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POVZETEK

Zaradi naprednejsih laboratorijskin metod kombinatorne kemije narasca Stevilo
novih slabo vodotopnih spojin, ki po peroralnem vnosu izkazujejo slabo biolosko
uporabnost. Uspesna uporaba takSnih u¢inkovin v vlogi zdravil temelji na razvoju razli¢nih
pristopov, ki omogocajo izbolj$anje njihovih biofarmacevtskih lastnosti. Med tehnoloske
pristope za reSitev omenjenega problema uvrs¢amo tudi formulacije z lipidi, kjer je
ucinkovina dispergirana v eni lipidni komponenti ali pa v sistemu razli¢nih lipidov in
povrsinsko aktivnih snovi. Uspesno vrednotenje omenjenih formulacij temelji na razvoju
uc¢inkovitih sistemov, ki bodo v in vitro pogojih posnemali ¢im ve¢ mehanizmov prebave.
V diplomski nalogi smo za testiranje in vitro lipolize izbranih sistemov uporabili pH-stat
metodo. VVzorec sistema z lipidi tako najprej dispergiramo v prebavnem mediju, ki vsebuje
ustrezne koncentracije najpomembnejSih prebavnih komponent v tankem Crevesu.
Reakcijo lipolize sprozimo z dodatkom raztopine zmesi encimov, pod vplivom katere
potece hidroliza estrskih vezi v gliceridih. Spros¢ene proste mascobne Kisline
nevtraliziramo z dodajanjem baze znane koncentracije. Titriranje reakcijske zmesi z NaOH
vzdrzuje konstanten pH na nastavljeni vrednosti med celotno reakcijo lipolize. Iz konéne
porabe NaOH nato izratunamo obseg lipolize za testirani vzorec.

V prvem delu naloge smo z uporabo tributirina kot substrata dolocili aktivnost
pankreatina. Proucevali smo vpliv razlicnih parametrov metode na rezultat aktivnosti
encima; spreminjali smo koli¢ino encima in substrata ter njuno razmerje, amplitudo
nihanja pH od nastavitvene pH vrednosti ter koncentracijo uporabljene NaOH. Najboljse
rezultate smo dobili pri dodatku 3 ml tributirina in 5 ml pankreatina/1 ml ustreznega pufra
ter dovoljenem odstopanju pH od nastavitvene vrednosti za 0,01 enote. V nadaljevanju
smo se osredotocili na dolocanje obsega lipolize izbranih lipidnih komponent ter iz njih
izdelanega samo-mikroemugirajoéega sistema, brez ter z vgrajeno uéinkovino. Meritve
smo izvajali z uporabo dveh razli¢nih koncentracij NaOH, z ustrezno izbiro najvecje
hitrosti dovajanja titranta pa smo zagotovili natan¢nejSe vzdrzevanje pH vrednosti
reakcijske zmesi. Za izracun obsega lipolize smo uporabili podatke meritev pri nastavitvah:
0,2 M NaOH, dovoljenem odstopanju pH od nastavitvene vrednosti za 0,01 enote ter 1
ml/min najvecje hitrosti dodajana titranta. Na izbranem sistemu smo ovrednotili tudi vpliv
procesa lipolize na obseg solubilizacije vgrajene ucinkovine, ki je odvisen tudi od

koloidnih struktur prisotnih v vodni fazi reakcijske zmesi.

\
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ABSTRACT

Due to the advanced laboratory methods of combinatorial chemistry, the number of
new water-insoluble substances that exhibit poor bioavailability is increasing. One of the
possibilities for the successful use of such substances as active pharmaceutical ingredients
is the development of an advanced drug delivery systems that improve their
biopharmaceutical properties. The examples of such formulations are the lipid-based drug
delivery systems, where the drug component is dissolved or dispersed in a blend of lipids
and surfactants. In order to efficiently test the characteristics of those formulations it is
necessary to develop an effective in vitro model that would accurately simulate in vivo
lipid digestion. In this thesis the pH-stat method has been applied for the characterization
of the lipids digestion under the simulated small intestinal conditions. The lipid sample has
been placed in a reaction chamber containing simulated small intestinal fluid with the
appropriate concentration of the main digestive components. The lipolysis reaction was
initiated by the addition of the pancreatin solution which resulted in the release of free fatty
acids from triglycerides. The neutralization of the released free fatty acids was carried out
by the continuous addition of NaOH, which maintains pH of the reaction mixture at the
initial pre-set value. The extent of the sample’s lipolysis has been calculated from the final
consumption of NaOH.

In the first part of the thesis we focused on the pancreatin activity determination by
using tributyrin as a substrate, and setting the optimal parameters for the implementation of
the pH-stat method. An appropriate enzyme - substrate ratio was selected, and the best pH
control band was set. The pancreatin activity was determined by titrating free fatty acids
with NaOH of different concentrations. Best results were obtained when we used 3 ml of
tributyrin, 5 mg of pancreatin/1 ml of buffer and 0,01 pH control band. In the second part
of the research work the extent of the lipolysis of the selected lipid samples was measured.
The analyses were performed with 0.2 and 0.5 M NaOH, and the most appropriate dosing
rate of the titrant was determined for more accurate maintenance of pH during the reaction.
The extent of lipolysis was calculated for the experiments performed at pre-determined
optimal conditions: 0.2 M NaOH, 0.01 pH control band and 1 ml/min maximum dosing
rate of titrant. The aqueous phase formed during in vitro lipolysis process was further
analysed for the concentration of the active ingredient preserved in a solubilised state, and

the particle size of the colloidal structures formed.

Vi
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SEZNAM OKRAJSAV

BKS biofarmacevtski klasifikacijski sistem

c.b. odstopanje (control band)

GIT gastrointestinalni trakt

GRAS status varne snovi (generally recognized as safe)
HLB hidrofilno-lipofilno ravnotezje

HPLC tekocinska kromatografija visoke zmogljivosti
IU mednarodne enote (international units)

MK mascobne kisline

o emulzija olje v vodi

PAS povrsinsko aktivne snovi

PC fosfatidilholin

RSV resveratrol

SES samo-emulgirajoci sistem

SMES samo-mikroemulgirajo¢i sistem

TBU tributirinske enote (tributyrin units)

USP ameriSka farmakopeja

ZU zdravilna ucinkovina

7S zol¢ne soli

VI
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1. UvOD

1.1. PREBAVA LIPIDOV V GASTROINTESTINALNEM TRAKTU

Za razvoj ucinkovitega in vitro modela, ki uspe$no posnema prebavo lipidov v
organizmu, je potrebno dobro razumevanje osnovnih fizikalno-kemijskih ter fizioloskih
procesov, katerim so podvrzeni lipidi ob prehodu skozi gastrointestinalni trakt (GIT). Na
njihovo prebavo in absorpcijo vplivajo mnoge fizikalne in kemijske spremembe, do katerih
pride v ustih, Zelodcu ter tankem in debelem ¢revesju, za katere so znacilni to¢no doloceni
fizioloski pogoji (Slika 1). V cloveski prehrani so lipidi prisotni predvsem v obliki
trigliceridov, ki niso topni v vodi, zato po vnosu v organizem pride do nastanka emulzije
O/V, kjer se lipidi v obliki maScobnih kapljic porazdelijo v vodnem prebavnem mediju.
Nastanek emulzije omogoci mehansko gibanje Zelodca in prebavnega trakta ter prisotnost
ekso- in endogenih povrSinsko aktivnih snovi v prebavnem traktu. Tekom razli¢nih
prebavnih procesov, ki sledijo procesu dispergiranja, se lipidi pretvarjajo v bolj polarne
derivate, kar izboljsa njihov stik z vodno fazo. Konéni produkti lipolize (monogliceridi in
ionizirane mas$c¢obne kisline) se skupaj s fosfolipidi ali Zol¢nimi solmi vgradijo v strukture,

kot so razli¢ni vezikli in miceli, ki se nato absorbirajo v enterocite (1,2).

USTA
opH 3-7
eencimi =
esoli S TANKO CREVO
sbiopolimeri opH 6-7.5
*5-60 s eencimi
esoli Zol¢
sbiopolimeri
ZELODEC
opH 1-3
eencimi
esoli
sbiopolimeri
30 min — 4h

Slika 1: Shema prikazuje fizioloske pogoje v razli¢nih delih GIT, kot so pH, ¢as prehoda

skozi doloc¢en odsek ter prisotne snovi, ki vplivajo na prebavo lipidov (1).
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1.1.1.Usta

Kljub temu, da se hrana v ustih zadrzuje le kratek cas, se prebava lipidov zacne ze
takoj po zauzitju. Glavna naloga v tem delu je priprava hrane za poziranje, poleg tega pa
poteka Se mnogo drugih procesov. Med ZvecCenjem se hrana razdeli na manjSe dele ter
zmesa s slino, spremenijo se pH, ionska mo¢ in temperatura. Hrana je v ustih izpostavljena
vplivu razli¢nih prebavnih encimov (amilaze, proteaze), potekajo pa lahko tudi interakcije
hrane s povrsino jezika in ust ter reakcije z biopolimeri (npr. mucin), ki so prisotni v slini.
Velikost lipidnih kapljic v hrani, ki zapusti usta, je tako odvisna od tega, v kaksni obliki se
slednje nahajajo v hrani, od koli¢ine in intenzivnosti zveCenja ter fizioloskih lastnosti
posameznika.

Pomembna komponenta, ki mo¢no vpliva na prebavo lipidov v ustni votlini, je
slina. Njen pH v praznih ustih je obiajno med 5,5 in 6,1, po vnosu hrane pa lahko ta
vrednost naraste na 7-8. Zleze, iz katerih se izlo¢a slina, se nahajajo na razli¢nih mestih v
ustni votlini, hitrost izlo¢anja pa je povezana z drazljaji iz okolice in se giba od 0,1 do 4
ml/min. Glavna komponenta sline je voda, poleg tega pa vsebuje Se < 1 % mineralov in
0,1-0,2 % proteinov, med katerimi so prisotni encimi, imunoglobulini, antibakterijski
proteini, proteini bogati s prolinom ter glikozilirani proteini, med katere spada tudi mucin.
Zaradi velikih razlik v koli€ini in sestavi sline tako pri posameznikih v razli¢nih ¢asovnih
obdobjih kot tudi med razlicnimi osebami, je postavitev in vitro sistema za testiranje

lipolize v ustih precej teZavna (1,3,4).

1.1.2. Zelodec

Po zauzitju hrana iz ust hitro preide v zelodec, kjer je zaradi gibanja Zelodca
podvrzena mehanskemu meSanju. Pri tem pride v stik s kislimi prebavnimi sokovi, v
katerih so prisotni Zelod¢ni encimi, minerali in razli¢ne endogene povrsinsko aktivne
snovi. Obicajna vrednost pH v praznem Zelodcu je 1-3, po vnosu hrane pa le-ta precej
naraste. Med procesom prebave nato pH v Zelodcu postopoma pada, dokler ponovno ne
doseze vrednost 2. Moc¢no kislo okolje namre¢ omogoca aktivacijo encimov, Ki SO
odgovorni za kemijsko prebavo sestavin hrane in prepre¢uje razrast mikroorganizmov. Cas
zadrzevanja hrane v Zelodcu je odvisen od koli¢ine hrane, oblike, velikosti in strukture ter
lahko traja od nekaj minut do nekaj ur. Teko¢e komponente hrane zelodec zapustijo hitreje

kot trdne, skozi pilorus pa lahko prehajajo delci z velikostjo 1-2 mm. Vegji delci trdne



Anja Zmavc | Diplomska naloga

hrane zato ostanejo v zelodcu, dokler ne razpadejo na ustrezno velikost. Koli¢ina hrane v
Zelodcu se obi¢ajno zmanjsa za polovico po 30-90 minutah prebave.

Najpomembnejsi encim za prebavo lipidov v tem delu GIT je Zelod¢na lipaza, ki
spada med glikozilirane globularne proteine. V strukturi ima S$tiri mesta, kjer lahko potece
glikozilacija, njena molska masa pa znasa 50 kDa. Encim je stabilen in aktiven v Sirokem
pH obmoc¢ju od 2,0 do 7,0 z idealnim delovanjem med pH vrednostjo 3,0 in 5,0
Izoelektricna tocka Zelod¢ne lipaze je med 6,6 in 7,9, zato je v kislem okolju pozitivno
nabita, njena koncentracija pa je navadno 0,5-1 uM. Ob vezavi encima na povrSino
lipidnih kapljic se za¢ne proces hidrolize trigliceridov do digliceridov, monogliceridov in
prostih mascobnih kislin, pri ¢emer najprej potece hidroliza estrske vezi na mestu 3 ter
nato Se odcepitev proste mas¢obne kisline na mestu 1. V Zelodcu poteka hidroliza kratko in
srednje dolgo-veriznih mascobnih kislin, medtem ko se pod vplivom Zelodéne lipaze ne
prebavljajo trigliceridi z dolgo-veriznimi mas¢obnimi kislinami. Prebava lipidov v Zelodcu
se zakljuci, ko se iz trigliceridov sprosti 10-30 % mascobnih kislin.

Zacetna lipoliza mascob v zelodcu ima pri zdravih ljudeh pomembno vlogo, saj
spodbuja nadaljnji proces lipolize v dvanajstniku in tankem ¢revesu (lipoliza je
avtokataliti¢en proces). Slednje je posledica zmanjsanja velikosti lipidnih kapljic v zelodcu
pod vplivom mehanskega meSanja in amfifilnih spojin, ki se spros¢ajo v procesu lipolize
(mono in digliceridi). Prisotnost prebavnih produktov lipolize v zelodcu lahko spodbudi
spros¢anje hormonov, ki stimulirajo izlo¢anje Zol¢a in prebavnih sokov trebusne slinavke,
poveca pa lahko tudi vezavo kolipaze in aktivnost pankreasne lipaze v tankem Crevesju

(1,2,3).

1.1.3. Tanko ¢revo

Delno prebavljena hrana (imenovana tudi himus) nato iz Zelodca preide v tanko
¢revo, kjer poteka glaven proces prebave in absorpcije lipidov. Ob vstopu v duodenum
delno prebavljena tekoca lipidna masa sprozi spros¢anje prebavnih sokov iz trebusne
slinavke. Mesanje z natrijevim hidrogenkarbonatom, Zzol¢em in encimi trebusne slinavke
nato povzroc¢i dvig kislega pH hrane v tankem crevesju do skoraj nevtralne vrednosti 5,8-
6,5. Lipidi so v tekoci vsebini na zaCetku tankega crevesja prisotni v obliki mas¢obnih
kapljic, katerih jedro iz tri- in digliceridov obdaja ena ali ve¢ plasti polarnih lipidov,

fosfolipidov, mascobnih kislin in holesterola. Na povrSino emulgiranih kapljic se v tem
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delu vezejo tudi zol¢ne soli, ki Se dodatno stabilizirajo emulzijo Z znizanjem medfazne
napetosti med lipofilnim lipidnim jedrom in hidrofilnimi prebavnimi sokovi.

Sinteza Zol¢nih kislin iz holesterola poteka v hepatocitih. Njihov osnovni skelet,
holna kislina, je konjugirana s tavrinom ali z glicinom, kar poveca njihovo topnost v vodi
ter zmanjSa celicno toksi¢nost. Molekule Zol¢nih kislin so velike planarne strukture in
spadajo med povrSinsko aktivne snovi, saj imajo hidrofoben del, ki vstopa v interakcije z
drugimi Zol¢nimi kislinami in povrSino lipidnih delcev, ter hidrofilen del, s katerim
interagirajo z vodnim okoljem. V emulziji se zato razporedijo na medfazi med
dispergiranimi lipidnimi kapljicami in prebavnimi sokovi ter s tem preprecujejo njihovo
agregacijo in koalescenco. Z odstranjevanjem produktov lipolize, ki poteka na povrsini
lipidnih kapljic, v okoliski medij hkrati tudi omogocajo delovanje lipaze. Njihova
koncentracija v duodenumu na tesce je 4,3-6,4 mM in po vnosu hrane naraste na 5-15 mM
(1,2).

