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ABSTRAKT

V teoretické Casti je struén€ nastinéna problematika kiize ve vztahu k transdermalni
prostupnosti latek. Na tuto ¢ast navazuje obecn¢ shrnuta problematika moznosti provadéni
samotného testovani transdermalniho prichodu. Dale byly v této Casti popsany zakladni

vlastnosti methylparabenu a kyseliny listové jako latek pouzitych pro permeacni pokusy.

V experimentalni Casti diplomové prace byly popsany podminky, za kterych
probihalo in vitro méfeni permeaci methylparabenu a kyseliny listové z TRIS pufru, TRIS
pufru s propylenglykolem (PG) (3:2), isopropylmyristatu (IPM) nebo z isopropylmyristatu
(IPM) s parafinovym olejem (PO) (2:3) pies prase¢i kizi plné tloustky. Byly zjistény
nasledujici normalizované fluxy kys. listové Jk n: Z TRIS pufru: 1,00 + 0,47, RSD 46,5%;
z TRIS pufru s PG: 0,28 = 0,11, RSD 40,1%; z IPM: 0,86 + 0,72, RSD 83,4%; z IPM s PO:
2,08+3,91, RSD 188,2%. Dale byly vypolteny nasledujici priméry poméra
normalizovanych fluxti kys. listové a methylparabenu Jkin/IJupn a jejich smérodatné
odchylky a rel. smérodatné ochylky: z TRIS pufru: 0,98 + 0,46, RSD 46,3%; z TRIS pufru
s PG: 0,18 + 0,09, RSD 52,2%; z IPM: 0,78 + 0,77, RSD 98,9%; z IPM s PO: 1,76 + 2,86,
RSD 162,4%.

Porovnanim téchto vysledkd byl vyvozen zavér, Ze methylparaben neni vhodnym
markerem pii hodnoceni transdermdlni propustnosti kyseliny listové ze zvolenych

donorovych prostredi.

Klicova slova: Transdermalni aplikace 1é¢iv, methylparaben, kyselina listova



ABSTRACT

In the theoretical part, there is briefly described the problematic of skin in the connection
with transdermal permeability of substances. This part is followed by a general summary
about transdermal permeability testing. Further on there were described the basic features

of methylparaben and folic acid as substances used for permeability tests.

Experimental part of the diploma thesis describes the testing conditions for in vitro
testing of permeability of methylparaben and folic acid from the TRIS buffer, the TRIS
buffer with propylene glycol (PG) (3:2), isopropyl myristate (IPM) and isopropyl myristate
(IPM) with parafin oil (PO) (2:3) through the full thickness pig ear skin. Measured values
of normalized fluxes of folic acid Jk., were as follows: from TRIS buffer: 1,00 + 0,47,
RSD 46,5%; from TRIS buffer with PG: 0,28 + 0,11, RSD 40,1%; from IPM: 0,86 + 0,72,
RSD 83,4%; from IPM and PO: 2,08 + 3,91, RSD 188,2%. The following average ratios of
folic acid normalized fluxes and methylparaben normalized fluxes Jk.n/Imen from separate
donors (and their standard devations and relative standard deviations) were obtained: from
TRIS buffer: 0,98 + 0,46, RSD 46,3%; from TRIS buffer with PG: 0,18 + 0,09, RSD
52,2%; from IPM: 0,78 + 0,77, RSD 98,9%; from IPM and PO: 1,76 + 2,86, RSD 162,4%.

The conclusion that methylparaben is not a suitable marker for the evaluation of the
transdermal permeability of folic acid from the specified donor media was derived from

these results.

Key words: Transdermal application of drugs, methylparaben, folic acid
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1 UVOD

Kuze je nejvétsim organem lidského téla. Predstavuje zhruba 10% z lidské hmoty
pramérného Clovéka a ma okolo 1,7 m?, coz ji ¢ini idedlnim mistem pro lokalni i
systémovou aplikaci 1éCiv.

Transdermalni podani 1éCiv nabizi urCitou alternativu ke konvenéni peroralni ¢i
aplika¢ni cestu hned po peroralni aplikaci. Rizné transdermalni piipravky by v budoucnu
mohly poslouzit naptiklad k podani 1éCiv se Spatnou complience pacienta ¢i vyraznym

drazdénim GITu. Urcity potencidl ma i pro 1éky vyznamné se odbouravajici v jatrech.

Transdermalni 1ékové formy jsou jiz v nekterych indikacich pouzivany. U tady 1€kt
jsou vyrabény nebo se nachazi ve stadiu klinickych zkousek. Z vyrabénych a klinicky
zkouSenych léCiv potencidlné¢ podavanych transdermalné lze zminit estradiol-
levonorgesterolové antikoncepce, inzulin ¢i selegilin jako MAO inhibitor ¢i latky k tlumeni
bolesti. Casté je také podavani nitroglycerinu ve formé transdermalnich naplasti, kam patii
napiiklad NitroDur ¢i NitroDerm. VSeobecné znaméjsi jsou piipravky urcené k odvykani

koufeni.

Studium transdermélni permeace 1é¢iv je jednim z nejrychleji se rozvijejicich

odvétvi farmaceutické technologie a povazuje se za perspektivu i pro 21. stoleti.

Ptedkldadand price se zabyva moznosti korekce hodnoceni transdermalni
propustnosti kyseliny listové z riznych vehikul pomoci methylparabenu a je tak dalSim
piispévkem k feSeni problematiky transdermalniho podani 1éciv, kterd je dlouhodobé
souasti vyzkumu realizovaného na katedfe farmaceutické technologie Farmaceutické

fakulty UK v Hradci Kralové.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

1) in vitro permacnimi pokusy pies kozni $tépy z praseci kuize plné tloustky zjistit
rychlosti priniku methylparabenu a nasledné kyseliny listové z prostiedi TRIS
pufru, TRIS pufru s propylenglykolem, isopropylmyristatu a isopropylmyristatu
S parafinovym olejem.

2) Ziskané udaje z experimentdlnich meéfeni vyhodnotit a stanovit zda je

methylparaben vhodnym markerem pro hodnoceni transdermalni propustnosti

kyseliny listové z pouzitych prostredi.



3 TEORETICKA CAST

Kbze neboli cutis (fecky derma) predstavuje anatomicky i fyziologicky
specializovanou vrstvu tvofici uceleny zevni povrch lidského téla. Je to jedinecné
sestaveny organ, ktery umoznuje zivot regulaci tepla a zamezenim ztrat vody z téla.
Znemoziuje vstup cizich latek a mikroorganismi do organismu. Také zabranuje ci
minimalizuje Skodlivé u¢inky mechanickych, tepelnych, chemickych, osmotickych a
svételnych vlivl prostfedi. Vytvari bariérové rozhrani mezi vnéjSim okolim a vnitinim

prostiedim organismu. Udrzuje tim homeotazu, stalost vnitfniho prostiedi.

Ochranna funkce je ddna mnohovrstevnou strukturou kiize tvotenou bilkovinnymi,
tukovymi a vodnymi slozkami. Odoléava tlaku az 0,176 MPa. Je prostupna pro vzdusny

kyslik a oxid uhli¢ity, &mz se podili na dychani.* 234

Pti formulaci a vyrobé transdermalnich i dermdlnich ptipravki hraji vyznamnou roli

Y .. . .1
vlastnosti ktize, anatomie i fyziologie.

3.1 Anatomie a fyziologie kuZe

Kiize dospelého cloveéka dosahuje plochy témet 2 m? (primérn¢ 1,6 — 1,8 m? ).
Tloustka kize ¢ini 0,5 — 4 mm dle ¢asti téla. Obzvlasté tenka je na ocnich vickach,

v

nejsilngjii je na zadech, kolem 4 mm.> Hmotnost kiize dosahuje 3- 6 kg, je-li kiize ztlustéla
tukovym polstafem, mtize dosahovat i 20 kg.l ®Je tedy o nejtézsi jednotlivy organ t&la.’
Vlastni epidermis vazi asi 0,45 kg,l hmotnost Skary se pohybuje okolo 3,5 kg, nejvétsi
vahovy podil pfipada na pokozku.® Obsahuje okolo 72% vody.* Uvedené udaje jsou vzdy

dany konkrétni vyskou a hmotnosti jedince.8

Sklada se ze tii zakladnich vrstev:

a) epidermis — pokoZka - Je nejsvrchnéjsi vrstva odvozena od embryonalniho

ektodermu. Ma tloustku asi 200 pm. Zakladni buiiky epidermis se nazyvaji keratinocyty.
1458



Burniky epidermis vytvareji vrstvy. Stratum germinativum je vrstva zarode¢na, jejiz
bunky se mitoticky déli a smérem k povrchu se diferencuji a méni se ve stratum corneum,

rohovou vrstvu.

Stratum corneum je Siroka asi 10-15 pm. Sklada se z plochych, hrubé hexagonalné
tvarovanych bunék - bezjadernych keratocytl, propletenych vlakny keratinu a lipidovou
matrix slozenou z 9 typtu ceramidd (45-50% hmoty), volnych kyselin (10-15% hmoty),
cholesterolu (25 % hmoty) a dalSich lipoidnich komponent, které jsou hlavni pfi¢inou nizké
permeability této vrstvy pokozky. Lipidy rohové vrstvy tvoii asi 7-9% celkové hmotnosti
tkang. Keratinocyty se &astedné prekryvaji a tvoii asi 20 vrstev.® Jsou mechanicky spojeny
dezmozdmy, které pfispivaji k soudrznosti celé vrstvy. Proto také pravé stratum corneum
tvofi G€innou bariéru pii pronikani latek do kize. Je tieba ale poznamenat, Zze pokud je
bariéra stratum corneum porusena, tak velkou pfekazkou v permeaci pro drogy zistavaji i

o oy 1591011
jiné vrstvy kize. 1> 210

Obr. ¢. 1,2: Stavba stratum corneum 1213
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Struktura a chemické slozeni stratum corneum byly popsany dikladné, avsak
pokusy studujici zavislost struktury a chemického slozeni na bariérové funkci kize se
setkaly s omezenym uspéchem. Néktefi vyzkumnici zjistili pfimy vztah mezi obsahem

115 jini na zaklad& pokusd stanovili opatné korelace. *° Objevili

ceramidll a propustnosti,
se také studie, které nepotvrdily ani jeden z vySe uvedenych vztaht. 7 Tato otazka mize
byt uzaviena tvrzenim, Ze vztah mezi sloZzenim lipidové koZzni bariery a jejimi
biofyzikalnimi vlastnostmi je komplexni a pravdépodobné zavisly na chovani ochranného

lipidového systému. Prestoze vyznam lipidového slozeni stratum corneum ve vztahu ke

10



kozni propustnosti je obecné uznavan, presna role kazdého konkrétniho lipidu neni dosud

dobfe pochopena. °

b) corium, dermis — Skdra - Nachazejici se pod pokozkou. Tvofi ji pfevazné

pojivova (tvofena hlavné fibroblasty), castetné 1 elastickd tkan (vldkna kolagenni,
elasticka, retikularni). Vldkna jsou spojena ve snopce, které jsou plstovité propletené. Do
elastickych vldken z hlubSich vrstev zasahuji krevni kapilary, (jejichz hlavni funkci je
vyziva epidermis) nervy, nervova zakonceni, sekrecni casti zlaz, cibulky vlasovych

folikuli a buiiky imunitniho systému. Tloustka $kary je 0,5 — 2,5 mm. 18

c) tela subcutis, tela subcutanea, hypodermis — podkoZni vazivo - nachazi se pod

Skarou. Je bohat¢ zasobena krevnimi a nervovymi vldkny. V ni je ulozena i tukova tkan,
jejiz tvorba je regulovana hormondlné. Mezi Skdrou a podkoZim neni pevné rozhranni. Na
nékterych castech téla, jako jsou usi, nos, vicka, se tukova tkan nevytvari. Vyznam podkozi
jako bariéry z hlediska priniku chemickych latek, je zanedbatelny. * ® Je jednak skladistém
zasobnich latek, jednak ma ochranou a izola¢ni funkci pii termoregulaci a na nékterych

mistech m4 i vyznam mechanicky napf. tukové vyplné na dlani a chodidlech.

Obr. & 3: Anatomickd stavba kiize ®
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3.2 Prunik lé¢iva do kuze

Prinik 1é¢iva do klze je procesem znacné slozitym, coz je ddno pfevazné vlastni
o v . v s rv 18
strukturou ktize, jak uz bylo zminéno vyse.

Pti dermalni expozici mohou chemické latky vstupovat do kiize péti zakladnimi

cestami. 1°

a) transceluarné — pres téla bunék rohové vrstvy a dalsich bun¢k pokozky

b) intercelularné — skrz mezibunééné prostory

c) transfolikularné — vlasovymi folikuly

d) mazovymi Zlazami

e) vyvody potnich #liz ®

Jiné ¢lenéni rozliSuje tranfolikularni — skrz vlasové folikuly a potni Zlazy nebo

transepidermalni vstup latky skrz kazi. Transepidermélni transport 1ze jest¢ dale délit na

intercelularni — mezibunécnymi prostory v epidermis a intraceluarni — pies buiky

epidermis. !

Vétsina 1é¢iv prochazi intracelularné. Tento prostup se Fidi pravidly prosté difuze.
Pasivni difuze latky vpravené v rozpoustédle do kiize je determinovana jeji molekulovou
hmotnosti a fyzikalnimi vlastnostmi prochéazejici latky, rozpoustédla i1 kize. Mensi
mnozstvi latek prochazi cestou transceluarni. Prinik cestou transfolikularni ma jen

okrajovy vyznam. 820

Dle Diembecka a spol. existuji dva zptisoby priniku latky do ktze.

a) Latka mlze byt absorbovana do kuze, vaze se vrohové vrstvé a spolu

s odlupovanymi bunikami se z kiize postupné odstraniuje. Nedostane se tedy do
hlubsich vrstev kiize. Nema tedy vliv v té ¢asti kize, kde nejsou krevni kapilary,

tzn. nepusobi systémove, jen lokalné v misté aplikace.

b) Latka ptekonava rohovou vrstvu a prochazi do hlubsich vrstev pokozky a do skary,

kde se dostava do kontaktu s krevnimi kapilarami a tkanovym mokem, a tim

o . ‘o 10
pronikéa do systémové cirkulace.
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Nov&jsi popis priniku latky do organismu zavedlo OECD # a nasledné jej zacala
pouzivat i WHO. Dle téchto instituci je dermalni absorpce rozsahly termin, popisujici celou
cestu prenosu z vn¢jsiho povrchu kitize do krevnich nebo lymfatickych cév organismu.

Absorpci proto rozdéluji na:

a) penetraci - vstup latky do rohové vrstvy. Penetrace je pohyb agregatti, nosi¢ovych
systémt — liposomt, niosomil, transferosomd.

b) permeaci — piestup latek do dalSich vrstev kiize. Permeace je jednoducha difuze
individudlnich molekul. Ty vSak neovlivituji kozni barieru. Permeabilita klize zavisi
na.

e velikosti molekuly lé¢ivé latky

¢ jejim rozdélovacim koeficientu

e kompatibilité permeujici latky s koznimi lipidy

e diftzni konstanté, kterd je ovlivnéna zejména plochou kiize, na kterou je
latka nanesena

e sile kozni bariéry zavislé na fyziologickych podminkdch, mistu na téle, na

rodu a rase, ale i na mechanické upraveé ktuize pired aplikaci produktu.

Permeaci tidi koncentra¢ni gradient rozpousténé 1écivé latky, gradient vlhkosti na
povrchu kiiZze 1 dalsi, napf. elektricky potencidlovy rozdil. Vyrovnanim koncentra¢niho
gradientu rozpousténé 1éCive latky se jeji permeace zastavuje.

c) resorpci — vstup latek do krevnich a lymfatickych cév *®

Prinik chemickych latek kiizi probihd v n€kolika stupnich. V prvni fazi se 1é¢ivo
uvoliiuje z lécivého pripravku a dostava se do pifimého kontaktu s k0zi. V druhé fazi
prochdzi do kize a skrz epidermis prochazi az do skary a podkozniho vaziva, kde se

vyskytuji krevni kapilary.*°

13



3.2.1 Absorpce 1é¢iv dermalni a transdermalni

Pokud se zabyvame absorpci 1éCiv jako takovych ve vztahu ke kazi, je tfeba si
definovat dva zékladni pojmy tj. absorpci dermalni a transdermalni. Pokud hovotime o tzv.
dermalni aplikaci 1éCiv, myslime tim plsobeni 1éCiv na kizi a v kGizi. Transdermalni 1¢ky
piekonavaji kozni barieru, prochazeji pies kiizi do podkozi, kde se dostavaji do kontaktu s
krevnimi kapilarami a pronikaji v misté aplikace do krevniho feciste, vyvolavaji systémovy
ucinek. Tim se také lis§i od dermalné¢ podanych léCiv, protoze pokud se dermalni 1€k

dostane do krve, je to pro n&j u&inek nezadouci."

3.2.11 Transdermalni transport

Transdermalni podani 1é¢iv, neboli transdermal drug delivery systém (TDDS), je
efektivni cesta podani terapeuticky aktivnich latek skrz kizi.” M4 fadu vyhod a nabizi

. . " ot X5 ot Xt o Lo 22
atraktivni alternativu ke konvencni peroralni ¢i injekéni aplikaci.

Objev, ze mnohé latky, pokud jsou v dostatecném mnozstvi, mohou pii prichodu
kazi vniknout do krve, stal na pocatku zvySeného zajmu firem pfipravit pravé takovou
lékovou formu, ktera umozni po aplikaci na kizi vyvolat systémovy uginek 1é¢iva.' O
transdermalni podavéani 1éCiv se zaalo uvaZovat teprve ve 20. letech 20. stoleti.
K vlastnimu pouzivani doSlo vyrazné¢ pozdé&ji. V 50. letech se objevili masti
s nitroglycerinem a vroce 1978 naplasti se skopolaminem.'* Zagatek vyrazngjsiho
vyzkumu se datuje od roku 1980, kdy mnohé firmy zacaly intenzivn€ pracovat na
transdermalnich 1ékovych formach. Prvni takovou firmou byla Alza Corporation v USA.
Byla prvni, ale zdaleka ne posledni korporaci, ktera orientovala a orientuje sviij vyzkum
pravé na toto odvétvi farmaceutické technologie. Dnes je registrovano vice nez 35
transdermalnich produkti obsahujicich 13 molekul. Dle prizkumu Jain PharmBiotech byla
hodnota globéalniho prodeje transdermalnich piipravku v roce 2005 12,7 bilionti dolart,
pficemz se piedpoklada, Ze v roce 2010 to bude 21,5 billiont dolarii a 31,5 biliont dolari

vroce 2015. Transdermalni 1€ky se povazuji za perspektivu i pro 21. stoleti. Zvlasteé

vvvvvv

aplikaci. * " 1
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Faktory limitujici rozvoj transdermalni technologii ve vztahu k podani clovéku
mohou byt lokalni drazdéni ¢i jiné€ neptiznivé vztahy souvisejici s ic¢innou latkou 1 1ékovou

formou.’

Otazkou vsak ziistdva, pro¢ transdermalni aplikace, kdyz se vyskytuji cesty znacné
jednodussi, prirozenéjsi, technologicky dobte zvladnuté? Je to dano tim, Ze i jiné, hojnéji
pouzivané, cesty podani nejsou bez uskali. Nejcastéji uzivany zptisob podani, tj. peroralni

aplikace, ma tyto nevyhody: ™

e horsi pacientova compliance

e potiz s polykanim nebo rozkousanim tablet s kontrolovanym uvolfiovanim

e drazdéni zazivaciho traktu

e inaktivace first-pass efektem, neboli efektem prvniho prichodu jatry, kdy dochazi k
metabolizaci i zna¢né Casti podaného 1é¢iva, coz se v koneéném dusledku projevi
sniZenou U¢innosti

e nemoznost (po urCité dobé od perordlni aplikace) rychle ukoncit ptivod 1éCiva do
systémového obchu v ptipadé potieby, napt. pfi predavkovani, alergické nebo jiné
nezadouci reakci

e sniZené nebo zvySené vstiebavani 1éCiv z GITu, zpisobené jeho momentalni néplni
po peroralni aplikaci

e zmény GITu v disledku probihajiciho patologického procesu ovlivni mnozstvi

vstiebaného 1€¢iva po per os aplikaci.

