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Povzetek

pH profil medijev vzdolz ¢loveskega prebavnega trakta poteka znotraj dolocenih fizioloSkih
mej, a je kljub temu podvrzen velikim intra- in interindividualnim razlikam. Te razlike imajo
lahko velik vpliv na farmakokinetiko u¢inkovin, vgrajenih v razli¢ne farmacevtske oblike.

V sklopu te magistrske naloge smo z uporabo Mcllvainovih pufrskih raztopin simulirali
razli¢ne individualne pH profile prebavnega traka pri pogojih na tesce, nato pa preucevali
njihov vpliv na sproscanje natrijevega diklofenakata iz ogrodnih tablet. Vse poskuse smo
izvajali na pretocnem sistemu z uvajanjem ustreznih kislin, baz in Mcllvainovih pufrov s
primernim pH in pufrsko kapaciteto.

Delovna c¢asa v pretocnem sistemu je bila termostatirana na 37°C, hitrost meSanja z
magnetom je bila 60 obratov na minuto, gibanje v prebavnem traktu pa smo simulirali z
uporabo steklenih kroglic. Volumen medija v delovni ¢asi smo vzdrzevali na 40 mL, hitrost
dovajanja in odvajanja raztopin pa je bila 2 mL/min.

Podatke o individualnih profilih smo dobili iz literature. VV enem primeru so bile vrednosti pH
predstavljene v odvisnosti od mesta v prebavnem traktu, v ostalih treh pa kot grafi ¢asovne
odvisnosti ob prehodu merilne kapsule skozi prebavni trakt.

Individualne pH profile prebavnega trakta smo uspe$no simulirali z zadostno ponovljivostjo.
Pri tem smo upostevali tako vrednosti pH, kot tudi pufrsko kapaciteto.

Tablete, ki smo jih uporabili pri poskusih sproscanja smo izdelali iz natrijevega diklofenakata
in HPMC. Vsebnost zdravilne u¢inkovine je bila v eni seriji 25%, v drugi pa 50%. Analizo
vzorcev smo izvedli spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 276 nm.

Opazili smo precejSen vpliv pH na profil spros¢anja natrijevega diklofenakata med
simulacijo. DolgotrajnejSa izpostavitev kislemu mediju je povzroéila podaljSanje Casa
zakasnitve, ki je trajal Se precej Casa po tem, ko se je medij Ze zamenjal. Vrednost pH v
simuliranem tankem Crevesu na hitrost sproS¢anja natrijevega diklofenakata ni vplivala,

opazna pa je bila upocasnitev sproS¢anja po simuliranem prehodu iz ileuma v cekum.

Kljuéne besede: gastrointestinalni pH profil, pufrska kapaciteta, sproScanje zdravilne

ucinkovine, Mcllvainov pufrski sistem



Abstract

pH profile of the human gastrointestinal tract is well-defined by physiological limits, but is
nonetheless subject to considerable intra- and inter-individual differences. Those differences
can have a significant influence on the pharmacokinetics of active pharmaceutical ingredient
in various dosage forms.

During the course of this master’s thesis, we simulated different individual gastrointestinal pH
profiles using Mcllvaine buffer solutions, and studied the impact of the pH profiles on the
release of diclofenac sodium from matrix tablets. All experiments were performed by
pumping appropriate acids, bases and Mcllvaine buffer solutions with suitable pH and buffer
capacity through a flow-through system.

The temperature of the contents of the central beaker of the flow-through system was
maintained at 37°C, stirring speed of the magnet stirrer was 60 rpm, and the movement in the
intestinal tract was simulated using glass beads. The volume of the medium in the central
beaker was maintained at 40 mL, while the pumping speed was 2 mL/min.

The data about individual gastrointestinal pH profiles was acquired from literature. In one
case, the data was presented as pH value as a function of the part of the gastrointestinal tract.
In other three cases, it was presented as graphs of pH value in dependence of transit time
through the gastrointestinal tract.

The tablets used for dissolution testing were made from diclofenac sodium and HPMC in two
series. The API content was 25% and 50%, respectively. The samples were analysed
spectrophotometrically at wavelength 276 nm.

Individual gastrointestinal pH profiles were successfully simulated with suitable repeatability,
both in terms of pH and buffer capacity.

pH profiles had a considerable impact on the release of diclofenac sodium. Prolonged
exposure to acidic medium was followed by a lag time that lasted longer than the exposure of
tablets to the acidic medium. pH value in the simulated small intestine had no impact on the
rate of release of diclofenac sodium, however after the simulated passage through the

ileocaecal junction the rate was noticeably lower.

Keywords: gastrointestinal pH profile, buffer capacity, release of active pharmaceutical

ingredient, Mcllvaine buffer system



Seznam okrajsav

DC — debelo érevo

FO — farmacevtska oblika

GIT — gastrointestinalni trakt

HPMC - hidroksipropilmetilceluloza

rpm — obrati na minuto (revolutions per minute)

TC - tanko &revo

TNAF — trinatrijev fosfat dodekahidrat (NazPO4-12H,0)

ZU — zdravilna uéinkovina



1 Uvod

Vrednost pH vzdolz gastrointestinalnega trakta (GIT) je eden od pomembnih dejavnikov, ki
vplivajo na farmakokinetiko zdravilnih uc¢inkovin (ZU), vgrajenih v peroralne farmacevtske
oblike. Vpliva namre¢ na procese kot so raztapljanje tako ZU, kot tudi razli¢nih pomoznih
snovi, na primer polimera filmske obloge za prirejeno spro$Canje. Za naértovanje novih
farmacevtskih oblik s prirejenim spro$¢anjem je Se posebej pomembno, da upoStevamo
morebitne spremembe pH profila zaradi bolezni.

Natanc¢na regulacija gastrointestinalnega pH je klju¢na za vec vidikov fiziologije in funkcije
prebavnega trakta. Kisel medij v Zelodcu je pomemben za razgradnjo hranil, predstavlja pa
tudi kemicno oviro zauzitim mikroorganizmom. Hitra nevtralizacija zelod¢ne kisline v
proksimalnem tankem ¢&revesu (TC), predvsem v dvanajstniku je pomembna za olaj$anje
nadaljnje razgradnje in absorpcije hranil. U¢inkovito pufranje vsebine dvanajstnika izboljsa
prebavo hranil, ker §¢iti in aktivira izlo€ene pankreati¢ne encime in pospesuje tvorbo micelov
[1].

Ucinkovito in hitro pufranje kisline prav tako $¢iti mukozo dvanajstnika pred poSkodbami

zaradi daljSe izpostavljenosti Kislini. Pomemben dejavnik zascite celic je tudi mukus [1].

1.1 Potek pH prebavnega trakta na teSce
Prvi pomembni del GIT za farmakokinetiko peroralnih FO je Zzelodec. pH njegovega medija je

praviloma kisel, razlicni avtorji pa kot povpre¢ne vrednosti svojih Studij navajajo precej
razli¢ne vrednosti. Primer poteka pH profila GIT je prikazan na sliki 1.

Ibekwe in sodelavci [2] so z na teS¢e peroralno zauzito pH kapsulo med zdravimi prostovoljci
dolo¢ili povpre¢en pH medija Zzelodca 1,4, medtem ko so Koziolek in sodelavci [3] v podobni
Studiji ugotovili povpreéno vrednost pH Zelodénega medija 2,7. Koziolek in sodelavci
poro€ajo tudi o velikih variacijah pH, ki so dosegale tudi 8.

Kalantzi in sodelavci [4], so v svoji Studiji na teS¢e dolocili vrednost mediane pH Zelod¢nega
medija 1,7. Tudi oni pa porocajo o nekaterih ekstremno visokih vrednostih pH Zelod¢nega
medija, ki jih razlagajo kot posledice red¢enja vsebine zelodca s slino. Pri dveh posameznikih
pa so bile izmerjene vrednosti pH Zelodénega medija v vseh primerih (3 meritve pri vsakem
posamezniku) blizu nevtralne, kar razlagajo kot posledico hipoklorhidrije.

Pri zdravih ljudeh se pH iz mo¢no kislega medija Zelodca ob prihodu v dvanajstnik hitro
dvigne na vrednosti okoli 6. [5,6] Da je ta trajen strmi porast pH posledica prehoda v

dvanajstnik, so Ibekwe in sodelavci potrdili tudi z gama scintigrafijo [2].



Nato tekom tankega Crevesa postopoma raste in v terminalnem ileumu doseze vrednost
priblizno 7,4 [5,6]. Volumen teko¢ine v TC je na te$¢e majhen in razporejen v veé Zepov.
Zaradi tega TC ne smemo obravnavati kot enostavno cev z velikim volumnom tekogine in
konstantno vrednostjo pH [3].
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Slika 1: Primer poteka pH profila GIT na te¢e. Prikazano je spreminjanje pH s ¢asom in delom GIT. Povzeto po [6].

V cekumu pH vrednost pade do priblizno 5,7, od tam naprej pa se spet pocasi dviga proti
vrednosti 6,7, ki jo doseze v rektumu [1]. pH vrednosti vsebine kolona so rahlo bolj kisle od
medija ileuma zaradi fermentacijskih procesov kolonske ¢revesne flore. V prvi vrsti gre za
presnovo nerazgrajenih ogljikovih hidratov [3, 7] Padec pH ob vstopu v cekum se med
posamezniki precej razlikuje, poleg tega pa je odvisen tudi od prehrane posameznika [3].
Navedene vrednosti predstavljajo povpreéje zdravih prostovoljcev, dejanske vrednosti pa od
tega lahko precej odstopajo. Razlike so tako interindividualne, kot tudi intraindividualne.
Velika variabilnost pogojev GIT ima lahko vpliv na obnaSanje $tevilnih FO. To ima Se
posebej velik vpliv na FO s prirejenim spro$¢anjem. Spremenita se lahko tako zacetek
sproS¢anja kot tudi kinetika spro§€¢anja ZU [5].

V svoji studiji so Press in sodelavci [8] med zdravimi posamezniki ugotovili precej$ne razlike
pH po celotnem GIT. Izmerjene pH vrednosti zelodénega medija so bile v razponu 0,95 — 2,6,
vsebine proksimalnega TC 6,15 — 7,35, terminalnega TC pa 6,8-7,88. Tudi po prehodu iz
tankega v debelo ¢revo je bil razpon vrednosti precejSen: v cekumu 5,3-6,55, v desnem

kolonu 5,26-6,72 in v levem kolonu 5,2-7,07. Njihovi izsledki so prikazani na sliki 2.
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Slika 2: Interindividualna varibilnost pH GIT. Prikazane so mediane vrednosti pH zdravih posameznikov v doloéenih delih

GIT. Povzeto po

8.

Tudi Koziolek in sodelavci so v svoji Studiji [3] opazili veliko interindividualno variabilnost

pH v GIT. Mediane pH vrednosti posameznikov so bile v zelodcu v intervalu 1,4-4,6. V

proksimalnem delu TC so bile mediane pH vrednosti v obmo&ju 5,9-6,3, v distalnem pa 7,4-

7,8. V kolonu so vrednosti pH precej nihale, gibale so se med 5 in 8.

Ibekwe in sodelavci so v raziskavi [2] opazili, da je ob prehodu iz ileocekalnega stika v

cekum pri nekaterih osebah prislo do padca pH, pri nekaterih pa se pH ni spremenil. V

nasprotju z nekaterimi raziskavami je bil opazen padec pH, kjer je do njega prislo, postopen.

Opazili pa so tudi intraindividualno variabilnost, ki je predstavljena na sliki 3.
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Slika 3: pH profila istega posameznika izmerjena v razmaku 7 dni — intraindividualna variabilnost. Obe merjenji sta bili

izvedeni na te$Ce. Prikazano je spreminjanje pH s ¢asom, v obeh primerih pa sta prikazana tudi izhod kapsule, ki je merila

pH, iz Zelodca in njen prihod v cekum. Povzeto po [2].



1.2 Vpliv hrane in pijace na pH prebavnega trakta
Zauzitje hrane ali pijaCe navadno povzro¢i dvig pH vrednosti Zelodénega medija zaradi

majhnega volumna in majhne pufrske kapacitete Zelodca na teS¢e. Glede na sestavo in
koli¢ino zauzite hrane se vrednost pH v Zelodcu lahko dvigne tudi nad 6. pH se nato zniza do
osnovne vrednosti zaradi sekrecije HCI in praznjenja zelodca. V primeru vnosa zgolj vode je
sprememba kratkotrajna zaradi hitrega praznjenja in ker v njej ni snovi s pufrskimi lastnostmi,
kot so na primer masc¢obne Kisline in proteini [3].

Kalantzi in sodelavci so v Studiji [4] ugotovili opazno spremembo pH po obroku tako v
zelodcu kot tudi v dvanajstniku. Na tesce so opazili velike interindividualne razlike: razpon
vrednosti pH vsebine Zelodca je bil od 1,23 do 7,36, pri ¢emer je bila vrednost mediane 2,4.
Po zauzitju visokokalori¢nega uravnotezenega dieteticnega zivila Ensure Plus se je vrednost
zelodénega pH dvignila: 30 minut po obroku je bila vrednost mediane pH 6,4, kar je blizu pH
vrednosti Zivila Ensure Plus (6,6). Zelodéni pH je nato postopoma padal proti osnovni
vrednosti, a je tudi po 210 minutah po obroku Se ni dosegel. Po tem ¢asu je bila mediana 2,7.
Prav tako se je precej spremenila tudi mediana pH medija distalnega dvanajstnika. Njegova
vrednost na teSce v tej Studiji je bila 6,2, 30 minut po zauzitju zivila Ensure Plus pa je bila pH
vrednost zviSana na 6,6. Od takrat naprej pa je vrednost pH pocasi padala in 210 minut po

obroku je dosegla 5,2.

1.3 Vpliv nekaterih bolezenskih stanj gastrointestinalnega trakta
Za ustrezne obloge pri FO s prilagojenim spro$c¢anjem je treba poleg normalnih vrednosti pH

v GIT poznati tudi vpliv razliénih bolezenskih stanj na pH profil [6]. Za cisti¢no fibrozo na
primer so Gelfond in sodelavci [1] ugotovili, da se kisla vsebina, ki pride iz Zelodca v
dvanajstniku nevtralizira veliko pocasneje. Medtem ko je pri zdravih potrebno manj kot 5
minut, da pH naraste nad 5,5, je pri bolnikih s cisti¢no fibrozo za tak dvig pH potrebnih ve¢
kot 15 minut.

Press in sodelavci so v raziskavi [8] odkrili signifikantne razlike v pH medija na nekaterih
odsekih GIT med zdravimi prostovoljci in bolniki z boleznimi prebavil (Crohnova bolezen in
ulcerozni kolitis). Pri obeh boleznih so bile vrednosti pH v zelodcu, terminalnem ileumu,
cekumu in desnemu kolonu visje kot pri zdravih posameznikih.

Ewe in sodelavci [7] pa so v nasprotju s Pressom v primerjavi z zdravimi osebami pri bolnikih
s Crohnovo boleznijo ugotovili zgolj znizanje pH medija v terminalnem ileumu in levem

kolonu. Pri bolnikih z ulceroznim kolitisom pa so porocali o znizanem pH po celotnem



ileumu in v cekumu, v kolonu in rektumu pa je bil pH v primerjavi z zdravimi prostovoljci

zvisan.

1.4 Pufrska kapaciteta gastrointestinalnega trakta
Pufri so snovi, ki se v raztopini ob dodatku majhnih koli¢in kislin ali baz upirajo spremembi

pH. Navadno pufrske sisteme sestavljata Sibka kislina (HA) in njena konjugirana baza (A") ali
Sibka baza in njena konjugirana Kislina. Njihovo delovanje temelji na tem, da ob dodatku
kisline, A" reagira s prostimi protoni pri ¢emer se tvori HA (ob dodatku baze HA sprosti
protone, ki reagirajo s hidroksidnimi ioni, pri ¢emer nastaneta A" in H,O). Zaradi tega se pH
ne spremeni tako moc¢no. [9, 10]

Pufrska kapaciteta je mera za ucinkovitost pufra, da se upira spremembi pH. Teoreti¢no je
izrazena kot mnozina moc¢ne kisline ali baze, ki jo je potrebno dodati v 1 L pufrske raztopine,
da se pH spremeni za eno enoto. [9] Pufrsko kapaciteto se v sploSnem izracuna po enacbi 1.

AB

ApH
Enacba 1: IzraCun pufrske kapacitete; AB — mnoZina mocne kisline ali baze, ki povzro¢i spremembo pH v 1 L pufrske

raztopine; ApH — sprememba pH po dodatku moé¢ne kisline ali baze; povzeto po [10]

V praksi se jo ve¢inoma doloca z merjenjem manjsih sprememb pH in kvantitativno izrazi kot
razmerje med dodano mnozino kisline ali baze in spremembo pH ob uposStevanju volumna
raztopine. [9, 10]

Pufrska kapaciteta je odvisna predvsem od dveh dejavnikov. Prvo je razmerje med kislino ali
bazo in njeno soljo. Pufrska kapaciteta je najvecja, ko je razmerje med njima 1:1, kar se
zgodi, ko je vrednost pH enaka vrednosti pKa pufra. Drugi dejavnik pa je celotna
koncentracija pufra v raztopini. Bolj kot je koncentrirana, vecja je pufrska kapaciteta
raztopine. [9]

Pufrska kapaciteta medija tudi vpliva na topnost nekaterih ZU. Cohen Rabbie in sodelavci so
ugotovili, da je furosemid eden od takih primerov. Njegova topnost se izrazito poveca pri visji
pufrski kapaciteti po celotnem pH obmocju [11].

Na pufrsko kapaciteto Zelodénega medija na tes¢e ima velik vpliv predvsem volumen zauzite
tekocCine. Kalantzi in sodelavci so v svoji raziskavi [4] merili tudi pufrsko kapaciteto. Na tesce
so za vsebino Zelodca izmerili vrednost mediane 18 mmol L™ ApH™. 20 minut po zauZitju
250 mL vode so izmerili precej nizjo pufrsko kapaciteto, kot pri ostalih pogojih. V tem

primeru je mediana pufrske kapacitete znagala 7 mmol L* ApH™. To zniZanje pa je bilo



kratkotrajno in ob naslednjem vzor¢enju (40 minut po zauzitju vode) se je mediana pufrske
kapacitete vrnila na 18 mmol L™* ApH™. Po zauzitju hrane (Ensure Plus) so se mediane
vrednosti pufrske kapacitete spreminjale pri vseh vzorcenjih (zadnje vzor¢enje 210 minut po
obroku), kar kaze na dolgotrajnejsi vpliv na pufrsko kapaciteto kot zauzitje zgolj vode. Kljub
daljsemu trajanju pa spremembe pufrske kapacitete niso bile signifikantne glede na stanje na
tes¢e. Mediane so se gibale med 14 in 28 mmol L™ ApH™. To je posledica pufrske kapacitete
zauzitega obroka, ki je bila podobna fizioloskim vrednostim Zelodca.

Na tes¢e so Kalantzi in sodelavci [4] v dvanajstniku izmerili mediano pufrske kapacitete z
vrednostjo 5,6 mmol L™ ApH™. Po obroku se je mediana pufrske kapacitete gibala med 18 in
30 mmol L™ ApH™, a znotraj tega intervala niso opazili nikakrinega trenda.

Fadda in sodelavci [12] so v svoji raziskavi izmerili pufrsko kapaciteto medijev razli¢nih
delov GIT pri pogojih na teS¢e. Opazili so nara$€anje pufrske kapacitete vzdolz tankega in
debelega &revesa. V jejunumu so doloéili povpreéno vrednost 3,23 mmol L™ ApH™, v ileumu
pa 6,4 mmol L™ ApH™. Najvegji preskok se je pojavil med ileumom in ascendentim kolonom,
kjer je vrednost pufrske kapacitete medija znasala Ze 32,1 mmol L™* ApH™. V descendentem
kolonu se je Se malo povecala, izmerili so 44,4 mmol Lt ApH™.

Tudi Cohen-Rabbie in sodelavci [11] so opazili naras¢anje pufrske kapacitete vzdolz tankega
Crevesa pri te$Cih pogojih. Za povpreéno pufrsko kapaciteto medija jejunuma zdravih
prostovoljcev so dolo¢ili vrednost 6,6 mmol L™ ApH™. Analizo vsebine ileuma pa so v tej
Studiji izvajali na vsebini vreCk bolnikov z ileostomo. Ti rezultati ne odraZajo nujno
fizioloskega stanja zdravih ljudi, a je tak pristop v raziskavah ileuma precej pogost, saj je
vzor¢enje 1z tega dela tankega Crevesa zelo zahtevno oziroma invazivno. Na ta nacin so dobili
povprecno pufrsko kapaciteto vsebine ileuma z vrednostjo 15,9 mmol L?t ApH'l, razpon
posameznih vrednosti pa je bil §irok (5,6 mmol L™ ApH™ — 32,4 mmol L™* ApH™).

