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1. UVOD

V souvislosti sfarmacii a medicinou se predpoklada uplatnéni
nanovlakennych membran zejména v oblasti distribuce IéCiv, tkafilovém inZzenyrstvi
a tvorbé implantatd, dale také jako obvazovy material, ochranné odévy a pomucky.

Na katedfe farmaceutické technologie UK-FAF zacal v akademickém roce
2008/ 2009 vramci spole€ného projektu s firmou Elmarco vyzkum vybranych
fyzikalnich a biofarmaceutickych vlastnosti nanovlakennych membran. V prvni fazi
firma Elmarco zaslala k testovani membrany vyrobené z rlznych druhl polymeru
a vyzkum se tedy zabyval hodnocenim zakladnich vlastnosti membran v zavislosti
na druhu pouZitého polymerniho materialu. Soucasti tohoto projektu se
v akademickém roce 2008/2009 stalo nékolik diplomovych praci %34,

Vyzkum nadale pokracuje, v letoSnim akademickém roce 2009/2010 jsou na
toto téma vyhotoveny dalSi diplomové a také nové rigorozni prace. Na zakladé
vysledkl prvniho kola testovani a pfedevsim po vyhodnoceni liberaéné-permeacniho
pokusu byly v laboratofich firmy Elmarco vyrobeny a nasledné zadany k testovani
membrany, které obsahovaly z vyroby inkorporované IéCivo. Pfedmétem této Casti
vyzkumu se stalo hodnoceni sorpcnich a liberaCnich vlastnosti membran, zvlasté
jejich schopnosti inkorporované |éCivo uvolnit, popfipadé dalsi mnoZstvi IéCiva
pfijmout, ale zcela jinou cestou, nez byla pouzita pfi zavedeni léCiva inkorporaci pfi
vyrobnim procesu ve firmé, a nasledné toto mnozstvi uvolnit.

Tato rigorézni prace predstavuje dalSi Cast SirSiho vyzkumu na UK-FAF.
Dopliiuje a navazuje na diplomovou praci na téma Nanovldkenné membrany jako
nosice léGiv 2, kterou jsem vypracovala v lofiském akademickém roce.Chypa! Zalozka neni
definovana. predmétem predkladané prace je studium nanovidkennych membran z
chitosanu, liSicich se navzajem ploSnou hmotnosti a majicich v sobé z vyroby

inkorporovany kofein.



2. CiL PRACE

Prace navazuje na dosavadni vyzkum katedry farmaceutické technogie
v oblasti studia nanovlakennych membran a rozSifuje teoretické informace
a pfedevsim experimentalni vysledky pfedeslych pracich.

Teoreticka Cast ma za ukol poskytnout blizSi informace o pouziti
nanovlakennych membran ve farmacii a mediciné, zejména v oblasti targetingu
a distribuci 1éCiv a v tkafilovém inZenyrstvi.

Cilem experimentalni Casti je ziskani novych poznatki o nanovlakennych
membranach z hlediska jejich schopnosti pfijmout a nasledné uvolnit ze své struktury
léCivo. Jednalo se o posouzeni:

e Uvolhovani léCiva z membran, do nichZz bylo |éCivo vpraveno pfi vyrobé
elektrospiningem.

¢ Navrhu na zavedeni IéCiva do membrany zcela jinym zplsobem, nez ktery byl
pouzity pfi inkorporaci IéCiva v poloprovoznich podminkach firmy.

e Pokusu o syceni membran pomoci médii s léCivem pro zjisténi schopnosti
membran pojmout dalSi mnozstvi IéCiva kromé toho, které membrana
obsahuje z vyroby.

e Uvolnovani impregnovaného IéCiva z membran.

e Jako predbézny, doplrikovy cil byl zalenén experiment pro stanoveni obsahu
vzdusné vihkosti v membranach pro zjisténi, zda vlastnosti membran

a ziskané vysledky mohou byt pfi praci ovlivnény vzdusnou vihkosti.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Shrnuti poznatkd diplomové prace
Diplomova prace na téma Nanovlakenné membrany jako nosiCe léCiv 2Chypa!

Zalozka  neni definovana. g0 zgpyvala charakteristikou membran  vyrobenych
z polyvinylalkoholu, chitosanu a kyseliny (D,L) polymlécné. Od kazdého druhu
membrany byly hodnoceny dvé fady vzorku, jedna fada predstavovala material, ktery
byl radiacné sterilizovan, a druha fada material, ktery nebyl radiacné sterilizovan.

Prace poskytla pfehled informaci pfedevSim o elektrospiningu, metodé vyroby
nanovlaken, jeho historii, principu, parametrech, typech technického uspofradani
a materialech pro zvlaknovani. Dale podala obecné informace o vlastnostech
a mozném pouziti nanovlaken, charakterizovala netkané textilie a polymery,
ze kterych byly vyrobeny testované nanovlakenné membrany.

Pro testovani membran byly do zminéné diplomové prace vybrany
k hodnoceni  mechanickych  vlastnosti tahové  zkou$ky, k hodnoceni
hydrofilné-lipofilniho charakteru povrchu zkouska na smacivost a méfeni kontaktniho
uhlu, k hodnoceni sorpéné-liberacniho chovani zkouSska na nasakavost
a liberacné-permeacni pokus.

Tahové vilastnosti membran byly ovlivnény pfedchozi radiaCni sterilizaci
a orientaci mé&feného materialu. Zadné pravidelnosti z hlediska méfenych vlastnosti
nebyly zaznamenany. Néktera membrana sterilizaci tahové zeslabla a néktera
zesilila. Stejné tomu bylo pfi hodnoceni sméru méfeni, néktera membrana byla ve
smeéru podélném tahoveé silngjSi a néktera naopak ve sméru pricném. Pfi zkouSce na
smacivost se vSechny tfi membrany jevily jako vodou nesmacivé a voda na jejich
povrchu utvofila kapku, zatimco lipofilni tekutina se zcela vsakla. Na zakladé
srovnani hodnot kontaktniho uhlu bylo zjisténo u vSech tfi membran, Ze se sterilizaci
material stava hydrofilnéjSim. Pfi zkouSce na nasdkavost byly vSechny tfi membrany
schopné pojmout urcité mnozstvi hydrofilni kapaliny. Pfi liberané-permeacnim
pokusu vSechny tfi membrany ve srovnani s kontrolou poskytovaly nizSi koncentrace
kofeinu v akceptorové fazi a uvolfiovani a nasledny prinik kofeinu brzdily.

Ziskané vysledky byly pfedany firmé Elmarco, ktera informace vyhodnotila

a vyrobila pro pokracujici vyzkum dalSi nanoviakenné membrany. Tyto membrany
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jsou ze stejného polymerniho materialu, konkrétné chitosanu, liSi se navzajem
ploSnou hmotnosti a maji v sobé& zvyroby inkorporovany kofein. Jmenované

membrany jsou predmétem predkladané rigordzni prace.

3.2 Pouziti nanovlakennych materialGl v mediciné a ve farmacii

Nanovlakenné membrany maji uplatnéni v cilené distribuci 1€Civ, v Iékarské
protetice jako podloZky pro rlst tkani, v tkariovém inzenyrstvi, dale jako obvazovy

materidl, filtraéni pomiicky a ochranné pomticky, také jako kosmetické pfipravky.’

3.2.1 Cilené podani lé€iv do organismu

Transportni aplikacni soustavy, drug delivery systems, predstavuji pokrocCily
zpusob pfivodu IéCiv do organismu a jsou schopné IéCivo usmérnit na misto anebo
k mistu jeho ucinku, ¢imz vyznamné snizuji jeho pfitomnost v ostatnich pro 1éCbu
nedulezitych ¢astech organismu. Jedna se tedy o cileni, smérovani |éCiva a spusténi
liberace Ié¢iva v urgité oblasti.®

Jako perspektivni se pro systémy cileného podani Ié€Civ jevi nanovlakenné
membrany majici rozméry podobné extracelularni matrix, které hraji dulezitou roli pfi
transportu 1éCiv. Tyto systémy ve formé nanovlaken jsou stale v pocate¢nim stadiu
zkoumani. Nanovlakenné membrany tvofi trojrozmérnou matrici (leSeni neboli
kostru), do niz je inkorporovano lécivo ¢i jiné agens nizkomolekularni nebo
vysokomolekularni povahy. Systémy mohou byt navrzeny takovym zplsobem, aby
poskytly rychlé, okamzité, opozdéné nebo jinak upravené, fizené uvolfiovani IéCiva.
Vlastnosti systému, pfedevSim jeho kinetiku uvolfiovani l€Civé latky, ovliviuje na
jedné strané vybér materialu, technika elektrospiningu, metoda zavedeni IéCiva a na
strané& druhé plocha povrchu lég&iva a plocha nosice.’

Materialem a nasledné nosi¢em l|éCiva mohou byt nedegradabilni polymery,
u nichz k uvolfovani |éCiva dochazi prfedevsim difuzi. Mnohem popularnéjsi jsou,
stejné jako v tkanovém inzenyrstvi, biodegradabilni polymery, u kterych uvolhovani
léCiva probihda jednak difuzi a jednak degradaci nosiCe a u kterych je diky jejich
degradaci eliminovana nasledna explantace, tedy zpétné vyjmuti systému, a je
shiZzeno zatézovani organismu. V nékterych pfipadech muze vést uvolfiovani IéCiva
dvéma soubézné probihajicimi zpusoby, difuzi a degradaci polymeru, k pfili§ rychle

uvolnéné davce a narlstu koncentrace IéCiva k toxickym hodnotam. Aby se takovym



situacim zabranilo, je pfi sestavovani systému tfeba upravit rychlost uvolhovani
lé&iva v relaci k rychlosti degradace nosige.’

Skala légiv a ostatnich latek inkorporovanych na nosie je pomérné pestra
diky velkému vybéru polymerd pro vyrobu membran elektrospiningem a rlznym
metodam elektrospiningu, jejichz pfiklady uvadi Tab. 1. NejCastéji se ve vyzkumu
jedna o inkorporaci antibiotika, protinadorové latky, proteini nebo DNA, RNA anebo

suspenze obsahuijici Zivé buriky.”

polymer rozpoustédlo typ elektrospiningu aplikace
polykaprolakton-obal 2,2,2-trifluorethanol
koaxialni uspofadani podani albuminu
polyethylenglykol-jadro voda

polykaprolakton-obal
chloroform a DMF

polyethylenglykol-obal koaxialni usporadani podani albuminu
dextran-jadro voda
PLGA, PLA, PEG-b-PLA DMF prosté usporadani podani cefalosporinu
PLGA dichlormethan prosté usporadani podani paklitaxelu
PLGA, PEG-PLLA chloroform prosté usporadani podani karmustinu

Tab. 1: Priklady elektrospiningem zvlaknénych polymeru a jejich vyuziti v aplikaci 16éiv’

Vpraveni, zavedeni léCiva, drug loading, mGze probéhnout nékolika zplsoby,
pfi nichz maze byt 1&éCivo a nosny material rizné misen a mohou vzniknout rGzné
struktury. Prvni moznosti je napojeni Castic léCiva na povrch nanoviakenné
membrany, napf. ponofenim zvlaknéného polymeru do roztoku léCiva a zavedenim
léCiva pomoci adsorbce. Druhou moznosti je formace polymeru a léCiva do
nanovlakenné struktury, kdy koneény produkt obsahuje dva druhy nanovlaken
vzajemné prolozené. Treti moznosti je vpraveni |éCiva do taveniny nebo roztoku
polymeru, kdy po elektrostatickém zvlaknéni vznikne jeden druh dvousloZkovych
vlaken. Ctvrtou moznosti je elektrospiningem prevedeni polymeru do tubularni formy,

v jejimz stfedovém prostoru jsou zapouzdreny astecky lé&iva.”
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Obr. 1: Ukazka elekrospiningu dle usporadani ’

Pro aplikacni systémy IéCiv a také pro tkanové inzenyrstvi ma velky potencial
metoda pro zavedeni l|éCiva nazvana elektrospining s koaxialnim uspofadanim
znazornéna na Obr. 1 B. Pfi této metodé je menSi kapilara, kterou protéka polymerni
roztok s IéCivem, obklopena vétsi kapilarou, jiz protéka dalSi polymerni roztok. Pfi
tomto uspofadani jsou mensi vlakna s |éCivem obalena, enkapsulovana, vétSimi

vlakny a vznika struktura nazvana core-shell.”

3.2.2 Lékarska protetika

Nanovlakenné materialy maji uplatnéni pfi konstrukci umeélych nahrad casti
lidského téla, mékkych tkani jako jsou krevni cévy, vaskularni, prsni nebo nervova
tkan, a také tvrdSich tkani jako chrupavka nebo kost, novéji také rohovka, klze,
Slachy a vazy.

Nanovlakenna trojrozmérna sit poskytne konstrukci, do niz jsou nasazeny
buriky. Bufky rostou, organizuji se a béhem tydnd az mésich vytvofi tkarovou
nahradu pfipravenou pro transplantaci. Nanostruktura s velkym mnozstvim vzajemné
propojenych poért a se znacnou plochou povrchu velmi pfiznivé plsobi na vrastani
tkané, na pfipojeni bunék do systému a na transport Zivin a odpadnich latek.

Pro regeneraci nebo nahrazeni kosti, svall, kiZze a také nervl ziskavaji stale

vétSi oblibu nanovldkenné konstrukce zaloZzené na kolagenu nebo peptidech.
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Tyto molekuly tvofici pfirozené lidskou tkan podporuji rast bunék, eliminuji riziko
odmitnuti nahrady lidskym organismem a jimi vytvofena konstrukce muze byt ¢asem
biologicky odbourana a télem postupné nahrazena.

Kromé pouZziti nanovlaken jako konstrukce pro tkanoveé nahrady mohou vlakna
tvofit tenkou porovitou membranu na tkanovem protetickém pfipravku. Nanovlakenny
film pracuje jako mezifaze mezi nahradou a lidskou tkani, pfiznivé ovliviiuje procesy
probihajici na spojeni a snizuje riziko selhani nahrady po implantaci. Jednou
z moznosti negativni reakce tkané na nahradu je opouzdreni implantatu v jizvové
tkani. Je to Casty problém u ortopedickych implantati jako umélé kycle nebo
nervovych nahrad jako elektrické sond, kdy dojde k obaleni nahrady a jeji povrch tak
nemulze komunikovat se sousedni tkani, nemldze byt zahajen proces hojeni, ktery
zahrnuje odvod télesnych tekutin, proteini a nezadoucich druht bunék na rozhrani
nahrada - tkann. Nahrada tim ztraci svou funkénost — nervovy implantat nedokaze
reagovat s vodivou nervovou tkani a elektrické sondy implantované do CNS nemaji
schopnost méfit & stimulovat funkce nervové bunky, ortopedicky implantat je
nedostatecné propojen se sousedni kosti a tak je sniZzena ucinnost implantace. Tento
problém, jak probihajici vyzkumy ukazuji, by mohl byt odstranén pouzitim uhlikovych
nanovlaken. Tato nanovladkna jsou kompatibilni s lidskou tkani a v kompozitnich
implantatech z polykarbonaturetanu podporuji organizaci kostnich bunék, zvysSuji

funkci nervovych nahrad a snizuji tvorbu tkafovych jizev.>’

3.2.3 Podlozky pro rist tkani

Nanovlakenné materialy mohou slouzit jako podlozky pro rust tkani a zaujmout
tak roli pfirozené extracelularni matrix, protoze svou nanostrukturou pfipominaji jeji
rozméry a napodobuiji jeji biologickou funkci.

Podstatou uspésné regenerace tkani je pfipojeni bunék na vilakennou
konstrukci a jejich organizace kolem nanovlaken, ktera poskytnou vhodnou podlozku
pro osazeni, pfesun a hlavné rast bunék. Nanovlakna poskytuji vhodné podminky
pro depozici a bujeni buné&k, maji rezervy pro tkanové opravy a nahrazovaci
procedury. Optimalni konstrukce vytvafi burikdm budouci tkané pratelské prostredi,
podporuje rust témér vSudypfitomnych nervovych bunék a musi byt schopna
reagovat na zmény prostfedi.

Velkd pozornost je vénovana konstrukcim se syntetickymi biopolymery

a biologicky odbouratelnymi polymery. Jedna se prfedevSim o konstrukce zalozené
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na proteinech a peptidech, které oproti syntetickym konstrukcim nevyvolavaji
v organismu imunitni odpovéd nebo zanét a které mohou byt pouzity v tkanich, jez
nesnesou syntetické materialy vytvarejici nevhodné prostiedi pro rist bunék. Peptidy
maji moznost se samoorganizovat do struktur jako vlakna, trubicky, archy, tenkeé
vrstva a mohou tak bunkam vytvarfet pfiznivé klima, na Cemz se podili jejich
schopnost reagovat na zmény pH, mechanické sily, teploty, tlaku, svétla,
elektrického a magnetického pole.

V budoucnu se oCekava prinos vlakenné konstrukce zaloZené na peptidech
v oblasti nervového poskozeni. Konstrukce by méla byt médiem, na kterém porostou
neurony do vlaken pro vzajemnou komunikaci a pro zalozeni funkCnich synapsi.
Vyuzita by méla byt jako podlozka pro rlst nahradnich nervovych bunék pro obéti

poranéni michy a ostatnich forem nervového poskozeni.”

