
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Obrazek 29 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 0,4 mM
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Obrazek 30 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 0,4 mM

Dalsi testované rozpoustédlo byl 10% propylenglykol. Testovany byly roztoky o koncentracich
0,4; 0,5 a I mM. Priimérna hodnota absorbance pro ovéteni podminek méteni v den monitorovani
této koncentrace byla 0,35 (0,1 mM standard). Graf s odchylkami je zde zajimavy v tom, Ze
odchylky jsou velmi podobné po celou dobu méteni a nijak extrémné se nemeéni v jeho prabehu.
To do této doby nebylo pozorovano. Z libera¢niho profilu je zfejmé, Ze koncentrace roste po celou
dobu liberace, vyjma 3. testu. Ten dosahuje téméf maximalni hodnoty jiz po 50 minutach
monitorovani. Za 2 hodiny proslo pfes membranu v 1. testu 0,015 mM (60%), v 2. testu 0,018 mM
(72%) a v 3. testu 0,015 mM (60%) sulisobenzonu. V priméru proslo pfes membranu za 2 hodiny
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0,016 mM (64%) sulisobenzonu, coZ je o 16% méné neZz pii pouziti supercisté vody jako
rozpoustédla a o 4% vice nez pii pouziti EtOH jako rozpoustédla. Mizeme konstatovat, ze 10%
PG také ovliviiuje prostupnost pfes membranu (stejn¢ jako EtOH) a to tak, ze spiSe prostupu brani.

5.2.10 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,5 mM v 10% propylenglykolu

Tabulka 19 Souhrn vysledkit merent liberace sulisobenzonu v 10% propylenglykolu o koncentraci 0,5 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 2,31
10 0,006 0,006 0,008 0,007 0,001 19,41
15 0,008 0,009 0,011 0,009 0,001 14,72
20 0,010 0,012 0,013 0,012 0,001 10,59
25 0,012 0,014 0,015 0,014 0,001 10,23
30 0,013 0,015 0,016 0,015 0,002 10,08
35 0,015 0,017 0,018 0,016 0,002 9,61
40 0,016 0,017 0,019 0,018 0,001 8,55
45 0,017 0,018 0,020 0,018 0,001 7,06
50 0,017 0,018 0,020 0,018 0,002 8,70
55 0,018 0,018 0,021 0,019 0,002 10,15
60 0,018 0,018 0,022 0,019 0,002 11,66
65 0,019 0,018 0,022 0,020 0,002 11,36
70 0,018 0,018 0,023 0,020 0,003 13,41
75 0,018 0,019 0,023 0,020 0,003 14,24
80 0,019 0,018 0,024 0,020 0,003 15,02
85 0,019 0,019 0,024 0,021 0,003 16,34
90 0,019 0,019 0,025 0,021 0,003 16,27
95 0,019 0,019 0,025 0,021 0,004 16,98
100 0,019 0,019 0,025 0,021 0,004 17,18
105 0,019 0,019 0,026 0,021 0,004 18,26
110 0,019 0,019 0,026 0,022 0,004 17,51
115 0,019 0,019 0,026 0,021 0,004 18,69
120 0,020 0,020 0,026 0,022 0,004 17,36
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Obrazek 31 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 0,5 mM
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Obrazek 32 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 0,5 mM

Primérné hodnota absorbance pro ovéteni podminek méteni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,34 (0,1 mM standard). U 0,5 mM koncentrace je viditelny graf s rostoucimi smérodatnymi
odchylkami po ¢as métent, cozZ je velmi podobné smérodatnym odchylkam namétenych ve vodném
prostfedi. Liberacni profil je pfi této koncentraci ponékud rozdilny. 1. a 2. test vychdzi velmi
podobné. Oba dosahuji maximalni koncentrace jiz v pribéhu monitorovani. 3. test neustéle roste,
a predevsim dosahuje i vyssich koncentraci neZ prvni dva testy. Za 2 hodiny proslo pfes membranu
v 1. testu 0,020 mM (64%), v 2. testu 0,020 mM (64%) a v 3. testu 0,026 mM (83%) sulisobenzonu.
V pruméru proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,022 mM (70%) sulisobenzonu, coz je shodny
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vysledek jako pfti pouZiti supercisté vody jako rozpoustédla a o 6% vice nez pii pouziti 10% EtOH
jako rozpoustédla. Pii této koncentraci se PG chova podobné jako pfi pouziti superCisté vody na
rozdil od 0,4 mM koncentrace, kde se spiSe podobal chovanim EtOH.

