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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Katedra farmaceutické technologie
Kandidat Mgr. Jana Stikova
Konzultant Doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Nazev rigorézni prace Standardizovana studie kozniho priniku kofeinu z krému
s transkarbamem 12

Teoreticka ¢ast prace shrnuje problematiku propustnosti kozni bariéry a zabyva se
transdermalni aplikaci léCiv. Stru¢né sumarizuje dosavadni poznatky o akcelerantech
transdermalni permeace, zejména transkarbamech. Zabyva se také testovanim latek in vitro
a méfenim elektrického odporu klze.

Cilem prace bylo ziskat experimentalni idaje pro dokumentaci a ovéfeni existence souvislosti
mezi elektrickym odporem klze a fluxem kofeinu jako vybraného permeantu ze suspenzi

a z krémUl s obsahem transkarbamu 12. Navaznym ukolem bylo ovéfit, zda k ziskani l1épe
interpretovatelnych vysledk v in vitro permeaénim méreni Ize vyuzit korekci pomoci hodnot
fluxh modelového permeantu z tésné predchazejiciho méreni fluxa téze latky ze suspenze.
Cim vy8&i vodivost koznich $t&pd, tim vy3si byl zaznamenan pranik kofeinu z donorovych
vzorkd.

Pro nekorigované hodnoty flux(i a logaritmickou aproximaci zavislosti fluxti daného permeantu
na elektrické vodivosti koznich §tépu byly ziskany korelaéni koeficienty r = 0,5971 (v sérii P1B),
r =0,8545 (v sérii P2B) a r = 0,7992 v souhrnu obou sérii (n = 41 replikatu).

Pro korigované hodnoty fluxd byly analogicky zjistény korelaéni koeficienty r = 0,6177,
r=0,8657 ar = 0,7520 v souhrnu obou sérii.

Klicova slova: elektricka vodivost kuze, transdermalni prinik léciv



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Department of Pharmaceutical Technology

Candidate Mgr. Jana Stikova

Consultant Doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Title of Thesis Standardized study of skin permeation of caffeine from creams
with transkarbam 12

The teoretical part of this work covers topics of permeability of skin barrier and transdermal drug
application. It briefly summarizes existing knowledge about transdermal permeation enhancers,
particularly transkarbams. It also deals with in vitro tests and dermal electrical resistance
measurement.

The aim of this work was to gain data for documentation and testing of the existence

of the connection between the transdermal electrical resistance and the flux of caffeine

as chosen permeant from suspensions and from creams containing transkarbam 12.

The subsequent aim was to verify if better (more interpretable) results in in vitro permeation
measurements can be acquired by correction of the values of caffeine flux from cream

by immediately preceding measurement of its flux from suspension.

The higher the skin conductivity, the higher the caffeine permeation from donor symplex was
recorded.

The following correlation coefficients of logarithmic approximation of relationship between
permeant fluxes and skin electrical conductivity were obtained for uncorrected flux values:
r=0,5971 (series P1B), r = 0,8545 (series P2B) and r = 0,7992 for summary of both series
(n=41).

The correlation coefficients r = 0,6177 (series P1B), r = 0,8657 (series P2B) and r = 0,7520

for both series were acquired in the same way from corrected flux values

Keywords: dermal electrical conductivity, transdermal permeation of active substances
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1 UVOD

Podani latek ptes kiazi do podkozi ke krevnim kapildram a nasledné vyvolani
systémového ucinku se oznacuje jako transdermalni aplikace 1éc¢iv. Tento zpusob
podani latek ma tadu vyhod, ale zaroven narazi na riznd uskali. Jako ptiklad vyhody
oproti peroralnimu podani lze uvést to, Ze po vstiebani z gastrointestinalniho traktu
nedochazi k ¢aste¢né metabolizaci 1é¢iva v jatrech, dale je zamezeno jeho interakci
S potravinami a jinymi 1éCivy, existuje moznost rychlého ukonceni pusobeni latky.
Oproti aplikaci parenteralni je zase aplikace transdermalni snazsi, nejsou K ni nutné
dalsi pomicky a nemusi byt provadéla zdravotnickym personalem. Mezi nevyhody patii
hlavné¢ fakt, ze znacné mmnozstvi 1é¢iv neni schopné pies kuzi v dostatecné mire
proniknout. KizZe totiz pomahé chranit organismus vic¢i chemickym a mechanickym
vlivim, pfi¢emz za bariérovou funkci kiize je zodpovédna piredevSim nejsvrchnéjsi
vrstva pokozky — stratum corneum.

Propustnost kozni bariery je vSak mozné fyzikalné nebo chemicky ovlivnit.
Ke druhému zplsobu patiti vyznamnd skupina farmaceutickych pomocnych
latek — akcelerantl transdermalni penetrace a permeace), jejichz hlavnim mechanismem
ucinku je interakce s lipidy interceluldrniho prostoru stratum corneum.

Problematika akcelarantii transdermalni permeace se fesi na Farmaceutické
fakult¢ UK v Hradci Kralové pfiblizné 20 let a FeSitelsky tym této fakulty je v Ceské
republice jediny, ktery ma k dispozici pivodni prakticky pouzitelné slouceniny. Podle
dosavadnich vysledkti vyzkum v této oblasti se velmi dobie ukazuje latka, ktera nese
oznaceni transkarbam 12 (T12).

Predkladana rigordzni prace se zabyva hodnocenim kozniho priniku kofeinu
z vehikul rozdilného typu vcetn€ ostuptiovaného obsahu transkarbamu 12 a koZniho
odporu koznich $tépti z usSnich boltci samic prasete domaciho (Sus scrofa,

v. domestica).



2 CIL PRACE

Provést permeacnich in vitro pokusy tak, aby bylo mozné:

1. Proméfit a predbézné vyhodnotit souvislost naméfenych hodnot fluxi kofeinu jako
modelové latky po aplikaci prostfednictvim suspenze a nasledné aplikace

prostiednictvim krému s naméfenymi hodnotami elektrickych odpori koznich $tépa.

2. Overit, zda korekce hodnot fluxd permeantu z krému pomoci pfedchoziho méfeni

fluxi ze suspenze umozni ziskat 1épe interpretovatelné vysledky méteni.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Kiize a aplikace 1éCiv

Kuze je nejveétsim organem lidského téla, celkova plocha kize dospélého ¢lovéka
se pohybuje v rozmezi 1,5 az 2 m?, celkova hmotnost ¢ini v priméru 18 az 20 kg.
Hmotnost pokozky se pohybuje okolo 0,5 kg, hmotnost Skary okolo 3,5 kg, nejvétsi
vahovy podil pfipadd na podkozi. Uvedené udaje jsou modifikovany konkrétni vyskou
a hmotnosti dan¢ho jednotlivce, nicméné z jejich hodnot je patrné, Ze transdermalni
absorpci mize vstupovat do organismu vyznamné mnozstvi chemickych latek.
Obdobnou situaci mizeme nalézt téz pti dermalni aplikaci 1é¢iv, kdy vedle terapeuticky
Géinnych latek vstupuji do organismu i latky pomocné, ¢asto s nezadoucimi Géinky.*

V ptipad€ 1é¢iv aplikovanych na kiizi lze rozlist ptipravky dermdini s 1éCivy
pusobicimi na kazi a v kGzi a ptipravky transdermalni, které maji vyvolat systémovy
ucinek poté, co ucinné latky prekonaji kozni bariéru a proniknou do podkozi ke krevnim
kapilaram. Transdermalni 1éky se cilené formuluji tak, aby se 1é¢iva po prekonani kiize
dostala do krevniho ob&hu v celém Zaddaném mnozstvi, naopak prinik ucinné latky

1.7 ’ ;w7 ;2
dermalniho 1éku do krve neni zadouci.

3.1.1 Vyhody a nevyhody transdermalni aplikace

Zavedeni transdermalni aplikace do béZné klinické praxe znamenalo piinos
v komfortu poskytované péce a tim i vysSi compliance pacienti k 1écbé samotné.
Z hlediska pacienta je samoziejmé nejdilezitéjsi snadnéd aplikace naplasti, jeji rozmér
a diskrétnost.

Transdermalni podani 1é¢iv méa fadu vyhod, mezi néZ patfi napf. zamezeni
first-pass efektu pfi metabolizaci 1éCiva v jatrech a gastrointestinalnim traktu, omezeni
jeho vedlejSich ¢inkl, snizeni kolisani terapeutickych hladin 1é¢iva v krvi
a Vneposledni fad¢ také moZnost rychlého ukonceni podani léciva, nebot’ 1écbu
je mozno velmi jednoduSe pferusit odlepenim.

Z nevyhod lze uvést delsi dobu nastupu efektu 1éku, nebot’ je nutné piekonat
kozni bariéru. Déle je vhodné ménit misto aplikace pti opakovaném nalepeni, drazdivé
a senzibilizujici latky nelze pouzit jako transdermdlni 1é¢iva a také u né€kterych jedinci

se muze vyvinout alergie na plasty, které slouzi k obaleni 16k, 3450



3.2 Kuze

Kuze je hrani¢nim orgdnem mezi vnitinim a zevnim prostfedim a jeji dulezitou
funkci je ochrana proti mechanickému poskozeni, chladu, teplu, UV zafeni, chemickym

R I .7
latkam, vysuSeni a infekci.

3.2.1 Vrstvy kuze

v

Kiize (obr.1) se sklada ze tfi vrstev: nejpovrchnéjsi je epidermis — pokozka,
predstavujici vlastni parenchym kozni, pod ni je corium — Skara, ktera je podplrnou
intersticialni tkani, a nejhloubéji je tela subcutanea — podkozni vazivo.

Hranice mezi Skarou a pokozkou jsou nerovné, nebot’ skéara vybiha vii¢i pokozce

cetnymi vybézky (papillae), do nichz se zanotuji hmatova téliska i cévni kli(“:ky.8

Skara

Pokozka (epidermis) je tvofena mnoha vrstvami bunék dlazdicového epitelu.
Horni vrstvy kize neustdle rohovati, odumiraji a odlupuji se. Je to zplsobeno tim,
ze buiikky v hornich vrstvach pokozky se postupné vice a vice vzdaluji od zdroje
zivin, takZe pozvolna degeneruji, napliuji se keratinem a odumiraji.
Za cely zivot se z Clovéka oloupe asi 18-22 kilogramt mrtvych bunck kize. Bunky
ve spodnich vrstvach klize se neustdle déli a vytlacuji starSi buiiky k povrchu. Pokozka

s v ror ’ ‘1z " veoo. r1.ro s w1, 4 1
neobsahuje zadné cévni kapilary a vétSinu Zivin ziskava ze skary. 0


http://cs.wikipedia.org/wiki/Epitel
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kapil%C3%A1ra
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivina

Bunky epidermis vytvaieji vrstvy (obr. 2). Stratum germinativum je vrstva
zarodecna, rozliSuji se v ni dal$i dvé vrstvy: stratum basale (cylindricum) — jedna
vrstva vysSich cylindrickych (kubickych) bunék pii bazalni membrané, v niz jediné
probiha bunétné dé€leni a vznik novych bunék; stratum spinosum - navazuje
na stratum basale, bunky se zde ve 2-5 vrstvach smérem k povrchu oplostuji.
Dalsimi vrstvami epidermis smérem k povrchu jsou stratum granulosum obsahujici
1-3 wvrstvy bunck, kde se vbunkach zacinaji vytvaret zrna keratohyalinu, coz
je prekurzor keratinu, ulozeny ve form¢ submikroskopickych granul mezi tonofilamenty
keratinocytti . Buniky postupuji k povrchu, diferencuji se a pak podléhaji bunééné smrti,
po ztraté jadra se méni ve stratum lucidum, coz je tenka vrstva napadnéjsi v tlustsi
epidermis na dlani nebo na chodidle. Buiiky této vrstvy obsahuji eleidin (dal$i prekurzor
keratinu obalujici tonofilamenta). Stratum lucidum ptechazi ptesnou hranici ve stratum
corneum, tato vrstva je slozena zplné¢ zrohovatélych bunék, jsou
to bezjaderné keratinocyty (nékdy oznacované jako rohové bunky — korneocyty), v kizi
jsou pevné sestaveny v 15-25 vrstvach a jsou to vlastné¢ odumielé bunky. Kompaktni
spodni Cast této vrstvy se oznauje jako stratum corneum conjunctum, perifenéjsi

a stale se odlupujici oblast se nazyva stratum corneum disjunctum.***?

Stratum corneum —'"_'::} e
- _.-‘-k\_ h; e
e -

Stratum lucidum

Stratum granulosum | ;

Stratum spincsum

Stratum basale

Mimo vySe zminéné zakladni bunky — keratinocyty obsahuje pokozka i jiné
bunky: melanocyty, Langerhansovy buiky a Merkelovy bunky. Melatinocyty jsou

buiiky obsahujici kozni pigment melanin.



Zatimco zrohovatéla vrstva keratinocytu spolu s vymeésky koznich Zlaz
a mazovych zlaz chrani pokozku pted biologickymi a chemickymi zevnimi vlivy,
melanocyty tvoifi ochranu pied ultrafialovym zafenim. Langerhansovy bunky jsou
antigen prezentujici dendrické buinky. Vytvareji se v kostni dieni, dostavaji do Skary
krevni cestou a pies bazalni laminu vstupuji do pokozky. Po kontaktu s antigenem
se vraceji zpét lymfatickym systémem do regiondlnich uzlin. Uplatiiuji se pii vzniku
atopického e¢kzému a ovliviiuji imunitni pochody. Merkelovy burniky jsou nékdy
nazyvané hmatové. Nejvice je jich v pokozce prstii, v ustech a v okoli vlasovych
kotinktli. Tercovité shluky téchto bunék nazyvame Merkelova téliska. Z télisek vybiha
vétvici se vlakno a to dava télu informace o tlaku v kizi. 4%

Druhou vrstvou kize je Skdra (corium), pevna a pruzna vazivova vrstva
ktze (obr. 3). Je tvofena siti kolagenovych a elastickych viaken. Na hranici pokozky
a Skary se nachazeji skarové papily, ve kterych jsou kapilarni sité a nervova zakonceni.
Za ucelem dosazeni vétsi plochy, kterou do pokozky pronikaji ziviny, jsou papily silné
zvInéné. Ve Skafe vSak nalezneme jesté dalsi ¢asti pokozky. Jedna se o kozni a mazové

zlazy a také vlasové cibulky.10

Kolageny
a elastickd vidkna

¥ .
Obr. 3: Stavba 8kary

V dermis se vyskytuje fada specidlnich nervovych zakonceni rGznych typt,
napt. Meissnerova téliska (hmatova téliska umoznujici dotykové ¢iti), Krauseho téliska
(smyslova téliska — receptory chladu), Ruffiniho téliska (smyslové téliska — receptory
tepla) a Vater-Paciniho lameldzni téliska (receptory tahu a tlaku).

Cévy vychazejici z podkozi se ve Skare dale rozvétvuji do velmi jemnych
kapilar, které zasahuji az do nejspodnéjSich bunécnych vrstev pokozky a zajist'uji jejich
zasobovani Zivinami a odvadéni odpadnich latek. Cévy navic pfispivaji k regulaci

télesné teploty.17


http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%A0k%C3%A1ra
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Papila&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Vlasov%C3%A9_cibulky&action=edit&redlink=1

Podkozni vazivo (tela subcutanea) je vrstva kize pod skarou (obr. 4).
V riiznych mistech obsahuje vice ¢i méné tukovych bunék, které slouzi jako zasobarna
energie

a jsou v nich rozpustény vitaminy A, D, E a K. Funkci podkozniho vaziva

je izolovat a chranit svaly a nervy. Podkozni tukova vrstva urcuje tvar a hmotnost
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celého téla.

3.2.2 KiizZe jako diilezité rozhrani

Kuze tvoti rozhrani mezi vnéjsim okolim a vnitrnim prostiedim organismu.
Svym epidermalnim povrchem chrani organismus vi¢i nezadoucim vlivim zevniho
prostiedi, Cili pfedstavuje G¢innou bariéru pro prinik xenobiotik dovnitt, ale zaroven
také chrani organismus pied nezadoucim Unikem endogennich latek. Z jiného uhlu
pohledu lze konstatovat, ze kiize nejen ,,oddéluje®, ale i ,,spojuje* organismus a vnéjsi

prostiedi naptiklad svymi funkcemi sekrecnimi, resorpc“:nimi.lg’19

3.3 Kozni bariéra

Morfologickou strukturu kozni bariéry piedstavuje de facto cela vrstva stratum
corneum, se specifickym bariérovym zaméfenim jeji spodni €ati, tzn. stratum corneum
conjunctum. Z obecné biologického hlediska je kozni povrch ptfedurCen k tomu,
aby latky ze zevniho prostfedi pisobici na kzi bud’ nepropustil, anebo propustil
omezen¢ a selektivne podle jejich povahy, a to jen do urovné bariéry.20

Vlastni koZni bariéru vytvareji ploché, vzajemé do sebe zapadajici korneocyty
vyplnéné kreatinem, které jsou obklopeny velmi lipofilni hmotou oznafovanou jako

extracelulatni lipidova matrix.

10


http://cs.wikipedia.org/wiki/Tukov%C3%A1_bu%C5%88ka
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Takové usporadani vytvari pomérné komplikovanou cestu pro prinik latek
pfes rohovou vrstvu a byva Casto piirovnavano Kk  cihlové  zdi,
kdy korneocyty jsou jako cihly a lipidové lamely pusobi jako cement nebo malta.
Soudrznost bun€k stratum corneum je navic zajiSténa piitomnosti modifikovanych
desmosomd, takzvanych korneodesmosomt.. Korneodesmosomy udrzuji korneocyty

pospolu a poskytuji stratum corneum pevnost a schopnost odolavat posuvnym silam.?*??

3.3.1 Tvorba kozni bariéry

K tomu, aby epidermélni bunka posunovand v pribéhu regenerace z bazalni
vrstvy k povrchu zrohovatéla a stala se soucasti kompaktni rohové vrstvy, potiebuje
asi 26-28 dni. Regenerace samotné rohové vrstvy trva 5-7 dni.?

V koneénych fazich keratinizace dochazi k degradaci bunénych organel
a keratinova vlakna se spojuji do svazkl, které nasledné zcela vyplni wvnitfek
korneocytu. Na vnitini stranu bunécné membrany se ukladd silnd proteinova vrstva,
na kterou se posléze z vnéjsi strany kovalentné vaze monovrstva ceramidi, ktera slouzi
jako matrice pro orientaci dalSich vrstev lipidi. V procesu tvorby lipidovych lamel maji
zasadni vyznam lamelarni granula, vyplnéna stohy lipidickych diskd, ktera se poprvé
objevuji ve stratum spinosum. V pozdni fazi diferenciace keratinocytu, konkrétné
na rozhrani stratum granulosum a stratum corneum téliska migruji k vnéjsi ¢asti buiky,
kde se jejich membrana spoji s plazmatickou membranou a dochazi k uvolnéni lipidi
do mezibunécéného prostoru, a nasledné dojde k metabolizaci prekurzort lipidii pomoci
soucasn¢ uvolnénych enzymd.

