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1 POVZETEK

V diplomskem delu smo testirali spros¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim
sprosCanjem v razlicnih medijih, s katerimi smo ponazorili pogoje polnega Zelodca.
Poskusali smo preuciti vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti medija na sproscanje u¢inkovine.
Uporabili smo tri razliéne mle¢ne medije; mleko, mleko z dodatki kisline in medij s
postopno prebavo mleka. Ker je za mleko znalilna pestra in kompleksna sestava, saj
vsebuje lipide, ogljikove hidrate, proteine, minerale, vitamine in druge kompleksne
molekule, smo naredili enostavno raztopino, s katero smo Zeleli ponazoriti pH profil mleka
po dodajanju kisline. Uporabili smo pufrni medij (40 mM citratni pufer), s pufrno
kapaciteto podobno pufrni kapaciteti mleka. Za teste spro§¢anja smo uporabili aparat 1 in
aparat 2 po USP ter pretocni sistem. Izvedli smo ve¢ preliminarnih testov sproscanja, s
katerimi smo dolocili kon¢no metodo spros€anja. Na aparatu 1 po USP in aparatu 2 po
USP smo preucili vpliv volumna in mehanskih obremenitev, ki so posledica meSanja
medija, na sproScanje ucinkovine. Aparat 2 po USP smo nato modificirali; tableto smo
namestili v Zi¢ko obeieno nad mesalom. Zi¢ko smo kasneje uporabili kot utezevalec in
tako dosegli boljSo ponovljivost. Ugotovili smo, da aparat 2 po USP ni primeren za
spros€anje testiranih tablet v kislih medijih zaradi obarjanja in sedimentacije oborjene

ucinkovine ter ga zamenjali s preto¢nim sistemom, kjer te ovire ni bilo.

V mleku in citratnem pufru z dodatki kisline se je zaradi znizanja pH sproscanje
ucinkovine iz tablet s prirejenim sproS¢anjem zmanjSalo. Profila spros€anja v mleku in
citratnem pufru z dodatki kisline sta bila med seboj podobna. V mediju s postopno prebavo
mleka je bilo spro$¢anje najmanjSe. Kljub vi§jim pH vrednostim medija, kot v primeru
mleka in citratnega pufra z dodatki kisline, smo najmanjSe sproS€anje v tem sistemu
pripisali oblogi prebavnih produktov mleka okrog tablete. Spros€anje je bilo zaradi velike
mehanske obcutljivosti tablet odvisno tudi od fizi¢ne obremenitve steklenih kroglic in je

bilo zato pri uporabi preto¢nega sistema vecje kot pri uporabi aparata 2 po USP.



2 SEZNAM OKRAJSAV

USP - Ameriska farmakopeja (ang. The United States Pharmacopeia)

SNF - trdne mle¢ne snovi, med katere ne Stejemo mascob (ang. solids-non-fat)
MFGM - membrana mlecne lipidne globule (ang. milk fat globule membrane)
COX-1 — encim ciklooksigenaza tipa 1

COX-2 — encim ciklooksigenaza tipa 2

HPLC - tekocinska kromatografija visoke locCljivosti (ang. High Performance Liquid

Chromatography)

AUC - povrsina pod krivuljo (ang. Area under curve)
SD — standardni odklon

UV — ultravijoli¢na svetloba

VIS — vidna svetloba

MMC — migracijski motori¢ni kompleks
IDL — lipoproteini srednje gostote

HDL — lipoproteini visoke gostote

LDL — lipoproteini majhne gostote
LOQ — limita kvantifikacije

RSD - relativna standardna deviacija,

FSGEM- emulzija, ki ponazarja stanje Zelodca s hrano (ang. Fed Stare Gastric Emulsion
System)

FeSSGF-medij, ki ponazarja Zelodec v pogojih s hrano (ang. Fed State Simulating Gastric
Fluid)



3 UVOD

Bioloska uporabnost peroralnih farmacevtskih oblik je odvisna od lastnosti zdravilne
ucinkovine in pomoznih snovi ter od pogojev v gastrointestinalnem traktu, tudi v povezavi
z zauzitim obrokom. Pogoji aplikacije lahko wvplivajo na spros¢anje ucinkovine iz
farmacevtske oblike. Faktorji, ki vplivajo na hitrost raztapljanja uc¢inkovine so podani v

Noyes-Whitneyevi enacbi:

kjer je; dX4/dt - hitrost raztapljanja, A - povrSina ucinkovine, ki je na razpolago za
raztapljanje, D - difuzijski koeficient ucinkovine, § - debelina difuzijske plasti,
Cs - koncentracija nasicene raztopine (topnost), X; - koli¢ina raztopljene ucinkovine,
V - volumen uporabljenega medija. Nekateri izmed naStetih parametrov so odvisni od
fizikalno-kemijskih lastnosti u¢inkovine, nekateri pa od pogojev v gastointestinalnem

traktu (1, 2).

Povrsinsko aktivne snovi v Zelodcu in dvanajstniku vplivajo na mocenje in s tem na
kontaktno povrSino ucinkovine, ki je na razpolago za raztapljanje. PovrSinska napetost
zelodéne vsebine se med pogoji s hrano (fed) in pogoji na tesce (fasted) razlikuje in zato
povzro¢i razlike v sproS€anju. Sestava zelod¢ne vsebine lahko vpliva na topnost
ucinkovine zaradi prisotnih mascob, tvorbe micelov... Difuzivnost u¢inkovine je odvisna
od viskoznosti vsebine Zelodca. Pri povecani viskoznosti se difuzivnost zmanjsa (1). pH in
pufrna kapaciteta Zelod¢ne vsebine imata pomembno vlogo pri ionizirajo¢ih spojinah in
nekaterih pomoznih snoveh. Dolocata namre¢ stopnjo ionizacije spojin. Na sproscanje
imata lahko pomemben vpliv tudi osmolalnost in ionska moc. lonska mo¢ vpliva na
privzem vode in posledi¢no na nabrekanje nekaterih polimerov (3). Pomemben parameter
je volumen medija v Zelodcu. V pogojih na teS¢e je volumen man;jsi (20-30 mL), medtem
ko se z zauzitjem hrane lahko poveca na 1,5 L. Na sproScanje vpliva Cas zadrzevanja
farmacevtske oblike v Zelodcu. Cas zadrzevanja je odvisen od pogojev na teiée oziroma
pogojev s hrano (hrana ga obicajno podaljsa) ter vrste farmacevtske oblike. V tankem
¢revesju pogoji na teS€e in pogoji s hrano ne vplivajo znalilno na Cas zadrZevanja

farmacevtske oblike (2).



Poleg ZelodEne vsebine, njenih fizikalno-kemijskih znacilnosti, na spro$€anje ucinkovin
vpliva tudi gibanje gastrointestinalnega trakta. Pride lahko do mehanskih poskodb
obcutljivih farmacevtskih oblik (npr. fizicni stres vratarja ali ileocekalnega sfinktra) in

posledi¢no vecjega sproscanja (4).

3.1 Zelodec

Tableta, ki jo zauzijmo, hitro doseze zelodec, kjer je izpostavljena prebavnim sokovom in
z Zelodénim ustjem (kardijem) in konca z vratarjem (pilorusom). Vratar vodi v dvanajstnik.
Zelodec sestavljajo trije deli; svod-fundus, telo-corpus in votlina-antrum. Telo Zelodca lezi
med svodom in votlino. Zelod&na stena je zgrajena iz §tirih plasti; nagubane sluznice in
treh miSi¢nih plasti, ki omogocajo gibanje (6). V Zelodcu je prisotna motori¢na aktivnost,
ki se razlikuje glede na to ali je v Zelodcu hrana ali je ni. Za pogoje na teSce je znalilen
migracijski motoricni kompleks (MMC). MMC je cikli¢no, zaporedno krcenje, ki se Siri od
zelodca do tankega Crevesja vsakih 90 min (7). MMC sestavljajo tri faze. V fazi I je
zelodec v stanju mirovanja, za fazo II je znacilna kombinacija Sibkih in moc¢nih kontrakcij.
V fazi III je kréenje zelodca najmocnejSe (8). Po koncani fazi III se jakost zmanjSa, pride
do prehoda v fazo 1. Z zauzitjem hrane MMC nadomestijo kontrakcije razli¢nih amplitud

in frekvenc, ki omogocajo meSanje in prebavo hrane (7).

Prebavne sokove izlo¢ajo zleze v telesu in svodu zelodca (9). V zelodcu se izloCata encima
pepsin in Zelod¢na lipaza (10-12). Aktivni sta tudi jezi¢na (lingual) lipaza in amilaza, ki

prideta iz ustne votline (13).

Sluznico zelodca pokriva gosta sluz, ki jo izlo¢ajo mukozne celice Zelodénega epitelija in
zelod¢nih Zlez. Njeno izloCanje spodbujajo mehani¢no in kemi¢no drazenje sluznice ter
holinergi¢na stimulacija. Sluz in bikarbonatni ioni varujejo sluznico pred nizkim pH.
Njuno izlo¢anje spodbujajo prostaglandini, ki so odgovorni tudi za celjenje okvarjene

sluznice (14).

Naloga zelodca je shranjevanje, meSanje in drobljenje hrane, kemi¢na prebava s kislino in
encimi, absorpcija doloc¢enih substanc (alkohol) ter varovanje pred nekaterimi zauzitimi

Skodljivimi mikroogranizmi (kolonizacijo bakterij) (9).



3.1.1 Zelodé&na kislina

Zelodéna sluznica ima sposobnost izlo¢anja solne kisline. HCI izlo¢ajo parietalne celice
sluzni¢nih zlez zelodca. IzloCanje je uravnavano s spodbujevalnimi in zaviralnimi
mehanizmi in se tekom dneva spreminja. Poznamo vec¢ ravni izloCanja kisline. Bazalna
raven je nekaj ur po zadnjem obroku, cefalina raven izlo¢anja se pojavi ob misli na obrok
(vonj ali pogled na hrano), gastri¢na raven ob vstopu hrane v Zelodec ter intestinalna raven
ob vstopu himusa v tanko ¢revo. IzloCanje kisline poleg parietalnih celic uravnavajo Se
celice G, celice D, enterokromafinim celicam podobne celice, Zivéni konci¢i vagusa in

intramuralni Zivéni pletez (14).
3.1.2 Pepsin

Proteaze so prisotne v Zelodcu (pepsin) in tankemu Crevesju (tripsin, kimotripsin), kjer

hidrolizirajo proteine v manjSe polipeptide oz. do aminokislin (15).

Pepsinogeni so proencimi, ki jih vecinoma izloc¢ajo glavne celice telesa Zelodca. Ob
prisotnosti zelod¢ne kisline se avtokataliticno pretvorijo v pepsin (11, 14). Razvr§ceni so v

pet skupin; pepsinogen A, B in F, progastricin in prokimozin (11).

Pepsin je encim, aspartat proteaza, v Zelodénem soku, ki katalizira hidrolizo proteinov do
polipeptidov (10). Maksimalna aktivnost pepsina je v obmocju pH=1,5-2 (16). Je
nespecifi¢na endopeptidaza (nespecifi¢no hidrolizira peptidno vez) s preferenco cepitve pri
aminokislinah fenilalanin, levcin in L-tirozin (pepsin A) (10, 11). Aktivnost pepsina lahko
in vitro dolo¢imo s kvantifikacijo L-tirozinskih ostankov v vodni frakciji encimsko

hidroliziranega hemoglobina (17).

3.1.3 Lipaza

Lipaze so encimi, ki prebavljajo triacilglicerole (triacilglicerol lipaze) oz. fosfolipide
(fosfolipaze). Triacilglicerol lipaze katalizirajo hidrolizo triacilglicerola do prostih
mascobnih kislin, monoacilglicerola ter diacilglicerola, fosfolipaze pa katalizirajo hidrolizo
fosfolipidov. Cloveska lipaza vkljuéuje pre-duodenalno jezi¢no in Zelodéno lipazo ter

ekstra-duodenalne lipaze: pankreati¢no, hepati¢no, lipoproteinsko in endotelijsko lipazo

(12).



Pre-duodenalni lipazi

Glavna pre-duodenalna lipaza pri Cloveku je Zelod¢na lipaza, medtem ko je jezi¢ne lipaze
zelo malo (12). Zelodéna lipaza je odgovorna za hidrolizo 10-30 % zauzitih trigliceridov
(18). Izlocajo jo glavne celice v mukozi svoda Zelodca. Jezicno lipazo izlo¢ajo von
Ebnerjeve Zleze jezika (12, 13). Zelodéna lipaza se nahaja ob pepsinogenu v glavnih
celicah mukoze svoda (13, 19). Pre-duodenalne lipaze delujejo pri nizkem pH in za svoje
delovanje ne potrebujejo kofaktorjev. Cloveska Zelodéna lipaza ima optimum delovanja v
obmo&ju pH=3,0 - 6,0 v in vivo in pH=5,0-5,5 v in vitro pogojih (18, 20). Zelodéna in
jezicna lipaza, serinski esterazi, delujeta v zelodcu, kjer katalizirata hidrolizo
triacilglicerolov. Lipaza je glikoprotein, glikanski del naj bi predstavljal 15 % teZe encima

@1).

Zelodéna lipaza je sestavljena iz jedrne in ekstruzijske domene, ki posedujeta klasi¢no
kataliti¢no triado (Ser 153, His 353, Asp 324) in oksianionsko S$pranjo. Oksianionska
Spranja stabilizira prehodno stanje. Kataliti¢na triada in jedrna domena se nahajata pod
ekstruzijsko domeno, ki se mora odmakniti, da substrat doseZe aktivho mesto (21).
Aktivno mesto postane dostopno, ko se encim veze na emulgiran substrat, saj pride do

konformacijskih sprememb (22).

Ekstra-duodenalne lipaze

Od kolipaze odvisna pankreaticna lipaza in z Zol¢nimi solmi stimulirana lipaza

Od kolipaze odvisna pankreaticna lipaza je eksokrin encim trebusne slinavke, ki je

potreben za intestinalno prebavo mascob. Za svoje encimsko delovanje potrebuje kolipazo

- pankreati¢ni protein, ki omogoci stabilizacijo encima v aktivni obliki.

Z 7ol¢nimi solmi stimulirana lipaza se nahaja v soku trebusne slinavke. Najdemo jo tudi v
Cloveskem mleku. Deluje skupaj z od kolipaze odvisno pankreati¢no lipazo v tankem
¢revesju. Odporna je na kislo okolje zelodca. Od kolipaze odvisna pankreaticna lipaza
olajSa absorpcijo prostih mascobnih kislin, z zol¢nimi solmi stimulirana lipaza pa olajsa

absorpcijo prostega holesterola iz intestinalnega lumna (12, 20).
Hepaticna lipaza

Hepati¢na lipaza nastaja v hepatocitih. VeZze se na endotelijske celice jeter. Za svoje

delovanje ne potrebuje kofaktorja. NajpogostejSi substrat hepati¢ne lipaze so trigliceridi
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lipoproteinov srednje gostote (IDL), iz katerih lipaza tvori lipoproteine z malo trigliceridov

in veliko holesterola. To so lipoproteini majhne gostote (LDL) (12).
Endotelijska lipaza

Endotelijska lipaza je izrazena v pljucih, jetrih, ledvicah in placenti. Tvorijo jo endotelij.
Zanjo je primarno znalilna fosfolipazna aktivnost. Sodeluje v presnovi lipoproteinov

visoke gostote (HDL) (12).
Lipoproteinska lipaza

Lipoproteinsko lipazo tvori adipozno tkivo, srce, miSi¢no tkivo in makrofagi. Nahaja se na
stenah kapilar, kjer s hidrolizo cepi triacilglicerole, ki so ali del hilomikronov ali pa

lipoproteinov zelo nizke gostote. Sprostijo se masc¢obne kisline, ki pridejo v celice ter se

.....

3.1.4 Prebava in absorpcija mascob

Prebava masScob je sestavljena iz vsaj treh postopnih korakov. Prvi korak vkljucuje
emulgiranje prehranskih lipidov v lumnu Zelodca. Pride do tvorbe stika med vodno in
lipidno fazo (medfaza olje-voda). Medfaza olje-voda omogoca interakcijo med vodotopno
lipazo in v vodi netopnim, lipidnim substratom. V drugem koraku pride do encimske
hidrolize triacilglicerolov z Zelod¢no in jezi¢no lipazo na medfazi emulgiranih lipidov.
Lipaza srednjeverizne (8 do 10 ogljikovih atomov) triacilglicerole hidrolizira bolj kot
dolgoverizne, pri Cemer nastanejo diacilgliceroli in proste mascobne kisline kot glavni
produkti. Delno hidrolizirani produkti se zaradi mehanskih sil Zelodca (kréenje miSic in
praznjenje) emulgirajo in izlo¢ijo v dvanajstnik kot kapljice premera manjSega od 0,5 um.
hidroliza z od kolipaze odvisno pankreati¢no in z Zolénimi solmi stimulirano lipazo (18,
24). 1z produktov prebave mascob in zol¢nih kislin nastanejo meSani miceli, v katere se
vkljuc¢ijo tudi holesterol, produkti prebave fosfolipidov in v mas€obah topni vitamini.
Miceli omogocijo prenos produktov prebave do ¢revesnih resic, kjer potece njihova

absorpcija (23).
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3.1.5 Mediji testov spros$¢anja, ki ponazarjajo Zelod¢éne pogoje v prisotnosti hrane

Biorelevantni mediji, namenjeni testom sprosc¢anja farmacevtskih oblik, naj bi ponazarjali
pogoje gastrointestinalnega trakta (Zelodca oziroma tankega Crevesja), sestavo njegove
vsebine in fizikalno-kemijske lastnosti. In vivo pogoji zelodca doloceni pri ljudeh v
pogojih na teSce in v pogojih s hrano so navedeni v spodnji preglednici I (25). Pogoji s
hrano so bili doloceni po administraciji tekocega obroka Ensure®Plus (pH=6.6). Pogoji na
teScCe pa po administraciji vode.

Preglednica I: Pogoji s hrano in pogoji na tesce v zelodcu (in vivo meritve). Podan je cas
odvzema vzorcev (min) od zauZitia hrane oziroma vode, mediana pufrne kapacitete
(mmol/L/ApH), povrsinske napetosti (mN/m), osmolalnosti (mOsmol/kg) ter koncentracije

Zolcnih soli in pepsina, Csoine soli 0Z. Cpepsin (Mmg/mL). LOQ je limita kvantifikacije
uporabljene analizne metode z vrednostjo <500 umol/L. Poskus je trajal 3,5 h (25).

Medii Cas n Pufrna kapaciteta | PovrSinska napetost | Osmolalnost | Cyone soli Gzt
| (min) | " | (mmol/L/apH) (mN/m) (mOsmol/kg) | (umol/L) | (mg/mL)
30 | 6,4 559
------------ - RO < -
fed |20 % 14-28 30 357 LOQ | 0,26-0,58
20 |24 7 80 011
fasted 50117 T 41,9-45,5 140 <LOQ 027

Za simulacijo pogojev na teS¢e in pogojev s hrano v Zelodcu se uporabljajo razli¢ni mediji.
Za najbolj primeren medij, ki ponazarja pogoje s hrano je bil predlagan homogeniziran
obrok (z modifikacijami-npr. viskoznost, osmolalnost...), ki se uporablja v klini¢nih
Studijah. Omejuje ga zahtevna analiza sproS¢ene ucinkovine (3). Mediji, ki se tudi
uporabljajo za simulacijo pogojev s hrano so mleko (njegova slabost je neenakomerna
sestava, ki je odvisna od obdobja laktacije zivali in prehrane), tekoc¢i obroki (Nutridrink in
Ensure), emulzije... Ti mediji le deloma ponazarjajo pogoje Zelodca. Ne prikazejo
sprememb v pH, prisotnosti encimov... uporaba emulzij pa ne simulira prisotnosti

prehranskih ogljikovih hidratov (1).

Sestava in fizikalno-kemijske lastnosti Zelodéne vsebine se tekom prebave spreminjajo.
Spremembe lahko dosezemo z vec€ pristopi; z uporabo »zaporednih medijev« in postopno

prebavo mleka med in vitro poskusom.

Z uporabo »zaporednih medijev« ponazorimo pogoje treh faz Zelod¢ne prebave; zgodnjo
(prvih 75 min), srednjo (75-165 min) in pozno (po 165 min). Mediji so sestavljeni iz

ustrezne koli¢ine mleka, ustreznega pufra, NaCl za uravnavanje osmolalnosti ter 0,1 M
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HCI oz. 0,1 M NaOH za uravnavanje pH. Medij zgodnje faze (pH=6,4; 559 mOsm/kg)
sestavljajo mleko, NaCl ter HCI oz. NaOH, medij srednje faze (pH=5,00; 400 mOsm/kg )
acetatni pufer in mleko v razmerju 1:1 ter HCI, medij pozne faze (pH=3,00; 300 mOsm/kg)

pa mleko in fosfatni pufer v razmerju 1:3 ter HCI (3).

Postopna prebava mleka lahko poteka na dva nacina. Mleku lahko postopoma dodajamo
kislino s pepsinom ter z oz. brez dodatka lipaze. Z lipazo ponazorimo Zelod¢no lipolizo, saj
se v zelodcu prebavi okrog 40 % trigliceridov, spros¢ene proste masScobne kisline,
digliceridi in 2-monogliceridi pa lahko moc¢no vplivajo na sproscanje. Poleg lipolize
ponazorimo tudi Zelod¢no prebavo proteinov. V preglednici II je podan primer sestave

medija, pridobljenega s postopno prebavo mleka (26).

Preglednica II: Sestava medija po razlicnih dodatkih kisline in pepsina v mleko (4) in
sestava medija po razlicnih dodatkih kisline, pepsina in lipaze v mleko (B). Podane so
koncentracije HCl (mM), pepsina (mg/mL) in lipaze (mg/mL) v izbranih casovnih tockah
360 minut trajajocega testa sproscanja (26).