5.2.11 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 1 mM v 10% propylenglykolu

Tabulka 20 Souhrn vysledkit meérent liberace sulisobenzonu v 10% propylenglykolu o koncentraci 1 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,006 0,005 0,005 0,000 6,05
10 0,010 0,010 0,007 0,009 0,002 23,20
15 0,015 0,012 0,011 0,013 0,002 14,19
20 0,019 0,015 0,014 0,016 0,003 16,02
25 0,023 0,018 0,017 0,019 0,003 15,48
30 0,026 0,020 0,021 0,022 0,003 14,62
35 0,028 0,023 0,023 0,025 0,003 13,12
40 0,032 0,024 0,025 0,027 0,004 14,86
45 0,034 0,026 0,028 0,029 0,004 14,58
50 0,035 0,027 0,030 0,031 0,004 13,75
55 0,037 0,029 0,031 0,032 0,004 12,00
60 0,037 0,030 0,032 0,033 0,003 10,14
65 0,038 0,032 0,034 0,035 0,003 8,85
70 0,038 0,033 0,035 0,036 0,003 7,65
75 0,039 0,034 0,036 0,036 0,002 6,30
80 0,039 0,035 0,037 0,037 0,002 4,94
85 0,039 0,036 0,037 0,038 0,001 3,35
90 0,039 0,037 0,038 0,038 0,001 3,62
95 0,039 0,038 0,039 0,039 0,001 1,80
100 0,040 0,039 0,039 0,039 0,001 1,85
105 0,040 0,039 0,039 0,040 0,001 1,42
110 0,040 0,040 0,040 0,040 0,000 0,93
115 0,041 0,041 0,040 0,041 0,000 1,11
120 0,041 0,041 0,040 0,041 0,001 1,74
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Obrazek 33 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 1 mM
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Obrazek 34 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 10% propylenglykolu pri koncentraci 1 mM

Primérna hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,36 (0,1 mM standard). Smérodatné odchylky u 1 mM koncentrace jsou vétsi v pribehu
méfeni. Na zacatku a ke konci jsou malé, ale jsou relativné nizs$i zejména v porovnani s EtOH.
Prubéh, kdy byly SD vétsi béhem meéteni a na zacatku/konci byly mensi, byl uz zpozorovan pfti
monitorovani 0,5 mM a 1 mM koncentraci rozpuSténych v 10% EtOH. Z libera¢niho profilu je
ziejmé, ze koncentrace roste po celou dobu liberace. Za 2 hodiny proslo pres membranu v 1. testu
0,041 mM (66%), v 2. testu 0,041 mM (66%) a v 3. testu 0,040 mM (64%) sulisobenzonu.
V priiméru proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,041 mM (66%) sulisobenzonu, coz je o 13% vice
nez pfi pouziti superCisté vody jako rozpoustédla a o 3% vice nez pii pouziti EtOH jako
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rozpoustédla. Z vysledkl, kdy je procentualn¢ dosazeno nejvyssi koncentrace pii koncentraci
0,5 mM poté v 1 mM a nakonec pii 0,4 mM je patrné, ze 10% PG se chova velmi podobné jako
10% EtOH. Nicméné u vSech testovanych koncentraci je dosazeno vysSich propusténych
koncentraci nez u 10% EtOH.

5.2.12 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,4 mM v 5% propylenglykolu

Tabulka 21 Souhrn vysledkit meéreni liberace sulisobenzonu v 5% propylenglykolu o koncentraci 0,4 mM

Doba méfeni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 prameér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 7,20
10 0,006 0,006 0,005 0,006 0,001 13,97
15 0,008 0,008 0,006 0,007 0,001 20,06
20 0,008 0,009 0,007 0,008 0,001 12,94
25 0,010 0,010 0,008 0,009 0,002 16,62
30 0,011 0,011 0,008 0,010 0,002 17,78
35 0,011 0,012 0,009 0,011 0,002 15,61
40 0,012 0,013 0,010 0,011 0,002 14,01
45 0,012 0,013 0,011 0,012 0,001 12,30
50 0,012 0,014 0,012 0,013 0,001 10,93
55 0,012 0,015 0,012 0,013 0,001 9,87
60 0,012 0,015 0,012 0,013 0,002 13,51
65 0,012 0,016 0,013 0,014 0,002 11,97
70 0,012 0,016 0,014 0,014 0,002 12,08
75 0,013 0,016 0,014 0,014 0,002 12,35
80 0,013 0,016 0,014 0,014 0,002 12,65
85 0,013 0,016 0,014 0,014 0,001 9,22
90 0,013 0,016 0,015 0,015 0,002 11,02
95 0,013 0,016 0,015 0,015 0,002 11,61
100 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 11,76
105 0,013 0,016 0,015 0,015 0,002 10,85
110 0,013 0,017 0,015 0,015 0,002 11,20
115 0,014 0,017 0,015 0,015 0,001 9,16
120 0,014 0,017 0,015 0,015 0,002 11,03
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Obrazek 35 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 0,4 mM
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Obrazek 36 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 0,4 mM

Dale bylo otestovano, jestli sta¢i niz$i koncentrace propylenglykolu a jaky bude mit vliv na liberaci
sulisobenzonu. Primérna hodnota absorbance pro ovéreni podminek métfeni v den monitorovani
této koncentrace byla 0,35 (0,1 mM standard). SD u 0,4 mM koncentrace jsou dosti podobné po
cely pribéh méfeni. Z libera¢niho profilu je ziejmé, Ze koncentrace roste po celou dobu liberace.
Za 2 hodiny proSlo pfes membranu v 1. testu 0,014 mM (56%), v 2. testu 0,017 mM (68%) a
v 3. testu 0,015 mM (60%) sulisobenzonu. V priméru proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,015
mM (60%) sulisobenzonu, coz je 0 20% méné nez pii pouziti supercisté vody jako rozpoustédla,

stejné jako pii pouziti 10% EtOH a 0 4% méné neZ pii pouziti 10% PG jako rozpoustédla.
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5.2.13 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 0,5 mM v 5% propylenglykolu