3.2.4 Antiadhezivni membrany

Nanovlakenna membrana ziskana elektrostatickym zvlakhovanim muze
slouzit jako antiadhezivni material, chranici sousedni tkané od slepeni pfi
pooperacnim hojeni a zabrarujici nasledkim srustu jizvové tkané napf. v disledku
adheze v dutiné bfiSni a panvi se mohou zpusobit neplodnost nebo ucpani stfeva.

Pfi srovnani s jiz pouzivanymi antiadhezivnimi materialy z celulézy nebo
hyaluronanu se nanovlakenna membrana jevi jako flexibilngjSi, snaze drzi, nema
tendenci se lepit k mokré chirurgické rukavici a velkou pfednosti je, Ze mohou byt
diky matrici jako nosic¢i aplikovana pfimo tkanim antibiotika, I€ky podporujici hojeni,
léky proti bolesti, zanétu a to v menSim mnozstvi, nez které by bylo potfebné
u ostatnich zplsobl aplikace IéCiv, a zaroven je matrice schopna toto mnozstvi
uvolnit kontinualnég, trvale, coz eliminuje nékolikanasobné podavani IéCiv a snizuje
zatéz pro pacienta.

Pfi testovani nanovlakenného materialu in vivo na krysach bylo dokazano, ze
material redukuje tkariové sristy a snizuje pevnost a soudrznost adheze. V sou€asné

dobé je material klinicky zkou$en u lidi.

3.2.5 Obvazovy material

Elektrospiningem ziskana nanovlakna mohou slouZzit jako obvazovy material
pfi oSetfeni zranéni, popalenin kize a pfi zastavé krvaceni. Oproti klasickym

obvazovinam maji spoustu vyhod. Vlakna mohou byt pomoci elektrického pole
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stfikana pfimo na ranu, kde vytvofi vlaknity obvaz. DalSi pfednosti je, Ze ranu nejen
chrani, ale také hoji, urychluji tvorbu kiZe a snizuji vyskyt jizvové tkané. Velikost
poru v membranach je dost mala na to, aby zachytily aerosolové ¢astecky a chranily
tak ranu pred pranikem bakterii. Mérny povrch membran je obrovsky a vysoce ucinny

pro adsorbci kapalin a podani dermatologickych lé&iv.°

3.2.6 Ochranné pomiticky

Pro vyrobu ochrannych pomucek, jako jsou ochranné rousky, respiratory
a odévy, se v probihajicich vyzkumech jevi pfi srovnani s aktualné pouzivanymi
pomuckami jako vyhodnéjSi nanovlakenné materialy.

Material pro vyrobu ochrannych pomucek by mél byt lehky, prodysny, pfijemny
na noseni a pfitom vysoce ucinny, propustny pro vodu a vodni paru, nepropustny
a vysoce reaktivni pro jedovaté latky a patogenni mikroorganismy, nerozpustny
ve vSech rozpoustédlech. VétSinu z toho splnuji nanovlakenné materialy.

Materialy diky svym nanorozmérim zabranuji prostupu vétSiné Skodlivych
chemickych a biologickych latek a zachycuji ve své struktufe bakterie a viry, které
jsou v rozsahu velikosti mikrometrd az nanometrd. Zaru€uji pohodIngjsi a efektivnéjsi
noSeni, i pro dlouhodobé pouZziti, jelikoZz nanovlakna tvofi jen malou ¢ast pomucky,
a diky svému mérnému povrchu dokazi byt pfi své nizké hmotnosti velmi uc€inné.
Konkrétné byl vyvinut nanovlakenny material pro masky, ktery se sklada z méné nez
2 % materialu a vice nez 98 % predstavuje vzduch.

Pfi testovani vykazuji nanovlakenné materialy diky vysoké porovitosti a malé
velikosti pért znacnou efektivitu v zachycovani latek v aerosolové formé a diky velké

plo$e povrchu minimalni impedanci k rozptylu vihké pary.>

3.2.7 Kosmetické pripravky

V kosmetice jsou tradi€né pouZzivany krémy, masti, plétové vody a mléka,
obsahujici pevné nebo kapalné castice, které maiji oproti vlaknitym materialim
tu vyhodu, ze pronikaji pfi aplikaci na kuzi. Presto jsou pro kosmetické ucely
zkouseny nanovlakenné pletové masky pro hojeni pleti, Cisténi pleti a pro dalSi

lé8ebné gely.”
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3.3 Nanovlakenné materialy v transportnich systémech |é¢iv
a tkanovém inzenyrstvi
Systémy pro aplikaci l€Civ s cilem uvolnéni IéCiva v urCité Casti lidského téla
a materialy pro tkanové inZenyrstvi k nahradé ¢&i usnadnéni ristu poSkozenych nebo
nemocnych bunék vyuzivaji kombinaci pfirodnich a syntetickych polymernich
nanomateriald s burikami, bioaktivnimi molekulami a |&€Civy.
Zakladnim stavebnim kamenem jsou polymerni mikro- a nanokonstrukce
(scaffolds, pocesténé skafoldy), které =zajiStuji interakci s extracelularni matrix
a s bunkami a které uskuteCriuji fizené uvolfovani IéCiv nebo bioaktivnich latek

podporujicich bunéény rust a tvorbu tkani.®

3.3.1 Vlastnosti matric umoznujici jejich pouziti

Polymerni konstrukce ma podobu trojrozmérné sité a mikrovlakennou az
nanovlakennou strukturu zajistujici velky mérny povrch. Ma vysoce porézni strukturu
se systémem vzajemné propojenych poérld. Svymi rozmeéry a mechanickymi
vlastnostmi napodobuje pfirozenou tkan. Matrice mize zastavat funkci nosice léciva
na zakladé své schopnosti pfijmout do své struktury l€Civé latky a nasledné je uvolnit.
Idealni konstrukce je biokompatibilni, zcela resorbovatelna sousednimi tkanémi,
s fizenou degradacéni a resorpCni rychlosti, zajistuje kontrolovanou distribuci |€Civ
a bioaktivnich latek, zlepSuje a Fidi regeneraCni proces probihajici v poSkozené

tkani.®

3.3.2 Vlastnosti materialil matric

Pouzivany material musi byt bezpeCny a netoxicky, biokompatibilni
a nevyvolavajici pfiliSnou imunitnich reakci, popfipadé také biodegradabilni. Musi mit
vhodné mechanické vlastnosti a pfihodné viastnosti pro vyrobu za vzniku skafold(
s velkym povrchem vysoce porézni struktury.

Materialy majici vySe uvedenou charakteristiku mizeme rozdélit na pfirodni
polymery, jako jsou alginaty, kolageny, hyaluronaty, chitosany, rizné typy ZzZelatiny
afibrinu a syntetické polymery jako polyestery, polyamidy, polyakrylaty, jejich
kopolymery a smési.

Vybér materialu zavisi na jeho budouci aplikaci. Uplatnéni nachazeji jak
prirodni tak syntetické polymerni matrice. Posledni dobou roste vyznam syntetickych

polymerl typu poly-a-hydroxykyselin jako polymlééna kyselina, polyglykolova
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kyselina a jejich kopolymery. Vyhoda spocCiva v jejich biodegradabilité, nebot’ se
hydrolyticky rozlozi na oligomery a monomery rozpustné ve vodé a snadno
odstranitelné z mista aplikace. Navic je rychlost jejich degradace vyhovujici
v porovnani s rychlosti rlstu tkani, coz umoznuje postupnou pfirozenou obnovu
tkané bez slozitosti a dlouhodobych komplikaci spojovanych s nékterymi materialové

odlisnymi implantaty.®

3.3.3 Pozadavky na matrice

Mechanické vlastnosti nanokonstrukce by mély odpovidat a pfizpUsobit se
vlastnostem tkané, ve které budou pusobit. Mély by byt odolné proti kompresivni
a tahové sile, aniz by doSlo kovlivnéni jejich biomechanické charakteristiky
a k poSkozeni bunék nebo latek, které skafoldy nesou. Nanokonstrukce by méla
maximalné napodobit endogenni prostfedi obklopujici bunky, to znamena podobat se
struktufe extracelularni matrix.

Nanokonstrukce pouZzivané v tkanovém inzenyrstvi by mély byt schopny spojit
buriky do tkani, zajistit bunécnou interakci, podilet se na signalizaci tykajici se
rozvoje a morfogeneze bunék a na nutricnim a odpadovém transportu. Dale by
skafold mél podporovat buné&tnou adhezi a proliferaci, usnadnit kontakt mezi
bufikami a pomahat pfi migraci bunék.

Konstrukce pouzivané v aplikacnich systémech IéCiv a bioaktivnich molekul by
mély mit urcitou kapacitu, loading capacity, to znamena mnozstvi latky, které je
konstrukce schopna pojmout. Latka muze byt rozmisténa homogenné v celé matrici
nebo jen oddélené na urcitém misté pro prostor limitujici uvolfiovani. Skafold by mél
latku ve své struktufe dostateéné vazat a pfitom v Case potfeby umoznit jeji uvolnéni,
jinymi slovy afinita latka a tkan by méla byt vy8Si ve srovnani s afinitou latka
a konstrukce. Matrice by neméla inkorporovanou latku nijak pozménit a meéla by pro
latku po definovanou dobu zarucit stalost struktury, aktivity a stabilitu za fyziologické
teploty. Konstrukce by méla latku uvolnit cilené a fizené, aby bylo dosazeno
terapeutickych koncentraci pro Ié¢bu po poZadovou dobu a na poZadovaném misté.

Konstrukce pouzivané pro doruceni l€Civ nebo bioaktivnich molekul vazou tyto
latky do sveé struktury diky vlastnostem povrchu a diky povrchovym interakcim dokazi
spolupracovat s okolnimi burikami, urychluji adhezi a infiltraci bunék a uvolfuji
vpravené latky. V nékterych pfipadech nemusi byt interakce povrchu dostateéné

anebo je tfeba jesté vice podpofit vlastnosti povrchu konstrukce, je mozné provést
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rizné upravy povrchu typu fyzikalni adsorbce nebo chemické modifikace. Pomoci
fyzikalni adsorbce nebo chemickou modifikaci kovalentni vazbou mohou byt na
skafold pfipojeny ligandy napf. kolagen, Zelatina, tzv. bunky kotvici proteiny jako
fibronektin a z nich odvozené kratké peptidické sekvence, kyselina hyaluronova,
heparin, galaktoza a laktdéza. Tyto latky moduluji povrch pro navazani zamyslené

aktivni latky a jejich ukazka je znazornéna na Obr. 2.3
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Obr. 2: Ukazka modifikace povrchu matrice pro navazani aktivni Iétky10

3.3.4 Vyroba matric

Jsou rlizné zpUsoby vyroby polymerni nanokonstrukce a vybér vhodné metody
je dan predevSim charakterem budouci aplikace. Hlavni metodou vyroby
nanovlakennych matric je elektrostatické zvlakriovani. Mezi ostatni konvenéni
metody vyroby skafoldl patfi plsténi vlaken, tmeleni viaken pomoci druhého
polymeru, vyroba vyuzivajici lyofilizaci, odlévani s vylou¢enim ¢&astic, vysokotlaké
zpracovani, napénéni s vylou€enim ¢&astic, metoda vyuZivajici fazovou separaci

a noveji také rychlé vytvareni prototypu vyuzivajici model zhotoveny na pocitaci.
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Pouzitim téchto metod muze mit konstrukce podobu tuhého nebo tekutého porézniho
skafoldu napf. tuhé pény, podobu nanovlaken, mikrosfér nebo hydrogelu, jejichz

ukazka je na Obr. 3.1°
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Obr. 3: Ukazka rtiznych forem polymerni matrice™

3.3.5 Tradi¢éni matrice a matrice vznikajici in situ

Jako tradi¢ni konstrukce jsou oznacovany skafoldy zhotovené pred zavedenim
do téla neboli matrice pfedem vyrobené napf. nanovlakenna matrice pfipravena
elektrostatickym zvlaknénim. Na rozdil od konstrukci vznikajicich in situ pozaduji pro
implantaci polymerniho nosice chirurgicky zakrok.

Konstrukce vznikajici in situ jsou pFfedstavovany materialy vhodnymi pro
aplikaci injekci, kdy struktura skafoldi vznika az v pfislusné tkani po zavedeni
injekce. Jedna se o hydrogely, které tvofi za béznych pokojovych podminek roztok
a mohou byt kombinovany s poZadovanymi burikami, bioaktivnimi molekulami
a léCivy. Po injekeni aplikaci se vlivem zmény podminek pfetvofi na gel, ktery utvofi
skafold se zakotvenymi bunkami nebo latkami. Jejich nevyhodou je, Ze se vytvoreny
gel fedi télnimi tekutinami, rozpousti se a ztraci mechanickou soudrznost,
to znamena neschopnost zajistit bufkam strukturalni podporu po celou dobu obnovy

tkané. Prikladem polymer( schopnych pfechodu sol-gel jsou pfirodni materialy jako
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alginat, fibrin nebo Zelatina a syntetické materialy jako poly-(N-isopropylakrylamid),
triblokové kopolymery PEO-PPO-PEO nebo PLGA-PEO-PLGA.

Kombinaci dvou vySe uvedenych konstrukci jsou mikrosféry, které jsou
pfedem vyrobené a aplikovatelné injekci. Tento porézni nosi¢ muze byt naoCkovan
kmenovymi bunkami a nasledné do poskozené tkané aplikovan injekci, nebo in vitro
kultivovan a po rozmnozeni bunék implantovan jako nové vytvorena tkan. Moznosti
pouziti jsou znazornény na Obr. 4, kdy byly pfi poSkozeni chrupavky zkouSeny

mikrosféry z PLGA s inkorporovanymi chondrocyty.°
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Obr. 4: Matrice tvofena mikrosférami z PLGA obsahujici chondrocyty10

3.3.6 Zaclenéni léciva a bioaktivnich latek do matrice

Konstrukce pouzivané v tkanovém inzenyrstvi mohou nést kmenové buriky,
nebo bioaktivni molekuly, jako jsou proteiny typu rlstovych faktori a dalSich
bilkovinnych latek podporujici proliferaci a diferenciaci bunék. Proteiny zavadéné do
skafoldd maiji sklon k nestabilité béhem inkorporace do matrice a jejich funkce muaze
byt naruSena v disledku pro né nepfiznivych podminek pfi formovani a nasledné
manipulaci s matrici. DalSim nedostatkem je jejich rychlé odbourani ve tkani po

uvolnéni z matrice. Proto jsou proteiny zavadéné do polymernich nosi¢l v nékterych
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pfipadech nahrazovany geny, které pfislusné proteiny koduji, nebo Zivymi bunkami,
které proteiny secernuji. DNA nebo RNA inkorporovana do matrice naprogramuje
bun&&né chovani.™

Konstrukce pouzivané v aplikaci lé€iv nesou latky o malé molekulové
hmotnosti, nejCastéji se jedna o antibiotika, protinadorove latky, l1éCiva proti bolestem
a zanétu, légiva snizujici reakci téla na implantat a podporujici jeho pfijmuti, atd.*

Zavedeni latky do nanokonstrukce muize byt realizovano nékolika zpUsoby
a obecné je muzeme rozdélit na metodu ukotveni latky na skafold a na metodu
zachyceni latky dovnitf skafoldu. Zakladni schéma pfi zaclenéni latky do matrice je
znazornéno na Obr. 5. Obé metody predstavuji odliShou strategii s rdznym
zpusobem vyroby skafoldu se zaclenénou latkou liSici se predevSim rozdilnymi
procesnimi podminkami, které mohou mit vliv na stabilitu, naslednou funkci
zaclenéné latky a také na jeji uvolfovani z matrice. Zakladnim ukolem pfi vybéru

vhodné vyrobni strategie je tedy zajistit, aby nedo$lo k poskozeni zavadéné latky.®

Current methods of fabricating
growth factor loaded scaffolds.

Entrapment of growth
factor
within scaffold

Attachment of growth
factor
umio scafTold

Adsomtion of Chemical attachment Entrapment within Entrapment within Entrapment within Microsphere
arowth factor unto of growth factar Hydrogels. Porous Solid Electrospun based Scaffolds
scaftold. unto scaftold Scaffolds Scaffolds.

Scaffold fabrication by Scaftold fabrication
Solvent Casting / by
Particulate Leaching. Supereritical Fluid

Fig. 1.

Obr. 5: Schéma zavedeni latky do matrice®
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Metoda upevnéni latky na skafold zahrnuje imobilizaci latky na povrch jiz
vyrobené konstrukce cestou chemicko-fyzikalni, to je adsorbci latky na povrch
matrice vyuzitim nejCastéji iontovych interakci, nebo cestou chemickou, to je
sitovanim a kovalentni vazbou latky s povrchem matrice.®

Metoda zachyceni latky dovniti skafoldu pfedstavuje inkorporaci latky béhem
vyroby matrice. To znamena zaclenéni latky do polymeru jeSté pfed vlastnim
formovanim skafoldu. Pro kazdou techniku vyroby konstrukce je odliSny zpUsob
miseni polymeru s latkou.®

Latky mohou byt do nebo na skafold zavedeny pfimo, bez obalu (tzv. nahé),
nebo se nejdfive zaCleni do mikrosfér a teprve poté nasleduje inkorporace systému
mikrosféra-latka do matrice. Druhy zplsob je vyuzivan pfi podani DNA nebo
ristového faktoru, kdy se timto krokem zvysi stabilita molekuly a prolonguje se

uvolfiovani.®1°

3.4 Konkrétni studie inkorporace latky do elektospininigem
pripravené matrice a uvolinovani latky z matrice

NejCastéji se ve vyzkumu jedna o inkorporaci antibiotika, protinadorové latky,
antiflogistika, proteini nebo DNA, RNA anebo suspenze obsahujici Zivé bunky.