Glavni dejavnik v procesu prebave lipidov je pankreasna lipaza, ki se v duodenum
izlo¢a iz trebusne slinavke, za njeno optimalno delovanje pa je potreben pH 8,5. Veliko
aktivnost izkazuje tudi Se pri pH 6,5, v Kislem okolju pa pride do ireverzibilne inaktivacije.
Hidroliza estrskih vezi trigliceridov poteka na mestu 1 in 3, ni pa odvisna od dolzine verige
ali od vrste pripete mascobne kisline. Specificno delovanje tega encima na emulgiranje
lipidnih kapljic, ki predstavljajo substrat, se zaéne z vezavo na medfazo med oljno oz.
lipidno in vodno fazo. Vezava lipaze na lipidne kapljice je odvisna od sestave in lastnosti
njihove povrsine ob vstopu v tanko ¢revo ter prisotnosti drugih povrsinsko aktivnih snovi v
okolici, saj lahko pride do tekmovanja za vezavna mesta z Zol¢nimi solmi, fosfolipidi in
nekaterimi produkti prebave. Aktivnost in delovanje lipaze sta omogocena S prisotnostjo
kolipaze, saj le-ta tvori kompleks z encimom in mu s tem omogoc¢a dostop do substrata ter
olaj$a njegovo pritrditev na medfazo. Kolipaza je polipeptid z molekulsko maso 10 kDa, Ki
se s hidrofobno stranjo veze na medfazo med oljno kapljico in vodnim medijem, z
hidrofilno stranjo pa vstopa v interakcijo z lipazo. Omenjeni encim se v obliki pro-kolipaze
izlo¢a iz trebuSne slinavke ter se pod vplivom tripsina pretvori v aktivno obliko. Ob
aktivaciji se odcepi peptid enterostatin, ki uravnava obcutek sitosti, zmanjSuje absorpcijo
mascob iz Crevesja in inhibira izlo¢anje sokov trebusne slinavke (1,2).

Konéni produkti lipolize (proste mascobne kisline in monogliceridi) se v ¢revesju
skupaj z drugimi lipidi (holesterol, fosfolipidi, mas¢obotopni vitamini) vgradijo v micele in

vezikle, od koder se absorbirajo v enterocite. Dolgo-verizne proste mascobne kisline se
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nato v epitelijskih celicah ponovno preestrijo v trigliceride, ki se vgradijo v hilomikrone.
Vezani v omenjene lipoproteine se nato absorbirajo v limfaticni sistem, s katerim se
transportirajo v ostala tkiva. V krvni obtok vstopijo skozi prsno mezgovnico, brez
predhodnega prehoda skozi jetra. Kratko in srednje dolgo-verizne mas¢obne kisline se iz
enterocitov absorbirajo neposredno v portalno veno ter po prehodu skozi jetra ponovno

vstopijo v sistemski krvni obtok (1,2).

1.1.4.Debelo crevo

V debelo ¢revo vstopajo snovi, ki se v tankem Crevesju niso absorbirale, njegove
glavne naloge pa so absorpcija vode in elektrolitov, fermentacija polisaharidov in
proteinov, reabsorpcija zol¢nih soli ter priprava in shranjevanje preostale vsebine za
izloCanje. Prebava in absorpcija vecine lipidov iz zauZzite hrane potee Ze v Zelodcu in
tankem crevesju, vendar pa nekatere oblike emulzij vseeno lahko dosezejo debelo ¢revo. V
teh sistemih so lipidni delci lahko obdani s tezje prebavljivimi snovmi, kot so vlaknine, ali
pa te snovi tvorijo ogrodje, v katero se vgradijo mascobne komponente. Sprosc¢anje
tovrstnih lipidov zato lahko potece Sele v debelem crevesju, kjer je prisotnih ve¢ vrst
anaerobnih bakterij, ki so s pomoc¢jo fermentacije sposobne prebavljati tudi vlaknine,

proteine in peptide (1).

1.2. NA LIPIDIH OSNOVANI SISTEMI

Zaradi nara$Cajocega Stevila slabo vodotopnih zdravilnih ucinkovin je nujen razvoj
novih dostavnih sistemov, s pomocjo Katerih bi lahko izboljsali biolosko uporabnost teh
spojin. Vecino tovrstnih ZU po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu (BKS)
uvrs¢amo v razred II (slaba topnost, dobro prehajanje skozi bioloske membrane ) ali razred
IV (slaba topnost, slabo prehajanje skozi bioloske membrane), v obeh primerih pa je za
povecanje bioloske uporabnosti potrebno izboljsati raztapljanje uéinkovine v prebavnem
mediju skozi celotno podroc¢je GIT, kjer poteka absorpcija u¢inkovin. To lahko doseZzemo z
izdelavo na lipidih osnovanih sistemov za peroralno uporabo, v katerih je u¢inkovina
raztopljena bodisi v lipidih bodisi v homogeni zmesi lipidnih komponent in povrsinsko
aktivnih snovi (5,6).



Anja Zmavc | Diplomska naloga

1.2.1. Klasifikacijski sistem na lipidih osnovanih sistemov

Po klasifikacijskem sistemu na lipidih osnovanih sistemov lahko, glede na njihovo
sestavo in hidro-lipofilnost, omenjene dostavne sisteme razdelimo v $tiri razrede. V razred
| spadajo enostavne oljne raztopine, kjer je ué¢inkovina raztopljena v olju; le-ta so obi¢ajno
klasi¢na rastlinska olja, ki so dobro prebavljiva in imajo status GRAS (angl: generaly
recognised as safe). Tovrstne formulacije navadno vsebujejo trigliceride ali meSane
gliceride, ki se hitro prebavljajo do prostih mascobnih Kislin in 2-monogliceridov,
najpogosteje pa se uporabljajo za aplikacijo v mascobi topnih vitaminov A in D. Sistemi
razreda II poleg lipidov vsebujejo Se lipofilne PAS, kar v vodnem mediju Ze ob rahlem
meSanju omogoca nastanek emulzije, zato jih imenujemo tudi samo-emulgirajo¢i sistemi.
Razred Il delimo na dva podrazreda- 1A z ve¢jim delezem hidrofobnih komponent in
razred IIIB, kjer sistemi vsebujejo veéji delez hidrofilnih komponent. V podrazred I11A
tako uvr§€amo samo-emugirajoce sisteme, ki za razliko od sistemov razreda II, vsebujejo
hidrofilne PAS, v podrazred IlIB pa samo-mikroemulgirajoe sisteme, ki poleg oljne
komponente in hidrofilnin PAS lahko vsebujejo $e hidrofilna sotopila, kot so etanol,
propilen glikol in polietilen glikol. Medtem ko sistemi podrazreda I1lA ob stiku z vodo
tvorijo disperzije v velikostjo delcev <300 nm, je za samo-mikroemulgirajoce sisteme
podrazreda IIIB znacilen nastanek mikroemulzije z velikostjo kapljic pod 100 oz. 50 nm,
ki so po izgledu bistre ali rahlo opalescentne. Zaradi ve¢jega deleza hidrofilnih sotopil je
znacilno, da pri sistemih tipa IIIB dispergiranje poteka hitreje kot pri tipu IITA, hkrati pa je
tudi ve€ja nevarnost obarjanja vgrajene ucinkovine. V razred IV se uvrS¢ajo najbolj
hidrofilni lipidni sistemi, v katerih so prisotne le vodotopne PAS in sotopila. V stiku z
vodo tvorijo koloidne raztopine micelov, kar povzro¢i hitro spro$canje ter absorpcijo
vgrajene zdravilne udinkovine, v kolikor se le-ta med procesom dispergiranja ne obori
(5,7).
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Preglednica I: Sestava, lastnosti in velikost kapljic, ki nastanejo po dispergiranju sistemov

iz posameznih

razredov klasifikacijskega sistema na lipidih osnovanih sistemov v vodni

fazi (7,8).
Sestava Lastnosti Velikost delcev
Razred | Gliceridi-MG, DG, TG (100%) | sistem se ne | >500 nm
dispergira
Razred 11 Gliceridi-MG, DG, TG nastanek SES brez | 100 — 250 nm
(40 - 80%) hidrofilnih PAS
PAS s HLB<12 (20 — 60%)
Razred Il1A | Gliceridi-MG, DG, TG nastanek SES s | 100 — 250 nm
(40 - 80%) hidrofilnimi PAS
PAS s HLB>11 (20 - 40%)
hidrofilna sotopila (0-40%)
Razred I1IB | Gliceridi-MG, DG, TG (>20%) | nastanek SMES s | 50— 100 nm
PAS s HLB>11 (20 — 50%) hidrofilnimi PAS
hidrofilna sotopila (20 — 50%)
Razred IV | PAS s HLB<12 (0-20 %) sistem tvori koloidno | <50 nm
PAS s HLB>12 (20-80 %) raztopino micelov
hidrofilna sotopila (0-80 %)

1.2.2. Samo-mikroemugirajoci sistemi

Samo-mikroemulgirajo¢i sistemi (SMES) so izotropne zmesi, ki vsebujejo
uc¢inkovino, lipide, hidrofilne povrsinsko aktivne snovi in sotopila. Ob stiku s prebavnim
medijem Ze ob rahlem mesSanju hitro tvorijo mikroemulzije tipa olje v vodi, z velikostjo
kapljic pod 100 nm in ozko porazdelitvijo velikosti. V nasprotju z obi¢ajnimi emulzijami,
za tvorbo Katerih je potrebna homogenizacija, mikroemulzije nastanejo spontano in so
zaradi majhne velikosti delcev transparentne oziroma rahlo opalescentne. Mehanizem
nastanka termodinamsko stabilnih mikroemulzij temelji na zelo nizki medfazni napetosti
med oljem in vodo ter prekinitvi medfaze zaradi prehajanja vode v SMES ali difuzije
sotopil iz le-tega v okoliski vodni medij (6,9).

Glavna komponenta na lipidih osnovanih sistemov so olja oz. lipidi, v katerih je
raztopljena slabo vodotopna zdravilna ucinkovina. V formulaciji je lahko prisotna ena ali

vec¢ razlicnih lipidnih komponent, najpogosteje pa se uporabljajo razlicno nasiceni dolgo-
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in srednje dolgo-verizni trigliceridi, digliceridi in monogliceridi. Pogosto se uporabljajo
dolgo-verizni trigliceridi, Ki so pri sobni temperaturi v trdnem ali poltrdnem agregatnem
stanju in jih pridobivajo iz rastlinskih olj, kot so sezamovo, sojino, olivno in arasidovo.
Zazeleni so tudi tekoci srednje dolgo-verizni trigliceridi iz kokosovega olja, ki so zaradi
veéje polarnosti boljsa topila za hidrofobne u¢inkovine (slednje niso nujno lipofilne) kot
dolgo-verizni trigliceridi. Druga komponenta SMES so povrsinsko aktivne snovi o0z.
emulgatorji, katerih bistvene naloge so zagotavljanje ustrezne solubilizacijske kapacitete za
hidrofobne ucinkovine, zniZzevanje medfazne napetosti med oljno in vodno fazo ter
omogocanje gibljivosti emulgatorskega filma na medfazni povrSini. Slednje olajsa proces
disperzije ter omogoca nastanek proznega filma, ki obda lipidne kapljice, kar vodi v
spontan nastanek mikroemulzije. Za izdelavo ucinkovitega SMES je potrebno v
formulacijo dodati med 30 — 60 % PAS, zato se najpogosteje uporabljajo neionski
emulgatorji z visoko HLB vrednostjo, kot so glikozilirani etoksilirani gliceridi in
polisorbati, ki so manj toksi¢ni kot ionski emulgatorji. Za izboljSanje topnosti zdravilne
ucinkovine v lipidnem sistemu se v SMES dodajajo tudi hidrofilna sotopila, med katerimi
so najpogostejsi polietilen glikoli, etanol, propilen glikol in glicerol. Ker lahko pri visokih
delezih sotopil pride do obarjanja ZU po dispergiranju sistema v vodi, je potrebno le-te
dodajati v nizkih koncentracijah, najbolje pa je izbrati sotopilo, ki se zadrzuje na povrsini
emulgiranih kapljic in ne prehaja v vodno fazo. Nacrtovanje in razvoj SMES naceloma
temelji na konstruiranju (psevdo)trikomponentnega diagrama, iz katerega so razvidne
optimalne koncentracije osnovnih sestavin sistema, pri katerih pote¢e proces
samomikroemulgiranja (5,6,10).

Vgrajevanje hidrofobnih zdravilnih uéinkovin v SMES je torej namenjeno
izboljSanju njihove bioloske uporabnosti. V zelodcu in lumnu tankega Crevesja potece
dispergiranje sistema v hidrofilnem prebavnem soku, u¢inkovina pa ostane raztopljena v
lipidnih kapljicah. S tem se izognemo pocasnemu raztapljanju ZU v prebavnem mediju, ki
je omejujo¢ dejavnik v procesu absorpcije. Zaradi tekoCega agregatnega stanja se SMES
najpogosteje polnijo v mehke Zelatinske kapsule, uspesno pa so bile vgrajene tudi v pelete,
mikrokapsule s takojSnjim spro$€anjem in tablete z nadzorovanim sproScanjem

(5,6,7,9,10).
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1.3. MODELI ZA IN VITRO LIPOLI1Z0O

Na lipidih osnovani sistemi so po peroralnem vnosu podvrzeni S$tevilnim
kompleksnim fizioloskim procesom, Ki potekajo na razli¢nih mestih v GIT. Preprosti testi
raztapljanja in dispergiranja zato za takSne sisteme niso primerni, saj ne upostevajo
hidrolize estrskih vezi gliceridov pod vplivom lipaze, ki poteka v zgornjem delu
prebavnega trakta ter metabolizma ostalih komponent (fosfolipidi, holesterolni estri).
Prebava lipidnih komponent ter nekaterih povrSinsko aktivnih snovi (ki imajo v svoji
strukturi estrsko vez) lahko moc¢no vpliva na solubilizacijsko kapaciteto dispergiranega
sistema za vgrajeno uc¢inkovino. Slednja se lahko v procesu prebave poveca, lahko pa tudi
bistveno pade, kar lahko vodi v obarjanje ucinkovine. Za nadaljnji razvoj na lipidih
osnovanih sistemov je zato nujen model za testiranje teh formulacij, ki bi uposteval ¢im
ve¢ mehanizmov prebave. Studije, ki dajejo najbolj natanéne rezultate, zato izvajajo in vivo
na zivalih. Pri testnih Zivalih, ki so zauzile testirani lipidni sistem, se navadno spremlja
spremembe na celotni zivali (telesna masa, obnasanje) ali na dolo¢enih notranjih organih
(jetra, ledvice, trebusna slinavka,...). Tovrstne Studije so obiCajno invazivne in zahtevajo
Zrtvovanje zivali, povezane so tudi z visokimi stroski in dolgotrajnimi testiranji, zato se pri
preucevanju bioloske uporabnosti na lipidih osnovanih sistemov daje velik poudarek na
razvoju ustreznih in vitro metod, ki bi bile sposobne ¢im bolje napovedovati usodo teh
formulacij in vivo (1,12).

In vitro sistemi so zasnovani tako, da posnemajo pogoje v enem ali ve¢ organih
GIT, najveckrat pa je to tanko ¢revo. Vzorci so med analizo izpostavljeni razli¢nim
teko¢im medijem, ki posnemajo prebavne sokove v lumnu prebavil in obi¢ajno vsebujejo
zol¢ne kisline, fosfolipide, encime, koencime ter druge komponente, ki so natancneje
opisane v nadaljevanju. Med lipolizo tako prihaja do hidrolize estrskih vezi gliceridov pod
vplivom encimov (pankreasna lipaza in kolipaza), pri ¢emer se spro$¢ajo proste mascobne
kisline. Na osnovi koli¢ine le-teh se doloc¢a obseg lipolize in vitro in sicer ob dolo¢enih
¢asovnih tockah med samo reakcijo ali pa po zakljuc¢ku analize. Glede na del prebavnega
trakta, katerega delovanje posnema testiranje, lahko in vitro modele za lipolizo razdelimo
na:

e enostopenjske modele, ki simulirajo pogoje v enem delu GIT (usta, Zelodec, tanko
¢revo ali debelo ¢revo). Med takSne modele spada enostavna pH-stat metoda, ki

posnema prebavo bodisi v Zelodcu bodisi v tankem ¢revesju.
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e velstopenjske modele, pri katerih so vzorci lipidnih sistemov zaporedno
izpostavljeni dvema ali ve¢im razlicnim teko¢im medijem, ki posnemajo pogoje v
razli¢nih delih prebavnega trakta.