Diakidou in sodelavci so v svoji raziskavi [13] podrobno preucili pogoje v ascendentnem
kolonu zdravih prostovoljcev, med drugim so preucevali tudi pufrsko kapaciteto. Pri pogojih
na teS¢e so izvedli dve Studiji, pri katerih so dobili precej razli¢ne rezultate. V prvi je bila
povprecna pufrska kapaciteta, dologena z dodajanjem HCI, 11,0 mmol L™ ApH™. V drugi pa
je bila njena vrednost skoraj dvakrat ve&ja: 21,4 mmol L" ApH™. Ko so pufrsko kapaciteto
vsebine ascendentega kolona dolocali po zauZzitju obroka, se je le-ta Se povecala. Njeno
povpredje je znasalo 37,7 mmol L™ ApH™.

Vsi ti podatki kazejo tako na veliko interindividualno variabilnost v pufrski kapaciteti vsebine
GIT, kot tudi na precej$no intraindividualno raznolikost pufrske kapacitete medija vzdolz

GIT.



2 Namen dela

Ta magistrska naloga je del daljSega projekta na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko,
cilj katerega je ¢im bolj natan¢na simulacija in vivo pogojev v GIT od Zelodca do debelega
¢revesa. To zajema tako pH profil, kot tudi pufrsko kapaciteto, gibanje FO znotraj GIT, vpliv
hrane...

Cilj te naloge je ugotoviti, kako razlicni pH profili vplivajo na spros¢anje modelne ZU
(natrijevega diklofenakata) iz ogrodnih tablet s podaljSanim spro$¢anjem. To bomo dosegli s
poskusi spros$¢anja v razli¢nih simuliranih individualnih pH profilih zdravih odraslih
posameznikov. Podatke o njihovih pH profilih bomo poiskali v literaturi, uporabili pa bomo
vrednosti, pridobljene na tes¢e. Ob tem bomo upostevali tudi literaturne podatke o pufrski
kapaciteti tekocine v razli¢nih delih GIT.

Izbrane pH profile bomo poskusili simulirati z uporabo primernih medijev (pufrov, kislin in
baz) na preto¢nem sistemu. Za simulirano Zelod¢no kislino bomo uporabili raztopino HCI
ustreznih koncentracij, za ¢revesni sok pa razredé¢ene Mcllvainove pufre z razi¢nimi pH
vrednosti. Medij bomo termostatirali na 37°C in ga mesali s hitrostjo 60 rpm na magnetnem
mesalu. Pretok skozi sistem bo 2 mL/min, pri ¢emer bomo morali paziti, da ne bo odstopanj
med hitrostjo dovajanja in odvajanja medija iz delovne ¢aSe. Na ta na¢in se volumen medija v
¢asi ne bo spreminjal in bo ves ¢as 40 mL. V delovni ¢asi bo 25 g steklenih kroglic, ki bodo
simulirale gibanje prebavnega trakta.

Simulacija pH profila bo potekala v petih fazah. Prva bo konstanten kisel pH simuliranega
zelodca, za kar bomo uporabili raztopino HCI. Druga faza bo hiter dvig pH na prehodu iz
zelodca v dvanajstnik, kjer bomo v HCI dovajali raztopino NazPO, ustrezne koncentracije.
Tretja faza bo pocasno narai¢anje pH vzdolz TC, kar bomo dosegli z uporabo razliénih
Mcllvainovih pufrov. Cetrta faza bo hiter padec pH ob prehodu iz tankega v debelo érevo, ki
ga bomo simulirali z uvajanjem raztopine H3PO, v pufer. Zadnja faza bo simuliranje
zadetnega dela DC, za kar bomo uporabili Mcllvainov pufer.

Pufrsko kapaciteto medija v delovni ¢asi bomo vzdrzevali znotraj fizioloskih mej. V
simuliranem tankem Grevesu bo njena vrednost med 4 in 8 mmol L™ ApH™, v simuliranem
debelem Grevesu pa priblizno 15 mmol L™ ApH™.

Profili, ki jih bomo simulirali se bodo po pH vrednostih med seboj ¢im bolj razlikovali. Na ta
naCin bomo lahko na konénih profili preverjali vpliv pH na sprosCanje natrijevega
diklofenakata iz tablete s podaljSanim sproS¢anjem. Poskuse spro$¢anja bomo izvajali na istih

preto¢nih sistemih pod pogoji, ki jih bomo dolo¢ili za simulacijo pH profilov.



3 Materiali in metode

3.1 Materiali in aparature

3.1.1 Materiali
Za pripravo pufrov, raztopin soli, izdelavo tablet in izvajanje poskusov smo uporabili:

e natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo 1 M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

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

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

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

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

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

e citronska kislina monohidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

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

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

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

e pufrska raztopina pH = 4,00 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija.

3.1.2 Aparature
Preto¢ni sistem za simuliranje pH profilov in izvajanje testov sproS¢anja:

e peristalti¢ni &rpalki IKA® -WERKE I1SM817, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG,
Staufen, Nem¢ija (interni oznaki G1 in G2);

e silikonske pretocne cevke (debelina silikona 1,6 mm, notranji premer 3,2 mm, zunanji
premer 6,4 mm), Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nem¢ija;

e kovinska mrezica z velikostjo odprtin 500 pm;

e stojali za peristalticni Crpalki;

e magnetni mesali z elektri¢nima grelcema IKA®-RET CV, IKA®-WERKE GmbH &
Co. KG, Staufen, Nemc¢ija (interni oznaki G1 in G2);

e vodni kopeli;

e delovni ¢asi 150 mL (notranji premer 55 mm), Schott Duran, Nem¢ija;

e magneti (premer 8 mm, dolzina 25 mm (mali) in 50 mm (veliki));

e polipropilenski pokrovi za ¢ase z odprtinami;

e 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.

Druge aparature in laboratorijski pribor:

UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA;
digitalna tehtnica Exacta 300EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija;

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

avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nemcija;

ultrazvocna kopel Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;

ultrazvocna kopel Bandelin Sonorex RK514BH, Bandelin electronic, Berlin, Nemcija;
vorteks stresalnik Lab Dancer, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG, Staufen, Nemcija;
¢asSe 25 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL;

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

merilni valji 50 mL, 100 mL;

polnilne pipete 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, Blaubrand, Nemc¢ija;

tabletirka na udarec Kilian SP300, KILIAN Tableting GmbH, K&ln, Nemcija
membranski filtri z velikostjo por 0,45 um, Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Goettingen, Nemcija

centrifugirke 10 mL;

tehtici, ¢olnicki, spatule, Zlicke;

brizge 5 mL

steklene kroglice, premer 1 mm,;

3.2 Priprava raztopin
1 M HCI: V 1000 mL bu¢ko smo nalili nekaj precis¢ene vode, vanjo kvantitativno prenesli

vsebino brizge za pripravo 1 M HCl in dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

1 M NaOH: V 1000 mL bucko smo nalili nekaj precis¢ene vode, vanjo kvantitativno prenesli

vsebino brizge za pripravo 1 M NaOH in dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

Wt v v

1,25 mM HCI: V 1000 mL bucko smo nalili nekaj precisCene vode, vanjo z avtomatsko

pipeto prenesli 1,25 mL 1 M HCl in dopolnili do oznake s pre¢is¢eno vodo.

10 mM HCI: V 1000 mL buc¢ko smo nalili nekaj pre¢is¢ene vode, vanjo s polnilno pipeto

prenesli 10 mL 1 M HCI in dopolnili do oznake s pre¢is¢eno vodo.



WV v

20 mM HCI: V 1000 mL bu¢ko smo nalili nekaj pre¢is¢ene vode, vanjo s polnilno pipeto
prenesli 20 mL 1 M HCI in dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

30 mM HCI: V 1000 mL bucko smo nalili nekaj pre¢isc¢ene vode, vanjo s polnilno pipeto
prenesli 30 mL 1 M HCI in dopolnili do oznake s prec¢isc¢eno vodo.

50 mM HCI: V 1000 mL bu¢ko smo nalili nekaj pre¢is¢ene vode, vanjo s polnilno pipeto
prenesli 50 mL 1 M HCI in dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

0,1 M NaOH: V 1000 mL bucko smo nalili nekaj precisc¢ene vode, vanjo z merilnim valjem
prenesli 100 mL 1 M NaOH in dopolnili do oznake s pre¢is¢eno vodo.

5 mM NazPO4: V 100 mL bu¢ko smo Kkvantitativno prenesli 0,1901 g NazPO4 12H,0 in
dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

20 mM NazPO4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 0,7604 g NazPO,4-12H,0 in
dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

55 mM NazPO,4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 2,0910 g NazPO4-12H,0 in
dopolnili do oznake s prec¢is¢eno vodo.

100 mM NazPO4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 3,8018 g NazPO4-12H,0 in
dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

110 mM NazPOy: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 4,1820 g NazPO4-12H,0 in
dopolnili do oznake s prec¢is¢eno vodo.

120 mM NazPO4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 4,5622 g NazPO,4-12H,0 in
dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

130 mM NazPOy: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 4,9423 g NazPOy4-12H,0 in
dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

140 mM NazPOg4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 5,3225 g NazPO,4-12H,0 in
dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

150 mM NazPOy: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 5,7027 g NazPO4-12H,0 in
dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

160 mM NazPO4: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 6,0829 g NazPO4-12H,0 in
dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

200 mM NazPO,: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 7,6036 g NazPO,4-12H50 in
dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.

280 mM NazPO,: V 100 mL bucko smo kvantitativno prenesli 10,645 g NagPO,4-12H,0 in
dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

0,85% H3PO,: V 100 mL bucko smo nalili nekaj precis¢ene vode, vanjo z avtomatsko pipeto

prenesli 1 mL 85% M H3PQO, in dopolnili do oznake s precis¢eno vodo.
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0,2 M Na;HPO4: V 1000 mL bucko smo kvantitativno prenesli 28,392 g Na,HPO,4, ga
raztopili v prec€is€eni vodi s pomocjo ultrazvoka in dopolnili do oznake s precisc¢eno vodo.

0,1 M citronska kislina: V 1000 mL bucko smo kvantitativno prenesli 19,212 g citronske
kisline monohidrata, ga raztopili v pre¢is¢eni vodi in dopolnili do oznake.

50 mM fosfatni pufer (pH=6,8): 6,8 g KH,PO,4 smo kvantitativno prenesli v 1000 mL bucko.
Preden smo raztopino dopolnili do oznake, smo dopolnili z demineralizirano vodo do dveh
tretjin ter dodali toliko 1 M NaOH, da je bil pH=6,8

3.2.1 Redceni Mcllvainovi pufri
Mcllvainovi pufri so sestavljeni iz dveh komponent: raztopine citronske kisline in Na;HPO,.

Za izbrano pH vrednost Mcllvainovega pufra je potrebno zmesati to¢no doloceni koli¢ini teh
dveh komponent. To¢ne koli¢ine za 0,2 M Na;HPO, in 0,1 M citronsko kislino smo razbrali
iz tabele [14], a smo te vrednosti lahko uporabili le za orientacijo. Pri redéenju pufrov se pH
raztopine lahko spremeni, kar smo morali upostevati pri pripravi nasih pufrov.

Zaradi red¢enja smo zato morali eksperimentalno dolociti pravo koli¢ino vsake od raztopin, ki
jo je bilo potrebno uporabiti, da smo dosegli Zeleno vrednost pH.

V bucko smo najprej nalili nekaj preciscene vode, vanjo prenesli raztopini Na;HPO, in
citronske kisline in dopolnili do oznake. Za odmerjanje Na,HPO, in citronske kisline smo
uporabili merilne valje, koli¢ine manj$e od 1 mL pa smo dodali s pomocjo avtomatskih pipet.

Preglednica | prikazuje recepture za pripravo vseh uporabljenih pufrov.

Preglednica I: Recepture za pripravo uporabljenih red¢enih Mcllvainovih pufrov. Predstavljene so vrednosti koncnega pH
pufrov, njihove redcitve, volumni 0,2 M Na,HPO4 in 0,1 M citronske kisline ter kon¢ni volumni razredéenih pufrov (volumen
bucke).

6,8 2x 386,0 114,0 1000 6,8 (2x)
6,8 100x 7,1 2,9 1000 6,8 (100x)
6,6 100x 7,0 3,0 1000 6,6 (100x)
6,8 15x 46,7 20,0 1000 6,8 (15x)
6,5 200x 1,75 0,75 500 6,5 (200x)
5,6 4x 69,0 56,0 500 5,6 (4x)
5,5 4x 67,0 58,0 500 5,5 (4x)
6,4 2x 84,0 61,0 250 6,4 (2x)
6,4 15x 42,1 24,5 1000 6,4 (15x)
6,4 200x 3,6 1,6 1000 6,4 (200x)
8,1 15x 65,0 1,6 1000 8,1 (15x)
6,7 15x 175,0 75,0 1000 6,7 (15x)
5,5 15x 17,5 15,8 500 5,5 (15x)
6,6 15x 22,0 11,3 500 6,6 (15x)
4,8 ax 23,2 26,8 200 4,8 (4x)
7,7 15x 30,75 2,63 500 7,7 (15x)
6,0 15x 19,33 14,0 500 6,0 (15x)
6,5 ax 82,6 42,4 500 6,5 (4x)
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Vsakemu pripravljenemu pufru smo tudi izmerili pH, da smo preverili njegovo ustreznost.
Zaradi vpliva na pufrsko kapaciteto morebitnih odstopanj nismo smeli korigirati z dodatki

manjsih koli¢in osnovnih raztopin ampak smo v primeru napake naredili nov pufer.

3.3 Metode

3.3.1 Dolocitev in izbira profilov za simulacijo

Za zagotovitev raznolikosti in realnosti pH profilov, ki smo jih simulirali smo se odlo¢ili, da v
strokovni literaturi pois¢emo Studije, ki so raziskovale pH profil posameznikov vzdolz GIT
vsaj do zacetnega dela debelega ¢revesa. Ob tem pa smo poleg podatkih o vrednosti pH v
posameznih delih GIT potrebovali tudi podatke o ¢asu zadrzevanja pH kapsule v dolo¢enem

delu GIT. V obeh primerih smo se pri izbiri profilov omejili na podatke za te$¢e pogoje.

3.3.1.1 Prvi nacin
Najprej smo v ta namen uporabili podatke pridobljene iz rezultatov studije Ibekweja in

sodelavcev [2]. V njem so predstavljeni podatki o posameznikovem pH v odvisnosti od mesta
v GIT in o ¢asu, ki ga je pH kapsula potrebovala za prehod posameznega dela. Te podatke
smo nato zdruzili v graf, ki je prikazoval spreminjanje pH s ¢asom. Od teh grafov smo nato

izbrali en profil za simulacijo (profil 6).

3.3.1.2 Drugi nacin
Kasneje smo nasli e novejsi ¢lanek, ki je Se bolje ustrezal nasim potrebam. Koziolek in

sodelavci so rezultate Studije [3] podali z grafi, ki prikazujejo ¢asovno odvisnost pH okolja
kapsule, ki so jo posamezniki pogoltnili. S tem smo videli natancen potek pH profila, iz
grafov pa smo Steviléne vrednosti pH dobili z uporabo programa Engauge Digitizer. [15]

Najprej smo iz elektronske verzije Clanka zajeli slike vseh grafov, ki so prikazovali
spreminjanje pH s Casom. Nato smo zajete slike uvozili v program, na grafu oznacili
koordinatno izhodiS¢e in po eno vrednost na vsaki izmed osi. Nazadnje smo izbrali Se del
krivulje, ki nas je zanimala (podrocje Zelodca, tankega crevesa in zaletni del debelega
Crevesa), potem pa je program analiziral graf in nam podal potek krivulje v obliki koordinat.
Delo nam je olajSalo tudi dejstvo, da so avtorji ¢lanka na grafih Ze oznacili tocke, kjer je
kapsula vstopila in izstopila iz tankega ¢revesa. Te koordinate so predstavljale vrednosti pH in
¢as v minutah, ki smo jih potem uporabili, da smo v Excelu narisali bolj enostaven graf za
vsak individualni pH profil. Ker smo se osredoto¢ili na vpliv pH, smo od teh grafov za
simulacijo izbrali tri take (2-3 — visok profil; 2-2 — nizek profil; 1-6 — srednji profil), ki so se
med seboj razlikovali po pH vsebine tankega ¢revesa, a so si bili podobni po ¢asu, potrebnem

za prehod do debelega Crevesa.
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3.3.2 Pretocni sistem
Vse poskuse smo izvajali na enem od dveh enakih preto¢nih sistemov G1 in G2. Osrednji del

teh sistemov je bila delovna ¢asa, v kateri smo simulirali pogoje GIT. Vanjo smo po dovodni
cevki ¢rpali razlicne raztopine s pomocjo peristalti¢ne ¢rpalke. Ista ¢rpalka je po drugi cevki
¢rpala tekocino iz delovne ¢aSe do merilnega valja, kjer smo jo zbirali. Delovna ¢asa je bila
postavljena v vodno kopel, termostatirano na 37°C.

Pretocni sistem, ki smo ga uporabili, je predstavljen na sliki 3.

Slika 3: PretocCni sistem: 1: peristalticna ¢rpalka; 2: magnetno mesalo, grelec; 3: elektroda pH metra; 4:vodna kopel; 5:
delovna casa; 6: dovodna cevka; 7: odvodna cevka; 8: ¢asa z dovajanim medijem; 9: merilni valj za zbiranje odvedenega
medija
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3.3.3 Umeritvene krivulje
Za vse pufre, ki smo jih uporabili pri poskusih s spros¢anjem, smo dolocili umeritvene

krivulje za dolo¢anje koncentracije natrijevega diklofenakata.
Najprej smo natan¢no natehtali tri paralelke po priblizno 10 mg ZU. Vsako od teh paralelk
smo nato kvantitativno prenesli v svojo 100 mL bucko, ki smo jo dopolnili do oznake z 0,1 M
NaOH. Tako smo dobili tri osnovne raztopine s koncentracijo ZU priblizno 100 mg/L. Tri
osnovne raztopine smo uporabili, ker se na ta na¢in zmanj$a verjetnost napak.
Te osnovne raztopine smo nadalje red¢ili, tako da smo iz njih odpipetirali izbrane volumne
raztopine, jo prenesli v novo bucko in dopolnili do oznake z 0,1 M NaOH in izbranim pufrom
v takih koli¢inah, da smo med njima dobili razmerje 1:1. Na ta nacin smo dobili Sest do devet
novih raztopin z razliénimi znanimi koncentracijami ZU, za katere smo pri¢akovali, da bodo
imeli razpon absorbance od skoraj 0 do 1,2. Tem smo nato izmerili absorbanco po postopku,
ki je opisan v poglavju 3.3.8 Priprava in analiza vzorcev.
Iz vrednosti izmerjenih absorbanc glede na koncentracijo ZU v raztopini smo z uporabo
linearne regresije izratunali umeritvene krivulje in Pearsonov koeficient korelacije (R?).
Umeritvene krivulje smo dolocali v zmesi 0,1 M NaOH in naslednjih medijev v razmerju 1:1:

e 30 mM HCI

e 50 mM fosfatni pufer (pH = 6,8)

e Mcllvainov pufer s pH 5,5 (15x redéen)

e Mcllvainov pufer s pH 6,6 (15x redéen)

e Mcllvainov pufer s pH 4,8 (4x redcen)

e Mcllvainov pufer s pH 6,4 (15x redcen)

e Mcllvainov pufer s pH 8,1 (15x red¢en)

e Mcllvainov pufer s pH 6,7 (4x redc¢en)

e Mcllvainov pufer s pH 6,0 (15x red¢en)

e Mcllvainov pufer s pH 7,7 (15x redéen)

e Mcllvainov pufer s pH 6,5 (4x redcen)
Umeritveno krivuljo 30 mM HCI smo uporabili tudi za dolo¢itev koncentracije ZU v 20 in 50
mM HCI.
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3.3.4 Simulacija pH profilov
Z uporabo razlicnih medijev, ki smo jih dovajali v pretocni sistem, smo Zzeleli ¢im bolje

simulirati vrednosti pH in pufrske kapacitete v GIT izbranih posameznikov. V grobem se
lahko nase simulacije razdelijo v pet razli¢nih faz:

e Zelodec (simuliran z raztopino HCI)

e hiter dvig pH ob vstopu v dvanajstnik (simuliran z dovajanjem TNAF)

e postopno naras¢anje pH tekom tankega Crevesa (simuliran z Mcllvainovimi pufri z

razli¢nimi pH)
e hiter padec pH ob vstopu v cekum (simuliran z dovajanjem H3PQOy,)
e enakomeren pH v cekumu ob zviSanju pufrske kapacitete (simuliran z Mcllvainovimi
pufti z razliénimi pH, ki so bili manj red¢eni kot za tanko ¢revo)

Za izvedbo simulacij pH profilov smo uporabili dva preto¢na sistema: G1 in G2. Oba smo
pripravili na enak nacin. Pretok peristalticne ¢rpalke smo nastavili na vrednost 2 mL/min. V
150 mL delovno ¢aso smo natehtali 25,0 g steklenih kroglic. Nato smo vanjo nalili 40,0 mL
zaCetnega medija, dodali magnet in termostatirali na 37°C. Na magnetnem mesalu smo mesali
s hitrostjo 60 rpm skozi celotno simulacijo. Cevke smo napolnili z istim medijem, kot smo ga
natocili v delovno ¢aso. Cago smo pokrili s stiropornim pokrovom s tremi odprtinami. Skozi
eno smo vstavili elektrodo pH metra, skozi drugo cevko, ki je dovajala svez medij, in skozi
tretjo cevko z mrezico, ki je ¢rpala medij iz delovne ¢ase. Prosti konec dovodne cevke smo
potopili v ¢aSo z medijem, ki smo ga kot prvega dovajali v sistem. Prosti konec odvodne
cevke pa smo postavili v prazen merilni valj, kamor smo zbirali tekocCino, ki je prisla iz
preto¢nega sistema. Merilni valj je sluzil tudi kot dodatna kontrola pretoka. V isti namen smo
z alkoholnim flomastrom na delovni ¢asi oznacili visino, ki jo je dosegla gladina medija (40
mL), v katerem so bili potopljeni magnet, steklene kroglice, elektroda pH metra in odvodna
cevka.
Preden smo pognali poskus smo pripravili vse raztopine, ki smo jih za doti¢no simulacijo
potrebovali. V zadostnih koli¢inah smo jih nalili v steklene ¢ase iz katerih smo jih po dovodni
cevki ¢rpali v preto€ni sistem po vnaprej izbranem ¢asovnem planu. Ko je bilo potrebno, smo
dovodno cevko potegnili iz raztopine, jo narahlo obrisali in prestavili v ¢aSo z naslednjim
medijem. To menjavo dovajanega medija smo izvedli ¢im hitreje.
Ko smo zagnali ¢rpalko, smo isto¢asno pognali tudi Stoparico. Ves €as izvajanja simulacije
smo spremljali vrednosti pH in jih belezili ob vnaprej doloc¢enih ¢asovnih intervalih. Dolzino
intervalov smo prilagajali glede na spremembe, ki smo jih glede na dovajane raztopine lahko

pricakovali.
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Zacetne simulacije kompleksnejsih delov pH profilov smo vefinoma izvajali samostojno,
lo¢eno od ostalega dela profila. Ko smo dosegli ustrezno ujemanje simuliranih delov z
izbranimi literaturnimi profili, smo simulacijo celotnega profila izvedli v celoti od vstopa v
zelodec do zaCetnega dela cekuma. Za zagotovitev ponovljivosti smo vse kon¢ne simulacije
izvedli v ve¢ paralelkah.