Cas (min) Medij HCI (mM) | Pepsin (mg/mL) | Lipaza (mg/mL)
0 Mleko 0 0 0
30 mlekobeP*™ 43.9 0.44 0
A 60 mlekof """ 73.2 0.73 0
90-360 mlekoPePS" 102.5 1.03 0
30 mlekoBePSinHiPaza | 439 0.44 31.2
B 60 mlekoPePsintipaza 73.2 0.73 312
90-360 | mlekobeP5arPe* | 102.5 1.03 41.7

V preglednici III so prikazane nekatere fizikalno-kemijske lastnosti izbranih medijev

sproscanja, ki ponazarjajo pogoje polnega Zelodca (24).
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Preglednica 1II: Primerjava izbranih fizikalno-kemijskih lastnosti nekaterih medijev
sproscanja, ki simulirajo pogoje polnega zelodca (24).

.. Pufer oz. drug medij, zol¢ne soli, Pufrpa ot Osmolalnost
Medij pH fosfolipidi kapaciteta napetost (aOsmalliL)
P (mmol/L/ApH) (mN/m)
Mileko (3,5 % 6,5- .
maiéobe) 6.63 Kravje mleko brez pufra 14 49+0.6 285+2,7
0,
Ensure (30,1% | ¢ 5 Ensure brez pufra 16,4 47,8+0,1 375435
mascobe)
Ensure plus
(29,5 % 6,45 Ensure Plus brez pufra, 0,45 % pektin 20,0+0,7 48,4+0,1 730+10
mascobe)
Emulziia Sezamovo olje, lavrinska kislina,
Yz 5 8,6 mM KCI, 32,2 mM NaCl, natrijev
FSGEM .. ..
tavroholat, lecitin, lizolecitin
FeSSGF 5 Acetatni pufer:mleko=1:1 25 400
6 4a_)5 0 a) homogenizirano mleko 3,5%
\; | 6(3 mascob
i .
Medij s b)
6,4-2,6 .
postopno b) a + pepsin
v 120
prebavo mleka ]
L
©)
6\;41_3 (’)8 ¢) b + lipaza
min
a) a) homogenizirano mleko 3,5%
NN mascob | LA R V20
b)
Medii s 6,5-2,6 b) a + pepsin v HCI raztopini b) 32-38 b) 338-462 v
J v 360 v 360 min 360 min
postopno min
prebavo mleka (--- 15 O R
6,5-4,0 . ¢) 49-69 v 360 ¢)475-540 v
v 360 ©) b+ lipaza min 360 min
min
3.2 Mileko
Mleko je bioloska tekoCina z razlicnimi vlogami sestavnih komponent: hranljivo,

nehranljivo (npr. imunolo§ko) in strukturno. V naravnem stanju zajema tri faze; je emulzija

olje v vodi (lo¢imo jo lahko Ze s centrifugiranjem pri nizkih obratih), koloidna disperzija

(precipitacija pri ultracentrifugiranju) in prava raztopina (27). Na spodnji sliki je prikazana

skica strukture mleka pri razli¢nih povecavah (28).
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Kazeinski miceli

Slika 1. Struktura mleka (28).

Mleko sestavlja 87 % vode, 4,6 % laktoze, 3,4 % proteinov, 4,2 % mascob, 0,8 %
mineralov in 0,1 % vitaminov. Sestava mleka se lahko spreminja in je odvisna od
hranjenja, vrste zivali oziroma ¢loveka, faze laktacije in sezone (29). V mleku se nahajajo
somatske celice (10%-107celic/mL v govejem mleku), med katerimi so epitelne celice (2

%) in levkociti (98 %). Levkociti vsebujejo razli¢ne encime (katalaza, proteaza...) (30).

3.2.1 Sestava mleka

Mleko sestavljajo naslednje frakcije (28):

e Plazma = mleko brez mascob

e Serum (sirotka) = plazma brez kazeinskih micelov

e Trdne snovi med katere ne Stejemo masScob (SNF; solids-non-fat) = proteini,
laktoza, minerali, kisline, encimi, vitamini

e Celokupne trdne snovi = SNF z maS¢obami

3.2.1.1 Ogljikovi hidrati

Glavni predstavnik ogljikovih hidratov v mleku je laktoza, prisotne pa so tudi manjSe
koli¢ine monosaharidov glukoze in galaktoze (prekurzorjev laktoze). Mleko vsebuje
razli¢ne konjugate-glikokonjugate; oligosaharide, glikolipide, glikoproteine,

glikozaminoglikane, mucine...
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3.2.1.2 Dusikove komponente mleka

Dusik je sestavni del razlicnih komponent mleka, ki jih delimo v kazeine (78,5 %) in
proteine sirotke oziroma seruma (16,5 %), ostali del predstavlja neproteinski dusik (5 %)

(30).

V mleku so prisotne aminokisline in razli¢ni proteini, med katerimi so og;-kazein, o, -
kazein, B-kazein, y-kazein, B-laktoglobulin, a-laktalbumin, 0-laktalbumin, imunoglobulini,
serumski albumini... Zaradi prisotnosti krvnega plazmina in plazminogena v mleku, so
prisotni tudi manjsi peptoni in vecji peptidi y-kazeini, ki so posledica post-translacijske
proteolize. V mleku so Stevilni drugi proteini in encimi, ki pridejo iz epitelnih celic ali krvi.
Encimi se nahajajo prosto v raztopini ali pa so del membrane lipidnih globul.
Koncentracija vseh proteinov znasa 36 g/L (30, 31). Odgovorni so za vecino lastnosti

mleka; kot so barva, penjenje, vonj...

Glavne sestavine mleka z neproteinskim duSikom so: secnina, kreatin, kreatinin, se¢na
kislina, hipurna kislina, amoniak... Spojine se nahajajo tudi v urinu, zato bi lahko

predstavljale le kon¢ni produkt N-metabolizma, ki pride v mleko iz krvi (30).
Kazeinski miceli

Kazeini so glavni fosfoproteini v mleku in se pojavljajo v obliki sfericnih kazeinskih
micelov, ki jih sestavljajo ogi-, 0s- , B-, in ¥-kazein. og) - in 0g-kazein (skupno ime os-
kazein) predstavljata 50 % vseh kazeinov (32, 33). Kazeinski miceli so najvecje proteinske
komponente mleka in predstavljajo 20 % proteinov v ¢loveskem in 80 % v govejem mleku.
So koloidni kompleksi proteinov in soli (primarno kalcijeve soli) (30). Njihova funkcija je
shranjevanje in transport kovinskih ionov (predvsem kalcij in magnezij) iz matere na

otroka. Minerali predstavljajo 7 % suhe teze micelov (34).

Kazeinske proteine delimo v dve skupini: na kalcij obcutljive kazeine (v govejem mleku:
as-kazein in (-kazein) in na kalcij neobcutljive kazeine (v govejem mleku: y-kazein).
Kalcij namre¢ povzro€i precipitacijo kazeinov. Na kalcij obcutljivi kazeini so mocno
fosforilirani, fosforilirani ostanki pa se nahajajo v skupkih (clusters) po 2, 3, ali 4. V
mesanici obeh skupin kazeinov, na kalcij neobcutljivi kazeini preprecijo precipitacijo na
kalcij obcutljivih kazeinov (32). Kazeinski miceli so v vodnih suspenzijah stabilizirani

stericno in z elektrostatskim odbojem sloja y-kazeina na povrSini micela. Negativno nabiti
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C-terminalni konci y-kazeina $trlijo iz povrSine micelov in tvorijo sloj »laskov«, ki
omogoca stabilizacijo (31, 34, 35, 36). Kazeinski miceli so odporni na visoko temperaturo,
prisotnost soli ali etanola. Pri odstranitvi kalcijevega fosfata disocirajo. Nekateri viri
navajajo agregacijo kazeinskih micelov pri povecani ionski moc¢i seruma (vefinoma s
kalcijem in magnezijem) (27). Kalcijev fosfat lahko odstranimo s kelirajo¢imi sredstvi

(npr. EDTA), acidifikacijo... (34).
Modeli kazeinskih micelov

Model submicelov

Kazeini se najprej povezejo v submicele s 15-20 enot. Submiceli vsebujejo razli¢ne vrste
kazeinov in se glede na vsebnost y-kazeina delijo na; submicele z veliko y-kazeina in
submicele z malo oziroma brez y-kazeina. Sumbiceli bogati s y-kazeinom se nahajajo na
povrsju micelov in se med seboj povezejo z disulfidnimi vezmi, ostali submiceli so v
sredici micelov. Kazeini se s hidrofobnimi interakcijami najprej povezejo v submicel.
Koloidni kalcijev fosfat poveze ve¢ submicelov v micel (28, 31, 32). Model je prikazan na

spodnyji sliki 2 (32).

. s x-kazeinom e Kalciev . s x-kazeinom
bogat submicel fosfat reven submicel

Slika 2. Model submicelov, submiceli (levo) in submiceli povezani v micel (desno) (32).

Odprti model-Holtov model

Za razliko od modela submicelov povezava med kazeini ni posledica hidrofobnih
interakcij, temvec interakcij med kazeini in kalcijevim fosfatom. Kalcijev fosfat je v obliki
nanoskupkov (nanoclusters), ki interagirajo z as—kazeini in $-kazeini preko fosfoserinskih
skupkov (interakcijsko podro¢je na as- in - kazeinih). ay-kazeina imata ve¢ kot dva
fosfoserilna konca zato omogocata navzkrizno povezovanje kazeinov v 3D strukturo.

Model kazeinskega micela je prikazan na sliki 3 (32).
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CaP nanoskupek

Slika 3. Holtov model micelov. as-kazein je bifunkcionalen, f-kazein je monofunkcionalen.
Nanoskupki kalcijevega fosfata (CaP) imajo narisana Stiri mesta interakcije s kazeini
zaradi enostavnejSe ilustracije. os-kazein se veze na nanoskupke, ki delujejo kot mostovi in
omogocajo rast. Na levi strani v krogu se veriga zapre. Na desni strani zgoraj se veriga
lahko nadaljuje (32).

3.2.1.3 Lipidi

Vecina lipidov v mleku je dispergiranih v globule, katerih sredico obdaja membrana
(MFGM-milk fat globule membrane). MFGM stabilizira lipidne globule (37). Lipidne
globule so velike 0,2-10 pm, med njimi so manjSe od 1pum najstevilénejse (70-90 %). V
govejem mleku vsebuje sredica globul 99 % vseh lipidov, med katerimi je 95 %
triacilglicerolov. Preostali del predstavljajo delni gliceridi, steroli, fosfolipidi, glikolipidi...

Globule in membrana vsebujejo 80 % celotnega mlecnega holesterola (38, 39).

Membrana lipidnih globul je sestavljena iz primarne membrane, ki jo tvori fosfolipidni
dvosloj in notranje enoslojne membrane i1z fosfolipidov. Na notranji strani enoslojne
membrane je sredica globul. Med membranama se nahaja material z vecjo elektronsko
gostoto (30, 38). Membrano poleg polarnih lipidov - fosfolipidov, sestavljajo Se
triacilgliceroli, glikosfingolipidi, estri vitaminov A in E in nekateri drugi lipidi. Prisotni
so tudi razli¢ni proteini, glikoproteini, encimi; mucin, ksantin oksidaza, butirofilin... Med
plastmi MFGM se lahko pojavijo vkljucki lunaste oblike. Ti vsebujejo citoplazmo epitelnih
(mlec¢nih) celic, ki izlocajo lipidne globule (30, 38, 40). Na spodnji sliki je prikazana skica
mlec¢ne lipidne globule (41)
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Slika 4. Mlecna lipidna globula in membrana mlecne lipidne globule (41).
3.2.1.4 Minerali

Serum mleka vsebuje veliko ioniziranih natrijevih, kalijevih in kloridnih ionov.
Dvovalentni kationi; kalcij, magnezij, cink... so v veliki meri vezani na proteine

(npr. 85 % kalcija je vezanega v kazeinskih micelih) (30).

3.2.1.5 Vitamini in obrambni agensi

Mleko vsebuje vodotopne, v mas¢obah topne vitamine ter Stevilne obrambne agense, ki se

z materinim mlekom prenesejo na potomce (30).

3.2.2 Fizikalno-kemijske lastnosti

Gostota mleka znaSa 1,03 g/mL (25 °C), viskoznost 1,9 mPas (25 °C) oz. 1,5 mPas (37°C),
povrsinska napetost, pH, pufrna kapaciteta in osmolalnost so podane v preglednici III
(Primerjava izbranih fizikalno-kemijskih lastnosti nekaterih medijev sproS¢anja, ki
simulirajo pogoje polnega Zelodca) v poglavju 3.1.5 Mediji testov spros€anja, ki

ponazarjajo Zelod¢ne pogoje v prisotnosti hrane.
Vzdrzevanje pufirne kapacitete

Sestava mleka je pestra in ima neposreden vpliv na pufrno kapaciteto mleka. Glavni vpliv

imajo fosfati, kalcij in kazeini.
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Kalcij je vezan v kazeinskih micelih (90 %), ostali del pa predstavlja ionska oblika. Pri
dodatku kisline se koloidni kalcij v kazeinskih micelih zamenja s protoni-njegovo vezavno

mesto se protonira. Posledica so minimalne razlike v spremembi pH (42).

3.2.3 Obdelava mleka

3.2.3.1 Toplotna obdelava mleka

Pri segrevanju mleka nad 70 °C pride do denaturacije glavnih serumskih (serum je plazma
brez kazeinskih micelov) proteinov, npr. B-laktoglubulinov (B-1g) in a-laktalbuminov (o-
lac). Pri denaturaciji pride do izpostavitve reaktivnih tiolnih skupin, ki omogocajo
kovalentno povezavo z drugimi spremenjenimi proteini (B-lg, a-lac, BSA, y- in ogx -
kazeini). V segretem mleku s pH=6,5 se denaturirani proteini v vecini vezejo na - kazein,
ki je na povrSini kazeinskih micelov (pride do povecanja velikosti delcev). Denaturirani
proteini so lahko v obliki prostih agregatov ali vezanih na kazeinske micele. Poleg
denaturiranih se v segretem mleku nahajajo tudi nedenaturirani serumski proteini (43, 44).
Ce pH mleka pred segrevanjem poveamo, pride do disociacije y-kazeinov s povriine
micelov. Posledi¢no se manj denaturiranih proteinov veze na kazeinske micele (pri
pH=6,5 se veze 80 %, pri pH=7,1 pa 20 % proteinov). Zaradi manjSe koli¢ine vezanih

proteinov je tudi viskoznost manjsa kot pa v primeru, da pH ne spreminjamo (36, 43).

3.2.3.2 Nakisanje segretega mleka

Z nakisanjem mleka do izoelektri¢ne to¢ke kazeinov (pH=4.6) nevtraliziramo negativnen
naboj kazeinskih »laskov« in tako zmanjSamo njihovo stabilnost (33). Ker je steri¢na
stabilizacija zmanjSana, pride do Van der Waalsovih interakcij, miceli flokulirajo in nato
koagulirajo. S segrevanjem mleka pred nakisanjem na 20 — 40 °C dvignemo pH geliranja,
saj na kazeinske micele vezani denaturirani proteini (z izoelektri¢no to¢ko pri pH=5.3)
dvignejo izoelektri¢no tocko na vi§je vrednosti pH (43, 44). Med nakisanjem mleka pride
tudi do solubilizacije kalcijevega fosfata (njegovega izlocanja iz micelov) in disociacije
kazeinskih proteinov. Proces disociacije je izrazitejSi pri nizjih temperaturah acidifikacije

mleka (npr. pri 5 °C) (45).
3.2.4 Aktivnost encimov pri Zelod¢ni prebavi mleka

Mascobne globule so v Zelodcu zmeSane s prebavnim sokom, kjer so izpostavljene

razlicnim encimom (pepsin, zelod¢na lipaza), kislemu pH, elektrolitom in mehanskim
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silam peristaltinega gibanja. Vsi ti dejavniki lahko vplivajo na lastnosti globul in ostalih

mle¢nih komponent.

Zelodéna hidroliza mas¢ob vpliva na nadaljnjo prebavo mleka. Mle¢ne lipidne globule so
namre¢ odporne na aktivnost pankreati¢ne lipaze brez predhodne Zelod¢ne prebave. Na
prebavo triacilglicerolov mleka vpliva tudi jezi¢na lipaza, saj prodre v sredico mle¢nih
globul, kjer hidrolizira triacilglicerole brez motnje v MFGM. Delno hidrolizirani produkti

gredo na povrsje globul in v tankem Crevesju sodelujejo pri emulgiranju (20).

Pepsin hidrolizira proteine na povr§ini MFGM, kar vodi v flokulacijo globul. Flokulirane
globule poveZzejo, zaradi kombinacije pepsina in nizkega pH, agregirani kazeinski miceli
(37). Agregati kazeinskih micelov tekom prebave s pepsinom rastejo, kar je posledica

njihovih konformacijskih sprememb (16).

3.3 Natrijev diklofenakat

Natrijev diklofenakat (slika 5) spada v skupino nesteroidnih analgetikov in ima
antipireticni (zniza povecano telesno temperatuo), analgeti¢ni (protiboleCinski) ter
antiinflamatorni (protivnetni) ucinek. Je neselektivni inhibitor izoencimov COX-1 in COX-
2, ki katalizirata sintezo prostaglandinov in tromboksana iz arahidonske kisline (46).
Uporablja se za lajSanje boleCin, zdravljenje revmatoidnega artritisa, osteoartritisa in
zdravljenje drugih nerevmati¢nih vnetij (10).

Diklofenak je Sibka kislina s pKa=3,80 pri 25 °C. Logaritem porazdelitvenega koeficienta
v sistemu n-oktanol/vodni pufer je 1,4 (pH=6,8) oz. 1,1 (pH=7,4).

Logaritem porazdelitvenega koeficienta logP v sistemu n-oktanol/voda pa je 4,40. V
preglednici IV so podane topnosti natrijevega diklofenakata v medijih z razlicnimi pH

vrednostmi (46).
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Preglednica 1V: Topnost natrijevega diklofenakata v medijih z razlicnimi pH vrednostmi.
Topnost je podana v mg/mL (46).

pH | Medjj Topnost (mg/mL) (23,0°C)
1,2 | 0,IN HC1 0,0012
2,0 | 0,01 N HC1 0,0017
3,0 | 0,001 N HC1 0,28
4,1 | Acetattni pufer | 0,0033
4,5 | Acetattni pufer | 0,0036
5,5 | Acetattni pufer | 0,036
5,8 | Fosfatni pufer | 0,14
6,0 | Fosfatni pufer | 0,15
6,8 | Fosfatni pufer | 0,67
7,0 | Fosfatni pufer | 1,36
7,4 | Fosfatni pufer | 5,15
7,8 | Fosfatni pufer | 12,00
8,0 | Fosfatni pufer | 12,14

Cl

NH

Cl ONa

Slika 5. Strukturna formula natrijevega diklofenakata (46).
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4 NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo vrednotili spros¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet s
prirejenim sproS¢anjem. S poskusi bomo poskusSali razloziti vpliv fizikalno-kemijskih

lastnosti medija, ki ponazarja pogoje Zelodca po obroku, na sproSc¢anje u¢inkovine.

S preliminarnimi testi spro§¢anja bomo razvili metodo, ki bo primerna za izvedbo kon¢nih
testov sprosc¢anja. Uporabili bomo aparat 1 po USP, aparat 2 po USP oziroma preto¢ni

sistem ter jih modificirali, ¢e bo to potrebno.

Uporabili bomo razlicne medije; mleko, mleko z dodatki HCI, medij s postopno prebavo
mleka (mleko z dodatki kisline, pepsina in lipaze), citratni pufer in citratni pufer z dodatki
HCl. Z mlekom bomo ponazorili kemijsko sestavo zauZzite hrane, z dodatki kisline in
encimov pa sekrecije v Zelodcu po zauzitem obroku. S citratnim pufrom bomo nadomestili
kompleksno mleko v testih sproscanja: test sproS€¢anja v mleku in test sproS¢anja v mleku z

dodatki HCI.

Teste sproscanja bomo izvedli v vseh petih medijih, jih primerjali in poskusSali razloziti
morebitne razlike v spro§¢anju med mle¢nimi in pufrnimi mediji. Do razlik bi lahko prislo
zaradi razli¢nih fizikalno-kemijskih lastnosti (osmolalnost, pufrna kapaciteta, povrSinska
napetost, pH, kemijska sestava ...) uporabljenih medijev. Fizikalno-kemijske lastnosti
mleka in citratnega pufra, ki jima bomo dodali kislino, encime oziroma oboje, se bodo
tekom testov sproSCanja spreminjale. Spremenjene lastnosti pa bi lahko vplivale na

spros¢anje ucinkovine iz tablet.
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S MATERIALI IN METODE
5.1 Materiali in aparature

V in vitro testih spros¢anja smo preucevali zdravilo Voltaren® retard s 100 mg u¢inkovine

natrijev diklofenakat (Pliva). Tablete vsebujejo naslednje pomozne snovi:

Jedro tablete:brezvodni koloidni silicijev dioksid (E551), cetilalkohol, magnezijev stearat
(E572), povidon, saharoza.

Filmska obloga tablete:

hipromeloza (E464), polisorbat 80 (E433), smukec (E553b), titanov dioksid (E171),
zelezovi oksidi in hidroksidi (E172), makrogol 6000, saharoza.