Parenteralni podani je znacné€ naro¢né na vybaveni. Navic, s vyjimkou autoaplikace
inzulinu, musi byt provadéna kvalifikovanym zdravotnickym persondlem. Témér vzdy
traumatizuje pacienta, zejména déti, protoze Casto byva bolestivd nejen pii vlastnim
provedeni vpichu, ale také v souvislosti s tvorbou depot 1é¢iva v misté aplikace, kdy bolest

n&kdy i dlouhou dobu pretrvava. ’ *°

Z toho také vyplyva, Ze mezi vyhody transdermdlni aplikace patii bezesporu trvaly
a rovnomérny piisun léCiva, vylouceni first-pass efektu, relativné nizky vyskyt nezadoucich
ucinkii, pomérné snadna aplikace a lepSi pacientova complience nez u peroralnich ¢i

injek¢nich piipravka. 3
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Pro¢ tedy nepodavame vSechna lé¢iva transdermdlni? Neni jednoduché dopravit
latku skrz kazi az ke krevnim kapilaram. ! Léky musi permeovat do hlubsich vrstev kuze, i
piestoze kuze tvoii efektivni, selektivni barieru viici vstupu chemickych latek. Bohuzel jen
nékolik 1€ki ma takové fyzikalné-chemické vlastnosti, které jsou nezbytné pro tento
zpusob podani. Vétsina 1€kt neni schopna pies kizi, v mnozstvi potiebném pro tspésnou

systémovou terapii, projit. 23

Jak uz bylo konstatovéano, piekdzkou pro perkutanni prinik drog je horni vrstva
ktze, stratum corneum. Ta je propustna pouze pro malé, lipofilni molekuly. Brani vstupu
cizorodych latek, tim i 1é¢iv do organismu. Proto je tfeba mit tuto skutecnost na pameéti a

e s vew o7 v , r1.r . . v s v vr 22
ucCinit patfi¢na opatieni, ktera transdermalni aplikaci umozni nebo alespon podpofi.

Jaka latka se tedy zda byt nejlepSim kandiddtem pro transdermdlni prichod?
Odpovéd’ na tuto i dalsi otazky tkvi nejen v pochopeni struktury klze, ale také
vV porozuméni molekularnich faktorti, které utvareji latku snadnéji prichodnou do kilize.
Mezi vlastnosti, které dand latka musi mit, patii vys$si absolutni afinitu ke kozni fazi, ktera
zabezpeci jeji diftizni vodivost a ucinek drogy spolu s relativni schopnosti latky pisobit

systémov¢ a dostat se do téla.

3.2.111 Metody zlepsSeni transdermalniho prichodu

Byla popsana tada postupt, kterymi lze pruchod latek ptes stratum corneum zvysit.
Patii mezi né:
e Zvyseni koncentrace 1éCivé latky na kazi, a tim vyuziti aktivniho koncentracniho
gradientu.
e Vyuziti kladného rozdélovaciho koeficientu 1é¢ivé latky v kiizi a jeji afinity ke ktzi
pomoci tzv. lipoidnich prodrugs.

e Zmenseni sily kozni bariery, coZ je prakticky nevyuZitelné

e Vyuziti fyzikalnich postupti — sonophorezy g pomoci terapeuticky uzivaného

ultrazvuku (n&kolik W.cm™), iontoforezy, % elektroporace - vytvorenim $irsich
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hydrofilnich otvort (péri) pomoci slabého elektrického proudu (0,4 mA.cm™).
Vsechny tyto metody vyzaduji zkuSenosti a pfistrojové vybaveni a to hlavné proto,
aby se rozSifeni pord nestalo ireverzibilni. Téchto metod se vyuziva hlavné pro
transport terapeuticky zajimavych peptida, které se ze standardnich transderméalnich
naplasti do kize nedostanou.

e Pouziti chemickych stimulatori 2° '

zavadéni vezikularnich forem ¢i pouziti
chemickych latek. V soucasné dob¢ je nejrozsitengjsi pristup k posileni prichodu
latek pies korovou vrstvu pouziti chemickych latek zvySujicich penetraci (sorpéni
stimuldtory a akceleranty). Urychlovace, neboli akceleranty transdermalni
penetrace, reverzibiln€ snizuji bariérovou funkci klize a umoziuji prianik 1éCiva pies
kizi vpfedem odhadnutelném mnozstvi a cCase, coz pfindsi znacny posun
V porovnani s klasicky uzivanymi keratoplatiky ¢i derivancii. Tato skupina
pomocnych latek je dnes bouflivé se rozvijejici skupinou latek potencidlné
pouzitelnych pti aplikaci topickych ¢i transdermélnich 1écivych piipravki. Tyto
latky musi byt nedrézdivé, netoxické, nealergizujici a nesméji mit vlastni

C 131822
farmakologicky uginek. * 3®

e Vyuziti tzv. transdermalnich nosi¢ovych systémiu, které méni strukturu i
prostupnost kiizi. Mezi takové systémy patii napf. liposomy, niosomy, transfersony.
Ty putsobi tak, Ze interaguji s kGzi a ta interaguje s nimi. Vysledkem takové
interakce je fluidizace kozZnich lipidd, kterd zpusobi zvySenou permeabilitu kize.
Dochazi ke zménam v biochemickych procesech probihajicich v kiizi. Mize dojit

az k poruseni kiize ptipadn€ lyzi az smrti koznich bunék.!

3.2.2 Testovani vstupu chemickych latek do kuze

Obecné lze testovani vstupu chemické latky do kize provadét nasledujicimi

metodami:

e [nvivo na zvireti
o [nvitro na kuzi lidské, zvireci, uméle vytvorené
e [nvitro na membrané (jiné nez kiize)

. .. 821
e Modelovani absorpce in silico
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Nejcastéji pouzivané metody jsou prvni dvé vyse zminované. Obé studuji prechod
testované substance z testovaného preparatu skrz kozni bariéru do kiuze a kazda z nich ma

fadu vyhod i nevyhod.

Néarodni regulac¢ni autority maji rozdilné preference pro in vivo ¢i in vitro metody
pouzivané pro studium kozni absorpce. Volba konecné metody jde ruku v ruce s pozadavky
¢i podminkami daného specifického organu ¢i autority. In vivo data mohou byt pouzita
samostatné. Po in vitro pokusech vét§inou nasleduji zkousky in vivo. Vybér mize byt také
zavisly na zkousSené latce, kdy mlze byt pouzita napf. jen In vitro metoda pro prvni
hodnoceni zkousené latky. Tam, kde potfebujeme ptesnéjsi vysledky, je pozadovéano

pouziti kombinace obou metod.?!

3221 In vivo metody

Termin in vivo je odborny pojem pochazejici z latiny, da se prelozit jako ,,v
zivém*. Oznacuje se tak studium organismi (popf. jejich organt, ¢i jeSté jednodusSich
biologickych slozek a biologickych latek), které jsou pozorovany piimo v pfirozenych

r r : W . SR B4 4 woe 4 . 2
podminkach, neboli zkousky jsou provadény p¥imo na Zivych organismech.?

V piipadé studia transdermalni ¢i dermalni absorpce jsou nejcastéji pro tyto pokusy
pouzivany krysy. Testovana latka se aplikuje na plochu okolo 10 cm?. Tam je ponechéana
urcitou dobu odpovidajici potencialni dobé expozice u ¢lovéka. Na konci pokusu je latka ze
zvitete smyta. Ziskana data slouzi k odhadnuti celkového pruniku testované latky. Kozni
absorpce testované latky mize byt vyjadiena jako procento z davky absorbované za urcity

¢as z prumé&rné rychlosti absorpce na jednotku plochy kiize.

3.2.2.2 In vitro metody

In vitro je odborny termin, ktery se z latiny preklada jako ,,ve skle“. V pifeneseném

slova smyslu je mysleno ve zkumavce, Ehrlen-Mayerové barice, Petrino misce ¢i dalSim
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laboratornim skle. Tento pojem se uzivd obecné pro pozorovani Vumélych napft.

laboratornich podminkéach.?

Pro in vitro pokusy je charakteristické zkouSeni pruchodu latek pres kizi

Vv laboratornich podminkéch na vzorku klize zviteci nebo lidské.?

3.2.221 Vzorky kiize

Oboji, lidské i zvifeci kiize, mohou byt a jsou pouzivany k in vitro studiim pro
predpovidani mozného pronikani raznych latek skrz lidskou kizi.? Plati, e mezi vyhody

t&chto metod patii moZnost pouziti lidské i zviteci kiize se srovnatelnymi vysledky.?

V minulosti byly pouzivany ¢etné modely zvifeci kize z riznych savct, hlodavct a
plazt jako potencidlni ndhrady lidské kiize pro tyto pokusy, a to i pfes zjiSténi, ze zviteci

ktize ma tendenci byt vice propustna pro urcité latky nez ktize lidska. 3031

Jako tzv. ,zlaty standard“ je kazdopadné¢ povazovana lidské kuze, ta vSak neni
Gasto k dispozici ani v&as ani v dostateném mnozstvi.” Vzorky lidské kiZe jsou nejcast&ji
ziskavany z tkanovych bank nebo od zivych dérch, vétSinou pacientd pfi chirurgickych
operacich. Pouzivéa se kiize ze zad, bficha, hrudniku a boku. Transdermalni absorpce je
ovlivnéna vékem a pohlavim dérce, hydrataci kiize, mistem odbéru ktize i prostfedim, pfi

kterém je experiment provadén (pH, teplota).

Ve vétsing piipadil jsou tyto studie urceny k ptfedvidani kozni absorpce u ¢lovéka,
proto také pouziti lidské kiiZe je nejvice relevantni. Nicméné z regulacnich ¢i praktickych
davodu se pouzivaji klize riznych druht zvirat, obvykle z prasat nebo potkanti, v nékterych
pfipadech 1 opic a morcat. Potkani kiize se pouzivd pomérné Casto. Je to dano tim, Ze
vétsina testl toxicity byla provedena pravé na tomto druhu. Jeji pouZiti je ale méné vhodné,
nebot’ se anatomickou i chemickou stavbou kize liS§i od clovéka. M4 vice vlasovych
folikulii, coz vede k vyssi propustnosti pro testované latky. Praseci a opici kiize se pouziva
Castéji pro jeji veétsi podobnost s kuzi lidskou, pokud jde o morfologické vlastnosti a

propustnost.® #

Nejen z etickych diivodl je dnes ve vétSiné piipadii vyzkum omezen na pouZivani

veptoveé kiize. Dlivodem je v prvni fadé morfologickd a funkéni podobnost s kazi lidskou,

ale také snadné ziskani kizi jako odpadu z poraZzenych zvirat ur¢enych ke konzumaci. Mezi
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velmi podobné znaky obou druhd kizi patii sporé ochlupeni, tenka epidermis s dobie
diferencovanou strukturou Dermis, ktera ma dobfe rozlisena papilarni téla ¢i velky obsah
papilarni tkané. Z toho také vyplyva, ze praseci kiize se zda byt nejblize k lidské kizi, a

proto nejvhodn&jsi k témto pokusim, ¥ 33334

K testovani dermdlni absorpce pies praseci kiize se nejCastéji pouzivaji kiize ze
slabiny zvifete nebo z usi. Vzorky prasec¢i kiize se ziskavaji vyhradné z vnéjsi strany kiize
usnich boltct. Boltce kancli se nepouzivaji, protoze metabolismus i celkova struktura kize
jsou pozménény vlivem hormonu testosteronu, ktery produkuji. Kize fezancii se také
nepouzivd. Vyuzit se ale v nékterych ptipadech mohou vzorky ze zad nebo koncetin.
V ptipad¢ krys, mize byt pouzita hibetni nebo biisni kize. Ta hibetni klize ale jen tehdy,

jestlize studie koresponduji s aplika¢ni stranou u in vivo pokusﬁ.21

Vzhledem Kk interindividualnim rozdilim mezi jednotlivei téhoz druhu ¢&i
intraindividualnim rozdilim mezi castmi t¢la téhoz jedince v propustnosti klze je
doporucovano, aby se pii jednom méteni pouzilo minimalné 6 vzorkl kize za stejného

, Ao . o35
mista od minimalné 3 riiznych darct.

Odbornici z Narodniho institutu pro bezpe¢nost a zdravi, sidliciho ve Virginii
v USA, provedli vyzkum, jehoz cilem bylo kvantitativni porovnani propustnosti latek a lag
times (Lag time permeace souvisi s ¢asem potfebnym k dosazeni ustaleného stavu toku
chemické latky skrz kuzi. Stejné jako propustnost je lag time zavisly na konkrétni
sloucening, vehikulu a vlastnostech kiize. Lag time se mlze pohybovat od jedné minuty az
do nékolika dni. Jeho méfeni je vSak nachylné k chybam. Pro dlouhé lang times je pfesné
ur¢eni hodnoty slozité, pro mozné zhorSeni stavu kozni membrany) mezi lidskou a zviteci

ktzi, véetné vyhodnoceni rozdilti jak mezidruhovych, tak i intradruhovych.

Vyzkum byl omezen na pozorovani kiize z prasete domaciho a morcete se srsti i
bezsrstého, jako moZné nahrady lidské kliZze pfi pozorovani procesu pruchodu rtiznych
chemickych latek ptfes kizi. Vyzkum byl zaméfen praveé na tyto vybrané druhy, protoZe
jsou Casto pouzivany jako nahrady pro testovani prichodu latek skrz kzi. Tyto pokusy
bylo provadéno jak na lidské, tak 1 na zvifeci kizi spolecné vZdy v jedné laboratofi.
Aktudlni hodnoceni zahrnuje metaanaldzu dfive publikovanych dat ziskanych za

podobnych podminek.
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Z vyzkumu vyplynulo, Ze prase¢i kiize i klize z morcete jsou dobrymi modely pro
studium propustnosti skrz lidskou kizi a maji mensi variabilitu nez modely ktze lidské.
Vybér modelu bude vzdy zalezet na konkrétnim kone¢ném tucelu studie a na chemické

latce, kterou zkouméme.®

Masivni pouzivani zvifecich modeli a odpor ochranait zvitat vedly v Evropé v roce
2003 k pfijeti smérnice EU zakazujici od biezna 2009 pouziti zvitat pro testovani akutnich
ucinkii kosmetickych piipravka a od bfezna 2013 také pro testovani chronické toxicity,
reprodukéni toxicity a toxikokinetiky kosmetickych piipravki. Tato smérnice vyrazné
ovlivnila i dale ovlivni rozvoj metod pro studium dermalni i transdermalni aplikace in

vitro.

Ur¢itou alternativou ke kiizi pfirozené je pouziti kiize umélé. Jedna se napiiklad o
modely Episkin, SkinEthic ¢i EpiDerm. Klze je vypéstovana in vitro z keratinocitli na
vhodném podkladé. Nevyhodou a uréitym omezenim pro ploSné pouzivani této kize je, ze
stale jeSté nedosahuje vlastnosti a funkci klize pfirozené. Mlze se pouzit pro orientacni
testovani latek, ale k zadvérecnimu testovani latek potencialné vyuzitelnych pro piipravu

humannich i veterinarnich pfipravki se nedoporucuje.®

3.2222 Piiprava kiize

Zptsob upravy kiize je zavisla na druhu, ze kterého pochazi, coz je dano rozdily
vV kozni morfologii a hloubce folikulii. Bézn¢ se pouZziva tepelna separace pro lidskou 1
praseci kiizi (60°C po dobu jedné nebo dvou minut, epidermalni membrana se odloupne od
dermis pomoci klesti). Chemicka separace se pouziva k pfipravé potkani epidermalni
membrany. Pouzivd se 2M roztok bromidu sodného. Enzymaticka separace vyuziva
proteaz nebo bakterialni kolagenasy.

Velmi tenké vzorky (okolo 200 — 400 pm) klize se ptipravuji pomoci dermatomii.?*
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3.2.2.2.3 Uchovavani koZnich preparata

Skladovaci podminky mohou mit vliv na kozni propustnost. N&kteti autofi tvrdi, ze
nejsou zadné rozdily mezi zmrazenymi a nezmrazenymi ktizemi ve vztahu k propustnosti

VOdy 36 37 38 39

, zatimco jini oponuji, ze propustnost nékterych latek se zvysila a lag time se
snizil *® po zmrazeni kiize.?

Ptednost se v kazdém ptipadé dava Cerstvym kiizim (do dvou dnti po odbéru). Tato
ktize ma aktivni enzymaticky systém, zanedbame-li, Zze k ¢astecné autolyze dochazi jiz od
okamziku odbéru. Takové kize vSak nejsou vzdy snadno dostupné. Zivotnost kozniho
vzorku v zavislosti na metabolické aktivité kize klesa s dobou skladovani.® % Pokud se pro
pokusy pouzivaji vzorky lidské klize, jsou nejCastéji zmrazené, zatimco zvifeci nejcastéji
Gerstvé.’ Zmrazena kiZe nema zachovany aktivni enzymaticky systém a je mirné
anatomicky poskozena krystalizaci vody, pficemz rohova vrstva je bezvoda, tudiz je
poskozena jen minimdln€. Ve srovnani s Cerstvou kuzi vykazuje zmrazend kiuze vyssi
uroven ustaleného pratoku testované latky (steady state flux) a také kratsi ¢as od zacatku
pronikéni testované latky do receptorové tekutiny. Existuji vSak dostupné dikazy, Ze pokud
uchovavame vzorek za danych vhodnych podminek, nema uchovavani vyrazny vliv na in
vitro permeabilitu lidské i zvifeci ktuze. Pouziti kize pro pokusy po uréitou dobu
skladovanych ma také tadu vyhod, hlavné ve vztahu k pozd€jsi srovnatelnosti a

standardizaci metod. Z toho divodu mohou byt pouzity i kiize, které byly po uréitou dobu a

za danych podminek uchovéavané, a to za piredpokladu, Ze je zarucena jejich celistvost.

Bylo prokazéano, ze lidska i zviteci kiize mtize byt skladovana po n¢kolik mésict
pii teploté - 20°C bez toho, aby doslo k vyraznym zménam v propustnosti v porovnani s
Cerstvou kuzi. KiZe by ale naproti tomu neméla byt skladovana pii velmi nizkych
teplotach, protoze se ukazuje, Ze teplota nizs$i nez - 80°C miiZze zvysit jeji propustnost.
Také neni vhodné vzorky kiize béhem skladovani rozmrazovat nebo nechat roztat a pak
zpét zamrazovat, protoze se muze zmenit, respektive zvysit jejich propustnost. Zmrazené
ktze jsou vzhledem k dlouhodobé pouzitelnosti (dle riznych autoru v dobé do 1 roku)

i 821
Vv pokusech vyuzivany Castéji.