Preden smo zaceli s simulacijo nasih profilov, smo za spoznavanje z delovanjem pretocnega
sistema izvedli nekaj ponovitev profilov, ki sta jih v svojih magistrskih nalogah opisala
Klemen Bozi¢ [16] in Alenka Gjuran [17]. S tem smo tudi preverili ustrezno delovanje nasega
preto¢nega sistema.

Poskuse smo oznacili po naslednjem kljucu:

X — poskusi, vezani na profil, ki smo ga dobili po prvem nacinu [2]

ey

evee

S — poskusi, vezani na profil z vrednostjo maksimuma pH v TC med visokim in nizkim
profilom (srednji profil) [3]

r — poskusi hitrega dviga pH

p — poskusi hitrega padca pH

S — poskusi sproscanja ZU

Arabske Stevilke oznacujejo zaporedno Stevilko poskusa, majhne tiskane ¢rke, ki jim sledijo

(a,b,c...), pa paralelke.

3.3.4.1 Hitri dvig pH (simulacija prehoda Zelodec - duodenum)
Zacetne simulacije hitrega dviga pH ob prehodu iz Zelodca v dvanajstnik so predstavljale prvi

korak pri postavljanju protokola za simulacijo celotnega pH profila. Njihov namen je bil
dolo¢iti ustrezno koncentracijo raztopine TNAF, ki smo jo morali uvajati v raztopino HCI, da
smo dosegli dovolj hiter dvig pH do Zelenega vrednosti. pH smo nato na ciljni vrednosti
vzdrzevali z istim pufrom kot smo ga nameravali uporabiti v nadaljevanju simulacije.

Preto¢ni sistem smo pripravili na nacin, ki je opisan zgoraj, z eno izjemo. Ker je §lo za kratke,
nekajminutne poskuse, katerih rezultate smo naknadno preverili skozi simulacijo celotnega
profila, smo jih izvajali brez dodatka steklenih kroglic.

Zacetni medij v delovni ¢asi je bila vedno raztopina HCI take koncentracije, kot jo je zahteval
dolocen profil. Glede na ugotovitve predhodnih magistrskih nalog (Klemen Bozi¢ [16]), je

bilo za ustrezno hitrost dviga pH najbolje, da se je raztopino TNAF uvajalo v sistem 100
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sekund. Zato smo iskali tako koncentracijo TNAF, ki bi omogocala porast pH na Zeleno
vrednost po 100 sekundah uvajanja, nato pa bi zaceli uvajati primeren pufer.

Po nekaj zacetnih tezavah smo ugotovili, da je za ta namen najbolj enostavno, da smo v
zacCetni fazi v HCI uvajali 0,1 M TNAF. Ko smo ugotovili koliko Casa je za Zelen dvig
potrebno dovajati raztopino s tako koncentracijo TNAF smo iz tega izracunali potrebno
koncentracijo za ustrezen dvig po 100 sekundah.

Okvirno vrednost, ki smo jo dobili na ta nacin, smo preverili tako da smo test ponovili $e z
novo raztopino z izra¢unano koncentracijo.

Te poskuse smo pogosto prekinili preden smo jih po planu izvedli do konca, ker je bilo Ze
vnaprej ocitno, da ne bomo dobili zelenih rezultatov.

V preglednicah Il - V so predstavljeni poskusi hitrega dviga pH za vse simulirane profile.

Preglednica Il: Poskusi simulacije hitrega dviga pH, vezani na profil X. Prikazani so oznake poskusa, pretoc¢ni sistem, zacetni
medij in dovajane raztopine. Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redcitve in ¢asovni intervali dovajanja. (Legenda:
Mcll — Mcllvainov pufer)

a | o | om0, | o | doma s
O N TN W A e !
S N T - AR R e
O N T A e e
o I T A e e
i I T v
o | o | o | 00 | S | e
S I N o o B
I N T A R
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Preglednica Ill: Poskusi simulacije hitrega dviga pH, vezani na visok profil. Prikazani so oznake poskusa, pretocni sistem,
zacetni medij in dovajane raztopine. Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redCitve in Casovni intervali dovajanja.
(Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer)

100 mM Mcll 6,4 (2x)
M 61 20mM Hcl 0s—-100s 100 s -15 min
100 mM Mcll 6,8 (2x)
L2 61 20mM Hcl 0s—120s 120's -15 min
100 mM Mcll 6,8 (2x)
vr3 Gl 20mM HCl 0s-110s 110 s -15 min

Preglednica IV: Poskusi simulacije hitrega dviga pH, vezani na nizek profil. Prikazani so oznake poskusa, pretocni sistem,
zacCetni medij in dovajane raztopine. Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redCitve in Casovni intervali dovajanja.
(Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer)

1 M Mell 1
Nrl G1 30mM HCl 0 SOE f(l)o s 10c0 ssfis( ::Ixn)
Nr2 G1 30mM HCl 0150? ["_,,T)"s I;/;,C(;IssfiS( 1r:I>2
Nr3 Gl 30mM HCl 01509 TS'\éls I;/ISC(?SS:iS(lr:er:
Nr4 G1 30mM HCl 01509 {"8“5'5 'i/lg(:(;lsS:is( 1;:2
Nr5 G1 30mM HCl 0155? f})“.f's Ilﬂo%lsS:is( lrilxn)
1 M Mcll 1
Nr6 G1 30mM HCl 0 55? ;)5 s 1oC5 55155( nrsnxn)
Nr7 G1 30mM HCl 0155? ;)I\y/ls I;Aoc;lssfiS( 1r:lxn)
CE I R A R

Preglednica V: Poskusi simulacije hitrega dviga pH, vezani na srednji profil. Prikazani so oznake poskusa, pretoc¢ni sistem,
zacetni medij in dovajane raztopine. Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redcitve in ¢asovni intervali dovajanja.
(Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer)

Srl G1 50mM HCl 02509 f;“é's 240?56:(1)5( 1r:|Xr:
Sr2 G1 50mM HCl 02509 ;:)'\éls ';AO%ISG:(;S( 1n-:’|Xn)
2 M Mcll 1
Sr3 G1 50mM HCl 0 SOE ;n50 S 15C0 56:(1)5( r‘:lxn)
2 M Mcll 1
Sr4 Gl S0mM HC 0 soi) Eo s 13C0 56:(1)5( r’:lxn)
Sr5 G1 50mM HCl 0250? Elgls 21?561(1)5( 1nflxr:
Sré G1 50mM HCl 0258(_) ::)'gls gﬂoﬂlssfgé 1nflxr:




3.3.4.2 Hiter padec pH (simulacija prehoda ileum - cekum)
Simulacija hitrega padca pH predstavlja spremembo okolja tablete, ko pride skozi ileocekalni

sfinkter in na ta nacin preide iz tankega v debelo ¢revo.

Pri zacetnih poskusih hitrega padca pH smo postopali podobno kot pri hitrem dvigu. Ponovno
je Slo za kratke, nekajminutne poskuse, kjer smo uporabili le tri razlicne medije. Preto¢ni
sistem smo ponovno pripravili po opisu v poglavju 3.3.4 Simulacija pH profilov, a brez
steklenih kroglic.

Zacetni medij v sistemu je bil zadnji pufer simuliranega tankega ¢revesa dolocenega profila.
Za dosego hitrega padca pH smo vedno uporabili enako raztopino — 0,85% H3PO,. Za razliko
od TNAF pri hitrem dvigu pH, smo tu spreminjali ¢as dovajanja in ne koncentracije. Zadnji
medij, ki smo ga ¢rpali v sistem pri poskusih hitrega padca, je bil pufer z vrednostjo pH, ki je
ustrezala pogojem v zacetnem delu debelega Crevesa. Poskusi simulacije padca pH so

predstavljeni v preglednici VI.

Preglednica VI: Poskusi simulacije hitrega padca pH. Prikazani so oznake poskusa, pretocni sistem, zacetni medij in dovajane
raztopine. Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redCitve in Casovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov
pufer)

0,85% H,PO, Mcll 5,6 (4x)

Xpl Gl Mell 6,8 (15%) 0s—100's 100 s — 15 min
0,85% H,PO, Mcll 5,6 (4x)

Xp2 ot Mcll 6,8 (15x) 0s—50s 50 s — 15 min
0,85% HsPO4 Mcll 5,6 (4x)

Xp3 Gl Mcll 6,8 (15x) 0s—40's 40 s — 15 min
0,85% HsPO4 Mcll 5,6 (4x)

Xp4 Gl Mcll 6,8 (15x) 0s—45's 45 s —15 min
0,85% HsPO4 Mcll 5,6 (4x)

Xp> Gl Mcll 6,8 (15x) 0s—43s 43 s—30 min

3.3.4.3 Osrednji del profila in celotni profil
Ko smo poznali postopek in zaporedje medijev za simulacije zacetnih posameznih delov

profila, smo izvedli Se simulacijo celotnega profila. Pri tem smo upostevali tako vrednosti pH
kot tudi okvirne vrednosti pufrske kapacitete medijev posameznih delov GIT.

Preto¢ni sistem smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.3.4 Simulacija pH profilov. Ves
¢as med poskusom smo belezili vrednosti pH, ki smo jih nato uporabili, da smo v Excelu
narisali graf. Ta graf smo nato primerjali z grafom izbranega pH profila iz literature in ocenili
ujemanje. Ce so bila odstopanja prevelika, smo prilagodili uporabljene medije oziroma
casovni plan in izvedli nov poskus. To smo ponovili tolikokrat, dokler nismo dobili

ustreznega ujemanja med simuliranim in dejanskim profilom. Ko smo to dosegli, smo za
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dokaz ponovljivosti, to simulacijo pod enakimi pogoji izvedli e nekajkrat. Pri visokem in
nizkem profilu smo izvedli pet paralelk, pri srednjem pa tri.

V nekaterih primerih, ko smo imeli ve¢ tezav s simuliranjem postopnega naras¢anja pH, smo
veckrat ponovili le poskuse srednjega dela profila. Preglednice VII — X prikazujejo poskuse,

pri katerih smo simulirali celoten profil oziroma njegove osrednje dele.

Preglednica VII: Poskusi simulacije celotnega pH profila X, oziroma njegovega osrednjega dela. Prikazani so oznake poskusa,
pretocni sistem, zacetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 6). Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se redcitve in

Casovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer)

0,14M Mcll 6,8 Mcll 6,6
X1 61 20 mM TNAF (2x) (100x)
a, b HCI 0s-100 100s— 10 min -
s 10 min 120 min
0,14M Mcll 6,8 Mcll 6,5 Mcll 6,8
X2 61 20mM TNAF (2x) (200x) (15x)
HCI 0s-100 100 s — 10 min- | 30 min-—
s 10 min 30 min 120 min
0,14M M(cII c)a,s I\(/Icll 6,)5 IVI(cII 6),8 3';500/: M(CJ:X?'S
20 mM TNAF 2X 200x 15x . .
X3 6l HCl | 0s—100 | 100s— | 10min- | 30 min— | 100Min | 100min
s 10min | 30min | 100min | % 43s-
min43s 120 min

Preglednica VIII: Poskusi simulacije celotnega visokega pH profila, oziroma njegovega osrednjega dela. Prikazani so oznake
poskusa, pretocni sistem, zacetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 8). Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se
redcitve in ¢asovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer; A — Mcllvainov pufer 6,4 (15x); B — Mcllvainov
pufer 8,1 (15x))

0,11M Mcll 6,4 | Mcll6,4 | Mcll6,4 | Mcll 8,1
Vi 61 20 mM TNAF (2x) (200x) (15x) (15x)
HCI O0s— 100s - 10 min- | 25min— | 70 min—
100 s 10 min 25 min 70 min 160 min
A:B= A:B= A:B= A:B= A:B= A:B= A:B= Mcll 8,1
Mcll 6,4
V2 61 (15x) = 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4 (15x) =B
A - Omin—= | 10 min— | 20min—= | 30 min— | 40 min— | 50 min— | 60 min— | 70 min—
10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min 70 min 140 min
Mcll 8,1
Mcll 6,4 A:B = A:B = AB = (15x) =
3:1 1:1 1:3
V3 Gl (15x%) = . . . B
Omin— | 15min— | 30 min— .
A 15min | 30min | 45min | 2MiN-
120 min
Mcll 8,1
Mcll 6,4 Al'i' (15x) =
V4 G1 (15x%) = i B
0 min— .
A 20 min 20 min —
120 min
120 Mcll 6,4 AB = Mcll 8,1 0,85% Mcll 6,7
V5 20 MM mM (15x) = ?;_1 (15x) = H;PO, (4x)
a, b,c Gl HCl TNAF A 70 n.'nin B B 200 min | 200 min
d, e 0s-— 100s— 85 min 85 min — —-200 45 s —
100s 70 min 200 min | min45s | 220 min




Preglednica IX: Poskusi simulacije celotnega nizkega pH profila, oziroma njegovega osrednjega dela. Prikazani so oznake

poskusa, pretocni sistem, zacetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 6). Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se
redcitve in ¢asovni intervali dovajanja. Sestavi medijev A in B sta navedeni v ustreznih stolpcih. (Legenda: Mcll — Mcllvainov

pufer; A — Mcllvainov pufer 5,5 (15x); B — Mcllvainov pufer 6,6 (15x))

0,
160mM | Mll55 | o | Mdl66 Ei'spsoﬁ’ M(CA':XZ;'S
30 mM TNAF | (15x)=A | "7 " 77 | (15x)=B 3 .
N1 G1 40 min — . 200 min 200 min
HCI 0s-100 100 s — . 80 min —
s aomin | O™ 00min | T2%0 30~
min 30 s 220 min
Mcll 6,6 | 0,85% | Mcll4,8
N2 160mM | Ml 5,5 1 6 13 | (15x) =8B | HsPO, (4%)

30 mM TNAF | (15%) = A . ) ] .
a,b,cd, G1 HCl 0s—100 100 s — 60 min— | 100 min 210 min 210 min
e . 60 min 100 min —-210 —-210 30s—
min min30s 230 min

Preglednica X: Poskusi simulacije celotnega srednjega pH profila, oziroma njegovega osrednjega dela. Prikazani so oznake

poskusa, pretocni sistem, zacetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 7). Pod dovajanimi raztopinami so navedeni Se
redcitve in ¢asovni intervali dovajanja. Sestavi medijev A in B sta navedeni v ustreznih stolpcih. (Legenda: Mcll — Mcllvainov
pufer; A — Mcllvainov pufer 6,0 (15x); B — Mcllvainov pufer 7,7 (15x))

Mo | AB= | MN77 | gesw | Meil7,7
280 mM (15x) =
S1 G1 A 20 min . 200 min | 200 min
HCI 0s— 70 min
100's 100 s — -70 —200 —200 30s-—
20 min min . min30s | 220 min
min
Mcll 7,7
Mecll 6,0 Aflz (15;) -
52 61 (15:) = | omin— | 50min
50 min —-130
min
Mcll 7,7
Mcll 6,0 A2:I.31= (15;) B
53 Gl (15:) “ | omin- | 20min
20 min —-130
min
Mcll 7,7
AB= !
Mell 6,0 Az'i' 1:3 (15;) )
S4 G1 (15x) = i 20 min .
A 0 min— _120 120 min
20 min . —-240
min .
min
Mcll 6,0 A:B= A:B= Mell 7,7 0,85% Mcll 6,5
280 mM (15x) =
(15x) = 2:1 1:3 H3;PO, (4x)
S5 50 mM TNAF . . B . .
ab c G1 HCl 0s— A 52 min 72 min 172 min 316 min | 316 min
' 100's 100 s — -72 -172 _316 -316 45s—
52 min min min min min45s | 365 min




3.3.5 Pufrska kapaciteta
Pri simulacijah pogojev v GIT se nismo omejevali le na pH profile, ampak smo upostevali

tudi fizioloske vrednosti pufrske kapacitete. Pri tem smo za osnovo vzeli ugotovitve
predhodne magistrske naloge [17], od koder smo prevzeli ciljne vrednosti pufrske kapacitete
in tudi redcitve pufrov, s katerimi jih doseci.

Pufrske kapacitete smo merili Ze posameznim pufrom pred njihovo uporabo. Da pa smo
preverili, ¢e tudi pufrska kapaciteta v delovni ¢aSi ustreza zahtevam, smo po vsaki menjavi
zbirnega merilnega valja izmerili Se pufrsko kapaciteto zbrani tekocini. Meritve pufrske
kapacitete smo izvajali le ob poskusih simulacije pH profila, ne pa pri poskusih sproscanja.
Pufrsko kapaciteto smo dolocili tako, da smo znanemu volumnu izbrane raztopine izmerili
pH. V to raztopino smo postopoma z avtomatsko pipeto dodajali majhne koli¢ine 0,1 M HCL
Po vsakem dodatku kisline smo ponovno izmerili pH. To smo ponavljali toliko ¢asa, da se je
pH raztopine glede na zacetnega znizal za 0,3 enote.

Ker smo pufrsko kapaciteto dolocali v medijih z volumnom 40 mL, smo to morali upoStevati
tudi pri izraunu. Zaradi tega pufrske kapacitete nismo izracunali z uporabo enacbe 1
(poglavje 1.4 Pufrska kapciteta gastrointestinalnega trakta), ampak smo uporabili enacbo 2,
ki smo jo izpeljali iz enacbe 1.

_ Vier X Chct
ApH XV

Enacba 2: Izratun pufrske kapacitete; Ve — volumen dodane raztopine HCI; C,¢) — koncentracija raztopine HCI; V —

volumen raztopine medija; ApH — sprememba pH

Pri tej enac¢bi smo upostevali, da so bili volumni dodane raztopine HCl v primerjavi z
volumnom pufra zanemarljivo majhni (priblizno 1%). Ce bi raztopina kisline predstavljala
vecji delez volumna, bi izracunani rezultati odstopali od dejanskega stanja. Mnozino dodane

HCI1 smo izracunali iz koncentracije in volumna dodane raztopine.