Tabulka 22 Souhrn vysledkii mérent liberace sulisobenzonu v 5% propylenglykolu o koncentraci 0,5 mM

Doba mé&ieni | Koncentrace sulisobenzonu (mM)

(min) test 1 test 2 test 3 pramér SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,005 0,005 0,000 4,86
10 0,005 0,006 0,008 0,006 0,002 24,17
15 0,007 0,007 0,010 0,008 0,002 22,63
20 0,009 0,008 0,012 0,010 0,002 19,72
25 0,011 0,009 0,014 0,011 0,002 19,74
30 0,013 0,011 0,015 0,013 0,002 17,59
35 0,014 0,012 0,017 0,014 0,003 17,56
40 0,015 0,013 0,018 0,016 0,002 15,66
45 0,016 0,014 0,020 0,017 0,003 16,68
50 0,016 0,015 0,020 0,017 0,002 14,20
55 0,017 0,016 0,021 0,018 0,002 12,95
60 0,017 0,017 0,021 0,018 0,002 12,30
65 0,018 0,017 0,022 0,019 0,003 13,21
70 0,018 0,017 0,022 0,019 0,002 11,92
75 0,018 0,018 0,022 0,019 0,002 11,53
80 0,019 0,018 0,022 0,019 0,002 11,54
85 0,019 0,018 0,023 0,020 0,003 12,85
90 0,019 0,018 0,023 0,020 0,003 13,69
95 0,019 0,019 0,023 0,020 0,002 11,98
100 0,019 0,019 0,024 0,020 0,003 14,10
105 0,019 0,019 0,024 0,021 0,003 13,46
110 0,019 0,019 0,024 0,021 0,003 14,53
115 0,019 0,019 0,024 0,021 0,003 13,38
120 0,020 0,019 0,024 0,021 0,002 11,76
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Obrazek 37 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 0,5 mM
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Obrazek 38 Smérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 0,5 mM

Primérna hodnota absorbance pro ovéieni podminek méfeni v den monitorovani této koncentrace
byla 0,35 (0,1 mM standard). U 0,5 mM koncentrace jsou smérodatné odchylky velmi podobné po
celou dobu liberace stejné jako u 0,4 mM koncentrace. Z liberacniho profilu mizeme vy¢ist, Ze
koncentrace roste pfedev§im v prvni hodin€¢ méteni, poté roste pomaleji. Za 2 hodiny proslo pies
membranu v 1. testu 0,020 mM (64%), v 2. testu 0,019 mM (61%) a v 3. testu 0,024 mM (77%)
sulisobenzonu. V priaméru proslo pifes membranu za 2 hodiny 0,020 mM (64%) sulisobenzonu, coz
je 0 6% mén¢ nez pii pouZiti superCisté vody jako rozpoustédla, stejné jako pfi pouziti 10% EtOH
a 0 6% méne¢ nez pii pouziti 10% PG jako rozpoustédla.
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5.2.14 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 1 mM v 5% propylenglykolu

Tabulka 23 Souhrn vysledkii meérent liberace sulisobenzonu v 5% propylenglykolu o koncentraci 1 mM

Doba Koncentrace sulisobenzonu (mM)

méfeni

(min) test 1 test 2 test 3 test 4 pramer SD RSD (%)
5 0,005 0,005 0,006 0,005 0,005 0,000 6,09
10 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 1,95
15 0,008 0,007 0,009 0,008 0,008 0,001 11,96
20 0,009 0,008 0,012 0,010 0,010 0,001 14,58
25 0,011 0,009 0,014 0,012 0,011 0,002 15,21
30 0,013 0,011 0,015 0,013 0,013 0,002 12,29
35 0,016 0,012 0,017 0,014 0,015 0,002 13,28
40 0,018 0,013 0,019 0,016 0,016 0,002 15,02
45 0,020 0,014 0,019 0,017 0,017 0,003 16,47
50 0,023 0,015 0,021 0,018 0,019 0,004 18,53
55 0,025 0,016 0,022 0,019 0,020 0,004 19,29
60 0,027 0,018 0,024 0,021 0,022 0,004 17,32
65 0,028 0,017 0,024 0,021 0,022 0,005 21,29
70 0,029 0,017 0,025 0,021 0,023 0,005 21,90
75 0,030 0,018 0,026 0,022 0,024 0,005 21,22
80 0,032 0,019 0,027 0,023 0,025 0,006 23,10
85 0,034 0,020 0,028 0,024 0,026 0,006 22,95
90 0,035 0,020 0,029 0,024 0,027 0,006 22,81
95 0,036 0,020 0,032 0,026 0,029 0,007 24,68
100 0,037 0,021 0,031 0,026 0,029 0,007 23,87
105 0,037 0,021 0,034 0,028 0,030 0,007 23,33
110 0,038 0,022 0,036 0,029 0,031 0,007 23,50
115 0,039 0,023 0,034 0,028 0,031 0,007 22,61
120 0,039 0,022 0,035 0,029 0,031 0,007 23,52
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Obrazek 39 Jednotlivé liberacni profily sulisobenzonu v 5% propylenglykolu p#i koncentraci 1 mM
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Obrazek 40 Smeérodatné odchylky pri liberaci sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 1 mM

