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POVZETEK

V diplomski nalogi smo optimizirali pogoje in izvedbo poskusov na preto¢nem sistemu za
testiranje spros¢anja. Proucevali smo vplive pH medijev za spro$c¢anje, hitrosti pretoka in
Casa izpostavljenosti kislemu mediju na sproScanje iz gastrorezistentnih pelet.

Na preto¢nem sistemu smo z menjavo medijev simulirali pH spremembe v prebavnem
traktu od zelodca do tankega Crevesa. pH profil smo posnemali pri pretoku 2 ml/min na
optimiziranem pretocnem sistemu za dolocevanje pH profilov. Z izhodnimi kislimi mediji
spH=11, 16, 2,1, 2,4, 2,8 in 3,2 smo ponazarjali variabilen pH v Zelodcu v stanju na
te¢e in jih uporabili kot izhodi$¢e za simulacijo $estih razliénih pH profilov. Zelodéni
medij smo simulirali z raztopino HCI. Hiter pH preskok po prehodu oblike preko pilorusa
smo dosegli z dodajanjem raztopine NazPO,. Za posnemanje Crevesnega medija smo
uporabili fosfatni pufer s pH = 6,8.

Medije, s katerimi smo simulirali pH profil, smo uporabili pri testiranju sproSc¢anja
zdravilne ucinkovine (ZU) iz gastrorezistentnih pelet. Pelete so bile vgrajene v
orodisperzibilne tablete, ki ob stiku z medijem hitro razpadejo. Sproscanje smo testirali s
tabletami, ki smo jih poimenovali Oblika A in Oblika B, poskuse smo izvajali pri razli¢nih
hitrostih pretoka in ¢asih zadrzevanja v kislem. Koncentracijo spros¢ene ZU smo dolocili z
analizno metodo HPLC.

S testi sproscanja, izvedenimi pri hitrostih pretoka 2, 3, 4 in 6 ml/min, ter Casih
izpostavljenosti kislemu mediju 10, 30, 60 in 120 min smo ugotovili, da je pri povecanem
pretoku sproscanje pospeseno in sprosti se ve¢ ZU. Daljsi kot je ¢as zadrzevanja v kislem,
manjsi je delez sproscene ZU, ker je tedaj vec razpade. Primerjava sprosc¢anja iz Oblik A in
B pri razli¢nih pogojih je pokazala, da se je ZU hitreje in v ve¢ji meri sproscala iz Oblike
A. Z daljSo izpostavljenostjo kislemu okolju so se razlike v % spros¢ene ZU med oblikama
povecevale. Do razlik v sproscanju je najverjetneje prislo zaradi razlicne sestave Oblik A
in B.

Z otezenimi profili sproscanja, pri katerih v izra¢unih profilov sproS¢anja upostevamo tudi
kinetiko praznjenja iz Zelodca, smo poskuSali napovedati in vivo profile sproscanja.
Otezena profila Oblike A in B sta v zacetnem delu podobna, po 140 min pa se je
nakazovalo povecano sproscanje iz Oblike A. Za boljSo napoved in vivo profilov
spro$¢anja bi morali izvesti ve¢ poskusov z razli¢nimi ¢asi zadrZzevanja v kislem.

Kljucéne besede: in vitro testi sproscanja, optimizacija pretocnega sistema, pH profil v

gastrointestinalnem traktu, vplivi na sprosc¢anje ucinkovine



ABSTRACT

The aim of this thesis was to optimize the experimental conditions, used for dissolution
testing on a flow-through system. We studied the impact of pH of media, flow rates, and
residence time in acidic medium on drug release from enteric coated pellets.

By successively replacing the media on the flow-through system, we simulated pH changes
in the upper gastrointestinal tract, from the stomach to the small intestine. Tests were
performed at the flow rate 2 ml/min on an optimized flow-through system. Initial acidic
media with pH = 1.1, 1.6, 2.1, 2.4, 2.8, and 3.2 represented various pH values in the
stomach in fasting state and were used as a starting point to determine six pH profiles.
Gastric medium was simulated with HCI solution, fast pH increase was achieved with the
addition of NasPO, solution and phosphate buffer with pH = 6.8 was used to mimic the
intestinal medium.

Dissolution tests were performed with the media that were used to stimulate pH profiles.
Enteric coated pellets were incorporated into orodispersible tablets, which disintegrate
rapidly in contact with the medium. Drug release was tested for tablets named Formulation
A and B, experiments were carried out at different flow rates and different residence times
in acidic medium, the concentration of drug was detemined with HPLC.

Dissolution testing at flow rates 2, 3, 4, and 6 ml/min and at residence times in acidic
medium 10, 30, 60, and 120 min showed that drug release was more rapid and increased
when tested at higher flow rates. Longer exposure to acidic environment caused a decrease
in drug release due to drug degradation. Comparative tests between Formulation A and B
performed under different conditions showed that drug release was faster and more
extensive from Formulation A. The differences in the % of released drug increased with
longer residence time in acidic medium, probably as a consequence of different
composition of Formulation A and B.

With weighted release profiles of Formulation A and B, which included the multiplication
of drug release portions with the corresponding fractions of pellets emptied from the
stomach, we tried to predict in vivo release profiles. Predicted profiles of two Formulations
A and B were similar in the initial part, however after 140 minutes, drug release was higher
from Formulation A. For a better prediction of in vivo release profiles, we should have
carried out more experiments with different residence times in acidic medium.

Key words: in vitro dissolution test, flow-through system optimization, simulation of

gastrointestinal pH profile, impact on drug release



SEZNAM OKRAJSAV

ZU
FO
GIT
TC
MMC
MRI
SEM

HPLC

AUC
oS
STS
IVIVC
CKO

zdravilna u¢inkovina

farmacevtska oblika

gastrointestinalni trakt

tanko ¢revo

Migrating Motoric Compex (migracijski motori¢ni kompeks)
Magnetic Resonance Imaging (slikanje z magnetno resonanco)
Standard error of the mean (standardna napaka srednje vrednosti)
High Performance Liquid Chromatography (teko¢inska kromatografija z
visoko locljivostjo)

Area Under Curve — povrsina pod krivuljo

optimiziran sistem za dolo¢evanje pH profilov

sistem za testiranje spros¢anja

in vivo/in vitro korelacija

centralni krvni obtok



1 UuvoD

Prebavni trakt je namenjen presnovi v telo vnesenih snovi, kot so esencialna hranila,
minerali in voda. Zgrajen je tako, da razCleni in razgradi vecje dele hranil v preproste
molekule, ki se lahko absorbirajo v krvni obtok. Glavne funkcije prebavnega trakta so
zauzitje, prenos vnesene snovi preko prebavnega trakta, ki omogoca optimalno
presnavljanje in absorpcijo, sekrecija tekocine, soli in prebavnih encimov, presnavljanje,
absorpcija prebavljenih snovi ter izlocanje iz telesa.

Prebavna pot zajema ustno votlino, Zrelo, poziralnik, zelodec, dvanajstnik, tanko (teS¢e
¢revo - jejunum in vito ¢revo — ileum) in debelo ¢revo (ascendentno, transverzalno,
descendentno in sigmoidno ¢revo), rektum ter danko. Celotni trakt je priblizno 5,5 m dolga

cev (1, 2). Na Sliki 1 je prikazan osrednji del prebavne cevi (3).

TANKO CREVO FELODEC

f
DVANAISTNIK

Slika 1: Osrednji del prebavne cevi (3).
Peroralna aplikacija predstavlja najpomembnejSo in najpogostejSo pot vnosa farmacevtskih
oblik (FO). Ucinkovitost zdravila, ki ga apliciramo po tej poti, je odvisna od Stevilnih
dejavnikov. Po vnosu FO, ko potekajo razpad oblike ter raztapljanje in sproscanje
zdravilne uc¢inkovine (ZU), na dogajanje vecinoma vplivajo fizikalno-kemijske lastnosti
FO (4). Med razvojem FO s testi spros¢anja omenjeno dogajanje prenesemo na umetni in
vitro sistem in tako poskuSamo napovedati, kakSno bo obnaSanje FO v fizioloskih

razmerah (5).



1.1 Testi sproscanja

In vitro teste spros¢anja uporabljamo rutinsko za kontrolo kakovosti in ustreznosti izdelka
ter napoved in vivo profilov spros¢anja. Predstavljajo pomembno stopnjo v razvoju novih
FO, saj z njimi pridobimo Stevilne informacije o izbrani obliki.
Pri in vitro testih spros¢anja za napoved In vivo profilov spro$c¢anja poskusamo na
umetnem sistemu simulirati pogoje prebavnega trakta. Za pridobitev profilov spros¢anja, ki
dobro korelirajo z absorpcijskimi profili, je namre¢ potrebno na in vitro sistemu upostevati
¢im ve¢ faktorjev, ki v telesu vplivajo na FO. Pri nacrtovanju takih testov so pomembni
predvsem naslednji (5, 6):

¢+ Sestava in pH medijev za spros¢anje
Primeren pH raztopin za simulacijo kisle vsebine v Zelodcu na tesce je 1,5 ali 2, po
hranjenju 3 - 7. V dvanajstniku znasa pH v stanju na tes¢e povprecno 6,1, v stanju po hrani
pa 6,3. Za jejunum so znacilne vrednosti med 4,4 - 6,5 (brez hrane) in 5,2 - 6,0 (s hrano), v
ileumu pa med 6,8 - 8,0 za obe stanji. Osnovna sestavina za pripravo zelod¢nega medija je
HCl, za posnemanje crevesnega medija pa vecCinoma uporabljamo fosfatni pufer.
Priporocljivo je, da medijem dodamo povrsinsko aktivne snovi (npr. natrijev lavril-sulfat,
natrijev tavroholat, lecitin) in encime (pepsin, lipaze, amilaze, proteaze) (5, 7).

“* Volumen tekocine v gastrointestinalnem traktu (GIT)
Volumen teko¢ine v lumnu GIT je odvisen od volumna vnesenih tekocin, sekrecije
endogenih sokov in prehajanja vode skozi sluznico. Volumni v Zelodcu nihajo od 13 do 72
ml, s povpreéno vrednostjo 45 ml. V tankem &revesu (TC) zna$a volumen teko¢ine od 45
do 319 ml; ta se nahaja v vodnih Zepkih, ki so neenakomerno razporejeni po ¢revesu (8).

% Cas prehoda preko GIT
Na biolosko uporabnost peroralnih FO v veliki meri vpliva tudi ¢as prehoda skozi GIT,
zato moramo pri razvoju testov sproS€anja upoStevati ¢as zadrZevanja v posameznem
prostoru. Cas zadrzevanja v Zzelodcu je zelo variabilen in je odvisen od gibanja muskulature
in zauzitja hrane (FO se v Zelodcu lahko zadrZujejo od nekaj minut do 12 ur), medtem ko
je Cas prehoda skozi tanko ¢revo bolj konstanten (3 do 4 ure) (5, 9).

% Pretoki in gibanje v GIT
Fizioloski pretoki so spremenljivi. Takoj po vnosu 400 ml fizioloSke raztopine lahko med
praznjenjem iz Zelodca dosezejo velike vrednosti — 40 ml/min. Ce pa dlje ¢asa vnasamo
manjSe koli¢ine tekocCine, so pretoki med praznjenjem iz zelodca zanemarljivi. Hitrost

praznjenja hranljive tekocine iz Zelodca je odvisna od kaloricne vrednosti, vecja kot je



kalori¢na vrednost, poCasneje se vsebina prazni iz Zelodca (npr. pri kalori¢ni vrednosti 1
kcal/ml znaSa pretok med praznjenjem priblizno 2,5 ml/min, pri 0,2 kcal/ml pa 10 ml/min).
V TC so v stanju na te$ée zabeleZili vrednosti pretoka med 0 in 2 ml/min. Po hranjenju so
se pretoki povecali do povpreéno 3 ml/min v jejunumu in 2 ml/min v ileumu. Gibanje v
prebavnem traktu predstavljajo razlicne vrste kontrakcij, ki meSajo in prenaSajo vsebino
(5).

Modifikacije farmakopejskih naprav in ne-farmakopejske naprave za spro$¢anje nam
omogocajo, da z in vitro sistemi simuliramo Zelene biorelevantne pogoje. Pri razvoju novih
testov sproScanja oziroma modifikaciji obstojecih poskuSajo raziskovalci sestaviti ¢im
preprostejsi test, ki posnema ve¢ razlicnih fizioloskih pogojev, in s katerim bi dosegli

dobro korelacijo profilov spros¢anja z absorpcijskimi profili (5, 6).

1.2 Posnemanje pogojev v GIT pri izvedbi testov sproscanja

Za simulacijo fizioloSkega okolja na umetnem sistemu je potrebno dobro poznavanje GIT
ter dogajanja v njem. Kompleksni in vitro sistemi za testiranje spro§¢anja nam omogo¢ajo
posnemanje razli¢nih in vivo pogojev in vplivov na FO. Rezultati testov temeljijo na
realnih pogojih, zato jih lazje interpretiramo. Slabosti takih sistemov so predvsem
kompleksnost, variabilnost izvedbe in zahtevno rokovanje (10). V preglednici | so

predstavljeni trije kompleksni sistemi.

Preglednica I: Primerjava kompleksnih in vitro GIT sistemov (10).
Kompleksni sistemi

Fiziolodki parameter, ki ga simuliramo

Umetni Zelodéno-dudenalni model

Dinamicni zelod¢ni model

TIM1

Volumen teko¢ine v zelodcu

stanje na tes¢e: 50 ml zelodénega soka in
50 ml vode, stanje po jedi: 250 ml

20-800 ml

150-300 ml

Volumen teko¢ine v tankem Erevesu

dvanajstnik: 30 ml

300 ml (dvanajstnik: 50 ml, jejunum 125
ml, ileum 125 ml)

pH

Zelodec: 2-5 dvanajstnik: 6,5

pH odvisen od vnesenih snovi

Zelodec: odvisno od stanja, dvanajstnik:
5.9-6.4, jejunum: 6.4-6.6, ileum: 7.2-7.4

Puferni sistem

zelodéni pH dosezen s raztopino HCI,
dvanajstnik: fosfatni pufer

Zelodéni pH kontroliran z raztopino HCI

zelodéni pH kontroliran z raztopino HCI,
pH v TC: karbonatni pufer

Simuliranje stanja po jedi

pufri, zamenjava medija

celoten obrok, predhodno zmesan

teko¢i ali trdi obrok, umetno zmesan

Zolene soli, encimi

dodatek natrijevega tauroholata v
dvanajstniku

kontrolirana sekrecija Zelodénih encimov:

pepsin, lipaze

kontrolirana sekrecija Zelod¢nih encimov
(pepsin, lipaze, amilaze) in encimov v
dvanajstniku: panreatin + zol¢

Praznjenje Zelodca

programiran ¢as praznjenja, ki uposteva
tso%

programiran ¢as praznjenja (krivulja
praznjenja)

programiran &as praznjenja (krivulja
praznjenja), odvisno od vrste in koli¢ine
hrane

Gibanje FO

gibanje razpadlih delov FO

enoprostorni model

razpadla FO: praznjenje Zelodca, prehod
preko TC

Simulacija mehanske sile

!

simulacija gibanja Zelodca (fleksibilne
stene) in mesanja v antrumu

simulacija peristaltike (spremembe v
pritisku na fleksibilne stene),
hidrodinamika

Odstranjevanje spros¢ene ZU (sink
pogoji)

ohranjanje volumna v dvanajstniku:
odna3anje spros¢ene snovi, dotok svezega
medija

ne, enkratno praznjenje vsebine

prehajanje spro§¢ene snovi preko
membrane z dializo ali filtracijo



Umetni zelodéno-duodenalni model zajema dva povezana prostora, ki simulirata Zelodec in
dvanajstnik. Vsebina se iz prvega prostora kontinuirano ¢rpa v drugi prostor in stalen je
dotok svezega medija. Model uposteva fizioloSke volumne, pH in sestave medijev,
pomanjkljivost predstavlja predvsem odsotnost mehanskih sil in nepopolno posnemanje
hidrodinamike.

Dinamic¢ni Zelodéni model (DGM — Dynamic Gastric Model) je osnovan na Studijah o
dogajanju v Zelodcu, posnetih z MRI (slikanje z magnetno resonanco). Enoprostorni in
vitro sistem posname mesanje, strizne sile, peristaltiko in praznjenje Zelodca ter upoSteva
fizioloSke volumne, pH in sestavo medijev (10).