Snovi in raztopine, ki smo jih uporabili:

e natrijev diklofenakat, Sigma-Aldrich Chemie, Mainland, Kitajska,

e natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo ¢(NaOH)=1 M, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija,

e klorovodikova kislina Titrisol® za pripravo c(HCl)=1 M, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija,

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

o kalijev dihidrogenfosfat, p.a. kakovosti, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija,

e trinatrijev citrat dihidrat, >99 %, Kemika, Zagreb, Hrvaska

e ocetna kislina, 100 %, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija,

e puferske raztopine pH=4 in pH=7, Kefolab, Ljubljana, Slovenija,

e acetinitril, >99,9 %, Sigma-Aldrich, St. Luis, ZDA,

e Alpsko mleko, 3,5 % mle¢ne maS€obe, Ljubljanske mlekarne, Ljubljana, Slovenija,

e Mileko v prahu, Murska Sobota, Slovenija,

e Bohinjsko mleko, mlekarna Planika Kobarid, Kobarid, Slovenija,

e Mileko Mu, 3,5 % mle¢ne mascobe, Ljubljanske mlekarne, Ljubljana, Slovenija,

e Lipaza (izvor Rhizopus Niveus) 2,94 U/mg, Sigma-Aldrich St. Luis. ZDA,

e Pepsin (iz Zelodéne mukoze prasiev), 994 enot/mg proteina, Sigma-Aldrich, St.
Luis, ZDA,

e (destilirana voda,

e bidestilirana voda (za HPLC)
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Aparature, ki smo jih uporabili:

e Spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, HP, Waldbronn, Nemcija,

e Aparatura za testiranje spros¢anja z vesli (USP 2) in s koSaricami (USP 1), VanKel
7000, Vankel Technology Group, Cary, NC, ZDA,

e Aparatura za testiranje spros¢anja z vesli (USP 2) in koSaricami (USP 1), Agilent
Technologies 708-DS, Waldbronn, Nemcija,

e Tekocinski kromatograf visoke locljivosti, Agilent Technologies 1100 Series,
Waldbronn, Nemcija,

e Kolona Kranasil C18, Sum, 4,6 mm x 150 mm, Macherey-Nagel, Duren, Nemcija,

e digitalna tehtnica Exacta 300 EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija,

e analizna tehtnica AG245, Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica,

e pH meter MA 5750, Iskra, Slovenija,

e pH meter MP 220, Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica,

e avtomatska pipeta 20-200 uL, Eppendorf, Hamburg, Nemcija,

e avtomatska pipeta 100-1000 uL, Eppendorf, Hamburg, Nemcija,

e avtomatska pipeta 500-2500 puL, Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija,

e avtomatska pipeta 500-5000 puL, Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija,

e Full Flow filtri za USP aparat,

e membranski filtri z 0,45um porami, Sartorius AG, Nemcija,

e ultrazvocna kadicka Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija,

e vecmestno magnetno mesalo Variomag POLY 15, Labortechnik AG, Nemcija,

e centrifuga Eppendorf 5415R, Hamburg, Nemc¢ija,

e zamrzovalnik, LTH, gkofja Loka, Slovenija,

e plasticne 2 mL centrifugirke (epice),

e plasti¢ne brizge,

e kovinske zicke (sinkerji), Vankel Technology Group, Cary, NC, ZDA,

e Vortex ekscentri¢no mesalo, IKA®-Werke, Staufen, Nem¢ija

Pretoc¢ni sistem za testiranje sproscanja, razvit na FFA:

e (rpalka PA-M1 control, IKA-Werke, Nemcija,

e magnetno meSalo RET control visc, IKA-Werke, Nemcija,
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e c(aSa 150 mL, Schott-Dural, Nemcija,
e steklene kroglice premera 1 mm,
e magnet dolZine 50 mm in premera 8 mm,

e c¢aSa 1000 mL, Schott-Dural, Nemcija

5.2 Metode

5.2.1 Priprava medijev

1,83 M HCI

V 250 mL merilno bucko z nekaj destilirane vode smo nalili standardno raztopino
(Titrisol®) za pripravo 1 M HCI in dopolnili do oznake z destilirano vodo. 114,4 mL tako
pripravljene 4 M HCI smo red¢ili do 250 mL z destilirano vodo.

0,5 M HCI

V 1000 mL merilno bucko smo nalili nekaj destilirane vode in standardno raztopino
(Titrisol®) za pripravo 1 M HCI. Vsebino smo dopolnili do oznake z destilirano vodo.

Vsebino smo red¢ili z destilirano vodo v razmerju 1:1.
1 M NaOH

V 1000 mL merilno bucko z nekaj destilirane vode smo nalili standardno raztopino

(Titrisol®) za pripravo 1 M NaOH in jo red¢ili do oznake z destilirano vodo.

0.1 M NaOH

10 mL pripravljene 1 M NaOH smo dopolnili z destilirano vodo do 100 mL.

50 mM fosfatni pufer pH=6.8

pKa vrednosti fosforne (V) kisline (47): pKa,= 2,15, pKa, = 7,20, pKas =12,35.

V 1000 mL merilno buc¢ko smo nalili nekaj destilirane vode in dodali 22 mL 1 M NaOH, ki
smo jo odmerili z merilnim valjem. V vsebino smo nato stresli 6,8 g KH,PO, . Raztopini
smo dodali destilirano vodo do oznake 1000 mL ter v vseh primerih izmerili pH=6,8. pH

meter smo predhodno umerili na pH=7.
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50 mM citratni pufer pH=6.65

pKa citronske kisline (48): pKa,; = 3,13, pKa, = 4,76, pKa; = 6,40.

1,4075 g trinatrijevega citrata dihidrata smo raztopili v 100 mL destilirane vode. pH smo z

0,5 M HCl uravnali na pH=6,65. pH meter smo predhodno umerili na pH=7.

40 mM citratni pufer pH=6.68

V 1000 mL merilno bucko smo nalili nekaj destilirane vode in v njej raztopili 8,403 g
citronske kisline. Dodali smo 116 mL 1 M NaOH in z destilirano vodo dopolnili do
oznake. pH smo z 1 M NaOH uravnali do pH=6,68. pH meter smo predhodno umerili na
pH=7. Zaradi primerjave z nadaljnjimi poskusi smo pH meter umerili na pH=4 in izmerili

pH=6,830.

Citratno-acetatni pufer pH=6.68

pKa ocetne kisline (48): pKa= 4,75

Pufer smo pripravili z raztapljanjem 7,313 g citronske kisline, 0,692 mL ocetne kisline
(1/=1,05 g/L) in 115 mL 1 M NaOH v litru destilirane vode. pH smo z 1 M NaOH

uravnali do pH= 6,68. pH meter smo predhodno umerili na pH=7.

1.83 M HCI s pepsinom

55 mg pepsina smo dali v 50 mL merilno bucko in do oznake dopolnili z 1,83 M HCL

Citratni pufer z dodatki 1,83 M HCI

Ustrezen volumen 1,83 M HCI1 smo v 1000 mL merilni bucki dopolnili do oznake s 40 mM
citratnim pufrom pH=6,68. V preglednici V je podan volumen uporabljene 1,83 M HCI in

koncentracija HCI v kon¢ni raztopini.
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Preglednica V: Raztopine 40 mM citratnega pufra pH=6,68 in 1,83 M HCI. Volumen
dodane 1,83 M HCI in koncentracija HCI| v raztopini sta podana v mL oz. mM. Vse
raztopine so bile dopolnjene s 40 mM citratnim pufrom do 1000 mL.

Volumen 1,83 M HCI (mL) Kig;::;:ﬁflj?mfll\g)l v
0 0
16 29,3
32 58,6
48 87,8
56 102,3

Mleko s 102.3 mM HCI

56 mL 1,83 M HCIl smo v 1000 mL bucki dopolnili z mlekom do oznake.
Mobilna faza

Acetonitril, organska faza, predstavlja 40 % in vodna faza 60 % delez v mobilni fazi.
Vodno fazo smo pripravili z raztapljanjem 6,804 g KH,PO, in 14 mL 1 M NaOH v nekaj
mL bidestilirane razplinjene vode. Vsebino smo nato dopolnili z bidestilirano razplinjeno
vodo do 1 L. pH dobljene raztopine smo uravnali z 1 M NaOH na vrednost pH=6,5. pH

meter smo predhodno umerili na pH=7.

5.2.2 Dolocanje pH profila mle¢nih vzorcev po dodajanju 1,83 M HCl

V poskusu smo uporabili ve¢ vrst mleka, ki smo mu postopoma dodajali 1,83 M HCI in
med posameznimi dodatki izmerili pH. Uporabili smo Alpsko mleko (3,6 % mascob),
mleko Mu (3,5 % mascob), mleko v prahu pripravljeno z destilirano vodo, mleko v prahu
pripravljeno z navadno vodo in Bohinjsko mleko. Mleko v prahu smo pripravili po
navodilih proizvajalca. Naredili smo eno paralelko za vsako vrsto mleka. Pripravili smo
100 mL vzorca vsake vrste mleka in vsebino meSali na ve€mestnem magnetnem mesalu.
Izmerili smo zaetni pH (pH vzorca brez dodane kisline) in poskus izvajali na sobni
temperaturi. 0,8 mL 1,83 M HCI smo v vzorce dodajali z avtomatsko pipeto in pH izmerili
minuto po dodatku kisline. Kislino smo v vzorce dali v ¢asu 0, 15, 30, 45, 60, 75 in 90
minut, v ¢asu 120 in 240 minut smo samo izmerili pH. Volumen medija se je zaradi

dodatkov kisline poveceval.
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5.2.3 Dolocanje pufrne kapacitete

Pufrna kapaciteta predstavlja sposobnost pufrnih raztopin, da se upirajo spremembi pH po
dodatku moc¢ne kisline ali baze. Izracunali smo jo z uporabo spodnje Van Slayke-ove
enacbe 2 (49):

__AB
B=or 12/

B — pufrna kapaciteta, AB — dodatek v mol/L (baze ali kisline na liter raztopine),

ApH — sprememba pH, ki jo dodatek povzroci.

Eksperimentalno smo pufrno kapaciteto, pri sobni temperaturi 24,4°C, dolocevali na dva

nadina.

Metoda A: za titracijo smo uporabili 0,5 M oz. 0,5 M in 4 M HCI. Meritve smo izvajali s
pH metrom umerjenim na pH=7 za vse vrednosti pH. Na ta nacin smo dolo¢ili pufrno
kapaciteto mleka (med posameznimi merjenji smo spirali elektrodo), fosfatnega pufra,
vode, 50 mM in 40 mM citratnega pufra in citratno-acetatnega pufra. Uporabili smo 25 mL
vzorca, ki smo mu postopoma, z merilno bireto, dodajali HCI, tako da se je pH spremenil
za priblizno 0,4 enote. Vzorec smo med poskusom stalno mesSali z magnetnim meSalom.
pH smo odc¢itali takoj, ko je bila doseZena sprememba in se pH vzorca ni ve¢ spreminjal. V
primeru uporabe 4 M HCIl, smo vzorec najprej titrirali s 4 M HCI do pH=3,83+0,57, nato
pa titracijo nadaljevali z 0,5 M HCL

Metoda B: pH meter smo umerili na pH=4. Poskus smo vr$ili 240 minut. Tudi pri nainu 2
smo uporabili 25 mL vzorca. Dodajali smo mu 0,5 mL 0,5 M HCI vsakih 15 minut do
vkljuéno 195 minute. 1 mL smo dodali v ¢asu 210 in 225 minute ter 3 mL v ¢asu 240
minut. pH vzorca smo izmerili tik pred ponovnim dodatkom kisline. Kislino smo dodajali z

avtomatsko pipeto in vzorec med poskusom stalno mesali na magnetnem mesalu.

Izmerjen pH in volumen porabljene HCI smo uporabili za izracun pufrne kapacitete. Testi

dolo¢evanja pufrne kapacitete so navedeni v spodnji preglednici VI.
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Preglednica VI: Dolocevanje pufrne kapacitete. Navedeni so mediji, umeritev pH metra in
kislina, ki smo jo uporabili.

.. umeritev pH metra HCl
medij
pH=4 pH=7 | 0,5M | 4M
mleko + +
destilirana voda + +
fosfatni pufer pH=6,8 + +
Metoda A 50 mM citratni pufer + +
. . + +
40 mM citratni pufer |----------f---------p-------q------
+ + +
citratno-acetatni pufer + +
mleko + +
Metoda B
ctoda 40 mM citratni pufer + +

Koncentracije citratnega in citratno-acetatnega pufra smo doloc¢ili na osnovi rezultatov,

dobljenih z zgornjimi metodami.

5.2.4 Dolocevanje pH profila mleka in 40 mM citratnega pufra po dodajanju 1,83 M
HCl

Uporabili smo Alpsko mleko in 40 mM citratni pufer. Poskus v obeh medijih smo izvedli
vzporedno pri sobni temperaturi po primerljivem postopku opisanem v poglavju 5.2.2.
Doloc¢anje pH profila mle¢nih vzorcev po dodajanju 1,83 M HCI. Uporabili pa smo

50 mL vzorca, v katerega smo dodajali 0,4 mL 1,83 M HCI.

5.2.5 Analiza vzorcev

Vzorce, ki smo jih tekom poskusov dobili, smo obdelali, tako da so bili primerni za

aplikacijo na izbrano aparaturo in detekcijo u¢inkovine.

5.2.5.1 Uporaba UV-VIS spektofotometra

Priprava in red¢enje osnovnih raztopin

Za dolocitev enacb umeritvenih premic smo pripravili tri osnovne raztopine natrijevega

diklofenakata s koncentracijo u¢inkovine priblizno 100 mg/L v:

e citratnem pufru pH =6,68
e fosfatnem pufru pH=6,8
e citratnem pufru z razli¢nimi dodatki 1,83 M HCI (navedenimi v preglednici V), ki

smo ga red¢ili z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1.
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Osnovne raztopine smo red¢ili, tako da smo dobili raztopine s koncentracijami u¢inkovine

od 1 mg/L do 50 mg/L.

* enacbo umeritvene premice v citratnemi pufru z dodatki 1,83 M HCI smo naredili,
tako da smo pripravili tri osnovne raztopine natrijevega diklofenakata v destilirani
vodi s koncentracijo ucinkovine priblizno 1000 mg/L. Osnovne raztopine smo
redcili s citratnim medijem z dodatki 1,83 M HCI, tako da smo dobili raztopine s

koncentracijami u¢inkovine od 1 mg/L do 50 mg/L.
Analiza z UV-VIS spektrofotometrom

Za vsako vrsto raztopine smo z uporabo UV-VIS spektrofotometra posneli spekter in
dolo¢ili absorpcijske maksimume za posamezen medij. Pri absorpcijskih maksimumih smo

izmerili absorbance pripravljenih raztopin in dolocili ena¢bo umeritvenih premic.

5.2.5.2 Uporaba HPLC

Priprava in analiza vzorcev

Mlecne vzorce smo pripravili za analizo s HPLC, tako da smo najprej odpipetirali 300 pL
vsebine vzorca v 2 mL centrifugirne epruvete. Dodali smo 900 puL acetonitrila za obarjanje
proteinov in tresli z Vortexom 20 sekund. Vzorce smo nato zamrznili na -20 °C. Vzorci so
bili v zamrzovalniku vsaj en dan. Odtajali smo jih na sobni temperaturi in Se enkrat
pretresli z Vortexom (20 s). Vzorce smo 10 minut centrifugirali pri temperaturi 10°C in
15.000 g. Supernatant smo odpipetirali v vialo ter analizirali s HPLC. Uporabili smo
kolono Kranasil C18, 5 pm in 4,6 x 150 mm. Injicirali smo 20 pL obdelanega vzorca in
signal merili pri 276 nm in T=40°C. Pretok mobilne faze smo uravnali na 1,2 mL/min.

Retencijski Cas natrijevega diklofenakata je 2,4 min.
Umeritvene premice in standardi

Umeritvene premice smo pripravili s pomoc¢jo osnovne raztopine natrijevega diklofenakata

s koncentracijo u¢inkovine priblizno 600 mg/L v:

=  mleku,
* mleku, ki vsebuje 102,3 mM HCIl,
* mleku, ki vsebuje 102,3 mM HCI redc¢enim z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 (za

izdelavo umeritvene premice smo uporabili svez medij - mleko z 102,3 mM HCI, ki
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je ostal po koncanem testu sproScanja PS-CK opisanem v poglavju 5.2.7.2 Kon¢ni
testi sproscanja).

* mediju s postopno prebavo mleka (mleko + HCI + pepsin + lipaza). Za izdelavo
umeritvene premice smo uporabili svez medij, ki je ostal po konfanem testu
spros¢anja PS-MKLP opisanem v poglavju 5.2.7.2 Kon¢ni testi spro$€anja,

=  mobilni fazi.

Osnovno raztopino smo red¢ili, tako da smo dobili raztopine s koncentracijami od 30 mg/L

do 600 mg/L.

* umeritveno premico v mleku red¢enim z 0,1 M NaOH smo naredili, tako da smo
osnovno raztopino natrijevega diklofenakata v mleku redcili z NaOH v razmerju
1:1. Dobljeno raztopino s koncentracijo u¢inkovine priblizno 300 mg/L smo red¢ili,

tako da smo dobili raztopine s koncentracijo od 15 mg/L. do 300 mg/L.

Tekom poskusov smo dnevno pripravili tudi kontrolne vzorce standardov, s katerimi smo

potrdili med dnevno ponovljivost analizne metode. Raztopine smo analizirali s HPLC.
Vpliv mle¢nega medija na dolo¢anje koncentracije u¢inkovine

Pripravili smo raztopine visokih koncentracij (od 5 mg/L do 100 mg/L) natrijevega
diklofenakata v fosfatnem pufru pH=6,8 in mleku pH=6,65, ki smo jih obdelali po spodaj
opisanem postopku. Primerjalno smo naredili raztopine z nizkimi koncentracijami
(od 0,25 mg/L do 5 mg/L) natrijevega diklofenakata in jih, brez obdelave, vzporedno z
obdelanimi raztopinami z visokimi koncentracijami uc¢inkovine aplicirali na HPLC sistem.
Koncentracije natrijevega diklofenakata v raztopinah z visokimi koncentracijami
ucinkovine so po obdelavi (zaradi red¢enja) enake koncentracijam v raztopinah z nizkimi
koncentracijami ucinkovine. Koncentracije pripravljenih raztopin so navedene Vv

preglednici VIL

32



Preglednica VII: Priprava, redcenje raztopin za vrednotenje vpliva mlecnega medija na
dolocanje koncentracije natrijevega diklofenakata v vzorcih. Podane so koncentracije
osnovnih raztopin, njihova redcenja in koncentracije redcenih raztopin.

Koncentraciia VISOKE koncentracije NIZKE koncentracije
.. )4 ucinkovine (raztopineVK) ucinkovine (raztopine NK)
medij osnovne raztopine
(mg/L) red¢enje konc.(mg/L) red¢enje konc.(mg/L)

Fosfatni | | 20x 201 L 400x 025 |

pufer LU e > S 5005 |, 40x 250 ]
pH=6,8 - 100,10 20x 5,01

20x 5,01

Mleko R TR EEEEEEE EE et e

e s 003 | 2 T e
99,30

300 pL pripravljene raztopine VK (mle¢ne in fosfatne) smo dodali 900 pL acetonitrila,
stresali z Vortexom 20 s in vsebino 10 minut centrifugirali pri temperaturi 10°C in
15.000 g. Po centrifugiranju smo pufrne vzorce in supernatant (pri mle¢nih vzorcih) 5x
red¢ili z mobilno fazo (200 pL + 800 pL) ter dobljeno raztopino aplicirali na HPLC.
Fosfatne vzorce z nizkimi koncentracijami uc¢inkovine (raztopine NK) smo aplicirali brez

obdelave in redCenja.
Vpliv zamrzovanja vzorcev na dolo¢anje koncentracije uc¢inkovine

Za dolocitev tega vpliva smo naredili sedem raztopin z razlicnimi koncentracijami
ucinkovine v mleku. 1z njih smo pripravili dva niza vzorcev. En niz smo pripravili za
analizo po postopku opisanem v poglavju 5.2.5.2 Uporaba HPLC. Supernatant smo redcili
v razmerju 1:2 z mobilno fazo. Drugi niz smo pripravili na enak nacin, vendar vzorca

nismo zamrznili.

5.2.6 Dolocevanje topnosti natrijevega diklofenakata

Topnost u¢inkovine smo dolocili v 50 mM fosfatnem (pH=6,8) in 40 mM citratnem pufru
(pH=6,68). Za vsak medij smo naredili tri paralelke. Poskus smo izvajali v 5 mL buckah.
Vanje smo stresli priblizno 53 mg uc¢inkovine (v presezku), natrijevega diklofenakata, in
do oznake dopolnili z ustreznim medijem. V bucke smo dali magnete ter postavili na
magnetna mesSala z vodno kopeljo temperature 37°C. V Casu 2h, 6h in 24h smo iz vsake
bucke odvzeli 150 pL vzorca, ga filtrirali z membranskimi filtri (velikost por 0,45 um) in
takoj dodali 2850 pL ustreznega pufra. Tako pripravljene vzorce smo nato redc¢ili 10-20

krat in analizirali z UV-VIS spektrofotometrom.
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5.2.7 Testi spros¢anja

V preglednici VIII so navedeni vsi testi spro$¢anja.

Preglednica VIII: Izvedeni testi sproscanja.

Test medij Vel aparatura
sproséanja : (mL) P
USP1-1000/P Fosfatni pufer pH=6,8 1000 Aparat 1 po USP
USP1-600/P Fosfatni pufer pH=6,8 600 Aparat 1 po USP
USP1-300/P Fosfatni pufer pH=6,8 300 Aparat 1 po USP
USP2-300/P Fosfatni pufer pH=6,8 300 Aparat 2 po USPV;IZ;Cka obesena nad
USP1-300/C 40 mM citratni pufer pH=6,73 300 Aparat 1 po USP
USP2-C 40 mM citratni pufer pH=6,68 300 Aparat 2 po USP + utezevalec
USP2-M Mleko pH=6,67 300 Aparat 2 po USP + utezevalec
USP2-CK 40 mM citratni plll_l;"ecrlz dodatki 1,83 M 300 Aparat 2 po USP + utezevalec
USP2-MK Mleko z dodatki 1,83 M HCl 300 Aparat 2 po USP + utezevalec
PS-C 40 mM citratni pufer pH=6,70 300 Aparat 2 po USP + utezevalec
PS-M Mleko pH=6,67 40 Preto¢ni sistem
PS-CK 40 mM citratni plll{feérlz dodatki 1,83 M 40 Pretodni sistem
PS-MK Mleko z dodatki 1,83 M HCI 40 Pretocni sistem
PS-MKLP Medij s postopno prebavo mleka 40 Pretoc¢ni sistem

5.2.7.1 Preliminarni testi sproscanja

Preliminarne teste sproS¢anja smo izvedli z aparatom 1 po USP in aparatom 2 po USP.
Aparat 2 po USP smo prilagodili; zvito zi¢ko s tableto smo s kovinsko palcko pritrdili na
pokrov aparature 2 po USP, tako da je visela nad robom vesla (26). V nekaterih primerih
smo zi¢ko uporabili kot uteZevalec. Zi¢ko smo oblikovali, tako da med poskusom ni
poskodovala nabrekle tablete. Uporabili smo fosfatni pufer pH=6,8 in citratni pufer

pH=6,73.

