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1. POVZETEK

V diplomski nalogi smo Zeleli s spreminjanjem sestave umetnega Zelodénega medija po
obroku preuciti vplive ionske moci, pH in puferske kapacitete na sproscanje uc¢inkovin. Na
ta na¢in Smo napovedali in vivo obnasanje u¢inkovin ob spremembi teh parametrov, ki jih
povzroci prisotnost hrane v zelodcu.

Iz literaturnih podatkov vemo, da pH vrednost takoj po obroku mo¢no naraste, povpre¢no
do vrednosti 6,4, in s ¢asom pade na vrednost 2,7. Zato smo pri posameznih poskusih
spros¢anja uporabili tri zaporedne umetne Zelodéne medije (UZM), ki ponazarjajo stanje v
zelodcu po obroku: zgodnjega (pH=6,4), srednjega (pH=5) in poznega (pH=3). Umetnim
zelodénim medijem smo s spreminjanjem celokupne koncentracije pufra in drugih sestavin
UZM, spreminjali ionsko mo¢ in pufersko kapaciteto. Preudevali smo tudi vpliv pH
zgodnjega umetnega zelodénega medija na spro$canje ter vpliv zamenjave NaCl s KClI, kot
sredstva za uravnavanje ionske moéi. V zadnji fazi poskusov smo primerjali profile
spro$¢anja iz razli¢nih tablet v UZM razli¢nih puferskih zvrsti z enako ionsko mocjo, pH
ter pufersko kapaciteto.

Ugotovili smo, da pri enakem pH in puferski kapaciteti medija, pride z visanjem ionske
moci do pocasnejSega in manj obseznega spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet s
podaljSanim spros¢anjem, ki so dostopne na trziS€u. Enako se zgodi ob povecanju
koncentracije pufra pri konstantnem pH, torej ob povecanju puferske kapacitete, tako v
skupini medijev z nizjo ionsko moéjo (u=0,013M-0,104M), kot v skupini medijev z visjo
ionsko moc¢jo (u=0,164M-0,280M), pri Cemer se je ionska moc¢ znotraj vsake od dveh
skupin povecevala. Pri enaki koncentraciji fosfatnega pufra pride pa z visanjem pH,
puferske kapacitete in ionske moc¢i medija, do vecjega obsega sproS¢anja ucinkovine.
Ugotovili smo tudi, da zamenjava NaCl s KCI kot sredstvom za uravnavanje ionske moci
rezultira v malo hitrejsih profilih sproscanja, vendar pri uporabi obeh pride do
pocasnejSega sproséanja pri vi§jih koncentracijah soli. Na koncu smo ugotovili tudi, da na
spros¢anje ucinkovin lahko vpliva sama vrsta pufra ter delez u¢inkovine in pomoznih snovi
v tableti.

V in vivo pogojih pride z vnosom hrane do sprememb v sestavi, pH vrednosti, puferski
kapaciteti in ionski moci Zelod¢nega soka, kar vpliva na spro$¢anje uc¢inkovin. Nacrtovanje
umetnih Zelodénih medijev, ki bi ¢im bolje posnemali pogoje v zelodcu pred in po obroku

je torej kljuénega pomena pri napovedovanju in vivo obnasanja uc¢inkovin.



2. SEZNAM OKRAJSAV

USP — The United States Pharmacopeia

GIT — Gastrointestinalni trakt

SGF — Simulated Gastric Fluid

FaSSGF — Fasted State Simulated Gastric Fluid
FDA — Food and Drug Administration

FSGES — Fed State Gastric Emulsion System
FeSSGF — Fed State Simulated Gastric Fluid
FaSSIF — Fasted State Simulated Intestinal Fluid
BCS - Biopharmaceutics Classification System
Fa — Fast

Fe — Fed

mHanks - mHank-ov pufer (bikarbonatni pufer)
FeSSIF — Fed State Simulated Intestinal Fluid
HPTLC — High Performance Thin Layer Chromatography
SAXS — Small Angle X-ray Scattering
Cryo-Tem — Cryogenic Transmission electron microscopy
BM — Biorelevant Media

BDM - Biorelevant Dissolution Media

SCoF — Simulated Colonic Fluid

FaSCoF — Fasted State Simulated Colonic Fluid
FeSCoF — Fed State Simulated Colonic Fluid



3. UVOD

Izvajanje poskusov spro$¢anja ima dva glavna namena: nadzor kakovosti ter napoved in
Vivo obnaSanja farmacevtskih oblik apliciranih peroralno. Ko zauzijemo farmacevtsko
obliko, je le ta izpostavljena razli¢nim pogojem v prebavnem traktu: od razli¢nih encimov,
pankreati¢nih in zol¢nih sokov, do povrsinsko aktivnih zol¢nih soli in spreminjanja pH od
kislega do nevtralnega. Na sproscanje in absorpcijo zdravilne ucinkovine vpliva tudi
praznjenje Zelodca, motiliteta Crevesa, pretok krvi ter sestava, volumen in pH zauZitih
snovi.

Pri poskusih spros¢anja za nadzor kakovosti farmacevtskih oblik je zaradi boljse
ponovljivosti zazelena uporaba enostavnih medijev za sproséanje, kot so npr. vodne
raztopine pufrov. Pri izvajanju poskusov spro$¢anja za razvojne namene pride v postev
tudi uporaba bolj kompleksnih biorelevantnih medijev, ki naj bi bolje posnemali pogoje v
GIT. Raziskovalci so v razliénih $tudijah predlagali Stevilne biorelevantne medije za
sproscanje. Biorelevantni mediji posnemajo stanje v Zelodcu, v tankem c¢revesu ali v
kolonu na tesce ali po obroku hrane. Pri pripravi biorelevantnega medija je treba upostevati
razli¢ne fizikalne in fizioloSke parametre, kot so pH, osmolalnost, ionska mo¢, povrsinska

napetost in puferska kapaciteta.

3.1 Umetni Zelod¢ni mediji na teSce

Osnovni medij za testiranje sproS¢anja na teSce je umetni zelod¢éni medij po USP, ki ima
pH vrednost 1,2 in lahko vsebuje (SGF) ali ne (SGFsp) pepsin (1). Pepsin je prebavni
encim, ki se izlo¢a v zelodcu in razgrajuje beljakovine iz hrane do peptidov (2). V medij je
dodan za boljse posnemanje fizioloskih pogojev v Zelodcu. Kisel pH medija je dosezen z
uporabo raztopine HCI, ustrezna ionska mo¢ medija pa z dodatkom NacCl.

Nekatere lastnosti tega medija niso najbolj optimalne za ponazoritev pogojev na tesce.
Klein (3) navaja, da je povpre¢na vrednost pH v Zelodcu na tesCe, zabeleZzena v vedini
Studij, med 1,5 in 1,9, pH vrednost SGF pa je enaka 1,2. Avtorica navaja tudi, da je za
Sibko kisle ali nevtralne u¢inkovine ta razlika nepomembna, v primeru slabo topnih Sibko
bazicnih u¢inkovin pa lahko rezultati spros¢anja v SGF precenijo in vivo hitrost sproscanja.
Poleg tega sta koncentracija pepsina, dodanega v SGF, ter povrsinska napetost medija visji,

kot v aspiratih Zelod¢nega soka na tesce.



Dressman in sodelavci (4) so osnovnemu mediju dodali sintezno povrsinsko aktivno snov
natrijev lavrilsulfat (SLS). S tem so Zeleli zniZati povrSinsko napetost medija. PovrSinska
napetost zelod¢nega soka (35-45 mN/m) je namre¢ zaradi prisotnosti povrsinsko aktivnih
snovi znatno nizja od povrsinske napetosti vode. Enak cilj so z uporabo neionskega
surfaktanta Triton-a X 100 dosegli Galia in sodelavci (5). Dodatek Triton-a X je povzrocil
zmanjSanje povrSinske napetosti medija in posledi¢no izboljSanje mocenja in topnosti
preiskovane ucinkovine v primerjavi z medijem brez surfaktanta (20% boljSa topnost).
Kasneje so ugotovili (6), da uporaba zgoraj navedenih povrsinsko aktivnih snovi v vecji
meri vpliva na topnost, kot je fiziolosko relevantno.

Zato so Vertzoni in sodelavci predlagali nov model umetnega Zelodénega medija za
testiranje spro$canja na te$¢e (FaSSGF (7) in FaSSGFyaci (6)). FaSSGFyaci se razlikuje od
FaSSGF, ker vsebuje vec¢jo koncentracijo NaCl (68 mM NacCl), kar odraza koncentracijo
Kloridov v GIT (6). pH medija je 1,6. FaSSGF (7) vsebuje pepsin, v manjsi koli¢ini v
primerjavi s SGF. Koncentracija pepsina v zelodcu je 0,8 mg/mL. Ob predpostavki, da je v
Zelodcu na tesce priblizno 25 mL tekocCine, je celotna koli¢ina pepsina 20 mg. Takoj po
zauzitju farmacevtske oblike z 250 mL vode koncentracija pepsina pade na vrednost 0,08
mg/mL. Eno uro po aplikaciji koncentracija pocasi naraste na mejno vrednost 0,8 mg/ml.
Zaradi redcenja Zelod¢nega soka z vodo in aktivnosti lipaze v obmocju pH od 3 do 6,
odsotnost lipaze v FaSSGF ne vpliva na spros¢anje u¢inkovine v stanju na tesce (7).
FaSSGF vsebuje nizko koncentracijo naravnih surfaktantov, vklju¢no z lecitinom
(fosfolipid) in natrijevim tauroholatom (zoléna sol). Zoléne soli so prisotne v Zelodcu,
zaradi refluksa iz dvanajstnika, vendar je njihova koncentracija (~80 uM) mnogo nizja kot
v dvanajstniku. Umetni surfaktanti imajo v primerjavi z naravnimi kar nekaj slabosti.
Najpogosteje uporabljeni umetni surfaktant, natrijev lavrilsulfat, lahko hidrolizira v
raztopinah s pH pod 4, kar vodi do neskladne sestave medija, poleg tega lahko pri pH pod
5 interagira z zelatino in je tako njegova uporaba pri testiranju spro$canja iz Zelatinskih
kapsul omejena (7).

Kriticna micelarna koncentracija (CMC) natrijevega lavrilsulfata (SLS) v SGFy; je 8,67
mM (8). Aburub in sodelavci so predlagali uporabo medija s koncentracijo SLS nizjo od
njegove CMC (m-SGFgs). Ugotovili so, da koncentracija SLS 1,75 mM zadostuje za
doseganje podobne povrsinske napetosti kot in vivo, brez povzroanja umetne micelarne

solubilizacije.



V preglednici | so zbrani podatki o biorelevantnih Zelodénih medijih za testiranje
spros¢anja pri pogojih na tesce. Za vsako $tudijo so navedeni sestava in lastnosti medijev,
odvisno od razpolozljivosti podatkov v literaturi.

Preglednica I: Sestava in lastnosti umetnih Zelodénih medijev za testiranje sproscanja pri pogojih na
tes¢e. Za vsako Studijo (Ref=referenca) so navedeni ime, pH in osnovne sestavine medija, vsebnost

pepsina, umetnih surfaktantov, vrsta in koncentracija Zol¢énih soli in fosfolipidov, povrsinska napetost
in osmolalnost medija. Kjer dolo¢ene sestavine ni v mediju, je oznaka /.

. Zoléne soli | Fosfolipidi | Povriinska
Ref Medij pH ;z?;:iﬂi Pepsin SUL#: Iitgéti (vrstain (vrstapin napetost ([)r?qn(goslrillrll(;?t
konc.) konc.) [mN/m]
1 SGF 12 2g/L NaCl 32g/L / / / Ni podatka Ni podatka
7mL/L HCI
1L H,0
1 SGFsp |12 2g/L NaCl / / / / 72 Ni podatka
7ml/L HCI
1L H,0
4 | SGFsls | 12|  2g/L NaCl / SLS 8,67mM / / 337 180,543,6
0,01-0,05 N HCI
1L H,0
5 | SGFtriton | 1,2 2g/L NaCl / Triton X 1g/L / / 32,0 157,74£2,9
0,01-0,05 N HCI
1L H,0
7 | FaSSGF |1,6| 342mM NaCl o,mg/ / gf)alﬁl 'Egcilt,:;l‘ 426 120,742,5
HClgspH 1,6
1L H,0
o e L e oM | 2oaM | 426 | 10723
HCl gs pH 1,6
1L H,O
8 mSGFsls | 2,0 2g/L NaCl / SLS 1,75mM / / 34 Ni podatka
HCl gs pH 2
1L H,0

Konc. — koncentracija; SLS — natrijev lavrilsulfat; NaTC — natrijev tauroholat

3.2 Umetni Zelod¢ni mediji po obroku

Stanje zelodca po obroku je tezko ponazoriti. FizioloSke lastnosti zelodca po obroku S0
razli¢ne glede na sestavo in vrsto zauzite hrane, ter glede na starost in zdravstveno stanje
posameznika. Hkrati so te razlike lahko tudi posledica razli¢nih laboratorijskih protokolov,
uporabljenih pri jemanju Zelod¢nih aspiratov. Standardizacija takih medijev, za poskuse
sproscanja, je zato zahtevna.

Predlagano je bilo, da se kot umetni zelodéni medij za ponazarjanje stanja po obroku
uporabi homogeniziran obrok, ki se uporablja v klini¢nih Studijah (9). Zaradi analitskih

tezav, je bila uporaba takega medija zelo omejena. Namesto tega so raziskovalci, za
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simuliranje zelod¢nega medija po obroku, zaceli uporabljati mleko, prehranske napitke ali
emulzijske sisteme.

Mleko je dober medij za simulacijo stanja po obroku, saj vsebuje primerno koli¢ino
mascob, beljakovin in ogljikovih hidratov. Macheras in sodelavci (10,11) so preiskovali
vpliv temperature in vsebnosti mas¢ob mleka na topnost in vezavo nekaterih u¢inkovin na
komponente mleka. Preiskovane ucinkovine so bile: hidroklortiazid, klortiazid,
nitrofurantoin, piroksikam, indometacin, prednizolon, diazepam, dikumarol in
grizeofulvin. Ugotovili so, da je vezava vecine preiskovanih uéinkovin na komponente
mleka, mocnejsa ob visji vsebnosti mas¢ob v mleku. Topnost preiskovanih u¢inkovin v
mleku je bila vi§ja kot v fosfatnem pufru s pH 6,5 in je narascala z ve¢anjem lipofilnosti

uc¢inkovin, vsebnosti mas¢ob v mleku in temperature mleka.

Klein in sodelavci (12) so primerjali fizikalno kemijske lastnosti mleka in dveh
prehranskih napitkov (Ensure in Ensure plus) z lastnostmi standardiziranega obroka.
Ugotovili so, da ima mleko nizjo osmolarnost in pufersko kapaciteto kot homogeniziran
obrok. Mleko ima pH vrednost okoli 6,5. Veliko tezav bi povzrocala uporaba svezega
mleka, zaradi velike variabilnosti v sestavi glede na vir mleka in letni ¢as. Priporocena je
uporaba toplotno obdelanega mleka, vedno istega proizvajalca. V in vivo pogojih se lipidi
in kazeinski miceli, ki izvirajo iz mleka, delno prebavijo v zelodcu, zato bi lahko dodatek
encimov prispeval k ve¢ji biorelevanci medija (13).

Na splosno se sestava in lastnosti prehranskega napitka Ensure Plus najbolj priblizajo
lastnostim homogeniziranega standardiziranega obroka po FDA (kruh, pe¢en krompir in
jajca, slanina, mleko) (12), le viskoznost prehranskega napitka je niZja od viskoznosti
homogeniziranega standardiziranega obroka. Za povecanje viskoznosti S0 v napitek Ensure
plus dodali 0,45 % pektin in tako dobili umetni zelod¢ni medij za ponazarjanje stanja po
obroku. Pektin je polisaharid, prisoten v sadju in zelenjavi. Prebavi se v mono- in
disaharide in je vodotopen pri sobni temperaturi. Zaradi omenjenih lastnosti je bil izbran

kot sredstvo za povecanje viskoznosti.

Luner in Kamp (14) sta, z namenom preuc¢evanja moc¢enja razliénih umetnih zelod¢nih
medijev, pripravila emulzijski sistem, ki ponazarja stanje v zelodcu po obroku (Fed State
Gastric Emulsion System - FSGES). Nedavne raziskave so namre¢ pokazale, da v stanju

po obroku, velik del prebave mascob poteka v Zelodcu in, da je vsebina Zelodca po obroku
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v emulgiranem stanju. Razmerje digliceridov in prostih mascobnih kislin v zelodcu med
prvo in Cetrto uro po administraciji testnega obroka je med 0,8 in 1,1, razmerje
fosfolipidov in trigliceridov pa med 1,0 in 1,5. Na podlagi teh podatkov sta Luner in Kamp
pripravila emulzijski sistem s prostimi mas¢obnimi kislinami, monogliceridi, trigliceridi,
holesterolom, fosfolipidi in encimi. Kot predstavnika zol¢nih soli sta izbrala natrijev
taurodeoksiholat, kot predstavnika fosfolipidov pa lecitin in lizolecitin. pH emulzijskega

sistema je znasal 5,0.

Kljub uporabi mleka, napitkov ali emulzij za ponazarjanje umetnega zelod¢nega medija po
obroku je tezko predvideti sestavo fizioloSkega medija, saj bo ta vedno odvisna od koli¢ine
in vrste obroka. Zelodec, po obroku, predstavlja zelo dinami¢ni sistem, kjer pride s ¢asom
do sprememb pH in vsebine Zelodca, sekrecije Zelodca ter razliénih encimskih reakcij.

Dejstvo predstavlja velik izziv v razvoju umetnih medijev za testiranje sproséanja.

Jantratid in sodelavci (15) so predlagali uporabo zaporednih medijev za posnemanje
trenutnega stanja v zelodcu po obroku (»snapshot« mediji). Vsak zaporedni medij naj bi
ponazarjal stanje zelodca v doloCenem c¢asovnem intervalu po zauzitju obroka. pH Vv
zelodcu po zauzitju obroka zvezno pada od vrednosti 6,4 na vrednost 2,7. Zato so
raziskovalci pripravili tri medije za posnemanje: zgodnjega (pH=6,4), srednjega (pH=5,0)
in poznega (pH=3,0). Vsi zaporedni mediji so vsebovali mleko in pufer v ustreznem
razmerju, z namenom ponazoritve tako izlocanja zelod¢nega soka (vedno vecje redCenje
obroka), kakor tudi praznjenja obroka s casom. Razmerje mleko/pufer je v zgodnjem
mediju 1/0, v srednjem mediju 1/1, v poznem mediju pa 1/3. Koli¢ino NaCl potrebnega za
dosego fizioloske osmolarnosti so izracunali na podlagi temperature zmrzisca. Srednji
medij (FeSSGF) se uporablja tudi kot samostojni umetni zelodéni medij po obroku, saj
najbolje oponasa fizioloske spremembe v Zelodcu po zauZitju obroka.

Alternativo metodi zaporednih medijev predstavlja dodatek pepsina (s kislino) in lipaze
mleku med samim poskusom spro$canja, s ciljem ponazoriti prebavo beljakovin in lipidov
(16). V prvem sklopu poskusov so raziskovalci mleku ob razli¢nih ¢asih dodajali le kislo
raztopino pepsina, medtem ko so v drugem sklopu poskusov mleku poleg pepsina dodajali

Se lipazo.
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V preglednici Il so zbrani podatki o biorelevantnih Zelodénih medijih za testiranje

spros¢anja pri pogojih po obroku. Za vsako S$tudijo so navedeni sestava in lastnosti

medijev, odvisno od razpolozljivosti podatkov v literaturi.

Preglednica I1: Sestava in lastnosti umetnih Zelod¢nih medijev za testiranje spro$¢anja pri pogojih po
obroku. Za vsako Studijo (Ref=referenca) so navedeni ime, pH in sestava medija ter puferska
kapaciteta, povrSinska napetost in osmolalnost medija.

lipaza

Pepsin v raztopini HCI
Lipaza

.. Puferska kapaciteta Ol 2 Osmolalnost
Ref Medij pH Sestava [MEq/L EpH] ?re;]pﬁ;crf]t [mOsm/kg]
12 Mileko 6,63 Kravje mleko 13,9+0,2 49,8+0,6 285427
(3,5% masdobe)
12 Ensure 6,58 Ensure 16,4+0,0 47,8+0,1 375+3,5
12 Ensure 6,45 Ensure Plus 20,0+0,7 48,4+0,1 730+10
Plus 0,45% pektin
14 FSGES 5 NaTDC 0,5mM Ni podatka 28,0+0,1 Ni podatka
Lavrilna kislina 10mM
Sezamovo olje 150mM
Lecitin 1,5mM
Lizolecitin 1,5mM
NaCl 8,6mM
KCI 32,2mM
15 Zgodnji 6,4 NaCl 148mM 21,33 Ni podatka 559
Mileko/pufer 1:0
HCI/NaOH gs pH 6,4
Srednji ali 5 Ocetna kislina 17,12mM 25 Ni podatka 400
FeSSGF Natrijev acetat 29,75mM
NaCl 237,02mM
Mleko/pufer 1:1
HCI/NaOH gs pH 5
Pozni 3 NaCl 122,6mM 25 Ni podatka 300
Ortofosforna kislina 5,5mM
Natrijev dihidrogenfosfat 32mMm
Mileko/pufer 1:3
HCI/NaOH gs pH 3
16 Mleko 6,5 Homogenizirano mleko 13 Ni podatka 260
3,5% mascobe
Mleko/pepsin | 4,7-2,6 Homogenizirano mleko 19-22 Ni podatka 338-462
Pepsin v raztopini HCI
Mleko/pepsin/ | 5,1-4,0 Homogenizirano mleko 47-50 Ni podatka 475-540

NaTDC — natrijev tavrodeoksiholat

3.3 Umetni ¢revesni mediji na teSce

NajenostavnejSi umetni Crevesni medij za ponazarjanje stanja na teS¢e je farmakopejski

SIF (1). Medij vsebuje kalijev fosfat, natrijev hidroksid, vodo ter pankreatin. pH medija se

uravnava na vrednost 6,8, kar odraza pH v zacCetnem delu tankega Crevesa. Nekoc je bila

pH vrednost SIF nastavljena na 7,5 (3). Nadaljnje studije so pokazale, da obstaja pH

gradient vzdolz tankega Crevesa: pH narasca od dvanajstnika proti ileumu. Vrednost 7,5 je

odrazala pH v kon¢nem delu tankega Crevesa. Ker je absorpcija uc¢inkovine skozi tanko
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¢revo najbolj ucinkovita, ko se uc¢inkovina sprosti iz farmacevtske oblike v proksimalnem
delu tankega crevesa, so bile pH vrednosti v dvanajstniku in proksimalnem jejunumu
najbolj relevantne pri pripravi SIF. Zato so pH vrednost SIF znizali na 6,8 in se tako
izognili lazno pozitivnim rezultatom, Se posebej v primeru slabo topnih Sibko kislih
ucinkovin.

Pankreatin je meSanica Stevilnih prebavnih encimov, ki se izlocajo iz eksokrinih celic
trebusne slinavke. Vkljucuje amilaze, lipaze in proteaze. Dodatek pankreatina umetnemu

¢revesnemu mediju simulira izloanje pankreati¢nih sokov v dvanajstnik.

Dressman in Galia s sodelavci (4,17) so predlagali biorelevantni medij, ki bolje ponazarja
sestavo sokov v tankem crevesu na teS¢e (FaSSIF) v primerjavi s SIF. FaSSIF so
raziskovalci razvili z ozirom na pH, osmolarnost, pufersko in topnostno kapaciteto sokov v
tankem crevesu. Volumen medija 500 mL so dolocili glede na zabelezene vrednosti
volumna, ki je na voljo v proksimalnem tankem ¢revesu Vv literaturi. Puferska kapaciteta
tega medija je mnogo niZja od umetnega zelodénega soka po obroku (FeSSGF). Crevesni
sok vsebuje razlicne endogene povrsinsko aktivne snovi (Zol¢ne soli, fosfolipide,...), ki se
oblikujejo v micele z visoko topnostno zmogljivostjo za veliko slabo topnih u¢inkovin
(18). Natrijev tauroholat je bil izbran kot predstavnik Zol¢nih soli v FaSSIF, ker holna
kislina prevladuje med Zolénimi solmi v ¢loveskem zol¢u (4). Poleg tega ima natrijev
tauroholat zelo nizko pK, vrednost, kar pri majhnih spremembah pH preprecuje njegovo
obarjanje in spreminjanje velikosti micelov. Lecitin je dodan natrijevemu tauroholatu v
razmerju 1:3. In vivo je to razmerje med 1:2 in 1:5. Zamenjavo za fizioloski pufer
predstavlja fosfatni pufer.

Glede na novejse raziskave o sestavi Crevesnega soka, so Jantratid in sodelavci (15)
posodobili FaSSIF in pripravili novejSo verzijo tega medija (FaSSIF-V2). FaSSIF-V2
vsebuje manjSo koncentracijo lecitina, namesto fosfatnega pufra pa maleatni. pH FaSSIF-

V2 je enak pH FaSSIF (pH=6,5).

Pedersen in sodelavci (19) so v studiji primerjali sestavo ¢loveskega ¢revesnega soka (HIF)
z umetnim ¢revesnim medijem ter preucevali topnost danazola (2. razred BCS). Visja je
bila koncentracija zol¢nih soli v HIF, ve¢ja je bila topnost danazola. Do istih rezultatov so

prisli z uporabo umetnih ¢revesnih medijev, ki so vsebovali tauroholat (oz glikoholat) in
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lecitin v razmerju 4:1. Ugotovili so, da FaSSIF predstavlja dober medij za sproscanje

danazola, u¢inkovine iz 2. razreda BCS.