Je dilezité, aby si kazdad laboratof stanovila podminky, které jsou potfebné pro
experiment a zjistila, zda jsou tyto podminky vhodné. Pozornost je nutné také zaméfit na

zpusob piipravy kiize, ktera ma byt pouzita v experimentu in vitro, coz mtze ovlivnit jak
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propustnost tak i lag time. Propustnost se také muize ménit nepfimo, a to Umérné

s tloustkou ke, ? 404

3.2224 Posuzovani integrity koZnich vzorki

Akceptovanych metod pro testovani integrity kiize pfi in vitro pokusech dle OECD
je né€kolik. Jednou z nejéastéji provadénou je méfeni elektrického odporu kiize (TER). Jde
o jednoduchou, rychlou, bezpecnou a cenové dostupnou metodu k posouzeni miry
celistvosti koznich stépu. Urcitou alternativou je urCeni transepidermalni ztraty vody ze
stratum corneum (TEWL) ¢i nanesenim referencni latky (napf. triciované vody, kofeinu,
sacharozy) pred testovanou substanci. Je tfeba mit vzdy na paméti, ze timto krokem miize
dojit ke zvySeni absorpce nasledné aplikované testované latky. Testovani integrity kiize 1ze
provadét na pocatku pokusu pred nanesenim testované latky, v pribéhu testovani formou
pridani referencni latky ¢i po ukonceni pokusu. V tomto pripad¢ vSak mize byt absorp¢ni
membrana jiz poSkozena vlivem testované substance, a proto se dany zpusob kontroly voli
pouze u latek plsobicich na kiizi po kratkou dobu, fadové v minutich. Dals$i metoda je
vazand na vysledky pokust a spocivé ve vylouc€eni vysledkd, jejichz hodnoty se vyznamné
li$i od ostatnich hodnot, nebot’ i mala, zrakem nepostizitelné poskozeni kize se projevi

, . " - 82142 43 44
vyraznym zvysenim propustnostl.8 3

3.2.2.25 Difuzni bunky

Pro pokusy transdermdlni permeace se pouzivaji difiizni komurky neboli bunky.
Existuje né€kolik typl difuznich bunék. VSechny se skladdaji ze dvou ¢asti: donorové a
receptoré komory, mezi kterymi je umisténa kiize upevnénd mezi dvéma sklicky s otvorem
uprostied pro aplikaci testované latky. Musi byt vyrobeny z inertniho materidlu, nejcastéji
skla nebo teflonu, aby se minimalizovaly interakce materidlu se zkouSenou latkou.
Konstrukce bunék by méla umoznit regulaci teploty klize i receptorové tekutiny. Dale by
mély byt sestaveny tak, aby v pfipadé potieby umoznily snadné odstranéni zkusebniho

roztoku.?*
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Existuji dva zakladni typy difuznich komurek:

a) staticka vertikadlni difiuzni komiirka, tzv. Franzova komiirka — receptorova
tekutina (v objemu od 2 do 20 ml) v této komuirce musi byt neustale

michana a je v danych intervalech odebirana a analyzovéana

b) pritokova vertikdlni difizni komiirka — vtomto piipadé je receptorova

tekutina (obvykle 0,1 — 5 ml) ze spodni Casti odstrafiovana kontinualné

b&hem celého pokusu pomoci pumpy. %

Obr ¢.4: Staticka vertikalni difiizni komiirka

donorova komirka

sklicka mezi nimiz je umisténa kize

raménko. plici otvor

receptorova komirka

Obr.¢.5: Priutokova vertikalni komuirka

donorova konmirka

sklicka mezi nimi7 je wmisténa kaize

odtok receptorove teloutiny

receptorova komirka

piitok receptoroveé tekutiny
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3.2.2.2.6 Receptorova tekutina

Receptorové tekutina vyplituje spodni c¢ast difuzni komirky, tzv. receptorovou
komoru. Musi byt zvolena tak, aby byla v souladu skoznim vzorkem, ktery nesmi
poskozovat a musi spliiovat zakladni parametry rozpustnosti zkouSené latky (nikoli

testovaného piipravku) v receptorové tekuting.

Pro hodnoceni ve vod¢ rozpustnych (hydrofilnich) sloucenin na ktzi skladované
zmrazenim se pouzivaji obvykle solné nebo pufrované roztoky soli o pH okolo 7,4 (napf.
fyziologické roztoky). Pro lypofilni zkousené latky pouzivame receptorovou tekutinu, ktera
muze obsahovat organicka rozpoustédla neposkozujici membranu jako je naptiklad etanol a
voda v poméru 1:1 nebo 6% polyehylenglykol, 20% oleylether ve vod¢ ¢i piidani sérového
albuminu. Bariéra integrity kiize musi byt neporusena, pticemz bylo prokazano, Ze tence

ptipravené vzorky kize (piiblizn€ 200 pm) maji zvySenou nachylnost k poékozeni.8 2

Pro metabolicky aktivni vzorek kiize mize byt pouzita fyziologicka receptorova
tekutina, napt. tkanové kultivatni medium. Urcitym omezenim pouzivani takovychto
receptorovych tekutin pro nepoldrni testované substance je potencidlné neadekvéatni
rozpustnost testované substance v receptorové tekutiné. To by se mohlo vyfeSit pfidanim
modifikatoru, typicky 6% polyethylenglykolu 20 oleyletheru nebo 5% hovéziho sérového

albuminu.

Pro radioaktivné znacené testovaci latky by se méla vybrat takova receptorova

tekutina, ktera nezasahuje do pouZitych analytickych metod.?

32227 Vyhodnocovani vysledki

Na konci studie se porovnad mnozstvi testované latky nanesené na kizi s mnozstvim
latky v receptorové tekutin€. Tato data jsou nezbytna k uréeni celkového kozniho prichodu
testované latky. Kozni absorpce tetované latky se mize vyjadiit:

e v procentech, tj. kolik procent z aplikované davky proslo do receptorové tekutiny
e mnozstvim, tj. mnozstvim latky proslé pres kiizi, jako pomér absorbované latky
k aplikované davce za ur€itou ¢asovou jednotku

e rychlosti absorpce za jednotku ¢asu
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e nebo v ptipadé nekone¢né davky aplikace jako permacni konstanta.?

Rozsah analyz je dan pozadavky experimentu. Kize mtze byt studovana v celé jeji
Sifce €i jen jeji urcité Casti.

Mnozstvi latky v rohové vrstvé se urcuje pomoci tzv. stripovani, kdy se jednotlivé
buniky rohové vrstvy odlupuji pomoci pasky. Paska s nalepenymi buiikami rohové vrstvy se
posléze analyzuje. Mlize byt studovana také samotna pokozka nebo Skara, které se od sebe
oddéluji tepelné, chemicky nebo enzymaticky. Nejcastéji vSak studujeme receptorovou

tekutinu odebiranou béhem pokusu.

Analyza jednotlivych vzorkli odebrané receptorové tekutiny se provadi nejcastéji
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), radiografie nebo scintigrafie
(pti pouziti znacenych testovanych latek). O vybéru metody rozhoduje charakter testované

latky a mozZnosti dané¢ho pracovi§ts.?

3.3 Testované latky

3.3.1 Methylparaben

Obr. & 6: vzorec methylparabenu®

OH

Jiné ndzvy: metyl-paraben, Methyl-p-hydroxybenzodt — oficidlni ndzev dle

nazvoslovi IUPAC, methyl p —hydroxybenzoat, nipagin
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Molekularni vzorec: CgHgOg3
Molarni hmotnost: 152,15 g/mol
Rozpustnost ve vode pri teplote 25°C: 0,25 g/100 ml

Rozpustnost ve vode o teplote 80°C: 2,00 g/100 ml

Vsechny parabeny jsou obecné estery 4-hydroxybenzoové kyseliny, na kterou jsou
v kiizi hydrolyzovany karboxyesterazou a rychle vylouceny bez akumulace v téle.
K potlaceni pfemény mtize byt pouzita fada inhibitorti tohoto enzymu. Nekteti z nich jsou

LNy el 46
specificti k ur¢itému druhu parabenu.

Parabeny jsou velkou skupinou chemickych latek, které jsou hojné pouzivany jako
konzervacni latky v kosmetickych ptipravcich. Jsou Siroce pouzivané i ve farmacii a nékdy
také jako aditiva v potravindch. Vroce 1984 bylo registrovdano 13 200 rGznych
kosmetickych pipravki s obsahem parabent *’. Z toho diivodu je tieba porozumét jejich
chovani po naneseni na kizi, moznému transdermalnimu prichodu a z toho plynouciho

jejich potencidlnimu toxickému efektu.

Parabeny maji dlouhou historii pouZivani. Je to dano hlavné tim, Ze nejsou finan¢né
narocné na vyrobu a jsou relativni netoxické. NejCastéji pouzivanym parabenem je
metylparaben, po ném pak etylparaben, propylparaben a butylparaben. Parabeny jsou

metabolizovany systémove a vylu€ovany mod¢i. 0%

Skute¢nost, ze jsou parabeny schopny pusobit systémové po topické aplikaci na
lidskych subjektech, byla publikovana ve studii, kde byly sledovany hladiny parabenti v
krvi 1 mo¢i 26 zdravych mladych muzi, kterym byly aplikovany parabeny topicky ve
form¢ krémi. *° Janjua et al. ukazuji, Ze mohou byt rychle absorbovany skrz kazi do
lidského téla dokonce pouze z jednotlivé davky kosmetickych produkti pro péci o télo.
Ukazuji takeé, Ze hladina esterazy v klzi neni k hydrolyze vSech parabenii dostatecna.
Realna expozice by méla byt krat$i (okolo 0,4 % jednotlivych esteri, jak je povoleno
v Evropé, spiSe néz 2 % uzita Janjua et al. 2007), ale méla by také zahrnout opakovanou
aplikaci nékolika produktti a potencial pro akumulaci. Studie také ukazuji, ze pfi studiu in

vitro muze byt permeace parabenu skrz lidskou zvySena s opakovanim déwky.48
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Samotny methylparaben se snadno vstiebavaji jak z traviciho traktu tak kuazi.
Studie prokézaly, ze je prakticky bez toxickych ucinku, perordlni i parenteralni forma.
V populaci s normalni pleti je prakticky nedrazdivy, jen v né€kterych piipadech se mohou
vyskytnout alergické reakce.® Je rozpustny ve vode (1g se rozpustni v 400 ml vody),

horkém oleji (1g ve 40 ml) a glycerolu (1g v 70 ml). *°

3.3.2 Kyselina listova

Obr. &.7: Vzorec kyseliny listové **

COOH
HzN\r/N |N\ CH,
O CH
SN ey Ny
H, H NT¢
OH COOH

Jiné nazvy: Pteroglutamova kyselina, folacin, folat, vitamin B9, acidum folicum

Systematicky ndzev: N-[-4[[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo-6-pteridinym)methyl]
amino]benzoyl]-L-glutamova kyselina

Sumarni vzorec: CigH19N70¢

Molarni hmotnost: 441,4 g/mol

Vzorec této kyseliny se sklada z pteridinové ¢asti napojené v para poloze na
aminobenzoovou kyselinu a L-glutamat. Kyselina listova je standardn¢ dostupna ve formeé
folatu a uzivana ve vitaminovych doplicich. Folat je genericky termin popisujici mnoho

ruznych forem vitaminu majici biologickou aktivitu.>?

Kyselina listova je ve vodé€ rozpustny vitamin ze skupiny komplexu vitaminu B. Je

nezbytnd pro syntézu nukleovych kyselin, pfi krvetvorbé a zvlaStni vyznam mé pro
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normélni riist a vyvoj plodu.”Jedna se o krystalicky Zluty do oranzovo-hn&dé zbarveny
prasek. Je nepatrné rozpustna ve studené vodé (0,0016%/mol pii 25°C) asi do 1% ve vafici
vodé. Je také snadno rozpustna v zasadach, hydroxidech a uhli¢itanech a mirné v metanolu
¢1 v horké kyseliné chlorovodikové a sirové. Nerozpustna v acetonu, chloroformu, éteru a
benzenu. Rozpustnost je inaktivovana UV zéafenim. Kyselina listova je nestabilni a ztraci
aktivitu v pfitomnosti svétla, oxida¢nich a redukénich agens a kyselém ¢i zasaditém

prostiedi. P¥ uchovavani se musi chranit pred svétlem a umistit v lednici.®® >
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Suroviny a material

Nazev suroviny

Vyrobce (Dodavatel)

Acetonitril

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Diazolidinylurea, 95%

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Dihydrogenfosforec¢nan draselny

Lachema, Neratovice, CR

Hydrogefosfore¢nan draselny

Lachema, Neratovice, CR

[zopropylmyristat

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Kyselina chlorovodikové, 35%

Penta Ing. Petr Svec, Praha CR

Kyselina mravenci

Lachema, Neratovice, CR

Kyselina listova

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Methanol

Sigma-Aldrich, Praha, CR

Methylparaben

Kulich, HK, CR

Parafinovy olej

Tamda a.s, Olomouc, CR

Propylenglykol Kulich, HK, CR
Trizma Sigma-Aldrich, Praha, CR
Trometamol Sigma-Aldrich, Praha, CR
Voda ¢isténd Faf UK, HK, CR
Voda pro HPLC Faf UK, HK, CR
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4.2 Pristroje

Typ pristroje

Vyrobce

Analytické vahy

Sartorius, Gottingen, Némecko

Automatické pipety — M-PLASTOMED

SEM-Plastomed, Némecko

Digitalni pH-metr GRYF 209L

Elektronické pftistroje, Havlickv Brod,
CR

Elektronicka michacka

Variomag Labortechnik, Miinchen,
Némecko

HPLC sestava Agilent Technologies 1200
Series (izokraticka pumpa G1390A,
DEGASET G1379B, autosampler
G1329A, termostat G1316A, UV/VIS
detektor G1314B)

Agilent Technologies, Palo Alto, USA

LCR meter - Voltcraft 4080

Volteraft.cz, CR

Kombinovana lednic¢ka s mrazni¢kou

Liebherr, Ochsenhausen, Némecko

Magneticka michacka MM 2A

Laboratorni pfistroje, Praha

Predvazky Kern 440-33

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Predvazky Kern 440-53N

Kern & Sohn, Balingen, Némecko

Vodni lazen - JB series

Grant Instruments, Velka Britanie
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4.3 Biologicky material

Pro permeaéni pokusy jsme pouzili jako model $tépy prasecich kiizi ziskané

vyhradné z vné&jsi strany uSnich boltcti samic prasete domaciho Sus Strofa F. domestica.

Kize byly skladovany mezi dvé polypropylenovymi foliemi pfi teplotach kolem -

20°C.

Obr. ¢.8.: Zmrazena kiize z usnich boltcit prasete pouzivana pro permeacni pokusy

Pro vlastni permeacni pokusy se kiize vyjmula z mrazni¢ky a nastfihala na jednotlivé §tépy,
které se umistily mezi komory difiznich komtrek. NepouZily se ty casti, které byly
tetované, od krve ¢i jinak poskozené, protoze by mohly zkreslit vysledky pokust.
Zaznamenaly se zakladni tidaje o kazi, kterd se pouzila, aby se dalo zpétné dohledat, ktera

ktze byla pouzita pro danou komurku.
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4.3.1 RozloZeni vzorkii kiiZe pro 3. méreni

Obr. ¢. 9 : Kuze 25.8.09/1 Obr. ¢. 10 : Kuze 25.9.08/3
Obr. ¢. 11: Kiize 25.9.08/4 Obr. ¢. 12: Kiize 25.9.08/5
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4.4

Roztoky a suspenze

4.4.1 SloZeni a priprava pufru

TRIS pufr TRIZMA pufr

Suroviny MnoZstvi v g | Suroviny MnoZstviv g
Trometamol 24,0 | Trizma 31,6
Diazolidinylurea 6,0 | Diazolidinylurea 6,0
Kyselina chlorovodikova | g.s. Cisténa voda ad 1000,0
Ci§ténd voda ad 1000,0

Postup pripravy:

a) Rozpustili jsme trometamolu asi v 900 ml vody

b) Zmétili pH za stalého michani (pH asi 12,3)

c) Ptidali jsme diazonydylureu (konc 0,6%, hodnota pH klesne)

d) Upravili pH na 7, 1 pfidavanim koncetrované HCI

e) Doplnili jsme pufr (pH 7, 1) na kone¢ny objem 1000,0 ml (v odmérné barice)
TRIS pufr o pH 7,1 pfi laboratorni teploté 25°C (pH 7,4 pfi teploté 32°C).

4.4.2 Slozeni a priprava donorovych suspenzi - 1%

Pro permeacni pokusy byla zvoleny takové donory, které slozenim piedstavuji

ur¢ity kompromis mezi pozadavky na inaktivnost vi¢i koznim $t€piim a mezi pozadavky

neinterferovat v UV oblasti detekce HPLC se stanovovanymi latkami.
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Suspenze s MP suspenze s KL
1. |MP + TRIS pufr KL + TRIS pufr
2. |MP + (PG + TRIS pufr 2:3) KL + (PG + TRIS pufr 2:3)
3. |MP +IPM KL + IPM
4. |MP + (IPM + PO 2:3) KL + (IPM + PO 2:3)
Postup ptipravy:

A. pripraval a3

Navazili jsme 1g MP (KL) na analytickych vahach. Umistili jsme navazku do odmérné
banky a doplnily do 100g TRIS pufrem. Promichali.

B. ptiprava 2 a 4
Navazili jsme 1g MP (KL) na analytickych vahdch a umistili do odmérné baiiky. Na
vahach jsme do jiné oznacené kadinky navazily 60g TRIS pufu (PO) a 40 g PG (IPM).
Roztok jsme promichali a pfidali ho k MP (KL) v odmérné bance, aby vysledna hmotnost
byla 100 g.

Suspenze s MP jsme skladovali v termostatu pfiblizné pfi teploté 35°C. Suspenze s KL
v temnu a chladu (v lednici pfi teploté 4,8°C obalené alobalem). Pokud doslo k rozpusténi

latky, ptidala se, aby u dna zlstaval vzdy nerozpustény podil.

4.5 Usporadani

Permeacni pokusy se provadély ve specidlnich zatizenich, kterym se fikéd diftzni
komurky, které byly popsany jiz v teoretické¢ Casti. V naSem piipadé jsme pouzivali
Franzovy difiizni komtirky. Do spodni ¢asti jsme umistili 400 ml TRIS/TRIZMA pufru,
tedy pfiblizn€ do poloviny raménka. Zbytek pufru jsme vpravili do pfipravené kalibrované
zkumavky. Kuze byla upevnéna v cele mezi dvé plexi sklicka s otvory pro aplikaci
testované latky a kontakt s receptorovou tekutinou. Stratum corneum byla zcela nahofte.

V prabehu pokusu byla receptorova tekutina michéna.
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Obr.¢.13: Sestavena Francova difiizni bunika  Obr.¢.14:Buiky umisténé ve vodni lazni

Po kompletnim sestaveni cel a jejich naplnénim akceptovanou fazi se vSechny

umistily do vytemperované vodni 1azné o teploté 32°C. Temperance trvala asi 1 hodinu.

Po vytemperovani se zacaly nandSet vzorky. NanaSenim vzorku (donoru) se mysli
umisténi donoru do piesné vymezeného prostoru o znamé plose na povrch kize. V souboru
bun&k pouzivanych pro pokus mély vzdy viechny buiiky stejnou absorpéni plochu 2 cm?.
Tato plocha je vymezena plexi-sklickem. Na $tép kize umisténé mezi komorami se
nanaSelo 0,6 ml suspenze lé¢iva. Vzorek se nanaSel objemové pomoci mikropipety. Po
naneseni vzorku se opatrné¢ odejmula donorova komora a celd plocha se zakryla krycim
sklickem (aby nedochézelo k odpatovani vody ze vzorku), poté se buiniky opét sestavily a
zkontrolovaly, zda v donorové ¢asti nedoslo k priniku vzduchu a vzniku bubliny. Pokud

ano, bunika se naklonila a bublina se vypudila do hrdla Franzovy cely.

Receptorova kapalina byla posléze odebirana v objemu 0,6 ml po celou dobu
experimentu Vv urcitych ¢asovych intervalech v zavislosti na mnozstvi latky ¢i mozné
rychlosti priichodu testované substance. Mnozstvi odebran¢ho vzorku bylo doplnéno na

0,6 ml pufru.
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4.6 Teplota

Zmeéna v kozni teploté¢ miize ovliviiovat absorpéni proces, tzn. ze difuze je teplotné
zavisla. Receptorova tekutina v kontaktu skazi musela byt udrzovana na konstantni
teploté, vétsSinou 32 £ 1°C, coz je povazovano za teplotu lidského té€la. Teplota se
kontrolovala a zaznamendvala pribézné¢ pii odebirani vzorkli receptorové tekutiny

Vv pribehu pokusu. K udrzovani konstantni teploty se pouzivala vodni lazen s termostatem.

4.7 Podminky pro stanoveni methylparabenu pomoci HPLC

Kolona: Agilent Elipse XDB-C18 (velikost ¢astic 5 um, délka 150 nm, vnitini pramér 4,6
mm, S/N USKH025859)

Mobilni faze: acetonitril : voda pro HPLC, 35:65 + 200 uml/100ml kyseliny

mravenci
Prttokova rychlost: 1,5ml/min
Nastik: 30 pl

Detektor: UV spektrofotometricky, pii vinové délce 256 nm

4.8 Podminky pro stanoveni kyseliny listové pomoci HPLC

Kolona Agilent Elipse XDB-C18 (velikost ¢astic 5 um, délka 250 nm, vnitini pramér 4,6
mm, S/N USKH025859).