Pti koncentraci 1 mM testovaného roztoku byl experiment proveden opét Ctyfikrat, protoZe mezi
jednotlivymi testovanymi vzorky byly pomérné rozdily. Primérna hodnota absorbance pro ovétreni
podminek méteni v den monitorovani této koncentrace byla 0,34 (0,1 mM standard). Smérodatné
odchylky jsou zde jedny z nejvétSich viilbec ze vSech testovanych koncentraci. S pfibyvajicim
casem rostou po celou dobu méfeni. VSechny testy v libera¢nim profilu rostou v zavislosti na
pfibyvajicim Case. Za 2 hodiny proslo pfes membranu v 1. testu 0,039 mM (62%), v 2. testu 0,022
mM (35%), v 3. testu 0,035 mM (56%) a v 4. testu 0,032 mM (51%) sulisobenzonu. V priméru
proslo pfes membranu za 2 hodiny 0,032 mM (51%) sulisobenzonu, coz je o 2% méné nez pii
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pouziti superCisté vody jako rozpoustédla, o 10% méné nez pii pouziti 10% EtOH jako
rozpoustédla a o 15% méné nez pti pouziti 10% PG jako rozpoustédla. Az na 1 mM roztok byly
vysledky naméfené v 5% PG totozné jako pii pouziti 10% EtOH jako rozpoustédla. Nejvyssi
koncentrace (1 mM) tuto podobnost nepotvrdila. Obecné se vymyka vS§em naméfenym vysledkiim
a procenta propusténého sulisobenzonu jsou nejniz§i viibec. Zadna koncentrace v zadném
rozpoustédle neposkytla tak malo prostoupeného sulisobenzonu jako tato.

5.2.15 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 1 mM v 5% propylenglykolu pfes STRAT - M
membranu
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Obrazek 41 Liberacni profil sulisobenzonu v 5% propylenglykolu pri koncentraci 1 mM na STRAT — M membrané
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5.2.16 Liberace sulisobenzonu o koncentraci 1 mM v 10 % propylenglykolu pres STRAT —
M membranu

3,50E-02
3,00E-02
2,50E-02
2,00E-02

1,50E-02

Koncentrace (mM)

1,00E-02

O n O n O N O 1N O Nn O n o n o un o wn o
n MmO < < D n © VW NMN OO OO OO O+ —H N
I =

n O 1n O un
— = N

Cas (min)

Obrazek 42 Liberacni profil sulisobenzonu v 10% propylenglykolu p#i koncentraci 1 mM na STRAT — M membrané

Nejkoncentrovangj$i testovany roztok byl aplikovan v kombinaci s 5% a 10% propylenglykolem
na STRAT —M membranu, aby bylo potvrzeno, Ze tyto latky nezplisobuji prostup pies model lidské
ktze. Priimérna hodnota absorbance pro ovéfeni podminek méfeni v den monitorovani na STRAT
— M membranég byla 0,34 (0,1 mM standard).

Vyhodnoceni naméfenych liberacnich profild v 5% a 10% propylenglykolu na STRAT — M
membran¢: Po naméfenych liberacnich profilech na polykarbonatové membrané byl proveden
stejny experiment na STRAT — M membrané, ktera naopak tvoii bariéru podobnou lidské kuzi.
Nameétené profily v obou médiich dokazuji, Ze STRAT — M membrana je pro sulisobenzon
nepropustnd, coz je oekavany vysledek s ohledem na plsobeni sulisobenzonu jako UV filtru na
povrchu kiize. Celé dvé hodiny monitorovani se naméfené koncentrace pohybovaly pouze kolem
hodnot Sumu. Po ukonceni monitorovani byl proveden odbér zbylého mnozstvi testovanych
roztokl z vrchniho kompartmentu Franzovy cely. Odebrané vzorky byly opét spektrofotometricky
prométeny a porovnany se standardy z kalibra¢ni kiivky. Poméry vzork a standardd byly velmi
podobné, takze mizeme tvrdit, Ze STRAT—M membrana je pro sulisobenzon opravdu nepropustna.
Vysledna koncentrace vzorkl ziskana ze vzorce: c(vz)=A(vz)*c(st)/A(st) jeu 5% PG 1,03 mM au
10% PG 0,93 mM.
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5.3 Diskuze

5.3.1 Porovnani testovanych roztoki ve vodném médiu

0,035 T
[ J
o ® ¢
0,03 + . PY [ J
‘ .
[ J
[ J
0,025 + ° [ J
s ¢ e o o
[ J [ J
£ ° eo°°?®
< 002 + e ® ®
g o
o L °
= [ J
g 0,015 + °
5 ® e
0,01 + PY [ J
[ ]
]
0,005 + ©
0,2 0,3 04 @05 o1
0 } } } } } i
0 20 40 60 80 100 120
Cas (min)
Obrazek 43 Porovnani testovanych roztokii ve vodném médiu
Tabulka 24 Porovnani liberace sulisobenzonu z vodnych roztokii
koncentrace testovaného koncentrace po 2 hod | procentudlni prostupnost
roztoku (mM) Rozpoustédlo (mM) po 2 hod (%)
0,2 Voda 0,012 96
0,3 Voda 0,016 85
0,4 Voda 0,020 80
0,5 Voda 0,022 70
1 Voda 0,033 53