Sunesen in sodelavci (20) so med postavljanjem in vitro in vivo korelacije danazola
uporabili dva biorelevantna medija za ponazarjanje stanja na tesce: Fa(low) in Fa(high).
Fa(low) vsebuje nizjo koncentracijo naravnih surfaktantov kot Fa(high). Z uporabo teh
dveh medijev so raziskovalci Zeleli pokriti interval koncentracij zol¢nih soli v in vivo
pogojih na tes¢e. Z uporabo Fa(high) so za danazol dosegli najbolj fizioloSko relevantno

korelacijo z in vivo rezultati na tesce.

Vertzoni in sodelavci so v studiji (21) ugotavljali primernost sredstev za uravnavanje
osmolalnosti ter primernost puferskih raztopin v umetnih ¢érevesnih medijih. Potrdili so, da
je Na* najbolj primerno sredstvo za uravnavanje osmolalnosti, saj je na tes¢e glavni kation
v tankem &revesu (K je bistveno manj). Kljub temu ekvimolarna zamenjava K"z Na* v
puferskem sistemu, ni vplivala na sprosc¢anje dveh lipofilnih §ibko kislih u¢inkovin ter ene
visoko topne nevtralne u¢inkovine.

Ceprav je bikarbonatni pufer glavni pufer, prisoten v tankem ¢revesu na tedce, je uporaba
nefizioloskih pufrov (fosfatni, acetatni, maleatni) neizogibna. Boni in sodelavci (22) so
raziskovali primernost uporabe bikarbonatnega pufra in ga primerjali s fosfatnim, s FaSSIF
in modificiranim FaSSIF z bikarbonatnim pufrom. Bikarbonat izlo¢ajo epitelijske celice in
Zleze z namenom ohranjati pH okolje, ki je stabilno na spremembe koncentracije kislin ali
baz, ki vstopajo v tanko ¢revo. Bikarbonat je glavni ion pri pH=6,5, vendar je zelo
nestabilen. Pri in vitro uporabi bikarbonatnega pufra, lahko pride do izhlapevanja CO,, kar
vodi v povisan pH in spremembe v puferski moci. Za ohranjanje ravnotezja med CO, v
raztopini in CO, v atmosferi, in posledi¢no ohranjanje pH bikarbonatnega pufra znotraj
zelenih vrednosti, je potrebno stalno prepihovanje pufra s CO,. V in vivo pogojih se ta pH
ohranja preko izlocCanja pankreati¢nih sokov, Zolca in ¢revesne sekrecije.

V raziskavi je uporaba tega medija, kljub prepihovanju in pripravi »in situ«, vodila do
manj ponovljivih profilov sprosc¢anja v primerjavi s fosfatnim pufrom.

Liu in sodelavci (23) so kasneje razvili bolj stabilen bikarbonatni pufer (mHank-ov pufer),
ki ohranja pH vrednost na 6,8. To so dosegli z dovajanjem CO, pod nizkim pretokom,
2cm pod povrSino raztopine in se tako izognili spremembi puferske kapacitete tekom

poskusa in u¢inku hidrodinamike. pH in puferska kapaciteta sta bila reproducibilna znotraj
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razli¢nih eksperimentalnih dni. mHank-ov medij po ionski sestavi in puferski kapaciteti

zelo spominja na vsebino lumna.

V preglednici Il so zbrani podatki o biorelevantnih ¢revesnih medijih za testiranje
spros¢anja pri pogojih na tesce. Za vsako Studijo so navedeni sestava in lastnosti medijev,

odvisno od razpolozljivosti podatkov v literaturi.

Preglednica I11: Sestava in lastnosti umetnih ¢revesnih medijev za testiranje spros$¢anja pri pogojih na
tes¢e. Za vsako $tudijo (Ref=referenca) so navedeni ime, pH in osnovne sestavine medija, vrsta in
koncentracija Zol¢nih soli in fosfolipidov ter njihovo razmerje, povrsinska napetost, puferska
kapaciteta in osmolalnost medija. Kjer ni dolo¢ene sestavine v mediju je oznaka /.

Zol¢ne soli fosfolipidi Razmerje Povrsinska kzl[:l)]:(:iil;?a Osmolalnost
Ref | Medij |pH Osnovne sestavine (vrsta in (vrstain 7S/FL napetost [mmol/L | [mOsm/kg]
konc.) konc.) [mN/m] Aph]
1 SIF 6,8 6,89/L KH,PO, / / / Ni podatka | Ni podatka | Ni podatka
77ml/L 0,2 N NaOH
10g/L pankreatina
0,2N HCl ali 0,2N
NaOH gs pH 6,8
1L H,O
: NaTC Lecitin . .
3 | FaSSIF' | 6,8 0,029M KH,PO, 5mM 1.5mM 31 Ni podatka 10+£2 280-310
0,22M KCI
NaOH gs pH 6,8
1L H,O
NaTC Lecitin . . .
17 | FaSSIF | 6,5 3,99/L KH,PO, 3mM 0.75mM 4:1 Ni podatka | Ni podatka 270£10
7,79/L KCI
NaOH gs pH 6,5
1L H,O
FaSSIF- . NaTC Lecitin . .
14 V2 6,5| 19,12mM Maleinska 3mM 0.2mM 15:1 Ni podatka 10 180+10
kislina
34,8mM NaOH
68,62mM NaCl
20 | Fa(low) | 6,8 29mM KH,PO, P;;‘lsélzjil Fosfatidilholin 5:1 36,1+0,5 | Nipodatka | Ni podatka
ekstrakt
25mM 0,5mM
- Prasicji S . . .
20 | Fa(high) | 6,8 29mM KH,PO, soleéni Fosfatidilholin 4:1 34,8+1,1 | Nipodatka | Ni podatka
ekstrakt
6,3mM 1,25mM
23 | mHanks | 6,8 | 4,17mM bikarbonat / / / Ni podatka | 3,1+0,2 Ni podatka
0,8mM fosfat
5,8mM K*
142mM Na*
143mM CI
1,3mM Cca*
0,8mM Mg

Konc. — koncentracija; ZS — zol¢en soli; FL — fosfolipidi; NaTC - natrijev tavroholat
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3.4 Umetni ¢revesni mediji po obroku

Dressman in sodelavci (4) so hkrati s FaSSIF razvili umetni ¢revesni medij za ponazarjanje
stanja po obroku (FeSSIF). Medij ima pH vrednost 5, kar je spodnja meja fizioloske
vrednosti pH v zgornjem delu tankega ¢revesa. V stanju na teSce je glavni pufer v ¢revesu
bikarbonatni pufer, medtem ko v stanju po obroku prevladujejo pufri endogenega izvora ali
pufri, ki izvirajo iz sestavin hrane (9). FeSSIF (4) vsebuje nefizioloski acetatni pufer
namesto fosfatnega. Na ta nacin sta dosezeni viSja puferska kapaciteta in osmolarnost
medija, potrebni za ohranjanje nizje pH vrednosti, zna¢ilne za stanje po obroku.

Tauroholat in lecitin sta prisotna v visjih koncentracijah, kot v FaSSIF. Molarno razmerje
med tauroholatom in lecitinom je tudi v tem primeru 4:1. Zaradi s hrano inducirane

sekrecije je priporocljiv volumen medija za testiranje spros¢anja 1L.

Da bi se Se bolj priblizali dejanski sestavi ¢revesnega soka, so Vertzoni in sodelavci (21)
namesto tauroholata uporabili surovi ekstrakt zolca, ki so ga pridobili iz bikovega in
prasi¢jega zol¢nika. Vsebnost Zol¢nih soli v ekstraktih lahko zelo variira od serije do serije,
zato mora biti vsak zol¢ni ekstrakt posebej analiziran. Meri se tako koncentracija zol¢nih
soli, kakor tudi fosfolipidov. Poskusi spros¢anja z uporabo ekstraktov imajo slabo
ponovljivost, vendar so pri velikih volumnih medija cenovno ugodni. V studiji so
preiskovali tudi primernost zamenjave sojinega fosfatidilholina z jajénim in ugotovili, da je
bila zamenjava mozna pri vseh preucevanih ucinkovinah, razen v primeru atovakona

(visoko lipofilna u¢inkovina, logP>5).

Slabost FeSSIF je, da ne uposteva prisotnosti produktov lipolize (proste mascobne kisline,
monogliceridi), hrane in trigliceridov v tankem c¢revesu, kar je pri spros¢anju lipofilnih
uéinkovin pomemben faktor. Raziskovalci so zato razvili in vitro modele lipolize (9), ki
simulirajo prebavo v tankem crevesu. In vitro modeli lipolize so sestavljeni iz
biorelevantnega ¢revesnega medija, v katerega so dodani lipazni encimi, kolipaza in lipidni
substrat. Med seboj se in vitro lipolizni modeli razlikujejo v pH vrednosti, koncentraciji in
vrsti Zol¢nih soli ali fosfolipidov. pH vrednosti takih medijev nihajo med 5,8 in 8,5, kar je
delno v skladu s fizioloskim intervalom pH (5,0-6,5) v tankem ¢revesu po obroku. Najbolj
pogosto uporabljeni pufer je maleatni pufer. Natrijev tauroholat ali taurodeoksiholat sta

dodana, kot predstavnika zol¢nih soli, lecitin pa kot predstavnik fosfolipidov.
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Ker se sestava Crevesnega soka tekom lipolize spreminja, so raziskovalci poskusili razvit
dinamiéni in vitro model lipolize (24). Za razvoj takega modela je treba izpolniti dve
zahtevi: stalno odvajanje mascobnih kislin, ki nastajajo pri lipolizi (maScobne kisline
zavirajo lipolizo trigliceridov) ter kontrola hitrosti lipolize, da zagotovimo ponovljivost. V
Studiji so preucevali vpliv treh eksperimentalnih parametrov: koncentracijo Zol¢nih soli,
koncentracijo Ca?* (nujen za aktivnost lipaze) in aktivnost lipaze. Na zaetku je hitrost
lipolize odvisna od vseh treh parametrov, v naslednjih fazah je pa odvisna le od hitrosti
dodajanja Ca®* in aktivnosti lipaze. Hitrost lipolize lahko nadzorujemo s hitrostjo
dodajanja Ca**, kar predstavlja veliko prednost v pripravi in vitro modelov.

Med samo prebavo lipidov pride do nastanka razli¢nih agregatov produktov lipolize, ki
vplivajo na topnost in transport u¢inkovin v GIT. Z namenom odkriti strukturo in naravo
teh agregatov so raziskovalci uporabili razli¢ne analitske metode, kot so HPTLC, SAXS ali
Cryo-TEM (9). Fatouros in sodelavci (18) so pripravili biorelevantne medije (BM), ki so
vsebovali tauroholat, lecitin, monogliceride in mas¢obne kisline v razli¢nih razmerjih, ter
opazovali nastanek notranjih struktur med komponentami medija s pomocjo kriogenskega
transmisijskega elektronskega mikroskopa (Cryo-TEM). Ko je medij vseboval le Zol¢ne
soli in fosfolipide v razmerju 4:1, je prislo samo do nastanka micelov. Z dodatkom
produktov lipolize (monogliceridi, mascobne kisline) je prislo tudi do nastanka
unilamelarnih ali multilamelarnih veziklov ter dvoslojnih fragmentov. Te strukture lahko

pomembno vplivajo na topnost slabo topnih u¢inkovin v €revesu.

Kakor za ponazarjanje trenutnega stanja Zelodca po obroku, so bili tudi za ponazarjanje
trenutnega stanja v tankem ¢revesu po obroku razviti zaporedni mediji (»snaphot« mediji)
(15). Mediji so razviti po istem principu kot pri zelodcu ter vsebujejo natrijev tauroholat, ki
predstavlja zol¢ne soli ter maleatni pufer. Maleatni pufer doseze primerno pufersko
kapaciteto znotraj pH obmocja od 5,4 do 6,5 brez preseganja fiziolosko relevantne
osmolalnosti. Poleg tega maleinska kislina lahko zavira zarkost mascob in olj. Iz
kombinacij lastnosti (pH, osmolalnost, koncentracija Zol¢nih soli) zgodnjega, srednjega in
poznega medija za posnemanje so raziskovalci razvili $e FeSSIF-V2, ki boljse posnema

¢revesni sok po obroku kot FeSSIF.
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V preglednici IV so zbrani podatki o biorelevantnih Crevesnih medijih za testiranje
spros¢anja pri pogojih po obroku. Za vsako S$tudijo so navedeni sestava in lastnosti

medijev, odvisno od razpolozljivosti podatkov v literaturi.

Preglednica IV: Sestava in lastnosti umetnih ¢revesnih medijev za testiranje spros¢anja pri pogojih po
obroku. Za vsako Studijo (Ref=referenca) so navedeni ime, pH in osnovne sestavine medija,
koncentracija in vrsta Zol¢nih soli in fosfolipidov ter njihovo razmerje, puferska kapaciteta in
osmolalnost medija.

- . L Puferska
Zol¢ne soli Fosfolipidi . .
- n - ; Razmerje | kapaciteta | Osmolalnost
Ref | Medij | pH Osnovne sestavine (vrstain (vrstain JS/FL [mmol/L [mOsm/kg]
konc.) konc.)
Aph]
4, NaTC
17 | FeSSIF | 5 0,144M Ocetna kislina 15mM Lecitin 4mM 4:1 76+2 485-535
0,19M KClI
NaOH gs pH 5
1L H,O
FeSSIF- NaTC
15 V2 58 55,02mM Maleinska kislina 10mM Lecitin 2mM 5:1 25 390+10
81,65mM NaOH
125,5mM NaCl
5mM Glicerol monooleat
0,8mM Natrijev oleat
18 BM 6,5 100mM TRIZMA maleat NaTC Lecitin
15mM/20m
65,1/59,5mM NaCl M 3,75mM/5mM 4:1 Ni podatka 270
3mM NaNjs;
7,5mM/10mM Monoolein
15mM/20mM Oleinska kislina
5,4- Prasicji
20 Fe 5,6 12mM TRIZMA maleat ekstrakt Fosfatidilholin 5:1 Ni podatka Ni podatka
zol¢a
0-30mM Oleinska kislina 18,8mM 3,75mM
0-4mM Monogliceridi
25 BDM | 6,5 a) 5mM Oleinska kislina Lecitin 4:1 Ni podatka 270
2,5mM Glicerol monooleat Prasi¢ji
100mM TRIZMA maleat ekstrakt
3mM NaNjs zolca
65,1mM NaCl
b) 20mM Oleinska kislina a)15mM a)3,75
10mM Glicerol monooleat
100mM TRIZMA maleat
3mM NaNjs
59,5mM NaCl b)20mM b)5

Konc. — koncentracija; ZS — zolene soli; FL — fosfolipidi; NaTC - natrijev tavroholat; BM - Biorelevant
Media; BDM — Biorelevant Dissolution Media

3.5 Umetni mediji kolona

Pogoji v spodnjem delu GIT (v kolonu) lahko vplivajo na u¢inkovino ali farmacevtsko
obliko v naslednjih primerih: ko se uc¢inkovina pocasi raztaplja v tankem ¢revesu in pride
Se delno neraztopljena v kolon; ko ima ucinkovina slabo permeabilnost v tankem ¢revesu

ter je znano, da se absorbira skozi sluznico kolona; v primeru aplikacije u¢inkovine s
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podaljsanim spro$¢anjem; Ko je kolon taréa za lokalno delovanje uéinkovine (26). Da bi
lahko napovedali obnaSanje farmacevtskih oblik v tem predelu GIT, so bili, glede na
sestavo in lastnosti teko¢in v zaetnem delu kolona pri zdravih odraslih, razviti mediji, ki
ponazarjajo pogoje na tesce ali po obroku v kolonu.

V odvisnosti od Casa ter sestave hrane je pH vrednost v zacetnem delu debelega crevesa
med 4,8 in 7 (27). V tem delu pride do bakterijske razgradnje ogljikovih hidratov in
beljakovin do kratkoveriznih mascobnih kislin, amonijaka, vodika, ogljikovega dioksida in
vCasih metana. Da bi dosegli te vrednosti pH, so raziskovalci (26) v biorelevantnih
medijih, ki simulirajo pogoje v kolonu, uporabili tris/maleatni puferski sistem. Kot
predstavnika beljakovin so izbrali goveji serumski albumin (BSA), kot predstavnika
ogljikovih hidratov pa glukozo. V medij so dodali Se ekstrakt Zol¢a, ki vsebuje predvsem
holate, ter palmitinsko kislino. Holesterol ni bil dodan, saj bi prisotne zoléne soli in

fosfolipidi spodbujali njegovo kristalizacijo.

V preglednici V so zbrani podatki o biorelevantnih medijih za testiranje spro$¢anja pri
pogojih na tesée ali po obroku Vv kolonu. Za vsako $tudijo so navedeni sestava in lastnosti

medijev, odvisno od razpolozljivosti podatkov v literaturi.

Preglednica V: Sestava in lastnosti umetnih ¢revesnih medijev za testiranje spros¢anja pri pogojih na
teS¢e ali po obroku v kolonu. Za vsako $tudijo (Ref=referenca) so navedeni ime, pH in osnovne
sestavine medija, vrsta in koncentracija Zolénih soli in fosfolipidov, povrSinska napetost, puferska
kapaciteta in osmolalnost medija. Kjer ni dolo¢ene sestavine v mediju je oznaka /.

Zol¢ne soli Fosfolipidi | Povrsinska Pufer.ska
.. . . . kapaciteta | Osmolalnost
Ref | Medij | pH Osnovne sestavine (vrstain (vrstain napetost [mmol/L [mOsm/kg]
konc.) konc.) [mN/m] g
Aph]
27 SCoF |58 170 mM ocetna kisina / / Ni podatka 29,1 295
157mM NaOH
H,0 gs 1L
26 | FaSSCoF | 7,8 5,59 Tris/ 8,89 maleat Ekstakt Zol¢a | Fosafadilholin 51,4 16/26 196
NaOH gs pH 7,8 0,15mM 0,3mM
3mg/mL goveji albumin
0,1mM palmitinska kislina
26 | FeSSCoF | 6 3,79 Tris/ 3,59 maleat Ekstakt Zol¢a | Fosafadilholin 50,4 15/14 207
NaOH gs pH 6,0 0,6mM 0,5mM
3mg/mL goveji albumin
0,2mM palmitinska kislina

Konc. — koncentracija
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4. Namen

Namen diplomske naloge je eksperimentalno preuciti vplive ionske moci, pH in puferske
kapacitete umetnega zelod¢nega medija po obroku na spro$canje natrijevega diklofenakata
in paracetamola iz razli¢nih tablet in tako napovedati vpliv teh parametrov v in vivo
pogojih v zelodcu po obroku.

Najprej bomo preucevali sproS¢anje iz dveh vrst tablet, ki so dostopne na trzis¢u, nato Se
sproscanje iz tablet z bolj enostavno sestavo, ki jih bomo izdelali sami.

Med eksperimentalnim delom bomo pripravili razlicne umetne Zzelodéne medije za
testiranje spro$¢anja. Osredotocili se bomo na ponazarjanje stanja v Zelodcu po obroku.
Medijem bomo s spreminjanjem sestave, spreminjali ionsko mo¢, pH in pufersko
kapaciteto in tako napovedali in vivo obnasanje preiskovanih ucinkovin ob prisotnosti

hrane v zelodcu.

Glede na in vivo podatke, bomo s kombinacijo treh medijev (zgodnji, srednji in pozni)
ponazorili hiter dvig pH takoj po obroku in postopno padanje pH s ¢asom nazaj na
vrednost, znacilno za stanje na tesce. V preliminarnih poskusih bomo ugotavijali
ponovljivost profilov spro$¢anja, dobljenih z uporabo razlicnih aparatur po USP in
njihovih modifikacij. Z namenom lazjega preucevanja posameznih vplivov se bomo
odlo¢ili poskuse nadaljevati na aparaturi, ki bo zagotovila najbolj ponovljive rezultate.
Nato bomo s spreminjanjem koncentracije pufrov in dodajanjem NaCl v umetne zelod¢ne
medije, opazovali vpliv spreminjanja ionske moc¢i (v intervalu 0,013M-0,280M) in
puferske kapacitete (v intervalu 2,72-21,8 mmol/LApH) na spros$¢anje natrijevega
diklofenakata iz komercialno dostopnih tablet. Zanimal nas bo tudi vpliv pH (v intervalu
5,6-6,8) zgodnjega UZM po obroku in vpliv puferske zvrsti na spros¢anije iz teh tablet. V ta
namen bomo pripravili fosfatni, acetatni, citratni in maleatni pufer z enakim pH, ionsko
mocjo in pufersko kapaciteto. Te medije bomo uporabili tudi pri poskusih sprosc¢anja
natrijevega diklofenakata in paracetamola iz bolj enostavnih tablet (le uéinkovina in
polimer).

Dobljene profile spros¢anja bomo nato primerjali med sabo in ovrednotili vplive. Glede na
razpolozljive vrednosti ionske moci, pH in puferske kapacitete Zelodénega soka po obroku
zabelezene V literaturi, bomo skusali napovedat in vivo obnasanje preiskovanih ucinkovin

ob spremembi preuc¢evanih parametrov, ki jih povzro¢i zauzitje hrane.
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5. Materiali in metode

5.1. Farmacevtske oblike

Poskuse spros¢anja smo izvajali na Voltaren® retard filmsko oblozenih tabletah s
podaljSanim sproscanjem, Voltaren® forte oblozenih tabletah ter na tabletah, ki smo jih
izdelali sami. V preglednici VI je opisana sestava tablet Voltaren® retard in Voltaren®
forte.

Preglednica VI: Sestava tablet Voltaren® retard (28) in Voltaren® forte (29).
Voltaren® retard Voltaren® forte

Natrijev diklofenakat 100mg Natrijev diklofenakat 50mg

Jedro: brezvodni koloidni Jedro: brezvodni koloidni silicijev
silicijev dioksid, cetilalkohol, dioksid, mikrokristalna celuloza,
magnezijev stearat, povidon in | laktoza monohidrat, magnezijev
saharoza stearat, koruzni skrob, povidon in
natrijev karboksimetil$krob

UCINKOVINA
POMOZNE SNOVI

Filmska obloga: hipromeloza,
polisorbat 80, smukec, titanov

dioksid (E171), zelezovi oksidi in
hidroksidi (E172), kopolimer
metakrilne Kisline in etilakrilata
(1:1), makrogol 6000 in simetikon

Filmska obloga: hipromeloza,
polisorbat 80, smukec, titanov

dioksid (E171), Zelezovi oksidi
in hidroksidi (E172), makrogol
6000 in saharoza

S pomodjo tabletirke na ekscenter smo izdelali 400mg tablete, ki so vsebovale le
ucinkovino in polimer. V preglednici VII je opisana sestava teh tablet ter parametri

stiskanja tablet s tabletirko na ekscenter.

Preglednica VII: Sestava in trdnost tablet, ki smo jih izdelali sami ter parametri stiskanja tablet.

Tablete z 10% Na Tablete s 50% Na Tablete z 10%

v diklofenakata (D10) | diklofenakata (D50) paracetamola (P10)

UCINKOVINA Natrijev diklofenakat | Natrijev diklofenakat Paracetamol 40mg
40mg 200mg

POLIMER Hipromeloza 360mg | Hipromeloza 200mg Hipromeloza 360mg
TRDNOST
TABLETE 100N 100N 100N
SILA 8,5kN=+0,5kN 22,5kN+0,5kN 8,5kN=+0,5kN
STISKANJA ’ ’ ’ ’ ’ ’
POLOZAJ
ZGORNJEGA 16,3mm 17,0mm 16,4mm
PECATA
POLOZAJ
SPODNJEGA 19,0mm 19,0mm 19,0mm
PECATA
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5.2 Lastnosti zdravilnih u¢inkovin

V preglednici VIII so prikazane nekatere fizikalno-kemijske lastnosti natrijevega

diklofenakata in paracetamola. Na slikah 1 in 2 sta prikazani strukturni formuli obeh

spojin.

Preglednica VI11: Lastnosti natrijevega diklofenakata in paracetamola.