Za testiranje in vitro lipolize je razvitih Ze nekaj razlicnih pristopov, vendar pa je zaradi
kompleksnosti procesov v ¢loveskem prebavnem traktu le-te tezko natan¢no posnemati v

laboratorijih (1,11,12).

1.4.pH-STAT METODA

Med do sedaj razvite modele za dolo¢anje in vitro lipolize na lipidih osnovanih
sistemov spada tudi tako imenovana pH-stat metoda. Princip delovanja temelji na merjenju
prostih mascobnih kislin, ki se med reakcijo lipolize v nevtralnem pH sprosc¢ajo iz
trigliceridov. Reakcijo sprozimo z dodatkom lipaze v termostatirano reakcijsko posodo
(37°C). V le-tej predhodno pripravimo disperzijo vzorca lipida, ki ga analiziramo, v
biorelevantnem pufru, ki poleg lipaze (in kolipaze), ki jo dodamo zadnjo, vsebuje Se
ustrezne koncentracije glavnih prebavnih komponent v tankem ¢revesju, kot so zol¢ne soli,
fosfolipidi in razli¢ni ioni. Dodatek lipaze torej sprozi hidrolizo trigliceridov, pri kateri se
iz ene molekule triglicerida sprostijo 2-monoglicerid ter dve prosti mas¢obni Kkislini.
Koli¢ino le-teh dolo¢imo z reakcijo nevtralizacije, kjer spros¢ene proste masc¢obne Kisline
nevtraliziramo s titriranjem vsebine procesne posode z moc¢no bazo (NaOH) znane
koncentracije. Na ta nacin se vzdrzuje pH reakcijske zmesi na izbrani konstantni vrednosti,
ki jo nastavimo na zacetku poskusa. Racunalnik zazna koli¢ino in hitrost porabe baze in na
osnovi teh podatkov se izracuna obseg lipolize. l1zvedba pH-stat metode je enostavna in
hitra ter omogoca testiranje razlicnih emulzijskih sistemov pod enakimi eksperimentalnimi
pogoji, uporablja pa se lahko tudi za preucevanje vpliva razlicnih fizikalno-kemijskih
dejavnikov na proces prebave lipidov. Posamezni deli aparature za izvedbo in vitro lipolize

so prikazani na sliki 2.
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v

racunalnik s

programske
opremo termostat

avtomatski
titrator

Slika 2: Aparatura za izvedbo pH-stat metode: avtomatski titator Mettler Tolledo (v
sredini) s pH elektrodo (za vzdrzevanje konstantnega pH v reakcijski posodi z dvojnim
plas¢em), termostat za vodo (desno), ki s krozenjem segrete vode skozi dvojni plas¢
reakcijske posode vzdrzuje konstantno temperaturo v le-tej in racunalnik s programsko

opremo, ki nadzoruje proces titracije (levo).

S pH-stat metodo dolo¢en odstotek spros¢enih mas¢obnih kislin (®) v odvisnosti od
¢asa lahko izratunamo z naslednjo enacbo:

© = (1 (14 220
_d)max 2d0p0

Omax - obseg lipolize oziroma maksimalen odstotek spros¢enih mascobnih kislin ob koncu

reakcije
Kk — hitrost lipolize 0z. mmol spros¢enih mas¢obnih kislin iz povr§ine mas¢obne kapljice na
¢asovno enoto [mmol/min]
do — zaCetni premer mascobnih kapljic [nm]
po — gostota oljnih kapljic [g/cm®]
M — molska masa lipida [g/mol]

11
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Ker tako zasnovana metoda posnema samo prebavo v tankem ¢revesju, je potrebno za bolj
temeljito testiranje vzorce predhodno izpostaviti Se sistemom, ki posnemajo prebavo

lipidov v ustih in Zelodcu (12,13).

1.4.1.Lipaza

Lipaze so vodotopni encimi, ki jih najdemo pri ve€ini organizmov bakterijskega,
rastlinskega in zivalskega sveta ter igrajo kljucno vlogo pri metabolizmu in prebavi
mascob. Spadajo v skupino encimov, ki Kkatalizirajo reakcije hidrolize, estrenja in
preestrenja vodotopnih estrov, njihova uporaba pa je Siroko razSirjena v prehranski,
farmacevtski, usnjarski, tekstilni, kozmeti¢ni in papirni industriji. Z ozirom na to, kje na
trigliceridih pod vplivom lipaz poteCe reakcija, jih delimo na nespecificne in 1,3
specificne; med slednje spada tudi pankreasna lipaza. Ne glede na mesto cepitve estrske
vezi v trigliceridu je za lipaze znacilna posebna lastnost, da je njihova aktivnost dokaj
nizka v prisotnosti nizjih koncentracij kratko-veriznih trigliceridov, ki so raztopljeni v
disperznem mediju. Ko koncentracija trigliceridov naraste in za¢no nastajati miceli, pa se
aktivnost lipaz mo¢no poveca. Lipaze torej izkazujejo najviSjo stopnjo aktivnosti na
medfazni povrsini med oljno in vodno fazo (14).

Za izvedbo pH-stat metode se najpogosteje uporablja pankreasna lipaza oziroma
pankreatin prasi¢jega izvora. Slednji zaradi naravnega izvora vsebuje vse encime trebusne
slinavke, kar je pomembno za izvedbo in vitro lipolize, saj lahko na lipidih osnovani
sistemi vsebujejo ve¢ razliénih potencialnih substratov. Med najpomembnejse encime, Ki
S0 prisotni v pankreatinu, spadajo:

e Pankreasna triacilglicerid-lipaza hidrolizira trigliceride na mestu 1 in 3. 2-
monoglicerid, ki pri tem nastane, se lahko spontano premesti v 1- ali 3-monoglicerid,
ki je ponovno substrat za lipazo. Najvi§jo aktivnost encim izkazuje za srednje dolgo-
verizne trigliceride in nekoliko manj za dolgo-verizne, v ¢loveskem organizmu pa se
med prebavo izlo€a v visokih koncentracijah, zato v normalnih pogojih potece skoraj
popolna prebava in nato absorpcija lipidov. Encim se aktivira z vezavo na medfazo
olje-voda, Kjer tudi poteka proces lipolize. Poleg prisotnosti zol¢nih soli in
fosfolipidov za boljse delovanje potrebuje tudi encim kolipazo, ki olajsa njegovo
vezavo na povrsino lipidnih kapljic. Za delovanje pankreasne lipaze je pomembna

tudi prisotnost kalcija, ki in vivo z lipazo tvori aktivirane komplekse, v in vitro
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pogojih pa odstranjujejo proste mascobne kisline, s katerimi tvori v vodi netopne
soli. Optimalen pH za delovanje pankreasne lipaze je med 6,5 in 8,0.

e Fosfolipaza A; se v tanko ¢revo izlo¢a v obliki proencima ter se aktivira z hidrolizo
na N-terminalnem delu verige. Njena aktivna oblika katalizira hidrolizo razli¢nih
fosfolipidov na 2. mestu, pri ¢emer nastane lizofosfolipid in prosta mas¢obna kislina.
Za aktivno delovanje encima je potrebna tudi prisotnost kalcijevih ionov.
Predvidevajo, da hidroliza fofolipidov s fosfolipazo A, pankreasni lipazi omogoca
hitrej$o hidrolizo trigliceridov v prebavnem traktu.

e Holesterol-esterazo lahko v literaturi najdemo tudi pod imeni, kot so »karboksil
ester lipaza« (angl: carboxyl ester lipase), karboksilesteraza (angl: carboxyl esterase),
nespecifi¢na lipaza ali z zol¢nimi solmi stimulirana lipaza. Encim izkazuje delovanje
za $irok spekter substratov, kjer katalizira hidrolizo vodotopnih karboksilnih estrov,
medtem ko je za njegovo aktivnost pri netopnih karboksilnih estrih potrebna
prisotnost zol¢nih kislin (11).

Aktivnost lipaze je odvisna od njenega izvora, predvsem pa tudi od pogojev,
katerim je izpostavljena med shranjevanjem in uporabo. Njena kataliticna aktivnost se
mo¢no zmanj$a med dolgotrajnim shranjevanjem ali zaradi izpostavljenosti visokim
temperaturam, zato je pri uporabi v raziskovalne namene priporocljivo uporabljati sveze
pripravljene raztopine lipaze, ki se lahko za krajsi ¢as shranjujejo pri nizkih temperaturah.
Ker na delovanje lipaze vlivajo tudi pogoji v prebavnem mediju, kot so temperatura, pH,
ionska mo¢ in potencialna prisotnost denaturantov, je potrebno standardizirati pogoje in
vitro testiranja, pri katerih se nato doloc¢a aktivnost encima. Ena najpogosteje uporabljenih
metod za dolocanje aktivnosti lipaze temelji na dolo¢anju koli¢ine mas¢obnih kislin, ki se
sprostijo iz predpisanega volumna substrata pri standardiziranih pogojih, kot substrat pa se
uporablja triolein ali tributirin.

V organizmu je prisotnost pankreasne lipaze v tankem crevesju odvisna od
posameznikovega zdravstvenega stanja in starosti, dela dneva ter koli€ine in vrste zauzite
hrane. Za in vitro testiranja je torej tezko doloditi tocno koli¢ino dodanega encima, ki bi
vedno ustrezala pogojem in vivo, ker pa je koli¢ina lipaze v GIT obicajno v prebitku, je

priporocljivo uporabiti raztopine z visokimi koncentracijami encima (1,15).
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1.4.2. Sestava prebavnega medija

Sestava prebavnega medija, v katerem poteka reakcija lipolize in ki posnema
pogoje v tankem Crevesju, je eden od najpomembnejsih dejavnikov pri izvajanju pH-stat
metode. Tako kot koncentracija lipaze je tudi sestava prebavnega medija razli¢na tekom
dneva pri dolo¢enem ¢loveku, kot tudi med posamezniki. Za doloéitev ustrezne sestave
medija, Ki bi se kar najbolje priblizala rezultatom in vivo $tudij, je bilo izvedenih Ze nekaj
raziskav z razlicnimi koncentracijami kalcija, vrstami in koncentracijami Zol¢nih soli ter
drugimi parametri.

Zoléne soli in endogeni fosfolipidi se iz Zol¢nika izlo¢ajo v lumen dvanajstnika,
kjer tvorijo meSane micele, in predstavljajo pomembno komponento v prebavi lipidov.
Fosfolipidi so v nasprotju z zol¢nimi kislinami prisotni tudi v zauziti hrani (t.i. eksogeni
fosfolipidi), zato se razmerje med v dvanajstniku prisotnimi fosfolipidi lahko precej
spreminja. Pri izvedbi pH-stat metode je razmerje med dodanimi zolénimi solmi in
fosfolipidom 4:1. Ce Zelimo posnemati pogoje v GIT na teiGe, je tako koncentracija
zol¢nih soli v mediju obi¢ajno 5 mM, koncentracija fosfolipida fosfatidilholina pa 1,25
mM. Pri testiranju lipolize, ki posnema pogoje po obroku, pa je koncentracija Zol¢nih soli
20 mM, koncentracija fosfatidilholina pa 4 mM. V organizmu so v Zol¢u prisotne §tiri vrste
zolénih soli, in sicer holna, deoksiholna, henodeoksiholna in tavroholna kislina. Za
pripravo prebavnega medija se lahko uporabi posamezne Zol¢ne kisline, kar olajSa pripravo
medija in interpretacijo rezultatov, vendar se moramo zavedati, da uporaba le ene od
zol¢nih kislin ne doseZze kompleksne sestave Zolca. NatancnejSe meritve se zato izvaja z
uporabo zmesi posameznih Zol¢nih kislin ali pa z uporabo Zzol¢nega ekstrakta prasic¢jega ali
govejega izvora, ki vsebuje razlicne vrste v GIT prisotnih spojin, kot so Zol¢ne soli,
fosfolipidi in minerali. Zaradi naravnega izvora ekstrakta lahko pride med serijami do
razlik v sestavi, mozZna pa je tudi prisotnost netopnih snovi, ki bi lahko vplivale na analizo,
zato je potrebno pripravljeno raztopino pred uporabo prefiltrirati. V Studijah, ki so jih
izvedli z razlicnimi koncentracijami zol¢nih kislin v prebavnem mediju, so ugotovili, da v
visokih koncentracijah zavirajo lipolizo, saj z zasedanjem mest na medfazni povrsini med
oljno in vodno fazo preprecujejo vezavo pankreasne lipaze na lipidne kapljice in s tem stik
S substratom. Z zol¢nimi solmi povezanemu zmanj$anju aktivnosti lipaze se lahko
izognemo z dodatkom kolipaze v prebavni medij (1,11,17).

Kalcij je naravno prisoten v ¢loveSkih prebavnih sokovih in preko Stevilnih

fizikalno-kemijskih  mehanizmov vpliva na prebavo lipidov, zato je pomembna
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komponenta prebavnega medija za izvedbo pH-stat metode. VV organizmu se produkti
lipolize odstranjujejo iz lumna prebavnega trakta z absorpcijo skozi ¢revesno steno in tako
ne vplivajo na nadaljnji potek prebave. Med in vitro testiranji pa proste mascobne kisline
ostanejo v reakcijski posodi in lahko v ve¢jih koncentracijah zavirajo delovanje lipaze, saj
preprecujejo stik encima s povrsino lipidnih kapljic. Kalcij deluje kot kofaktor, ki omogoca
pravilno delovanje pankreasne lipaze. Hkrati s prostimi mas¢obnimi kislinami tvori
netopna kalcijeva mila in s tem posnema proces prehajanja mas¢obnih kislin skozi steno
prebavnega trakta ter vpliva na povecanje obsega lipolize. Vendar lahko prisotnost kalcija
prebavo lipidov tudi zavira. Visoke koncentracije kalcijevih ionov namre¢ povzrocijo
flokulacijo emulgiranih lipidnih kapljic. Posledica zdruzevanja kapljic v veéje skupke, v
katerih so posamezne kapljice sicer e vedno locene s plastjo povrsinsko aktivnih snovi, je
nerazpolozljivost povrsin kapljic v notranjosti skupkov za vezavo encima. V testiranih
formulacijah so lahko prisotni tudi biopolimeri, kot sta alginat in pektin, ki v prisotnosti
kalcija tvorijo hidrogel. Lipidne kapljice, ujete v reSetko hidrogela, so tezje dostopne za
lipazo. Koncentracija kalcija v tankem ¢revesju se pri ljudeh giba med 5 in 30 mM, v
prebavnih medijh pH-stat metode pa najpogosteje uporabljajo 5 mM koncentracijo
(1,11,15).

V prebavnih sokovih so prisotni tudi nekateri drugi ioni mineralov, kot na primer
natrij, kalij, sulfati, fosfati in bikarbonati, ki imajo pomembno vlogo v procesu prebave.
Pod njihovim vplivom lahko pride do sprememb v fizikalno-kemijskih lastnostih, topnosti
in agregatnem stanju nekaterih komponent v sistemu. V sestavi prebavnega medija ja zato
navadno prisotna monovalentna sol (NaCl ali KCl), ki vzdrzuje ustrezno ionsko moc
raztopine (1).