Testi spro$c¢anja v fosfatnem pufu pH=6,8 USPI1-1000/P, USP1-600/P, USP1-300/P in
USP2-300/P

V posodo, za testiranje sproScanja, aparata 1 in aparata 2 po USP smo nalili ustrezen
volumen fosfatnega pufra s pH=6,8 (preglednica IX ) in ga segreli na temperaturo 37 °C.
Hitrost vrtenja mesSala oziroma koSarice je bila 100 obratov/min. Lega tablet v testih
spros¢anja je podana v preglednici IX. Vzor€ili smo z avtomatskim vzorcevalnikom v
razliénih Casovnih intervalih, pri ¢emer zmanjSanega medija volumna zaradi jemanja
vzorcev nismo nadomescali. Vzorce smo analizirali z UV-VIS spektofotometrom in jih, ¢e

je bilo potrebno, predhodno red¢ili. Ostanka uc¢inkovine v tableti nismo dolo¢ili.
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Test spro$canja v citratnem pufru USPI1-300/C

V posodo za testiranje spros¢anja aparata 1 po USP smo nalili 300 mL 40 mM citratnega
pufra s pH=6,73. Segreli smo ga na temperaturo 37 °C. Hitrost vrtenja koSarice je bila 100
obratov/min. Vzorcenje smo prilagodili po Clanku 26. Vzorcili smo ro¢no v ¢asovnih
intervalih 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 in 360 minut. Vzorcenje je potekalo s pomocjo
5 mL brizge in kanile, ki smo jo pritrdili nanjo. Volumen vzorca je bil 4 mL. ZmanjSan
volumen medija smo vsakih 15 minut, od ¢asa 0 do vklju¢no 90 minut, nadomestili z
2,4 mL, v ¢asu 120, 180, 240, 300 in 360 minut pa s 4 mL slepega medija. Ostanek tablete
smo dali v 200 mL merilno bucko, dopolnili do oznake s citratnim pufrom in na
magnetnem meSalu pustili do naslednjega dne. Vzorce smo filtrirali z membranskimi filtri,

velikosti por 0,45 pm, jih po potrebi red¢ili in analizirali z UV-VIS spektofotometrom.

Preglednica IX: Pogoji, ki smo jih tekom preliminarnih testov sproscanja v fosfatnem in
citratnem pufiru spreminjali. volumen medija in vzorca, vrsta aparature, poloZaj tablete
(PD-prosto, na steni tik ob dnu posode; K-v koSarici; ZV- v zicki nad veslom),
nadomescanje vzorca in nacin vzorcenja.

Volumen Volumen Vlsmva . .. ..
Test . Aparatura vesla/koSarice | polozaj Nacin oy
. medija vzorca L. Nadomescanje
spros¢anja (poUSP) (mm nad tablete vzoréenja
(mL) (mL) vzorca
dnom posode)

USP2-1000/P 1000 5 USP 2 2542 PD avtomatsko ne
USP1-300/P 300 3 2542

USP1-600/P 600 3 USP 1 2542 K avtomatsko ne
USP1-1000/P 1000 3 2540

USP2-300/P 300 3 USP 2 20+2 A% avtomatsko ne
USP1-300/C 300 4 USP 1 2542 K rocno da

Testa sproscanja v citratnem pufu USP2-C in mleku USP2-M

Sproscanje smo izvedli v 300 mL 40 mM citratnega pufra pH=6,68 in 300 mL mleka s
pH=6,67 pod enakimi pogoji spros€anja in enakim nacinom vzorcenja kot test spros¢anja
USP1-300/C, vendar z aparaturo 2 po USP in uporabo utezevalca. Tableto smo v obeh
poskusih dali v kovinsko Zi¢ko (utezevalec), ki smo jo naredili sami. Zicka je bila tako
velika, da med poskusom ni poskodovala nabrekle tablete. Zicko s tableto smo v &asu 0
min spustili v medij, da se je potopila na dno posode. Pufrne vzorce smo analizirali z UV-
VIS spektrofotometrom, mle¢ne vzorce pa s HPLC. Ostanek smo pri obeh poskusih

dolocili, tako da smo preostanek tablete prenesli v 200 mL merilno bucko in dopolnili do
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oznake s citratnim pufrom, vsebino pustili preko noc¢i na magnetnem mesalu ter analizirali

z UV-VIS spektrofotometrom oziroma HPLC.

Testa spro$canja v citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI USP2-CK in mleku 7 dodatki
1,83 M HCI USP2-MK

V posodo za testiranje sproScanja aparata 2 po USP smo nalili 300 mL citratnega pufra
oziroma mleka. Medij smo segreli na temperaturo 37 °C. Hitrost vrtenja koSarice je bila
100 obratov/min. Vzorcili smo ro¢no v ¢asovnih intervalih 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240,
300 in 360 minut. Volumen vzorca je bil 4 mL. V medij smo vsakih 15 minut v ¢asu od 0
do 90 minut dali 2,4 mL 1,83 M HCI. V casu 120, 180, 240, 300, 360 minut smo v pufrni
medij dali 4 mL citratnega pufra s 102,3 mmol/L HCl, v mle¢ni medij pa mleko s
koncentracijo HC1 102,3 mmol/L. V preglednici X so navedene koncentracije kisline, ki
smo jih dosegli v posodi aparata 2 po USP v obeh medijih (citratni pufer z dodatki 1,83 M
HCI in mleko z dodatki 1,83 M HCI) v ¢asu odvzema vzorcev.

Vzorce spros€anja v citratnem pufru smo obdelali na dva nacina. Pri obeh smo izhajali iz
istih vzorcev. Prvi nacin je bil z dodatkom 1,5 mL 0,1 M NaOH (paralelka USP2-CKB), ki
smo jo dodali 1,5 mL nefiltriranega vzorca. Disperzijo smo filtrirali (membranski filter
velikosti por 0,45 pm). Pri drugem nacinu vzorcu nismo dodali baze, temve¢ smo
preostanek prvotnega vzorca samo filtrirali. Preostanek tablete smo na koncu testa
sproscanja prenesli v 200 mL merilno bucko in do oznake dolili citratni pufer pH=6,7 ter
vsebino pustili preko no¢i na magnetnem mesSalu. 4 mL vsebine smo nato filtrirali z

membranskim filtrom. Filtrirane raztopine smo analizirali z UV-VIS spektrofotometrom.

Mlecne vzorce smo analizirali s HPLC. Preostanek tablet v testu spros¢anja USP2-M smo
dopolnili do 200 mL s citratnim pufrom pH=6,7 in vsebino pustili preko noc¢i na
magnetnem mesSalu. 300 pL vsebine smo pripravili za analizo s HPLC (postopek je opisan

v poglavju 5.2.5.2. Uporaba HPLC).
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Preglednica X: Koncentracija HCI tekom testov sproscanja v 40 mM citratnem pufru z
dodatki 1,83 M HCI (USP2-CK) in mleku z dodatki 1,83 M HCI (USP2-MK) v casu
odvzema vzorca (t).

t (min) | Koncentracija HCl v mediju (mM)
0 0
30 29,3
60 58,6
90 87,8
120-360 102,3

5.2.7.2 Koncni testi spros¢anja
Preto¢ni sistem

Sledece teste smo izvedli na pretocnem sistemu, ki je bil razvit na FFA (slika 6).
Sprosc¢anje je potekalo v 150 mL ¢asi, kjer smo imeli 40 mL medija s temperaturo 37 °C,
25 g steklenih kroglic in magnetno meSalo (2r =1 mm, d=50 mm, ®=8 mm), ki je meSalo s
hitrostjo 50 obratov/ minuto. V ¢aSo smo dovajali svez medij s pretokom 2 mL/min in z
enakim pretokom iz ¢ase odvajali medij s spros¢eno u¢inkovino. Uporabili smo predhodno
pripravljene oziroma sveze medije. Sveze medije smo pripravili v €asi, iz katere smo jih
odvajali v delovno ¢aSo. Vzor¢ili smo v merilne valje v 30 minutnih intervalih. Volumen
vzorca je bil 60 mL. Analiza vzorcev je bila odvisna od medija v katerem smo sproscali.

Uporabili smo HPLC in UV-VIS spektofotometer.

Crpalka

delovna
casa

¢aSa s svezim medijem

vodna kopel

merilni valj za zbiranje
vzorcev

Slika 6. Pretocni sistem za testiranje sproscanja.

Test sproScanja v citratnem pufru PS-C

Celoten test smo izvedli v ¢istem 40 mM citratnem pufru pH=6,7. Dobljene vzorce smo

filtrirali z membranskimi filtri (velikost por 45 um), ¢e je bilo potrebno redcili, in
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analizirali. Ostanek smo dolocili, tako da smo 40 mL medija, ki je ostal na koncu poskusa
dali v 100 mL merilno bucko, s citratnim pufrom sprali kroglice, vsebino dolili v bucko,
dopolnili do oznake ter pustili na magnetnem mesalu preko noci in nato filtrirali 4 mL

vsebine. Analizo smo izvedli z UV-VIS spektrofotometrom.
Test sprosc¢anja v mleku PS-M

Test smo izvedli v mleku (pH=6,68).Vzorce ene paralelke smo obdelali na dva nacina. Pri
prvem nacinu smo 300 pL vzorca obdelali s postopkom obarjanja (PS-M1) opisanem v
poglavju 5.2.5.2. Uporaba HPLC. Pri drugem nacinu pa smo 1 mL vzorca dodali 1 mL
0,1 M NaOH (PS-M1B), dobro premesali, odpipetirali 300 pL vsebine in jo prav tako
obdelali s postopkom obarjanja. Vzorce preostalih dveh paralelk smo obdelali samo na prvi
nacin. Ostanek uc¢inkovine v delovni ¢asi smo dolocili po enakem postopku kot pri poskusu
USP2-M (vendar do 100 mL dopolnili z mlekom), v primeru poskusa, koder smo vzorce
redc¢ili z bazo, smo ostanek ucinkovine v delovni ¢asi dolocili, tako da smo vsebino v
delovni €asi prelili v 100 mL merilno buc¢ko in dopolnili z meSanico mleko:baza=1:1.

Analizo smo izvedli s HPLC.

Testa spro$canja v citratnem pufru 7 dodatki 1,83 M HCI PS-CK in mleku 7 dodatki
1,83 M HCI PS-MK

Pogoje testov sproscanja PS-CK in PS-MK smo prilagodili po ¢lanku 26. Teste sprosc¢anja
smo izvedli v 40 mM citratnem pufru pH=6,7 in mleku, ki smo jima tekom poskusa

dodajali ustrezno koli¢ino 1,83 M HCI.
Mediji v delovni €asi in €asi s sveZzim medijem tekom testa sproSc¢anja:

* Delovna ¢asa: v ¢asu 0 min citratni pufer oziroma mleko, kasneje doveden medij
(citratni pufer z dodatki 1,83 M HCI oz. mleko z razlicnimi dodatki 1,83 M HCl ) iz
¢aSe s svezim medijem.

= (asa s svezim medijem: v ¢asu 0 minut prvi dodatek 1,83 M HCI v citratni pufer
oz. mleko, ¢as in volumen kasnejSih dodatkov 1,83 M HCl v posamezen medij so

navedeni v preglednici XI.

Vzorcem obeh medijev smo dodali 0,1 M NaOH v razmerju 1:1, da se je raztopila v kislem
oborjena ucinkovina, in jih analizirali. Ostanek smo dolo¢ili v obeh primerih, tako da smo

40 mL ostanka v casi (s tableto), kjer je potekalo spros¢anje, odlili v bucko, vanjo spraznili
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vsebino silikonskih cevk ter do oznake dolili 0,1 M NaOH, pustili na magnetnem mesalu

preko noci in analizirali. Za analizo smo uporabili UV-VIS spektrofotometer in HPLC.
Test sproScanja v mediju s postopno prebavo mleka PS-MKLP

Spros¢anje smo izvedli v mleku, tako da smo mu dodajali 1,83 M HCl s koncentracijo
pepsina 1,1 mg/mL. Poleg raztopine pepsina v 1,83 M HCI smo v ¢aSo s svezim medijem
2 min pred zacetkom poskusa dodali 23,44 g in v Casu 88 min 6,282 g lipaze (svez medij
smo pred zaCetkom poskusa segrevali na 37 °C in temperaturo vzdrzevali tekom celotnega

poskusa).
Mediji v delovni €asi in ¢asi s svezim medijem tekom testa spros¢anja:

* Delovna ¢aSa: v ¢asu 0 min mleko, kasneje doveden medij (mleko z razli¢nimi
dodatki 1,83 M HCI s pepsinom in lipaza) iz ¢ase s svezim medijem.

= (Caa s svezim medijem: V asu 0 minut prvi dodatek 1,83 M HCI s pepsinom v
mleko, ki je vsebovalo 23,44 g lipaze, ¢as in volumen kasnejSih dodatkov 1,83 M
HCl v medij so navedeni v preglednici XI. V ¢asu 88 min drugi dodatek lipaze

(6,282 g).

Ucinkovino, ki se iz tablete ni sprostila smo dolocili, tako da smo v bucko prenesli
preostanek medija s tableto iz ¢aSe, kjer se je u¢inkovina sproscala (steklene kroglice smo
sprali z NaOH), vsebino iz silikonskih cevk in dopolnili do oznake z 0,1 M NaOH. Vzorce

smo analizirali s HPLC.

Preglednica XI: Priprava svezega medija-cas in volumen dodane 1,83 M HCI (oz. HCI z
raztopljenim pepsinom koncentracije 1,1 mg/mL) v caso s svezim medijem. Postopek
uporabljen pri testih sproscanja PS-CK, PS-MK in PS-MKLP.

¢as (min) | volumen 1,83 M HCI (mL) oziroma 1,83M HCl z 1,1 mg/mL pepsina

0 6

15 5,808
30 5,614
45 5,419
60 5,223
75 5,024
90 4,825

5.2.7.3 Izracun koli¢ine sprosSc¢ene ucinkovine iz tablet

Koncentracijo u¢inkovine v vzorcih smo izraunali s pomoc¢jo enacb ustreznih umeritvenih

premic. Pri raCunanju koncentracije smo upostevali red¢enja vzorcev. Maso ucinkovine v
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posodi v ¢asu t smo izracunali po enacbi 3:

my=c, *V, /3/

V primeru, ko volumna odvzetega vzorca nismo nadomescali, smo to upoStevali pri
izraCunu volumna (enacba 4):

V=Vyp—Vy,x(n—1) /4/

Ce smo volumen odvzetega vzorca nadomescali smo pri izratunu mase upoStevali

(enacba J5):
V=V, /5/

Maso sprosc¢ene uc¢inkovine smo izraCunali po enacbi 6:

mé=c,*x Vy+ Vp, *(c1+ c3 + ot Cpq) /6/

Pri racunanju koli¢ine sproScene ucinkovine v vzorcih, dobljenih na pretocnem sistemu,
smo maso izra¢unali po enacbi 7:

md=c, * 60 mL /7/

Iz dobljene mase smo (pri vseh testih spro§¢anja) izra€unali odstotek sproScene u€inkovine
v n-tem casu (enacba §):

% spros¢ene uc¢inkovine = (mé / M) * 100 /8/

Uporabljene spremenljivke:

¢ - koncentracija u¢inkovine, m,, - masa u¢inkovine (mg) v n - tem vzorcu v ¢asu t (mg),
c,- koncentracija u€inkovine v n - tem vzorcu (mg/L), Vn - volumen medija v Casu
odvzema n - tega vzorca, V;, - zaCetni volumen medija, V,,, - volumen vzorca,

mé - dejanska masa ucinkovine sproséene v &asu t (mg), M - masa ucinkovine v tableti

(mg).
5.2.7.4 Vrednotenje profilov sproscanja

Profile spros€anja smo primerjali z izratunom faktorja razlicnosti (f;) in faktorja
podobnosti (f). Izbrali smo povprecna profila spros¢anja v posameznih medijih, ki smo ju

primerjali (profil R in profil T). Faktorje smo izracunali z enacbo 9 in enacbo 70 (50):

fi = (BT 00 9/

n
t=1Re
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fo =50 * log [(Xf=1 (R; — T)2)™°5 * 100] /10/
Za izracun smo uporabili odstotke spros¢ene ucinkovine v ¢asu 30-180 minut.
Uporabljene spremenljivke:

n - Stevilo tock v profilu, R, - odstotek raztopljene ucinkovine iz profila R v casu t,

T, - odstotek raztopljene uc¢inkovine iz profila T v Casu t.
Zahteve, ki smo jih upostevali pri izracuni f, (51):

e uporaba minimalno treh ¢asovnih tock,

e najvec ena Casovna tocka z > 85 % sproScene ucinkovine posameznega profila,

e RSD je v prvi meritvi manjsa od 20 %, v ostalih pa manjSa od 10 %,

e Kirivulji sta podobni, ¢e je vrednost f; bizu 0 (med 0-15) in vrednost f, blizu
100 (med 50-100).

5.2.8 Dolocitev pH profilov medijev med testi spros¢anja

Preliminarni test doloCitve pH profila v mediju s postopno prebavo mleka

Pred zacetkom sproscanja, smo naredili poskus v katerem smo uporabili medij s postopno
prebavo mleka (zacetni pH=6,58). Medij, ki smo ga tvorili, smo konstantno mesali na
magnetnem mesSalu. Poskus smo izvajali 360 minut pri sobni temperaturi. Volumen vzorca
je bil 50 mL. 0,4 mL kisline, v kateri smo predhodno raztopili pepsin (1,1 mg/mL HCl),
smo dodajali mleku v ¢asu 0, 15, 30, 45, 60, 75 in 90 minut. Lipazo smo dodali v ¢asu 0
(1,56 g) in 90 minut (0,52 g). pH smo izmerili vsakih 5 minut od 0 do 90 minut, nato pa pri
120, 180, 240, 300 in 360 minut. Merili smo ga minuto po dodatku kisline. Volumen

medija se je zaradi dodatkov poveceval.

Aparat 2 po USP

pH profil mleka in mleka z dodatki 1.83 M HCI

Poskusa s katerim smo dolocili pH profil mleka in mleka z dodatki 1,83M HCI, smo
izvedli vzporedno na aparatu 2 po USP. Poskusa smo izvajali pri enakih pogojih in istemu
postopku kot testa sproscanja USP2-M (za dolocitev pH profila mleka) in USP2-MK (za
dolocitev pH profila mleka z dodatki 1,83 M HCl) opisana v poglavju 5.2.7.1. Preliminarni

testi sproScanja, vendar brez uporabe tablete. Medij smo odvzeli na enak nacin kot je
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potekalo vzorcenje v testih sproscanja USP2-M oziroma USP2-MK v ¢asovnih intervalih
0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 in 360 minut. pH meter smo umerili na pH=4 in izmerili
pH odvzetega medija.

pH profil 40 mM citratnega pufra z dodatki 1.83 M HCl

pH profil medija smo dolocili med testom spros¢anja USP2-CK (uporabili smo tableto)
opisanem v poglavju 5.2.7.1. Preliminarni testi spros$¢anja, in sicer, tako da smo izmerili

pH vrednosti vzorcev, ki smo jih odvzeli. Merjenje smo izvedli na paralelki USP2-CK3.

Vzporedno s testom spros¢anja USP2-CK smo, na aparaturi 2 po USP, tvorili enak medij
kot pri testu sproScanja USP2-CK. Postopali smo na enak nacin, vendar brez uporabe
tablete. Doloc¢ili smo pH profil medija, 40 mM citratnega pufra z dodatki 1,83 M HCl, brez

spros€ene ucinkovine.

Pred merjenjem pH, vzorcev nismo red¢ili. pH smo merili s pH metrom umerjenim na

pH=4.
Pretoéni sistem

pH profil mleka z dodatki 1.83 M HCI

pH profil mleka z dodatki kisline smo dolo€ili tekom testa spros¢anja PS-MK na paralelki
PS-MK3 (poglavje 5.2.7.2 Koncni testi sprosc¢anja). pH smo merili eno minuto pred novim
dodatkom 1,83 M HCI. pH smo merili s pH metrom, ki smo ga predhodno umerili na
pH=4. Merjenje smo izvajali v ¢asi s svezim medijem (brez tablete), ki smo ga Crpali v

delovno ¢aso.

pH profil medija s postopno prebavo mleka

pH profil medija s postopno prebavo mleka smo dolocili tekom testa spros¢anja PS-MKLP
opisanem v poglavju 5.2.7.2. Koncni testi spros¢anja. pH smo izmerili na paralelki
PS-MKLP3. pH smo merili v ¢asi s sveZim medijem. Merili smo ga s pH metrom
umerjenim na pH=4 eno minuto pred novim dodatkom kisline s pepsinom. Ko smo v medij

dali lipazo, smo pH merili tik pred njenim dodatkom.
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6 REZULTATI

6.1 Pufrna kapaciteta

Podani so rezultati dolocevanja pufrne kapacitete medijev: mleka (preglednici XII in XIII),
fosfatnega pufra in destilirane vode (preglednica XIV), 50 mM citratnega pufra
(preglednici XV in XVI) ter 40 mM citratnega pufra (preglednici XVII in X VIII).

Preglednica XII: Pufrna kapaciteta (f): medij - mleko. Pufrna kapaciteta petih paralelk
dolocena po metodi A. Podane so izmerjene vrednosti pH in povprecne vrednosti pH
intervalov (pH*). Pufrna kapaciteta je izrazena v mol/L/ApH.

MAI MA2 MA3 MA4 MAS

pH | pH* | B pH | pH* | B pH ! pH* ! B pH ! pH*
6.63 ! ! ! 6,64
2 0,0143 6,41 ' 0,0143 6,47 1 0,0138 6,46

6,40 0,0143 6,24 1 0,0135

6,16 ; 6,28 |

5,93 10,0161 5,99 10,0162 6,04 ' 0,0159 6,02 ' 0,0161 5,72 1 0,0165

5,75
0,0210 —— 5,53

5,70

5,56 10,0192 5,61 10,0197 5,58 0,0199 5,25 10,0238

5,42 ¢

5,30 |

L 521

0,0211 523 10,0269 —— 5,18 | 0,0278 15,13 10,0329 ——— 4,84 ! 0,0280

5,00 ! 4,96 !