TIM1 je ve¢-prostorni, dinami¢ni, racunalniSko kontroliran sistem, ki simulira Zelodec ter
tanko ¢revo (TC). Spada med sisteme, ki najbolje posnamejo dogajanje v GIT. Sestavljen
je na podlagi parametrov in podatkov, ki so jih pridobili s Studijami na prostovoljcih in
posnema naslednje fizioloSke parametre: pH, temperaturo, peristaltiko (meSanje in
prenasanje), sekrecijo sline, zelod¢nih, Zol¢nih ter pankreati¢nih sokov, absorpcijo molekul

in vode (11).

1.2.1 Hidrodinamika v prebavnem traktu

V zgornjem prebavnem traktu zasledimo Stiri poglavitne vrste gibanja muskulature:
mirovanje ter segmentalne, propagativne in toni¢ne kontrakcije (5). Za stanje na tesée je
znaCilen poseben cikli¢en nacin gibanja muskulature — migracijski motori¢ni kompleks
(MMC), ki se obi¢ajno zacne v zelodcu in propagira v distalni smeri. MMC poteka v
ciklusih, od katerih vsak traja priblizno dve uri, in je razdeljen na ve¢ faz. Prva faza je faza
mirovanja, sledi druga faza z neenakomernimi kontrakcijami, katerih intenziteta naras¢a do
tretje faze. Gibanje muskulature je tedaj zelo intenzivno, moc¢ne kontrakcije povzrocijo
odprtje pilorusa in praznjenje zaostale Zelodéne vsebine (12, 13).

Pretok variira vzdolZ prebavne cevi in je odvisen od gibanja muskulature v traktu, sekrecije
endogenih tekocin, koli¢ine in vrste vnesene hrane ali tekoCine, razlike v pritisku med
prostori v traktu, v manjSi meri pa nanj vplivata tudi starost in poloZaj telesa (5, 13-17).

Na Sliki 2 je predstavljen dinamic¢ni stresni model s peristalti¢no Crpalko, ki posnema

hidrodinamiko v zelodcu.



PRAZNIENIE IN ]
REGULACILA TLAKA
VZOREENIE PERISTALTICNA
CRPALKA

COTOK MEDUA

DELOVNA POSODA
BALON

KaPsULA

Slika 2: Primer naprave za posnemanje hidrodinamike: dinamicni stresni model s pretocno ¢rpalko. Model uposteva
pretoke, temperaturo in mehanske vplive v Zelodcu. Model sestavlja kosarica, v katero je postavijena FO. V kosarici
je balon, ki se napihuje z dolo¢nim pritiskom in tako pritisne FO na Zicno mreZo. Kosarica se vrti okrog vrtljive osi,
FO je izpostavijena mediju in zraku, kar ponazarja nekontinuiran kontakt oblike s tekocino v GIT. Preko
peristalticne érpalke v delovno posodo doteka sveZ medij, istocasno poteka odvajanje medija (vzoréenje). Medij v
delovni posodi je temperiran na 3710,5°C (18).

1.3 Raziskave pretoka v prebavnem traktu

V strokovni in znanstveni literaturi smo iskali Studije o hidrodinamiki v prebavnem traktu.
Osredotocili smo se na preucevanje pretokov v GIT, metod, s katerimi jih dolocajo, kaj

nanje vpliva in kako so povezani z gibanjem muskulature.

1.3.1 Transpiloricni pretoki

Schindlbeck in sod. (14) so raziskovali odnos med pretokom tekocine preko pilorusa in
antroduodenalim gibanjem muskulature v stanju brez hrane.

Izvedli so raziskavo z dvanajstimi zdravimi prostovoljci v stanju na tesSCe. Pretok,
praznjenje iz Zelodca, sekrecijo ter refluks so dolocali z aspiracijo tekoCine v Zelodcu. Pred
zaCetkom testa so Zelodec izpraznili in nadomestili vsebino S testno raztopino 1%
polietilenglikola (PEG) v fiziolo3ki raztopini. Nato so iz Zelodca na 20 min odvzemali 5 ml
vzorce ter v njih dolocali koncentracijo kisline, razred¢enega PEG, fenolne raztopine in
zol¢nih soli. Gibanje v antrumu in dvanajstniku so merili z manometri¢no cevjo,
sestavljeno iz ve¢ katetrov in z ve¢ odprtinami vzdolZ preiskovanega segmenta. Iz odprtine
v sredini dvanajstnika so vbrizgali fenolno raztopino za vrednotenje refluksa iz
dvanajstnika, skozi ostale odprtine pa so infundirali destilirano vodo pri pretoku 0,1
ml/min za vrednotenje pritiska. V primeru kréenja prebavne cevi se je povecal pritisk na

cevko, posledi¢no je priSlo do zapore odprtin in povecanja pritiska v katetrih. Mirovanje



muskulature so smatrali kot fazo I, neenakomerne, naras¢ajoce krce kot fazo II in fazo 111
kot intenzivne kontrakcije.
Med praznjenjem iz zelodca so dolocili naslednje transpilori¢ne pretoke (v ml/min):

%+ v fazi I je povprecen pretok 0,9 (0,0 — 2,4),

s vfazill 1,74 (1,2 - 4,2),

s vfazilll 1,1 (0,64 -1,9).
Najvecji pretok pri praznjenju iz Zelodca so zabelezili v fazi II. Tedaj so izmerili tudi
najvecjo sekrecijo endogenih tekoCin in najve¢ povezanih kontrakcij med antrumom in
dvanajstnikom, ki bi lahko pospesili pretok, vendar vpliva niso potrdili.
Z raziskavo so pokazali, da gibanje muskulature v antrodudenalnem predelu prebavnega
trakta v doloceni meri lahko vpliva na pretok teko¢in preko pilorusa, na praznjenje iz

Zelodca ter sekrecijo, nima pa vpliva na refluks iz dvanajstnika v Zelodec (14).

Razvoj tehnologije je znatno prispeval k boljSemu poznavanju dogajanja v ¢loveSkem
telesu. Za preucevanje GIT se raziskovalci posluzujejo Stevilnih naprednih metod: slikanja
z ultrazvokom, scintigrafije, fluroskopskih metod in MRI. Eno novejSih tehnik za
preiskovanje trakta predstavlja metoda, s katero merimo intraluminalno impedanco
0ziroma upor.

Z navedeno metodo so transpiloricne pretoke in vplive na gibanje teko€in preucevali
Savoye in sod. (15) ter prisli do podobnih ugotovitev kot Schindlbeck in sod. (14).
Raziskovalci so izbrali dvajset zdravih posameznikov srednjih let. Teste so izvajali po
ve¢urnem noc¢nem postu. Kateter s Sestimi kanali za dolocitev motilitete (pritisk) in Sestimi
kroznimi elektrodami za meritve pretoka (upor) so prostovoljcem vstavili skozi nos.
Lokacija elektrod in kanalov je prikazana na Sliki 3. PoloZaj katetra so nadzirali z
merjenjem TMPD (transmucosal potential difference — razlika potencialov v sluznici). Za
validiranje metode so sedmim preiskovancem po zauzitju 300 ml vode pretok merili tudi z
pulznim Dopplerjevim ultrazvokom. Vsi dogodki zaznani z Dopplerjevim ultrazvokom
(daljsi od 4 s) so sovpadali s padci upora.

Po potrditvi pravilne lege katetra so spremljali manometri¢éne spremembe v prebavnem
traktu in dolocili faze MMC ciklusa. V fazi Il so zaznali neenakomerne krée in minimalno
2 kontrakeiji/10 min. Mocne kontrakcije, priblizno 3/minuto, in daljSe kot 1 min so
predstavljale antralno fazo Ill. Vsaj 5-minutno mirovanje muskulature je pomenilo nastop

faze I. Povprecno je faza I trajala 16 £ 13 min, faza Il 63 + 48 min in faza III 6,9 + 3,2 min.



V ¢asu mirovanja je upor variiral med 0,2 kQ in 0,8 kQ. Upad upora med antralnim in
duodenalnim kanalom za 40% glede na zacetno vrednost je pomenil pretok tekocine preko
pilorusa (tekoc¢ine so prevodne — upor pade). Pretok so opazili med vsemi MMC fazami,
Stevil¢no najve¢ padcev upora so zaznali v fazi II, glede na enoto Casa pa je bilo teh ve¢ v
fazi 11l. Retrogradni prehod tekoCin so opazili predvsem v I fazi. V fazi Il so zabelezili
najvecje Stevilo povezanih, socasnih transpilori¢nih pretokov in kontrakcij, kar prikazuje

graf na Sliki 3.
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Slika 3: Na levi je prikazana lokacija katetra v Zelodcu oziroma dvanajstniku s posameznimi kanali ter elektrodami.
Na desni sta predstavijena grafa upora in pritiska v odvisnosti od ¢asa, ki prikazujeta prehod tekocine preko pilorusa
v odsotnosti kontrakcij in ko so le- te prisotne (11).

Po aplikaciji 300 ml vode so se v prvih 5 min po vnosu nakazovali dobro definirani padci
upora. Sicer z merjenjem upora ni bilo mogocCe kvantitativno ovrednotiti pretoCenih
koli¢in, lahko pa so potrdili, da je enkraten vnos vode spodbudil pretok preko pilorusa.
Kljub temu, da se je Steviléno ve¢ transpilori¢nih prehodov tekoc¢ine zgodilo v fazi Il, so
sklepali, da se je v fazi III glede na intenziteto kréev in nacela "¢is¢enja” ("housekeeping™)
pretocilo koli¢insko najve¢ tekocine. Dvosmerne pretoke v fazi mirovanja so povezali z
razliko v pritisku med antrumom in dvanajstnikom.

Z merjenjem upora so potrdili, da gibanje muskulature vpliva na transpilori¢ne pretoke. V

stanju na teSCe nanje vplivata tudi vnesena tekocCina in intraluminalna razlika v pritisku

(15).

1.3.2 Vpliv starosti in polozaja telesa na transpilori¢ne pretoke

Studijo vpliva starosti na transpilori¢ne pretoke, praznjenje Zelodca in glikemijo je izvedel
O'Donovan s sod. (16). Z desetimi mladimi (povpre¢no 24 let) in osmimi starejSimi
(povprecno 74 let) zdravimi preiskovanci so izvedli naslednje testiranje: testiranci so spili

600 ml napitka s 75 g glukoze, oznacene s radioizotopom ¥mTe (tehnecij). Sledilo je



socasno merjenje pretoka preko pilorusa z ultrazvokom, praznjenje iz Zelodca s
scintigrafijo in koncentracije glukoze v Kkrvi (cp).

Ugotovili so, da je takoj po vnosu napitka transpilori¢ni pretok znatno ve¢ji pri mlajsih
testirancih. Absorpcijski profil glukoze je bil v zafetnem delu nekoliko strmejSi pri
mlajsih, po 90 min pa je bila c, glukoze viSja pri starejsSih.

S Studijo so pokazali, da sta pri mlajSih praznjenje in pretok v distalni smeri nekoliko
pospesena, Kar vpliva na visjo ¢, glukoze v zacetni fazi merjenja. Pri starejSih so zabelezili
podaljSano retencijo vsebine v proksimalnem zelodcu in pocasnejSe praznjenje. Posledi¢no
je koncentracija glukoze v krvi pocasneje narascala, po doloenem ¢asu pa je bila visja kot
pri mlajsih. Poleg Stevilnih dejavnikov (presnova ogljikovih hidratov, koli¢ina le-teh v TC,
stopnja absorpcije, ipd.) na ta pojav vplivata s starostjo zmanjSana toleranca na glukozo in
povecana rezistenca na inzulin. Na Sliki 4 je prikazan graf kumulativnega pretoka preko

pilorusa pri mlajsih in starejSih testirancih (16).
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Slika 4: Graf kumulativnega pretoka preko pilorusa po aplikaciji napitka s 75 g glukoze v odvisnosti od casa glede na
starost (AUC — povrsina pod krivuljo antegradnega transpiloricnega pretoka pri starejsih in mlajsih) (16).

Podobno raziskavo so izvedli Jones in sod. (17), le da so ugotavljali, kako na transpilori¢ne
pretoke, praznjenje iz zelodca in koncentracijo glukoze v krvi vpliva polozaj telesa. Po
vnosu oznacenega glukoznega napitka so na preiskovancih izvajali meritve v sedeCem in
leZeCem polozaju. Transpilori¢ni pretok so merili z Dopplerjevim ultrazvokom. Ugotovili
so, da je pretok preko pilorusa takoj po vnosu napitka vecji v sedeem polozaju, razlike
med polozajema v kon¢énem kumulativnem pretoku v intervalu od 0 do 30 min pa so bile

zanemarljive.



Studija je pokazala, da pri mladih in zdravih posameznikih poloZaj telesa vpliva na pretok
takoj po vnosu glukoznega napitka in na distribucijo v Zelodcu — v sedecem polozaju se
vecja koli¢ina napitka zadrzuje v antrumu. Neposredno po vnosu je v lezeCem polozaju

retencija vsebine v proksimalnem delu Zelodca nekoliko podaljSana (17).

1.3.3 Pretoki v tankem c¢revesu

Odnos med gibanjem muskulature in teko¢in v TC je preuceval Kerlin s sod. (13). Studijo
so izvedli z desetimi prostovoljci v stanju na teS¢e in po vnosu hrane. Motiliteto so merili s
hidravli¢no cevjo s petimi odprtinami, med katerimi je bila razdalja 100 cm, za vrednotenje
gibanja v jejunumu, ileumu in terminalnem ileumu. Pretok intestinalne vsebine so
ocenjevali z indikatorjem fenolsulfonftaleinom (PSP), ki se ne absorbira. V ¢revo so
indikator vnaSali skozi odprtine s konstantno hitrostjo infundiranja 0,5 ml/min in
koncentracijo 0,25 g/L. Aspirat so odvzemali 20 cm od mesta infuzije, raztopino PSP in
endogene tekocine so vzorcili na 15 min (Slika 5). Na podlagi koncentracije PSP v vzorcih

so ovrednotili pretok v ileumu na enoto ¢asa:

PSPJi- 15 min -hitrost infundi ja PSP . .. .
PretoK (15 miny = Lorl L min I[PF;);]am ——E =" _ volumen infuzije/15 min (1)

[PSP];i je koncentracija indikatorja na mestu infuzije, [PSP], pa na mestu aspiracije. Na

Sliki 5 je prikazan primer merjenja pretoka v ileumu v povezavi z MMC fazami.
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Slika 5: Slika prikazuje povezavo med pretokom v ileumu in MMC fazami, ki so jih zabeleZili na mestih v TC, kjer so
bile odprtine v cevki. Beli prostori predstavljajo fazo I, sivo obarvani fazo Il in ¢rni fazo Ill. Na levi je shemati¢no
prikazana cev s petimi odprtinami razporejenimi v TC za merjenje pritiska in mesto infuzije ter aspiracije PSP za
vrednotenje pretoka v ileumu. Poveéan pretok v ileumu sovpada s tretjo fazo MMC v tem delu TC.



Po Sestih urah so preiskovanci zauzili tekoc¢i obrok, ki je vseboval 15 g ne-absorptivnega
indikatorja PEG (400 ml, 600 kcal). Na mestu aspiracije so tega odvzemali in ga
turbidimetri¢no analizirali.

Studija je pokazala, da je pretok vsebine v TC v stanju na tei¢e neenakomeren in da so
vedji pretoki povezani z aktivno, tretjo fazo MMC ciklusa. Kar 80% povecanih pretokov (>
0,75 ml/min) so zabelezili v omenjeni fazi. Cas faze III je kratek, fazi I in II sta
predstavljali 2/3 celotnega ciklusa, vendar se je priblizno 50 % pretokov zgodilo v fazi Ill.
Po vnosu tekocega obroka se je pretok povecal, pri vecini so opazili periodi¢no narascanje
pretoka, tudi do 7 ml/min. V preglednici Il so navedeni pretoki, ki so jih izmerili v

posameznem delu TC v stanju na teS¢e oziroma po zauzitem obroku.

Preglednica Il: Povprecen pretok v TC v mi/min, v stanju na tesce in po obroku (13).

Stanje na tesée Stanje po zauZitem
. obroku
Mesto meritev
povprecje + SEM faza Il fazi lin 1l povprecje + SEM
jejunum 0,73+0,11 1,28+0,18 0,58 +0,12 3,00+ 0,67
ileum 0,33+0,09 0,50+0,13 0,17 £ 0,03 2,35+0,28
terminalni ileum 0,43+0,06 0,65+ 0,01 0,33+ 0,003 2,09+0,16

Zakljucili so, da na pretok vsebine v tankem crevesu v stanju na teSce vpliva predvsem
MMC. Hrana pospeSi pretok, niso pa potrdili, da so poveCani pretoki povezani s

postprandialnim gibanjem v ¢revesu (13).

1.3.4 Vpliv pretoka na prehod skozi sluznico v tankem Crevesu

Navajamo Se Studijo vpliva razli¢nih pretokov na prehod skozi sluznico v tankem crevesu.

