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POVZETEK

V magistrskem delu smo zbrali literaturne podatke o fizioloSkem spreminjanju pH vzdolz
tankega Crevesa v pogojih na tes¢e. Izracunali smo pH profil prebavnega trakta od Zelodca
do zacetnega dela debelega Crevesa in povprecen cas, ko je FO v okolju z dolo¢enim pH:
zadrZevanju v kislem okolju zelodca sledi hitri dvig pH v duodenumu, nato sledi prvi pH
plato, pocasno naras¢anje pH vzdolZ tankega ¢revesa do drugega pH platoja v terminalnem
delu pred ileocekalno zaklopko in hiter padec pH ob prehodu v cekum. Zastavili smo si 3
razli¢ne pH profile v okviru fizioloskih vrednosti: povpre¢nega, ter nizjega in visjega.
Spremembe pH v odvisnosti od ¢asa smo zeleli simulirati v »in vitro« sistemu, na
pretoénem sistemu s kroglicami. Z zaporednimi menjavami medijev smo simulirali pH
okolja »in vivo«, od zelodca do debelega ¢revesa. Medij v delovni ¢asi je imel konstanten
volumen 40 mL, v ¢aso smo natehtali steklene kroglice in dodali magnet, ¢aso postavili na
vodno kopel na elektriéni grelnik, z vgrajenim magnetnim mesalom. Tako smo zagotavljali
temperaturo medija v ¢asi 37°C in konstantno mesanje. Silikonski cevki sta dovajali svez
medij v ¢aso in odvajali medij iz ¢aSe s konstantnim pretokom. Za simulacijo Zelod¢nega
medija smo uporabili 0,01 M klorovodikovo Kislino. Za hiter dvig pH smo uporabili
raztopino NasPOs. Za simuliranje ¢revesnih medijev smo uporabili sestavljene citratno-
fosfatne pufre, ki so nam omogocili pripravo pufrov s pH med 6 in 8. Sestavljali sta jih
osnovni raztopini Na2HPO in citronske kisline, ki smo ju dodatno red¢ili, glede na zeleno
pufrsko kapaciteto. Za oster padec pH med simulacijo prehoda terminalnega dela tankega
¢revesa v cekum smo uporabili raztopino H3sPOs4. Za simulacijo kolonskega medija smo
prav tako uporabili citratno-fosfatni pufer. Ker se v sedanji praksi kot simuliran medij za
tanko ¢revo uporablja fosfatni pufer s pH 6,8 po USP (umetni ¢revesni Sok), smo simulirali
pH profil, kjer po ostrem dvigu pH do konca poskusa dovajamo omenjeni fosfatni pufer.
Vse §tiri omenjene pH profile smo simulirali na preto¢nem sistemu ter izvedli spro$¢anje
Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet s HPMC. Topnost Na-diklofenakata se spreminja s pH
in Ze manjSe spremembe pH v simuliranem okolju tankega ¢revesa so se odraZale tudi na
odstotku spros¢ene ucinkovine. Ob primerjavi povprecnih profilov sproséanja v skladu s
Stirimi pH profili opazimo ob dvigu pH porast hitrosti sproS¢anja iz tablete in ob
vzdrzevanju pH na vi§jem platoju vi§ji odstotek spros¢ene ucinkovine.

Kljuéne besede: prebavni trakt, simulacija pH profilov, preto¢ni sistem, citratno-fosfatni

pufri, testi sproscanja, natrijev diklofenakat.



ABSTRACT

Within the scope of the master's thesis we evaluated literature data on physiological pH
values along the small intestine in fasting conditions. We calculated mean pH values of the
gastrointestinal tract with mean time that a dosage form spends at a certain pH: an acidic
environment in the stomach is followed by a sharp rise in pH in the duodenum; then
followed by the first pH plateau and the gradual increase in pH along the small intestine,
followed by the second pH plateau, illustrating the terminal part of the small intestine and
retention of the pharmaceutical form before the ileocaecal valve. The pH plateau is
followed by a drop in pH at the transition to caecum. We have set three different pH
profiles: an average profile as well as a lower and a higher pH profile.

Our intention was to simulate these differences in the pH values »in vitro«, in a glass bead
flow-through system. With a consecutive change of media we simulated the pH
environment »in vivo« from the stomach to the colon. The volume of media in the beaker
was 40 mL, containing glass beads and a magnetic stir bar. The beaker was placed in the
water bath, on an electric heater with a built-in magnetic stirrer. Therefore we provided a
constant media temperature of 37°C and a constant stirring rate. Two silicon tubes were
placed, one to pump fresh media into the beaker and the second to pump out the media
from the beaker with a constant flow rate. In order to simulate gastric media, we used 0.01
M hydrochloric acid, while a solution of NasPO4 was used to raise the pH, simulating
transit to duodenum. Intestinal media were simulated using citrate-phosphate buffers,
which were used to prepare buffers with pH between 6 and 8. Stock solutions of Na;HPO4
and citric acid were diluted to achieve the desired buffer capacity. To mimic a sharp drop
in pH, simulating the transit from terminal part of the small intestine to the caecum, a
solution of H3PO4 was used. For simulated colonic media diluted citrate-phosphate buffers
were also used. Since it is an accepted practice to use USP phosphate buffer with a pH of
6.8 (simulated small intestinal fluid), we performed the experiment, in which after the
sharp increase in the pH values USP phosphate buffer (pH 6.8) was used until the end of
the experiment.

All four of the above-mentioned pH profiles were carried out using the flow-through
system, followed by the investigation of the release of the diclofenac sodium from the
HPMC matrix tablets. The solubility of diclofenac sodium is pH-dependent, and even
minor changes in pH of a simulated environment of small intestine were reflected in the

percentage of the released substance. Thus, when comparing the average release profiles



using all four pH profiles, we noticed that with increasing pH, the amount of the API
released from the tablet at given time also increased. Additionally, maintaining a higher pH
plateau reflected in the higher percentage of API being released.

Key words: gastrointestinal tract, simulation of pH profiles, flow through system, citrate-

phosphate buffers, dissolution tests, diclofenac sodium.



SEZNAM OKRAJSAV

BCS- biofarmacevtska klasifikacija (angl. biopharmaceutics clasification scheme)
FO- farmacevtska oblika

GIT- gastrointestinalni trakt

HPMC- hidroksipropilmetil celuloza

MMC- motori¢ni migracijski kompleks

NSAID- nesteroidne protivnetne u¢inkovine (angl. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
PAS- povrsinsko aktivne snovi

rpm- Stevilo obratov na minuto (angl. revolutions per minute)

RSD- relativna standardna deviacija

RTC- radiotelemetri¢na kapsula (angl. radiotelemetry capsule)

SD- standardna deviacija

USP- Ameriska farmakopeja (angl. United States Pharmacopoeia)
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1 UVOD
1.1 PREBAVNI TRAKT

Prebavna cev in prebavne Zleze tvorijo prebavni trakt. Glavni deli prebavne cevi so ustna
votlina, zrelo, poziralnik, Zzelodec ter tanko in debelo ¢revo, ki se zakljuci z danko in
zadnjikom. Namen prebave je zauzite snovi razgraditi na enostavnejSse molekule, ki se
lahko absorbirajo v krvni in mezgovni obtok. Ustne slinavke, jetra in trebusna slinavka so
prebavne Zleze, ki sodelujejo pri prebavi s svojimi izlocki (1, 2).
1.1.1 ANATOMIJA PREBAVNEGA TRAKTA
Prebavni trakt se zacne z ustno votlino. Nadaljuje se v zrelo, ki v dolzino meri 12-15 cm.
Poziralnik povezuje Zrelo z Zelodcem. Dolzina poziralnika je 25 cm in je miSicasta cev, po
zbere zauzita hrana. Za¢ne se s sfinktrom, razsiri v fundus (zgornji del zelodca), korpus
(telo), antrum in konca s pilorusom (vratarjem). Prostornina medija v praznem Zzelodcu je
okoli 50 mL (20-30 mL (3)), polnega pa do 1,5 L. Pilorus je miSica na koncu Zelodca, ki
odpira pilori¢no odprtino, ter tako spusti vsebino Zelodca naprej v duodenum. Duodenum
oziroma dvanajstnik je zacetni del tankega ¢revesa in meri v dolzino 20-30 cm. V zgornjo
tretjino dvanajstnika se izliva skupno izvodilo iz trebusne slinavke in Zol¢nika. Sok
trebusne slinavke je alkalna tekocina, v kateri so razli¢ni encimi, kot so amilaza, lipaza,
tripsin, kimotripsin in karboksipeptidaza, Zol¢ pa sestavljajo zol¢ne soli, bilirubin in
elektroliti. Duodenumu sledi jejunum, oziroma tes¢e ¢revo. Sluznica tankega Crevesa ima
veliko povr$ino, saj je nagubana in ima Stevilne resice, ter limfne folikle. Jejunumu sledi
ileum oziroma vito ¢revo, ki je zadnji del tankega Crevesa. Sluznica jejunuma je bolj
nagubana in ima vec resic, kot sluznica ileuma. Jejunum in ileum skupaj zajemata najdaljsi
odsek prebavnega trakta, priblizno 6 metrov. Tanko ¢revo se zaklju¢i z ileocekalno
zaklopko (sfinktrom), skozi katero vsebina ¢revesa prehaja v debelo ¢revo. Debelo ¢revo
meri v dolzino 1,5-1,8 m. Razdelimo ga na slepo c¢revo, kolon ter danko. Kolon lahko
podrobneje razdelimo na ascendentni (navzgornji) kolon, transverzalni (pre¢ni) kolon,
descendentni (navzdolnji) ter sigmoidni (esasti) kolon. Prebavni trakt se zaklju¢i z danko
(rektum), oziroma zadnjikom (anus) (1, 2, 3).
1.1.2 FIZIOLOSKE VREDNOSTI V PREBAVNEM TRAKTU NA TESCE

V Zelodcu je pH na tesce obicajno med 1 in 3, volumen teko¢ine pa med 10 in 50 mL, z

nizko pufrsko kapaciteto (4, 5). V ¢lanku Dressmanove in sodelavcev navajajo vrednosti



pH za zelodec na tes¢e med 1,5 in 2, za volumen medija v praznem zelodcu pa 20 do 30
mL (3). V zelod¢nem soku najdemo pepsin, encim, ki spada med eksopeptidaze (3).

Ob prehodu v duodenum pH ostro naraste zaradi izloCanja alkalnega bikarbonata iz
trebusne slinavke, ter Zol¢a. Iz literature je razvidno, da pH vrednost iz 6 v proksimalnem
delu tankega ¢revesa naraste do 7-8 v terminalnem delu ileuma (4, 6). V studiji Evansa in
sodelavcev porocajo o povprecni vrednosti pH 6,6 za proksimalni del tankega Crevesa
(prva ura oddajanja signalov po prehodu radiotelemetri¢ne kapsule v duodenum) in 7,5 za
terminalni del ileuma (5). Tudi v preglednem ¢lanku Dressmanove in sodelavcev (3)
navajajo pH gradient v tankem crevesu, in sicer pH od 4,9 do 6,4 za duodenum, 4,4 do 6,6
za jejunum in 6,5 do 8,0 za ileum (3). Cas prehoda za tanko &revo je povpreéno med 3 in 6
urami, Ceprav porocajo tudi o vecjih nihanjih (3). Zacetni del duodenuma sprejema
endogene sekrete iz para-gastrointestinalnih organov: zlez slinavk (iz ustne votline), jeter
in trebusne slinavke, pa tudi izlo¢ke iz zelodca. Ti sekreti skupno merijo priblizno 6 L
tekocCine na dan. Od tega je priblizno 1-2 L soka trebus$ne slinavke na dan. Vsebuje encime
lipaze, amilaze in proteaze (3). Glede na podatke iz preglednega ¢lanka Dressmanove in
sodelavcev (3), je volumen tekoc¢ine v jejunumu in ileumu v povprecju med 120 in 350
mL.

V studiji lbekwe in sodelavcev (6) so preverili intraindividualno variabilnost pH profila v
prebavnem traktu. Enemu prostovoljcu so v razmaku enega tedna dvakrat na tes¢e merili
pH ter Cas prehoda kapsule vzdolZ prebavnega trakta (z Bravo® kapsulo). Ob prvem
merjenju je prislo do praznjenja Zelodca Ze po pol ure, ¢as prehoda tankega ¢revesa je bil 6
ur, ob drugem merjenju pa se je Zelodec izpraznil po 3 urah in ¢as prehoda tankega Crevesa
je bil 10 ur (6). Vse to kaze na veliko heterogenost »in vivo« okolja znotraj posameznika.
V distalnem ileumu in kolonu so prisotne tudi bakterije, ki izlo¢ajo veliko razli¢nih
encimov (razli¢ne reduktaze in hidrogenaze) (3).

Zanimale pa so nas tudi vrednosti pufrskih kapacitet vzdolz tankega ¢revesa. V predhodni
magistrski nalogi (7) je bil narejen pregled literaturnih podatkov o pufrskih kapacitetah »in
vivo«, ki kaze, da v duodenumu vrednosti na tes¢e nihajo, so pa vecinoma okrog 4

mmol/L/ApH. Nato vzdolz tankega ¢revesa narascajo do 6 mmol/L/ApH v ileumu (7).

Ob prihodu v kolonski del ¢revesa v literaturi poroc¢ajo o padcu pH za 1,35-1,7, oziroma
povpreéno za 1,45+0,2 pH enote (aritmeti¢na sredina=SD), kar pripisujejo fermentacijskim

procesom mikroorganizmov v tem predelu (8), pregled vrednosti v (9). V studiji Evansa in



sodelavcev porocajo o povpre¢nem padcu pH za 1,1 enote; iz pH 7,5 v terminalnem ileumu
na pH 6,4 v zacetnem delu kolona (5). Vendar pa v $tudiji Ibekwe in sodelavcev (6) pri
meritvah niso opazili ostrega padca ob prehodu v cekum, temve¢ vCasih opaznega padca
pH sploh ni bilo, ali pa je bil bolj postopen (6).

Pufrske kapacitete v kolonu so visje kot v tankem ¢revesu, vse do 30-40 mmol/L/ApH,
pregled v (7).

Hidrodinamika v prebavnem traktu omogofa meSanje snovi, prisotnih v lumnu. V
zgornjem delu prebavnega trakta lahko vzorce gibanja razdelimo na 4 razli¢ne; to so:
obdobja brez aktivnosti, segmentalni gibi, propagativnho gibanje (kratkega in dolgega
razpona) in toni¢ni kréi (3). V zelodcu na te$¢e se na vsaki 2 uri pojavijo kr¢i, ki
postopoma postajajo mocnejsi in pogostejsi, dokler ne postanejo tako aktivni, da scistijo
vsebino zelodca v tanko ¢revo (tako imenovana faza Ill). To je del MMC (motori¢ni
migracijski kompleks) gibanja (3). MMC cikel se za¢ne v proksimalnem Zzelodcu in se
pomika proti ileumu, vsakih 60-120 minut se za¢ne nov, sestavljajo pa ga 4 faze (3, 4).
Veliki, ne-raztapljajo¢i objekti (ve¢ji od 1 mm), kot so radiotelemetri¢éne kapsule, se
ponavadi izpraznijo iz zelodca z mocno peristaltiko, ki je prisotna v pozni fazi II ali fazi 111
MMC (3, 4).

Pretoki v razli¢nih predelih tankega ¢revesa, opisani v preglednem ¢lanku Dressmanove in
sodelavcev v stanju na tesée, so ve¢inoma med 0 in 2 mL/min, s povpre¢jem 0,73 mL/min

za jejunum in 0,43 mL/min za ileum (3).

Absorpcija snovi (tudi ucinkovin) je nizka v Zelodcu, saj ta sluzi kot zbirni prostor za
zauZite snovi, kjer se pri¢ne razgradnja s pomo¢jo encimov in kisline (3). Absorpcija snovi
poteka predvsem v tankem crevesu (4). To omogocajo Crevesne gube, resice in $Cetkasti
obrobek. Vendar pa absorpcija posamezne snovi ni enako dobra vzdolz tankega Crevesa,
ampak se razlikuje, glede na prisotnost specifi¢nih transporterjev v steni, ter glede na
povrsino dolofenega predela Crevesa (3). V proksimalnem delu debelega cCrevesa je
absorpcija $e mozna, vendar so mehanizmi aktivnega transporta tu omejeni predvsem na
transport elektrolitov preko membrane. Tudi tesni stiki med celicami so tu tesnejsi in
omejujejo prehod mnogim molekulam preko para-celi¢ne poti. V distalnem predelu kolona
pa absorpcije prakti¢no vec ni, saj ta del sluzi predvsem za oblikovanje in shranjevanje

iztrebka in absorpcijo vode iz lumna (3).



Po peroralni aplikaciji trdne farmacevtske oblike so Stirje moZzni vzroki za nepopolno
absorpcijo iz prebavnega trakta:
o uc¢inkovina se ni sprostila iz FO v primernem ¢asu, ko se je nahajala na predelih GIT,
kjer se dobro absorbira;
o uc¢inkovina je razpadla ali se je tvoril kompleks, ki se ni mogel absorbirati;
o u¢inkovina ni presla uc¢inkovito poti ¢ez steno prebavnega trakta;
o uc¢inkovina je zapadla metabolizmu »en route« (na poti) v sistemsko cirkulacijo (3).
1.1.3 PRIDOBIVANJE PODATKOV O POGOJIH V PREBAVNEM TRAKTU
»IN VIVO«: PREGLED LITERATURE
Karakterizacija pogojev v prebavnem traktu je pomembna za razumevanje procesov
spro$¢anja in absorpcije iz farmacevtskih oblik, apliciranih »per os«. Predvsem so
vrednosti pH pomembne za uc¢inkovine, katerih topnost je odvisna od pH. Takih uc¢inkovin
pa je kar veliko (3). Na spros¢anje in absorpcijo u¢inkovine iz »per os« aplicirane FO
vplivajo fizikalno-kemijski faktorji prebavnega trakta: pH vrednost, kapaciteta pufrov,
osmolalnost; encimski faktorji ter mehani¢ni faktorji, kot sta tlak in gibanje misic v
prebavnem traktu (4).
Skozi ustno votlino in poziralnik gre farmacevtska oblika, ki jo apliciramo »per 0s«, tako
hitro, da obi¢ajno stejemo Zelodec za prvi del prebavnega trakta, kjer pride do zadrzevanja,
zaCetka razpada FO in raztapljanja snovi (4). Zato nas pri peroralni aplikaciji FO zanimajo
podatki za prebavni trakt od vkljuéno Zelodca napre;j.
Za spremljanje nekaterih parametrov, kot je pH vrednost v prebavnem traktu, obstaja veé
tehnik. Uporablja se aspiracija iz zelodca. Tezava te tehnike je predvsem relativna
nedostopnost drugih predelov prebavnega trakta (5). Poleg tega poznamo endoskopske
metode (kot so nazogastri¢ne cevke) in telemetri¢ne kapsule (4).
Med telemetricne kapsule spada IntelliCap® sistem, ki je telemetricna naprava za dostavo
uéinkovin, ki hkrati omogoca tudi doloCanje Casa praznjenja Zelodca in ¢as prehoda
kapsule ¢ez prebavni trakt (od Zelodca do debelega Crevesa, oziroma izloditve iz telesa).
Kapsula meri 27 x 11 mm in jo sestavlja predelek, kjer je zbrana ucinkovina, ter
elektronsko telo iz biokompatibilnih polimerov. V elektronskem telesu so senzor za pH in
temperaturo, brezzi¢ni oddajnik, baterija in ¢rpalka, ki izloca u¢inkovino iz kapsule pod
nadzorom mikroprocesorja. Kapsula je za enkratno uporabo. Poleg dostavljanja u¢inkovin
lahko sluzi tudi kot uporabno diagnosti¢no sredstvo za doloc¢anje prehodov FO, saj lahko v

realnem Casu prikazuje vrednosti pH in spremlja temperaturo vzdolz prebavnega trakta (4).