4,83 10,0379 4,80 © 0,0297 4,86 1 0,0312 4,81 1 0,0278 4,44 | 0,0342

4,65 |
0,0265 —— 4,47

4,66 |
L 445

424

0,0253 —— 4,40 : 0,0269 — 4,51 0,0224 4,10 . 0,0315

4,28 -

4,04+ 0,0260 4,05  0,0231 4,00 : 0,0231 4,05 10,0245 3,64 1 0,0216

3,84 3,82

0,0216 — 3,69

3,65 10,0209 3,65 10,0191 — 3,72 0,0274 3,03 1 0,0174

3,56
0,0181 —— 3,33

3,45

3,25 10,0187 3,27 1 0,0200 3,29 0,0164 2,51 10,0282

3,04 ¢
' 2,83

3,09 |
0,0181 | 2,85

0,0188 2,90 © 0,0186 2,85 0,0141 2,11 10,0481

2,62 | 2,60 |

2,44

s

2,44

s

0,0234 2,51 10,0221 2,47 10,0241 0,0229 1,83 10,1224

NS

2

0,3842 2,7' 2,16

[ee)

2,26 |

— - 0,0560 —— 1,70 « 0,2730
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Preglednica XIII: Pufrna kapaciteta (f): medij - mleko. Pufrna kapaciteta Stirih paralelk
dolocena po metodi B. Podane so izmerjene vrednosti pH in povprecne vrednosti pH
intervalov (pH*). Pufina kapaciteta je izrazena v mol/L/ApH.

: MBI MB2 MB3 MB4
pH : pH*: P pH :pH* . P pH . pH*: P pH : pH* : P
ﬂ; 641 10,0154 6,75 1 6,42 10,0146 6,76 16,42 10,0142 6,76 L 6,42 10,0144
6,09 : 6,08 ! : 6,07 ! : 6,08 :
» 582 10,0175 —— 5,81 | 0,0175 ——— 5,80 | 0,0178 ;581 10,0178
5,55 : 5,53 : 5,53 ; 5,54 ;
——— 5,37 10,0255 —— 5,35 1 0,0260 —— 5,35 | 0,0262 15,35 10,0248
5,18 : 517 : 517 : 5,16 :
1 5,00} 0,0257 15,00 10,0264 1 4,99 10,0257 1 4,985 10,0264
4,82 ! : 4,82 ! : 4,81 ! : 4,81 ! :
14,63 10,0233 4,63 10,0239 4,62 10,0239 ' 4,615 10,0233
4,43 : 4,44 : 4,43 ¢ ; 442 :
1 4,24 10,0235 14,22 10,0209 1 4,23 10,0218 1421 10,0213
4,05 | ; 4,00 | ; 4,02 | ; 4,00 | ;
' 3,85 10,0214 ' 3,80 | 0,0219 ' 3,80 ! 0,0199 ' 38 ! 00219
3,64 | : 3,60 ¢ : 3,58 : 3,60 | :
13,43 10,0200 338 10,0192 —— 3,36 ! 0,0196 ——— 3,38 ! 0,0196
321 : 3,15 ¢ ; 3,13 : 3,16 ¢ j
—— 2,98 10,0184 —— 2,91 | 0,0177 —— 2,89 ! 0,0176 —— 2,915 | 0,0173
2,75 : 2,67 | : 2,65 | : 2,67 | ;
' 2,55 10,0208 ! 2,49 | 0,02315 ! 2,49 10,0260 ! 2,48 | 0,0213
2,35 | i 231 : 233 : 229 :
12,20 10,0273 2,18 10,0304 ——— 2,19 : 0,0293 1 2,165 10,0328
2,05 ; 2,04 ; 2,05 : 2,04 :
—— 1,97 | 0,0504 —— 1,97 | 0,0576 —— 1,97 | 0,0504 —— 1,97 | 0,0576
1,89 | : 1,90 : 1,89 ; 1,90 | ;
' 1,84 10,0722 ' 1,86 | 0,0881 ' 1,84 10,0722 ! 1,84 10,0661
1,78 : 1,81 ¢ : 1,78 : 1,78 :
—— 1,72 0,1183 —— 1,75 ¢ 0,0962 —— 1,72 1 0,1183 ——— 1,715 : 0,0118
1,65 i 1,65 i 1,65 i 1,65 i
—— 1,621 0,248 —— 1,65 03731 —— 1,62 | 0,2488 —— 1,6 | 0,0149
1,59 : ; 1,61 ; 1,59 ; 1,55 ;
Y 1,52} 0,2740 a5 1,53} 0,2568 Y 1,52} 0,2739 a5 1,485 10,3161
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Preglednica XIV: Pufrna kapaciteta (f): medij - destilirana voda z izhodnim pH=5,78
(VA) in fosfatni pufer z izhodnim pH=06,8 (paralelki FAI, FA2). Pufrna kapaciteta
dolocena po Metodi A. Podane so izmerjene vrednosti pH in povprecne vrednosti pH
intervalov (pH*). Pufrna kapaciteta je izrazena v mol/L/ApH.

VA FAl FA2
pH pH* B pH pH* B pH pH* B
ﬂ 4,41 10,0004 & 6,595 1 0,0183 6,86 16,67 10,0156

3,03 : 6,38 : 6,48 :
——— 285 10,0055 ——— 6,105 ! 0,0124 16,29 10,0129
2,67 : 5,83 : 6,10 :
L 2,61 | 0,0076 —— 5,535 ! 0,0049 —— 5,86 ' 0,0081
2,54 1 i 504 1 i 5,62 1 i
£ 2,49 10,0099 | 4,475 10,0013 4,745 10,0017
2,44 : 3,71 : 3,87 ;
1 2,37 10,0150 | 3,465 | 0,0020 | 3,49 10,0025
2,30 i : 322 : 3,11 :
——— 2,19 10,0254 ——— 3,11 | 0,0044 —— 2,69 | 0,0068
2,07 ¢ ; 3,00 ; 2,69 ;
——— 1,92 1 0,0534 1 2,88 10,0080 1 2,495 10,0169
1,77 ; 2,76 ; 2,3 ¢ ;
——— 1,69 @ 0,1299 12,58 10,0131 12,105 10,0376
1,61 : 2,40 : 1,91 ¢ :
1,55 10,2410 ——— 2,23 | 0,0273 —— 1,715 | 0,0895
1,5 : 2,06 : 1,52 ¢ :
Lo - | 1,865 | 0,0612 L 141 | 0.2857
- ! 1,67 ! 1,30 !
— - - L 1,62 10,1375 1 1,235 10,5725
- i 1,57 ; i L17 i
——— - - | —— 143 102276 —— 1,15 | 0,9953
- Z 1,29 Z L13 Z
1 - I,TE 1,21 E 0,6957 i -
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Preglednica XV: Pufrna kapaciteta ([5): medij - 50 mM citratni pufer z izhodnim pH=6,63.
Pufrna kapaciteta stirih paralelk dolocena po metodi A. Podane so izmerjene vrednosti pH
in povprecne vrednosti pH intervalov (pH*). Pufrna kapaciteta je izrazena v mol/L/ApH.

CAl CA2 CA3 CA4
pH i pH* | B pH : pH* + B pH i pH* | B pH : pH* | B
[ 0385 (37t 00139 F99%0 641 100153 OB 645 oo1as N0 642 00146
6,16 ! i 6,22 ! : 6,22 ! i 6,22 ! i
| 598 10,2387 | 6,03 |0,0226 | 6,03 | 0,0201 L 6,04 10,0239
5,80 ; 5,84 ; 5,84 ; 5,86 ! ;
—— 5,6 1 0,0280 —— 5,66 | 0,0285 —— 5,65 | 0,0319 —— 5,66 | 0,0303
5,40 : 5,48 ; 5,46 ; 5,46 ;
15,19 10,0303 1528 10,0319 15,265 10,0304 15,255 10,0310
4,98 ; 5,08 ; 5,07 ; 5,05 ;
1 4,795 1 0,03123 1 4,875 10,0304 1 4,88 10,0305 1 4,86 10,0349
4,61 : 4,67 : 4,69 : 4,67 :
: 442 1 0,03195 : 4,465 10,0337 : 4,475 10,0303 ! 4,465 10,0295
423 4 Z 426 ¢ i 426 ¢ i 426 ¢ :
L 4,04 10,0290 —— 4,07 ! 0,0311 ——— 4,065 ! 0,0325 ! 4,07 | 0,0332
3.85 | 3.88 | 3.87 | 3.88 |
1 3,655 10,0277 1 3,675 1 0,0281 1 3,675 10,0276 | 3,67 10,0274
3,46 | ; 3,47 ; 3,48 | ; 3,46 | ;
—— 327 10,0278 —— 3,28 ! 0,0276 — 3,265 | 0,0270 —— 3,225 | 0,0289
3,08 | : 3,09 : 3,05 : 2,99 :
12,89 10,0272 12,9 10,0290 — 2,855 | 0,0296 ——— 2,795 | 0,0300
2,70 j 2,71 j 2,66 j 2,60 j
1 251 10,0267 ——— 2,53 10,0279 ——— 2,465 @ 0,0277 —— 2,51 : 0,0282
2,32 : 2,35 : 2,27 : 2,22 :
;2,11 | 0,0307 —— 2,13 ! 0,0324 ——— 2,05 ! 0,0318 : 2,03 10,0559
1,90 1,91 1,89 1,84
5 1,71 | 00771 {— RN o 1,75 E0,0748 — -
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Preglednica XVI: Pufrna kapaciteta (f5): medij - 50 mM citratni pufer z izhodnim pH=6,6.
Pufrna kapaciteta treh paralelk dolocena po metodi A. Podane so izmerjene vrednosti pH
in povprecne vrednosti pH intervalov (pH*). Pri titraciji uporabljena 4 M HCI. Pufrna
kapaciteta je izrazena v mol/L/ApH.

CAl* CA2* CA3*
pH [ pH* i B [ pH [ pH* | B | pH ; pH* | B

& 6,23" 1 0,0194 & 6,457 10,0143 & 6,27 10,0188

5,78 ¢ : 6,28 : 591" :
L 558" 10,0313 —— 6,08 ! 0,0230 ——— 576" | 0,0278

538" 1 : 5,87 : 560" ! :
L 4,787 10,0389 | 5267 10,0351 | 5,357 10,0306

498" ; 546" ! ; 5,097 ;
14,367 10,0247 | 4,877 10,0358 149171 0,336

4,58 : 5,06 | : 472" :
——— 3,96" 10,0367 ——— 4,44" | 0,0296 ——— 4,54" | ,0,377

4,147 : 4,67 : 435" :
1 3,56" 10,0333 13,927 10,0357 14,117 10,0290

3,78 ; 420" ; 3,87 j
' 3,14 10,0313 ' 3,467 10,0330 1 3,67° 10,0338

3,34 ¢ : 3,647 : 3,46 :
L 2,76 | 0,0330 ——— 3,09" | 0,0356 ——— 322" | 0,0288

2,94 : 3,27 : 2,08" ! :
| 238 10,0313 L 2,73 10,0314 L 2,78 10,0349

2,57 : 291 : 2,58 :
1 2,00 10,0603 | 2,34 10,0347 1 2,36 10,0341

2,19 : 2,54 : 2,13 :
L 1,69 10,1897 1 1,97 10,0589 1 1,95 10,0628

1,80 ; 2,14 ; 1,76 ;
S 1 1,68 10,1735 11,60 10,2858

1,57 j 1,80 ; 1,44 :

f - - 146 | 1,52 50,3774 . - -
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Preglednica XVII: Pufrna kapaciteta (f):medij - 40 mM citratni pufer z izhodnim
pH=6,7(paraleki DAl in DA2) in citratno acetatni pufer z izhodnim pH=6,7 (paralelki
AAl in AA2).Podane so izmerjene vrednosti pH in povprecne vrednosti pH intervalov
(pH*). Pufrna kapaciteta dolocena po metodi A. Pufrna kapaciteta je izrazena v
mol/L/ApH.

DAl DA2 AAl AA2
pH :pH*: B pH ! pH*: B pH :pH*: B pH ' pH*: B
6,84 16,25 10,0114 6,82 1 6,59 10,0107 6,85 1 6,61 10,0102 6,88 1 6,62 10,0147
6,41 ; 6,36 ; 6,37 : 6,35 :
16,20 10,0161 F—— 6,12 1 0,0200 F—— 6,16 1 0,0184 16,13 10,0131
5,99 : 5,88 : 5,95 ; 59] —————————
——— 5,77 10,0237 : 5,67 10,0241 —— 5,75 1 0,0260 1571 10,0208
5,55 : 545 : 5,55 : 550 ———
534 10,0258 |—— 5,30 ! 0,0239 |—— 5,35 0,0209 15,30 ¢ 0,0271
512 : 5,14 : 5,15 : 5,09 ¢ :
L 4,93 10,0256 4,88 | 0,0255 5,04 10,0292 4,88 10,0259
473 ; 4,61 } ; 4,93 } ; 4,67 ; ;
——— 4,54 1 0,0280 |—— 4,40 | 0,0252 }—— 4,75 | 0,0291 1 4,45 10,0294
435 : 4,19 : 4,56 | : 4,22 ————
14,17 10,0236 13,96 10,0244 1 4,34 10,0259 14,04 10,0257
3,98 ; 3,73 ; 4,12 : 3,85 ———————
——— 3,78 © 0,0235 |—— 3,53 : 0,0233 1392 10,0237 13,65 10,0213
3,58 j 3,33 j 3,72 j 345 —————————
——— 340 ' 0,0228 |—— 3,12 ! 0,0232 —— 3,50 | 0,0225 13,26 10,0193
321 ¢ : 2,90 ! : 3,07 ! i 3,06 ——————
12,99 10,0243 F—— 2,78 1 0,0230 F—— 2,99 ! 0,0220 1 2,86 | 0,0240
2,77 | i 2,65 ! i 2,71 ! i 2,65 ! i
12,58 10,0234 L 2,58 | 0,0271 £ 2,50 | 0,0211 L 2,45 10,0222
2,39 ; 2,50 } ; 2,29 } ; 2,25 } ;
—— 2,18 1 0,0300 |—— 2,32} 0,0244 |—— 2,11 } 0,0382 12,06 10,0362
1,97 : 2,14 ; 1,92 ; 1,86 —————
——— 1,82 10,0729 12,01 10,0462 F—— 1,81 1 0,0758 11,75 10,0988
1,66 : 1,87 : 1,69 : ; 1,64 ———————
——— 1,52 ¢ 0,02296 |——— 1,83 i 0,0600 —— 1,61 | 0,01481 11,57 10,1930
1,37 : 1,78 : 1,52 : 1,49 —
—— - - 166101327 1,47 10,2721 A .
. Z 1,53 ¢ i 1,42} : e
e ) 1,47 10,2324 . A .
- — 41— o - —
IEEE R T sttt I S R IR S
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Preglednica XVIII: Pufrna kapaciteta (f): medij - 40 mM citratni pufer z izhodnim
pH=6,7. Podane so izmerjene vrednosti pH in povprecne vrednosti pH intervalov (pH?*).
Pufrna kapaciteta treh paralelk dolocena po metodi B. Podane so izmerjene vrednosti pH
in povprecne vrednosti pH intervalov (pH*). Pufrna kapaciteta je podana v mol/L/ApH.

DBI DB2 DB3
pH pH* B pH pH* B pH pH* B
ﬂ 6,41 | 0,0153 ﬂ 6,42 1 0,0151 6,75 : 6,42 10,0189

6,09 ! : 6,09 * Z 6,09 * :
588 10,0229 15,88 10,0229 1 5,885 10,0235

5,67 ! 5,67 4 5.68 |
| 5,47 10,0230 | 5,47 1 0,02336 | 5,475 10,0230

5,26 | : 527 : 527 :
——— 5,07 10,0237 —— 5,08 | 0,0237 ——— 5,075 | 0,0237

487 : 4,88 : 4,88 :
1 4,68 10,0239 14,69 10,0239 L 4,69 ¢ 0,0239

4,49 : : 4,50 : : 4,50 : :
1 431 10,0241 1431 10,0234 1 431 10,0234

4,12 ¢ j 412 : 412 :
' 3,91 10,0204 13,92 10,0219 ' 3915 10,0214

3,69 | Z 3,72 ¢ Z 3,71 ¢ :
1 3,48 10,0205 13,51 ¢ 0,0200 ' 3,5 10,0205

3.7 | 3.29 | 3,29
1 3,08 10,0223 13,10 10,0217 13,005 10,0217

2,89 | ; 2,90 : 2,90 | ;
2,72 10,0238 ——— 2,72} 0,0231 ——— 2,745 | 0,0268

2,54 : 2,54 : 2,59 :
12,37 10,0241 12,37 10,0234 L 241 10,0227

2,20 ¢ j 2,19 j 2,23 j
12,08 10,0323 ——— 2,05 ! 0,0336 12,09 10,0288

1,95 : 1,95 : 1,95 :
1,88 | 0,0567 ——— 1,89 | 0,066 ——— 1,9 | 0,0794

1,81 ! 1,83 | ! 1,85 ! :
' 1,74 10,1026 1,75 ¢ 0,0962 ' 1,76 | 0,0854

1,66 | 1,67 | 1,67 |
| 1,62 10,1658 L 1,62 10,1357 L 1,615 10,1357

1,57 | : 1,56 : 1,56 | :
37 AT 02054 [ 147 02283 1= 147 40,283

6.2 Analiza vzorcev
6.2.1 Dolocitev enacb umeritvenih premic

Podani so odzivi na HPLC in UV-VIS spektrofotometru (AUC in absorbance) pri
koncentraciji natrijevega diklofenakata (c), kvadrati Pearsonovih koeficientov in enacbe
umeritvenih premic v citratnem in fosfatnem pufru (preglednici XIX in XX), citratnem
pufru z dodatki 1,83 M HCI (preglednici XXI in XXII), citratnem pufru z dodatki 1,83 M
HCl, ki smo ga red¢ili z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 (preglednici XXIII in XXIV),
mleku, mleku, ki smo ga red¢ili z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 (preglednica XV), mleku s
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102,3 mM HCI, mleku s 102,3 mM HCI red¢enim z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1, mediju s
postopno prebavo mleka (preglednica XXVI) in mobilni fazi (preglednica XXVII). Enacbe
umeritvenih premic mobilne faze in mle¢nih medijev so podane v preglednici XXVIII.

Preglednica XIX: Absorbance (A) standardnih raztopin z znano koncentracijo (c)
natrijevega diklofenakata v fosfatnem pufru pH=6,8 in citratnem pufru pH=6,7.

Fosfatni pufer pH=6,8 Citratni pufer pH=6,7
c(mg/L) | A(276 nm) | c (mg/L) | A (276 nm)
0 0 0 0

0,999 0,034 1,019 0,033
2,004 0,072 2,014 0,065
5,14 0,199 5,015 0,178
9,99 0,339 10,19 0,325
20,04 0,642 20,14 0,646
30,84 0,996 30,09 0,978
39,96 1,257 40,76 1,260
50,1 1,623 50,35 1,599

Preglednica XX: Enacbe umeritvenih premic, absorpcijski maksimumi (1) in kvadrati
Pearsonovih koeficientov (R’) Cistega fosfatnega pufra pH=6,8 in citratnega pufra
pH=06,7. A je absorbanca, ¢ (mg/L) je koncentracija ucinkovine.

VRSTA MEDIJA ENACBA UMERITVENE PREMICE (n)an) R’
Fosfatni pufer pH=6,8 A=0,0318-c+0,011 276 | 0,9993
40 mM citratni pufer pH=6,7 A=0,0315-c+0,0066 276 | 0,9993

Preglednica XXI: Absorbance (A) standardnih raztopin z znano koncentracijo (c)
natrijevega diklofenakata v citratnem pufru z dodatki 1,83M HCI. Podane so tudi
koncentracije HCI v mediju in pripadajoce pH vrednosti.

29,3 mM HCl; | 58,6 mM HCl, | 87,8 mM HCI; | 102,3 mM,;
¢ (mg/L) pH=5,32 pH=4,15 pH=2,97 pH=2,38
A (275 nm) A (274 nm) A (274 nm) A (273 nm)
0 0 0 0 0
1,0024 0,0269 0,0352 0,0257 0,0312
2,0052 0,0631 0,0659 0,0549 0,0576
2,013 0,1603 0,15498 0,1467 0,1453
10,024 0,3222 0,2962 0,2906 0,2911
20,052 0,6363 0,6209 0,5809 0,5744
30,078 0,9434 0,9466 0,8825 0,8539
40,096 1,2500 1,2003 1,114 obarjanje
50,130 1,5960 1,5676 1,407 obarjanje

50



Preglednica XXII: Enacbe umeritvenih premic, absorpcijski maksimumi (1) in kvadrati
Pearsonovih koeficientov (R°) v citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI. Podane so
koncentracije HCI, ki se v casu vzorcenja (t) v testih sproscanja nahajajo v mediju.
Koncentracija natrijevega diklofenakata je podana v mg/L. Uporabljena enacba
umeritvene premice je poudarjena s krepkim tiskom.

t (min) VRSTA MEDIJA ENACBA UMERITVENE PREMICE (n?n) R?
30 29,3 mM HCl v citratnem pufru pH=5,32 A=0,0316-c —0,0004 275 | 0,9998
60 58,6 mM HCl v citratnem pufru pH=4,15 A=0,0309-c —0,0003 274 | 0,9991
90 87,8 mM HCl v citratnem pufru pH=2,97 A=0,0281-c + 0,0051 274 | 0,9992

90-360 | 102,3 mM HCI v citratnem pufru pH=2,38 A=0,0284-c + 0,0024 273 | 0,9999

Preglednica XXIII: Absorbance (A) standardnih raztopin z znano koncentracijo (c)
natrijevega diklofenakata v citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCLki smo ga redcili z
NaOH v razmerju 1:1.