Mobilni faze: KH,PO3 11, 16 g/l + K;HPO3 5,5 g/l : Methanol, 85 : 15
Priitokova rychlost: Iml/min
Nastik: 20ul

Detektor: UV spektrfotometricky, pfi vinové délce 280 nm
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5 DOKUMENTACE

Protokol 1
V, [mi] Vo= 19,4
T [h]
Cix [mg/100mI] Kaze: 25.9.08/2
AVop [ml]
Ck [mg/100ml] Donor: PUFR + PG
Qt [wg] veV,
Q. [ug] ve Vo/lcm? Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
6 0,464 0,6 0,483 93,7 46,9
8 0,944 15 0,959 186,0 93,0
22 3,710 0,6 3,714 720,5 360,3
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 46,9 50,3 Pocet bodu n= 3
8 93,0 89,1 Flux J= 19,40373
22 360,3 360,7 Abs. ¢len q= -66,136
Korelaéni koef. r= 0,99976
400 +
360 +
— 300 +
E 250 +
=200 1
& 150 +
100 +
50 1
0 : : f —t : : :
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Protokol 2
Vo [mi] | Vo= 188 |
T [h]
Cuk [mg/100m] [Kize:  25.9.082 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG ‘
Qt [ng] veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
1 0,004 0,6 0,004 0,7 0,3
3 0,005 0,6 0,005 1,0 0,5
5 0,007 15 0,007 14 0,7
7 0,009 0,6 0,010 1,8 0,9
9 0,010 0,6 0,011 2,0 1,0
11 0,011 0,6 0,012 2,2 1,1
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 0,3 0,4 Pocet bodu n= 6
3 0,5 0,5 Flux J= 0,078739
5 0,7 0,7 Abs. ¢len g= 0,288322
7 0,9 0,8 Korela¢ni koef. r= 0,988661
9 1,0 1,0
11 1,1 1,2
1.40 +
1.20 +
L
& 1.00 +
E L
= 080+
El
= 060 +
=
0,40 +
0,20 +
0.00 : :
0 B g 12
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Protokol 3
Vo [mi] | Vo= 184 |
T [h]
Cu [mg/200mi] |Kaze:  25.9.08/4 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG ‘
Qt [ng] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,522 0,6 0,522 96,0 48,0
6 1,011 0,6 1,028 189,1 94,6
8 1,418 0,6 1,451 267,0 133,5
10 1,833 0,6 1,880 346,0 173,0
22 4,867 0,6 4,928 906,8 453,4
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 48,0 48,0 Pocet bodu n=>5
6 94,6 94,6 Flux J= 22,53743
8 133,5 1335 Abs. ¢len q= -44,8772
10 173,0 173,0 Korelaéni koef. r= 0,999553
22 453,4 453,4
500 +
460 +
400 +
e 360 +
5300 4
2250 1
200 +
¢ 150 +
100 —+
50 +
0 . . : : : : {
03 6 5 12 15 18 21 24
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Protokol 4
Vo [mi] | Vo= 182 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG ‘
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
T Crk AV4op Ck Qt Qt
5 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
7 0,004 0,6 0,004 0,7 0,3
11 0,008 0,6 0,008 15 0,7
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,2 0,2 Pocet bodu n= 3
7 0,3 0,3 Flux J= 0,092293
11 0,7 0,7 Abs. ¢len = -0,28886
Korelaéni koef. r= 0,99768
0,80 +
0,70 +
—0.60
050+
20,40 1
&F0.30 1
0,20 +
0,10 +
0.00 : : : |
0 3 B g 12
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Protokol 5
Vo [mi] ‘ Vo= 18,9 ‘
T [h]
Crk [mg/100ml] ‘ Kaze: 25.9.08/2 ‘
AVyop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ug]l veV,
Q: [ng] Ve Vo /1lcm? ‘ Méreni:  MP/1 ‘
T an AVdop C:k Qt Qt
4 0,693 0,6 0,693 130,9 65,5
6 1,379 0,6 1,401 264,7 132,4
8 2,077 0,6 2,121 400,9 200,4
10 2,672 0,6 2,739 517,6 258,8
22 6,712 0,6 6,799 | 1285,1 642,5
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 65,5 68,3 Pocet bodu n=>5
6 132,4 132,2 Flux J= 31,93645
8 200,4 196,1 Abs. ¢len = -59,4399
10 258,8 259,9 Korela¢ni koef. r= 0,999929
22 642,5 643,2
700 1
600 ~
& 500 4
E
2400 +
2
. 300 4
&
200 -
100 +
0 : : : —t :
0 3 8 12 18 21 24
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Protokol 6
Vo mi] | Vo= 182 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/2]
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
3 0,006 0,6 0,007 1,3 0,7
5 0,016 0,6 0,016 3,0 1,5
7 0,030 0,6 0,030 55 2,8
9 0,046 0,6 0,047 8,5 4,2
11 0,059 0,6 0,061 11,1 55
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,7 0,4 Pocet bodu n=>5
5 15 1,7 Flux J= 0,625444
7 2,8 2,9 Abs. &len q= -1,44148
9 4,2 4,2 Korelaéni koef. r= 0,995837
11 55 54
6.00 +
.00 +
4004
L
EL 3.00 +
S 200 4
1.00 +
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0,00 ; ; : |
0 3 B g 12
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Protokol 7
Vo [m] | Vo= 174 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/4]
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,784 0,6 0,784 136,5 68,2
6 1,366 0,6 1,393 242 .4 121,2
8 1,987 0,6 2,035 354,1 177,0
10 2,601 0,6 2,672 464,9 232,4
22 6,433 0,6 6,525| 11354 567,7
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 68,2 66,4 Pocet bodu n=>5
6 121,2 122,0 Flux J= 27,82094
8 177,0 177,7 Abs. &len q= -44,8904
10 232,4 233,3 Korelaéni koef. r= 0,999982
22 567,7 567,2
600 +
500 +
400 +
E
2
F300 +
&
200 +
100 +
U T T T T T i 1
0 3 6 9 12 158 18 21 24
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Protokol 8
v, mi] | Vo= 17 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/4
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [wg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
3 0,001 0,6 0,001 0,3 0,1
5 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
7 0,004 0,6 0,004 0,7 0,4
9 0,006 0,6 0,006 1,0 0,5
11 0,007 0,6 0,007 1,2 0,6
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,1 0,1 Pocet bodu n=>5
5 0,3 0,3 Flux J = 0,059294
7 0,4 0,4 Abs. ¢len q= -0,04517
9 0,5 0,5 Korela¢ni koef. r= 0,99907
11 0,6 0,6
0,70
0,60
0,50
E 0,40
e
& 0,30
+*
0,20
0,10
0,00 : : f |
3 b 9 12
t[h]
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Protokol 9
Vo [mi] | Vo= 185
T [h]
Cok [mg/100ml] |Kuze:  25.9.08/2
AVop [mi]
Ci [mg/100m(] |Donor:  PUFR
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,504 0,6 0,504 93,3 46,6
6 1,035 0,6 1,052 194,5 97,3
8 1,670 0,6 1,704 315,3 157,7
10 2,266 0,6 2,321 429,4 214,7
22 5,415 0,6 5491| 1015,8 507,9
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 46,6 51,5 Pocet bodu n=>5
6 97,3 102,6 Flux J= 25,55175
8 157,7 153,7 Abs. ¢len q= -50,6899
10 214,7 204,8 Korelaéni koef. r= 0,99932
22 507,9 511,4
GO0

500 4

400 A

fom?)
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Protokol 10
Vo [mi] | Vo= 176
T [h]
Cuk [mg/100m] [Kuze:  25.9.08/2]
AVop [mi]
Ci [mg/100m(] |Donor:  PUFR
Qt [ng]l veV,
Qt [ng] ve Vo/1cm’ ‘Méfeni: KL/1
T an AVdop Ck Qt Qt
5 0,009 0,6 0,009 1,6 0,8
7 0,020 0,6 0,021 3,6 1,8
9 0,038 0,6 0,039 6,8 3.4
11 0,058 0,6 0,059 10,5 5,2
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,8 0,6 Pocet bodu n= 4
7 1,8 2,1 Flux J= 0,743522
9 34 3,6 Abs. ¢len q= -3,12857
11 5,2 51 Korelaéni koef. r= 0,992269
.00 -
-
5.00
—4.00
E
ELS.UU .
=1
2.00 i
1.00 A .
0.00 : . |
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Protokol 11
V, mi] | Vo= 193 |
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/4]
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,732 0,6 0,732 141,4 70,7
6 1,165 0,6 1,188 229,2 114,6
8 1,517 0,6 1,554 300,0 150,0
10 1,777 0,6 1,826 352,4 176,2
22 3,177 0,6 3,234 624,1 312,1
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 70,7 87,8 Pocet bodu n= 5
6 114,6 113,5 Flux J= 12,81078
8 150,0 139,1 Abs. ¢len g= 36,59702
10 176,2 164,7 Korelaéni koef. r= 0,99118
22 312,1 318,4
350 -
300 -
250 A
153 200 A
=l .
& 150 - .
100 -
->
50
0 t t t t t t !
0 3 6 9 12 15 18 21 [hzl4
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Protokol 12
Vo mi] | Vo= 187 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/4]
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
T an AVdop Ck Qt Qt
3 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
5 0,004 0,6 0,004 0,7 0,3
7 0,007 0,6 0,007 1,3 0,6
9 0,010 0,6 0,010 1,9 0,9
11 0,013 0,6 0,013 2,4 1,2
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,2 0,1 Pocet bodu n=>5
5 0,3 0,4 Flux J= 0,132217
7 0,6 0,7 Abs. &len q= -0,26886
9 0,9 0,9 Korelaéni koef. r= 0,996373
11 1,2 1,2
1.40
1.20
1,00
So.50 1
=2
< 0,60 4
0,40
L ]
0.20 4 .
0.00 t t f i
0 3 6 9
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Protokol 13
Vo mi] | Vo= 193
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,493 0,6 0,493 95,2 47,6
6 0,951 0,6 0,967 186,6 93,3
8 1,388 0,6 1,418 273,7 136,9
10 1,708 0,6 1,752 338,1 169,0
22 3,937 0,6 3,992 770,4 385,2
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 47,6 55,7 Pocet bodu n=>5
6 93,3 92,6 Flux J= 18,44868
8 136,9 129,5 Abs. &len q= -18,0904
10 169,0 166,4 Korelaéni koef. r= 0,999016
22 385,2 387,8
450 —
400 +
350 +
300 +
E
2250 +
I
o200 +
180 +
100 +
50 -+ *
0 1 1 1 1 1 1 |
0 3 G 9 12 1 18 21 A
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Protokol 14
V, mi] | Vo= 186
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Q: [ug] veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘Méfeni: KL/1
T an AVdop Ck Qt Qt
5 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
7 0,003 0,6 0,003 0,6 0,3
9 0,004 0,6 0,004 0,7 0,4
11 0,004 0,6 0,005 0,9 0,4
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,2 0,2 Pocet bodu n= 4
7 0,3 0,3 Flux J= 0,036865
9 0,4 0,4 Abs. ¢len g= 0,029145
11 0,4 0,4 Korelaéni koef. r= 0,995466
0.50 +
0.45 +
040 +
*
0.35 +
"E0.30 4
R
o2 4
F 20 4
0,15 +
010 +
0.05 +
0.00 } } } i
0 3 G 9
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Protokol 15
Vo mi] | Vo= 176
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
4 1,510 0,6 1,510 265,7 132,9
6 2,172 0,6 2,224 3914 195,7
8 2,908 0,6 2,984 525,1 262,6
10 3,567 0,6 3,669 645,7 322,9
22 7,314 0,6 7,439 1 309,2 654,6
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 132,9 141,2 Pocet bodu n=>5
6 195,7 198,7 Flux J= 28,75216
8 262,6 256,2 Abs. &len q= 26,19526
10 322,9 313,7 Korelaéni koef. r= 0,999337
22 654,6 658,7
700
600 +
500 +
S400 |
=
<& 300 4
200 +
100 +

0 3 G g 12 156 18 21 A
t [A]

52



Protokol 16
V, mi] | Vo= 168
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘ Méfeni:  KL/1
T an AVdop Ck Qt Qt
3 0,003 0,6 0,003 0,5 0,2
5 0,007 0,6 0,007 1,1 0,6
7 0,012 0,6 0,012 2,1 1,0
9 0,019 0,6 0,020 3,3 1,7
11 0,026 0,6 0,026 4.4 2,2
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,2 0,1 Pocet bodu n= 5
5 0,6 0,6 Flux J= 0,253641
7 1,0 1,1 Abs. ¢len q= -0,62984
9 1,7 1,7 Korelaéni koef. r= 0,994954
11 2,2 2,2
240
L J
2.00
rE 1.50
=
=
F 100 .
0.50
-*
0.00 t t 1 |
3 B 9 ¢ [}_?]2
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Protokol 17
Vo [mi] | Vo= 168 |
T [h]
o [mg/100m] [Kize:  25.9.08/10 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ug] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni: MP/1 |
T an AVdop Ck Qt Qt
4 1,181 0,6 1,181 198,4 99,2
6 3,052 0,6 3,094 519,8 259,9
8 4,808 0,6 4,919 826,4 413,2
10 6,151 0,6 6,327 | 1063,0 531,5
22 12,015 0,6 12,241| 2056,4| 1028,2
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 99,2 170,1 Pocet bodu n=>5
6 259,9 268,9 Flux J = 49,38608
8 413,2 367,6 Abs. ¢len g= -27,4608
10 531,5 466,4 Korelacni koef. r= 0,987563
22 1028,2 1059,0
1200 +
1000 +
o5~ 800 +
E
=
2 600 T
L
&
400 + .
200 +
L J
0 : —t : : —t {

3 06 9 12 15 18 21 24
t[h]

54




Protokol 18
v, (mi] | Vo= 16 |
T [h]
Ck [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/10 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 |
T Cnk AVyop Cx Qt Qt
7 0,005 0,6 0,005 0,8 0,4
9 0,011 0,6 0,011 1,8 0,9
11 0,009 0,6 0,009 1,4 0,7
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,4 0,5 Pocet bodu n= 3
9 0,9 0,7 Flux J= 0,0864
11 0,7 0,8 Abs. ¢len = -0,10853
Korela¢ni koef. r= 0,646249
1,00 +
0,90 + .
0,80 +
070 1 *
Eoso 4
F050 1
& 040 1 .
0,30 +
0,20 +
0,10 +
0.00 f : . |
0 3 B g9 12
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Protokol 19
Vo [ml] Vo= 17,3
T [h]
Crx [mg/100m] Kuze: 25.9.08/10
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: IPM
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
4 1,262 0,6 1,262 218,4 109,2
6 2,192 0,6 2,235 386,7 193,4
8 3,342 0,6 3,419 591,6 295,8
10 4,204 0,6 4,323 747,8 373,9
22 9,512 0,6 9,661| 1671,4 835,7
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 109,2 121,3 Pocet bodu n=>5
6 193,4 201,4 Flux J = 40,04217
8 295,8 281,5 Abs. ¢len q= -38,8256
10 373,9 361,6 Korelaéni koef. r= 0,999052
22 835,7 842,1
900
a0n
700
__600
E
£ 500
=2
o5 400
300
200
100
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Protokol 20
Vo [mi] Vo= 16,6
T [h]
Crk [mg/100mi] Klze: 25.9.08/10
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: IPM
Q [ng]l veV,
Q lugl ve Vo/ 1lcm? Méfeni:  KL/1
T an AVdop Ck Qt Qt
3 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
5 0,002 0,6 0,002 0,3 0,1
7 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
9 0,007 0,6 0,007 1,2 0,6
11 0,003 0,6 0,004 0,6 0,3
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,1 0,1 Pocet bodu n=>5
5 0,1 0,2 Flux J= 0,043861
7 0,3 0,3 Abs. ¢len q= -0,03459
9 0,6 0,4 Korelaéni koef. r= 0,707117
11 0,3 0,4
070 +
0,60 + .
0,50 +
50401
2
¥ 0.30 1 .
0,20 +
L
010 +
0,00 } f f !
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Protokol 21
V, [mi] Vo= 19,4
T [h]
Crx [mg/100m] Kuze: 25.9.08/10
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: PUFR
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? Méreni: MP/1
T an AVdop Ck Qt Qt
4 0,563 0,6 0,563 109,3 54,6
6 1,356 0,6 1,373 266,4 133,2
8 2,287 0,6 2,330 452,0 226,0
10 3,038 0,6 3,111 603,4 301,7
22 6,838 0,6 6,934 | 13452 672,6
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 54,6 74,9 Pocet bodu n=>5
6 133,2 142,5 Flux J= 33,79231
8 226,0 210,0 Abs. ¢len q= -60,2945
10 301,7 277,6 Korelaéni koef. r= 0,996859
22 672,6 683,1
a00 -
700 +
600 +
%EUU .
2400 -
<
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Protokol 22