3.3.6 Izdelava tablet
Za izvajanje testov spro$canja ZU smo morali najprej narediti tablete. Izdelali smo ogrodne

tablete s podaljsanim sproscanjem iz zgolj dveh sestavin, natrijevega diklofenakata in HPMC.
Taka enostavna sestava nam je koristila tudi pri analizi vzorcev, saj se ni iz tablet spros¢alo
ni¢ razen ZU in je za doloc€itev koncentracije ZU zadoscal ze spektrofotometer.

Izdelali smo dve seriji 400 mg tablet. Prve so imele vsebnost ZU 25%, druge pa 50%. Pri
obeh serijah smo postopali na enak nacin. Najprej smo natehtali zadostno koli¢ino ZU in

HPMC in obe snovi stresli v plasti¢no vrecko, kjer smo ju s stresanjem dobro premesali. Nato
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smo na tehtalne ¢olnicke zatehtali po 400 mg tabletirne mase in jo stresli v matricno vdolbino
tabletirke na ekscenter in ro¢no stisnili tableto. Izdelanim tabletam smo izmerili trdnost.
Glede na izmerjeno trdnost smo prek nastavitve zgornjega pecata prilagajali silo stiskanja,
dokler nismo dosegli trdnosti priblizno 100 N. Za stiskanje smo uporabili pecat s premerom
12 mm, ravnimi robovi in brez zarez.

Natan¢nejse informacije o pogojih stiskanja tablet podaja razpredelnica XI.

Preglednica XI: Parametri stiskanja tablet. Prikazani so serija tablet, masni delez ZU v tabletirni masi, nastavitve zgornjega in
spodnjega pecata, sila stiskanja in trdnost izdelanih tablet.

Delez ZU 25% 50%
Nastavitev zgornjega pecata 10,0 mm 10,0 mm
Nastavitev spodnjega pecata 12,2 mm 12,0 mm

Trdnost tablet 100-110N 95-105N
Sila stiskanja (zgornji pecat) 10,1-11,0kN 13,3 -14,5kN

Intervala trdnosti tablet smo dolo¢ili z merjenjem trdnosti tablet, stisnjenih z najve¢jo in

najmanjSo silo stiskanja.

3.3.7 Testi sproscanja
Ko smo potrdili ponovljivost simulacije pH profilov, smo zaceli s testi spros¢anja ZU iz

tablet. Pretocni sistem smo pripravili na enak nacin kot za simulacijo pH profilov z dvema
razlikama. Prva je bila, da smo v delovno ¢aso dodali Se tableto z ZU, ki smo jo predhodno
stehtali na analitski tehtnici. Ob ¢asu 0 smo v ¢aso spustili tableto in pognali sistem.

Druga je bila, da v medij delovne ¢ase v tem primeru nismo potopili pH metra, ker bi
predstavljal oviro tableti ob njenem gibanju po ¢asi. Tableta bi se ob tem lahko zataknila ali
poskodovala, kar bi oboje lahko vplivala na hitrost sproscanja ZU.

Vzorce smo zbirali in analizirali po postopku opisanem v poglavju 3.3.8 Priprava in analiza
vzorcev, iz dobljenih podatkov, pa smo nato izracunali potek spros¢anja ZU iz tablet.

Preglednice XII — XIV predstavljajo menjave medijev pri testih spro$canja.
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Preglednica Xll: Menjave medijev pri testih sproscanja ZU na visokem pH profilu. Prikazani so oznake poskusa, pretocni
sistem, serija uporabljenih tablet, zaetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 6). Pod dovajanimi raztopinami so
navedeni e Casovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer; A — Mcllvainov pufer 6,4 (15x); B — Mcllvainov
pufer 8,1 (15x))

20 mM 120 mM Mcll 6,4 Mcll 8,1 0,85% Mcll 6,7
Vsi HCl TNAF (15x)=A | A:B=3:1 | (15x)=B H3PO, (4x)
ac Gl M 0 min - 20 min — 21 min 90 min — 105 min | 252 min- | 252 min
! 20 min 21 min 40s-90 | 105 min —252 252 min 45s—
40s min min 45s 360 min
20 mM 120 mM Mcll 6,4 Mcll 8,1 0,85% Mcll 6,7
HCl TNAF (15x)=A | A:B=3:1 | (15x)=B H3;PO, (4x)
Vslb G2 M 0 min - 20 min — 21 min 90 min — 105 min | 252 min- | 252 min
20 min 21 min 40s-90 105 min —-252 252 min 45s—
40s min min 45s 360 min
20 mM 120 mM Mcll 6,4 Mcll 8,1 0,85% Mcll 6,7
Vs2 HCl TNAF (15x)=A | A:B=3:1 | (15x)=B H3;PO, (4x)
ac G2 N 0 min — 20 min — 21 min 90 min — 105 min | 252 min- | 252 min
! 20 min 21 min 40s-90 105 min —-252 252 min 45s—
40s min min 45s 360 min
20 mM 120 mM Mcll 6,4 Mcll 8,1 0,85% Mcll 6,7
HCl TNAF (15x)=A | A:B=3:1 | (15x)=8B H3PO, (4x)
Vs2b Gl N 0 min — 20 min — 21 min 90 min — 105 min | 252 min- | 252 min
20 min 21 min 40s-90 105 min —252 252 min 45s—
40s min min 45s 360 min

Preglednica Xlll: Menjave medijev pri testih spros¢anja ZU na nizkem pH profilu. Prikazani so oznake poskusa, pretocni
sistem, serija uporabljenih tablet, zaetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 6). Pod dovajanimi raztopinami so
navedeni $e ¢asovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer; A — Mcllvainov pufer 5,5 (15x); B — Mcllvainov
pufer 6,6 (15x))

Mcll 5,5 Mcll 6,6
160 mM A:B= 0,85% Mcll 4,8
30 mM (15x) = (15x) =
Nsl HCl TNAF A 1:3 B H3;PO, (4x)
G1 M . 60 min . 120 min . 270 min | 270 min
a,b,df 0 min — 61 min 160 min
. -61 - 160 -270 30s—
60 min . 40s— . -270 . .
min40 s . min . min30s | 360 min
120 min min
Mcll 5,5 Mcll 6,6
160 mM ! AB= ! 0,85% Mcll 4,8
30 mM (15x) = (15x) =
Nsl HCl TNAF A 1:3 B H3;PO, (4x)
G2 M . 60 min . 120 min . 270 min | 270 min
ceg 0 min— 61 min 160 min
. -61 -160 -270 30s—
60 min . 40s — . —-270 . .
min40 s . min . min 30s | 360 min
120 min min
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Preglednica XIV: Menjave medijev pri testih sproscanja ZU na srednjem pH profilu. Prikazani so oznake poskusa, pretocni

sistem, serija uporabljenih tablet, zaetni medij in dovajane raztopine (mediji 1 — 7). Pod dovajanimi raztopinami so
navedeni e Casovni intervali dovajanja. (Legenda: Mcll — Mcllvainov pufer; A — Mcllvainov pufer 6,0 (15x); B — Mcllvainov
pufer 7,7 (15x))

Mcll 6,0 Mcll 7,7
280 mM A:B= ! 0,85% Mcll 6,5
50 mM (15x) = AB= (15x) =
TNAF 2:1 H3PO, (4x)
Ss1 HCI . A . 1:3 B . .
G1 M . 15 min— . 67 min . . 331 min | 331 min
a, c 0 min— R 16 min 87 min— | 187 min
. 16 min -87 . -331 45s—
15 min 40s— . 187 min -331 . .
40s . min . min45s | 380 min
67 min min
Mcll 6,0 Mcll 7,7
280 mM AB= 0,85% Mcll 6,5
50 mM (15x) = AB= (15x) =
TNAF 2:1 H3PO, (4x)
Ss1 HCI . A . 1:3 B . .
G2 M . 15 min— . 67 min . . 331 min | 331 min
b,d 0 min— ; 16 min 87 min— | 187 min
. 16 min -87 . -331 45s—
15 min 40s— . 187 min -331 . .
40s . min . min45s | 380 min
67 min min

3.3.8 Priprava in analiza vzorcev
Pri testih spros$¢anja in izdelavi umeritvenih krivulj smo koncentracijo ZU v vzorcih dolocali

spektrofotometri¢no z merjenjem absorbance. Meritve smo izvajali pri naslednjih pogojih:

e absorpcijski maksimum: 276 nm;

e kontrolna valovna dolzina: 400 nm;

e spekter snemanja: od 200 do 400 nm;

e dimenzije kivete: volumen 4 mL, dolZina stranice 1 cm.
Raztopino, ki je pritekla iz pretocnega sistema, smo zbirali v 100 mL merilne valje, v katere
smo predhodno natocili 40,0 mL 0,1 M NaOH in tako preprecili morebitno obarjanje ZU ter
dosegli raztapljanje neraztopljene ZU. Po 20 minutah, ko smo v valj zbrali 40,0 mL raztopine
z ZU, smo zbiranje vzorca nadaljevali v naslednjem, enako pripravljenem valju.
Dobljeno raztopino smo premesali, potegnili v brizgo in prefiltrirali prek filtra za brizgo. 10
do 12 mL filtrata smo zbrali v epruvete in mu izmerili absorbanco pri zgoraj opisanih pogojih.
Pri vrednostih absorbance, ki so bile vi§je od zgornje meje obmocja linearnosti (1,2), smo 600
uL vzorca razred¢€ili z 2400 pL zmesi ustreznega pufra in 0,1 M NaOH v razmerju 1:1. To

zmes smo uporabili tudi kot slepo raztopino.
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4 Rezultati

4.1. Izbrani profili
Za simulacijo smo izbrali §tiri razlicne pH profile. To so bili profil prostovoljca 6 iz studije

Ibekweja in sodelavcev [4] (profil X), in trije profili iz Studije Kozioleka in sodelavcev [5]: 2-
3 (visok profil — V), 2-2 (nizek profil — N) in 1-6 (srednji profil —S).

4.2 Umeritvene Krivulje
Preglednica XV prikazuje enac¢be umeritvenih krivulj za doloCanje koncentracije ZU v
razli¢nih pufrih in pripadajoge Pearsonove koeficiente korelacije (R?).

Preglednica XV: Enacbe krivulj umeritvenih premic. Navedeni so mediji, ki smo jih zmesali z 0,1 M raztopino NaOH, v
razmerju 1:1, enacba krivulje (C: koncentracija [mg/L]; A: absorbanca) in Pearsonove koeficiente korelacije (RZ).

HCl C=0,0324A +0,0024 0,9996
fosfatni pufer (pH = 6,8) C=0,0314A + 0,0078 0,9996
Mcllvainov pufer 5,5 (15x) C=0,0327A-0,0246 0,9993
Mcllvainov pufer 6,6 (15x) C=0,0326A-0,0354 0,9997
Mcllvainov pufer 4,8 (4x) C=0,0323A-0,0003 0,9998
Mcllvainov pufer 6,4 (15x) C=0,0325A-0,0273 0,9998
Mcllvainov pufer 8,1 (15x) C=0,0321A-0,0022 1
Mcllvainov pufer 6,7 (4x) C=0,0338A-0,0024 0,9999
Mcllvainov pufer 6,0 (15x) C=0,0326A-0,0154 0,9997
Mcllvainov pufer 7,7 (15x) C=0,0323A-0,0097 1
Mcllvainov pufer 6,5 (4x) C=0,0335A-0,0138 0,9998

Koncentracije natrijevega diklofenakata v raztopinah za dolo¢anje umeritvenih krivulj so bile

v razponu 0,01 — 47,9 mg/L.

4.3 Simulacija pH profilov

4.3.1 Hitri dvig (simulacija prehoda Zelodec - duodenum)
Preglednice XVI — XIX prikazujejo potek pH pri poskusih, kjer smo simulirali hitri dvig pH.
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Preglednica XVI: Rezultati merjenja pH pri poskusih hitrega dviga za profil X. Navedeni so ¢asi meritev pH od zaletka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

0 1,90 1,90 1,93 1,93 1,96 1,91 1,95 1,94 1,98 1,98
1 1,90 1,89 1,92 1,92 1,94 1,90 1,92 1,92 1,95 1,95
1,5 1,90 1,89 191 / / / / / / /
2 1,90 1,89 1,92 1,93 1,93 1,89 1,92 1,93 1,94 1,94
2,5 1,90 1,89 2,01 2,04 2,04 2,01 2,04 2,09 2,10 2,09
3 1,90 1,90 2,20 2,25 2,23 2,20 2,22 2,50 2,45 2,39
3,5 1,92 1,93 2,42 2,63 2,55 2,54 2,61 5,65 2,84 2,72
4 1,95 1,98 2,66 5,57 3,53 4,27 5,27 6,63 3,73 3,16
4,5 2,00 2,04 3,00 6,39 6,15 6,80 6,56 6,74 5,54 4,38
5 2,06 2,13 3,63 6,54 6,45 7,08 6,73 6,80 6,06 5,56

5,5 / 2,20 4,80 6,62 6,58 7,11 6,80 6,82 6,27 5,99
6 / / 5,74 6,66 6,67 7,11 6,85 6,84 6,40 6,17
7 / / 6,00 6,69 6,77 7,08 6,89 6,87 6,55 6,38
8 / / 6,18 / 6,82 7,06 6,93 6,87 6,65 6,50
9 / / / / 6,85 / 6,94 6,87 6,71 6,58
10 / / / / / / / 6,87 6,75 6,62
12 / / / / / / / 6,86 6,80 6,68
14 / / / / / / / 6,87 6,81 6,71
16 / / / / / / / 6,87 6,83 6,71
18 / / / / / / / 6,88 6,83 6,73
20 / / / / / / / 6,89 6,84 6,74
25 / / / / / / / 6,91 6,86 6,75
30 / / / / / / / 6,92 6,89 6,79
35 / / / / / / / 6,94 6,90 /
40 / / / / / / / 6,95 6,92 /

Preglednica XVII: Rezultati merjenja pH pri poskusih hitrega dviga za visok profil. Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

0 1,91 1,93 1,94
1 1,92 1,93 1,93
2 1,92 1,93 1,93
2,5 2,05 2,04 2,04
3 2,25 2,24 2,23
3,5 2,48 2,63 2,53
4 2,73 3,20 2,84
4,5 3,02 4,71 3,23
5 3,48 5,81 4,00
5,5 4,30 6,07 5,20
6 5,12 6,21 5,69
7 5,83 6,36 6,07
8 6,08 6,43 6,24
S 6,21 6,47 6,34
10 6,29 6,50 6,40
11 / / 6,43
12 / / 6,45
13 / / 6,46
14 / / 6,47
15 / / 6,47

27



Preglednica XVI1II: Rezultati merjenja pH pri poskusih hitrega dviga za nizek profil. Navedeni so ¢asi meritev pH od

zacetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

0 1,79 1,83 1,82 1,8 1,82 1,82 1,81 1,83
1 1,79 1,83 1,81 1,79 1,82 1,81 1,8 1,82
2 1,79 1,83 1,81 1,8 1,82 1,83 1,82 1,82
2,5 1,87 1,89 1,87 1,98 1,94 1,94 1,94 1,93
3 2,02 1,99 2,00 2,40 2,18 2,16 2,17 2,14
3,5 2,17 2,14 2,16 6,07 2,64 2,6 2,62 2,61
4 2,28 2,40 2,42 / 2,95 3,29 3,25 3,56
4,5 2,32 2,60 2,88 / 3,16 3,62 3,70 4,81
5 2,34 2,67 3,18 / 3,25 4,05 4,35 5,23
5,5 / 2,72 3,35 / 3,33 4,53 4,93 5,40
6 / / 3,50 / 3,39 4,88 5,21 5,45
7 / / 3,75 / 3,54 5,16 5,41 5,53
8 / / 3,97 / 3,69 5,26 5,49 5,56
9 / / 4,17 / 3,84 5,29 5,54 5,57
10 / / 4,34 / 3,99 5,32 5,55 5,57
11 / / / / / 5,34 5,56 5,56
12 / / / / / 5,35 5,55 5,56
13 / / / / / 5,36 5,55 5,55
14 / / / / / 5,36 5,54 5,55
15 / / / / / 5,37 5,54 5,54

Preglednica XIX: Rezultati merjenja pH pri poskusih hitrega dviga za srednji profil. Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

0 1,62 1,6 1,61 1,63 1,62 1,63
1 1,62 1,59 1,61 1,63 1,62 1,62
2 1,62 1,60 1,62 1,64 1,62 1,64
2,5 1,71 1,72 1,71 1,72 1,73 1,80
3 1,87 1,92 1,90 1,89 1,88 2,12
3,5 2,11 2,18 2,15 2,15 2,14 2,88
4 2,21 2,79 2,73 2,69 2,70 4,98
4,5 2,25 3,69 5,75 3,04 4,83 5,65
5 2,29 6,45 6,31 3,24 5,75 5,82
5,5 / 7,04 6,35 3,40 5,85 5,90
6 / 7,27 6,36 3,55 5,90 5,96
7 / 7,29 6,40 3,93 5,96 6,03
8 / / 6,42 / 6,00 6,08
9 / / / / 6,04 6,10
10 / / / / 6,06 6,14
11 / / / / / 6,15
12 / / / / / 6,17
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4.3.2 Hitri padec (simulacija prehoda ileum - cekum)
Preglednica XX prikazuje potek pH pri poskusih, kjer smo simulirali hitri padec pH ob

prehodu iz tankega v debelo ¢revo.

Preglednica XX: Rezultati merjenja pH pri poskusih hitrega padca. Navedeni so ¢asi meritev pH od zadetka poskusa, oznake
poskusov in izmerjene pH vrednosti.

0 6,81 6,77 6,86 6,65 6,75
1 6,81 6,77 6,86 6,65 6,75
2 6,81 6,76 6,86 6,65 6,73
2,5 6,34 6,33 6,52 6,26 6,32
3 5,32 5,90 6,30 5,91 6,00
3,5 3,68 5,60 6,06 5,62 5,70
4 3,33 5,38 5,88 5,43 5,53
4,5 / 5,23 5,81 5,30 5,44
5 3,22 5,17 5,78 5,24 5,40
5,5 / / / 5,23 5,37
6 / 5,17 5,76 5,24 5,37
7 / 5,23 5,75 5,29 5,40
8 / 5,29 5,74 5,34 5,44
9 / 5,33 5,74 5,38 5,47
10 / 5,38 5,73 5,41 5,49
11 / 5,42 / 5,44 5,51
12 / 5,45 / 5,47 5,53
13 / 5,47 / 5,49 5,54
14 / 5,50 / 5,50 5,56
15 / 5,51 / 5,51 5,57

4.3.3 Osrednji deli in celotni profil
Preglednice XXI — XXIV prikazujejo potek pH pri poskusih, kjer smo simulirali osrednji del

oziroma celotni profil.

Preglednica XXI: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega profila X (X3) oziroma njegovega osrednjega dela (X1a-2).
Navedeni so ¢asi meritev pH od zaletka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti. Preglednica se nadaljuje na
naslednji strani.