Za ustrezno izvedbo pH-stat metode je potrebno pripravljen prebavni medij umeriti
na pH vrednost, ki posnema fizioloske pogoje v tankem crevesju in hkrati omogoca
optimalno delovanje reagentov. Po hidrolizi estrskih vezi, v vodni fazi poteka titracija
sproscenih prostih masc¢obnih kislin z NaOH, za prehod iz lipidne v vodno fazo pa morajo
biti mascobne kisline v ionizirani obliki. Dolgo-verizne proste masc¢obne Kisline imajo pK,
vrednost 8, ki pa se v prisotnosti Zol¢nih soli in kalcija zniza na priblizno 6,5. Za reakcijo
in vitro lipolize se zato najpogosteje uporabljajo prebavni mediji s pH vrednostjo med 6,5
in 8,5, ki jo je potrebno vzdrzevati med celotno reakcijo. Raztopine prebavnega medija so
navadno pufri z nizko pufrno kapaciteto, ki se hitro odzivajo na spremembo pH, do katere

prihaja ob spros¢anju prostih mascobnih kislin in njihovi titraciji z bazo (1,11,15,16,17).
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1.4.3. Izbira titranta in obravnava vzorcev po koncani lipolizi

Med reakcijo lipolize je pomembno konstantno mesanje reakcijske zmesi, s ¢imer
zagotovimo enakomeren potek reakcije in titracije sprosc¢enih mascobnih kislin v reakcijski
zmesi. Poleg tega pa nam meSanje omogoca, da lahko ob razli¢nih casovnih tockah
odvzamemo iz reakcijske posode homogene vzorce, s pomocjo katerih spremljamo obseg
lipolize in spro$c¢anje ucinkovine iz sistema ze med samo reakcijo. Vsakemu odvzetemu
vzorcu je potrebno nemudoma dodati reagent za inhibicijo lipaze, s ¢imer se prekine
nadaljnja hidroliza. VVzorce nato ultracentrifugiramo in s tem zagotovimo locitev reakcijske
zmesi na posamezne faze in sicer oljno fazo, vodno fazo ter sediment. Katere faze bodo v
reakcijski zmesi prisotne je odvisno od testiranega lipidnega sistema in Casovne tocke
odvzema, razmerje med njimi pa se med lipolizo spreminja. Oljna faza, ki je prisotna na
zacetku, zaradi hidrolize lipidov v kon¢nih vzorcih prakti¢no ni ve¢ opazna, povecuje pa se
koli¢ina prisotnega sedimenta, v katerem se nabirajo netopna kalcijeva mila z mascobnimi
kislinami in uéinkovina, Ki se je oborila med dispergiranjem in prebavo lipidnega sistema.

Pri naértovanju metode je potrebno upostevati tudi koli¢ino substrata in razmerje
med njim in lipazo ter koncentracijo titranta. Ob uporabi NaOH v nizkih koncentracijah je
lahko dodani volumen tako velik, da pride do razredCitve reakcijskega medija. Nizje
koncentracije Zol¢nih kislin in ostalih sestavin prebavnega medija posledi¢no lahko
vplivajo na potek in rezultate lipolize. Prav tako ni ugodna uporaba zelo koncentriranega
NaOH, ki Ze v majhnih koli¢inah mo¢no vpliva na spremembo pH, zaradi nizke porabe pa
se povecuje tudi eksperimentalna napaka. V preglednici Il so navedeni pogoji za nekaj

razli¢nih izvedb pH-stat metode (11).
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Preglednica I1: Nekaj primerov pogojev izvedbe pH-stat metode (1,18,19,20,21).

McClements Dahan and | Christensen el | Sek et al.
and Li (2010) Hoffman (2007) | al. (2004), | (2001)
Zangenberg et
al. (2001)
pH (pufer) 7 6,8 (tris maleat | 6,5  (Trizma- | 7,5 (Tris-maleat
50 mM) maleat 2 mM) 50 mM)
temperatura 37°C 37°C 37°C 37°C
NaOH 0,1M ni podatka 1,0 M 0,2;0,6 M
koli¢ina lipida | 300 mg 1g 30 mM 250 mg
7S 20 mg/ml 5 mM 20 mM 20 mM
PC ni podatka 1,25 mM 4 mM 5 mM
NaCl 150 mM 150 mM 150 mM 150 mM
CaCl, 10 mM 5mM kontinuirano 5mM
dodajanje 0,105
mmol/min
pankreatin 2,4 mg/ml (100- | 3,5 ml 800 USP/mi 1mil
400 enot/mg) (1000 1U/ml) (10000 TBU)
zacetni 37,5 ml 40 ml 300 mi 10 ml
volumen

IU - mednarodne enote (international units)
TBU — tributirinske enote

USP — ameriska farmakopeja

7S — 7oléne soli

PC - fosfatidilholin

1.5.DOLOCANJE AKTIVNOSTI LIPAZE

Lipaze so encimi s Sirokim obmoc¢jem uporabe, tako v industriji in prehrani, kot

tudi v raziskovalnih laboratorijih in diagnostiki, zato se za identifikacijo in karakterizacijo

encima uporabljajo razlicne analizne metode. V klini¢nih laboratorijih so potrebne

specifi¢ne, obcutljive, hitre in ponovljive avtomatizirane metode, medtem ko se v

raziskovalne namene uporabljajo prilagodljivi postopki, ki

omogocajo enostavno

spreminjanje analiznih pogojev. Pri nacrtovanju metode za doloCanje aktivnosti je
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pomembna pravilna izbira substrata. Pod vplivom lipaze poteCe hidroliza vecine
trigliceridov, aktivnost lipaze pa se najpogosteje dolo¢a na substratu trioleinu, ki spada
med dolgoverizne trigliceride in je pri sobni temperaturi v teko¢em stanju. Pogosto se kot
substrat uporablja tudi tributirin, prednost katerega je, da se ob meSanju dispergira v vodni
fazi brez dodatka emulgatorjev, kar omogoca hitrejSo hidrolizo, saj je delovanje lipaze
omejeno na medfazno povrsino med vodo in oljnimi kapljicami. Na aktivnost lipaze lahko
vplivajo tudi druge komponente, ki so prisotne v reakcijski zmesi (npr. natrijev Kklorid,
kalcijev klorid, Zol¢ne soli, emulgatorji in proteini) (22,23).

Za dolocanje aktivnosti lipaze se uporablja veliko razli¢nih postopkov. Vecina
temelji na specificnem ali nespecificnem merjenju spros¢enih mascobnih kislin, z uporabo
kromogenih substratov pa je mogoce tudi spektrofotometricno spremljanje reakcije
hidrolize. Najpogosteje uporabljene metode so:

e Titrimetricna metoda. Je najbolj uporabna in preprosta metoda, ki temelji na
nespecificnem merjenju mascobnih kislin. Po prekinitvi reakcije z dodatkom etanola,
kvantitativno dolo€anje rahlo kislih maS€obnih kislin poteka s titracijo do konéne
tocke pri pH 9,3 — 10,5. Dodatek fosfatnega pufra s pH 8,0 ustvarja optimalne pogoje
za delovanje lipaz in pomaga vzdrzevati pH reakcijske zmesi med reakcijo. Kot
substrat se pri titrimetri¢nih metodah lahko uporablja katerikoli triglicerid, ki je pri
sobni temperaturi v teko€i obliki, zato se titrimetrija pogosto uporablja za dolocanje
substratne selektivnosti posameznih lipaz. K tovrstnim metodam spada tudi pH-stat
metoda, Kjer titracija poteka ze med reakcijo (23).

e Kolorimetri¢na metoda. Tudi ta metoda temelji na dolo¢anju sproscenih mascobnih
kislin, vendar je bolj specificna. Vzorcem reakcijske zmesi se po prekinitvi reakcije
doda dvofazno meSanico bakrovega acetata, piridina in benzena, kar povzroci
nastanek bakrovih soli s prostimi mascobnimi kislinami. Modro obarvane soli nato
preidejo v benzen, kjer poteka detekcija z merjenjem absorbance pri 715 nm.
Prisotnost piridina prepreCuje zdruZevanje bakrovih soli z mas¢obnimi kislinami v
vecje agregate, ki ne morejo prehajati v benzen, ter hkrati povecuje topnost soli v
organski fazi. V primerjavi s titrimetricno metodo daje kolorimetricna metoda za
40% nizje rezultate, najbolj primerna pa je za substrate, ki vsebujejo mascobne
kisline z 12 — 20 ogljikovimi atomi (23).

e Spektrofotometricna metoda. Za izvedbo te metode se kot analogi substrata

uporabljajo p-nitrofenil acilni estri. Ker lipaze izkazujejo splo$no hidroliti¢éno
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aktivnost za karboksilne estre, poteCe reakcija do prostih mascobnih kislin in p-
nitrofenola, ki je kromofor, in ga v bazi¢nem okolju lahko detektiramo z merjenjem
absorbance pri valovni dolzini 400 — 410 nm. Slabost metode je, da lahko hidroliza
p-nitrofenil acilnih estrov poteée tudi pod vplivom drugih nespecifi¢nih esteraz; s to
metodo pridobljene rezultate je zato potrebno potrditi $e z drugimi metodami. Manj
pogosto uporabljeni substrati so Se [-naftilacilni estri in na resorufin vezani
acilgliceroli. Spektrofotometricna metoda je direktna in hitra ter omogoca
kontinuirano merjenje aktivnosti lipaze med celotno reakcijo. Meritve so mozne tudi
pri zelo nizkih volumnih (1 ml), zato se lahko uporablja za spremljanje ¢iS¢enja in za
uporabo na mikrotiterskih plos¢ah (22,23).

Med titrimetriéne metode, kjer dolo¢anje sproscenih mascobnih kislin poteka s
titracijo le-teh z bazo, spadajo nekateri najpogosteje uporabljeni testi za doloCanje
aktivnosti lipaze. Pri tributirinskem testu (natan¢neje je opisan v poglavju Metode in
materiali) se kot substrat uporablja ester glicerola in maslene kisline — tributirin.
Spremljanje reakcije poteka 30 minut, za titracijo sproS¢enih mascobnih kislin in
vzdrzevanje pH na vrednosti 7,5 pa se uporablja 0,1 M NaOH (32). Za dolocanje aktivnosti
pa se pogosto uporabljata tudi predpisa iz Evropske ali Ameriske farmakopeje, Ki sta si
med seboj zelo podobna. Kot substrat je v obeh primerih predpisana dobro homogenizirana
emulzija olivnega olja v vodi, z dodatkom arabskega gumija kot emulgatorja. Puferna
raztopina se pripravi z raztapljanjem tris(hidroksimetil)aminometana in natrijevega klorida
v vodi, za pripravo raztopine zol¢nih soli pa je predpisana uporaba natrijevega tavroholata
v Evropski oz. referen¢ni standard Zol¢nih soli (USP Bile Salts RS) po Ameriski
farmakopeji. Reakcijsko zmes, ki v zacetku vsebuje emulzijo substrata, pufer ter raztopino
Zol¢nih soli, je potrebno dobro premesati ter umeriti na pH 9,2. Po dodatku raztopine
encima se pH reakcijske zmesi vzdrzuje na 9,0 z 0,1 N NaOH, porabo baze pa se od¢itava

na vsako minuto do 5 minut (24,25).
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2. NAMEN DELA

Razvoj na lipidih osnovanih sistemov za peroralno uporabo se je zaCel z namenom
izboljSanja bioloSke uporabnosti vedno vecjega Stevila slabo vodotopnih u¢inkovin. Skupaj
z razvojem novega dostavnega sistema, pa je potrebno razviti tudi uc¢inkovit in vitro sistem
za testiranje lipolize, ki uspesno posnema prebavo lipidov v organizmu.

V diplomski nalogi bomo postavili temelje za izvedbo pH-stat metode, ki temelji na
titraciji iz lipida spros¢enih mascobnih kislin z bazo, s ¢imer se vzdrzuje konstanten pH v
reakcijski posodi. V zafetnem delu bomo s tributirinsko metodo doloc¢ali aktivnost
pankreatina z dvema razliénima pufroma, ter s spreminjanjem parametrov metode
poskusSali dolociti optimalne pogoje za ta proces. V drugem delu se bomo osredotocili na
dolocanje obsega lipolize za posamezne komponente in za izbrani na lipidih osnovani
sistem brez in z zdravilno u¢inkovino. S prilagajanjem razli¢nih parametrov bomo tudi za
merjenje obsega lipolize dolocili nastavitve pH-stat metode, pri katerih se bo najbolj
konstantno vzdrzevala pH vrednost in bo dajala najbolj natan¢ne rezultate. Koli¢ino
spros¢enih mascobnih kislin med reakcijo bomo dolo¢ili iz baze porabljene za titracijo. Na
koncu bomo vzorcem SMES z resveratrolom (RSV) po kon¢ani lipolizi dolo¢ili Se velikost
delcev na aparaturi Zetasizer Nano ter s HPLC analizo vodne faze izmerili koncentracijo

ucinkovine, ki se je sprostila iz sistema.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1.Snovi, uporabljene pri delu:

* Didestilirana voda

=  Capmul® MCM, Abitec, Janesville, ZDA

=  Cremophor® EL, BASF SE, Ludwigshafen, Nemcija

=  Cremophor® RH 40, BASF SE, Ludwigshafen, Nemcija

= kalcijev klorid dihidrat, p. a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija
= Lipoid S 100, Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Nem¢ija

= metanol (HPLC — gradient grade), Panreac Quimica S. L. U., Barcelona, Spanija
= natrijev deoksiholat, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

= natrijev klorid, p. a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

= pankreatin (prasi¢jega izvora), Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

= preciScena voda

= Resveratrol, ChromaDex, Irvine, ZDA

* ricinusovo olje, devisko, Lex d.0.0., Koper, Slovenija

» tributirin >99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

* Trizma® maleat, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

Capmul® MCM

Capmul spada med srednje dolgo-verizne molekule in je zmes mono in digliceridov
s kaprilno (C8) in kaprinsko (C10) kislino. Lipofilna, rahlo rumena, bistra, viskozna snov,
Ki je netopna v vodi, se v tehnologiji uporablja za izdelavo emulzij ter za uravnavanje
viskoznosti. Pogosto se uporablja kot sestavina peroralnih, na lipidih osnovanih sistemov z

namenom povecanja bioloske uporabnosti lipofilnih zdravilnih uéinkovin (26).

Cremophor® EL

Cremophor® EL o0z. polioksil-35 ricinovo olje spada med derivate
polioksietiliranega ricinovega olja in vsebuje priblizno 83 % hidrofobnih komponent.
Glavno komponento predstavlja glicerol polietilen glikol ricinooleat, poleg le-tega so
prisotni $e estri mascobnih kislin s polietilenglikolom ter samo ricinusovo olje. Prosti

polietilen glikol in glicerol etoksilat sta hidrofilni komponenti in predstavljata 17 % zmesi.
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Rahlo rumena oljna tekoc¢ina se pridobiva z reakcijo 1 mola ricinusovega olja z 35 moli
etilen oksida in je dobro topna v kloroformu, etanolu, mascobnih kislinah, masc¢obnih
alkoholih, olivnem olju ter vodi. Uporablja se kot emulgator in topilo v tekocCih vodnih

pripravkih z lipofilnimi ZU ter razli¢nih na lipidih osnovanih sistemih (27,28).

Cremophor® RH 40

Med derivate polioksietiliranega ricinovega olja spada tudi Cremophor® RH 40 oz.
polioksil-40 hidrogenirano ricinovo olje, katerega glavna komponenta je glicerol polietilen
glikol oksistearat, ki skupaj z estri maSCobnih kislin z glicerol poliglikolom predstavlja
hidrofobne komponente. Hidrofilni del te komponente vsebuje polietilen glikol in glicerol
etoksilat. Cremophor® RH 40 pridobivajo z reakcijo 1 mola hidrogeniranjega ricinusovega
olja s 40 -45 moli etilen oksida, pri ¢emer nastaja precej viskozna tekocina ali bela gosta
poltrdna snov, ki je topna v kloroformu, etanolu, mas¢obnih kislinah, ma$¢obnih alkoholih,
olivnem olju ter vodi. Uporablja se kot emulgator in topilo za lipofilne ZU ter je pogosta
sestavina na lipidih osnovanih sistemov (27,29).

Ricinusovo olje

Ricinusovo olje je dolgo-verizni triglicerid, ki vsebuje ricinoleinsko, oleinsko,
linolno, palmitinsko in stearinsko kislino ter dihidroksistearinsko kislino v sledovih. S
hladnim stiskanjem semen ricinusa (Ricinus Communis) pridobivajo bistro, rahlo rumeno
viskozno snov blagega vonja in okusa. Uporaba ricinusovega olja je zelo razsirjena, saj se
uporablja tako v farmacevtski industriji kot tudi v kozmetiki in prehrani. V tehnologiji se
uporablja pri izdelavi dermalnih krem in mazil, tablet, kapsul, kapljic za o¢i ter kot topilo v

intramuskularnih injekcijah (27).