Vo [ml] Vo= 18,6
T [h]
Cix [mg/100m] Kaze: 25.9.08/10
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] Donor: PUFR
Q [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? Méfeni:  KL/1
T an AVdop Ck Qt Qt
5 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
7 0,006 0,6 0,006 1,2 0,6
9 0,013 0,6 0,013 2,5 1,2
11 0,021 0,6 0,021 3,9 2,0
T Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,2 0,1 Pocet bodu n= 4
7 0,6 0,7 Flux J= 0,301113
9 1,2 1,3 Abs. ¢len g= -1,4213
11 2,0 1,9 Korelaéni koef. r= 0,994541
260 1
2,00 .
E 1,50 4
=
E
S 1.00 -
0.50 +
L]
0.00 : : : :
0 3 B g 1
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Protokol 23
Vo [mi] | Vo= 192 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/7]
AVop [mi]
IPM +
Ck [mg/100ml] Donor: PO
Qt [ng]l veV,
Qi [ngl ve Vo/1cm’ Méfeni:  MP/1
t Crxk AVgop Ck Q: Qi
4 1,555 0,6 1,555 298,6 149,3
6 2,347 0,6 2,396 459,9 230,0
8 3,433 0,6 3,508 673,5 336,7
10 4,207 0,6 4,316 828,7 414.4
22 8,453 0,6 8,588 | 1648,9 824,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 149,3 168,8 Pocet bodu n=>5
6 230,0 2429 Flux J= 37,01994
8 336,7 316,9 Abs. ¢len q= 20,76553
10 414,4 391,0 Korela¢ni koef. r= 0,997084
22 824,4 835,2
900 1
800 +
700 +
E_EUU T
E
L2500 +
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Protokol 24
V, mi] | Vo= 187 |
T [h]
Crk [mg/100m] |Kize:  25.9.08/7 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO ‘
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/1 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
3 0,026 0,6 0,026 5,0 2,5
5 0,077 0,6 0,078 14,6 7,3
7 0,105 0,6 0,108 20,2 10,1
9 0,181 0,6 0,185 34,5 17,3
11 0,206 0,6 0,212 39,7 19,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 2,5 2,5 Pocet bodu n=5
5 7,3 6,9 Flux J= 2,235937
7 10,1 11,4 Abs. ¢len q= -4,2502
9 17,3 15,9 Korelaéni koef. r= 0,990106
11 19,9 20,3
25.00
20,00 A
-
£ 15.00
1
F 10.00 - -
5.00
0.00 t t t |
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Protokol 25
Vo (mi] | Vo= 174 |
T [h]
Cx [mg/100mi] |Kize:  25.9.08/7 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG ‘
Q [ng] ve
Q: [rg]l Ve Vo/ lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 0,780 0,6 0,780 135,8 67,9
6 1,529 0,6 1,556 270,8 1354
8 2,624 15 2,678 466,0 233,0
10 3,214 0,6 3,445 599,4 299,7
21 14,058 0,6 14,177| 2466,8| 12334
t Qt (exp) | Qt (teor)
4 67,9 -17,7 Parametry regrese
6 135,4 124,2 Pocet bodu n=>5
8 233,0 266,1 Flux J= 70,9639847
10 299,7 408,1 Abs. ¢len g= -301,57812
21 1233,4 1188,7 Korela¢ni koef. r= 0,98770996
1400 +
1200 +
= 1000 +
E
2 800 +
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. B00 +
&
400 +
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Protokol 26
v, mi] | Vo= 17 |
T [h]
Cuk [mg/100m] | Kuze: 25.9.08/7 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] | Donor: PUFR + PG |
Qt [ng]l ve Vo
Q: [ug] ve Vo/lcm? I Méreni: KL/2 I
t Crk AVgop Cx Qt Qi
5 0,000 15 0,000 0,1 0,0
7 0,001 0,6 0,001 0,1 0,1
9 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
11 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,0 0,0 Pocet bodu n= 4
7 0,1 0,1 Flux J= 0,026514
9 0,1 0,1 Abs. Clen q= -0,1155
11 0,2 0,2 Korelaéni koef. r= 0,977181
020 +
0,18 + *
016 +
= 014 +
50121
20101 *
0,08 +
& 0.06 + *
0,04 +
0,02 4 Y
0,00 : : |
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Protokol 27
V, [mi] | Vo= 18 |
t [h]
Cri [mg/100mi] | Kaze: 25.9.08/8 |
AVdop [mi]
Ci [mg/L00m] | Donor: PUFR+PG |
Q [wg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? IMéfenl’: MP/2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,263 0,6 1,263 227,3 113,6
6 2,301 0,6 2,343 421,8 210,9
8 3,524 0,6 3,603 648,5 324,2
10 4,155 0,6 4,275 769,5 384,7
21 9,461 0,6 9,604 17286 864,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 113,6 113,6 Pocet bodu n=>5
6 210,9 210,9 Flux J= 43,627282
8 324,2 324,2 Abs. ¢len q= -47,984149
10 384,7 384,7 Korelaéni koef. r= 0,99890218
21 864,3 864,3
1000 +
900 +
800 -+
= 700 +
5 6004
;':?L 500 +
400 +
S 300 + *
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100 +
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Protokol 28
vV, mi] | Vo= 176 |
T [h]
Cu [mg/200mi] [Kize:  25.9.08/8 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 |
t Cnk AVyop Cx Qt Qt
1 0,001 0,6 0,001 0,3 0,1
3 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
5 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
7 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
9 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
11 0,004 0,6 0,004 0,7 0,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 0,1 0,1 Pocet bodu n=6
3 0,2 0,2 Flux J = 0,020425
5 0,2 0,2 Abs. ¢len g = 0,090072
7 0,2 0,2 Korelaéni koef. r= 0,972507
9 0,3 0,3
11 0,3 0,3
0,40 +
0,35 + .
—0.30 1
£025 1
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0,10 +
0,05 +
0.00 f : : |
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Protokol 29
vV, mi] | Vo= 176 |
T [h]
Co [mg/200mi] |Kuze:  25.9.08/5 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,879 0,6 1,879 330,6 165,3
6 3,275 0,6 3,339 587,6 293,8
8 4,706 0,6 4,819 848,2 424,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 165,3 165,0 Pocet bodu n=3
6 293,8 294.,4 Flux J= 64,6959271
8 4241 423,8 Abs. ¢len = -93,773123
Korelaéni koef. r= 0,99999165
450 +
400 +
380 +
fg 300
=, 240
— 200 +
& 150 1
100 +
50 +
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Protokol 30
Vo mi] | Vo= 172 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/5]
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
3 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
5 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
7 0,006 0,6 0,006 1,0 0,5
9 0,009 0,6 0,009 1,6 0,8
11 0,013 0,6 0,013 2,2 1,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,1 0,0 Pocet bodu n=>5
5 0,3 0,3 Flux J= 0,125769
7 0,5 0,5 Abs. &len q= -0,33123
9 0,8 0,8 Korelaéni koef. r= 0,991161
11 1,1 1,1
1.20 T
*
1.00 +
o080+
L
EL 0.60 +
L
S 040 4
0.20 +
*
0,00 f ; : |
0 3 B g 12
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Protokol 31
Vo mi] | Vo= 194 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/8 |
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,119 0,6 1,119 217,0 108,5
6 1,907 0,6 1,942 376,7 188,4
8 2,887 0,6 2,947 571,7 285,8
10 3,324 0,6 3,415 662,6 331,3
21 8,003 0,6 8,109| 1573,1 786,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 108,5 109,9 Pocet bodu n=>5
6 188,4 189,3 Flux J= 39,6825399
8 285,8 268,7 Abs. &len q= -48,781443
10 331,3 348,0 Korelaéni koef. r= 0,998955
21 786,5 784,6
900 -
800
700 S
600 S
5
%LEUU .
64[][] .
300 ~
200 +
100
0 . . : : . {
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Protokol 32
Vo mi] | Vo= 19 |
T [h]
o [mg/100m] |Kaze:  25.9.08/8]
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] | Donor: IPM |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? | Méreni:  KL/2 |
t an AVdop Ck Qt Qt
3 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
7 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
9 0,000 0,6 0,000 0,1 0,0
11 0,000 0,6 0,000 0,1 0,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,0 0,0 Pocet bodu n= 4
7 0,0 0,0 Flux J= 0,003514
9 0,0 0,0 Abs. Clen q= -0,00458
11 0,0 0,0 Korelaéni koef. r= 0,987868
0,040 -
0.035 4 *
0,030 ~
£ 0,025 4 +
L2
20,020 - {
g 0,015 1
0,010 ~
*
0,005 ~
0,000 : : |
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Protokol 33
v, mi] | Vo= 174 |
t [h]
Cu [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/5 |
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [mg] ve Vo
Q [ng] Ve V,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t Crk AVdop Ck Qt Qt
4 0,915 0,6 0,915 159,1 79,6
6 1,582 0,6 1,613 280,7 140,4
8 2,261 0,6 2,317 403,2 201,6
10 2,535 0,6 2,615 455,0 227,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 79,6 86,5 Pocet bodu n= 4
6 140,4 137,0 Flux J = 25,2484552
8 201,6 187,5 Abs. ¢len q= -14,494614
10 227,5 238,0 Korela¢ni koef. r= 0,98586999
2580
200 A -
“E 150
3
< 100
*
50
U T T T T T : :
0 3 & 9 12 158 18 21 24
tIf]
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Protokol 34
Vo [mi] | Vo= 168 |
t [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
7 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
9 0,005 0,6 0,005 0,9 0,4
11 0,008 0,6 0,008 1,3 0,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,1 0,1 Pocet bodu n= 4
7 0,3 0,3 Flux J= 0,093328
9 0,4 0,5 Abs. ¢len q= -0,37749
11 0,7 0,6 Korelaéni koef. r= 0,996335
0.70
L J
0.60
0,50
5040
=
< 0.30
0.20
0,10
0,00 } t t i
0 3 B g9
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Protokol 35
Vo [mi] | Vo= 178 |
T [h]
Cu [mg/100m] |Kaze:  25.9.08/8 |
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Q: [ug] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méfeni:  MP/2 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
4 1,704 0,6 1,704 303,4 151,7
10 3,169 0,6 3,200 569,6 284,8
21 4,669 0,6 4,777 850,3 425,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 151,7 167,0 Pocet bodu n= 3
10 284,8 261,1 Flux J= 15,6773106
21 425,2 433,5 Abs. ¢len q= 104,312807
Korela¢ni koef. r= 0,98834984
500
450 -
400 -
350
“£'300 .
Hosp
ﬁl.’EUU 1
150 *
100
a0
0 } } } } } } } |
0 3 G 9 12 15 18 21 4
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Protokol 36
Vo [ | Vo= 166 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/8]
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 ‘
t Cnk AViop Ck Q Q
3 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
5 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
7 0,005| 0,6 0,005 0,9 0,4
9 0,008 0,6 0,008 1,4 0,7
11 0,011 0,6 0,011 1,8 0,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,1 0,0 Pocet bodu n=>5
5 0,2 0,3 Flux J= 0,106884
7 0,4 0,5 Abs. ¢len q= -0,28202
9 0,7 0,7 Korelacni koef. r= 0,993075
11 0,9 0,9
1,00 -
0,90 *
0.80
0,70
rEU,EU .
ED,SU s
F .40 -
0,30
0,20 | .
0,10 .
0,00 t . : i
0 3 G
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Protokol 37
V, mi] | Vo= 19 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/8 |
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
4 3,145 0,6 3,145 597,6 298,8
6 4,702 0,6 4,801 912,3 456,1
8 6,283 0,6 6,434 | 12225 611,3
10 6,555 0,6 6,758 | 1284,1 642,0
21 9,872 0,6 10,085| 1916,2 958,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 298,8 386,8 Pocet bodu n=>5
6 456,1 458,0 Flux J = 35,5908356
8 611,3 529,2 Abs. ¢len q= 244,468035
10 642,0 600,4 Korelaéni koef. r= 0,96334641
21 958,1 991,9
1200
1 000 A
L J
_ 800 -
5
E:‘L 600 - .2
(=
400 +
*
200
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Protokol 38
Vo [mi] | Vo= 188 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/8]
AVop [mi]
IPM +
Ck [mg/100ml] Donor: PO
Qt [ng]l veV,
Qi [ngl ve Vo/1cm’ Méfeni:  KL/2
t Crxk AVgop Ck Q: Qi
1 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
3 0,000 0,6 0,000 0,1 0,0
5 0,001 0,6 0,001 0,1 0,0
7 0,001 0,6 0,001 0,1 0,1
9 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
11 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 0,0 0,0 Pocet bodu n= 6
3 0,0 0,0 Flux J = 0,009028
5 0,0 0,1 Abs. ¢len g= 0,007809
7 0,1 0,1 Korela¢ni koef. r= 0,997738
9 0,1 0,1
11 0,1 0,1
0,12
0.10
—.0.08 +
E
ED,UE s
<7 -
0,04 -
0,02
0,00 t : . i
0 3 6
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Protokol 39
V, mi] | Vo= 189 |
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/8 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO ‘
Q [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t Cixk AVop Ck Q: Q
4 0,941 0,6 0,941 177,8 88,9
8 3,851 0,6 3,858 729,2 364,6
21 6,391 0,6 6,395 1 208,7 604,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 88,9 160,9 Pocet bodl n= 3
8 364,6 270,5 Flux J= 27,3870363
21 604,3 626,5 Korelaéni koef. r= 0,94378519
700
600 - .
500 -
5400
= -
& 300 -
200
100 .
U T T T T : : :
3 6 g 12 15 18 21 4
t 7]
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Protokol 40
V, mi] | Vo= 19
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/8 |
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO |
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘Méfeni: KL/2
t an AVdop Ck Qt Qt
1 0,000 0,6 0,000 0,0 0,0
3 0,000 0,6 0,000 0.1 0,0
5 0,001 0,6 0,001 0.1 0,1
7 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
9 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
11 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
1 0,0 0,0 Pocet bodu n= 6
3 0,0 0,0 Flux J= 0,01663
5 0.1 0,1 Abs. ¢len g= -0,00199
7 0,1 0,1 Korelaéni koef. r= 0,99296
9 0,2 0,1
11 0,2 0,2
0.20 -
L J
0.18 -
0.16 -
0,14 ~
E0.12
20.10 | *
F .08 -
L J
0.06 -
0.04 -
0.02 -
0.00 } } } |
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Protokol 41
Vo mi] | Vo= 165 |
T [h]
o [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/8 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ng]l ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 2,164 0,6 2,164 357,1 178,5
6 3,219 0,6 3,298 544,1 272,0
8 4,595 0,6 4,715 778,0 389,0
10 5,273 0,6 5,444 898,3 449,2
21 10,211 0,6 10,409| 17175 858,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 178,5 201,9 Pocet bodu n=>5
6 272,0 280,4 Flux J = 39,2439399
8 389,0 358,9 Abs. &len q= 44,9104113
10 449,2 437,4 Korelaéni koef. r= 0,99677044
21 858,8 869,0
1000 —
900 +
a00 +
_ 700+
E 600 +
2 500 1
& 400 4 .
300 +
200 + i
100 +
0 : : : —t+—
0 3 8 12 18 21 24
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Protokol 42
vV, mi] | Vo= 166 |
T [h]
Cu [mg/200mi] [Kize:  25.9.08/8 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 |
t Cnk AVyop Cx Qt Qt
3 0,000 0,6 0,000 0,1 0,0
5 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
7 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
9 0,004 0,6 0,004 0,6 0,3
11 0,005 0,6 0,005 0,8 0,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,0 0,0 Pocet bodu n=>5
5 0,1 0,1 Flux J= 0,0499
7 0,2 0,2 Abs. &len q= -0,13739
9 0,3 0,3 Korelaéni koef. r= 0,99619
11 0,4 0,4
0.45
0.40
0,35 1
0,30 +
£
%0,25 .
ED.EU b
0.15
0.10
0,05
-,
0,00 t t t i
0 3 6 9 2
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Protokol 43
Vo mi] | Vo= 167 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/8 |
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,053 0,6 1,053 175,9 87,9
8 3,222 0,6 3,223 538,3 269,1
10 3,761 0,6 3,877 647,4 323,7
21 9,176 0,6 9,315| 1555,6 777,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 87,9 92,7 Pocet bodu n= 4
8 269,1 253,9 Flux J = 40,2888867
10 323,7 334,4 Abs. &len q= -68,452084
21 777,8 777,6 Korelaéni koef. r= 0,9992804
900 ~
800 -
700 H
600 A
E
2500 ~
=z
oF 400 A
300 -
200 4
100
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Protokol 44
Vo mi] | Vo= 17
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/8]
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
5 0,003 0,6 0,003 0,4 0,2
7 0,006 0,6 0,006 11 0,5
9 0,012 0,6 0,012 2,1 1,0
11 0,018 0,6 0,019 3,2 1,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,2 0,2 Pocet bodu n= 4
7 0,5 0,6 Flux J= 0,231677
9 1,0 1,1 Abs. ¢len g= -1,00783
11 1,6 1,5 Korelaéni koef. r= 0,991229
1,80 -
1,60 - -
1.40 1
—.1.20 A
=
£ 1,00 ~
gn,an .
0.60
-
0.40
0.20 -
0,00 } } t |
0 3 G a

81




Protokol 45
Vo mi] | Vo= 192 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/5 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
6 1,989 0,6 1,989 381,9 191,0
8 2,969 0,6 3,031 582,0 291,0
10 3,123 0,6 3,218 617,9 308,9
21 7,709 0,6 7,810 1499,4 749,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 191,0 153,2 Pocet bodu n=>5
8 291,0 234,7 Flux J = 40,7753213
10 308,9 316,3 Abs. ¢len g= -91,466404
21 749,7 764,8 Korelaéni koef. r= 0,98339747
900 ~
800 -
700 H
600 A
E
2500 ~
=z
oF 400 A
300 - .
200 4 -
100
0 —— t t t t i
3 B 9 12 18 21 4
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Protokol 46
V, mi] | Vo= 188
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/5
AVgop [ml]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: PUFR
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘Méfeni: KL/2
t an AVdop Ck Qt Qt
3 0,000 0,6 0,000 0,1 0,0
5 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
7 0,003 0,6 0,003 0,6 0,3
9 0,006 0,6 0,006 1,2 0,6
11 0,009 0,6 0,009 1,7 0,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,0 0,0 Pocet bodu n= 5
5 0,2 0,2 Flux J= 0,101985
7 0,3 0,4 Abs. ¢len q= -0,32143
9 0,6 0,6 Korelaéni koef. r= 0,988337
11 0,8 0,8
0,90
L J
0,80
0,70 4
FD.EU s
20,60 +
=
é-[],dl[] E
0.30 4 *
0,20 4
0,10
L J
0.00 b } } |
0 3
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Protokol 47

Vo mi] | Vo= 194 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/5 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/2 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
4 1,982 0,6 1,982 384,5 192,3
6 4,659 0,6 4,720 915,7 457,8
8 6,407 0,6 6,552 | 12712 635,6
10 6,858 0,6 7,061| 1369,8 684,9
21 9,926 0,6 10,144 | 1968,0 984,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
4 192,3 356,1 Pocet bodu n=>5
6 457,8 437,1 Flux J = 40,4915682
8 635,6 518,0 Abs. &len q= 194,103751
10 684,9 599,0 Korelaéni koef. r= 0,92067081
21 984,0 1044.,4
1200 +
1000 + *
— 800 +
E .
2 600 4 *
&
L)
400 +
200 + ™
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Protokol 48
v, (mi] | Vo= 192
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/5
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Q: [ug] veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘Méfenl': KL/2
t an AVdop Ck Qt Qt
3 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
5 0,002 0,6 0,002 0,4 0,2
7 0,004 0,6 0,004 0,8 0,4
9 0,007 0,6 0,007 1,3 0,7
11 0,010 0,6 0,010 1,9 0,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
3 0,1 0,0 Pocet bodu n= 5
5 0,2 0,3 Flux J= 0,106744
7 0,4 0,5 Abs. ¢len q= -0,28306
9 0,7 0,7 Korelaéni koef. r= 0,990888
11 0,9 0,9
1.00 -
L
0.90 4
0,80 4
0.70 -
"E 0,60 -
20.50 -
F .40 - .
0,30 -
0.20 b
0,10 -
0.00 t . : i
0 3 6 g
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Protokol 49
V, [mi] Vo= 19,6
T [h]
Crx ma/100mi] Kaze:  25.9.08/5
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] Donor: PUFR
Q [ng]l veV,
Q: [ugl ve Vo/ 1cm? Méfeni: MP/3
t Crk AV4op Cx Qt Q:
6 1,299 0,6 1,299 254,7 127,3
19 4,639 1,5 4,797 940,2 470,1
21 5,152 0,6 5,519| 1081,7 540,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 127,3 126,2 Pocet bodu n= 3
19 470,1 478,9 Flux J= 27,13559
21 540,8 533,2 Abs. &len = -36,6623
Korelaéni koef. r= 0,999294
600 —
500 +
E 400 +
L2
;':i 300 +
& 200 4
100 +
[] i T 1
0 12 18 24
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Protokol 50
v, (mi] | Vo= 182 |
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/5]
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? ‘ Méfeni:  KL/3 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
7 0,005 0,6 0,005 0,9 0,5
20 0,077 0,6 0,081 14,8 7,4
22 0,088 0,6 0,091 16,6 8,3
24 0,100 0,6 0,103 18,7 9,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,5 0,5 Pocet bodu n= 4
20 7,4 7,3 Flux J= 0,524332
22 8,3 8,3 Abs. ¢len q= -3,19774
24 9,4 9,4 Korelaéni koef. r= 0,999866
10,00 +
9.00 +
8,00 +
s 700 1+
5 6004
;':?L 5.00 +
400 +
g 3.00 +
200+
1,00 +
0.00 —t —t —t —
0 3 6 9 12 16 18 21 24
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Protokol 51
V, mi] | Vo= 18 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 2,689 0,6 2,689 484,0 242,0
19 5,753 0,6 5970 1074,6 537,3
21 5,951 0,6 6,150 1106,9 553,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 242,0 242,0 Pocet bodu n= 3
19 537,3 537,3 Flux J= 21,46675
21 553,5 553,5 Abs. ¢len g= 115,0856
Korelaéni koef. r= 0,997041
600 T
500 +
£ 400 4
2
Z300
& 200
100 +
0 : : . {
0 G 12 18 24
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Protokol 52
Vo [m] | Vo= 165 |
T [h
Cu [mg/100mi] |Kuze:  25.9.08/5 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 |
t Cnk AVyop Cx Qt Qt
5 0,004 0,6 0,004 0,6 0,3
7 0,009 0,6 0,009 15 0,8
18 0,050 0,6 0,050 8,3 4,2
20 0,069 0,6 0,071 11,7 5,9
22 0,072| 0,6 0,075 12,4 6,2
24 0,080 0,6 0,083 13,7 6,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,3 0,3 Pocet bodu n=6
7 0,8 0,8 Flux J= 0,352292
18 4,2 4,2 Abs. ¢len q= -1,61194
20 59 59 Korela¢ni koef. r= 0,99325
22 6,2 6,2
24 6,9 6,9
8.00 +
7.00
r'T'E‘UU - *
500+
2400 1 .
o 3.00
200 +
1.00 +
0,00 . f . . : . |
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Protokol 53
V, mi] | Vo= 18 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,901 0,6 1,901 342,1 171,0
19 5,746 0,6 5,934| 1068,2 534,1
21 5,559 0,6 5757 1036,3 518,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 171,0 175,7 Pocet bodu n=3
19 534,1 498,9 Flux J= 24,8602
21 518,1 548,6 Abs. ¢len q= 26,57639
Korelaéni koef. r= 0,986908
600
L]
500 - *
£ 400 -
2
2 300 -
S 200 -
100 ~
U i T 1
0 12 18 24
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Protokol 54
Vo [mi] | Vo= 163 |
T (h]
o [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/5|
AVgop [mi]
Ci [mg/L00m] |Donor:  PUFR |
Q [ug]l veV,
Q [ug] v Vo/ lcm? | M&Feni:  KL/3 |
t Crk AVdop Ck Qt Qt
5 0,004 0,6 0,004 0,6 0,3
7 0,009 0,6 0,009 1,5 0,7
18 0,062 0,6 0,063 10,2 5,1
20 0,084 0,6 0,086 14,1 7,0
22 0,094 0,6 0,097 15,8 7,9
24 0,104| 0,6 0,107 17,5 8,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,3 0,0 Pocet bodu n= 6
7 0,7 0,9 Flux J= 0,452068
18 51 5,9 Abs. ¢len q= -2,25964
20 7,0 6,8 Korelacni koef. r= 0,993521
22 7,9 7,7
24 8,7 8,6
10,00 +
9,00 +
8.00 +
s 7,00
5 6001
2 500 1
4,00 +
& 3,00 +
2,00 +
1,00 +
0,00 :
0o 3
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Protokol 55
Vo (mi] | Vo= 18 |
T [h]
Cux [mg/100ml] |Kize:  25.9.08/4 |
AVyop [mi]
Ci [mg/100mi] | Donor:  PUFR + PG |
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
6 2,563 0,6 2,563 461,4 230,7
19 8,662 0,6 9,025| 1624,6 812,3
21 8,682 0,6 8,982| 1616,8 808,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 230,7 236,8 Pocet bodu n= 3
19 812,3 766,6 Flux J = 40,75017
21 808,4 848,1 Abs. ¢len g= -7,69838
Korela¢ni koef. r= 0,991707
900
800 + * e
700
=600 +
5
T:;;.LEUU .
EAUU .
300
200 -+
100 +
0 . : : |
0 B 12 18 24
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Protokol 56
Vo [m] | Vo= 167 |
T [h]
Cuc [mg/L00mi] |Kize:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG ‘
Q [ng] veV,
Q lugl ve Vo / lom? | M&Feni:  KL/3 |
t Crx AVop Cy Qt Q
5 0,004 0,6 0,004 0,7 0,3
7 0,007 0,6 0,007 1,2 0,6
18 0,037 0,6 0,038 6,3 3,2
20 0,052 0,6 0,053 8,9 4,5
22 0,054 0,6 0,056 9,4 4,7
24 0,059 0,6 0,061 10,2 51
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,3 0,2 Pocet bodu n= 6
7 0,6 0,7 Flux J= 0,260436
18 3,2 3,6 Abs. &len q= -1,11377
20 4,5 4,1 Korelacni koef. r= 0,992112
22 4,7 4,6
24 51 51
6.00 +
5.00 +
L ]
4.00 +
g
=Z3.00 + ¢
&
200 +
1,00 +
L ]
0,00 } } } } t } !
0 3 6 9 12 15 168 21 24
t [h]