Elektrospiningem s koaxialnim uspofadanim byly ziskany Zzivé biosuspenze
obalené vlakny. Konkrétné byly pfipraveny Zivé bunky enkapsulované
v polydimethylsiloxanovych vlaknech. Ve srovnani s kontrolnimi burikami pFeZila
elektrostatické zvlaknovani pomérna c¢ast bunék. Na téchto burikach, ve srovnani
s kontrolou, nezanechal proces elektrospiningu za urcité Casové obdobi zadné
pozorovatelné rozdily ani v morfologii ani ve fyziologii.**

Pouzitim jiz vySe zminéného koaxialniho usporadani byly dale ziskany
proteiny obalené nanovlakny napf. do polykaprolaktonovych vidken byl enkapsulovan
albumin. V tomto konkrétnim pfipadé bylo zjisténo, Ze struktura core-shell sniZuje
efekt prvotniho ,burst® startovaciho useku masivniho uvolnéni latky z nanovlakenné
sité a uvolfiovani ma tedy rovnomérnéjéi a trvalejsi charakter.'? Dal$im ptikladem
inkorporace |éCiva do matrice a naslednym uvolfiovanim latky je pfiprava mikrosfér
obsahujicich albumin, které byly elektrospiningem enkapsulovany do vlaken kyseliny
polymlééné. Ve srovnani s uvolfiovanim albuminu z ,nahych® mikrosfér bylo

obalenim mikroCastic vlakny dosazeno prolongovaného uvoliiovani a byl také
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eliminovan efekt prvotniho ,burst® startovaciho useku masivniho uvolnéni latky
z nanovlakenné matrice.*

Pomérné znacna c¢ast vyzkumnych praci se vénuje uvolfovani antibiotik
z nanovlakenné membrany. Studovano bylo uvolhovani tetracyklinu z matrice
zaloZzené na kopolymeru ethylenu a vinylacetatu (PEVA), z matrice vytvofené
z kyseliny polymlééné (PLA) a jejich smésné membrany. Nanovlakna
s inkorporovanym ATB vznikla zvlaknénim roztoku polymeru a |éCiva v chloroformu
s ptidavkem methanolu. Byl sledovan charakter uvolfiovani LC vzhledem k sloZeni
matrice, pficemz matrice z PEVA uvolnila tetracyklin rychleji nez membrana PLA
nebo smésna membrana PEVA/PLA. Ve srovnani s komer¢né dostupnymi
aplikacnimi systémy obsahujicimi tetracyklin typu félii nebo niti napf. Actisite®
uvolfiovaly elektrospiningem pfipravené materialy rovhomérné ATB po dobu 5 dni
bez jakéhokoliv pocatecniho ,burst” useku a to prfedevsim diky své mnohonasobné
vétsi plose povrchu.'*

Mezi dalSi prace zabyvajici se uvolfiovanim antibiotik patfi studium fizeného
uvoliovani hydrofilniho antibiotika Mefoxinu®, s Gcinnou latkou cefoxitin sodny,
z nanovlaken kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové (PLGA). PFi testovani byla
sledovana nejen liberace |éCiva a jeho antimikrobni u€inek, ale také jeho inkorporace
do matrice a ztoho plynouci vlastnosti membrany, pfedevSim jeji struktura
a bioaktivita. Matrice s ATB vznikla elektrostatickym zvlaknénim roztoku polymeru
a ATB v dimethylformamidu a v zavislosti na koncentraci LC v polymernim roztoku
vznikly rdzné vlakenné struktury. PFi 5% koncentraci IéCiva v roztoku vznikla
kompletng vlaknita struktura a pfi niz&§i az nulovém obsahu LC méla vlakna
koralkovou strukturu, bead-and-string. BEhem prvni hodiny inkubace pfi teploté 37 °C
bylo uvolnéna maximalni koncentrace ATB. Pouzitim blokového kopolymeru
PEG-b-PLA se snizilo uvolnéné mnozstvi v prvni hodiné inkubace a prolongovalo se
uvolfiovani LC aZ na jeden tyden. PouZitim téchto membran s ATB bylo dosaZeno
vice jak 90% inhibice rustu bakterie Staphylococcus aureus.™

Dale bylo studovano mozné pouziti chemoterapeutika Biteral®, s Gcinnou
latkou ornidazol, které bylo zakotveno na polykaprolaktonovou membrané, v prevenci
pooperacénich bfinich srastd a infekci. Na membranu bylo LC zaélen&no adsorbci, to
znamena ponorfenim zvlaknéného polymeru do roztoku léCiva. Bylo zjiSténo, Ze

matrice s LC ve srovnani s matrici bez LC a ve srovnani s kontrolou neobsahujici
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zadny nosi¢ redukuji rozsah a soudrznost abdominalnich sristd a podporuji proces
hojeni.*®

Velmi perspektivni jsou vyzkumy v oblasti aplikace protinadorovych I[éCiv.
Systémy zaloZzené na nanovlaknech se jevi jako schopné prekonat nékteré
nedostatky v sou€asné dobé& pouzivanych micelarnich a lipozdmovych soustav,
jakym je napfiklad omezené mnozstvi l€Civa, které Ize do systému inkorporovat. Byla
testovana membrana se zacClenénou protinadorovou latkou paklitaxel, konkrétné se
jednalo o nanovlakna kopolymeru kyseliny mlé&né a glykolové. P¥i inkorporaci LC na
nosi¢ bylo zavedeno pres 90 % IéCiva, které se nasledné fizené uvolfiovalo po dobu
vice néz 60 dni. Béhem 72 hodin pokusu latka usmrtila az 70 % nadorovych bunék
a z toho vyplyvajici hodnota IC50 byla srovnatelna s komeréné dostupnym LP
Taxol®.’

DalSi zkouSenou protinadorovou latkou v nanovlakennych aplikacnich
systémech byl karmustin (BCNU). LéCivo a polymer, konkrétné diblokovy kopolymer
ethylenglykolu a kyseliny mlé¢né, byly pfevedeny do roztoku chloroformu a nasledné
elektrostaticky zvlaknény. Ve srovnani s membranou bez |éCiva, ktera nema zadny
inhibiéni vliv na rdst rakovinotvornych bunék, membrana s léCivem brzdi rust
nadorovych bunék a vykazuje protinadorovou aktivitu po dobu vice nez 72 hodin,
zatimco volné |éCivo bez pouziti membrany jako nosiCe ztrati ucCinek bé&hem
48 hodin. Proto se nanovlakna BCNU/PEG-PLLA jevi jako vhodna pro pooperaéni
chemoterapii nadora.*®

Perspektivni jsou nanovlakenné systémy obsahujici bioaktivni molekuly jako
proteiny a DNA. Konkrétné byla studovana rychlost uvolhovani proteinu
z nanovlakenné core-shell struktury, v niz byla obalem vlakna polykaprolaktonu
a jadro obsahovalo bovinni albumin. Zjistilo se, ze rychlost uvolfiovani, i mnozstvi
latky vpravené pfi zvlaknovani roste s dodavanym mnozstvim proteinu do roztoku,
ze kterého vznikne jadro, a s pfidanim PEG do roztoku, ktery da vzniknout obalu.
Se zménou téchto podminek byli védci schopni ménit dobu, po kterou se bude
protein uvoliovat od jednoho tydne do jednoho mésice.*®

Pfikladem inkorporace genové informace do matrice je zaclenéni DNA do
membrany PLGA. DNA nebyla zavedena do membrany pfimo, ale nejdfive byla
enkapsulovana do micel sloZzenych z triblokového kopolymeru PLA-PEG-PLA, které ji
poskytly ochranu pfi procesu elektrospiningu. Béhem sedmidenni liberace uvolnila

membrana zhruba 20 % enkapsulované DNA, ktera byla schopna pfenosu genové
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informace transfekci. Zatimco ,naha“ DNA zavedena do matrice bez ochrannych
micel podlehla béhem elektrospiningu degradaci a nebyla tudiZz schopna predat

genovou informaci cilovym burikam.?
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Suroviny

Ethanol 96%

Chloroform 99,9%

Kofein CL 2009

Kyselina chlorovodikova 35%

Kyselina mravenci 98%

Methanol pro HPLC
(Methanol Chromasolv®)

Propylenglykol CL 2009

Tromethamol (Trizma)

Voda Cisténa

Voda pro HPLC

Uvedené komeréné dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti dle norem

vyrobcu, resp. dodavateld.

4.2 Testovany material

Testované nanovlakenné membrany byly vyrobeny v poloprovoznich
podminkach a dodany firmou Elmarco. Jednalo se o membrany vyrobené technologii
Nanospider®. Pfi vyrob& doslo k elektrostatickému zvlaknéni roztoku chitosanu
obsahujiciho kofein. Chitosanova vlakna s inkorporovanym kofeinem byla zakotvena
na modré tkaninové podlozce a dale prekryta elektrospiningem zvlaknénou vrstvou
polyuretanu (PUR). Chitosanova vrstva obsahuje 5 % léCiva. Vzorky se liSi ploSnou

hmotnosti jednotlivych vrtstev. Konkrétné popisuje slozeni chitosanové vrstvy Tab. 2

a slozeni membran Tab. 3.

Kulich, Hradec Kralové
Sigma-Aldrich, Praha
Kulich, Hradec Kralové

Penta, Chrudim

Lach-Ner, Neratovice
Sigma-Aldrich, Praha

Kulich, Hradec Kralové
Sigma-Aldrich, Praha
UK-FaF, Hradec Kralové
UK-FaF, Hradec Kralové

vzorek gramaz [glmz]
membrany chitosan kofein
1 0,57 0,03
2 1,14 0,06
3 1,90 0,10

Tab. 2: Slozeni chitosanové vrstvy
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vzorek gramaz [g/m?]
membrany chitosan polyurethan

1 0,6 0,3

2 1,2 0,3

3 2,0 0,3
Tab. 3: Slozeni membran

4.3 Pristroje
Analytické vahy Sartorius 2004 MP Sartorius, Némecko
Centrifuga Hettich EBA 20 Hettich, Némecko
Digitalni fotoaparat Olympus Lens Olympus, Japonsko
C-765 AF ZOOM 6,3-63 mm

Digitalni pH-metr GRYF 209L Elektronické pfistroje, Havlickav Brod
HPLC sestava Agilent Technologies, USA

Agilent Technologies 1200 Series
UV/VIS Detektor VWD G1414B
Termostat TCC G1316A
Autosampler ALS 1329A

Degasser G1379B

|zokraticka pumpa G1310A
Termostat BT50 Laboratorni pfistroje, Praha
Ultrazvukova lazen Tesla, Vrable

Vodni Lazen Grant JB series; typ JB5 Grant Instruments, Velka Britanie

4.4 Priprava roztoku, suspenzi

4.4.1 Priprava tromethamolového pufru

Pufr pH 7,1 byl pouzit jednak pro pfipravu kofeinovych standardd a jednak jako

akceptorové médium pfi liberaci kofeinu z membran.

SlozZeni:

Azid sodny 0,02 g
Tromethamol 24,00 g
Voda pro HPLC 1000,00 g

Kyselina chlorovodikova na pH 7,1
Postup: Pevné podily byly navazeny a rozpustény v pfislusné hmotnosti vody
pro HPLC. Pomoci kyseliny chlorovodikové bylo pH roztoku upraveno na hodnotu
7,1 za pouziti digitalniho pH-metru.
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4.4.2 Priprava smési propylenglykol : ¢isténa voda

Smés byla pouZita jako akceptorové médium pfi liberaci kofeinu z membran.

SlozZeni:
Propylenglykol 60,0 g
Voda Cisténa 40,0 ¢

Postup: Propylenglykol (PG) a €isténa voda (H,O) byly smichany v poméru 3 : 2.

4.4.3 Priprava roztoku kofeinu ve smési propylenglykol : ¢isténa voda

Roztok byl pouzit k syceni membran kofeinem.

SloZeni:

Kofein 50¢9
Propylenglykol 57,09
Voda Cisténa 38,09

Postup: Navazeny kofein byl rozetfen ve tfeci misce a suspendovan ve smési
propylenglykol (PG) : voda ¢&isténa (H,O) v poméru 3 : 2. Byla ziskana 5 % suspenze
kofeinu ve smési PG : H,O, ktera byla centrifugovana rychlosti 3000 otacek / min
po dobu 10 min. Cira horni vrstva byla oddélena a pouzita jako nasyceny roztok

kofeinu pro syceni membran.

4.4.4 Priprava vodného roztoku kofeinu

Roztok byl pouzit k syceni membran kofeinem.

Slozeni:
Kofein 0,019
Voda Cisténa 100,17 g

Postup: Navazeny kofein byl rozetien ve tfeci misce a dispergovan v Cisténé vodé.

4.4.5 Priprava ethanolové disperze kofeinu

Disperze byla pouzita k syceni membran kofeinem a pfedstavovala nasyceny roztok

s odvazenym 5% prebytkem kofeinu.

SlozZeni:
Ethanol 96% 48,99 g
Kofein 101g

Postup: Navazeny kofein byl rozetfen ve tfeci misce a dispergovan v ethanolu.
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4.4.6 Priprava chloroformové disperze kofeinu

Disperze byla pouzita k syceni membran kofeinem a predstavovala nasyceny roztok

s odvazenym 5% prebytkem kofeinu.

SloZeni:
Chloroform 43,55 g
Kofein 6,459

Postup: Navazeny kofein byl rozetfen ve tfeci misce a dispergovan v chloroformu.

4.4.7 Priprava mobilni faze pro HPLC stanoveni kofeinu

Byla pouzita smés vody pro HPLC a methanolu pro HPLC v poméru 75:25
s obsahem 0,2 % kyseliny mravenci.

SloZeni:

Kyselina mravenci 98% 2,04 g

Methanol pro HPLC 249,49 g

Voda pro HPLC 748,47 g

Postup: Kyselina mravenci byla rozpusténa ve smési methanolu pro HPLC s vodou
pro HPLC. Mobilni faze byla pfed naplnénim do chromatografické soustavy

odplynéna pomoci ultrazvuku po dobu 10 minut.

4.4.8 Priprava kofeinovych standard

Kofeinové standardy byly pouzity pro sestrojeni kalibraéni pfimky pfi HPLC
stanoveni kofeinu. Koncentrace standardd byla 7,5mg/100ml; 3,750mg/100ml;
1,875mg/100ml; 0,9375mg/100ml; 0,4690mg/100ml; 5,0mg/100ml; 0,1mg/100ml.
NavaZzka kofeinu: 0,0150 g

Postup: Navazka 0,0150 g kofeinu byla rozpusténa ve 100 ml tromethamolového
pufru. Tim byl ziskan zakladni roztok o koncentraci 15,0 mg/ 100 ml. Kofeinové

standardy byly pfipraveny postupnym fedénim zakladniho roztoku.
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4.5 Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach

Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach bylo provedeno na zakladé
zjiStovani rozdilu hmotnosti membran na vzduchu a po vysuseni v exsikatoru.

Pro zkousSku bylo pouzito od kazdé membrany deset vzorkUl, kazdy o velikosti
18 x 20 mm. Membrany byly nafezany na zminénou velikost, ihned zvazeny
(prvni vazeni) na analytickych vahach a nasledné vlozeny do exsikatoru.

Po 12 a 22 hodinovém pobytu v exsikatoru byly opét zvazeny (druhé a treti
vazeni). Konkrétni hodnoty hmotnosti membran v pfislusnych €asech jsou uvedeny
v Tab. 4 az Tab. 6 v casti 5. DOKUMENTACE. Vypoctené hodnoty priimérného
hmotnostniho ubytku jednotlivych membran jsou uvedeny v Tab. 10 v cCasti
6. VYSLEDKY A DISKUZE.

Zvazené vzorky membran byly pouzity pro dalSi pokusy, konkrétné 4.6 Syceni

membran lééivem a 4.7 Liberace Ié¢iva z membran.

4.6 Syceni membran lé¢ivem

Membrany jiz z vyroby obsahovaly inkorporované lécivo, konkrétné kofein.
Na zakladé této skuteCnosti se naskytlo nékolik otazek - zda jsou membrany vibec
schopné pojmout dalSi mnozstvi |é€Civa, tedy kofeinu, a to cestou fyzikalni adsorbce,
to znamena zcela jinym zpusobem, nez jakym bylo léCivo vpraveno pfi vyrobé,
a pokud ano, tak o jak velké mnozstvi kofeinu se jedna.

Podstatou tohoto experimentu je vystaveni membrany syticimu kapalnému
vehikulu s kofeinem. Pfedpoklada se, Ze se urcité mnozstvi 1éCiva deponuje do
membrany, atoto mnozstvi se pak urCi gravimetricky, to znamena zvazenim
membrany pfed impregnaci a dale po vyschnuti a odpareni rozpoustédla, rozdilem
téchto dvou vazeni ziskame hmotnost adsorbovaného léCiva.

Pokud budeme hovofit o syceni, popfipadé impregnaci membran médiem
s léCivem, jedna se o pracovni nazev, zavedeny pro ucely rigordézni prace, a myslime
tim ponofeni membrany do kapalného média obsahujiciho I1éCivo, béhem kterého se
léCivo povrchové zakotvi na membrané.