Resveratrol

Molekula s kemijskim imenom 3,4',5 — trihidroksistilben spada med stilbenoide in
je fitoaleksin. Fitoaleksini so protimikrobne snovi, ki se sintetizirajo v rastlini ob napadu
patogena in se kopiCijo na prizadetem mestu. Resveratrol zato najdemo v grozdju,
borovnicah in v japonskem dresniku. Zaradi mnogih moZnih pozitivnih ucinkov na
organizem je postal predmet Stevilnih raziskav, saj kot antioksidant §€iti pred oksidativnimi
posSkodbami, pomaga pri vzdrzevanju ravni krvnega sladkorja, ima ugodne ucinke na srce

ter pomaga pri vzdrzevanju telesne mase (30,31).
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3.1.2. Aparature:

analitska tehtnica AG285, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica
analitska tehtnica XS205 DualRange, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica
centrifuga 5415R, Eppendorf, Hamburg, Nemcija

elektronska pipeta 100-5000 ul, Biohit, Helsinki, Finska
elektronska pipeta 50-1000 pl, Biohit, Helsinki, Finska

HPLC 1100, Agilent, Waldbronn, Nem¢ija

pH meter S47 SevenMulti, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica
plasti¢ne centrifugirke 1,5 ml

plasti¢ne centrifugirke 2 ml

stresalnik Vibromix 10, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

titrator T70, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

toplotna kopel Ministat 125, Huber, Offenburg, Nemcija
ultracentrifuga WX 100, Thermo scientific, Waltham, ZDA
ve¢mestno magnetno mesalo RO 15, Ika, Staufen, Nemcija

Zetasizer Nano ZS, Malvern, Worcestershire, UK

3.2.METODE

3.2.1.Priprava pufrov

» Maleatni pufer (pH=7,5) za dolocanje aktivnosti pankreasne lipaze

kalcijevega Kklorida dihidrata ter 2,372 g Trizma maleata in jih raztopili v nekaj preci§¢ene

V 200 ml bu¢ko smo to¢no zatehtali 1,753 g natrijevega klorida, 0,147 ¢

vode ter dopolnili do oznake. Raztopino smo nato z 1M NaOH umerili na pH=7,5 (20).

» Maleatni pufer z Na-deoksiholatom (pH=7,5) za dolocanje aktivnosti pankreasne

kalcijevega klorida dihidrata ter 2,372 g Trizma maleata in jih raztopili v nekaj preciséene

vode. Nato smo dodali Se 0,3317 g Na-deoksiholata ter bucko dopolnili s precis¢eno vodo

lipaze

V 200 ml bucko smo to¢no natehtali 1,753 g natrijevega klorida, 0,147 ¢

do oznake. Pripravljeni raztopini smo z 1M NaOH umerili pH na 7,5.
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» Prebavni pufer (medij) za lipolizo
V 200 ml bu¢ko smo natehtali 1,753 g natrijevega klorida, 0,147 g kalcijevega
klorida dihidrata ter 2,372 g Trizma maleata in jih raztopili v nekaj precis¢ene vode. Nato
smo dodali $e 0,405 g natrijevega deoksiholata in 0,201 g Lipoida S100. Bucko smo
dopolnili do oznake s pre¢is¢eno vodo in pufer mesali na magnetnem mesalu 12 ur. Na
koncu smo raztopino umerili na pH= 7,5 z 1M NaOH. Vse tri vrste uporabljenih pufrov so

prikazane ne Sliki 3.

Slika 3: A — maleatni pufer za dolo¢anje aktivnosti encima; B — maleatni pufer za

dolocanje aktivnosti encima z Na-deoksiholatom; C — prebavni pufer za lipolizo

3.2.2.Priprava raztopine pankreatina

Raztopino za dolo¢anje aktivnosti pankreatina smo pripravili tako, da smo v
centrifugirke natehtali tocno koli¢ino pankreatina in z elektronsko pipeto dodali maleatni
pufer za dolo¢anje aktivnosti oziroma maleatni pufer z Na-deoksiholatom. Koli¢ino in
razmerje med pankreatinom in pufrom smo v zacetku spreminjali, dokler nismo dolocili
najprimernejSe sestave za izvedbo metode (sestava je navedena v Preglednici V).
Centrifugirke smo nato 15 minut mesali na stresalniku Vibromix. Po meSanju smo zmes
centrifugirali 15 minut na 1600 x g in 5°C ter supernatant shranili na ledu (porabimo $e isti
dan) (20).
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Raztopino pankreatina za vrednotenje lipolize SMES smo pripravili tako, da smo v
¢aso zatehtali 3 g pankreatina, dodali 15 ml pufra za dolocanje aktivnosti in na magnetnem
mesSalu mesali 15 minut. Zmes smo nato razdelili v 12 centrifugirk z volumnom 2 ml in
centrifugirali 15 minut na 3000 x g in 5°C. Supernatantu smo z 1M NaOH umerili pH na

7,5 in ga do uporabe shranili na ledu (porabimo Se isti dan).

3.2.3.Priprava SMES brez/z zdravilno u¢inkovino

Za pripravo 10 g SMES smo v ¢aSo natehtali 2 g ricinusovega olja, 2 g Capmul-a
MCM, 3 g Cremophor-a EL in 3 g Cremophor-a RH40. Sistem smo na magnetnem meSalu
mesali preko noci.

Za pripravo SMES z ZU smo v ¢aso natehtali 200 mg resveratrola (RSV), kar
predstavlja 10% zmesi, in dodali SMES do 2 g celokupne mase. Sistem smo zasc¢itili pred

svetlobo ter mesali toliko ¢asa, da se je u¢inkovina popolnoma raztopila.

3.2.4.Dolocanje aktivnosti pankreatina

Pri dolocanju aktivnosti encima merimo koli¢ino porabljenega substrata ali
nastalega produkta v doloceni €asovni enoti. Enota za podajanje aktivnosti je obicajno
katal; 1 katal predstavlja 1 mol substrata pretvorjenega v produkt v 1s. Pri naSem delu smo
za dolocanje aktivnosti pankreatina uporabljali tributirinski test. Kot substrat smo
uporabljali tributirin, ki je ester glicerola in maslene kisline (butanojska kislina). Pod
vplivom pankreatina poteka hidroliza tributirina, pri kateri se sprosc¢ajo proste maslene

kisline, kot je prikazano na Sliki 4 (32).

H-COOC-CH5CH5CH, CH,OH
| lipaza |
HCOOC-CH,CH,CHs, > HCOOC-CH,CH,CH, + CH3CH,CH.COOH
H-COOC-CH->CH>CHa H-COQOC-CH2CH2CH-
tributirin maslena kislina

Slika 4: Reakcija delne hidrolize tributirina pod vplivom lipaze.

Test smo izvajali na avtomatskem titratorju T70 z uporabo pH-stat metode; pH smo
ves Cas reakcije vzdrzevali na konstantni vrednosti pH = 7,5 (s pomocjo nastavitve v

programu za pH-stat metodo). V reakcijsko posodo z dvojim plaS¢em, s pomocjo katerega
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smo vzdrzevali v posodi temperaturo 37°C, smo odpipetirali izbrani volumen tributirina
(2,5 ml, 3,0 ml, 6,0 ml ali 9,0 ml) in dodali 20 ml pufra za dolo¢anje aktivnosti ter zmes 60
s mesali pri 100 % moci meSala. Nato smo dodali pripravljeno raztopino pankreatina in
aktivirali ustrezno metodo. Posamezne nastavitve spremenljivk metode za doloCanje

aktivnosti pankreatina so predstavljene v Preglednici Il1.

Preglednica Ill: Zacetne nastavitve spremenljivk metode na titratorju za dolocanje

aktivnosti pankreatina.

Vzorec (Sample)

‘%Doloéen volumen | 5 ml
(Fixed volume): 1,0 g/ml
1,0 korekcijski faktor (correction factor)
25°C
Vzdrzevanje pH (Stating)

= Titrant: NaOH
1 mol/l

L~ Senzor (Sensor): pH

L~ Meganje (Stir): 40%

> Predhodna titracija | Ne

(Pretitration):

L Predhodni dodatek titranta | Ne

(Predispense):

L~ Nadzor (Control): pH=75
Odstopanje (Control band) = 0,2

Nagnjenost (Tendency) = pozitivna

Pretok (max) = 60 ml/min (Dosing rate)

Pretok (min) = 5 pl/min (Dosing rate)

L~ Spremljanje (Monitoring): | Ne

L~ Prekinitev (Termination): | V (max) =70 ml

t (max) =30 min
dV =0,01 ml/dt
dt =5 min

> Interval shranjevanja | Interval =10 s
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(Measured value storage):

Izracun R1 (Calculation R1): Vsebnost (Content)

Izracun R2 (Calculation R2): Povprec¢na poraba (Mean consumption)
Izra¢un R3 (Calculation R3): Korelacijski koeficient (Correlation coefficient)
Izra¢un R4 (Calculation R4): % porabe po 2 minutah

(% turnover after 2 minutes)

Izracun RS (Calculation R5): Cas do porabe 50 % titranta

(Time to 50% titrant conversion)

3.2.5.Doloc¢anje obsega lipolize

Obseg lipolize smo dolocali za izbrani samo-mikroemulgirajoci sistem brez ali z
vgrajeno ucinkovino ter za posamezne komponente tega sistema. Analizo smo izvedli s
pH-stat metodo, z nastavitvijo pH reakcijske zmesi na 7,5.

V ¢aso smo to¢no zatehtali priblizno 200 mg posamezne komponente ali SMES,
dodali 32,75 ml prebavnega pufra in na magnetnem meSalu mesali 15 minut. Tako
pripravljeno zmes smo nato prenesli v termostatirano (37°C) reakcijsko posodo in jiz 1 M
NaOH uravnali pH na 7,5. Ustrezno metodo smo aktivirali takoj po dodatku 7,25 ml
predhodno pripravljene raztopine pankreatina, kar ustreza aktivnosti encima 1000 TBU/ml
kon¢ne reakcijske zmesi. Posamezne nastavitve spremenljivk metode za dolo¢anje obsega

lipolize so predstavljene v Preglednici 1V.

Preglednica 1V: Zagetne nastavitve spremenljivk metode na titratorju za dolo¢anje obsega

lipolize.

Vzorec (Sample)

i%Doloéen volumen 5ml
(Fixed volume): 1,0 g/ml
1,0 korekcijski faktor (correction factor)
25°C
VzdrZevanje pH (Stating)

= Titrant: NaOH
0,5 mol/l

L~ Senzor (Sensor): pH

L> Mesanje (Stir): 40%
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= Predhodna titracija | Ne

(Pretitration):

L~ Predhodni dodatek titranta | Ne

(Predispense):

L~ Nazdor (Control): pH=75
Odstopanje (Control band) = 0,01

Nagnjenost (Tendency) = positive

Pretok (max) = 60 ml/min (Dosing rate)

Pretok (min) = 5 pl/min (Dosing rate)

L~ Spremljanje (Monitoring): | Ne

> Prekinitev (Termination): |V (max) = 70 ml

t (max) = 60 min

" Interval shranjevanja | Interval = 10 s

(Measured value storage):

Izracun R1 (Calculation R1): Vsebnost (Content)

Izraun R2 (Calculation R2): Povprecna poraba (Mean consumption)

Izracun R3 (Calculation R3): Korelacijski koeficient (Correlation coefficient)
Izra¢un R4 (Calculation R4): % porabe po 2 minutah

(% turnover after 2 minutes)

Izracun RS (Calculation R5): Cas do porabe 50 % titranta

(Time to 50 % titrant conversion)

3.2.6. Merjenje velikosti delcev/kapljic

Po koncani lipolizi vzorca SMES z resveratrolom smo izmerili velikost delcev v
reakcijski zmesi. Meritve smo izvajali na aparaturi Zetasizer Nano ZS z dinami¢nim
sipanjem laserske svetlobe (angl.: Photone correlation spectroscopy-PCS), ki temelji na
detekciji hitrosti Brownovega gibanja delcev. Kot rezultat smo dobili povprecno velikost
delcev in polidisperzni indeks, ki predstavlja merilo za Sirino porazdelitve velikosti delcev.
Meritve smo izvajali takoj po koncani lipolizi in po ultracentrifugiranju vzorcev (30.000

rpm, 45 minut, 20°C) (33).
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3.2.7.HPLC analiza

S pomocjo tekoCinske kromatografije visoke zmogljivosti smo dolocili
koncentracijo RSV v vodni fazi reakcijske zmesi po koncéani lipolizi. Po
ultracentrifugiranju vzorcev (30.000 rpm, 45 minut, 20°C) smo vodno fazo red¢ili v
razmerju 1/10 s 50 % (v/v) raztopino metanola v bidestilirani vodi. Analizo smo izvedli na
koloni YMC-Pack ODS-AM (5pm, 250*4.6 mm) pri temperaturi kolone 25°C. Pretok
mobilne faze (0,5 % ocetna kislina v raztopini metanol:bidestilirana voda = 50:50 (v/v))
smo nastavili na 1 ml/min ter na kolono injicirali 5ul vzorca. Retencijski ¢as RSV pri teh
pogojih je 6,6 minut. RSV smo detektirali z UV detektorjem pri valovni dolzini 303 nm.
Koncentracijo RSV v analiziranih vzorcih smo izra¢unali z uporabo umeritvene premice.
Za izdelavo slednje smo pripravili 100 ml standardne raztopine RSV z znano koncentracijo
0,1285 mg/ml, ki smo jo nato red¢ili v razmerjih 1/10, 1/20, 1/50 ter 1/100 s 50 % (v/v)
raztopino metanola v bidestilirani vodi. Iz izmerjenih povrSin pod vrhovi vzorcev z
znanimi koncentracijami RSV smo nato narisali umeritveno krivuljo in izracunali enacbo
linearne premice.
Enacba premice:
A =29.176,8990 * c — 4,0350
A — povrsina pod krivuljo;

¢ — koncentracija v mg/ml

Na koncu smo iz mase dodanega vzorca izracunali teoreti¢no koncentracijo RSV v
reakcijski zmesi, ki bi jo dosegli, ¢e se med dispergiranjem formulacije ne bi oborilo ni¢
u¢inkovine, ter dolocili odstotek resveratrola, ki je ostal solubiliziran v vodni fazi
disperzije. Opisane parametre smo izracunali za vzorec SMES dispergiran v prebavnem
pufru (mesanje 2 uri) in vzorec SMES po lipolizi.

Primer izracuna teoreti¢ne vsebnosti:
v Ceoreticna = (Myzorca * 0,1) / Vreakcijske zmesi
v Cieoretiena = (207,4 mg *0,1) / 40 ml = 0,5185 mg/ml
Primer izracuna % solubiliziranega RSV:
v' % = (izmerjena konc. RSV / teoreti¢na vsebnost RSV) *100
v" % =(0,3537 mg/ml / 0,5185 mg/ml) *100 = 68,2
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. AKTIVNOST PANKREATINA

4.1.1.Dolocanje aktivnosti pankreatina z maleatnim pufrom pH 7,5

V literaturnih podatkih za dolocanje obsega lipolize je koli¢ina dodanega encima
pogosto izrazena kot Stevilo IU/ml reakcijske zmesi, zato smo raziskovalno delo priceli z
doloc¢anjem aktivnosti pankreatina, pri ¢emer smo kot substrat uporabili tributirin.
Tributirin je triglicerid, iz katerega pod vplivom pankreatina nastane diglicerid ter ena
prosta mascobna kislina. Reakcijo lipolize smo spremljali 30 minut. Koli¢ino in hitrost
spros€anja prostih mascobnih kislin iz tributirina smo vrednotili s spremljanjem porabe
NaOH, ki je nevtraliziral sproS¢ene mascobne kisline. Povpre¢no porabo titranta Smo
izracunali iz krivulje porabe NaOH v odvisnosti od ¢asa. Ker prisotnost diglicerida lahko
mocno vpliva na potek nadaljnje reakcije, smo za dolo¢anje povprecne porabe upostevali
zacetni linearni del krivulje (od 1 — 5 minut), kot je prikazano na Sliki 5. Aktivnost

pankreatina smo nato izracunali po naslednji enacbi:

ml NaOH / minx C(NaOH) * 1000
m(pankreatin)[g]

aktivnos|[TBU/g] =

Kjer je ml NaOH/min poraba titranta, ki jo dolo¢imo iz premice, C predstavlja
koncentracijo uporabljenega titranta, m pa je to¢na masa pankreatina, ki smo ga dodali v

reakcijsko zmes. 1 TBU enota predstavlja 1 pumol maS€obnih kislin spro§cenih v minuti.