V proksimalnem TC so Fine in sod. (19) testirali prepustnost snovi, ki prehajajo sluznico s
pasivnim transportom preko vodnih kanalckov, in sicer uree, ksiloze in manitola. Izbrane
spojine so hidrofilne, nenabite, ne prehajajo prek lipofilnih membran ali s prenasalci, zato
so omogocale natan¢no ovrednotenje te vrste pasivnega prehoda. Raztopine z omenjenimi
topljenci so izlocali skozi perfuzijsko cev s pretoki 5, 10 in 20 ml/min ter vsebino aspirirali
na koncu 30 cm testnega odseka. Koncentracijo ksiloze in manitola so dolocali
kolorimetri¢no, se¢nino pa z encimsko reakcijo z ureazo. Prepustnost za ksilozo in ureo so
racunali kot koeficient med hitrostjo absorpcije (J) in povpre¢nim koncentracijskim
gradientom (AC) tekom testnega odseka (razlika med koncentracijo topljenca v lumnu in

serumu):

_J
Prepustnost = — (2)
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Iz razmerja prepustnosti ksiloze in uree so ocenili prepustnost sluznice ter na podlagi
poznavanja velikosti molekul testnih spojin izra¢unali povprecno velikost difuzijskih por
oziroma vodnih kanal¢kov, preko Kkaterih poteka omenjeni pasivni transport pri
posameznem pretoku.

Prisli so do naslednjih ugotovitev: pri ve¢jem pretoku sta se AC in J povecala za ksilozo in
se¢nino, vendar se je znatno povecala samo prepustnost za secnino. Pri pretoku 20 ml/min
je bil izra¢unan radij difuzijskih por manjsi kot pri pretoku 5 ml/min.

Pri ve¢jem pretoku je bila raztopina razporejena na vecji povrsini sluznice in posledicno je
bila tudi povrSina za absorpcijo vecja. Molekula uree je manjsa kot ostali dve in lahko
prehaja skozi manjse pore, kar je vplivalo na vecjo prepustnost za to spojino. Domnevali
so, da so bile pri vecjem pretoku Crevesne resice bolj razprte in urea je lahko dosegla ter
prehajala skozi ve€ celic z manjSimi porami. Ve¢je molekule skozi te pore niso prehajale.

Z raziskavo so pokazali, da vecji pretok lahko poveca prepustnost Crevesne sluznice,
vendar na prehajanje vplivajo tudi drugi faktorji (velikost molekul, velikost por, tesnost
stikov, ipd.) (19).

-11 -



2 NAMEN DELA

V okviru diplomske naloge bomo optimizirali pogoje in izvedbo testov na in vitro
pretocnem sistemu za testiranje sprosc¢anja. Testirali bomo sproscanje iz gastrorezistentnih
pelet.

Na pretocnem sistemu bomo simulirali fizioloSki pH od zelodca do tankega crevesa.
Optimizirali bomo pretocni sistem za dolocevanje pH profilov. Za posnemanje Zelod¢nega
medija bomo uporabili raztopino HCI, hiter pH preskok, ki nastopi po prehodu oblike
preko pilorusa, bomo dosegli z dodatkom raztopine NasPOs. Crevesni medij bomo
simulirali s fosfatnim pufrom s pH = 6,8.

Medije, s katerimi bomo posnemali pH profil v zgornjem delu GIT, bomo uporabili pri
testiranju spros¢anja. Poskuse bomo izvajali z orodisperzibilnimi tabletami, Obliko A in B,
Ki ob stiku z medijem razpadejo na gastrorezistentne pelete z ZU in pomozne snovi. S
testiranjem sproscanja pri razli¢nih hitrostih pretoka in Casih izpostavljenosti kislemu
mediju bomo ugotavljali, kakSen je vpliv teh parametrov na spro$€anje. Primerjali bomo
sproscanje iz Oblike A in B ter z raCunanjem otezenih profilov sprosc¢anja skusali

napovedati in vivo profile spros¢anja.

-12 -



3 MATERIALI IN METODE
3.1 Materiali in aparature
3.1.1 Farmacevtska oblika

Pri testiranju spros$¢anja na preto¢nem Sistemu smo uporabljali orodisperzibilne tablete,
Obliki A in B, ki ob stiku z medijem takoj razpadejo. Tablete so zgrajene iz

gastrorezistentnih pelet, ki vsebujejo acidolabilno ZU, in pomoznih snovi.

3.1.2 Snoviza izvedbo eksperimentalnega dela

= natrijev hidroksid, Tritisol®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija za pripravo 1 M
raztopine NaOH,

= klorovodikova kislina, Tritisol®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija za pripravo 1
M raztopine HCI,

= kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija za pripravo
fosfatnega pufra in mobilne faze,

= trinatrijev fosfat dodekahidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija za pripravo
raztopine NasPO, za dosego hitrega pH preskoka,

» standard ZU za pripravo osnovne standardne raztopine za dolocitev umeritvene
premice in dnevno preverjanje kromatografskega sistema,

= puferske raztopine za umeritev pH metra s pH = 7,00 (£ 0,02; 20°C), Panreac,
Barcelona, Spanija, pH = 3,00 (+ 0,02; 20°C) in pH = 4,00 (+ 0,02; 20°C), Merck
KGaA, Darmstadt, Nemcija.

3.1.3 Priprava raztopin za izvedbo eksperimentalnega dela

+ 0,1 M NaOH
Raztopino smo pripravili tako, da smo v 2000 ml bufo do polovice napolnjeno z
destilirano vodo dodali 200 ml 1 M NaOH, premesali in z destilirano vodo dopolnili do
oznake ter raztopino Se enkrat dobro zmesali.

% Osnovna kisla raztopina za izvedbo testov spros¢anja: 0,01 M HCI
Raztopino smo pripravili tako, da smo v 1000 ml bufo do polovice napolnjeno z
destilirano vodo s polnilno pipeto odpipetirali 10 ml 1 M HCI, premeSali in z destilirano

vodo dopolnili do oznake ter raztopino Se enkrat dobro zmeSali.
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¢+ Osnovna standardna raztopina
Natan¢no smo natehtali standard ZU, priblizno 10 mg, in ga raztopili v 0,1 M NaOH v 50
ml bucki.

¢+ Fosfatni pufer spH =6,8 in pH=6,5
Fosfatni pufer s pH = 6,8 £ 0,05 smo pripravili v 2000 ml buci. V ¢asi smo natehtali 13,6 ¢
KH,POy, in vsebino kvantitativno prenesli v bu¢o, do polovice napolnjeno z destilirano
vodo. V buco smo prelili e 44 ml 1 M NaOH, dobro premesali, ter do oznake dopolnili z
destilirano vodo. 2000 ml fosfatnega pufra s pH = 6,5 = 0,05 smo pripravili po enakem
postopku, s 13,6 g KH,PO,4 in 35 ml 1 M NaOH. Pripravljenim pufrom smo pred uporabo
izmerili pH, ki je lahko odstopal za + 0,05 od izbrane vrednosti.

¢ Raztopine HCI razli¢nih koncentracij
V 1000 ml buco do polovice napolnjeno z destilirano vodo smo s pipeto odpipetirali
doloc¢eno koli¢ino 1 M HCI ter dodali destilirano vodo do oznake in premeSali. Tako smo
pripravili kisle raztopine s koncentracijami 7x10* M HCI, 1,85x10°M HCI, 4,5x10°M
HCIl, 0,035 M HCI in 0,1 M HCI, ki smo jih uporabljali za doloc€itev pH profilov in za
izvedbo preliminarnih poskusov spro$canja. Sestava in koli¢ine za pripravo posameznih

kislih medijev so navedene v preglednici I11.

Preglednica Ill: Raztopine HCI razlicnih koncentracij in izmerjen pH

sestava | koli¢ina izmerjene pH vrednosti
7x10* M HCI
1M HCI 0,7 ml 32
destilirana voda do 1000 ml
1,85x10°*M HCI
1M HCI 1,85 ml 2,8
destilirana voda do 1000 ml
4,5x10°M HCI
1M HCI 4,5ml 24
destilirana voda do 1000 ml
0,035 M HCI
1M HCI 35ml 1,6
destilirana voda do 1000 ml
0,1 M HCI
1M HCI 100 ml 11
destilirana voda do 1000 ml

¢ Raztopine NazPO, razli¢nih koncentracij
Na podlagi izra¢una in eksperimentalnih meritev smo za vsak izhodni kisel medij pripravili

raztopino NasPO, za dvig pH v mediju. Na analizni tehtnici smo na tehti¢ natehtali
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dolo¢eno maso NazPO,, uporabljali smo hidratno obliko NasPO4x12H,0, in vsebino
kvantitativno prenesli v 100 ml bucko ter jo z destilirano vodo dopolnili do oznake. Pri
raztopinah z visoko koncentracijo smo raztopitev pospesili z uporabo ultrazvo¢ne kadicke.

Sestava in koli¢ine za pripravo raztopin NagPO,4 so navedene v preglednici IV.

Preglednica IV: Raztopine Na3;PO, razlicnih koncentracij

sestava | koli¢ina

4x10*M NasPO,

NasPOsx12H,0 152 mg
destilirana voda do 100 ml
0,01 M NasPO,
NasPOsx12H,0 380 mg
destilirana voda do 100 ml

0,023 M NazPO4

NazPO,x12H,0 874 mg
destilirana voda do 100 ml
0,055 M NazPO4
NasPOsx12H,0 2,099
destilirana voda do 100 ml
0,21 M NazPO,
NazPO,x12H,0 798¢
destilirana voda do 100 ml

0,61 M NazPO,
NazPO,x12H,0 23,199

destilirana voda do 100 ml

« 50 mM KH,PO,
V casi smo natehtali 6,8 g KH,POy ter snov kvantitativno prenesli v 1000 ml bucko, delno
napolnjeno z de-ionizirano vodo, premeSali ter dodali preostalo vodo do oznake. Raztopino
smo uporabljali kot sestavni del mobilne faze na kromatografskem sistemu, zato smo jo

pred uporabo filtrirali skozi membranski filter in odzracili na ultrazvoc¢ni kadicki.

3.1.4 Naprave, materiali in pripomocki za izvedbo eksperimentalnega dela

Pretocni sistem za testiranje sproSc¢anja:
= peristalticna ¢rpalka, IKA WERKE, Nemcija,
= magnetno mesalo in grelec z vgrajenim termometrom, IKA WERKE, Nemc¢ija,
= vodna kopel z nastavkom za stabilizacijo delovne Case,
» pretocne cevke z notranjim premerom 3,2 mm in zunanjim premerom 6,4 mm, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Nemcija,

= 150 ml delovna ¢asa s pokrovom,
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= magnet v silikonski cevki (dimenzije: 15 mm x 6 mm, silikonska cevka: 48 mm),

= merilni valji razli¢nih volumnov za zbiranje vzorca.

» dovajalne ¢ase s Cistim medijem.

Naprave in pripomocki za dolocitev pH profilov:

% Dolocitev pH profilov na preto¢nem sistemu STS - sistem za testiranje spros¢anja:

peristalti¢na ¢rpalka, IKA WERKE, Nemcija,

magnetno meSalo in grelec z vgrajenim termometrom, IKA WERKE,
Nemcija,

vodna kopel z nastavkom za stabilizacijo delovne ¢aSe,

pretocne cevke z notranjim premerom 3,2 mm in zunanjim premerom
6,4 mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

dovajalne Case s Cistim medijem,

pH meter MP220 Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica,

150 ml delovna casa,

magnet v silikonski cevki (dimenzije: 15 mm x 6 mm, silikonska cevka:
48 mm).

% Dolocitev pH profilov na preto¢nem sistemu OS — optimiziran sistem za doloCitev

pH profilov:

peristalticna ¢rpalka, IKA WERKE, Nemcija,

magnetno meSalo in grelec z vgrajenim termometrom, IKA WERKE,
Nemcija,

vodna kopel z nastavkom za stabilizacijo delovne ¢aSe,

pretocne cevke z notranjim premerom 3,2 mm in zunanjim premerom
6,4 mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

dovajalne Case s Cistim medijem,

pH meter MA5750, Iskra Kranj, Slovenija,

80 ml Casa,

magnet (dimenzije: 15 mm x 6 mm).

Ostale naprave in pripomocki:

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

= analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica,

= avtomatske pipete z razlicnimi volumni Eppendorf, Hamburg, Nemcija,
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* polnilne pipete razli¢nih volumnov,

» tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti - HPLC Agilent 1100 Series Agilent
Technologies ZDA,

= kolona MAX-RP 80A, Synergi 4 um, 100 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, ZDA,

» ultrazvoc¢na kadic¢ka Sonis 4, Iskra Kranj, Slovenija,

= membranski filtri, pore 0,45 pm, Sartorius AG, Nemcija.

3.2 Metode
3.2.1 Analiza vzorcev

Za analizo vzorcev smo uporabili teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) z
UV detekcijo.
Pogoji kromatografskega sistema:

= kolona: MAX-RP 80A, Synergi 4 um, 100 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance,

ZDA, temperatura kolone: 30°C,

» valovna dolzina (A): 292 nm,

= pretok: 1,5 mL/min,

* injiciran volumen: 10 pL,

= mobilna faza: vodna faza - 55%: 50 mM KH,PQO,, organska faza - 45 %: acetonitril.
Ponovljivost analize: poleg vzorcev smo med vsako analizo posneli kromatogram dveh
standardnih raztopin nizke in visoke koncentracije (10 mg/L in 100 mg/L) in sicer pred,
med in po koncani analizi vseh vzorcev. Na ta naCin smo preverjali ponovljivost in
stabilnost analizne metode.
Vsak teden smo v ponedeljek pripravili svezo osnovno standardno raztopino s
koncentracijo 200 mg/L in jo shranili v hladilnik. 1z osnovne standardne raztopine smo
dnevno z ustreznim red¢enjem z 0,1 M NaOH in medijem za sproS¢anje (fosfatni pufer pH
= 6,8) pripravili kontrolne standardne raztopine nizke in visoke koncentracije (10 mg/L in
100 mg/L). Povprecje povrsin pod vrhom kontrolnih standardnih raztopin smo prenesli na

umeritveno premico, odstopanje od le-te ni smelo biti vecje kot 2 %.

3.2.2 Dolocitev enacbe umeritvenih premic

Za doloc¢itev umeritvene premice smo pripravili standardne raztopine znanih koncentracij.
Na analitski tehtnici smo natan¢no natehtali priblizno 10 mg standarda in snov

kvantitativno prenesli v 50 ml bucko ter dopolnili do oznake z 0,1 M raztopino NaOH.
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Pripravili smo dve taki osnovni standardni raztopini s koncentracijo 200 mg/L in ju nadalje
z 0,1 M raztopino NaOH in medijem za sproscanje red¢ili tako, da smo znotraj intervala 0
— 200 mg/L dobili priblizno enakomerno razporejene standardne raztopine - izmeni¢no iz
obeh osnovnih standardnih raztopin.

V vsaki standardni raztopini je bilo razmerje NaOH : medij za spros$¢anje (fosfatni pufer s
pH = 6,8) 1:1. Koli¢ino NaOH smo sesteli iz prispevka v osnovni raztopini in dodatka
NaOH, npr.: za pripravo 1 ml standardne raztopine s koncentracijo 40 mg/L smo
odpipetirali 200 puL osnovne raztopine in dodali 300 uL 0,1 M NaOH ter 500 uL medija za
sproscanje.

Pripravljenim raztopinam smo na HPLC posneli kromatograme in dolo¢ili povrSine pod
kromatografskim vrhom (AUC — Area Under Curve). Merili smo pri valovni dolZini A=292
nm. Koncentracije smo nanasali na abscisno os, povrSine vrhov pa na ordinatno in tako
doloc¢ili umeritveno premico. Z linearno regresijo smo izracunali enacbo premice in
dolo¢ili kvadrat Pearsonovega koeficienta (R?).

Zaradi manjSih sprememb na kromatografskem sistemu in odstopanj kontrolnih
standardnih raztopin smo dolocili §e eno umeritveno premico v koncentracijskem intervalu
0 — 240 mg/L. Novo umeritveno premico smo pripravili pod istimi pogoji in po enakem
postopku kot prej navedeno ter jo upoStevali pri vseh kon¢nih testih spro$canja (v
rezultatin — umeritvena premica 2). Pri preliminarnih testih spro$¢anja smo za izracun

sproscene ZU uporabili prvo umeritveno premico (umeritvena premica 1).