V prvni fazi byla jako sytici média vybrana vodna vehikula obsahujici jako
modeloveé 1éCivo kofein, konkrétné se jednalo o vodny roztok kofeinu a nasyceny

roztok kofeinu ve smési PG : H,O. Po vyhodnoceni vysledk( impregnace membran

29



z vodného prostfedi byla pfidana nevodna prostfedi obsahujici kofein, jmenovité
chloroformova a ethanolova disperze kofeinu, a jednak byl zafazen experiment
4.6.3 Koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran.

VSechna pouzita sytici média jsou popsana v Casti 4.4 Priprava roztoku,

suspenzi.

4.6.1 Syceni membran lIé¢ivem z vodného prostredi

Pro pokus byly pouzity jako sytici média 0,01% roztok kofeinu ve vodé
a nasyceny roztok kofeinu ve smési PG:H,O plvodné pfipraveny jako
5% suspenze. Jako zkou$eny material byly pouzity vzorky membran z ulohy
4.5 Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach, u kterych jiz byla ze
jmenované zkousky znama hmotnost. Od kazdé membrany byly zkouSeny tfi vzorky
ve vodném roztoku kofeinu a tfi vzorky v roztoku kofeinu ve smési PG : H,O.

Membrana o rozmérech 18 x 20 mm byla pomoci pinzety vioZzena do média
oobjemu 2,0ml vytemperovaného na teplotu 37 °C. Ty€inkou s plochym
zakonCenim byl z membrany vytlaCen vzduch a membrana byla zatizena péti
sklenénymi kuliCkami, aby bylo zajisténo uplné ponofeni. Takto pfipraveny vzorek byl
ponechan 12 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C. Ukazka timto zpusobem

pripravené lékovky je znazornéna na Obr. 6.
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Obr. 6: Lékovky s viozenou membranou v syticim médiu

Obr. 7: Technické usporadani pfi namaceni membran po predeslém syceni
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Po 12 hodinach uchovani v termostatu byla z média pomoci pinzety vyjmuta
membrana, ktera byla rychle omyta ve tfech po sobé jdoucich kadinkach s CiSténou
vodou, nasledné byla membrana ponechana vykapat a pfebyteCna voda byla odsata
pfilozenim rohu membrany Kk filtraCnimu papiru. Poté byla membrana poloZena
na Petriho misku, ponechana volné uschnout na vzduchu, a pak vloZena
do exsikatoru. Konkrétni technické usporadani pfi této fazi pokusu je znazornéno
na Obr. 7. Po 12 hodinach v exsikatoru byla membrana zvazena. Hodnoty hmotnosti
impregnovanych membran kofeinem ve srovnani s hmotnostmi puUvodnich
neimpregnovanych membran jsou uvedeny v Tab. 7 az Tab. 9 vcasti
5. DOKUMENTACE. Pramérné hodnoty hmotnosti kofeinu adsorbovaného na
membranach jsou uvedeny v Tab. 11 v &asti 6. VYSLEDKY A DISKUZE.

Po vyjmuti membrany byl u vSech zkouSenych soustav odebran pipetou
vzorek o objemu 0,7 ml, ktery byl vioZen do vialek a analyzovan na HPLC, podrobnéji

uloha 4.6.3 Koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran.

4.6.2 Syceni membran lé€ivem z nevodného prostredi

Pro pokus byly pouZity jako sytici média ethanolova disperze kofeinu
a chloroformova disperze kofeinu a jako zkouSeny nanoviakenny material vzorky
membran z ulohy 4.5 Stanoveni obsahu vzdusné vlihkosti v membranach,
u kterych jiz byla ze jmenované zkousky znama hmotnost. Od kazdé membrany byly
zkouSeny dva vzorky v ethanolovém a dva vzorky v chloroformovém prostredi.

Membrana o rozmérech 18 x 20 mm byla pomoci pinzety vlozena do média
oobjemu 2,0ml vytemperovaného na teplotu 37 °C. Tyc€inkou s plochym
zakonCenim byl z membrany vytlaten vzduch a membrana byla zatizena péti
sklenénymi kulickami, aby bylo zajisténo celkové ponofeni zkouSeného vzorku
v médiu. Takto pfipraveny vzorek byl ponechan po dobu 12 hodin v termostatu
pfi teploté 37 °C.

Po 12 hodinach uchovani v termostatu byla z média pomoci pinzety vyjmuta
membrana, ktera byla omyta ve tfech po sobé jdoucich kadinkach s ¢isténou vodou,
coz je znazornéno na Obr. 8. Nasledné byla membrana ponechana vykapat
a prebyteCna voda byla odsata pfilozenim rohu membrany k filtraénimu papiru.
Poté byla membrana polozena na Petriho misku, ponechana volné uschnout
na vzduchu, a pak vloZzena do exsikatoru. Po 12 hodinach v exsikatoru byla

membrana zvazena. Hodnoty hmotnosti impregnovanych membran kofeinem
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ve srovnani s hmotnostmi pavodnich neimpregnovanych membran jsou uvedeny
v Tab. 7 az Tab. 9 v ¢asti 5. DOKUMENTACE.

Priméré hodnoty hmotnosti kofeinu adsorbovaného na membranach jsou
uvedeny v Tab. 11 v &asti 6. VYSLEDKY A DISKUZE.

Obr. 8: Ma€eni membran po predchozim syceni membran

4.6.3 Koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran

Na zakladé rozdilného vzhledu membran po syceni chloroformovym roztokem,
kdy bylo vizualné patrné, Ze se kofein do membrany adsorboval, a jinych membran
po syceni vodnymi médii, u kterych na membranach zakotveny kofein patrny nebyl,
byl zafazen doplfikovy pokus stanovit mnozstvi kofeinu v syticim médiu po pfedeslé
impregnaci membran. Tento experiment byl uvaZovan jako zdroj porovnavacich
udaju ke gravimetrickému stanoveni mnozstvi kofeinu adsorbovaného na membrany
a mél doplnit a ucelit vysledky ziskané vazenim.

Po ukonceni pokusu 4.6.1 Syceni membran lééivem z vodného prostredi
byly ze syticiho média vyjmuty membrany. Z impregnacniho roztoku, kterym byl
vodny roztok kofeinu a roztok kofeinu ve smési PG : H,O, byl odebran vzorek

o objemu 0,7 ml. U téchto odebranych vzorku bylo provedeno HPLC stanoveni
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obsahu kofeinu v médiu po syceni membran, pracovné oznaCeno jako zbytek
po syceni membran.

Mnozstvi kofeinu obsazené v médiu po syceni membran je uvedeno
v zavislosti na druhu pouzitého syticiho prostfedi v Tab. 13 a v Tab. 14 v ¢asti
6. VYSLEDKY A DISKUZE.

Koncentraci kofeinu v syticim meédiu po impregnaci membran, konkrétné
z ethanolové a chloroformové disperze kofeinu, nebylo mozné z technickych duvod

urc€it. Odebrané vzorky, dfive nez byly analyzovany na HPLC, nedopatifenim vyschly.

4.7 Liberace léCiva z membran

LiberaCni pokus byl uskute¢nén pro zjisténi schopnosti membran uvolnit
ze sveé struktury IéCivo. Jedna o eluci membran vehikulem, ve kterém se stanovi
mnozstvi kofeinu uvolnéné membranou, konkrétné pomoci HPLC.

Jako testované membrany byly vzaty jednak membrany pfimo od vyrobce
bez jakékoliv upravy, tedy sléCivem inkorporovanym do materialu membran
pfed jeho zpracovanim elektrospiningem, a jednak membrany impregnované,
to znamena s adsorbovanym kofeinem z experimentu 4.6 Syceni membran
lé€ivem. Jako rozpoustédlo, ve kterém budou membrany eluovany a které bude
slouzit jako akceptorové prostfedi pro uvolnény kofein, byl vybran tromethamolovy
pufr pH 7,1 a smés PG : H,O vpoméru 3: 2, jejichz pfiprava je uvedena v Casti
4.4 Priprava roztoku, suspenzi.

P¥i liberacnim pokusu byly zvoleny dva zpUsoby hodnoceni vysledkl z ddvodu
ziskani vice charakteristik, totiz jak velké mnozZstvi kofeinu konkrétni membrana
maximalné uvolni, jak vypada liberaCni kfivka a kolik kofeinu membrana uvolni
na pocCatku liberace a kolik na konci, dale jak se li§i mnozstvi kofeinu uvolnéné

membranou v fadu nékolika hodin a v fadu nékolika dnu.

4.7.1 Kratkodoba liberace

Pfi liberaci byly testovany nejdfive membrany s adsorbovanym kofeinem
z ulohy 4.6 Syceni membran lé€ivem, nasledné pak membrany s inkorporovanym
kofeinem od vyrobce, dale tedy zadnym zplsobem upravené. Jako jednotné
rozpoustédlo byl vybran dle povahy liberované latky tromethamolovy pufr pH 7,1.

Vzorek membrany o velikosti 18 x 20 mm byl vloZzen pomoci pinzety do vialky,

do které bylo pfidano 1,5 ml tromethamolového pufru. Timto zpusobem pfipravena
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vialka byla vloZzena do vodni lazné temperované na teplotu 37 °C. Ukazka vodni
lazné s vlozenymi vialkami je znazornéna na Obr. 9. V €asech 20, 40, 60, 120 a 180
minut od poc€atku pokusu, to znamena od pfidani pufru do vialky a vloZeni do vodni
lazné, byl odebran reprezentativni vzorek o objemu 100 pl, ktery byl pro nasledné
HPLC stanoveni upraven, konkrétné zfedén 500 pl tromethamolového pufru. Objem
vialky byl po kazdém odbéru vZzdy doplnén na pocatecni objem, to znamena, Ze bylo
pokazdé do vialky dodano 100 ul tromethamolového pufru.

Reprezentativni vzorek byl zajistén opakovanym nasatim a vypusténim média

z pipety a az na potfeti byl odebran konec¢ny vzorek pro analyzu.

Obr. 9: Vialky s membranami viozené do vodni lazné pfi kratkodobém liberaénim pokusu

Stejnym postupem byly pfipraveny a stejnym podminkam pokusu byly
vystaveny kontrolni vzorky. Kontrolni vzorek neobsahoval testovanou membranu, ale
jen mikronizovany kofein a k nému pfidany 1,5 ml tromethamolového pufru. Mnozstvi
dispergovaného kofeinu bylo zhruba stejné jako mnozstvi kofeinu, které membrany
adsorbovaly pfi syceni z chloroformové disperze. Konkrétné kontrola K1 obsahovala
0,01135 g kofeinu, kontrola K2 0,01174 g kofeinu, kontrola K3 0,01162 g kofeinu
a kontrola K4 0,01178 g kofeinu.
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Udaje zliberaéniho pokusu jsou spolu s grafickym vyjadfenim obsahem
Protokoli 1 az 22 a jsou uvedeny v ¢asti 5. DOKUMENTACE.

Vysledky liberace, pfehled hodnot mnozstvi uvolnéného kofeinu v zavislosti na
druhu membrany a syticiho média jsou zaneseny v Tab. 15 a v Tab. 16 v Casti
6. VYSLEDKY A DISKUZE.

4.7.2 Dlouhodoba liberace

Pfi dlouhodobé liberaci byly v jednotném rozpoustédle, kterym byla smés
PG : H,O v poméru 3 : 2, eluovany pouze membrany s adsorbovanym kofeinem.

Vzorek membrany o velikosti 18 x 20 mm byl vloZzen pomoci pinzety
do sklenéné lahvi¢ky spolu s 1,5ml smési PG : H,O. LahviCcka se vzorkem byla
vloZzena do termostatu se stalou teplotou 37 °C. Testované vzorky byly za dané
teploty eluovany 5 dni a kazdy den s nimi bylo protfepano. Po uplynuti stanovené
doby eluce byl vzorek membrany zlahvicky vyndan a z média byl odebran
reprezentativni vzorek o objemu 0,6 pl, ktery byl analyzovan na obsah z membrany
uvolnéného kofeinu metodou HPLC.

Reprezentativni vzorek byl zajistén opakovanym nasatim a vypusténim média

z pipety a az na potfeti byl odebran konecny vzorek pro analyzu.

4.7.3 HPLC stanoveni kofeinu
Metoda HPLC byla pouzita vpokusu 4.7.1 Kratkodoba liberace

a 4.7.2 Dlouhodoba liberace pro stanoveni mnozstvi kofeinu uvolnéného

Z nanomembran.

4.7.3.1 Mobilni faze

Jako mobilni faze byla pouZzita smés methanolu pro HPLC a vody pro HPLC
v poméru 25 : 75 s obsahem 0,2 % kyseliny mravenci, jejichz pfiprava je uvedena

v ¢asti 4.4 Priprava roztoku, suspenzi.
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4.7.3.2 Podminky HPLC analyzy

Casti a oznageni analytického setu jsou uvedeny v &asti 4.3 PFistroje.

Obr. 10: Analyticky set Agilent Technologies

Kolona: Agilent Technologies ZORBAX Eclipse Plus C18
kolona o délce 150 mm, priméru 4,6 mm,

s oktadecylsilanovym sorbentem o velikosti ¢astic 5 ym

Pfredkolona: Agilent Technologies ZORBAX Eclipse Plus C18
predkolona o délce 12,5 mm, priméru 4,6 mm, zrnitosti 5 ym
Detekce: spektrofotometricka pfi 272 nm
Teplota kolony: 30 °C
Pratok mobilni faze: 1 ml/min
Max. tlak: 400 atm
Min. tlak: 0 atm
Délka analyzy: 7,5 min

Objem nanaseného vzorku: 20 pl

Stalost naméfené hodnoty byla ovéfovana vzorkem standardniho roztoku,
ktery byl davkovan pred, v poloviné a po stanoveni kazdé série vzorku. Vzorek vody
byl zafazeny za ucelem promyti systému pred a po stanoveni kazdé série vzorku
ataké po kazdém ze dvou nejkoncentrovanéjSich standardnich roztocich, které

vnasely do systému vysokou koncentraci analytu.
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4.7.3.3 Kalibra¢ni primka kofeinu

Pro sestaveni kalibracni kfivky byly pouzity standardni roztoky
o koncentracich 7,5mg/100ml; 3,750mg/100ml; 1,875mg/100ml; 0,9375mg/100ml;
0,4690mg/100ml; 5,0mg/100ml; 0,1mg/100ml, které byly pfipraveny dle navodu
4.4.8 Priprava kofeinovych standard.

Kazdy kalibracni roztok byl proméfen a na zakladé ziskanych dat byla
sestrojena kalibraéni kfivka (Graf 1). Parametry pfimky byly stanoveny metodou
linearni regrese. Kalibraéni pfimka a jeji parametry jsou uvedeny:

Regresni funkce: y=kx+q
Vysledna rovnice: y =636,78 x + 1,18
kde y...plocha piku kofeinu
X...koncentrace kofeinu (mg/100ml)
Koeficient korelace r 0,99955

Zavislost plochy piku na koncentraci byla prokazana se spolehlivosti 99,95 %.

kofein, VW D1 A
Area = 636.775961*Amt +1.1758341

Rel. Res% (6): 68.594

Area

4000
3000
2000

1000

o
(o)

Correlation: 0.99955

oI|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II

[
2.5 5 Amountlmg% ]

Graf 1: Kalibraéni pfimka kofeinu
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4.7.3.4 Zpracovani dat z HPLC stanoveni

HPLC stanovenim kofeinu v odebranych vzorcich z liberanich pokusu byla
ziskana primarni data, ktera byla vyjadfena jako nekorigovana koncentrace cCp.
Pomoci pocitacového programu byl nekorigovany udaj pfepocten na udaj korigované
koncentrace ck, zohlednujici pribézny odbér vzorkl, doplhiovani Cisté akceptorové
faze o objemu AV, Fedéni odebranych vzorkll a objem akceptorove faze
na pocCatku pokusu V,. Ziskané udaje byly vyjadieny mnozstvim kofeinu, ktery se
uvolnil z membrany do akceptorového média Q:; [ug] ajako mnozstvi kofeinu
uvolnéného membranou o plose 1 cm? do akceptorové faze Q; [ug/cm?].