Protokol 57
Vo [mi] | Vo= 191 |
T [h]
Cu [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [mg] ve Vo
Q [ng] Ve V,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AVdop Ck Qt Qt
6 2,083 0,6 2,083 397,9 198,9
19 8,608 0,6 8,911 17019 851,0
21 9,194 0,6 9,474 | 1809,5 904,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 198,9 202,0 Pocet bodu n= 3
19 851,0 828,2 Flux J= 48,16878
21 904,7 924,5 Abs. &len q= -87,0364
Korelaéni koef. r= 0,998509
1000 —
900 +
*
800 +
700 T
£ 600 +
2
=2 500 4
<]
400 +
300 +
200 +
100 +
0 : : t {
0 B 12 18 i [g]ﬂ
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Protokol 58
Vo [mi] | Vo= 176 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kize:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ug] ve V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 I
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
7 0,003 0,6 0,003 0,6 0,3
18 0,019 0,6 0,019 3,3 1,7
20 0,024 0,6 0,025 4,3 2,2
22 0,027 0,6 0,028 4,9 2,4
24 0,030 0,6 0,031 55 2,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,1 0,0 Pocet bodu n= 6
7 0,3 0,3 Flux J= 0,138982
18 1,7 1,9 Abs. ¢len g= -0,64881
20 2,2 2,1 Korela¢ni koef. r= 0,996264
22 2,4 2,4
24 2,8 2,7
3,00 -
2 50
—2.00
“E
= -
F1.50
=
1.00 ~
0.50 -
0.00 t .: t t t t t |
0 3 6 9 12 15 18 21 [%4
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Protokol 59
v, (mi] | Vo= 171 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 |
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,822 0,6 1,822 311,6 155,8
17 8,925 0,6 8,989| 1537,1 768,5
19 8,937 0,6 9,253 | 1582,2 791,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 155,8 162,5 Pocet bodu n= 3
17 768,5 725,3 Flux J= 51,16938
19 791,1 827,7 Abs. ¢len q= -144,545
Korelaéni koef. r= 0,99373
900 -
800 »
L
700
600
E
L2500 A
El
& 400
300 +
200 -
100 -
0 : : : |
0 B 12 18
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Protokol 60
Vo [mi] | Vo= 16 |
t [h]
o [mg/L00m] |Kize:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ug] ve V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 I
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
7 0,003 0,6 0,003 0,4 0,2
18 0,023 0,6 0,023 3,7 1,9
20 0,025 0,6 0,026 4,1 2,1
22 0,025 0,6 0,026 4,2 2,1
24 0,028 0,6 0,029 4,7 2,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,1 0,1 Pocet bodu n= 6
7 0,2 0,3 Flux J= 0,12451
18 19 1,7 Abs. ¢len q= -0,54142
20 2,1 1,9 Korelaéni koef. r= 0,992541
22 2,1 2,2
24 2,3 2,4
3,00 4
260 +
—.2.00 +
£
E‘LLSU +
(=3
1.00 +
0,50 +
0,00 t t t t t i

15
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Protokol 61
v, (mi] | Vo= 17 |
t [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,902 0,6 1,902 323,4 161,7
19 7,764 0,6 8,046 | 13679 683,9
21 7,483 0,6 7,767 | 1320,3 660,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 161,7 168,5 Pocet bodu n= 3
19 683,9 632,9 Flux J= 35,72617
21 660,2 704,4 Abs. ¢len q= -45,8683
Korelaéni koef. r= 0,986677
800 -
700 ~ .
L]
600
500
E
2
2400 -
&
300 4
200
100 ~
0 : : : {
0 G 12 18

98




Protokol 62
Vo [mi] | Vo= 163 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,001 0,6 0,001 0,1 0,1
7 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
18 0,010 0,6 0,010 1,6 0,8
22 0,011 0,6 0,011 1,8 0,9
24 0,012 0,6 0,012 2,0 1,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,1 0,1 Pocet bodu n=>5
7 0,2 0,2 Flux J = 0,049858
18 0,8 0,7 Abs. ¢len q= -0,16948
22 0,9 0,9 Korela¢ni koef. r= 0,995571
24 1,0 1,0
1.20 +
1.00 + *
—.0.80 + -
E
ED,ED T
=7
0.40 +
0,20 +
0,00 1 t t t t t |
0 6

g 12 16 18 21 4
t [A]
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Protokol 63
V, mi] | Vo= 20 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3]
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
19 1,853 0,6 1,953 390,5 195,3
21 1,320 0,6 1,379 275,8 137,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
19 195,3 156,7 Pocet bodu n= 3
21 137,9 172,8 Flux J = 8,053289
Abs. &len g= 3,67441
Korelaéni koef. r= 0,930029
250 1
200 + .
“E 150
L *
El
&
100
50 +
0 : : : |
0 B 12
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Protokol 64
Vo [mi] | Vo= 18 |
T [l
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVgop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ug] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,004 0,6 0,004 0,6 0,3
7 0,009 0,6 0,009 1,6 0,8
18 0,054 0,6 0,054 9,8 4,9
20 0,073 0,6 0,075 13,4 6,7
22 0,087 0,6 0,089 16,1 8,0
24 0,088 0,6 0,091 16,4 8,2
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,3 0,0 Pocet bodu n=6
7 0,8 0,9 Flux J= 0,43451
18 4.9 5,7 Abs. ¢len q= -2,12801
20 6,7 6,6 Korela¢ni koef. r= 0,990852
22 8,0 7,4
24 8,2 8,3
9,00 T
8.00 +
7.00 +
_.6.00 +
E
2500 4
=
& 4.00 +
3.00 +
2.00 1
1.00 +
0,00
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Protokol 65
Vo [mi] | Vo= 192 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/5
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng]l veVo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,009 0,6 1,009 193,8 96,9
19 3,855 0,6 4,087 784,6 392,3
21 3,102 0,6 3,230 620,2 310,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 96,9 105,2 Pocet bodu n= 3
19 392,3 329,8 Flux J= 17,2702
21 310,1 364,3 Abs. ¢len g= 1,626788
Korelaéni koef. r= 0,922581
450
400 + .
350 1
300 A *
E
L2250 A
El
o 200 1
160 ~
100 ~ .
50
0 : : : {
0 G 12 18
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Protokol 66
Vo [mi] | Vo= 175 |
T (h]
Cu [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/5|
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ugl ve Vo
Q [ng] Ve V,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 ‘
t Crk AVdop Ck Qt Qt
7 0,006 0,6 0,006 1,1 0,5
20 0,115 0,6 0,118 20,6 10,3
22 0,128 0,6 0,133 23,2 11,6
24 0,147 0,6 0,152 26,6 13,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,5 0,5 Pocet bodu n= 4
20 10,3 10,2 Flux J= 0,746488
22 11,6 11,7 Abs. ¢len q= -4,70043
24 13,3 13,2 Korela¢ni koef. r= 0,999878
14,00 +
12,00 +
_‘IU.UU -+
E_ .00 +
El
& 6.00 1
4.00 +
2,00 +
0,00 t t t t t |
0 3

9 12 15 18 21 24
t [h]
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Protokol 67
Vo [mi] | Vo= 104 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kize:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 |
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 2,055 0,6 2,055 398,7 199,3
19 6,818 0,6 7,041| 1 366,0 683,0
21 6,953 0,6 7,171 1391,2 695,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 199,3 203,4 Pocet bodu n= 3
19 683,0 652,7 Flux J= 34,56436
21 695,6 721,8 Abs. ¢len q= -4,01084
Korelaéni koef. r= 0,994925
800 -
700 + L
600
5500 +
E
2
2400 -
&
300 +
200 ~
100 +
0 : : : |
0 B 12 18
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Protokol 68
Vo [ | Vo= 185 |
t [h]
o [mg/L00m] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cr (Mg/100mI |Donor:  IPM+PO |
Q [ug]l veV,
Q [ug] v Vo/ lcm? | M&Feni:  KL/3 |
t Crk AVdop Ck Qt Qt
5 0,004 0,6 0,004 0,7 0,4
7 0,008 0,6 0,008 15 0,8
18 0,061 0,6 0,061 11,4 5,7
20 0,081 0,6 0,083 15,4 7,7
22 0,090 0,6 0,093 17,2 8,6
24 0,098 0,6 0,101 18,7 9,4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,4 0,0 Pocet bodu n=6
7 0,8 1,0 Flux J= 0,48987
18 5,7 6,4 Abs. ¢len q= -2,42837
20 7,7 7,4 Korelacni koef. r= 0,99467
22 8,6 8,3
24 9,4 9,3
10,00 -
9.00
8.00
7.00
% 6,00
E 5.00
< 4.00 -
3,00
2.00 -
1.00 A
0,00 t t t t t t i

g 12 16 18 21 4
t (Al

105




Protokol 69
Vo [mi] | Vo= 197
t [h]
Co [mg/200mi] |Kuze:  25.9.08/4
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [mg] ve Vo
Q [ng] Ve V,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3
t Crk AVdop Ck Qt Qt
6 1,821 0,6 1,821 358,7 179,3
19 6,633 0,6 6,836 | 1 346,7 673,4
21 6,721 0,6 6,929 1365,1 682,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 179,3 183,7 Pocet bodu n= 3
19 673,4 640,6 Flux J= 35,14658
21 682,5 710,9 Abs. ¢len q= -27,1674
Korelaéni koef. r= 0,994267
800 -
700 A
600
T 500 4
2
2400 -
<]
300
200 -+
100 -
0 : : . |
0 B 12 18 4
LR
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Protokol 70
v, (mi] | Vo= 19
T [h]
Co [mg/200mi] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [ng] ve 'V,
Qt [ugl ve Vo/1lcm? ‘Méfeni: KL/3
t Crk AVdop Ck Qt Qt
5 0,114 0,6 0,114 21,7 10,9
7 0,198 0,6 0,202 38,4 19,2
20 1,274 0,6 1,296 246,3 123,1
22 1,316 0,6 1,357 257,8 128,9
24 1,389 0,6 1,432 272,1 136,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 10,9 91 Pocet bodu n=5
7 19,2 23,2 Flux J= 7,02904
20 123,1 114,6 Abs. ¢len = -26,0285
22 128,9 128,6 Korelaéni koef. r= 0,995672
24 136,0 1427
160 -
140 + 4
120 + .
fg 100 +
E 80 +
&
60 —+
40 +
20 +
0 t t t t t t t i
0 3 6

9 12 15 18 21 4
t [A]
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Protokol 71
Vo [mi] | Vo= 175
T [h]
Co [mg/100mI] |Kaze:  25.9.08/4
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 0,832 0,6 0,832 145,6 72,8
19 1,306 0,6 1,378 241,1 120,6
21 1,013 0,6 1,060 185,5 92,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 72,8 75,1 Pocet bodu n= 3
19 120,6 103,3 Flux J= 2,1726
21 92,7 107,7 Abs. ¢len g= 62,05235
Korelaéni koef. r= 0,737497
140
120 - .
100 -
— L
5 801
= *
& G0 -
40 +
20
0 : : : |
0 B 12
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Protokol 712

Vo [mi] | Vo= 155
T [h]
Co [mg/200mi] |Kuze:  25.9.08/4
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [ng] ve 'V,
Q [ugl ve Vo/1lcm? ‘Méfeni: KL/3
t Crk AVdop Ck Qt Qt
18 0,005 0,6 0,005 0,8 0,4
20 0,002 0,6 0,002 0,3 0,2
22 0,001 0,6 0,001 0,1 0,1
24 0,002 0,6 0,002 0,3 0,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 0,409 0,147 Pocet bodu n=6
20 0,163 0,165 Flux J= 0,009107
22 0,074 0,184 Abs. ¢len g= -0,01681
24 0,127 0,202 Korelaéni koef. r= 0,479909
045 1
0.40 + *
0.35 +
—.0.30 +
=
2025 +
=
& 0.20 +
0.15 +
-
0.10 +
-
0.05 1
0,00 ——t—1t t t t t i

0 3 ] ] 12 15 18 21 4
t[A]
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Protokol 73
Vo [mi] | Vo= 19 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVop [ml]
Ce [mg/100mi] |Donor: ~ PUFR |
Q: [ug] veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
6 1,877 0,6 1,877 356,7 178,3
17 0,040 0,6 0,099 18,9 9,5
19 0,035 1,5 0,039 7,3 3,7
21 0,031 0,6 0,034 6,6 3,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 178,3 171,5 Pocet bodu n= 4
17 9,5 32,9 Flux J= -12,6005
19 3,7 7,7 Abs. ¢len q= 247,1427
21 3,3 -17,5 Korelaéni koef. r= -0,97644
200 +
180 +
160 +
w140 1
5 1204
EL 100 +
80 +
S 60 —+
40 +
20 +
0 *
0 24
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Protokol 74
Vo [mi] | Vo= 179 |
T [hl
Cu [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/3]
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Q: [ng]l veV,
Q: [ug] ve Vo/lcm? ‘ Méfeni:  KL/3 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
7 0,008 0,6 0,008 1,5 0,8
18 0,096 1,5 0,097 17,3 8,7
20 0,153 0,6 0,161 28,8 14,4
22 0,173 0,6 0,178 31,9 15,9
24 0,201 0,6 0,207 37,1 18,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,8 0,8 Pocet bodu n= 4
20 14,4 14,2 Flux J= 1,035865
22 15,9 16,3 Abs. ¢len q= -6,49829
24 18,5 18,4 Korelaéni koef. r= 0,999531
20,00 +
18,00 +
16,00 +
= 14,00 +
5 1200 1
EL 10,00 +
8.00 +
S 6.00 +
400 +
2,00 +
0,00 — — —t —
0 3 6 9 12 16 18 21 24

111

t [h]




Protokol 75
Vo [m] | Vo= 195 |
T [h]
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/3]
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
6 1,153 0,6 1,153 224.8 112,4
17 2,530 0,6 2,566 500,3 250,1
19 2,543 0,6 2,622 511,4 255,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 112,4 112,4 Pocet bodu n= 3
17 250,1 250,1 Flux J= 11,52724
19 255,7 255,7 Abs. ¢len g= 44,69363
Korelaéni koef. r= 0,994046
300
240 + *
“E 200 -
2
EJEU .
& 100 -
50 +
0 : . . {
0 G 12 18 24
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Protokol 77
Vo [mi] ‘ Vo= 17 ‘
t (h]
Crk [mg/100ml] ‘ Kaze: 25.9.08/3 ‘
AVyop [mI]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘Méfenl': MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,956 0,6 1,956 332,5 166,2
17 6,492 0,6 6,561 | 11154 557,7
19 6,088 0,6 6,320 1074,4 537,2
21 6,223 0,6 6,446 | 1095,8 547,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 166,2 184,6 Pocet bodu n= 4
17 557,7 486,6 Flux J= 27,44919
19 537,2 541,5 Abs. ¢len g= 19,93683
21 547,9 596,4 Korelaéni koef. r= 0,963826
700 T
600
* *
= 500
E
2400 A
El
= 300 -
&
200 - P,
100 +
0 : . {
0 12 18 24
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Protokol 78
Vo mi] | Vo= 171 |
t [h
o [mg/100mI] |Kuze:  25.9.08/3]
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘Donor: PUFR ‘
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘Méfem’: KL/3 ‘
t an AVdop Ck Qt Qt
5 0,007 0,6 0,007 1,2 0,6
7 0,014 0,6 0,014 2,4 1,2
18 0,072 0,6 0,073 12,4 6,2
20 0,107 0,6 0,110 18,7 9,4
22 0,123 0,6 0,126 21,6 10,8
24 0,123 0,6 0,128 21,8 10,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,6 0,2 Pocet bodu n= 6
7 1,2 1,3 Flux J= 0,574129
18 6,2 7,7 Abs. ¢len g= -2,67044
20 9,4 8,8 Korelaéni koef. r= 0,984615
22 10,8 10,0
24 10,9 11,1
12,00 +
10,00 +
"t B.00
L2
2 6,00t
& 4004
200 1
0.00 —t—t—t—t+—+—+—
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Protokol 79
Vo mi] | Vo= 19 |
t [hl
Crk [mg/100mi] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Q [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
6 1,602 0,6 1,602 304,3 152,2
17 10,744 0,6 10,794 | 2 050,9 1025,5
19 9,587 0,6 9,928 1 886,3 943,1
21 6,105 0,6 6,418 1219,5 609,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 152,2 243,8 Pocet bodu n= 4
17 1025,5 738,9 Flux J = 45,0065
19 943,1 828,9 Abs. &len q= -26,2242
21 609,7 918,9 Korelaéni koef. r= 0,760354
1200 +
1000 + ¢
L ]
o0 800 +
E
L
2 600 *
&
400 +
200 +
L J
0 : f |
0 12 18 24
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Protokol 80
Vo mi] | Vo= 184 |
t [hl
Crk [mg/100mi] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Q [ng] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
7 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
18 0,013 0,6 0,013 2,4 1,2
20 0,019 0,6 0,019 3,6 1,8
22 0,021 0,6 0,022 4,0 2,0
24 0,027 0,6 0,028 51 2,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,1 0,0 Pocet bodu n=>5
18 1,2 1,5 Flux J= 0,138406
20 1,8 1,8 Abs. ¢len q= -0,98558
22 2.0 2,1 Korelaéni koef. r= 0,980091
24 2,6 2,3
3,00
2,50 *
2,00
£
o
21,50
o
1,00
0,50
0,00 f f f f t f !
3 6 9 12 15 18 21 24
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Protokol 81
Vo mi] | Vo= 176 |
T [h]
o [mg/100mi] |Kuze:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ng] ve 'V,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 |
t an AVdop Ck Qt Qt
6 1,189 0,6 1,189 209,2 104,6
17 9,723 0,6 9,764| 17184 859,2
21 10,161 0,6 10,176 1791,0 895,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 104,6 1335 Pocet bodu n= 3
17 859,2 750,7 Flux J= 56,1037
21 895,5 975,1 Abs. ¢len g= -203,084
Korelaéni koef. r= 0,975958
1200
1000
L J
-
800
E
=2 600
&
400
200
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Protokol 82
YA (mi] \ Vo= 16,2 |
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘ Kuze: 25.9.08/4 ‘
AVgop [ml]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [mg] ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘Méfeni: KL/3 |
t Crk AV4op Cx Qt Qi
18 0,013 0,6 0,013 2,1 1,1
20 0,018 0,6 0,018 3,0 1,5
22 0,020 0,6 0,021 34 1,7
24 0,024 0,6 0,025 4,1 2,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 1,1 1,1 Pocet bodu n= 4
20 15 1,4 Flux J= 0,156713
22 1,7 1,7 Abs. &len q= -1,72337
24 2,0 2,0 Korelaéni koef. r= 0,990729
2580 1
200 +
E180 4 .
L
El
& 100 1
0,50 +
0,00 . f : : : : : {
0 3 6 9 12 15 18 21 24
tif]
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Protokol 83
Vo (mi] | Vo= 174 |
t [h]
Crk [mg/100mi] |Kize:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Q [ng] ve 'V,
[ng] ve Vo! XEani-
Q: Lerm? Méreni:  MP/3
t an AVdop Ck Qt Qt
6 0,325 0,6 0,325 56,5 28,2
17 5347| 0,6 5,358 932,4 466,2
21 6,441 0,6 6,448 1122,0 561,0
t Qt (exp) | Qt (teor)
6 28,2 36,1
17 466,2 436,8 Parametry regrese
21 561,0 582,5 Pocet bodu n= 3
Flux J= 36,42976
Abs. &len = -182,5
Korelaéni koef. r= 0,995693
To0
500
500
rE-alcltl
=
< 300