Brezzi¢ni oddajnik vsakih 10 sekund sporoci podatek o izmerjeni temperaturi in pH
vrednosti. V studiji Kozioleka in sodelavcev (4) sta bili opazovani dve skupini po 10
preiskovancev prvih 10 ur po zauzitju IntelliCap® kapsule in podatki so se v realnem ¢asu
(»real-time data«) prenasali neposredno na rac¢unalnik. Po desetih urah pa so preiskovanci
nosili prenosni sprejemnik podatkov blizu telesa in so lahko zapustili stavbo. Po izlocitvi
kapsule z blatom, so preiskovanci vrnili sprejemnik in takrat so tudi preostale podatke
prenesli na racunalnik (4).

Posameznemu preiskovancu so dolo¢ili gastrointestinalni pH profil in temperaturni profil.
Po celono¢nem postu so preiskovanci pogoltnili IntelliCap® kapsulo z 200 mL vode sobne
temperature. V naslednjih 4 urah niso smeli zauziti nobenih dodatnih tekocin ali hrane. V
drugi skupini so izjemoma popili 20 mL ledeno hladne vode, kar je sluZilo za preverjanje
praznjenja Zelodca (e so zaznali padec temperature, so sklepali, da je bila kapsula Se v
zelodcu) (4).

Povpre¢na izmerjena pH vrednost v Zelodcu je bila 2,7+0,8 (aritmeti¢na sredina+SD).
Zacetne izmerjene vrednosti v Zelodcu so nihale med pH 1 in 8; visoke vrednosti bi lahko
pojasnili z vodo, zauzito z IntelliCap® kapsulo, ter s sekreti iz ust (slino). Kasnejsa nihanja
izmerjenega pH v zelodcu pa so verjetno posledica refluksa manjsih koli¢in vsebine iz
duodenuma, ki vsebujejo alkalen bikarbonat. Ker ima Zelod¢na vsebina na tes¢e majhen
volumen in nizko pufrsko kapaciteto, pride hitro do omenjenih nihanj. Mediana Casa
praznjenja Zelodca (to je cas od aplikacije pa do nenadnega porasta pH ob prihodu v
duodenum) je bila 30 minut, minimalen ¢as 7 in maksimalen ¢as 202 minuti (4).

V proksimalnih delih tankega ¢revesa je pH vrednost narastla na 5,9-6,3 (aritmeti¢na
sredina+SD: 6,0+0,2), nakar je tekom prehoda proti terminalnemu delu narasc¢ala, tako da
so bile na koncu ileuma vrednosti med 7,4 in 7,8 (aritmeti¢na sredinatSD: 7,7+0,15).
Tukaj so nihanja izmerjenih vrednosti manjsa kot v Zelodcu. Razpon c¢asov, ki jih je
kapsula potrebovala za prehod tankega ¢revesa (od prihoda v duodenum do padca pH ob
prehodu v cekum) je bil od 67 do 532 minut, z mediano 247 minut. V kolonu so zaznali
zelo raznolike pH vrednosti med 5 in 8, s povprec¢jem 6,5+0,3 (aritmeti¢na sredina+SD).
Padec vrednosti pH v cekumu je posledica tvorbe kratkoveriznih mascobnih kislin, ki
nastajajo z bakterijsko fermentacijo. Zaradi razli¢ne regionalne razporeditve mikrobiote v
kolonu in kompleksnih vzorcev gibanja misic, ter meSanja vsebine, pride do ve¢jih razlik v

izmerjenem pH. Cas prihoda kapsule v cekum (&as od aplikacije kapsule pa do prihoda v



cekum) je bil od 74 do 578 minut, z mediano 272 minut. Porocajo torej o precej$njih
interindividualnih nihanjih (4).

V $tudiji Ibekwe in sodelavcev (6) pa so uporabili Bravo® kapsulo, radioozna¢eno z
indijem 111, ki je merila pH vrednosti med Zelodcem in ascendentnim kolonom. Merili so
tudi ¢as prehoda FO. Bravo® kapsula je radiotelemetric¢en sistem za spremljanje pH, velika
je 5x 6 x 25 mm, tehta 1,50 g, je neprebavljiva in za enkratno uporabo. Spremlja lahko pH
v intervalu od 0,5 do 9,0. Raziskava je potekala na osmih zdravih preiskovancih. Le-ti so
kapsulo pogoltnili in signale je oddajala vsakih 6 sekund. Signale je beleZil sprejemnik, Ki
so ga preiskovanci nosili pripetega okrog pasu. Bravo® kapsule so aplicirali skupaj z
radiooznacenimi (Tc 99m) tabletami, prekritimi s polimerom Eudragit S. Glavni cilj $tudije
je bil namre¢ preuciti razmerje med gastrointestinalnim pH, ¢asom prehoda GIT, ter Casi
zadrzevanja na dolo¢enem mestu, za FO, prekrite z Eudragitom S. Poudarek je bil na ¢asu
trakta. Tu bi naj prislo do raztapljanja Eudragita S, ki se pri¢ne raztapljati pri pH 7. Prehod
tablet Bravo® kapsul skozi prebavni trakt so spremljali z gama scintigrafijo (6).

V skupini osmih preiskovancev (6) je bilo povprecje izmerjenih pH vrednosti v Zelodcu na
teS¢e 1,4+0,4 (aritmeti¢na sredina+SD). Bravo® kapsula je v povpre¢ju presla iz Zelodca v
duodenum po 62+21 minutah. V zafetnem delu tankega Crevesa (brez zadrzevanja pred
ileocekalnim sfinktrom) je bila tableta 225+100 minut, pH pa je bil v proksimalnem delu
tankega Crevesa 6,8+0,3, nato se je v srednjem delu povzpel na 6,8+0,3. V distalnem
tankem Crevesu, vklju¢no z ileocekalnim sfinktrom, se je pH nato zviSal na 7,24+0,4,
kapsula pa se je tam zadrZevala v povpre¢ju 122+107 minut. Kapsula je prispela v cekum
po povpreéno 381+154 minutah, izmerjeni pH v ascendentnem cekumu pa je bil v
povprecju 6,5+0,8. Zakljucili so, da je Cas prehoda kapsule od zauZitja pa do prihoda v
cekum znatno variabilen, prav tako tudi pH (6).

V studiji Evansa in sodelavcev (5) so 72 prostovoljcem, starim povprecno 26 let, aplicirali
na pH obcutljivo radiotelemetricno kapsulo RTC (Radiotelemetry Capsule). Kapsulo
sestavljata steklena elektroda, z vgrajeno referenéno kapico, in baterija. Preiskovanci so jo
pogoltnili z malo vode. Je nerazgradljiva, neinvazivna in signale oddaja vsakih 12 sekund.
Meritve je lahko izvajala do 48 ur, kar je ponavadi zadostovalo za meritve od zelodca pa
do rektuma. Signale so shranjevali na prenosnem detektorju, ki so ga preiskovanci nosili
privezanega okrog pasu. Lokacijo kapsule v prebavnem traktu so dolocali preko

zaznavanja radiotelemetriCnega signala, ki ga je oddajala kapsula, S prenosnim



detektorjem, prehod v duodenum pa so potrdili tudi s hitrim dvigom pH iz kislega na
vrednosti pH nad 5. Polozaj kapsule je bil doloc¢en glede na mesto na povrsini trebuha, kjer
je bila mo¢ signala najvecja. Trebusni predel so razdelili na 9 predelkov. Polozaj kapsule
do dolocali na 2-4 ure in ga primerjali z izmerjenim pH ob istem ¢asu. Ko so zaznali
prehod kapsule v duodenum, je bilo preiskovancem dovoljeno piti in jesti, prej so bili tesci
(5).

V tej Studiji so spremljali predvsem ¢ase prehoda in pH v tankem in debelem ¢revesu. Za
zelod¢ni pH navajajo vrednosti med 1,0 in 2,5. Tanko ¢revo so razdelili na proksimalno
(prva ura meritev po dvigu pH ob prehodu v duodenum) in distalno (zadnja ura meritev
pred padcem pH ob prehodu v cekum). Vmesni del zajema srednje tanko crevo. V
proksimalnem delu tankega crevesa je bil povprecni izmerjen pH 6,6+0,5 (aritmeti¢na
sredina+SD), v srednjem 7,4+0,5 in v distalnem 7,5+0,5. Najmanj$a nihanja v izmerjenih
vrednostih so bila v distalnem delu, kjer se je kapsula zadrzevala pred ileocekalnim
sfinktrom (5).

Debelo ¢revo so razdelili na desni kolon (4 ure po prihodu v cekum), levi kolon (4 ure pred
prihodom kapsule v rektum) in srednji kolon (vmesno obdobje). V desnem kolonu so
izmerili povpre¢ni pH 6,4+0,6 (aritmeti¢na sredina+SD), in porocali o ve¢ nihanjih.

Srednji kolon je imel v povpre¢ju pH 6,6+0,8 in levi 7,0+0,7 (5).

1.2 TESTI SPROSCANJA
Pomembna in aktualna je napoved »in vivo« dogajanja s testi spros¢anja, ki je tem boljsa,
¢im bolje uspemo ¢im ve¢ parametrov iz prebavnega trakta dovolj dobro simulirati v »in
vitro« sistemu sproScanja. BoljSo simulacijo pa dosezemo s premiSljeno sestavo
uporabljenih medijev, z ustreznim volumnom medijev, pretoki, vzorci me$anja medijev ter
Casom trajanja poskusov (3).

1.2.1 BCS KLASIFIKACIJA
Za odlocitev, kdaj lahko testi spro$€anja pomenijo dobro napoved »in vivo« obnaSanja
uéinkovine, moramo dobro poznati fizikalno-kemijske lastnosti uéinkovin. Pri odlo¢anju,
kdaj nam bodo testi sproS€anja v pomoC pri nacrtovanju in ocenjevanju »per oS«
apliciranin FO nam lahko pomaga BCS klasifikacija (»Biopharmaceutics Clasification
Scheme«). BCS Kklasifikacija nudi kategorizacijo zdravilnih u¢inkovin v §tiri razrede, z

ozirom na njihove topnostne lastnosti ter zmoznosti prehajanja mukoze v prebavnem traktu



(3). BCS klasifikacija torej obravnava dva mozna vidika omejitve bioloske uporabnosti po
»per os« aplikaciji zdravila.

V razred | spadajo ZU z dobro topnostjo in dobro permeabilnostjo. V razredu Il najdemo
ucinkovine z nizko topnostjo in dobro permeabilnostjo. Za razred II je tako hitrost
raztapljanja oziroma sproscanja uc¢inkovine iz FO glavna omejitev za absorpcijo, in mozno
je dolo¢iti mo¢no povezavo med rezultati testov sproSc¢anja, ter hitrostjo absorpcije »in
vivo. V razredu Il najdemo ZU, ki so dobro topne in slabo permeabilne, v razredu IV pa
sta tako topnost kot permeabilnost slabi. (3). Zaradi njihovega vpliva na topnost in na
spros¢anje morajo biti parametri, kot so pH, ionska mo¢, prisotne povrSinsko aktivne snovi
(PAS), pufrska kapaciteta in volumen medija pri poskusih spros¢anja ¢im bolj podobni
fizioloskim pogojem. Vse omenjeno je smiselno vzeti v obzir pri nacrtovanju medijev za

teste.

1.3 NESTEROIDNE PROTIVNETNE UCINKOVINE
Nesteroidne protivnetne ucinkovine (NSAID) so zdravilne uéinkovine, Ki po kemijski
strukturi niso steroidi, ter imajo izrazeno protibolecinsko, protivnetno in antipireti¢no
delovanje (10). So ena od bolj uporabljanih skupin zdravilnih u¢inkovin, uporabljajo se
predvsem za zdravljenje revmatoidnih bolezni. Mednje spadajo ibuprofen, ketoprofen,
naproksen, indometacin, diklofenak in drugi. Nesteroidne protivnetne u¢inkovine delujejo
tako, da inhibirajo COX izoencime (ciklooksigenaze) (10, 11).
1.3.1 DIKLOFENAK
Diklofenak je pogosto uporabljana u¢inkovina, ki spada v razred nesteroidnih protivnetnih

u¢inkovin (NSAID). Je derivat aminofenilocetne kisline (10).
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Slika 1: Strukturna formula natrijevega diklofenakata (12).

Diklofenak se uporablja predvsem za zdravljenje osteoartritisa, revmatoidnega artritisa in
ankilozirajocega spondilitisa (10). Uporaba diklofenaka poveca tveganje za krvavitve v
GIT in kardiovaskularne stranske uc¢inke. (10, 11).

Zaradi boljse topnosti se diklofenak uporablja v obliki soli, predvsem natrijeve in kalijeve
(10). Strukturna formula natrijevega diklofenakata je prikazana na Sliki 1. Natrijev
diklofenakat je bledorumene do svetlo bez barve, rahlo higroskopen prasek brez vonja
(12).

Na poskusih na miSih so dokazali, da ima diklofenak 6-krat moc¢nejSe analgeti¢no
delovanje kot indometacin in 40-krat mocnejSe kot acetilsalicilna kislina (11). Kot
antipiretik je dvakrat mocnejsi od indometacina in ve¢ kot 350-krat mocnejSi od
acetilsalicilne kisline, kot so pokazali s poskusi na podganah (11). Ima tri potencialne
mehanizme delovanja: inhibicija ciklooksigenaze, kar se kaze kot zmanjSano nastanjanje
prostaglandinov in tromboksanov; inhibicija lipooksigenazne poti, kar se kaze kot
zmanj$ano nastajanje predvsem provnetnega levkotriena B4; inhibicija spros$c¢anja
arahidonske kisline in zmanjSanje njene uporabnosti (11).

Absorpcija po »per os« aplikaciji je hitra in popolna, najvecja plazemska koncentracija je
dosezena po 1,5 do 2,5 urah. V veliki meri se veze na serumske proteine, predvsem na
albumin. Zaradi metabolizma prvega prehoda v jetrih je bioloska uporabnost samo 50-60%
zauzite doze (10).

Po BCS klasifikaciji se diklofenak uvrséa v razred II ué¢inkovin, z dobro permeabilnostjo in
slabo topnostjo (10). Topnost diklofenaka pa je mo¢no odvisna od medija za raztapljanje.
V kislih medijih je zelo slabo topen, z visanjem pH medijev pa se topnost izboljsuje (13).
V literaturi najdemo podatke za topnost natrijevega diklofenakata: 0,0017 mg/mL v 0,01 N
HCl in 1,36 mg/mL v fosfatnem pufru s pH 7 (pri 23+£2°C) (10).

pH medija na topnost vplivata tudi ionska mo¢ in sestava medija, vendar je njun vpliv na
topnost manjsi, kot vpliv pH. V medijih z vi§jo ionsko mocjo je njegova topnost nizja kot v
medijih z nizjo ionsko moc¢jo pri enakem pH (14). Opazili so tudi, da je topnost v medijih,
ki vsebujejo NaCl, nekoliko nizja v primerjavi z mediji, ki vsebujejo KCI. Razlog za to je
verjetno vpliv skupnih natrijevih ionov (14).

Ne najdemo ga v obliki polimorfizmov, obstaja pa v obliki hidratov, predvsem tri- in
tetrahidrata, vendar se v farmakopejskih farmacevtskih izdelkih kot u¢inkovina uporablja



le brezvodna oblika (anhidrat). Njegov porazdelitveni koeficient logP za sistem n-
oktanol/vodni pufer je 1,4 pri pH 6,8. pKa vrednost je 3,80, pri temperaturi 25°C (10).

Na trgu so registrirane trdne peroralne FO s 12,5 mg, 25 mg ali 50 mg natrijeve soli
diklofenaka s takojsnjim spros¢anjem. Obstajajo tudi FO z vecjo vsebnostjo u¢inkovine,

vendar s podaljSanim spros¢anjem (10).
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2 NAMEN

Rezultati sodobnih Studij kazejo na to, da sedanja praksa simulacij stanja na tesCe v
prebavnem traktu ne ponazarja dejanskega stanja v fizioloskih pogojih pri odraslem
¢loveku. Konstantna sestava uporabljenih medijev, konstanten pH in prevelik volumen
medijev so glavni razlogi za to. S to nalogo bomo dolo¢ili odstotek spros¢ene ucinkovine
iz ogrodne tablete v odvisnosti od ¢asa, v modelnem sistemu, ki ponazarja fizioloske pH
profile vzdolz prebavnega trakta od zelodca do kolona.

Za eksperimentalni del naloge bomo uporabili na Katedri za biofarmacijo in
farmakokinetiko razvit preto¢ni sistem s kroglicami. Po podrobni Studiji literaturnih virov
bomo izvedli postopek zaporedne menjave medijev, s katerim bomo ponazorili povpreéni
pH profil, ki bo podrobneje sledil spremembam pH tekom prebavnega trakta, od Zelodca
pa do prehoda v debelo crevo. Poleg povprecnega profila bomo z zaporedno menjavo
literaturnih virih.

Zvezno spreminjanje pH po pH profilih bomo izvedli z uporabo citratno-fosfatnih pufrov,
Ki omogocajo izdelavo pufrov s pH v SirSem obmoc¢ju med 3 in 8. Za simulacijo zacetnega
kislega zelod¢nega okolja bomo uporabili vodno raztopino klorovodikove kisline. Za
skoke in padce pH bomo uporabili mo¢no bazi¢no raztopino NazPOa in Kislo raztopino
ortofosforne kisline, razli¢nih koncentracij. Za primerjavo bomo simulirali tudi pH profil,
kjer je prvi del profila (simulacija kislega Zelod¢nega okolja) enak ostalim, nadaljevali pa
bomo s pogosto uporabljanim fosfatnim pufrom s pH 6,8 po ameriski farmakopeji.
Zanimali nas bodo $e profili spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz ogrodnih tablet v
zaporedno uporabljenih medijih v skladu s $tirimi omenjenimi pH profili, ter morebitne
razlike v hitrosti in celokupni koli¢ini spros¢ene ucinkovine. Za primerjavo bomo v
medijih, s katerimi bomo simulirali pH profil s fosfatnim pufrom (simuliran ¢revesni medij

po USP, pH 6,8), sproscali tudi ogrodne tablete z ibuprofenom.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 OBDELAVA LITERATURNIH PODATKOV
3.1.1 METODE

Engauge je racunalniSki program, v katerem lahko sliki dolo¢imo tri zacetne tocCke-
koordinatni sistem. Nato lahko krivuljam od¢itamo vrednosti v vseh tockah.
S pomocjo tega programa smo od¢itali vrednosti neposredno iz grafov, ki so prikazovali

individualne pH profile preiskovancev v odvisnosti od ¢asa iz literature (4, 5, 6).