3.2.3 Simulacija in dolocevanje pH profilov

Na pretocnem sistemu smo simulirali pH profil v prebavnem traktu po prehodu oblike iz
zelodca v dvanajstnik. OsredotocCili smo se na hiter pH preskok, ki nastopi ob prehodu
oblike preko pilorusa iz kislega medija v zelodcu v ¢revesni medij z vi§jim pH. Z izracuni
in merjenjem pH medijev smo dolo¢ili to¢ne koncentracije raztopin za ponazoritev pH
profila. Le-te smo nadalje uporabljali tudi kot medije za spros$¢anje pri testih sproséanja.

Izhodne kisle raztopine s pH = 1,1, 1,6, 2,1, 2,4, 2,8 in 3,2 smo uporabili za simulacijo Sest
pH profilov. pH izhodnih kislih medijev smo izbrali glede na okvirni pH v zelodcu v stanju
na tes¢e. Zelodéni medij smo ponazarjali z raztopino HCI. Za hiter dvig pH, ki nastopi po
prehodu FO iz Zelodca v dvanajstnik, smo uporabljali raztopino NasPO,. S fosfatnim

pufrom s pH = 6,8 smo simulirali ¢revesni medij.
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3.2.3.1 Postopek dolocevanja pH profilov

Delovno ¢aSo smo postavili v vodno kopel in na grelec z magnetnim meSalom ter jo
napolnili s 40 ml izhodnega kislega medija. Skozi pokrov na delovni ¢asi smo pritrdili
dovodno in odvodno cevko ter elektrodo pH metra. Cevke so bile pred zacetkom poskusa
prazne. Pocakali smo, da se je vodna kopel segrela na temperaturo T = 36,5°C. Medij v
delovni ¢asi smo mesali s pomoc¢jo magneta. Hitrost pretoka smo nastavili na 2 ml/min,
torej sta v 1 minuti v ¢aSo pritekla 2 ml Cistega medija ter se obenem 2 ml odvedla iz ¢aSe.
V dovajalno ¢aso smo prelili raztopino NazPO, ter vanjo potopili dovajalno cevko.
Pripravili smo tudi drugo dovajalno ¢aSo ter jo napolnili s fosfatnim pufrom s pH = 6,8.

Ob casu 0 smo zabelezili izhodni kisli pH medija, nato smo obenem zagnali peristalti¢no
¢rpalko in Stoparico ter na dolocen Casovni interval izpisovali spremembo pH vrednosti.
Od ¢asa 0 do 2 min smo dovajali raztopino NazPO, (uvedli smo 4 ml te raztopine), nato
smo dovajalno ¢aSo zamenjali in dodajali fosfatni pufer s pH = 6,8 do konca poskusa. pH
smo merili do vzpostavitve konstantne vrednosti pH = 6,8 £ 0,1.

Pred meritvami smo pH meter umerili na pH = 3 oziroma 4, odvisno od uporabljenega pH
metra, zadnjo meritev vseh pH profilov pa smo Se enkrat izmerili po umeritvi na pH = 7.
Vse pH profile smo doloc¢evali na pretocnem sistemu s peristalticno ¢rpalko z oznako PS1.

Na Sliki 6 je prikazana shema preto¢nega sistema s pH metrom za doloevanje pH

profilov.
COVAJATNA CEVEA
DOVATALHA CEVEA

j

u
A [
pH ELEKTRODA I - PERISTALTICNA

CRPALEA 6

DELOWVHA
Cada — { 1
Lo ./ VODNA KOPEL
DOYAIALNA| | oppaD
pH METER Gﬁ%ﬁi? Cada

Slika 6: Naprava za dolocevanje pH profilov

3.2.3.2 Razvoj in optimizacija pretocnega sistema za dolocevanje pH profilov
pH profile smo simulirali na dveh razlicnih napravah za dolo¢evanje pH profilov.

Preliminarne poskuse dolo¢evanja pH profilov smo izvajali na preto¢nem sistemu za
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testiranje sprosc¢anja - STS, kjer so bili pogoji izvedbe pri dolocanju pH profilov isti kot pri
izvajanju testov spro$¢anja. Uporabljali smo:
= 150 ml delovno ¢aso,
= magnet v silikonski cevki,
= za merjenje pH: pH meter MP220 Mettler Toledo (v nadaljevanju pH meter 1),
umerjen na pH = 4.
Na optimiziranem preto¢nem sistemu za dolo¢evanje pH profilov — OS smo dolocevali
preliminarne in kon¢ne pH profile. Uporabili smo:
= 80 ml delovno ¢aso,
= magnet brez silikonske cevke,
= za merjenje pH: pH meter MA5750, Iskra Kranj (v nadaljevanju pH meter 2),
umerjen na pH = 3.
OS smo uvedli zaradi zamenjave pH metra na napravi za dolo¢evanje pH profilov (vecja
obcutljivost pH metra 2 v primerjavi s pH metrom 1). Z menjavo pH metra smo nekoliko
modificirali preto¢ni sistem, saj smo zamenjali delovno ¢aso in glede na to optimizirali
nekatere parametre (pokrov na c¢a$i, hitrost meSanja, uporaba magneta brez silikonske
cevke).
Optimizacijo in spremembe na OS smo preverjali s preliminarnimi poskusi, ki smo jih
izvedli po postopku za dolo¢evanje pH profilov (3.2.3.1).
¢ Simulacija in dolo¢evanje pH profilov na OS v 0Zji, 80 ml ¢asi in optimizacija
izvedbe
Na OS smo pH profile dolocevali v 0zji, 80 ml ¢asi, saj uporaba 150 ml caSe, ki smo jo
uporabljali pri testiranju sproS¢anja, ni bila mogoca. Elektroda pH metra 2 v vecji ¢asi ni
bila popolnoma potopljena v medij. Na 150 ml ¢aSi smo pri vsakem poskusu uporabljali
pokrov, s katerim smo pritrdili cevke in pH elektrodo ter tako poskuSali zagotovili
ponovljive pogoje (enak razmik med cevkami in pH elektrodo). Za 80 ml ¢aso smo izdelali
nov pokrov s tremi odprtinami za odvodno in dovodno cevko ter pH elektrodo.
Opazovali smo vpliv pokrova oziroma poloZaja cevk ter elektrode na pH vrednosti. Izvedli
smo po tri paralele z in brez pokrova ter primerjali dobljene profile.
Pogoji izvedbe pH profilov z in brez pokrova (poskusa PP — 1, PP - 2):
= uporabljeni mediji: izhodna kisla raztopina 0,1 M HCI (pH = 1,1), koncentracija
raztopine NazPO, = 0,61 M, fosfatni pufer pH = 6,8,

= hitrost meSanja v delovnem mediju: 140 obratov/minuto.
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¢ Hitrosti meSanja na OS
S kratkim testom smo izbrali hitrost meSanja medija na OS in preverili vpliv na pH. Na OS
smo za meSanje uporabili samo magnet, brez silikonske cevke, saj je bila le-ta prevelika za
80 ml c¢aso.
Pogoji izvedbe (poskusa PP - 3, PP - 4):
= uporabljeni mediji: izhodna kisla raztopina 0,1 M HCI (pH = 1,1), koncentracija
raztopine NazPO, = 0,61 M, fosfatni pufer pH = 6,8,
= hitrost meSanja v delovnem mediju: 100 in 140 obratov/minuto.
% Primerjava parametrov in profilov dolo¢enih na STS in OS
Medije in postopek, s katerimi smo na pretocnem sistemu simulirali pH profile, smo
uporabljali tudi pri testiranju sproscanja. Teste spros€anja smo izvajali pod pogoji STS,
zato smo s primerjalnimi testi preverjali podobnost pH profilov dolo¢enih na STS ter OS in
ugotavljali ustreznost optimiziranih parametrov na OS.
Na STS smo dolo¢ili tri pH profile pri razli¢nih hitrostih meSanja: 80, 100 in 150
obratov/minuto. pH profil STS pri 80 obratih/minuto (hitrost meSanja pri testih sproscanja)
smo nato primerjali s pH profilom OS pri 140 obratih/minuto (hitrost meSanja pri
dolocevanju pH profilov).
Pogoji izvedbe na STS (poskusi PP -5, PP - 6, PP - 7):
= 150 ml ¢asa, magnet v silikonski cevki,
= uporabljeni mediji: izhodna kisla raztopina 0,1 M HCI (pH = 1,1), koncentracija
raztopine NasPO4 = 0,61 M, fosfatni pufer pH = 6,8,
= hitrost mesanja: 80, 100 in 150 obratov/minuto.
pH profil za primerjavo dolo¢en na OS (poskus PP — 2):
= 80 ml ¢asa, magnet brez silikonske cevke,
= uporabljeni mediji: izhodna kisla raztopina 0,1 M HCI (pH = 1,1), koncentracija
raztopine NasPO4 = 0,61 M, fosfatni pufer pH = 6,8,
= hitrost meSanja: 140 obratov/minuto.
V preglednici V je seznam preliminarnih pH profilov, s katerimi smo optimizirali preto¢ni

sistem za dolocevanje pH profilov.
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Preglednica V: Seznam poskusov za dolocevanje preliminarnih pH profilov: razvoj in optimizacija pretocnega sistema.
Pomen oznak: PP — 1: preliminarni pH profil in zaporedna stevilka poskusa, OS — optimiziran sistem, STS — sistem za

testiranje sproscanja.
pretocni sistem za parametri optimizacije — .
oznaka poskusa dologevanje pH profilov namen poskusa izvedba poskusov Stevilo paralel
PP-1 0s vpliv polozaja cevk in ¢aSa brez pokrova 3
PP — 2% pokrova na pH profile Zasa s pokrovom 3
PP-3 0s izbor hitrosti meganja mesanje: 100 obratov/minuto 1
PP-4 na OS meSanje: 140 obratov/minuto 1
PP-5 mesanje: 80 obratov/minuto 1
PP-6 STS primerjava pH profilov mesanje: 100 obratov/minuto 1
PP-7 dolocenih na STSINOS | mezanje: 150 obratov/minuto 1
pp —2* [6F] mesanje: 140 obratov/minuto 3

Op.: poskus oznacen z * smo upostevali pri konéni izvedbi doloéevanja pH profilov (oznaka P -1).

3.2.3.3 Dolocitev to¢ne koncentracije Na3P0O4 in preliminarni pH profili

Z dodatkom raztopine NasPO,4 smo zeleli doseci hiter dvig pH medija v delovni ¢asi od
kislega pH do pH = 6,8. Za vsako izhodno kislo raztopino smo na podlagi reakcije med
HCI in fosfatom izracunali koncentracijo NasPO,, ki dvigne pH do Zelene vrednosti. Na
sistemu smo preverili pH profil po dodatku izraCunane koncentracije NazPO4 in s
preizkuSanjem s preliminarnimi pH profili dolo¢ili to¢no koncentracijo fosfata.

V preglednici VI je naveden primer preliminarnih pH profilov, ko smo za simulacijo pH
profila uporabili izhodno kislo raztopino 0,035 M HCI (pH = 1,6). Poskuse smo izvedli na
OS, pogoji: hitrost meSanja 140 obratov/minuto.

Preglednica VI: Seznam poskusov za dolocevanje preliminarnih pH profilov: dolocitev tocne koncentracije Na;PO,
izhodna kisla raztopina 0,035 M HCI. Pomen oznak: PP — 8: preliminarni pH profil in zaporedna oznaka poskusa.

oznaka poskusa namen poskusa koncentracija NasPO, (M)
PP -8 0,02
PP-9 0,021
dolo¢itev tocne koncentracije NasPO,
PP -10 0,022
PP-11 0,025

3.2.3.4 Konc¢na izvedba

Raztopine HCI s pH = 1,1, 1,6, 2,1, 2,4, 2,8 in 3,2 smo izbrali kot izhodne kisle raztopine
za simulacijo pH profilov od Zelodca do TC.

Priprava raztopin HCI: koncentracijo HCI posameznih raztopin smo izracunali iz izbranega
pH izhodne raztopine, pripravili raztopine ter jim izmerili pH s pH metrom 2. Ker so
izmerjeni pH tako pripravljenih raztopin nekoliko odstopali od izbranih pH-jev, smo to¢ne

koncentracije raztopin HCI dolocili eksperimentalno (preglednica VII).
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Pogoji kon¢ne izvedbe na OS:
= pretok: 2 ml/min,
= hitrost meSanja: 140 obratov/minuto z magnetom brez silikonske cevke,
* 80 ml delovna ¢asa s pokrovom.
Uporabljeni mediji pri kon¢ni izvedbi:
= izhodna kisla raztopina: raztopina HCI - koncentracije so navedene v preglednici
VII,
» medij za hiter pH preskok: raztopina NazPQO, - koncentracije v preglednici VI,

» simulacija ¢revesnega medija: fosfatni pufer s pH = 6,8.

Preglednica VII: Seznam poskusov: konc¢ni pH profili - pH izhodnih kislih raztopin ter tocne koncentracije raztopin HCI
in NasPO, ki smo jih uporabili pri simuliranju pH profilov. Pomen oznak: P — 1: pH profil in zaporedna Stevilka
poskusa.

oznaka poskusa pH izhodne kisle raztopine koncentracija HCI (M) koncentracija NasPO, (M)
P-1 1,1 0,1 0,61
p-2 1,6 0,035 0,21
pP-3 2,1 0,01 0,055
P-4 24 45x10° 0,023
P-5 2,8 1,85x 10°® 0,01
P-6 3,2 7x10* 4x10°

3.2.4 Testiranje sproscanja

Na preto¢nem sistemu smo testirali sproscanje ZU iz gastrorezistentnih pelet. Teste smo
izvajali so¢asno na dveh preto¢nih sistemih, PS1 in PS2.

Kot medije za sproScanje smo uporabili raztopino HCI za simulacijo zelodénega medija,
raztopino NaszPOy, za hiter pH preskok, ki ponazarja prehod oblike iz Zelodca v dvanajstnik,
in fosfatni pufer s pH = 6,8 za simulacijo crevesnega medija. Teste sproS¢anja smo izvajali
pri razli¢nih hitrostih pretoka in ¢asih zadrzevanja v kislem. Na Sliki 7 levo je fotografija
pretocnega sistema za testiranje sproS¢anja, na desni je predstavljena shema preto¢nega

sistema.
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Daovzjalna cevka Odvajalna cevka z
vzorcem
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Slika 7: Pretocni sistem za testiranje spros¢anja, fotografija (levo) in shematicni prikaz (desno): 1 — peristalticna
¢rpalka, 2 — dovajalna ¢asa, 3 — merilni valj za zbiranje vzorca, 4 — grelec in magnetno mesalo, 5 — vodna kopel, 6 —
delovna c¢asa, 7 — dovajalne in odvajalne cevke.

3.2.4.1 Priprava pretocCnega sistema

Pred izvajanjem testov spro$¢anja smo preverili enakomernost delovanja rotorja obeh
uporabljenih peristalti¢cnih ¢rpalk (PS1 in PS2) in kontrolirali pretok. Slednje smo izvedli
tako, da smo istocasno pognali peristalticno ¢rpalko in Stoparico ter v merilnem valju
zbirali pretoceno destilirano vodo (npr: pri pretoku 3ml/min se je moralo v merilni valj v
¢asu 10 min pretociti 30 ml vode). V kolikor je priSlo do odstopanj, smo s stiskanjem
oziroma popuscanjem drzal, s katerimi so bile cevke pritrjene na rotor, dosegli enakomeren
pretok.

Pred vsakim testiranjem smo vodno kopel termostatirali na temperaturo T = 36,5°C. Cevke
smo predhodno sprali z destilirano vodo in jih osusili. Pred poskusom smo dovodno cevko
napolnili z medijem, odvodna pa je bila prazna. Cevke smo pritrdili skozi odprtine v
pokrovu delovne case. Preverili smo vrtenje magneta v silikonski cevki in preprecili

morebitno zatikanje ob stene ¢ase.

3.2.4.2 Postopek testiranja sproscanja

150 ml delovno ¢aso smo napolnili s 40 ml simuliranega Zelodénega medija (raztopina
HCI). Delovno ¢aso smo postavili v vodno kopel in na grelec z magnetnim meSalom.
Vodno kopel smo segreli do temperature T = 36,5°C. V delovno ¢aso smo dali magnet v
silikonski cevki, s katerim smo medij meSali pri hitrosti 80 obratov/minuto. Na peristalti¢ni

¢rpalki smo nastavili Zeleno hitrost pretoka. Pripravili smo tri dovajalne ¢ase s svezimi
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mediji: najprej smo dovajali raztopino HCI, nato raztopino NazPO, in nazadnje fosfatni
pufer s pH = 6,8. V dovajalno caso z raztopino HCl smo potopili dovodno cevko, jo
napolnili in nasprotni konec uvedli v delovno ¢aSo. Prazno odvodno cevko smo potopili v
medij v delovni ¢asi, nasprotni konec pa uvedli v merilni valj, kjer smo zbirali vzorce
(Slika 7). Merilni valj smo predhodno napolnili z 0,1 M raztopino NaOH, s katero smo
stabilizirali acidolabilno ZU. Koli¢ina 0,1 M NaOH v merilnem valju je bila odvisna od
intervala vzorCenja in hitrosti pretoka. Na koncu enega vzorcenja je bilo volumsko
razmerje 0,1 M NaOH in vzorca v merilnem valju vedno 1:1. V preglednici VIII je primer

vzorcenja pri pretoku 3 ml/min in razli¢nih intervalih vzorcenja.