12
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Protokol 84
Vo [mi] | Vo= 162 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kize:  25.9.08/4 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: PUFR + PG |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 I
t Crk AV4op Cx Qt Qi
18 0,002 0,6 0,002 0,3 0,1
20 0,003 0,6 0,004 0,6 0,3
22 0,005 0,6 0,005 0,9 0,4
24 0,007 0,6 0,008 1,2 0,6
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 0,1 0,1 Pocet bodu n= 4
20 0,3 0,3 Flux J= 0,078064
22 0,4 0,4 Abs. ¢len q= -1,27386
24 0,6 0,6 Korelaéni koef. r= 0,998729
0,70
0.60 H
0,50
5040
=
¥ 0,30
0,20
0,10
0,00 t t t t t t t i
3 B 9 12 15 18 21 4
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Protokol 85
Vo [mi] | Vo= 163 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 0,538 0,6 0,538 87,7 43,8
17 5,093 0,6 5,113 833,5 416,7
19 5,617 0,6 5,805 946,3 473,1
21 6,141 0,6 6,355| 1035,9 517,9
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 43,8 48,1 Pocet bodu n= 4
17 416,7 403,3 Flux J= 32,28477
19 473,1 467,8 Abs. ¢len q= -145,578
21 517,9 532,4 Korelaéni koef. r= 0,998447
600 -
500 A
L]
400 A
E
=300 1
&
200 A
100 +
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Protokol 86
Vo [mi] | Vo= 164 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVgop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [ng] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘Méfenl': KL/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
7 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
18 0,051 0,6 0,051 8,4 4,2
20 0,076 0,6 0,078 12,8 6,4
22 0,089 0,6 0,092 15,0 7,5
24 0,107 0,6 0,111 18,2 91
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,1 -0,3 Pocet bodu n=>5
18 4,2 54 Flux J= 0,511971
20 6,4 6,4 Abs. ¢len g= -3,85721
22 7,5 7,4 Korela¢ni koef. r= 0,979875
24 9,1 8,4
10,00
9.00 -
8.00
7.00
Cg 6,00
E‘i 5,00
S 400
3.00
2,00
1.00
0,00 t t t t } } i
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Protokol 87
Vo [mi] | Vo= 104 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ng]l veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 1,511 0,6 1,511 293,1 146,6
17 4,416 0,6 4,462 865,7 432,9
19 7,668 0,6 7,806 15144 757,2
21 8,243 0,6 8,485| 1646,1 823,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 146,6 113,5 Pocet bodu n= 4
17 432,9 594,6 Flux J= 43,73848
19 757,2 682,1 Abs. ¢len q= -148,967
21 823,0 769,5 Korelaéni koef. r= 0,937117
800 -
L J
800
-*
700
500
E
£ 500 A
=
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<& 400 A
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Protokol 88
Vo [mi] | Vo= 183 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘Méfenl': KL/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
7 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
18 0,030 0,6 0,031 5,6 2,8
20 0,046 0,6 0,047 8,6 4,3
22 0,050 0,6 0,052 9,5 4,8
24 0,062 0,6 0,064 11,6 5,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
7 0,3 0,0 Pocet bodu n=>5
18 2,8 3,5 Flux J= 0,317936
20 4,3 4,2 Abs. ¢len q= -2,19908
22 4.8 4,8 Korela¢ni koef. r= 0,979602
24 5,8 54
7,00
.00 .
5.00
Sa4.00
Z
¥ 3.00
2,00
1,00
0,00 t t } t t t t |
3 6

] 12 15 18 21 e
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Protokol 89
Vo [mi] | Vo= 179 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kaze:  25.9.08/3
AVop [mi]
Ci [mg/100m] |Donor:  IPM |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3 ‘
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 2,273 0,6 2,273 406,9 203,5
17 8,578 0,6 8,655| 1 549,2 774,6
19 8,037 0,6 8,327 | 1490,5 745,2
21 9,227 0,6 9,506 1701,6 850,8
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 203,5 218,6 Pocet bodu n= 4
17 774,6 698,0 Flux J= 43,58523
19 745,2 785,2 Abs. ¢len q= -42,9438
21 850,8 872,3 Korelaéni koef. r= 0,984445
1000
900 -
800 - .
L ]
700 +
% 600 -
=2 500
S 400 ~
300 +
200 +
100 +
0 : : t
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Protokol 90
Vo [ | Vo= 161 |
T [h]
Co [mg/L00mi |Kaze:  29.3.08/3]
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM ‘
Qt [wg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  KL/3 ‘
t Cnk AVop Ck Q Q
5 0,003 0,6 0,003 0,5 0,3
7 0,006 0,6 0,006 1,0 0,5
18 0,032 0,6 0,032 5,2 2,6
20 0,046 0,6 0,047 7,6 3,8
22 0,047 0,6 0,049 7,9 4,0
24 0,040 0,6 0,042 6,7 3.4
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,3 0,2 Pocet bodu n= 6
7 0,5 0,6 Flux J= 0,197594
18 2,6 2,8 Abs. &len q= -0,74209
20 3,8 3,2 Korela¢ni koef. r= 0,964097
22 4,0 3,6
24 34 4,0
4,80
4,00
3,50
rElll]l!]
%2.50
6.2.[][]
1.50
1.00

9 12 15 18 21 24
t [h]
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Protokol 91
Vo [mi] | Vo= 175
T [h]
Co [mg/100m(] |Kuze:  25.9.08/3
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [wg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 3,543 0,6 3,543 620,0 310,0
17 8,962 0,6 9,084 | 1589,7 794,8
19 7,360 0,6 7,671 13425 671,2
21 4,526 0,6 4,789 838,0 419,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 310,0 378,6 Pocet bodu n= 4
17 794,8 570,6 Flux J= 17,45557
19 671,2 605,5 Abs. ¢len q= 273,845
21 419,0 640,4 Korelaéni koef. r= 0,524262
900
800 —+
FOoo —+ .
600 —+
‘:g 500 —+
=2
400 *
300 + -
200 +
100 +
a t t !
] B 12 18 t ['%4
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Protokol 92
v, mi] | Vo= 17 |
T [h]
o [mg/L00m] |Kize:  25.9.08/3 |
AVgop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO |
Qt [ng] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  P3 I
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,011 0,6 0,011 1,8 0,9
7 0,017 0,6 0,018 3,0 15
18 0,081 0,6 0,082 13,9 7,0
20 0,125 0,6 0,128 21,8 10,9
22 0,114 0,6 0,118 20,1 10,1
24 0,161 0,6 0,166 28,1 14,1
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,9 0,3 Pocet bodu n= 6
7 15 1,6 Flux J= 0,642588
18 7,0 8,7 Abs. ¢len g= -2,88259
20 10,9 10,0 Korela¢ni koef. r= 0,971599
22 10,1 11,3
24 14,1 12,5
16,00
14,00 -
12,00
-
%10.00 .
EL .00
d‘ -
6.00
4.00
2,00
L
0,00 t t t t t |
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Protokol 93
V, (mi] | Vo= 171
T [h]
Cok [mg/100ml] |Kuze:  25.9.08/1
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [wg] veV,
Q: [ug] veV,/1lcm? ‘ Méreni:  MP/3
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 2,025 0,6 2,025 346,4 173,2
17 2,122 0,6 2,193 375,0 187,5
19 3,553 0,6 3,630 620,8 310,4
21 2,613 0,6 2,741 468,6 234,3
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 173,2 169,6 Pocet bodu n= 4
17 187,5 233,6 Flux J = 5,824247
19 310,4 245,3 Abs. ¢len q= 134,6126
21 234,3 256,9 Korelaéni koef. r= 0,631542
350
*
300 -
250 +
*
S 200 4
%-:- *
< 150 |
100 ~
50
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Protokol 94
Vo [mi] | Vo= 163
T [h]
Cok [mg/100ml] |Kuze:  25.9.08/1
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Qt [ng]l veV,
Qt [ng] ve V,/1cm? ‘ Méfeni:  KL/3
t Crk AV4op Cx Qt Qi
5 0,001 0,6 0,001 0,2 0,1
7 0,002 0,6 0,002 0,3 0,1
18 0,012 0,6 0,012 2,0 1,0
20 0,015 0,6 0,015 2,5 1,3
22 0,017 0,6 0,017 2,8 1,4
24 0,018 0,6 0,019 3,1 1,5
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
5 0,1 0,0 Pocet bodu n= 6
7 0,1 0,2 Flux J= 0,079279
18 1,0 1,1 Abs. ¢len g= -0,3616
20 1,3 1,2 Korela¢ni koef. r= 0,99616
22 1,4 1,4
24 1,5 1,5
1.80
1.60
1,40
5“1'20
E
21,00 -
=
o 0,80
0.60
0,40
0.20 i
-*
0,00 } t t } } } } |
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Protokol 95
Vo ] | Vo= 175 |
T [h]
Cuk [mg/100mi] |Kuze:  25.9.08/1 |
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] | Donor: IPM + PO |
Qt [ug]l veV,
Q: [ug] ve Vo /1lcm? I Méreni: MP/1 I
t Crk AV4op Cx Qt Qi
6 0,928 0,6 0,928 162,4 81,2
17 0,588 0,6 0,620 108,5 54,2
19 0,500 0,6 0,521 91,2 45,6
21 0,508 0,6 0,526 92,0 46,0
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
6 81,2 80,9 Pocet bodu n= 4
17 54,2 53,7 Flux = -2,47723
19 45,6 48,7 Abs. ¢len q= 95,77994
21 46,0 43,8 Korelaéni koef. r= -0,991
90 +
80 +
70+
— 60 1
E
250 1
El LN
G40 T
30 T
20 +
10 +
0 : : : :
0 B 12 18
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Protokol 96
V, mi] | Vo= 165
T [h]
Crk [mg/100m] |Kuze:  25.9.08/1
AVop [ml]
Cx [mg/100ml] ‘ Donor: IPM + PO
Q: [ug] veV,
Q: [ug] ve Vo/ lcm? ‘Méfeni: KL/3
t Crk AV4op Cx Qt Qi
18 0,006 0,6 0,006 1,0 0,5
20 0,008 0,6 0,008 1,3 0,6
22 0,008 0,6 0,008 1,3 0,7
t Qt (exp) | Qt (teor) Parametry regrese
18 0,5 0,5 Pocet bodl n= 4
20 0,6 0,6 Flux J = 0,045639
22 0,7 0,7 Abs. ¢len = -0,31944
Korelaéni koef. r= 0,993669
0.80 -
0.70
0.60 -
rgnﬁn .
2040 -
&
0.30 -
0.20
0.10 -
0.00
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pti provadéni permeacnich pokusit byly vyuzity poznatky zexperimentl

provadénych v predchozich letech na katedie farmaceutické technologie Faf UK HK.

Jak methylparaben tak kyselina listova byly pouzity v mnozstvi, které po celou

dobu permeace zajist'ovalo dostate¢né mnozstvi difunzibilni formy 1é¢iva.

Pro stanoveni koncentrace MP a KL ve vzorcich ziskanych pfi jednotlivych
odbérech akceptorového média byla vyuzita HPLC, protoze pln€ vyhovuje pozadavkiim na
rychlé a citlivé stanoveni s potfebou minimalniho mnozstvi vzorku. Zvolené podminky (viz
kapitoly 4.6 a 4.7) umoznily dobie rozlisit jednotlivé piky na chromatogramu s retenénimi

¢asy pohybujicimi se kolem 2,5 min u methylaparabenu a kolem 3,5 min u kyseliny listové.

Pro piepocet plochy pod pikem na koncentraci byly pouzity nésledujici kalibra¢ni

rovnice:
Plocha piku = 1507,52 [mg/100 ml] - 282, 67; r = 0,99876 pro MP

Plocha piku = 947,12 [mg/100 ml] + 2,50; r = 0,99968 pro KL

Udaje ziskané na HPLC byly vyhodnoceny pomoci excelové Zablony pro
zpracovani permeacnich pokust s korekei odebranych a doplnénych objemti akceptorového
média.>* V této Sablond byly také sestaveny pribéhy permeaci stanovované latky v case.
V kazdém takto sestaveném pribchu byl, pokud to bylo mozné, nalezen Usek ustalené
permeace (viz graf ¢ 1 pro vzorek €.3). Krajni body, které vybocovaly z linearniho priabéhu
bylo nutné vyloucit, stejn¢ tak i hodnoty, které vybocovaly pravdépodobné z divodu

experimentalni chyby.

Graf ¢.1: Usek ustdlené permeace vzorku MP( prevzaty z protokolu ¢. 3)
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V nékterych ptipadech byly z dal§iho vyhodnocovani vylouceny celé vzorky.
Dtivodem nepouziti vzorku pro dal$i zpracovavani byl fakt, ze v grafu zavislosti Q; na case
nelze nalézt Usek ustdlené permeace (viz napi. graf ¢ 2 pro vzorek vyhodnoceny
v protokolu 18. Jako kritérium pro nezatfazeni vzorku pro dal$i hodnoceni byl zvolen

korela¢ni koeficient mensi nez 0,9.

Graf ¢.2: Mnozstvi permeantu (KL) prosliého kozZnim stepem Qt v zavislosti na case

(prevzaty z protokolu ¢. 18)
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Z useku ustalené permace byl vypocitin flux J [pg/cm?.h] methylparabenu &
kyseliny listové jako hlavni parametr sledovany pfi permeacnich pokusech. Ziskané fluxy
byly pro stejnou latku ve stejném médiu rozdilné, coz dokazuje, Ze transdermalni permeace
latek je ovlivnéna individudlnimi vlastnostmi kiize a tudiZ je tfteba vzdy zaznamenat jaka
ktze byla pro pokusy pouZita, pfipadné presnéji, jakd cast kiize ucha byla uZita, jak je
uvedeno pro tieti meteni (viz 4.3.1. RozloZeni vzorki kitZe v 3. méieni). Kazda kiize mohla

mit rizné podminky pfi jejim zpracovani (napfi. delsi ¢as skladovani).

Protokoly pro jednotlivé buniky jsou uvedeny v ¢asti 5 DOKUMENTACE. Ziskané

udaje z jednotlivych méteni byly uspofadany do souhrnnych tabulek €. 1,2 a 3.
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Tab. ¢.1: Souhrnné vysledky z 1. mereni provadeného 11.-12.5.2009 (Cervené zvyraznéné

vzorky byly kviili r mensimu nez 0,9 z dalsiho zpracovani vylouceny)

Cislo | Cislo Pouzitd Podet| J q
protokolu | buriky | Permeace | KuzZe Donor bodu | [ug/cm?h] | [ug/cm?] r
11, MP/1 25.9.08/2 |PUFR + PG 3 19,40 -66,14 | 0,99976
2 KL/1 6 0,08 0,29 | 0,98866
3| 2. MP/1 25.9.08/4 |PUFR + PG 5 22,54 -44,88 | 0,99955
4 KL/1 3 0,09 -0,29 | 0,99768
5] 3. MP/1 25.9.08/2 |IPM 5 31,94 -59,4410,99993
6 KL/1 5 0,63 -1,44 1 0,99584
7\4. MP/1 25.9.08/4 |IPM 5 27,82 -44,89 | 0,99998
8 KL/1 5 0,06 -0,05|0,99907
915. MP/1 25.9.08/2 |PUFR 5 25,55 -50,69 | 0,99932
10 KL/1 4 0,74 -3,1310,99227
11]6. MP/1 25.9.08/4 |PUFR 5 12,81 36,60 |0,99118
12 KL/1 5 0,13 -0,27 | 0,99637
13]7. MP/1 25.9.08/4 |IPM + PO 5 18,45 -18,09 | 0,99902
14 KL/1 4 0,04 0,03]0,99547
15]8. MP/1 25.9.08/4 |IPM + PO 5 28,75 26,20 | 0,99934
16 KL/1 5 0,25 -0,63]0,99495
1719. MP/1 25.9.08/10 | PUFR + PG 5 49,39 -27,46 | 0,98756
18 KL/1 3 0,09 -0,11 | 0,64625
191 10. MP/1 25.9.08/10 | IPM 5 40,04 -38,83 | 0,99905
20 KL/1 5 0,04 -0,03]0,70712
21|11. MP/1 25.9.08/10 | PUFR 5 33,79 -60,29 | 0,99686
22 KL/1 4 0,30 -1,42 1 0,99454
23|12. MP/1 25.9.08/7 |IPM + PO 5 37,02 20,77 | 0,99708
24 KL/1 5 2,24 -4,2510,99011
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Tab. ¢.2: Souhrnné vysledky z 2. méreni provadéného 18.-20.5.2009

Cislo Cislo Pouzita Podet| J q
protokolu | buriky | Permeace | kiiZe Donor bodu | [ug/cm’.h] | [ug/em’] R
25| 1. MP/2 25.9.08/7 |PUFR + PG 5 70,96 | -301,58| 0,98771
26 KL/2 4 0,03 -0,12| 0,97718
27| 2. MP/2 25.9.08/8 | PUFR + PG 5 43,63 -47,98 | 0,99890
28 KL/2 6 0,02 0,09| 0,97251
29| 3. MP/2 25.9.08/5 |IPM 3 64,70 -93,77 | 0,99999
30 KL/2 5 0,13 -0,33| 0,99116
31 | 4. MP/2 25.9.08/8 |IPM 5 39,68 -48,78 | 0,99896
32 KL/2 4 0,00 0,00| 0,98787
33| 5. MP/2 25.9.08/5 |PUFR 4 25,25 -14,49 | 0,98587
34 KL/2 4 0,09 -0,38| 0,99634
35| 6. MP/2 25.9.08/8 |PUFR 3 15,68 104,31 | 0,98835
36 KL/2 5 0,11 -0,28 | 0,99307
37|7. MP/2 25.9.08/8 |IPM + PO 5 35,59 244,47 | 0,96335
38 KL/2 6 0,01 0,01 0,99774
39| 8. MP/2 25.9.08/8 |IPM + PO 3 27,39 51,37 | 0,94379
40 KL/2 6 0,02 0,00 | 0,99296
41 |9. MP/2 25.9.08/8 | PUFR + PG 5 39,24 44,91 | 0,99677
42 KL/2 5 0,05 -0,14 | 0,99619
431 10. MP/2 25.9.08/8 |IPM 4 40,29 -68,45| 0,99928
44 KL/2 4 0,23 -1,01| 0,99123
451 11. MP/2 25.9.08/5 | PUFR 5 40,78 -91,47 | 0,98340
46 KL/2 5 0,10 -0,32 | 0,98834
47 112. MP/2 25.9.08/5 |IPM + PO 5 40,49 194,10| 0,92067
48 KL/2 5 0,11 -0,28 | 0,99089

136




Tab. ¢.3: Souhrnné vysledky z 3. mereni provadeného 11.-12.8.2009 (cervené zvyraznéné

hodnoty, byly kviili r mensimu nez 0,9 z dalsiho zpracovani vylouceny)