Ko smo s programom Engauge pridobili tocke v koordinatnem sistemu, smo znova narisali
graf individualnih pH profilov v programu Excel. Iz teh grafov smo lahko od¢itali
vrednosti, ki so nas zanimale, in oblikovali tabelo (Rezultati, Preglednica XIII). To nam je
sluzilo kot osnova za nacrtovanje eksperimentalnega dela; za naértovanje pH profilov, ki

smo jih v nadaljevanju Zeleli simulirati.

3.2 LABORATORIJSKI DEL
3.2.1 APARATURE

Pretocni sistem s kroglicami sestavljajo:

o peristalti¢ni ¢rpalki IKA® -WERKE 1SM817, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG,
Staufen, Nemcija (interni oznaki B1 in B2);

° silikonske pretone cevke (debelina silikona 1,6 mm, notranji premer 3,2 mm,
zunanji premer 6,4 mm, dolzina 62 cm), Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Nemcija;

. kovinska mrezica (premer odprtin 500 um);

. stojali za peristalticni ¢rpalki;

e magnetni mesali z elektri¢nima grelcema IKA®-RET CV, IKA®-WERKE GmbH &
Co. KG, Staufen, Nemcija;

. dve vodni kopeli;

. delovni ¢asi 150 mL (notranji premer 55 mm), Schott Duran, Nemcija;

. magneta dolZine 50 mm;

. polipropilenski pokrovi za ¢ase z ve¢ odprtinami;

12



digitalni Stoparici Hanhart 06A03, Hanhart 1882 GmbH, Giitenbach, Nemcija;

pH meter Mettler Toledo MP220, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach, Svica;
elektroda Mettler Toledo InLab®Expert Pro, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Svica;

Steklene kroglice (premer 1 mm).

Druge aparature:

UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
ZDA;

digitalna tehtnica Exacta 300 EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija;

analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Svica;

avtomatske pipete 100-1000 pL, 500-5000 upL in 1-10 mL, Eppendorf research,
Hamburg, Nemcija;

ultrazvocna kopel Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;

ultrazvo¢na kopel Bandelin Sonorex RKS514BH, Bandelin electronic, Berlin,
Nemcija;

tabletirka na udarec, Killian SP 300, Killian and Co GmbH, Nemc¢ija.

Laboratorijska steklovina in pribor:

¢ase 25 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL;

polnilne bucke 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000
mL;

merilni valji 50 mL, 100 mL, 250mL, 1000 mL;

polnilne pipete ImL, 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, Blaubrand, Nemcija;
centrifugirke 10 mL,;

spatule, Zlicke;

plasti¢ne brizge 5 mL;

membranski filtri za brizge Sartorius RC 0,45 um

¢olnicki, tehtici;

steklene in plasti¢ne kapalke.

3.2.2 MATERIALI
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natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo 1 L 1 M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

klorovodikova kislina, Titrisol® za pripravo 1 L 1 M HCI, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

ortofosforna kislina 85%, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

dinatrijev hidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

trinatrijev fosfat dodekahidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

citronska kislina brezvodna, p.a., Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Nem¢ija;

natrijev diklofenakat, p.a., Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA;

ibuprofen, p.a., Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA,

Metolose 90SH 4000SR, Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tokio, Japonska;

pufrska raztopina s pH = 7,00 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

3.2.3 METODE

10 mM HCI; v 1000 mL bucko, v katero smo prej nalili nekaj pre¢is¢ene vode, smo
z avtomatsko pipeto prenesli 10 mL 1 M HCI in s precis¢eno vodo dopolnili do
oznake,

100 mM NaOH; v 2000 mL bucko, v katero smo prej nalili nekaj pre¢iscene vode,
smo z merilnim valjem dolili 200 mL 1 M NaOH in s pre¢is¢eno vodo dopolnili do
oznake,

55 mM NasPOs; v 50 mL bucko smo kvantitativno prenesli 1,0455 g
NasPO4-12H20 in s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.

100 mM NasPOs4; v 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 3,8018 g
NasPO4:12H20 in s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.

0,425 % HsPOa4; v 100 mL bucko, v kateri je bilo nekaj preciscene vode, smo z
avtomatsko pipeto odmerili 0,5 mL 85% H3POs in s pre¢iséeno vodo dopolnili do
oznake.

0,85 % H3POs; v 100 mL bucko, v kateri je bilo nekaj precis€ene vode, smo z
avtomatsko pipeto odmerili 1,0 mL 85% H3POs in s preciséeno vodo dopolnili do

oznake.
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o 0,200 M NazHPOg; 28,392 g Na,HPOs smo kvantitativno prenesli v 1000 mL
bucko, priblizno do treh Cetrtin nalili prec¢is¢eno vodo, dobro pretresli in s pomocjo
ultrazvoka raztopili preostalo neraztopljeno substanco 10-20 minut. Nato smo
dopolnili s precis¢eno vodo do oznake,

o 0,109 M citronska kislina; 4,203 g brezvodne citronske kisline smo kvantitativno

prenesli v 200 mL bucko in raztopili v pre¢isceni vodi ter dopolnili do oznake.

Fosfatni pufer smo pripravili z zatehto ustrezne koli¢ine KH2PO4, ki smo jo kvantitativno
prenesli v bucko. Potem smo dolili pre¢is¢eno vodo priblizno do polovice bucke, raztopili
KH2PO4 na ultrazvocni kopeli, nato dolili Se ustrezni volumen NaOH, ter dopolnili s
precis¢eno vodo do oznake.

e Fosfatni pufer 50 mM, pH = 6,8: v 2000 mL bucko smo kvantitativno prenesli 13,6 g

KH2POg, ga raztopili v precisceni vodi, dodali 44 mL 1 M NaOH, ter s pre¢is¢eno vodo
dopolnili do oznake.

Citratno-fosfatne pufre smo pripravljali iz osnovnih raztopin: 0,200 M Na;HPOQO4 (raztopina
A) in 0,109 M citronske kisline (raztopina B) in jih nato dodatno red¢ili. Glede na Zeleni
kon¢ni pH smo vzeli kot osnovo doloceno razmerje volumnov obeh osnovnih raztopin, ki
smo ga odcitali iz tabele za pripravo koncentriranih Mcllvainovih pufrov (Preglednica I).
Ker se naSi pufri razlikujejo v koncentraciji osnovne raztopine citronske kisline, v
nadaljevanju ne bomo uporabljali poimenovanja Mcllvainovi pufri, temve¢ citratno-

fosfatni pufri.

Preglednica I: Podatki za pripravo koncentriranin Mcllvainovih pufrov s koné¢nim volumnom 20 mL.
Osnovni raztopini sta 0,2 M raztopina Na;HPO. in 0,1 M raztopina citronske kisline, ki ju zmeSamo v

volumskem razmerju za doloc¢en pH, kot je navedeno v tabeli (15).

[t 78 i V 0,2 M NazHPO4 \% O,_l M citronske
[mL] kisline [mL]
2,2 0,40 19,60
2,4 1,24 18,76
2,6 2,18 17,82
2,8 3,17 16,83
3,0 4,11 15,89
3,2 4,94 15,06
34 5,70 14,30
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3,6 6,44 13,56
3,8 7,10 12,90
4,0 7,71 12,29
4,2 8,28 11,72
4,4 8,82 11,18
4,6 9,35 10,65
4,8 9,86 10,14
5,0 10,30 9,70
5,2 10,72 9,28
54 11,15 8,85
5,6 11,60 8,40
5,8 12,09 7,91
6,0 12,63 7,37
6,2 13.22 6,78
6,4 13,85 6,15
6,6 14,55 5,45
6,8 15,45 4,55
7,0 16,47 3,53
7,2 17,39 2,61
7,4 18,17 1,83
7,6 18,73 1,27
7,8 19,15 0,85
8,0 19,45 0,55

Redc&enje osnovnih raztopin

Glede na Zeleno koncno red¢itev smo osnovni raztopini v ustreznem razmerju odpipetirali
v bucke razli¢nih volumnov in nato dopolnili do oznake s prec¢is¢eno vodo. Potem smo s
pH metrom preverili pH, ki je lahko od ciljne vrednosti odstopal za najve¢ 0,05 enote v obe
smeri. Nato smo tako dobljenemu pufru dolocili Se pufrsko kapaciteto, po postopku,
opisanem v poglavju 3.2.3.6. Glede na izmerjeno pufrsko kapaciteto pripravljenega pufra
smo nato povecali ali zmanjsali red¢itve pufra (povecali ali zmanj$ali smo koli¢ino vode,
ki smo jo dodali osnovnima raztopinama). Ob dolo¢enem pH raztopine, smo zeleli tudi, da
je izmerjena pufrska kapaciteta v obmocju med 4 in 6 mmol/L/ApH za medije, ki so
simulirali tanko ¢revo, za simuliran medij za kolon pa visje od tega, pregled podatkov v

(7). Podatki o recepturah za vse uporabljene citratno-fosfatne pufre so zbrani v Preglednici
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Preglednica 11: Volumna obeh osnovnih raztopin: 0,200 M Na;HPO. (raztopina A) in 0,109 M citronske

kisline (raztopina B), za ustrezno red¢en pufer zelene pH vrednosti in pufrske kapacitete. Vsi pufri simulirajo

medije za tanko Crevo, razen zadnjega s pH 6,2, ki simulira kolonski medij.

. . Pufrska
V(raztopina A) | V(raztopina B) V redcene )
pH pufra é kapacieta pufra
[mL] [mL] raztopine [mL] [mmol /L/ApH]
5,8 19,10 14,24 500,0 3,19
6,4 21,625 11,715 500,0 4,00
6,6 22,80 10,50 500,0 51
7,3 28,20 5,10 500,0 6,17
7,7 30,75 2,63 500,0 4,77
8,0 32,10 1,20 500,0 34
6,2 78,75 46,27 500,0 13,9

Za dolocitev koncentracije diklofenakata v vzorcih smo uporabili spektrofotometri¢no
metodo. Uporabili smo UV spektrofotometer in stekleno kiveto. Dolzina, ki jo prepotuje
zarek Cez kiveto je 1 cm.

Merili smo absorbanco uéinkovine v vzorcu. Diklofenak ima absorpcijski maksimum pri
valovni dolzini 276 nm, ibuprofen pa pri 221 nm, zato smo snemali spektre med 200 in 400
nm. 400 nm je bila kontrolna valovna dolZzina.

S pomoc¢jo umeritvenih premic smo iz izmerjene absorbance nato dolo¢ili koncentracijo
ucinkovine v raztopinah vzorcev.

Za slepo raztopino smo vedno uporabili enak pufer v razmerju z NaOH, kot v posameznem

VZOrcCu.

Postopek izdelave umeritvene premice smo zaceli s tehtanjem 10 mg ucinkovine na
Colnic¢ek na analitski tehtnici. Natan¢no zatehtano maso smo si zapisali in u¢inkovino nato
kvantitativno prenesli v 100 mL bucko. Na podlagi dejansko zatehtane mase smo
izraCunali natan¢no koncentracijo osnovne raztopine.

Za poskuse, pri katerih smo vzorce zbirali v 0,1 M NaOH, smo osnovno raztopino za
umeritvene premice pripravili v 0,1 M NaOH. Zatehtano u¢inkovino v bucki smo raztopili
v 0,1 M NaOH in dopolnili do oznake.

Za poskuse, pri katerih pa vzorcev nismo zbirali v 0,1 M NaOH, smo osnovno raztopino z

ucinkovino pripravili v pre¢is¢eni vodi, po enakem postopku (komentar v Razpravi 5.5.1).

Redéenje osnovne raztopine
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Iz osnovne raztopine smo s polnilnimi oziroma avtomatskimi pipetami jemali razli¢ne
volumne alikvotov, jih nato prenesli v Ciste bucke, in jih do oznake dopolnili z ustrezno
raztopino.

Pri poskusih, pri katerih smo vzorce zbirali v merilne valje z 0,1 M NaOH, smo v bucko, v
katero smo prenesli alikvot osnovne raztopine, s pomocjo merilnega valja do polovice
volumna dopolnili z 0,1 M NaOH, nato pa do oznake z ustreznim pufrom.

Za umeritvene premice za poskuse brez NaOH (take so bile stiri, za pufre s pH 6,2, 6,4, 7,7
ter fosfatni pufer s pH 6,8) smo v bucko prenesli alikvot osnovne raztopine in nato
dopolnili z ustreznim pufrom do oznake.

Z umeritvenimi premicami smo zeleli ustrezno pokriti pH obmocje, v katerih smo se gibali
tekom izdelave naloge. Glede na manjSo topnost diklofenakata v kislem, smo si izbrali
razpon koncentracij v 0,01 M HCI med 0,5 in 10 mg/L. Pri vi§jih pH fosfatnega in citratno-
fosfatnih pufrov, pa smo zaobjeli obmocje vsaj med 1 in 40 mg/L.

Za izdelavo umeritvenih premic smo torej izmerili absorbance raztopinam z Ze znano
koncentracijo natrijevega diklofenakata v pufrih razli¢nih pH. 1z tega smo dolo¢ili linearno
zvezo med izmerjeno absorbanco in koncentracijo u¢inkovine v raztopinah vzorcev, drzi
Beer-Lambertova zveza:

A=¢g-c-1

A= absorbanca [nm]

I= dolzina, ki jo prepotuje zarek [cm]

c= koncentracija [mol/L]

€= molarni absorpcijski koeficient [L/mol/cm].

S pomocjo linearne regresije smo dolo¢ili tudi Pearsonov koeficient korelacije, r2. Velja, da
blizje kot je 1, bolj linearna je povezava. Podatki o postopku dolo¢itve umeritvenih premic

so zbrani v Preglednicah 111 in IV.

Preglednica I11: Tri osnovne raztopine Na-diklofenakata, zatehte u¢inkovine in njihove koncentracije za

umeritvene premice.

Osnovna m (Na-
raztopina v diklofenakat)
0,1 M NaOH [mg]

Umeritvene premice,
kjer smo uporabili
osn. razt.

0,01 M HCI
Fosfatni pufer 6,8
Citratno fosfatni pufer
6,4
Citratno fosfatni pufer
7,7

V (osnovne Konc. osnovne razt.
razt.) [mL] [mg/mL]

A 10,19 100 0,102
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Vsi z 0,1 M NaOH,;
1:1
0,01 M HCI
Fosfatni pufer 6,8
Citratno fosfatni pufer
6,4
Citratno fosfatni pufer
7,7
Vsiz 0,1 M NaOH;
1:1
0,01 M HCI
Fosfatni pufer 6,8
Citratno fosfatni pufer
6,4
Citratno fosfatni pufer
7,7
Citratno fosfatni pufer
6,2
Vsi z 0,1 M NaOH;
1:1

B 10,97 100 0,110

Cc 10,44 100 0,104

Preglednica IV: Primer izdelave umeritvene premice za Na-diklofenakat v fosfatnem pufru s pH=6,8; v
razmerju 1:1 z 0,1 M NaOH. Navedene so red¢itve osnovnih raztopin (kolikokrat smo red¢ili osnovno

raztopino), koncentracije in izmerjene absorbance.

Redtenje | O Konc. ZU [mg/L] All
100 A 1,019 0,0403
20 B 5,485 01818
10 c 10,44 033215
6,66 A 15,285 0,5185

5 B 21,94 0,7041
4 c 26,1 0,8358
3,33 A 3057 1,0179
25 B 43,88 1,393
2 c 52,2 1,6465

Pufrsko kapaciteto smo sproti dolocali vsem pripravljenim pufrom. pH-meter smo uravnali
(umerili) na 7,00. Nato smo 40 mL pufra, ki smo mu zeleli dolo¢iti kapaciteto, odmerili v
manj$o ¢aso in jo postavili v vodno kopel (37°C) na magnetno mesalo. Nato smo pocakali
2-3 minute, da se je pufer ogrel, ter priceli z dodajanjem kisline. Z avtomatskimi pipetami
smo postopoma dodajali 0,1 M HCI v ¢aso s pufrom, pri tem pa ves ¢as merili pH v ¢asi.
Odcitali smo zacetni pH in si ga zapisali. Najprej smo dodajali manjse koli¢ine HCI, po 50

uL, nato pa glede na spremembe pH tudi vecje koli¢ine, vse do 200 uL naenkrat. Ko se je
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pH pufra spremenil za 0,3 enote (natan¢no podano v Rezultatih v Preglednici XV), smo
poskus zakljucili. Na podlagi koli¢ine dodane kisline in natan¢ne spremembe pH, smo
izraCunali kapaciteto. Formula:

p=c/ ApH

= pufrska kapaciteta [mmol/L/ApH]

c= koncentracija kisline [mmol/L]

ApH= sprememba pH [/]

Koncentracijo kisline smo dobili tako, da smo mnozino dodane Kisline delili s celokupnim
volumnom medija.

Ce smo Zeleli dolo¢iti kapaciteto v Gasi pretodnega sistema tekom poskusa izdelave pH
profila, smo poskus ob dolo¢enem casu prekinili in nato 40 mL vzorca v ¢asi direktno

dodajali 0,1 M HCI, ter ves ¢as merili pH in nato izracunali kapaciteto.

Preto¢ni sistem smo sestavili iz delov, navedenih v poglavju 3.2.1. Najprej smo v stekleno
Zaso natehtali 25 g steklenih kroglic in dodali magnet. Caso smo s pomoéjo pokrova iz
stiropora namestili v vodno kopel, ki je vzdrZevala stalno temperaturo 37°C, s pomocjo
elektricnega grelca, na katerega smo jo postavili. VV grelec je vgrajeno tudi magnetno
mesalo, ki je zagotavljalo stalno meSanje vsebine Case z izbranimi 50 rpm. Volumen
medija v ¢asi je bil vedno 40 mL.

Stalen pretok skozi ¢aSo je zagotavljala peristalticna ¢rpalka s hkratnim pretokom skozi
dve cevki, dovodno in odvodno. Pretok skozi obe je bil enak, zato se volumen raztopine v
¢asi tekom poskusa ni spreminjal. Dovodna cevka je v sistem dovajala sveZ pufer, odvodna
cevka pa je odvajala vzorec iz ¢aSe v merilni valj. Pretok smo Zeleli ¢im bolj priblizati 2
mL/min. To smo preverili s poskusnim ¢rpanjem vode iz ¢aSe v dva stehtana merilna valja,
v enega smo ¢rpali vodo z dovodno cevko in v drugega z odvodno. Po to¢no 20 minutnem
¢rpanju smo Crpalko ustavili in primerjali maso prec¢rpane vode v valjih. Po potrebi smo
privili ali odvili zunanji vijak vpenjalnih parov vijakov, s katerimi lahko stisnemo ali
raz$irimo silikonski cevki. Prav tako smo lahko nadzorovali pretok tekom samih poskusov
s spremljanjem volumnov vzorcev v zbirnih merilnih valjih in nato po potrebi spreminjali
hitrost ¢rpanja na Crpalki. Na sistemu B1 smo tako preklapljali veCinoma med hitrostjo
¢rpanja 8 in 9, na sistemu B2 pa med 7 in 8, saj bi bila idealna hitrost ¢rpanja nekje vmes.
Pri simulaciji pH profilov smo pH ves cas poskusa preverjali s pH metrom. Le-tega smo

prej vedno umerili na enak pH (7,00) s pomocjo osnovnega pufra. Elektrodo pH metra smo
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ze pred zacetkom poskusa potopili v ¢aso. Za vsakega izmed postavljenih pH profilov pa
smo izvedli tudi po eno paralelko, ko smo elektrodo potopili v ¢aso Sele nekoliko kasneje,
ko je bil pH raztopine v ¢asi nad 5,5.