Preglednica VIII: Vzoréenje pri pretoku 3 ml/min.

interval vzor¢enja (min)

volumen 0,1 M NaOH v valju pred
vzorcenjem (ml)

volumen vzoréne raztopine
(0,1 M NaOH + vzorec) (ml)

0-5

15

30

0-10

30

60

0-20

60

120

Po pregledu vseh komponent preto¢nega sistema smo zagnali peristalticno ¢rpalko in
istodasno z rokavicami v delovno ¢ago spustili orodisperzibilno tableto. Cas poskusa smo
merili od trenutka, ko je prva kapljica iz odvodne cevke kanila v merili valj. Pred tem je
bila FO nekaj ¢asa ze izpostavljena raztopini v delovni ¢asi, npr. pri pretoku 2 ml/min je
prva kapljica v merilni valj pritekla po 2,5 min. Casovni zamik smo upostevali pri menjavi
medijev.

Po dolo¢enem c¢asu, glede na Cas zadrZevanja v kislem in hitrost pretoka, smo zamenjali
dovajalno ¢aso s kislim medijem in zaceli dovajati raztopino NasPO,4. Menjavo smo izvedli
kolikor hitro je bilo mogoce. Uvedli smo 4 ml fosfata, ¢as dovajanja pa je bil odvisen od
hitrosti pretoka. Nazadnje smo dovajano ¢aSo s NasPO, zamenjali s ¢aSo s fosfatnim
pufrom s pH = 6,8, ki smo ga dovajali do konca poskusa.

Sproscanje smo testirali pri pretoku 2, 3, 4 in 6 ml/min, v kislem pa smo zadrzevali 10, 30,
60 in 120 min. V preglednici IX so navedeni Casi menjave medijev pri posameznem
pretoku in pri ¢asu zadrzevanja v kislem 10 min (pri ¢asih zadrZzevanja 30, 60 in 120 min
smo v zadnjih 10 min zadrZevanja v kislem upostevali isti postopek menjave).

Vzoréenje in analiza: v merilnem valju smo s ¢rpanjem preko odvodne cevke zbirali
vzorec. Po kon¢anem vzoréenju smo vsebino merilnega valja prelili v ¢aSo, premesali in

prefiltrirali v epruveto. Uporabili smo filtre z velikostjo por 45 um. 1z epruvete smo v vialo
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odpipetirali 1 ml vzorca in koncentracijo sproscene ucinkovine dolocili z analizno metodo

HPLC.

Preglednica IX: Cas menjave in dovajanja medijev pri razli¢nih pretokih in ¢asu zadrZevanja v kislem 10 min.

pretok: 2 ml/min, ¢as zadrZevanja v kislem 10 min

pretok: 3 ml/min, ¢as zadrZevanja v kiselm 10 min

¢as poskusa

dogajanje v
delovni ¢asi

dovajalni medij

dogajanje v
merilnem valju

¢as poskusa

dogajanje v
delovni ¢asi

dovajalni medij

dogajanje v
merilnem valju

zazenemo peristalticno

zaZenemo peristalti¢no

¢rpalko, v merilnem valju ¢&rpalko, v merilnem valju
FO damo v Kisel medij je20mi01 M FO damo v Kisel medij je30mio 1M
delovno ¢aso NaOH delovno ¢aso NaOH
-2 min 30 sek & -2min a
kisel medij prva kapljica kisel medij prva kapljica
zadetek poskusa, 0 min priteka v kisel medij kapne v merilni || zacetek poskusa, 0 min priteka v kisel medij kapne v merilni
delovno ¢aso valj delovno ¢aso valj
menjava zbiramo vzorec, v menjava
kisel medij medijev: valju je 30 ml kisel medij medijev: zbiramo vzorec, v
5 min priteka v dovajamo NazPO, vzorca (20 ml 6 min priteka v dovajamo NazPO, valju je 48 ml
delovno ¢aso Gas dovajanja: NaOH + 10 ml iz delovno ¢aso cas dovajanja: vzorca
2min delovne ¢ase) 1 min 20 sek
menjava menjava
kisel medij medijev: zbiramo vzorec, v kisel medij medijev: zbiramo vzorec, v
7 min priteka v dovajamo fosfatni valju je 34 ml 7 min 20 sek priteka v dovajamo fosfatni valju je 52 ml
delovno ¢aso pufer vzorca delovno ¢aso pufer vzorca
pH=638 pH=638
prva kapljica . zbiramo vzorec, v prva kapljica . zbiramo vzorec, v
7 min 30 sek Na3PO, pritede v fOSfam_' pufer valju je 35 ml 8 min NagPO, pritete v fOSfam_' pufer valju je 54 ml
o pH=638 o pH=638
delovno ¢aso vzorca delovno ¢aso vzorca
v delovno ¢aso . . . v delovno ¢aso . . .
10 min priteka fosfatni fosfatrll pufer v merilnem valju 10 min priteka fosfatni fosfatrll pufer v merilnem valju
pufer pH=6,8 je 40 ml vzorca pufer pH=6,8 je 60 ml vzorca

pretok

: 4 ml/min, ¢as zadrZevanja v kislem 10 min

pretok:

6 ml/min, ¢as zadrZevanja v kiselm 10 min

&as poskusa

dogajanje v
delovni ¢asi

dovajalni medij

dogajanje v
merilnem valju

¢as poskusa

dogajanje v
delovni ¢asi

dovajalni medij

dogajanje v
merilnem valju

zazenemo peristalti¢no

zazenemo peristalticno

¢rpalko, v merilnem valju ¢&rpalko, v merilnem valju
FO damo v Kisel medij je 40 ml 0,1 M FO damo v kisel medij je 60 ml 0,1 M
delovno ¢aso NaOH delovno ¢aso NaOH
-1 min 30 sek a -1 min a
kisel medij prva kapljica kisel medij prva kapljica
zadetek poskusa, 0 min priteka v kisel medij kapne v merilni || zacetek poskusa, 0 min priteka v kisel medij kapne v merilni
delovno ¢aso valj delovno ¢aso valj
menjava menjava
kisel medij medijev: zbiramo vzorec, v kisel medij medijev: zbiramo vzorec, v
7 min priteka v dovajamo NazPO, valju je 68 ml 8 min priteka v dovajamo NagPO, | valju je 108 ml
delovno ¢aso as dovajanja: vzorca delovno ¢aso as dovajanja: vzorca
1 min 40 sek
kisel medij ng{i\(ﬁ zbiramo vzorec, v kisel medij ng{i\(ﬁ zbiramo vzorec, v
8 min priteka v mecijev: valju je 72 ml 8 min 40 sek priteka v mecljev: valju je 112 ml
o dovajamo fosfatni oy dovajamo fosfatni
delovno ¢aso _ vzorca delovno ¢aso - vzorca
pufer pH=6,8 pufer pH=6,8
prva kapljica n zbiramo vzorec, v prva kapljica n zbiramo vzorec, v
8 min 30 sek NagPO, prite¢e v fosfatn_l puffer valju je prib. 73 9 min NazPO, pritece v fOSfatI‘lI pufer valju je 114 ml
‘x pH=6,8 o pH=6,8
delovno ¢aso ml vzorca delovno ¢aso vzorca
v delovno caso fosfatni puffer v merilnem valju v delovno caso fosfatni puffer v merilnem valju
10 min priteka fosfatni _ 4 . | ! 10 min priteka fosfatni _ 4 - | ;
pufer pH=6,8 je 80 ml vzorca pufer pH=6,8 je 120 ml vzorca
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3.2.4.3 Preliminarni testi sproscanja
Vpliv pH simuliranega ¢revesnega medija na spros¢anje u¢inkovine
S preliminarnim poskusom smo poskusali ugotoviti ali sprememba pH fosfatnega pufra, s
katerim simuliramo ¢revesni medij, vpliva na koli¢ino sproS¢ene ZU iz gastrorezistentnih
pelet. 1zvedli smo osem poskusov, 4 paralele za vsak pH fosfatnega pufra. Pogoji izvedbe:
% pretok 2 ml/min, Cas zadrzevanja v kislem: 60 min, hitrost mesSanja: 80
obratov/minuto, Oblika B,
¢+ uporabljeni mediji:
= PT-1:0,01 M HCI, 0,2 M NazPO,* in fosfatni pufer s pH = 6,8,
= PT-2:0,01 MHCI, 0,2 M NasPO,* in fosfatni pufer s pH = 6,5.
*upostevali smo koncentracijo NasPO, iz predhodnih Studij na fakulteti (20)
Vpliv pH simuliranega Zelod¢nega medija na sprosS¢anje ucinkovine
S preliminarnim poskusom smo Zeleli ugotoviti, kako poteka spros¢anje, ¢e teste izvajamo
z razliénimi izhodnimi kislimi raztopinami in kakSen je vpliv. Z vsakim kislim medijem
smo izvedli 2 paraleli. Pogoji izvedbe:
% pretok 2 ml/min, cas zadrzevanja v kislem: 60 min, hitrost meSanja 80
obratov/minuto, Oblika B,
¢+ uporabljeni mediji:
= PT-3:0,01 M HCI, 0,055 M NazPOy, in fosfatni pufer s pH = 6,8,
= PT-4:0,1 M HCI, 0,61 M NasPOy in fosfatni pufer s pH = 6,8,
= PT-5:1,85x10° M HCI, 0,01 M Na3PO, fosfatni pufer s pH = 6,8.
V preglednici X so navedeni preliminarni testi spros¢anja.

Preglednica X: Seznam preliminarnih testov sproscanja. Pomen oznak in okrajSav: PT - 1: preliminarni test in
zaporedna Stevilka poskusa, PS1 — pretocni sistem 1.

P koncentracija | koncentracija | fosfatni pufer, | .. .
oznaka poskusa | pretoéni sistem | namen poskusa HCI (M) NasPO, (M) pH Stevilo paralel
PT-1 PS1, PS2 vpliv pH simuliranega 0,01 M 02M 6,8 4
¢revesnega medija na
PT-2 PS1, PS2 sprostanje 0,01 M 02M 6,5 4
PT - 3* PS1, PS2 vpliv pH 0,01 M 0,055 M 6,8 2
simuliranega
PT-4 PS1, PS2 zelodénega 0,1M 0,61 M 6,8 2
medija na
PT-5 PS1, PS2 sprod¢anje 1,85x10% M 0,01 M 6,8 2

*Op.: poskus oznacen z * smo izvedli kot preliminarni poskus, vendar smo ga upostevali pri koncni obravnavi vpliva
pretoka in ¢asa zadrZevanja v kislem na sproscanje.
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3.2.4.4 Konc¢na izvedba
Izvedli smo ve¢ testov pri razli¢nih hitrostih pretoka in Casih zadrzevanja v kislem ter
primerjali sprosc¢anje iz Oblike A in B. Uporabljeni mediji in pogoji:
= 0,01 M HCI, 0,055 M NasPOy in fosfatni pufer s pH = 6,8,
= pogoji: hitrost meSanja z magnetom v silikonski cevki: 80 obratov/minuto in
temperatura vodne kopeli T = 36,5°C.
¢ Vpliv pretoka in ¢asa zadrZevanja v kislem na spros$canje
S testi sproS¢anja pri razli¢nih hitrostih pretoka in casih zadrzevanja smo zeleli ugotoviti,
kaksen je vpliv teh parametrov na spro$¢anje. Pogoji izvedbe:
= Oblika B,
= pretoki: 2, 3, 4 in 6 ml/min,
= (asi zadrzevanja v kislem: 10, 60, 120 min.
< Primerjava spros$¢anja iz Oblike A in B
S testi spros¢anja iz Oblik A in B pri razli¢nih pretokih in ¢asu izpostavljenosti kislemu
mediju 60 min smo ugotavljali, kako se obliki tedaj obnaSata in kak$no je spros¢anje ZU.
Pogoji izvedbe:
=  Obliki Ain B,
= pretoki: 3 in 4 ml/min,
= cas zadrzevanja v kislem: 60 min.
SproScanje iz Oblik A in B smo primerjali tudi s testi izvedenimi z razli¢nimi Casi
zadrzevanja v kislem in pri pretoku 3 ml/min. Dobljene profile spro§c¢anja smo uporabili za
izraCun povpre¢nih otezenih profilov sproscanja, s katerimi smo poskusali napovedati in
Vvivo profile sproscanja. Pogoji izvedbe:
=  Obliki Ain B,
= pretok: 3 ml/min,
= cas zadrzevanja v kislem: 10, 30, 60 in 120 min.

V preglednici XI je naveden seznam testov sproscanja.
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Preglednica XI: Seznam testov sproscanja. Pomen oznak in okrajSav: TS - 1: test sproscanja in Stevilcna oznaka
poskusa, PS1 — pretocni sistem 1

‘o - . ¢as zadrZevanja | .. .
oznaka poskusa | pretoéni sistem | namen poskusa oblika pretok (ml/min) v kislem (min) Stevilo paralel

TS-1 PS1, PS2 B 2 10 2

TS-2(PT-3) PS1, PS2 B 2 60 2

TS-3 PS1, PS2 B 2 120 2

TS-4 PS1, PS2 ) . B 3 10 2

vpliv pretoka in

TS-5 PS1, PS2 Casa zadrzevanja B 3 60 2
na sproscanje

TS-6 PS1, PS2 B 3 120 2

TS-7 PS1, PS2 B 4 10 2

TS-8 PS1, PS2 B 4 60 2

TS-9 PS1, PS2 B 4 120 2

TS-10 PS1, PS2 B 6 60 2

TS-11 PS1, PS2 primerjava Oblike A A 3 60 2
in B pri razli¢nih

TS-12 PS1, PS2 pretokih A 4 60 2

TS-13 pPS2 primerjava B 3 30 1

TS-14 PS1, PS2 Oblike Ain B A 3 10 2
pri razli¢nih

TS-15 PS1 asih A 3 30 1

TS-16 PS1, PS2 zadrzevanja A 3 120 2

3.3 Izracuni

+¢ Izracun sprosé¢ene ZU
Na osnovi enacbe umeritvene premice (enacba 3, 4) in povrSin pod kromatografskim
vrhom dolocenih s HPLC smo izracunali koncentracijo spros¢ene ZU:

AUC=k-c+n (3)

_ (AUC-n)
B “)

Maso sprosc¢ene ZU ob doloenem ¢asu t smo izracunali s pomoc¢jo enacbe 5 in sicer tako,

C

da smo koncentracijo ZU mnozili z volumnom vzorca.

Mspr.zu = Cspr.zu * Vvz )

S seStevanjem mas ob ¢asu t smo izracunali kumulativno maso sprosc¢ene ZU (enacba 6).
Mkum= M1 spr.ZU+ my spr.ZU + M3 spr.ZU .- + mpy spr.ZU (6)
Nazadnje smo glede na deklarirano vsebnost ZU v FO (D = 30 mg) izra¢unali Se odstotek

spros¢ene ucinkovine (enacba 8).

%spr.ZU = (

V enacbah 3 - 7 smo uporabili naslednje simbole:
= AUC - povrsina pod kromatografskim vrhom [mAU-s]
= k- naklon umeritvene premice [mAU-s-l/mg]

mkum
D

) - 100 (7)
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= n - preseCiS¢e umeritvene premice z ordinatno osjo [mAU:s]

= ¢ - koncentracija [mg/l]

" Csyrzu— Koncentracija ZU v vzorcu ob Casu t [mg/l]

" Mgy zy— Masa ZU v vzorcu ob ¢asu t [mg]

= V,;-volumen vzorca [l]

" My — kumulativna masa sproscene ZU [mg]

" gy zu— Odstotek sproscéene ZU od dolo¢enem ¢asu glede na deklarirano vsebnost
= D -masaZU [30mg]

% Podaljsani profili spros¢anja in izratun povprecnega otezenega profila sproscanja
Sproscanje smo izvajali pri razli¢nih Casih zadrzevanja v kislem, zato so bili kon¢ni Casi
poskusov razli¢ni. Za lazjo obravnavo in izracun otezenih profilov smo profile spros¢anja z
linearno ekstrapolacijo podaljSali na ¢as najdaljSega poskusa. V primeru, da so bili pri
zadnjih Stirih vzorcenjih odstotki spros¢ene ZU enaki, smo zadnjo vrednost upostevali kot
ekstrapoliran odstotek spros¢ene ZU.