Primer izracuna:
v’ enacba premice: y = 0,0338x + 0,8255
v povpreéna poraba = 0,0338 ml/s = 2,028 ml/min

v aktivnost [TBU/g] = 22214/ m“l"; mol/I1909 — 2028 TBU /g

30



Anja Zmavc | Diplomska naloga

18

4 el
12 /

/.
10 / y = 0,0338x + 0,8255

R2 N-0202

/
/

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
t[s]

V NaOH [ml]

o N B~ OO

Slika 5: Primer porabe NaOH (v ml) v odvisnosti od ¢asa poteka reakcije (s) pri dolo¢anju
aktivnosti pankreatina. Za izracun povpre¢ne porabe baze smo uporabili meritve med 30 —

290 s, ki so oznacene z rdeco barvo.

4.1.1.1. Vpliv razmerja med encimom in substratom na izracunano aktivnost

V zacetni fazi raziskav smo vrednotili vpliv razmerja med pankreatinom (encim) in
tributirinom (substrat) na rezultat aktivnosti encima. V ta namen smo v reakcijsko posodo
dodali raztopino encima (ustrezen alikvot disperzije z vsebnostjo 1 g pankreatina / 5 ml
pufra za dolo¢anje aktivnosti (20)) in razli¢ne koli¢ine tributirina (Preglednica V). Kot je
razvidno iz preglednice, je z ve€anjem razmerja v korist substrata narascala tudi izraCunana
aktivnost encima kar kaze na to, da substrat Se ni prisoten v prebitku. Velik prebitek
tributirina je pri tovrstnih reakcijah pomemben, saj je le pri takSnih pogojih aktiven ves
prisoten encim in lahko dolo¢imo njegovo aktivnost. Pri zadnji meritvi (5.) smo v
primerjavi s 4. meritvijo koli¢ino substrata in encima zmanj$ali za polovico, vendar pa smo

ohranili razmerje med njima. Izracunani aktivnosti za oba primera sta zato primerljivi.
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Preglednica V: Vpliv izbranih parametrov in reagentov na izracun aktivnosti pankreatina
pri posameznem poskusu. Oznacena vrstica prikazuje spremembe v razmerju med

encimom in substratom. Stevilke 1. — 5. predstavljajo zaporedno §tevilko opravljenega

poizkusa.
1. 2. 3. 4. o.

substrat (tributirin) [ml] 2,5 2,5 6,0 6,0 3,0
pufer [ml] 20 20 20 20 20
pankreatin [g/ml pufra]* 1/5 0,2/1 0,2/1 1/5 0,5/2,5
razmerje substrat:encim [v:v]| 1:2 1:0,4 1:0,17 1:0,83 1:0,83
odstopanje (control band) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
koncentracija NaOH [mol/I] | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
povpre¢na poraba [ml/min] | 2,028 1,170 1,746 3,414 1,746
aktivnost [TBU/g encima] 2028 5850 8730 3414 3492

* Vrstica prikazuje maso natehtanega suhega pankreatina ter volumen maleatnega pufra v

katerem je pankreatin raztopljen.

V nadaljnjih poskusih smo s poveéevanjem koli¢ine tributirina in zmanj$evanjem
dodanega pankreatina viSali razmerje med substratom in encimom, da bi dosegli obmocje s
prebitkom tributirina (Preglednica VI). Kot je razvidno iz preglednice je izracunana
aktivnost pankreatina narascala do 10. meritve, pri kateri smo v reakcijsko zmes dodali 3,0
ml tributirina ter 10 mg pankreatina/l ml maleatnega pufra za dolocanje aktivnosti. Pri 11.
meritvi smo z dodatnim zmanjS$anjem koli¢ine pankreatina zaznali tudi zniZanje izraCunane
aktivnosti pankreatina. Na osnovi le-tega sklepamo, da smo v tem primeru prisli v obmocje
prebitka substrata, v katerem je zacetna hitrost hidrolize triglicerida odvisna od koli¢ine

dodanega encima.
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Preglednica VI: Vpliv razmerja med dodanim substratom in encimom na izracun

aktivnosti pri posameznih primerih. Stevilke 6. — 11. predstavljajo zaporedno 3tevilko

opravljenega poizkusa.

6. 1. 8. 9. 10. 11.
substrat (tributirin) [ml] 3,0 6,0 6,0 9,0 3,0 3,0
pufer [ml] 20 20 20 20 20 20
pankreatin [g/ml pufra]* 0,1/1 0,1/1 0,05/1 |0,05/1 |0,01/1 |0,005/1
odstopanje (control band) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
koncentracija NaOH [mol/I] | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
povprecna poraba [ml/min] | 0,966 1,242 0,768 0,798 0,204 0,090
aktivnost [TBU/g encima] | 9660 12420 | 15360 | 15960 | 20400 | 18000

* Vrstica prikazuje maso natehtanega suhega pankreatina ter volumen maleatnega pufra v

katerem je pankreatin raztopljen.

Med izvajanjem zacetnih analiz smo opazili tudi prvo omejitev same aparature.
Titrant se iz vecjega vsebnika (temna steklenica) najprej precrpa v merilno bireto z
volumnom 10 ml, iz katere se nato med samo titracijo natanéno odmerja v reakcijsko
posodo. Ko poraba NaOH v le-tej preseze 10 ml, se mora bireta med analizo ponovno
napolniti iz vecjega vsebnika. V tem Casu titracija prostih mascobnih kislin z NaOH ne
poteka, zato je polnjenje birete razvidno tudi na krivulji, ki prikazuje odvisnost porabe
NaOH od ¢&asa titracije (Slika 6). Ce je poraba velika in do ponovne polnitve birete pride Ze
kmalu po zacetku analize, lahko to bistveno vpliva na kon¢no dolocitev aktivnosti encima.
Da bi se izognili omenjenim teZavam, smo pri 10. in 11. meritvi zmanjSali tako koli¢ino
dodanega tributirina, kot tudi maso pankreatina in s tem kon¢no porabo NaOH znizali pod
10 ml. ZniZanje volumna porabe titranta pod 10 ml je smiselno tudi zato, ker dodatek
vecjega volumna baze povzro€i razredCitev prebavnega medija. Slednje ima za posledico
tudi zniZanje koncentracije zol¢nih soli, ki smo jih v nadaljevanju raziskav dodajali v

medij, kar lahko vpliva na hitrost reakcije lipolize ter izracun aktivnosti pankreatina.
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Slika 6: Profil porabe NaOH za 4. meritev. V okvir¢kih so oznaéene spremembe na

krivulji, do katerih pride zaradi ponovne polnitve birete na vsakih 10 ml.

4.1.1.2. Vpliv dovoljenega najvecjega odstopanja od nastavljene pH vrednosti na

izracunano aktivnost

Programska oprema titratorja omogoca spreminjanje vecih parametrov za
posamezne metode titracije. Pri izvajanju pH-stat metode, pri kateri ves Cas analize
vzdrzujemo konstanten pH v reakcijski posodi, lahko v zavihku nadzor (angl.: control)
nastavimo Zeleni pH in dovoljeno najvecje odstopanje od te vrednosti (angl.: control band).
Med potekom reakcije torej vrednost pH ni absolutno konstantna, temve¢ znotraj
doloCenega intervala niha nad in pod nastavljeno vrednostjo pH. To se odraza tudi na
krivulji porabe titranta.

V zaletnih preliminarnih poskusih smo v nastavitvah metode opisano najvecje
dovoljeno odstopanje pH nastavili na 0,2 enote. Pri meritvah (10., 11.), kjer smo koli¢ine
encima in substrata mo¢no zmanjsali, je bil zaCetni del krivulj odvisnosti porabe NaOH od
Casa titracije stopnicast. Posamezne tocke so precej odstopale od linearne premice, Ki naj bi
ji po pricakovanjih sledile v tem za¢etnem delu krivulje; koeficient determinacije oz. R? je
padel pod 0,9. Predvideval smo, da je slednje povezano z nastavitvijo previsoke vrednosti
najvecjega dovoljenega odstopanja pH od nastavitvene pH vrednosti. S ciljem boljSega
ujemanja tock s premico smo zato smo v nadaljevanju postopoma ozili interval najvec¢jega
odstopanja pH od nastavitvene vrednosti. Vpliv intervala dovoljenega odstopanja pH od

nastavitvene vrednosti smo proucevali na primeru 11 (Preglednica VI). 1z slik (Slike 7-9)
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je razvidno, da smo z ozenjem omenjenega intervala izboljSali ujemanje tock zacetnega
dela krivulje z linearno premico. Pri nastavitvi intervala odstopanja na 0,01 je R? znagal ze
0,9985, kar je statisticno dober rezultat, zato sSmo vse nadaljnje analize izvajali pri tej
nastavitvi. Rahla nihanja, ki jih je bilo kljub temu Se mogoce opaziti, so najbrz posledica

rahle pretitracije ter nekoliko daljSega Casa odziva elektrode.

0.7 y=0,0017x + 0,1612
2 _

06 R2 = 0,9047

0,5

y =0,0015x + 0,1699

B2 o =Y
R*=0,8903

o
>

V NaOH [ml]
o
w

@ odstopanje 0,2

M odstopanje 0,1
0 T T T T T T 1
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Slika 7: Krivulji porabe NaOH v odvisnosti od ¢asa titracije (s pripadajo¢ima enacbama
linearnih premic v ¢asovnem intervalu med 30 in 290 s) za meritev 11 pri razli¢nih

nastavitvah najvecjega dovoljenega odstopanja pH od nastavljene pH vrednosti (0,2 0z. 0,1

pH enote).
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Slika 8: Krivulja porabe NaOH v odvisnosti od ¢asa titracije (s pripadajo¢ima enacbama
linearnih premic v ¢asovnem intervalu med 30 in 290 s) za meritev 11. Najvecje dovoljeno

odstopanje pH od nastavljene pH vrednosti je bilo 0,05 oziroma 0,025 pH enote.
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Slika 9: Krivulja porabe NaOH v odvisnosti od ¢asa titracije (s pripadajo¢ima enacbama

linearnih premic v ¢asovnem intervalu med 30 in 290 s) za meritev 11. Najbolj linearne

0,01 pH enote, kar je najnizja vrednost, ki jo dovoljuje programska oprema.

4.1.1.3. Vpliv koncentracije titranta (NaOH) na izracunano aktivnost

Za doloCanje obsega lipolize smo v literaturi zasledili uporabo razli¢nih
koncentracij NaOH (16,18,20). V nadaljevanju smo zato testirali vpliv treh razli¢nih
koncentracij NaOH na porabo le-tega in posledi¢no na izracun aktivnosti encima (Slika
10). 1z slike je razvidno, da se izra¢unane aktivnosti med seboj rahlo razlikujejo, zato je
priporocljivo za doloc¢anje aktivnosti uporabiti enako koncentracijo tiranta kot za dolo¢anje

obsega lipolize.
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Slika 10: Vpliv koncentracije NaOH na aktivnost pankreatina; aktivnosti so bile dolo¢ene

za vzorec 11, pri dovoljenem odstopanju pH 0,01.
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4.1.2.Dolocanje aktivnosti pankreatina z maleatnim pufrom pH 7.5 z Na-

deoksiholatom

Po literaturnih podatkih aktivnost lipaz dolo¢ajo v puftih z ali brez dodatka Zol¢nih
soli. Zanimalo nas je, kako dodatek le-tech vpliva na dolocitev aktivnosti lipaze. V ta
namen, smo poleg predhodno uporabljenih komponent v pufrno raztopino dodali Na-
deoksiholat, ki spada v skupino Zol¢nih soli. Zacetno meritev smo izvedli pod pogoji, ki
smo jih kot optimalne dolodili s pufrom brez dodatka Zol¢nih soli, nato pa smo razmerje
med substratom in encimom Se dodatno povecali v prid substrata z dodatkom manjSega
volumna raztopine pankreatina. V reakcijsko posodo smo torej dodali 3,0 ml tributirina, 20
ml pufra z Na-deoksiholatom in razliéne volumne raztopine encima, kot titrant pa smo
uporabili 1 M NaOH (Preglednica V1I).

Preglednica VII: Vpliv izbranih parametrov in reagentov na izracun aktivnosti
pankreatina pri posameznem poskusu. Oznaéena vrstica prikazuje spremembe v volumnu
dodane raztopine encima. S Stevilkami I — IV so predstavljeni zaporedni poizkusi

doloc¢anja aktivnosti.

I I Il v
substrat (tributirin) [mI] | 3,0 3,0 3,0 3,0
pufer [ml] 20 20 20 20
pankreatin * 0,005/1 0,005/1 0,005/1 0,005/1
[g/ml pufra] (1000ul) (500pl) (250u1) (100pl)
odstopanje (control band) | 0,01 0,01 0,01 0,01

* Vrstica prikazuje maso natehtanega suhega pankreatina ter volumen maleatnega pufra v
katerem je pankreatin raztopljen. V oklepaju so predstavljeni volumni raztopine

pankreatina, ki smo jih dodali v reakcijsko zmes.

Meritev z vsakim volumnom encima smo izvedli v dveh paralelkah. Iz Slike 11 je
razvidno, da dodatek razlicnih volumnov raztopine pankreatina ni bistveno vplival na
izraCunane aktivnosti tega encima. To potrjuje, da smo v obmocju z velikim prebitkom
substrata, kjer je v zacetku reakcije aktiven ves prisoten encim. V primerjavi z
predhodnimi meritvami, kjer smo uporabili pufer brez Na-deoksiholata (Preglednica V1),
smo izmerili nekoliko niZjo porabo titranta in posledicno aktivnost encima. Taks$ni rezultati
potrjujejo dejstvo, da zol¢ne soli v visokih koncentracijah preprecujejo vezavo pankreatina

na substrat in s tem inhibirajo njegovo aktivnost (22).
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Na-deoksiholat v raztopini tvori micele, kar ima za posledico motno-belkast videz
pufra. Med centrifugiranjem pripravljene raztopine pankreatina v pufru netopni delci niso
dobro sedimentirali, zato je bil tudi supernatant nekoliko moten. V primeru vzorca lic*
smo zato raztopino encima centrifugirali 15 minut pri 5°C, obrate pa smo povecali na 9300
X @. lz primerjave meritev lla (moten supernatant po centrifugiranju) in Ilic* (bister
supernatant po centrifugrianju) na sliki 11 je razvidno, da se rezultata ne razlikujeta, zato
sklepamo, da prisotnost Zol¢nih kislin v raztopini encima ne vpliva na aktivnost le-tega.

Pri vzorcu IV smo v reakcijsko posodo dodali najmanjSo koli¢ino encima, kar
pomeni, da se je med reakcijo sprostilo malo mas¢obnih kislin. Ze nizek volumen dodatka
IM NaOH je zato pH v reakcijski posodi zvisal precej nad nastavitveno pH vrednost.
Zaradi malo sproscenih mascobnih kislin je pH vrednost v tako pretitriranem mediju nato
padala zelo pocasi. Ker dolgo ¢asa ni prislo do spremembe v volumnu porabe NaOH, se je
metoda samodejno prekinila po 300 s. Do konca je potekla samo prva paralelka. Tako
majhni volumni encima torej niso primerni za analizo oz. bi bilo za uspeSno izvedbo
poskusa potrebno prirediti tudi koli¢ino oz. koncentracijo drugih reagentov in nastavitve

metode.
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16000 -

14000 A

12000 A

10000 A

mb
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mc*
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Slika 11: Primerjava izracunane aktivnosti za meritve I - IV. VVsako meritev smo izvedli v
dveh paralelkah, modri stolpec pri meritvi Il pa predstavlja rezultat, kjer smo raztopino
pankreatina centrifugirali pri vi§jih obratih. Pri vzorcu IV se je, zaradi majhne koli¢ine

dodanega encima, v drugi paralelki metoda samodejno ustavila.
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V zadnjem delu vrednotenja aktivnosti pankreatina smo na vzorcu Il (Preglednica
VII) proucevali vpliv koncentracije NaOH na izraCunano aktivnost encima. V ta namen
smo izbrali koncentracije NaOH (0,5 mol/l, 0,2 mol/l ter 0,1 mol/l), ki se po literaturnih
podatkih najpogosteje uporabljajo za doloCanje aktivnosti lipaz ter obsega lipolize
(16,18,20). Aktivnosti so bile nekoliko niZje, kot pri meritvi z 1M NaOH, med seboj pa so
se le malo razlikovale (Slika 12). Sprememba koncentracije titranta tudi ni vplivala na
zacetno linearnost krivulje porabe NaOH v odvisnosti od Casa, ki je pomembna za

dolocitev povprecne porabe titranta in izracun aktivnosti encima.