Natrijev diklofenakat Paracetamol
Molska masa 318,14 g/mol 151,2 g/mol
pKa 3,8 (T=25°C) (30) | 9,5 (T=25°C) (32)
BCS Klasifikacija 2. razred (30) | 3. razred (32)
Log P 1,4 (n-oktanol/pufer pH=6,8); 0,2 (n-oktanol/voda) (32)
1,1 (n-oktanol/pufer pH=7,4) (30)

0,028mg/mL (0,001M HCI pH=3)
0,036mg/mL (acetatni pufer pH=5,5)
0,14mg/mL (fosfatni pufer pH=6)
0,67mg/mL (fosfatni pufer pH=6,8) (31)

Topnost 17,39mg/mL (voda) (33)

COONa

D oY

Slika 1: Strukturna formula
natrijevega diklofenakata (34)

Slika 2: Strukturna formula
paracetamola (35)

5.3 Snovi uporabljene pri eksperimentalnem delu

e Natrijev diklofenakat, 99%, Sigma, Kitajska

e Paracetamol, 99%, Sigma Ultra, Nemcija

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

e Klorovodikova kislina (37% HCI), Tritisol® za pripravo c(HCI)=1M, Merck
KGaA, Darmstadt, Nem¢ija

e Kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

e Natrijev acetat trihidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija

e Ocetna kislina 100%, Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija

e Trinatrijev citrat dihidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija

e Maleinska kislina, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija
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5.4

Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija
Natrijev klorid, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Kalijev klorid, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemdija

Hipromeloza USP 90SH-4000SR, Shin-Etsu Chemical, Tokyo, Japonska
Puferska raztopina pH=7,00 (+£0,02; 20°C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemdija
Puferska raztopina pH=4,00 (+0,02; 20°C), Pancreac, Barcelona, Spanija
Koncentrirani (96%) etanol, Ph.Eur. 7th, ECP, Trzin, Slovenija

Deionizirana voda

Uporabljene aparature

USP1 ali USP2: aparatura za testiranje sproscanja s kosaricami ali vesli (aparat 1 ali
aparat 2 po USP) AT 708-DS; batna ¢rpalka AT 806; avtomatski vzoréevalnik AT
8000; Agilent Technologies Cary, NC, ZDA

Spektrofotometer, Agilent 8453, Agilent Tecnology Group, Waldbronn, Nemcija
Filtri Full flow, Agilent Technologies, Cary, NC, ZDA

Magnetno mesalo, Rotamix 550MMH, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Digitalna tehtnica, Exacta 300EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica

Avtomatske pipete, Eppendorf, Hamburg, Nemcija

pH meter, MP220, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

Ultrazvo¢na kadicka Sonis 4, Iskra Kranj, Slovenija

HPLC: tekoCinski kromatograf z visoko lo¢ljivostjo (HPLC), Agilent Technologies
1100 Series, Cary, NC, ZDA; kolona Phenomenex Onyx monolithic C18,
50x4,6mm, Torrance, CA, ZDA

Tabletirka na ekscenter, SP 300, Killian & Co., KG, Staufen, Nem¢ija
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5.4.1 Aparatura za testiranje spros¢anja s kosarico — USP1 (1)

Aparaturo za testiranje sproscanja sestavljajo naslednji deli: prozorna steklena posoda,
motor, kovinska pogonska gred in cilindricna koSarica iz nerjavecega jekla. Posoda je
delno potopljena v vodno kopel. Vodna kopel vzdrzuje temperaturo medija za sproscanje v
posodi na vrednosti 37+0,5 °C ter zagotavlja pretok tekocine v kopeli. Volumen posode je
1L, visina posode je od 160 do 210 mm, notranji premer pa od 98-106 mm. Na vrhu
posode je pokrov, ki preprecuje izhlapevanje medija tekom poskusa. Pogonska gred vrti
koSarico okoli svoje osi. Drugih nihanj znotraj aparature ne sme biti. KoSarica je
potopljena v medij za sprosc¢anje. Dno kosarice se nahaja 25+2 mm nad dnom posode. Nad
posodo sta igla za vzoréenje ter termometer, Ki jih aparatura spusti v medij tik pred vsakim
vzor¢enjem. Pri vzor€enju batna ¢rpalka ¢rpa raztopino iz aparature za testiranje spros¢anja
proti avtomatskemu vzor¢evalniku. Avtomatski vzoréevalnik prenese raztopino (vzorec) v

vnaprej nastavljene epruvete.

]
-

Slika 3: Aparatura za testiranje spro$¢anja s koSaricami.
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5.2 Metode

5.2.1 Poskusi sproséanja

Pred poskusom spros¢anja smo pripravili umetne zelodéne medije, ki smo jih za doloc¢en
poskus potrebovali. Poskuse spros¢anja smo izvajali v Stirth posodah hkrati. Zato smo v
Stirih merilnih valjih predhodno izmerili po 1L medija za sproS¢anje ter vsakega
kvantitativno prenesli v stekleno posodo aparature za testiranje spro$¢anja. Temperaturo
vodne kopeli smo nastavili na 37+0,5 °C in cakali, da se medij segreje do Zelene
temperature. Vrtenje koSaric smo nastavili na 100obr/min. V programe za avtomatsko
vzoréenje SMo vnesli Zelene Case vzorCenja. Na igle za vzoréenje smo namestili filtre, v
vsako kosarico pa po eno tableto. Nato smo zagnali program in zaceli poskus. Aparatura je
sama spustila koSarice v medij.

V preliminarnih poskusih smo namesto metode s koSaricami uporabili metodo z vesli ali
modifikacijo te metode, kjer smo uporabili oteZevalcec (»sinker«). OteZevalec je bila
nerjaveca zicka, ki smo jo ovili okoli tablete. Pri obeh metodah je bilo veslo ze potopljeno
v medij, tableto pa smo spustili v medij ob zacetku poskusa. V prvi seriji poskusov (poskus
1 do 24) smo zgodnji umetni zelodéni medij (UZM) po 75 min odlili in v posode vlili po
1L srednjega UZM. Enako smo storili po 165 min od za¢etka poskusa ter v posode vlili po
1L poznega UZM. V drugi seriji poskusov smo zgodnji UZM zadrzali &ez celoten poskus.
Vzorcenje je bilo avtomatsko. Volumen vzorca je znasal 5SmL. Vzorcem smo izmerili
absorbanco pri doloceni valovni dolzini. Z uporabo enacbe umeritvene premice za

posamezen medij smo izraunali odstotek sproS¢ene ucinkovine ob dolo¢enem casu.

Pregled vseh poskusov prikazuje preglednica 1X. Poskusi so razdeljeni v devet sklopov (A-
). V sklopih, A do vklju¢no E, smo testirali spro$¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet
Voltaren® retard, v sklopu F iz tablet Voltaren® forte, v sklopu G iz tablet z 10%
natrijevega diklofenakata, v sklopu H iz tablet z 10% paracetamola in v sklopu | iz tablet s
50% natrijevega diklofenakata. Pod zaporedno stevilko poskusa je prikazano, koliko Casa
smo izvajali poskus v dolo¢enem mediju, uporabljen medij za sproscanje, pH, ionska mo¢
in puferska kapaciteta medija. Sestava medijev za spros€anje je opisana v naslednjem

podpoglavju.
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Preglednica 1X: Pregled poskusov spros¢anja: sklop poskusov, Stevilka poskusa, ¢as zadrZevanja
tablete v doloc¢enem mediju, medij za testiranje spros¢anja, pH, ionska mo¢ in puferska kapaciteta
medija. Prvih pet poskusov je bilo izvedenih na aparaturi za testiranje spro$¢anja z vesli (USP2). Pri
poskusu $tevilka 5 smo izjemoma uporabili otezevalec: tableto smo ovili v nerjaveco Zi¢ko (USP2"). Vse
ostale poskuse smo izvedli na aparaturi za testiranje spro$fanja s koSaricami (USP1). Poskuse
oznacene z * smo uvrstili v dva sklopa, vendar so zaradi boljSe preglednosti v preglednici opisani le
enkrat.

SKLOP % > . ionska moé uf.kapaciteta
poSKUSOY | ST-POSKUSA | €AS [min] MEDIJ pH ™ ‘[’mmol';’L ApH]
A - 1 0-75 50mM KH,PO, 6,4 0,074 13,6
preliminarni (USP2) 75 - 165 47mM acetat 5 0,032 24,9
poskusi 165 - 300 | 50mM KH,PO, 3 0,050 12,4
2 0-75 80mM KH,PO,+ 148mM NacCl 6,4 0,28 21,75
(USP2) 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165-300 | 130mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl 3 0,253 32,3
3 0-75 50mM KH,PO,+ 148mM NacCl 6,4 0,238 13,6
(USP2) 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165 -300 | 50mM KH,PO,4 + 122,6mM NaCl 3 0,173 12,4
4 0-75 80mM KH,PO, 6,4 0,104 21,75
(USP2) 75-165 | 47mM acetat 5 0,032 24,9
165 -300 | 130mM KH,PO, 3 0,130 32,3
5 0-75 50mM KH,PO, 6,4 0,074 13,6
(UsP2") 75-165 | 47mM acetat 5 0,032 249
165 -300 | 50mM KH,PO, 3 0,050 12,43
6* 0-75 50mM KH,PO, 6,4 0,074 13,6
(USP1) 75-165 | 47mM acetat 5 0,032 249
165 - 300 | 50mM KH,PO, 3 0,050 12,43
B - razli¢na ™ 0-75 50mM KH,PO, 148mM NaCl 6,4 0,238 13,6
ionska mo¢ in 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
puf.kapaciteta 165 - 300 | 50mM KH,PO, + 122,6mM NaCl 3 0,173 12,4
(USP1) 8 0-75 | 80mM KH,PO, 6,4 0,104 21,75
75-165 | 47mM acetat 5 0,032 24,9
165 - 300 | 130mM KH,PO, 3 0,130 32,3
9* 0-75 80mM KH,PO, + 148mM NaCl 6,4 0,28 21,75
75 - 165 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165-300 | 130mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl 3 0,253 32,3
10 0-75 10mM KH,PO, 6,4 0,013 2,72
75 - 165 10mM acetat 5 0,007 5,32
165 -300 | 10mM KH,PO, 3 0,010 2,49
11 0-75 10mM KH,PO, + 148mM NaCl 6,4 0,164 2,72
75 - 165 10mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,244 5,32
165 -300 | 10mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl 3 0,133 2,49
12 0-75 20mM KH,PO, 6,4 0,028 5,44
75-165 | 20mM acetat 5 0,014 10,6
165 -300 | 20mM KH,PO, 3 0,020 497
13* 0-75 20mM KH,PO, + 148mM NaCl 6,4 0,178 5,44
75 - 165 20mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,251 10,64
165 -300 | 20mM KH,PO,4+ 122,6mM NaCl 3 0,143 4,97
14 0-75 34mM KH,PO, 6,4 0,050 9,25
75-165 | 34mM acetat 5 0,023 18,1
165 -300 | 34mM KH,PO, 3 0,034 8,45
15 0-75 34mM KH,PO, + 148mM NaCl 6,4 0,208 9,25
75 - 165 34mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,263 18,1
165 -300 | 34mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl 3 0,157 8,45
16 0-75 80mM KH,PO, + 148mM NaCl 6,4 0,280 21,7
75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165 - 1380 | 130mM KH,PO,4 + 122,6mM NaCl 3 0,253 32,3
C - razli¢ni 17 0-75 80mM KH,PO, + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
pH zgodnjega 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 249
UZM 165 -300 | 100mM KH,PO, + 122,6mM NaCl 3 0,223 24,9
(USP1) 18 0-75 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6,8 0,328 37,5
75 - 165 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165 -300 | 100mM KH,PO, + 122,6mM NaCl 3 0,223 24,9
19 0-75 80mM KH,PO,+ 148mM NacCl 5,6 0,241 441
75 - 165 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165 - 300 100mM KH,PO, + 122,6mM NaCl 3 0,223 24,9

27



Preglednica IX: Nadaljevanije

SKLOP . ionska mo¢ uf.kapaciteta
POSKUSOY | ST-POSKUSA | CAS [min] MEDIJ pH ] ‘[’mmol‘/)L ST
C - razlicni pH 20 0-75 | 80mM acetat + 148mM NaCl 56 0,221 20,2
zgodnjega 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
UZM (USP1) 165-300 | 100mM KH2PO4 + 122,6mM NaCl | 3 0,223 24,9
21 0-75 | 80mM acetat + 148mM NaCl 6 0,225 9.41
75-165 | 47mM acetat + 237,02mM NaCl 5 0,271 24,9
165-300 | 100mM KH2PO4 + 122,6mM NaCl | 3 0,223 24,9
D -enaka 22 0-75 | 80mM KH2PO4# + 148mM KClI 6.4 0,276 21,7
jonska mo¢, 75-165 | 47mM acetat + 237,02mM KCl 5 0,271 24,9
razli¢ne soli 165-300 | 100mM KH2PO4 + 122,6mM KCl 3 0,223 24,9
(USP1) 23 0-75 | 20mM KH2PO4 + 148mM KCl 6.4 0.18 5,44
75-165 | 20mM acetat + 237,02mM KCl 5 0,251 10,6
165-300 | 20mM KH2PO4 + 122,6mM KCI 3 0,143 4,97
24 0-75 | 50mM KH2PO4 + 148mM KClI 6.4 0,230 136
75-165 | 47mM acetat + 237,02mM KCl 5 0,271 24,9
165-300 | 50mM KH2PO4 + 122,6mM KCI 3 0,173 124
E - enaka 25 0-1200 | 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
ionska mo¢ in 26 0-1200 | 80mM acetat + 148mM NaCl 6 0,225 94
puf.kapaciteta: 27 0-1200 | 80mM acetat + 177mM NaCl 6 0,256 9,4
Vroeltt:rrsn 28 0-1200 | 21mM citrat + 141mM NaCl 6 0,256 9,84
(USPY) 29 0-1200 | 19mM maleat + 201,6mM NaCl 6 0,256 10,8
30 0-1200 | 80mM NaH2PO4 + NaCl 6 0,256 10,3
F —enaka 31 0-1200 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
ionska mo¢ in 32 0-1200 | 80mM acetat + 177mM NaCl 6 0,256 94
puf.kapaciteta: 33 0-1200 | 21mM citrat + 141mM NaCl 6 0,256 9.84
Voltaren® 34 0-1200 | 19mM maleat + 201,6mM NaCl 6 0,256 108
forte (USP1)
35 0-1200 | 80mM NaH2PO4 + NaCl 6 0,256 10,3
G —enaka 36 0-1200 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
ionska mot in 37 0-1200 | 80mM acetat + 177mM NaCl 6 0,256 94
puf.kapaciteta: 38 0-1200 | 21mM citrat + 141mM NaCl 6 0,256 9.84
tat(’l'f;ePlD)lo 39 0-1200 | 19mM maleat + 201,6mM NaCl 6 0,256 108
40 0-1200 | 80mM NaH2PO4 + NaCl 6 0,256 10,3
H- enaka 41 0-1200 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
ionska mo¢ in 42 0-1200 | 80mM acetat + 177mM NaCl 6 0,256 9.4
puf.kapaciteta: 43 0-1200 | 21mM citrat + 141mM NaCl 6 0,256 9.84
taz‘ggf)lo 42 0-1200 | 19mM maleat + 201,6mM NaCl 6 0,256 108
45 0-1200 | 80mM NaH2PO4 + NaCl 6 0,256 10,3
| —enaka 46 0-1200 80mM KH2PO4 + 148mM NaCl 6 0,256 10,3
ionska mo¢ in 47 0-1200 | 80mM acetat + 177mM NaCl 6 0,256 9.4
puf kapaciteta: 48 0-1200 | 21mM citrat + 141mM NaCl 6 0,256 9,84
tablete D50
(USP) 49 0-1200 | 80mM NaH2PO4 + NaCl 6 0,256 10,3

*Poskus lahko uvrstimo v dva sklopa: poskus 6-sklop A in B, poskus 7, 9, 13- sklop B in D, poskus 9- sklop B in C.

5.2.3 Priprava umetnih Zelod¢nih medijev

Teste spros¢anja smo izvajali v umetnih Zelodénih medijih, ki simulirajo stanje po obroku.

S kombinacijo treh medijev smo Zeleli ponazoriti hiter dvig pH takoj po obroku in

postopno padanje pH s ¢asom nazaj na normalno vrednost.

Za vsak medij smo preracunali koli¢ino posameznih sestavin pufra. V preglednici X so

navedene sestavine posameznega medija. Sestavine smo natehtali na digitalni tehtnici ali

odmerili njihov volumen s pipeto ali merilnim valjem ter jih kvantitativno prenesli v 1L

bucko, katero smo predhodno napolnili do polovice z deionizirano vodo. V posamezen

medij smo nato dodali potrebni volumen 1M NaOH ali 1M HCI, da smo dosegli zeleni pH
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medija in dopolnili z deionizirano vodo do oznake. Tako pripravljen medij smo dobro
premesali in mu s pomoc¢jo pH metra izmerili pH. Pred vsako meritvijo smo pH meter

umerili na pH=7,00 ali pH=4,00, odvisno od obmoc¢ja merjenja pH.

Preglednica X: Sestava umetnih Zelod¢nih medijev za testiranje spro$¢anja po obroku. Sestavine smo
raztopili in dopolnili z deionizirano vodo do 1L. V skrajno levi koloni so mediji razvri¢eni glede na
njihovo pH vrednost. Oznaka / pomeni, da omenjene sestavine ni v izbranem mediju.

upor | Nase|oc | S| il | s | vt | Gl | o |
[mL] [mL] [mL]

pH=6,8
80mM KH,PO, + 148mM NacCl | 10,886 | / | / | / | / | / | 8,65 | / | 50,2 | /
pH=6,4
10mM KH,PO, 1,361 / / / / / / / 15 /
10mM KH,PO, + 148mM NaCl 1,361 / / / / / 8,65 / 32 /
20mM KH,PO, 2,720 / / / / / / / 4,0 /
20mM KH,PO, + 148mM NaCl 2,720 / / / / / 8,65 / 5.2 /
20mM KH,PO, + 148mM KCI 2,720 / / / / / / 11,03 58 /
34mM KH,PO, 4,630 / / / / / / / 7.8 /
34mM KH,PO, + 148mM NaCl 4,630 / / / / / 8,65 / 13,2 /
50mM KH,PO, 6,800 / / / / / / / 12,0 /
50mM KH,PO,+148mM NaCl 6,800 / / / / / 8,65 / 20,0 /
50mM KH,PO, + 148mM KClI 6,800 / / / / / / 11,03 16,0 /
80mM KH,PO, 10,886 / / / / / / / 12,0 /
80mM KH,PO, + 148mM NaCl 10,886 / / / / / 8,65 / 26,0 /
80mM KH,PO, + 148mM KClI 10,886 / / / / / / 11,03 24,0 /
pH=6
80mM KH,PO, + 148mM NaCl 10,886 / / / / / 8,65 / 14,0 /
80mM acetat + 148mM NaCl / 10,31 | 0,243 / / / 8,65 / 1,60 /
80mM acetat + 177mM NaCl / 10,31 | 0,243 / / / 10,36 / 1,60 /
21mM citrat + 141mM NaCl / / / 6,18 / / 8,24 / / 5,6
19mM maleat + 214mM NaCl / / / / 2,21 / 12,51 / 30,5 /
80mM NaH,PQO, + 148mM NaCl / / / / / 11,04 8,65 / 13,2 /
pH=5,6
80mM KH,PO,4 + 148mM NaCl 10,886 / / / / / 8,65 / 6,4 /
80mM acetat + 148mM NaCl / 9,54 | 0,566 / / / 8,65 / 3,0 /
pH=5
10mM acetat / 0,86 | 0,209 / / / / / 1,0 /
10mM acetat + 237,02mM NaCl / 0,86 | 0,209 / / / 13,85 / 1,0 /
20mM acetat / 1,73 | 0,418 / / / / 1,0 /
20mM acetat + 237,02mM NaCl / 1,73 | 0,418 / / / 13,85 / 1,0 /
20mM acetat + 237,02mM KCI / 1,73 | 0,417 / / / / 17,67 1,0 /

NaAc- NaCH;COOx3H,0, Oc- CH3;COOH, Citr - NazCgHs0,x2H,0 Mal- C,H,0,
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Preglednica X: Nadaljevanje

upou | Nk | o Gl | Mt | s | Ve KEl | o |
[mL] [mL] [mL]
pH=5

34mM acetat / 2,94 | 0,710 / / / / / 1,0 /

34mM acetat + 237,02mM NaCl / 2,94 | 0,710 / / / 13,85 / 44 /

47mM acetat / 4,05 | 0,979 / / / / / 25 /

47mM acetat + 237,02mM NaCl / 4,05 | 0,979 / / / 13,85 / 4,0 /

47mM acetat + 237,02mM KClI / 4,05 | 0,979 / / / / 17,67 4,0 /

pH=3

10mM KH,PO, 1,361 / / / / / / / / 4,0

10mM KH,PO, + 122,6mM NaCl 1,361 / / / / / 717 / / 2,0
20mM KH;PO, 2,720 / / / / / / / / 3,0

20mM KH,PO,4 + 122,6mM NaCl 2,720 / / / / / 717 / / 44
20mM KH,PO, + 122,6mM KCI 2,720 / / / / / / 9,14 / 3,0
34mM KH,PO, 4,630 / / / / / / / / 10,0

34mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl 4,630 / / / / / 7,17 / / 3,6
50mM KH,PO, 6,800 / / / / / / / / 8,0

50mM KH,PO, + 122,6mM NacCl 6,800 / / / / / 7,17 / / 45
50mM KH,PO, + 122,6mM KCI 6,800 / / / / / / 9,14 / 4,6
100mM KH,PQO, + 122,6mM NaCl 13,684 / / / / / 7,17 / / 10,0
100mM KH,PO, + 122,6mM KCI 13,684 / / / / / / 9,14 / 10,0
130mM KH,PQO, + 122,6mM NaCl 17,690 / / / / / 7,17 / / 10,0

NaAc- NaCH;COOx3H,0, Oc- CH3;COOH, Citr - NazCgHs0,x2H,0 Mal- C,H,0,

5.2.4 Dolo¢itev ena¢b umeritvenih premic

Najprej smo pripravili tri osnovne raztopine natrijevega diklofenakata ali paracetamola s
koncentracijo priblizno 100 mg/L. To smo naredili tako, da smo na analitski tehnici
natan¢no stehtali 10 mg standarda uc¢inkovine, ga kvantitativno prenesli v 100 mL bucko in
dopolnili z izbranim medijem do oznake. V primeru slabe topnosti natrijevega
dikolofenakata v mediju (npr. mediji s pH=3 ali pH=5), smo standard raztopili v destilirani
vodi. Osnovne raztopine smo nato red¢ili z medijem in dobili nove raztopine s priblizno
enakomerno razporejenimi koncentracijami. Na primer, za pripravo raztopine s
koncentracijo 1mg/ml smo odpipetirali ImL osnovne raztopine in ga kvantitativno prenesli
v 100mL bucko ter dopolnili z medijem do oznake.

Tako pripravljenim raztopinam smo s pomoc¢jo UV spektrofotometra (0z HPLC) izmerili
absorbance (oz povrsine pod krivuljo) pri valovni dolzini 276 nm za natrijev diklofenakat
ter 243 nm za paracetamol. V koordinatni sistem smo na absciso nanasali koncentracije

raztopin, na ordinato pa absorbance (oz povrsSino pod krivuljo) in skozi dobljene tocke
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narisali umeritveno premico. V programu Excel smo z uporabo funkcije linearne regresije
dobili enatbo premice ter kvadrat Pearsonovega koeficienta korelacije (R?).

Umeritvene premice smo naredili za umetne Zelodéne medije, ki so nasSteti v preglednici
X1 v poglavju »Rezultati«. Za ostale medije umeritvenih premic nismo naredili. V tem
primeru smo za izradun koncentracije spro$¢ene uéinkovine v UZM uporabili umeritvene

premice »sorodnih« medijev (preglednica XI).

Preglednica XI: Mediji za katere nismo naredili umeritvene premice ter pripadajo¢i »sorodni medij«, katerega
umeritveno premico smo uporabili za izratun koncentracije spros¢ene ucinkovine.

Mediji brez umeritvene premice Sorodni medij
10mM/20mM/ 34mM acetat pH=5 47mM acetat pH=5
10mM/20mM/34mM KH,PO, pH=3 50mM KH,PO, pH=3
10mM /20mM /34mM acetat + 237,02mM NaCl pH=5 50mM KH,PO, + 237,02mM NaCl pH=5
10mM/20mM /34mM KH,PO, + 122,6mM NaCl pH=3 50mM KH,PO,+ 122,6mM NaCl pH=3

100mM KH,PO, + 122,6mM NaCl pH=3 130mM KH,PO, + 122,6mM NaCl pH=3

Uporabo umeritvenih premic sorodnih medijev smo upraviéili tako, da smo za vsak medij
brez umeritvene premice izmerili absorbanci dveh standardov v izbranem mediju ter
preverili, ¢e sovpadajo z absorbancami izracunanih iz »sorodnih« medijev (najve¢ 3%
odstopanje). Odstopanje izmerjenih absorbanc standardov od izracunanih absorbanc je bilo
med 0,22 in 3,05%.

5.2.5 Analiza vzorcev

Vzorce smo analizirali z metodo UV spektrofotometrije (razen ko smo kot umetni Zelod¢ni
medij uporabili maleinsko kislino). Koncentracijo u¢inkovine v vzorcu smo doloéili z
merjenjem absorbance. Najprej smo posneli spektre standardov natrijevega diklofenakata
in paracetamola, s priblizno koncentracijo 15 mg/L, med 200 in 400 nm ter iz dobljenih
spektrov dolo¢ili absorpcijske maksimume. Natrijev diklofenakat je v vseh medijih imel
maksimum pri 276 nm, paracetamol pri 243 nm. Nadaljnje meritve vzorcev smo zato
izvajali pri omenjenih valovnih dolzinah (276 nm za tablete Voltaren® retard, Voltaren®
forte in tablete z diklofenakom, 243 nm za tablete s paracetamolom). Pred vsako serijo
meritev smo brisali ozadje (isti medij). Ce smo vzorcu izmerili absorbanco, ki je bila visja
od obmoc¢ja umeritvene premice za dolocen medij, smo vzorec red¢ili z medijem v
razmerju 1:5.

V nekaterih poskusih smo kot umetni zelod¢éni medij uporabili maleatni pufer. S pomogjo
spektrofotometra raztopinam v maleatnem mediju nismo uspeli izmeriti absorbanc, saj

maleinska kislina mo¢no absorbira pri valovnih dolzinah 243 nm in 276 nm. Posledi¢no
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smo analizo teh vzorcev izvedli z metodo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti
(HPLC).

HPLC omogoca lo¢evanje in detekcijo spojin na podlagi njihovih razli¢nih retencijskih
Casov. Sestava in pretok mobilne faze, volumen injiciranja vzorca, temperatura kolone ter
valovna dolzina UV detekcije so prikazani v preglednici XI. Pred vsako serijo meritev
vzorcev smo preverili linearnost in ponovljivost HPLC. Linearnost smo preverjali z
izdelavo umeritvenih premic pred vsakim poskusom in izracunom kvadrata Pearsonovega
koeficienta korelacije. Ponovljivost meritev smo preverjali tako, da smo standarde z enako

koncentracijo veckrat pomerili in le ti niso Smeli odstopati za ve¢ kot 5 %.