Na zavér celého procesu jednotlivé disky fuzuji a vytvoifi soubor lipidovych

lamel, které zcela vyplitujici mezibun&éné prostory — lipidovou matrix (obr. 5).22
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Obr. 5: Tvorba kozni bariéry %
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3.3.2 Chemické sloZeni koZni bariéry

Abychom mohli bariérovou funkci kize ovlivnit a docasné¢ pozménit je nutné
znat podrobné chemické slozeni, protoze to urcuje predevsim fyzikalné-chemické
vlastnosti kozni bariéry.

Stratum corneum je slozeno ze 75-80% proteinil, 5—-15% lipidG a zbytek tvofi
dalsi organické slouceniny a voda, vcetné pfirozenych zvlhcujicich faktort
(aminokyseliny, mocovina, mlécnany), které udrzuji kizi mékkou, poddajnou
a vlacnou. Proteiny jsou obsazeny zejména v korneocytech (asi 70% a-keratinu
a priblizné 10% B-keratinu) a asi 15% proteintl pfedstavuje jiné peptidické struktury,
vcéetné koznich enzymil. Korneocyty jsou vysoce nerozpustné a velmi rezistentni
k pusobeni chemikalii. Keratin je vzhledem Kk vysoké hustoté disulfidovych mustkt
ve vod¢ zcela nerozpustny a spolehlivé odolava kyselinam, solim (odolava i vodé
Mrtvého mote, coz je 30% roztok soli) a slabym zasadam.

Intercelularni prostor Stratum corneum je vyplnén smési specifickych lipida
s malym mnozstvim vody. Tyto lipidy tvofi lamely, které jsou slozené z nékolika
dvojvrstev a jsou uspoiadany tak, ze smétuji svou hydrofobni ¢asti dovniti a hydrofilni,
tvofenou hydroxylovymi a karbonylovymi skupinami vné, do vodného prostiedi.
Lamely jsou tvotfeny pfiblizn¢ z 50% ceramidy, 25% cholesterolem, 10% volnymi
mastnymi kyselinami. Zbytek tvoii organické estery cholesterolu, cholesterol sulfat

a glukosylceramidy. Zajimavé je, ze v téchto lamelach nejsou pfitomny fosfolipidy.24’25

3.3.3 Ceramidy jako dilezita soucast kozni bariéry

vvvvvv

typt ceramidl, které se navzajem liSi stavbou poldrni hlavy a primérou délkou
fetézcl. Zakladem molekuly ceramidu je bazicky alkohol, kterym muze byt sfingozin,
fytosfingozin nebo 6-hydroxysfingozin. Na jejich primarni aminoskupinu v poloze 2
se amidicky vaze mastna kyselina, kterda muze v poloze o a nebo o obsahovat
hydroxyskupinu. Délka mastné kyseliny se pohybuje od 16 az po 34 uhlika
V o-hydroxylovanych ceramidech, pficemz nejCastéji se vyskytuji kyseliny obsahujici
24 uhlikt. Zvlast vyznamné jsou tfi typy ceramidu, které obsahuji m-hydroxykyselinu
o délce pfiblizné 30 uhliki, na jejiz koncovy hydroxyl se estericky vdZe esencialni
mastna kyselina, kyselina linoleova. Tyto ceramidy slouzi jako molekularni spojky mezi

jednotlivymi lamelami. Obecné molekula ceramidu obsahuje polarni hlavu a dva
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hydrofobni fetézce, podobné jako fosfolipidy tvofici béZzné bunééné membrany. Oproti
nim je vsak polarni hlava ceramidi vyrazné¢ mensi, coz umoziuje jejich tésngjsi
uspofadani v lamele. Ceramidy maji navic podstatné del$i hydrofobni fetézce
a nevytvareji dvojvrstvy, nybrz nékolikavrstvé propojené lamelarni struktury, diky nimz

je propustnost ceramidovych lamel velmi mala (obr. 6).22

Ceramidy Fosfolipidy
TR (i s

Eetn
. ...

Fosfolipidové

Ceramidové lamely v SC avojvrstvy
I e | — ::‘)
e e ey =
e e [l e =

* e e
=0

Obr. 6: Srovnani struktur ceramidi a fosfolipidii 22

3.3.4 Prinik pres kozni bariéru

Pti dermdlni expozici mohou chemické latky pronikat do vnitiniho prostiedi
organismu v zasad¢ péti riznymi cestami: transcelularni cestou — tj. pies téla bunék
rohové vrstvy (korneocytu) a bunék zbyvajicich vrstev pokozky (keratinocyti);
intercelularni cestou — tj. mezibunécnymi prostory; vlasovymi folikuly; mazovymi
zlazami a také vyvody potnich Z1az.

Vétsina latek prochazi interceluldrni cestou pienosu, mensi mnozstvi latek
prochdzi cestou transcelularni. Prinik latek cestou vlasovych folikuli a vyvody potnich

a mazovych 71z ma okrajovy vyznam s vyjimkou expozic vlasaté asti hlavy.'

3.3.5 ZvySeni propustnosti koZni bariéry

Ovlivnit kdzi jako bariéru ve smyslu zvyseni jeji propustnosti je v zdsadé mozné
fyzikéalné nebo za pomoci chemickych sloucenin.

Z fyzikalnich metod lze jmenovat naptiklad elektroporaci, kdy ke zlepseni
permeace dochdzi vytvoirenim S§irSich hydrofilnich pérd pomoci slabého elektrického
proudu nebo sonoporaci, ktera k terapeutické aplikaci latek vyuziva ultrazvuku. Mezi
dal§i fyzikalni metody patii taktéZ vyuziti iontoforézy. lontoforéza je fyzikalni
neinvazivni metoda, pfi niZ pomoci stejnosmérného proudu prochazeji neporuSenym

povrchem klize ionizované latky. Pouziva se obvykle proud o napéti 15-30 mA.
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Protoze vyuziti fyzikalnich metod limituje nutnost pouziti zafizeni pro aplikaci,
jevi se jako schidngjsi ovlivnit kiizi chemicky, tzn. problém Spatného priniku 1€civ pres
ktzi ftesit pouzitim farmaceutickych pomocnych latek — akcelerantli transdermalni

permeace 24,26,27,28

3.4 Akceleranty transdermalni permeace

Akceleranty transdermalni permeace jsou chemicky riznorodou skupinou latek,

r LTSS P4 v e e r c 1.0 v s o - fowe 28
ktera reverzibilné snizuje bariérové vlastnosti klize a umoziuje tak prinik 1é¢iva.

3.4.1 Mechanismus pusobeni akceleranti transdermalni permeace

K tomu, aby latky pisobily jako akceleranty, musi byt schopné reverzibilné snizit
kozni bariéru. Molekula akcelerantu se musi inkorporovat do lipidi lamel stratum
corneum, ¢imz dojde k poruSeni kompaktnosti ceramidovych lamel a docCasnému
zvySeni propustnosti kozni bariéry.29

Plsobeni akcelerantli na stratum corneum shrnul Barry jiz v roce 1987 do téchto
zakladnich bodi:

a) vSechny urychlovace transdermalni penetrace rozruSuji lipidové vrstvy kiize
a zvySuji tak jejich fluiditu. Méné rigidni struktura klize je pro 1é¢iva propustnéjsi,

b) n€které akceleranty interaguji s intracelularnimi proteiny stratum corneum,
piedevsim s a-keratinem. Nabobtnalymi bunkami poté polarni 1é¢iva prochazeji
1épe,

¢) difuzni odpor rohové vrstvy je do zna¢né miry ovlivnén jeji hydrataci. V hydratované
ktzi jsou mezibun&tné prostory méné viskdzni, voda kompetuje na vazebnych
mistech membran a jejich diftzni odpor klesa.

Podle dosavadnich poznatki se pfedpoklada, ze mechanismus ucinku akceleranti
spociva v jednom ze tii nasledujicich efektd, poptipadé v jejich kombinaci:

a) uc¢inkem akcelerantu dochazi krozruSeni organizované struktury lipidt
v intercelularnich prostorech kiize, zejména v rohové vrstve,

b) akcelerant interaguje s intracelularnimi proteiny kize,

c) akcelerant optimalizuje hodnotu rozdélovaciho koeficientu 1é¢iva mezi 1éCivym

o .o . . 30
ptipravkem a koZnimi membranami.
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3.4.2 Pozadavky na akceleranty transdermalni permeace

U akcelerantli transdermalni permeace se nejvice pozaduji nasledujici vlastnosti:
nem¢ély by byt toxické, drazdivé a alergizujici; mély by puasobit rychle a trvani ucinku
by mélo byt predvidatelné i reprodukovatelné; nemély by vykazovat vlastni
farmakologickou aktivitu uvnitf organismu, tzn. nemé&ly by se vazat na receptory; jejich
ucinek by mél byt jednosmérny, ¢ili mély by umoznit 1é¢iviim vstup do téla a nedovolit
unik endogennich latek z téla; po jejich odstranéni z kize musi dojit k rychlé obnové
bariérovych vlastnosti kiize; musi byt kompatibilni s 1é¢ivy, mastovymi zéklady
a ostatnimi slozkami Iékové formy. V neposledni fadé musi byt snadno vyrobitelné

a nemély by byt prili§ nakladné.3**

3.4.3 Rozdéleni akcelerantii transdermalni permeace

Akceleranty je mozné podle chemické struktury rozdélit naptikad na:

1) Alkylsulfoxidy — nejznaméjsi z této skupiny je dimethylsulfoxid. Pasobi tak,
ze diky své polarité interaguje s hydrofilnimi skupinami lipidi, vytvari s nimi vodikové
vazby, solvatacni obal a rozruSuje organizované¢ vrstvy lipidi v intercelularnim
prostoru. Rozsiteni hydrofilni oblasti v tomto prostoru pak usnadiiuje priunik hlavné
hydrofilnim latkam.*

Donedavna byl jednim z nejpouzivanéjSich akcelerantt ,,in vitro®, ale v posledni
dobé se od jeho pouzivani upousti pro jeho vlastni farmakologické ucinky, a také proto
Ze je nutné jej pouzivat ve vysokych koncentracich, tzn. 60% a vice.3#3

2) Alkoholy — alkoholy spliuji jednu z podminek, kterym obvykle maji
urychlovace transdermalni permeace vyhovovat, a to Ze vyborné rozpousti 1écivé latky.
Utinek ethanolu spo¢ivéa pravdépodobné na delipidizaci kize.

Uplatnuji se dale hlavné alkoholy nizsi, s poctem uhlikli do Sesti, ale i alkoholy
vy$§i od dekanolu po linolcylalkohol. Zatimco hydrofilni alkoholy piisobi pouze
mechanismem zvySovani rozpustnosti 1écivé latky a naslednym zvySovanim
koncentraé¢niho spadu, jejich difuzibilni formy, vyssi lipofilni alkoholy extrahuji lipidy
a proteiny ze stratum corneum.

3) Dioly a acetaly — tato znama rozpoustédla nemaji vyrazné vlastnosti
urychlovaci, spiSe UCinné€j§i urychlovade v jejich aktivit¢ vhodné dopliuji.
Nejpouzivangjsi z této skupiny jsou propylenglykol, 1,3-butandiol, 2,3-butandiol

a 2-methyl-2,4-pentandiol.*

15



4) Alifatické kyseliny a jejich estery — jedna se o mén¢ ucinné urychlovace
transdermalni permeace. Dobfe prozkoumano je pusobeni kyseliny olejoveé,
undecylenové, linolenové a ikosapentaenové, zatimco plisobeni esteri nizsich
1 vyssich alifatickych kyselin neni dobfe znamo. Do uvahy pfichazi jako rozpoustédlo
dobfe znamy 2-propylmiristat, ktery je urychlovacem jen ve spojeni
s 2-propanolem.®3*

5) Derivaty hydroxykyselin — v experimentu se dokazaly pozitivni vysledky
s hexadecyllaktaitem a dodecyllaktditem. Urychlovace tohoto typu jsou pouzitelné
V nosnich a vaginalnich lécich.

6) Amidy kyselin — i kdyz dimethylformamid a dimethylacetamid jsou vynikajici
rozpoustédla, jako akceleranty ztraceji vyznam, protoze jejich ucinnost je nizsi
nez dirnethylsulfoxidu.32

7) Derivaty mocoviny — mechanismus u¢inku mocoviny se zaklada na hydrataci
rohové vrstvy pokozky, avSak po delsi dobé pusobeni také na keratoplastickém
a keratolytickém efektu. U¢inek mocoviny jako akcelerantu transdermalni permeace
se vyznamné zvysi, je-li kni jako koakcelerant ptidan propylenglykol zvysuje
ptisada propylenglykolu. Akcelera¢ni G¢inek maji derivaty 2-imidazolinonu, konkrétné
1-dodecyl-3-methyl-2-imidazolinon.** *°

8) Ketony — nizsi alifatické ketony pisobi jako rozpoustédla lipidt. Lipofilnéjsi
maji veétsi rozpoustéci schopnost, ale jsou drazdivé. Ze skupiny makrocyklickych
ketontl je nejaktivn&jsim urychlovadem cyklopentadekanon.®

9) Terpeny — patii sem chemicka individua i smési téchto latek — ptirodni silice.
Jejich plsobeni pravdépodobné spocivd v naruSenim organizovanych lipoidnich
struktur a nasledné interakci s intercelularnimi proteiny.

Bylo testovano mnoho latek jako akcelerantl transdermdlni permeace mezi néz
patii napiiklad d-limonen, 1,8-cineol, menthon, nerolidol... Jako nejt¢ing;jsi akceleranty
se doposud ukazaly askaridol a eukalyptol.*%3*

10) Derivaty sacharidi — jako urychlovace absorpce 1é¢iv z vodnych roztokt
je pouzitelny 2-hydroxypropyl-D-cyklodextrin. Tenzidy, estery sacharosy maji jako
urychlovace vyhodu, Ze jsou malo toxické a nedrazdi kazi. Ur€ité zkuSenoSti jsou
s dodecylesterem.

11) Aminy — jako urychlovace permeace a penetrace se vyuzily cyklické aminy
oznaCované za ananloga Azonu (viz. dale): 1-dodecylazetidin, 1-dodecylpyrrolidin,

1-dodecylpiperidin. Strukturné zajimavymi urychlovaci jsou oxidy aming. >
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3.4.3.1 Aminokyseliny a jejich derivaty jako duleZié akceleranty
L-aminokyseliny jsou urychlovace permeace a penetrace mnohych IéCivych

latek, zejména steroidi. Mechanismus jejich uc¢inku spociva pravdépodobné v ovlivnéni
keratinové slozky ktize. Jejich ucinnost je zavisla na aktudlni hodnoté¢ pH vehikula,
V némz jsou dispergovany.

Dulezitymi derivaty jsou slouCeniny odvozené od Q-aminokyselin. Sem lze
zatadit znacné mnozstvi struktur dosud publikovanych akcelerantli. Zaroven je mizeme
povazovat za akceleranty V soucCasné dobé nejstudovanéjSi a také nejucinnéjsi.
Nejpocetnéjsi je skupina cyklickych derivatic aminokyselin-laktamii.

Nejvyznamnéjsi se ukazaly e-laktamy z nichz N-dodecyl-e-kaprolaktam neboli
AZONE® — 1-dodecyl-2-azepanon (obr. 7), byl patentovany v USA vroce 1976.%
Azone pozdéji posluzil jako predloha a sehral tak klicovou tulohu ve vyvoji

transkarbamili, coz jsou velmi nad¢né akcelaranty transdermélni permeace,

syntetizované na UK-FaF.*®

Obr. 7: Azone **

Utinek Azonu byl testovan na nepieberné fadé 1é¢iv. Azon lze pouzit jako
efektivni akcelerant pro Siroky okruh latek, pficemz se miize jednat o latky hydrofilni
1 lipofilni, s vyjimkou vysoce liofilnich latek.

Nevyhodou Azonu je, Ze se jedna o ucinny akcelarant pouze v polarnim
prostiedi, v lipofilnim prostiedi jako jsou naptiklad rostliné oleje ¢i parafinovy olej je

jeho G&inek inhibovan.®

3.4.3.2 Biodegradabilni akceleranty®
Akceleranty tohoto typu byly vyvijeny s mySlenkou, nalézt akceleracné Géinny

derivat slouceniny blizké lidskému organizmu a nebo derivat slouceniny se zndmou,
velmi nizkou toxicitou. Slouceniny, které by spliovaly tyto pozadavky se podafilo

nalézt mezi derivaty a-aminokyselin.
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Princip jejich derivatizace spociva v omezeni polarity karboxylové skupiny
tvorbou methylesteru a acylace aminoskupiny zbytkem mastné kyseliny (C12).
Nejlepsiho t¢inku bylo dosazeno u takto derivatizovaného alaninu.

Jako nadéjné latky reprezentujici skupinu biodegrabilnich akcelerani se jevi
dodecyl-dimethylaminoacetat a dodecylester N,N-dimethylalaninu, které maji aktivitu
2-3krat vyssi nez Azone. Zajimavymi latkami se v tomto kontextu zdaji také estery

kyseliny tranexamové.
3.5 Transkarbamy

Problematika akcelarantl transdermalni permeace je na UK- FaF feSena od roku
1989 a tato fakulta je doposud jedinym pracovistém v CR, na kterém probih4 zakladni
vyzkum v této oblasti farmaceutické chemie a farmaceutické technologie.*®

Scilem ziskat flexibilni obménu molekuly Azonu a zaroven pfipravit
biodegradabilni akcelerant byly pfipraveny na FaF UK estery 6-aminohexanové
kyseliny, jejichz stabilizaci oxidem uhli¢itym vznikly symetrické soli karbamovych
kyselin, nazvané transkarbamy.?

Termindlni aminoskupina predstavujici primdrni amin je totiz znacn¢ bazicka
a proto ma enormni afinitu k oxidu uhli¢itému (i k oxidu uhli¢itému v atmosféte), jak
je znazornéno na reakci uvedené na obrazku 7.

To, Ze latky funguji pouze ve formé soli karbamovych kyselin bylo posléze
provéieno celou fadou hodnoceni s vyloucenim pfitomnosti CO,%®

Modelovou hydrolyzou za pouziti praseci esterazy bylo zjisténo, ze transkarbam
se snadno metabolizuje na kys. g-aminokapronovou a laurylalkohol (obr. 8), coZ jsou

’ ’ s . Vv v v r s v H 24
latky se znamou toxicitou a bézné pouzivané v medicing, resp. v kosmetice.

0 Y CENTTTS TSN TSc . kys. s-aminokapronova
o co Ox¢ I s

N—C1H; > O~ g “
g N CiaHae 0 <
S N e s (ASE ~——= laurylalkohol

Transkarbam

Obr. 8: Syntéza transkarbamu a jeho metabolity “*

18



3.5.1 Mechanismus uc¢inku transkarbamu

Transkarbamy disponuji podobnymi vlastnostmi 1 rozméry jako nékteré
Z ceramidd.