Byla vynesena kumulativni ¢asova zavislost mnozstvi uvolnéného kofeinu
a s vyuzitim metody linearni regrese vypocteny pfislusné hodnoty smérnic

rovnovazneého pribéhu liberace, které Ciselné odpovidaji hodnotam fluxa J.
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5. DOKUMENTACE

5.1 Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach

&islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hmotnost pfed
sejmutim 0,0125 | 0,0120 | 0,0118 | 0,0131 | 0,0117 | 0,0118 | 0,0118 | 0,0116 | 0,0124 | 0,0116
ochranné vrstvy [g]
hmotnost po sejmuti | , 5155 | 59117 | 00112 | 0,0126 | 0,0111 | 0,0112 | 0,0114 | 0,0111 | 0,0122 | 0,0113
ochranné vrstvy [g]
hmotnostpo 12 hod | 4 5119 | 00115 | 0,0112 | 0,0124 | 0,0108 | 0,0109 | 0,0113 | 0,0110 | 0,0120 | 0,0108
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecni apo 1 5563 | 90002 | 0,0000 | 0,0002 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0005
12 hod v exsikatoru
(9]
Ubytek hmotnosti
00 12 hod [%) 252 | 1,74 | 000 | 161 | 278 | 2,75 | 088 | 091 | 167 | 463
hmotnost po 22hod | 4 45155 | 9 0115 | 0,0109 | 0,0125 | 0,0110 | 0,0111 | 0,0114 | 0,0110 | 0,0120 | 0,0111
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecni apo | 5560 | 00002 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0002
22 hod v exsikatoru
(0]
Ubytek hmotnosti
50 22 hod [%] 000 | 1,74 | 2,75 | 080 | 091 | 09 | 000 | 091 | 167 | 1,80

Tab. 4: Hodnoty hmotnosti vzorkd pfi vazeni membrany 1
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&islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hmotnost pfed
sejmutim ochranné | 0,0125 | 0,0116 | 0,0132 | 0,0136 | 0,0124 | 0,0127 | 0,0126 | 0,0136 | 0,0105 | 0,0129
vrstvy [g]
hmotnost po sejmuti | , 5115 | 59112 | 00126 | 0,0128 | 0,0119 | 0,0122 | 0,0121 | 0,0130 | 0,0100 | 0,0123
ochranné vrstvy [g]
hmotnostpo 12 hod | 4 5115 | 00110 | 0,0125 | 0,0128 | 0,0119 | 0,0122 | 0,0121 | 0,0130 | 0,000 | 0,0122
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecniapo 1 45500 | 90002 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001
12 hod v exsikatoru
(9]
Ubytek hmotnosti
50 12 hod [%] 000 | 1,82 | 0,80 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 082
hmotnost po 22 hod | 5115 | 00110 | 0,0125 | 0,0128 | 0,0118 | 0,0122 | 0,0121 | 0,0130 | 0,0100 | 0,0122
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecni apo | 5560 | 00002 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
22 hod v exsikatoru
[g]
Ubytek hmotnosti
50 22 hod [%] 000 | 1,82 | 080 | 000 | 085 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00

Tab. 5: Hodnoty hmotnosti vzorkd pfi vazeni membrany 2
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¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hmotnost pred
sejmutim ochranné | 0,0130 | 0,0136 | 0,0129 | 0,0119 | 0,0118 | 0,0125 | 0,0123 | 0,0135 | 0,0128 | 0,0134
vrstvy [g]
hmotnost po sejmuti |, 15 | § 0128 | 0,0121 | 0,0108 | 0,0111 | 0,0118 | 0,0115 | 0,0129 | 0,0121 | 0,0128
ochranné vrstvy [g]
hmotnost po 12 hod | 4 5154 | 0 0128 | 0,0119 | 0,0107 | 0,008 | 0,0117 | 0,0113 | 0,0126 | 0,0120 | 0,0126
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecni apo | 4 5560 | 00000 | 0,0002 | 0,0001 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0002
12 hod v exsikatoru
[g]
Ubytek hmotnosti
5 12hod %] 000 | 000 | 1,68 | 093 | 2,78 | 085 | 1,77 | 238 | 083 | 1,59
hmotnost po 22 hod | 4 5155 | 0124 | 0,0120 | 0,0209 | 0,0108 | 0,0117 | 0,0113 | 0,0125 | 0,0119 | 0,0125
v exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti
pocatecniapo | 5501 | 90004 | 0,0001 |-0,0001 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0004 | 0,0002 | 0,0003
22 hod v exsikatoru
(9]
ubytek hmotnosti | a3 | 353 | 083 | 002 | 278 | 085 | 1,77 | 320 | 168 | 240

po 22 hod [%)]

Tab. 6: Hodnoty hmotnosti vzorki pfi vazeni membrany 3

Vysvétlivka:

hmotnost po¢ate¢ni = hmotnost po sejmuti ochranné vrstvy

42




5.2 Syceni membran lé¢ivem

sytici médium vodny roztok kofeinu roztok kofeinu v PG : H,O diseptgfzneolgg:‘(eainu d(i:srgzrr;feo[(n;% \ilsu
Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hmotnost po 22 hod

. 0,0122 | 0,0115 | 0,0109 | 0,0125 | 0,0110 | 0,0111 | 0,0114 | 0,0110 | 0,0120 | 0,0111
v exsikatoru [g]

hmotnost po

. / 0,0121 | 0,0116 | 0,0113 | 0,0126 | 0,0111 | 0,0112 | 0,0115 | 0,0112 | 0,0253 | 0,0237
impregnaci [g]

rozdil hmotnosti
pfed a po -0,0001 | 0,0001 | 0,0004 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0133 | 0,0126
impregnaci [g]

Tab. 7: Hodnoty hmotnosti membrany 1 po impregnaci

sytici médium vodny roztok kofeinu roztok kofeinu v PG : H,O dis%tgrazréolggrgnu d?gpl)cé:cz)?zg]% \iﬁu
Gislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hmotnost po 22 hod

o 0,0118 | 0,0110 | 0,0125 | 0,0128 | 0,0118 | 0,0122 | 0,0121 | 0,0130 | 0,0100 | 0,0122
v exsikatoru [g]

hmotnost po

. ; 0,0118 | 0,0110 | 0,0125 | 0,0129 | 0,0120 | 0,0122 | 0,0122 | 0,0131 | 0,0242 | 0,0270
impregnaci [g]

rozdil hmotnosti
pfed a po 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0142 | 0,0148
impregnaci [g]

Tab. 8: Hodnoty hmotnosti membrany 2 po impregnaci
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ethanolicka chloroformova

sytici médium vodny roztok kofeinu roztok kofeinu v PG : H,O disperze kofeinu | disperze kofeinu

¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hmotnost po 22 hod

ny 0,0121 | 0,0124 | 0,0120 | 0,0109 | 0,0108 | 0,0117 | 0,0113 | 0,0125 | 0,0119 | 0,0125
v exsikatoru [g]

hmotnost po

. / 0,0121 | 0,0128 | 0,0120 | 0,0109 | 0,0109 | 0,0117 | 0,0113 | 0,0126 | 0,0249 | 0,0273
impregnaci [g]

rozdil hmotnosti
pred a po 0,0000 | 0,0004 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0130 | 0,0148
impregnaci [g]

Tab. 9: Hodnoty hmotnosti membrany 3 po impregnaci

Vysvétlivka:

rozdil hmotnosti pfed a po impregnaci = hmotnost adsorbovaného kofeinu

5.3 Liberace lé¢iva z membran

Kazdy protokol je oznacCen Cislem membrany, Cislem vzorku membrany

a pfislusnym druhem média, ve kterém byla dana membrana sycena.

Znaceni médii:

H.O vodny roztok kofeinu

PG : H,O roztok kofeinu ve smési propylenglykol a voda
CH3;CH,OH ethanolicka disperze kofeinu

CHCl, chloroformova disperze kofeinu
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Protokol 1
Vo [ml] ‘ Vo= 15
t [h]
C [mg/100ml] ‘membréna 1
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ médium H>O
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] ve Vo/lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,346 0,1 0,346 5,2 52
0,666 0,400 0,1 0,423 6,3 6,3
1 0,410 0,1 0,438 6,6 6,6
2 0,402 0,1 0,431 6,5 6,5
3 0,509 0,1 0,538 8,1 8,1
t Q: (exp) | Q (teor) Parametry regrese
0,333 5,2 58 Pocet bodu n= 4
0,666 6,3 6,0 Flux J= 0,572832
1 6,6 6,1 Abs. ¢len g= 5572164
2 6,5 6,7 Korelaéni koef. r= 0,641718
10
B u
@ . * *
£ b
E *
2 4-
=]
2 .
] t } i
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Protokol 2
v, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 1 ‘
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ médium PG:H.O |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,429 0,1 0,429 6,4 6,4
0,666 0,496 0,1 0,524 7,9 7,9
1 0,437 0,1 0,472 7,1 7,1
2 0,443 0,1 0,474 7,1 7,1
3 0,420 0,1 0,452 6,8 6,8
t Q: (exp) | Q:(teor) Parametry regrese
0,333 6,4 6,4 Pocet bodu n=>5
0,666 7,9 7,9 Flux J= -0,07192
1 7,1 7,1 Abs. ¢len g= 7,154335
2 7,1 7,1 Korelaéni koef. r= -0,14841
3 6,8 6,8
10
=3 »
L L 2
L]
o L
£ B
2
2 4-
=
2 .
0 : : : :
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 3
V, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 1 ‘
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘médium CH3CH,OH |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 1,555 0,1 1,555 23,3 23,3
0,666 2,069 0,1 2,172 32,6 32,6
1 1,339 0,1 1,483 22,3 22,3
2 3,073 0,1 3,172 47,6 47,6
3 1,313 0,1 1,525 22,9 22,9
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 23,3 28,1 Pocet bodu n=>5
0,666 32,6 28,6 Flux J= 1567469
1 22,3 29,1 Abs. ¢len g= 27,52813
2 47,6 30,7 Korelaéni koef. r= 0,157572
3 22,9 32,2
a0 .
40 4
’:\'_‘_| ‘
£ 30 A
"E. &> -
E - *
=
10 A
0 : : : :
0 1 2 i 4
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Protokol 4
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ membrana 1
AVop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ médium CHCls
Q: [ng] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 585,370 0,1 585,370| 8780,6| 8780,6
0,666 649,865 0,1 688,890 | 10 333,3| 10333,3
1 515,390 0,1 561,316 | 8419,7| 8419,7
2 465,877 0,1 503,298 | 7549,5| 75495
3 494,358 0,1 527,912 | 7918,7| 7918,7
t Q: (exp) | Q¢ (teor) Parametry regrese
0,333 8780,6 9298,5 Pocet bodu n= 5
0,666 10333,3 9080,6 Flux J= -654,424
1 8419,7 8862,0 Abs. ¢len g= 9516,42
2 7549,5 8207,6 Korelaéni koef. r= -0,66283
3 7918,7 7553,1
12 000 +
o000+ *
*
L J
~— o000+ . *
=
2 G OO0 —+
fan )
=
& 4000 +
2000 +
1] } } } i
1] 1 2 3 4
t [h]
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Protokol 5
V, (mi] | Vo= 15
t [h
C [mg/100ml] ‘membra’na 2
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ médium H,O
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] ve Vo/lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,278 0,1 0,278 4,2 4,2
0,666 0,276 0,1 0,294 4.4 4.4
1 0,301 0,1 0,320 4,8 4.8
2 0,283 0,1 0,304 4,6 4,6
3 0,309 0,1 0,330 4,9 49
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 4,2 4,4 Pocet bodu n= 4
0,666 4.4 4,4 Flux J= 0,197387
1 4,8 4,5 Abs. ¢len g= 4,291275
2 4.6 4,7 Korelacni koef. r= 0,54199
3 49 4,8
10
B .
Hg E _
2 o4 e *
=3
2 .
a : t :
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Protokol 6
v, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 2 ‘
AV gop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘médium PG:H.O l
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,317 0,1 0,317 4,8 4,8
0,666 0,332 0,1 0,353 5,3 53
1 0,342 0,1 0,365 55 55
2 0,360 0,1 0,385 5,8 58
3 0,390 0,1 0,416 6,2 6,2
t Q: (exp) | Q(teor) Parametry regrese
0,333 4,8 4,8 Pocet bodu n=>5
0,666 5,3 5,3 Flux J= 0,481101
1 55 55 Abs. &len q= 4,834154
2 5,8 58 Korelaéni koef. r= 0,955557
3 6,2 6,2
10
B .
o i *
2 4-
=
2 .
0 : : : |
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Protokol 7
v, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 2 ‘
AV gop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ médium CH3CH,OH l
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,822 0,1 0,822 12,3 12,3
0,666 1,165 0,1 1,220 18,3 18,3
1 1,153 0,1 1,234 18,5 18,5
2 1,176 0,1 1,258 18,9 18,9
3 1,168 0,1 1,252 18,8 18,8
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 12,3 15,7 Pocet bodu n=>5
0,666 18,3 16,2 Flux J= 1553514
1 18,5 16,7 Abs. &len q= 15,18226
2 18,9 18,3 Korelaéni koef. r= 0,601386
3 18,8 19,8
a0 -
40 +
= 30+t
2
fay]
S 20 1 . & . .
&
10 +
0 : : : |
0 1 2 3 4
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Protokol 8
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ membrana 2
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ médium CHCls
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 853,204 0,1 853,204 | 12798,1| 12 798,1
0,666 713,260 0,1 770,140 | 11552,1| 11552,1
1 539,545 0,1 590,887 | 8863,3| 8863,3
2 541,060 0,1 580,452 | 8706,8| 8706,8
3 525,227 0,1 563,924 | 8458,9| 8458,9
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 12798,1| 11625,8 Pocet bodu n=>5
0,666 11552,1| 11142,0 Flux J= -1452,89
1 8863,3 | 10656,7 Abs. ¢len g= 12109,58
2 8706,8 9203,8 Korelaéni koef. r= -0,80364
3 8458,9 7750,9
14 000
L
12000 + .
10000 +
o *
£ gooo 4 * .
2
E_ B OO0 +
& 4000 +
2000 +
a : : : :
a 1 2 3 4
t [h]
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Protokol 9
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 3
AVop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ médium H,O
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,266 0,1 0,266 4,0 4,0
0,666 0,267 0,1 0,284 4,3 4,3
1 0,269 0,1 0,288 4,3 4,3
2 0,309 0,1 0,329 4,9 4,9
3 0,291 0,1 0,312 4,7 4,7
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 4,0 4,1 Pocet bodu n=>5
0,666 4,3 4,2 Flux J= 0,28261
1 4,3 4,3 Abs. ¢len g= 4,043426
2 4,9 4,6 Korelaéni koef. r= 0,833303
3 47 49
10
B .
HE E i
— *
E 4t e *
=
2 .
0 : : : :
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Protokol 10
v, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 3 ‘
AV gop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘médium PG:H.O l
Qt [ng]l ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 0,282 0,1 0,282 4,2 4,2
0,666 0,275 0,1 0,294 4.4 4.4
1 0,292 0,1 0,311 4,7 4,7
2 0,275 0,1 0,296 4.4 4.4
3 0,297 0,1 0,317 4,8 4,8
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 4,2 4,4 Pocet bodu n=>5
0,666 4.4 4.4 Flux J= 0,138517
1 4,7 4.4 Abs. &len q= 4,30741
2 4.4 4,6 Korelaéni koef. r= 0,712737
3 4.8 4,7
10
B .
HE E i
2
2 4t * )
=
:2 .
0 : : : |
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Protokol 11
V, [mi] ‘ Vo= 15 ‘
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 3 ‘
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ médium CH3CH,OH l
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 3,091 0,1 3,091 46,4 46,4
0,666 2,728 0,1 2,934 44,0 44,0
1 1,916 0,1 2,112 31,7 31,7
2 1,804 0,1 1,945 29,2 29,2
3 1,855 0,1 1,985 29,8 29,8
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 46,4 42,8 Pocet bodu n=>5
0,666 44,0 40,7 Flux J= -6,15328
1 31,7 38,7 Abs. ¢len g= 44,81063
2 29,2 32,5 Korelaéni koef. r= -0,80854
3 29,8 26,4
al T
L
40 +
£ a0 T * N .
2
2 w4
=
10 +
a : : : :
a 1 2 3 4
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Protokol 12
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ membrana 3
AV gop [mi]
Cy [mg/100ml] ‘ médium CHCls
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 778,727 0,1 778,727 | 11 680,9| 11680,9
0,666 513,778 0,1 565,693 | 8485,4| 84854
1 560,870 0,1 598,583 | 8978,7| 8978,7
2 562,343 0,1 602,249 | 9033,7| 9033,7
3 525,500 0,1 565,650 | 8484,7| 8484,7
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 11680,9 | 10067,8 Pocet bodu n=>5
0,666 8485,4 9838,4 Flux J= -689,082
1 8978,7 9608,2 Abs. &len q= 10297,28
2 9033,7 8919,1 Korelaéni koef. r= -0,56146
3 8484,7 8230,0
14 000 +
12000 1+ o
10000 +
& * *
£ gom+  * *
2
2 6000 ¢
& 4000 +
2000 +
0 . . : |
a 1 2 3 4
t [h]
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Protokol 13
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ kontrola 1
AVop [ml]
Cy [mg/100ml]
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 394,255 0,1 394,255| 50913,8| 5913,8
0,666 704,196 0,1 730,480 | 10957,2| 10 957,2
1 579,585 0,1 628,284 | 9424,3| 94243
2 509,682 0,1 551,567 | 8273,5| 82735
3 506,514 0,1 543,285| 8149,3| 81493
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 5913,8 8568,5 Pocet bodu n=>5
0,666 10957,2 8560,7 Flux J= -23,3014
1 9424.,3 8552,9 Abs. ¢len g= 8576,231
2 8273,5 8529,6 Korelaéni koef. r= -0,01371
3 8149,3 8506,3
14000 +
12000 +
L J
_ 10000 + .
T BODD 4 * +
2
E_ BOOD + »
& 4000 +
2000 +
I:I T T T 1
0 1 2 i 4
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Protokol 14
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ kontrola 2
AVop [ml]
Cy [mg/100ml]
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AVgop Cx Qt Qi
0,333 517,899 0,1 517,899 | 7768,5| 77685
0,666 697,781 0,1 732,307 | 10984,6| 10 984,6
1 599,937 0,1 648,758 | 9731,4| 97314
2 534,624 0,1 577,875| 8668,1| 8668,1
3 521,100 0,1 559,625| 8394,4| 83944
t Q: (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 7768,5 9468,9 Pocet bodu n=>5
0,666 10984,6 9356,7 Flux J= -337,013
1 9731,4 9244,1 Abs. ¢len g= 9581,142
2 8668,1 8907,1 Korelaéni koef. r= -0,29039
3 8394,4 8570,1
14000 +
12000 +
L J
10000 + *
EoBoo0+ . * .
2
E_ B OO0 +
& 4000 +
2000 +
I:I T T T 1
0 1 2 i 4
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Protokol 15
Vo [ml] ‘ Vo= 15
t [h]
C [mg/100ml] ‘membréna 1
AVyop [mI]
Cx [mg/100ml] ‘ vzorek 1
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t Crk AVdop Cx Qt Q
0,333 0,499 0,1 0,499 7,5 7,5
0,666 0,443 0,1 0,477 7,1 7,1
1 2,096 0,1 2,128 31,9 31,9
2 0,461 0,1 0,603 9,0 9,0
3 0,463 0,1 0,503 7,5 7,5
t Q. (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 7,5 14,5 Pocet bodu n=>5
0,666 7,1 13,9 Flux J= -1,78658
1 31,9 13,3 Abs. ¢len q= 15,12923
2 9,0 11,6 Korela¢ni koef. = -0,18027
3 7,5 9,8
35 -
L ]
a0
25 A
T 20 -
=
E_ 15 ~
& 10 *
L L
5 u
] } } } i
0 1 2 3 4
t[h]
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Protokol 16
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 1
AVyop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ vzorek 2
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t an AVdop Ck Qt Qt
0,333 0,436 0,1 0,436 6,5 6,5
0,666 0,477 0,1 0,506 7,6 7,6
1 0,480 0,1 0,514 7,7 7,7
2 0,478 0,1 0,513 7,7 7,7
3 0,482 0,1 0,517 7,7 7,7
t Q. (exp) | Qq (teor) Parametry regrese
0,333 6,5 6,5 Pocet bodu n=>5
0,666 7,6 7,6 Flux J= 0,290825
1 7,7 7,7 Abs. ¢len q= 7,048162
2 7,7 7,7 Korelaéni koef. r= 0,616215
3 7,7 7,7
12 +
10
o 8 1 . @ L *
5 gl
fay]
=)
s 47
2 u
] t t t i
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 17
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 2
AVyop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ vzorek 1
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t Crk AVyop Cx Qt Q:
0,333 0,671 0,1 0,671 10,1 10,1
0,666 0,547 0,1 0,591 8,9 8,9
1 0,537 0,1 0,576 8,6 8,6
2 0,547 0,1 0,585 8,8 8,8
3 0,558 0,1 0,597 9,0 9,0
t Q. (exp) | Qq (teor) Parametry regrese
0,333 10,1 9,3 Pocet bodu n=>5
0,666 8,9 9,2 Flux J= -0,23111
1 8,6 9,2 Abs. ¢len q= 9,387412
2 8,8 8,9 Korelaéni koef. r= -0,44029
3 9,0 8,7
12 +
01 +
* - * *
= 81
£
= B -
fay]
=)
s 47
2 u
] t t t i
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 18
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 2
AVyop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ vzorek 2
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t Crk AVyop Cx Qt Q:
0,333 0,456 0,1 0,456 6,8 6,8
0,666 0,459 0,1 0,489 7,3 7,3
1 0,468 0,1 0,500 7,5 7,5
2 0,494 0,1 0,527 7,9 7,9
3 0,614 0,1 0,649 9,7 9,7
t Q. (exp) | Qq(teor) Parametry regrese
0,333 6,8 6,8 Pocet bodu n=>5
0,666 7,3 7,2 Flux J= 0,973367
1 7,5 7,5 Abs. ¢len gq= 6,501913
2 7,9 8,4 Korelaéni koef. r= 0,955699
3 9,7 9,4
12 +
10 .
— B 1 *
HE . . ¥
= B -
fay]
=)
s 47
2 u
] t t t i
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 19
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 3
AVyop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ vzorek 1
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t Crk AVyop Cx Qt Q:
0,333 0,539 0,1 0,539 8,1 8,1
0,666 0,425 0,1 0,461 6,9 6,9
1 0,427 0,1 0,458 6,9 6,9
2 0,442 0,1 0,472 7,1 7,1
3 0,464 0,1 0,496 7,4 7,4
t Q. (exp) | Q; (teor) Parametry regrese
0,333 8,1 7,3 Pocet bodu n=>5
0,666 6,9 7,3 Flux J= -0,06165
1 6,9 7,3 Abs. ¢len q= 7,362385
2 7,1 7,2 Korelaéni koef. r= -0,13422
3 7,4 7,2
12 +
10
— T *
HE . » * *
= B -
fay]
=)
s 47
2 u
] t t t i
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 20
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘membra’na 3
AVyop [ml]
Cy [mg/100ml] ‘ vzorek 2
Qt [ng] ve 'V,
Q; [ug] ve V,/1lcm? ‘ nesyceno
t Crk AVyop Cx Qt Q:
0,333 0,455 0,1 0,455 6,8 6,8
0,666 0,432 0,1 0,462 6,9 6,9
1 0,430 0,1 0,461 6,9 6,9
2 0,451 0,1 0,482 7,2 7,2
3 0,462 0,1 0,494 7,4 7,4
t Q. (exp) | Qq(teor) Parametry regrese
0,333 6,8 6,8 Pocet bodu n=>5
0,666 6,9 6,9 Flux J= 0,222875
1 6,9 7,0 Abs. ¢len q= 6,749599
2 7,2 7,2 Korelaéni koef. r= 0,987436
3 7,4 7,4
12 +
10
— o4
HE . ® ' *
= B -
fay]
=)
s 47
2 u
] t t t i
0 1 2 i 4
t [h]
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Protokol 21
Vo [mi] | Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ kontrola 3
AVgop [ml]
Cy [mg/100ml]
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AV4op Cx Qt Q:
0,333 523,138 0,1 523,138| 7847,1| 78471
0,666 569,422 0,1 604,297 | 9064,5| 9064,5
1 538,269 0,1 578,555| 8678,3| 8678,3
2 535,379 0,1 573,949 | 8609,2| 8609,2
3 505,773 0,1 544,036| 8160,5| 8160,5
t Q: (exp) | Qq (teor) Parametry regrese
0,333 7847,1 8531,7 Pocet bodu n=>5
0,666 9064,5| 8513,1 Flux J= -56,0397
1 8678,3| 8494,3 Abs. ¢len g= 8550,375
2 8609,2| 8438,3 Korelacni koef. r= -0,12884
3 8160,5| 8382,3
10000
L * .
B000 + » .
e B000 T
L
2 4o0m4
=3
2000 +
I:I T T T 1
1] 1 2 3 4
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Protokol 22
v, [mi] ‘ Vo= 15
t [h]
Cr [mg/100ml] ‘ kontrola 4
AVop [ml]
Cy [mg/100ml]
Qt [mg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm?
t Crk AV4op Cx Qt Q:
0,333 440,686 0,1 440,686 | 6610,3| 6610,3
0,666 565,365 0,1 594,744 8921,2| 89212
1 325,798 0,1 365,448 | 5481,7| 54817
2 499,024 0,1 523,388 | 7850,8| 7850,8
3 505,129 0,1 540,022 | 8100,3| 8100,3
t Q: (exp) | Qq (teor) Parametry regrese
0,333 6610,3 6970,3 Pocet bodu n=>5
0,666 8921,2 7102,2 Flux J= 396,1118
1 5481,7 7234,5 Abs. ¢len g = 6838,385
2 7850,8 7630,6 Korelaéni koef. r= 0,31953
3 8100,3 8026,7
10000 +
L J
8000 + . *
T somt
E *
2 4o0m4
=3
2000 +
I:I T T T 1
0 1 2 3 4
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach

Ze ziskanych hodnot hmotnosti vzorkli membrany pfed susenim a po suseni,
uvedenych vTab. 4 az Tab. 6 vcasti 5. DOKUMENTACE, byly vypodteny
hmotnostni ubytky, z nichz byl ziskan primérny hmotnostni Ubytek [%]. Hodnoty
prdmérného hmotnostniho ubytku pfisluSné membrany jsou zaznamenany v Tab. 10.

U membran byl sledovan jednak rozdil mezi jednotlivymi vazenimi,
to znamena, zda se vlhkost v membrané snizuje béhem celé doby pokusu nebo jen
v jeho prvni poloving, a jednak celkova vihkost obsazena v membranach sledovana
pomoci primérného hmotnostniho ubytku.

Na zakladé vysledkl vazeni, Tab. 4 az Tab. 6, je mozné u vSech tfi membran
konstatovat, Zze rozdily mezi hmotnosti vzorku pfed susenim a po 12 hod suseni jsou
minimalni. PFi porovnani hmotnosti vzorkd po 12 hod suseni s hmotnosti po 22 hod
suseni jsou rozdily nepatré az nulové, coZ naznaCuje dosazeni rovnovazného
stavu, kdy se vihkost obsazena v membrané dale probihajicim susenim nesnizuje.

Pfi porovnani prumérnych hmotnostnich ubytki v Tab. 10 je zifejmé, Ze
nejvice vzdusné vlhkosti obsahuje membrana 3 a nejméné membrana 2.

Odchylky v hodnotach, které se vyskytly pfi zpracovani vysledkl vazeni
z vazeni membran, napf. zaporné hodnoty, mohly byt zplsobeny vlivem nepfesnosti

béhem vazeni, popfipadé prenosem vzorku z exsikatoru na analytické vahy.

pramérny pramérny
membréina hmotnostni ubytek hmotnostni ubytek
po 12 hod po 22 hod
v exsikatoru [%] v exsikatoru [%]
1 1,95 1,15
2 0,34 0,35
3 1,28 1,50

Tab. 10: Hodnoty priimérného hmotnostniho ubytku membran po suseni v exsikatoru

Na zakladé hodnoty primérného hmotnostniho Uubytku je zfejmé, Zze
membrany do jisté miry pfijimaji vodu ze vzdusSné vilhkosti. Maximalni vypoctena

hodnota primérného hmotnostniho ubytku, to je 1,5 %, je ovdem nepatrna a pro
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dalSi manipulaci s membranami nebyla povazovana za vyznamnou. Proto pfi dalSich
pokusech nebyl vliv vzdusné vihkosti na vlastnosti membran uvazovan a pfi praci
s nimi za danych laboratornich podminek nehrozi, Ze jsou do systému zanaseny

vlivem vzdusné vihkosti chyby.

6.2 Syceni membran léivem

Ze ziskanych hodnot hmotnosti vzorki membrany pfed impregnaci a po
impregnaci membran kofeinem, uvedenych v Tab. 7 az Tab. 9 vcasti
5. DOKUMENTACE v zavislosti dle pouzitého syticiho média, bylo vypocteno, jako
rozdil dvou vySe zminénych hodnot hmotnosti, mnozZstvi kofeinu, které se
deponovalo do membrany. Z jednotlivych hodnot hmotnosti adsorbovaného kofeinu

byla ziskana primérna hmotnost adsorbovaného kofeinu uvedena v Tab. 11.

pramérna hmotnost adsorbovaného kofeinu [g]
vodnv roztok roztok kofeinu ethanolicka chloroformova
sytici médium yr ) disperze disperze
kofeinu v PG:H,0O : ;

kofeinu kofeinu

membrana 1 0,0001 0,0001 0,0002 0,0130
membrana 2 0,0000 0,0001 0,0001 0,0145
membrana 3 0,0001 0,0000 0,0001 0,0139

Tab. 11: Hodnoty priimérné hmotnosti kofeinu adsorbovaného na membranach

PFfi porovnani jednotlivych hodnot primérné hmotnosti adsorbovaného
kofeinu, uvedenych v Tab. 11, je patrné, Ze v8echny membrany jsou schopné
fyzikalné zachytit ve své strukture urcité mnozstvi kofeinu. Toto mnozstvi se zna¢né
liSi, zavisi na druhu syticiho média a pohybuje se mezi 0,0 g kofeinu az 0,0145 g
kofeinu. Nejvice kofeinu jsou vSechny tfi membrany schopné pojmout v kontaktu
s chloroformovou disperzi kofeinu. Jedna se o mnoZstvi kofeinu fadové o dvé
desetinna mista vétSi nez v pfipadé vodného roztoku kofeinu, roztoku kofeinu
v PG : H,0 nebo ethanolové disperze kofeinu.

Adsorbce kofeinu na membranach sycenych z chloroformové disperze byla
zjisténa jak na zakladé vysledk( vazeni, tak vizualné. Po vysuSeni a odpareni
rozpoustédla byly tyto membran zcela bilé, pokryté adsorbovanym kofeinem. Vzhled
membran s adsorbovanym kofeinem po ususeni je na zobrazen na Obr. 11, na némz

jsou vpravo membrany sycené z ethanolového prostifedi (stejné vypadaly membrany
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sycené zvodného prostfedi), a vlevo jsou membrany sycené z chloroformové
disperze. Detail membrany s adsorbovanym kofeinem za pouziti syticiho média

chloroformové disperze kofeinu je na Obr. 12.

Obr. 11: Vzhled membran s adsorbovanym kofeinem
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Obr. 12: Detail membrany po syceni chloroformovou disperzi kofeinu

Zajimavé je srovnani hmotnosti adsorbovaného kofeinu My s hmotnosti
membrany My, popfipadé s hmotnosti inkorporovaného kofeinu M;, které je uvedeno
v Tab. 12. Membrany ponofené do vodného roztoku kofeinu, roztoku kofeinu
v PG : H,O nebo ethanolické disperze kofeinu jsou schopné fyzikalné zachytit
mnozstvi kofeinu, které odpovida maximalné pouze 2 % jejich hmotnosti, uvedeno
v Tab. 12 jako pomér M/ M. PFi kontaktu membran s chloroformovou disperzi
kofeinu dokazi membrany pojmout vice nez, co samy vaZzi, jak v Tab. 12 vyznacuje
pomér My/ M. Toto mnoZstvi adsorbovaného kofeinu je u vSech tfi membran
mnohonasobné vy3Si nez mnozstvi kofeinu inkorporovaného pfi zvlaknéni.

Z vysledkd gravimetrického mérfeni, uvedenych v Tab. 11, vyplyva, ze
membrany ponofené do vodného meédia s IéCivem urcité mnozstvi tohoto IéCiva
adsorbuji. Po vyhodnoceni nize popsaného dil¢iho méfeni 4.6.3 Koncentrace
kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran bylo zjist€no, Ze se koncentrace
kofeinu ve vodném roztoku a ve smési PG : H,O po syceni membran nesniZila
a membrany v pfipadé téchto vehikul kofein neadsorbuji. Z diivodu nejasnosti toho,
které vysledky jsou spravné, byly pro dalSi experiment, konkrétné pro liberaci 1é€Civa

z membran, brany do uvahy rozdilné vysledky obou zminénych pokusu.
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. R pomér _
membrana | M, [g] sytici médium My [g] My / M, [%] M; [g]
vodny roztok kofeinu 0,0001 0,9
roztok kofeinu
VPG : H,0 0,0001 0,9
1 0,0115 0,000011
ethanolicka disperze
kofeinu 00002 1.7
chloroformova disperze
kofeinu 0,0130 113,0
vodny roztok kofeinu 0,0000 0,0
roztok kofeinu
VPG : H,0 0,0001 0,8
2 0,0119 0,000022
ethanolicka disperze
kofeinu 0,0001 0.8
chloroformova disperze
kofeinu 0,0145 121,8
vodny roztok kofeinu 0,0001 0,8
roztok kofeinu
v PG : H20O 0,0000 0.0
3 0,0118 0,000360
ethanolicka disperze
kofeinu 0,0001 0.8
chloroformova disperze
kofeinu 0,0139 117,8

Tab. 12: Srovnani pramérné hmotnosti adsorbovaného kofeinu s primérnou hmotnosti

membrany a hmotnosti inkorpovaného kofeinu

Vysvétlivky:

M primérna hmotnost membrany po 22 hod v exsikatoru [g]

My primérna hmotnost kofeinu adsorbovaného na membranu [g]

M, hmotnost inkorporovaného kofeinu zavedeného pfi zvlaknéni, vypocétena na zakladé

faktu, Ze membrana obsahuje 5 % IéCiva [g]
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6.2.1 Koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran

V pfipadé membran ponofenych do vodného roztoku kofeinu a roztoku kofeinu
v PG : H,0, u nichZ nebyl vizualné patrny adsorbovany kofein, byl zafazen pokus
stanoveni koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran jako
dopliikovy k moznému upfesnéni vysledkl stanoveni mnozstvi kofeinu
adsorbovaného na membranach vazenim.

Pomoci HPLC stanoveni byla urCena koncentrace kofeinu v syticim meédiu
po impregnaci membran a oznacena jako c, v jednotkach mg/100 ml. Pro porovnani
jednotlivych vysledkld byla zavedena veli¢ina M., pfedstavujici zbytkové mnozstvi
kofeinu neboli hmotnost kofeinu v médiu o objemu 2 ml po syceni membran.