0 1,86 1,90 1,90 1,96
1 1,84 1,91 1,89 1,94
2 1,86 1,93 1,91 1,95
2,5 2,07 2,1 2,09 2,12
3 2,47 2,51 2,56 2,48
3,5 2,97 3,8 3,05 2,96
4 5,34 4,06 4,98 3,73
4,5 6,61 5,75 6,08 5,44
5 6,77 6,12 6,37 6,35
5,5 6,82 6,30 6,51 6,54
6 6,85 6,40 6,60 6,61
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Preglednica XXI: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega profila X (X3) oziroma njegovega osrednjega dela (X1a-2).
Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

7 6,87 6,54 6,86 6,68
8 6,87 6,69 6,93 6,74
9 6,87 6,75 6,93 6,77
10 6,87 6,77 6,93 6,79
12 6,86 6,79 6,91 6,82
14 6,86 6,82 6,91 6,82
16 6,87 6,83 6,92 6,83
18 6,87 6,84 6,93 6,84
20 6,88 6,84 6,94 6,85
25 6,90 6,86 6,96 6,87
30 6,92 6,90 6,97 6,90
35 6,93 6,91 6,97 6,90
40 6,94 6,92 6,94 6,90
45 6,94 6,93 6,91 6,90
50 6,94 6,93 6,89 6,89
55 6,93 6,92 6,87 6,89
60 6,92 6,92 6,86 6,89
65 6,91 6,91 6,85 6,88
70 6,89 6,91 6,84 6,86
75 6,87 6,90 6,84 6,85
80 6,85 6,88 6,83 6,84
85 6,83 6,87 6,83 6,84
90 6,82 6,85 6,82 6,84
95 6,80 6,84 6,82 6,84
100 6,79 6,83 6,82 6,84
101 / / / 6,84
102 / / / 6,84
102,5 / / / 6,47
103 / / / 6,17
103,5 / / / 5,90
104 / / / 5,71
104,5 / / / 5,54
105 6,78 6,82 6,82 5,49
105,5 / / / 5,45
106 / / / 5,43
107 / / / 5,43
108 / / / 5,44
109 / / / 5,45
110 6,76 6,81 6,82 5,46
112 / / / 5,48
114 / / / 5,49
115 6,75 6,79 6,82 /
116 / / / 5,50
118 / / / 5,51
120 6,73 6,78 6,82 5,51

30



Preglednica XXII: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega visokega profila (V1, V5a-e) oziroma njegovega
osrednjega dela (V2-4). Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.
Navedene so tudi povpreéne vrednosti paralelk V5a-e in njihov RSD. Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

0 1,86 6,41 6,42 6,39 1,93 1,88 1,93 1,93 1,92 1,92 1,13
1 1,86 / / / 1,93 1,88 1,93 1,93 191 1,92 1,14
2 1,87 6,42 6,43 6,41 1,94 1,89 1,95 1,94 1,92 1,93 1,24
2,5 2,00 / / / 2,08 2,05 2,15 2,08 2,08 2,09 1,77
3 2,24 / / / 2,31 2,42 2,60 2,40 2,38 2,42 4,45
3,5 2,51 / / / 3,03 5,04 3,36 3,38 3,50 3,66 | 21,57
4 2,82 6,46 6,47 6,5 3,46 6,31 6,28 6,06 6,45 571 | 22,18
4,5 3,30 / / / 4,17 6,44 6,33 6,28 6,49 594 | 16,73
5 4,30 / / / 5,26 6,48 6,35 6,36 6,52 6,19 8,51
5,5 5,29 / / / 5,60 6,49 6,36 6,39 6,53 6,27 6,11
6 5,75 6,5 6,52 6,59 5,79 6,50 6,38 6,41 6,54 6,32 4,83
7 6,10 / / / 5,98 6,49 6,40 6,45 6,55 6,37 3,56
8 6,25 6,54 6,56 6,67 6,12 6,49 6,42 6,47 6,55 6,41 2,63
9 6,35 / / / 6,24 6,49 6,43 6,47 6,57 6,44 1,91
10 6,39 6,57 6,61 6,74 6,36 6,49 6,44 6,50 6,56 6,47 1,16
12 6,44 6,59 6,63 6,80 6,40 6,49 6,43 6,50 6,55 6,47 0,92
14 6,47 6,62 6,66 6,85 6,43 6,49 6,44 6,50 6,54 6,48 0,70
16 6,49 6,65 6,69 6,89 6,44 6,48 6,44 6,50 6,53 6,48 0,60
18 6,50 6,68 6,72 6,93 6,45 6,48 6,45 6,50 6,52 6,48 0,48
20 6,51 6,70 6,78 6,96 6,46 6,47 6,45 6,49 6,52 6,48 0,43
22 / 6,72 6,83 6,99 / / / / / / /
24 / 6,75 6,87 7,05 / / / / / / /
25 6,54 / / / 6,46 6,47 6,46 6,50 6,49 6,48 0,28
26 / 6,78 6,92 7,13 / / / / / / /
28 / 6,81 6,95 7,20 / / / / / / /
30 6,55 6,83 6,98 7,27 6,47 6,46 6,47 6,5 6,49 6,48 0,25
35 6,53 6,91 7,07 7,41 6,47 6,46 6,48 6,49 6,48 6,48 0,18
40 6,51 6,98 7,18 7,53 6,47 6,46 6,48 6,49 6,47 6,47 0,18
45 6,50 7,06 7,26 7,62 6,47 6,45 6,48 6,50 6,47 6,47 0,28
50 6,49 7,15 7,37 7,71 6,47 6,45 6,48 6,49 6,46 6,47 0,24
55 6,48 7,23 7,48 7,78 6,47 6,45 6,48 6,49 6,46 6,47 0,24
60 6,47 7,31 7,59 7,84 6,47 6,45 6,49 6,50 6,46 6,47 0,32
65 6,46 7,39 7,67 7,89 6,47 6,45 6,49 6,49 6,46 6,47 0,28
70 6,45 7,43 7,74 7,93 6,47 6,45 6,49 6,49 6,46 6,47 0,28
72 6,46 / / / 6,48 6,45 6,49 6,49 6,46 6,47 0,28
74 6,61 / / / 6,51 6,48 6,53 6,53 6,49 6,51 0,35
75 / 7,51 7,8 7,97 / / / / / / /
76 6,77 / / / 6,55 6,52 6,57 6,57 6,53 6,55 0,35
78 6,90 / / / 6,58 6,56 6,60 6,60 6,57 6,58 0,27
80 7,01 7,62 7,85 8,00 6,61 6,59 6,64 6,63 6,60 6,61 0,31
82 7,1 / / / 6,64 6,62 6,67 6,66 6,62 6,64 0,34
84 7,17 / / / 6,66 6,65 6,69 6,69 6,65 6,67 0,31
85 / 7,70 7,89 8,02 / / / / / / /
86 7,26 / / / 6,69 6,67 6,71 6,71 6,67 6,69 0,30
88 7,32 / / / 6,75 6,73 6,77 6,77 6,73 6,75 0,30
90 7,37 7,77 7,92 8,03 6,86 6,84 6,88 6,89 6,84 6,86 0,33
92 7,43 / / / / / / / / / /
94 7,48 / / / / / / / / / /
95 / 7,83 7,95 8,05 7,08 7,07 7,09 7,12 7,07 7,09 0,29




Preglednica XXII: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega visokega profila (V1, V5a-e) oziroma njegovega
osrednjega dela (V2-4). Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.
Navedene so tudi povpreéne vrednosti paralelk V5a-e in njihov RSD.

96 7,53 / / / / / / / / / /
98 7,57 / / / / / / / / / /
100 7,61 7,88 7,98 8,06 7,24 7,24 7,28 7,28 7,23 7,25 0,33
105 7,70 7,93 7,99 8,07 7,38 7,38 7,41 7,42 7,37 7,39 0,29
110 7,78 7,96 8,00 8,08 7,50 7,51 7,53 7,54 7,49 7,51 0,28
115 7,85 7,98 8,01 8,08 7,60 7,60 7,62 7,64 7,58 7,61 0,30
120 7,90 8,00 8,01 8,09 7,68 7,68 7,70 7,72 7,67 7,69 0,26
125 7,94 8,01 / / 7,75 7,76 7,77 7,80 7,74 7,76 0,30
130 7,97 8,02 / / 7,82 7,82 7,81 7,86 7,80 7,82 0,29
135 8,00 8,03 / / 7,87 7,87 7,86 7,91 7,85 7,87 0,29
140 8,02 8,04 / / 7,91 7,91 7,9 7,95 7,89 7,91 0,29
145 8,03 / / / 7,95 7,95 7,93 7,99 7,92 7,95 0,34
150 8,05 / / / 7,99 7,98 7,96 8,01 7,95 7,98 0,30
155 8,05 / / / 8,01 8,00 7,98 8,03 7,98 8,00 0,27
160 8,05 / / / 8,03 8,02 8,00 8,05 7,99 8,02 0,30
165 / / / / 8,04 8,03 8,01 8,06 8,00 8,03 0,30
170 / / / / 8,05 8,04 8,02 8,07 8,02 8,04 0,26
175 / / / / 8,06 8,05 8,02 8,08 8,02 8,05 0,32
180 / / / / 8,07 8,05 8,03 8,08 8,03 8,05 0,28
185 / / / / 8,08 8,06 8,04 8,09 8,03 8,06 0,32
190 / / / / 8,08 8,06 8,05 8,09 8,03 8,06 0,30
195 / / / / 8,09 8,06 8,05 8,09 8,03 8,06 0,32
200 / / / / 8,08 8,06 8,05 8,09 8,03 8,06 0,30
201 / / / / 8,09 8,06 8,05 8,09 8,03 8,06 0,32
202 / / / / 7,95 7,98 7,84 7,80 7,93 7,90 0,97
202,5 / / / / 7,26 7,27 7,10 7,09 7,16 7,18 1,19
203 / / / / 7,00 6,81 6,69 6,66 6,75 6,78 1,99
203,5 / / / / 6,85 6,67 6,64 6,63 6,63 6,68 1,41
204 / / / / 6,74 6,62 6,65 6,63 6,61 6,65 0,79
204,5 / / / / 6,70 6,61 6,65 6,63 6,6 6,64 0,60
205 / / / / 6,68 6,61 6,66 6,64 6,61 6,64 0,46
205,5 / / / / 6,66 6,61 6,66 6,64 6,61 6,64 0,38
206 / / / / 6,66 6,62 6,66 6,65 6,61 6,64 0,35
207 / / / / 6,65 6,62 6,67 6,66 6,62 6,64 0,35
208 / / / / 6,66 6,63 6,67 6,67 6,63 6,65 0,31
209 / / / / 6,66 6,63 6,67 6,67 6,63 6,65 0,31
210 / / / / 6,67 6,63 6,67 6,67 6,64 6,66 0,29
212 / / / / 6,67 6,63 6,68 6,68 6,65 6,66 0,33
214 / / / / 6,67 6,64 6,69 6,69 6,66 6,67 0,32
216 / / / / 6,67 6,64 6,69 6,70 6,66 6,67 0,36
218 / / / / 6,67 6,64 6,69 6,70 6,67 6,67 0,34
220 / / / / 6,67 6,65 6,69 6,70 6,67 6,68 0,29
225 / / / / / / / / 6,67 / /
230 / / / / / / / / 6,67 / /
235 / / / / / / / / 6,68 / /
240 / / / / / / / / 6,67 / /
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Preglednica XXI11: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega nizkega profila. Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti. Poleg tega so navedene tudi povpre¢ne vrednosti paralelk N2a-e in
njihov RSD. Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

0 1,80 1,78 1,78 1,75 1,76 1,74 1,76 1,02
1 1,79 1,78 1,77 1,75 1,76 1,74 1,76 0,90
2 1,82 1,81 1,77 1,76 1,77 1,75 1,77 1,29
2,5 1,98 1,95 1,89 1,90 1,90 1,89 1,91 1,32
3 2,28 2,20 2,13 2,13 2,14 2,20 2,16 1,70
3,5 3,04 2,74 2,65 2,65 2,66 2,70 2,68 1,47
4 5,17 3,42 3,23 3,20 3,22 3,18 3,25 2,98
4,5 5,61 4,01 3,60 3,69 3,71 3,58 3,72 4,64
5 / 4,69 4,10 4,72 4,20 4,02 4,35 7,69
5,5 5,71 5,02 4,71 5,12 5,06 4,50 4,88 5,45
6 5,74 5,19 5,06 5,23 5,37 4,83 5,14 3,97
7 5,76 5,37 5,33 5,37 5,46 5,07 5,32 2,78
8 5,78 5,44 5,45 5,46 5,50 5,22 5,41 2,05
9 5,77 5,46 5,51 5,49 5,50 5,30 5,45 1,60
10 5,75 5,47 5,53 5,51 5,51 5,35 5,47 1,33
12 5,72 5,49 5,54 5,53 5,52 5,40 5,50 1,03
14 5,69 5,5 5,54 5,52 5,54 5,42 5,50 0,90
16 5,51 5,52 5,54 5,51 5,55 5,45 5,51 0,71
18 5,51 5,53 5,55 5,51 5,56 5,47 5,52 0,65
20 5,51 5,54 5,55 5,51 5,57 5,49 5,53 0,58
25 5,52 5,56 5,57 5,50 5,59 5,53 5,55 0,64
30 5,52 5,57 5,58 5,50 5,60 5,58 5,57 0,69
35 5,53 5,58 5,59 5,50 5,60 5,59 5,57 0,73
40 5,53 5,59 5,60 5,50 5,60 5,60 5,58 0,79
42 5,54 / / / / / / /
44 5,62 / / / / / / /
45 / 5,60 5,61 5,50 5,60 5,61 5,58 0,85
46 5,72 / / / / / / /
48 5,80 / / / / / / /
50 5,87 5,61 5,61 5,49 5,60 5,61 5,58 0,94
52 5,94 / / / / / / /
54 6,00 / / / / / / /
55 / 5,61 5,62 5,49 5,60 5,62 5,59 0,99
56 6,04 / / / / / / /
58 6,08 / / / / / / /
60 6,12 5,62 5,63 5,50 5,60 5,62 5,59 0,96
62 / 5,62 5,64 5,50 5,60 5,62 5,60 0,99
64 / 5,72 5,71 5,58 5,67 5,70 5,68 1,00
65 6,19 / / / / / / /
66 / 5,81 5,80 5,67 5,76 5,79 5,77 0,99
68 / 5,90 5,89 5,76 5,85 5,87 5,85 0,96
70 6,25 5,98 5,95 5,83 5,92 5,94 5,92 0,96
72 / 6,04 6,00 5,89 5,98 6,00 5,98 0,93
74 / 6,09 6,06 5,95 6,03 6,05 6,04 0,87
75 6,29 / / / / / / /
76 / 6,13 6,10 5,99 6,07 6,10 6,08 0,88
78 / 6,17 6,14 6,03 6,11 6,13 6,12 0,86
80 6,31 6,21 6,17 6,06 6,14 6,15 6,15 0,90
82 6,32 / / / / / / /
84 6,32 / / / / / / /




Preglednica XXI11: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega nizkega profila. Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti. Poleg tega so navedene tudi povpreéne vrednosti paralelk N2a-e in
njihov RSD. Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

85 / 6,27 6,24 6,13 6,21 6,22 6,21 0,84
86 6,35 / / / / / / /
88 6,37 / / / / / / /
90 6,39 6,32 6,30 6,18 6,26 6,27 6,27 0,86
92 6,41 / / / / / / /
94 6,42 / / / / / / /
95 / 6,35 6,33 6,22 6,29 6,31 6,30 0,79
96 6,44 / / / / / / /
98 6,45 / / / / / / /
100 6,46 6,37 6,36 6,25 6,32 6,34 6,33 0,75
102 / 6,38 6,37 6,26 6,33 6,35 6,34 0,75
104 / 6,41 6,39 6,29 6,36 6,37 6,36 0,72
105 6,48 / / / / / / /
106 / 6,43 6,42 6,31 6,39 6,40 6,39 0,74
108 / 6,46 6,44 6,34 6,41 6,43 6,42 0,72
110 6,51 6,48 6,44 6,36 6,43 6,45 6,43 0,69
112 / 6,49 6,46 6,38 6,45 6,48 6,45 0,67
114 / 6,51 6,48 6,40 6,46 6,49 6,47 0,65
115 6,53 / / / / / / /
116 / 6,53 6,49 6,41 6,47 6,51 6,48 0,71
118 / 6,54 6,5 6,43 6,48 6,53 6,50 0,68
120 6,53 6,55 6,52 6,44 6,49 6,54 6,51 0,68
125 6,54 6,57 6,54 6,46 6,52 6,57 6,53 0,70
130 6,55 6,58 6,56 6,47 6,53 6,59 6,55 0,74
135 6,56 6,59 6,59 6,49 6,54 6,61 6,56 0,74
140 6,56 6,60 6,60 6,50 6,54 6,63 6,57 0,80
145 6,57 6,60 6,61 6,50 6,54 6,65 6,58 0,91
150 6,57 6,61 6,61 6,51 6,56 6,65 6,59 0,82
155 6,57 6,61 6,61 6,52 6,57 6,66 6,59 0,79
160 6,58 6,61 6,62 6,52 6,58 6,66 6,60 0,79
165 6,58 6,61 6,62 6,52 6,58 6,66 6,60 0,79
170 6,58 6,62 6,63 6,52 6,58 6,67 6,60 0,86
175 6,58 6,62 6,62 6,51 6,59 6,67 6,60 0,89
180 6,58 6,62 6,63 6,52 6,59 6,68 6,61 0,89
185 6,59 6,62 6,63 6,52 6,59 6,67 6,61 0,85
190 6,58 6,62 6,63 6,51 6,59 6,67 6,60 0,91
195 6,59 6,62 6,63 6,52 6,59 6,68 6,61 0,89
200 6,59 6,62 6,63 6,52 6,59 6,67 6,61 0,85
201 6,59 / / / / / / /
202 6,58 / / / / / / /
202,5 6,34 / / / / / / /
203 6,00 / / / / / / /
203,5 5,67 / / / / / / /
204 5,48 / / / / / / /
204,5 5,29 / / / / / / /
205 5,16 6,62 6,63 6,51 6,59 6,68 6,61 0,95
205,5 5,08 / / / / / / /
206 5,03 / / / / / / /
207 4,98 / / / / / / /
208 4,95 / / / / / / /

w
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Preglednica XXI11: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega nizkega profila. Navedeni so ¢asi meritev pH od zacetka
poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti. Poleg tega so navedene tudi povpreéne vrednosti paralelk N2a-e in

njihov RSD.

209 4,93 / / / / / / /

210 4,91 6,62 6,63 6,52 6,59 6,68 6,61 0,89
211 / 6,62 6,63 6,52 6,59 6,68 6,61 0,89
212 4,88 6,62 6,63 6,52 6,59 6,67 6,61 0,85
212,5 / 5,88 6,58 6,51 6,59 6,68 6,45 5,01
213 / 4,94 5,24 5,61 5,86 5,27 5,38 6,62
213,5 / 4,88 4,93 5,02 5,02 4,96 4,96 1,21
214 4,86 4,86 4,88 4,86 4,93 4,87 4,88 0,60
214,5 / 4,85 4,86 4,80 4,85 4,83 4,84 0,49
215 / 4,83 4,85 4,77 4,86 4,80 4,82 0,77
215,5 / 4,83 4,84 4,79 4,87 4,81 4,83 0,63
216 4,84 4,83 4,84 4,8 4,88 4,82 4,83 0,61
217 / 4,82 4,83 4,81 4,88 4,83 4,83 0,56
218 4,83 4,81 4,83 4,81 4,89 4,84 4,84 0,68
219 / 4,81 4,82 4,82 4,89 4,84 4,84 0,66
220 4,82 4,80 4,81 4,82 4,89 4,85 4,83 0,75
222 / 4,80 4,81 4,82 4,89 4,85 4,83 0,75
224 / 4,79 4,80 4,82 4,89 4,85 4,83 0,84
226 / 4,78 4,80 4,82 4,89 4,85 4,83 0,90
228 / 4,78 4,80 4,82 4,89 4,86 4,83 0,93
230 / 4,78 4,80 4,82 4,88 4,86 4,83 0,86
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Preglednica XXIV: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega srednjega profila (S1, S5a-c) oziroma njegovega
osrednjega dela (S2-4). Navedeni so ¢asi meritev pH od zaCetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.
Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

0 1,61 6,12 6,11 6,13 1,61 1,61 1,62 1,61 0,36
1 1,61 / / / 1,61 1,61 1,62 1,61 0,36
2 1,63 6,16 6,11 6,14 1,63 1,63 1,64 1,63 0,35
2,5 1,77 / / / 1,77 1,77 1,78 1,77 0,33
3 2,11 / / / 2,11 2,11 2,12 2,11 0,27
3,5 2,88 / / / 2,88 2,88 2,89 2,88 0,20
4 4,98 6,24 6,17 6,20 4,98 4,98 4,99 4,98 0,12
4,5 5,65 / / / 5,65 5,65 5,66 5,65 0,10
5 5,82 / / / 5,82 5,82 5,83 5,82 0,10
5,5 5,90 / / / 5,90 5,90 5,91 5,90 0,10
6 5,96 6,33 6,24 6,26 5,96 5,96 5,97 5,96 0,10
7 5,99 / / / 5,99 5,99 6,00 5,99 0,10
8 6,00 6,41 6,30 6,31 6,00 6,00 6,01 6,00 0,10
9 6,01 / / / 6,00 6,01 6,02 6,01 0,17
10 6,02 6,48 6,35 6,36 6,01 6,02 6,03 6,02 0,17
12 6,02 6,54 6,40 6,40 6,01 6,02 6,03 6,02 0,17
14 6,03 6,59 6,44 6,43 6,02 6,05 6,06 6,04 0,34
16 6,04 6,63 6,48 6,46 6,02 6,06 6,07 6,05 0,44
18 6,05 6,67 6,50 6,49 6,03 6,07 6,08 6,06 0,44
20 6,06 6,70 6,53 6,51 6,04 6,08 6,09 6,07 0,44
22 6,08 / 6,56 6,54 / / / / /
24 6,18 / 6,66 6,61 / / / / /
25 / 6,78 / / 6,04 6,09 6,08 6,07 0,44
26 6,29 / 6,76 6,68 / / / / /
28 6,39 / 6,85 6,74 / / / / /
30 6,48 6,83 6,93 6,80 6,05 6,08 6,09 6,07 0,34
32 6,55 / 7,00 6,85 / / / / /
34 6,62 / 7,05 6,89 / / / / /
35 / 6,86 / / 6,04 6,08 6,09 6,07 0,44
36 6,67 / 7,11 6,93 / / / / /
38 6,72 / 7,16 6,97 / / / / /
40 6,76 6,90 / 6,99 6,04 6,08 6,10 6,07 0,50
45 6,86 6,92 / 7,05 6,05 6,09 6,09 6,08 0,38
50 6,93 6,94 / 7,10 6,04 6,09 6,09 6,07 0,48
52 / 6,94 / / 6,05 6,09 6,10 6,08 0,44
54 / 6,99 / / 6,10 6,15 6,16 6,14 0,52
55 6,99 / / 7,14 / / / / /
56 / 7,04 / / 6,17 6,21 6,22 6,20 0,43
58 / 7,10 / / 6,23 6,26 6,27 6,25 0,33
60 7,04 7,15 7,17 6,29 6,30 6,31 6,30 0,16
62 / 7,19 / / 6,33 6,35 6,36 6,35 0,24
64 / 7,23 / / 6,37 6,39 6,40 6,39 0,24
65 7,07 / / 7,19 / / / / /
66 / 7,27 / / 6,41 6,43 6,44 6,43 0,24
68 / 7,30 / / 6,45 6,46 6,47 6,46 0,15
70 7,10 7,33 / 7,21 6,48 6,49 6,50 6,49 0,15
72 7,12 / / / 6,51 6,52 6,53 6,52 0,15
74 7,16 / / / 6,58 6,59 6,60 6,59 0,15
75 / 7,40 / 7,22 / / / / /
76 7,20 / / / 6,66 6,66 6,67 6,66 0,09
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Preglednica XXIV: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega srednjega profila (S1, S5a-c) oziroma njegovega
osrednjega dela (S2-4). Navedeni so ¢asi meritev pH od zaCetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.
Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