U vsech testovanych roztokt roste propusténa koncentrace s pribyvajicim ¢asem monitorovani. PC
membrana je procentualné vice propustnéjsi, ¢im jsou vychozi koncentraci testovanych roztokt
nizsi. U 0,2 mM koncentrace je propustna z 96%. U 0,3 mM koncentrace je propustna z 85%. U
0,4 mM koncentrace je propustna z 80%. U 0,5 mM koncentrace je propustnd z 70% a u 1 mM
koncentrace je propustnd z 53%. Plati zde tedy nepfimd iméra mezi propustnosti membrany a
koncentraci testovanych roztok.
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5.3.2 Porovnani testovanych roztoki v 10% ethanolu

0,04 +
0,035 +
0,03 +
S 0,025 +
£
(O]
o
© 0,02 +
<
(O]
g
1 °
S 0015 ....0"
e ® 0 O
o ©
°
0,01 + o ©
°
°
s ¢ ¢
0005 + ® ©
©0,4-E 0,5-E 1-E
0 } } } } } |
0 20 40 60 80 100 120
Cas (min)
Obrazek 44 Porovnani testovanych roztokii v 10% ethanolu
Tabulka 25 Porovnani liberace sulisobenzonu v 10% ethanolu
koncentrace testovaného koncentrace po 2 hod procentudlni prostupnost
roztoku (mM) rozpoustédlo (mM) po 2 hod (%)
0,4 10% EtOH 0,015 60
0,5 10% EtOH 0,020 64
1 10% EtOH 0,038 61

U vsech testovanych roztokl rozpusténych v 10% EtOH roste propusténa koncentrace s rostoucim
c¢asem méfeni. | mM vzorek navic ma o dost vétsi narist koncentrace v pribéhu méfeni na rozdil
od 0,4 mM a 0,5 mM koncentrace. PC membréna je procentudlné propustnd pro vSechny 3
koncentrace velmi podobné. U 0,4 mM koncentrace je propustna z 60%. U 0,5 mM koncentrace je
propustna z 64% a u 1 mM koncentrace je propustnd z 61%. Zda se, Ze propustnost membrany je
10% EtOH ovlivnéna, jelikoz procentualné jsou koncentrace o dost nizsi u 0,4 a 0,5 mM
koncentrace nez pii pouziti supercisté vody jako rozpoustédla. U 1 mM koncentrace je ale vysledna
koncentrace vyssi nez u 1 mM roztoku rozpusténého v supercisté vodé.
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5.3.3 Porovnani testovanych roztoki v 10% propylenglykolu
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Obrazek 45 Porovnani testovanych roztokit v 10% propylenglykolu

Tabulka 26 Porovnani liberace sulisobenzonu v 10% propylenglykolu

koncentrace testovaného koncentrace po 2 hod procentudlni prostupnost
roztoku (mM) rozpoustédlo (mM) po 2 hod (%)
0,4 10% PG 0,016 64
0,5 10% PG 0,022 70
1 10% PG 0,041 66

U vSech testovanych roztokl rozpusténych v 10% PG roste propusténd koncentrace s rostoucim
casem meéfeni. VSechny testované vzorky rostou velmi podobné v zavislosti na své vychozi
koncentraci. PC membrana je procentudlné propustna pro vSechny 3 koncentrace velmi podobné,
stejné jako u 10% EtOH. U 0,4 mM koncentrace je propustna z 64%. U 0,5 mM koncentrace je
propustna z 70% a u 1 mM koncentrace je propustnd z 66%. Zda se, Ze propustnost membrany je
10% PG ovlivnéna. Podobnost s 10% EtOH mizeme nalézt v tom, kdy 0,5 mM koncentrace
poskytuje nejvyssi propustnost membrany, po ni ndsleduje 1 mM koncentrace a nejméné
prostupnou koncentraci se stava 0,4 mM. Hodnoty vyslednych koncentraci jsou nicméné vyssi nez
u 10% EtOH. 0,4 mM koncentrace ma niz8i procentudlni prostupnost (o 16%) nez 0,4 mM
koncentrace rozpusténd v supercisté vodé. 0,5 mM koncentrace je procentudlné stejné propustna
jako 0,5 mM koncentrace rozpusténa v supercisté vodé. 1 mM koncentrace mé o 13 % vyssi
procentudlni propustnost nez pii pouziti supercisté vody jako rozpoustédla.
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5.3.4 Porovnani testovanych roztoki v 5% propylenglykolu
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Obrazek 46 Porovnani testovanych roztokii v 5% propylenglykolu

Tabulka 27 Porovnani liberace sulisobenzonu v 5% propylenglykolu

koncentrace testovaného

koncentrace po 2

procentudlni prostupnost

roztoku (mM) rozpoustédlo hod (mM) po 2 hod (%)
0,4 5% PG 0,015 60
0,5 5% PG 0,020 64
1 5% PG 0,032 51