Preglednica XI1I: Sestava in pretok mobilne faze, volumen injiciranja vzorcev, temperatura kolone in
valovna dolzina UV detekcije v primeru analize vzorcev z natrijevim diklofenakatom in vzorcev s
aracetamolom.

Natrijev dikolfenakat Paracetamol

Mobilna faza Vodna faza: 50mM KH,PO,60% Vodna faza: 50mM KH,PO,95%

Organska faza: acetonitril 40% Organska faza: acetonitril 5%
Pretok mobilne faze 2mL/min 1,8mL/min
Volumen injiciranja 10uL 10ul
Temperatura kolone 35°C 35°C
Valovna dolZina
(UV detekcija) 276nm 243nm

5.2.6 Izracun kolicine sproscene ucinkovine

Vzorcem smo izmerili absorbanco (0z. povrsino pod vrhom). Absorbanco (A) ali povrsino
pod krivuljo (AUC) smo vstavili v enacbo umeritvene premice za dolo¢en medij, in tako
izracunali koncentracijo u¢inkovine (Cy) V N-tem vzorcu v ¢asu t.

A=k -cy[mg/L]+b splo$na enac¢ba umeritvene premice (1)
Iz tega sledi: ¢, [mg/L] = (A -Db) /K, @)
kjer je k naklon premice in b preseciS¢e premice z ordinatno osjo.

Ker odvzetih volumnov po vzoréenju (5 mL na vzorec) nismo nadomescali s svezim
medijem, izracunana koncentracija v ¢asu t ne ustreza dejanski koncentraciji u¢inkovine v
posodi. Volumen umetnega zelodénega medija v posodi se je postopoma zmanjSeval. Z
upostevanjem te korekcije je n-ti volumen medija (V) v ¢asu t:

Vh=Vmn-Vy; (n-1), @)
kjer je Vi, zacetni volumen medija (1L), Vy, volumen vzorca (0,005 L) in n zaporedno

Stevilo vzorca.
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V, je ob ¢asu odvzemu prvega vzorca, enak zacetnemu volumnu medija. Enako se zgodi v
primeru menjave medija po 75 min in 165 min: V, je v ¢asu 90 in 180 min enak Vp,.

Sledi izra¢un mase u¢inkovine. Dejanska masa uc¢inkovine v n-tem vzorcu ob ¢asu t (my) je
enaka seStevku mase u¢inkovine v posodi ob ¢asu t in mase ucinkovine, ki je bila odvzeta
v vzorcih pred ¢asom t:

mp[Mg]=cn- Vn+ Vyz- (CL+ Cot+ C3+....4Ch1) 4)
Odstotek sproscene ucinkovine ob ¢asu t je:

% =(m,/D) - 100, (5)

kjer je D odmerek u¢inkovine v mg v tableti.

5.2.7 Izracun ionske moci in puferske kapacitete umetnih Zelod¢nih medijev
Za vsak umetni zelod¢ni medij, ki smo ga uporabili v poskusih spros¢anja, smo izracunali

njegovo ionsko moc¢ in pufersko kapaciteto.

Ionsko mo¢ () Smo izracunali po naslednji enacbi:

1 n
H= 52 cizf
i=1

Kjer je ci molarna koncentracija iona v raztopini in z; valenca iona. (6)

Pufersko kapaciteto () smo izracunali po naslednji enacbi:
Ka [H 3 0 +]
(Ka + [H307])?

kjer je ¢ celokupna koncentracija pufra (vsota molarnih koncentracij kisline in soli), K,

B =2,3C

konstanta ionizacije kisline in [H30*] koncentracija oksonijevih ionov (10P). @)

Ka (36) in izracunane pKa vrednosti uporabljene pri izracunu puferske kapacitete
dolo¢enega medija:
e Fosforna kislina (HsPO4) Ka= 7,11-107 (pK21=2,15) Kao=6,32-10° (pK2=7,20)
Kas= 4,5-10™ (pK3=12,35)
e Ocetna kislina (CH;COOH) Ka=1,75-10” (pK41=4,76)
e Citronska kislina (CeHgO7) Ka= 7.45:10" (pKx=3,13) Kg=1,73-10"
(PKa=4,76) Ka3=4,02:107 (pKz3=6,40)
e Maleinska kislina (CsH404) Kar= 1,3-10? (pK21=1,89) Kao=5,9-107 (pK2=6,23)
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V dolocenih primerih smo iskali sestavo pufra z ze definirano ionsko mocjo in pufersko
kapaciteto. V tem primeru smo si pri izraCunu pomagali s funkcijo »solver« v Excelu ali z
racunalniSkim programom »Buffer maker« (37). Po pripravi pufrov po recepturi, ki nam jo

je predlagal program, smo ionsko moc¢ in pufersko kapaciteto medijev izraCunali Se sami.

5.2.8 Izracun Casa v katerem se sprosti 15% ucinkovine

Pri poskusih 6A, 7B-15B in 22C-24C smo iz odstotkov spro$¢enega natrijevega
diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v ¢asu od 0 do 75min izracunali ¢as, ko se ga
sprosti 15%. V intervalu od 15 do 75min smo si izbrali tri tocke skozi katere smo lahko

povlekli premico. Z metodo linearne regresije smo izrac¢unali enac¢bo te premice:

% sproscene ucinkovine v ¢asu t =k - tfmin] + n, (8)

v W

kjer je k naklon premice in n presecis¢e premice z ordinatno osjo.
Tako smo dobili vrednosti k in n. Iz ena¢be smo tako lahko izracunali ¢as (t) v katerem se

sprosti 15% ucinkovine. Nato smo narisali grafe odvisnosti ¢asa, ko se sprosti 15%

uc¢inkovine, od ionske moci ali puferske kapacitete.
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6 Rezultati

6.1 Enacbe umeritvenih premic

V preglednicah XIII in XIV so prikazane enacbe umeritvenih premic raztopin natrijevega
dklofenakata in paracetamola v umetnih Zzelodénih medijih, ter izracunani kvadrati
Pearsonovega koeficienta korelacije  (R?). Meritve so bile na UV
spektrofotometru. V preglednici XV so prikazane enacbe umeritvenih premic v primeru

umetnega Zelodénega medija z maleinsko kislino. Meritve so bile izvedene na HPLC, kjer

smo umeritveno premico izdelali pred vsakim poskusom.

Preglednica XI11: Enatbe umertivenih premic in kvadrati Pearsonovih koeficientov korelacije (R?) v umetnih
Zelodénih medijih (razen v maleatnem pufru) za natrijev diklofenakat. Meritve so bile izvedene na UV

izvedene

spektrofotometru.

Umetni Zelod¢ni medij Enacba umeritvene premice R’
pH=6,8 (obmo¢je umeritvene: 0-40mg/L)

80mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0323-c[mg/L] - 0,0010 0,9997
pH=6,4 (obmo¢je umeritvene: 0-35mg/L)

10mM KH,PO, A =0,0315-c[mg/L] - 0,0040 0,9996
10mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0325-c[mg/L] - 0,0044 0,9997
20mM KH,PO, A =0,0323-c[mg/L] - 0,0032 0,9999
20mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0309-c[mg/L] + 0,0036 0,9992
20mM KH,PO, + 148mM KClI A =0,0317-c[mg/L] - 0,0019 0,9998
34mM KH,PO, A =0,0324-c[mg/L] - 0,0035 0,9996
34mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0326-c[mg/L] - 0,0036 0,9997
50mM KH,PO, A =0,0321-¢c[mg/L] + 0,0054 0,9998
50mM KH,PO,+148mM NaCl A =0,0336-c[mg/L] - 0,0024 0,9993
50mM KH,PO, + 148mM KClI A =0,0315-c[mg/L] + 7E-06 0,9998
80mM KH,PO, A =0,0315-c[mg/L] - 0,0007 0,9995
80mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0320-c[mg/L] + 0,0021 0,9999
80mM KH,PO, + 148mM KClI A =0,0314-c[mg/L] + 0,0024 0,9995
pH=6 (obmo¢je umeritvene: 0-35mg/L)

80mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0290-c[mg/L] - 0,0023 0,9995
80mM acetat + 177mM NaCl A =0,0330-c[mg/L] - 0,0126 0,9992
21mM citrat + 141mM NaCl A =0,0311-c[mg/L] - 0,0054 0,9996
80mM NaH,PO, + 148mM NaCl A =0,0304-c[mg/L] - 0,0025 0,9993
pH=5,6 (obmo¢je umeritvene: 0-35mg/L)

80mM KH,PO, + 148mM NaCl A =0,0325-c[mg/L] - 0,0004 0,9999
80mM acetat + 148mM NaCl A =0,0320-c[mg/L] - 0,0104 0,9997
pH=5 (obmod¢je umeritvene: 0-5mg/L)

47mM acetat A =0,0308-c[mg/L] - 0,0001 0,9997
47mM acetat + 237,02mM NaCl A=0,0311-¢c[mg/L] - 0,0051 0,9997
pH=3 (obmod¢je umeritvene: 0-5mg/L)

50mM KH,PO, A =0,0283-c[mg/L] + 0,0009 0,9996
50mM KH,PO, + 122,6mM NaCl A =0,0279-c[mg/L] - 0,0018 0,9995
130mM KH,PO, A =0,0290-c[mg/L] + 0,0009 0,9997
130mM KH,PO, + 122,6mM NaCl A =0,0310-c[mg/L] + 0,0014 0,9990

A-absorbanca natrijevega diklofenakata pri 276nm; c-koncentracija natrijevega diklofenakata v mg/L.
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Preglednica XIV: Enatbe umertivenih premic in kvadrati Pearsonovih koeficientov korelacije (R?) v umetnih
Zelod¢énih medijih (razen v maleatnem pufru) za paracetamol. Meritve so bile izvedene na UV spektrofotometru.

Umetni Zelod¢ni medij Enacba umeritvene premice R?

pH=6 (obmo¢je umeritvene: 0-20mg/L)
80mM KH,PO, + 148mM NaCl
80mM acetat + 177mM NaCl

A =0,064-c[mg/L] +0,0065 0,9995
A =0,0639-c[mg/L] - 0,0003 1

21mM citrat + 141mM NaCl A=0,0629-c[mg/L] +0,0013 0,9997
80mM NaH,PO, + 148mM NaCl A =0,0659-c[mg/L] - 0,0123 0,9994

A-absorbanca paracetamola pri 243nm; c-koncentracija paracetamolav mg/L.

Preglednica XV: Enatbe umeritvenih premic in kvadrati Pearsonovih koeficientov korelacije (R?) v umetnem
Zelodénem mediju z maleinsko kislino. Meritve so bile izvedene na HPLC. V preglednici je oznadena tudi $tevilka
poskusa ter ali gre za standarde diklofenaka (DIK) ali paracetamola (PAR).

Umetni Zelod¢ni medij St. poskusa Enacba umeritvene premice R?
pH=6 (obmogje umeritvene: 0-70mg/L)
19mM maleat + 214mM NaCl 29 DIK AUC =7,5437-c[mg/L] + 1,2545 1
19mM maleat + 214mM NaCl 34DIK AUC = 8,3806-c[mg/L] + 1,2525 0,9999
19mM maleat + 214mM NaCl 39 DIK AUC = 8,1212-¢c[mg/L] + 0,0300 1
19mM maleat + 214mM NaCl 44 PAR AUC =22,67-c[mg/L] - 0,5013 0,9994

AUC-povrsina pod krivuljo; c-koncentracija ué¢inkovine v mg/L.

Za nekatere UZM umeritvenih premic nismo naredili, smo pa za izratun koncentracije
spros¢ene ucinkovine uporabili umeritveno premico »sorodnega« medija. V preglednici
XVI1 so prikazana odstopanja izmerjenih absorbanc standardov v medijih brez umeritvene
premice od absorbanc izra¢unanih iz umeritvene premice sorodnega medija.

Preglednica XVI: Odstopanja izmerjenih absorbanc standardov (Ai;») v medijih brez umeritvene premice od

absorbanc izra¢unanih (A;;) iz umeritvenih premic sorodnega medija. Navedeni so tudi mediji, koncentraciji (Cg)
in absorbanci dveh standardov (A;,,) in absorbanci izra¢unani iz umeritvene premice sorodnega medija (Ai;r)-

Medij Cy[Mg/L] Aum Aur (AmAsel Amy™ 100 [%6]
10mM acetat pH=5 2;333 8;8;% 8:8322 8122
20mM acetat pH=5 i:gg; o?'lO4721281 gﬂig 8%
34mM acetat pH=5 égég 8832523 883%411 (2)22

10mM KH;PO, pH=3 éﬁ% 8:822? gggg; 3132
20mM KH,PO, pH=3 i:ggg 8;2@??—, 81(1);1[211 (2)14712
34mM KH,PO, pH=3 iSZZ 8:832; 88322 g:gi
10mM acetat + NaCl pH=5 igg% 8(1)222 ggggi (Z)gg
20mM acetat + NaCl pH=5 gggé 81%82 812?; 83;
34mM acetat + NaCl pH=5 4154 01236 01241 040
10mM KH,PO,4+ NaCl pH=3 éggg (;),3)82798 ggggg iéé

20mM KH;PO, + NaCl pH=3 i;ﬁfﬁ 8:(1)222 82(25:73? g:g?

34mM KH,PO, + NaCl pH=3 7002 01200 01098 063

100mM KHPO, + NaCl pH=3 23%8212 8(1)32 06?13;59 g(z)g
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6.2 Preliminarni poskusi (A)

V preglednicah XVII do XXII so prikazani rezultati preliminarnih poskusov spro$¢anja
natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Poskuse 1 do 5 smo izvedli na
aparaturi za testiranje sproS¢anja z vesli (USP2). Pri poskusu 5 smo tableto ovili v
nerjaveco zicko (USP2'). Poskus 6 smo izvedli na aparaturi za testiranje sproS¢anja s
kosaricami (USP1). Umetni zelod¢ni medij s pH=6,4 smo po 75min zamenjali z umetnim
zelodénim medijem s pH=5, po 165min pa z umetnim Zelodénim medijem s pH=3. Casi

menjave so oznaceni z osencenimi polji.

Preglednica XVII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
1A (USP2), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 1 % sproscene ucinkovine
t[min] 1A/1 1A/2 1A/3 1A/4 povpreéje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 9,832 10,393 9,084 9,115 9,606 0,628 6,537
30 13,706 14,608 13,300 13,610 13,806 0,562 4,072
45 16,790 17,908 16,661 17,064 17,106 0,560 3,276
60 19,583 20,700 19,208 19,918 19,852 0,635 3,200
75 22,850 23,204 21,681 22,421 22,539 0,655 2,907
90 24,963 23,921 30,581 32,749 28,054 4,284 15,271
110 25,189 24,051 32,454 32,975 28,667 4,701 16,400
140 25,543 24,308 31,265 33,297 28,603 4,356 15,230
165 25,703 24,819 31,713 33,744 28,995 4,405 15,193
180 25,764 25,461 34,197 40,393 31,454 7,205 22,905
210 26,012 26,412 35,488 40,359 32,068 7,050 21,984
240 26,036 27,324 36,028 40,663 32,513 7,016 21,578
300 26,305 28,131 36,835 40,865 33,034 6,954 21,052

Preglednica XVIII: Odstotki sproséenega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 2A (USP2), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 2 % sproscene ucinkovine

t[min] 2A/1 2A/2 2A/3 povpreéje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

15 6,059 5,716 5,841 5,872 0,174 2,963

30 8,951 8,670 10,194 9,271 0,811 8,748
45 11,240 11,299 15,453 12,664 2,415 19,073
60 13,334 14,430 18,716 15,493 2,844 18,359
75 16,457 16,889 22,667 18,671 3,467 18,569
90 19,580 22,423 37,622 26,541 9,701 36,549
110 20,475 23,030 38,485 27,330 9,745 35,655
140 22,258 23,826 39,186 28,423 9,353 32,907
165 22,606 23,985 39,566 28,719 9,419 32,797
180 23,174 24,746 40,069 29,330 9,334 31,823
210 23,399 24,521 39,780 29,233 9,151 31,303
240 23,590 24,905 40,483 29,659 9,396 31,681
300 24,003 25,572 40,673 30,083 9,205 30,599
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Preglednica XIX: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
3A (USP2), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 3 % sproscene ucinkovine
t[min] 3A/1 3A/2 3A3 povpreéje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 6,411 6,530 5,905 6,282 0,332 5,283
30 11,060 10,735 9,310 10,368 0,931 8,976
45 14,920 14,506 12,257 13,894 1,433 10,315
60 18,174 18,053 14,983 17,070 1,808 10,594
75 21,411 21,087 17,229 19,909 2,327 11,687
90 32,218 35,849 40,705 36,257 4,258 11,744
110 33,242 36,457 41,473 37,057 4,148 11,193
140 33,942 37,093 42,141 37,726 4,136 10,963
165 34,861 37,917 42,616 38,465 3,907 10,156
180 36,610 39,594 44,222 40,142 3,835 9,554
210 37,894 39,701 44,900 40,832 3,637 8,907
240 38,142 39,985 45,148 41,092 3,632 8,838
300 38,319 40,903 45,536 41,586 3,657 8,793

Preglednica XX: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
4A (USP2), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 4 % sproscene ucinkovine
t[min] 4A/1 4A/2 4A/3 4A/4 4A/5 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 9,483 8,784 7,990 8,149 7,832 8,189 0,420 5,128
30 16,053 14,817 14,908 12,603 11,622 13,488 1,305 9,679
45 20,578 18,809 18,617 16,029 14,639 17,023 1,553 9,120
60 24,831 22,155 21,712 18,906 16,766 19,885 1,762 8,862
75 28,284 25,328 24,077 21,052 18,663 22,280 2,198 9,867
90 29,284 49,292 46,970 26,120 33,513 38,974 12,761 32,742
110 38,921 49,777 47,422 26,702 33,868 39,442 12,697 32,192
140 39,725 50,034 47,776 26,895 34,351 39,764 12,758 32,083
165 39,980 49,906 47,776 27,087 34,734 39,876 12,605 31,610
210 42,898 50,291 48,482 27,330 35,013 40,279 12,766 31,695
240 43,438 51,102 49,507 27,472 35,262 40,836 13,207 32,341
300 45,743 52,019 50,321 27,437 35,262 41,260 13,729 33,274

Preglednica XXI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa

5A (USP2"), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).
POSKUS 5 % sproscene ucinkovine

t[min] 5A/1 5A/2 5A/3 5A/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

15 9,583 9,832 9,520 9,364 9,575 0,194 2,030

30 14,604 14,822 15,875 14,045 14,836 0,766 5,160

45 18,768 18,616 20,809 18,209 19,100 1,163 6,091

60 22,204 21,746 24,123 22,474 22,637 1,036 4,575

75 25,471 24,921 26,505 25,008 25,476 0,727 2,854

90 31,708 29,924 31,962 26,569 30,041 2,486 8,274

110 32,096 30,344 32,802 26,763 30,501 2,698 8,845

140 32,481 30,730 33,767 27,020 31,000 2,930 9,452
165 32,737 30,954 34,694 27,212 31,399 3,182 10,134
180 33,016 31,197 35,538 27,421 31,793 3,415 10,743
210 33,052 31,303 36,207 27,561 32,031 3,605 11,254
240 33,261 31,443 36,836 27,596 32,284 3,845 11,911
300 33,296 31,373 37,672 27,701 32,510 4,151 12,767
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Preglednica XXII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
6A (USP1), povpreje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 6 % sproscene ucinkovine
t[min] 6A/1 6A/2 6A/3 6A/4 povprecje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 7,526 7,495 7,713 8,368 7,776 0,406 5,224
30 12,362 11,866 12,611 13,141 12,495 0,531 4,246
45 16,094 15,351 16,188 16,750 16,096 0,575 3,570
60 19,561 18,327 19,196 19,726 19,203 0,624 3,250
75 22,462 20,953 21,760 22,077 21,813 0,641 2,939
90 23,828 22,028 22,965 23,151 22,993 0,743 3,231
110 23,990 22,092 22,965 23,022 23,017 0,776 3,370
140 24,119 22,285 23,190 23,247 23,210 0,749 3,227
165 24,246 22,637 23,414 23,343 23,410 0,659 2,814
180 24,356 22,923 23,452 23,417 23,537 0,597 2,536
210 24,321 23,204 23,452 23,453 23,608 0,490 2,074
240 24,356 23,519 23,452 23,488 23,704 0,436 1,838
300 24,425 23,902 23,487 23,592 23,852 0,421 1,766

6.3 Rezultati sproscanja pri razli¢ni ionski moci in puferski kapaciteti

umetnih Zelod¢nih medijev (B)

V preglednicah XXIIl do XXXII so prikazani rezultati poskusov spros¢anja natrijevega

diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v umetnih zelodénih medijih z razli¢no ionsko

mocjo (u) in pufersko kapaciteto (B). Zgodnji umetni Zelod¢éni medij, kateremu smo

spreminjali pH vrednost, smo po 75min zamenjali z umetnim zelodénim medijem s pH=5

po 165min pa z umetnim Zelodénim medijem s pH=3. Poskus 16 smo, za razliko od drugih

poskusov v tem sklopu, izvajali 20 ur. V oklepaju sta navedeni ionska mo¢ [M] in puferska

kapaciteta [mmol/LApH] zgodnjega medija. Zaradi preglednosti enote niso navedene.

Preglednica XXIII: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 7B (zgodnji medij: p=0,238; p=13,6), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 7 % sproscene ucinkovine
t[min] 7B/1 7B/2 7B/3 7B/4 povprecje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,042 5,101 4,893 5,250 5,071 0,148 2,915
30 7,944 8,092 7,973 8,419 8,107 0,218 2,684
45 10,684 10,685 10,742 11,070 10,795 0,185 1,717
60 13,029 13,060 13,058 13,357 13,126 0,155 1,178
75 15,363 15,218 15,158 15,515 15,313 0,160 1,042
90 16,716 16,411 16,383 16,773 16,571 0,202 1,220
110 17,228 16,923 17,023 17,252 17,107 0,160 0,935
140 17,515 17,368 17,564 17,634 17,520 0,113 0,643
165 17,641 17,463 17,754 17,920 17,695 0,192 1,084
180 17,742 17,564 17,962 18,056 17,831 0,221 1,242
210 18,455 17,956 18,319 18,377 18,277 0,221 1,209
240 17,994 17,672 18,035 18,164 17,966 0,209 1,163
300 17,711 17,531 17,823 17,987 17,763 0,192 1,080
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Preglednica XXIV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 8B (zgodnji medij p=0,104; p=21,75), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 8 % sproscene ucinkovine
t[min] 8B/1 8B/2 8B/3 8B/4 povprecje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 7,705 8,181 8,117 8,117 8,030 0,219 2,727
30 11,558 12,635 12,666 12,255 12,279 0,515 4,196
45 15,833 16,438 16,280 16,121 16,168 0,258 1,597
60 18,553 18,533 18,626 18,498 18,552 0,054 0,291
75 21,229 20,897 20,928 21,080 21,033 0,153 0,726
90 22,433 21,939 22,002 22,122 22,124 0,219 0,992
110 22,724 22,101 22,067 22,251 22,286 0,303 1,359
140 23,013 22,326 22,356 22,508 22,551 0,318 1,412
165 23,237 22,486 22,548 22,828 22,775 0,342 1,503
180 23,344 22,662 22,690 23,004 22,925 0,320 1,395
210 23,310 22,868 22,724 22,901 22,951 0,251 1,096
240 23,276 22,594 22,656 23,106 22,908 0,335 1,462
300 23,310 23,138 22,927 22,970 23,086 0,174 0,756

Preglednica XXV: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
9B (zgodnji medij: p=0,280; p=21,75), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 9 % sproscene ucinkovine
t[min] 9B/1 9B/2 9B/3 9B/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,528 4,309 4,591 4,966 4,598 0,273 5,934
30 7,638 7,201 7,513 7,920 7,568 0,298 3,935
45 10,020 10,016 10,019 10,456 10,128 0,219 2,162
60 12,174 12,202 12,266 12,519 12,290 0,157 1,278
75 14,134 14,101 14,288 14,356 14,220 0,122 0,859
90 15,231 15,197 15,513 15,613 15,389 0,206 1,340
110 15,967 15,997 16,089 16,221 16,068 0,114 0,712
140 16,412 16,443 16,502 16,508 16,466 0,047 0,283
165 16,539 16,696 16,692 16,825 16,688 0,117 0,700
180 16,494 17,490 17,260 16,779 17,006 0,452 2,656
210 16,494 16,880 16,650 16,940 16,741 0,207 1,234
240 16,877 16,752 16,650 17,100 16,845 0,194 1,149
300 16,718 16,943 16,873 17,481 17,004 0,332 1,951