Zbytkové mnozstvi kofeinu M, bylo vypoc¢teno pomoci c;:
M;=2xc,/100

Konkrétni hodnoty ¢, a M; jsou uvedeny dle pouzitého syticiho média v Tab. 13
av Tab. 14. Ukazalo se, Ze pfredpokladana situace, kdy se koncentrace kofeinu
v médiu po syceni snizi a kofein se do membrany adsorbuje, pfi pouziti vodnych
syticich médii nenastala. Zbytkové mnozZstvi kofeinu v syticim médiu se naopak
nepatrné zvysilo, coz by mohlo znamenat, Ze vazby mezi inkorporovanym kofeinem
a membranou jsou jen velmi slabé a plsobeni vodného prostiedi obsahujiciho kofein
tyto vazby rozrudi, v membrané inkorporovany kofein se vylouzi do prostredi
puvodné zamysSleného jako sytici a kofein z kapalného prostfedi do membrany

neprechazi.
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sytici médium vodny roztok kofeinu
membranal c, M, pramér M, M, M;

vzorek | tmgrr0omi) | [mg] [mg] [mg] [(mg]
11 13,8492 0,28
1/2 12,7677 0,26 0,26 0,011
1/3 12,2166 0,24
2/1 14,0943 0,28
2/2 12,1299 0,24 0,24 0,2 0,022
2/3 10,5832 0,21
3/1 14,0298 0,28
32 12,4480 0,25 0,27 0,360
3/3 13,7262 0,27

Tab. 13: Koncentrace kofeinu ve vodném roztoku kofeinu po impregnaci membran

Vysvétlivky:
C, zbytkova koncentrace kofeinu neboli koncentrace kofeinu v médiu po syceni membran,

stanovena pomoci HPLC [mg/100ml]

M, zbytkové mnozZstvi kofeinu neboli hmotnost kofeinu v médiu o objemu 2 ml po syceni
membran, vypodtena na zakladé c, [mg]

M, pocatecni hmotnost kofeinu neboli hmotnost kofeinu v médiu o objemu 2 ml pfed sycenim
membran [mg]

M, hmotnost inkorporovaného kofeinu zavedeného pfi zvlaknéni, vypocCtena na zakladé faktu, ze

membrana obsahuje 5 % léCiva [mg]
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sytici médium roztok kofeinu v PG : H,O
membrana/ C; M, prumer M, Mo M;
vzorek

[mg/100ml] [mg] [mg] [mg] [mg]
1/4 547,2235 10,94
1/5 547,9561 10,96 10,94 0,011
1/6 546,5818 10,93
2/4 542,9332 10,86 plivodnd
2/5 543,4538 10,87 10,85 jako 0,022

suspenze

2/6 541,1361 10,82 100 mg
3/4 543,3439 10,87
3/5 541,2139 10,82 10,86 0,36
3/6 544,4699 10,89

Tab. 14: Koncentrace kofeinu v roztoku kofeinu v PG : H,O po impregnaci membran

Vysvétlivky:
c, zbytkova koncentrace kofeinu neboli koncentrace kofeinu v médiu po syceni membran,

stanovena pomoci HPLC [mg/100ml]

M, zbytkové mnozZstvi kofeinu neboli hmotnost kofeinu v médiu o objemu 2 ml po syceni
membran, vypodtena na zakladé c, [mg]

M, pocatecni hmotnost kofeinu neboli hmotnost kofeinu v médiu o objemu 2 ml pfed sycenim
membran [mg]

M, hmotnost inkorporovaného kofeinu zavedeného pfi zvlaknéni, vypocCtena na zakladé faktu, ze

membrana obsahuje 5 % lé&iva [mg]
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6.3 Liberace léciva z membran

6.3.1 Kratkodoba liberace

Teoreticky prubéh liberace IéCiva z membrany znazoriuje Obr. 13. Pfimkova

Cast grafu je usek, ktery liberaci charakterizuje v ustaleném stavu, ,steady state®.

Qi[ug/cm?]

STEADY
STATE

t[h]

Obr. 13: Prabéh idealni permeacni krivky

PFi komentafi hodnot Q; a prubéhu grafi v Protokolech 1 az 22 je v nasem
pfipadé patrné, Ze hodnoty uvolnéného mnozstvi kofeinu velmi kolisaji, je jich
v danych pfipadech malo a neposkytuji moznost nalezeni linearniho useku.
Pro charakterizaci liberace byl tedy vybran jiny parametr, ktery porovnava uvolnéné
mnozstvi kofeinu z jednotlivych membran v urcitém cCase.

Prvni Casovy interval pro hodnoceni liberace byl vybran tak, aby v sobé
zahrnoval nejmensi chybu méfeni danou poctem odbéru vzorkl a zaroven aby
zahrnoval poc¢ate¢ni mohutnost liberace. Znamena to uvazovat interval o takovém
poCtu hodin, pfi kterém jesté liberace probiha, ale nepfechazi do rovnovazné vétve
konciciho procesu sméfujiciho k vyrovnani s limitni hodnotou. Pro hodnoceni byla
zvolena hodnota Qgo, to znamena mnozstvi |é€Civa, které se uvolni z membrany do
jedné hodiny od pocatku pokusu.

Druhy Casovy interval byl vybran tak, abychom mohli posoudit, co se pfi
liberaénim pokusu déje po uplynuti dalSiho ¢asového obdobi, tedy zda membrany
dale uvolfiuji kofein, nebo zda se mnozstvi uvolnéného kofeinu jiz dale neméni, nebo
se meéni jen nepatrné, anebo membrany v dynamické rovnovaze vazi uvolnény

kofein zpét do své struktury. Pro takové hodnoceni byla vzata hodnota Qmax,
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to znamena maximalni mnozstvi 1é€Civa, které se z membrany uvolnilo za celkovou
dobu pokusu, to je za tfi hodiny.

Hodnoty Qs @ Qmax V zavislosti na druhu membrany a pouzitého syticiho
média jsou uvedeny v Tab. 15, ve které jsou zaznamenany udaje pro impregnované
membrany, a v Tab. 16, ve které jsou zaneseny udaje pro neimpregnované
membrany. Dale jsou ve zminénych tabulkach uvedeny hodnoty hmotnosti celkové
navazaného kofeinu v membranach M., které tedy predstavuji souet hmotnosti
kofeinu inkorporovaného M; a hmotnosti kofeinu adsorbovaného My uvedenych
v pfedchozi Tab. 12.

Pfi pohledu na vysledky liberace, Tab. 15 a Tab. 16, jsou membrany schopné
uvolnit pomérnou cast IéCiva, které v sobé obsahuji po inkorporaci z vyroby a které
navazaly do své struktury v pfedchozim pokusu 4.6 Syceni membran léCivem.
Je patrné, Ze membrany kofein do sveé struktury vazi, ale zaroven jej ve své strukture
nedrzi pevné a navazany kofein muze byt nasledné opét uvolnén. Na zakladé
vypocteného poméru Qmax/ Mc uvolni membrany od 1,0% do 75,0 % celkové
navazaneého kofeinu.

V pfipadé impregnovanych membran plati pro v8echny tfi membrany, Ze
nejméné kofeinu se uvolni z membran impregnovanych vodnym roztokem kofeinu
a roztokem kofeinu v PG : H,O. MnozZstvi o jeden fad vysSi se uvolni z membran
sycenych ethanolickou disperzi kofeinu a az o tfi fady vice se uvolni z membran
impregnovanych chloroformovou disperzi kofeinu.

Pfi liberaénim pokusu s neimpregnovanymi membranami bylo mnoZstvi
uvolnéného kofeinu pro vSechny tfi membrany zhruba stejné a srovnatelné
s mnozstvim kofeinu, ktery se uvolnil z membran sycenych vodnym roztokem kofeinu
nebo roztokem kofeinu v PG : H,0.

Na zakladé ziskanych hodnot Qs a Qmax uvolni jak impregnované tak
neimpregnované membrany vétSinové mnozstvi kofeinu v prvni hodiné libera¢niho
pokusu a béhem dalSich dvou hodin experimentu se toto mnozstvi méni jen
nepatrné. U nékterych membran je hodnota Qmax Vy3$Si nez hodnota Qgo @ membrany
tedy jesté kofein uvoliuji. U dalSich membran je hodnota Qmax niz8i nez hodnota Qeo,
coz mUze byt vysvétleno nejen chybou pfi méfeni, ale také tendenci membrany

zpétné poutat do své struktury uvolnény kofein.
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Z duvodu mozného uplatnéni dvou riznych pohledd na jednu véc jsou v Tab.
15 v pfipadé membran sycenych z vodného roztoku kofeinu a roztoku kofeinu
v PG : H,O uvadény v pfislusnych kolonkach dvé ruzné hodnoty mnozZstvi celkové
vazaného kofeinu (v pfislusné tabulce psano kurzivou). Jedna se o dokumentovani
skuteCnosti, kdy gravimetrické méfeni pro zjisténi hmotnosti adsorbovaného kofeinu
v pokusu 4.6 Syceni membran lééivem nebylo v souladu svysledky HPLC
stanoveni obsahu kofeinu v syticim médiu po impregnaci membran. Proto byly pro
diskuzi vysledkd do dalSi uvahy brany v potaz obé mozné varianty hodnot mnozstvi
celkové vazaného kofeinu. Prvni ze dvou uvedenych hodnot odpovida situaci, pfi
které membrana urcité mnozstvi kofeinu adsorbovala. Druha ze dvou uvedenych
hodnot odpovida situaci, kdy membrana zadny kofein pfi ponofeni do vodného média

neadsorbovala a obsahuje tedy pouze kofein inkorporovany pfi zvlaknéni.

membréna | syticimédium | Qs [ug] | Quac gl | M. Ingl | o PG
vodny roztok kofeinu 6,6 8,1 1110(? ’88 775',30
. Tre o 7l 68 108 530
ethanolické disperze 22,3 22,9 210,8 10,9
Brleeihbai 8419,7 7918,7 13010,8 60,9
vodny roztok kofeinu 4,8 4,9 gi:g gg:;
) “re o 55 6.2 215 287
eihanofokd clperze 185 18,8 121,6 15,5
Bl 8863,3 8458,9 14521,6 58,3
vodny roztok kofeinu 4.3 4,7 3288 ig
. By 47 48 3600 13
ethanolicka disperze 31,7 29,8 460,0 6,5
demorae Kofoinu 8978,7 8484,7 14260,0 59,5
kontrola 1 9424,3 8149,3 11350,0 718
kontrola 2 97314 8394,4 11740,0 715

Tab. 15: Hodnoty Qgpa Qmax Pro impregnované membrany
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membrana/ Qeo [HG] pramér Q m pramér M. [ug] (gon;:\'-,\/lr
vzorek 60 Qso [Mg] e Qmax [Mg] ‘ r[nf%] i
11 31,9 7,5
7,7 7,6 10,8 70,4
1/2 7,7 7,7
2/1 8,6 9,0
8,1 9,4 21,6 43,5
2/2 7,5 9,7
3/1 6,9 7.4
6,9 7.4 360,0 2,1
3/2 6,9 7,4
kontrola 3 8678,3 8160,5 11620,0 70,2
kontrola 4 5481,7 8100,3 11780,0 68,8

Tab. 16: Hodnoty Qg @ Qmax Pro neimpregnované membrany

6.3.2 Dlouhodoba liberace

U membran ponofenych do vodného roztoku kofeinu a roztoku kofeinu
v PG : H;O, u nichz nebyl vizualné patrny adsorbovany kofein, byl zafazen
dlouhodoby liberacni pokus. Na rozdil od membran sycenych chloroformovou
disperzi kofeinu obsahovaly tyto membrany podstatné mensi mnozstvi kofeinu, které
se nemuselo uvolnit béhem kratkodobé liberace, a proto byly zminéné membrany
podrobeny dlouhodobé eluci.

Pfi HPLC stanoveni kofeinu ve vzorcich z dlouhodobé liberace se nékteré
hodnoty koncentraci vyrazné liSily od ostatnich hodnot, proto jsme celou sadu vzorku
nechali analyzovat jesté jednou. Ziskali jsme dvé sady vysledku, které se Ciselnymi
hodnotami liSily o jeden fad. Abychom se mohli pfiklonit k vysledkim prvni nebo
druhé sady, bylo zafazeno tfeti méfeni.

Analyzované vzorky byly tedy metodou HPLC proméreny tfikrat, byly tak
ziskany tfi sady méfeni, které se navzajem svymi hodnotami [iSily. Hodnoty
pro vdechna tfi méfeni jsou uvedeny v Tab. 17 a v Tab. 18 dle pouzitého syticiho
média. P¥i zpracovani vysledkl jsme sadu, ktera se vyrazné liSila od ostatnich dvou,
nepovazovali za reprezentativni a dale pocitali s hodnotami dvou souhlasnych
mérfeni. Bylo tomu tak také proto, Ze druhé a tfeti méfeni vykazuji podobny jev, kdy

chod zavislosti znazornény v Grafu 2 a Grafu 3 je stale stejny.
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Pomoci HPLC stanoveni byla urena koncentrace kofeinu v akceptorovém
médiu po dlouhodobé eluci membran a oznacena jako cp. v jednotkach mg/100 ml.
Pro porovnani jednotlivych  vysledki byla zavedena veliCina Mp,
predstavujici mnozstvi kofeinu neboli hmotnost kofeinu uvolnéného z membrany
do akceptorového média o objemu 1,5 ml pfi dlouhodobé liberaci.

Mnozstvi uvolnéného kofeinu Mp. bylo vypocteno pomoci cp:
MpL=1,5XcCpL /100

Pfi porovnani jednotlivych membran na zakladé Tab. 17 a Tab. 18 za pouziti
syticiho vodného roztoku kofeinu uvolni nejméné kofeinu membrana 1 a nejvice
membrana 3, v pfipadé roztoku kofeinu ve smési PG : H,O uvolni nejméné kofeinu
opét membrana 1 a nejvice membrana 2.

V pfipadé membran sycenych z vodného roztoku kofeinu a roztoku kofeinu
vPG:H;O jsou v Tab. 17 a v Tab. 18 v pfisluSnych kolonkach z ddvodu dvou
riznych pohledd na jednu véc dvé rizné hodnoty mnozstvi celkové vazaného
kofeinu. Jedna se o dokumentovani skutecnosti, kdy gravimetrické méfeni pro
zjisténi hmotnosti adsorbovaného kofeinu v pokusu 4.6 Syceni membran lécivem
nebylo v souladu s vysledky HPLC stanoveni obsahu kofeinu v syticim médiu po
impregnaci membran. Proto byly pro diskuzi vysledk( do dal$i uvahy brany v potaz
obé& mozné varianty hodnot mnozstvi celkové vazaného kofeinu. Prvni ze dvou
uvedenych hodnot odpovida situaci, pfi které membrana urcité mnozstvi kofeinu
adsorbovala. Druha ze dvou uvedenych hodnot odpovida situaci, kdy membrana
zadny kofein pfi ponofeni do vodného média neadsorbovala a obsahuje tedy pouze
kofein inkorporovany pfi zvlaknéni.

Ukazalo se, Ze pfi dlouhodobé liberaci nedokazi membrany uvolnit vétsi
mnozstvi |éCiva Mp,, popfipadé vesSkeré mnozstvi celkové vazaného kofeinu, nez

uvolni v pfipadé kratkodobé liberace M, .
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syceno z

vodného . CoL Moy [l M. [ua] MpL /M. M. [ug]
méreni c
roztoku [mg/100m|] ou LHS HO [%] «1H9
kofeinu
prvni méfeni 0,0334 -- --
0,3
] druhé méreni 0,0253 0,38 110,8
membrana 1 3,5 8,1
10,8
0,3
treti méreni 0,0236 0,35
3,2
prvni méfeni 5,7899 -- --
14,5
druhé méreni 0,2088 3,13 21,6
membrana 2 14,5 49
21,6
2,7
treti méreni 0,0389 0,58
2,7
prvni méfeni 5,1074 -- --
1,2
druhé méreni 0,3691 5,54 460,0
membrana 3 1,5 4,7
360,0
0,7
treti méreni 0,2139 3,21 0.9

Tab. 17: Mnozstvi uvolnéného kofeinu pfi dlouhodobé

vodného roztoku kofeinu

Vysvétlivky:

CoL koncentrace kofeinu v akceptorovém médiu po skon¢eni dlouhodobé liberace,

stanovena pomoci HPLC [mg/100ml]

MDL

vypoctena na zakladé cp, [ug]

M. hmotnost

celkové navazaného kofeinu,

a adsorbovaného [ug]
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soucet

hmotnosti

kofeinu

hmotnost kofeinu uvolnéného pfi kratkodobém liberaénim pokusu [ug]

liberaci za pouziti syticiho média

hmotnost kofeinu v akceptorovém médiu o objemu 1,5 ml po skon&eni dlouhodobé liberace,

inkorporovaného




syceno
z roztoku e . CpL M [ ] M [ ] MpL /Mc M [ ]
méreni
kofeinu [mg/100m|] ou LHS c Mg [%] < 1H9
v PG:H,0O
prvni méfeni 1,1388 -- --
1,6
druhé méreni 0,1201 1,80 110,8
membrana 1 16,7 6,8
10,8
1,0
treti méreni 0,0764 1,15
10,6
prvni méfeni 6,2289 -- --
8,5
druhé méreni 0,6899 10,35 121,6
membrana 2 47,9 6,2
21,6
6,5
treti méreni 0,5286 7,93
36,7
prvni méfeni 4,5828 -- --
1,0
druhé méreni 0,2365 3,565 360,0
membrana 3 1,0 4.8
360,0
0,6
treti méreni 0,1410 2,12 0.6

Tab. 18: Mnozstvi uvolnéného kofeinu pfFi dlouhodobé liberaci za pouziti syticiho média roztoku
kofeinu v PG : H,O

Vysvétlivky:

CpL

MDL

koncentrace kofeinu v akceptorovém médiu po skon&eni dlouhodobé liberace,

stanovena pomoci HPLC [mg/100ml]

hmotnost kofeinu v akceptorovém médiu o objemu 1,5 ml po skon&eni dlouhodobé liberace,
vypoctena na zakladé cp, [ug]

hmotnost celkové navazaného kofeinu, soucet hmotnosti kofeinu inkorporovaného
a adsorbovaného [ug]

hmotnost kofeinu uvolnéného pfi kratkodobém liberaénim pokusu [ug]
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Graf 2: Srovnani hodnot druhého a tretiho méreni dlouhodobé liberace za pouziti syticiho

média vodného roztoku kofeinu
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Graf 3: Srovnani hodnot druhého a tretiho méreni dlouhodobé liberace za pouziti syticiho

média roztoku kofeinu v PG : H,O
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7. ZAVERY

1. Stanoveni obsahu vzdusné vihkosti v membranach

VSechny tfi membrany do jisté miry pfijimaji vodu ze vzdusné vlhkosti, kterou
pfi uchovani v exsikatoru pozbyvaji. Maximalni vypoc¢tena hodnota priamérného
hmotnostniho ubytku membran byla 1,5 % hmotnostnich. Tato maximalni hodnota
byla pro ucely nasledujicich experimentld povazovana za nizkou a vliv vzdusné
vlhkosti na vlastnosti membran za danych laboratornich podminek nevyznamny.
PFi uchovani membran a pfi praci s membranami proto nejsou vyzadovany zadné
specialni podminky.