Otezeni profil spros€anja smo izracunali na podlagi matematicnega modela, ki opisuje
povprecno praznjenje pelet iz zelodca (enacba 9) (21):

GE (= 100 - g~ (c(mim/61,9)%% 8)
Casovne intervale praznjenja pelet smo dolo¢ili glede na ¢ase zadrZzevanja v kislem, ki so
predstavljali sredino intervala. Frakcije pelet, ki zapustijo zelodec, smo ra¢unali kot razliko
zacetnega in kon¢nega deleza pelet v posameznem ¢asovnem intervalu:

f (%) =GE zaCetni Cas — GE kon¢ni Cas (9)

V preglednici XII so navedeni Casi zadrZevanja v kislem, ¢asovni intervali praznjenja pelet
glede na case zadrzevanja in delezi pelet, ki se v posameznem c¢asovnem intervalu

izpraznijo iz Zelodca.

Preglednica Xll: Casi zadrZevanja v kislem, asovni intervali praznjenja pelet in izracunani delezi pelet, ki v
posameznem intervalu zapustijo Zelodec

Cas zadrZevanja v kislem, * . . DelezZ pelet (%), ki zapusti Zelodec v
.y . . Casovni interval (min) « .
sredina ¢asovnega intervala (min) ¢asovnem intervalu
10 0-20 30,50
30 20-40 18,66
60 40-80 22,42
28,42
120 80-160 (vStet je deleZ pelet, ki zapustijo Zelodec
po 160 min)

Izracun otezenega profila sproscanja:

(%)
% oteZeni prof.spr. = %spr.ZU ’ (flw) (10)
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Profile sproS¢anja smo pomnozili s frakcijo pelet, ki zapustijo Zelodec v posameznem
casovnem intervalu, in dobili otezene profile spros¢anja za razlicne ¢ase zadrZevanja v
kislem. Nato smo sesteli oteZzene deleze sproscene ZU istih Casovnih tock vseh poskusov

ter izracunali povprecni otezeni profil:

% povpretni oteZeni prof.spr. — %10 otezeni prof.spr. + %30 otezeni prof.spr. ¢as tocka + %60 otezeni prof.spr. + %120

otezeni prof.spr. (11)
V enacbah 8 - 11 smo uporabili naslednje simbole:

= GE - delez pelet v zelodcu ob casu t [%]

"  GE Luemicas — deleZ pelet ob zacetnem Casu intervala v zelodcu [%]

" GE \onmizas - delez pelet ob konénem ¢asu intervala v Zelodcu [%]

= (%) - frakcija pelet, ki v ¢asovnem intervalu zapusti Zelodec [%]

" 90 otezeni profspr. — OteZen deleZ sproscene ZU ob Casu t [%]

* % gprzu — delez sproscene ZU ob ¢asu t [mg/1]

* %10 otezeni profspr. — otezen profil spros¢anja v casovni tocki pri dolocenem casu
zadrZevanja v kislem, 10 — 10 min zadrZevanja v kislem [%)]

" 90 povprecni otezeni profspr. — POVPrecen otezen profil sproscanja [%]
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4 REZULTATI
4.1 Dolocitev enacbe umeritvenih premic

V preglednici XIII so predstavljene koncentracije standardnih raztopin in povrsine pod

kromatografskimi vrhovi, dolo¢enimi s HPLC-metodo.

Preglednica Xlll: Koncentracije standardnih raztopin in povrsine pod kromatografskim vrhom standardov ZU v 0,1 M
NaOH in mediju za sproscanje fosfatnem pufru s pH = 6,8.

Umeritvena premica 1 Umeritvena premica 2
¢ (mg/l) AUC (mAU:-s) ¢ (mg/l) AUC (mAU-s)
0 0 0 0
1,081 235 1,028 14,8
4,925 66 6,02 75
10,81 133,41 10,28 128
19,7 2825 24,08 2986
4324 540 41,12 514,52
59,1 757,9 60,2 7471
84,48 1070,9 82,24 1021,7
98,5 12673 96,32 11915
91,7 1187,1 102,8 12814
146,72 1906,5 120,4 14963
1834 23756 164,48 2038,6
192,64 2337,2
Enacba umeritvene premice 1: AUC =12,916 - ¢c [mg/l] + 0,4407
R?=0,9998
Enacba umeritvene premice 2: AUC = 12,268 - c [mg/l] + 6,4385
R? = 0,9997

4.2 Simulacija in dolocevanje pH profilov
4.2.1 Razvoj in optimizacija pretoCnega sistema za dolocevanje pH profilov

V preglednicah X1V — XVI so predstavljeni rezultati preliminarnih poskusov, s katerimi
smo simulirali pH profile ter optimizirali preto¢ni sistem: optimizirali smo izvedbo
poskusov z 80 ml ¢aso s pokrovom, dolocili hitrosti meSanja na OS in primerjali parametre

in pH profile dolo¢ene na OS oziroma STS. Pogoji izvedbe so navedeni pod tocko 3.2.3.2.
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% Simulacija in dolo¢evanje pH profilov na OS v oZzji, 80 ml ¢asi in optimizacija

izvedbe
Preglednica XIV: Preliminarni pH profili doloceni brez pokrova na ¢asi (PP — 1), izvedba na OS.
PP-1 pH
t (min) paralela 1 paralela 2 paralela 3

0 121 117 1.17

2 1.2 117 1.17

25 1.26 1.22 121

3 154 1.39 14

35 3.68 2 1.88

4 5.9 5.39 4.85

45 6.78 6.24 6.12

5 7.02 6.35 6.29

55 6.98 6.36 6.35

6 6.91 6.36 6.38

6.5 6.86 6.37 6.41

7 6.82 6.37 6.43

75 6.79 6.38 6.45

8 6.74 6.39 6.48

8.5 6.72 6.41 6.52

9 6.7 6.43 6.54

9.5 6.67 6.45 6.56

10 6.63 6.47 6.58

10.5 6.6 6.49 6.61
155 6.61 6.65 6.72
20.5 6.78 6.74 6.7
255 6.8 6.72 6.7
30.5 6.8 6.71 6.7

pH meter umerjen na pH = 7 6.78 6.82 6.81

¢ Hitrost meSanja na OS

Preglednica XV: Preliminarni pH profili za izbor hitrosti mesanja na OS. Hitrost mesanja 100 obratov/minuto: PP — 3,
140 obratov/minuto: PP — 4.

preliminarni posk_usi dolo¢anja pH PP-3 PP -4
profilov
t (min) pH
0 1.15 1.13
2 1.16 1.13
25 1.72 1.22
3 2,77 1.49
35 4.46 2.72
4 7.07 6.14
45 7.45 6.63
5 7.63 6.74
55 7.75 6.76
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< Primerjava parametrov in pH profilov dolo¢enih na STS in OS

Preglednica XVI: Preliminarni pH profili doloceni pri razlicnih hitrostih mesanja na STS. Hitrost mesanja 80
obratov/minuto: PP - 5, 100 obratov/minuto: PP - 6, 150 obratov/minuto: PP - 7.

preliminarni poskusi dolo¢anja PP -5 PP -6 PP -7
pH profilov
t (min) pH

0 1.46 1.44 1.41

2 1.46 1.44 1.41

2.5 1.46 1.55 1.54

3 1.54 1.81 1.86

3.5 1.81 2.76 2.74

4 4.85 6.33 6.32

45 6.5 6.54 6.5

5 6.6 6.61 6.57

5.5 6.65 6.66 6.62

6 6.7 6.7 6.67

6.5 6.73 6.74 6.69

7 6.76 6.76 6.72

7.5 6.78 6.78 6.75

8 6.8 6.79 6.75

8.5 6.81 6.82 6.78

9 6.83 6.84 6.79

9.5 6.85 6.85 6.8

10 6.85 6.86 6.81
10.5 6.86 6.86 6.82
15.5 6.89 6.89 6.85
20.5 6.89 6.88 6.84
25.5 6.89 6.87 6.82
30.5 6.87 6.84 6.82

pH meter umerjen na pH =7 6.84 6.82 6.85

4.2.2 Dolocitev tocne koncentracije NazPO4 in preliminarni pH profili

V preglednici XVII so navedeni rezultati preliminarnih pH profilov z izhodno kislo
raztopino s pH = 1,6 (0,035 M HCI), s katerimi smo dolo¢ili to¢no koncentracijo raztopine

NazPO,, ki jo dodamo za hiter dvig pH. Pogoji so navedeni pod toc¢ko 3.2.3.3.

Preglednica XVII: Preliminarni pH profili za dolocitev tocne koncentracije Nas;PO, izvedba na OS. Koncentracija
NasPO,: 0,02 M (PP - 8), 0,021 M (PP - 9), 0,022 M (PP - 10), 0,025 M (PP - 11).

preliminarni poskusi PP-8 PP-9 PP-10 PP-11
doloc¢anja pH profilov
t (min) pH
0 163 161 161 161
2 163 161 161 16
25 166 163 165 162
3 178 176 181 178
35 2.04 211 24 2.34
4 441 437 5.54 5.73
15 6.28 63 6.49 6.63
5 6.54 6.57 6.66 6.95
55 6.6 6.65 6.72 7.04
6 6.65 6.71 6.73 7.04
65 6.68 6.76 6.74 7.02
7 6.71 6.8 6.74 7
75 6.7 6.82 6.77 7
8 6.71 6.85 6.78 7.01
85 6.73 6.88 6.8 7.02
9 / 6.89 6.61 7.03
95 / 6.89 6.83 7.04
10 / 6.89 6.86 7.04
105 6.84 6.89 6.9 /
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4.2.3 Koncna izvedba
V preglednici XV1I1 so navedeni pH profili z izhodnimi kislimi raztopinami s pH=1,1 (P -
1),16(P-2),21P-3),24FP-4),28((P-5)in 3,2 (P-6). Za vsak pH smo izvedli po

tri paralele in izraunali povprecje, pogoji izvedbe so navedeni pod tocko 3.2.3.4.

Preglednica XVIII: Koncni pH profili, izvedba na OS, v oklepaju je podan izhodni pH

P-1(pH=11) | P-2(pH=16) ( P-3(pH=21)
t (min) pH
paralelal | paralela2 | paralela3 | povprecje || paralelal | paralela2 | paralela3 | povpreje || paralelal | paralela2 paralela3 | povpregje
0 1,17 1,18 1,2 1,18 1,61 1,58 1,6 1,6 2,08 2,11 2,1 2,1
2 1,17 1,18 1,2 1,18 1,6 1,59 1,59 1,59 2,08 2,11 2,11 2,1
2,5 1,27 1,5 1,34 1,37 1,64 1,63 1,64 1,64 2,17 2,15 2,15 2,16
3 1,68 2,51 1,73 1,97 1,8 1,85 1,81 1,82 2,33 2,31 2,35 2,33

3,5 4,1 4,03 3,8 3,98 2,32 2,38 2,27 2,32 2,66 2,65 2,76 2,69

4 6,57 6,7 6,55 6,61 5,88 5,69 5,5 5,69 4,36 4,48 4,51 4,45
4,5 6,74 6,83 6,8 6,79 6,82 6,83 6,76 6,8 6,59 6,3 6,74 6,54

5 6,8 6,82 6,83 6,82 6,88 6,94 6,9 6,91 6,77 6,76 6,82 6,78
55 6,82 6,81 6,84 6,82 6,88 6,94 6,9 6,91 6,79 6,85 6,84 6,83
6 6,83 6,81 6,81 6,82 6,87 6,93 6,89 6,9 6,8 6,86 6,84 6,83
6,5 6,83 6,81 6,8 6,81 6,86 6,92 6,89 6,89 6,81 6,86 6,84 6,84
7 6,83 6,81 6,8 6,81 6,86 6,91 6,88 6,88 6,81 6,85 6,83 6,83
7,5 6,83 6,81 6,81 6,82 6,85 6,9 6,87 6,87 6,81 6,85 6,83 6,83
8 6,82 6,82 6,82 6,82 6,85 6,9 6,87 6,87 6,81 6,85 6,82 6,83
8,5 6,82 6,83 6,83 6,83 6,84 6,89 6,86 6,86 6,81 6,85 6,82 6,83
9 6,82 6,84 6,84 6,83 6,84 6,88 6,85 6,86 6,8 6,85 6,81 6,82

9,5 6,81 6,84 6,85 6,83 6,83 6,88 6,85 6,85 6,79 6,84 6,81 6,81

10 6,81 6,85 6,85 6,84 6,82 6,87 6,84 6,84 6,79 6,84 6,81 6,81
10,5 6,81 6,86 6,86 6,84 6,82 6,87 6,84 6,84 6,79 6,84 6,81 6,81

15,5 6,79 6,86 6,86 6,84 6,79 6,83 6,8 6,81 6,78 6,81 6,78 6,79
20,5 6,78 6,85 6,85 6,83 6,77 6,8 6,77 6,78 6,76 6,8 6,77 6,78

25,5 6,77 6,82 6,84 6,81 6,76 6,79 6,76 6,77 6,75 6,79 6,75 6,76
30,5 6,77 6,81 6,83 6,8 6,75 6,77 6,75 6,76 6,75 6,78 6,75 6,76

pH meter
nl;n;e'_:ifn7 6,83 6,84 6,81 6,83 6,79 6,8 6,81 6,8 6,8 6,8 6,79 6,8
P-4(pH=24) P-5(pH=28) P—6 (pH =32)
t (min) pH
paralelal | paralela2 | paralela3 | povprecje || paralelal | paralela2 | paralela3 | povpreje || paralelal | paralela2 paralela3 | povpregje
0 2,46 2,48 2,5 2,48 2,84 2,84 2,84 2,84 3,2 3,24 3,22 3,22
2 2,46 2,58 2,5 2,51 2,84 2,84 2,83 2,84 3,21 3,24 3,22 3,22
2,5 2,5 2,51 2,54 2,52 2,89 291 2,87 2,89 3,26 3,38 3,25 3,3
3 2,64 2,65 2,66 2,65 3,02 3,04 3,02 3,03 3,38 3,4 3,41 3,4
3,5 2,89 2,88 2,9 2,89 3,3 3,25 3,24 3,26 3,68 3,66 3,68 3,67
4 3,5 3,31 3,38 3,4 3,42 4,32 3,55 3,76 5,11 4,28 4,46 4,62
4,5 6,3 6,16 6,22 6,23 6,35 6,29 5,84 6,16 6,71 6,5 6,82 6,68
5 6,68 6,61 6,62 6,64 6,91 6,71 6,6 6,74 6,83 6,8 6,95 6,86
55 6,79 6,74 6,76 6,76 6,93 6,81 6,74 6,83 6,84 6,84 6,94 6,87
6 6,83 6,8 6,81 6,81 6,92 6,85 6,81 6,86 6,83 6,84 6,94 6,87
6,5 6,84 6,82 6,85 6,84 6,92 6,87 6,82 6,87 6,82 6,84 6,93 6,86
7 6,85 6,84 6,86 6,85 6,92 6,87 6,84 6,88 6,82 6,84 6,92 6,86
7,5 6,85 6,85 6,87 6,86 6,91 6,87 6,84 6,87 6,81 6,84 6,91 6,85
8 6,85 6,85 6,87 6,86 6,9 6,87 6,84 6,87 6,8 6,83 6,9 6,84
8,5 6,85 6,85 6,87 6,86 6,89 6,87 6,84 6,87 6,79 6,82 6,9 6,84
9 6,85 6,85 6,87 6,86 6,88 6,86 6,84 6,86 6,79 6,82 6,89 6,83

9,5 6,84 6,84 6,87 6,85 6,88 6,86 6,84 6,86 6,78 6,81 6,88 6,82
10 6,84 6,84 6,87 6,85 6,87 6,85 6,83 6,85 6,78 6,81 6,88 6,82

10,5 6,84 6,84 6,87 6,85 6,87 6,85 6,83 6,85 6,77 6,81 6,87 6,82
15,5 6,81 6,82 6,85 6,83 6,84 6,82 6,8 6,82 6,77 6,79 6,85 6,8

20,5 6,79 6,81 6,83 6,81 6,81 6,8 6,79 6,8 6,76 6,78 6,82 6,79

25,5 6,78 6,79 6,82 6,8 6,8 6,78 6,77 6,78 6,76 6,77 6,8 6,78
30,5 6,78 6,78 6,81 6,79 6,79 6,77 6,76 6,77 6,75 6,76 6,78 6,76
pH meter
umerjen 6,77 / 6,77 6,77 6,82 6,82 6,81 6,82 6,78 6,77 6,75 6,77
napH=7
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4.3 Testiranje sproscanja
4.3.1 Preliminarni testi sproscanja

X/

¢ Vpliv pH simuliranega ¢revesnega medija na spros¢anje ucinkovine

V preglednicah XIX in XX so navedeni rezultati preliminarnih testov sproS€anja, s
katerimi smo ugotavljali vpliv pH simuliranega ¢revesnega medija na sproséanje ZU. Kot
¢revesni medij smo uporabili fosfatni pufer s pH = 6,8 oziroma pH = 6,5. Pogoji izvedbe
so navedeni pod tocko 3.2.4.3.