Presny mechanismus ucinku neni dosud zcela objasnén, ale bylo jiz jasné
prokazano, ze transkarbamy interaguji s lipidickymi slozkami stratum corneum, nebot’

jim to umoziiuje jejich strukturdini podobnost s ceramidy.*®’

3.5.2 Transkarbam 12

Transkarbam 12 — 5-(dodecyloxykarbonyl)pentylammonium-(dodecyloxykarbonyl)
pentylkarbamat, T12 — je velmi G¢inny urychlova¢ transdermalni penetrace (obr. 9),

ktery byl ziskan pocitacovym modelovanim na FaF UK.*®

H O
> S W W b
O

Obr. 9: Transkarbam 12 *°
3.6 Testovani absorpce chemickych latek

Obecné lze k testovani pfenosu chemickych latek kzi pouzit nasledujici metody:
1) pokus in vivo na ¢lovéku nebo zvifeti,
2) pokus in vitro na kazi lidské, zvifeci nebo uméle vytvorené,
3) pokus in vitro na membrang (jiné nez kize),
4) modelovani absorpce in silico.
V testech na zvifatech bylo prokazano, ze absorpce latek pies kozni membranu

in vitro byva obvykle vyssi nez absorpce in vivo.
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3.6.1 In vitro testovani

»Zlatym standardem* pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek pies
absorp¢ni membranu in vitro je lidska kuze, jez se ziskava obvykle z tkanové banky
a nebo od darct zivych, vétSinou pacientl pfi chirurgickych operacich, ktefi k tomuto
dali souhlas. Nejcastéji je pouzivana ktize ze zad, bricha, hrudniku nebo boku.

Alternativou k lidské kazi je klize praseci nebo opici, které jsou lidské kiizi velmi
blizké svoji anatomii, fyziologii a chemickym slozenim. Nejcastéji se odebird ze zad,
bokti, nebo bficha ¢i kiize usniho boltce, ktery je svoji anatomickou stavbou lidské kizi
nejvice podobny.

Klze ostatnich zvifat, pouzivanych k laboratornim ucelim (napi. mys, potkan,
morce, kralik) je méné vhodnd, nebot ma anatomicky i chemicky odliSnou stavbu
od kiize lidské, zejména velké mnozstvi vlasovych folikuld. Naptiklad propustnost
potkani kize je v porovnani s kizi lidskou vice neZ desetkrat vyssi. Uroveii dermélni

propustnosti klesa v poradi kralik, potkan, prase a ¢lovék.

3.6.2 lterindividualni a intraindividualni vlastnosti kuze

Podle dosavadnich védeckych poznatkli je transdermalni absorpce chemickych
latek ovlivilovdna vékem darce a jeho pohlavim, hydrataci kiize, mistem odbéru kize
a prostiedim, pii kterém je experiment provadén.

Akomeah a spol.*

srovnavali naptiklad rozdily v prichodu latek pies vzorky
lidské ktize odebrané z biicha 11 darct riizného véku a pohlavi. Testovany byly tii latky
s odlisnou lipofilitou — kofein, methylparaben a butylparaben. Rozdily v absorpci
jednotlivych latek na témze vzorku kiize byly niz$i neZ rozdily v absorpci téZe latky

na vzorcich kiize od riznych darca.

3.6.3 Testovani integrity kiize

Prvnim krokem je zrakovéd kontrola stavu kiiZze pred pokusem s naslednym
vyfazenim vSech poskozenych vzorkt. V dalSich krocich miizeme kontrolu stavu ktze
provadét pomoci pfistroje na mereni transepidermalni ztraty vody (TEWL), pfistroje
na mereni elektrického odporu kiize (TER) nebo provést pokus s priichodem referencni
latky (napf. triciované vody, kofeinu, sacharosy) pres absorpcéni membranu. Je vSak
tteba mit vZzdy na paméti, Ze timto krokem muze dojit k poSkozeni membrany a tim

ke zvyseni absorpce nasledné¢ aplikované testované latky. Integrita kiize muize byt
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méfena 1 v pribéhu testovani formou pfidani referencni latky (napf. triciované
sacharosy, *H) k testované latce. Stejnymi metodami, pouZitymi pred provedenim
pokusu, mtize byt integrita kiize zkontrolovana i po ukonceni pokusu. V tomto piipadé
vSak mtize byt absorpéni membrana jiz poSkozena vlivem testované latky, a proto se
dany zpusob kontroly voli pouze u latek pusobicich na kuzi kratkou dobu, fadové

v minutach.*

3.6.4 Méreni elektrického odporu kiiZe

Vstup proudu do téla zavisi pfedev§im na specifickém elektrickém odporu ktize.
Epidermis ma pomérné vysoky odpor, ktery s vrstvou tuku a koznim mazem tvoii dobry
izolator. Vnitini vrstva kiize ma ale zna¢ny obsah vody a elektrolytl a je proto dobrym
vodi¢em. Odpor také zavisi na stavu povrchu kiize — vihka kiize vzdy lépe vede proud.*

Jako ptiklad pouziti této metody pifi zkoumdani akcelerantii transdermalni
permeace na FaF UK, Ize uvést praci Novotné¢ho a spol.42, ve které kromé jiného
zkoumd méfenim odport kize, zda dochazi k obnoveni jeji bariérové funkce
po odstranéni sledovanych akcelerantti transdermalni permeace.

Jelikoz i ja se na zaklad€ rozporuplnych vysledki ziskanych béhem diplomové
prace domnivam, Ze by mohl prinik suspenze a krému souviset s el. odporem kuze,
zafadila jsem méfeni této veliC¢iny do své rigorozni prace (viz. Cast 4.

EXPERIMENTALNI{ CAST a &4st 6. VYSLEDKY A DISKUZE).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Suroviny a material

SUROVINY VYROBCE (¢i DODAVATEL)
Abil WE 09 Goldschmidt, Darmstadt, Némecko
Acetonitril pro HPLC AlliedSignal, Seelze, Némecko
Azid sodny p.a. Fluka, Buchs, Svycarsko
Diazolidinylurea (95%) Sigma-Aldrich, Praha, CR
Ethylhexylkarbonat Goldschmid, Darmstadt, Némecko
Chlorid sodny CL 2005 Lachema, Brno, CR
[zopropylmyristat Sigma-Aldrich, Praha, CR
Kofein CL 2005 Kulich, Hradec Krélové, CR
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. Penta Ing. Petr Svec, Praha, CR
Kyseliny mravenci p.a. Kulich, Hradec Kralové, CR
Methanol pro HPLC AlliedSignal, Seelze, Némecko
Propylenglykol Kulich, Hradec Kralové, CR
Stearan hlinity CL 2005 Kulich, Hradec Kralové, CR
Transkarbam 12 FaF UK, Hradec Kralové, CR
Trometamol (TRIS) Sigma-Aldrich, Praha, CR
Vazelina bila Kulich, Hradec Kralové, CR
Voda &isténa FaF UK, Hradec Krélové, CR
Voda pro HPLC FaF UK, Hradec Kralové, CR

Vyse uvedené komercné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle
danych  norem  vyrobcl, resp. dodavateli. AbilWEO09 je  smési
polyglyceryl-4-isostearatu, cetylpolyethyklenglykolu/ PPG-10/1 dimetikonu a hexyl-
lauratu. Transkarbam 12 byl vyroben za provoznich podminek ve firmé VUOS

Pardubice.
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4.2 Pristroje

PRiISTROJE

VYROBCE

Analytické vahy

Sartorius, Gottingen, Némecko

Digitalni pH-metr GRYF 209L

Elektroncké pristroje, Havlickiiv Brod,
CR

Elektronicka michacka

Variomag Labortechnik, Miinchen,

Némecko

Franzovy cely

FaF UK, Hradec Kralové, CR

HPLC sestava Agilent Technologies
1200 Series

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

Kombinovana lednice s marazni¢kou

Liebherr, Ochsenhausen, Némecko

LCR meéfici ptistro) VOLTCRAFT
PLUS 4080

Conrad Electronic, Warenberg,

Némecko

Magneticka michacka MM 2A

Laboratorni pfistroje, Praha, CR

Predvazky Kern 440-33

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Ptredvazky Kern 440-53N

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Ultratermostat Haake L

Haake, Berlin, Némecko

Ultrazvukova lazen

Tesla, Vrable, CR

4.2.1 HPLC sestava Agilent Technologies 1200 Series

Sestava pro HPLC od Agilent Technologies 1200 Series se skladala z isokratické
pumpy G1390A, degaseru G1379B, autosampleru G1329A, termostatu G1316A

a UV/VIS detektoru G1314B.

Obr. 10: HLPC sestava




4.2.2 LCR mérici pristro VOLTCRAFT PLUS 4080

Vv

LCR méfic¢ s piepinatelnym meéfenim je urcen pro rozsahla meéteni civek,
kondenzatort a odpord. Disponuje vysokou zakladni piesnosti od 0,5 %,
multifunkénim displejem jakoz 1 integrovanym rozhrani (RS 232). Rozsahlé
vybaveni pristroje dopliiuji zvlastni funkce jako programovatelné poplachové
hodnoty, ukazatel min./max., manualni a automaticky rozsah, méfeni tolerance

a podsviceni displeje.

Obr.11: LCR meéfici piistroj

Technické tidaje: méfici rozsahy: - R: 20 OHM az 10 M OHM
- C: 2000 pF az 20 mF
- L: 20 mH, az 20H
rozlisSovani: R1 m OHM, C 0,1, 1pF, L1 mH
zakladni piesnost: 0,5% v méfeném rozsahu odport
frekvence: (125 Hz/1 kHz)
rozméry: 91 x 192 x 53mm
hmotnost: 360 g
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4.3 Biologicky material

Pro permeacni pokusy byly jak model podobny lidské kazi pouzity Stépy
prasecich kuzi. Tento material byl vyhradné ziskavan ze samic prasete domaciho
Sus scrofa, v. domestica.

Kuze byla preparovana pouze z vnéjsi strany uSnich boltct. Boltce potetované,
zarudlé ¢i jinak poskozené byly vytazeny. Boltce kanct se nepouzivaji, protoze diky
hormonu testosteronu je pozménén metabolismus i celkova struktura kize.

Postup spociva v o€isténi povrchu celého boltce a zbaveni S$tétin. Poté byla
pomoci skalpelu kiize z vnéjsi strany boltce stazena, pficemz nesmélo dojit k jejimu
profiznuti. Nasledné byly stazené klize nékolikanasobné omyty ve fyziologickém
roztoku, ¢imz doslo k dokonalému ocisténi bez jakékoliv zmény struktury celé pokozky.

Takto pfipraveny material byl pouzit pro dal$i ptipravu s§tépt kuze. Jedna se
o ptipravu Stépu, ktery je plnohodnotnou kuzi v celé jeji tlouStce. Postup spociva
v konzervaci (zastaveni vSech enzymatickych procest), zbaveni piebytecné vody,
oznaceni, zataveni do polyethylenové folie a uchovévani pii teplotach nizSich
nez -20 °C v mraznicce. Roztok ke konzervaci byl pfipraven rozpusténim azidu sodného

ve fyziologickém roztoku.

4.4 Slozeni a priprava donorové suspenze

Pro permeacni pokusy byla pfipravena suspenze kofeinu v TRIS pufru.

SloZeni suspenze kofeinu (rozpis na 100g)

SUROVINY Mnozstvi [g]
Coffeinum 3,0
TRIS pufrpH 7,1 ad 100
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4.5 Slozeni a priprava krémiu

4.5.1 Slozeni krémi bez propylenglykolu

Pro permeaéni pokusy byly ptipraveny oleokrémy s 60 % vody. Jednotlivé krémy
se mezi sebou lisily koncentraci transkarbamu 12 (koncentrace T12 je vyjadiena
v procentech Kk celkové hmotnosti finalniho krému). Konkrétné se jedna o tyto
koncentrace T12: 0; 0,3; 0,5; 0,7; 1 %.

SloZeni krému bez propylenglykolu (rozpis na 100 g):

zaklad zaklad zaklad zaklad zaklad
SUROVINY
bez T12 50,3% 50,5% 50,7 % s1%
T12 T12 T12 T12
Aluminium stearicum 50 50 50 50 50
Abil WE 09 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Isopropylum
p' p-y 11,0 11,0 11,0 11,0 11,0
myristicum
Ethylhexylcarbonatum 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Vaselinum album 16,0 15,7 15,5 15,3 15,0
T12 0 0,3 0,5 0,7 1,0
Coffeinum 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
TRIS pufrpH 7,1 ad 100 ad 100 ad 100 ad 100 ad 100

Priprava krémiu bez propylenglykolu

A. Vodna faze

1. Ptiprava tromethamolového (TRIS) pufru pH 7,1 (s 0,6 % diazolidinylurey)

2. Dispergace ptislusného mnozstvi kofeinu v TRIS pufru za laboratorni teploty,

event. do 35 °C (dostate¢né; max. 45 °C)

B. Lipofilni faze

1. Dikladné rozetfeni stearanu hlinitého v isopropylmyristatu

2. Vpraveni vazeliny a ethylhexylkarbonétu a temperance na 45 °C

3. Vpraveni T12

4. Vpraveni Abilu WE 09 a promiseni v§ech soucasti
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C. Preemulgace za obycejné teploty

Postupné ptidavani hydrofilni faze (A) k lipofilni fazi (B) za stalého michani v tfence
S térkou

D. Homogenizace

Zavérecné promichani krému pomoci rué¢niho ponorného mixéru

SloZeni TRIS pufru pH 7.1 s konzervaéni prisadou

Trometamolum 24,0
Diazolidinylurea 6,0
Acidum hydrochloricum q.s.

Aqua purificata ad 1000,0

Priprava pufru:

1. Rozpusténi trometamolu asi v 900 ml vody

2. Zméfteni pH za stalého michani (pH asi 12,3)

3. Ptidani diazolidinylurey (konc. 0,6% hmot.; hodnota pH klesne)
4. Uprava pH na 7,1 pomoci koncentrované HCI

5. Doplnéni pufru (pH 7,1) na kone¢ny objem 1000,0 ml (v odmérné baiice)

4.5.2 Slozeni krémi s propylenglykolem

Byly pfipraveny oleokrémy s 60 % vody. Jednotlivé krémy se liSily koncentraci
transkarbamu 12 (v procentech k celkové hmotnosti finadlniho krému). Konkrétné se
jedna o tyto koncentrace T12: 0; 1 %. Tris pufr a propylenglykol byly pouzity
vV poméru 3 : 2.

SlozZeni krému s propvlenglykolem (rozpis na 100 q):

SUROVINY zaklad bez T12 zaklad s 1 %T12
Aluminium stearicum 5,0 5,0
Abil WE 09 5,0 5,0
Isopropylum myristicum 11,0 11,0
Ethylhexylcarbonatum 2,0 2,0
Vaselinum album 16,0 15,0
T12 0 1,0
Coffeinum 1,0 1,0
Prypylenglycolum 24 24
TRIS pufr pH 7,1 ad 100 ad 100
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Priprava krému s propylenglykolem

A. Vodna faze

1. Ptiprava tromethamolového (TRIS) pufru pH 7,1 (s 0,6 % diazolidinylurey)

2. Dispergace piislusného mnozstvi kofeinu ve smési TRIS pufru a propylenglykolu
za laboratorni teploty, event.do 35 °C (dostatecné; max. 45 °C)

B. Lipofilni faze

1. Dikladné rozetfeni stearanu hlinité¢ho v isopropylmyristatu

2. Vpraveni vazeliny a ethylhexylkarbonatu a temperance na 45 °C

3. Vpraveni T12

4. Vpraveni Abilu WE 09 a promiseni v§ech soucasti

C. Preemulgace za obycejné teploty

Postupné ptfidavani hydrofilni faze (A) k lipofilni fazi (B) za stdlého michani v tfence
s térkou

D. Homogenizace

Zaverecné promichani krému pomoci ru¢niho ponorného mixéru

SloZeni TRIS pufru pH 7.1 s konzervaéni prisadou

Trometamolum 24,0
Diazolidinylurea 6,0
Acidum hydrochloricum g.s.

Aqua purificata ad 1000,0

Priprava pufru:

1. Rozpusténi trometamolu asi v 900 ml vody

2. Zmgefieni pH za stdlého michani (pH asi 12,3)

3. Ptidani diazolidinylurey (konc. 0,6% hmot.; hodnota pH klesne)
4. Uprava pH na 7,1 pomoci koncentrované HCI

5. Doplnéni pufru (pH 7,1) na kone¢ny objem 1000,0 ml (v odmérné barice)
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4.6 Permeacni pokusy

Permeacni pokusy byly provadény za pouziti modifikovanych Franzovych cel, jez
byly umistény do termostatované vodni 1azné temperované na 32 °C. Tyto cely byly
naplnény akceptorovym médiem (izotonizovanym TRIS pufrem pH 7,1 o teploté 32 °C)
a jednotlivé vzorky kuze byly fixovany mezi dvémi desti¢kami z plexiskla.

Nanaseni vzorku (donoru) bylo provadéno objemové nebo hmotnostné pomoci
analytickych vah. NanaSenim vzorku se rozumi umisténi 600 ul suspenze nebo 1,4 ¢
krému do presn& vymezeného prostoru o zndmé plose (2 cm?). Objem akceptorové faze
¢inil ptiblizné 18,0 ml. Pfed samotnym nandsenim suspenze nebo krému byly méfeny
elektrické odpory kiize.

Vzorky akceptorové faze byly odebirany v mnozstvi 0,6 ml, po piedem
stanovenych Casovych intervalech, tzn. po 4; 6; 8; 19; 21 hodinach od naneseni
suspenze. Poté byla suspenze odstranéna a nahrazena krémy, akceptorova faze byla
odebirana za 0; 4; 6; 8; 19; 21; 23 hodin od naneseni krémd.

Odebrané mnozstvi akceptorové faze bylo vzdy doplnéno novym akceptorovym
mediem tak, aby byl objem v celach doplnén na ptivodni. Pti kone¢nych vypoctech bylo
doplnéni akceptorové faze zohlednéno pii vypoctu korigovanych kone¢nych

koncentraci kofeinu.

4.7 Podminky HPLC stanoveni kofeinu

Mnozstvi kofeinu v odebranych vzorcich bylo stanoveno pomoci HPLC. Mobilni
faze o slozeni voda:methanol 75:25 okyselena 0,2% kyseliny mravenci byla pumpovana
rychlosti 1 ml/min ptes kolonu Agilent Eclipse XDB-C18 (velikost ¢astic 5 pm, délka
150 mm, vnitini primér 4,6 mm, S/N USKH025859). Objem vzorku davkovaného
autosamplerem na kolonu ¢inil 20 pl, detekce byla provadéna UV spektrofotometricky

pii vinové délce 272 nm, retenéni ¢as se pohyboval na Grovni 3,9 min.
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4.7.1 Priprava kalibraé¢nich roztoki

Zakladni roztok byl ptipraven rozpusténim 30 mg kofeinu ve 100 ml akceptorové
faze v odmérné baiice. Jeho fedénim akceptorovou fazi na analytickych vahach byly
pripraveny dalsi kalibra¢ni roztoky o koncentracich 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,9375
a 0,46875 mg/100ml.