Preglednica XXVI: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
odnji medij: n=0,013; p=2,72), povpre€je, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

poskusa 10B (z

POSKUS 10 % sproscene ucinkovine
t[min] 10B/1 10B/2 10B/3 10B/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 12,698 12,762 12,540 12,603 12,651 0,099 0,780
30 19,174 19,048 18,731 18,323 18,819 0,380 2,017
45 24,108 23,416 23,319 22,759 23,401 0,553 2,365
60 28,423 27,700 27,603 26,838 27,641 0,649 2,346
75 32,312 31,620 31,399 30,502 31,458 0,747 2,375
90 32,419 31,727 31,506 30,609 31,565 0,747 2,367
110 32,516 32,173 31,700 30,996 31,846 0,658 2,067
140 34,010 33,656 33,434 31,669 33,192 1,043 3,141
165 35,031 34,992 35,442 34,857 35,081 0,252 0,719
180 35,706 35,809 36,011 35,567 35,773 0,187 0,522
210 36,268 36,582 36,363 35,954 36,292 0,261 0,718
240 36,828 37,107 36,433 36,339 36,677 0,357 0,972
300 37,698 38,012 36,815 37,000 37,381 0,567 1,516
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Preglednica XXVII: Odstotki spro$fenega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
odnji medij: n=0,164; p=2,72), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

poskusa 11B (z

POSKUS 11 % sproscene u¢inkovine
t[min] 11B/1 11B/2 11B/3 11B/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 6,658 6,843 6,720 6,689 6,728 0,081 1,203
30 9,506 10,150 10,210 9,690 9,889 0,345 3,492
45 12,156 12,800 12,799 12,035 12,448 0,409 3,290
60 14,762 15,315 15,557 15,036 15,168 0,344 2,269
75 17,235 17,999 18,241 17,599 17,768 0,443 2,496
90 18,814 19,546 19,916 19,145 19,355 0,479 2,475
110 20,157 20,889 21,196 20,521 20,691 0,450 2,176
140 21,367 22,226 22,501 21,731 21,956 0,506 2,304
165 22,032 22,986 23,135 22,427 22,645 0,510 2,251
180 22,348 23,266 23,486 22,743 22,961 0,514 2,238
210 22,776 23,444 23,557 22,921 23,175 0,384 1,657
240 22,953 23,444 23,628 23,099 23,281 0,310 1,331
300 23,553 23,833 23,911 23,416 23,678 0,232 0,982

Preglednica XXVIII: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 12B (z

odnji medij: n=0,028; p=5,44), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 12 % sproscene ucinkovine
t[min] 12B/1 12B/2 12B/3 12B/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 11,059 11,307 11,337 11,059 11,190 0,152 1,362
30 16,172 16,543 16,513 16,172 16,350 0,206 1,258
45 20,923 21,447 21,172 20,862 21,101 0,267 1,265
60 24,979 25,564 25,105 25,009 25,165 0,272 1,080
75 28,499 29,266 28,534 28,680 28,745 0,356 1,239
90 29,995 30,698 29,803 29,918 30,103 0,404 1,342
110 30,318 31,150 30,223 30,370 30,515 0,427 1,400
140 30,865 31,728 30,802 30,980 31,094 0,429 1,381
165 31,313 32,336 31,314 31,428 31,598 0,495 1,567
180 31,881 32,799 31,812 31,856 32,087 0,476 1,482
210 31,987 33,291 31,988 32,137 32,351 0,631 1,950
240 32,302 33,816 32,267 32,312 32,674 0,761 2,330
300 32,754 34,164 32,511 32,556 32,996 0,786 2,381

Preglednica XXIX: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 13B (zgodnji medij: n=0,178; p=5,44), povpre€je, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 13 % sproscene ucinkovine
t[min] 13B/1 13B/2 13B/3 13B/4 povprecje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 6,356 6,647 6,453 6,583 6,510 0,130 2,004
30 9,544 10,189 9,673 10,060 9,867 0,307 3,114
45 12,588 13,393 12,781 13,392 13,038 0,417 3,195
60 15,584 16,135 15,777 16,452 15,987 0,385 2,409
75 18,311 18,735 18,505 19,212 18,691 0,388 2,076
90 19,890 20,282 20,180 20,758 20,278 0,361 1,779
110 21,234 21,626 21,460 22,134 21,613 0,382 1,769
140 22,444 22,963 22,765 23,344 22,879 0,377 1,646
165 23,109 23,723 23,398 24,040 23,568 0,403 1,709
180 23,388 23,966 23,678 24,392 23,856 0,428 1,794
210 23,460 24,038 23,928 24,570 23,999 0,456 1,900
240 23,779 24,322 24,105 24,783 24,247 0,421 1,737
300 24,520 25,134 24,952 25,348 24,989 0,351 1,406
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Preglednica XXX: Odstotki sproséenega natrijevega diklofenakata iz tablet VVoltaren® retard pri pogojih poskusa

14B (zgodnji medij: n=0,050; p=9,25), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 14 % sproscene u¢inkovine
t[min] 14B/1 14B/2 14B/3 14B/4 povpreéje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 10,787 10,355 11,219 10,910 10,818 0,358 3,311
30 15,547 15,606 16,378 15,732 15,816 0,383 2,420
45 19,947 19,609 20,473 19,857 19,971 0,363 1,820
60 23,413 22,771 23,999 23,292 23,369 0,504 2,158
75 26,286 25,493 27,175 26,347 26,325 0,687 2,611
90 27,166 26,438 28,055 27,227 27,222 0,661 2,430
110 27,263 26,567 28,637 27,679 27,537 0,865 3,142
140 28,388 26,792 28,605 27,551 27,834 0,830 2,982
165 27,844 26,920 28,732 27,711 27,802 0,742 2,671
180 28,025 27,100 28,842 27,891 27,964 0,713 2,550
210 28,306 27,206 29,053 27,996 28,140 0,765 2,718
240 28,376 27,241 29,088 28,031 28,184 0,767 2,723
300 28,480 27,171 29,053 27,927 28,158 0,803 2,850

Preglednica XXXI: Odstotki spros$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 15B (z

odnji medij: p=0,208; $=9,25), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 15 % sproscene ucinkovine
t[min] 15B/1 15B/2 15B/3 15B/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,724 5,908 6,092 5,877 5,900 0,151 2,560
30 8,501 8,716 8,931 8,655 8,701 0,178 2,044
45 11,326 11,905 12,271 11,995 11,874 0,397 3,347
60 14,710 14,987 15,353 15,138 15,047 0,270 1,797
75 17,385 17,782 18,239 17,783 17,797 0,349 1,961
90 18,546 18,847 19,367 18,687 18,862 0,359 1,903
110 19,186 19,646 20,071 19,550 19,613 0,364 1,856
140 19,759 20,283 20,644 20,091 20,194 0,370 1,832
165 20,075 20,663 20,898 20,472 20,527 0,348 1,694
180 20,118 20,814 20,976 20,550 20,615 0,375 1,817
210 20,190 21,135 21,262 20,764 20,838 0,481 2,307
240 20,403 21,702 21,652 21,368 21,281 0,604 2,838
300 20,862 22,267 22,288 21,579 21,749 0,677 3,112

Preglednica XXXII: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 16B (zgodnji medij: p=0,280; p=21,7), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 16 % spro$cene ucinkovine
t[min] 16B/1 16B/2 16B/3 16B/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,559 4,247 4,559 4,434 4,450 0,148 3,319
30 7,420 6,983 7,513 7,793 7,427 0,336 4,520
45 10,204 9,365 10,081 10,268 9,980 0,417 4,176
60 12,482 11,889 12,359 12,545 12,319 0,297 2,408
75 14,626 14,033 14,380 14,812 14,463 0,337 2,327
90 15,819 15,226 15,541 15,940 15,632 0,318 2,033
110 16,395 15,866 16,309 16,548 16,279 0,293 1,799
140 16,872 16,407 16,754 16,994 16,757 0,253 1,509
165 17,031 16,629 16,913 17,247 16,955 0,258 1,520
180 17,082 16,745 16,997 17,395 17,055 0,268 1,574
210 17,050 16,681 17,029 17,460 17,055 0,319 1,868
240 17,114 16,777 17,125 17,715 17,183 0,390 2,270
300 17,031 16,649 16,934 17,683 17,074 0,437 2,560
360 17,031 16,629 16,913 17,714 17,072 0,460 2,697
420 17,031 16,629 16,913 17,526 17,024 0,374 2,198
480 17,031 16,629 16,913 17,588 17,040 0,402 2,362
600 17,031 16,629 16,913 17,682 17,063 0,445 2,609
1200 17,050 16,648 16,915 17,960 17,143 0,570 3,323
1380 17,111 16,679 17,082 17,342 17,054 0,275 1,614
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6.3.1 Izracuni ¢asa v katerem se sprosti 15% ucinkovine

V preglednici XXXIII so prikazani €asi, v katerih se sprosti 15 % ucinkovine (t159), Ki SMO

jih izracunali s pomocjo linearne regresije iz podatkov pri poskusih 6A in 7B-15B. Za vsak

poskus sta napisani $e ionska mo¢ (n ) in puferska kapaciteta (B) zgodnjega UZM.

Prveglednica XXXI11: Casi, v katerih se sprosti 15% utinkovine pri poskusih 6A in 7-15B. Navedeni so $e zgodnji
UZM pri posameznem poskusu, njegova ionska mo¢ () in puferska kapaciteta ().

Poskus Zgodnji UZM 11505 [MinN] p [M] B [mmol/LApH]
10B 10mM KH,PO, 20,82 0,021 2,72
12B 20mM KH,PO, 26,32 0,028 5,44
14B 34mM KH,PO, 28,25 0,05 9,25
6A 50mM KH,PO, 41,03 0,074 13,6
8B 80mM KH,PO, 40,47 0,104 21,75
11B 10mM KH,PO,+ 148mM NaCl 59,27 0,166 2,72
13B 20mM KH,PO,+ 148mM NaCl 54,98 0,178 5,44
15B 34mM KH,PO, + 148mM NaCl 60,49 0,189 9,25
7B 50mM KH,PO, 148mM NaCl 72,76 0,238 13,6
9B 80mM KH,PO, + 148mM NaCl 80,43 0,287 21,75

6.4 Rezultati spro$canja pri razlicni pH vrednosti zgodnjega umetnega

Zelod¢nega medija (C)

V preglednicah XXXIV do XXXVIIlI so prikazani rezultati poskusov sproscanja

natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v umetnih zelodénih medijih. Zgodnji

umetni zelod¢ni medij, kateremu smo spreminjali pH vrednost, smo po 75min zamenjali z

umetnim zelodénim medijem s pH=5 po 165min pa z umetnim Zelodénim medijem s

pH=3.

Preglednica XXXIV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 17C (zgodnji medij: pH =6), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 17 % sproscene ucinkovine
t[min] 17C/1 17C/2 17C/3 17C/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,321 4,424 4,562 4,390 4,424 0,102 2,295
30 7,168 7,684 7,719 7,375 7,486 0,262 3,504
45 9,763 10,210 10,450 10,276 10,175 0,293 2,875
60 11,733 11,840 12,623 12,994 12,298 0,611 4,966
75 12,882 12,989 14,144 14,447 13,615 0,796 5,846
90 13,560 13,635 14,855 15,189 14,310 0,834 5,829
110 13,656 13,699 15,015 15,285 14,414 0,857 5,948
140 13,943 14,018 15,333 15,604 14,724 0,867 5,887
165 14,165 14,208 15,523 15,794 14,922 0,857 5,746
180 14,313 14,388 15,671 15,974 15,087 0,860 5,697
210 14,345 14,228 15,575 15,910 15,015 0,853 5,682
240 14,313 14,260 15,607 15,878 15,015 0,848 5,650
300 14,377 14,323 15,766 15,942 15,102 0,872 5,771
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Preglednica XXXV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
odnji medij: pH=6,8), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

poskusa 18C (z

POSKUS 18 % sproscene ucinkovine
t[min] 18C/1 18C/2 18C/3 18C/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,139 4,211 4,613 5,077 4,760 0,435 9,142
30 8,435 7,445 8,125 8,497 8,126 0,482 5,932
45 10,949 9,928 10,730 11,378 10,746 0,608 5,661
60 13,266 12,367 13,078 13,726 13,109 0,565 4,307
75 15,481 14,643 15,232 16,093 15,362 0,601 3,909
90 16,899 16,061 16,618 17,446 16,756 0,577 3,444
110 17,859 17,053 17,514 18,502 17,732 0,610 3,443
140 18,368 17,562 18,374 19,011 18,329 0,594 3,239
165 18,558 17,689 18,310 19,106 18,416 0,588 3,193
180 18,578 17,740 18,330 19,106 18,439 0,567 3,076
210 18,835 17,708 18,362 19,382 18,572 0,711 3,828
240 18,611 17,740 18,330 19,106 18,447 0,570 3,091
300 18,579 17,963 18,520 19,106 18,542 0,468 2,522

Preglednica XXXVI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
odnji medij: pH=5,6), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

poskusa 19C (z

POSKUS 19 % sproscene ucinkovine
t[min] 19C/1 19C/2 19C/3 19C/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,905 3,182 3,028 2,874 2,997 0,140 4,667
30 5,966 5,845 5,569 5,476 5,714 0,230 4,022
45 7,459 7,947 7,701 8,004 7,778 0,250 3,216
60 8,701 9,190 9,035 9,550 9,119 0,352 3,864
75 9,425 9,793 9,969 10,394 9,895 0,403 4,069
90 9,975 10,246 10,519 10,976 10,429 0,427 4,096
110 10,167 10,406 10,743 11,072 10,597 0,395 3,731
140 10,422 10,724 11,157 11,454 10,939 0,457 4,179
165 10,770 10,978 11,505 11,771 11,256 0,462 4,108
180 10,822 11,062 11,525 11,823 11,308 0,451 3,986
210 10,886 11,126 11,653 11,887 11,388 0,462 4,057
240 11,013 11,253 11,685 11,919 11,468 0,409 3,571
300 11,045 11,253 11,812 12,046 11,539 0,468 4,055

Preglednica XXXVII: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 20C (zgodnji medij: pH=5,6), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 20 % sproscene ucinkovine
t[min] 20C/1 20C/2 20C/3 20C/4 povprecje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,638 4,356 4,481 4,450 4,481 0,117 2,609
30 7,436 7,061 7,155 6,938 7,148 0,212 2,965
45 9,478 9,196 9,445 9,134 9,313 0,173 1,862
60 10,986 11,351 11,476 11,135 11,237 0,219 1,947
75 12,027 12,943 13,099 12,666 12,684 0,473 3,729
90 12,027 13,365 13,099 12,666 12,789 0,584 4,565
110 12,027 13,237 13,099 12,958 12,830 0,547 4,265
140 12,637 13,268 13,359 13,054 13,079 0,322 2,459
165 12,669 13,427 13,612 13,845 13,388 0,509 3,805
180 12,785 13,575 13,696 13,897 13,488 0,487 3,613
210 12,817 13,607 13,760 13,929 13,528 0,492 3,638
240 12,817 13,543 13,760 14,089 13,552 0,539 3,978
300 13,008 13,798 13,919 14,216 13,735 0,516 3,756
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Preglednica XXXVI1I1: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 21C (z

odnji medij: pH=6), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 21 % sproscene u¢inkovine
t[min] 21C/1 21C/2 21C/3 21C/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,170 5,442 5,261 4,836 5,177 0,254 4,906
30 8,155 8,608 8,246 8,877 8,471 0,334 3,940
45 11,005 11,518 12,326 11,817 11,666 0,553 4,739
60 13,572 14,533 13,788 14,891 14,196 0,620 4,367
75 16,037 17,443 16,402 17,386 16,817 0,706 4,201
90 17,229 18,733 17,562 18,579 18,026 0,743 4,120
110 17,901 19,341 18,234 19,154 18,658 0,699 3,745
140 18,506 19,914 18,871 19,887 19,294 0,715 3,707
165 18,981 20,389 19,251 20,108 19,682 0,673 3,418
180 19,001 20,408 19,251 20,108 19,692 0,673 3,417
210 18,981 20,389 19,398 20,108 19,719 0,645 3,270
240 18,981 20,389 19,251 20,108 19,682 0,673 3,418
300 19,000 20,407 19,270 20,190 19,717 0,687 3,482

6.5 Rezultati spro$canja pri enaki ionski moc¢i umetnega Zelod¢nega

medija (D)

V preglednicah XXXIX do XLI so prikazani rezultati poskusov spro$¢anja natrijevega

diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v umetnih zelodénih medijih z enako ionsko

mocjo (£0,005). V tem sklopu poskusov smo, kot sredstvo za uravnavanje ionske moci,

namesto NaCl uporabili KCI. Zgodnji umetni zelodéni medij s pH=6,4, smo po 75min

zamenjali z umetnim zelodénim medijem s pH=5. po 165min pa z umetnim zelod¢nim

medijem s pH=3.

Preglednica XXXIX: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
odnji medij: p=0,276M), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

poskusa 22D (z

POSKUS 22 % sproscene ucinkovine
t[min] 22D/1 22D/2 22D/3 22D/4 povpregje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,000 5,115 4,955 5,274 4,836 0,572 11,834
30 8,056 8,569 7,997 8,379 8,250 0,271 3,280
45 10,641 11,186 10,457 11,248 10,883 0,394 3,618
60 13,527 13,319 13,123 13,758 13,432 0,273 2,033
75 15,962 15,379 15,277 15,943 15,640 0,363 2,322
90 17,155 16,604 16,437 17,393 16,897 0,451 2,668
110 18,019 17,019 17,077 17,873 17,497 0,522 2,983
140 18,528 17,338 17,618 18,382 17,967 0,579 3,220
165 18,971 17,845 18,093 18,699 18,402 0,522 2,838
180 18,991 17,864 18,145 18,699 18,425 0,513 2,782
210 18,991 18,057 18,177 18,718 18,486 0,443 2,396
240 19,054 18,216 18,241 18,814 18,581 0,419 2,256
300 19,118 18,280 18,368 18,814 18,645 0,393 2,106
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Preglednica XL: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
23D (zgodnji medij: n=0,180M), povpre¢je, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 23 % sproscene uc¢inkovine
t[min] 23D/1 23D/2 23D/3 23D/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 7,852 7,284 7,284 7,442 7,465 0,268 3,592
30 11,681 10,831 10,768 11,208 11,122 0,420 3,780
45 15,179 14,297 13,985 14,956 14,604 0,557 3,816
60 18,348 17,529 17,589 18,250 17,929 0,430 2,397
75 21,409 20,373 20,742 21,217 20,935 0,468 2,236
90 23,341 22,016 22,804 22,764 22,731 0,545 2,396
110 24,045 22,816 23,443 23,596 23,475 0,508 2,165
140 24,745 23,357 24,176 24,328 24,152 0,582 2,409
165 25,126 23,737 24,429 24,613 24,476 0,574 2,346
180 25,190 24,088 25,139 25,072 24,872 0,525 2,110
210 25,689 23,910 24,675 24,858 24,783 0,730 2,947
240 25,370 24,052 24,781 24,929 24,783 0,548 2,210
300 25,617 24,334 25,099 25,388 25,110 0,559 2,224

Preglednica XLI: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa
24D (zgodnji medij: p=0,230M), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 24 % sproScene ucinkovine
t[min] 24D/1 24D/2 24D/3 24D/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 6,317 6,159 6,032 6,222 6,182 0,120 1,938
30 9,634 9,538 9,317 9,444 9,483 0,135 1,428
45 12,871 12,744 12,554 12,492 12,665 0,174 1,374
60 15,498 15,715 16,900 15,244 15,839 0,733 4,628
75 17,955 18,359 18,051 17,733 18,025 0,260 1,441
90 19,277 19,713 19,502 19,119 19,403 0,260 1,338
110 19,853 20,225 19,789 19,727 19,898 0,224 1,123
140 20,012 20,511 20,203 20,077 20,201 0,222 1,097
165 20,392 20,638 20,393 20,299 20,431 0,145 0,711
180 20,636 20,953 20,709 20,578 20,719 0,165 0,797
210 20,565 20,739 20,530 20,436 20,567 0,127 0,617
240 20,600 20,810 20,779 20,578 20,692 0,120 0,579
300 20,706 20,987 20,991 20,507 20,798 0,235 1,131

6.5.1 Izracuni ¢asa v katerem se sprosti 15% ucinkovine
V preglednici XLII so prikazani ¢asi, v katerih se sprosti 15 % ucinkovine (t1s9%), Ki Smo jih
izraCunali s pomocjo linearne regresije iz podatkov pri poskusih 7B, 9B, 13B in 22D-24D.

Za vsak poskus je napisana $e ionska mo¢ (1) zgodnjega UZM.

Preglednica XLI1I: Casi, v katerih se sprosti 15% u¢inkovine pri poskusih 7B, 9B, 13B in 22D -24D. Navedeni je $e

zgodnji UZM pri posameznem poskusu in njegova ionska mo¢ (p).

Poskus Zgodnji UZM ty500 [MiN] u [M]
13B 20mM KH,PO, + NaCl 54,983333 0,178
7B 50mM KH,PO, + NaCl 72,76162 0,238
9B 80mM KH,PO, + NaCl 80,431085 0,287
23D 20mM KH,PO, + KCI 46,97532 0,18
24D 50mM KH,PO, + KCI 56,024068 0,23
22D 80mM KH,PO,+ KCI 70,590164 0,276
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6.6 Rezultati sproscanja pri enaki ionski moc¢i in puferski kapaciteti

umetnih Zelod¢nih medijev

6.6.1 Tablete Voltaren® retard (E)

V preglednicah XLIII do XLVIII so prikazani rezultati poskusov spro$¢anja natrijevega

diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v umetnih Zelodénih medijih (UZM) z enako

ionsko mocjo in pufersko kapaciteto v intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Vsak poskus je

trajal 20 ur. Menjave medijev ni bilo. V oklepaju sta navedeni ionska mo¢ [M] in puferska

kapaciteta [mmol/LApH] medija. Zaradi preglednosti enote niso navedene.

Preglednica XLIII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 25E (n=0,256; p=10,3), povpre€je, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 25 % sproscene ucinkovine
t[min] 25E/1 25E/2 25E/3 25E/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,321 4,424 4,355 4,252 4,338 0,072 1,655
30 7,237 7,409 7,409 7,443 7,374 0,093 1,260
45 9,422 9,594 9,559 9,696 9,568 0,113 1,182
60 11,322 12,138 11,424 11,764 11,662 0,369 3,168
75 13,302 13,712 13,404 13,338 13,439 0,187 1,391
90 14,926 15,500 15,263 14,556 15,061 0,411 2,729
110 16,263 16,702 16,700 15,425 16,272 0,602 3,697
140 17,418 18,153 18,619 16,482 17,668 0,932 5,277
165 18,196 19,094 19,758 17,330 18,594 1,059 5,693
180 18,699 19,955 20,584 17,937 19,294 1,197 6,204
210 19,522 20,708 21,366 18,600 20,049 1,231 6,140
240 20,174 21,452 22,074 19,256 20,739 1,266 6,104
300 20,915 22,640 23,129 20,164 21,712 1,402 6,459
360 22,034 23,913 24,270 21,385 22,901 1,408 6,150
420 22,885 24,724 24,982 22,144 23,684 1,387 5,858
480 23,406 25,362 25,618 22,796 24,296 1,406 5,786
600 24,521 26,721 26,849 24,073 25,541 1,449 5,673
1200 27,929 31,065 30,434 28,904 29,583 1,428 4,827

Preglednica XLIV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 26E (u=0,225; p=9,40), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 26 % sproscene ucinkovine
t[min] 26E/1 26E/2 26E/3 26E/4 povpredje SD KV (%0)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,594 5,655 5,655 5,442 5,586 0,100 1,792
30 8,458 8,428 8,097 8,156 8,285 0,185 2,233
45 11,038 11,008 10,707 10,766 10,880 0,168 1,543
60 13,503 13,354 13,502 13,113 13,368 0,184 1,375
75 15,467 15,467 15,230 15,316 15,370 0,117 0,764
90 18,176 17,999 17,703 17,909 17,947 0,197 1,098
110 20,449 20,184 19,918 20,095 20,162 0,221 1,098
140 23,573 23,251 23,103 23,337 23,316 0,197 0,844
165 26,116 25,766 25,648 26,201 25,933 0,267 1,031
180 28,049 27,787 27,671 27,962 27,867 0,170 0,611
210 30,620 30,446 30,302 30,676 30,511 0,171 0,559
240 34,924 34,780 34,350 34,780 34,709 0,249 0,716
300 42,735 38,605 41,453 41,025 40,954 1,727 4,216
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Preglednica XLIV: Nadaljevanje

POSKUS 26 % sproscene ucinkovine
t[min] 26E/1 26E/2 26E/3 26E/4 povpredje SD KV (%)
360 42,942 42,938 43,507 43,222 43,152 0,272 0,630
420 45,531 45,531 46,659 46,658 46,095 0,651 1,412
480 48,653 48,514 49,356 48,934 48,864 0,371 0,760
600 53,273 53,413 54,947 54,945 54,145 0,927 1,713
1200 67,408 68,794 70,876 71,429 69,627 1,864 2,677

Preglednica XLV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih poskusa

27E (p=0,256; p=9,40), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 27 % spro$cene ucinkovine
t[min] 27E/1 27E/2 27E/3 27E/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,291 5,048 4,836 4,988 5,041 0,189 3,750
30 8,216 7,943 7,640 8,063 7,966 0,244 3,060
45 10,796 10,613 10,040 10,643 10,523 0,332 3,151
60 13,112 12,752 12,420 12,692 12,744 0,285 2,236
75 15,286 14,718 14,656 14,777 14,859 0,288 1,941
90 17,908 17,284 16,928 17,313 17,358 0,406 2,341
110 20,417 19,502 18,911 19,590 19,605 0,620 3,161
140 23,543 22,747 22,187 22,747 22,806 0,557 2,444
165 25,911 24,974 24,476 25,149 25,127 0,595 2,368
180 27,468 26,623 25,924 26,826 26,710 0,636 2,380
210 30,040 28,998 28,072 29,315 29,106 0,816 2,803
240 34,060 33,338 32,187 33,339 33,231 0,775 2,332
300 36,751 36,179 34,753 37,461 36,286 1,149 3,166
360 39,109 41,232 40,238 40,666 40,311 0,899 2,230
420 45,385 44,963 43,270 44,539 44,539 0,914 2,052
480 48,231 47,108 45,284 46,687 46,828 1,218 2,602
600 52,574 52,014 51,454 51,456 51,875 0,536 1,033
1200 65,464 64,631 62,827 65,739 64,665 1,313 2,031