Cislo | Cislo Pouzitd Pocet J q
protokolu | buriky | Permeace | KizZe Donor bodi | [ug/cm’.h] | [ug/cm?] r
49| 1. MP/3 25.9.08/5 PUFR 3 27,14 -36,66 | 0,99929
50 KL/3 4 0,52 -3,20 | 0,99987
51|2. MP/3 25.9.08/5 PUFR 3 21,47 115,09 0,99704
52 KL/3 6 0,35 -1,61 | 0,99325
53| 3. MP/3 25.9.08/5 PUFR 3 24,86 26,58 | 0,98691
54 KL/3 6 0,45 -2,26 | 0,99352
55 | 4. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 3 40,75 -7,70(0,99171
56 KL/3 6 0,26 -1,11{0,99211
57 | 5. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 3 48,17 -87,0410,99851
58 KL/3 6 0,14 -0,65 | 0,99626
59 | 6. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 3 51,17 | -144,54)0,99373
60 KL/3 6 0,12 -0,54 | 0,99254
61|7. MP/3 25.9.08/5 IPM 3 35,73 -45,87 | 0,98668
62 KL/3 5 0,05 -0,17 | 0,99557
63 | 8. MP/3 25.9.08/3 IPM 3 8,05 3,67 |0,93003
64 KL/3 6 0,43 -2,13|0,99085
65]9. MP/3 25.9.08/5 IPM 3 17,27 1,63 |0,92258
66 KL/3 4 0,75 -4,70 | 0,99988
67 | 10. MP/3 25.9.08/4 IPM + PO 3 34,56 -4,01 | 0,99492
68 KL/3 6 0,49 -2,43 1 0,99467
69 | 11. MP/3 25.9.08/4 IPM + PO 3 35,15 -27,17|10,99427
70 KL/3 5 7,03 -26,03]0,99567
71|12. MP/3 25.9.08/4 IPM + PO 3 2,17 62,05]0,73750
72 KL/3 6 0,01 -0,02 (0,47991
73| 13. MP/3 25.9.08/3 PUFR 4 -12,60| 247,14| -0,9764
74 KL/3 4 1,04 -6,50 | 0,99953
75| 14. MP/3 25.9.08/3 PUFR 3 11,53 44,69 | 0,99405
76 KL/3 6 0,35 -1,80 | 0,99259
77 | 15. MP/3 25.9.08/3 PUFR 4 27,45 19,94 |0,96383
78 KL/3 6 0,57 -2,67 | 0,98462
79| 16. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 4 45,01 -26,22 1 0,76035
80 KL/3 5 0,14 -0,99 | 0,98009
81|17. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 3 56,10| -203,08|0,97596
82 KL/3 4 0,16 -1,72{0,99073
83| 18. MP/3 25.9.08/4 PUFR + PG 3 36,43 | -182,50|0,99569
84 KL/3 4 0,08 -1,27{0,99873
85| 19. MP/3 25.9.08/3 IPM 4 32,28 | -145,580,99845
86 KL/3 5 0,51 -3,86 | 0,97988
87 | 20. MP/3 25.9.08/3 IPM 4 43,74 | -148,97|0,93712
88 KL/3 5 0,32 -2,20(0,97960
89 | 21. MP/3 29.3.08/3 IPM 4 43,59 -42,94 |1 0,98445
90 KL/3 6 0,20 -0,74 1 0,96410
91| 22. MP/3 25.9.08/3 IPM + PO 4 17,46 273,85|0,52426
92 KL/3 6 0,64 -2,88(0,97160
93| 23. MP/3 25.9.08/1 IPM + PO 4 5,82 134,61 |0,63154
94 KL/3 6 0,08 -0,36|0,99616
95 | 24. MP/3 25.9.08/1 IPM + PO 4 -2,48 95,78 | -0,9910
96 KL/3 4 0,05 -0,32|0,99367
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Graf ¢.3: Souhrnné prumery fluxit methylparabenu Jyp Z pouzitych donorii ze vSech méreni

(usecky znazornuji smeérodatné odchylky)
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Graf ¢. 3 ukazuje rozdily fluxti methylparabenu v jednotlivych donorovych prostfedich. Na
z pufru. Rozdily mezi primémymi fluxy methylparabenu z jednotlivych donorovych
prostiedi jsou vSak statisticky nevyznamna kvili velké variabilit¢ dat (vyjadiené
smérodatnymi odchylkami). Aby se tato variabilita snizila a tim se zvyraznily potencidlni

rozdily praimérnych fluxt latek z jednotlivych donorti, byla provedena normalizace dat.

Pro vypocet normalizovanych hodnot fluxti z danych donorid pouzitych pro
pokusy byly zvoleny data fluxti z pufru, jako donorového média shodného s akceptorovym,

¢imz byly eliminovany vlivy vyplyvajici z rozdilnosti akceptorovych a donorovych médii.

Fluxy MP z kazdé permeace byly normalizovany vydélenim primérmym fluxem
MP z donorového roztoku pufru z téze permeace. Z takto ziskanych normalizovanych
hodnot byly opét vypocitany priméry - jak pro jednotlivd méfeni, tak 1 pro data shrnuta ze

vSech méfeni a byly z nich sestaveny grafy ¢. 4 a 6.
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Graf'¢.4: Poméry normalizovanych fluxii methylparabenu Jyp, Z pouzitych donorii shrnuty

ze vSech mérenich (usecky zndazornuji smerodatné odchylky)
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Na grafu €. 4 je vidét, Ze rozdily mezi priméry fluxti methylparabenu v jednotlivych
prostiedich ziistdvaji 1 po normalizaci dat stejné. Methylparaben stdle prochazi nejlépe
z pufru+PG nejhlife z pufru, ale velkd variabilita dat stile neumoZiluje tyto rozdily

povazovat za statisticky signifikantni.
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Graf ¢.5: Primery fluxu methylparabenu Jyp Z pouzitych donorii v jednotlivych mérenich

(uisecky znazornuji smeérodatné odchylky )
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Graf &.5 ukazuje rozdily mezi jednotlivymi méfenimi. Mohou byt zplisobeny nepatrné
odlisnymi podminkami pii jednotlivych méfenich. Napft. teplota 1azn€ se pohybovala u
1. méfeni vrozmezi 32,2-33,3°C, u 2. méfeni vrozmezi 37,2-38,5°C a u 3. méfeni

v rozmezi 31,5-32.5°C. To by mohlo také vysvétlit zvyseni fluxti u 2. méteni.
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Graf ¢.6: Prumeéry normalizovanych fluxit methylparabenu Jypy Z pouzitych donorii v

Jjednotlivych mérenich (usecky zndazornuji smerodatné odchylky)
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Graf ¢. 6 zobrazuje praiméry normalizovanych fluxt pro jednotliva méfeni. Mizeme vidét,
ze se rozdily mezi jednotlivymi méfenimi vyrazné nezménily, i kdyZ by se sniZila
variabilita dat. Zfetelnym rozdilem oproti pfedchozimu grafu je relativné vyssi primérny
flux MP v pufru + PG pro tieti méfeni nez u fluxu ze 2. méfeni, coz u nenormalizovanych

hodnot bylo pravé naopak.

Tab. ¢.4: Hodnoty pruméri fluxi Jyp a normalizovanych fluxii Jypn methylparabenu

Z jednotlivych donorii a jejich smérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky
(RSD)

Jmp Jmpy
MP [pg/cm’ .h] SD RSD [pg/cm’ .h] SD RSD
Pufr 24,2 8,7 36,0% 1,00 0,34 34,1%
pufr+PG 43,4 14,6 33,6% 1,80 0,59 32,7%
IPM 35,4 14,2 40,0% 1,46 0,54 36,8%
IPM+PO 32,2 7,0 21,7% 1,30 0,29 22,5%

Na hodnotach RSDv tabulce ¢.4 mizeme vidét zietelnéji rozdily ve variabilité dat pred a
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po normalizaci. Relativni smérodatné odchylky se ve vSech ptipadech, kromé& IPM + PO,
snizily, ale pouze nepatrné. Rozdily mezi jednotlivymi donory stdle nejsou statisticky

vyznamne.

Stejnym zplsobem jako u MP byla zpracovana i data pro KL.

Graf ¢.7: Primery fluxii kyseliny listové Jx| Z pouzitych donorii shrnutych ze vsech mereni

(usecky znazornuji smeérodatné odchylky)
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Z grafu ¢. 7 je na prvni pohled zfetelny rozdil v hodnotach fluxi kyseliny listové oproti
vyse uvedenym fluxim methylparabenu. Fluxy kyseliny listové se pohybuji do hodnot
okolo 4,7 ],Lg/cmz.h, zatimco u methylparabenu se pohybovaly do hodnot bliZicich se 70
ug/cmz.h, coz je vice nez desetinasobek. Muzeme z toho usoudit, Ze MP obecné prochézi

pred kuzi 1épe nez KL, bez ohledu na pouzité donorové prostredi.

V grafu také mizeme pozorovat fakt, ze kyselina listovd nejlépe prochéazi z prostiedi
IPM+PO, kde je ale také viditelnd velmi markantni smérodatnd odchylka. I smérodatné
odchylky u ostatnich donorii jsou dosti velké. Rozdily v permeaci mezi jednotlivymi

prostiedimi jsou tedy opét statisticky nevyznamné.
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Graf ¢.8: Prumery normalizovanych fluxii kyseliny listové Jx. Z pouzitych

shrnutych ze vSech méreni (usecky znazornuji smeérodatné odchylky)
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Z grafu ¢&.8 vidime, Ze i po normalizovani hodnot fluxi ve vztahu k pufru jako donoru se

potadi podle rychlosti prichodu kyseliny listové v jednotlivych donorech neméni. Nejlépe

prochazi z IMP+PO. Je také vidét, Ze se smérodatné odchylky normalizaci spiSe zvysily,

coz je zreteln&ji patrné z tabulky ¢.5 uvedené nize. Proto musime opét konstatovat, ze ani

po normalizovani dat nejsou rozdily v prichodu KL z jednotlivych prostredi statisticky

vyznamne.

Tab. ¢.5: Fluxy Jk. a normalizovanych fluxy Jxin kyseliny listové z jednotlivych donorii a
jejich smerodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky (RSD).

JkL Jkin
KL [pg/cm’h | SD RSD [pg/cm’h | SD RSD
Pufr 0,398 0,290 72,9% 1,00 047| 465%
pufr+PG 0,106 0,069 65,0% 0,28 0,11| 40,1%
IPM 0,300 0,250 83,1% 0,86 0,72| 83,4%
IPM+PO 1,00 2,10 211,4% 2,08 3,91 188,2%

V tabulce ¢.5 je vidét, Ze se relativni smérodatné odchylky ve vSech ptipadech sniZily.

Rozdily mezi jednotlivymi donory 1 pfesto zustavaji statisticky nevyznamné.

143



Graf ¢. 9: Primery fluxu kyseliny listové Jx. Z pouzitych donorii v jednotlivych mérenich

(isecky znazornuji smerodatné odchylky)
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Graf ¢. 9a: Priméry normalizovanych fluxii kyseliny listové Jxi Z pouZitych donorii v

Jjednotlivych mérenich (isecky znazornuji smérodatné odchylky)- vysek z grafu 9.
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Na grafu €. 9 a 9a mizeme vidét rozdily prichodu kyseliny listové mezi jednotlivymi
méfenimi. Je vidét vyrazny rozdil mezi druhym a tietim méfenim. Opét je zde vidét
markantni smeérodatnd odchylka pro donorovy roztok IPM+PO srozdilem oproti
predchozimu grafu fluxii KL, ze je mozné rozpoznat pravdépodobnou pficinu praveé

ve 3. méfeni (bunka €. 11. viz protokol ¢. 70.)

Opét mizeme rozdily mezi jednotlivymi permeacemi vysvétlit rozdilnymi podminkami.
Teplota ve vodni lazni s buitkami se u prvniho méteni pohybovala v rozmezi 31,5-33,2°C,
U druhého mezi 34,2-37,3°C a u tietiho 32,5-34,0°C. Divodem podstatné nizsich fluxd u 2.
méfeni mize byt mimo jiné vyssi teplota v lazni.

Také nestabilita kyseliny listové na svétle a v teple mlze piispivat k velké variabilité

ziskanych dat.

Graf ¢.10: Priméry normalizovanych fluxii kyseliny listové Jx. Z pouzitych donorii v

Jjednotlivych mérenich (usecky zndzornuji smérodatné odchylky)
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Graf ¢.10a: Prumeéry normalizovanych fluxu kyseliny listové Jx. Z pouZitych donorii v

Jednotlivych mérenich (isecky znazornuji smérodatné odchylky) - vysek z grafu 10
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Ani v ptipadé grafu ¢.10, potazmo 10a normalizovani flux nepfineslo vyrazné zlepSeni.
Miuizeme vidét, ze se rozdily mezi jednotlivymi méfenimi vyrazn€ nezménily oproti
predchozimu grafu nenormalizovanych fluxi kyseliny listové v jednotlivych méfenich.
Muzeme vidét jen urcity rozdil mezi hodnotami pramérnych fluxt pfed normalizaci a po ni
u donort pufr+PG a IPM, kde se normalizaci hodnoty u 2. méteni zvySily na hodnoty vyssi

nez u 1. a 3. méfeni. VySe popsané rozdily opét nejsou statisticky signifikantni.
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Pokud by se vhodnym uplatnénim zohlednéni prostupnosti jednotlivych koznich §tépii pro
MP na hodnoty fluxtt KL pfes tytéz kozni $t€py snizila variabilita takto oSetfenych dat,
bylo by mozno povazovat MP za vhodny marker pro hodnoceni transdermalni propustnosti
pro KL. Tato korekce byla provedena vydélenim normalizovanych fluxt kys. Listové Jkin
normalizovanymi fluxy methylparabenu Jypn. Praiméry z takto ziskanych pomeért Jxin/Impn
jsou znazornény v grafu ¢ 11 a spolu se svymi smérodatnymi odchylkami (SD) a

relativnimi smérodatnymi odchylkami (RSD) uvedeny v tab. €. 6.

Graf ¢.11: Primery pomeéri normalizovanych fluxii kyseliny listové ku methylaparebnu

Jkin/Iven V jednotlivych donorech shrnuté ze vsech méreni (usecky zndzornuji smerodatné

odchylky)
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Tab. ¢.6: Pomeéry normalizovanych fluxii kyseliny listové a methylparabenu Jxi 13 wp
Z jednotlivych donorii a jejich smeérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné odchylky
(RSD).

Jkin/Imen SD RSD
Pufr 0,98 0,46 46,3%
Pufr+PG 0,18 0,09 52,2%
IPM 0,78 0,77 98,9%
IPM+PO 1,76 2,86 162,4%
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Z tabulky ¢€.6 je ziejmé, ze v prostfedi IPM+PO je smérodatnd odchylka vétsi nez pomér
fluxti kyseliny listové a methylparabenu, coz je zpiisobeno vyrazné vybocujici hodnotou

fluxu kyseliny listové z 3. méfeni (buiika €. 11. viz protokol ¢. 70).

Porovnani hodnot relativnich smérodatnych odchylek z normalizovanych fluxt kyseliny
listové (viz tab. €.5) a relativnich smérodatnych odchylek z pomérii normalizovanych fluxt
kyseliny listové ku normalizovanym fluxim methylparabenu (viz tab. €.6) ukazuje, ze u
pufru+PG a IPM se variablilita dat zvysila. Z toto vyplyva, Zze methylparaben neni v téchto
prosttedich vhodnym markerem pro hodnoceni propustnosti koznich $tépi pro kyselinu

listovou.

Pro zjisténi miry korelace mezi fluxy kys. listové Jyp a fluxy methylparabenu Jyx.

z pouzitych donorii byl vypodten Spearmaniiv koeficient pofadové korelace p*° (viz

tab. ¢. 7).

Tab. ¢. 7: Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu

p n kritické H1

hodnoty®
Pufr 0,082 11 0,6091 Y
pufr + PG 0,091 10 0,6364 Y
IPM -0,418 11 0,6091 Y
IPM + PO 0,262 8 0,6905 Y

p je Spearmaniiv korelacni koeficient, n je pocet mereni, Hypotéza 1: "Flux kys. listové a
flux methylparabenu jsou nezavislé na hl. vyznamnosti p=0,05" prokazana byla (Y),

nebyla (N).

Ani u jednoho z donori nebyla touto metodou vyvracena hypotéza, ze fluxy kys. listové a

methylparabenu jsou na sobé nezavislé.

Methylparaben tudiZ neni vhodnym markerem pro transdermélni permeaci kyseliny listové

z pouzitych donorovych médii.
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7 ZAVERY

1. Byly zjisteny nasledujici prumery fluxi Jyp methylparabenu z jednotlivych donorii:
Ivp=24,2 + 8,7 ng/em®.h z TRIS pufru
Imp=43,4 + 14,6 pg/cm®.h z TRIS pufru s PG
Imp=35,4 + 14,2 pg/em?.h z IPM
Ivp=32,2+ 7,0 pg/emh z IPM s PO

Methylparaben nejlépe prochézi z prosttedi TRIS pufru s PG, ale kvili velké variabilité dat
jsou rozdily v transdermalni propustnosti pro methylparaben z jednotlivych donorovych

prostiedich statisticky nevyznamné.

2. Ddale byly zjistény nasledujici priimery fluxii Jx. kyseliny listové z jednotlivych donorii
JkL=0,398 + 0,290 pg/cm®h z TRIS pufru
JkL=0,106 + 0,069 pg/cm®h z TRIS pufru s PG
Jki=0,300 + 0,250 pg/cm®h z IPM
JkL=1,000 + 2,100 pg/cm®h z IPM s PO

Kyselina listova nejlépe prochazi z prosttedi IPM s PO, ale kvili velké variabilité dat jsou
rozdily v transdermdlni propustnosti kyseliny listové z jednotlivych donorovych

prostfedich statisticky nevyznamné

3. Byly vypocitany normalizované fluxy kyseliny listové Jxin a poméry normalizovanych
Sfluxu kys. listové ku normalizovanym fluxum methylparabenu Jxn/dven Z jednotlivych

donorti pro vSechna méreni.
Jkin=1,00 + 0,47 pg/cm?.h, RSD 46,5% z TRIS pufru
Jkin=0,28 + 0,11 pg/cm?h, RDS 40,1% z TRIS pufrus PG
Jkin= 0,86 + 0,72 pg/cm?.h, RSD 83,4% z IPM

Jein= 2,08 £ 3,91 pg/em®h, RSD 188,2% z IPM s PO

149



Jkin/Impn = 0,98 + 0,46, RSD 46,3% z TRIS pufru
Jkin/Impn= 0,18 = 0,09, RSD 52,2% z TRIS pufru s PG
Jkin/Impn= 0,78 £ 0,77, RSD 98,9% z IPM

Jkin/Ivpn= 1,76 2,86, RSD 162,4% z IPM s PO

Z porovnani jejich relativnich smérodatnych odchylek (RSD) vyplhva, ze methylparaben
neni v prostredi TRIS pufru s PG a v prostiedi IPM vhodnym markerem pro hodnoceni

propustnosti koznich Stépu pro kyselinu listovou

4. Hodnocenim miry korelace mezi fluxy kys. listové Jyp a fluxy methylparabenu Jx_
Z pouzitych donorii pomoci Spearmanova koeficientu poradové korelace bylo zjisteno,
Ze ani v jednom z pouzitych donorovych prostiedi neni methylparaben vhodnym markerem

trandermalni permeability kys. listové.
5. Pro dalsi experimenty bych doporucovala pouzit jiny marker pro hodnoceni

transdermalni propustnosti kyseliny listové z nami pouZitych prostredi, pripadné zvolit jina

donorovd prostredi se stejnym markerem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MP
PG
IPM
PO
KL
HPLC

OECD

WHO

TDDS

TEWL

TER

Vo [mi]

Vdop [MI]

Crk [mg/100 ml]
Ck [mg/100 ml]
t [h]

Qt [ng]

J [pg/cm?.h]
Jvpe [pg/em?.h]
Jven [pg/em?.h]
JkL [ng/em?.h]
Jkin [pg/em?.h]
q [pg/em’]

SD

RSD

n

r

Metylparaben

Propylenglykol

Isopropylmyristat

Parafinovy olej

Kyselina listova

Vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography

Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (Organisation for
Economic Cooperation and Development)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)
Transdermalni podani 1é¢iv (Transdermal Drug Delivery systém)
Transepidermalni ztrata vody (Transepidermal Water Loss)
Elektricky odpor ktize (Transcutaneous Electrical Resistence)
Celkové mnozstvi akceleraéniho média (receptorové tekutiny)
Mnozstvi doplnovaného akceptorového média

Nekorigovana koncentrace permeantu v akceptorové fazi
Korigovana koncentrace permeantu v akceptorove fazi

Cas

MnozZstvi permeantu proslého kozni membranou

Flux

Flux methylparabenu

Normalizovany flux methylparabenu

Flux kyseliny listové

Normalizovany flux kyseliny listové

Absolutni ¢len

Smérodatna odchylka

Relativni smérodatnd odchylka

Pocet nanesenych bodu

Korelaéni koeficient
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