Ptesnd koncentrace kazdého kalibra¢niho roztoki byla stanovena pomoci HPLC
a to nejméné tiikrat v priibéhu jedné sekvence autosampleru. Z takto ziskanych dat byla
pomoci linearni regrese v softwaru Agilent ChemStation sestrojena kalibra¢ni kiivka

(viz. graf 3 v &sti VYSLEDKY A DISKUZE).

r

4.8 Vysledky méreni

Vsechny potfebné tdaje z permeaénich pokusi jsou zaneseny v protokolech 1-84
v ¢asti 5. DOKUMENTACE.

Vysledky permeacnich pokusi vyjadiené formou fluxu (J) kofeinu jsou
prezentovany Vv &asti 6. VYSLEDKY A DISKUZE.
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5 DOKUMENTACE

Protokol 1

Vo [ml]

t [h]

Crk [mg/100mI]
AVyop [mi]

Cx [mg/100ml]

Qt [ngl veV,

Q: [ng] ve Vo/ 1cm?

Vo= 18,9
Klze: 25.9.2008
Donor: 3,0% kof.
Méfeni: P1A

t Crk AV4op Ck Qt Qt
4 0,454 0,6 0,454 85,9 85,9
6 0,481 0,6 0,495 93,6 93,6
8 0,730 0,6 0,746 140,9 140,9
19 3,320 0,6 3,343 631,9 631,9
21 4,571 0,6 4,678 884,1 884,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 93,6 63,5 Flux J = 49,88006
8 140,9 163,3 Abs. ¢len g= -235,756
19 631,9 712,0 Korelaéni koef. r= 0,985172
21 884,1 811,7
1000 1
00 + *
s00 —+
_ 700+
o L]
= BO0 —+
= a00 +
2 a0
& 300 —+
200 +
100 +
0 10 20 30
t [h]
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Protokol 2

Vo [ml] Vo = 18,9
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1A
t Crk AV4op Cx Q: Qt
4 0,049 0,6 0,049 9,2 9,2
6 0,015 0,6 0,017 31 31
8 0,052 0,6 0,052 9,9 9,9
19 0,051 0,6 0,052 9,9 9,9
21 0,071 0,6 0,073 13,7 13,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 9,2 9,1 Pocet bodu n= 3
9,9 10,1 Flux J= 0,269737
21 13,7 13,7 Abs. &len q= 7,988399
16 1
14 +
12 +
EN
@I _4 4
2 4
a : : {
0 10 20 30
t[h]
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Protokol 3

vV, (mi] Vo = 17
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100mI] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Cnk AVgop Cy Q Q
4 0,452 0,6 0,452 76,8 76,8
6 0,690 0,6 0,706 120,0 120,0
8 1,009 0,6 1,034 175,7 175,7
19 3,371 0,6 3,407 579,3 579,3
21 3,828 0,6 3,949 671,3 671,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 76,8 54,7 Pocet bodu n= 5
6 120,0 125,7 Flux J= 35,51431
8 175,7 196,8 Abs. Clen q= -87,3507
19 579,3 587.,4 Korelaéni koef. r= 0,998076
21 671,3 658,5
800 -
J00 + .
GO0+
500 +
% 400 +
—= 300 +
S om
100 +
a : : |
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 4

Vo [ml] Vo = 16,7
t [h]
Crk [mg/100mI] Kdze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni:  P1A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 1,407 0,6 1,407 235,0 235,0
6 1,518 0,6 1,569 2619 261,9
8 2,375 0,6 2,431 406,1 406,1
19 9,014 0,6 9,101 1519,9 [1519,9
21 10,808 0,6 11,135 18595 [18595
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 235,0 112,2 Pocet bodu n= 5
6 261,9 308,1 Flux J= 97,92787
8 406,1 503,9 Abs. Clen gq= -279,485
19 1519,9 1581,1 Korelaéni koef. r= 0,992156
21 1859,5 1777,0
2000 +
1800 + *
1600 +
1400+
£ 1200 +
= 1000 +
2 s d
& GO0 +
400 + .
200+ %
0 : : :
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 5

Vo [mi] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ng] ve Vo/1lcm? Méreni: P1A
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,383 0,6 1,383 250,3 250,3
6 1,511 0,6 1,557 281,8 281,8
8 2,273 0,6 2,325 420,8 420,8
19 3,956 0,6 4,033 730,0 730,0
21 9,890 0,6 10,024 1814,3 (18143
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 250,3 132,9 Pocet bodu n= 4
6 281,8 327,3 Flux J= 97,19507
8 420,8 521,7 Abs. Clen g= -255,851
21 1814,3 1785,2 Korelaéni koef. r= 0,99205
2000 +
1800 +
1600 +
_ 1400 +
£1200 +
S 1000 1
2 s+
& BOO +
400 + *
200 + %
|:| T T 1
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 6

Vo [mi] Vo = 17,7
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 2,692 0,6 2,692 476,5 476,5
6 1,793 0,6 1,884 333,5 333,5
8 5,669 0,6 5,732 10146 |1014,6
19 10,688 0,6 10,883 1926,3 |[1926,3
21 15,923 0,6 16,292 2883,6 |2883,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 476,5 471,5 Pocet bodu n= 4
1014,6 962,0 Flux J= 122,644
19 1926,3 23111 Abs. ¢len q-= -19,1179
21 2883,6 2556,4 Korelagni koef. r= 0,960802
3500 1
3000 + .
_ 2500 1
"E 2000 + R
214800 1
& 1000 +
a00 -+
a . . :
0 10 20 30
t[h]
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Protokol 7

Vo [mi] Vo = 16,8
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Q
4 0,419 0,6 0,419 70,5 70,5
6 0,257 0,6 0,272 45,8 45,8
8 0,160 0,6 0,170 28,6 28,6
19 3,195 0,6 3,202 537,9 537,9
21 3,473 0,6 3,587 602,6 602,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 70,5 27,5 Pocet bodu n= 4
45,8 95,0 Flux J= 33,72126
19 537,9 533,4 Abs. ¢len gq= -107,34
21 602,6 600,8 Korelagni koef. r= 0,991868
700 1
GO0 +
S00 +
E 400 +
F300
& 200 4
o0t
a : : :
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 8

Vo [mi] Vo = 19,4
t [h]
Crk [mg/100ml] Kuze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Méreni: P1A
t Crk AVop Cx Q: Q:
4 0,499 0,6 0,499 96,7 96,7
6 0,547 0,6 0,563 109,2 109,2
8 0,362 0,6 0,379 73,6 73,6
19 2,993 0,6 3,005 582,9 582,9
21 3,226 0,6 3,319 643,8 643,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 96,7 71,3 Pocet bodu n= 4
109,2 138,8 Flux J= 33,75173
19 582,9 577,5 Abs. &len q= -63,7542
21 643,8 645,0 Korelaéni koef. r= 0,997033
F00 1
BOO -+
500 +
E 400 +
2300+
& 200+
100+
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 9

Vo [mi] Vo = 17,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Q
4 0,811 0,6 0,811 138,6 138,6
6 1,083 0,6 1,112 190,1 190,1
8 0,408 0,6 0,447 76,5 76,5
19 4,172 0,6 4,187 716,0 716,0
21 6,840 0,6 6,987 1194,8 |1194,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 138,6 99,8 Pocet bodu n= 4
190,1 208,0 Flux J= 54,13106
19 716,0 911,7 Abs. Clen q= -116,757
21 1194.,8 1020,0 Korelagni koef. r= 0,951157
1400 +
1200 + .
1000 +
E 800 + .
F 600 T
<& 400 +
200 +
a : : :
a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 10

Vo [mI] Vo = 18,8
t (h]
Crk [mg/100ml] Kaze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug]l veV,
Q [ng] ve Vo/1lcm? Méreni: P1A
t Crxk AVyop Ck Qt Qt
4 1,942 0,6 1,942 365,2 365,2
6 2,667 0,6 2,729 513,0 513,0
8 1,518 0,6 1,605 301,8 301,8
19 6,524 0,6 6,575 1236,2 |1236,2
21 14,221 0,6 14,431 2713,0 |2713,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 365,2 291,6 Pocet bodu n= 4
513,0 507,0 Flux J= 107,674
19 1236,2 1906,7 Abs. ¢len g= -139,09
21 2713,0 2122,1 Korela¢ni koef. r= 0,87607
3000 +
L]
24800 +
— 2000 +
=
-2 1800 +
e *
& 1000 +
a00 +
0 : : :
0 10 20 30
t[h]
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Protokol 11

Vo [miI] Vo = 18,7
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng]l veV,
Q: [ng] ve Vo/1lcm? Méreni: P1A
t an AVdop Ck Qt Qt
4 0,593 0,6 0,593 110,9 110,9
6 0,839 0,6 0,858 160,4 160,4
8 0,962 0,6 0,989 185,0 185,0
19 4,244 0,6 4,276 799,6 799,6
21 4,924 0,6 5,062 946,5 946,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 110,9 55,9 Pocet bodl n= 5
6 160,4 157,1 Flux J= 50,5998
8 185,0 258,3 Abs. ¢len q= -146,48
19 799,6 814,9 Korelaéni koef. r= 0,992469
21 946,5 916,1
1000 + .
Q00 +
ai0 —+
_ 700 +
= GO0 +
2 200 +
=S
i 300 +
200 + *
100 +
] f f {
0 10 20 30
t [h]
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Protokol 12

Vo [ml] Vo = 19,5
t [h]
Crk [mg/100ml] Kaze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P1A
t Crxk AVyop Ck Q: Qt
4 0,235 0,6 0,235 45,9 45,9
6 0,229 0,6 0,236 46,0 46,0
8 0,529 0,6 0,536 104,5 104,5
19 1,873 0,6 1,890 368,5 368,5
21 2,153 0,6 2,211 431,2 431,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 45,9 19,5 Pocet bodu n= 5
6 46,0 66,8 Flux J= 23,64538
8 104,5 114,1 Abs. ¢len q= -75,0724
19 368,5 374,2 Korelacni koef. r= 0,995123
21 431,2 421,5
S00
450 + .
400 +
_ 380+
£300 +
2280 7
A oo+
& 180 +
100 +
50 1+«
0 f f i
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 13

Vo [mi] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Q
4 0,721 0,6 0,721 129,7 129,7
6 1,296 0,6 1,320 237,6 237,6
8 1,285 0,6 1,329 239,2 239,2
19 6,689 0,6 6,733 12120 |1212,0
21 7,520 0,6 7,745 1394,1 |1394,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 129,7 56,9 Pocet bodu n= 5
6 237,6 211,0 Flux J= 77,06179
8 239,2 365,1 Abs. Clen q= -251,379
19 1212,0 1212,8 Korelagni koef. r= 0,992323
21 1394,1 1366,9
1600 1
1400 1 *
1200 1
1000 1
% 800 T
= B00 +
S m ¢
200 + ¥
a —t—t—t+—t+— :
O 6 12 18 24 30 36 42 48
t [h]
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Protokol 14

Vo [mi] Vo = 19,5
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 0,624 0,6 0,624 121,6 121,6
6 0,809 0,6 0,828 161,5 161,5
8 0,481 0,6 0,506 98,8 98,8
19 5,016 0,6 5,031 981,1 981,1
21 5,304 0,6 5,459 1064,5 |1064,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 121,6 86,9 Pocet bodu n= 4
161,5 203,5 Flux J= 58,26436
19 981,1 960,9 Abs. ¢len q= -146,114
21 1064,5 1077,4 Korelagni koef. r= 0,997734
1200 1
1000 +
— 800+
=
i'i GO0 +
& 400 +
200 +
a —t—t+—t—+—+—+—
0 B 12 18 24 30 36 42 43
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Protokol 15

Vo [mi] Vo = 16,8
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,389 0,6 0,389 65,4 65,4
6 0,565 0,6 0,579 97,2 97,2
8 1,079 0,6 1,100 184,7 184,7
19 3,761 0,6 3,800 638,4 638,4
21 4,259 0,6 4,394 738,2 738,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 65,4 36,2 Pocet bodu n= 5
6 97,2 117,4 Flux J= 40,60887
8 184,7 198,6 Abs. ¢len g= -126,265
19 638,4 645,3 Korelagni koef. r= 0,997982
21 738,2 726,5
800
F00
BOO -+
0 500 1
% 400 +
= 300 +
< om 4
100 +
a —t—t—t+— :

0 B 12 18 24 30 36 42 43
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Protokol 16

Vo [miI] Vo = 16,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve Vo/1lcm? Méfeni: P1A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 0,493 0,6 0,493 79,3 79,3
6 0,784 0,6 0,802 129,2 129,2
8 1,314 0,6 1,344 216,4 216,4
19 4,948 0,6 4,998 804,7 804,7
21 4,992 0,6 5,179 833,8 833,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 79,3 50,4 Pocet bodu n= 5
6 129,2 145,8 Flux J= 47,66183
8 216,4 241,1 Abs. &len q= -140,205
19 804,7 765,4 Korelaéni koef. r= 0,996437
21 833,8 860,7
1000 1
900 +
adl + -
_ 700 +
= BOOD +
= a00 +
ERVTR!
& 300 +
200 +
100 +
0 : : :
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 17

Vo [mi] Vo = 18,8
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Qt
4 0,232 0,6 0,232 43,5 43,5
6 0,228 0,6 0,236 44,3 44,3
8 0,692 0,6 0,699 131,5 131,5
19 2,538 0,6 2,561 481,4 481,4
21 2,854 0,6 2,935 551,8 551,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 43,5 11,9 Pocet bodu n= 5
6 44,3 74,7 Flux J= 31,39152
8 131,5 137,5 Abs. Clen q= -113,642
19 481,4 482,8 Korelaéni koef. r= 0,995891
21 551,8 545,6
BO0 -+
00 —+
— 400 1
=
=300 +
!
& 200 +
100 +
L
0 : : :
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 18

Vo [mi] Vo = 17,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 0,249 0,6 0,249 42,6 42,6
6 0,267 0,6 0,275 47,1 47,1
8 0,299 0,6 0,309 52,8 52,8
19 2,596 0,6 2,607 445.,8 445.,8
21 2,869 0,6 2,960 506,2 506,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 42,6 17,9 Pocet bodu n= 4
47,1 75,0 Flux J= 28,52548
19 445,8 445,8 Abs. ¢len q= -96,1536
21 506,2 502,9 Korelagni koef. r= 0,996277
GO0 +
800 +
— 400 1
=
i'i 300 +
& 200 +
100 +
* ! ! |
n 10 20 30
t[h]
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Protokol 19

Vo [mi] Vo = 18,1
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Qt
4 0,276 0,6 0,276 49,9 49,9
6 0,237 0,6 0,246 44,5 44,5
8 0,738 0,6 0,746 135,0 135,0
19 2,868 0,6 2,893 523,5 523,5
21 3,256 0,6 3,352 606,7 606,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 49,9 9,6 Pocet bodu n= 5
6 445 78,7 Flux J= 34,51182
8 135,0 1477 Abs. &len q= -128,411
19 523,5 527,3 Korelaéni koef. r= 0,994785
21 606,7 596,3
F00 1
BO0 -+
a00 -+
‘E a0 4
2300+
& 200 +
100 +
*
a : : :
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 20

Vo [miI] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P1A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 0,180 0,6 0,180 32,5 32,5
6 0,230 0,6 0,236 425 425
8 0,419 0,6 0,427 76,9 76,9
19 0,713 0,6 0,727 130,9 130,9
21 1,600 0,6 1,625 292,4 292,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 32,5 19,7 Pocet bodu n= 4
6 42,5 51,5 Flux J= 15,89317
8 76,9 83,3 Abs. ¢len q= -43,8696
21 292,4 289,9 Korelaéni koef. r= 0,996768
350 -
300 +
250 +
Eoom 4
£
E 180 +
& 100 +
a0 —+ .
0 10 20 a0
t [h]

50




Protokol 21

Vo [mi] Vo = 17,7
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P1A
t Crk AVop Cx Qt Qt
4 0,428 0,6 0,428 75,8 75,8
6 0,688 0,6 0,702 124,3 124,3
8 0,748 0,6 0,772 136,7 136,7
19 3,486 0,6 3,512 621,7 621,7
21 4,435 0,6 4,554 806,1 806,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 75,8 56,6 Pocet bodu n= 4
124,3 139,0 Flux J= 41,22652
19 621,7 674,9 Abs. &len q= -108,356
21 806,1 757,4 Korelaéni koef. r= 0,992636
800 1
800 + *
F00
— EBOO *
E 500 +
E 400 +
. 300
© 200 +
100 +
0 10 20 a0
t[h]

51




Protokol 22

Vo (mi] Vo = 17,1
t (h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ng] ve Vo
Q: [ug] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P1B
t Crk AVop Cx Qt Qt
0 0,307 0,6 0,307 52,4 52,4
4 1,020 0,6 1,031 176,2 176,2
6 0,936 0,6 0,972 166,2 166,2
8 1,722 0,6 1,756 300,2 300,2
19 3,705 0,6 3,767 644,1 644,1
21 3,891 0,6 4,023 688,0 688,0
23 3,373 0 3,514 601,0 601,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 52,4 35,0 Pocet bodu n= 6
4 176,2 160,3 Flux J= 31,32705
6 166,2 223,0 Abs. &len q= 35,02183
8 300,2 285,6 Korelaéni koef. r= 0,994056
19 644,1 630,2
21 688,0 692,9

E

&

30
t[h]
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Protokol 23

Vo [ml] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,088 0,6 0,088 15,9 15,9
4 0,305 0,6 0,308 55,4 55,4
6 0,464 0,6 0,475 85,4 85,4
8 0,663 0,6 0,679 122,2 122,2
19 1,978 0,6 2,001 360,2 360,2
21 1,617 0,6 1,684 303,1 303,1
23 2,282 0 2,338 420,9 420,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 15,9 -11,4 Pocet bodu n= 6
4 55,4 63,8 Flux J= 18,80882
6 85,4 101,4 Abs. &len q= -11,4212
8 122,2 139,0 Korelaéni koef. r= 0,994622
19 360,2 345,9
23 420,9 421,2
450 1
400 +
350 ?
— 300+
E 250 +
E 200 +
. 180 T
© 100 +
50 +
03 : : |
0 10 20 a0
t[h]

53




Protokol 24

Vo [ml] Vo = 17,8
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,450 0,6 0,450 80,0 80,0
4 0,891 0,6 0,906 161,3 161,3
6 1,102 0,6 1,133 201,6 201,6
8 1,448 0,6 1,486 264,5 264,5
19 3,212 0,6 3,262 580,7 580,7
21 3,448 0,6 3,558 633,4 633,4
23 3,554 0 3,674 654,0 654,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 80,0 60,5 Pocet bodu n= 7
4 161,3 166,7 Flux J= 26,57234
6 201,6 219,9 Abs. &len q= 60,45216
8 264,5 273,0 Korelaéni koef. r= 0,997798
19 580,7 565,3
21 633,4 618,5
23 654,0 671,6