Cas poskusa smo ves ¢a§ merili s pomogjo Stoparice.

Vsi navedeni parametri so bili izbrani z namenom ¢im vecje ekvivalence z »In Vivog
pogoji.

Vse simulacije pH profilov so trajale to¢no 400 minut.

Pri nacrtovanju izvedbe pH profilov smo si pomagali z diplomsko nalogo, ki se je

predhodno ukvarjala s tem podrocjem (9).

ey

Za kisel zelodéni medij smo uporabili 0,01 M HCI. Za ¢revesne medije (za tanko in debelo
¢revo) pa smo izbrali citratno-fosfatne pufre, saj zaradi dveh komponent, ki jih sestavljata,
bolje pokrijejo SirSe pH obmocje, kot pa preprostejsi fosfatni pufer, ki se obicajno
uporablja za simuliranje ¢revesnega soka.

Pufer 1 je citratno-fosfatni pufer, katerega pH ustreza pH prvega platoja simuliranega
tankega Crevesa (Se razlikuje v pH glede na posamezni pH profil).

Pufer 2 pa ustreza drugemu pH platoju simuliranega tankega crevesa (se prav tako
razlikuje v pH glede na posamezni pH profil).

Za oster padec pH smo uporabili H3PO4, nadaljevali pa s citratno-fosfatnim pufrom s pH

6,2 kot simuliranim medijem za kolon.

pH profil s fosfatnim pufrom s pH 6.8 (simulirani érevesni medij po USP):

Za primerjavo smo izvedli tudi pH profil, kjer smo uporabili fosfatni pufer. Zacetni del, 45
minut v 0,01 M HCI, je bil enak kot pri zgoraj opisanih poskusih s citratno-fosfatnimi
pufri. Po ostrem porastu pH z NasPOs, pa smo nato uvajali 20 mM fosfatni pufer s pH =
6,8 do konca poskusa.

Opisani podatki o pH profilih in oznake vseh izvedenih poskusov, razen sproscanj, SO
pregledno zbrane v Preglednicah V in VI . Imena poskusov so sestavljena iz ¢rk: M na
zacetku pomeni citratno-fosfatne pufre, F fosfatni pufer po USP; Mp povprecni profil, Mv

vi§ji pH profil in Mn nizji pH profil. Stevilka pomeni zaporedno izvedeno paralelko
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poskusa. Crka S pred 3tevilko pomeni poskus hitrega dviga pH (skok), érka n na koncu pa

neustrezno izveden hiter padec pH.

Preglednica V: Podatki o prvih poskusih hitrega dviga in padca pH za povpreéni pH profil. Cas 0 pod simuliranim

Zelod¢nim medijem pomeni, da smo poskus zaceli s 40 mL HCl v ¢asi in ob ¢asu 0 zaceli dovajati NazPOa,

Zaporedje medijev, Ki smo jih ¢rpali v delovno ¢aso

Sim&iiran 2 Hiter 3. Simuliran 4. Simuliran 5. Hiter 6. Simuliran
Oznaka . v . s ¢revesni medij: ¢revesni padec pH kolonski medij
Zelodéni dvig pH
poskusa medii pufer 1 medij:
J pufer 2
MpS1 100 mM Citratno-fosf. / / /
0,01 M HCI
NasPO4 pufer, pH = 6,27
0 min 50s 6 min
MpS2 100 mM Citratno-fosf. / /
0,01 M HCI /
NasPO4 pufer, pH = 6,27
0 min 85s 15 min
MpS3 100 mM Citratno-fosf. / /
0,01 M HCI /
NazPOs pufer, pH = 6,27
0 min 9%5s 90 min
MpS4 100 mM Citratno-fosf. / /
0,01 M HCI /
NazPO4 pufer, pH = 6,27
0 min 72s 5 min
MpS5 100 mM Citratno-fosf. / /
0,01 M HCI /
NazPOg4 pufer, pH = 6,27
0 min 62s 7,5 min
MpS6 . Citratno-fosf. /
100 mM Citratno-fosf.
0,01 M HCI pufer, pH = /
NasPO4 pufer, pH = 6,39
7,58
0 min 58s 90 min 80 min
MpS7 . Citratno-fosf. 0,425% .
100 mM Citratno-fosf. Citratno-fosf.
0,01 M HCI pufer, pH = H3POq4
NasPO4 pufer, pH = 6,25 pufer, pH = 6,17
1,72
0 min 58s 90 min 80 min 21s 28 min
Mpln . Citratno-fosf. | 0,85% H3POa4 .
55 mM Citratno-fosf. Citratno-fosf.
0,01 M HCI pufer, pH =
NasPO4 pufer, pH = 6,32 pufer, pH = 6,18
7,70
0 min 105s 90 min 225 min 27s 55 min
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Preglednica VI: Podatki o izvedbi stirih pH profilov: zaporedno dovajani mediji, njihov pH in ¢as dovajanja posameznega medija. Volumen v delovni ¢asi je bil vedno 40

mL, pretok 2 mL/min, obrati pa 50 obr./min. Vsi poskusi so trajali 400 minut.

Zaporedje medijev, ki smo jih ¢rpali v delovno ¢aso

3.
Oznaka Izvedene . 1'. . Simuliran | 4. Poc¢asen dvig pH; mesanica | 5. Simuliran 6. Hiter 7. Simuliran
Simuliran | 2. Hiter | | . . M . - ..
poskusa paralelke selodéni | dvigpH | Erevesni pufra 1 in pufra 2 v razmerju: | ¢revesni padec pH kolonski medij
medii gp medij: medij: pufer
) pufer 1 2
Citratno- Citratno-fosf. Citratno-fosf. pufer, pH
Mpl, Mp2, 55 mM
Mp 0,01 M HCI fosf. pufer, 31 11 1:3 pufer,pH=7,7 | 0,85% H3POx4 =6,2
( eni profil) Mp3, Mp4, NasPO4 .
povprecni profi pH =6,
Mp5, Mp6* . . . . . . .
45 min 105s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 455 40 min
Citratno- Citratno-fosf. .
Mnl, Mn2, 55 mM Citratno-fosf. pufer, pH
Mn 0,01 M HCI fosf. pufer, 31 11 1:3 pufer,pH=7,3 | 0,85% H3POx4
(0i%i profil Mn3, Mn4, NasPOs . =6,2
nizji profi =5,
jip M5 p _ _ _ _
45 min 96 s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 43s 40 min
Citratno- Citratno-fosf. .
55 mM Citratno-fosf. pufer, pH
Mv Mv1l, Mv2, | 0,01 M HCI fosf. pufer, 31 1:1 1:3 pufer,pH=8,0 | 0,85% H3POx4
NasPO4 =6,2
(vi&ji profil) Mv3, Mv4* pH =6,6
45 min 105s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 57s 40 min
0,01 M HCI >>mM Fosfatni puf H=6,8
, osfatni pufer, pH = 6,
F F1, F2, F3, NasPOs p p
. F4*
(profil s fosfatom) 45 min 105s 355 min

*elektrodo za merjenje pH potopimo v ¢aso, ko je pH raztopine nad 5,5
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Za teste sproSCanja smo izdelali ogrodne tablete, ki so vsebovale uinkovino natrijev
diklofenakat. Kot ogrodni polimer smo uporabili HPMC (hidroksipropilmetil celulozo)
Metolose 90SH 4000SR. V stiku z vodo tvori visoko viskozno raztopino. Uporabljamo jo
za izdelavo ogrodnih tablet s podalj$anim spros¢anjem.

Preracunani koli¢ini HPMC in ucinkovine smo natehtali, prenesli v plasticno vrecko in
zmes rocno temeljito pretresli, da sta se prahova dobro premesala. Nato smo za vsako
tableto posebej ro¢no natehtali 400 mg homogene zmesi na ¢olnicek na tehtnici, in jo tudi
ro¢no prenesli na matrico tabletirke. Uporabili smo tabletirko na udarec.

Vse poskuse sproscanja, razen poskusov FlspmD in Flspml, smo izvedli s 400 mg
tabletami s 25% delezem natrijevega diklofenakata. Za omenjena poskusa pa smo izdelali
tablete z manj$im pecatom (250 mg), iz enakih sestavin in z enakim delezem ucinkovine
(25%). Parametri izdelave obeh vrst tablet so navedeni v preglednici (Preglednica VII).
Poleg Zze omenjenih smo izdelali Se serijo tablet z manjSim pecatom (250 mg), ki je
vsebovala 25% ibuprofena. Uporabljeni pecat in nastavitve zgornjega in spodnjega pecata
ustrezajo tistim za tablete z diklofenakatom, ki so prav tako narejene z manjsim pecatom

(Preglednica V1), razlikujejo se le v trdnosti in sili na zgornjem pecatu.

Preglednica VII: Parametri za izdelavo ogrodnih tablet iz HPMC s 25% vsebnostjo Na-diklofenakata,

oziroma ibuprofena.

Premer Masa Zgornji Spodnji Sila na
Tablete " . Robovi tablete pecat pecat Trdnost zg.
Ucdinkovi [mm] ®
na [mg] [mm] [mm] [N] pecatu
[kN]
Ve,éjit ’ Natrijev
pecat, 1. diklofena 12 Ravni 400 10,0 12,3 99-110 9,0-10,0
serija Kat
\feétjiz Natrijev
pecat, 21 diklofena 12 Ravni 400 10,0 12,2 100-110 | 10,1-11,0
serija Kat
Natrijev )
Manjdi | 4oy lofena 10 Prirezani 250 85 9,5 85-90 9.0-9.3
pecat Kat
Np"g:;f‘ Ibuprofen 10 Prirezani 250 85 9.5 53-63 9,6-10,3
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Teste sproscanja smo izvajali s simuliranimi pH profili, kot je opisano v poglavju 3.2.3.7.
V Caso pretocnega sistema smo natehtali 25 g steklenih kroglic, dodali magnet in 40 mL
0,01 M HCI, ter vse skupaj postavili v vodno kopel, nastavljeno na 37°C. Pocakali smo
nekaj minut, da se je tudi vsebina ¢ase ogrela na to temperaturo, nato smo vanjo previdno
stresli tableto in zagnali ¢rpalko ter hkrati sprozili Stoparico. Tablete smo pred zacetkom
testa vedno stehtali.

Nato smo izvajali zeleni pH profil z zaporednim dovajanjem razli¢nih pufrov v ¢aSo
preto¢nega sistema. Iz ¢ase smo ¢rpali vzorec v merilni valj, v katerega smo prej odmerili
40 mL 0,1 M NaOH. V 20-ih minutah poskusa je celokupen volumen v merilnem valju
dosegel 80 mL, takrat smo ga zamenjali z novim valjem z NaOH, polnega pa smo prelili v
¢aso in vzorec filtrirali v centrifugirko. Primerjalno smo izvedli tudi nekaj poskusov, Kjer
vzorca po 140. minuti poskusa nismo ve¢ zbirali v NaOH (poskusi F2spB, F3spB,
Mp1spB, Mp2spB).

Vzorce spro$€anja smo zbirali v merilnem valju v razmerju 1:1 z 0,1 M NaOH, kar je
zagotavljalo, da je bil prakti¢éno ves diklofenak v vzorcu v ionizirani obliki (raztopljen).
Vzorec smo iz merilnega valja prelili v ¢aSo in jih premesSali. Nato smo s 5 mL plasti¢no
brizgo zajeli vzorec iz CaSe, nataknili filter z odprtinami s premerom 0,45 pm, ter filtrirani
vzorec zbrali v oznaceno centrifugirko. Iz centrifugirke smo filtrirani vzorec prelili v
kiveto, dobro obrisali in izmerili absorbanco. Ce je absorbanca presegla vrednost okoli 1,4,
smo vzorec 5x redc€ili. To smo storili tako, da smo 0,6 mL vzorca z avtomatsko pipeto
odpipetirali v 2,4 mL slepe raztopine, ki je ustrezala temu vzorcu. To smo izvedli v Cisti
centrifugirki. Nato smo razredcen vzorec prenesli v kiveto in izmerili novo absorbanco.
Redc¢enje smo nato upostevali pri izracunu koncentracije diklofenaka v zacetnem vzorcu.
Vsi poskusi so trajali 400 minut, tako da smo vedno zbrali 20 vzorcev. Analizirali smo jih,

kot je opisano v poglavju 3.2.3.5.

V Preglednici VIII so zbrani podatki o pH profilih in oznake vseh izvedenih poskusov
spros¢anj. Imena poskusov so sestavljena iz ¢rk: M na zacetku pomeni citratno-fosfatne
pufre, F fosfatni pufer po USP; Mp povprecni profil, Mv vi§ji pH profil in Mn niZji pH
profil. Stevilka pomeni zaporedno paralelko poskusa, sp na koncu pa, da je §lo za
sproscanje. Poskusa F1spmD, Flspml sta bila izvedena s tabletami, stisnjenimi z manj$im

pecatom (250 mg tablete), ¢rki D oziroma I na koncu pa oznacujeta, da vsebuje tableta
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u¢inkovino natrijev diklofenakat oziroma ibuprofen. Crka B na koncu pa pomeni, da po

140. minuti poskusa vzorcev ve¢ nismo zbirali v 01, M NaOH.
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Preglednica VI111: Podatki 0 spro$¢anjih v medijih v skladu s $tirimi pH profili: oznake izvedenih paralelk spros¢anja, zaporedno dovajani mediji, njihov pH in ¢as

dovajanja posameznega medija. Volumen v delovni ¢asi je bil vedno 40 mL, pretok 2 mL/min, obrati pa 50 obr./min. Vsi poskusi so trajali 400 minut.

Zaporedje medijev, ki smo jih ¢rpali v delovno ¢aso

3
Oznaka Izvedene 1. Simuliran 2 Hiter Simuliran | 4. Pocasen dvig pH; meSanica | 5. Simuliran 6. Hiter 7. Simuliran
poskusa paralelke Zelod¢éni d\./i H érevesni pufra 1 in pufra 2 v razmerju: | ¢revesni padec pH kolonski medij
medij gp medij: medij: pufer
pufer 1 2
Mp Citratno- Citratno-fosf. Citratno-fosf. pufer,
Mp1sp, Mp2sp, 55 mM
(povpreéni 0,01 M HCI fosf. pufer, 3:1 1:1 1:3 pufer,pH=7,7 | 0,85% H3POa4 pH =6,2
. Mp3sp, Mp4sp, NasPO4
profil) pH = 6,4
Mp1spB, Mp2spB _ _ ; ; ; ; _
45 min 105s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 45 40 min
Mn Mn1lsp, Mn2sp, Citratno- Citratno-fosf. )
55 mM Citratno-fosf. pufer,
(nizji profil) Mn3sp, Mn4sp, 0,01 M HCI fosf. pufer, 31 1:1 1:3 pufer, pH=17,3 0,85% H3PO4
NasPO4 pH=6,2
Mn5sp, Mn6sp, pH=5,8
Mn7sp, Mn8sp 45 min 96 s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 43s 40 min
Mv Citratno- Citratno-fosf. )
55 mM Citratno-fosf. pufer,
(visji profil) Mv1sp, Mv3sp, 0,01 M HCI fosf. pufer, 31 1:1 1:3 pufer,pH=8,0 | 0,85% H3POa4
NasPO4 pH=6,2
Mv4sp, Mv5sp pH=6,6
45 min 105s 90 min 15 min 15 min 15 min 180 min 57s 40 min
F F1sp, F3sp, F4sp,
(profil s F5sp, F8sp, Fosp, | 0.01 M HCI 55 mM Fosfatni pufer, pH = 6,8
fosfatom) F1spmD, F1spml, NasPO4
F2spB, F3spB 45 min 105 355 min
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA LITERATURNIH PODATKOV

V Preglednici IX so zbrani podatki, pridobljeni iz grafov studije Kozioleka in sodelavcev
(4). Pod referenco 6 so zbrani podatki iz Studije Ibekwe in sodelavcev (6), pod referenco 5
pa graf iz Studije Evansa in sodelavcev (5). Grafe smo obdelali s programoma Engauge in
Excel, kot je to opisano v poglavju 3.1.1.

Iz individualnih grafov, ki prikazujejo pH profile preiskovancev, smo odcitali cas v
zelodcu: Cas od zauzitja radiotelemetri¢ne kapsule do hitrega dviga pH (nad 5). Povprecen
Cas, ki smo ga dolo¢ili glede na 3 preucevane Studije (4, 5, 6), je bil 45 minut. Nato smo
glede na tipicno obliko grafov dolocili najprej Cas trajanja prvega pH platoja v
proksimalnem delu tankega ¢revesa, in povpre¢no vrednost pH za prvi plato. Ugotovili
smo, da prvi pH plato traja povpre¢no 90 minut pri vrednosti pH 6,3. Studija Kozioleka in
sodelavcev (4) je razdeljena na dva sklopa po 10 preiskovancev. Za primer 10 v prvem
sklopu preiskovanih grafov (Preglednica 1X) prvega pH platoja nismo mogli odditati, saj
pH pada od 398 do 486 minute iz pH 7,4 na 6,3. Podoben primer je preiskovanec 8 v
drugem sklopu iste Studije (4), kjer prvi pH plato prav tako ni bil razviden. Preiskovancu 2
v drugem sklopu nismo pravilno od¢itali pH vrednosti, zato smo ga izvzeli iz nadaljnjega
dela. Nato smo tipi¢no dolocili ¢as nara$¢anja pH med prvim in drugim pH platojem in
dobili rezultat priblizno 80 minut. Drugi pH plato predstavlja terminalni del tankega
¢revesa, oziroma predvsem Cas zadrzevanja FO pred ileocekalno zaklopko, pred prehodom
v cekum. Traja najdlje, priblizno 135 minut pri pH povpre¢no 7,7. Za vsak primer smo
dolo¢ili tudi spremembo pH med prvim in drugim pH platojem in ugotovili, da pH v

povprecju naraste za 1,5 pH enote (4, 5, 6). Podatki so pregledno zbrani v Preglednici IX.
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Preglednica IX: Podatki iz treh ¢lankov (4, 5, 6); iz grafov od¢itane individualne vrednosti, izmerjene v fizioloskih pogojih na te$¢e pri zdravih preiskovancih.

Casv . > . x x
reterenca | Metoda Stevilo Spol S[tIi:Z]St o reiskovanes seloden Prvi plato v TC Naratanje Drugi plato v TC Celotno TC
preiskovancev éas — pH (min) — —
[ & L e mind | PP | g | APH

1 38 88 6.2 177 130 75 395 13
4 2 128 110 63 53 191 7.8 313 15
3 40 143 63 101 102 78 346| 15
IntelliCap® 10 3 19-25 4 15 103 63 179 223 76 505 13
System 5 8 60 6.2 96 56 77 212 15
6 15 52 6 150 114 7.8 36| 18
7 36 75 6 56 101 75 232| 15
8 22 53 6.2 90 100 77 243| 15
9 15 52 6,2 51 134 78 237| 16

10 10 26 39 7.8 75
1 40 32 6 68 130 7.9 230 1,9
4| IntelliCap® 10 3 19-25 3 30 56 6.4 81 82 8 222| 16
System 4 33 58 6,4 53 130 7,8 241 14
5 22 83 6,2 24 84 78 195 1,6
6 35 68 6,4 48 397 75 513 1.1
7 70 52 63 58 10 77 120 14

8 73 134 191 73 413
9 30 22 58 233 190 83 363 25
10 208 534 63 40 98 78 192 15
6 |RTC 2 2|/ 22-34 1 69 73 6,6 44 182 7.8 299 1.2
Bravo® 2 20 92 6,5 53 59 75 204 1
5| RTC 1 pNO:jatka pNoljatka 1 32 57 63 69 215 79 351 16
POVPRECJA 4495| 9315 6,25 8564 13445 774 282,59 1515
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4.2 UMERITVENE PREMICE
V Preglednicah X, XI, XII in XIII so zbrane izraGunane koncentracije razli¢nih red¢itev

osnovne raztopine diklofenakata v vodi in izmerjene absorbance za umeritvene premice
brez NaOH.