58,6 mM HCl: NaOH = 1:1 | 87,8 mM HCl: NaOH =1:1 | 102,3 mM HCl : NaOH = 1:1
¢ (mg/L) A (276 nm) ¢ (mg/L) A (276 nm) ¢ (mg/L) A (276 nm)
0 0 0 0 0 0
0,988 0,0026 0,997 0,00244 1,003 0,0037
2,006 0,0069 2,034 0,0078 1,984 0,015
5,205 0,1673 5,085 0,1639 4,935 0,1593
9,88 0,3242 9,097 0,3018 10,03 0,3191
20,06 0,6527 20,34 0,6328 19,84 0,6315
31,23 1,0085 30,51 0,9737 29,61 0,9455
39,52 1,2494 39,88 1,2940 40,12 1,2600
50,15 1,6186 50,85 1,6535 49,6 1,5842

Preglednica XXIV: Enacbe umeritvenih premic, absorpcijski maksimumi (1) in kvadrati
Pearsonovih koeficientoiv (R’) v citratnem pufiu z dodatki 1,83 M HCI. Kisel medij je bil
redcen z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1. Podane so koncentracije HCI, ki se v casu
vzorcenja (t) v testih sproscanja nahajajo v mediju. A je absorbanca, c je konentracija
ucinkovine v mg/L. Uporabljena enacba umeritvene premice je podana s krepkim tiskom.

t ENACBA UMERITVENE A 2

(o) VRSTA MEDIJA PREMICE () R
60 58,6 mM HCl v mtrat?le.ril)pufru +0,1M NaOH A=0,0326-c — 0,0166 276 0,9988
90 87,8 mM HCl v cﬂrat(rie.rlr; pufru + 0,1M NaOH A=0,0329-c - 0,0211 276 0.9990
90-360 | 102,3 mM HCIl v citratnem pufru + 0,1M NaOH A=0,0322-c - 0,0157 276 0,9992
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Preglednica XXV: Povrsina vrhov (AUC) na HPLC kromatogramu standardnih raztopin,
z znano koncentracijo (c), natrijevega diklofenakata v mleku in mleku redcenim z 0,1 M
NaOH v razmerju 1:1.

Mleko Mleko : NaOH = 1:1
¢ (mg/L) | AUC (mAU x s) | ¢ (mg/L) | AUC (mAU x s)
0 0 0 0

29,83 1453 29,83 64,9
59,66 283,8 59,66 135,6
119,32 552,4 119,32 276,2
178,98 851,6 178,98 408,6
596,6 2726,1 596,6 1370,0

Preglednica XXVI: Povrsina vrhov (AUC) na HPLC kromatogramu standardnih raztopin,
z znano koncentracijo (c), natrijevega diklofenakata v mleku s 102,3 mM HCI, mleku s
102,3 mM HCI redcenim z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 in mediju s postopno prebavo
mleka. .

Mleko s 102,3 mM HCI IEkw o L2 mlg?)Cl FOLLANEOI Medij s postopno prebavo mleka
¢ (mg/L) AUC (mAU x s) ¢ (mg/L) AUC (mAU X s) ¢ (mg/L) AUC (mAU x s)

0 0 0 0 0 0
30,23 171,2 30,12 135,5 29,2 146,7
60,46 330,5 60,24 268,3 58,4 261,7
120,92 650 120,48 541,9 116,8 518
181,38 1013 180,72 801,5 175,2 781,4

- - 602,4 2759,2 584 2583,5

Preglednica XXVII: Povrsina pikov (AUC) standardnih raztopin, z znano koncentracijo
(c), natrijevega diklofenakata v mobilni fazi.

MOBILNA FAZA
¢ (mg/L) | AUC (mAU x s)
0 0
28,37 1252
56,74 261,6
113,48 5293
170,22 7937

Preglednica XXVIII: Enacbe umeritvenih premic in kvadrati Pearsonovih koeficientov (R°)
v vseh uporabljenih mlecnih medijih in mobilni fazi. Koncentracije natrijevega diklofenaka
so podane v mg/L. AUC je podan v mAU X s.

ENACBA UMERITVENE

2
VRSTA MEDIJA PREMICE R

mleko AUC=4,5604-c + 11,498 0,9998
mleko +0,1M NaOH (1:1) AUC=2,2985-c — 1,2078 1

mleko s 102,3 mM HCI AUC=5,5351-c +2,1095 0,9993

mleko s 102,3 mM HCI + 0,1M NaOH (1:1) AUC=4,5852-c — 8,5536 0,9999
Medjij s postopno prebavo mleka AUC=4,4127-c + 6,5382 1

mobilna faza AUC=4,6831-c -3,4724 0,9999
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6.2.2 Vpliv mletnega medija in zamrzovanja vzorcev na doloCanje koncentracije
ucinkovine

Navedeni so rezultati vpliva mle¢nega medija (preglednica XXIX) in zamrzovanja vzorcev

na dolocanje koncentracije u¢inkovine (preglednica XXX).

Preglednica XXIX: Rezultati vrednotenja vpliva mlecnega medija na dolocanje
koncentracije ucinkovine. Podane so koncentracije (c) natrijevega diklofenakata v mleku
pH=06,65 ter fosfatnem pufru pH=06,8 in povrsine vrhov (AUC) na HPLC kromatogramu.
Raztopine z visokimi koncentracijami natrijevega diklofenakata so bile obdelane, raztopine
z nizkimi koncentracijami ucinkovine pa ne.

VISOKE koncentracije u¢inkovine NIZKE koncentracije u¢inkovine

medij

¢ (mg/L) AUC (mAU x s) ¢ (mg/L) AUC (mAU x s)
5,01 90 | 9.2 0,25 89 | 91
Fosfatni pufer pH=6,8
100,10 176,9 176,9 5,01 179,5 179,5
¢ (mg/L) AUC (mAU x s)
4,97 8,6 8,6
Micko pH=6.65 | 4965 | 944 | 944
99,30 173,8 173,7

Preglednica XXX: Rezultati testa vpliv zamrzovanja vzorcev na koncentracijo natrijevega
diklofenakata v mleku (c). Podane so povrsine vrhov (AUC) na HPLC kromatogramu
zamrznjenih vzorcev in vzorcev, ki jih nismo zamrznili. Podano je odstopanje (H) AUC
zamrznjenih vzorcev od AUC nezamrznjenih vzorcev pri koncentraciji c.

AUC (mAU x s)
¢ (mg/L) Zamrznjen (Ni bil zamrznjen H (%)
0 0 0 0
5,01 12,6 15,4 18,2
15,05 67,7 81,0 16,4
50,1 138,1 171,1 19,3
75,15 226,6 264,6 14,4
100 331,5 317,8 4,4

6.3 Topnost natrijevega diklofenakata

V preglednici XXXI sta podani povprecni topnosti natrijevega diklofenakata pri
temperaturi 37°C v fosfatnem pufru pH=6,8 in 40 mM citratnem pufru pH=6,68.
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Preglednica XXXI: Povprecni topnosti treh paralelk natrijevega diklofenakata pri
temperaturi 37°C v fosfatnem pufru pH=6,8 in 40 mM citratnem pufru s pH=6,68. Cas h je
cas odvzema vzorca. SD je standardna deviacija.

MEDIJ cas(h) | T1 T2 T3 | Povpreéna topnost (mg/mL) pri 37°C | SD (mg/mL)
2o s A4’ gsory 480 041
Fosfatni pufer pH=6,8 6 5011528513 514 027
24 1536|499 | 4,60 4,99 0,28
2o 934024952 952 ] 046
40 mM citratni pufer pH=6,68 | 6 | 9,76 | 932 | 945 | ¢ 945 1. 0,13
24 19411992 ]9,26 9,26 0,37
6.4 Sproscéanje
6.4.1 HPLC analiza dnevnih standardnih raztopin
V preglednici XXXII so podani rezultati analize dnevnih standardnih raztopin.
Preglednica XXXII: Dnevni standardi (st), z znano koncentracijo, natrijevega

diklofenakata v uporabljenih mlecnih medijih (M-mleko, MK-mleko s 102,3 mM HCI,
MB-mleko redceno z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1, MKLP-medij s postopno prebavo
mleka) in mobilni fazi (st/t-MF). Podano je odstopanje standardov od umeritvene premice.

Test MEDIJ oznaka standarda Gtk (.)d umeritvene
premice (%)
USP2-M mleko st/USP2-M1, M2, M3 5.0
mleko z 102,3 mM st/USP2-MK1, MK2,
USP2-MK s MK 42
PS-M ok st/PS-M1 1,7
feko SUPS-M2, M3 2,3
PS-MB mleko + 0,1M NaOH St/PS-MIB 07
(1:1)
4.4
PS-MK mleko s 102,3 mM st/PS-MK1, MK2
Hel (2’11,11\/; NaOH St/PS-MK3 46
medii s postonpno st/PS-MKLP1 42
PS-MKLP BB StPS-MKLP2, )1
P MKLP3 ’
topnost mobilna faza st/t-MF 2,2

6.4.2 Preliminarni testi sproS¢anja

Navedeni so rezultati testov spros¢anja USP2-1000/P (preglednica XXXIII), USP1-300/P,
USP1-600/P in USP1-1000/P (preglednica XXXIV), testa USP2-300/P (preglednica
XXXV) in testa sprosc¢anja USP1-300/C (preglednica XXXVI), testa USP2-C (preglednica
XXXVII), testa USP2-M (preglednica XXXVIII), testa USP2-CK (preglednica XXXIX) in
testa USP2-MK (preglednica XL).
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Preglednica XXXIII: Rezultati testov sproscanja USP2-1000/P (aparat 2 po USP, 1000 mL
fosfatnega pufra pH=6,8). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke,
njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD).

Sas (min) % sproscene ucinkovine

USP2-1000/P1 | USP2-1000/P1 | USP2-1000/P1 : povpre&je USP2-1000/P | SD
0 0 : 0 ; 0 ; 0 L0
15 8,479 : 7,854 ; 8,229 ; 8,187 10,315
30 15,266 5 12,897 5 13,397 5 13,853 11,249
45 17,342 | 16,769 | 17,424 | 17,178 10,357
60 20,423 ; 19,943 ; 20,598 ; 20,321 10,339
75 23,336 ! 22,611 ! 23,480 i 23,142 10,466
90 25,837 i 25,02 i 25,981 i 25,613 10,518
120 30419 1 29390 | 30,351 | 30,054 1 0,576
180 39,114 ! 38,537 ! 39,227 ! 38,959 10,370
240 58,394 ! 65,055 ! 61,210 ! 61,553 ! 3,344
300 88,447 ! 90,388 : 92,189 : 90,342 ' 1,871
360 95,728 L 98412 : 97,538 : 97,226 ' 1,369
420 94,841 L 96,491 : 98,277 : 96,536 L 1,718
480 96,900 L 97814 : 98,277 : 97,663 10,701
1440 101,433  © 101,177 @ 100317 101,075 10,417
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Preglednica XXXIV: Rezultati testov sproscanja USPI-300/P, USPI-600/P in USPI-
1000/P (aparat 1 po USP, volumen medija 300 mL, 600 mL oziroma 1000 mL). Podani so
odstotki sproscene ucinkovine za posamezne paralelke (dve za vsak test sproscanja),
njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S) sproscene
ucinkovine in ostanka ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja.

~ . % sproscanja
€as (Min) o5 300/PT | USPI-300/P2 | Povpretje USPI300/P | SD
0 0 5 0 5 0 L0
30 12,870 ; 13,813 ; 13,342 10,667
60 19,360 i 21,034 i 20,197 1,183
120 33,910 i 33,571 i 33,740 10,240
180 42,061 L 43,623 E 42,842 1,105
240 50396 1 52944 | 51,670 11,802
300 57,402 | 57,644 ! 57,523 10,172
360 63,894 | 63,961 ! 63,928 1 0,047
480 73,094 | 68,822 | 70,958 13,021
720 84340 | 83931 ! 84,136 1 0,289
1440 92,944 | 90214 | 91,480 1 1,790
S (mg) 96,944 101,129 99,037 1 2,959
Sas (min) . %sprqééanja .
USP1-600/P1 | USP1-600/P2 ! Povpreje USP1-600/P | SD
0 0 ! 0 ! 0 L0
30 12,973 | 13,179 | 13,076 1 0,146
60 19118 | 19,866 | 19,492 1 0,529
120 32,685 . 31,946 | 32,316 1 0,522
180 41,930 1 43780 | 42,855 1 1,308
240 50,025 51875 50,950 1 1,308
300 58443 1 58,646 58,545 10,143
360 63,906 5 63,380 : 63,643 10,371
480 76,042 ! 72,618 ! 74,330 12,421
720 85,772 | 82,168 ! 83,970 12,548
1440 89,715 | 85753 | 87,734 | 2,802
S (mg) 93460 1 95203 | 94,331 11,233
(i) . % spr(?ééanja .
USP1-1000/P1 | USP1-1000/P2 | Povprecje USP1-1000/P | SD
0 0 | 0 | 0 )
30 12,666 5 11,538 5 12,102 10,798
60 21,731 L 20,134 i 20,932 ' 1,130
120 33,698 1 32,194 32,946 ' 1,064
180 42,055 1 41,173 41,614 10,624
240 45556 | 46,160 45,858 10,427
300 53,803 | 52953 | 53,423 1 0,665
360 58819 | 57879 | 58,349 1 0,665
480 64958 1 66,780 | 65,869 | 1,289
720 72913 1 75959 74,436 | 2,154
1440 77488 1 81,145 | 79,316 | 2,585
S (mg) 86,915 1 90,571 | 88,743 | 2,585
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Preglednica XXXV: Rezultati testov sproscanja USP2-300/P (aparat 2 po USP, 300 mL
fosfatnega pufra pH=6,8). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke,
njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD).

Sas (min) % sproséene uc¢inkovine

USP2-300/P1 | USP2-300/P2 : USP2-300/P3 | povpredje USP2-300/P | SD
0 0 ; 0 ; 0 ; 0 L0
15 10983 | 10,582 i 10918 | 10,828 10,215
30 15782 1 17303 1 16,659 ! 16,581 10,764
45 20220 1 19,865 i 20,732 ! 20,272 10,435
60 24,341 v23307 1 24,046 24,046 10,644
75 27567 ¢ 27250 i 28389 27,735 10,588
90 30,742 ¢+ 29897 ' 31,119 | 30,586 10,626
120 36,814 | 35702 | 37280 36,599 10,811
180 47,924 | 45423 | 48173 ! 47,173 11,521
240 62,303 | 56927 | 59,676 ! 59,635 ! 2,689
300 76,398 | 63,889 | 70374 | 70,220 ! 6,256
360 82,527 . 68171 | 75328 | 75,342 17,178
420 87342 1 73,069 | 82385 | 80,932 | 7,247
480 88327 1 78,158 | 83285 ! 83,285 ! 5,085
1440 101,305 | 97386 1 99674 99,674 1 2,041

Preglednica XXXVI: Rezultati testov sproscanja USPI1-300/C (aparat 1 po USP, 300 mL
citratnega pufra pH=6,73). Podani so odstotki sprosScene ucinkovine za tri paralelke,
njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD).Podana je vsota (S) sproscene
ucinkovine in ostanka ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja.

N . % sproscene uéinkovine

€as (min) | eb 1 300/C1 | USP1-300/C2 | USP1-300/C3 | Povpregje USP1-300/C | SD

0 0 ! 0 ! 0 ! 0 L0
30 12211 1 11,812 1 12509 12,177 1 0,349
60 17935 1 17384 | 18137 | 17,819 1 0,390
90 23266 1 23217 1 24441 23,641 1 0,693
120 28,044 1 28704 . 28890 28,546 10,445
180 35683 36,700 : 38322 36,902 11,331
240 43680 1 44980 46300 44,986 ' 1,310
300 52,594 1 50,869 | 52,733 52,065 ' 1,038
360 59,797 1 56281 1 56,181 ! 57,065 12,059
S (mg) 103,829 | 97249 | 98221 ! 99,76 ! 3,552
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Preglednica XXXVII: Rezultati testov sproscanja USP2-300/C (aparat 2 po USP, 300 mL
citratnega pufra pH=6,68). Podani so odstotki sprosScene ucinkovine za tri paralelke,
njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S) sproscene
ucinkovine in ostanka ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja.

(i) . %. spros¢ene uléinkovine .
USP2-C1 | USP2-C2 | USP2-C3 | Povpregje USP2-C | SD (%)
0 o : 0o 0 o 0 )
30 12,632 | 12,182 | 12,032 ! 12,282 0312
60 18,023 | 18,106 | 17,984 ! 18,038 10,062
90 22,663 | 22,730 | 22,863 ! 22,752 10,102
120 27,753 | 27453 | 28297 | 27,835 | 0,428
180 35114 & 35930 | 36,351 | 35,798 10,629
240 42,617 | 427736 | 43926 ! 43,093 10,724
300 49980 | 49869 | 49959 ! 49,936 10,059
360 54,825 1 54927 1 54950 54,567 10,537
S (mg) 99,310 ! 100,302 ' 99,001 : 99,538 10,679

Preglednica XXXVIII: Rezultati testov sproscanja USP2-M (aparat 2 po USP, 300 mL
mleka). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke, njihove povprecne
vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S) sproscene ucinkovine in
ostanka ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja.

. . % sproscene ucinkovine
€as (min) | eb) MI | USP2-M2 | USP2-M3 | Povpredje USP2-M | SD (%)
0 0 i 0 i 0 i 0 0
30 9,933 | 9848 ! 9901 9,894 10,043
60 15,552 | 15426 | 15992 ! 15,657 10,297
90 20,153 | 20335 | 20,691 20,393 L 0,274
120 23,826 | 24458 | 23,904 | 24,063 | 0,344
180 31,097 | 31434 & 30,920 | 31,150 L 0,262
240 37,730 © 39,335 | 39,024 | 38,696 | 0,851
300 43,749 | 45652 | 42304 43,902 L 1,679
360 48,105 | 50,671 | 48,081 ! 48,952 | 1,488
S (mg) 97,441 ' 100,006 @ 98,567 : 98,671 11,286
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Preglednica XXXIX: Rezultati testov sproscanja USP2-CK (aparat 2 po USP, 300 mL
citratnega pufra z dodajanjem 1,83 M HCI). Podani so odstotki raztopljene ucinkovine za
tri paralelke, njihove povprecne vrednosti, standardna deviacija (SD) in ostanek (mg)
ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja. USP2-CKBI1,USP2-CKB2 in USP2-
CKB3 so vzorci redceni z 0,1 M NaOH (1:1).

Sas (min) % raztopljene ucinkovine

USP2-CK1 | USP2-CK2 | USP2-CK3 ! Povpredje USP2-CK | SD (%)

0 0 | 0 5 0 | 0 L0
30 7761 1 8794 1 8563 0,8373 0,542
60 6,202 6,501 v6,227 6,327 ©0,156
90 2,987 4409 3824 3,740 v0,715
120 1,990 ' 3,077 2465 2,511 L 0,544
180 1,724 | 2314 1 2548 2,195 10,425
240 1,841 . 2411 | 1937 2,063 10,305
300 1,589 | 2018 | 1976 1,861 10,237
360 1,663 | 2,149 | 1,940 ! 1,917 0,244
Ostanek v tableti (mg) 62,900 | 66,076 62357 63,778 L 2,009

Sas (min) . %sproééene uéirllkovine .

USP2-CKB1 | USP2-CKB2 | USP2-CKB3 : Povpregje USP2-CKBM ! SD (%)

0 0 E 0 E 0 i 0 L0
30 6,999 7981 | 7764 7,581 10,516
60 4054 . 4176 4,034 4,088 L 0,077
90 3,605 | 3,839 | 3903 | 3,782 0,157
120 2,792 1 3,106 | 2,922 3,000 I 0,095
180 2,635 1 285 . 2816 2,762 Lo0,111
240 2499 1 2234 1 1914 | 2216 10,293
300 2480 1 2358 1 2229 2,356 10,125
360 2,113 2032 1 2022 2,066 10,045
Ostanek v tableti (%) 62,900 66,076 32357 63,778 12,009

Preglednica XL: Rezultati testov sproscanja USP2-MK (aparat 2 po USP, 300 mL mleka z
dodajanjem 1,83 M HCI). Podani so odstotki raztopljene ucinkovine za posamezne
paralelke, njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD). Podan je ostanek
ucinkovine v tableti po koncanem testu sproscanja.

Sas (min) % raztopljene ucinkovine

USP2-MK1 | USP2-MK2 : USP2-MK3 | Povpregje USP2-CK SD

0 0 ; 0 ; 0 0 0
30 4,006 ; 4,965 ; 7,496 5,489 1,803
60 6,764 ; 10,427 ; 7,152 8,114 2,012
90 7,098 | 11,102 | 6,629 8,276 2,458
120 6,845 5 7,015 5 11,229 8,363 2,483
180 4,733 i 6,590 i 9,162 6,828 2,224
240 7,068 ! 6,900 ! 10,960 8,309 2,297
300 7,547 ! 7,148 ! 10,747 8,481 1,973
360 8,168 ! 7,463 L 11,4058 9,012 2,103
OStan‘z; ;)table“ 78937 | 79818 | 75974 78,243 2,014
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6.4.3 Koncni testi spros¢anja

Podani so rezultati testov spros¢anj PS-C (preglednica XLI), PS-M (preglednica XLII)
PS-CK (preglednica XLIII), PS-MK (preglednica XLIV) in PS-MKLP (preglednica XLV).