2

&

30
t[h]
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Protokol 25

Vo [ml] Vo = 15,9
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 1,505 0,6 1,505 239,4 239,4
4 2,521 0,6 2,578 409,9 409,9
6 2,889 0,6 2,986 474.8 474.8
8 3,188 0,6 3,301 524,9 524,9
19 5,641 0,6 5,766 916,7 916,7
21 5,781 0,6 5,998 953,8 953,8
23 4,982 0 5,208 828,1 828,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 2394 258,9 Pocet bodu n= 6
4 409,9 394,5 Flux J= 33,89861
6 474.,8 462,3 Abs. &len q= 258,8803
8 5249 530,1 Korelaéni koef. r= 0,998443
19 916,7 903,0
21 953,8 970,8
1200 1
1000 +
— 800+
E GO0 +
e
& 400 +
200 %
a : : :
a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 26

Vo [mi] Vo = 18,1
t [n]
Cix [mg/100ml] Kuze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cy [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ug]l veV,
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t an Avdop Ck Qt Qt
0 1,174 0,6 1,174 212,4 212,4
4 1,586 0,6 1,625 294,1 294,1
6 1,402 0,6 1,456 263,6 263,6
8 2,383 0,6 2,432 440,1 440,1
19 3,988 0,6 4,068 736,4 736,4
21 2,598 0,6 2,733 494,6 494,6
23 4,367 0 4,457 806,8 806,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 212,4 208,8 Pocet bodu n= 5
4 2941 315,9 Flux J= 26,77057
8 440,1 423,0 Abs. &len q= 208,8288
19 736,4 717,5 Korelaéni koef. r= 0,997385
23 806,8 824.6
900
s00 +
J00 +
— B00 4
E a00 +
5 400 +
. 300
< 200
100 +
a : : :
0 10 20 30
t[h]
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Protokol 27

Vo [ml] Vo = 16,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 1,816 0,6 1,816 301,5 301,5
4 3,498 0,6 3,564 591,6 591,6
6 3,886 0,6 4,015 666,4 666,4
8 4,352 0,6 4,497 746,6 746,6
19 6,797 0,6 6,960 1155,3 |1155,3
21 7,073 0,6 7,325 12159 |[12159
23 6,864 0 7,128 1183,3 |1183,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 301,5 384,4 Pocet bodu n= 6
4 591,6 547,9 Flux J= 40,88222
6 666,4 629,6 Abs. &len q= 384,3556
8 746,6 7114 Korelaéni koef. r= 0,989996
19 1155,3 1161,1
21 1215,9 1242,9
1400 +
1200 -
1000 -
E 800 +
2F 600 -
& 400 1
200 +
a : : :
a 10 20 30
t[h]
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Protokol 28

Vo [ml] Vo = 16,9
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,513 0,6 0,513 86,8 86,8
4 0,957 0,6 0,975 164,8 164,8
6 1,147 0,6 1,182 199,8 199,8
8 1,472 0,6 1,514 255,8 255,8
19 2,896 0,6 2,950 498,6 498,6
21 2,919 0,6 3,023 510,9 510,9
23 3,162 0 3,269 552,5 552,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 86,8 84,5 Pocet bodu n= 7
4 164,8 167,4 Flux J= 20,71056
6 199,8 208,8 Abs. &len q= 84,5167
8 255,8 250,2 Korelaéni koef. r= 0,998426
19 498,6 478,0
21 510,9 519,4
23 552,5 560,9
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t[h]
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Protokol 29

Vo [ml] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,443 0,6 0,443 80,2 80,2
4 0,971 0,6 0,985 178,4 178,4
6 1,236 0,6 1,268 229,6 229,6
8 1,447 0,6 1,490 269,6 269,6
19 2,863 0,6 2,913 527,2 527,2
21 3,018 0,6 3,114 563,7 563,7
23 3,050 0 3,153 570,7 570,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 80,2 90,6 Pocet bodu n= 7
4 178,4 178,8 Flux J= 22,03754
6 229,6 222.,8 Abs. &len q= 90,61962
8 269,6 266,9 Korelaéni koef. r= 0,997382
19 527,2 509,3
21 563,7 553,4
23 570,7 597,5
F00 -
BOO —+
800 +
E 400 +
Z 300 1
& 200 +
100
0~ :
a0
t[h]
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Protokol 30

Vo [ml] Vo = 16
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,770 0,6 0,770 123,3 123,3
4 1,603 0,6 1,632 261,1 261,1
6 1,899 0,6 1,960 313,7 313,7
8 2,203 0,6 2,276 364,2 364,2
19 3,459 0,6 3,544 567,1 567,1
21 4,443 0,6 4,576 732,2 732,2
23 4,726 0 4,898 783,7 783,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 123,3 137,3 Pocet bodu n= 6
4 261,1 250,5 Flux J= 28,29289
6 313,7 307,1 Abs. &len q= 137,3194
8 364,2 363,7 Korelaéni koef. r= 0,999476
21 732,2 731,5
23 783,7 788,1
800 -
800 +
00 +
— B00+
E B00 -+
El 400 +
w300 T
< omd
100 %
a : : :
n 10 20 30
t[h]
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Protokol 31

Vo [ml] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 1,470 0,6 1,470 266,1 266,1
4 2,637 0,6 2,686 486,1 486,1
6 3,055 0,6 3,144 569,0 569,0
8 3,334 0,6 3,438 622,3 622,3
19 5,354 0,6 5,468 989,7 989,7
21 5,348 0,6 5,529 1000,8 |1000,8
23 5,551 0 5,734 10379 [1037,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 266,1 335,8 Pocet bodu n= 7
4 486,1 465,2 Flux J= 32,36405
6 569,0 530,0 Abs. &len q= 335,7767
8 622,3 594,7 Korelaéni koef. r= 0,989772
19 989,7 950,7
21 1000,8 1015,4
23 1037,9 1080,2
1200 +
1000 -
— 800 -
E GO0
e
& 400 ;
200 +
0 : : :
a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 32

Vo [ml] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,623 0,6 0,623 112,8 112,8
4 1,420 0,6 1,441 260,8 260,8
6 1,657 0,6 1,705 308,6 308,6
8 2,013 0,6 2,070 374,6 374,6
19 2,264 0,6 2,332 422,1 422,1
21 3,988 0,6 4,065 735,8 735,8
23 4,704 0 4,839 875,8 875,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 112,8 121,9 Pocet bodu n= 6
4 260,8 246,9 Flux J= 31,24056
6 308,6 309,4 Abs. &len q= 121,912
8 374,6 3718 Korelaéni koef. r= 0,996211
21 735,8 778,0
23 875,8 840,4
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Protokol 33

Vo [ml] Vo = 18,9
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,357 0,6 0,357 67,5 67,5
4 0,695 0,6 0,706 133,5 133,5
6 0,804 0,6 0,827 156,3 156,3
8 1,046 0,6 1,073 202,7 202,7
19 1,990 0,6 2,024 382,5 382,5
21 2,091 0,6 2,156 407,4 407,4
23 2,633 0 2,702 510,6 510,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 67,5 58,4 Pocet bodu n= 7
4 133,5 130,1 Flux J= 17,91755
6 156,3 165,9 Abs. &len q= 58,443
8 202,7 201,8 Korelaéni koef. r= 0,991533
19 382,5 398,9
21 407,4 434,7
23 510,6 470,5

e

&

a 10 20 a0
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Protokol 34

Vo [ml] Vo = 16,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,940 0,6 0,940 151,3 151,3
4 2,013 0,6 2,048 329,7 329,7
6 2,427 0,6 2,503 403,0 403,0
8 2,796 0,6 2,890 465,2 465,2
19 5,155 0,6 5,263 847,3 847,3
21 5,443 0,6 5,639 907,9 907,9
23 5,460 0 5,670 912,9 912,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 151,3 184,9 Pocet bodu n= 7
4 329,7 319,4 Flux J= 33,61281
6 403,0 386,6 Abs. &len q= 184,9435
8 465,2 453,8 Korelaéni koef. r= 0,996094
19 847,3 823,6
21 907,9 890,8
23 912,9 958,0
1200 +
1000 +
— 800+
E_ BOO +
2
& 400 +
200 ¢
0 ——t— : —
O 6 12 18 24 30 36 42 48
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Protokol 35

Vo [ml] Vo = 17,8

t [h]

Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]

Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%

Qt [ugl ve Vo

Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B

t Crk AV4op o Qt Q

0 0,772 0,6 0,772 137,5 137,5

4 1,475 0,6 1,501 267,2 267,2

6 1,734 0,6 1,785 317,7 317,7

8 1,998 0,6 2,058 366,4 366,4

19 3,765 0,6 3,834 682,5 682,5

21 4,029 0,6 4,158 740,2 740,2

23 4,013 0 4,153 739,3 739,3

t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese

0 137,5 151,0 Pocet bodu n= 7

4 267,2 259,3 Flux J= 27,08493
6 317,7 313,5 Abs. &len q= 150,9847
8 366,4 367,7 Korelaéni koef. r= 0,997113
19 682,5 665,6

21 740,2 719,8

23 739,3 773,9

Q; [paicm?]

0 B 12 158 24 30 36 42 45
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Protokol 36

Vo [ml] Vo = 16
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,739 0,6 0,739 118,2 118,2
4 1,651 0,6 1,678 268,5 268,5
6 2,040 0,6 2,103 336,5 336,5
8 2,429 0,6 2,507 401,2 401,2
19 4,937 0,6 5,031 804,9 804,9
21 5,263 0,6 5,451 872,2 872,2
23 5,247 0 5,452 872,3 872,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 118,2 128,4 Pocet bodu n= 7
4 268,5 265,4 Flux J= 34,26265
6 336,5 333,9 Abs. &len q= 128,3594
8 401,2 402,5 Korelaéni koef. r= 0,997244
19 804,9 779,4
21 872,2 847,9
23 872,3 916,4
1 000
800
800
_ 700
§ e
ES
& 300
200
100
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Protokol 37

Vo [ml] Vo = 15,9
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ce [Mg/100mI] Donor: 0.0%
(PG)
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo/ 1cm? Méfeni: P1B
t Crk AV4op Cx Qt Qt
0 0,898 0,6 0,898 142,7 142,7
4 1,709 0,6 1,743 277,2 277,2
6 1,987 0,6 2,053 326,4 326,4
8 2,261 0,6 2,339 3719 371,9
19 2,808 0,6 2,896 460,4 460,4
21 4,318 0,6 4,427 703,9 703,9
23 4,437 0 4,604 732,1 732,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 142,7 164,2 Pocet bodu n= 6
4 277,2 265,4 Flux J= 25,3031
6 326,4 316,0 Abs. &len q= 164,2172
8 3719 366,6 Korelaéni koef. r= 0,998248
21 703,9 695,6
23 732,1 746,2
2
=]
1] : : :
a 10 20 30
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Protokol 38

Vo [mi] Vo = 17,7
t [h]
Chk [mg/100ml] Kuze: 25.9.2008
AVdop [mi]
0,0%
Cy [mg/100ml] Donor:
(PG)
Qt [ng]l ve Vo
Q [ug] ve Vo/1lcm? Méreni: P1B
t Crk AVyop Ck Q: Qt
0 0,506 0,6 0,506 89,5 89,5
4 0,868 0,6 0,885 156,7 156,7
6 1,057 0,6 1,087 192,4 192,4
8 1,198 0,6 1,235 218,6 218,6
19 2,154 0,6 2,196 388,7 388,7
21 1,989 0,6 2,064 365,3 365,3
23 2,515 0 2,585 457,6 457,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 89,5 97,0 Pocet bodu n= 7
4 156,7 155,8 Flux J= 14,68889
6 192,4 185,1 Abs. ¢len q= 96,99717
8 218,6 214,5 Korelaéni koef. r= 0,989178
19 388,7 376,1
21 365,3 405,5
23 457,6 434,8
a00
450
400
__ 340
"t 300
£ 240
2 om
180
100
a0
0 t : |
a 10 20 a0
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Protokol 39

Vo [ml] Vo = 15,7
t [h]
Crx [mg/100ml] Kuze: 25.9.2008
AVdop [mi]
0,0%
Cy [mg/100ml] Donor:
(PG)
Qt [ug]l veV,
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AVyop Ck Qt Qt
0 0,486 0,6 0,486 76,3 76,3
4 0,852 0,6 0,871 136,8 136,8
6 0,992 0,6 1,025 160,9 160,9
8 1,143 0,6 1,182 185,6 185,6
19 1,737 0,6 1,783 279,9 279,9
21 2,261 0,6 2,330 365,7 365,7
23 2,284 0 2,373 372,6 372,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 76,3 80,9 Pocet bodu n= 6
4 136,8 133,3 Flux J= 13,10642
6 160,9 159,5 Abs. ¢len g= 80,88948
8 185,6 185,7 Korelaéni koef. r= 0,998553
21 365,7 356,1
23 372,6 382,3
450 -
400 +
350 +
— du0 T
E 250 +
5 200 +
180
© 1004
a0 +
0 . . :
0 10 20 a0
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Protokol 40

Vo [ml] Vo = 18,3
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0% (PG)
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P1B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,594 0,6 0,594 108,7 108,7
4 1,151 0,6 1,171 214,3 214,3
6 1,393 0,6 1,432 262,0 262,0
8 1,730 0,6 1,777 325,3 325,3
19 3,568 0,6 3,627 663,7 663,7
21 3,878 0,6 3,997 7314 7314
23 3,817 0 3,948 722,5 722,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 108,7 101,5 Pocet bodu n= 7
4 214,3 216,0 Flux J= 28,60744
6 262,0 273,2 Abs. &len q= 101,5271
8 325,3 330,4 Korelaéni koef. r= 0,996697
19 663,7 645,1
21 731,4 702,3
23 722,5 759,5
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Protokol 41

Vo [ml] Vo = 17,1
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ce [Mg/100mI] Donor: 1.0%
(PG)

Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méfeni: P1B
t Crk AV4op Cx Qt Qt
0 0,280 0,6 0,280 47,9 47,9
4 0,538 0,6 0,548 93,7 93,7
6 0,742 0,6 0,761 130,1 130,1
8 0,824 0,6 0,851 145,5 145,5
19 2,431 0,6 2,461 420,8 420,8
21 2,896 0,6 2,983 510,0 510,0
23 2,886 0 2,991 511,4 511,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 47,9 9,8 Pocet bodu n= 7
4 93,7 98,2 Flux J= 22,11244
6 130,1 142,5 Abs. &len q= 9,776831
8 1455 186,7 Korelaéni koef. r= 0,990611
19 420,8 429,9
21 510,0 4741
23 511,4 518,4
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Protokol 42

Vo [ml] Vo = 16,4
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ce [Mg/100mI] Donor: 1.0%
(PG)

Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méfeni: P1B
t Crk AV4op Cx Q: Qt
0 0,622 0,6 0,622 102,0 102,0
4 1,178 0,6 1,201 197,0 197,0
6 1,465 0,6 1,509 2474 2474
8 1,959 0,6 2,014 330,3 330,3
19 2,206 0,6 2,280 373,9 373,9
21 4,665 0,6 4,748 778,7 778,7
23 4,762 0 4,936 809,4 809,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 102,0 76,3 Pocet bodu n= 6
4 197,0 205,8 Flux J= 32,36734
6 2474 270,5 Abs. &len q= 76,33527
8 330,3 335,3 Korelaéni koef. r= 0,997931
21 778,7 756,0
23 809,4 820,8
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Protokol 43

Vo [mi] Vo = 16,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Cnk AVgop Cy Q Q
4 0,447 0,6 0,447 71,9 71,9
6 0,706 0,6 0,722 116,3 116,3
8 1,241 0,6 1,268 204,1 204,1
19 2,899 0,6 2,946 474.3 474,3
21 4,008 0,6 4,117 662,9 662,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 71,9 60,5 Pocet bodu n= 4
6 116,3 131,2 Flux J= 35,3652
8 204,1 201,9 Abs. &len q= -81,0044
21 662,9 661,7 Korelaéni koef. r= 0,999187
F00 -
BOO —+
800 +
E 400 +
F 300 1
& 200 +
100 +
a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 44

V, [mi] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t an Avdop Ck Ql Ql
4 0,234 0,6 0,234 42,4 42,4
6 0,390 0,6 0,398 72,0 72,0
8 0,600 0,6 0,613 110,9 110,9
19 2,095 0,6 2,115 382,8 382,8
21 2,468 0,6 2,538 459,5 459,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 42,4 26,7 Pocet bodu n= 5
6 72,0 75,9 Flux J= 24,58015
8 110,9 125,0 Abs. Clen q= -71,6177
19 382,8 395,4 Korelaéni koef. r= 0,997173
21 459,5 444.6
500 +
450 + *
400 -+
_ 3580+
"t 300 +
L2 280+
A om+
e 180 +
100 +
S0+ =
0 : : |
] 10 20 a0
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Protokol 45

Vo [mi] Vo = 17,9
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni:  P2A
t Crk AVyop Cx Qt Qt
4 0,213 0,6 0,213 38,1 38,1
6 0,353 0,6 0,360 64,4 64,4
8 0,474 0,6 0,486 87,0 87,0
19 1,578 0,6 1,594 285,3 285,3
21 0,909 0,6 0,963 172,3 172,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 38,1 30,5 Pocet bodu n= 4
6 64,4 64,1 Flux J= 16,80021
8 87,0 97,7 Abs. ¢len g= -36,6962
19 285,3 282,5 Korelagni koef. r= 0,997618
300 1
200 +
— 200+
=
% 150 +
& 100 +
50 + .
a . . : .
0 5 10 15 20
t [h]
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Protokol 46

Vo [mi] Vo = 18
t (h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ck [mg/100mI] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Cnk AVgop Cy Q Q
4 0,419 0,6 0,419 75,4 75,4
6 0,715 0,6 0,729 131,3 131,3
8 1,036 0,6 1,060 190,9 190,9
19 3,732 0,6 3,768 678,2 678,2
21 3,921 0,6 4,047 728,4 728,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 75,4 54,9 Pocet bodu n= 5
6 131,3 135,4 Flux J= 40,25591
8 190,9 215,9 Abs. ¢len g= -106,138
19 678,2 658,7 Korelaéni koef. r= 0,998044
21 728,4 739,2
800 +
00 +
GO0 +
500
% 400 +
— 300 +
S om 4
100 +
0 : : |
n 10 20 30
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Protokol 47

Vo [mi] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,198 0,6 0,198 35,6 35,6
6 0,301 0,6 0,307 55,3 55,3
8 0,425 0,6 0,435 78,3 78,3
19 1,290 0,6 1,305 234,9 234,9
21 1,330 0,6 1,374 247,3 247,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 35,6 31,1 Pocet bodu n= 5
6 55,3 57,2 Flux J= 13,05222
8 78,3 83,3 Abs. Clen q= -21,1171
19 234,9 226,9 Korelagni koef. r= 0,998275
21 247,3 253,0
300 1
200 +
— 200+
=
ﬁ'i 150 +
& 100 +
50 +
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 48