Preglednica X: Dolo¢anje umeritvene premice v fosfatnem pufru pH=6,8 (simulirani ¢revesni medij po

USP), brez NaOH; m (zatehtane u¢.)= 10,40 mg, c (osnovne razt.)= 0,1040 g/L.

Konc. ZU [mg/L] Al
1,04 0,0302
5,2 0,162
10,4 0,324
15,6 0,499
20,8 0,647
31,2 0,990
41,6 1,319
52,0 1,636

Preglednica XI: Dolo¢anje umeritvene premice v red¢enem citratno-fosfatnem pufru s pH=6,4, brez NaOH,;

m (zatehtane uc.)= 9,89 mg, ¢ (osnovne razt.)= 0,0989 g/L.

Konc. ZU [mg/L] Alll
0,989 0,0322
4,945 0,156

9,89 0,319
19,78 0,631
29,67 0,945
39,56 1,27

Preglednica XII: Dolo¢anje umeritvene premice v redCenem citratno-fosfatnem pufru s pH=7,7, brez
NaOH; m (zatehtane u¢.)= 9,89 mg, ¢ (osnovne razt.)= 0,0989 g/L.

Konc. ZU [mg/L] All]
0,989 0,0288
4,945 0,150
9,89 0,307
19,78 0,623
29,67 0,925
39,56 1,245
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Preglednica XIIl: Umeritvena premica v redéenem citratno-fosfatnem pufru s pH=6,2, brez NaOH; m

(zatehtane uc.)= 9,89 mg, ¢ (osnovne razt.)= 0,0989 g/L.

Konc. ZU [mg/L] All]
0,989 0,0297
4,945 0,158
14,834 0,483

Redcitve osnovnih raztopin, koncentracije in izmerjene absorbance umeritvenih premic z

NaOH pa so zbrane v Preglednici IV (Metode).

Za vsakega izmed uporabljenih pufrov smo torej dolocili ena¢bo umeritvene premice

(obmogje koncentracij raztopin med 1 in 40 mg/L, za HCI med 0,5 in 8 mg/L). Podane so v
Preglednici XIV.

Preglednica XIV: Ena¢be umeritvenih premic, izraGunane z linearno regresijo, ter koeficienti korelacij.

¢ = koncentracija u¢inkovine v raztopini [mg/L]; A = izmerjena absorbanca.

pH Osnovna Utinkovina Enacba premice Koeficient Valovna
raztopine raztopina ¢ [mg/L] korelacije r> | dolZina [nm]
5,8 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,0009)/ 1 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,0322
NaOH v razmerju
1:1
6,4 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,004)/ 0,9986 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,0317
NaOH v razmerju
1:1
6,6 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,0089)/ 0,9997 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,0309
NaOH v razmerju
1:1
7,3 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,006)/ 0,9996 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,0318
NaOH v razmerju
1:1
7,7 Citratno-fosfatni Na- c= (A+ 0,0157)/ 0,9982 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,033
NaOH v razmerju
1:1
8,0 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,0031)/ 1 276
puferin0,1 M diklofenakat 0,0314
NaOH v razmerju
1:1
6,2 Citratno-fosfatni Na- c= (A-0,0068)/ 0,9995 276
pufer in 0,1 M diklofenakat 0,032
NaOH v razmerju
1:1
2 0,00 M HCIin0,1 Na- c= (A+ 0,0087)/ 0,9986 276
M NaOH v diklofenakat 0,0316
razmerju 1:1
6,8 Fosfatni pufer in Na- c= (A-0,0162)/ 0,9990 276
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0,1 M NaOH v diklofenakat 0,0315
razmerju 1:1
2 0,01 M HCI in 0,1 Ibuprofen c= (A-0,0106)/ 0,9978 221
M NaOH v 0,0432
razmerju 1:1
6,8 Fosfatni pufer in Ibuprofen c= (A-0,0308)/ 0,9967 221
0,1 M NaOH v 0,0419
razmerju 1:1
6,8 Fosfatni pufer Na- c= (A+ 0,0019)/ 0,9999 276
diklofenakat 0,0316
6,4 Citratno-fosfatni Na- c= (A+ 0,0007)/ 1 276
pufer diklofenakat 0,032
7,7 Citratno-fosfatni Na- c= (A+ 0,004)/ 0,9999 276
pufer diklofenakat 0,0315
6,2 Citratno-fosfatni Na- c= (A+ 0,0032)/ 1 276
pufer diklofenakat 0,0328

4.3 PUFRSKE KAPACITETE MEDIJEV ZA SIMULACIJO TANKEGA

CREVESA

V Preglednici XV so zbrane vse meritve pufrskih kapacitet. 1zmerili smo jih citratno-

fosfatnim pufrom razliénih koncentracij in vsebinam c¢ase, ko smo ustavili simulacijo

poskusnih pH profilov ob razliénih ¢asih. Eksperimentalno smo dolocili pufrsko

kapaciteto, po postopku, opisanem v poglavju 3.2.3.6.

Vse v spodnji tabeli navedene pufre sta sestavljali dve osnovni raztopini, ki smo ju nato

redéili:

A: 0,200 M NazHPOg4,
B: 0,109 M citronska kislina.

Preglednica XV: Dolocanje pufrske kapacitete razli¢no redéenim citratno-fosfatnim pufrom in odvzetim

vzorcem po preliminarnih poskusih simulacije pH profilov z uporabo teh pufrov. V vseh primerih smo

dolocali kapaciteto 40 mL vzorca, dodajali pa 0,1 M HCI.

Cisti pufer/ Redcenje osnovne Izmerjen AbH Do V [pL] f [mmol/L/ApH]
ustavljen poskus | raztopine/ potek zacetni prip dodane 0,1 M
dodatku HCI
poskusa pH pufra HCI
Cisti pufer 115mL A+ 1,0 mL B, 170 1,41
do 1000 mL 792 0.29
Cisti pufer 30,0 mL A+ 20,0 mL B, 5,95 0,28 1550 12,43
do 200 mL
Ustavljen poskus | V 0,01 M HCI uvajamo 200 1,72
po 15 min 55 mM NasPO4 100s,
nato pufer (11,5 mL A+ 6,15 0,29
1,0 mL B, do 1000 mL)
Cisti pufer 23,0 mL A+ 2,0 mL B, 260 2,4
do 1000 mL 7,55 0,27
Cisti pufer 23,0 mL A+ 2,0 mL B, 400 3,8
do 500 mL 759 0.26
Cisti pufer 46,0 mL A+ 5,0 mL B, 800 6,76
do 500 mL 7,48 0,29
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Ustavljen poskus | V 0,01 M HCI uvajamo 600 4,93
po 15 min 55 mM NasP0O44 100s,
nato pufer (46,0 mL A+ it G
5,0 mL B, do 500 mL)
Po 60 minutah V 0,01 M HCI uvajamo 742 820 6,70
poskusa odvzet 55 mM NasPOa 100s, ' 0,30
vzorec nato pufer (46,0 mL A+
Po 80 minutah 5,0 mL B, do 500 mL), 740 6,74
poskusa odvzet pri 180. min uvajali 7,45 0,27
vzorec 0,425% H3PO4 27 s,
Po 100 minutah nato pufer (30,0 mL A+ 800 6,74
poskusa odvzet 20,0 mL B, do 200 mL) 7,46 0,29
vzorec
Ustavljen poskus 1000 9,38
po 193 min e Urd
Cisti pufer 345 mL A+3,75mL B, 700 5,93
do 500 mL 7,50 029
Cisti pufer 33,5mL A+ 4,0 mL B, 600 5,68
do 500 mL 7,55 026
Po 30 minutah V 0,01 M HCI uvajamo 600 5,76
poskusa odvzet 55 mM NasPOas 100s, 7,40 0,26
vzorec nato pufer (33,5 mL A+
po 75 minutah 4,0 mL B, do 500 mL), 800 5,94
poskusa odvzet pri 180. min uvajali 7,53 0,33
vzorec 0,425% H3PO4 27 s,
po 180 minutah | nato pufer (31,0 mL A+ 800 5,94
poskusa odvzet 19,0 mL B, do 200 mL) 7,50 0,33
vzorec
po 195 minutah 1200 10,78
poskusa odvzet 6,30 0,27
vzorec
Ustavljen poskus 1200 10,04
po 226 min Gl 02
Cisti pufer 31,0 mL A+ 19,0 mL B, 1400 14,09
do 200 mL 6,01 0,24
Cisti pufer 16,25 mL A+ 2,5 mL B, 400 3,3
do 500 mL 7,35 0,30
Cisti pufer 17,25 mL A+ 1,5 mL B, 400 3,2
do 500 mL 7,65 031
Ustavljen poskus | V 0,01 M HCI uvajamo 400 3,00
po 50 min 55 mM NasPO4 100s,
nato pufer (17,25 mL 7,55 0,33
A+ 1,5mL B, do 500
mL)
Cisti pufer 11,5 mL A+ 1,0 mL B, 400 2,11
do 500 mL 7,67 0.46
Po 40 minutah V 0,01 M HCI uvajamo 300 2,25
poskusa odvzet 55 mM NaszPQOs 100s, 7,40 0,33
vzorec nato pufer (11,5 mL A+
po 100 minutah 1,0 mL B, do 500 mL), 300 2,33
poskusa odvzet pri 130. min uvajali 7,60 0,32
vzorec 0,425% H3PO4 27 s,
po 215 minutah | nato pufer (31,0 mL A+ 1000 9,76
poskusa odvzet 19,0 mL B, do 200 mL) 6,08 0,25
vzorec
Ustavljen poskus 1000 10,16
po 240 min 6,06 b

V Preglednici XV1 so posebej zbrane recepture in izmerjene pufrske kapacitete za citratno-
fosfatne pufre s posameznim pH, ki smo jih uporabili za nadaljnje delo (zato se ponovijo
nekateri podatki iz tabele XV).
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Preglednica XVI: Razli¢ne izvedbe citratno-fosfatnih pufrov, ki smo jih nato uporabili za simuliranje pH

profilov in njihove pufrske kapacitete.

Redcenje osnovne Izmerjeni zadetni ApH po dodatku V [pL] dodane 0,1 B [mmol/L/ApH]
raztopine pH [/] HCI M HCI
21,625 mL A+
11,715 mL B, do 500 6,40 0,37 600 4,00
mL

30,75 mL A+ 2,63

mL B, do 500 mL 7,64 0,31 600 4,77
22,80 mL A+ 10,50

mL B, do 500 mL 6,60 0,29 600 5,10

32,10 mL A+ 1,20

mL B, do 500 mL 7,98 0,38 500 3.4
19,10 mL A+ 14,24

mL B, do 500 mL 578 0,31 400 3,19

28,20 mL A+ 5,19

mL B, do 500 mL 7,26 024 600 6,17
78,75 mL A+ 46,27

mL B, do 500 mL 6,17 0,31 1800 139

4.4 SIMULACIJA HITREGA NARASCANJA pH OB PREHODU I1Z
ZELODCA V DUODENUM

Za ustrezno ponazarjanje pH na prehodu iz Zelodca v duodenum, oziroma zacetnega dela
tankega &revesa, smo morali izvesti dovolj hiter dvig vrednosti pH. Zeleli smo, da s
pomocjo visoke koncentracije raztopine NasPOs naras¢anje potece v nekaj minutah in nato
doseze prvi pH plato, ter ga ne preseze. Podatki so zbrani v Preglednici XVII.
Kislega pH na zacetku poskusa nismo vzdrzevali 45 minut, ampak smo z zacetkom
poskusa kar priceli z dovajanjem NazPOa.
Z nekaterimi poskusi smo po uspesnem hitrem dvigu pH in prvem pH platoju izvajali se
pocasen dvig pH na drugi pH plato in/ali hiter padec pH, zato se v nadaljevanju nekateri

podatki o meritvah podvajajo.

Preglednica XVI1I: Naras¢anje pH v ¢asi preto¢nega sistema glede na dodatke raztopine 100 mM NasPO4 v
0,01 M HCI (poskusi MpS1-MpS7). Ob ¢asu 0 smo zaceli v ¢aSo s 40 mL HCI dovajali NazPO4, nato pa

redceni citratno-fosfatni pufer.

Oznaka MpS1 MpS2 MpS3 MpS4 MpS5 MpS6 MpS7
poskusa
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Cas
dovajanja 50s 85s 95s 72s 62 s 58s 58 s
NazPOg4
pH pufra,
dovajanega
% odntien 6,27 6,27 6,27 6,27 6,27 6,39 6,25
NazPO4
Cas
[min] 215
1 2,22 2,22 2,24 2,24 2,25 2,24 2,21
1,5 2,22 2,22 2,24 2,24 2,25 / /
2 2,26 2,25 2,24 2,24 2,28 2,28 2,28
2,5 2,43 2,43 2,27 2,52 2,65 / 2,51
3 2,55 2,73 2,51 / 3,81 3,76 3,22
3,5 2,6 3,36 / 3,33 6,24 5,76 5,81
4 2,62 3,45 7,51 6,65 6,28 5,97 5,59
4,5 2,67 3,52 7,56 / / 6,02 6,01
5 2,7 3,67 6,77 6,29 6,07 6,07
5,5 2,73 3,84 6,30 / 6,10
6 2,78 4,11 6,30 6,12 6,12
6,5 4,38 6,30 / /
7 4,56 6,30 6,17 /
7,5 4,77 6,30 / /
8 4,99 6,21 /
8,5 517 / 6,18
9 5,34 6,23 /
10 5,55 6,25 6,20
11 5,65 6,27 /
12 575 6,29 /
13 5,83 6,30 6,23
14 5,89 / 6,24
15 5,93 6,35 6,25

45 SIMULACIJA POCASNEGA NARASCANJA pH VZDOLZ
TANKEGA CREVESA

Ko smo dolo¢ili primerno koli¢ino NasPOs4 za hiter dvig pH iz simuliranega kislega
zelod¢nega medija na vis§ji pH 6,3 (simulacija zaCetka tankega ¢revesa) je sledil konstanten
pH; prvi plato smo vzdrzevali do 90. minute. Nato smo Zeleli po¢asen dvig pH do drugega
platoja s pH 7,7.
Kislega pH na zacetku poskusa nismo vzdrzevali 45 minut, ampak smo z zacetkom
poskusa kar priceli z dovajanjem NazPOa.
Pufer 1 je pufer za simulacijo zacetnega dela tankega Crevesa (pH prvega platoja v tankem
¢revesu), pufer 2 pa za simulacijo kon¢nega dela (pH drugega platoja v tankem crevesu).
Meritve pH ob izvedbi poskusov MpS6, MpS7, Mpln in Mpl so podane v Preglednici
XVIII. UspesSen enakomeren dvig pH smo dosegli s poskusom Mpl.

Zacetek dovajanja novega medija oznacujejo odebeljene Crte.
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Preglednica XVIII: Poskusi enakomernega po¢asnega dviga pH iz prvega na drugi pH plato simuliranega
tankega ¢revesa. Do 90. minute poskusa so vsi poskusi potekali enako: v ¢asi smo imeli 40 mL 0,01 M HCI
in ob ¢asu 0 smo zaceli v ¢aSo zaceli dovajali NasPOa, nato pa pufer 1. Pri poskusih MpS6, MpS7 in Mpln

smo ob 90. minuti zaceli z dovajanjem pufra 2.

S MpS6 MpS7 Mpin MpL
Casi:%?]’f“” 58's 58's 1055 105's
NasPOu (100 mMm) (100 mMm) (55 mM) (55 mM)
pH pufra 1,
dovajanega po
dodatku 6,39 6,25 6,32 6,38
NasPO4
pH pufra 2 7,58 7,72 7,70 7,68
Cas
[min] pH
1 2,24 2,21 2,25 2,27
2 2,28 2,28 2,25 2,30
2,5 / 2,51 2,38 2,39
3 3,76 3,22 2,63 2,61
3,5 / 5,81 / 2,90
4 5,97 5,59 5,83 5,57
4,5 6,02 6,01 6,20 6,27
5 6,07 6,07 6,20 6,30
55 6,07 6,10 6,22 6,31
6 6,12 6,12 6,24 6,33
7 6,17 / 6,24 6,34
10 6,25 6,20 6,26 6,37
15 6,32 6,25 6,29 6,39
20 6,35 6,27 6,30 6,40
25 6,36 6,29 / 6,41
30 6,38 6,29 6,32 6,41
35 / 6,30 / 6,42
40 6,39 6,30 6,33 6,42
50 / 6,30 6,33 6,42
60 6,39 / 6,33 6,42
70 6,39 6,30 6,33 6,42
90 6,39 6,30 6,33 6,42
92 / / 6,34 6,43 Dovajanje
93 / 6,39 6,41 6,44 mesanice
94 / / / 6,45 pufralin
95 6,57 6,52 6,58 6,47 a
97 / / / 6.51 razmerju
100 6,82 6,76 6,88 6,56 81
103 / / / 6,60
105 7,01 6,95 7,05 6,62
108 / / / 6,67 Dovajanje
110 7,12 7,09 7,20 6,72 meSanice
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115 7,22 7,22 7,32 6,81 pufra 1 in

120 2v
7,30 7,34 7,40 6,89 razmerju

1.1

122 / / / 6,92 Dovajanje

125 / / 747 6,98 meSanice

130 7,38 7,49 7,52 / pufra 1in

131 / / / 7,07 2V

135 7,42 / / 7,12 razf?g””

137 / 7,57 / 7,15

140 7,45 7,59 7,59 7,22

145 / / / 7,33

150 7,50 7,66 7,63 7,41

155 / 7,68 / 7,47

160 7,55 7,70 7,69 /

165 / 7,71 / 7,56

170 7,58 7,72 7,70 7,60

4.6 SIMULACIJA HITREGA PADCA pH OB PREHODU 1Z TANKEGA
V DEBELO CREVO

Drugemu pH platoju je sledil oster padec pH za priblizno 1,5 pH enote. Padec smo izvajali
z dovajanjem 0,425% ali 0,85 % H3POa. Poskusi, kjer smo dolocali primeren ¢as dovajanja
kisline za zeleni padec, so zbrani v Preglednici XIX.
Kislega pH na zacetku poskusa nismo vzdrzevali 45 minut, ampak smo z zacetkom
poskusa kar priceli z dovajanjem NasPQOg4, nato dosegli prvi in drugi pH plato, ter izvedli
padec.
Odebeljene ¢rte v tabeli oznacujejo menjavo medija, ki ga dovajamo v ¢aso. Krepki tisk

poudarja meritve pH po zacetku dovajanja HsPOa.