78 7,24 / / / 6,72 6,72 6,73 6,72 0,09
80 7,28 7,45 7,23 6,78 6,79 6,80 6,79 0,15
82 7,32 / / / 6,83 6,83 6,84 6,83 0,08
84 7,35 / / / 6,88 6,88 6,89 6,88 0,08
85 / 7,49 / 7,24 / / / / /

86 7,38 / / / 6,92 6,92 6,93 6,92 0,08
88 7,41 / / / 6,96 6,96 6,97 6,96 0,08
90 7,43 / / 7,24 6,99 6,99 7,00 6,99 0,08
95 7,49 / / 7,25 7,05 7,05 7,06 7,05 0,08
100 7,53 / / 7,25 7,11 7,11 7,12 7,11 0,08
105 7,56 / / 7,25 7,16 7,16 7,17 7,16 0,08
110 7,60 / / 7,25 7,20 7,19 7,20 7,20 0,08
115 7,63 / / 7,25 7,22 7,22 7,23 7,22 0,08
120 7,65 / / 7,25 7,25 7,25 7,26 7,25 0,08
122 / / / 7,25 / / / / /

124 / / / 7,28 / / / / /

125 7,67 / / / 7,27 7,26 7,27 7,27 0,08
126 / / / 7,31 / / / / /

128 / / / 7,34 / / / / /

130 7,68 / / 7,37 7,28 7,27 7,28 7,28 0,08
132 / / / 7,39 / / / / /

134 / / / 7,41 / / / / /

135 / / / / 7,29 7,28 7,29 7,29 0,08
136 / / / 7,43 / / / / /

138 / / / 7,45 / / / / /

140 / / / 7,46 7,30 7,29 7,30 7,30 0,08
145 / / / 7,51 7,30 7,30 7,31 7,30 0,08
150 / / / 7,54 7,31 7,31 7,32 7,31 0,08
155 / / / 7,56 7,32 7,31 7,32 7,32 0,08
160 / / / 7,58 7,32 7,31 7,32 7,32 0,08
165 / / / 7,59 7,32 7,32 7,33 7,32 0,08
170 / / / 7,60 7,32 7,32 7,33 7,32 0,08
172 / / / / 7,31 7,32 7,33 7,32 0,14
174 / / / / 7,34 7,34 7,35 7,34 0,08
175 / / / 7,62 / / / / /

176 / / / / 7,37 7,37 7,38 7,37 0,08
178 / / / / 7,40 7,40 7,41 7,40 0,08
180 / / / 7,62 7,43 7,43 7,44 7,43 0,08
182 / / / / 7,45 7,45 7,46 7,45 0,08
184 / / / / 7,48 7,47 7,48 7,48 0,08
185 / / / 7,63 / / / / /

186 / / / / 7,50 7,50 7,51 7,50 0,08
188 / / / / 7,52 7,51 7,52 7,52 0,08
190 / / / 7,63 7,53 7,53 7,54 7,53 0,08
195 / / / 7,63 7,57 7,57 7,58 7,57 0,08
200 / / / 7,64 7,60 7,59 7,60 7,60 0,08
205 / / / / 7,63 7,62 7,63 7,63 0,08
210 / / / 7,64 7,63 7,63 7,64 7,63 0,08
215 / / / / 7,65 7,65 7,66 7,65 0,08
220 / / / 7,64 7,66 7,66 7,67 7,66 0,08
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Preglednica XXIV: Rezultati merjenja pH pri poskusih celotnega srednjega profila (S1, S5a-c) oziroma njegovega
osrednjega dela (S2-4). Navedeni so ¢asi meritev pH od zagetka poskusa, oznake poskusov in izmerjene pH vrednosti.

225 / / / / 7,67 7,67 7,68 7,67 0,08
230 / / / 7,65 7,67 7,67 7,68 7,67 0,08
235 / / / / 7,68 7,68 7,69 7,68 0,08
240 / / / 7,65 7,68 7,68 7,69 7,68 0,08
245 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
250 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
255 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
260 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
265 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
270 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
316 / / / / 7,69 7,69 7,70 7,69 0,08
317 / / / / 7,66 7,67 7,68 7,67 0,13
317,5 / / / / 7,01 7,08 7,09 7,06 0,62
318 / / / / 6,67 6,82 6,83 6,77 1,32
318,5 / / / / 6,56 6,66 6,67 6,63 0,92
319 / / / / 6,54 6,58 6,59 6,57 0,40
319,5 / / / / 6,53 6,55 6,56 6,55 0,23
320 / / / / 6,53 6,53 6,54 6,53 0,09
320,5 / / / / 6,53 6,53 6,54 6,53 0,09
321 / / / / 6,54 6,53 6,54 6,54 0,09
322 / / / / 6,54 6,54 6,55 6,54 0,09
323 / / / / 6,54 6,54 6,55 6,54 0,09
324 / / / / 6,54 6,55 6,56 6,55 0,15
325 / / / / 6,54 6,55 6,56 6,55 0,15
327 / / / / 6,54 6,55 6,56 6,55 0,15
329 / / / / 6,54 6,55 6,56 6,55 0,15
331 / / / / 6,54 6,56 6,57 6,56 0,23
333 / / / / 6,54 6,55 6,56 6,55 0,15
365 / / / / 6,57 6,59 6,58 6,56 0,23
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4.4 Pufrska kapaciteta

Preglednice XXV — XXXI prikazujejo rezultate merjenja pufrske kapacitete.

Preglednica XXV: Pufrske kapacitete izmerjene pri simulacijah profila X. Navedeni so oznaka poskusa, ¢asovni interval
zbiranja odvajanega medija in pufrske kapacitete zbranega medija, v oklepaju pod vrednostjo pufrske kapacitete pa je
navedeno e obmogje pH v katerem smo pufisko kapaciteto dolo¢ili. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

0—20 min (413;"_3}1108) (5,156'—251,83)
20— 40 min (6,931?16158) (6,9751—556,66)
40 - 60 min (5,9;1{)26,61) (6,88613(:5,53)
60 — 80 min (6,93?,?2:60) (6,82’?56,51)
80 — 100 min (6,82,—22,53) (6,8;f2,50)
100 — 120 min (6'88'_92,51) (6,85 ’f56,55)

Preglednica XXVI: Pufrske kapacitete izmerjene pri simulacijah visokega profila. Navedeni so oznaka poskusa, ¢asovni
interval zbiranja odvajanega medija in pufrske kapacitete zbranega medija, v oklepaju pod vrednostjo pufrske kapacitete pa je
navedeno $e obmogje pH v katerem smo pufisko kapaciteto dolo¢ili. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

020 min 5,48 5,37 5,51 5,56 5,40
(5,20 — 4,86) (5,17 — 4,82) (5,21 — 4,90) (5,23 — 4,91) (5,22 — 4,88)

20— 40 mir 5,76 5,81 5,84 5,78 5,67
(6,46 — 6,15) (6,47 - 6,18) (6,46 — 6,13) (6,45 — 6,15) (6,44 —6,11)

40— 60 min 6,14 6,03 6,20 6,05 6,09
(6,47 — 6,13) (6,47 - 6,15) (6,45 — 6,16) (6,48 - 6,16) (6,46 — 6,14)

60— 50 min 6,53 6,28 6,37 6,24 6,19
(6,52 - 6,21) (6,53 6,21) (6,51 — 6,20) (6,53 6,20) (6,52 — 6,19)

_ 5,55 5,65 5,43 5,33 5,38
80-100min | ¢ o6 652) (6,85 — 6,53) (6,83 — 6,50) (6,85 — 6,56) (6,86 — 6,53)

, 6,13 5,97 6,10 5,95 5,88
100=120min | 5 1c_ 713 (7,45 - 7,16) (7,44 - 7,12) (7,46 — 7,13) (7,47 - 7,16)

. 5,36 5,40 5,47 5,39 5,35
120=140min | 5 o) 753) (7,83 -7,51) (7,81 —7,49) (7,83 - 7,50) (7,84 —7,52)

. 4,98 4,91 5,08 4,89 4,92
140-160min | 5 555 63) (7,94 - 7,66) (7,95 - 7,63) (7,93 - 7,60) (7,96 — 7,65)

_ 4,45 4,53 4,46 4,42 4,49
160-180min | (0 04 _773) | (805-7,76) | (803-7,70) | (804-7,74) | (8,03-7,74)

, 4,22 4,30 4,26 4,19 4,30
180=200min | o577 7s) (8,06 — 7,78) (8,07 - 7,75) (8,07 - 7,74) (8,08 — 7,78)

. 13,71 13,34 13,79 13,68 13,83
200=220min | o o5 6 60) (6,93 - 6,64) (6,94 — 6,62) (6,95 — 6,64) (6,92 — 6,59)

Preglednica XXV11: Pufrske kapacitete izmerjene v sveze pripravljenih pufrih, uporabljenih v simulacijah visokega profila.
Navedeni so pH vrednosti, redgitve, izmerjene pufrske kapacitete in sprememba pH. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

Mcllvainov pufer 6,4 (15x) 6,14 6,41 -6,09
Mcllvainov pufer 8,1(15x) 4,13 8,10-7,81
Mcllvainov pufer 6,7 (4x) 14,82 6,69 — 6,38

39




Preglednica XXVII1: Pufrske kapacitete izmerjene pri simulacijah nizkega profila. Navedeni so oznaka poskusa, ¢asovni
interval zbiranja odvajanega medija in pufrske kapacitete zbranega medija, v oklepaju pod vrednostjo pufrske kapacitete pa je
navedeno $e obmogje pH v katerem smo pufisko kapaciteto dolo¢ili. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

0 20 min 5,62 5,73 5,54 5,64 5,59
(4,07 - 3,75) (4,06 —3,73) (4,09 - 3,75) (4,05 — 3,76) (4,07 —3,74)

20— 40 i 5,16 5,42 5,25 5,29 5,37
(5,52 — 5,20) (5,53 - 5,22) (5,51 —5,23) (5,54 —5,21) (5,51 —5,22)

40— 60 min 5,57 5,61 5,70 5,64 5,68
(5,61 - 5,30) (5,62 — 5,33) (5,61 —5,31) (5,64 —5,31) (5,63 — 5,39)

60— 80 min 5,76 5,72 5,81 5,74 5,78
(5,83 — 5,50) (5,84 —5,52) (5,82 - 5,53) (5,83 - 5,52) (5,84 —5,51)

. 5,90 5,84 5,83 5,96 6,04
80-100min | ¢, 595 (6,26 — 5,92) (6,29 — 5,95) (6,28 — 5,96) (6,27 — 5,97)

. 6,15 6,25 6,14 6,02 6,21
100=120min | e 13 6 11) (6,44 — 6,13) (6,43 — 6,14) (6,45 —6,11) (6,44 —6,11)

, 6,35 6,51 6,43 6,51 6,52
120=140min | oo 626 (6,59 — 6,24) (6,57 — 6,25) (6,58 — 6,28) (6,57 — 6,28)

. 6,43 6,46 6,38 6,49 6,42
140-160min | o o1 _630) (6,62 — 6,33) (6,61 - 6,31) (6,60 — 6,31) (6,61 — 6,28)

. 6,39 6,35 6,42 6,40 6,37
160-180min | o o1 628 (6,62 — 6,30) (6,62 — 6,30) (6,62 — 6,29) (6,62 — 6,31)

. 6,34 6,30 6,37 6,43 6,27
180=200min | o )" 6 32) (6,64 —6,31) (6,63 — 6,30) (6,61 —6,32) (6,63 — 6,30)

, 9,25 9,43 937 932 9,40
200=220min | o 0" 4 g (5,09 — 4,74) (5,04 — 4,75) (5,05 — 4,75) (5,07 —4,78)

. 14,25 14,37 14,29 14,39 14,43
220=230min | ) o0~ 4 s (4,77 - 4,45) (4,78 — 4,47) (4,79 — 4,49) (4,79 — 4,48)

Preglednica XXIX: Pufrske kapacitete izmerjene v sveze pripravljenih pufrih, uporabljenih v simulacijah nizkega profila.
Navedeni so pH vrednosti, redgitve, izmerjene pufrske kapacitete in sprememba pH. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

Mcllvainov pufer 5,5 (15x) 5,43 5,51 -5,20
Mcllvainov pufer 6,6 (15x) 6,34 6,60 — 6,28
Mcllvainov pufer 4,8 (4x) 15,42 4,81 -4,52
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Preglednica XXX: Pufrske kapacitete izmerjene pri simulacijah srednjega profila. Navedeni so oznaka poskusa, ¢asovni
interval zbiranja odvajanega medija in pufrske kapacitete zbranega medija, v oklepaju pod vrednostjo pufrske kapacitete pa je
navedeno $e obmogje pH v katerem smo pufisko kapaciteto dolo¢ili. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

0-20 min >34 - iy
(4,37 - 4,06) (4,38 -4,04) (4,33-4,04)
0-00mn | 0 srs) | (605-570 | (605572
U=E0R (6,1(2);,—5?77) (6,1?—7?3,80) (6'13’55?81)
60 — 80 min (6,45,—32,14) (6’476'_52’16) (6,4:'—252,18)
80— 100 min (6,9;,—276,61) (619;'_62’62) (6,9??'3?5,60)
100 -120 min (7'186:9);86) (7,1961—236’5,86) (7,1861—213,85)
120 - 140 min (7’2::'_2:'95) (7,25'—22,99) (7,2:'—2:,97)
140 - 160 min (7’3;5'_13,00) (7,336 '—13,04) (7,336 '—1?5,99)
160 - 180 min (7’32'?3'00) (7’356'?;03) (7,355fi,05)
180 —200 min (7'45'?‘;'15) (7'4:'3;17) (7,4:35'?77,16)
200 - 220 min (7,6§f(;,32) (7,65:'—8;,31) (7,6??'—957,34)
220 - 240 min (7,6;5'—597,34) (7,675'—73;,36) (7'63'_827'33)
240 — 260 min (7,6§f675,37) (7,6:'3;,36) (7,6:'—727,39)
260 — 280 min (7’695’?;’37) (71695'_73'38) (716:'_737,39)
280 —300 min (7,6:f3,36) (7,695'557,37) (7,6;—53,36)
300 — 320 min (7,685'—4?;,32) (7,6:'—5‘;,40) (7'73'_677'40)
320 — 340 min (7'33'_74;'02) (7'35'_96;'00) (7'35'_827'00)
340~ 365 min (6,7185L167,48) (6,7135i0§47) (6'71355;45)

Preglednica XXXI: Pufrske kapacitete izmerjene v sveze pripravljenih pufrih, uporabljenih v simulacijah srednjega profila.
Navedeni so pH vrednosti, red&itve, izmerjene pufrske kapacitete in sprememba pH. Rezultati so podani v mmol L™ ApH™.

Mcllvainov pufer 6,0 (15x) 5,59 6,02 -5,71
Mcllvainov pufer 7,7 (15x) 5,67 7,71-7,40
Mcllvainov pufer 6,5 (4x) 15,13 6,49 - 6,17
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4.5 SprosScanje
V preglednicah XXXII - XXXIV so predstavljeni rezultati testov spros¢anja ZU iz naSih

tablet.

Preglednica XXXII: Spro§¢anje ZU iz tablet v simuliranem visokem profilu. Predstavljen je kumulativni odstotek sproséene
ZU po 20-minutnih intervalih za vse paralelke obeh poskusov Za oba poskusa so navedene tudi povpre¢ne vrednosti paralelk
in RSD.

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

20 0,118 | 0,082 | 0,092 0,10 19,09 0,060 | 0,075 | 0,057 0,06 14,95
40 1,18 1,08 0,92 1,06 12,40 1,18 1,02 1,02 1,08 8,47
60 4,18 4,20 3,38 3,92 11,97 4,55 4,26 4,15 4,32 4,73
80 8,15 8,14 6,46 7,58 12,82 8,30 8,11 7,74 8,05 3,54

100 12,20 | 11,94 9,86 11,33 11,30 12,07 | 11,88 | 11,34 | 11,76 3,21
120 16,33 15,97 13,48 | 15,26 10,17 15,87 | 15,52 14,91 | 15,43 3,15
140 20,49 | 20,07 17,63 19,40 7,94 19,82 | 19,37 | 18,87 | 19,35 2,44
160 24,17 | 23,50 | 21,63 | 23,10 5,69 23,36 | 23,05 | 22,60 | 23,00 1,66
180 27,39 | 26,78 | 25,23 | 26,46 4,20 26,82 | 26,30 | 26,14 | 26,42 1,35
200 30,21 | 29,71 | 28,47 | 29,46 3,04 30,05 | 29,30 | 29,20 | 29,52 1,56
220 32,83 | 32,38 | 31,29 | 32,17 2,47 33,16 | 32,14 | 32,03 | 32,45 1,92
240 35,27 | 34,89 | 33,91 | 34,69 2,01 36,13 | 34,83 | 34,81 | 35,26 2,15
260 37,54 | 37,18 | 36,30 | 37,01 1,73 38,98 | 37,45 | 37,55 | 37,99 2,26
280 39,75 | 39,32 | 38,49 | 39,19 1,63 41,44 | 39,63 | 39,80 | 40,29 2,48
300 41,71 | 41,16 | 40,46 | 41,11 1,53 43,71 | 41,63 | 41,83 | 42,39 2,72
320 43,50 | 42,88 | 42,28 | 42,89 1,43 45,88 | 43,41 | 43,62 | 44,30 3,09
340 45,20 | 44,46 | 44,04 | 44,57 1,31 47,96 | 45,14 | 45,28 | 46,13 3,44
360 46,76 | 46,05 | 45,68 | 46,16 1,18 49,69 | 46,84 | 46,85 | 47,79 3,44

Preglednica XXXII11: Spro$¢anje ZU iz tablet v simuliranem nizkem profilu. Predstavljen je kumulativni odstotek sproséene
ZU po 20-minutnih intervalih. Navedene so tudi povpreéne vrednosti paralelk in RSD.

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0,05 0,08 0,07 0,08 0,06 0,05 0,07 0,07 26,08
40 0,19 0,25 0,23 0,26 0,20 0,20 0,28 0,24 16,80
60 0,37 0,46 0,44 0,47 0,41 0,45 0,60 0,47 17,47
80 0,90 0,91 0,91 1,00 1,09 0,99 0,81 0,92 8,34

100 2,12 1,94 1,96 2,15 2,40 2,02 1,24 1,89 19,70
120 3,81 3,45 3,55 3,91 4,07 3,51 2,79 3,49 12,66
140 5,87 5,52 5,61 6,27 6,27 5,65 5,09 5,68 7,67
160 8,46 8,32 7,96 8,80 8,50 8,57 7,75 8,38 4,73
180 11,44 11,52 10,65 11,88 11,23 11,24 10,42 11,30 4,79
200 14,91 14,80 13,70 15,45 14,30 14,44 14,08 14,74 3,52
220 18,75 18,27 17,02 19,38 17,49 18,33 17,09 18,36 4,57
240 22,82 21,86 20,25 23,56 20,61 21,96 19,94 22,03 6,16
260 26,57 25,56 23,22 27,87 23,74 25,47 22,71 25,64 7,41
280 30,05 29,08 26,33 31,66 26,59 28,62 25,35 28,95 8,04
300 32,15 31,14 28,33 34,02 28,32 30,76 27,28 31,07 7,95
320 33,48 32,38 29,65 35,61 29,34 32,08 28,58 32,42 7,89
340 34,60 33,38 30,67 36,90 30,11 33,13 29,63 33,53 7,88
360 35,51 34,21 31,60 38,16 30,83 34,11 30,39 34,48 8,14
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Preglednica XXXIV: Spros¢anje ZU iz tablet v simuliranem srednjem profilu. Predstavljen je kumulativni odstotek
sproséene ZU po 20-minutnih intervalih. Navedene so tudi povpre¢ne vrednosti paralelk in RSD.