Vo [mi] Vo = 17,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méreni: P2A
t Crk AV4op Cx Q: Qt
4 0,481 0,6 0,481 84,7 84,7
6 0,769 0,6 0,785 138,2 138,2
8 1,101 0,6 1,128 198,6 198,6
19 3,097 0,6 3,136 551,9 551,9
21 2,022 0,6 2,129 374,7 374,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 84,7 78,2 Pocet bodu n= 4
6 138,2 1411 Flux J= 31,4562
8 198,6 204,0 Abs. ¢len q= -47,6153
19 551,9 550,1 Korelagni koef. r= 0,999684
GO0 -
BOO0 +
— 400 +
=
i'i 300 +
& 200 +
100 +
0 : : |
n q 10 15 20
t [h]
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Protokol 49

Vo [ml] Vo = 17,5
t [h]
Cix [mg/100ml] Kaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni:  P2A
t Crxk AVyop Ck Qt Qt
4 0,694 0,6 0,694 121,4 121,4
6 0,987 0,6 1,011 176,9 176,9
8 0,633 0,6 0,668 116,8 116,8
19 3,602 0,6 3,625 634,4 634,4
21 3,914 0,6 4,038 706,6 706,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 121,4 114,8 Pocet bodl n= 4
176,9 184,2 Flux J= 34,71005
19 634,4 635,4 Abs. ¢len q= -24,0427
21 706,6 704,9 Korelacni koef. r= 0,999815
a0
700 +
FO0 +
£ o000 +
400 +
E 300 +
< oo+
100 +
0 f f i
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 50

Vo [mi] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méreni: P2A
t Crk AV4op Cx Q: Qt
4 0,193 0,6 0,193 34,8 34,8
6 0,361 0,6 0,368 66,2 66,2
8 0,487 0,6 0,499 89,8 89,8
19 1,704 0,6 1,720 309,6 309,6
21 0,966 0,6 1,023 184,1 184,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 34,8 27,4 Pocet bodu n= 4
6 66,2 64,6 Flux J= 18,61896
8 89,8 101,8 Abs. ¢len gq= -47,1079
19 309,6 306,7 Korelagni koef. r= 0,997746
350 1
300 +
250 +
E 200 +
2 o180+
& 100 +
50 +
n q 10 15 20
t [h]
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Protokol 51

Vo [mi] Vo = 16,3
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,147 0,6 0,147 23,9 23,9
6 0,255 0,6 0,260 42,5 42,5
8 0,430 0,6 0,439 71,6 71,6
19 1,616 0,6 1,632 266,0 266,0
21 1,800 0,6 1,860 303,2 303,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 23,9 13,1 Pocet bodu n= 5
6 42,5 46,9 Flux J= 16,88851
8 71,6 80,6 Abs. Clen q= -54,4652
19 266,0 266,4 Korelagni koef. r= 0,99838
21 303,2 300,2
350 1
300 +
200 +
E 200 +
2180+
& 100 +
a0+
* ! ! |
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 52

V, [mi] Vo = 17,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100mI] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng]l ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 1,557 0,6 1,557 266,2 266,2
6 2,278 0,6 2,333 398,9 398,9
8 3,033 0,6 3,115 532,7 532,7
19 8,716 0,6 8,825 1509,2 |1509,2
21 9,095 0,6 9,404 1608,2 |1608,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 266,2 239,7 Pocet bodu n= 5
6 398,9 403,7 Flux J= 82,01402
8 532,7 567,8 Abs. ¢len g= -88,3364
19 1509,2 1469,9 Korelaéni koef. r= 0,998741
21 1608,2 1634,0
1800 +
1600 +
1400 +
— 1200+
E 1000 +
5 800
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© 400 +
200 +
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Protokol 53

Vo [mi] Vo = 16,9
t (h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Cnk AVgop Cy Q Q
4 0,247 0,6 0,247 41.8 41,8
6 0,447 0,6 0,456 77,0 77,0
8 0,672 0,6 0,689 116,4 116,4
19 2,569 0,6 2,593 438,2 438,2
21 2,893 0,6 2,985 504,4 504,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 41,8 24,3 Pocet bodu n= 5
6 77,0 79,9 Flux J= 27,80044
8 116,4 135,5 Abs. Clen q= -86,9168
19 438,2 441,3 Korelaéni koef. r= 0,998037
21 504,4 496,9
BO0
a00 +
— 400 +
E 300 +
e
& 200 +
100 +
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0 10 20 a0
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Protokol 54

Vo [mi] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 0,150 0,6 0,150 26,9 26,9
6 0,251 0,6 0,256 46,0 46,0
8 0,284 0,6 0,292 52,6 52,6
19 1,525 0,6 1,534 276,2 |276,2
21 1,641 0,6 1,692 304,6 304,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 26,9 20,3 Pocet bodu n= 4
46,0 54,0 Flux J= 16,83884
19 276,2 2729 Abs. ¢len q-= -47,0507
21 304,6 306,6 Korelagni koef. r= 0,999068
380 1
300 +
200
E 200 +
2180 1
& 100 +
a0 +
n 10 20 30
t[h]
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Protokol 55

Vo [mi] Vo = 17,4
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,242 0,6 0,242 42,2 42,2
6 0,426 0,6 0,434 75,5 75,5
8 0,584 0,6 0,599 104,2 104,2
19 1,892 0,6 1,913 332,8 332,8
21 2,071 0,6 2,137 371,9 371,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 42,2 35,3 Pocet bodu n= 5
6 75,5 74,8 Flux J= 19,73803
8 104,2 114,2 Abs. Clen q-= -43,6597
19 332,8 3314 Korelagni koef. r= 0,999203
21 371,9 370,8
400 +
350
300 +
0 280 1
% 200 +
= 150 +
< oo 4
B0+
a : : :
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 56

Vo [mi] Vo = 17,8
t (h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 0,089 0,6 0,089 15,9 15,9
6 0,182 0,6 0,185 32,9 32,9
8 0,284 0,6 0,290 51,7 51,7
19 1,186 0,6 1,196 212,9 212,9
21 1,302 0,6 1,342 238,9 238,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 15,9 7,2 Pocet bodu n= 5
6 32,9 34,4 Flux J= 13,58208
8 51,7 61,6 Abs. Clen g= -47,0881
19 2129 2110 Korelagni koef. r= 0,998024
21 238,9 238,1
300 +
250 +
— 2007
=
i'i 150 +
& 100 +
a0 +

0 B 12 18 24 30 35 42 48
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Protokol 57

Vo [mi] Vo = 15,9
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,083 0,6 0,083 13,1 13,1
6 0,153 0,6 0,156 24,9 24,9
8 0,190 0,6 0,196 31,2 31,2
19 0,943 0,6 0,950 151,1 151,1
21 0,990 0,6 1,025 163,1 163,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 13,1 54 Pocet bodu n= 5
6 24,9 24,1 Flux J= 9,378621
8 31,2 42,9 Abs. ¢len q= -32,1339
19 1511 146,1 Korelagni koef. r= 0,994783
21 163,1 164,8
180 +
160 +
140 +
— 1407
E 100 +
E 80 +
. B0 T
< 40 +
20 +

o & 12
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Protokol 58

Vo [mi] Vo = 15,9
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve Vo/1lcm? Méfeni: P2A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 0,102 0,6 0,102 16,2 16,2
6 0,173 0,6 0,177 28,1 28,1
8 0,269 0,6 0,275 43,8 43,8
19 0,970 0,6 0,980 155,8 155,8
21 1,085 0,6 1,122 178,4 178,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 16,2 10,4 Pocet bodu n= 5
6 28,1 29,9 Flux J= 9,75211
8 43,8 49,4 Abs. ¢len q= -28,6509
19 155,8 156,6 Korelaéni koef. r= 0,998411
21 178,4 176,1
200 -+
180 +
160 +
140+
=R I
=100 +
2 a4
& B0+
40 +
2071 e
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 59

Vo [mi] Vo = 16,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,078 0,6 0,078 12,6 12,6
6 0,137 0,6 0,140 225 22,5
8 0,231 0,6 0,236 38,0 38,0
19 1,159 0,6 1,168 188,0 188,0
21 1,173 0,6 1,217 195,9 195,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 12,6 2,3 Pocet bodu n= 5
6 22,5 25,8 Flux J= 11,72158
8 38,0 49,2 Abs. ¢len gq= -44,5626
19 188,0 178,1 Korelagni koef. r= 0,994557
21 195,9 201,6
250 1
200 +
‘E 180 +
z'i 100 +
&
a0+
0 a0
t[h]
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Protokol 60

Vo [ml] Vo = 17,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ngl veV,
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P2A
t an Avdop Ck Ql Ql
4 1,215 0,6 1,215 213,8 213,8
6 2,056 0,6 2,098 369,2 369,2
8 2,768 0,6 2,839 499,7 499,7
19 8,678 0,6 8,775 1544,4 (15444
21 7,331 0,6 7,630 1342,9 |13429
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 213,8 184,9 Pocet bodu n= 4
6 369,2 364,7 Flux J= 89,87809
8 499,7 544.4 Abs. ¢len q= -174,608
19 1544,4 1533,1 Korelaéni koef. r= 0,998635
1800 +
1600 +
1400 +
— 1200+
E 1000 +
5 800 +
™ BOOD +
< 400 +
200 +
0 : . f :
0 g 10 15 20
t [h]
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Protokol 61

Vo [mi] Vo = 15,7
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AVop o Qt Qt
4 0,434 0,6 0,434 68,1 68,1
6 0,693 0,6 0,710 111,4 111.,4
8 0,947 0,6 0,974 153,0 153,0
19 2,961 0,6 2,998 470,8 470,8
21 3,194 0,6 3,308 519,4 519,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 68,1 57,7 Pocet bodu n= 5
6 1114 112,1 Flux J= 27,21775
8 153,0 166,6 Abs. ¢len gq= -51,1871
19 470,8 466,0 Korelagni koef. r= 0,999125
21 519,4 520,4
GO0
500 +
— 400+
=
ﬁ'i 300 +
& 200 +
100 +
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 62

Vo [mi] Vo = 15,7
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t Crk AV4op o Qt Qt
4 0,434 0,6 0,434 68,1 68,1
6 0,746 0,6 0,763 119,7 119,7
8 0,953 0,6 0,982 154,2 154,2
19 3,436 0,6 3,473 545,3 545,3
21 3,496 0,6 3,629 569,7 569,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 68,1 54,4 Pocet bodu n= 5
6 119,7 116,7 Flux J= 31,1906
8 154,2 179,1 Abs. ¢len q= -70,396
19 545,3 522,2 Korelagni koef. r= 0,996713
21 569,7 584,6
700 1
GO0 +
500 + >
E 400 +
2300+
& 200 +
100 +
n 10 20 30
t[h]
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Protokol 63

Vo [mi] Vo = 18,1
t [h]
Crk [mg/100mI] Klze: 25.9.2008
AVgop [mi]
Ck [mg/100ml] Donor: 3,0% kof.
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve V,/1lcm? Méfeni: P2A
t an Avdop Ck Qt Qt
4 0,349 0,6 0,349 63,1 63,1
6 0,539 0,6 0,550 99,6 99,6
8 0,717 0,6 0,735 133,1 133,1
19 2,320 0,6 2,345 424,4 424,4
21 2,207 0,6 2,285 413,5 413,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 63,1 55,9 Pocet bodu n= 5
6 99,6 100,9 Flux J= 22,47618
8 133,1 145,8 Abs. Clen q= -33,9828
19 424,4 393,1 Korelaéni koef. r= 0,992821
21 413,5 438,0
00 -+
450 +
400 4 oo
o 3a0
£ 300+
=280 +
2 om 4
& 180 +
100 +
a0 +
0 : : :
0 10 20 a0
t [h]
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Protokol 64

Vo [ml] Vo = 15,4
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo/lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,417 0,6 0,417 64,3 64,3
4 0,947 0,6 0,963 148,4 148,4
6 1,176 0,6 1,214 186,9 186,9
8 1,406 0,6 1,453 223,7 223,7
19 2,254 0,6 2,311 355,8 355,8
21 1,926 0,6 2,016 310,5 310,5
23 2,567 0 2,645 407,4 407,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 64,3 89,0 Pocet bodu n= 6
4 148,4 145,8 Flux J= 14,21305
6 186,9 174,2 Abs. &len q= 88,95539
8 223,7 202,7 Korelaéni koef. r= 0,992158
19 355,8 359,0
23 407,4 415,9
i
&
30
t [h]
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Protokol 65

Vo [mi] Vo = 17,9
t ]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ngl ve Vo,
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P2B
t Cnk AVgop Ck Qt Qt
0 0,415 0,6 0,415 74,2 74,2
4 0,370 0,6 0,384 68,6 68,6
6 1,104 0,6 1,117 199,9 199,9
8 1,358 0,6 1,395 249,8 249,8
19 1,610 0,6 1,657 296,5 296,5
21 2,077 0,6 2,133 381,8 381,8
23 2,931 0 3,002 537,4 537,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 74,2 80,2 Pocet bodu n= 4
6 199,9 200,3 Flux J= 20,02031
8 249,8 240,3 Abs. ¢len g= 80,16775
23 537,4 540,6 Korelagni koef. r= 0,999413

t

e

=1

0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 66

Vo [ml] Vo = 16,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op Cx Q: Qt
0 0,255 0,6 0,255 42,4 42,4
4 0,617 0,6 0,626 103,9 103,9
6 0,767 0,6 0,789 131,0 131,0
8 0,762 0,6 0,791 131,2 131,2
19 1,081 0,6 1,110 184,2 184,2
21 2,072 0,6 2,112 350,6 350,6
23 1,732 0 1,808 300,2 300,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 42,4 52,9 Pocet bodu n= 5
4 103,9 96,3 Flux J= 10,8292
6 131,0 117,9 Abs. ¢len q= 52,94354
8 131,2 139,6 Korelagni koef. r= 0,994315
23 300,2 302,0

t

E

&

n 10 20 30
t[h]
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Protokol 67

Vo [ml] Vo = 17,3
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,651 0,6 0,651 112,7 112,7
4 1,410 0,6 1,433 247,9 247,9
6 1,594 0,6 1,644 284,4 284,4
8 1,935 0,6 1,992 344.,6 344,6
19 3,623 0,6 3,692 638,8 638,8
21 3,479 0,6 3,607 624,0 624,0
23 3,556 0 3,681 636,9 636,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 112,7 1442 Pocet bodu n= 6
4 247,9 233,5 Flux J= 22,34758
6 284,4 278,2 Abs. &len q= 144,1532
8 344,6 322,9 Korelaéni koef. r= 0,99494
21 624,0 613,5
23 636,9 658,1
F00 -
BOO +
a00 +
E 400 +
2300+
& 200+
100 *
a : : :
a 10 20 30
t[h]

97




Protokol 68

Vo [ml] Vo = 17,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,212 0,6 0,212 37,4 37,4
4 0,486 0,6 0,493 86,8 86,8
6 0,612 0,6 0,628 110,6 110,6
8 0,733 0,6 0,754 132,7 132,7
19 1,618 0,6 1,643 289,2 289,2
21 1,000 0,6 1,056 185,8 185,8
23 1,833 0 1,869 329,0 329,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 37,4 34,3 Pocet bodu n= 6
4 86,8 86,3 Flux J= 12,99797
6 110,6 112,3 Abs. &len q= 34,30527
8 132,7 138,3 Korelaéni koef. r= 0,999087
19 289,2 281,3
23 329,0 333,3

i

&

30
t[h]
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Protokol 69

Vo [mi] Vo = 17,4
t [h]
Chk [mg/100mi] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] Donor: 0,3%
Qt [ngl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? Méreni: P2B
t Crk AVop Cx Qt Q:
0 0,534 0,6 0,534 93,0 93,0
4 1,067 0,6 1,085 188,8 188,8
6 1,261 0,6 1,298 225,9 225,9
8 1,465 0,6 1,510 262,8 262,8
19 2,716 0,6 2,768 481,6 481,6
21 2,617 0,6 2,712 471,9 471,9
23 2,992 0 3,086 536,9 536,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 93,0 108,2 Pocet bodu n= 7
4 188,8 182,4 Flux J= 18,56243
6 225,9 219,6 Abs. &len q= 108,1993
8 262,8 256,7 Korelaéni koef. r= 0,995861
19 481,6 460,9
21 471,9 498,0
23 536,9 535,1
GO0 T
A00 1
— 400+
E 300 ¢
2
& 200 1
100 +
0 : : :
a 10 20 30
t [h]
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Protokol 70

Vo [ml] Vo = 17,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,387 0,6 0,387 66,2 66,2
4 0,892 0,6 0,906 154,9 154,9
6 1,067 0,6 1,098 187,8 187,8
8 1,277 0,6 1,315 2249 224,9
19 2,487 0,6 2,533 433,2 433,2
21 2,442 0,6 2,531 432,8 432,8
23 2,814 0 2,903 496,4 496,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 66,2 76,7 Pocet bodu n= 7
4 154,9 148,7 Flux J= 18,01833
6 187,8 184,8 Abs. &len q= 76,65844
8 2249 220,8 Korelaéni koef. r= 0,99729
19 433,2 419,0
21 432.,8 455,0
23 496,4 491,1

E

&

n 10 20 30
t[h]
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Protokol 71

Vo [ml] Vo = 18
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,291 0,6 0,291 52,4 52,4
4 0,740 0,6 0,750 134,9 134,9
6 0,928 0,6 0,953 171,6 171,6
8 1,113 0,6 1,144 206,0 206,0
19 2,355 0,6 2,394 430,9 430,9
21 2,437 0,6 2,517 453,1 453,1
23 2,642 0 2,726 490,6 490,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 52,4 55,5 Pocet bodu n= 7
4 134,9 132,1 Flux J= 19,14967
6 171,6 170,4 Abs. &len q= 55,48005
8 206,0 208,7 Korelaéni koef. r= 0,999445
19 430,9 419,3
21 453,1 457,6
23 490,6 495,9

e

&

a0
t[h]
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Protokol 72

Vo [ml] Vo = 15,8
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,5%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,320 0,6 0,320 50,6 50,6
4 0,770 0,6 0,782 123,6 123,6
6 0,935 0,6 0,965 152,4 152,4
8 1,137 0,6 1,174 185,4 185,4
19 2,274 0,6 2,319 366,4 366,4
21 2,252 0,6 2,341 369,8 369,8
23 2,488 0 2,576 407,1 407,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 50,6 58,8 Pocet bodu n= 7
4 123,6 120,2 Flux J= 15,35703
6 152,4 150,9 Abs. &len q= 58,77548
8 185,4 181,6 Korelaéni koef. r= 0,997921
19 366,4 350,6
21 369,8 381,3
23 407,1 412,0