Preglednica XIX: Poskusi hitrega padca pH ob simulaciji prehoda iz tankega ¢revesa v kolon. Zaceli smo v
0,01 M HCI, dovajali NazPOy4, sledita pH platoja (poglavji 4.4 in 4.5). Z dovajanjem H3sPO. smo pri poskusu
MpS7 zaceli v 170. minuti, pri Mpln in Mpl pa v 315. minuti.

konc. H3sPOs4

zaceli v 170.

zaceli v 315. minuti

Oznaka poskusa balg Mpin ez

Cas dovajanja in 58 s 105s 105s
konc. NasPO4 (100 mM) (55 mM) (55 mM)

pH pufra 1 6,25 6,32 5tk

pH pufra 2 7,72 7,70 7,68

. .. 21s 27s 45s
L SO (0,425%) (0,85%) (0,85%)

zaceli v 315. minuti
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minuti

pH pufra 3 6,17 6,18 B2,
Cas
[min] pH
1 2,21 2,25 2,27
2 2,28 2,25 2,30
2,5 2,51 2,38 2,39
3 3,22 2,63 2,61
3,5 5,81 / 2,90
4 5,59 5,83 5,57
4,5 6,01 6,20 6,27
5 6,07 6,20 6,30
55 6,10 6,22 6,31
6 6,12 6,22 6,33
7 / 6,24 6,34
10 6,20 6,26 6,37
15 6,25 6,29 6,39
20 6,27 6,30 6,40
25 6,29 / 6,41
30 6,29 6,32 6,41
35 6,30 / 6,42
40 6,30 6,33 6,42
50 6,30 6,33 6,42
60 6,30 6,33 6,42
70 6,30 6,33 6,42
90 6,30 6,33 6,42
92 / 6,34 6,43
93 6,39 6,41 6,44
94 / / 6,45
95 6,52 6,58 6,47
97 / / 6,51
100 6,76 6,88 6,56
103 / / 6,60
105 6,95 7,05 6,62
108 / / 6,67
110 7,09 7,20 6,72
115 7,22 7,32 6,81
120 7,34 7,40 6,89
122 / / 6,92
125 / 7,47 6,98
130 7,49 7,52 /
131 / / 7,07
135 / / 7,12
137 7,57 / 7,15
140 7,59 7,59 7,22
145 / / 7,33
150 7,66 7,63 7,41
155 7,68 / 7,47
160 7,70 7,69 /
165 7,71 / 7,56
170 7,72 7,70 7,60
171 1,72 / 7,60
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172 7,70 / /
172,5 7,52 / /
173 7,15 / /
174 7,01 / /
175 6,88 / 7,62
176 6,80 / /
177 6,73 / /
178 6,68 / /
179 6,63 / /
180 6,59 / /
185 6,45 / 7,65
190 6,35 / 7,66
198 6,27 / /
200 / 7,67
230 7,70 7,67
260 7,70 7,67
290 7,70 7,67
315 7,70 7,67
316 7,69 7,67
317 7,69 7,67
318 6,91 6,67
318,5 6,85 6,23
319 6,76 6,24
320 6,75 6,24
325 6,58 6,24
328 6,48 /
330 6,44 6,23
335 6,36 6,22
340 6,30 6,22
345 6,26
350 6,24
355 6,22
360 6,20
365 6,19
370 6,19

4.7 SIMULIRANI pH PROFILI
V tej nalogi smo izdelali Stiri pH profile in opravili meritve pH v odvisnosti od ¢asa v vec¢
paralelkah za vsak posamezni pH profil. Postopki za simuliranje vseh $tirih pH profilov so
zbrani v Preglednici VI (Metode).
Vsi profili se zaénejo z dovajanjem 0,01 M HCI prvih 45 minut poskusa, vendar tega pri
prakticnem delu nismo izvajali, temve¢ smo v ¢aso odmerili 40 mL 0,01 M HCI, ogreli na
37°C, izmerili pH, nato pa hkrati zagnali Stoparico in zaceli dovajati 55 mM NazPOa.
Odebeljene Crte v tabeli oznacujejo zacetek dovajanja drugega medija.

V Preglednici XX so zbrane meritve za pH profil, kjer smo uporabili fosfatni pufer s pH

6,8 po USP.
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Preglednica XX: pH profil s fosfatnim pufrom po USP, pH=6,8. Zageli smo v 0,01 M HCI, nato smo uvajali
55 mM NazPO, 105 s. Potem smo do konca uvajali fosfatni pufer, pH=6,8. Pri poskusu F2 érpalka dlje ¢asa

na 8 kot na 9, zato je naras¢anje pH nekoliko podasnejse. Pri poskusu F5 smo potopili elektrodo kasneje v

¢aso.

Cas pH
[min] F1 F2 F3 F4 F5
45 2,21 2,22 2,22 2,22 /
46 2,21 2,22 2,22 2,23 /
47 2.21 2,22 2,23 2,23 /
47,5 2,36 2,30 2,32 2,30 /
48 2,65 2,46 2,52 2,48 /
48,5 3,10 2,72 2,88 2,79 /
49 4,69 3,02 3,56 5,02 5,14
49,5 6,41 4,06 5,84 5,88 6,36
50 6,60 5,86 6,25 6,19 6,48
50,5 6,69 6,19 6,51 6,34 6,55
51 6,74 6,33 / 6,50 6,62
51,5 6,76 6,42 / / /
52 6,77 6,51 / 6,54 6,66
53 6,80 6,57 6,67 / 6,69
54 6,80 / 6,73 6,64 6,73
55 6,80 6,67 6,74 6,67 6,75
60 6,81 6,74 6,76 6,73 6,80
80 6,81 6,76 6,77 6,75 6,80
100 6,81 6,77 6,78 6,77 6,80
150 6,81 6,78 6,79 6,79 6,80
200 6,81 6,80 6,80 6,80 6,80
250 6,81 6,80 6,80 6,80 6,80
300 6,81 6,80 6,80 6,80 6,80
350 6,81 6,80 6,80 6,80 6,80
400 6,81 6,80 6,80 6,80 6,80

V Preglednici XXI so zbrane paralelke poskusov z nizjim pH profilom, v Preglednici XXII
s povpre¢nim pH profilom in v Preglednici XXIII z visjim pH profilom. Zac¢etek dovajanja

novega medija oznacujejo odebeljene Crte.

Preglednica XXI: Nizji pH profil z red¢enimi citratno-fosfatnimi pufri. Pri poskusu Mnl smo 4 s dlje
dovajali NasPO4 (100 s namesto 96 s), vendar se meritve ne razlikujejo od ostalih izvedenih paralelk. Pri

poskusu Mn5 smo potopili elektrodo kasneje v ¢aso.

Cas pH

[min] Mn1l Mn2 Mn3 Mn4 Mn5
45 2,26 2,26 2,25 2,23 /
46 2,26 2,25 2,24 2,23 /
47 2,28 2,25 2,25 2,23 /
47,5 2,35 2,38 2,36 2,38 /
48 2,53 2,6 2,61 2,61 /
48,5 2,81 3,1 3,12 3,15 /
49 3,43 4,05 4,88 5,21 /
49,5 3,93 5,31 5,61 5,68 5,55
50 4,52 5,65 5,65 5,79 5,67
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51 521 5,74 572 5,85 577
52 5,42 5,76 5,75 5,85 5,79
54 / 5,78 5,78 5,85 5,79
55 5,58 5,79 5,79 5,85 5,79
60 5,72 5,81 5,81 5,85 5,79
65 5,78 5,81 5,81 5,85 5,79
90 5,78 5,81 5,81 5,85 5,79
135 5,78 5,81 5,81 5,85 5,79
137 5,78 5,82 5,82 5,87 /
139 5,86 5,89 5,85 / /
140 / 5,94 5,93 5,96 5,91
141 5,94 5,98 / / /
145 6,06 6,08 6,07 6,10 6,03
150 6,16 6,17 6,16 6,18 6,14
152 6,18 6,20 6,19 6,21 /
153 6,20 6,22 6,22 6,23 /
155 6,27 6,28 6,28 6,30 6,28
157 6,34 6,35 / /

160 6,41 6,42 6,41 6,42 6,42
165 6,49 6,50 6,50 6,52 6,51
168 / 6,55 6,56 6,58 /
170 6,59 6,60 6,61 6,62 6,61
175 6,71 6,72 6,72 6,74 6,73
180 6,79 6,79 6,80 6,82 6,81
185 6,87 6,87 6,89 6,92 6,91
190 / 6,98 6,99 7,00 7,01
193 7,02 7,02 / / /
195 / 7,05 7,05 7,08

200 7,11 7,15 7,10 /

202 / / / 7,15

205 7,15 7,18 7,12 7,18

210 / 7,21 7,17 7,20

215 / 7,23 7,20 7,23

220 7,18 7,25 7,22 7,25

225 7,20 7,26 7,24 7,27

230 7,23 7,28 7,26 7,29

235 7,25 7,28 7,27 7,30

240 7,26 7,28 7,27 7,30

247 7,25 7,28 7,27 7,30

250 7,25 7,28 7,27 7,30

255 7,26 7,28 7,27 7,30

260 7,26 7,28 7,27 7,30

295 7,25 7,28 7,27 7,30

345 7,26 7,28 7,27 7,30

360 7,26 7,28 7,27 7,30

361 7,25 7,28 7,26 7,30

362 7,16 7,27 7,26 7,25

362,5 6,73 7,05 6,83 6,70

363 6,41 6,57 6,58 6,28

364 6,26 6,26 6,27 6,26

366 6,24 6,25 6,26 6,24

367 6,23 6,24 / /

370 6,22 6,24 6,25 6,23

400 6,21 6,24 6,24 6,21
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Preglednica XXII: Povpre¢ni pH profil z red¢enimi citratno-fosfatnimi pufri. Pri poskusu Mp6 smo potopili

elektrodo kasneje v ¢aso.

Cas pH
[min] Mpl Mp2 Mp3 Mp4 Mp5 Mp6
45 2,27 2,26 2,24 2,26 2,26 /
46 2,27 2,26 2,24 2,26 2,26 /
47 2,30 2,27 2,25 2,26 2,26 /
48 2,61 2,49 2,63 2,53 2,59 /
48,5 2,90 2,78 3,03 2,84 2,96 /
49 5,57 3,41 5,98 3,51 5,55 5,46
49,5 6,27 6,11 6,37 6,23 6,27 6,12
50 6,30 6,28 6,38 6,28 6,40 6,28
50,5 6,31 6,31 / / 6,45 6,31
51 6,33 6,33 6,41 6,31 6,48 6,35
52 6,34 / 6,42 6,34 6,49 6,39
53 / 6,36 6,43 6,35 6,49 6,42
54 / 6,37 6,44 6,36 6,49 6,43
55 6,39 6,37 6,44 6,38 6,49 6,43
56 6,40 / 6,44 6,37 6,49 6,43
57 6,41 6,39 6,44 6,39 6,49 6,43
58 6,41 / 6,44 / 6,48 6,43
59 6,41 / 6,44 6,40 6,48 6,43
60 6,42 6,39 6,44 6,41 6,48 6,43
90 6,42 6,40 6,44 6,44 6,48 6,43
135 6,42 6,40 6,44 6,44 6,48 6,43
137 6,43 6,41 6,45 6,45 6,49 /
140 / / / / / 6,48
145 / / / / / 6,56
148 6,60 / 6,61 6,63 6,65 /
150 6,62 6,63 6,63 6,65 6,67 6,64
160 6,81 6,81 6,82 6,84 6,85 6,78
165 6,89 6,88 6,89 6,90 6,92 6,85
170 6,98 6,96 6,98 7,00 7,00 6,94
180 7,13 7,12 7,12 7,16 7,14 7,10
190 7,33 7,33 7,32 7,34 7,33 7,28
195 / / / / / 7,38
200 7,47 7,51 7,46 7,48 7,48 /
205 / / / / / 7,50
215 7,60 7,61 / 7,60 7,65 7,54
235 / 7,65 7,65 7,66 / 7,61
360 7,67 7,66 7,66 7,67 7,67 7,65
362 7,67 7,66 7,47 7,67 7,68 7,65
363 6,67 6,68 6,26 6,81 6,54 6,81
365 6,24 6,31 6,22 6,18 6,23 6,25
377 6,22 6,25 6,22 6,18 6,21 6,20
400 6,22 6,22 6,22 6,18 6,20 6,20

Preglednica XXIII: Visji pH profil z redéenimi citratno-fosfatnimi pufri. Pri poskusu Mv4 smo potopili

elektrodo kasneje v ¢aso.

Cas H

[min] Mv1l Mv2 Mv3 Mv4
45 2,22 2,27 2,26 /
46 2,22 2,27 2,26 /
47 2,23 2,27 2,26 /
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47,5 2,41 2,40 2,43 /
48 2,71 2,61 2,64 /
49 3,71 3,33 4,81 /
49,5 6,30 4,40 5,71 /
50 6,45 5,49 6,08 5,34
50,5 6,51 5,97 6,18 5,65
51 6,54 6,30 6,28 5,91
52 6,56 6,39 / 6,18
53 / / 6,46 6,37
55 6,59 6,56 6,54 6,55
58 / / 6,57 6,60
60 6,59 6,60 6,60 6,60
70 6,60 6,60 6,60 6,60
90 6,60 6,60 6,60 6,60
135 6,60 6,60 6,60 6,60
138 6,62 6,63 6,63 /
138,5 6,63 / / /
139 6,64 6,65 / /
140 6,66 6,67 / 6,65
141 / / 6,70 /
142 6,69 / / /
143 6,71 6,73 / /
145 6,73 6,76 6,76 6,74
148 6,76 / / /
150 6,78 6,81 6,82 6,80
152 6,80 6,84 6,84 /
153 6,82 6,86 / /
155 6,86 6,90 6,90 6,87
158 6,91 6,97 6,95 /
160 6,94 6,99 6,98 6,97
162 6,97 7,02 7,00 /
165 7,01 7,04 7,03 7,03
167 7,02 7,07 7,05 /
170 7,08 7,12 7,12 7,11
175 7,17 7,20 7,20 7,20
178 7,21 7,24 7,24 /
180 7,24 7,27 7,28 7,28
182 7,27 / / /
183 / 7,32 7,31 /
184 7,30 / / /
185 7,32 / 7,36 7,36
186 7,34 / / /
188 / 7,43 7,42 /
190 / / 7,46 7,46
192 / / 7,50 /
195 / 7,57 / /
197 / 7 7,59 /
200 / 7,64 7,63 /
204 7,64 7,69 7,68 /
205 7,65 7,70 7,71
207 / / 7,74 /
210 / 7,76 / /
211 / / / 7,79
214 / / 7,79 /
215 / 7,82
216 / 7,81 / /
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219 7,77 / / /
220 7,79 / 7,83 /
225 7,81 / 7,86 7,89
226 / 7,92 / /
228 / 7,94 / /
230 7,84 / 7,90 /
235 7,86 / 7,91 7,90
240 7,87 / 7,93 /
245 7,92 / / 7,93
250 7,94 7,96 / 7,95
260 7,95 / / /
280 / 7,97 7,95 /
295 7,96 7,97 7,95 7,98
345 7,96 7,97 7,95 7,98
360 7,97 7,97 7,95 7,98
361 7,96 7,95 7,94 7,98
362 7,73 7,68 7,93 7,68
362,5 7,13 7,07 7,71 7,09
363 6,70 6,70 7,11 6,67
364 6,61 6,56 6,54 6,52
365 6,53 6,51 6,47 6,49
366 6,48 6,48 6,42 /
367 6,45 / 6,40 /
368 / 6,44 / /
370 / / / 6,44
372 6,41 6,38 6,33 /
380 / 7 6,25 6,35
400 6,21 6,21 6,21 /

4.8 TESTI SPROSCANJA
V zaporedno dovajanih medijih, ki ustrezajo pH profilom, opisanim v poglavjih 3.2.3.7 in
4.7, smo izvedli sproScanje natrijevega diklofenakata iz ogrodnih tablet (poglavje 3.2.3.8).
Zanimal nas je vpliv zveznega spreminjanja pH na spro$c¢anje ucinkovine iz tablete.
Postopki izvedbe posameznega pH profila so zbrani v Preglednici VI (Metode).
Preglednice XXIV do XXVII prikazujejo odstotek sprosc¢enega Na-diklofenakata za
posamezno paralelko, povpreéje spros¢ene ucinkovine za posamezni profil sproséanja in
relativno standardno deviacijo.
Preglednici XXVIII in XXIX prikazujeta odstotek sproscenega Na-diklofenakata,
povprecje spro$¢ene uéinkovine in relativno standardno deviacijo za pH profil s fosfatnim
pufrom s pH 6,8 oziroma za povprecni pH profil, ko vzorcev po 140. minuti poskusa ve¢
nismo zbirali v 0,1 M NaOH. Kjer manjkajo zaporedne paralelke poskusov (npr. F2sp),

zaradi eksperimentalne napake pri delu rezultati niso bili upostevani.

Preglednica XXIV: Rezultati spros¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu s pH

profilom s fosfatnim pufrom pH 6.8.
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Cas Flsp F3sp F4sp F5sp F8sp F9sp Povprecje RSD

min (0]

[min] [%]

[% sprosé. ud.]

v 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00
2l 0,12 0,12 0,13 0,14 0,10 0,14 0,12 12,60
40 0,35 0,34 0,38 0,43 0,28 0,42 0,36 13,60
£l 1,04 0,92 1,12 1,17 0,88 128 1,05 13,72
&0 3,79 3,98 4,69 4,56 4,00 472 4,26 9,02
100 | 712 | 795 9,10 8,82 8,17 8,82 8,27 8,34
120 | 1036 | 11,36 | 1300 | 1275 | 11,89 | 12726 11,85 7,71
140 | 1327 | 1437 | 1636 | 1658 | 1519 | 1532 15,07 773
160 | 1585 | 1732 | 1956 | 1982 | 1827 | 1821 18,05 7,62
180 | 1842 | 2059 | 2279 | 22,78 | 2113 | 20,83 20,96 7,27
200 | 2063 | 2332 | 2563 | 2545 | 2390 | 2332 23,59 717
220 | 2313 | 2582 | 2824 | 2789 | 2661 | 2576 26,15 6,49
240 | 2597 | 28,16 3033 | 3019 29,47 28,09 28,60 535
260 | 2873 | 3020 | 3235 | 3253 | 3223 | 3032 30,96 4,62
280 | 3145 | 3238 | 3427 | 3454 | 3454 | 32,60 33,19 3.73
800 | 3412 | 3447 | 3617 | 3669 | 3690 | 34,86 35,43 3,19
820 | 3564 | 3647 | 3797 | 3871 | 3914 | 37,08 37,57 2,80
340 | 3394 | 3841 | 3990 | 4059 | 4124 | 3913 39,61 2,56
360 | 4101 | 4038 | 4177 | 4247 | 4328 | 4102 41,57 2,41
380 | 4293 | 4223 | 4338 | 4443 | 4532 | 42,83 43,43 2,47
400 | 4485 | 4390 | 4480 | 4625 | 47,18 | 4451 45,18 2,50

Preglednica XXV: Rezultati spro§¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu z nizjim pH

profilom.
*Pri poskusu Mn6sp smo opazili, da je tableta splavala po priblizno 4 urah poskusa, in ostala na gladini do

konca.

Cas Mnlsp | Mn2sp | Mn3sp | Mn4sp | Mn5sp | Mn6sp* | Mn7sp | Mn8sp | Povpredje | RSD
[min] [%]

[% spros¢. ué.]