Sencene celice in dvojna Crta v vseh preglednicah z rezultati testov sproS¢anja
predstavljajo Cas zadrzevanja v kislem. V preglednicah so predstavljeni % sproSc¢ene ZU

posameznih paralel, povprecje paralel in standardna deviacija (SD).

Preglednica XIX: Preliminarni testi spros¢anja, vpliv simuliranega crevesnega medija na sproscanje: uporaba
fosfatnega pufra s pH = 6,8 (PT - 1).

PT-1 % sproséene ZU
t (min) paralela 1, PS1 paralela 2, PS2 paralela 3, PS1 paralela 4, PS2 povprecje SD
0 0 0 0 0 0 0

20 0,18 0,25 0,22 0,19 0,21 0,03
40 0,44 0,43 0,47 0,42 0,44 0,02
60 0,69 0,58 0,7 0,62 0,65 0,06
80 40,89 33,2 37,95 36,64 37,17 3,19
100 69,58 58,46 63,01 63,41 63,62 4,57
120 81,03 70,94 73,92 74,65 75,14 4,24
140 87,07 76,98 84,43 79,65 82,03 4,56
160 88,81 79,05 86,63 81,96 84,11 4,42
180 89,58 80,51 87,56 84,18 85, 49 3,98
200 90,03 81,62 87,96 84,93 86,14 3,67
220 90,24 82,55 88,15 85,51 86,61 3,33
240 90,39 83,12 88,24 85,87 86.91 3,13

Preglednica XX: Preliminarni testi sproscanja, vpliv simuliranega crevesnega medija na sproscanje: uporaba
fosfatnega pufra s pH = 6,5 (PT-2).

PT -2 % sproscene ZU
t(min) paralela 1, PS1 paralela 2, PS2 paralela 3, PS1 paralela 4, PS2 povpreéje SD
0 0 0 0 0 0 0

20 0,18 0,23 0,21 0,12 0,19 0,05
40 0,35 0,45 0,44 0,36 0,40 0,05
60 0,59 0,68 0,67 0,59 0,63 0,05
80 42,75 24,97 36,6 39,03 35,84 7,67
100 68,36 65,37 60,81 63,93 64,62 3,14
120 79,22 77,45 69,36 75,67 75,42 43
140 83,78 83,2 73,59 79,33 79,97 4,69
160 88,05 85,37 77,13 80,99 82,89 4,82
180 89 86,49 77,89 81,81 83,79 4,94
200 89,48 87,02 78,25 82,23 84,25 5,01
220 89,77 87,35 78,46 82,54 84,53 5,04
240 89,98 87,82 78,64 82,7 84,78 511

-36-




% Vpliv pH simuliranega Zelod¢énega medija na sprosc¢anje uc¢inkovine

V preglednici XXI so navedeni rezultati preliminarnih testov spros¢anja, s katerimi smo

ugotavljali vpliv pH simuliranega zelod¢nega medija na sproS¢anje u¢inkovine. Spros¢anje

smo izvajali z izhodnimi kislimi raztopinami z 0,1 M, 0,01 M in 1,85x10"°* M HCI. Pogoji

izvedbe so navedeni pod tocko 3.2.4.3.

Preglednica XXI: Preliminarni testi spros¢anja, vpliv pH simuliranega Zelodénega medija na sproscanje: uporaba
razlicnih kislih medijev z 0,01 M HCI (PT-3), 0,1 M HCI (PT-4) in 1,85x10°° M Hcl (PT-5).

% sproSéene ZU

_ PT-3(TS-2) PT-4 PT-5

Hmm pf r;lgia pz r;lglza povprecje SD pf r;lgia p; rgl;lza povprecje SD pf rglg:lla pz r;lglza povprecje SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,11 0,18 0,14 0,05 0,00 0,03 0,01 0,02 0,23 0,30 0,27 0,05
40 0,28 0,43 0,36 0,11 0,05 0,07 0,06 0,02 0,48 0,59 0,54 0,08
60 0,44 0,62 0,53 0,13 0,11 0,12 0,11 0,01 0,65 0,78 0,72 0,09
80 23,40 29,82 26,61 4,54 41,16 44,76 42,96 2,55 27,01 25,22 26,12 1,27
100 53,15 59,77 56,46 4,68 69,12 73,98 71,55 3,44 59,32 59,49 59,40 0,12
120 64,59 70,66 67,63 4,29 79,75 84,84 82,30 3,60 71,01 73,48 72,25 1,75
140 69,11 74,85 71,98 4,06 83,97 89,09 86,53 3,62 75,56 78,86 77,21 2,33
160 71,85 76,49 74,17 3,28 85,83 91,21 88,52 3,80 77,39 81,12 79,25 2,64
180 72,70 77,21 74,95 3,19 87,32 92,13 89,73 3,40 78,23 82,68 80,45 3,14
200 73,27 71,57 75,42 3,04 87,88 92,66 90,27 3,38 78,60 83,32 80,96 3,34
220 73,50 77,81 75,66 3,04 88,21 93,04 90,63 3,41 78,87 83,61 81,24 3,35
240 73,77 77,92 75,85 2,94 88,60 93,26 90,93 3,30 79,06 83,89 81,48 341

4.3.2 Vpliv pretoka in ¢asa zadrZevanja v kislem na sproscanje

V preglednicah XXII — XXV so navedeni rezultati testov spros¢anja, ki smo jih izvajali pri

hitrostih pretoka 2, 3, 4 in 6 ml/min in ¢asih zadrzevanja v kislem 10, 60 in 120 min.

Uporabili smo Obliko B, ostali pogoji izvedbe so navedeni pod tocko 3.2.4.4.
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Preglednica XXII: Testi spro$¢anja, pretok: 2 ml/min, éas zadrZevanja v kislem: 10 min (TS — 1) in 120 min (TS - 3),
Oblika B.

TS-1 % sproséene ZU TS-3 % sproscene ZU

t(min) parPagEJI-a ! paI’PaISezla 2 povprecje SD t(min) parPagEJI-a ! parsgézla 2 povprecje SD

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0,02 0,02 0,02 0 30 0,31 0,3 0,3 0,01
10 0,08 0,06 0,07 0,01 60 0,59 0,61 0,6 0,02
15 0,32 0,22 0,27 0,07 90 0,87 0,84 0,86 0,02
20 0,83 0,6 0,71 0,16 120 1,55 1,26 14 0,21
30 16,09 16,21 16,15 0,08 130 12,72 14,45 13,58 1,22
40 42,78 43,61 43,19 0,59 140 34,05 34,98 34,51 0,66
50 59,08 61,49 60,29 1,71 150 46,9 48,04 47,47 0,8
60 69,32 72,22 70,77 2,05 160 55,49 56,59 56,04 0,78
70 75,81 78,92 77,37 2,2 170 60,71 62,2 61,45 1,05
80 79,73 83,1 81,41 2,38 180 63,95 65,48 64,71 1,08
90 82,17 85,76 83,96 2,54 190 66 67,64 66,82 1,16
100 83,72 87,41 85,57 2,61 200 67,29 69,04 68,17 1,24
120 85,54 89,34 87,44 2,68 210 68,11 69,95 69,03 13
140 86,47 90,46 88,47 2,82 220 68,62 70,75 69,69 1,51
160 87 91,81 89,4 34 240 69,17 71,46 70,32 1,62
180 87,39 92,25 89,82 3,44 260 69,46 71,92 70,69 1,74
280 69,57 72,14 70,86 1,82
300 69,62 72,38 71 1,95

Preglednica XXIlI: Testi spro$¢anja, pretok: 3 ml/min, éas zadrZevanja v kislem: 10 min (TS — 4), 60 min (TS — 5) in 120
min (TS — 6), Oblika B.

TS-4 % sproscene ZU TS-5 % sproscene ZU TS-6 % sproscene ZU

t(min) pf’;';l'a p;’;';z'a povprezic | SD t(min) pf’;';l'a p;’;';z'a povpreie | SD t(min) pf’;'sel'a p;’;'sez'a povpregie | SD
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 20 0,06 0,01 0,03 0,04 20 0,07 0,06 0,07 0,01

10 0,05 0,06 0,05 0,01 40 0,22 0,13 0,17 0,06 40 0,21 0,19 0,2 0,01

15 0,35 0,38 0,36 0,02 60 0,33 0,21 0,27 0,08 60 0,31 0,22 0,26 0,06

20 1,12 1,07 1,09 0,03 65 0,51 0,36 0,43 0,11 80 0,39 0,22 0,3 0,12

25 9,25 7,57 8,41 1,19 70 4,21 1,76 2,99 1,73 100 0,52 0,22 0,37 0,21

30 34,94 | 30,14 | 32,54 3,4 75 2539 | 1761 | 215 55 120 0,89 0,48 0,68 0,29

35 54,26 | 48,47 | 51,36 | 4,09 80 43,55 | 36,05 | 39,8 53 125 7,01 6,46 6,74 0,39

40 68,15 | 61,78 | 64,96 45 85 56,64 | 50,05 | 53,34 | 4,66 130 | 26,28 | 25,22 | 25,75 | 0,75

60 92,1 | 8557 | 88,83 | 4,62 90 65,87 | 60,36 | 63,11 | 3,89 135 | 41,07 | 39,55 | 40,31 | 1,07

80 98,17 | 91,7 | 94,93 | 4,57 100 | 76,52 | 73,46 | 7499 | 2,17 140 | 51,46 | 49,63 | 50,55 | 1,29

100 99,63 | 9391 | 96,77 | 4,04 110 81,31 | 80,74 | 81,03 | 0,41 150 63,22 | 61,69 | 62,46 | 1,08

120 |100,05| 94,42 | 97,23 | 3,98 120 | 83,79 | 84,13 | 8396 | 0,24 160 | 68,86 | 67,3 | 68,08 | 1,11

140 |100,17 | 94,99 | 97,58 | 3,66 140 85,68 | 86,75 | 86,21 | 0,75 180 72,82 | 71,66 | 72,24 | 0,82

160 |100,24 | 94,99 | 97,62 | 3,71 160 | 86,15 | 87,9 | 87,03 | 1,24 200 | 7382 | 72,92 | 73,37 | 0,63

180 |100,24 | 9499 [ 97,62 | 3,71 180 86,22 | 88,12 | 87,17 | 1,34 220 74,1 | 73,22 | 73,66 | 0,62

200 | 86,22 | 88,12 | 87,17 | 1,34 240 | 74,17 | 73,29 | 73,73 | 0,62

220 86,22 | 88,12 | 87,17 | 1,34 260 74,17 | 73,29 | 73,73 | 0,62

240 | 86,22 | 88,12 | 87,17 | 1,34 280 | 74,17 | 73,29 | 73,73 | 0,62

300 74,17 | 73,29 | 73,73 | 0,62
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Preglednica XXIV: Testi spro$éanja, pretok: 4 ml/min, éas zadrZevanja v kislem: 10 min (TS - 7) , 60 min (TS — 8) in 120
min (TS — 9), Oblika B.

TS-7 % sproscene ZU TS-8 % sproscene ZU TS-9 % sproscene ZU

paralela | paralela paralela | paralela paralela | paralela

t(min) 1pS1 2ps2 povpredje SD t(min) 1Ps1 2ps2 povpredje SD t(min) 1PS1 2ps2 povpredje SD
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 10 0,14 0,07 0,1 0,05 10 0 0,02 0,01 0,02

10 0,07 0,06 0,06 0,01 20 0,39 0,27 0,33 0,09 20 0,17 0,2 0,18 0,02

15 0,48 0,38 0,43 0,07 30 0,71 0,54 0,63 0,12 30 0,34 0,35 0,34 0,01

20 1,37 1,18 1,28 0,13 40 0,93 0,77 0,85 0,11 40 0,41 0,39 0,4 0,01

25 11,71 | 9,09 10,4 1,85 50 1,12 0,99 1,05 01 50 0,49 0,42 0,46 0,05

30 42,19 | 35,68 | 38,93 4,6 60 1,28 117 1,23 0,08 60 0,93 0,42 0,68 0,36

40 77,22 | 68,19 | 72,7 6,39 70 8,94 4,76 6,85 2,96 70 0,96 0,42 0,69 0,38

50 90,65 | 81,71 | 86,18 | 6,32 80 54,26 | 47,78 | 51,02 | 4,58 80 0,94 0,42 0,68 0,36

60 95,78 | 87,25 | 91,52 | 6,03 90 74,16 | 69,39 | 71,77 | 3,37 90 1 0,46 0,73 0,38

70 98,05 | 89,63 | 93,84 | 5,95 100 | 81,57 | 78,36 | 79,96 | 2,27 100 1,14 0,54 0,84 0,42

80 98,82 | 90,74 | 94,78 | 5,71 110 | 84,31 82 83,15 | 1,64 110 1,36 0,66 1,01 0,5

90 99,24 | 91,18 | 95,21 57 120 | 85,47 | 83,68 | 84,58 | 1,27 120 1,68 0,88 1,28 0,56

100 99,58 | 91,42 | 955 5,77 130 86,03 | 84,38 | 8521 | 1,17 125 11,8 7,86 9,83 2,79

110 99,71 | 91,53 | 95,62 | 5,79 140 86,29 | 84,81 | 8555 | 1,05 130 39,44 | 3459 | 37,01 | 343

120 99,79 | 91,56 | 95,68 | 5,82 150 86,44 | 84,99 | 8571 | 1,03 135 58,17 | 52,5 | 55,34 | 4,01

130 | 99,83 | 91,8 | 9581 | 5,68 160 | 86,54 | 851 | 8582 | 1,02 140 | 69,87 | 64,64 | 67,25 3,7

140 | 99,83 | 91,8 | 9582 | 5,68 170 | 86,61 | 8519 | 859 1 145 76,1 | 72,53 | 7432 | 2,52

150 | 99,83 | 91,8 | 9582 | 5,68 180 | 86,67 | 85,29 | 8598 | 0,97 150 | 79,65 | 77,69 | 78,67 | 1,39

160 | 99,83 | 91,8 | 9582 | 5,68 190 | 86,72 | 85,36 | 86,04 | 0,96 160 | 83,29 | 83,21 | 83,25 | 0,06

170 99,83 | 91,8 | 9582 | 5,68 200 86,75 | 85,41 | 86,08 | 0,95 170 84,74 | 8551 | 8512 | 0,55

180 99,83 | 91,8 | 9582 | 5,68 210 86,78 | 8545 | 86,12 | 0,94 180 8534 | 86,5 | 8592 | 0,82

220 86,81 | 8548 | 86,15 | 0,94 190 85,59 | 86,89 | 86,24 | 0,92

230 86,83 | 8551 | 86,17 | 0,93 200 85,71 | 87,03 | 86,37 | 0,93

240 86,87 | 8553 | 86,2 0,94 210 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

220 | 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

230 | 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

240 | 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

250 | 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

260 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

270 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

280 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

290 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93

300 | 85,75 | 87,07 | 86,41 | 0,93
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Preglednica XXV: Testi spros¢anja, pretok: 6 ml/min, éas zadrZevanja v kislem: 60 min, Oblika B (TS — 10).

TS-10 % sproscene ZU
t(min) paralela 1 PS1 paralela 2 PS2 povpregje SD
0 0 0 0 0
10 0 0 0 0
20 0,24 0,55 0,39 0,22
30 0,34 0,67 0,5 0,23
40 0,44 0,79 0,61 0,25
50 0,49 0,85 0,67 0,26
60 0,54 0,89 0,71 0,25
65 0,81 1,12 0,97 0,21
70 16,44 7,19 11,82 6,54
75 54,29 45,46 49,87 6,24
80 73,95 70,92 72,44 2,14
85 82,91 83,59 83,25 0,48
90 86,89 90,24 88,56 2,37
100 89,48 94,8 92,14 3,77
110 89,99 95,96 92,97 4,22
120 90,07 96,15 93,11 43
130 90,07 96,15 93,11 43
140 90,07 96,15 93,11 43
150 90,07 96,15 93,11 43
160 90,07 96,15 93,11 43
170 90,07 96,15 93,11 43
180 90,07 96,15 93,11 43
190 90,07 96,15 93,11 43
200 90,07 96,15 93,11 43
210 90,07 96,15 93,11 43
220 90,07 96,15 93,11 43
230 90,07 96,15 93,11 43
240 90,07 96,15 93,11 43

4.3.3 Primerjava sproscanja iz Oblike A in B

V preglednicah XXVI — XXVIII so navedeni rezultati testov spro$¢anja, S katerimi smo
primerjali spro$¢anje iz Oblike A in B pri pretokih 3 in 4 ml/min ter pri razli¢nih ¢asih

zadrzevanja v kislem. Pogoji izvedbe so navedeni pod tocko 3.2.4.4.
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Preglednica XXVI: Testi sproséanja, ¢as zadrZevanja v kislem: 60 min, pretok: 3 ml/min (TS — 11), pretok 4 ml/min (TS
—12), Oblika A.