18000

16000

14000

12000

mliMm

10000 mO5M

8000 m0,2M

aktivnost [TBU/g]

4000

2000

0

Slika 12: Aktivnost pankreatina dolo¢ena na vzorcu Il z uporabo NaOH razli¢nih

koncentracij.

4.2. DOLOCANJE OBSEGA LIPOLIZE

Pri izvedbi metode za dolocanje in vitro lipolize smo Zeleli ¢im bolj posnemati
metode, ki so opisane v strokovni literaturi (uporaba enakih oz. podobnih reagentov in
postopkov izvedbe poskusa). V prebavni medij smo tako dodali zol¢ne soli (4 mM) in
fosfatidilholin (1 mM) v razmerju 4:1, kar posnema pogoje v prebavnem traktu na tesce. V
tako pripravljenem mediju smo nato dispergirali priblizno 200 mg vzorca posameznega
lipida ali SMES ter reakcijo lipolize sprozili z dodatkom to¢no dolocene koli€ine raztopine
pankreatina (slednjo smo izracunali na podlagi rezultatov dolocanja aktivnosti encima).
Kon¢ni volumen reakcijske zmesi je znaSal 40 ml. Za predpripravo raztopine pankreatina,
ki smo jo nato centrifugirali po ustaljenem postopku, smo uporabili maleatni pufer pH 7,5

za dolocanje aktivnosti encima. Za posamezne pogoje metode smo izvedli tudi slepi
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poskus (brez dodatka lipidov v reakcijsko posodo). Pri izracunu koli¢ine dodanega
pankreatina smo upostevali aktivnost le-tega, ki smo jo izmerili pri enakih pogojih, kot
smo jih uporabili za test in vitro lipolize.
Primer izracuna volumna pankreatina:
v’ aktivnost = 27600 TBU/g pankreatina (dolo¢ena pri: 0,5 M NaOH, 0,01 interval
odstopanja za vzorec 11)
v' potrebna aktivnost v reakcijski zmesi = 1000 1U/ml reakcijske zmesi = 40000 1U/ 40
ml
v’ IzraCun zatehte encima:
lg........ 27600 TBU
XZ.ooenn 40000 TBU

X = 1,45 g suhega pankreatina

v" IzraGun potrebnega volumna raztopine pankreatina:

pripravljena raztopina encima: 1 g suhega pankreatina ....... 5 ml pufra

y = 7,25 ml pufra
v’ za eno meritev smo torej potrebovali 1,45 g pankreatina, ki smo ga raztopili v 7,25

ml maleatnega pufra pH 7,5 (brez dodatka Na-deoksiholata).

Na zacetku ter ob vsaki spremembi pogojev smo naredili tudi slepo meritev. Pri
slepi meritvi smo v reakcijski posodi zmesali prebavni medij in raztopino pankreatina (brez
dodatka lipidov) ter izvedli test in vitro lipolize. Porabo NaOH pri slepi meritvi smo nato
odsteli od porabe NaOH pri meritvah vzorcev. S tem smo se izognili napaki, do katere
pride zaradi morebitnega padca vrednosti pH v reakcijski zmesi, ki je lahko posledica

adsorpcije ogljikovega dioksida iz atmosfere in lipolize lecitina iz pufra. (35)

4.2.1.Lipoliza posameznih komponent

Reakcijo lipolize za vsako posamezno komponento smo pustili potekati 60 minut,
za vzdrZzevanje nastavljene vrednosti pH 7,5 pa smo uporabili 0,5 M NaOH (nastavitve
metode so opisane v Preglednici 1V). Obseg lipolize za posamezno komponento smo nato
izraCunali iz mnoZine porabljene NaOH, ki je enaka mnozini spro§cenih maS¢obnih kislin
med lipolizo. Na Sliki 13 so prikazane krivulje porabe titranta za vse §tiri komponente. V

skladu s pricakovanji, smo najve¢jo porabo NaOH izmerili pri Capmul-u MCM, ki spada

40



Anja Zmavc | Diplomska naloga

med srednje-dolgoverizne trigliceride in je zelo hitro prebavljiv. Pri lipolizi Capmul-a
MCM krivulja porabe NaOH najprej hitro naras¢a in hitro doseze plato. Slednje je
posledica velike pretitracije v zacetnem delu poskusa, v katerem se je vecina mas¢obnih
kislin hitro sprostila, kar je povzro¢ilo (pre)hitro dodajanje NaOH in dvig pH vrednosti
precej nad nastavitveno vrednost. V nadaljevanju reakcije je pH pocasi padal, vendar je
nastavljeno vrednost dosegel Sele v zadnjih 10 minutah reakcije, ko se masc¢obne kisline
skoraj niso ve¢ sproscale, zato je bil dodatek baze v tem delu poskusa le minimalen (Slika
13). Spreminjanje pH vrednosti reakcijske zmesi s Capmul-om MCM je prikazano na Sliki
14. Tudi ricinusovo olje spada med trigliceride, ki se hitro prebavljajo, je pa za razliko od
Campul-a MCM sestavljeni iz dolgoveriznih mas¢obnih kislin. Na krivulji porabe NaOH
lahko v tem primeru vidimo zacetni strmi del, kjer se je sprostila ve¢ina mascobnih kislin,
nato je poraba le Se rahlo narascala. Tudi pri ricinusovem olju je v zacetku prislo do rahle
pretitracije, ki pa ni bila tako visoka kot pri Capmul-u MCM. Polioksietilirana derivata
ricinovega olja Cremophor EL in Cremophor RH 40 sta slabse prebavljiva, kar je potrdila
tudi nizka poraba NaOH med reakcijo. Vendar pa je nizja poraba lahko tudi posledica
manjSega Stevila, v vzorcu prisotnih, mascobnih kislin, kot pri enaki masi cistega

ricinusovega olja.
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Slika 13: Krivulja porabe 0,5M NaOH v odvisnosti od ¢asa za vsako posamezno

komponento lipidnega sistema.
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Slika 14: Spreminjanje vrednosti pH med celotno reakcijo lipolize za Capmul MCM.

Za oba triglicerida, pri lipolizi katerih se ve¢ina mascobnih kislin sprosti v zelo
kratkem ¢asu, smo analizo izvedli Se z 0,2 M NaOH (Slika 15). S tem smo se poskusali
1zogniti zacetni pretitraciji medija, ki smo jo opazili pri uporabi vi§je koncentracije titranta.
Poraba NaOH pri lipolizi Capmul-a MCM je v zafetku ponovno mocno narasla, v
nadaljevanju (med 40s in 360s poskusa) je bila konstanta, nato pa je poraba pocasi narasca
do priblizno 45. minute poskusa. Iz opisanega sklepamo, da je pri Capmul-u MCM tudi
tokrat prislo do manjSe pretitracije v zacetni fazi poskusa, ki pa je bila bistveno manj
izrazena kot pri titraciji z 0,5M NaOH. Pri ricinusovem olju pretitracije skorajda nismo

opazili, saj krivulja v za¢etnem delu ne narasca linearno.
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Slika 15: Krivulja porabe 0,2m NaOH v odvisnosti od ¢asa lipolize ricinusovega olja in
Capmul-a MCM.
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4.2.2. Lipoliza SMES

Test in vitro lipolize smo izvedli tudi za na lipidih osnovan sistem iz razreda Illb

(SMES), ki smo ga pripravili iz vseh $tirih predhodno testiranih komponent. Za prvo
analizo smo kot titrant uporabili bolj koncentrirano 0,5 M NaOH (Slika 16). Krivulja
porabe NaOH je bila zelo podobna krivulji porabe za Capmul MCM, saj je po zaCetnem
hitrem dvigu volumen porabe NaOH ostal konstanten do konca reakcije. Tudi tu je v
zacetni fazi reakcije prislo do pretitracije, kjer se je vrednost pH moc¢no dvignila, koli¢ina
nadalje sprosc¢enih maScobnih kislin pa do konca analize ni zadostovala za znizanje pH na
nastavljeno pH vrednost 7,5. Tudi v primeru titracije reakcijske zmesi z 0,2 M NaOH je
poraba slednjega v zacetni fazi poskusa zelo visoka in pride do pretitracije, vendar za¢ne
poraba NaOH po 17. minuti poskusa ponovno pocasi narasc¢ati (Slika 16). Uporaba baze z
niZjo koncentracijo je torej primernejSa za analizo izdelanega SMES, saj je titrator v tem
primeru lazje vzdrzeval nastavljeno pH vrednost. Zavedati pa se moramo, da rezultati $e
vedno niso idealni.
1z porabe NaOH smo izracunali tudi koli¢ino spros¢enih mascobnih kislin.
v" n(NaOH) = n (MK)
v" n (MK) =C (NaOH) * (V (NaOH)-Vsl.) = 0,5 mol/l * (1,233 ml-0,206 ml)
n (MK) = 5,13 * 10" mol = 513 pumol

V preglednici VIII je prikazana povpreéna koli¢ina spro$¢enih mascobnih kislin za obe
koncentraciji NaOH. Glede na to, da naj bi se iz SMES v obeh primerih sprostila enaka
koli¢ina prostih maScobnih kislin, smo pri¢akovali podobne rezultate porabe NaOH. V
naSem primeru je razlika med rezultatoma velika, kar je verjetno posledica napake zaradi
pretitracije. Dodatek titranta je bil pri vi$ji koncentraciji prevelik, zato smo pri izraCunu

spros¢enih mas¢obnih kislin dobili previsoko vrednost.
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Slika 16: Krivulja porabe 0,2M in 0,5M NaOH v odvisnosti od ¢asa za SMES brez RSV.

Preglednica VI11: Tabela prikazuje izratunane koli¢ine spro§¢enih mas¢obnih kislin
(umol) iz SMES pri titraciji reakcijske zmesi z 0,2M oziroma 0,5M NaOH po 60 minutah
lipolize. Prikazani so izracuni za dve meritvi ter povpre¢na vrednost za posamezno

koncentracijo titranta.

0,5 M NaOH 0,2 M NaOH
1. meritev [pumol] 463 338
2. meritev [pumol] 563 109
povprecje sprosc¢enih 513 224
MK [umol]

4.2.3.0dvisnost lipolize od nastavljene najveéje hitrosti dodajanija titranta

Med parametri v programu za pH-stat metodo, ki jih lahko spreminjamo, najdemo
tudi minimalni ter maksimalni pretok za dodajanje titranta v reakcijsko posodo. Ker se tudi
z uporabo nizZje koncentracije titranta nismo mogli popolnoma izogniti prevelikemu dvigu
pH vrednosti reakcijske zmesi, smo v nadaljevanju postopoma zmanjSevali najvecjo hitrost
dodajanja NaOH med titracijo. V vseh predhodnih meritvah je bila najve¢ja hitrost
dopusca. S ciljem ¢im nizje pretitracije smo poskus izvajali z 0,2 M NaOH, kot lipidni
vzorec pa smo uporabili SMES brez vgrajene ZU. Ostale nastavitve so ostale enake kot pri
prejsnjih testiranjih lipolize (60 min, odstopanje od nastavitvene pH vrednosti za 0,01

enote). Iz krivulj porabe NaOH v odvisnosti od ¢asa (slika 17) je razvidno, da je nizanje

44



Anja Zmavc | Diplomska naloga

pretoka titranta od 60 ml/min do 5 ml/min vplivalo na naras¢anje celokupne porabe le-tega,
medtem ko je bila zacetna pretitracija (zaCetni dvig pH vrednosti nad 7,5) pri nizjih
hitrostih dovajanja titranta manj izrazit. Podobni rezultati so razvidni tudi iz slike 18, na
kateri je prikazana poraba NaOH v odvisnosti od ¢asa lipolize, pri titraciji z najveéjo
hitrostjo dovajanja NaOH od 5 ml/min do 0,1 ml/min. Odstopajo rezultati, ki smo jih
pridobili s titracijo zmesi z najnizjo hitrostjo dovajanja NaOH (0,1 ml/min). V tem
primerju je poraba NaOH v zacetku strmo linearno narascala, kar pomeni, da so proste
mascobne kisline nastajale hitreje od dodajanja NaOH. Ustrezen pH (tj. nastavitveno pH
vrednost — 7,5) smo dosegli Sele po 17 minutah; v tej ¢asovni tocki se je hitrost dodajanja
baze nato postopoma zmanjsala. Celokupni volumen dodane NaOH je v tem primeru sicer
primerljiv s titracijo zmesi z najvecjo hitrostjo dodajanja titranta 3 ml/min ter 5 ml/min,
vendar tako nizka hitrost dovajanja NaOH ocitno ni primerna, saj v zaCetnem delu lipolize
ne uspe vzdrzevati ustrezne vrednosti pH. V prvih minutah reakcije je namre¢ potreba po
NaOH najvisja, saj se takrat sprosti najve¢ prostih mascobnih kislin. Najbolj natan¢no
vzdrzevanje nastavljene pH vrednosti v reakcijski zmesi smo dosegli s titracijo z
maksimalno hitrostjo dovajanja NaOH 1 ml/min; v tem primeru je bil dodatek NaOH v
zacetku dovolj hiter, vendar pa klub temu ni pri§lo do pretitracije (Slika 18) in dviga pH
vrednosti nad 7,5. V vseh nadaljnjih meritvah smo zato nastavili maksimalni pretok NaOH
na 1 ml/min. Na Sliki 19 je prikazano spreminjanje pH vrednosti reakcijske zmesi med
reakcijo, pri kateri je priSlo do pretitracije (max. pretok 60 ml/min), in reakcijo, pri kateri

se je pH vzdrzeval na nastavitveni vrednosti 7,5 (max. pretok 1 ml/min).
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Slika 17: Krivulje porabe 0,2M NaOH v odvisnosti od Casa titracije reakcijske zmesi z

najvecjo hitrostjo dovajanja titranta 60, 30, 10 oz. 5 ml/min za vzorec SMES.
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Slika 18: Krivulje porabe 0,2M NaOH v odvisnosti od Casa titracije reakcijske zmesi z

najvecjo hitrostjo dodajanja titranta 5, 3, 1 oz. 0,1 ml/min za vzorec SMES.
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Slika 19: Spreminjanje pH vrednosti reakcijske zmesi med procesom lipolize. Prikazana je
razlika med pretitracijo, ki je potekla pri nevtraliziranju prostih masc¢obnih kislin z NaOH
pri dovajanju slednjega z najve¢jo hitrostjo 60 ml/min, ter optimalno titracijo zmesi z
najvecjo hitrostjo dovajanja NaOH 1 ml/min, kjer se pH ni dvignil nad 7,5. Kot vzorec smo

uporabili samo-mikroemulgirajoci sistem.

4.2.4.Obseq lipolize posameznih komponent in SMES

V nadaljevanju smo z nastavitvijo optimalnih parametrov metode izvedli test in
vitro lipolize za §tiri komponente in iz njih pripravljen SMES. Reakcijo smo tako izvajali
60 minut, kot titrant smo uporabili 0,2 M NaOH, dovoljeno odstopanje od pH je bilo 0,01
pH enote, najvecja hitrost dovajanja titranta pa 1 ml/min. Pod istimi pogoji smo dolocili
tudi porabo baze za slepi vzorec, ki smo jo nato odsteli od porabe za posamezne
komponente. Na Sliki 20, ki prikazuje koli¢ino spro§¢enih mascobnih kislin med reakcijo
lipolize, lahko vidimo, da je lipoliza najhitreje potekala pri meSanem srednje-
dolgoveriznem gliceridu Capmul-u MCM, saj ima krivulja na zacetku najbolj strm naklon.
Najmanj mascobnih Kislin se je sprostilo iz obeh amfifilnih derivatov ricinusovega olja
(Cremophor EL ter RH 40), kar je tudi v skladu z literaturnimi podatki (34). Krivulji
porabe NaOH sta sprva rahlo narasc¢ali, nato pa ze v kratkem ¢asu dosegli plato. Koli¢ina
spros¢enih mascobnih kislin je na Sliki 20 prikazana tudi za lipidni sistem, ki je zmes
navedenih S$tirth komponent. Lipoliza slednjega v primerjavi s posameznimi

komponentami poteka nekoliko pocasneje; krivulja sproS¢anja prostih mascobnih kislin v
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odvisnosti od Casa se postopoma izravna Sele proti koncu analize, vendar v 60 minutah ne

doseze platoja.