U vSech testovanych roztokl rozpusténych v 5% PG roste propusténa koncentrace s piibyvajicim
c¢asem meéfeni. VSechny testované vzorky rostou velmi podobné v zavislosti na své vychozi
koncentraci. U 1 mM koncentrace jsou vidét nepravidelnosti v nartistu koncentrace, a to predevsim
okolo 60, 90 a 110 minut. PC membrana je propustnd pro vSechny 3 testované koncentrace. U 0,4
mM koncentrace je propustnd z 60%. U 0,5 mM koncentrace je propustna z 64% a u 1 mM
koncentrace je propustna z 51%. Propustnost membrany je PG vyrazné ovlivnéna i pii niZsi
koncentraci rozpoustédla. V porovnani s ostatnimi testovanymi koncentracemi je zde zardZzejici
piedevsim 1 mM koncentrace. Ta je v 5% PG propusténa pfes membranu pouze z 51%, coz je
nejmensi propusténa hodnota ze vSech méteni vibec. Dalsi zajimavosti je, ze 0,4 1 0,5 mM
koncentrace se procentualni permeabilitou shoduji s procentuédlni prostupnosti 0,4 a 0,5 mM

koncentraci v 10% EtOH.




6. Zavér
V této diplomové praci byly sledovany libera¢ni profily sulisobenzonu, které byly naméfeny
pomoci systému SIA a UV — VIS detektoru. Sulisobenzon byl testovan v nékolika koncentracich
rozpusténych v nékolika rozpoustédlech testovanych jako urychlovace liberace — voda, 10%
ethanol, 10% propylenglykol, 5% propylenglykol.

Cilem prace bylo ovétit, zda vitbec bude sulisobenzon z testovanych roztokii prochéazet ptes
polykarbonatovou ¢i STRAT — M membranu. Vzhledem k tomu, ze pies polykarbonatovou
membranu, ktera pfedstavuje pouze minimalni libera¢ni bariéru, se uvoliloval sulisobenzon ze
vSech testovanych roztokt, tak naslednym cilem bylo porovnat jednotlivé liberacni profily a zjistit,
jak koncentrace roztokll a typ rozpoustédla hraji velkou roli v rychlosti prichodu pies membranu
a jak ovliviji liberaéni profil a vyslednou koncentraci sulisobenzonu v dolnim kompartmentu
Franzovy cely. STRAT — M membrana (model lidské kiize) byla pro vSechny testované roztoky
nepropustna.

Zavérem lze fici, ze vysledné liberacni profily jsou velmi podobné a ve vSech je viditelnd piima
umeérnost mezi koncentraci uvolnéného sulisobenzonu a dobou méfeni. NejvySsi propustnost
membrany je patrnd u 0,2 mM koncentrace rozpusténé ve vodé (96%). Nejnizs$i propustnost
membrany je zachycena u 1 mM koncentrace rozpusténé v 5% PG (51%). V diplomové préci jsou
zachyceny 1 rizné odliSnosti jednotlivych koncentraci testovanych roztokti. Naptiklad
u koncentraci 0,4 mM a 0,5 mM, které byly rozpustény v 5% propylenglykolu mizeme vidét, ze
maximalni koncentrace je dosazeno jiz 30 min pted koncem libera¢niho testu. Dfivéjsiho dosazeni
maximalni koncentrace, nez na konci dvouhodinového méfeni si mizeme vSimnout i u 0,5 mM
roztoku sulisobenzonu rozpusténého v 10% propylenglykolu. U vSech libera¢nich profili miZzeme
vidét odchylky v jednotlivych méfenich, které byly nejspise zpisobeny rozdilnymi rozpoustédly,
ktera byla pouZita k ptiprave testovanych roztokl. Nejvetsi odchylky v jednotlivych méfenich jsou
patrné u 10% ethanolu.

STRAT — M membrana byla pro roztoky sulisobenzonu rozpuSténych v 5% a 10%
propylenglykolu, ktery byl testovan jako potencialné efektivni urychlovac liberace sulisobenzonu,
nepropustna. Nameétené koncentrace byly po dobu 2 hod libera¢niho testu na urovni Sumu. Pii
zpétném odebrani vzorku z povrchu STRAT — M membrany bylo ovéteno, ze roztok zlstal na
povrchu membrany v téméf nepozménéné koncentraci, coZ znamena, Ze sulisobenzon v béznych
podminkach neprostupuje kiizi a piisobi pouze jako UV ochrana na jejim povrchu.

67



7. Seznam pouZité literatury
[1] RUZICKA, J., MARSHALL, G. Flow Injection Tutorial,

https://www.flowinjectiontutorial.com/Methods%202.1.2.%20Flow%20Programming.html
(20.2.2023)

[2] U.S. Food and drug administration — sulisobenzone,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfefr/CFRSearch.cfm?fr=352.50 (6.3.2023)

[3] Allergy to benzophenone, https://dermnetnz.org/topics/allergy-to-benzophenone (6.3.2023)

[4] MORITA, H., ABE, 1., NOGUCHI, H. Plant type III PKS. In: Comprehensive natural products
ii: chemistry and biology. Elsevier Ltd, 2010. p. 171-225.