Preglednica XLVI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 28E (u=0,256; p=9,84), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 28 % sproscene ucinkovine
t[min] 28E/1 28E/2 28E/3 28E/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 6,122 6,283 6,444 6,251 6,275 0,132 2,108
30 9,354 9,418 9,803 9,482 9,514 0,200 2,097
45 12,059 12,538 12,573 12,124 12,324 0,269 2,185
60 14,800 15,278 15,152 14,959 15,047 0,211 1,401
75 17,134 17,673 17,673 17,482 17,490 0,254 1,453
90 19,944 20,574 19,979 20,604 20,275 0,363 1,790
110 22,570 23,073 22,198 23,136 22,744 0,444 1,951
140 25,944 26,568 25,137 26,754 26,101 0,730 2,797
165 28,606 29,320 27,369 29,383 28,670 0,936 3,264
180 30,776 31,394 29,420 31,763 30,838 1,030 3,339
210 35,381 35,843 32,779 35,386 34,847 1,396 4,006
240 37,047 38,416 36,438 38,567 37,617 1,042 2,769
300 43,957 44,563 39,273 43,203 42,749 2,383 5,575
360 45,535 46,438 41,773 45,234 44,745 2,046 4,573
420 50,078 49,781 44,394 48,284 48,134 2,614 5,431
480 53,681 53,384 48,323 50,854 51,560 2,504 4,856
600 58,572 58,277 51,616 55,612 56,019 3,223 5,754
1200 75,030 70,029 64,432 68,702 69,548 4,365 6,277
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Preglednica XLVII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih

poskusa 29E (u=0,256; p=10,8), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 29 % sproscene u¢inkovine
t[min] 29E/1 29E/2 29E/3 29E/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 5,123 4,871 4,752 5,401 5,037 0,288 5,720
30 8,631 8,142 7,865 9,741 8,595 0,827 9,624
45 11,295 10,964 10,384 12,772 11,354 1,018 8,964
60 13,733 13,508 13,074 15,883 14,050 1,253 8,916
75 15,976 15,818 15,334 19,080 16,552 1,707 10,315
90 17,897 18,334 17,659 21,908 18,950 1,992 10,512
110 19,809 20,350 19,844 23,881 20,971 1,956 9,326
140 22,263 22,981 22,709 26,366 23,580 1,881 7,977
165 24,033 24,951 24,987 28,153 25,531 1,803 7,061
180 25,526 26,504 26,845 30,562 27,359 2,207 8,067
210 27,366 28,579 28,895 31,574 29,103 1,774 6,096
240 29,149 30,407 31,110 33,607 31,069 1,877 6,041
300 32,321 33,934 34,635 36,682 34,393 1,808 5,256
360 35,402 36,798 38,152 39,877 37,557 1,911 5,087
420 37,672 38,887 40,743 42,148 39,863 1,979 4,964
480 39,544 40,641 42,502 44,094 41,695 2,012 4,825
600 43,136 43,762 45,833 47,223 44,988 1,883 4,186
1200 53,973 53,672 55,562 57,320 55,132 1,678 3,044

Preglednica XLVIII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri pogojih
poskusa 30E (n=0,256; p=10,3), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 30 % sproscene ucinkovine
t[min] 30E/1 30E/2 30E/3 30E/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,622 4,589 4,359 4,556 4,531 0,118 2,609
30 7,338 7,436 7,370 7,534 7,420 0,087 1,168
45 9,683 9,879 9,877 9,847 9,821 0,093 0,951
60 11,072 11,753 11,460 11,170 11,364 0,308 2,707
75 11,894 13,058 12,571 12,023 12,386 0,535 4,321
90 12,736 14,281 13,636 12,865 13,379 0,721 5,387
110 13,537 15,076 14,434 13,601 14,162 0,734 5,181
140 14,710 16,178 15,475 14,583 15,237 0,741 4,864
165 15,336 16,954 16,191 15,366 15,962 0,771 4,830
180 15,574 17,342 16,520 15,668 16,276 0,828 5,087
210 16,370 17,973 17,217 16,464 17,006 0,748 4,397
240 17,190 18,784 17,784 16,911 17,667 0,829 4,691
300 19,269 20,514 19,549 19,020 19,588 0,654 3,339
360 20,563 21,676 20,809 20,500 20,887 0,543 2,600
420 21,685 22,516 21,623 21,684 21,877 0,427 1,952
480 22,701 23,314 22,304 22,701 22,755 0,417 1,833
600 24,129 24,828 23,701 24,794 24,363 0,546 2,241
1200 30,719 31,144 28,638 31,625 30,531 1,315 4,308

6.6.2 Tablete Voltaren® forte (F)

V preglednicah XLIX do LI so prikazani rezultati poskusov spro$¢anja natrijevega
diklofenakata iz tablet Voltaren® forte v umetnih zelod¢nih medijih z enako ionsko mocjo
in pufersko kapaciteto v intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Poskuse smo izvajali 60min, saj
se je ves delez u¢inkovine hitro sprostil. Menjave medijev ni bilo. V oklepaju sta navedeni
ionska mo¢ [M] in puferska kapaciteta [mmol/LApH] medija. Zaradi preglednosti enote

niso navedene.
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Preglednica XLIX: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte pri pogojih poskusa
31F (p=0,256; p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 31 % sproscene ucinkovine

t[min] 31F/1 31F/2 31F/3 31F/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,434 0,503 0,434 0,572 0,486 0,066 13,581
10 0,640 0,641 0,778 0,572 0,658 0,086 13,089
15 3,508 4,874 8,834 6,307 5,881 2,277 38,712
20 33,462 46,105 38,448 46,723 41,185 6,377 15,484
25 88,473 95,972 105,733 106,113 99,073 8,483 8,562
30 106,098 104,089 98,383 101,746 102,579 3,315 3,232
35 103,232 106,241 101,886 106,238 104,399 2,195 2,102
45 101,367 106,695 104,028 107,693 104,945 2,843 2,709
60 107,793 103,826 104,485 101,510 104,403 2,595 2,485

Preglednica L: Odstotki spros$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte pri pogojih poskusa 32F
(1=0,256; p=9,40), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 32 % sproscene ucinkovine

t[min] 32F/1 32F/2 32F/3 32F/4 povpreéje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 1,309 1,127 1,188 1,006 1,158 0,126 10,899
10 14,395 5,228 4,263 4,443 7,082 4,893 69,087
15 41,635 45,908 47,104 55,684 47,583 5,889 12,376
20 92,627 89,962 98,625 95,682 94,224 3,751 3,981
25 103,030 112,529 92,048 92,044 99,913 9,877 9,886
30 100,448 96,616 100,141 100,140 99,336 1,819 1,832
35 100,225 95,811 87,879 87,879 92,949 6,125 6,590
45 104,681 104,675 101,744 96,772 101,968 3,730 3,658
60 104,144 90,179 93,377 96,862 96,141 5,993 6,234

Preglednica LI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte pri pogojih poskusa 33F
(1=0,256; p=9,84), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 33 % sproscene ucinkovine

t[min] 33F/1 33F/2 33F/3 33F/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,669 0,605 0,797 0,605 0,669 0,091 13,598
10 3,100 2,076 4,701 2,076 2,988 1,239 41,475
15 36,015 23,914 50,476 53,391 40,949 13,664 33,368
20 89,944 75,630 99,518 105,550 92,661 13,046 14,079
25 99,166 103,248 109,574 106,744 104,683 4,497 4,296
30 105,254 104,004 105,265 108,083 105,651 1,726 1,633
35 104,098 97,234 100,043 104,724 101,525 3,534 3,481
45 89,598 98,899 106,970 105,423 100,223 7,899 7,882
60 92,515 94,068 104,572 108,274 99,857 7,757 7,768

Preglednica LII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte pri pogojih poskusa

34F (1=0,256; p=10,8), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 34 % sproScene ucinkovine

t[min] 34F/1 34F/2 34F/3 34F/4 povpreéje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 2,908 0,000 0,000 0,000 0,727 1,454 200,000
15 59,634 30,961 40,672 25,244 39,128 15,081 38,544
20 96,666 86,555 87,473 83,611 88,576 5,639 6,367
25 99,078 98,981 98,938 99,153 99,037 0,097 0,098
30 99,008 99,659 99,379 99,590 99,409 0,293 0,295
35 98,829 99,434 99,548 99,387 99,299 0,321 0,323
45 99,153 99,432 99,410 100,008 99,500 0,361 0,363
60 99,150 99,472 99,518 99,956 99,524 0,331 0,333
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Preglednica LIII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte pri pogojih poskusa
35F (u=0,256; p=10,3), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 35 % sproscene ucinkovine

t[min] 35F/1 35F/2 35F/3 35F/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,757 0,691 0,493 0,559 0,625 0,120 19,218
10 0,757 0,560 0,755 0,625 0,674 0,098 14,556
15 1,994 2,970 40,161 11,958 14,271 17,833 124,964
20 45,538 44,246 92,712 53,040 58,884 22,883 38,861
25 94,205 91,942 106,640 83,282 94,017 9,642 10,256
30 104,816 95,192 94,886 91,013 96,477 5,876 6,090
35 96,633 94,389 96,622 92,470 95,028 2,006 2,111
45 102,793 99,299 94,857 94,853 97,951 3,849 3,929
60 103,847 100,685 96,891 94,365 98,947 4,173 4,218

6.6.3 Tablete z 10% natrijevega diklofenakata (G)

V preglednicah LIl do LVI so prikazani rezultati poskusov sproS¢anja natrijevega
diklofenakata iz tablet D10 v umetnih zelodénih medijih z enako ionsko mo¢jo in pufersko
kapaciteto v intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Poskuse smo izvajali 20 ur. Menjave medijev
ni bilo. V oklepaju sta navedeni ionska mo¢ [M] in puferska kapaciteta [mmol/LApH]

medija. Zaradi preglednosti enote niso navedene.

Preglednica L1V: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D10 pri pogojih poskusa 36G (pn=0,256;
p=10,3), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 36 % sproscene ucinkovine
t[min] 36G/1 36G/2 36G/3 36G/4 povpreéje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,624 2,267 2,104 2,010 2,251 0,270 11,997
30 3,916 3,724 3,483 3,555 3,670 0,193 5,261
45 5,117 5,004 4,683 4,666 4,867 0,228 4,678
60 6,632 6,089 5,945 5,667 6,084 0,406 6,666
75 7,370 7,247 6,940 6,743 7,075 0,286 4,040
90 8,012 9,401 8,936 8,565 8,729 0,587 6,728
110 9,151 11,036 11,085 9,953 10,306 0,931 9,030
140 10,698 13,150 13,045 11,825 12,180 1,157 9,496
165 11,565 14,997 14,817 13,182 13,640 1,606 11,776
180 11,758 15,011 16,073 14,521 14,341 1,840 12,827
210 12,850 16,899 18,300 15,846 15,974 2,312 14,475
240 13,853 19,915 20,180 17,564 17,878 2,930 16,387
300 15,902 22,824 23,422 21,455 20,901 3,433 16,424
360 17,125 26,024 26,797 24,670 23,654 4,441 18,773
420 19,940 28,868 29,411 27,444 26,416 4,396 16,643
480 23,133 31,520 32,072 30,106 29,208 4,134 14,153
600 32,427 36,678 36,934 34,960 35,250 2,076 5,889
1200 57,183 57,801 56,888 53,348 56,305 2,007 3,565
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Preglednica LV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D10 pri pogojih poskusa 37G (p=0,256;
$=9,40), povpreéje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 37 % sproscene u¢inkovine
t[min] 37G/1 37G/2 37G/3 37G/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 3,067 3,599 3,551 3,141 3,340 0,274 8,205
30 4,195 4,803 4,840 4,043 4,470 0,410 9,181
45 5,242 5,776 6,197 5,090 5,576 0,508 9,110
60 6,040 7,018 7,599 6,036 6,673 0,771 11,553
75 7,050 8,100 8,837 6,899 7,722 0,916 11,862
90 7,609 9,244 10,211 8,046 8,777 1,179 13,436
110 8,599 10,670 11,866 9,476 10,153 1,423 14,015
140 9,945 12,884 14,167 11,330 12,082 1,837 15,203
165 11,207 14,427 15,935 12,659 13,557 2,061 15,201
180 11,661 15,443 17,535 13,970 14,652 2,473 16,880
210 12,966 17,308 19,697 15,627 16,399 2,833 17,276
240 14,191 19,014 21,694 17,052 17,988 3,166 17,603
300 16,537 21,979 25,601 19,739 20,964 3,814 18,191
360 19,076 25,202 29,406 22,262 23,986 4,394 18,320
420 21,518 27,828 32,601 24,896 26,711 4,697 17,586
480 23,723 30,421 35,122 27,222 29,122 4,846 16,640
600 28,195 35,280 40,206 31,674 33,839 5,136 15,179
1200 47,562 56,286 59,817 51,081 53,687 5,436 10,125

Preglednica LVI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D10 pri pogojih poskusa 38G (n=0,256;
p=9,84), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 38 % sproscene ucinkovine
t[min] 38G/1 38G/2 38G/3 38G/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,696 3,028 2,431 2,541 2,674 0,260 9,722
30 4,062 4,317 3,784 3,588 3,938 0,319 8,105
45 5,660 5,520 5,050 4,630 5,215 0,469 9,001
60 6,753 6,455 5,977 5,568 6,188 0,523 8,446
75 7,595 7,380 6,892 6,576 7,111 0,462 6,500
90 9,135 9,084 9,278 8,994 9,123 0,119 1,302
110 10,193 10,461 10,252 10,924 10,457 0,331 3,169
140 11,938 12,524 13,291 13,377 12,783 0,681 5,328
165 13,513 14,103 15,158 15,263 14,509 0,846 5,829
180 14,685 15,972 16,693 16,895 16,061 0,999 6,220
210 16,226 17,206 18,818 19,353 17,901 1,442 8,054
240 17,981 18,807 20,771 21,483 19,760 1,640 8,298
300 22,752 22,066 24,356 25,337 23,628 1,490 6,306
360 24,318 25,828 28,134 29,386 26,917 2,274 8,450
420 27,351 29,326 31,426 32,865 30,242 2,414 7,982
480 30,134 32,484 34,309 35,928 33,214 2,489 7,494
600 35,187 38,361 39,806 41,634 38,747 2,725 7,034
1200 57,185 61,525 61,792 64,619 61,280 3,068 5,007
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Preglednica LVII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D10 pri pogojih poskusa 39G
(n=0,256; p=10,8), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 39 % sproscene uc¢inkovine

t[min] 39G/1 39G/2 39G/3 39G/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 3,058 3,043 3,155 3,733 3,247 0,328 10,094
45 4,156 4,045 4,317 5,198 4,429 0,525 11,848
60 5,052 4,997 5,365 6,546 5,490 0,723 13,161
75 5,937 5,939 6,463 7,849 6,547 0,903 13,790
90 7,083 7,080 7,821 9,560 7,886 1,169 14,824
110 8,279 8,299 9,106 11,164 9,212 1,357 14,734
140 10,087 10,128 10,913 13,615 11,186 1,663 14,870
165 11,465 11,794 12,349 15,481 12,772 1,843 14,427
180 12,649 13,118 13,472 16,942 14,045 1,960 13,958
210 14,346 14,951 15,080 19,117 15,874 2,186 13,770
240 15,853 16,709 16,585 21,155 17,576 2,416 13,747
300 16,415 20,062 19,466 24,997 20,235 3,554 17,561
360 22,297 23,187 22,208 28,633 24,081 3,066 12,733
420 25,306 26,019 24,919 32,027 27,068 3,337 12,329
480 28,067 28,762 27,514 35,154 29,874 3,557 11,905
600 33,348 34,013 32,182 41,251 35,198 4,105 11,664
1200 54,092 55,724 52,799 64,983 56,899 5,521 9,702

Preglednica LVIII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D10 pri pogojih poskusa 40G
(n=0,256; p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 40 % sproscene ucinkovine
t[min] 40G/1 40G/2 40G/3 40G/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,094 2,425 2,508 2,416 2,361 0,183 7,733
30 3,401 3,733 3,816 3,883 3,709 0,214 5,769
45 4,539 5,035 5,037 5,262 4,968 0,305 6,144
60 5,655 6,312 6,476 6,533 6,244 0,404 6,470
75 6,678 7,656 7,095 7,791 7,305 0,515 7,055
90 8,251 8,746 9,067 9,435 8,875 0,502 5,661
110 9,810 10,302 10,865 11,064 10,510 0,568 5,401
140 11,352 12,558 13,278 13,308 12,624 0,916 7,257
165 12,721 14,241 15,038 15,218 14,304 1,138 7,953
180 13,604 15,903 16,226 16,479 15,553 1,321 8,491
210 15,254 18,016 18,100 18,656 17,507 1,528 8,731
240 16,657 19,409 19,725 20,661 19,113 1,721 9,005
300 19,202 23,255 23,572 24,490 22,630 2,344 10,360
360 22,108 26,534 26,005 27,904 25,638 2,485 9,694
420 24,832 29,775 28,862 31,050 28,630 2,686 9,381
480 27,601 32,675 31,462 33,856 31,398 2,714 8,643
600 32,228 38,036 36,375 39,116 36,438 3,025 8,302
1200 50,863 59,069 55,539 58,870 56,085 3,840 6,846

6.6.3 Tablete z 10% paracetamola (H)

V preglednicah LVII do LXI so prikazani rezultati poskusov spros¢anja paracetamola iz
tablet P10 v umetnih zelod¢nih medijih z enako ionsko mocjo in pufersko kapaciteto v
intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Poskuse smo izvajali 20 ur. Menjave medijev ni bilo. V
oklepaju sta navedeni ionska mo¢ [M] in puferska kapaciteta [mmol/LApH] medija. Zaradi

preglednosti enote niso navedene.
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Preglednica L1X: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet P10 pri pogojih poskusa 41H (p=0,256;
p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 41 % sproscene u¢inkovine

t[min] 41H/1 41H/2 41H/3 41H/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,162 6,496 4,020 4,944 4,893 1,390 28,415
30 6,768 8,811 6,609 8,405 7,396 1,228 16,606
45 8,741 11,383 8,570 10,726 9,565 1,577 16,491
60 10,516 13,440 11,444 12,724 11,800 1,494 12,662
75 12,158 15,360 11,744 14,356 13,087 1,979 15,121
90 14,086 17,674 13,958 18,293 15,239 2,109 13,841
110 16,034 20,041 15,669 21,328 17,248 2,426 14,064
140 18,639 23,244 17,997 25,044 19,960 2,862 14,340
165 20,658 25,599 19,818 27,674 22,025 3,123 14,181
180 22,167 27,257 21,432 30,083 23,619 3,172 13,431
210 24,399 30,035 23,691 33,615 26,042 3,476 13,350
240 26,241 31,726 25,671 36,524 27,879 3,343 11,991
300 30,155 37,438 29,490 41,822 32,361 4,409 13,625
360 34,146 41,296 33,422 45,837 36,288 4,352 11,993
420 37,621 45,070 36,842 49,414 39,844 4,542 11,399
480 38,632 48,778 40,185 50,960 42,532 5,465 12,849
600 51,748 55,298 44,460 57,878 50,502 5,525 10,941

1200 64,535 75,232 66,435 77,776 68,734 5,707 8,303

Preglednica LX: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet P10 pri pogojih poskusa 42H (n=0,256;
$=9,40), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 42 % sproscene ucinkovine

t[min] 42H/1 42H/2 42H/3 42H/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,245 5,670 4,032 4,055 4,501 0,786 17,456
30 6,740 9,282 7,178 6,918 7,530 1,182 15,696
45 9,107 12,489 9,265 9,035 9,974 1,679 16,835
60 10,579 14,441 10,806 10,686 11,628 1,878 16,149
75 11,801 16,596 12,902 12,279 13,394 2,182 16,289
90 13,199 18,807 14,522 15,788 15,579 2,397 15,388
110 14,546 21,902 16,198 18,743 17,847 3,207 17,972
140 16,483 25,685 18,384 22,452 20,751 4,125 19,880
165 18,102 28,346 20,175 25,081 22,926 4,650 20,281
180 19,102 30,114 21,646 27,304 24,542 5,055 20,597
210 21,094 33,230 23,618 30,203 27,036 5,639 20,856
240 22,846 35,950 25,497 32,706 29,250 6,108 20,882
300 25,904 41,726 28,860 37,263 33,438 7,327 21,911
360 29,338 46,651 32,339 41,715 37,511 8,057 21,480
420 32,591 50,763 35,490 45,318 41,040 8,466 20,629
480 35,553 54,286 38,178 48,136 44,038 8,721 19,802
600 41,930 60,998 43,211 54,318 50,114 9,143 18,244

1200 66,284 79,243 66,020 75,909 71,864 6,736 9,373

Preglednica LXI: Odstotki spros$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet P10 pri pogojih poskusa 43H (n=0,256;
p=9,84), povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 43 % sproscene ucinkovine
t[min] 43H/1 43H/2 43H/3 43H/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,419 4,841 3,966 5,249 4,619 0,552 11,948
30 6,780 7,730 6,815 8,516 7,460 0,830 11,124
45 8,582 9,108 8,942 11,218 9,462 1,191 12,588
60 10,067 10,911 10,905 13,825 11,427 1,647 14,414
75 11,575 12,502 12,888 16,483 13,362 2,152 16,107
90 13,298 14,696 16,633 19,460 16,022 2,669 16,657
110 14,890 16,562 19,616 22,369 18,359 3,313 18,045
140 17,227 19,251 23,331 25,820 21,407 3,886 18,152




Preglednica LXI: Nadaljevanje

POSKUS 43 % sproscene ucinkovine

t[min] 43H/1 43H/2 43H/3 43H/4 povprecje SD KV (%)
165 19,049 21,495 25,903 28,743 23,798 4,349 18,275
180 20,509 22,688 28,290 30,726 25,553 4,757 18,618
210 22,590 25,259 31,141 33,809 28,200 5,171 18,338
240 24,577 27,772 33,700 36,752 30,700 5,528 18,007
300 28,289 31,828 38,285 41,438 34,960 5,982 17,110
360 31,969 35,698 44,795 48,282 40,186 7,626 18,976
420 35,535 39,155 47,176 52,814 43,670 7,799 17,859
480 42,420 42,306 50,789 56,378 47,973 6,869 14,318
600 45,868 49,416 57,288 64,084 54,164 8,156 15,057
1200 68,427 74,450 77,912 84,015 76,201 6,519 8,555

Preglednica LXII: Odstotki spros¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet P10 pri pogojih poskusa 44H

(n=0,256; p=10,8), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 44 % spro$cene ucinkovine

t[min] 44H/1 44H/2 44H/3 44H/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,871 4,432 5,088 3,748 4,535 0,591 13,031
30 8,189 6,407 8,415 6,461 7,368 1,083 14,697
45 11,165 8,317 10,912 8,441 9,709 1,540 15,859
60 13,328 10,153 13,181 10,217 11,720 1,774 15,133
75 15,315 11,634 15,576 11,920 13,611 2,124 15,604
90 18,082 13,325 17,819 13,733 15,740 2,561 16,268
110 20,569 15,490 20,154 15,784 17,999 2,736 15,199
140 24,372 17,603 23,767 18,005 20,937 3,630 17,336
165 27,110 19,873 26,474 20,488 23,487 3,834 16,325
180 29,101 21,151 28,540 22,065 25,214 4,187 16,606
210 32,942 23,604 30,559 24,266 27,843 4,624 16,606
240 34,615 25,710 33,125 26,728 30,044 4,478 14,906
300 38,825 28,999 38,067 30,558 34,112 5,054 14,816
360 43,094 32,400 42,711 35,104 38,327 5,400 14,089
420 47,633 35,456 45,457 37,917 41,616 5,848 14,052
480 50,458 38,618 49,266 40,852 44,799 5,938 13,254
600 57,117 45,640 55,369 47,303 51,357 5,727 11,151

1200 80,525 68,171 80,206 70,488 74,847 6,443 8,608

Preglednica LXIII: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet P10 pri pogojih poskusa 45H

(n=0,256; p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 45 % sproscene ucinkovine

t[min] 45H/1 45H/2 45H/3 45H/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 4,995 5,385 4,061 4,259 4,675 0,621 13,276
30 7,553 8,322 6,321 6,788 7,246 0,879 12,128
45 9,706 10,944 8,045 8,740 9,359 1,257 13,436
60 11,265 14,034 9,542 10,387 11,307 1,949 17,239
75 12,573 15,981 10,837 11,867 12,815 2,228 17,388
90 14,174 18,198 11,305 15,587 14,816 2,873 19,393
110 15,837 20,760 11,691 18,359 16,662 3,876 23,261
140 17,978 24,063 11,889 21,866 18,949 5,337 28,165
165 19,643 26,500 12,156 24,503 20,701 6,383 30,833
180 20,835 28,183 15,457 26,817 22,823 5,856 25,660
210 22,649 30,993 18,522 30,077 25,560 5,998 23,465
240 24,297 33,457 20,981 32,661 27,849 6,175 22,172
300 27,264 38,097 25,083 38,850 32,324 7,163 22,162
360 30,502 46,632 28,653 44,075 37,465 9,199 24,553
420 33,557 48,343 31,759 47,033 40,173 8,725 21,718
480 36,248 51,937 34,723 49,240 43,037 8,811 20,473
600 43,935 57,057 42,569 54,210 49,443 7,264 14,691
1200 63,996 78,913 60,727 74,397 69,508 8,560 12,316
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6.6.4 Tablete s 50%0 natrijevega diklofenakata (1)

V preglednicah LXIV do LXVIII so prikazani rezultati poskusov sprosc¢anja natrijevega
diklofenakata iz tablet D50 v umetnih zelod¢nih medijih z enako ionsko mo¢jo in pufersko
kapaciteto v intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Poskuse smo izvajali 20 ur. Menjave medijev
ni bilo. V oklepaju sta navedeni ionska mo¢ [M] in puferska kapaciteta [mmol/LApH]

medija. Zaradi preglednosti enote niso navedene.