2

&

30
t[h]
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Protokol 73

Vo [ml] Vo = 17
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,819 0,6 0,819 139,2 139,2
4 1,656 0,6 1,685 286,5 286,5
6 1,939 0,6 1,998 339,7 339,7
8 2,236 0,6 2,306 392,1 392,1
19 3,898 0,6 3,979 676,4 676,4
21 3,104 0,6 3,245 551,6 551,6
23 4,067 0 4,182 710,9 710,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 139,2 176,0 Pocet bodu n= 6
4 286,5 275,2 Flux J= 24,81734
6 339,7 324,9 Abs. &len q= 175,968
8 392,1 374,5 Korelaéni koef. r= 0,991851
19 676,4 647,5
23 710,9 746,8

e

=1

a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 74

Vo [ml] Vo = 17,1
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,489 0,6 0,489 83,6 83,6
4 1,122 0,6 1,139 1947 1947
6 1,366 0,6 1,406 240,3 240,3
8 1,644 0,6 1,694 289,6 289,6
19 2,935 0,6 2,995 512,1 512,1
21 2,664 0,6 2,770 473,6 473,6
23 3,317 0 3,415 583,9 583,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 83,6 104,2 Pocet bodu n= 6
4 194,7 189,5 Flux J= 21,31814
6 240,3 2321 Abs. &len q= 104,1956
8 289,6 2747 Korelaéni koef. r= 0,997668
19 512,1 509,2
23 583,9 594,5

E

=1

n 10 20 30
t[h]
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Protokol 75

Vo [ml] Vo = 17,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: 0,7%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,357 0,6 0,357 62,8 62,8
4 0,717 0,6 0,730 128,4 128,4
6 0,835 0,6 0,860 151,3 151,3
8 0,982 0,6 1,011 178,0 178,0
19 1,899 0,6 1,934 340,4 340,4
21 1,653 0,6 1,718 302,5 302,5
23 2,029 0 2,087 367,3 367,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 62,8 69,8 Pocet bodu n= 6
4 128,4 123,7 Flux J= 13,49359
6 151,3 150,7 Abs. &len q= 69,7744
8 178,0 177,7 Korelaéni koef. r= 0,997066
19 340,4 326,2
23 367,3 380,1
400 +
380
300 +
0 280 1
éi 200 +
— 150 1
< 100+
en X
a : : :
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 76

Vo [ml] Vo = 16,7
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,280 0,6 0,280 46,7 46,7
4 0,615 0,6 0,625 104,4 104,4
6 0,750 0,6 0,773 129,0 129,0
8 0,903 0,6 0,931 155,4 155,4
19 1,808 0,6 1,841 307,5 307,5
21 1,524 0,6 1,591 265,6 265,6
23 1,892 0 1,949 325,4 325,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 46,7 53,1 Pocet bodu n= 6
4 104,4 103,1 Flux J= 12,50481
6 129,0 128,1 Abs. &len q= 53,05204
8 155,4 153,1 Korelaéni koef. r= 0,995583
19 307,5 290,6
23 3254 340,7
400 +
50 1
300 ~
s 260 4
% 200 4
— 150 4
S oo A
a0
a : : |
a 10 20 a0
t [h]
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Protokol 77

Vo [ml] Vo = 16,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Q
0 0,238 0,6 0,238 39,6 39,6
4 0,551 0,6 0,560 92,9 92,9
6 0,658 0,6 0,678 112,5 112,5
8 0,764 0,6 0,789 130,9 130,9
19 1,436 0,6 1,465 243,2 243,2
21 1,048 0,6 1,101 182,7 182,7
23 1,571 0 1,611 267,4 267,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 39,6 49,2 Pocet bodu n= 6
4 92,9 88,6 Flux J= 9,85162
6 112,5 108,3 Abs. &len q= 49,23456
8 130,9 128,0 Korelaéni koef. r= 0,996797
19 243,2 236,4
23 267,4 275,8

e

=1

a 10 20 a0
t [h]
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Protokol 78

Vo [ml] Vo = 15,5
t [h]
Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVdop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: 1,0%
Qt [ug] ve Vo
Q [ug] ve Vo /1lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op o Qt Qt
0 0,195 0,6 0,195 30,2 30,2
4 0,457 0,6 0,465 72,1 72,1
6 0,544 0,6 0,562 87,1 87,1
8 0,659 0,6 0,681 105,5 105,5
19 1,344 0,6 1,371 2124 2124
21 1,117 0,6 1,170 181,4 181,4
23 1,533 0 1,578 244.6 244.6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 30,2 31,8 Pocet bodu n= 6
4 72,1 69,2 Flux J= 9,355195
6 87,1 87,9 Abs. &len q= 31,77602
8 105,5 106,6 Korelaéni koef. r= 0,99963
19 2124 209,5
23 244.6 246,9
300 -
200 +
— 200+
=
i'i 150 +
& 100 +
a0 +
4
a : : :
n 10 20 30
t [h]
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Protokol 79

V, (mi] Vo = 16,1
t (h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVop [ml]
Cx [mg/100mi] Donor: 0.0%
(PG)

Qt [ng] ve Vo
Q [ng] ve Vo/ lcm? Mérfeni: P2B
t Crk AVyop Cx Qt Qt
0 0,189 0,6 0,189 30,4 30,4
4 0,398 0,6 0,405 65,2 65,2
6 0,448 0,6 0,463 74,6 74,6
8 0,504 0,6 0,521 83,9 83,9
19 0,987 0,6 1,006 162,0 162,0
21 0,972 0,6 1,009 162,5 162,5
23 1,112 0 1,150 185,2 185,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 30,4 34,4 Pocet bodu n= 7
4 65,2 60,2 Flux J= 6,455862
6 74,6 73,1 Abs. Clen q= 34,40752
8 83,9 86,1 Korelagni koef. r= 0,996863
19 162,0 157,1
21 162,5 170,0
23 185,2 182,9

e

&

a0
th]
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Protokol 80

Vo [mi] Vo = 15
t ]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVgop [l
Cx [mg/100mi] Donor: 0.0%
(PG)
Qt [ug] ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P2B
t Crk AVyop Cx Q: Qt
0 0,243 0,6 0,243 36,4 36,4
4 0,559 0,6 0,568 85,3 85,3
6 0,650 0,6 0,672 100,9 100,9
8 0,773 0,6 0,800 119,9 119,9
19 1,285 0,6 1,317 197,6 197,6
21 0,766 0,6 0,819 122,9 122,9
23 1,260 0 1,292 193,9 193,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 36,4 47,4 Pocet bodu n= 5
4 85,3 80,2 Flux J= 8,18568
6 100,9 96,5 Abs. &len q= 47,42376
8 119,9 112,9 Korelagni koef. r= 0,991116
19 197,6 203,0
250 1
200 ~
*E 150 -
L';;L 100 4
&

50
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Protokol 81

Vo [mi] Vo = 17,2

t (h]

Crk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008

AVgop [l

Cx [mg/100mi] Donor: 0.0%
(PG)

Qt [ng] ve Vo

Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P2B

t Crk AVop o Qt Qt

0 1,231 0,6 1,231 211.,8 211,8

4 2,231 0,6 2,274 391,21 391,1

6 2,393 0,6 2,472 425,2 425,2

8 2,671 0,6 2,758 474,3 474,3

19 3,478 0,6 3,575 614,8 614,8

21 2,399 0,6 2,524 434,1 434,1

23 2,733 0 2,821 485,1 485,1

t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese

0 211,8 280,5 Pocet bodu n= 5

4 391,1 357,8 Flux J= 19,31236

6 425,2 396,4 Abs. &len q= 280,5241

8 474,3 435,0 Korelaéni koef. r= 0,943963

19 614,8 647,5

@ [pacrm?]

t [h]
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Protokol 82

Vo [ml] Vo = 15,4
t [h]
Cnk [mg/100ml] Kuze: 25.9.2008
AVdop [ml]
Ce [Mg/100mI] Donor: 1.0%
(PG)
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méreni:  P2B
t Crk AVgop Cx Qt Qt
0 0,421 0,6 0,421 64,9 64,9
4 0,898 0,6 0,914 140,8 140,8
6 1,059 0,6 1,095 168,6 168,6
8 1,244 0,6 1,287 198,1 198,1
19 2,620 0,6 2,670 411,2 411,2
21 2,451 0,6 2,555 393,5 393,5
23 3,300 0 3,399 523,5 523,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 64,9 55,6 Pocet bodu n= 6
4 140,8 133,8 Flux J= 19,56175
6 168,6 172,9 Abs. &len q= 55,57654
8 198,1 212,1 Korelaéni koef. r= 0,997018
19 411,2 427,3
23 523,5 505,5
e
=]
a i : :
a 10 20 a0
t[h]
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Protokol 83

Vo [ml] Vo = 15,3
t [h]
Cnk [mg/100ml] Klze: 25.9.2008
AVop [ml]
Ce [Mg/100mI] Donor: 1.0%
(PG)
Qt [ugl ve Vo
Q [ug] ve V,/lcm? Méreni: P2B
t Crk AV4op Cx Qt Qt
0 0,596 0,6 0,596 91,2 91,2
4 1,237 0,6 1,260 192,8 192,8
6 1,517 0,6 1,567 239,7 239,7
8 1,293 0,6 1,354 207,2 207,2
19 3,753 0,6 3,806 582,3 582,3
21 2,379 0,6 2,528 386,8 386,8
23 3,883 0 3,983 609,3 609,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 91,2 98,2 Pocet bodu n= 5
4 192,8 192,4 Flux J= 23,55031
6 239,7 239,5 Abs. &len q= 98,15345
19 582,3 545,6 Korelaéni koef. r= 0,994815
23 609,3 639,8
e
&
0 10 20 a0
t[h]
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Protokol 84

Vo [mi] Vo = 17,6
t [h]
Crk [mg/100ml] Klaze: 25.9.2008
AVgop [l
Ck [mg/100mlI] Donor: 1.0%
(PG)
Qt [ugl ve Vo
Q [ng] ve Vo/1lcm? Mérfeni: P2B
t Crk AVyop Cx Q: Qt
0 0,333 0,6 0,333 58,6 58,6
4 0,702 0,6 0,714 125,6 125,6
6 0,878 0,6 0,902 158,7 158,7
8 1,095 0,6 1,126 198,1 198,1
19 1,882 0,6 1,920 338,0 338,0
21 1,542 0,6 1,607 282,9 282,9
23 1,463 0 1,518 267,1 267,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
0 58,6 68,1 Pocet bodu n= 5
4 125,6 126,3 Flux J= 14,55172
6 158,7 155,4 Abs. ¢len q= 68,12785
8 198,1 184,5 Korelagni koef. r= 0,996168
19 338,0 344.,6
400 +
380
300 -+
a0 280 1
% 200 +
= 150 +
< oo 4
I 2
a . . :
n 5 10 15 20
t[h]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Jako akceptorové médium byl zvolen TRIS pufr (pH 7,1), ktery svym sloZzenim
predstavuje kompromis mezi pozadavkem na intaktnost viici koznim $té€ptim (pfi jejich
soucasné konzervaci diazolidinylureou) a dale mezi pozadavkem neinterferovat
pfi stanoveni vV UV oblasti se stanovovanym lé¢ivem. Tento pufr se jiz osvéd¢il béhem
predchozich experimentli na katedie farmaceutické technologie UK-FaF.

Kofein byl v suspenzi a ve zkoumanych krémech pouzit v takovém mnozstvi, aby
po dobu nejmén¢ 48 hodin byla zajisténa dostate¢na koncentrace jeho difuzibilni formy.

Sestava pouzitd pro permeacni pokusy byla taktéz jiz diive ovéfena pouzivanim
na katedfe farmaceutické technologie UK- FaF.

Analytickd metodika vyhovuje poZzadavkiim na rychlé, sériové HPLC stanoveni
kofeinu v akceptorové fazi permeacnich pokusu.

Zvolena mobilni faze ve slozeni voda:methanol 75:25 s 0,2 % kyseliny mravenci
se ukéazala vyhovujici z hlediska dobré separace pikl. Pied kazdym novym naplnénim
do chromatografické soustavy byla odplynéna na ultrazvukové lazni po dobu 10-15
minut, coz se ukdzalo jako dostatecné.

Pouzité chromatografické podminky zajistily dobrou separaci piku kofeinu
Vv reten¢nich ¢asech okolo 3,9 minut, jak ukazuji grafy 1 a 2, v némz je navic pfi pouzité

vinové délce (272 nm) patrny balastni pik vehikula.

Graf 1: Chromatogram vzorku suspenze odebrané v 19. hodin¢ ze série méteni P1A

[ vD1 A, Wavelength=272 nm (2009_RIG0-2008FB-JSFOCAF-JSPD-090609\CAF-JSPD-SUSP-08061 1 2009-06-11 11-04-05W63-6601.0)

mAU 2

175 ] kofein

Rt = 3,9 min
/
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100 -
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50

26 o
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Graf 2: Chromatogram vzorku odebraneho v 10. hodiné, série méfeni P1, protokol ¢.1
1 v A, ifavelength=272 nm (‘ZDDQ\_RIGD-ZDDQPB-JSPD\CAF-JSPD-DQDBDQ\CAF-JSPD-KRE-MDQDBZS 2009-05-25 1?-12-4?\003-0401 .0

mal 2

7] kofein

/ Rt = 3,9 min

&0+

50 o

a0 4

30+

20 4

Vhodnost takto optimalizovanych podminek stanoveni kofeinu dokladaji
i vysledky kalibra¢nich méfeni (graf 3).

Graf 3: Kalibra¢ni zavislost kofeinu v akceptorovém médiu (TRIS pufr pH 7,1)

1  kofein, WVi'D1 A
1 Area=G66d4.23122303%amt -0.751167]

Area Jpa) Restiet): -4.088

o Corelation: 0.99995

. . T T
u] 5 Amount[mg

Zudajli  ziskanych pomoci HPLC byly sestaveny pribéhy permeace
stanovovaného kofeinu v Case, za pouZiti Sablony pro korekci odebranych a doplnénych

objemi1 akceptorové faze” (viz ¢ast DOKUMENTACE, protokoly 1-84).
V kazdém takto sestaveném pribchu byl nalezen linearni usek ustalené permeace,

znéhoz byl vycislen flux kofeinu. Hledani tiseku ustidlené permeace bylo vétSinou

bezproblémové, jen v nékterych ptipadech bylo nutné vypustit krajni hodnoty,
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které vybocCovaly z linedrniho pribéhu ¢i vylou€it hodnoty vyrazné vybocujici
pravdépodobné z diivodu experimentélni chyby.

Hlavnim sledovanym parametrem permea¢nich pokust byl zvolen flux (J)
kofeinu [ug.cm'z.h'l]. Hodnoty fluxti jsou rtizné podle pouzitého kozniho Stépu, coz
souvisi s faktem, Ze transdermalni permeace latek je ovlivnéna individudlnimi
vlastnostmi ktze.

Pro vSechny série méfeni (P1A, P1B, P2A, P2B) byly pouzity koZni $tépy
zpracované dne 25.9.2008, v dobé provadeéni pokust byly tedy uchovavany 9 mésict.
Pro sérii méfeni P1A, P1B se konkrétné jednalo o kiize ¢islo 3, 12, 13 a pro sérii méfeni
P2A, P2B kuze ¢islo 1, 6, 9, 14, 21.

Hodnoty fluxti suspenze (Js) a hodnoty fluxt krému (Ji) z jednotlivych sérii
meéfeni jsou shrnuty v tabulkach 1-4.

Z konkrétnich hodnot fluxti suspenze byly Vv prvni fazi zpracovani vysledkl

spocitany dle vzorce 1 normalizované fluxy suspenze (Js norm)-

Jsi
Js max

Jsnorm =

Jsnorm = normalizovany flux suspenze
Jsi = flux konkrétni suspenze [ug.cm'z.h'l]
Jsmax = maximalni flux suspenze u permeace P1A a P2A | ug.cm'z.h‘l]

Vzorec 1: vypocet normalizovanych fluxti suspenze

Takto ziskané normalizované fluxy suspenze byly pouzity k vypoctu korigovanych
fluxd krému (Jx korig), dle vzorce 2.

Jkkorig = Jsnorm - JKki

Jk korig = korigovany flux krému [;,Lg.cm'z.h'l]
Jsnorm = normalizovany flux suspenze
Ji = flux konkrétniho krému [pg.cm?.h™]

Vzorec 2: vypocet korigovanych fluxt krému

Za pomoci tohoto kroku se castecné sniZila moZnost ovlivnéni vysledkl
permeacnich pokusii interindividudlnimi a intraindividudlnimi vlastnostmi koznich

Stépa.
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Tab. 1: Hodnoty fluxt (Js) a normalizovanych fluxd (Js norm) kofeinu z pufrované
suspenze Vv sérii méieni P1A.

sf’fie , ¢islo KiiFe koncentrace Js_2 | Js norm
méfeni |protokolu v donoru [pg.cm™.h™] | [mg.cm™.h™~]
P1A 1 25.9.2008 3,0% kof. 49,9 0,407
P1A 2 25.9.2008 3,0% Kof. 0,3 0,002
P1A 3 25.9.2008 3,0% kof. 35,5 0,290
P1A 4 25.9.2008 3,0% kof. 97,9 0,798
P1A 5 25.9.2008 3,0% kof. 97,2 0,792
P1A 6 25.9.2008 3,0% kof. 122,6 1,000
P1A 7 25.9.2008 3,0% kof. 33,7 0,275
P1A 8 25.9.2008 3,0% kof. 33,8 0,275
P1A 9 25.9.2008 3,0% kof. 94,1 0,441
P1A 10 25.9.2008 3,0% kof. 107,7 0,878
P1A 11 25.9.2008 3,0% kof. 50,6 0,413
P1A 12 25.9.2008 3,0% kof. 23,6 0,193
P1A 13 25.9.2008 3,0% kof. 77,1 0,628
P1A 14 25.9.2008 3,0% kof. 58,3 0,475
P1A 15 25.9.2008 3,0% kof. 40,6 0,331
P1A 16 25.9.2008 3,0% kof. 47,7 0,389
P1A 17 25.9.2008 3,0% kof. 31,4 0,256
P1A 18 25.9.2008 3,0% kof. 28,5 0,233
P1A 19 25.9.2008 3,0% kof. 34,5 0,281
P1A 20 25.9.2008 3,0% kof. 15,9 0,130
P1A 21 25.9.2008 3,0% kof. 41,2 0,336
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Tab. 2: Hodnoty fluxd kofeinu

s odstupnovanym obsahem T12 v sérii méfeni P1B.