[5] SCHNEIDROVA, M. Automatizace libera¢nich testii pro uvoliiovani biologicky aktivnich
latek z nanovlaken. Diplomova prace, Farmaceuticka fakulta UK, 2020.

[6] ERNEST, R. Monitorovani liberacnich testli pro uvolfiovani klotrimazolu z nanovlaken.
Diplomova prace, Farmaceuticka fakulta UK, 2021.

[7] MUKAROVSKA, S. Automatizace libera¢nich testli pro uvolnéni klotrimazolu z rizné
sycenych polymernich nanovladken. Diplomova prace, Farmaceutické fakulta UK, 2022.

[8] KURUL, E., HEKIMOGLU, S. Skin permeation of two different benzophenone derivatives
from various vehicles. International journal of cosmetic science, 2001, 23.4: 211-218.

[9] Fyzikélné-chemické vlastnosti sulisobenzonu https://go.drugbank.com/drugs/DB11185 (6.3.
2023)

[10] Benzophenone https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/benzophenone (6.3.2023)

[11] National Center for Biotechnology Information (2023). PubChem Compound Summary for
CID 3102, Benzophenone. Retrieved March 3, 2023
from https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benzophenone.

[12] https://www.medchemexpress.com/Sulisobenzone.html (20.2.2023)

[13] SEMONES, M. C., et al. Photodegradation of UV filters oxybenzone and sulisobenzone in
wastewater effluent and by dissolved organic matter. Applied Geochemistry, 2017, 83: 150-157.

[14] COLAS-RUIZ, N. R., et al. Multi-omic approach to evaluate the response of gilt-head sea
bream (Sparus aurata) exposed to the UV filter sulisobenzone. Science of the Total Environment,
2022, 803: 150080.

[15] KIM, D.-H., et al. Comprehensive investigation of persistent and mobile chemicals and per-
and polyfluoroalkyl substances in urine of flemish adolescents using a suspect screening
approach. Environmental Pollution, 2022, 312: 119972.

[16] BRATKOVICS, S., et al. Baseline monitoring of organic sunscreen compounds along South
Carolina's coastal marine environment. Marine Pollution Bulletin, 2015, 101.1: 370-377.

68


https://www.flowinjectiontutorial.com/Methods%202.1.2.%20Flow%20Programming.html
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=352.50
https://dermnetnz.org/topics/allergy-to-benzophenone%20(6.3.2023
https://go.drugbank.com/drugs/DB11185%20(6.3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/benzophenone%20(6.3.2023
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benzophenone
https://www.medchemexpress.com/Sulisobenzone.html

[17] DO, T. K. T., et al. Development of the first universal mixture for use in system suitability
tests for high-performance thin layer chromatography. Journal of Chromatography A, 2021, 1638:
461830.

[18] ISSA, S., MOSTAFA, A. M. A., AUDA, S. H. Radio-protective properties of some sunblock
agents against ionizing radiation. Progress in Nuclear Energy, 2018, 107: 184-192.

[19] SCHMID, M., et al. Applicability of the Universal Mixture for describing system suitability
and quality of analytical data in routine normal phase High Performance Thin Layer
Chromatography methods. Journal of Chromatography A, 2022, 1666: 462863.

[20] Application Note: Strat-M® Membranes and Sunscreen Substituting Strat—-M® membrane for
human skin in evaluating effect of encapsulation on diffusion on sunscreen formulations, Merck
Millipore, https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/product/Strat-M-Membrane-Transdermal-
Diffusion-Test-Model-47mm,MM_NF-
SKBMO04760?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F#anchor BRO (6.3.2023)

[21] Merck Millipore, https://www.merckmillipore.com/CZ/cs/product/Strat-M-Membrane-
Transdermal-Diffusion-Test-Model-47mm,MM_NF-
SKBMO047607ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com%2F#anchor BRO (6.3.2023)

[22] ZAGATTO, E.A.G., VIDA, A.C.F., WORSFOLD, P.J. Flow Analysis: Overviewx.
Reference Module in Chemistry, Molecular Sciences and Chemical Engineering [online]. Elsevier,
2016, 2016. ISBN 9780124095472. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-409547-2.12202-4

[23] KLIMUNDOVA, J. Aplikace sekvenéni injekéni analyzy ve farmaceutické analyze. Hradec
Kralové, 2006. Disertacni prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove,
Katedra analytické chemie. Vedouci prace Solich, P.

[24] SKLENAROVA, H. Automatizace-terminologie, priitokové techniky prezentace k predmétu
Specialni metody instrumentalni analyzy. Univerzita Karlova Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralove (12.3.2023)

[25] SKLENAROVA, H. Neseparaéni pritokové metody ¢esky prednaska k predmétu Specialni
metody instrumentalni analyzy. Univerzita Karlova Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralove
(8.3.2023)

[26] PASEKOVA, H., POLASEK, M., SOLICH, P. Sequential injection analysis. Chemick¢ listy,
1999, 93.6.

[27] LAIWATTANAPAISAL, W., et al. Simple sequential injection analysis system for rapid
determination of microalbuminuria. Talanta, 2009, 79.4: 1104-1110.

[28] SATINSKY, D., et al. Sequential injection chromatographic determination of paracetamol,
caffeine, and acetylsalicylic acid in pharmaceutical tablets. Journal of Separation Science, 2004,
27.7-8: 529-536.