Preglednica XLI: Rezultati testov sproscanja PS-C (pretocni sistem citratni pufer). Podani
so odstotki sproscene ucinkovine za Stiri paralelke, njihove povprecne vrednosti in
standardna deviacija (SD).Podana je vsota (S) sproscene ucinkovine in ostanka ucinkovine
v delovni ¢asi po koncanem testu sproscanja

Sas (min) . . %sproéélene uéinkolvine .
PS-C1 + PS-C2 : PS-C3 . PS-C4 : Povprecje PS-C : SD
0 0 ¢ 0 0 i 0 @ 0 L0
30 15,970 © 17,398 : 15,684 @ 17,055 16,527 10,829
60 37,310 43,195 : 38244 : 40,320 39,768 12,609
90 53,890 | 62,861 ! 56,385 ! 58,309 ! 57,861 13,793
120 67,230 1 77,078 ! 70,030 ! 71,726 ! 71,516 ' 4,145
150 | 76,705 | 86,190 @ 80,495 ' 81,962 | 81,338 13,921
180 82,380 | 92,103 | 87474 ! 89,131 ! 87,774 1 4,069
210 86,701 | 95,425 ! 92,131 | 93,653 ! 91,978 ! 3,766
240 88,565 | 98,556 | 95,068 | 95490 ! 94,420 L 4,201
270 90,480 | 99,808 | 97,093 | 97477 ! 96,215 | 4,007
300 91,862 | 100,662 | 98,582 | 99,348 ! 97,614 13,930
330 92,846 1 101,258 | 99,683 ' 100,438 ! 98,556 13,861
360 93,513 @ 101,626 ' 100,520 @ 100,860 ! 99,130 ' 3,773
S(mg) | 94,356 | 102,021 ! 101,817 | 101,025 ! 99,805 | 3,658

Preglednica XLII: Rezultati testov sproscanja PS-M (pretocni sistem, mleko). Podani so
odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke, povprecna vrednost (povprecje PS-M)
paralelk PS-M1, PS-M?2 in PS-M3 in standardna deviacija (SD). Navedeni so tudi odstotki
sproscene ucinkovine v mlecnem vzorcu obdelanim z NaOH (PS-M1B). Podana je vsota
(S) sproscene ucinkovine in ostanka ucinkovine v delovni casi po koncanem testu

sproscanja.
Sas (min) . . %sprolééene uéin.kovine .
PS-MI | PS-M2 | PS-M3 | Povpretje PS-M | SD | PS-MIB
0 0 ' 0 0 0 Lo 0
30 20,326 ¢ 17,454 1 19,242 19,007 11,450 | 20,972
60 477725 | 40,394 | 45,386 ! 44,502 13,745 | 50,128
90 65,914 | 58,529 | 61,884 ! 62,109 13,698 | 68,868
120 78,501 | 71,704 | 72,786 | 74,330 13,652 | 82,424
150 87,041 | 82,064 | 80,088 ! 83,064 13,583 | 91,161
180 93,738 | 88,733 | 85,116 ! 89,196 14329 | 98,202
210 97,668 | 92,468 | 87,412 ! 92,516 15,128 | 102,389
240 99,184 | 94,539 | 88,232 | 93,985 | 5,497 | 104,198
270 99,693 | 95,551 | 88,456 ! 94,567 1 5,683 | 104,888
300 99,843 | 96,067 | 88525 ! 94,812 15,762 | 105219
330 99.869 ' 96,277 ' 88,525 94,890 15,798 | 105,491
360 99,869 ! 96,363 | 88,525 ! 94,919 1 5,808 | 105,523
S(mg) | 96,615 | 96,615 | 88,525 ! 93,918 14,671 | 105,993
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Preglednica XLIII: Rezultati testov sproscanja PS-CK (pretocni sistem, citratni pufer z
dodatki 1,83M HCI). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke, njihove
povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S) sproscene
ucinkovine in ostanka ucinkovine v delovni casi po koncanem testu sproscanja.

. . % sproscene ucinkovine
¢as (min) T T ; = T
PS-CK1 ! PS-CK2 | PS-CK3 ' Povprecje PS-CK | SD
0 o | 0 I 0 o 0 r0
30 18,064 | 16,761 | 16,979 ! 17,413 10,922
60 38,813 | 35519 | 36,699 ! 37,166 12,329
90 51,932 | 49,022 | 49,945 ! 50,477 1 2,058
120 59,480 56,957 | 57,865 | 58,2219 11,784
150 62,711 | 60294 | 61,823 | 61,503 1 1,709
180 64272 | 61,709 | 63,458 | 62,990 1 1,813
210 65280 | 62,836 | 64,513 | 64,058 11,728
240 65,967 ' 63,456 | 65189 64,711 ' 1,775
270 66,727 1 64,000 ' 65,698 | 65,364 11,928
300 67279 ' 64487 ' 66,119 65,883 11,974
330 67,939 ' 64,966 | 66,525 66,453 12,102
360 68,3225 | 64,316 | 66,880 | 66,820 12,128
S(mg) | 99,200 ! 99210 : 97,492 ! 98,634 ! 0,989

Preglednica XLIV: Rezultati testov sproscanja PS-MK (pretocni sistem, mleko z dodatki
1,83 M HCI). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri paralelke, njihove povprecne
vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S) sproscene ucinkovine in
ostanka ucinkovine v delovni ¢asi po koncanem testu sproscanja.

Sas (min) . % §pr0§éene u(T:inkovine .
PS-MK1 | PS-MK2 | PS-MK3 ! Povpreje PS-MK | SD
0 0o . 0 i 0 0 L0
30 21,778 | 21,873 | 20373 | 21,341 1 0,840
60 47964 | 48,791 | 43,837 | 46,864 ! 2,654
90 56,811 | 57,573 | 51,072 ! 55,152 ! 3,554
120 59,469 | 60,029 | 53,081 ! 57,526 ! 3,860
150 60,389 | 60,797 | 53818 | 58,335 13,917
180 60,862 | 61,982 | 54,405 | 59,083 | 4,090
210 61250 | 63,849 | 55323 | 60,141 | 4,370
240 61,678 ' 66,457 | 56441 61,526 15,010
270 62,049 1 67919 @ 58,031 62,666 14,973
300 62,369 ' 68,897 ! 59,998 ! 63,755 ! 4,608
330 62,724 ' 70,094 | 62,052 64,957 | 4,462
360 62,948 | 70,909 | 63,827 ! 65,895 ! 4,365
S(mg) | 106,787 & 106,489 : 103,06 105,445 12,071
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Preglednica XLV: Rezultati testov sproscanja PS-MKLP (pretocni sistem, mleko z
dodajanjem kisline, lipaze in pepsina). Podani so odstotki sproscene ucinkovine za tri
paralelke, njihove povprecne vrednosti in standardna deviacija (SD). Podana je vsota (S)
sproscene ucinkovine in ostanka ucinkovine v delovni c¢asi po koncanem testu sproscanja.

(i) . %. sproscene u(“:illlkovine .
PS-MKLP1 | PS-MKLP2 | PS-MKLP3 | Povpregje PS-MKLP | SD (%)
0 0 E 0 E 0 E 0 )
30 12,359 14,119 | 13,761 ! 13,413 0,930
60 22451 | 23230 . 24,120 ! 23,267 ! 0,835
90 26,517 27,125 | 27,719 ! 27,120 10,601
120 28,280 | 283837 | 29373 | 28,830 10,547
150 29,090 29,700 . 30220 ! 29,670 | 0,566
180 29670 i 30237 30,789 | 30,232 10,560
210 30,050 | 30,602 | 31,169 | 30,607 10,560
240 30294 1 30,852 1 31,427 30,858 10,566
270 30,536 ¢ 31,053 1 31,640 31,076 10,552
300 30,697 31236 | 31,819 31,251 10,561
330 30,829 31,401 ! 31957 | 31,396 10,564
360 30,988 | 31,568 | 32,549 ! 31,549 10,551
S (mg) 102,558 | 92,600 99,263 ! 99,263 L 5,073

6.4.4 Vrednosti faktorjev podobnosti in faktorjev razli¢nosti.

V preglednici XLVI so podane izracunane vrednosti faktorjev podobnosti in faktorjev

razliénosti.

Preglednica XLVI: Primerjava  faktorjev razlicnosti (fi)in faktorjev podobnosti (f3)
povprecnih profilov sproscanja R in T, ki jih med seboj primerjamo. Navedena je
podobnost (+) oz. razlicnost (-) profilov.

Test spros¢anja | R/T f] f, +/- | Test spros¢anja | R/T f) f, +/-
----- 8 :’52215[ I; 11,95 | 6332 | + pstSAgILPIT{ 59,02 | 19,03 | -
------ 11;:151 I; 491 | 74,04 | + Ifshégi 9,23 | 63,76 | +
----- ;SSISIE 1; 9,23 | 63,76 | + PgSMI\gPI; 48,86 | 29,71 | -
PPSSCCK ------- }; 19,39 | 42,01 | - P;)SM(I:(IiPI; 46,95 | 3022 | -
pI;SNfK ------- I; 22,63 | 39,16 | - |----- PI;S&/IKE 27,93 | 37,68 | -
------ p? Ssé\f< I; 22,68 | 3929 | - PSP;ISLPI; 57,01 | 20,55 | -

6.5 pH profili

Podane so pH vrednosti mleka, razli¢nih proizvajalcev, po dodatkih 1,83 M HCI
(preglednica XLVII), pH vrednosti Alpskega mleka in 40 mM citratnega pufra po dodatkih
1,83 M HCI (preglednica XLVII), pH vrednosti medija s postopno prebavo
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mleka - preliminarni test (preglednica XLIX), pH vrednosti medijev dobljene na aparatu 2

po USP (preglednica L) in pH vrednosti dobljene na pretocnem sistemu (preglednica LI).

Preglednica XLVII: Izmerjene pH vrednosti mleka, razlicnih proizvajalcev, po dodatkih
1,83 M HCI. Podan je volumen dodatkov 1,83 M HCI, koncentracija HCI (c) v mleku in cas
merjenja pH. Koncentracija HCI v mleku je podana v mol/L.

cas Volumen1,83M (H%Jl) l;lisli? Mleko Mu | Mleko v pahu Mleko v pahu Bohinjsko
(min) HCL (mL) (3.6%) (3,5%) (navadna voda) | (destilirana voda) mleko
0 0 0 6,68 6,69 6,61 6,61 6,72
1 0.8 0,015 6,01 5.97 591 5.81 5,81
16 0,8 0,029 5,54 5,58 5,4 5,31 5,31
31 0.8 0,043 5 4,59 47 4,93 4,88
46 0.8 0,057 4,39 431 4,56 4,45 4,48
61 0,8 0,070 3,87 3,82 4,12 3,99 3,96
76 0,8 0,084 3,32 325 3.6 4,45 3,48
91 0,8 0,097 2,75 2,7 3,08 2,89 2,98
121 0 0,097 2,71 2,68 3,08 2,85 2,99
241 0 0,097 2,66 2,65 3,02 2,85 2,99

Preglednica XLVIII: Izmerjene pH vrednosti Alpskega mleka in 40 mM citratnega pufra po
dodatkih 1,83 M HCI. Podani so rezultati dveh paralelk pufra in dveh paralelk mleka ter
njihova povprecja. Podan je cas merjenja pH, volumen dodatkov HCI in koncentracija
HCI (¢) v raztopini pufra oziroma mleka. Koncentracija HCI v raztopini je podana v mol/L.

Cas Vi c pufer ! pufer Povprec¢je pH mleko | mleko Povprecje pH
(min) L9 W LE (G (HCI) 1 2 fer 1 i 2 mleko
(mL) | pu |
0 0 0 6,81 ! 6,79 6,80 6,78 | 6,77 6,78
1 0,4 0,015 | 58 | 5,89 5,85 575 + 577 5,76
16 0,4 0,02 | 531 | 529 5,30 515 1 52 5,18
31 0,4 0043 | 471 1 471 471 468 | 474 471
46 0,4 0,057 417 4,17 4,17 419 422 421
61 0,4 0,070 36 1 361 3,61 3,58 | 3,66 3,62
76 0,4 0,084 | 3,01 ! 3,03 3,02 2,93 1 294 2,94
91 0,4 0,097 | 2,46 | 247 2,47 233 | 2738 2,36
121 0 0,007 | 2,45 | 246 2,46 232 1 237 2,35
241 0 0,007 | 2,56 | 2,47 2,52 231 ! 236 2,34
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Preglednica XLIX: pH profil medija s postopno prebavo mleka-preliminarni test. Navedeni
so dodani volumni 1,83 M HCI s koncentracijo pepsina 1,1 mg/mL (HC| +P) in masa
dodane lipaze (L).

¢as (min) dodatek pH
0 0 6,58
1 1,56g L+ 0,4 mL (HC1+P) | 5,71
6 - 5,73
11 - 5,73
16 0,4 mL (HCI + P) 5,14
21 - 5,18
26 - 5,17
31 0,4 mL (HCI + P) 4,82
36 - 4,87
41 - 4,87
46 0,4 mL (HCI + P) 4,54
51 - 4,55
56 - 4,55
61 0,4 mL (HC1 + P) 4,2
66 - 4,21
77 - 4,18
76 0,4 mL (HC1 + P) 3,91
81 - 3,91
86 - 3,89
91 0,52 gL+ 0,4 mL (HCl1+P) | 3,76
121 - 3,76
181 - 3,79
241 - 3,82
301 - 3,8
361 - 3.8

Preglednica L: pH vrednosti medija (vzorcev) dobljenih na aparatu 2 po USP. Uporabljeni
mediji so cisto mleko, mleko z dodatki 1,83 M HCI, 40 mM citratni pufer z dodatki 1,83 M
HCI z oz. brez tablete. Volumen posameznega dodatka 1,83 M HCI, v 300 mL medija, je
znasal 2,4 mL.

Aparat 2 po USP
pH medija
cas Cisito ! Mileko z dodatki | 40 mM citratni pufer z dodatki 1,83 ATl Gl .ufer A
(min) mleko 1,83 M HCI M HCI; brez tablete 1,83 M HCI; s tableto

0 6,77 | 6,80 ; 6,83 ; 6,82

30 6,78 | 5,28 ; 5,31 ; 5,30

60 6,77 4,18 | 4,19 ; 417

90 6,74 2,98 | 2,99 | 2,97
120 6,74 ! 2,36 : 2,46 : 2,42
180 6,76 2,36 i 2,42 ! 2,42
240 6,79 | 2,34 ! 2,42 ! 2,43
300 6,74 | 2,33 ! 2,43 ! 2,42
360 6,74 | 2,28 ! 2,43 ! 2,43
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Preglednica LI: pH vrednosti, svezega medija, dobljene na pretocnem sistemu.

Uporabljena medija sta mleko z dodatki 1,83 M HCI in medij s postopno prebavo mleka.
Podan je volumen posameznega dodatka 1,83 M HCI (V) oziroma volumen posameznega
dodatka 1,83 M HCI s koncentracijo pepsina 1,1 mg/mL (V+P) v medij. V medij s
postopno prebavo mleka smo 2 min pred zacetkom poskusa dodali 23,44 g in v casu 88 min

6,282 g lipaze.
M . Preto¢ni sistem
Cas (min) i - 7 =
V (mL) ' pH mleka z dodatki 1,83 M HCI | V +P (mL) ' pH medija s postopno prebavo mleka
0 6 6,65 6 ; 6,63
15 5,808 ! 5,7 5,808 ! 5,43
30 5614 5.15 5614 5,08
45 5419 | 47 5419 | 4,79
60 5223 ! 4,15 5223 ! 4,48
75 5,024 ! 3,55 5,024 | 4,17
90 4,825 | 2,88 4,825 | 3,89
120 - 2,28 - ; 3,77
150 - 2,27 - ; 3,77
180 - 2,26 - | 3,77
240 - 2,25 - | 3,78
300 - 2,26 - 5 3,77
360 - 2,26 - i 3,78
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7 RAZPRAVA

Pogoji v prebavnem traktu lahko mocno vplivajo na spro§¢anje u¢inkovine, njeno biolosko
uporabnost in posledi¢no na terapevtski ucinek zdravila. Kljucni faktorji pri sproscanju so,
poleg lastnosti u¢inkovine in pomoznih snovi, sestava, volumen in hidrodinamika vsebine,
ki je v gastrointestinalnem traktu prisotna pri aplikaciji farmacevtske oblike (2). V okviru
moje diplomske naloge smo Zeleli preuciti vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti medija, ki
simulira zelodec v pogojih s hrano, na spro$¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet s
prirejenim spros¢anjem. Uporabili smo razliéne mlecne medije in poskusali pripraviti Cist
(pufrni) medij, ki bi v testih spros¢anja dobro posnemal nekatere lastnosti mleka. Pufer bi
olajsal vrednotenje vplivov na spro$€anje uc¢inkovine iz farmacevtske oblike. Pri delu so se
pojavile eksperimentalne teZave, ki so zahtevale modifikacijo aparatur ali pa spremembo

izvedbe poskusa.

7.1 Analiza

Analiznih metod nismo vrednotili in validirali v skladu z vsemi predpisi, saj je bil namen
rezultatov dobiti orientacijske smernice za izvajanje testov spro$¢anja v izbranih medijih.
Izvedli smo vrednotenje metod, s ¢imer smo potrdili, da so dobljeni rezultati med seboj
primerljivi in da njihova to¢nost zado$€a za naSe potrebe pri nacrtovanju novih metod

testov sprosc¢anja.
Umeritvene premice

V testih sproS€anja smo za izracun koli¢ine sproScene ucinkovine uporabili enacbe
umeritvenih premic za medij, v katerem je bilo sproscanje izvedeno. V primerih, ko se je
medij med sproSc¢anjem spreminjal (je bil v vsaki ¢asovni tocki drugacen), smo izmed vseh
premic izbrali eno (pripada mediju v ¢asu zadnjega odvzema vzorca), ki smo jo uporabili
za izracun koli¢ine spro$¢ene ucinkovine v vseh ¢asovnih to¢kah. Razlike v premicah za
izbran medij, katerega sestava se v cCasu spreminja, so bile namre¢ manjSe od
eksperimentalnih nihanj. Za tak nacin vrednotenja smo se odlocili zaradi enostavnejSega

dela.

Zamrzovanje mlecnih vzorcev

Zamrzovanje mleka povzro€i unienje membrane mlecnih lipidnih globul zaradi

kristalizacije triacilglicerolov ali penetracije ledenih kristalov preko njihove membrane (1).
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Da bi pokazali mozen vpliv spremenjenih lastnosti mleka na dolo¢eno koncentracijo
ucinkovine, smo pripravili mle¢ne raztopine natrijevega diklofenakata in iz njih naredili
dva niza vzorcev. Oba niza smo obdelali na enak nacin, pri ¢emer smo enega pred
injiciranjem na kolono HPLC zamrznili in nato odtajali na sobni temperaturi. PovrSine
vthov na HPLC sistemu so bile v primeru zamrznjenih vzorcev pri koncentracijah
ucinkovine manj$ih od 75 mg/L za 14,4 -19,3 % nizje, pri koncentraciji 100 mg/L pa za
4,4 % vi§je kot v primeru nezamrznjenih vzorcev. Vpliv na koncne izraCunane profile
sproscanja je bil relativno majhen, vendar smo se potencialni napaki izognili, saj smo
umeritvene premice za vsak izbran medij pripravili po enakem nacinu kot smo obdelali
vzorce.

Dodatek baze mleénim vzorcem

Zaradi slabe topnosti natrijevega diklofenakata v medijih z nizkim pH, smo vzorcem
dodali 0,1 M NaOH (1:1), s ¢imer smo dvignili pH in tako povecali topnost u¢inkovine.
Ker je bilo red¢enje vzorcev dobljenih pri testih sproS€anja v citratnem pufru z dodatki
kisline potrebno, smo jih red¢ili z bazo tudi v primeru uporabe mleka z dodatki kisline
(kljub temu da dodatek baze v mlecne vzorce ni bil potreben, saj se je pri njihovi obdelavi
vsa ucinkovina raztopila v acetonitrilu). Tako smo zagotovili enak nacin izvedbe poskusov.

Kjer smo imeli samo mleko oziroma citratni pufer, vzorcev nismo red¢ili z bazo.

Pri dodatkih NaOH vzorcem smo opazili, da je priSlo do spremembe v njihovem izgledu in
vonju. Baza je spremenila lastnosti medija, kar bi lahko vplivalo na rezultate analize. Da
dodatek baze le malo vpliva na rezultate (5,6 % viSje vrednosti pri obdelavi z bazo) smo
pokazali, tako da smo vzorce ene paralelke v testu spro$c¢anja na pretocnem sistemu, kjer
smo kot medij uporabili mleko (test sproscanja PS-M), obdelali na dva nacina. En niz smo

pred obdelavo redc¢ili z NaOH, drugega pa ne.

Metoda priprave vzorcey za analizo s HPLC

Vzorcev, ki smo jih dobili v testih spro$¢anja v razlicnih mlecnih medijih, ne moremo
neposredno injicirati na kolono HPLC sistema. Vzorce je bilo potrebno predhodno obdelati
s postopkom, v katerem smo uporabili acetonitril in tako odstranili mle¢ne komponente.
Pokazali smo, da se je med postopkom obarjanja ucinkovina, vezana na mlecne
komponente, raztopila v acetonitrilu in da postopek obarjanja ne vpliva na koli¢ino

dolocene ucinkovine.
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Postopali smo, tako da smo pripravili raztopine z razlicnimi koncentracijami natrijevega
diklofenakata v fosfatnem pufru in mleku ter nato raztopine obdelali s postopkom
obarjanja. Vzporedno z obdelanimi raztopinami smo na kolono HPLC injicirali predhodno
pripravljene raztopine v fosfatnem pufru. Koncentracije predhodno pripravljenih raztopin
v fosfatnem pufru so bile enake koncentracijam raztopin obdelanih s postopkom obarjanja

tik pred injiciranjem na kolono HPLC.

Povrsine vrhov na HPLC sistemu so bile v primeru raztopin u¢inkovine v fosfatnem pufru,
ki smo jih obdelali z acetonitrilom za 5 % niZje pri koncentraciji 5 mg/L, za 1 % niZje pri
100 mg/L in za 12 % visje pri 50 mg/L kot v primeru mle¢nih vzorcev obdelanih z
acetonitrilom. Povr§ine vrhov na HPLC sistemu v primeru raztopin uc¢inkovine v fosfatnem
pufru, ki smo jih obdelali s postopkom obarjanja, in raztopin v fosfatnem pufru brez
obdelave, so odstopale za najve¢ 5 %. Potencialnim napakam smo se izognili, ker smo
umeritvene premice za vsak izbran medij pripravili po enakem nacinu kot smo obdelali

VZorce.

7.2 Pufrna kapaciteta mleka in razli¢nih pufrov

Pred izvajanjem poskusov smo se morali odlociti katero vrsto mleka oz. mleko katerega
proizvajalca bomo v nasih poskusih uporabili. Izbirali smo med: Alpskim mlekom (3,6 %
mascob), mlekom Mu (3,5 % mascob), mlekom v prahu pripravljenim z destilirano vodo,
mlekom v prahu pripravljenim z navadno vodo in Bohinjskim mlekom. Poskusali smo
ugotoviti ali pri dodatkih 1,83 M HCI v mleko pride do razli¢nih sprememb v pH profilu
med posameznimi proizvajalci mleka. Iz slike 7 je razvidno, da razlik ni bilo. Odlo¢ili smo

se, da bomo v nadaljnjih poskusih uporabili Alpsko mleko.

—— Alpsko mleko-3,5 %

—&— mleko Mu - 3,6 %

L ook aem
«/
¢

Mleko v prahu - navadna
voda

mleko v prahu -
destilirana voda

Bohinjsko mleko

pH
(=) — [\S) w EN W N ~ [oe]

50 100 150 200 250 300

Cas (min)

S

Slika 7. pH profili razlicnih vrst mleka po dodatkih 1,83M HCI v casu 0 — 240 minut.
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pH mleka je po dodatkih 1,83 M HCI padal. Ker smo enak padec pH (pri dodatkih iste
kisline) zeleli doseci v pufru, smo dolocili pufrno kapaciteto mleka in izbranih medijev

ter jih med seboj primerjali.