Primérny hmotnostni ubytek po 22 hod v exsikatoru u membrany 1 cinil
1,15%, u membrany 2 byl 0,35% a vpfipadé membrany 3 Ccinil 1,50 %

hmotnostnich.

2. Syceni membran lécivem

VSechny tfi membrany jsou schopné fyzikalné zachytit ve své strukture urcité
mnozstvi kofeinu. Mnozstvi adsorbovaného kofeinu se znacné liSi a zavisi na druhu
syticiho média. Nejvice kofeinu pojmou vSechny tfi membrany v kontaktu
s chloroformovou disperzi kofeinu. Jedna se o mnozstvi, které pfedstavuje 1,1 az 1,2
nasobek jejich hmotnosti a které mnohonasobné prevySuje mnozstvi kofeinu
inkorporovaného pfi zvlaknéni. V pfipadé dalSich syticich médii, vodného roztoku
kofeinu, roztoku kofeinu v PG : H,O nebo ethanolové disperze kofeinu adsorbuiji
membrany takové mnozstvi kofeinu, které odpovida maximalné 2 % jejich hmotnosti.

Hodnota pridmérné hmotnosti adsorbovaného kofeinu membranou 1 je za
pouziti syticiho média vodného roztoku kofeinu 0,0001 g, v pfipadé roztoku kofeinu
v PG : H,O 0,0001 g, v pfipadé ethanolové disperze kofeinu 0,0002 g a v pfipadé
chloroformové disperze kofeinu 0,0130 g.

Primérna hmotnost kofeinu adsorbovaného membranou 2 Cini za pouziti
syticiho média vodného roztoku kofeinu 0,0000 g, v pfipadé roztoku kofeinu
v PG : H,O 0,0001 g, v pfipadé ethanolové disperze kofeinu 0,0001 g a v pfipadé
chloroformové disperze kofeinu 0,0145 g.

Primérna hmotnost kofeinu adsorbovaného membranou 3 je za pouziti

syticiho média vodného roztoku kofeinu 0,0001 g, v pfipadé roztoku kofeinu
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v PG : H,O 0,0000 g, v pfipadé ethanolové disperze kofeinu 0,0001 g a v pripadé
chloroformové disperze kofeinu 0,0139 g.

Po ukon&eni pokusu syceni membran byla méfena koncentrace kofeinu
v syticim vodném médiu. Prfedpoklad, Ze se koncentrace kofeinu v médiu snizi
a membrany adsorbuji urCité mnozstvi kofeinu, nebyl potvrzen. Koncentrace kofeinu
ve vodném médiu po syceni membran se dokonce nepatrné zvysila, u membrany 1
z 0,2 mg na 0,26 mg, u membrany 2 z 0,2 mg na 0,24 mg, u membrany 3 z 0,2 mg
na 0,27 mg. Tato skuteCnost ukazuje na tendenci membran v prostfedi o relativné
nizké koncentraci kofeinu zadny kofein neadsorbovat a naopak inkorporovany kofein
uvolnit.

Na zakladé rozdilného vysledku HPLC stanoveni koncentrace kofeinu ve
vodném meédiu po impregnaci membran a vysledku gravimetrie pfi zjiStovani
mnoZstvi na membranach adsorbovaného kofeinu byly pro dalsi navazujici
experiment a jeho diskuzi aplikovany obé mozné varianty pohledu na mnozstvi

celkové vazaného kofeinu v membranach.

3. Kratkodoba liberace l1é€iva z membran

VSechny tfi membrany dokazi ze své struktury uvolnit inkorporovany a také
adsorbovany kofein. Na zakladé vypoclteného poméru Qmax/ Mc uvolni membrany
od 1,0 % do 75,0 % celkové navazaného kofeinu.

V pfipadé impregnovanych membran uvolni nejméné kofeinu pravé ty, které
byly syceny vodnym roztokem kofeinu a roztokem kofeinu v PG : H;O, o jeden fad
vice se uvolni z membran sycenych ethanolickou disperzi kofeinu a az o tfi fady vice
uvolni membrany impregnované chloroformovou disperzi kofeinu.

Membrana 1 sycena Kof + H,O uvolni Qmnax 0 hodnoté 8,1 ug, sycena
Kof + PG : H,O uvolni Qmax 0 hodnoté 6,8 ug, sycena Kof + CH3CH,OH uvolni Qnax
o hodnoté 22,9 ug, sycena Kof + CHCI3 uvolni Qmax 0 hodnoté 7918,7 ug.

Membrana 2 sycena Kof + H,O uvolni Qmnax 0 hodnoté 4,9 ug, sycena
Kof + PG : H,O uvolni Qmax 0 hodnoté 6,2 ug, sycena Kof + CH3CH,OH uvolni Qnax
o hodnoté 18,8 ug, sycena Kof + CHCI; uvolni Qmax 0 hodnoté 8458,9 ug.

Membrana 3 sycena Kof + H,O uvolni Qmnax 0 hodnoté 4,7 ug, sycena
Kof + PG : H,O uvolni Qmax 0 hodnoté 4,8 ug, sycena Kof + CH3CH,OH uvolni Qnax
o hodnoté 29,8 ug, sycena Kof + CHCI;z uvolni Qmax 0 hodnoté 8484,7 ug.
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VSechny tfi neimpregnované membrany uvolni zhruba stejné mnozstvi
kofeinu. Toto mnozstvi je zhruba srovnatelné s mnozstvim, které uvolni membrany
sycené vodnym roztokem kofeinu nebo roztokem kofeinu v PG : H,O. Membrana 1
uvolni Qmax O hodnoté 7,6 ug, membrana 2 uvolni Qmax O hodnoté 9,4 ug
a membrana 3 uvolni Qmax 0 hodnoté 7,4 ug.

Na zakladé tohoto méfeni se da usuzovat, Ze pFevazna vétSina kofeinu
uvolnéného z membran sycenych Kof+H,O a Kof +PG:H;O je charakteru
inkorporovaného pfi zvlaknéni a Ze mnozstvi kofeinu, které tyto membrany
inkorporovaly adsorbci, bylo téméf nulové a tudiz zanedbatelné. Tento fakt potvrzuji
vysledky experimentu 4.6.3 Koncentrace kofeinu v syticim médiu po impregnaci
membran, kdy se mnozstvi kofeinu ve vodném médiu po syceni membran nesnizilo,

ale dokonce nepatrné zvysilo.

4. Dlouhodoba liberace lé€iva z membran

Membrany vystavené dlouhodobé liberaci jsou schopné uvolnit ze své
struktury kofein. Ve srovnani s kratkodobym liberaénim pokusem je pouze ve dvou
pfipadech uvolnéné mnozstvi kofeinu pfi dlouhodobé liberaci vétSi nez mnozstvi
uvolnéné pfi kratkodobé liberaci, pfesto toto mnoZstvi nedosahuje hodnoty celkové
vazaného kofeinu. Membrany tudiz nejsou schopné ani za delSi ¢asové obdobi
uvolnit vétsi, popfipadé veskeré mnozstvi vazaného kofeinu.

V pfipadé vodného roztoku kofeinu uvolni membrana 1 v prvnim méfeni
0,38 ug a ve druhém mérfeni 0,35 pg kofeinu. Membrana 2 uvolni v prvnim méfeni
3,13 ug a ve druhém mérfeni 0,58 pg kofeinu. Membrana 3 uvolni v prvnim méfeni
5,54 ug a ve druhém mérfeni 3,21 ug kofeinu.

Za pouziti roztoku kofeinu v PG : H,O uvolni membrana 1 v prvnim méfeni
1,80 ug a ve druhém méreni 1,15 pg kofeinu. Membrana 2 uvolni v prvnim méfeni
10,35 ug a ve druhém méreni 7,93 ug kofeinu. Membrana 3 uvolni v prvnim méfeni
3,55 ug a ve druhém méfeni 2,12 pg kofeinu.

Membrany jsou schopné pfi dlouhodobé liberaci uvolnit od 0,3 % do 47,9 %

celkové vazaného kofeinu.

85



8. SOUHRN

Prace se zabyva hodnocenim sorpénich a liberaCnich vlastnosti
nanovlakennych membran pfipravenych elektrostatickym zvlaknovanim roztoku
chitosanu obsahujiciho 5 % 1éCiva, pFekrytého vrstvou polyuretanu. Je podan
zakladni pfehled pouziti nanovlakennych membran ve farmacii a mediciné, zejména
jejich charakteristika a aplikace v distribuci I&Civ a tkarfiovém inZzenyrstvi.

Byla testovana schopnost tfech rozdilnych membran pfijmout a nasledné
uvolnit ze své struktury modelové IéCivo. Jednalo se o kofein inkorporovany
do membran ve firmé Elmarco Liberec, a kofein, ktery byl do membran vpraven
ponofenim membrany do kapalného roztoku s touto latkou.

Pfi syceni membran v médiich sléCivem byl potvrzen pfedpoklad, Ze
membrany jsou schopné, kromé& podilu inkorporovaného pred elektrospiningem,
pojmout dalSi mnozstvi kofeinu a to zcela odliSnym zpUsobem. VSechny ffi
membrany adsorbuji ponofenim do médii obsahujici kofein urCité mnozstvi IéCiva,
jehoz hodnota je zavisla na druhu pouzitého média. V pfipadé vyuZziti chloroformoveé
disperze adsorbuji membrany vice kofeinu, nez samy vazi.

V liberaCnim pokusu uvolhovaly hodnocené membrany jak uvnitf
inkorporovany, tak na povrchu adsorbovany kofein. Pfi kratkodobé liberaci trvajici tfi
hodiny uvolnily neimpregnované membrany cca od 2% do 70 % hmotnosti
inkorporovaného kofeinu. Zhruba stejné mnozstvi, predstavujici pouze inkorporovany
podil kofeinu, liberuje z membran sycenych z vodného prostfedi. Impregnované
membrany v pfipadé chloroformové disperze jako syticiho média uvolni zhruba
60 % celkové vazaného kofeinu. Pfi srovnani vlastnosti membran v kratkodobé
a dlouhodobé 5denni liberaci bylo zjiSténo, ze membrany nejsou schopné ani za

delSi Casové obdobi uvolnit vétsi, popfipadé veskeré mnozstvi kofeinu.
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9. ABSTRACT

Thesis deals with the evaluation of absorption and the release properties
of the nanofibre membranes that were prepared using electrospinning of chitosan
solution with the contents of 5 % of a drug and covered with polyurethane layer.
Thesis brings a survey about the use of nanofibore membranes in pharmacy
and medicine, especially their characteristics and application at drug delivery
and distribution and in tissue engineering.

The ability of three different membranes to accept and release caffeine as
a model drug from their structure was investigated. The caffeine was incorporated
into the membranes in company Elmarco, Liberec, or it was impregnated in the
membranes using absorption from solutions containing drug. A hypothesis concerned
with ability of membranes to accept a part of caffeine by another mechanism than
an amount incorporated before electrospinning was confirmed.

All of three membranes were immersed in media containing caffeine and they
adsorbed the drug in quantity dependent on the sort of liquid medium. At the use
of the chloroform dispersions of caffeine, membranes adsorbed more then a mass
of membranes themselves.

In the set of release experiments of membranes the released amount
of caffeine incorporated inside as well as caffeine adsorbed on the surface was
evaluated. During a short-term release (three hours experiment), non-impregnated
membranes released from 2 % to 70 % of the weigh of incorporated caffeine. Almost
the same among of caffeine that was incorporated in was released from membranes
saturated in aqueous media. The membranes impregnated in chloroform dispersion
delivered approximately 60% of caffeine that is totally bound. In the comparison with
the properties of membranes at long-term (5 days lasting) release experiment was
found that membranes were not able to release higher amount or the whole amount

of caffeine regardless the time course.
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ATB

AUC

CpL

Ck

Cnk

Cz

AV gop

DMF

HPLC

J

Kof + CHClI;

Kof + CH3CH,OH
Kof + H,0

Kof + PG : H,O

LC

LP

antibiotikum

plocha pod kfivkou

koncentrace kofeinu v akceptorovém médiu po
skoncCeni dlouhodobé liberace, stanovena pomoci
HPLC

korigovany koncentracni udaj, zohlednujici
prubézny odbér a doplfiovani akceptorové faze
nekorigovana koncentrace

zbytkova koncentrace kofeinu neboli koncentrace
kofeinu v médiu po syceni membran, stanovena
pomoci HPLC

objem odebirané a pfidavané faze
N,N-dimethylformamid

vysokoucinna kapalinova chromatografie

flux, tok permeantu v ustaleném stavu
chloroformova disperze kofeinu

ethanolova disperze kofeinu

vodny roztok kofeinu

roztok kofeinu ve smési propylenglykola voda
l&Civo

|&Civy pfipravek
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Mec

MpL

M;

My

MkL

Mm

Mo

PEG, PEO
PEVA
PG

PLA

hmotnost celkové navazaného kofeinu,

souCet hmotnosti  kofeinu  inkorporovaného
a adsorbovaného

hmotnost kofeinu v akceptorovém médiu o objemu
1,5 ml po skonceni dlouhodobé liberace,vypoctena
na zakladée cp.

hmotnost inkorporovaného kofeinu zavedeného pfi
zvlaknéni, vypoétena na zakladé faktu, ze
membrana obsahuje 5 % |éCiva

prumérna hmotnost kofeinu adsorbovaného na
membranu

hmotnost kofeinu uvolnéného pfi kratkodobém
liberaCnim pokusu

prumérna hmotnost membrany po 22 hod
v exsikatoru

pocate€ni hmotnost kofeinu neboli hmotnost
kofeinu vmédiu o objemu 2ml pfed sycenim
membran

zbytkové mnozstvi kofeinu neboli hmotnost kofeinu
vmédiu o objemu 2ml po syceni membran,
vypoctena na zakladé c,

polyethylenglykol neboli polyethylenoxid

kopolymer ethylenu a vinylacetatu

propylenglykol

kyselina polymlécna
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PLGA kopolymer kyseliny mlééné a kyseliny glykolové

PLLA kyselina poly-(L)mlé¢na

PPO polypropylenoxid

PUR polyuretan

Qs0 mnozstvi |éCiva, které se uvolni z membrany do

jedné hodiny od pocatku kratkodobého libera¢niho
pokusu

Qmax maximalni mnozstvi |éCiva, které se z membrany
uvolni za celkovou dobu kratkodobého libera¢niho
pokusu, to je za tfi hodiny

Qi=Qt (exp) [ Mg/ cmM?] skutecné mnozstvi liberantu uvolnéné membranou
o ploe 1 cm?do akceptorové faze

Q: [Mg] skute€né mnozstvi liberantu uvolnéné membranou
do akceptorové faze

Q ¢teor) [ MO/ cm?] mnozstvi liberantu uvolnéné membranou o ploSe

1 cm? do akceptorové faze, odeétené z regresivni

kFivky
t cas
Vo objem akceptorove faze
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14. POZNAMKY

enkapsulace je pojem prevzaty z anglicky psané literatury a ve farmaceutické

technologii oznacuje proces obaleni |éCiva nebo jiného agens odliSnym materialem.
Vzniklé téleso je uvnitf tvofeného jadrem (dfeni) a vné pokryto sténou (obalem).
Pojem rovnéz zahrnuje koncentrické opouzdfeni né&jakého materialu jinym
polymerem, v€etné vytvofeni viaken opouzdienych jinym polymerem pfi zpracovani

koaxialni extruzi.

syceni, popripadé impregnaci_ membran médiem s lééivem je pracovni nazev

zavedeny pro ucely rigorézni prace a oznacujici postup ponofeni a namaceni
membrany v médiu obsahujici 1éCivo, béhem kterého se 1éCivo povrchové zakotvi na

membrané

inkorporovany kofein je kofein vpraveny do materialu membrany pfevedenim IéCiva

do roztoku nebo taveniny polymeru, z néhoz je nasledné membrana ziskana,
v daném pfipadé procesem elektrostatického zvlaknéni (chranény postup firmy

Elmarco)

adsorbovany nebo impregnovany kofein, kofein vpraveny do membrany,

respektive na vlakna membrany adsorpci z kapalného média obsahujiciho kofein
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