69



[29] DURAN, A., et al. Virtual instrument for an automated potentiometric e-tongue employing
the STA technique. Sensors, 2005, 6.1: 19-29.

[30] TOTH, 1. V., SEGUNDO, M. A., RANGEL, A. OSS. Food, beverages and agricultural
applications. In: Comprehensive Analytical Chemistry. Elsevier, 2008. p. 513-558.

[31] TODA, K., DASGUPTA, P. K. Environmental Applications: Atmospheric Trace Gas
Analyses. In: Comprehensive Analytical Chemistry. Elsevier, 2008. p. 639-683.

[32] WORSFOLD, P. J., MCKELVIE, 1. D., HANRAHAN, G. Environmental applications:
Waters, sediments and soils. In: Comprehensive Analytical Chemistry. Elsevier, 2008. p. 685-760.

[33] Cesky 1ékopis 2017, GRADA Publishing a.s., kapitola 2.9.4 zkouska disoluce transdermalnich
ptipravk, str. 380.

[34] UCHIDA, T., et al. Prediction of skin permeation by chemical compounds using the artificial
membrane, Strat-M™, European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2015, 67: 113-118.

[35] HAQ, A., et al. Membrane properties for permeability testing: Skin versus synthetic
membranes. International journal of pharmaceutics, 2018, 539.1-2: 58-64.

[36] SOLICH, P., SKLENAROVA, H., HUCLOVA, I., SATINSKY, D., SCHAEFFER, U.F. Fully
automated drug liberation apparatus for semisolid preparations based on sequential injection
analysis, Analytica Chimica Acta 499 (2003) 9-16.

[37] KLIMUNDOVA, J., MERVARTOVA, K., SKLENAROVA, H., SOLICH, P., POLASEK,
M. Automated sequential injection fluorimetric set-up for multiple release testing of topical
formulation. Analytica Chimica Acta 2006, 573-574, 366-370.

70



8.1

8. Prilohy

Program k promyti systému pred monitorovanim
'1 waste
'2 solution
'3 carrier
'4solution
'5-7 solutions
'8 detector

Loop Start (#) 2

Multiposition Valve port 7

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 2000
Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done

Multiposition Valve port 8
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done
Syringe Pump Dispense (microliter) 4000
Syringe Pump Delay Until Done

Loop End
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8.2

Program pro monitorovani liberace sulisobenzonu

'1 waste

'2 solution

'3 carrier

'4 solution

'5-7 solutions

'8 detector

Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 280
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 400
Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference
Loop Start (#) 24

'"Washing port

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 400
Syringe Pump Delay Until Done

'Aspiration of sample

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50
Syringe Pump Delay Until Done

'Discharge to waste

Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Dispense (microliter) 500
Syringe Pump Delay Until Done

'Fill syringe pump partly

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 650
Syringe Pump Delay Until Done

Sample Description

'Aspiration of sample

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50 "***
Syringe Pump Delay Until Done
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Delay (sec) 1

'Push solution towards detection cell
Multiposition Valve port 8

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30 "***
Syringe Pump Dispense (microliter) 700

'Start measuring

Delay (sec) 1

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning
Analyte New Sample

Analyte Name sulisobenzon

Delay (sec) 20

Syringe Pump Delay Until Done
Spectrometer Stop Scanning

'Fill syringe pump partly

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 650
Syringe Pump Delay Until Done

Sample Description

'Aspiration of sample

Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50 "***
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Push solution towards detection cell
Multiposition Valve port 8

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30 "***
Syringe Pump Dispense (microliter) 700

'Start measuring

Delay (sec) 1

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning
Analyte New Sample

Analyte Name sulisobenzon

Delay (sec) 20

Syringe Pump Delay Until Done
Spectrometer Stop Scanning
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8.3

'Filling back the port

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Aspirate (microliter) 500
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 4

Syringe Pump Aspirate (microliter) 300
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 2

Syringe Pump Dispense (microliter) 200
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 1

Syringe Pump Dispense (microliter) 600
Syringe Pump Delay Until Done

Delay (sec) 56

Multiposition Valve port 1
Syringe Pump Empty

Syringe Pump Delay Until Done

Loop End

Program pro spektrofotometrické méreni kalibrace sulisobenzonu

'1 waste

'2 solution

'3 carrier

'4 solution

'5-7 solutions

'8 detector

Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 280
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 400
Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference
Loop Start (#) 3

'Aspiration of sample

Multiposition Valve port 3

Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Aspirate (microliter) 1000
Syringe Pump Delay Until Done
Multiposition Valve port 7

Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 60
Syringe Pump Delay Until Done

Syringe Pump Aspirate (microliter) 50 "***
Syringe Pump Delay Until Done

'Push solution towards detection cell
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Multiposition Valve port 8
Syringe Pump Flowrate (microliter/sec) 30 "***
Syringe Pump Empty

'Start measuring

Spectrometer Reference Scan
Spectrometer Absorbance Scanning
Analyte New Sample

Analyte Name kalibracka

Delay (sec) 20

Syringe Pump Delay Until Done
Spectrometer Stop Scanning

Loop End
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