0 0 0 0 0 0 0
20 0,03 0,06 0,11 0,11 0,08 59,31
40 0,58 0,84 0,61 0,65 0,62 5,24
60 2,25 2,75 2,21 2,27 2,24 1,43
80 4,74 5,50 4,61 4,70 4,68 1,39
100 7,73 8,93 7,74 7,71 7,73 0,23
120 11,21 12,70 11,61 11,33 11,39 1,83
140 14,98 16,90 15,65 15,31 15,31 2,20
160 18,74 21,08 19,73 19,21 19,23 2,59
180 22,29 25,08 23,59 22,70 22,86 2,89
200 25,72 28,62 27,12 25,93 26,25 2,87
220 28,81 32,02 30,24 29,03 29,36 2,62
240 31,86 35,22 33,19 31,80 32,28 2,42
260 34,84 38,28 36,07 34,57 35,16 2,28
280 37,64 41,13 38,90 37,14 37,90 2,39
300 40,32 43,83 41,65 39,65 40,54 2,52
320 42,89 46,40 44,22 42,02 43,04 2,58
340 45,29 48,76 46,53 44,33 45,38 2,43
360 47,40 50,87 48,60 46,33 47,44 2,39
380 49,24 52,72 50,51 48,12 49,29 2,43
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5 Razprava

V okviru naloge smo iz literaturnih podatkov izbrali 4 razlicne pH profile vsebine GIT tescih
zdravih posameznikov. Te pH profile smo nato ob upostevanju fizioloskih vrednosti pufrske
kapacitete simulirali na preto¢nem sistemu z uporabo razli¢nih raztopin HCl in redc¢enih
Mcllvainovih pufrov. Simulacije smo izvedli z namenom, da smo v simuliranih profilih

ugotavljali vpliv poteka pH na sproscanje ZU iz ogrodnih tablet.

5.1 Izbrani profili
Za simulacijo smo iz literaturnih podatkov izbrali 4 profile, ki so predstavljeni v poglavju 4.1

Izbrani profili. Profil X smo pridobili na po prvem nacinu, to je iz zdruzevanja podatkov 0
odvisnosti pH od mesta v GIT in ¢asu zadrzevanja kapsule v dolo¢enih predelih GIT. Dobljen
graf je precej enostaven. Razen dveh pri¢akovanih izjem (hitrega dviga pH ob prehodu iz
zelodca v dvanajstnik in padca ob vstopu v cekum), ni hitrih, sunkovitih sprememb pH v
katerokoli smer. To nam je omogocilo, da smo kot ciljni profil pri simulaciji lahko uporabili
ze nespremenjen literaturni profil.

Profili V, N in S pa so bili pridobljeni na drugi nacin, to je z uporabo podatkov o ¢asovni
odvisnosti pH med potovanjem skozi GIT. V tem primeru so bili podatki predstavljeni bolj
podrobno, zato so izbrani literaturni pH profili precej bolj razgibani z vecjim Stevilom

nenadnih skokov in padcev pH.
9
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Slika 4: I1zbrani pH profili za simulacijo. Prikazane so vrednosti pH GIT (od Zelodca do zacetnega dela debelega ¢revesa)
prostovoljcev v odvisnosti od ¢asa.
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Ker bi bilo tako kompleksne profile na naSem sistemu skorajda nemogoc¢e simulirati z
ustrezno ponovljivostjo, smo dolocene problematicne dele za naSe simulacije prilagodili.
Tipi¢no je bilo potrebno to narediti na obmo¢ju dvanajstnika. Tu se namre¢ kisla vsebina, Ki
pride iz Zelodca pomesa z bazi¢nima zol¢em in izlockom pankreasa. Kot posledica so za pH v
tem obmocju znacilna izrazita nihanja. Ta problem smo resili tako, da smo si izbrali vrednost,
ki je ustrezala povprecju krivulje na tem kompleksnem delu in jo uporabili za ciljno vrednost

pri simulaciji. Vse stiri izbrane literaturne pH profile prikazuje slika 4.

5.2 Umeritvene krivulje
Z dolocitvijo umeritvenih krivulj smo dobili enacbe premic, ki smo jih uporabili za izracun

koncentracij ZU pri poskusih spros¢anja. Kot je razvidno iz rezultatov, so se izmerjeni
rezultati zelo dobro prilegali izraGunanim premicam, najmanj$i R? je imel vrednost 0,9993.
Nobenega dolocanja umeritvene krivulje tudi ni bilo potrebno ponoviti, pri vseh smo ze v
prvem poskusu dobili ustrezno kvaliteto rezultatov.

Dobljene premice so si med seboj zelo podobne, kar pomeni da mediji, ki smo jih uporabili v
nasih poskusih nimajo velikega vpliva na absorbanco. Razlog za to je najverjetneje, da smo
vse meritve izvajali v medijih, ki smo jih zmes$ali z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1. Vpliv
raztopine NaOH se zato pozna tudi pri enacbah umeritvenih krivulj.

Posledica tega je, da nam ni bilo potrebno izvesti Se ve¢jega Stevila dolocitev umeritvenih
krivulj, npr. Se katero izmed pH vrednosti med postopnim naras¢anjem pH tekom
simuliranega tankega Crevesa. V tem delu je medij v delovni ¢asi meSanica pufrov, ki smo jim
dolo¢ili umeritveno krivuljo. Ker je dodatek NaOH zmanjsal vpliv uporabljenih medijev smo
se tudi odlocili, da bomo izvedli le eno doloc¢itev umeritvene krivulje v HCI, ne glede na

koncentracijo HCI, ki smo jo uporablili pri poskusih.

5.3 Pufrska kapaciteta
Nas zastavljen cilj glede pufrske kapacitete je bil, da njene vrednosti po celotnih simuliranih

profilih ohranjamo znotraj fizioloskih mej za relevanten del GIT. Te vrednosti smo dolo¢ili na
osnovi literaturnih vrednosti in so znasale med 4 in 8 mmol L™ ApH™ za simulirano tanko
&revo in priblizno 15 mmol L™ ApH™ za simulirano debelo érevo.

Prvi poskus z merjenjem pufrske kapacitete je bil poskus X1b. Osnovan je bil na ugotovitvah
predhodne naloge [17], a se je izkazalo, da pufrska kapaciteta ustreza zahtevam le v kratkem

Gasovnem obmodju vV zatetnem delu simuliranega TC. Po hitrem dvigu pH smo najprej uvajali
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bolj koncentriran pufer s preveliko pufrsko kapaciteto, da smo zagotovili ¢im bolj ponovljiv
in natancen hitri dvig. Temu je sledil zelo razredCen pufer s prenizko pufrsko kapaciteto. V
Casovnem obmocju, ko so vrednosti pufrske kapacitete ustrezale nasim zahtevam, je bila v
delovni ¢a§i meSanica obeh pufrov z ravno ustreznim razmerjem obeh pufrov. Cim bolj kot
smo se od tega obmocja odmikali, bolj so izmerjene vrednosti pufrske kapacitete odstopale od
zelenih.

Zaradi rezultatov pri poskusu X1b smo red¢itve pufrov prilagodili tako, da smo po celotnem
profilu zagotovili ustrezne vrednosti pufrske kapacitete. Pri poskusu X2 smo $e vedno sledili
istemu principu: mocan prvi pufer po uvajanju TNAF, ki smo ga nato razred¢ili s pufrom z
enakim pH, a veliko manjSo koncentracijo, in po dosegu Zelene pufrske kapacitete
nadaljujemo z uvajanjem pufra, ki to kapaciteto vzdrzuje (15-krat red¢en). Slika 5 prikazuje
potek pH in vrednosti pufrske kapacitete pri poskusih X1b in X2.
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Slika 5: Potek pufrske kapacitete in pH pri poskusih X1b in X2. Polna ¢rta prikazuje potek pufrske kapacitete, prekinjena
¢rta prikazuje potek pH, pikéasto pa je oznaceno ciljno podro¢je pufrske kapacitete.

Pri kasnejSih poskusih na drugih pH profilih pa smo postopek poenostavili in Ze takoj po
uvajanju TNAF uporabili 15-krat red¢en pufer. Ta red¢itev nam je omogocala ustrezno
pufrsko kapaciteto po celotnem simuliranem TC. Obenem pa so bili mediji dovolj
koncentrirani, da smo ob pazljivem dovajanju TNAF dobili ustrezno ponovljive poteke pH pri
hitrem dvigu. Ko smo nasli ustrezne redc¢itve uporabljenih pufrov, tezav s neustrezno pufrsko

kapaciteto nismo imeli ve¢. Potek pufrske kapacitete in pH pri poskusih S5 prikazuje slika 6.
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Slika 6: Potek pufrske kapacitete in pH pri poskusih S5. Polna ¢rta prikazuje potek povpreéne pufrske kapacitete, prekinjena

¢rta prikazuje potek povprecnega pH, pikéasto pa je oznaceno ciljno podroéje pufrske kapacitete.

5.4 Simulacija pH profilov
Izbrane profile smo simulirali na preto¢nem sistemu po postopku, opisanem v poglavju 3.3.4

Simulacija pH profilov. Kot je razvidno Ze iz preglednic, predstavljenih v poglavju 4.3
Simulacija pH profilov, velikega Stevila poskusov nismo izvedli do konca po predvidenem
nacrtu, ampak smo jih Ze prej prekinili. To se je Se posebno pogosto zgodilo pri poskusih
hitrega dviga. Tu so se lahko Ze po nekaj minutah videla velika odstopanja od Zelenega poteka
pH, Se posebno v primerih, ko se je koli¢ina dodanega TNAF precej razlikovala od ustrezne.

Veckrat smo poskuse prekinili Se ob simulacijah postopnega naras¢anja pH v tankem crevesu.
Razlog za to je bilo dejstvo, da smo pri zacetnih poskusih v veliko primerih ugibali katere

kombinacije pufrov je treba uporabiti, da se priblizamo Zelenemu poteku pH.

5.4.1 Hitri dvig (simulacija prehoda Zelodec - duodenum)

5.4.1.1 Profil X

Rezultati prvih poskusov hitrega dviga so bili precej slabi in so zelo odstopali od Zelenih
(Xr1, Xr2). Problem pri tem je bil, ker smo za ta namen uporabili premalo koncentrirane
raztopine TNAF. Po teh dveh neuspelih poskusih, smo se simulacije lotili precej bolj
sistemati¢no, z uporabo 100 mM raztopine TNAF. V poskusu Xr3 smo TNAF dovajali 100
sekund, nato pa v vsakem naslednjem poskusu ta ¢as podaljsali za 20 sekund, dokler nismo

pri poskusu Xr6 presegli ciljnega pH po skoku (¢as dovajanja 160 sekund). Da bi ugotovili,
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kje bi bil skok najhitrejSi, a vseeno ne prevelik, smo preverili Se kakSen je rezultat za cas
dovajanja 150 sekund.
Iz ¢asa dovajanja, ki nam je dal najboljse rezultate, (Xr5) smo nato izracunali koncentracijo
raztopine TNAF, ki bi nam tak dvig pH omogocila po 100 sekundah dodajanja. To raztopino
(140 mM TNAF) smo nato preverili Se v poskusih Xr8 in Xr9. Krivulji poteka pH se med
seboj malo razlikujeta (pri Xr8 je skok hitrejsi), kar je posledica napake pri izvedbi. V
poskusu Xr8, smo menjavo dovajane tekoCine izvedli sekundo prepozno, s ¢imer smo v
delovno ¢aso uvedli preveliko koli¢ino baze.
Zaradi te razlike smo izvedli Se poskus s 130 mM raztopino TNAF (Xr10). S tem smo bi
preverili, ¢e bi bil skok Se vedno dovol;j hiter tudi z manj koncentrirano raztopino, ki pa bi tudi
zmanj$ala vpliv neto¢nosti pri zamenjavi medija. Ugotovili smo, da je bila najprimernejsa 140
mM raztopina TNAF.
Slika 7 prikazuje potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega profila X.
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Slika 7: Potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega profila X in potek literaturnega profila. Do veéjega
odstopanja pride v strmini hitrega dviga. V primeru grafa, ki predstavlja potek literaturnega pH profila smo namre¢ povezali

le majhno Stevilo tock, zaradi ¢esar naklon na grafu verjetno ne odraza povsem fizioloskega stanja.

5.4.1.2 Visok profil
Pri visokem profilu smo Ze pri prvem poskusu (Vrl) uporabili 100 mM raztopino TNAF, ki

smo jo dovajali 100 sekund. Dvig pH je bil zelo blizu Zelenemu, zato smo za poskus Vr2 cas
dovajanja le malo povecali, kar pa je bilo vseeno prevec. S poskusom Vr3 smo dosegli
ustrezen dvig pH pri ¢asu dovajanja 110 sekund. Posebnega testa hitrega dviga z uvajanjem
110 mM TNAF 100 sekund nismo izvedli, ampak smo ga izvedli kot del simulacije vecjega
dela profila (V1).
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5.4.1.3 Nizek profil
Ponovno smo za prvi poskus (Nrl1) 100 sekund uvajali 100 mM raztopino TNAF. Dvig pH je

bil prenizek, zato smo ¢as dovajanja postopno podaljSevali do poskusa Nr4, Kjer je bil skok
previsok. Za to¢nejso dolocitev, smo pripravili novo, bolj koncentrirano raztopino TNAF (150
mM). Enako kot pri 100 mM raztopino, smo jo najprej uvajali 100 sekund (Nr5), nato pa smo
¢as podaljsevali, dokler nismo dosegli zelenega skoka pri poskusu Nr8.

Enako kot pri visokem profilu, raztopine z izracunano ustrezno koncentracijo TNAF (160
mM) nismo preizkusili izolirano kot poskus hitrega dviga, ampak kot del daljSega poskusa
(N1, N2).

Slika 8 prikazuje potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega nizkega profila.
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Slika 8: Potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega nizkega profila in potek literaturnega profila.

5.4.1.4 Srednji profil
Pri srednjem profilu je bil zacetni dvig pH vi§ji kot pri ostalih, zato smo Ze pri poskusu Srl

uporabili, 200 mM TNAF. Kljub temu smo ohranili zaetni ¢as dovajanja raztopine TNAF
100 sekund. Ponovno smo glede na rezultate podaljSali ali skrajSali ¢as dovajanja, dokler
nismo dosegli ustreznega dviga pH v poskusu Sr5. S poskusom Sr6 smo Se potrdili ustreznost
preracunane koncentracije 280 mM za ¢as dovajanja 100 sekund.

Slika 9 prikazuje potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega srednjega
profila.
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Slika 9: Potek pH pri nekaterih poskusih hitrega dviga simuliranega srednjega profila in potek literaturnaga profila.

5.4.2 Hitri padec (simulacija prehoda ileum - cekum)
Pristop pri poskusih hitrega padca pH so bili podobni poskusom hitrega dviga, z eno

pomembno razliko. Vedno smo uporabljali 0,85% H3PQO,, spreminjali pa smo ¢as dovajanja.
Pri prvem poskusu (Xp1l) smo kislino dovajali 100 sekund, kar je povzrocilo veliko prevelik
padec pH, zato smo ¢as dovajanja prepolovili. Glede na nove rezultate smo ¢as dovajanja
skrajsali ali podaljsali, dokler nismo dobili ustrezno hitrega padca pH (Xp5). Potek pH pri
poskusih hitrega padca prikazuje slika 10.
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Slika 10: Potek pH pri poskusih hitrega padca simuliranega profila X in poteka literaturnega profila.

Pri ostalih pH profilih izoliranih poskusov hitrega padca nismo izvajali. Ko smo prvi¢

simulirali celotni pH profil, vklju¢no s hitrim padcem smo ¢as dovajanja 0,85% H3PQO, izbrali
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glede na rezultate dobljene za profil X. Ze na ta nadin smo ¢as dovajanja dolo¢ili dovolj
dobro, da smo dobili ustrezen padec pH.

Vzrokov, da smo si lahko dovolili tako doloCitev ¢asa dovajanja kisline, medtem ko smo
koncentracijo TNAF dolocali zelo natan¢no, je ve¢. V prvi vrsti je imel pufer, ki je sledil
hitremu padcu pH priblizno trikrat vecjo pufrsko kapaciteto kot pufer, ki je sledil hitremu
dvigu, zato se morebitne nenatancnosti ne odrazijo v taki meri. Poleg tega tudi sama
sprememba pH ni tako ekstremna kot pri hitrem dvigu, zato je bilo lazje predvideti obnaSanje

pH po dodatku kisline.

5.4.3 Osrednji deli in celoten profil
Pri simulaciji osrednjega dela pH profila so se poskusi precej razlikovali med sabo, saj so bile

v teh delih med literaturnimi profili najvecje razlike. Poleg tega pa je bila ve¢ina pH profilov
v tem delu tudi najtezja za simulacijo, predvsem zaradi poc¢asnega naras¢anja pH, ki ga je bilo
tezko posnemati. Nekatere poskuse simulacije osrednjih delov pH profilov smo povezali s
hitrim dvigom in padcem in tako simulirali celoten profil hkrati. Te poskuse zaradi sorodnosti

Se vedno opisujemo v tem poglavju.

5.4.3.1 Profil X
Literaturni profil X je precej enostaven profil za simulacijo, brez ve¢jih sprememb v pH v

osrednjem delu.

Pri poskusu X1 smo za osnovo vzeli predhodne simulacije pH profilov [17], prilagodili smo le
pH vrednosti uporabljenih pufrov, red¢itve pa smo pustili enake. V poskusu X1 smo potrdili,
da z uporabo pufrov v predvidenem zaporedju dobimo ustrezen potek pH, nismo pa Se izvedli
hitrega padca.

Pri poskusu X1b smo poleg poteka profila prvi¢ spremljali tudi pufrsko kapaciteto po
celotnem profilu. Zaradi ugotovitve, da je ta prevelika na zacetku, proti koncu pa premajhna,
smo prilagodili red¢itve uporabljenih pufrov.

V poskusu X2 smo 100x red¢en pufer s pH 6,6 zamenjali z uporabo dveh. Prvi je bil 200x
red¢en Mcilvainov pufer s pH 6,5, drugi pa 15x red¢en z vrednostjo pH 6,8. S tem Smo
dosegli hitrejsi padec pufrske kapacitete v prvem delu in kasneje obdrzali njeno vrednost na

zadostnem nivoju. Ob tem smo tudi potek pH ohranili nespremenjen.
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V poskusu X3 smo nato simulaciji profila le Se dodali zadnji del, hitri padec pH, in s tem
dobili protokol za simulacijo profila X. Na sliki 11 je prikazana primerjava literaturnega in
simuliranega profila X,
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Slika 11: Primerjava literaturnega in eksperimentalnega profila X. Prikazana sta ¢asovni potek profila narisanega iz

literaturnih podatkov in ¢asovni potek pH v poskusu X3.

Iz slike 11 lahko razberemo, da sta si profila zelo podobna. Do vecjega odstopanja pride le v
strmini hitrega dviga. V primeru grafa, ki predstavlja potek literaturnega pH profila smo
namre¢ povezali le majhno $tevilo toCk, zaradi Cesar naklon na grafu verjetno ne odraza
povsem fizioloSkega stanja.

Manjse odstopanje je vidno tudi pri pH simuliranega zelodca, ki se razlikuje za 0,3 pH enote.
Razlog za to je, da smo simulacije pH profilov izvajali s pH metrom, umerjenim na pH 7,00.
Za to vrednost smo se odlocili, ker se je vecina sprememb pH dogajala v obmocju vrednosti 6
— 8. pH vrednost simuliranega Zelodénega medija smo izmerili tudi s pH metrom, umerjenim
na vrednost 2,00, in s tem potrdili, da je njegov pH ustrezen. Odstopanje, vidno na sliki 11, je
tako zgolj posledica drugace umerjenega pH metra. Dejanski pH Zelod¢enga medija je enak
literaturnemu. Prav tako je to razlog za podobno odstopanje tudi pri ostalih simuliranih

Zelod&nih medijih.

5.4.3.2 Visok profil
Daljse poskuse visokega profila smo izvajali z enakimi red¢itvami pufrov, kot smo jih

uporabili pri poskusu X3. Za poskus V1 smo po hitrem dvigu pH najprej uporabili precej
koncentriran pufer (2x red¢en; pH = 6,4), s katerim smo uc¢inkovito ustavili naras¢anje pH po
dodatku baze. Nato smo z uvajanjem 200x redéenega pufra (pH = 6,4) znizali pufrsko

kapaciteto in jo nato vzdrzevali na Zelenem nivoju s 15x red¢enim pufrom (pH = 6,4). Za
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postopno narascanje pH do vrednosti 8,1 smo pri tem poskusu dovajali kar 15x red¢en pufer s
pH 8,1.