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00
20 0,08 0,08 0,07 0,08 0,04 0,09 0,09 0,06 0,08 22,43
40 0,27 0,27 0,26 0,26 0,22 0,27 0,26 0,23 0,26 7,99
60 0,86 0,77 0,79 0,86 0,78 0,88 0,86 0,63 0,80 10,20
80 3,14 2,88 2,98 3,16 3,16 3,17 2,79 2,76 3,00 5,80
100 6,19 5,83 6,03 6,31 6,43 6,20 5,51 5,82 6,04 5,02
120 9,28 8,79 9,36 9,76 9,79 9,32 8,40 9,02 9,22 5,09

140 12,33 11,66 12,72 13,06 12,89 12,16 11,27 12,11 12,27 4,99
160 15,36 14,55 16,10 16,30 16,04 14,87 14,09 15,21 15,32 5,20
180 18,74 17,93 19,86 19,93 19,50 17,97 17,18 18,62 18,72 5,32
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200 22,63 21,74 23,90 24,09 23,26 21,25 21,02 22,81 22,59 5,14
220 26,58 25,30 28,18 28,30 27,11 24,77 25,39 26,63 26,53 4,96
240 30,19 28,85 31,99 31,94 30,63 28,19 29,87 30,73 30,30 4,42
260 33,31 31,92 35,31 35,09 33,73 31,19 33,86 34,30 33,59 4,27
280 35,89 34,82 38,39 38,01 36,61 33,89 37,30 37,69 36,58 4,37
300 38,20 37,44 41,23 40,70 39,38 36,49 40,28 40,84 39,32 4,46
320 40,49 39,84 43,96 43,24 41,97 38,95 43,19 43,60 41,91 4,56
340 42,54 41,96 46,62 45,77 44,47 41,22 45,92 46,14 44,33 4,80
360 44,53 43,98 49,12 48,20 46,85 43,30 48,41 48,56 46,62 5,00
380 46,48 45,92 51,45 50,54 49,23 45,29 50,72 50,91 48,82 5,16
400 48,30 47,64 53,48 52,60 51,32 47,05 52,78 52,95 50,77 5,24

Preglednica XXVI Rezultati spro$¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu s

povpre¢nim pH profilom.

Cas Mplsp Mp2sp Mp3sp Mp4sp Povpredje RSD
[min] [%6]
[% sprosé. ué.]
0 0 0 0 0 0,00 0,00
20 0,05 0,10 0,15 0,10 0,10 37,09
40 0,18 0,33 0,37 0,38 0,31 28,68
60 0,72 0,94 0,98 1,13 0,94 17,94
80 3,11 3,31 3,44 4,05 3,48 11,62
100 6,46 6,75 6,94 8,09 7,06 10,14
120 10,21 10,51 10,85 11,75 10,83 6,13
140 14,05 13,91 14,65 15,23 14,46 4,17
160 18,05 17,31 18,41 18,60 18,09 3,15
180 22,14 20,97 22,32 22,21 21,91 2,86
200 26,26 24,70 26,29 25,83 25,77 2,88
220 29,67 27,80 30,01 29,41 29,22 3,34
240 32,69 31,02 33,13 32,62 32,37 2,85
260 35,57 33,73 36,15 35,46 35,23 2,97
280 38,18 36,29 38,87 38,58 37,98 3,06
300 40,75 38,75 41,47 41,30 40,57 3,09
320 43,24 41,14 43,87 43,93 43,04 3,04
340 45,71 43,43 46,18 46,45 45,44 3,03
360 48,03 45,58 48,37 48,82 47,70 3,03
380 50,26 47,82 50,54 51,01 49,91 2,85
400 52,15 49,80 52,37 53,06 51,85 2,73
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Preglednica XXVII: Rezultati spros¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu z vi§jim pH

profilom.
Cas Mvlsp Mv3sp Mv4sp Mv5sp Povpredje RSD
[min] [%]
[% spros¢. uc.]

v 0 0 0 0 0,00 0
2 0,09 0,08 0,11 0,10 0,09 14,40
40 0,30 0,26 0,34 0,32 0,30 11,83
60 0,74 0,85 0,97 092 0,87 11,58
&0 3,33 3,64 3,76 375 3,62 5.55
100 7,23 7,55 7,58 7.70 751 2,66
. 11,03 11,32 11,42 11,61 11,35 214
140 14,61 14,90 15,02 15,29 14,96 1,87
160 18,14 18,39 18,45 18,99 18,49 1,93
— 21,66 22,21 21,62 22,66 22,04 2,24
2 2516 26,06 24,85 26,29 25,59 2,70
2 28,61 29,86 27,91 29,85 29,06 3,32
240 31,71 33,20 30,98 32,85 32,19 3,19
2 34,53 36,18 33,62 3558 34,98 3.24
280 37,21 38,93 36,13 38,14 37,60 3,20
800 39,71 41,44 38,53 40,58 40,07 3,10
320 42,14 43,88 40,91 42,86 42,45 2,94
340 44,43 46,23 43,13 45,05 44,71 2,89
— 46,52 48,62 45,31 47,18 46,91 294
380 48,71 50,88 47,46 49,29 49,09 2,89
b 50,65 52,74 49,34 51,19 50,98 2,76

Preglednica XXVII11: Rezultati spros¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu s pH
profilom s fosfatnim pufrom pH 6,8, ko od 140. minute poskusa dalje vzorcev nismo ve¢ zbirali v 0,1 M
NaOH.

Cas F2spB F3spB Povprecje RSD
[min] [%]
[% spros¢. ué.]

0 0 0 0,00 0,00
20 0.13 0.11 0,12 15,65
40 0,37 0.32 0,35 10,21
60 113 0.93 1,03 13,47
80 4,22 393 4,08 4,95
100 7.96 7.48 7,72 4,40
120 11.15 10,65 10,90 3,21
140 13,94 13,67 13,80 1,34
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160 16,64 16,48 16,56 0,67
180 19.22 19.05 19,13 0,63
200 2212 2158 21,85 1,78
220 2500 24.20 24,60 2,30
240 2775 26,65 27,20 2,86
260 3058 2013 29,85 3,44
280 33.35 3161 32,48 3,79
300 3574 33.84 34,79 3,86
320 37.97 36,05 37,01 3,66
340 40,44 3814 39,29 4,14
360 42,60 4023 41,41 4,05
380 44,66 42.20 43,43 4,01
400 46,72 44,03 45,37 4,19

Preglednica XXIX: Rezultati spro$¢anja Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet v medijih v skladu s

povpre¢nim pH profilom, ko od 140. minute vzorcev ve¢ nismo zbirali v 0,1 M NaOH.

Cas MpispB Mp2spB Povpredje RSD (%)
[min]
[% spros¢. uc.]

0 0 0 0,00 0,00
20 0,07 0,07 0,07 5,27
40 0,36 0,27 0,32 22.32
60 1,13 0,90 1,01 16,19
80 3,41 3,66 353 4.94
100 6,65 7.66 7,16 9,97
120 9,96 11,45 10,71 9,86
140 13,37 14,88 14,12 753
160 16,91 18,37 17,64 5,87
180 20,57 22,03 21,30 4.83
200 24,38 26,06 25,22 470
220 27,87 29,86 28,86 4.86
240 30,92 32,90 31,91 4.40
260 33,71 35,60 34,66 3,85
280 36,29 38,02 37,15 3.30
300 38,74 40,29 39,51 2,78
320 41,06 42,45 41,76 2,37
340 43,31 44,50 43,91 1,92
360 45,44 46,52 45,98 1,66
380 47 47 48,38 47,93 1,34
400 49,14 50,03 49,58 1,26
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Naredili smo tudi primerjavo sproscanja iz ogrodnih tablet za natrijev diklofenakat in
ibuprofen po pH profilu s fosfatnim pufrom pH 6,8. Uporabili smo 250 mg tablete
(poglavje 3.2.3.8), vendar samo v eni paralelki. Preglednica XXX prikazuje odstotek

sproscene ucinkovine.

Preglednica XXX: Spros¢anje iz ogrodnih tablet, stisnjenih z manj$§im pecatom, s 25% vsebnostjo

natrijevega diklofenakata oziroma ibuprofena, v medijih v skladu pH profilu s fosfatnim pufrom s pH 6,8.

Cas FlspmD Flspml
[min] (25% Na- (25% ibuprofen)
diklofenakat)
[% spros¢. uc.]

0 0 0
20 0,17 0,65
40 0,47 1,55
60 1,13 3,01
80 4,43 5,63
100 8,56 8,18
120 12,18 10,89
140 15,75 13,44
160 19,22 15,70
180 22,48 17,87
200 25,70 19,97
220 29,25 21,90
240 32,13 23,74
260 35,02 25,60
280 37,73 27,40
300 40,51 29,28
320 43,06 30,97
340 45,47 32,68
360 47,90 34,45
380 50,21 36,27
400 52,56 37,95

5 RAZPRAVA

V okviru naloge smo oblikovali pH profile po podatkih iz literature, jih s pomo¢jo pufrov
ter razli¢nih kislih in bazi¢nih raztopin simulirali na pretocnem sistemu s kroglicami, ter

nato izvedli Se sproscanja natrijevega diklofenakata oziroma ibuprofena iz ogrodnih tablet.

5.1 OBLIKOVANJE pH PROFILOV PO LITERATURNIH VIRIH

49



Po studiji vec literaturnih virov (4, 5, 6) smo dolocili povpre¢ne ¢ase zadrzevanja FO na
posameznih delih prebavnega trakta za simulirane pH profile: do 45. minute kislo okolje
zelodca, nato hiter skok ob simuliranem prehodu v duodenum (priblizno 2 minuti za skok),
nato 90 minut prvega platoja (ponazarjanje zacetnega dela tankega Crevesa), postopen dvig
(v 80 minutah) do drugega platoja z visjim pH (ponazarjanje kon¢nega dela tankega
¢revesa), vzdrzevanje drugega platoja 145 minut, nato pa hiter padec (priblizno 2 minuti)
pH za 1,5 enote ob prehodu v kolon, Kjer je nato pH spet konstanten do konca poskusa (40
minut).

Glede pH vrednosti pa smo se odloCili za tri razline variante na podlagi tabele iz
literaturnih virov-povpre¢ni pH profil (glede na Preglednico IX v Rezultatih) in pa
nekoliko visji in nizji pH profil. Povprecni pH profil je nastavljen po dejansko
izraCunanem povprecju individualnih pH vrednosti, izmerjenih v fizioloskih pogojih pri
zdravih posameznikih, kot je opisano v poglavjih 1.1.3, 3.1, 4.1. Za vi§ji profil smo nato
vzeli najvi§jo individualno vrednost v obmocju, ki smo ga poimenovali prvi pH plato, ter
nato $e najvisjo individualno vrednost v obmog¢ju drugega platoja. Po enakem principu smo
izbrali tudi najniZjo individualno vrednost za oba platoja za nizji pH profil.

Za simulacijo zgoraj opisanih pH profilov smo uporabili sestavljene citratno-fosfatne
pufre, ki kot sestavljeni pufri omogocajo $irSe obmocje pufranja in lahko z njimi dosezemo
Sirsi spekter pH med 3 in 8.

Poleg dolocenega pH, smo se Zeleli vsaj okvirno priblizati tudi fizioloskim vrednostim
pufrskih kapacitet teko¢in v GIT. Na podlagi predhodno izvedene magistrske naloge na
katedri (7), smo si zastavili vrednosti med 4 in 6 mmol/L/ApH za simuliranje tankega
Crevesa; zazeleno je, da od simuliranega duodenuma do ileocekalne zaklopke pufrske
kapacitete rahlo nara$ajo. Za simuliranje debelega crevesa, smo ciljali na pufrske
kapacitete, ki so bile v nasem primeru so okrog 14 mmol/L/ApH, v literaturi pa poro¢ajo
tudi o visjih vrednostih: med 30-40 mmol/L/ApH, pregled vrednosti v (7).

Za primerjavo pa smo zeleli uporabiti tudi pogosto uporabljan fosfatni pufer s pH 6,8. Zato
smo oblikovali tudi pH profil, kjer smo obdrzali enak zacetni del (45 minut v kislem
okolju), sledil je skok na pH 6,8 (prav tako izveden s 55 mM NazPOs), nato pa smo do
konca poskusa samo vzdrzevali pH na tej vrednosti (nismo simulirali padca pH in
kolonskega dela).

Opisano je prikazano na Sliki 2.
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V nadaljevanju (poglavja 5.2, 5.3, 5.4) je natan¢neje opisana izdelava povprecnega pH
profila, ki smo ga izdelali najprej. Po enakem principu pa so bili nato izdelani tudi ostali

profili.
Teoreticni pH profili po podatkih iz literature
9,0
8,0 8,0
8,0 Vi 7,7
)
’ ’ 6,8
o &8 8 1
6,3 63/ |
q |
6,0
6.26:2 —0—Mp: éni pH profil
58 58 p: povprecni pH profi
5,0 W
T Mn: nizji pH profil
o
4,0
| Mv: visji pH profil
3,0 X .
‘ F: pH profil s fosfatnim
2 2 pufrom
2,0
2,0 2,0
1,0
0,0
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Slika 2: Predlogi za tri pH profile na podlagi $tudije »in vivo« izmerjenih pH vrednosti iz literature (4, 5, 6)
in za primerjavo $e pH profil s pogosto uporabljanim fosfatnim pufrom. Ob krivuljah so navedene vrednosti
pH.

5.2 SIMULACIJA HITREGA NARASCANJA pH OB PREHODU 1Z
ZELODCA V DUODENUM
S hitrim dvigom pH iz kislega medija (0,01 M HCI) do vrednosti pH 5,8-6,8 smo zeleli
ponazoriti stanje v prebavnem traktu, ko farmacevtska oblika zapusti Zelodec in preide v
duodenum. Za ta namen smo uporabili raztopine NazPOas.
Najprej smo poskusali s 55 mM NasPOs (poskusa MpS1 in MpS2), nato pa z bolj
koncentrirano 100 mM raztopino (poskusi MpS3-MpS6). Ko smo se s poskusom MpS6

zelo pribliZzali Zelenemu skoku, smo spet presli na manj koncentrirano 55 mM raztopino

51



NasPOg, saj je z le-to mogoc boljsi nadzor nad dvigom pH. Pri 100 mM raztopini NasPO4
namre¢ vsaka kapljica ve¢ ali manj povzroci precej$nje razlike v pH, zato je bolj primerna
55 mM NazPOg, kjer so razlike manjse in je zato moznih manj eksperimentalnih napak.
Poskusa MpS1 in MpS2 prikazujeta premajhno koli¢ino dovedenega 100 mM NazPOs,
poskusa MpS3 ter MpS4 pa prevelik skok, ki preseze pH vrednost prvega pH platoja, ki je
6,3. Poskusi MpS5, MpS6 in MpS7 prikazujejo ustrezno hiter porast pH.

S poskusom Mpln smo najbolj uspesno dosegli zeleni hitri dvig iz pH 2,2 na 6,3. Zgoraj
omenjeni poskusi skoka so primerjani na Sliki 3. Natan¢nejsi opis izvedbe in izmerjene pH
vrednosti v odvisnosti od ¢asa so prikazani v poglavjih 3.2.3.7 in 4.4 (Preglednici V in
XVII).

Povprecni pH profil, poskusi hitrega dviga pH ob simuliranem
prehodu iz Zelodca v duodenum

6 s e \pS2 85 s 55 MM Na3PO4
— MpS1 50 s 55 mM Na3PO4
MpS3: 95 s 100 mM Na3PO4

= . MpS4: 72 s 100 mM Na3PO4
/ —— MPpS5: 62 s 100 MM Na3PO4
3 .
J— MpS6: 58 s 100 mM Na3P04
2 = = Mp1ln: 105 s 55 mM Na3PO4
MpS7: 58 s 100 mM Na3PO4
1
0
0 5 10 15 20 25

¢as (min)

Slika 3: Poskusi hitrega dviga pH v odvisnosti od ¢asa z raztopino NazPOs dveh razli¢nih koncentracij. V
legendi so navedeni Casi dovajanja in koncentracije NasPOa, uporabljenih pri posameznih poskusih. Mpln

predstavlja uspesno izveden hiter skok.

Pri poskusih F5, Mp6, Mv4 in Mn5 smo elektrodo potopili v delovno ¢aso Sele proti koncu
dviga pH s NasPOs, ko je bil pH Ze okrog 5. Tako smo zeleli preveriti, ali na meritve

vpliva, da je elektroda najprej v kislem mediju, saj je bila pred zacetkom poskusa vedno
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umerjena na pH 7. Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da so bile meritve pri
vi§jih pH vrednostih pravilne.

53 SIMULACIJA POCASNEGA NARASCANJA pH VZDOLZ
TANKEGA CREVESA

Po zgoraj opisanem hitrem dvigu pH (simuliranje prehoda v duodenum) je sledil prvi plato,
kjer smo 90 minut vzdrzevali konstanten pH in tako ponazarjali stanje pH v zaetnem delu
tankega crevesa. Ker Studije (Uvod, 1.1.3) porocajo o postopnem dvigu pH vzdolz
osrednjega dela tankega ¢revesa, smo zeleli to izvesti tudi na naSem profilu.
Najprej smo poskusili tako, da smo po vzdrzevanju prvega pH platoja s pufrom 1 zaceli
neposredno dovajati pufer 2 z visjim pH (za drugi pH plato). To prikazujejo poskusi Mp1n,
MpS7 in MpS6 na Sliki 4.
Ugotovili smo, da je dvig pH potekel v ustreznem casovnem okviru (priblizno 80 minut)
glede na literaturne vire, vendar pa ni bil dovolj enakomeren. Kot je razvidno iz Slike IV,
je namre¢ pH najprej naraScal prehitro, nato pa se upocasnjeval, dokler ni bil dosezen
plato. Zato smo s poskusom Mpl poskusili drugace: Pufer 1 in pufer 2 (prvi s pH 6,3 in
drugi 7,6) smo zmesali v razmerjih 3:1; 1:1 in 1:3 in nato te meSanice zaporedno dovajali,
vsako po 15 minut. Potem smo zaceli z dovajanjem Cistega drugega pufra in v Zelenem
¢asu dosegli plato. Kot vidimo na Sliki 4 je bilo naras¢anje tokrat precej bolj enakomerno,
kar je ustrezalo naSemu pH profilu. Natancen opis izvedbe poskusa Mpl je v poglavju
3.2.3.7 v Preglednici VI, izmerjene pH vrednosti v odvisnosti od ¢asa pa v 4.5 v
Preglednici XVIII.
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Povprecni pH profil, po¢asno narascanje pH med prvim in
drugim pH platojem za simuliranje osrednjega dela tankega
Crevesa

7 g

6 E ———Mp1ln
5
T MpS7
o
4
MpS6
3 p
2 Mp1: dvig pH s tremi

vmesnimi stopnjami

0 50 100 150 200

¢as (min)

Slika 4: Poskusi enakomernega dviga pH med prvim in drugim pH platojem. Poskusi Mpln, MpS6 in MpS7
so bili izvedeni z zaporednim dovajanjem najprej pufra 1 in nato pufra 2. Poskus Mp1 je bil izveden s tremi

vmesnimi stopnjami.