Preglednica LXIV: Odstotki spros$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D50 pri pogojih poskusa 461
(p=0,256; p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 46 % spro$cene ucinkovine
t[min] 461/1 461/2 461/3 461/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 8,091 8,522 20,132 21,653 14,600 7,295 49,966
30 20,567 33,521 26,320 28,254 27,165 5,349 19,691
45 25,861 39,873 29,204 32,405 31,836 5,987 18,807
60 30,831 44,518 32,375 34,453 35,544 6,164 17,342
75 32,707 46,663 34,413 36,982 37,691 6,234 16,539
90 36,073 47,857 35,333 38,477 39,435 5,773 14,638
110 39,237 50,456 37,916 40,705 42,079 5,700 13,546
140 42,948 53,194 40,472 43,908 45,131 5,567 12,336
165 45,130 54,909 41,011 46,993 47,011 5,829 12,398
180 47,862 55,037 44,342 48,397 48,910 4,464 9,126
210 53,430 58,517 45,507 50,192 51,912 5,474 10,546
240 56,251 60,087 46,003 53,025 53,842 5,970 11,088
300 59,928 62,689 48,681 54,854 56,538 6,161 10,898
360 61,629 65,422 50,927 58,351 59,082 6,157 10,421
420 65,631 65,798 49,614 61,089 60,533 7,599 12,553
480 66,958 67,359 55,813 62,597 63,182 5,365 8,492
600 72,626 69,853 66,474 61,310 67,566 4,870 7,209
1200 78,943 76,813 67,388 70,043 73,297 5,469 7,462

Preglednica LXV: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D50 pri pogojih poskusa 471 (n=0,256;
$=9,40), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 47 % sproscene ucinkovine
t[min] 471/1 47112 47113 47114 povprecje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 1,994 2,039 2,148 2,133 2,078 0,074 3,560
30 3,155 3,155 3,392 3,487 3,297 0,169 5,120
45 4,145 4,175 4,420 4,701 4,360 0,259 5,932
60 5,069 5,189 5,383 5,804 5,361 0,322 6,007
75 5,895 6,148 6,305 6,777 6,281 0,371 5,909
90 6,726 7,141 7,585 8,220 7,418 0,640 8,622
110 7,637 8,139 8,736 9,405 8,479 0,763 9,003
140 8,845 9,594 10,136 11,066 9,910 0,935 9,432
165 9,839 10,774 11,364 12,382 11,090 1,066 9,613
180 11,081 12,113 12,592 13,496 12,321 1,006 8,163
210 13,060 13,972 14,264 15,080 14,094 0,834 5,917
240 14,921 15,670 16,353 16,811 15,939 0,825 5,175
300 19,857 18,152 18,900 18,629 18,885 0,718 3,803
360 22,174 22,526 20,703 22,099 21,875 0,803 3,672
420 24,453 24,877 24,167 24,975 24,618 0,376 1,529
480 27,758 27,759 25,504 27,957 27,244 1,164 4,274
600 33,118 32,143 30,910 32,419 32,148 0,921 2,866
1200 56,720 54,709 53,556 51,135 54,030 2,332 4,315
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Preglednica LXVI: Odstotki spro$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D50 pri pogojih poskusa 481
(n=0,256; =9,84), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 48 % sproscene ucinkovine
t[min] 481/1 481/2 481/3 481/4 povpredje SD KV (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,498 2,193 2,870 2,868 2,607 0,327 12,537
30 3,634 3,553 4,350 4,324 3,965 0,431 10,863
45 4,907 4,874 5,585 5,581 5,237 0,400 7,642
60 6,029 5,980 6,761 6,716 6,372 0,424 6,661
75 7,076 6,712 7,815 7,728 7,333 0,529 7,214
90 8,801 8,563 8,982 8,869 8,804 0,177 2,011
110 10,138 9,621 10,261 9,813 9,958 0,294 2,952
140 11,939 11,113 11,867 11,272 11,548 0,416 3,607
165 13,384 12,345 13,166 12,333 12,807 0,548 4,278
180 14,628 13,638 14,617 13,427 14,078 0,635 4,513
210 16,468 15,377 17,522 15,312 16,169 1,046 6,469
240 18,664 17,518 18,053 16,393 17,657 0,964 5,460
300 21,749 20,764 20,890 18,424 20,457 1,424 6,962
360 25,695 24,115 23,250 20,959 23,505 1,976 8,408
420 28,179 26,681 25,807 22,719 25,846 2,304 8,914
480 31,154 28,920 29,149 25,350 28,643 2,414 8,428
600 36,314 34,757 33,410 25,956 32,609 4,592 14,081
1200 61,792 57,302 59,508 48,249 56,713 5,933 10,461

Preglednica LXVII: Odstotki spros$¢enega natrijevega diklofenakata iz tablet D50 pri pogojih poskusa 461

(n=0,256; p=10,3), povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 49 % sproscene ucinkovine

t[min] 491/1 491/2 491/3 491/4 povpredje SD KV (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 2,130 2,245 7,985 6,584 4,736 2,998 63,305
30 3,226 3,309 21,644 25,338 13,379 11,773 87,994
45 4,122 4,188 25,065 35,952 17,332 15,851 91,457
60 4,900 4,868 28,270 40,591 19,657 17,785 90,475
75 5,556 5,363 30,311 43,500 21,183 18,937 89,401
90 6,125 5,868 31,846 47,408 22,812 20,430 89,560
110 6,894 6,399 34,642 50,801 24,684 21,849 88,514
140 7,625 7,210 36,534 55,177 26,636 23,462 88,081
165 8,221 7,825 39,512 56,224 27,945 23,996 85,866
180 9,046 8,777 39,861 55,622 28,326 23,324 82,340
210 10,175 10,033 43,254 57,264 30,182 23,879 79,116
240 11,169 11,122 42,641 57,965 30,724 23,457 76,347
300 12,971 13,095 44,894 62,709 33,417 24,636 73,721
360 14,758 15,082 48,742 65,273 35,964 25,219 70,124
420 17,718 16,344 49,022 67,274 37,589 24,887 66,208
480 18,248 17,943 50,208 68,797 38,799 25,082 64,647
600 20,571 21,253 52,441 74,193 42,114 26,045 61,843
1200 29,718 34,610 74,250 79,977 54,639 26,133 47,829
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7. Diskusija

V diplomski nalogi smo se osredotoCili na preucevanje vplivov lastnosti umetnega
zelod¢nega medija po obroku na spro$¢anje ucinkovin. Sestava ter volumen hrane in
sekrecija iz Zelodca lahko povzroc¢ijo velike spremembe v pH vrednosti, osmolalnosti,
povrsinski napetosti, puferski kapaciteti in ionski moci zelodénega soka. Jantratid in
sodelavci (15) so razvili zaporedne medije, ki dobro posnemajo trenutno dogajanje v
zelodcu po obroku. Glede na pH profile in osmolalnosti izmerjene v aspiratih Zelod¢nega
soka (38), so dolocili pH in osmolalnost zgodnjega, srednjega in poznega zaporednega

medija za posnemanje trenutnega stanja v Zelodcu po obroku (slika 4 in preglednica

LXVIII). Po teh vrednostih smo se tudi mi zgledovali za pripravo nasih medijev.
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Slika 4: Srednji in vivo profil odvisnosti pH (A) in osmolalnosti (B) Zelod¢nega soka od ¢asa po zauZitju obroka. Z
vodoravno ¢rto so prikazane in izbrane vrednosti pH in osmolalnosti zaporednih medijev (15).

Preglednica LXVIII: Sestava zaporednih medijev za posnemanje trenutnega stanja v Zelodcu po obroku (15).
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Sestava Zgodnji Srednji (FeSSGF) Pozni
Natrijev klorid (mM) 148 237,02 122,6
Ocetna kislina (mM) - 17,12 -
Natrijev acetat (mM) 29,75 -
Orto-fosforna kislina (mM) - 5,5
Natrijev dihidrogen fosfat (mM) - - 32
Mleko/pufer 1:0 1:1 1:3
HCI/NaOH do pH 6,4 do pH5 do pH 3

Lastnosti

pH 6,4 5 3
Osmolalnost (MOsm/kg) 559 400 300
Puferska kapaciteta (mmol/L. ApH) 21,33 25 25

Princip po katerem smo pripravili medije, je zelo podoben kot v S$tudiji Jantratida in
sodelavcev. Ohranili smo enake pH vrednosti medijev, sestavo pa spremenili z ozirom na

pufersko kapaciteto in ionsko mo¢. V medije nismo dodajali mleka, saj smo Zeleli poskuse
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zaceti z bolj enostavnimi puferskimi sistemi. Uporaba mleka bi lahko povzrocila tezave z
vidika interakcij (z u¢inkovino ali pomoznimi snovmi) in analitike.
Medijem smo kasneje s spreminjanjem sestave spreminjali ionsko mo¢, pH in pufersko

kapaciteto ter preucevali vpliv teh parametrov na sproscanje ucinkovin.

7.1 Preliminarni poskusi
Namen preliminarnih poskusov je bil izbrati aparaturo za sprosc¢anje, pri kateri bi menjava
medija najmanj vplivala na profile spros¢anja in bi nam hkrati dajala najbolj ponovljive
profile. Uporabili smo naslednje aparature in njihove modifikacije.

e aparatura za testiranje spro$canja z vesli (aparat 2 po USP);

e aparatura za testiranje spros¢anja z vesli + otezevalec;

e aparatura za testiranje sprosc¢anja s kosaricami.
Poskuse smo v vseh 3 primerih zaceli v zgodnjem umetnem zelodénem mediju (pH=6,4).
Po 75min smo medij odlili in ga nadomestili s srednjim UZM (pH=5). Enako smo storili
po 165 min od zadetka poskusa ter v posode vlili pozni UZM. Menjava medija je najbolj
vplivala na profile spro$¢anja pri uporabi aparature z vesli in modifikacije z otezevalcem.
Na sliki 5 so prikazani povpre¢ni profili spro$¢anja pri enakih pogojih za vse tri

modifikacije. Navpicne ¢rte na sliki oznacujejo ¢ase menjave medija (75min in 165min).
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Slika 5: Povpre¢ni profili spros¢anja pri enakih pogojih ob uporabi aparature z vesli, aparature z vesli in tablete
ovite v Zi¢ko in aparature s koSaricami.

Pri aparaturi z vesli se je tableta zalepila na dno ali steno posode. Ceprav smo bili pri
odlivanju medija pazljivi, je lahko zaradi pretoka tekocCine prislo do mehanske poskodbe

tablete, kar je vplivalo na sproS¢anje uc¢inkovine. Pri drugi menjavi medija je bila tableta Ze
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razrahljana in se je zato ob vlivanju svezega medija mnogokrat odlepila. Tako se je
naenkrat sprostilo ve¢ ucinkovine (slika 5), saj je veC povrSine tablete prislo v stik z
medijem za sproS¢anje. V primeru modificirane aparature z vesli je bila tableta ovita v
nerjaveco zi¢ko in se ni mogla zalepiti na dno posode, zato je ob menjavi drsela ob posodi
in bila izpostavljena se ve¢jim pretokom. Zaradi menjave medijev pri 75min in 165min, je
lahko torej, ob uporabi obeh metod, prislo do mehanske poskodbe tablete, kar se kaze v
vecjem sprosc¢anju ucinkovine iz tablete. Profil spros€anja ima zato, v primeru uporabe
aparature z vesli ali modifikacije z zicko, »stopniCasto« obliko. V primeru aparature s
kosarico pa je bila tableta v kosarici. Ob menjavi medija smo kosarice dvignili nad posode
za testiranje spro$¢anja in nato medij odlili in nalili novega. Na ta na¢in nismo poskodovali
tablete, saj je tableta ostala v kosarici. Vpliv odlivanja medija na farmacevtsko obliko je

shematsko prikazan na sliki 6.
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Slika 6 Shema vpliva odlivanja medija pri razli¢nih modifikacijah.

Pri uporabi koSaric se je sprostilo skoraj 10% manj u¢inkovine kot v primeru aparature z
vesli. Zaradi premreZenosti koSarice je tableta izpostavljena SibkejSim tokovom, kot v

primeru direktne izpostavljenosti pri aparaturi z vesli, kar vodi v manj obsezno sproscanje.

Za vsak poskus sproS¢anja smo v preliminarnih poskusih naredili od 3 do 5 paralelk.
Izracunali smo povprecje odstotkov sproscene ucinkovine paralelk, standardno deviacijo
(SD) in koeficient variacije (KV). Preko ra¢unanja KV smo lahko ocenili ponovljivost
posameznih profilov sprosc¢anja. Na sliki 7 so prikazani grafi KV v odvisnosti od ¢asa. Pri
aparaturi z vesli smo dobili slabo ponovljivost med paralelkami. Vrednosti KV so bile zelo

visoke (do 30%). Pri modifikaciji z zicko smo dobili bolj ponovljive profile, vendar so bile
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vrednosti KV Se vedno visoke (do 15%). Pri aparaturi s koSaricami so bile vrednosti KV
najnizje (do 5%). Dobili smo dobro ponovljive rezultate.

Torej, le z uporabo aparature s koSaricami se lahko izognemo vplivom menjave medija in
same aparature na profile spro$¢anja. Ob dobri ponovljivosti rezultatov lahko boljse
ocenimo vplive pH, ionske moci in puferske kapacitete medija na sprosc¢anje ucinkovin.

Vse nadaljnje poskuse smo zato opravili na aparaturi za testiranje spros¢anja s kosaricami.
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Slika 7: Primerjava variabilnosti paralelk pri uporabi razli¢nih aparatur za testiranje spro$c¢anja.

7.2 Vpliv spreminjanja ionske moci in puferske kapacitete na sproscanje

V sklopu poskusov B smo preucevali vpliv razlicne ionske moci in puferske kapacitete
medijev na spro$¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Ionsko mo¢
smo uravnavali z dodatkom NaCl. Mediji brez NaCl so imeli niZje vrednosti ionske moci,
kot mediji z NaCl. Dodatek NaCl ni vplival na vrednosti puferske kapacitete. lonska mo¢

in puferska kapaciteta medijev sta nara$cali z viSanjem celokupne koncentracije pufra.

Struktura poskusov je bila naslednja:
e 0-75min zgodnji UZM: 10 do 80mM fosfatni pufer; z ali brez NaCl; pH=6,4
e 75-165min srednji UZM: 10 do 80mM acetatni pufer; z ali brez NaCl; pH=5
e 165-300min pozni UZM: 10 do 130mM fosfatni pufer; z ali brez NaCl; pH=3.

Iz profilov spro$¢anja smo tako pri uporabi medijev z NaCl, kot pri uporabi medijev brez

NaCl opazili, da se je spros¢anje upocasnilo ze pri prvi menjavi medija, torej pri prehodu
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tablete iz medija s pH=6,4 v medij s pH=5. V mediju s pH=3 ni prislo do nadaljnjega
sproscanja, tudi ko smo poskus izvajali 23h (slika 8). Poskuse smo zato izvajali le 300min.

20
¢ >—

v o 15
g £
>
,g E, 10
a £
iz

0

0 250 500 ¢as [min]750 1000 1250 1500

Slika 8: Tipicen profil spros¢anja iz tablet Voltaren® retard pri 23-urnem poskusu ob menjavi medija.

Ionsko mo¢, pH in pufersko kapaciteto smo v okviru vsakega poskusa spreminjali vsem
trem medijem: zgodnjemu, srednjemu in poznemu. Zaradi preglednosti bomo v razpravi

navajali vrednosti ionske mo¢i, pH in puferske kapacitete le zgodnjega UZM.

Na sliki 9 so prikazani povpreéni profili sproscanja natrijevega diklofenakata iz Voltaren®

retard tablet s podaljSanim spro$Canjem pri razli¢ni ionski moci in puferski kapaciteti

medija (poskusi 6A, 7B-15B).
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10mM KH2PO4 (u=0,013 B=2,72) e 10MM KH2PO4 + NaCl (u=0,164 B=2,72)
e 20mM KH2PO4 (1=0,028 B=5,44) i 20mM KH2PO4 + NaCl (u=0,178 B=5,44)
e 34mM KH2PO4 (u=0,050 B=9,25) === 34mM KH2PO4 + NaCl (u=0,208 B=9,25)
50mM KH2PO4 (u=0,074 p=13,6) === 50mM KH2PO4 + NaCl (u=0,238 =13,6)
e=@==80mM KH2PO4 (u=0,104 =21,8) e 80MM KH2PO4 + NaCl (u=0,280 p=21,8)

Slika 9: Profili spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri razli¢ni ionski mo¢i (p) in
puferski kapaciteti (B) zgodnjega UZM s pH=6,4. Navedene so tudi celokupne koncetracije pufra in ali je bil v
medij dodan NacCl.

62



Iz profilov spros¢anja vidimo, da z naras¢anjem koncentracije fosfatnega pufra pri pH=6,4,
in posledi¢no z naras¢anjem puferske kapacitete medija pride do pocasnejSega in manj
obseznega sprosc¢anja ucinkovine iz tablete, tako v medijih z nizjo ionsko mocjo
(1=0,013M-0,104M), kot v medijih z vi§jo ionsko mo¢jo (u=0,164M-0,280M). Tonska mo¢
smo povecevali znotraj obeh skupin medijev. V obeh skupinah medijev pride tako z
nara$¢anjem ionske moci do pocasnejSega in manj obseznega spro$canja. V medijih z
enako koncentracijo fosfata, s pH=6,4 in torej z enako pufersko kapaciteto, pride s

povecCanjem ionske moci (dodatek NaCl) do pocasnejSega in manj obseznega spros¢anja.

Da bi boljse ovrednotili vpliv ionske moci in puferske kapacitete na hitrost spros¢anja, smo
izracunali tis0. To je Cas v katerem se sproti 15% ucinkovine. Po navadi se rauna tsgo,
vendar se v naSem primeru toliko u¢inkovine ne sprosti. Narisali smo graf odvisnosti tise,
od ionske moci za pare medijev z enako pufersko kapaciteto in graf odvisnosti tisy 0d

puferske kapacitete za medije z in brez NaCl.
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Slika 10: Graf odvisnosti ¢asa v katerem se sprosti 15% ucinkovine (t;s¢,) od ionske moci (A) za pare medijev z
enako pufersko kapaciteto in od puferske kapacitete (B) v medijih z in brez NaCl. Na sliki B se je znotraj vsake
skupine medijev poleg puferske kapacitete povecevala Se ionska moc.

V sliki 10A opazimo trend nara$¢anja ¢asa, ko se sproti 15% ucinkovine v odvisnosti od
ionske moci, kar pomeni da je sprosCanje pri enaki puferski kapaciteti pocasnejse z
nara$¢anjem ionske moc¢i medija. V' primeru puferske kapacitete lo¢imo dve krivulji (slika
10B): modra krivulja zajema medije, katerim smo dodali NaCl (visje ionske moci), rdeca
krivulja pa zajema medije, katerim nismo dodali NaCl (niZje ionske moci). V obeh

primerih opazimo pozitiven trend.
Kalantzi in sodelavci (38) so v S$tudiji zelod¢nih aspiratov, ocenili vrednost puferske
kapacitete zelod¢nega soka po administraciji prehranskega napitka Ensure plus na 14 do 28

mmol/LApH. To je blizu vrednosti puferske kapacitete samega napitka (24mmol/LApH).
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Te vrednosti so mnogo visje kot vrednosti izmerjene 20min po zauzitju vode, vendar se ne
razlikujejo od vrednostih, ki so jih izmerili ob nadaljnjih ¢asih vzor¢enja (po 20min). Tudi
drugi raziskovalci so porocali o visokih vrednostih puferske kapacitete zelodénega soka po
obroku. Ko so inkubirali 10mL homogeniziranega obroka z 20mL svezega zelod¢nega
soka, je v dveh urah puferska kapaciteta narasla za 33%.

Po obroku pride tudi do spremembe v ionski mo¢i Zelodénega soka. Johnson in sodelavci
(39) so ionsko mo¢ Zelodénega soka na teSce izracunali iz koncentracij posameznih ionov.
Ionska mo¢ je bila med 0,010M in 0,160M. Lindhal (40) je vrednost ionske moci
Zelod¢nega soka na teS¢e ocenil na 0,100+0,025M (interval 0,051M-0,151M). Po vnosu
hrane v zelodec pride do spremembe ionske moci, ki je odvisna od sestave hrane.

Katja Lozar je v svoji diplomski nalogi (41) preucevala spro$anje natrijevega
diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Med drugim je Zelod¢nim s pH 2 in 3, povecala
ionsko mo¢ do zgornje fizioloske meje v stanju na tesée (u=0,160M). Ugotovila je, da pri
pH=2 oz pH=3 sprememba ionske moci iz 0,050M na 0,160M oz 0,020M na 0,160M, ne
vpliva na sproséanje na tak nacin, da bi spremembe v njeni vrednosti pomenile spremembe
v profilih spro$¢anja. Na tesc¢e torej sprememba ionske moci v intervalu od 0,020M do

0,160M najverjetneje ne bi vplivala na spros¢anje natrijevega diklofenakata.

V nasih poskusih smo UZM s pH 6,4 spreminjali ionsko mo¢ v intervalu 0,013-0,280M. V
tem intervalu so zajete vrednosti ionske moci Zelodénega soka na tes¢e (do 0,160M), hkrati
pa smo ta interval povecali (do 0,280M), saj smo predpostavili da po obroku ionska mo¢
zelod¢nega soka naraste, Ceprav ne vemo do katerih vrednostih.

V naSem primeru se je z viSanjem ionske moc¢i medija sproscanje ucinkovine
upocasnjevalo in bilo manj obsezno. Sprememba ionske moc¢i v in vivo pogojih po obroku
bi lahko pomembno vplivala na spro§¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren®
retard. Za pocasnejSe sprosCanje ob visanju ionske moci je lahko odgovorna tako

ucinkovina, kakor tudi pomozne snovi v tableti.

Khan (42) je prav tako testiral sproscanje natrijevega diklofenakata iz tablet s podaljsanim
spros¢anjem (Voltaren SR, Ciba Geigy Canada). Spros¢anje v fosfatnem pufru (pH=6,8) z
ionsko moc¢jo 0,5M je bilo poCasnejSe in manj obsezno, kot v fosfatnem pufru z ionsko

mocjo 0,2M (slika 11A).
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V nasprotju s temi ugotovitvami je druga skupina raziskovalcev (44), za podobne tablete
(Voltarol retard, Ciba Switzerland) dobila v fosfatnih pufrih (pH=6,8) z ionsko mocjo
0,05M, 0,1M, 0,2M in 0,5M mo¢i med seboj podobne profile spros¢anja (slika 11B).
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Slika 11: Profili spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet s podalj$anim spro$¢anjem Voltaren SR (42) v
fosfatnem pufru (pH=6,8) z ionsko moé&jo 0,2M in 0,5M (A) in iz tablet Voltarol retard (43) v fosfatnem pufru
(pH=6,8) z ionsko mo&jo 0,05M, 0,1M, 0,2M in 0,5M (B).

Mehanizem vpliva ionske moci na spro$€anje je znan pri tabletah s HPMC. Ob vi§ji
koncentraciji ionov v mediju pride do spremembe termogelacijske tocke (TGP) polimera.
TGP je temperatura pri kateri svetlobna prepustnost skozi raztopino polimera doseze 50%.
V TGP polimer izgublja vodo za hidratacijo in pride do polimer-polimer interakcij, ki
vodijo v drasti¢en porast viskoznosti raztopine polimera (44). Visoka koncentracija ionov
zmanj$a torej koli¢ino razpoloZljive vode na voljo za hidratacijo polimera in tako povzroci
njegovo »izsoljevanje«. To lahko pomembno vpliva na spro$canje ucinkovin iz takih
tablet.

Pri farmacevtskih oblikah, oblozenih s polimerom Eudragit RS (45), so ugotovili, da je s
povecanjem ionske moci pufra z dodatkom NaCl, priSlo do manj obseZnega spros$€anja
osmotskega pritiska medija za spro$c¢anje, ki naj bi povzro¢il zmanj$anje privzema vode s

strani polimera.

Odvisno od ucinkovine, polimera in drugih pomoznih snovi v farmacevtskih oblikah S0

lahko vplivi povecanja ionske moci na sprosc¢anje zelo razli¢ni.
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7.3 Vpliv pH zgodnjega UZM na spros$canje

Diklofenak je Sibko kisla uéinkovina (pK; =3,8) (30). Njegova topnost je odvisna od
konstante ionizacije in pH okoliSkega medija: z viSanjem pH se topnost diklofenaka veca.
V kislih medijih (pH<3,8) se vedji del ucinkovine nahaja v neionizirani obliki in je zato
topnost diklofenaka manjsa, kot pri pH>3,8, ko je vecji del u¢inkovine Vv ionizirani obliki.
Katja Lozar je v svoji diplomski nalogi (41) preucevala vpliv pH na spro$canje natrijevega
diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v intervalu od 1 do 3. Potrdila je, da se pri vi§jem
pH zagetnega UZM uéinkovina iz tablete hitreje sprosti ter, da je pri nizji vrednosti pH

umetnega zelodénega medija hitrost spros¢anja precej manjsa kot pri visji vrednosti.