1200

5
=
4
s 800 - .
< = Ricin. olje
3 600 Capm. MCM
n
g  — Crem. EL
v 400 —
o === Crem. RH40
3G
§ 200 == SMES brez ZU

O T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
t [s]

Slika 20: Koli¢ina spros¢enih mascobnih kislin (umol) v odvisnosti od ¢asa lipolize
vzorcev posameznih komponent in iz njih pripravljenega na lipidih osnovanega sistema -
SMES.

Teoreti¢no koli¢ino prostih mascobnih kislin, ki bi se lahko sprostile iz lipidnih
vzorcev, smo izracunali s pomo¢jo molske mase komponent in mase natehtanega vzorca.
Pri izra¢unu smo se zgledovali po podatkih iz doktorske disertacije (Song L., 2011), kjer so
upostevali, da se iz 1 mola vzorca povprecno sprostita 2 mola mas¢obnih kislin (17).

Primer izracuna teoreti¢nih spros¢enih MK: (17)

m (vzorca 0,205
v nMK = Q x 2 = gg *
M (vzorca) 932~

n MK = 0,00044 mol = 440 umol
Kot je razvidno iz Preglednice VIII, smo najvi§jo stopnjo hidrolize dosegli pri dolgo-
veriznih trigliceridih v ricinusovem olju, kjer je izra¢unani obseg lipolize dosegel skoraj
100 %. Ricinusovo olje torej skupaj s Capmul-om MCM, pri katerem se je sprostilo
priblizno 70 % mascobnih kislin, predstavlja hitro prebavljiv del lipidnega sistema. Pri
obeh polioksietilenskih derivatih ricinovega olja je bil obseg hidrolize precej man;jsi in se
je posledi¢no sprostilo manj prostih mascobnih kislin, kar smo lahko razbrali Ze iz nizke
porabe NaOH. 1z Cremophor-a EL se je v 60 minutah reakcije tako sprostil nekaj manj kot
polovica teoreti¢no izratunanih mascobnih kislin, medtem ko je pri Cremophor-u RH40

hidroliza dosegla le dobrih 17 %. Podobne rezultate lahko zasledimo tudi literaturi (Arnold
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et al.), kjer so med drugimi testirali tudi nekatere od nasih lipidnih komponent (36). Do
razlik v obsegu lipolize med preuc¢evanimi lipidnimi komponentami lahko pride zaradi
razlicno dostopnih estrski vezi ter rahle inhibicije encima pod vplivom nekaterih
komponent ali produktov lipolize (17). Pri analizi lipidnega sistema (SMES), izdelanega iz
omenjenih komponent, smo dobili dokaj visok odstotek obsega lipolize, iz Cesar lahko
sklepamo, da se nas$ sistem pod vplivom prebavnih encimov dobro prebavlja. Pridobljeni
rezultat potrjujejo naSa pricakovanja, saj SMES vsebuje velik delez trigliceridnih

komponent.

Preglednica IX: Primerjava izraCunanih (teoreti¢nih) koli¢in spro$¢enih mascobnih kislin
iz izbranih vzorcev (posamezne komponente in iz njih pripravljen SMES) in izmerjenih
rezultatov, pridobljenih s testom in vitro lipolize. Teoreticne vrednosti smo izracunali s

pomocjo znane mase vzorca in povprecne molske mase komponent.

Ricinusovo | Capmul Cremophor | Cremophor | SMES
olje MCM EL RH 40
m vzorca [g] 0,210 0,214 0,205 0,201 0,206
M [g/mol] 932 302 2473 2699
teoretine sproscene | 451 1417 166 149 457
MK [umol]
dejanske sproscene | 449 986 76 26 360
MK (60 min)[pmol]
obseg lipolize [%] 99,6 69,6 45,8 17,4 78,8

4.2.5.Lipoliza SMES z vgrajenim resveratrolom

V zadnji stopnji smo z razvito metodo in vitro lipolize ovrednotili §¢ SMES, v
katerega smo kot modelno zdravilno u¢inkovino dodali na svetlobo obcutljiv stilbenoid
resveratrol. Tudi v tem primeru smo analizo izvajali 60 minut in uporabili vse reagente ter
parametre, ki so med predhodnim eksperimentalnim delom dajali najboljse rezultate. 1z
slike 21 je razvidno, da je potek krivulj, tako za porabljeni volumen NaOH, kot tudi za
koli¢ino spros€enih prostih mas€obnih kislin, primerljiv z analizo SMES brez resveratrola.
Obe krivulji namre€¢ po zacCetnem hitrem dvigu postopoma naraScata, vendar v casu
spremljanja reakcije ne doseZeta platoja. IzraCunali smo tudi obseg lipolize, ki je znasal 79

%, kar se zelo dobro ujema z lipolizo SMES brez uc¢inkovine (78,8 %).
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Slika 21: Modra krivulja prikazuje porabo 0,2M NaOH v odvisnosti od ¢asa lipolize, rdeca

pa koli¢ino spro$¢enih mascobnih kislin med reakcijo lipolize SMES z RSV.

4.3.VELIKOST DELCEV

Po literaturnih podatkih lahko reakcijska zmes po konc¢ani reakciji lipolize vsebuje
razliéne strukture (oborjene trdne delce ucinkovine in drugih komponent, nezreagirane
oljne kapljice, razli¢ne koloidne strukture) (11). Vzorce SMES z dodanim resveratrolom
smo zato ultracentrifugirali 45 minut pri 30.000 rpm ter 20°C. Pri tem so se v centrifugirki
loc¢ile tri faze (Slika 22). V volumsko najobseznej$i vodni fazi so prisotne koloidne
strukture, kot so miceli, meSani miceli in vezikli, ki vsebujejo zol¢ne soli, fosfatidilholin in
v lipidih raztopljeno uc¢inkovino, ki je v takSni obliki na voljo za absorpcijo skozi ¢revesno
steno. Sestava vodne faze reakcijske zmesi je zato klju¢nega pomena za vrednotenje
lipolize samo-mikroemulgirajocih sistemov ter za dolocanje bioloske uporabnosti zdravilne
u¢inkovine. Oljna faza, v kateri so prisotni nezreagirani di- in trigliceridi, je zaradi majhne
koli¢ine dodanih lipidov prisotna le v obliki nekaj mascobnih kapljic, na dnu centrifugirke
pa se v obliki sedimenta naberejo kalcijeve soli mascobnih kislin ter oborjena zdravilna
ucéinkovina (11).

Vzorcu SMES z resveratrolom smo po koncani reakciji lipolize na aparaturi
Zetasizer izmerili velikost delcev pred in po centrifugiranju. Pri motnem vzorcu reakcijske
zmesi pred ultracentrifugiranjem so bili delci porazdeljeni okoli treh vrhov pri 5387 nm,
725 nm in 100 nm, povprecna velikost delcev pa je bila precej visoka, in sicer 552 nm

(Slika 23). Po ultracentrifugiranju smo velikost delcev dolocili v vodni fazi in tokrat dobili
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tri vrhove pri precej nizjih vrednostih: 1926 nm, 339 nm ter 51 nm (Slika 24). Povprecna
velikost delcev je padla na 135 nm, kar smo tudi pricakovali, saj smo z
ultracentrifugiranjem iz vzorca odstranili ve¢je mascobne kapljice in neraztopljene trdne
delce. Polidisperzni indeks je bil v obeh primerih nad 0,9, kar pomeni, da imamo zelo

heterogen sistem in so v vzorcu prisotni delci zelo razli¢nih velikosti.

= ———— OLJNA FAZA

-=———— VODNA FAZA

\\_/ca SEDIMENT

Slika 22: Na levi sliki je prikazan moten vzorec v centrifugirki takoj po lipolizi, na desni
pa vzorec po ultracentrifugiranju ter shematski prikaz treh faz, na katere se vzorec lo¢i med

le-tem.
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Slika 23: Porazdelitev in velikost delcev v vzorcu SMES z RSV po procesu lipolize (pred
ultracentrifugiranjem vzorca).
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Slika 24: Porazdelitev in velikost delcev v vodni fazi vzorca SMES z RSV po procesu

lipolize (po ultracentrifugiranju vzorca).

4.4. VPLIV DISPERGIRANJA TER IN VITRO LIPOLIZE FORMULACIJE
NA OBARJANJE VGRAJENE UCINKOVINE

Za absorpcijo preko stene v prebavnem traktu je najpomembnej$a vodna faza, saj
vsebuje solubilizirano u¢inkovino. Po koncani lipolizi in ultracentrifugiranju vzorcev smo
zato s HPLC analizo dolo¢ili koncentracijo resveratrola v vodni fazi. V preglednici X je
prikazan vpliv procesa dispergiranja in prebave formulacije na obseg obarjanja u¢inkovine
1z SMES. Med procesom dispergiranja formulacije v vodnem mediju potece red¢enje
sistema, kar ima za posledico zmanjsanje solubilizacijske kapacitete za vgrajeno
ucinkovino. Slednja se lahko spremeni (zniZa ali poveca) tudi med procesom prebave, saj
lahko hidroliza lipidov in povrsinsko aktivnih snovi iz formulacije vpliva na lastnosti le-teh
in posledi¢no na sposobnost iz njih nastalih struktur za solubilizacijo uc¢inkovine. 1z
preglednice X je razvidno, da je teoreti¢na vsebnost solubiliziranega RSV vi§ja od
izmerjenih vrednosti, kar je posledica obarjanja u€¢inkovine med dispergiranjem lipidne
formulacije v vodnem mediju ter lipolize komponent sistema. Obarjanje u¢inkovine je
pogosto prisotno pri lipidnih sistemih razreda IIIb in IV, ki vsebujejo velik delez v vodi
topnih povrSinsko aktivnih snovi in hidrofilnih sotopil, zato se pri red¢enju z vodno fazo

zmanjsuje njihova solubilizacijska kapaciteta za vgrajeno zdravilno u¢inkovino (37).
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Preglednica X: Vpliv procesov dispergiranja in prebave SMES z vgrajenim RSV na obseg
solubilizacije slednjega v vodni fazi disperzije. V prvi vrstici preglednice je predstavljena
teoreti¢na koncentracija resveratrola (RSV) v reakcijski zmesi, izra¢unana iz mase SMES z
vgrajeno u¢inkovino, ki smo jo dodali v reakcijsko zmes; teoreticno koncentracijo RSV v
mediju bi dosegli, ¢e se med dispergiranjem formulacije ne bi oborilo ni¢ u¢inkovine. V
drugi vrstici je prikazana s HPLC analizo izmerjena koncentracija RSV v vodni fazi
disperzije po ultracentrifugiranju le-te. V tretji vrstici je prikazan odstotek RSV, ki je ostal

solubiliziran v vodni fazi disperzije po redéenju in prebavi testiranega SMES.

dispergiran vzorec dipergiran in prebavljen
vzorec
Teoreti¢na vsebnost RSV v 0,5735 0,5078 - 0,5185
reakcijski zmesi [mg/ml]
Izmerjena koncentracija RSV | 0,3153 0,1909 - 0,3537
v vodni fazi zmesi [mg/ml]
% solubiliziranega RSV v 55,0 37,6 - 68,2
vodni fazi zmesi
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5. SKLEPI

V diplomski nalogi smo s pH-stat metodo dolocali aktivnost pankreatina in obseg

lipolize izbranih lipidnih komponent ter na lipidih osnovanega sistema. Med razvojem

metode dolocanja aktivnosti encima ter metode in vitro lipolize smo spreminjali sestavo

disperznega medija, razmerje med encimom in substratom (vzorec lipida), koncentracijo

titranta (NaOH), s katerim nevtraliziramo med reakcijo lipolize sproS¢ene masSCobne

kisline, ter parametre metode, kot so dovoljeno odstopanje od nastavitvene pH vrednosti in

maksimalni pretok titranta. Pri tem smo prisli do naslednjih rezultatov:

Koli¢ino in koncentracijo reagentov je priporocljivo prirediti tako, da poraba NaOH
ne presega 10 ml (tj. maksimalen volumen polnilne birete). V kolikor je med samo
reakcijo potrebna ponovna polnitev birete to vpliva na rezultat, saj v ¢asu polnjenja
birete ne poteka titracija mascobnih kislin, ki se sproscajo med procesom lipolize
lipidov.

Pri izraCunu aktivnosti pankreatina je najbolj priporocljivo upoStevati povprecno
porabo NaOH, ki se v zacetnem delu reakcije porabi za nevtralizacijo iz substrata
spros¢enih mascobnih kislin. V tej fazi reakcije je krivulja porabe titranta najbolj
linearna, saj je v tem obmocju aktiven ves prisoten encim, na reakcijo pa Se ne
vplivajo produkti hidrolize.

Pri dolo¢anju aktivnosti pankreatina smo kot disperzni medij uporabili maleatni
pufer (pH = 7,5) brez ali z dodatkom zol¢nih soli (Na-deoksiholat). V' prisotnosti
slednjih so bile izracunane aktivnosti pankreatina nekoliko niZje, saj Zol¢ne soli
inhibirajo delovanje encimov v pankreatinu.

Pri dolo¢anju aktivnosti pankreatina smo v reakcijsko posodo najprej odmerili 20 ml
maleatnega pufra (pH = 7,5), v katerem smo nato dispergirali razli¢ne koli¢ine
encima in substrata. Pri reakciji spros¢ene proste mascobne kisline smo titrirali z
NaOH. NajboljSe rezultate smo dobili pri dodatku 3,0 ml substrata (tributirin) ter
raztopine encima z vsebnostjo 5 mg pankreatina/1 ml pufra. TakSno razmerje
omenjenih reagentov smo zato uporabili za vse nadaljnje poskuse, v katerih smo
proucevali vpliv najvecjega dovoljenega odstopanja pH vrednosti reakcijske zmesi
od nastavitvene pH vrednosti na titratorju. ToCke zacetnega dela krivulje porabe
NaOH v odvisnosti od ¢asa titracije so Se najbolje ujemale z linearno premico pri

nastavljenem odstopanju pH od nastavitvene vrednosti za najve¢ 0,01 enote. Uporaba
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razli¢nih koncentracij titranta (0,1 — 1 M NaOH) je le rahlo vplivala na dolo¢eno
aktivnost encima.

Pri dolo¢anju aktivnosti encima smo analizo izvajali 30 minut, saj reakcija s
tributirinom kot substratom potece hitro in v tem ¢asu ze doseze plato. Pri lipolizi
komponent in SMES hidroliza poteka pocasneje, zato smo v tem primeru cas
spremljanja porabe NaOH podaljsali na 60 minut.

Obseg lipolize izbranih vzorcev smo dolocali tako, da smo v reakcijski posodi
priblizno 200 mg lipidnega vzorca dispergirali v prebavnem pufru ter reakcijo
sprozili z dodatkom raztopine pankreatina. S podatki o porabi NaOH med reakcijo
lipolize smo potrdili, da sta glicerida ricinusovo olje in Capmul MCM hitro
prebavljivi komponenti, medtem ko se povrsinsko aktivni snovi Crempohor RH 40
ter Crempohor EL prebavljata pocasneje ter v manjSem obsegu, kar se odraza v nizji
porabi titranta.

Za doloc¢anje obsega lipolize SMES brez ter z zdravilno u¢inkovino smo za titracijo
spros¢enih mascobnih kislin uporabili 0,5 M 0z. 0,2 M bazo. V prvih meritvah je
prislo do velike pretitracije reakcijske zmesi tako pri 0,5 M, kot tudi pri uporabi 0,2
M NaOH. BoljSe ujemanje pH z nastavljeno vrednostjo smo nato poskusali doseci z
zmanjSevanjem najvecje hitrosti dodajanja titranta. Najbolj natan¢no vzdrzevanje pH
smo dosegli pri maksimalnem pretoku NaOH 1ml/min.

IzraCunani obsegi lipolize za posamezne komponente se skladajo s podatki, ki jih
lahko zasledimo v literaturi. Na osnovi tega sklepamo, da parametri metode
dolocanja aktivnosti pankreatina in metode vrednotenja in vitro lipolize, ki smo jih

dolo¢ili v diplomskem delu, dajejo pravilne rezultate.
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