Pri tem nacinu je dobljena krivulja zelo odstopala od poteka simuliranega profila. Vzdolz
simuliranega TC je pH na zadetku nara$cal prehitro nato pa ¢edalje podasneje, kar nam je dalo
stopni¢asto obliko grafa, medtem ko je bilo v literaturnem profilu naras¢anje enakomerno.

Za boljso simulacijo TC smo naslednje poskuse (V2, V3, in V4) izvedli le na obmo&ju tega
naraSc¢anja. Ti poskusi so si bili med sabo podobni, pri vseh smo med pufroma z vrednostjo
pH 6,5 (A) in 8,1 (B) uvajali ¢ nekaj vmesnih stopenj — zmesi teh dveh pufrov v razli¢nih
razmerjih — s ¢imer smo zagotovili bolj enakomerno nara$¢anje pH. Pri V2 smo uporabili
sedem vmesnih stopenj, pri V3 tri in pri V4 le eno. Dobljene rezultate smo nato primerjali
med sabo in z literaturnim profilom. Noben od teh treh poskusov ni dal rezultatov, ki bi
povsem ustrezali zahtevam. Iz na¢ina nara$¢anja pH ob uvajanju teh mesanic v delovno ¢aso
pa smo lahko sklepali, s kakSnim zaporedjem meSanic pufrov A in B bi se lahko najbolj
priblizali poteku pH iz literaturnega profila.

V poskusu V5 smo nato naSo predpostavko preverili, poleg tega pa smo izvedli Se eno
pomembno spremembo. Namesto uporabe treh pufrov z enakim pH in razlicnimi red¢itvami,
smo Ze takoj po uvajanju TNAF uporabili 15x redéen pufer (pH = 6,4). S tem smo precej
poenostavili tako pripravo kot izvedbo simulacije, vrednosti pufrske kapacitete in pH pa so
ostale ustrezne. Ta poskus nam je dal ustrezen potek postopnega naras¢anja pH vzdolz
tankega Crevesa, poleg tega pa smo uspesno izvedli tudi hitri padec pH.

Poskus V5 smo izvedli v petih paralelkah in s tem potrdili ponovljivost simulacije pH profila.
Na sliki 12 je prikazana primerjava literaturnega in simuliranega visokega profila.
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Slika 12: Primerjava literaturnega in eksperimentalnega visokega profila. Prikazana sta ¢asovni potek profila narisanega iz

literaturnih podatkov in ¢asovni potek povpre¢nega pH poskusov V5.
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S slike 12 je razvidno dobro ujemanje ciljnega profila s simuliranim. Vecja odstopanja na
zaCetku simuliranega tankega Crevesa so posledica poenostavitve, ki smo jo naredili zaradi
laZjega dela. Nihanje, ki ga vidimo na literaturnem profilu je posledica mesanja vsebine v
dvanajstniku [5]. Da bi tako nihanje lahko simulirali, bi bilo potrebno izredno natan¢no hitro
izmeni¢no dovajanje kisline in baze, kar bi pomenilo ve¢ moznosti napake in slabso
ponovljivost. Zaradi tega smo se odloc¢ili za zgoraj prikazano poenostavitev. Lahko
pricakujemo, da ta sprememba glede na literaturni profil vpliva tudi na spros¢anje nase ZU iz
tablet. V literaturnem profilu se vrednost pH namre¢ v neki tocki precej pribliza pKa
vrednosti natrijevega diklofenakata (3,8), tudi drugace pa je pH vecino Casa simuliranega
duodenuma visji od literaturnih vrednosti za ve¢ kot 1 enoto. Iz tega lahko sklepamo, da bi se
v literaturnem profilu iz tablete v tem obmocju sprostilo manj natrijevega diklofenakata, kot
smo eksperimentalno dolo¢ili.

Se eno odstopanje nasega profila se pojavi v strmini hitrega padca pH ob vstopu v debelo
¢revo, kjer z uporabo 0,85% H3PO4 ni mogoce simulirati postopnega padca pH. Tak padec bi
lahko simulirali z dolgotrajnej$im uvajanjem manj koncentrirane kisline, morda pa bi lahko
uvajanje kisline lahko kar presko¢ili in takoj zageli uvajati pufer za simulacijo medija DC.
Ponovno lahko razberemo tudi razliko v pH simuliranega zelodca in literaturnih podatkov.
Kot je razlozeno ze pri razpravi o profilu X, je to posledica vpliva umeritve pH metra na

vrednost 7,00. Dejanski pH simuliranega Zelodénega medija je enak literaturnemu.

5.4.3.3 Nizek profil
Po ugotovitvah poskusov na visokem profilu smo pri simulaciji nizkega profila Ze takoj zaceli

z uporabo 15x red¢enih pufrov po hitrem dvigu pH in meSanice pufrov za dosego postopnega
naraSc¢anja pH.

Poskus N1 se nam je deloma ponesrecil. Pri hitrem dvigu pH smo malo zamudili pri menjavi
dovajane tekocine, zato se je pH dvignil na previsoko vrednost. Da poskusa ni bilo potrebno
prekiniti in ponovno zagnati, smo v delovno ¢aSo dodali nekaj kapljic raztopine citronske
kisline in znizali pH na vrednost dovajanega pufra. V nadaljevanju poskusa smo zaradi
napake pri preracunu prekmalu zaceli s postopnim dvigom pH. Kljub temu smo lahko iz
poteka krivulje pH razbrali, da je vrstni red dovajanih pufrov ustrezen, prilagoditi smo morali

le zaCetek postopnega dviga.
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V poskusu N2 smo nato potrdili ustreznost protokola za simulacijo nizkega pH profila,
ponovljivost pa smo preverili v petih paralelkah. Na sliki 13 je prikazana primerjava

kon¢nega simuliranega nizkega profila in ciljnega profila iz literature.
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Slika 13: Primerjava literaturnega in eksperimentalnega nizkega profila. Prikazana sta ¢asovni potek profila narisanega iz

literaturnih podatkov in ¢asovni potek povprecnega pH poskusov N2.

Tako kot pri visokem profilu, tudi tu lahko opazimo vecjo razliko med profiloma takoj po
hitrem dvigu. Ponovno je razlog za to nazobéan literaturni profil. Ceprav smo imeli v tem
primeru v duodenumu opraviti z le enkratnim strmim padcem pH, smo se vseeno odlo¢ili za
poenostavitev tega dela profila. Za pH vrednost prvega platoja smo izbrali 5,5, saj na ta na¢in
profil poteka po sredini med ekstremoma pH, ki so ga izmerili v dvanajstniku.

Drugo odstopanje je vidno na koncu simuliranega tankega crevesa, kjer smo prehod v debelo
¢revo nekaj minut zakasnili. Na tak nacin kot smo simulirali padec pH (z uporabo 0,85%
H3PO,), je le-ta vedno hiter, zato te hitrosti nismo mogli posnemati. Zato smo se odlo¢ili, da v
tem primeru kislino zacnemo dovajati ob takem Casu, da se padec pH pri simuliranem profilu
konca istoCasno kot pri literaturnem. Za to smo se odlocili zaradi dejstva, da se pri tem
posamezniku pH nato precej hitro ponovno dvigne, Cesar pa v okviru te magistrske naloge
nismo simulirali. Da smo to vsaj malo upostevali pri poskusih spros¢anja, smo v nasprotju z
visokim profilom (slika 12) nekoliko podaljsali ¢as simulacije tankega cCrevesa, kot je
prikazano na sliki 13. V nadaljevanju literaturnega profila se vrednost pH nekaj minut po tem

dvigu ponovno vrne na raven simuliranega profila.
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Razlika v pH Zelodca je zgolj navidezna in je posledica umeritve pH metra.

5.4.3.4 Srednji profil
Pri simulaciji srednjega profila, smo s poskusom S1 potrdili ustreznost hitrega dviga pH in

izvedli prvi poskus postopnega naras¢anja pH vzdolz tankega Crevesa. Razmerje pufrov v

uporabljeni zmesi ni bilo primerno za dosego ciljnega poteka pH.

Zaradi tega smo v poskusih S2, S3 in S4 preizkusali razli¢cna razmerja pufrov v vmesnih

stopnjah. V poskusu S4 smo dosegli zeleni potek pH, ki smo ga nato v poskusu S5 povezali v

celoten profil.

Z izvedbo poskusa S5 v treh paralelkah smo potrdili Se ponovljivost simulacije. Na sliki 14 je

prikazana primerjava koncnega simuliranega srednjega profila in ciljnega profila iz literature.
9

8

T e srednji profil - lit

0 50 100 150 200 _2530 300 350 400 450
cas (min

Slika 14: Primerjava literaturnega in eksperimentalnega srednjega profila. Prikazana sta ¢asovni potek profila narisanega iz

literaturnih podatkov in ¢asovni potek povpre¢nega pH poskusov S5.

Ker literaturni pH profil ne vsebuje nobenega dela s skokovitim, nepredvidenim
spreminjanjem pH vrednosti se mu simulirani profil dobro prilega po celotni dolZini.

Edino izrazitejSe odstopanje je po hitrem padcu pH ob prehodu iz tankega v debelo ¢revo. V
tem primeru gre za izrazitej$i padec pH vrednosti v literarurnem profilu, ki pa je zgolj
kratkotrajen. Zato smo profil poenostavili in za medij simuliranega debelega Crevesa takoj
uporabili pufer s pH vrednostjo na kateri se pH literaturnega profila kmalu za tem ustali.

Razlika v pH Zelodca je zgolj navidezna in je posledica umeritve pH metra.
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5.5 Sproscanje
Poskuse spros¢anja ZU iz tablet smo izvajali le na treh profilih (visoki, nizki, srednji), na

profilu X pa ne. Za to smo se odloc¢ili, ker je bil cilj te naloge ¢im bolje simulirati individualne
profile GIT in ugotoviti morebitne razlike v spros¢anju ZU v teh pogojih. Profil X ni bil
dobljen z enako metodo in ni enako dobro predstavljal dejanskega poteka pH znotraj GIT,

zato ga nismo vkljucili v poskuse sprosc¢anja.

5.5.1 Visok profil
Pri visokem profilu smo za zacetek izvedli tri poskuse spros$¢anja s tabletami iz serije M

(Vsl). Dobljeni rezultati so se med seboj lepo ujemali, tako po vrednosti kon¢nega odstotka
spros¢ene ZU, kot tudi po obliki krivulje. RSD je pri nekaj zgodnjih vzorcih visji od 10 %,
tekom poskusa pa postopno pada, tako da je v drugi polovici poskusa ves ¢as nizji od 5 %, v
zadnjih dveh urah poskusa pa celo nizji od 2 %.

Izvedli smo tudi tri poskuse s tabletami serije N (Vs2) in tako preverili, ¢e ima tudi koli¢ina
ZU v tableti vpliv na hitrost sproscanja. Dobljeni rezultati niso pokazali razlik v odstotku
spros¢ene uéinkovine glede na tablete iz serije M, zato nadaljnjih poskusov s tabletami serije
N nismo izvajali. RSD je tudi v tem primeru na zacetku poskusov malo visji (14,95 % za prvi

vzorec), od tretjega vzorca naprej pa nikoli ne preseze 4 %

5.5.2 Nizek profil
Pri poskusih spros¢anja na nizkem profilu smo imeli kar nekaj tezav. Razlog za to so bili

predvsem neustrezno nastavljeni pretoki skozi cevke na sistemu G2. Raztopina se je iz
delovne ¢aSe namrec hitreje odvajala kot dovajala. Posledi¢no se je v delovni ¢aSi volumen
medija zmanjSal in s tem omejil koli¢ino ZU, ki jo je tableta lahko sproscala, kar je vodilo do
upocasnjenega sproscanja in manjSega koncnega odstotka sprosc¢ene uc¢inkovine.

To se je dogodilo pri poskusih Nslc in Nsle in je tudi vzrok za odstopanje rezultatov teh
poskusov. Zaradi teh napak smo pri obdelavi rezultatov ta poskusa zanemarili.

Tudi drugace ujemanje rezultatov ni tako dobro kot pri ostalih dveh profilih, zato smo izvedli
ve¢ ponovitev (5 veljavnih paralelk) kot pri drugih dveh. RSD je pri veCini vzorcev v
obmocju med 7 % in 9 %, pod temi vrednostmi pa je le pri Stirih vzorcih v srednjem delu
poskusa.

Vecja variabilnost bi bila lahko posledica nizjega pH v tem profilu, kar pomeni, da smo blizje
pKa vrednosti natrijevega diklofenkata (3,8). Zaradi tega imajo morebitne eksperimentalne

napake pri simulaciji ve¢ji vpliv na topnost ZU in posledi¢no njeno sproscanje iz tablet.
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5.5.3 Srednji profil
Pri srednjem profilu smo spros$canje izvedli v $tirih paralelkah. To je bila posledica tezave pri

poskusu Sslb, pri katerem se je med poskusom tableta prilepila med steno ¢ase in odvodno
cevko. Zaradi ¢rpanja raztopine iz neposredne okolice tablete se je na ta nacin iz delovne Case
precrpalo ve¢ ZU, kar je posledicno omogocilo tudi hitrejSe spros¢anje ZU iz tablete. To se
lepo vidi tudi iz poteka krivulje sprosc¢anja ZU, ki se v zacetnem delu lepo prilega ostalim, po
priblizno 150 minutah pa se sproscanje ZU pospesi, kar pripelje do visjega odstotka sproscene
ucinkovine na koncu poskusa. Rezultate poskusa Sslb smo zato pri obdelavi rezultatov
zanemarili.

Ostali trije poskusi so nam dali lepo ujemajoce se rezultate. RSD je z izjemo prvih dveh

vzorcev ves ¢as nizji od 3 %.

5.5.4 Primerjava
Po pri¢akovanju so se pri spros¢anju ZU iz tablet med profili pojavile razlike. Pri nizkem

profilu se je v celotnem poskusu sprostilo najmanj ZU (v povpre¢ju 34,48%), kar je znatno
manj kot pri ostalih dveh, kljub podobnem ¢asu trajanja poskusa. Slika 15 prikazuje

primerjavo pH profilov in profilov spros¢anja za visok, nizek in srednji profil.
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Slika 15: Primerjava poteka pH profilov in odstotka spro$¢ene ZU. Prikazani so poteki vseh konénih simuliranih pH profilov
Vv odvisnosti od ¢asa (polne ¢rte), povpreéni odstotek spro$¢ene ZU v odvisnosti od ¢asa pri vseh treh profilih (prekinjene
érte) in pufrske kapacitete (pikcaste ¢rte). Na levi ordinatni osi so navedene vrednosti pH in vrednosti pufrske kapacitete
(mmol L™ ApH™), na desni pa povpregni odstotek sprodtene ZU. Rezultate visokega profila predstavlja modra &rta, nizek
profil predstavlja rdeca ¢rta, rezultate srednjega profila pa zelena. Ciljno obmodje pufrske kapacitete znasa od 4 od 8 mmol L

! ApH? v tankem ¢revesu in 15 mmol L™ ApH™ v debelem.
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Nedvomno ima vpliv na manjso koli¢ino spros¢ene ZU v ¢asu poskusa tudi daljsi ¢as, ki ga je
tableta pri nizkem profilu prebila v simuliranem Zelodénem soku, kjer je sproscanje ZU
zanemarljivo majhno. Razlike v hitrosti spros¢anja ZU iz tablet pa so vidne tudi po prehodu
tablet v simulirano tanko &revo. Ce namreé¢ primerjamo koli¢ino spro$éene ZU v prvih 40
minutah po izstopu iz zelodca, vidimo, da se v tem ¢asu v visokem profilu iz tablete spusti
priblizno dvakrat toliko ZU kot pri nizkem. Vidimo, da po daljsi izpostavitvi natrijevega
diklofenakata kislemu mediju zakasnitveni ¢as traja precej dlje kot se je tableta nahajala v
simuliranem zelodénem mediju.

S slike 15 lahko razberemo, da so v osrednjem delu (150 — 250 minut) velike razlike v
odstotku sproséene ZU, a se je v tem obmocju ZU sproscala s priblizno enako hitrostjo pri
vseh treh pH profilih, saj so krivulje, ki prikazujejo kumulativni odstotek sproScene ZU,
skoraj vzporedne, kljub precej$ni razliki v pH vrednosti (med visokim in nizkim profilom
razlika znasa 1,5 enote pH).

Bolj kompleksna je zadeva pri visokem in srednjem profilu. Tu razlike v vrednosti pH niso
tako velike kot med nizkim profilom in tema dvema, zato ima vecji vpliv tudi spreminjanje
vrednosti pH s ¢asom. Srednji profil ima sicer niZji maksimum pH, a to vrednost vzdrzuje dlje
Casa kot visok profil. 1z tega lahko sklepamo, da je za upocasnitev sproc¢anja diklofenakata pri
visokem profilu odgovoren padec pH ob simuliranem prehodu iz ileuma v cekum.

Ta pojav smo namre¢ opazili pri vseh treh profilih — najbolj izrazit je pri nizkem profilu, kjer
se vrednost pH v simuliranem DC od pKa natrijevega diklofenakata razlikuje zgolj za 1 enoto,
zaradi Cesar se njegova topnost precej zmanjsa.

Ponovljivost je bila pri vseh poskusih zadovoljiva. Opazili smo, da je pri vseh poskusih
spros€¢anja RSD najvecji pri nekaj zacetnih vzorcih, ko se tableta nahaja v simuliranem
zelodénem mediju in na zaGetku simuliranega medija TC. Tu e posebej izstopa vrednost RSD
prvega vzorca poskusov Ssl, ki znasa kar 59,31 %. Vecja variabilnost rezultatov v tem

obmocju je posledica zelo majhne koli¢ine spros¢enega natrijevega diklofenakata.
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6 Sklep

V tem magistrskem delu smo uspesno simulirali razlicne individualne pH profile GIT tescih

zdravih posameznikov na pretoCnem sistemu in preucevali njihov vpliv na sproscanje

natrijevega diklofenakata iz tablet s podaljSanim spros¢anjem. Ugotovili smo naslednje:

Pred izvedbo poskusov je potrebno natanéno uskladiti pretoka skozi dovodno in
odvodno cevko, ker se v nasprotnem primeru volumen medija v delovni Casi s Casom
spreminja. Vsaka sprememba volumna ima vpliv na rezultate, kar se je pokazalo pri
tezavah na sistemu G2.

Z ustreznim zaporedjem Mcllvainovih pufrov je mozno ustrezno simulirati pH profil
GIT in pri tem upostevati tudi primerno pufrsko kapaciteto. Zeleno pufrsko kapaciteto
smo dosegli z ustreznim red¢enjem Mcllvainovih pufrov.

Pri simulaciji hitrega dviga pH je postopek ugotavljanja ustrezne koncentracije
raztopine TNAF precej zamuden, ker jo je treba dolociti eksperimentalno z uporabo
razlicnih raztopin. Poleg tega je potrebno za vsak poskus sistem odistiti, ponovno
nastaviti in pocakati, da se medij v delovni ¢asi segreje na 37°C.

Za simuliranje polasnega nara$¢anja pH tekom TC je najbolje uporabiti meSanice
pufra prvega in drugega platoja v ustreznem razmerju. V drugih metodah, ki smo jih
preizkusili, je bil prehod preve¢ stopnicast.

Kljub temu, da so bile vrednosti pH po celotnih profilih oddaljene od pKa diklofenaka
(3,8) za vec kot 1 enoto (izjema hitri dvig pH ob prehodu v dvanajstnik), je vpliv na
spro$¢eno koli¢ino velik. V osrednjem delu profilov (od 150. do 250. minute) je bila
hitrost sproSc¢anja pri vseh profilih priblizno enaka, ne glede na razli¢ne vrednosti pH.
Daljsi ¢as izpostavitve tablete kislemu mediju simuliranega zelodca je povzrocil dolg
Cas zakasnitve pred nastopom maksimalne hitrosti spro$¢anja natrijevega
diklofenakata iz tablete. Ob znizanju pH pri prehodu v simulirano DC se je spro§¢anje

natrijevega diklofenakata upocasnilo pri vseh treh profilih.

Pri tej magistrski nalogi smo za simulacijo pH profilov uporabili Mcllvainove pufre. Za boljsi

priblizek fizioloSkim pogojem, bi bilo potrebno uporabiti karbonatni pufer. Kar se tice

preucevanja vpliva pH profila na spros¢anje modelne ZU iz tablet, pa so rezultati pokazali

precejs$ne razlike pri spros¢anju natrijevega diklofenakata, zato bi bilo zanimivo videti kako bi

bilo pri uporabi katere druge ZU. V prihodnosti bi se lahko preverilo Se vpliv drugih

dejavnikov, kot so na primer &as zadrzevanja FO v TC, razlika med pogoji na teiée in po

jedi...
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