(Jk) a korigovanych fluxt (J korig) Z 1% krému

série Cislo KilFe kon(_:lt_a:rLl;race Jk_z . Jkk_ozr B
méieni | protokolu v donoru [wg.cm™.h™] | [ng.cm™.h™]
P1B 22 25.9.2008 0,0% 31,3 12,7
P1B 23 25.9.2008 0,0% 18,8 0,0
P1B 24 25.9.2008 0,0% 26,6 1,7
P1B 25 25.9.2008 0,3% 33,9 27,1
P1B 26 25.9.2008 0,3% 26,8 21,2
P1B 27 25.9.2008 0,3% 40,9 40,9
P1B 28 25.9.2008 0,5% 20,7 5,7
P1B 29 25.9.2008 0,5% 22,0 6,1
P1B 30 25.9.2008 0,5% 28,3 12,5
P1B 31 25.9.2008 0,7% 32,4 28,4
P1B 32 25.9.2008 0,7% 31,2 12,9
P1B 33 25.9.2008 0,7% 17,9 35
P1B 34 25.9.2008 1,0% 33,6 21,1
P1B 35 25.9.2008 1,0% 27,1 12,9
P1B 36 25.9.2008 1,0% 34,3 11,3
P1B 37 25.9.2008 0% (PG) 25,3 9,8
P1B 38 25.9.2008 0% (PG) 14,7 3,8
P1B 39 25.9.2008 0% (PG) 13,1 3,0
P1B 40 25.9.2008 1,0% (PG) 28,6 8,1
P1B 41 25.9.2008 | 1,0% (PG) 22,1 2,9
P1B 42 25.9.2008 1,0% (PG) 32,4 10,9
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Tab. 3: Hodnoty fluxu (Js) a normalizovanych fluxd (Js norm) kofeinu z pufrované

suspenze Vv sérii méteni P2A.

séfie ’ ¢islo KiiFe koncentrace JS_2 | Js norm
méieni protokolu vdonoru | [pg.cm™.h™] [ [ug.cm™.h™]
P2A 43 25.9.2008 3,0% kof. 35,4 0,288
P2A 44 25.9.2008 3,0% kof. 24,6 0,200
P2A 45 25.9.2008 3,0% kof. 16,8 0,137
P2A 46 25.9.2008 | 3,0% kof. 40,3 0,328
P2A 47 25.9.2008 3,0% kof. 13,1 0,106
P2A 48 25.9.2008 3,0% kof. 31,5 0,256
P2A 49 25.9.2008 3,0% kof. 34,7 0,283
P2A 50 25.9.2008 | 3,0% kof. 18,6 0,152
P2A 51 25.9.2008 3,0% kof. 16,9 0,138
P2A 52 25.9.2008 | 3,0% kof. 82,0 0,669
P2A 53 25.9.2008 3,0% kof. 27,8 0,227
P2A 54 25.9.2008 3,0% kof. 16,8 0,137
P2A 55 25.9.2008 3,0% kof. 19,7 0,161
P2A 56 25.9.2008 3,0% kof. 13,6 0,111
P2A 57 25.9.2008 3,0% kof. 9,4 0,076
P2A 58 25.9.2008 3,0% kof. 9,8 0,080
P2A 59 25.9.2008 3,0% kof. 11,7 0,096
P2A 60 25.9.2008 3,0% kof. 89,9 0,733
P2A 61 25.9.2008 3,0% kof. 27,2 0,222
P2A 62 25.9.2008 3,0% kof. 31,2 0,254
P2A 63 25.9.2008 | 3,0% kof. 22,5 0,183
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Tab. 4: Hodnoty fluxti kofeinu (Jx) a korigovanych fluxt (Jk korig) Z 1% krémt
s odstupnovanym obsahem T12 v sérii méfeni P1B.

sf{ie , Cislo KiiFe koncentrace J;EZ | Jkk_ozr R
méieni | protokolu T12 vdonoru | [pg.cm™.h™] | [pg.cm™.h™]
P2B 64 25.9.2008 0,0% 14,2 4,1
P2B 65 25.9.2008 0,0% 20,0 4,0
P2B 66 25.9.2008 0,0% 10,8 1,5
P2B 67 25.9.2008 0,3% 22,3 7,3
P2B 68 25.9.2008 0,3% 13,0 1,4
P2B 69 25.9.2008 0,3% 18,6 4,8
P2B 70 25.9.2008 0,5% 18,0 5,1
P2B 71 25.9.2008 0,5% 19,1 2,9
P2B 72 25.9.2008 0,5% 15,4 2,1
P2B 73 25.9.2008 0,7% 24,8 16,6
P2B 74 25.9.2008 0,7% 21,3 4,8
P2B 75 25.9.2008 0,7% 13,5 19
P2B 76 25.9.2008 1,0% 12,5 2,0
P2B 77 25.9.2008 1,0% 9,9 1,1
P2B 78 25.9.2008 1,0% 94 0,7
P2B 79 25.9.2008 0% (PG) 6,5 0,5
P2B 80 25.9.2008 0% (PG) 8,2 0,8
P2B 81 25.9.2008 0% (PG) 19,3 14,2
P2B 82 25.9.2008 1,0% (PG) 19,6 4,3
P2B 83 25.9.2008 1,0% (PG) 23,6 6,0
P2B 84 25.9.2008 | 1,0% (PG) 14,6 2,7
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Jelikoz jsme se domnivali, Ze by prinik permeantu ze suspenze a z krému mohl
souviset s el. odporem kiize, bylo pfistoupeno k meéteni hodnot elektrickych odport
jednotlivych koznich $tépd pouzitych v permeacnich méfenich. Odpor byl méfen jak
pfed nanesenim suspenze, tak i pfed nanesenim krému. Naméfené hodnoty odport (k€2)
jsou zaznamendany v tabulkdch 5-8, v nichZ jsou také zaznamenany pievracené hodnoty
odport, tedy hodnoty vodivosti (mS), které jsme pro zietelnéjsi zobrazeni vysledkt

vypocitali.

Tab. 5: Hodnoty el. odporu koznich §tépti pfed nanesenim suspenze a hodnoty
vodivosti ze série méteni P1A.

odpor pred
série ¢islo . koncentrace | nanesenim |vodivost
méieni | protokolu kize donoru suspenze [mS]
[kQ]
P1A 1 25.9.2008 3,0% kof. 1,64 0,610
P1A 2 25.9.2008 3,0% kof. 1,89 0,529
P1A 3 25.9.2008 3,0% kof. 2,72 0,368
P1A 4 25.9.2008 3,0% kof. 0,90 1,111
P1A 5 25.9.2008 3,0% kof. 1,45 0,690
P1A 6 25.9.2008 3,0% kof. 1,24 0,806
P1A 7 25.9.2008 3,0% kof. 3,39 0,295
P1A 8 25.9.2008 3,0% kof. 2,46 0,407
P1A 9 25.9.2008 3,0% kof. 2,18 0,459
P1A 10 25.9.2008 3,0% kof. 1,30 0,769
P1A 11 25.9.2008 3,0% kof. 2,20 0,455
P1A 12 25.9.2008 3,0% kof. 4,83 0,207
P1A 13 25.9.2008 3,0% kof. 1,54 0,649
P1A 14 25.9.2008 3,0% kof. 1,69 0,592
P1A 15 25.9.2008 3,0% kof. 1,98 0,505
P1A 16 25.9.2008 3,0% kof. 2,82 0,355
P1A 17 25.9.2008 3,0% kof. 5,58 0,179
P1A 18 25.9.2008 3,0% kof. 3,50 0,286
P1A 19 25.9.2008 3,0% kof. 2,19 0,457
P1A 20 25.9.2008 3,0% kof. 8,28 0,121
P1A 21 25.9.2008 3,0% kof. 2,37 0,422
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Tab. 6: Hodnoty el. odporu koznich $§tépti pfed nanesenim suspenze a hodnoty
vodivosti ze série méteni P1B.

odpor pred
série ¢islo KiiZe koncentrace | nanesenim | vodivost
méieni | protokolu T12vdonoru| krému [mS]
[k
P1B 22 25.9.2008 0,0% 1,36 0,735
P1B 23 25.9.2008 0,0% 1,36 0,735
P1B 24 25.9.2008 0,0% 1,10 0,909
P1B 25 25.9.2008 0,3% 0,72 1,389
P1B 26 25.9.2008 0,3% 1,12 0,893
P1B 27 25.9.2008 0,3% 1,05 0,952
P1B 28 25.9.2008 0,5% 1,58 0,633
P1B 29 25.9.2008 0,5% 0,60 1,667
P1B 30 25.9.2008 0,5% 1,41 0,709
P1B 31 25.9.2008 0,7% 1,07 0,935
P1B 32 25.9.2008 0,7% 1,61 0,621
P1B 33 25.9.2008 0,7% 2,03 0,493
P1B 34 25.9.2008 1,0% 1,23 0,813
P1B 35 25.9.2008 1,0% 1,30 0,769
P1B 36 25.9.2008 1,0% 0,80 1,250
P1B 37 25.9.2008 0% (PG) 0,93 1,075
P1B 38 25.9.2008 0% (PG) 1,81 0,552
P1B 39 25.9.2008 0% (PG) 1,59 0,629
P1B 40 25.9.2008 1,0% (PG) 1,57 0,637
P1B 41 25.9.2008 1,0% (PG) 2,36 0,424
P1B 42 25.9.2008 1,0% (PG) 1,50 0,667
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Tab. 7: Hodnoty el. odporu koznich $§tépti pfed nanesenim suspenze a hodnoty

vodivosti ze série méfeni P2A.

odpor pred
série ¢islo . koncentrace | nanesenim |vodivost
méieni protokolu kuze v donoru suspenze [mS]
[k
P2A 43 25.9.2008 3,0% kof. 4,06 0,246
P2A 44 25.9.2008 3,0% kof. 4,77 0,210
P2A 45 25.9.2008 3,0% kof. 6,52 0,153
P2A 46 25.9.2008 3,0% kof. 2,33 0,429
P2A 47 25.9.2008 3,0% kof. 6,57 0,152
P2A 48 25.9.2008 3,0% kof. 4,26 0,235
P2A 49 25.9.2008 3,0% kof. 2,98 0,336
P2A 50 25.9.2008 3,0% kof. 6,61 0,151
P2A 51 25.9.2008 3,0% kof. 5,43 0,184
P2A 52 25.9.2008 3,0% kof. 1,35 0,741
P2A 53 25.9.2008 3,0% kof. 3,20 0,313
P2A 54 25.9.2008 3,0% kof. 5,86 0,171
P2A 55 25.9.2008 3,0% kof. 3,89 0,257
P2A 56 25.9.2008 3,0% kof. 5,31 0,188
P2A 57 25.9.2008 3,0% kof. 9,10 0,110
P2A 58 25.9.2008 3,0% kof. 13,43 0,074
P2A 59 25.9.2008 3,0% kof. 411 0,243
P2A 60 25.9.2008 3,0% kof. 1,17 0,855
P2A 61 25.9.2008 3,0% kof. 3,08 0,325
P2A 62 25.9.2008 3,0% kof. 2,31 0,433
P2A 63 25.9.2008 3,0% kof. 4,05 0,247
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Tab. 8: Hodnoty el. odporu koznich $§tépt pied nanesenim krému a hodnoty vodivosti
ze série meieni P2B.

odpor pred
série ¢islo Kige koncentrace | nanesenim | vodivost
méreni protokolu T12 v donoru krému [mS]
[kQ]
P2B 64 25.9.2008 0,0% 1,94 0,515
P2B 65 25.9.2008 0,0% 1,73 0,578
P2B 66 25.9.2008 0,0% 2,38 0,420
P2B 67 25.9.2008 0,3% 1,37 0,730
P2B 68 25.9.2008 0,3% 2,63 0,380
P2B 69 25.9.2008 0,3% 1,76 0,568
P2B 70 25.9.2008 0,5% 1,62 0,617
P2B 71 25.9.2008 0,5% 2,07 0,483
P2B 72 25.9.2008 0,5% 2,11 0,474
P2B 73 25.9.2008 0,7% 1,13 0,885
P2B 74 25.9.2008 0,7% 1,56 0,641
P2B 75 25.9.2008 0,7% 2,14 0,467
P2B 76 25.9.2008 1,0% 2,07 0,483
P2B 77 25.9.2008 1,0% 2,04 0,490
P2B 78 25.9.2008 1,0% 2,84 0,352
P2B 79 25.9.2008 0% (PG) 3,06 0,327
P2B 80 25.9.2008 0% (PG) 2,14 0,467
P2B 81 25.9.2008 0% (PG) 1,20 0,833
P2B 82 25.9.2008 1,0% (PG) 1,69 0,592
P2B 83 25.9.2008 1,0% (PG) 1,49 0,671
P2B 84 25.9.2008 1,0% (PG) 1,75 0,571

Ziskané hodnoty fluxid a vodivosti jsou také zobrazeny na grafech 4-7. Z nich je vesmés
na prvni pohled patrné, Ze vys$i hodnoty fluxt jsou obvykle naméfeny na takovych
koznich $tépech, které poskytly menSi hodnoty elektrického odporu, tedy vyssi

vodivosti.
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Graf 4: Fluxy kofeinu (Js) ze suspenze a hodnoty vodivosti $tépt ze série méfeni P1A
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Pozn.: Udaj Js u vzorku z protokolu 2 v grafu 4 chybi z dtivodu naprasklé a podtékajici
Franzovy cely. Tato skute¢nost byla zjisténa pii vyméné suspenze za krém a napravena
vymeénou sklenéné akceptorové Casti této Franzovy cely.

Graf 5: Fluxy kofeinu z krému (Ji) a hodnoty vodivosti $tépt ze série méteni P1B.
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Graf 6: Fluxy kofeinu ze suspenze (Js) @ hodnoty vodivosti $tépi ze série méfeni P2A.
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Graf 7: Fluxy kofeinu z krému (Jk) @ hodnoty vodivosti §tépt ze série méfeni P2B.
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nizkomolekuldrnich permeantd s vodivosti koznich $t€pa se predbézné ukazuje jako
opodstatnéna. Ve vétsiné piipadi byl prinik kofeinu z kapalnych donorovych vzorkl
I zkrémi tim vyssi, ze ¢im vys$$i byla vodivost kiize. V ramci této rigordzni prace
nebylo zadano tento predbézny zavér statisticky dokladat. Zejména proto, ze se jako
potiebné jevi ovéfit existenci podobné souvislosti také pro permeanty jiné chemické

struktury.
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V dalsi fazi zpracovani vysledkt bylo pfistoupeno k vytvoreni grafi 8-11
za ucelem ovéfeni, zda korekce fluxi kofeinu z krému pomoci fluxti stejného permeantu
zZe suspenze mize prinést presnéjsi, resp. Iépe interpretovatelné vysledky.

K vytvofeni zminénych grafi byla vyuzita data ztabulek 1-8. Byla sledovana
souvislost elektrické vodivosti koznich §tépti a nekorigovanych i korigovanych fluxt
permeantu z krému, pfiCemz ke srovnavani byly vyuzity hodnoty korela¢nich
koeficienti vypocitanych z koeficientd determinace uvedenych v ramci jednotlivych
grafti.

Graf 8 vyjadfuje souvislost vodivosti kozniho $tépu a nekorigovanych fluxa
z krému (Jk), a to zvlast’ pro permeace P1B a P2B, podobné jako graf 9, ktery ovsem
vyuziva hodnot korigovanych fluxt permeantu z krému (Jk kor).

Graf 10 ilustruje nekorigovanych hodnot fluxt kofeinu z krému (JK) a graf 11
korigovanych fluxt kofeinu z krému (Jk kor) viéi vodivosti, jedna se vSak v obou
ptipadech o souhrna vyjadieni pro ob&é permeace P1B a P2B, tedy pro cca 40

naméfenych permeacnich profili.

Graf 8: Vztah vodivosti $§tépt a nekorigovanych fluxu kofeinu z krému (Jk),

pro permeace P1B (modré symboly; n = 20) a P2B (Eervené symboly; n = 21).
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Graf 9: Vztah vodivosti §tépt a korigovanych fluxd kofeinu z krémd (Jk kor)

pro permeaci P1B (modré symboly; n = 19) a P2B (Cervené symboly; n = 21).
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Graf 10: Vztah vodivosti koznich §tépl a nekorigovanych fluxti kofeinu z krému (Jk)

souhrnn¢ pro permeaci P1B a P2B (n = 41)
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Graf 11: Vztah vodivosti odporu na korigovanych fluxech krému (Jk kor), souhrné
pro permeace P1B a P2B (n = 40).
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Z graft 8-11 a z hodnot v nich vy¢islenych je ziejmé, ze pouzitim korekce fluxt
z krému pro kofein jako sledovany permeant pomoci pfedem stanovenych hodnot fluxi
téze latky z kontrolni suspenze jako vzorku pro ,.infinite dose* typ permeacniho
experimentu doslo ke zvySeni korelaénich koeficienti hodnocenych zavislosti.

Pro nekorigované hodnoty fluxt a pouzitou logaritmickou aproximaci zavislosti
fluxd na vodivosti byly ziskany korela¢ni koeficienty: u permeace P1B r = 0,5971,
u permeace P2B r = 0,8545 a pro data shrnuta z obou permeaci r = 0,7992.

Pro korigované hodnoty fluxti byly analogicky zjiStény nasledujici korela¢ni
koeficienty: u permeace P1B r = 0,6177, u permeace P2B r = 0,8657 a pro souhrn obou
r =0,7520.

Pouzitd korekce hodnot fluxii tedy vedla u permeaci hodnocenych zvlast
ke zvySeni hodnot korelacnich koeficientd. U dat shrnutych z obou permeaci doslo
po korekci hodnot fluxd ke sniZzeni hodnoty korela¢niho koeficientu. Toto bylo
pravdépodobné zplsobeno relativnim zvyraznénim vysoké hodnoty fluxu Js u vzorku
¢.6 vpermeaci P1 (viz protokoly ¢. 6 a 27). Tento flux Js byl vyuzit jako Jsmax

pro normalizovani ostatnich hodnot z dané¢ permeace.
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7 ZAVERY

v

prunik latek aplikovanych na povrch ktize.

2. Pro nekorigované hodnoty fluxti a pouzitou logaritmickou aproximaci zévislosti fluxti
na vodivosti byly ziskany korelacni koeficienty: u permeace P1B r = 0,5971,
u permeace P2B r = 0,8545 a pro data shrnut4 z obou permeaci r = 0,7992.

3. Pro korigované hodnoty fluxi byly analogicky zjiStény nasledujici korelacni
koeficienty: u permeace P1B r = 0,6177, u permeace P2B r = 0,8657 a pro souhrn obou
r=0,7520.

4. Korekce fluxt kofeinu z krému pomoci fluxt z ptedchozi aplikace suspenze se jevi
jako smysluplnd, a po jejim provedeni lze ocekavat zlepSeni vypovédni hodnoty

permeacnich udaji.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

T12

SC

DOPA

HLA

CD1

EAK

J [pg.cm®h]
Jr[pg.cm@h™?]
G

Vo [m]

AV gop [MI]
t[h]

Crk [mg/100ml]
Ck [mg/100ml]
Qt [ng]
Qt[pug.cm]

n

r

q

P1A, P2A
P1B, P2B

transkarbam 12

stratum corneum

dihydroxyfenylalanin

human leucocyte antigens (lidské leukocytarni antigeny)
diferencia¢ni antigeny (shluk povrchovych znak)
6-aminohexanova kyselina

flux kofeinu

pramérna hodnota fluxt kofeinu

smérodatnd odchylka hodnot fluxti

celkové mnozstvi akceptorového média

mnozstvi doplilovanéhoho akceptorového média

cas

nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
korigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
mnozstvi permeantu proslého kozni membranou
mnozstvi permeantu proslého pres 2 cm? kozni membrany
pocet naméfenych bodu

korela¢ni koeficient

absolutni ¢len

série méfeni suspenzi

série méreni krému
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