Pri dolo¢evanju pufrne kapacitete izbranim medijem smo izhajali iz 50 mM fosfatnega in
50 mM citratnega pufra. Krivulja pufrne kapacitete 50 mM citratnega pufra se v primerjavi
s krivuljo 50 mM fosfatnega pufra po pH obmocju maksimalne pufrne kapacitete bolje
prilega krivulji pufrne kapacitete mleka (slika 8). Zaradi boljSega ujemanja smo se odlocili
uporabiti citratni pufer, katerega koncentracijo smo znizali iz 50 mM na 40 mM. Z
zmanjSanjem koncentracije smo znizali pufrno kapaciteto medija (slika 8). Naredili smo
tudi citratno-acetatni pufer, katerega krivulja pufrne kapacitete se po pH obmocju
maksimalne pufrne kapacitete prav tako dobro prilega krivulji pufrne kapacitete mleka.
Odlocili pa smo se, da bomo v nadaljnjih testih uporabili 40 mM citratni pufer s

preprostejso sestavo.

Pufrno kapaciteto medijev smo najprej dolocCili z dodatki kisline v medij s pomocjo
merilne birete do spremembe pH za priblizno 0,4 enote. pH smo odcitali takoj , ko je bila
doseZena sprememba in se pH vzorca ni ve¢ spreminjal ter mu nato ponovno dodali kislino
(metoda A). Kasneje smo se odlocili za drug pristop in sicer z dodatki enakih volumnov
kisline v mleko s pomo¢jo avtomatske pipete, pri ¢emer smo pH odcitali 15 minut po
dodatku kisline v vzorec oz. tik pred novim dodatkom (metoda B). Z uporabo metode B
smo dosegli boljSo ponovljivost dolo¢evanja pufrne kapacitete. Predvidevali smo, da je
slabSa ponovljivost dolo¢evanja pufrne kapacitete mleka z metodo A lahko posledica
sesirjenega mleka, ki se je kljub pogostemu spiranju elektrode nanjo nalepilo in tako
onemogocCilo pravilno meritev. pH meter je bil namre¢ med dolocevanjem pufine
kapacitete z metodo A dalj ¢asa v stiku z medijem kot pa v primeru dolo¢evanja pufrne

kapacitete z metodo B.
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0.05 4 —— pufrna kapaciteta 50mM
EQ 0.045 - citratnega pufra
§ 0.04 4 —&— pufrna kapaciteta mleka
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= 0.03 1 pufrna kapaciteta SOmM
§ 0.025 - fosfatnega pufra
g ooz fina kapaciteta 40
VI
s 0.015 A pufrna apaciteta 40 mM
citratnega pufra
g 0.01 A
= 0.005 - pufrna kapaciteta
o .
0 i : i X citratno-acetatnega pufra
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pH

Slika 8. Primerjava povprecij pufrnih kapacitet 40 mM in 50 mM citratnega pufra, 50 mM
fosfatnega pufra, citratno-acetatnega pufira in mleka.

Z dodajanjem enakih volumnov 1,83 M HCl v mleko in 40 mM citratni pufer, smo
poskusSali ugotoviti njuno podobnost z vidika spreminjanja pH po dodatkih kisline. pH
profila se zelo dobro ujemata, kar je razvidno iz slike 9. Pufer smo zaradi dobrega
ujemanja uporabili v testih spros¢anja. Sprejeli smo ga kot pufrni medij primeren za

simulacijo mleka pri dodatkih kisline.

8 -

7 iP

6 -

5 | —&— 40 mM citratni pufer
T4 —&— Mleko
o

3 -

2 -
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Slika 9. Povprecni pH profili 40 mM citratnega pufra in mleka po dodatkih 1,83M HCI v
casu 0 — 240 minut.

7.3 pH profili medijev med testi sproS¢anja

Tekom testov spros¢anja na aparatu 2 po USP smo merili pH vrednosti naslednjim
medijem: mleku, mleku z dodatki 1,83 M HCI, 40 mM citratnemu pufru z dodatki 1,83 M
HCI ter 40 mM citratnemu pufru z dodatki 1,83 M HCI v katerem je bila tableta iz katere
se je sproscal natrijev diklofenakat. Tekom testov spros¢anja na preto¢nem sistemu pa
smo izmerili pH vrednosti mleku z dodaki 1,83 M HCI in mediju s postopno prebavo

mleka. Izmerjene pH vrednosti medijev v ¢asu 0-360 minut smo med seboj primerjali.
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pH Ccistega mleka, ki mu nismo dodajali kisline, je ostal nespremenjen tekom celotnega
testa. pH vrednosti ostalih medijev so padale zaradi dodane kisline. V medijih 40 mM
citratni pufer z dodatki 1,83 M HCI in mleko z dodatki 1,83 M HCI so bile dosezene
najnizje vrednosti pH. Volumen kisline za oba medija smo preracunali, tako da sta bila pH
profila medijev po dodatkih kisline enaka tako pri testih spros¢anja na preto¢nem sistemu
kot na aparatu 2 po USP. Ker je merjenje pH potekalo v ¢asi, kjer smo tvorili svez medij,
smo upoStevali, da pride v delavni ¢asi do zamika v spremembi pH po dodatku kisline
(52).V mediju s postopno prebavo mleka so bile dosezene visje vrednosti kot pa v medijih
40 mM citratni pufer z dodatki 1,83 M HCl in mleko z dodatki 1,83 M HCI. Vecje
vrednosti so verjetno posledica povecane pufrne kapacitete medija zaradi produktov

prebave mleka (26).

Tableta v mediju ne vpliva na pH, saj sta pH profila 40 mM citratnega pufra z dodatki
1,83 M HCI s tableto in enakega medija brez tablete enaka.

Na spodnji sliki 10 so prikazani pH profili medijev tekom testov spros€anja.

8 1 —— mleko (USP2)

7 * *—o * ———o—o

6 —&— mleko z dodatki 1,83 M HCI
(USP2)

19 mleko z dodatki 1,83 M HCI

4 (PS)
3 - —— 40 mM citratni pufer z dodatki
—— 1,83 M HCI + tableta (USP2)

2 1 —%— 40 mM citratni pufer z dodatki

1 - 1,83 M HCI (USP2)

0 . ; medij s postopno prebavo
mleka (PS)

0 200 400
Cas (min)

Slika 10. pH profili v ¢asu 0 — 360 minut v medijih:mleko, mleko z dodatki 1,83 M HCI,
40 mM citratni pufer z dodatki 1,83 M HCI z in brez uporabe tablete, medij s postopno
prebavo mleka. V oklepajih je podan sistem na katerem je bil test izveden (USP2-aparat 2
po USP, PS-pretocni sistem).
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7.4 Testi sproS¢anja
7.4.1 Preliminarni testi sproS¢anja

Pred izvajanjem testov spros$€anja smo s preliminarnimi testi postopoma dolocili metodo,
ki smo jo uporabili v kon¢nih testih sproS¢anja. V vseh testih smo uporabili tablete s

prirejenim spros¢anjem

Vpliv razliénih volumnov medija in mehanskih obremenitev na spro$€anje pri uporabi

aparata 1 in aparata 2 po USP

Teste spros€anja smo izvedli na aparatu 2 po USP in aparatu 1 po USP. Preucevali smo
vpliv razli¢nih volumnov na spros¢anje ucinkovine iz tablet. Uporabili smo 1000 mL (testa
spros¢anja  USP2-1000/P in USP1-1000/P), 600 mL (USP1-600/P) in 300 mL
(USP1-300/P) fosfatnega pufra. Hitrost sproS¢anja je bila najmanjSa v 1000 mL medija pri
testu sproS¢anja na aparatu 1 po USP. V 24 h se je sprostilo priblizno 80 % ucinkovine,
medtem ko se je pri enakem volumnu medija na aparatu 2 po USP sprostilo 100 %
ucinkovine. V testih spro$¢anja s 300 mL in 600 mL medija se je sprostilo priblizno 90 %
ucinkovine. Predvidevali smo, da je rezultat posledica lege tablete v koSarici aparata 1 po
USP, saj je v primeru testa spro$¢anja v 1000 mL tableta obeh paralelk lebdela tik pod
vrhom kosarice, kjer ni mrezice, ampak je kovinska plos¢ica. Tableta je imela posledi¢no
manjSo povrsino na razpolago za sproScanje ucinkovine. Tableti v testih spros€¢anja s 300
mL in 600 mL sta bili v celoti potopljeni v medij (v primeru 300 mL sta lezali na dnu
koSarice, v primeru 600 mL pa sta se vrteli med vrthom in dnom koSarice), zato se je
ucinkovina lahko sproScala preko celotne povrSine tablete. Vecja hitrost spros¢anja v 1000
mL fosfatnega pufra pri uporabi aparata 2 po USP v primerjavi z uporabo aparata 1 po
USP je tudi posledica ve¢je mehanske obremenitve zaradi meSanja medija kot v primeru

uporabe aparata 1 po USP.

Vpliv modifikacije aparata 2 po USP

Odlocili smo se za izvedbo testa spro$¢anja v 300 mL medija na aparatu 2 po USP, ki smo
ga modificirali. Tableto v zviti Zicki smo s kovinsko Zi¢ko obesili tik nad veslo. Med
paralelkami je priSlo do razlik v spros¢anju, za katere smo predvidevali, da so posledica
nestabilnih zick, ki so se rahlo premikale zaradi vrtenja vesel aparata 2 po USP. Zvito

zi¢ko smo nato uporabili kot utezevalec in tako izboljsali ponovljivost. Na aparatu 2 po
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USP, s tableto v utezevalcu, smo najprej izvedli testa spros¢anja v 40 mM citratnem pufru
(USP2-C) in mleku (USP2-M). Profila sproscanja sta bila podobna (f;<15), kar se vidi na
sliki 11.
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Slika 11. Povprecni profil sproscanja natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim
sproscanjem v mleku in 40 mM citratnem pufru na aparatu 2 po USP.

Vpliv dodatkov 1,83 M HCI v medij

S preliminarnimi testi sproS¢anja na aparatu 1 po USP smo dobili dobro ponovljivost. Ker
pa smo v nekaterih testih sproScanja kot medij nameravali uporabiti mleko z dodatki
1,83 M HCI, aparat 1 po USP ni bil primeren za izvedbo naSih testov. Sesirjeno mleko bi
se namre¢ naloZilo na koSarico aparata in preprecilo prost pretok medija skozi reze in

posledi¢no odtekanje in spros¢anje uc¢inkovine.

Profila spros¢anja, dobljena pri testu sproScanja na aparatu 2 po USP v 40 mM citratnem
pufru z dodatki 1,83 M HCI1 (USP2-CK) in mleku z dodatki 1,83 M HCI1 (USP2-MK), kjer
smo tableto namestili v uteZevalec, sta si podobna (slika 12). Tekom testa sproScanja je
zaradi zmanjSane topnosti natrijevega diklofenakata v kislem mediju prislo do obarjanja
ucinkovine. Vzorce ene paralelke, dobljene pri testu spros¢anja v 40 mM citratnem pufru z
dodatki 1,83 M HCI smo za analizo pripravili, tako da smo 1,5 mL vzorca filtrirali in
analizirali oziroma 1,5 mL vzorca iste paralelke najprej redcili z 1,5 mL 0,1 M NaOH (da
smo raztopili oborjeno ucinkovino), ga filtrirali in nato analizirali. Ker se profila
spros¢anja kljub razli¢ni obdelavi vzorcev nista razlikovala, smo predvidevali, da so se
oborjeni delci u¢inkovine posedli na dno posode aparata 2 po USP, zaradi ¢esar jih nismo

zajeli v vzorce.
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Pri testu spros€anja na aparatu 2 po USP v mleku z dodatki 1,83 M HCI se je, kljub temu
da je pH profil medija enak pH profilu citratnega pufra z dodatki 1,83 M HCI, sprostilo
nekoliko veC ucinkovine, vendar tega zaradi variabilnosti rezultatov med posameznimi
paralelkami pri testu sproscanja v mleku z dodatki 1,83 M HCI ne moremo z gotovostjo
trditi. Predvidevali smo, da so na sproScanje vplivale druge (po dodatkih kisline
spremenjene) lastnosti mleka. Zicka - uteZevalec, v katero smo namestili tableto, da se ne
bi lepila na dno in stene posode, ni primerna za teste sproscanja natrijevega diklofenakata
iz tablet s prirejenim sproscanjem na aparatu 2 po USP, kjer kot medij uporabimo mleko z
dodatki 1,83 M HCI. Sesirjeno mleko se je nabralo med tableto in Zicko (slika 13), kar je

zmanj$alo oziroma onemogocilo Ze tako majhno sproscanje iz tablete.

Ker aparat 2 po USP ni bil primeren za izvajanje testov spros¢anja v medijih z dodatki

1,83 M HCI, smo se odlocili, da bomo za nadaljnje teste uporabili preto¢ni sistem.
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Slika 12. Povprecni profil sproscanja natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim
sproscanjem v 40 mM citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI po analizi z oziroma brez
redcenja z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 (A). Profili sproscanja natrijevega diklofenakata iz
tablet s prirejenim sproscanjem v mleku z dodatki 1,83 M HCI-podane so tri paralelke (B).
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Slika 13. Primerjava tablet po koncanih testih sproscanja pred (A) in po testih sproscanja
v mleku (B) in mleku z dodatki 1,83 M HCI (C).

7.4.2 Koncni testi spros¢anja

Na preto¢nem sistemu smo uporabili enake medije kot pri uporabi aparata 2 po USP.
Medije, ki smo jih tvorili postopno (med poskusom), smo pripravili s tako koncentracijo
kisline, kot je bila uporabljena v poskusih na aparatu 2 po USP. Na pretocnem sistemu smo
uporabili tudi medije z dodatkom encimov. Medij smo tvorili v rezervoarju, iz katerega
smo ga Crpali v CaSo s steklenimi kroglicami, kjer je poskus potekal. S steklenimi
kroglicami smo ponazorili mehanske in hidrodinamske obremenitve zelodca, ki jim je

tableta v Zelodcu izpostavljena.

Profila spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim spro$¢anjem v mleku in
40 mM citratnem pufru sta podobna (slika 15). Sprostilo se je priblizno 97 % ucinkovine.
V primerjavi s testi sproS¢anja (v istth medijih) na aparatu 2 po USP se je v testih
spros¢anja na preto¢nem sistemu sprostilo ve¢ uc¢inkovine. Predvidevali smo, da je vecje
spros€anje posledica mehanskih in hidrodinamskih obremenitev, na katere je tableta

obcutljiva.

V testih sproS¢anja, kjer smo kot medij uporabili mleko oziroma 40 mM citratni pufer z
dodatki 1,83 M HCI, je bilo spros¢anje manjSe kot pa v primeru istih medijev brez
dodatkov kisline (slika 15). Sprostilo se je priblizno 65 % ucinkovine. Profila spros¢anja
pa sta si bila prav tako podobna. Predvidevali smo, da je bilo zmanjSano sprosc¢anje

posledica nizjega pH medija zaradi dodatkov kisline.

Na sliki 15 lahko vidimo, da se je v mediju s postopno prebavo mleka (mleku smo dodajali
1,83 M HCI s pepsinom koncentracije 1,1 mg/mL in lipazo) sprostilo najmanj uc¢inkovine

(priblizno 32 %). Glede na pH profile medijev (slika 10) smo pricakovali, da bo spros¢anje
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v mediju s postopno prebavo mleka manjSe kot sproscanje v mleku in 40 mM citratnem
pufru, vendar vecje od spros¢anja v mleku oziroma 40 mM citratnem pufru z dodatki
1,83 M HCI. Predvidevali smo, da je do najmanjSega sproS€¢anja v mediju s postopno
prebavo mleka poleg znizanja pH medija prislo predvsem zaradi obloge (tableta je bila po
koncanem testu sproS¢anja vecja in obarvana rahlo rjavo) okrog tablete (slika 14). Sklepali
smo, da se je okrog tablete nabrala plast produktov prebave mleka. Obloga je otezevala

sproscanje.

Slika 14. Tableta pred sproscanjem (A), po sprosc¢anju v mleku z dodatki 1,83 M HCI (B)
in po sproscanju v mediju s postopno prebavo mleka (C).
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Slika 15. Profili sproScanja natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim sproscanjem v
mleku, 40 mM citratnem pufru, mleku oziroma 40 mM citratnem pufru z dodatki 1,83 M
HCl in mediju s postopno prebavo mleka.

V testih sproscanja, ki smo jih izvedli na pretonem sistemu, smo opazili, da sta na
sprosc¢anje ucinkovine iz tablet vplivala pH medija in obloga, ki se je med sproScanjem

nabrala okrog tablete. Za dolocitev vpliva osmolalnosti, ionske moci, viskoznosti in
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povrsinske napetosti na spro$Canje natrijevega diklofenakata iz tablet s prirejenim
spros¢anjem bi morali naredili Se dodatne teste spro§¢anj. Uporabili bi medij (npr. citratni
pufer), vanj dali snov, s katero bi spremenili lastnost, katere vpliv dolo¢amo in primerjali
profile sproS€anja. V nadaljnjih Studijah bi bilo potrebno preuciti vpliv obloge (na
sproscanje), ki se nabere okrog tablete v primeru testov spro$¢anja iz tablet s prirejenim
spros¢anjem v mediju s postopno prebavo mleka. V ta namen bi narediti pufer, katerega
pH bi po dodatku kisline padal enako kot pH medija s postopno prebavo mleka. Obloga se
v pufru ne bi tvorila in ne bi imela vpliva na sproscanje. Predvidevamo, da bi se v takem
pufru sprostilo ve¢ ucinkovine kot v mediju s postopno prebavo mleka, mleku z dodatki
1,83 M HCl in 40 mM citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI, vendar manj kot v mleku in

40 mM citratnem pufru.
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8 SKLEP

Naredili smo enostavni raztopini (40 mM citratni pufer in 40 mM citratni pufer z dodatki

1,83 M HCI), v katerih smo izvedli teste spros¢anja iz tablet s prirejenim sproS¢anjem in

rezultate primerjali z rezultati testov spros¢anja v razli¢nih mle¢nih medijih, ki simulirajo

pogoje polnega Zelodca (mleko, mleko z dodatki 1,83 M HCI in medij s postopno prebavo

mleka). 40 mM citratni pufer in mleko imata podobno pufrno kapaciteto, njuna pH profila

po dodajanju iste kisline sta enaka.

Ugotovili smo:

Zamrzovanje, red¢enje mlecnih vzorcev z 0,1 M NaOH (1:1) in metoda priprave
mlec¢nih vzorcev za analizo s HPLC le malo vplivajo na dolocanje koncentracije
natrijevega diklofenakata. Potencialni napaki smo se izognili, saj smo umeritvene
premice pripravili na enak nacin kot vzorce.

pH profili mleka po dodatkih 1,83 M HCI se med razli¢nimi proizvajalci mleka ne
razlikujejo.

40 mM citratni pufer je primeren medij za ponazarjanje pH profila mleka po
dodatkih kisline. pH profil mleka (zacetni pH=6,78) in 40 mM citratnega pufra
(zacCetni pH=6,80) sta po dodatkih enakih volumnov 1,83 M HCI enaka.

pH cistega mleka se med poskusom pri 37 °C ne spreminja (pH=6,7).

V 40 mM citratnem pufru oziroma mleku z dodatki 1,83 M HCI pH pada zaradi
dodane kisline. Tableta oz. sproS¢ena u¢inkovina na pH profil 40 mM citratnega
pufra z dodatki 1,83 M HCl ne vpliva.

pH je pri mediju s postopno prebavo mleka vi§ji kot pri 40 mM citratnem pufru in
mleku z dodatki 1,83 M HCI.

Poleg volumna ima na sproS¢anje na aparatu 1 po USP velik vpliv polozaj tablete v
kosarici. Ce tableta ni v celoti obdana z medijem, ima na razpolago manj$o
povrsino za spro$¢anje uc¢inkovine.

Na sproSc¢anje pri testih sproS$canja na aparatu 1 po USP in aparatu 2 po USP
vplivajo tudi mehanske obremenitve zaradi vrtenja kosSarice oziroma vesla.
Sproscanje na aparatu 2 po USP, kjer tableto pritrdimo v zi¢ko nad veslo, je

odvisno od lege in mirovanja oziroma gibanja pritrjene tablete.
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V primeru, ko v testih spros¢anja kot medij uporabimo mleko z dodatki kisline,
uporaba aparata 1 po USP in aparata 2 po USP, kjer uporabimo utezevalec, ni
primerna. Sesirjeno mleko se namre¢ nabere na koSarico oziroma utezevalec in
otezi sproscanje iz tablete.

Uporaba aparata 1 po USP, aparata 2 po USP in aparata 2 po USP, kjer uporabimo
zicko obeSeno tik nad veslo oziroma uteZevalec, ni primerna za teste spros¢anja
natrijevega diklofenakata v mleku in 40 mM citratnem pufru, ki jima dodajamo
kislino, saj se v kislem mediju oborjeni delci u€inkovine posedejo na dno posode
zaradi Cesar jih ne zajamemo v vzorce.

Sproscanje natrijevega dikofenakata na preto¢nem sistemu v 40 mM citrathem
pufru in mleku, kjer se zaradi najvi§je pH vrednosti medija sprosti najvec
ucinkovine, je podobno. Prav tako sta si med seboj podobna profila sproS¢anja v
mleku oziroma 40 mM citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI, kjer z dodatki kisline
dosezemo najnizjo vrednost pH. Kljub temu da je pH v mediju s postopno prebavo
mleka vi$ji kot v mleku oziroma 40 mM citratnem pufru z dodatki 1,83 M HCI, se
tu sprosti najmanj ucinkovine. Na najmanjSe sproS€anje v mediju s postopno
prebavo mleka poleg padca pH medija vpliva sloj produktov prebave mleka, ki se
nabere okrog tablete. Nastali plaS¢ zmanjSa sproS¢anje u¢inkovine.

Pri uporabi pretocnega sistema je 40 mM citratni pufer primeren medij, s katerim
lahko ponazorimo pH profil istega mleka oziroma mleka z dodatki kisline in

neprimeren za ponazoritev pH profila medija s postopno prebavo mleka.
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