5.4 SIMULACIJA HITREGA PADCA pH OB PREHODU 1Z TANKEGA
V DEBELO CREVO

Drugi pH plato ponazarja stanje v terminalnem delu tankega ¢revesa in ko je farmacevtska
oblika pred ileocekalno zaklopko. Sledi prehod v kolon, kjer v literaturnih virih zasledimo,
da pade vrednost pH priblizno za enoto in pol (9).
To smo Zzeleli ponazoriti z dovajanjem ortofosforne kisline HsPO4. Uporabili smo 0,425%
in 0,85% raztopino. Ugotovili smo, da glede na kapacitete uporabljenih pufrov (med 4 in 7
mmol/L/ApH, oziroma ve¢je) 0,425% raztopina ni primerna, saj majhne koli¢ine Se ne
spremenijo pH raztopine, za bolj u¢inkovito se je izkazala uporaba 0,85% raztopine.
MpS7 na Sliki 5 prikazuje poskus, kjer smo samo dosegli drugi plato, nismo pa ga
vzdrzevali, temve¢ smo Ze v 170. minuti poskusa zaceli dovajati ortofosforno kislino. Ker
je bil to en od zaetnih poskusov, smo dovajali 0,425% H3POs 21 sekund, kar se je

izkazalo kot premalo.
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Mpln je poskus, kjer smo dosegli in vzdrzevali drugi pH plato do 315. minute poskusa,
nato pa smo uvajali ortofosforno kislino, vendar $e vedno premalo koli¢ino, zato padec ni
bil dovolj oster.

Pri poskusu Mpl smo prav tako vzdrzevali drugi pH plato do 315. minute poskusa, nato
smo uvajali ortofosforno kislino v dovolj veliki koli¢ini, da smo dosegli zeljen hiter padec
iz priblizno 7,7 na 6,2 (za 1,5 pH enote). Natan¢ni opis izvedb poskusov so v poglavju
3.2.3.7 (Preglednici V, VI) in meritve pH v 4.6 (Preglednica XI1X).

Na Sliki 5 so prikazani zgoraj omenjeni poskusi.

Povprecni pH profil, hiter padec pH ob simuliranem
prehodu iz tankega v debelo Crevo

7,5

6,5

T 6 Mp1:45s0,85% H3PO4
——MpS7:2150,425% H3PO4

>3 Mp1n: 27 s 0,85% H3PO4

4,5

150 200 250 300 350 400

¢as (min)

Slika 5: Poskusi, s katerimi smo Zeleli dolo¢iti primerno koncentracijo in ¢as dovajanja ortofosforne kisline,
da bi pH v nekaj minutah padel za priblizno 1,5 enote. V legendi je naveden ¢as dovajanja in koncentracije

ortofosforne kisline, uporabljene v posameznem poskusu. Mp1 predstavlja uspesen hiter padec pH.

Ko smo uspesno simulirali povprecni pH profil z zgoraj omenjenimi koraki, smo simulirali
Se vi§ji in nizji pH profil. Uporabili smo enake raztopine 55 mM NaszPOjs in 0,85% H3PO4
ter citratno-fosfatne pufre, ki so imeli ustrezne pH. Ker razlike v pH pufrov niso velike
(pufri za prvi pH plato 5,8, 6,4, 6,6 in za drugega pH 7,3, 7,7, 8,0), smo le za nekaj sekund

prilagodili dovajanje NasPO4 in H3PO4 za ustrezen dvig oziroma padec pH.
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Za simulacijo pH profila s fosfatnim pufrom smo isti ¢as dovajali 55 mM NazPOs kot pri

simulaciji povpre¢nega pH profila in dosegli ustrezen dvig pH.

5.5 TESTI SPROSCANJA
5.5.1 VPLIV LOVLJENJA VZORCEV V RAZTOPINO NaOH NA REZULTATE
SPROSCANJA

Odlocili smo se, da za eksperimentalni del te naloge tekom poskusov sproscanja vzorce
zbiramo v 0,1 M NaOH.
V ogrodnih tabletah je bil diklofenak, ki je Sibko kisla u¢inkovina s pKa 3,8, v obliki
natrijeve soli (sol Sibke kisline z mo¢no bazo). V vodnem mediju zac¢ne tableta rahlo
nabrekati in na povrSini se tvori difuzna plast. V difuzni plasti, ki nastane, ko je tableta v
0,1 M HCI, je pH visji kot v okoliski raztopini (pH 5-6). Pride do raztapljanja natrijevega
diklofenakata (ionizirana oblika), ki difundira iz difuzne plasti v okolico, nato pa se zaradi
kislega pH oborijo majhni skupki (precipitati) neioniziranega diklofenaka. V fizioloskih
pogojih ti skupki nastajajo v Zelodcu. Nato majhni precipitati diklofenaka potujejo vzdolz
prebavnega trakta in ob vi§jem pH ponovno ionizirajo in se raztopijo (prehod v duodenum
oziroma v tanko ¢revo). Ker so ti delci zelo majhni, se v tankem crevesu hitro raztopijo,
prej kot bi se kristali kisline, ¢e ne bi bila v obliki soli. Z uporabo 0,1 M NaOH smo Zeleli
zagotoviti, da je natrijev diklofenakat v vzorcu vedno povsem raztopljen (tudi precipitati),
da lahko celokupni spros¢eni u¢inkovini izmerimo absorbanco in pravilno dolo¢imo njeno
koncentracijo v vzorcu. Simuliramo namre¢ »in vivo« Situacijo: absorpcijo uéinkovine v
tankem crevesu. S tem ko ¢rpamo medij s pretokom 2 mL/min (kar ustreza pretoku tekoc¢in
iz Zelodca v duodenum) odstranjujemo iz ¢aSe sproS¢eno ucinkovino, tako kot bi se v
fizioloskih pogojih preko absorpcije odstranjevala iz tankega Crevesa.
Zanimalo pa nas je, ali bi dobili drugacne rezultate, ¢e vzorcev pri visjih pH (po 140.
Minuti) ve¢ ne bi zbirali v NaOH. Za $tiri pufre, uporabljene pri simulaciji pH profila s
fosfatnim pufrom s pH 6,8 ter povprecnega pH profila, smo dolo¢ili umeritvene premice
brez NaOH. Pri tem smo pripravili osnovno raztopino 10 mg natrijevega diklofenakata v
100 mL bucki in do oznake dopolnili s precis¢eno vodo. Nato smo osnovno raztopino
red¢ili in dobili raztopine s koncentracijami med 1 in 50 mg/L za pufre s pH 6,4, 6,8 in 7,7,
ter od 1 do 15 mg/L za pufer s pH 6,2 (Preglednice X, XI, XII, XIII). Pri pripravi
umeritvenih premic v pufrih upostevamo, da mora biti vodna raztopina vsaj 20-krat

redCena, kar v naSem primeru pri nekaterih red¢itvah ni veljalo. Vendar ima diklofenak
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zelo podobne umeritvene premice v pufrih s pH v tem obmocju, zato smo se odlocili za ta
postopek, saj napaka ni velika.

Naredili smo po dve paralelki spros¢anja za pH profil s fosfatnim pufrom ter povpre¢ni pH
profil, kjer od 140. minute dalje vzorcev nismo lovili v NaOH, temve¢ v prazen stekleni
valj. Za spremembo pri 140. minuti smo se odlo¢ili, ker je tam pH v delovni ¢asi ze med 6
in 6,5, kar je toliko visje od pKa diklofenaka (pKa= 3,8), da se raztapljajo¢i natrijev
diklofenakat ne obarja vec.

Rezultate lahko primerjamo na Sliki 6 in kot je razvidno, do vecjih razlik ni prislo. Pri pH
profilu s fosfatom je vidna manjsa razlika od 160. pa do priblizno 280. minute poskusa,
kjer je sproScanje v primeru brez NaOH nekoliko pocasnejSe, nato pa se krivulji spet
zdruzita. Na koncu tako je v obeh primerih celokupno sproscenih priblizno 45%
ucinkovine.

V primeru povpre¢nega pH profila pa je nekaj vidne razlike samo ob koncu sproscanja, kar
na koncu pomeni 2% razlike (absolutno); priblizno 50% spros¢ene uéinkovine v primeru
brez NaOH in 52% v primeru uporabe raztopine NaOH. Razlike so torej zelo majhne. Zato
lahko zaklju¢imo, da nismo opazili pomembnih razlik v profilih spros¢anja ob uporabi

NaOH v primerjavi z neuporabo NaOH pri visjih pH (pH nad 6).
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Slika 6: Primerjava povpreénih grafov spro$éanja: pH profil s fosfatom in povpreéni pH profil, ¢e smo

vzorce lovili v 0,1 M NaOH oziroma, ¢e jih od 140. minute dalje ve¢ nismo.

5.5.2 GRAFI SPROSCANJA
Glede na oblikovane §tiri razliéne pH profile nas je zanimalo, kako se bodo (relativno
majhne) razlike v pH odraZale na grafih spros¢anja. Za sproscanje po posameznem profilu
je bilo izvedenih ve¢ paralelk, izraCunano povprecje pa je prikazano na Sliki 7 (leva y 0s).
Prav tako so na sliki pH profili (desna y os) ujemajo¢ih barv. Slika 7 prikazuje razlike v

grafih sprosScanja, glede na uporabo razlicnih pH profilov.

Komentar relativne standardne deviacije (RSD)

Kot je razvidno iz rezultatov, je RSD najvecji v prvih 40 minutah poskusov (okrog 15 %,
tudi do 30%), ko je bila tableta v kislem okolju. Takrat se je sprostilo le malo u¢inkovine,

zato so nihanja relativno vec¢ja. RSD nato tekom poskusov pada in doseze kon¢no vrednost
pod 5%.
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Pri poskusu Mn6sp smo opazili, da je tableta splavala po priblizno 4 urah poskusa, in
ostala na gladini do konca. Po 400. minutah poskusa se je pri omenjeni paralelki sprostilo
najmanj ucinkovine (47,05%), vendar glede na izraCunano povprecje osmih paralelk Se
vedno primerljivo z ostalimi (povprecje po 400. minutah 50,77%, RSD 5,24%).

Paralelke poskusov F2sp, F6sp, F7sp, Mv2sp in FlspB niso vkljucene v rezultate zaradi
eksperimentalnih napak pri delu: pri poskusu F2sp smo 5 sekund predolgo dovajali
NasPOgs, zato se je pH dvignil nad prvi pH plato, kar je vplivalo na vecji odstotek
spros¢ene ucinkovine. Pri poskusih Fé6sp, F7sp, Mv2sp in F1spB je bil volumen medija v
casi tekom poskusa neustrezen (ni bil 40 mL), zato smo prav tako dobili napacno
koncentracijo u¢inkovine Vv vzorcu.

Kot vidimo, Ze malo visji pH pufra (npr. 6,80 v primerjavi s 6,45) opazno vpliva na
krivuljo spros¢anja; naklon je vecji. Ko se pH za¢ne dvigovati iz prvega na drugi pH plato,
se to zacne takoj odrazati kot vi§ja hitrost sproS¢anja. Vendar pa se koncen odstotek
sprosc¢ene ucinkovine iz tablete, po sproscanju v medijih v skladu z nizjim, povpre¢nim in
visjim pH profilom, ne razlikuje bistveno. V vseh treh primerih je po 400 minutah poskusa
sproséenega med 50 in 52% diklofenakata.

Zacetnih 45 minut poskusa poteka v vseh primerih enako, zato kot vidimo na Sliki 7, tu ni
razlik v sproscanju. Razlike so predvsem med 60. in 250. minuto poskusa, po izvedenem
hitrem dvigu pH, prvem pH platoju in po¢asnem dvigu pH do drugega platoja. Ce
opazujemo potek pH profilov in pripadajoce krivulje spros¢anja po hitrem dvigu pH, v
obmocju prvega platoja in ob pofasnem dvigovanju pH, vidimo, kako se te spremembe
takoj odrazajo v hitrosti sproS§¢anja u¢inkovine. Opazimo lahko, da se grafi pH profilov in
krivulje sproscanj med seboj krizajo (sekajo) ob ¢asu, ki ustreza menjavi medija. Kot
primer: 160. minuta, pH profil s fosfatnim pufrom in povpreéni pH profil se sekata,
krivulja spros¢anja po povpre¢nem pH profilu pa seka krivuljo pH profila s fosfatom z
zamikom priblizno 20 minut, ter se nato dvigne nad njo. Do zamika pride, ker se pH v ¢asi
dvigne nekaj minut po zacetku dovajanja medija z vi§jim pH in ker zbiramo vzorce v
merilni valj v 20-minutnih intervalih.

vrednostih, izmerjenih na zdravih ljudeh, kar bi lahko pomenilo, da Ze fizioloske
variabilnosti v pH vzdolz tankega Crevesa povzroc¢ijo razli¢ne profile sproscanja po
zauzitju farmacevtske oblike z diklofenakatom. Topnost diklofenaka v obmocju vrednosti,

ki jih zasledimo v tankem Crevesu, se namre¢ veca z visanjem pH, posledi¢no pa se sprosti
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razlicen odstotek ucinkovine iz tablete. Glede na povezavo med delezem sproscene
uc¢inkovine in absorpcijo le-te v krvni obtok, pa bi lahko prislo tudi do nihanj v plazemskih

vrednostih u¢inkovine.
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Slika 7: Na x osi je naveden ¢as v minutah, na desni y osi pa S0 nane$ene pH povpre¢ne vrednosti vseh §tirih
pH profilov. Na levi y osi vidimo odstotek sproséene ucinkovine, kar v odvisnosti od ¢asa predstavlja
povpreéne grafe spro§¢anja diklofenakata iz tablet. Pripadajoci se pH profili in krivulje spro§¢anja so barvno

usklajeni.

56 PRIMERJAVA PROFILOV SPROSCANJA ZA NATRIJEV
DIKLOFENAKAT IN IBUPROFEN

S poskusoma FlspmD in Flspml smo primerjali sproS¢anje po istem profilu za dve
razliéni NSAID ucinkovini: natrijev diklofenakat in ibuprofen. Uporabili smo pH profil s
fosfatom s pH 6,8 in tablete iz serij, kjer smo uporabili manj$i, 10 mm pecat (250 mg
ogrodne tablete).
Poskus smo zaceli s 45 min v 0,01 M HCI, nato 105 sekund dovajali 55 mM NazPOs in
nadaljevali s fosfatnim pufrom s pH 6,80. Ob tem je tableta z ibuprofenom po priblizno eni
uri poskusa splavala in do konca lebdela na povrSini, medtem ko je tableta z
diklofenakatom ostala na steklenih kroglicah na dnu c¢ase.
Kot vidimo na Sliki 8, se v kislem mediju sprosti iz tablete ve¢ ibuprofena, kot
diklofenakata. Nato pa se z dvigovanjem pH v priblizno 100. minuti poskusa krivulja
spros¢anja diklofenakata dvigne nad krivuljo ibuprofena (hitrost spros¢anja diklofenakata
je vec¢ja), in do konca poskusa je razlika v skupnem odstotku sprosc¢ene ucinkovine
priblizno 15%.
Dobljeni rezultat bi lahko pojasnili z razliénima vrednostma pKa; diklofenak ima vrednost
pKa 3,80 in ibuprofen 4,91 (pri 25°C) (10, 16). Vrednost pKa vpliva na stopnjo ionizacije,
topnost obeh uc¢inkovin pa se spreminja s pH medija. V kislem sta oba slabo topna. Na
odstotek spros¢ene ucinkovine pa vpliva pa tudi topnost neionizirane oblike. Ker je tableta
z ibuprofenom splavala in vecino poskusa ni bila v stiku s steklenimi kroglicami, ni prislo
do trenja, ki bi sproti odstranjevalo nabreklo plast tablete in tako pospeSevalo raztapljanje
ter spro$¢anje uéinkovine. Poleg tega smo izvedli samo eno paralelko sproséanja. Eden od
glavnih razlogov za to je ugotovitev, da metoda spektrofotometrije za dolo¢anje ibuprofena
V vzorcu ni bila najprimernej$a. Okoli valovne dolzine 221 nm, kjer ima ibuprofen Amax
(absorpcijski maksimum ibuprofena), namre¢ absorbira molekula ibuprofena, pa tudi
nekatere komponente pufra. To otezuje pravilno doloc¢itev koncentracije ibuprofena v
vzorcu, zato bi bilo dobro uporabiti drugo metodo, npr. analizo vzorcev s HPLC (»high
performance liquid chromatography«), ki lo¢i razli¢ne spojine med seboj. Zato s tem

poskusom v sklopu nase naloge nismo nadaljevali, ugotovili pa smo, da imata razli¢ni
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ucinkovini razli¢en profil spros¢anja V nasem primeru smo uporabili sol diklofenaka in

neioniziran ibuprofen, kar zagotovo vpliva tudi na profile spros¢anja.
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Slika 8: Grafa sproscanja natrijevega diklofenakata in ibuprofena iz ogrodnih tablet s 25% vsebnostjo

ucinkovine, v odvisnosti od Casa.
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SKLEPI

V sklopu magistrske naloge smo na podlagi literaturnih podatkov izdelali postopek
zaporedne menjave medijev za simulacijo pH profila od Zelodca do kolona v stanju
na teSCe. Zanimalo nas je predvsem spreminjanje pH vzdolz tankega Crevesa.

Za izdelavo pH profilov so se izkazali kot uporabni: vodna raztopina klorovodikove
kisline (HCI), raztopine NasPO4 in H3POys, ter redCeni citratno-fosfatni pufri.

7 0,01 M HCI smo simulirali kislo okolje v Zelodcu na tesce.

Za hiter dvig pH je najuporabnej$a 55 mM raztopina NaszPOa, za hiter padec pH pa
0,85% H3POa4.

Z red¢enimi citratno-fosfatnimi pufri smo dosegli Zelene pH in pufrske kapacitete za
simulacijo medijev v tankem ¢érevesu ter kolonu.

Za simulacijo pocasnega dviga pH v osrednjem delu tankega ¢revesa (priblizno 1,5
pH enote v 80 minutah) je primeren postopek z zaporednim dovajanjem meSanic
dveh citratno-fosfatnih pufrov v razli¢nih razmerjih.

Uporaba 0,1 M NaOH pri zbiranju vzorcev z natrijevim diklofenakatom pri visjih pH
(pH nad 6) ni imela vpliva na izmerjeno koncentracijo spros¢ene u¢inkovine, konéne
razlike v rezultatih spros¢anja, ko smo vse vzorce zbirali v raztopino NaOH, oziroma
ko jih po 140. minuti poskusa ve¢ nismo, so zelo majhne.

Ze majhne spremembe v pH profilu se odrazajo na grafu spro§anja natrijevega
diklofenakata iz ogrodnih tablet. Ko se pH raztopine za¢ne dvigovati (na primer ze
razlika med pH 6,45 in 6,80), se to za¢ne takoj odrazati tudi na krivulji spros¢anja,
naklon postane ve¢ji. Vendar se konéni odstotki spros¢ene ucinkovine iz tablete, ko
je sproscanje potekalo v skladu z nizjim, povpreénim in vi§jim pH profilom, ne
razlikujejo bistveno: kon¢ne vrednosti po 400 minutah spro$¢anja so med 50 in 52%.
Ce rezultate spro$¢anja prenesemo na »in vivo« situacijo bi to lahko pomenilo, da Ze
fizioloske variabilnosti pH okolja vzdolz tankega ¢revesa, med posamezniki in
znotraj posameznika, povzro€ijo razli€ne profile spros¢anja diklofenakata iz »per os«

zauzite farmacevtske oblike.
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