V sklopu poskusov C smo Zeleli preuditi vpliv pH zgodnjega UZM po obroku na
spros¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Tudi v tem primeru smo
uporabili metodo menjave medijev. Ker ima hrana, takoj po aplikaciji, najvecji vpliv na
zagetni pH Zelodénega soka, smo v nasih poskusih spreminjali pH le zgodnjemu UZM, in
sicer v intervalu vrednosti 5,6-6,8. Struktura poskusov je bila naslednja:
e 0-75min zgodnji UZM:
o 80mM fosfatni pufer (poskus 9B, 17C-19C); z NaCl; pH=5,6/6,0/6,4/6,8
o 80mM acetatni pufer (poskus 20C, 21C); z NaCl; pH=5,6/6,0
e 75-165min srednji UZM: 47mM acetatni pufer; z NaCl; pH=5
e 165-300min pozni UZM: 100mM fosfatni pufer; z NaCl; pH=3.

Najprej smo izvedli poskuse v fosfatnem pufru. Slika 12 prikazuje povpre¢ne profile
spro$¢anja natrijevega diklofenakata pri razliénih zaGetnih pH zgodnjega UZM (fosfatni
pufer). V oklepaju sta napisani tudi ionska mo¢ in puferska kapaciteta zgodnjega UZM.
Opazimo, da pri enaki koncentraciji fosfatnega pufra, pride z visanjem pH in posledi¢no

puferske kapacitete in ionske moc¢i medija, do vecjega obsega spros¢anja ucinkovine.
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Slika 12: Povpre¢ni profili spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard pri razli¢nih pH
zogdnjega UZM. Ob pH medija sta oznaceni tudi ionska mo¢ (p) in puferska kapaciteta (f) UZM.

Pri prehodu tablete iz medija z vi§jim v medij z nizjim pH je pri§lo do zmeraj manjSega
spros¢anja ucinkovine. Iz profila sproscanja vidimo, da je po drugi menjavi medija (pH =3)
spros€anje doseglo plato. Potrdili smo, da je topnost diklofenaka vecja pri visji pH
vrednosti. pH UZM torej vpliva na sproi¢anje natrijevega diklofenakata, lahko pa vplivajo

tudi ionska moc¢ in puferska kapaciteta ali kombinacija teh treh parametrov.

V studiji Zelod¢nih aspiratov (38) je srednji pH 30 min po administraciji prehranskega
napitka Ensure Plus znasal 6,4. Pri tem je bila interindividualna variabilnost nizka. pH
vrednost napitka je bila 6,6. Kljub povisanju interindividualne variabilnosti se je pH
vrednost po 210min znizala na 2,7. Cas, potreben za vrnitev pH na vrednost znagilno za
stanje na teSce, je predvsem odvisen od sestave in koli¢ine obroka, pH vrednost obroka se
pa zdi sekundarnega pomena.

Zacetna vrednost pH takoj po obroku, lahko torej zelo variira, zato je poskuse spros¢anja
dobro izvesti v medijih razlicnih pH vrednosti. Za ucinkovine 2. razreda BCS, kot npr.
diklofenak, velja dejstvo, da sproScanje omejuje absorpcijo in lahko z in vitro poskusi
spros¢anja, ob dobrem posnemanju in Vivo pogojev, napovemo in Vivo obnasanje
ucinkovine. Z uporabo medijev z razli€énimi pH vrednostmi lahko torej delno predvidimo,

kako se bo diklofenak obnasal v Zelodénem soku razli¢nih pH vrednostih.

V sklopu teh poskusov smo zeleli tudi ugotoviti ali uporaba drugacnega pufra z enako pH

vrednostjo rezultira v enakih profilih spro$¢anja. V ta namen smo, kot zgodnji UZM
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uporabili acetatni pufer s pH=5,6 (poskus 20C) in pH=6,0 (poskus 21C). Dobljene
povprecne profile spro§¢anja smo primerjali s povpre¢nimi profili spros$¢anja pri enakem
pH v fosfatnem pufru (poskusa 17C in 19C). Na sliki 13 je prikazana primerjava teh

profilov. Za vsak zgodnji UZM je oznagen pH, puferska kapaciteta ter ionska mo¢ medija.
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Slika 13: Povpretni profili spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v razli¢nih zgodnjih
UZM (acetatni in fosfatni pufer) pri pH=6,0 in pH=5,6. Za vsak pufer so napisani pH, puferska kapaciteta in
ionska mo¢. Acet. = acetatni pufer; fosf. = fosfatni pufer.

Pri konstantni koncentraciji acetatnega pufra je prislo v mediju z nizjim pH in ionsko
moci, ter veCjo pufersko kapaciteto do pocasnejSega in manj obseznega sproScanja
u¢inkovine. V primeru fosfatnega pufra pa se je to zgodilo v mediju z nizjim pH in ionsko

mocjo, vendar vi§jo pufersko kapaciteto.

Puferska kapaciteta je pri enakem pH odvisna od celokupne koncentracije pufra in njegove
pKa. Ker smo ohranili enako koncentracijo pri vseh pufrin (80mM), sklepamo, da pK,
pufra, preko vpliva na pufersko kapaciteto, igra pomembno vlogo pri spro$c¢anju

natrijevega diklofenakata v UZM enakih pH vrednosti vendar razli¢nih sestav.

V studiji, kjer so preucevali vpliv puferske kapacitete na spros¢anje (46), so ugotovili, da
je za razlike v profilih sproS€anja v medijih z enakim pH, vendar razlicno sestavo,
odgovorna puferska kapaciteta medija. Hitrost spros¢anja kisline (HA) v puferskih medijih
bo odvisna od intrinzi¢ne topnosti kisline in od stopnje ionizacije kisline (pKaa) pri
pogojih, ki jih ustvarja pufer. Kislina bo v puferski raztopini »reagirala« s pufersko bazo
(Bpur). Obseg te reakcije bo odvisen od koncentracije pufra in pK, pufra (pKa pur).

To nam prikaZe ravnoteZje: HA + Bpys <> A"+ BpyH" )
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Ravnotezna konstanta (Ka) za to reakcijo je: Kap = [A7-[BpurH J/[HA]" [Bput] (20)
Ker je Kaa=[A]-[H')/[HA] in Ky pur=[Bput]- [H'V/[BputH™] je Kab = Kaa / Ka pur.

Pufri z visoko K, pt bodo dajali prednost nastanku puferske baze (B). Konstanta disociacije
pufra bo hkrati doloc¢ala pufersko kapaciteto pufra pri dolo¢enem pH, ki je najvecja, ko je
pH enak pK, pufra.

Puferska kapaciteta bo torej naras¢ala z naras¢anjem celokupne koncentracije pufra in bo
veéja pri pH vrednostih bliznjim pK, pufra.

pK, acetata je 4,76, medtem ko je pK, fosfata 7,20. Pri pH=6 bosta pufra imela priblizno
enake puferske kapacitete, pri pH=5,6 bo pa puferska kapaciteta acetata vecja, puferska

kapaciteta fosfata pa manjsa.

Torej, ne samo pH, ampak tudi izbira vrste pufra, preko K; vrednosti pufra, lahko vpliva na
spros¢anje Sibko kislih u¢inkovin. Ta vpliv se odraza v spremembi puferske kapacitete.

V in vivo pogojih po obroku, glede na vrsto hrane, pride do razli¢nih sprememb Vv puferski
kapaciteti zelod¢nega soka, kar lahko vpliva na spro$¢anje natrijevega diklofenakata iz
tablet Voltaren® retard.

7.4 Vpliv zamenjave sredstva za uravnavanje ionske moci

V UZM po obroku smo, kot sredstvo za dosego vi§jih vrednosti ionske moci uporabili
NaCl. NaCl je najbolj uporabljeno sredstvo za uravnavanje ionske moci medijev za
sproscanje, ker je elektrolit z najvi§jo koncentracijo v Zelodénem in ¢revesnem soku in ima
sposobnost »izsoljevanja« polimerov. Natrijev kation je namre¢ v sredini liotropi¢ne serije:
Li*> Na"> K" (39).

V sklopu poskusov D smo zZeleli ugotoviti ali bo zamenjava NaCl s KCI vplivala na
sprosCanje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Poskusili smo tudi
zamenjavo s CaCl,, vendar je pri pripravi UZM s CaCl, prislo do tezav: ob dodatku 1M

NaOH v raztopino KH,PO, in CaCl, je prislo do obarjanja. Poskus smo zato opustili.

Struktura poskusov s KCI (22D,23D,24D) je bila naslednja:
e 0-75min zgodnji UZM: 20/50/80mM fosfatni pufer (KH,PO,); s KCI; pH=6,4
e 75-165min srednji UZM: 20/47mM acetatni pufer (NaCH3COO/CH3;COOH); s
KCI; pH=5
e 165-300min pozni UZM: 20/50/100mM fosfatni pufer (KH,PO,); s KCI; pH=3.
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Medijem smo spreminjali ionsko mo¢, tako da smo spreminjali koncentracijo pufra,
koncentracija dodanega KCI je pa bila enaka v vseh poskusih. Dobljene povprecne profile
sproscanja pri poskusih s KCI smo primerjali s povprecnimi profili, ki smo jih dobili pri
poskusih z NaCl (poskus 7B, 9B, 13B) (slika 14). V medijih s KCl smo obdrzali enako
ionsko mo¢ (+0,008) in pufersko kapaciteto kot v medijih z NaCl. Smisel je bil opazovati
vpliv zamenjave ionske zvrsti (K" namesto Na*).

Da bi boljse ocenili vplive smo narisali graf odvisnosti koncentracije pufra od ¢asa, ko se
sprosti 15% ucinkovine (tisy) za zgodnji UZM s KCI (modra krivulja) in NaCl (rdeda
krivulja) (slika 15). V obeh primerih je prislo z viSanjem koncentracije pufra do zvisanja

vrednosti tisy, torej do pocasnejSega sproscanja uc¢inkovine.
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Slika 14: Povpre¢ni profili spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard. Z modro so oznaceni
profili spros¢anja v medijih s KCl, z rde¢o pa v mediji z NaCl. Enak simbol oznacuje enako koncentracijo
fosfatnega pufra v zgodnjem UZM.
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Slika 15: Vpliv spreminjanja koncentracije pufra na ¢as, ko se sprosti 15% udinkovine,
v primeru uporabe KCI ali NaCl, kot sredstva za uravnavanje ionske mo¢i.
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Pri enakih pogojih poskusa (enaka ionska moc¢, pH, puferska kapaciteta in celokupna
koncentracija pufra) je bila hitrost spros¢anja v UZM s KCI vegja kot v medijih z NaCl.
Sheu in sodelavci (47) so preiskovali vplive dodatka NaCl ali KCI v medij in ugotovili, da
NacCl bolj upocasni spros¢anje natrijevega diklofenkata iz tablet Voltaren SR, kot pa KCI.
Na" se nahaja visje v liotropi¢ni seriji kot K*: ob vianju ionske mo¢i, ko pride do manjse
hidratacije polimera, povzro¢i Na* vedje »izsoljevanje« polimera kot K*, kar bi lahko
rezultiralo v manjSem spro$canju ucinkovine. Ne vemo, ali se to zgodi tudi v nasem

primeru, ali je za takSne profile odgovoren drug pojav.

7.5 Preucevanje sprosScanja iz razli¢nih tablet pri enaki ionski moci, pH in
puferski kapaciteti medijev

Ker smo v sklopu poskusov C ugotovili, da zamenjava puferske zvrsti z enakim pH lahko
vpliva na spro§¢anje, smo zeleli ta pojav v nadaljnjih poskusih bolje preuciti. V sklopih E,
F, G, H, in I smo testirali spros¢anje ucinkovin iz tablet Voltaren® retard, Voltaren® forte,
tablet z 10% natrijevega diklofenakata (D10), tablet z 10% paracetamola (P10) in tablet s
50% natrijevega diklofenakata (D50). V vsakem sklopu smo, kot UZM uporabili razliéne
puferske zvrsti, katerim smo ohranili enako ionsko mo¢ (0,256M), pH (6,0) in pufersko
kapaciteto v intervalu 9,4-10,8 mmol/LApH. Zaradi boljSega preucevanja spro$¢anja v teh
medijih, smo poskuse izvajali 20h le v zgodnjem UZM. Ker sta bili ionska mo¢ in puferska
kapaciteta ze vnaprej doloceni, smo si pri izratunu sestave posameznega pufra pomagali S

programom »Buffer maker« (37).

V sklopu E smo preucevali spros¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard.
Kot UZM smo uporabili razli¢ne pufre, katerim smo pH uravnali na vrednost 6,0.
Uporabili smo fosfatni pufer, ki je vseboval Na* in K*, fosfatni pufer, ki je vseboval Na*,
acetatni pufer, citratni pufer in maleatni pufer.

Slika 16 prikazuje povprecne profile sprosanja natrijevega diklofenakata iz tablet
Voltaren® retard. Pricakovali smo, da bodo profili sproS¢anja pri enaki ionski moci,
puferski kapaciteti in pH medija podobni, vendar je prislo do velikih razlik. Najve¢
ucinkovine se je sprostilo v citratnem pufru, manj v acetatnem in maleatnem, najmanj pa v

fosfatnih pufrih. V fosfatnih pufrih je spros¢anje mnogo pocasnejse kot v drugih.
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Slika 16: Povpreéni profili spro§¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® retard v dveh fosfatnih,
acetatnem, citratnem in maleatnem pufru. Navedene so celokupna koncentracija pufra, ionska mo¢ (p) in
puferska kapaciteta (B) UZM.

Ob konstantnih vrednostih puferske kapacitete, ionske mo¢i in pH pride do razlik v
spros¢anju, zaradi vrste pufra in razlicnih interakcij pufra s komponentami tablete. Prasad
in sodelavci (48) so v S$tudiji primerjali spros¢anje kinidin glukonata iz dveh oblik.
Ugotovili so, da je sproScanje iz obeh oblik bolj obsezno v acetatnem pufru s pH= 5,4, kot
v fosfatnem pufru s pH=5,4. Domnevali so, da pride do interakcije acetatnih ali fosfatnih
ionov s sestavinami farmacevtske oblike, kar naj bi vodilo v upocasnjeno sprosc¢anje pri
fosfatu ali pospeseno sproscanje v acetatu. Wagner in sodelavci (49) so ugotovili, da lahko
vrsta pufra pri izbiri medija moc¢no vpliva na topnost in sprosc¢anje talinolola. V ¢isti vodi,
acetatnem ali fosfatnem puftru je prislo do nastanka razli¢nih kristalnih struktur talinolola z
razli¢nimi topnostmi. Pri uporabi fosfata ali acetata s pH 6 in enako ionsko mog¢jo je prislo
do hitrejSega sprosc¢anja uéinkovine v acetatnem pufru, pri uporabi fosfata in citrata s pH
6,8 in enako ionsko mocjo pa je prislo do hitrejSega spros€anja v citratnem pufru. Vrsta
pufra ima torej velik vpliv na sproscanje talinolola in morda tudi na spro$€anje drugih

ucinkovin.

Da bi videli, ali je za profile sproscanja, prikazane na sliki 16, poleg puferske zvrsti
odgovorna ucinkovina ali katera druga sestavina tablet Voltaren® retard smo v sklopu
poskusov F testirali sproS¢anje natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte.
Uporabili smo enake UZM, kot v sklopu E. Na sliki 17 so prikazani povpreéni profili
sproscanja pri pogojih poskusov 31E-35E.
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Slika 17: Povpre¢ni profili spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet Voltaren® forte v acetatnem, citratnem,
maleatnem in dveh fosfatnih pufrih pri ionski mo¢i 0,256M in intervalu puferske kapacitete od 9,4 do 10,8
mmol/LApH. Navedene so celokupna koncentracija pufra, ionska mo¢ (p) in puferska kapaciteta () UZM.

V tem primeru je sproSc¢anje priblizno enako hitro v primeru uporabe citratnega, acetatnega
in maleatnega pufra, pocasnejSe pa v primeru uporabe obeh fosfatnih pufrov. Pri tabletah
Voltaren® forte so vidne manjse razlike v profilih spros¢anja med razli¢nimi pufri, kot pa
pri tabletah Voltaren® retard, ker je spros¢anje iz teh tablet hitrejSe. Voltaren® forte pri
testiranem pH hitro sprostijo uéinkovino (uc¢inkovina se je vsa sprostila v 30min) in
vsebujejo pol manj ucinkovine v primerjavi s tabletami s podaljSanim sproScanjem
Voltaren® retard. Sestava teh tablet je bila predstavljena v preglednici VI v poglavju
»Materiali in metode«. Ena glavnih razlik v sestavi tablet je prisotnost cetilalkohola v jedru
tablet Voltaren® retard. Hidrofobne lastnosti cetilalkohola ovirajo penetracijo medija v
farmacevtsko obliko v sistemih, kjer pride do sprememb pH (50).

Ker imajo tablete Voltaren® retard in Voltaren® forte bolj kompleksno sestavo, katerih
razmerje med pomoZnimi snovmi ne poznamo, smo opravili Se nekaj poskusov sproscanja

na tabletah, ki smo jih izdelali sami in so vsebovale le u¢inkovino in polimer.

V sklopu poskusov G smo preucevali spros¢anje iz tablet z 10% natrijevega diklofenakata
in 90% HPMC K4M, v enakih medijih kot v sklopih E in F. Profile spro$¢anja smo
primerjali s profili dobljenimi v sklopu poskusov H, Kjer smo namesto natrijevega

diklofenkata v tablete vgradili paracetamol (slika 18).
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Slika 18: Povpre¢ni profili spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet D10 in paracetamola iz tablet P10 v dveh
fosfatnih, acetatnem, citratnem in maleatnem pufru pri ionski mo¢i 0,256M in intervalu puferske kapacitete od 9,4
do 10,8 mmol/LApH. Celokupna koncentracija, ionska mo¢ (p) in puferska kapaciteta (§) UZM so enake, kot v
sklopu F.

Obseg in hitrost spro§¢anja v primeru tablet s paracetamolom sta visji kot pri tabletah z
natrijevim diklofenakatom. Razlog je boljsa topnost paracetamola v primerjavi z
diklofenakom. Paracetamol namre¢ uvrs¢amo v 3. razred BCS (dobro topen in slabo
permeabilen). Topnost paracetamola v fizioloskem obmod¢ju ni odvisna od pH, saj pri
pH<9 (pH<pKa) vecji del ué¢inkovine ni v ionizirani obliki (30).

Pri tabletah P10 je priSlo do najvecjega spros¢anja v citratnem pufru, manj v maleatnem in
acetatnem, najmanj pa v fosfatnih pufrih. Pri tabletah D10 je prislo do najvecjega
sproscanja v citratnem pufru, manj v fosfatnih in maleatnem pufru, najmanj pa v acetatnem
pufru. Razlike v profilih spro$canja pri tabletah D10 so bile manjse, kot pri tabletah
Voltaren® retard in Voltaren® forte.

Ker smo sklepali, da je delez ucinkovine v tabletah Voltaren® retard priblizno 50%, smo
izdelali Se tablete, ki so vsebovale 50% natrijevega diklofenakata. V sklopu poskusov I
smo preucevali spros¢anje iz tablet D50 v obeh fosfatnih pufrih, acetatnem in citratnem
pufru. Ponovljivost med paralelkami pri uporabi obeh fosfatnih pufrov je bila zelo slaba. V
fosfatnih pufrih se je v vecini posod, takoj po zacetku poskusa, tableta izoblikovala v

zmazek nedefinirane oblike in posledi¢no je bilo sproscanje iz take oblike neenakomerno.
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Na sliki 19 je prikazana razlika v profilih spros¢anja med paralelkami v fosfatnem pufru, ki

je vseboval Na®, v primeru razpada tablete in v primeru ne-razpada.
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Slika 19: Razlika v profilih spro§¢anja med paralelkami v fosfatnem pufru (Na+).

V primeru uporabe acetatnega in citratnega pufra je bila ponovljivost dobra, saj so tablete
le nabrekle in ne razpadle. Profili sproscanja v acetatnem in citratnem pufru so pri tabletah,
ki so vsebovale 50% natrijevega diklofenakata (D50) bili podobni profilom pri tabletah z
10 % natrijevega diklofenakata D10.

V dveh primerih, ko tableta ni razpadla v fosfatnem pufru, je bilo sproscanje iz tablet D50
pocasneje in manj obsezno, kot v acetatnem in citratnem pufru. Ce tableta ne razpade v
fosfatnem pufru, so profili spros¢anja iz tablet D50 v podobni relaciji, kot profili
spro$¢anja iz tablet Voltaren® retard. Na sliki 20 smo primerjali profile spros¢anja iz teh
dveh oblik. V primeru tablet D50 lo¢imo povprecni profil sproS¢anja za tablete, ki so

razpadle ter povprecni profil spros¢anja za tablete, ki niso razpadle.
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Slika 20: Primerjava povprecnih profilov spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet D50 (A) in Voltaren®
retard (B) v fosfatnem, acetatnem in citratnem pufru (enaka ionska mo¢, puferska kapaciteta in pH).
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Morda tudi delez u¢inkovine v tableti lahko vpliva na profile spros¢anja, saj pri tabletah z
10% diklofenaka vplivi medija niso tako opazni, pri tabletah s 50% diklofenaka pa so ti
vplivi bolj izraziti in, ¢e ne pride do razpada tablete v podobni relaciji kot pri tabletah

Voltaren® retard.

Bertocchi in sodelavci (50) so primerjali profile spros¢anja Sestih tablet s podaljSanim
spros¢anjem z natrijevim dikofenakatom. Tablete (med njimi tudi tablete Voltaren® retard)
so vsebovale enako koli¢ino zdravilne ucinkovine (100mg), vendar razli¢ne vrste ali
koli¢ine pomoznih snovi. Uporabili so osem razli¢nih medijev za testiranje sproscanja s pH
med 1,2 in 8. Spros¢anje pri enakih pogojih se je med proizvajalci zelo razlikovalo.
Vzroke za razlike v profilih spros¢anja so prepisali razlicnim dejavnikom pri pripravi
farmacevtske oblike: razli¢nim proizvodnim procesom, uporabi razli¢nih pomoznih snovi,
variabilnosti velikosti delcev zdravilne u¢inkovine. Mikronizacija in dodatek povrSinsko
aktivnih snovi v farmacevtsko obliko vodi v povecanje povrsine ucinkovine na razpolago
za sproScanje. Polisorbat 80, ki izboljSuje mocenje tablete, lahko vodi do hitrejse

penetracije topila in hitrejSega razpada tablete.

Na obseg in hitrost spro$c¢anja vpliva torej tako farmacevtska oblika, kakor tudi sestava
medija za sproS¢anje. Mnogo je Se moZnosti za raziskovanje teh vplivov. S postopnim
spreminjanjem sestave tablete bi lahko boljSe razumeli, katera sestavina farmacevtske
oblike je najbolj odgovorna za spremembe v spros¢anju uc¢inkovine. S spreminjanjem samo
enega parametra medija za spro$¢anje (npr. spreminjamo ionsko mo¢, medtem ko pH in
pufersko kapaciteto obdrzimo konstantno) bi lahko bolj natanéno preucili posamezne
vplive na sproscanje in tako boljSe napovedali obnasanje farmacevtskih oblik v in vivo

pogojih.
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7 Zakljucki

Z in vitro testi spro$¢anja lahko, Se posebej za ucinkovine z dobro permeabilnostjo,

napovemo in vivo obnasanje u¢inkovin v GIT. Z vnosom hrane v Zelodec pride do velikih

sprememb v ionski mo¢i, pH, puferski kapaciteti in sestavi zelodénega soka. S simulacijo

pogojev po obroku smo napovedali vpliv teh sprememb na spros¢anje ucinkovin iz tablet.

V okviru diplomske naloge smo prisli do naslednjih ugotovitev:

V nasih poskusih smo pripravili zaporedne UZM, ki smo jih pri 75min in 165 min
zamenjali. Za vrednotenje vplivov teh UZM na spro$¢anje ucinkovin je bila tako
najbolj primerna uporaba USP aparature s kosSarico, saj je dala najbolj ponovljive
rezultate in je bila manj obcutljiva na menjavo medija, kot aparatura z vesli 0z njena
modifikacija z uteZzevalcem (tableta ovita v nerjaveco zicko).

Pri enaki koncentraciji fosfatnega pufra, je prislo z visanjem pH in posledi¢no puferske
kapacitete in ionske moc¢i medija, do vejega obsega sproSCanja natrijevega
diklofenakata.

Z nara$¢anjem koncentracije fosfatnega pufra pri pH=6,4, in posledi¢no z nara§¢anjem
puferske kapacitete medija je priSlo do pocasnejSega in manj obseznega spro$canja
natrijevega diklofenakata iz tablete, tako v medijih z nizjo ionsko moc¢jo (u=0,013M-
0,104M), kot v medijih z vi$jo ionsko mocjo (u=0,164M-0,280M), pri Cemer se je
ionska mo¢ znotraj vsake od dveh skupin povecevala.

Pri enaki koncentraciji fosfatnega pufra in pH=6,4, torej pri enaki puferski kapaciteti,
je prislo s povetanjem ionske mo¢i (dodatek NaCl) UZM do pocasnejSega in manj
obseZnega sproscanja.

Ce smo namesto NaCl, uporabili, kot sredstvo za uravnavanje ionske moci UZM K(l,
je prislo, tudi v medijih s KCI, z visanjem koncentracije pufra do pocasnejSega
spros¢anja, vendar je bilo spros¢anje v primeru uporabe KCI hitrejSe, kot v primeru
uporabe NaCl.

Pri enaki ionski mo¢i, pH in puferski kapaciteti UZM, lahko vrsta pufra vpliva na
sproscanje natrijevega diklofenakata iz tablete.

Spros¢anje natrijevega diklofenakata in vplivi razli¢nih fizikalno-kemijskih parametrov
so odvisni tudi od deleza u¢inkovine ali od pomoznih snovi v tableti.

V koliksni meri se bodo vplivi ionske moci, pH in puferske kapacitete izrazili in vivo,

je odvisno od moci vpliva drugih parametrov, ki so bili pri nasih poskusih konstantni.
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