TS-11 % sproscene ZU TS-12 % sproscene ZU

t(min) paralela 1 PS1 | paralela 2 PS2 povprecje sD t(min) paralela1 PS1 | paralela 2 PS2 povprecje SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,10 0,04 0,07 0,04 10 0,03 0,07 0,05 0,03
40 0,10 0,04 0,07 0,04 20 0,12 0,22 0,17 0,07
60 0,10 0,04 0,07 0,04 30 0,12 0,23 0,18 0,07
65 1,00 0,72 0,86 0,20 40 0,12 0,23 0,18 0,07
70 19,06 17,69 18,37 0,97 50 0,12 0,23 0,18 0,07
75 43,12 40,97 42,04 1,52 60 0,12 0,23 0,18 0,07
80 60,05 57,86 58,95 1,55 65 1,47 0,96 1,21 0,36
85 71,74 69,75 70,74 1,40 70 27,88 20,70 24,29 5,08
90 79,46 78,00 78,73 1,03 75 53,25 49,13 51,19 291
100 88,22 87,63 87,92 0,42 80 69,30 67,40 68,35 1,34
110 92,24 92,34 92,29 0,07 85 79,69 78,94 79,31 0,53
120 94,00 94,57 94,28 0,40 90 85,34 85,90 85,62 0,40
140 95,11 96,61 95,86 1,06 100 91,19 93,13 92,16 1,37
160 95,26 97,09 96,18 1,29 110 93,40 96,15 94,78 1,94
180 95,26 97,09 96,18 1,29 120 94,12 97,34 95,73 2,28
200 95,26 97,09 96,18 1,29 130 94,37 97,76 96,06 2,40
220 95,26 97,09 96,18 1,29 140 94,40 97,84 96,12 2,43
240 95,26 97,09 96,18 1,29 150 94,40 97,84 96,12 2,43
160 94,40 97,84 96,12 2,43
170 94,40 97,84 96,12 2,43
180 94,40 97,84 96,12 2,43
190 94,40 97,84 96,12 2,43
200 94,40 97,84 96,12 2,43
210 94,40 97,84 96,12 2,43
220 94,40 97,84 96,12 2,43
230 94,40 97,84 96,12 2,43
240 94,40 97,84 96,12 2,43

Preglednica XXVII: Testi spro$¢anja, ¢as zadrZevanja v kislem: 30 min, pretok: 3 ml/min, Oblika B (TS — 13).

TS-13 % sproscene ZU
t(min) paralela 1 PS2
0 0
20 0,07
30 0,19
35 0,32
40 0,92
45 15,26
50 34,52
60 60,23
80 80,92
100 86,21
120 87,56
140 87,89
160 87,94
180 87,94
200 87,94
220 87,94
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Preglednica XXVIII: Testi spro$¢anja, pretok 3 ml/min, éas zadrZevanja v kislem: 10 min (TS — 14), 30 min (TS — 15), 120
min (TS — 16), Oblika A.

TS-14 % sproscene ZU TS-15 Spri%ene TS-16 % sproscene ZU
tmin) [ P2 | PARII | i | 5D | miny | PRI miny [ Pl | PAEER | e | sD
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 20 0,08 20 0,02 0,07 0,04 0,03
10 0,07 0,04 0,06 0,02 30 0,3 40 0,02 0,07 0,04 0,03
15 0,3 0,19 0,25 0,08 35 0,3 60 0,02 0,07 0,04 0,03
20 0,59 0,58 0,59 0,01 40 0,49 80 0,02 0,07 0,04 0,03
25 1,87 3,01 2,44 0,81 45 13,25 100 0,07 0,12 0,09 0,04
30 19,95 23,84 21,89 2,75 50 34,22 120 0,25 0,27 0,26 0,02
35 40,36 41,94 41,15 1,12 60 62,08 125 2,29 23,75 13,02 15,18
40 55,86 55,46 55,66 0,28 80 83,98 130 58,55 58,55 58,55 0,01
60 85,58 82,01 83,79 2,53 100 89,74 135 68,02 64,78 66,4 2,29
80 93,35 89,01 91,18 3,06 120 91,14 140 73,34 68,38 70,86 3,5
100 95,48 90,8 93,14 331 140 93,78 150 79,91 72,98 76,45 49
120 96,15 91,25 93,7 3,47 160 94,02 160 83,47 75,13 79,3 5,9
140 96,43 91,4 93,92 3,55 180 94,07 180 86,5 77,57 82,04 6,31
160 96,59 93,3 94,94 2,32 200 94,07 200 87,48 78,95 83,22 6,03
180 96,62 94,05 95,33 1,81 220 94,07 220 87,87 79,69 83,78 5,79
240 87,96 80,09 84,03 5,57

260 87,96 80,41 84,18 5,34

280 87,96 80,6 84,28 52

300 87,96 80,74 84,35 5,11

4.3.4 Podaljsani in oteZeni profili sprosc¢anja

V preglednici XXIX so navedene ekstrapolirane vrednosti spros¢ene ZU po 300 min pri
poskusih, ki so bili krajsi kot 300 min. S pomocjo podaljSanih profilov smo izra¢unali
otezen profil sprosc¢anja za Obliko A in B — rezultati so v preglednici XXX. Pogoji izvedbe
testov spro$¢anja, na podlagi katerih smo racunali podaljSane in oteZene profile, so

navedeni pod tocko 3.2.4.4.

Preglednica XXIX: % sproscene ZU po 300 min, doloceno z linearno ekstrapolacijo.

oznaka poskusa % sproscene ZU po 300 min
TS-4 98,4
TS-5 87,17
TS-11 96,18
TS-13 87,94
TS-14 98,93
TS-15 94,13
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Preglednica XXX: Povprecni oteZeni profil spros¢anja za Obliko A in B.

. povprecni oteZeni % sprosc¢ene ZU
t (min) Oblika A Oblika B
0 0,00 0,00
20 0,22 0,37
40 17,09 20,08
60 37,34 38,47
80 56,71 53,06
100 64,89 62,52
120 66,80 65,01
140 87,78 79,86
160 90,60 85,04
180 91,51 86,26
300 93,27 86,92
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5 RAZPRAVA

V okviru diplomske naloge smo optimizirali pogoje in izvedbo poskusov na preto¢nem
sistemu za testiranje sproscanja. Teste smo izvajali z razlicnimi mediji za sproscanje, s
katerimi smo simulirali fiziologki pH v Zelodcu in TC, pri razli¢nih hitrostih pretoka in
Casih zadrZevanja v kislem in preucevali vplive na spros$€anje iz gastrorezistentnih pelet.
Med razvojem FO uporabljamo teste sproS¢anja za dolocanje lastnosti oblike in njeno
ustreznost, z njimi lahko kontroliramo kakovost izdelka in napovedujemo in vivo
sproscanje. Testne metode so odvisne od izdelka in se izvajajo po splosnih ali specifi¢nih
farmakopejskih predpisih, v uporabi pa so tudi modificiane in ne-farmakopejske aparature,
s katerimi lahko dodatno posnemamo dogajanje v fizioloskih pogojih in boljSe napovemo
in vivo profile spros¢anja.

V diplomski nalogi smo teste izvajali na ne-farmakopejski napravi za testiranje sproscanja,
na preto¢nem sistemu, Ki nam omogo¢a menjavo medijev z razli¢nimi sestavami in pH
vrednostmi ter s tem ponazarjanje razli¢nih prostorov in prehodov oblike v prebavnem
traktu. S preto¢nim sistemom lahko posnemamo tudi fizioloSke pretoke, volumne v GIT,
dovajamo sveZ medij ter odvajamo vzorce s spros¢eno ZU in enostavno vzoréimo.

Testirali in primerjali smo spros¢anje iz orodisperzibilnih tablet, ki ob stiku z medijem
razpadejo na gastrorezistentne pelete z acidolabilno ZU ter pomozne snovi.
Gastrorezistentne oblike so pripravljene tako, da lahko z njihovo aplikacijo dosezemo
zakasnelo sproscanje ZU. Obloga, s katero so obloZene pelete, je v kislem mediju obstojna,
zasCiti acidolabilno ZU in vpliva na mesto spros¢anja, do katerega praviloma pride po
prehodu v tanko ¢revo pri vi§jem pH. Takrat se za¢ne obloga raztapljati in ZU sproscati.
Teste sproscanja smo izvajali z mediji za sproS€anje, s katerimi smo predhodno simulirali
fizioloski pH profil po prehodu oblike iz Zelodca v dvanajstnik. Spros¢anje smo testirali pri
razliénih hitrostih pretoka in casih zadrzevanja v kislem ter preucevali vplive na
spros€anje, primerjali smo sproscanje iz Oblike A in B ter z oteZenimi profili spros¢anja
poskusSali napovedati in vivo profile spro$¢anja. Analizo vzorcev smo izvedli s HPLC

metodo z UV detektorjem.

5.1 Simulacija in dolocevanje pH profilov

Eden najvaznejSih parametrov, ki ga poskuSamo posnemati na in vitro sistemu za testiranje
spros¢anja, je pH. Ta se spreminja od ust do rektuma. V stanju na tes¢e pH v Zelodcu niha

od 1 do 3. V dvanajstniku je povprecen pH = 6,1, v tankem Crevesu pocasi naras¢a od
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priblizno 6 v zacetnem delu do 7,5 v distalnem ileumu (5, 7). V kolonu je pH variabilen in
doseze vrednosti med 5,5 in 7,8 (22).

Na preto¢nem sistemu smo z menjavo medijev simulirali pH profile v prebavnem traktu. V
diplomski nalogi smo se osredotocili na posnemanje pH preskoka po prehodu oblike iz
zelodca v dvanajstnik. Zelodéni medij smo simulirali z raztopino HCI, hiter pH preskok
smo dosegli z dodajanjem raztopine NasPQOy,, ¢revesni medij pa smo posnemali s fosfatnim

pufrom s pH = 6,8.

5.1.1 Razvoj in optimizacija preto¢nega sistema za dolocevanje pH profilov

pH profile smo sprva dolocali na preto¢nem sistemu pod pogoji testiranja sproscanja
(sistem za testiranje spros¢anja — STS). Poskuse smo izvajali v 150 ml ¢a$i in mesali z
magnetom v silikonski cevki pri hitrosti 80 obratov/minuto. pH smo merili s pH metrom 1.
Tekom doloc¢evanja pH profilov smo se odlocili za uporabo pH metra 2 zaradi vecje
obcutljivosti le-tega in pH metra zamenjali. Zaradi zamenjave pH metra smo morali uvesti
nekaj sprememb na preto¢nem sistemu, pripravili smo optimiziran sistem za doloCevanje
pH profilov — OS: zamenjali smo delovno ¢aso, uporabili smo magnet brez silikonske ¢ase
in optimizirali izvedbo (uporaba pokrova na ¢asi, dolo€itev hitrosti meSanja).
S preliminarnimi poskusi smo testirali uvedene modifikacije na OS ter preverjali
podobnost pH profilov izvedenih na STS in OS.

% Simulacija in dolo¢evanje pH profilov na OS v 0Zji, 80 ml ¢asi in optimizacija

izvedbe

Na OS smo uporabili manj$o in ozjo delovno ¢aso (80 ml) zaradi daljSe pH elektrode
oziroma nastavka za elektrodo pH metra 2. V 150 ml c¢asi elektroda ni bila v celoti
potopljena v medij. Po uvedbi nove ¢ase so se med paralelami pH profilov nakazovala
vecja odstopanja, razlike smo opazili predvsem med paralelami visokih koncentracij,
najbolj izrazito pri pH profilu z izhodnim kislim medijem 0,1 M HCI (pH = 1,1).
Izvedbo smo optimizirali s pritrditvijo dovodne in odvodne cevke in pH elektrode. Izdelali
smo pokrov za ¢aSo s tremi odprtinami. Na sliki 8 je predstavljena primerjava pH profilov
dolocenih brez in s pokrovom v prvih 5,5 min testiranja, ko pride do pH preskoka.
Pri poskusih brez pokrova smo med beleZzenjem pH vrednosti opazili ve¢ja pH nihanja in
odstopanja med paralelami, medtem ko so pri €aSi s pokrovom paralele pH profilov

primerljive in pH je enakomerno naras¢al do vzpostavitve konstantnega pH-ja. Pri
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poskusih brez pokrova cevke in pH elektroda niso bile pritrjene in med izvajanjem je
verjetno prihajalo do manjsSih premikov le-teh, kar je vplivalo na variiranje pH vrednosti.

== hrez pokrova 1 —@—prez pokrova 2 = prez pokrova 3
8 =—¢—5 pokrovom 1 —@—s pokrovom 2 ——o— 5 pokrovom 3
7 e
6 “E Z *
5 7 7
£ 7/
3
2
o1 |
0 + t t
0 1 2 3 4 t (min) 5 6 7 8 9 10

Slika 8: Primerjava pH profilov, izvedba na OS, dolocitev pH profila brez pokrova - 3 paralele (PP — 1) in s pokrovom - 3
paralele (PP - 2).

Vse konéne pH profile smo dolocali z isto 80 ml ¢aso in pokrovom. Tako smo poskusali
zagotoviti ponovljive pogoje oziroma zmanjSati vpliv sprememb na c¢aSi oziroma v
poloZaju cevk in pH elektrode na pH.

% Hitrost meSanja na OS
Pri poskusih na STS za dolocitev preliminarnih pH profilov in testih spro§¢anja smo mesali
z magnetom Vv silikonski cevki in pri hitrosti 80 obratov/minuto. V 80 ml ¢asi smo za
meSanje uporabili samo magnet, brez silikonske cevke, saj je bila le-ta prevelika za ozko
¢aSo. Mesanje je lahko pri nizji hitrosti vrtenja magneta manj ucinkovito, kar lahko
upocasni reakcijo med kislino in bazo, pH elektroda pa zazna vsako spremembo pH v
nehomogenem mediju. Zaradi uporabe magneta brez silikonske cevke smo na OS povisali
hitrosti mesanja.
Za hitrost meSanja na OS smo tako izbrali 140 obratov/minuto.

% Primerjava parametrov in pH profilov dolo¢enih na STS in OS
Z mediji in po postopku, s katerimi smo na preto¢nem sistemu simulirali pH profile na OS,
smo izvajali tudi teste sproscanja. Slednje smo izvajali pod pogoji STS. S poskusnimi pH
profili smo zato preverjali podobnost profilov dolocenih na OS oziroma STS ter
ugotavljali, ali smo parametre na OS ustrezno optimizirali. Primerjali smo pH profile z
izhodnim kislim medijem 0,1 M HCI (pH = 1,1).
Na STS smo dolo¢ili tri pH profile pri hitrosti meSanja 80, 100 in 150 obratov/minuto.
Ugotoviti smo Zeleli, kakSne pH profile dobimo na STS pri hitrosti meSanja, pri kateri smo
izvajali teste spro$canja (80 obratov/minuto), ter kaksne pri vi§ji hitrosti meSanja in ce
pride med pH profili do odstopanj (PP — 5, PP - 6, PP - 7). Nazadnje smo preverili
podobnost pH profilov doloc¢enih na STS in OS. Primerjali smo naslednja pH profila:
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pH profil PP — 2, pogoji: OS, hitrost meSanja 140 obratov/minuto (uposStevali smo
povprecje treh paralel),

pH profil PP — 5, pogoji: STS, hitrost meSanja 80 obratov/minuto.

Kot je razvidno iz Slike 9 (levo), so pH profili dolo¢eni na STS pri 80, 100 in 150

obratih/minuto zelo podobni in se prekrivajo. Hitrost meSanja nima vec¢jega vpliva na pH

profile STS, verjetno zaradi pogojev izvedbe poskusov na STS:

150 ml caSa: vecji razmik med dovodno, odvodno cevko in pH elektrodo pH
metra,

pH meter 1 je pri nizkih pH-jih manj obcutljiv in verjetno ni zaznal vseh pH
sprememb,

magnet v silikonski cevki: na STS smo uporabili magnet v silikonski cevki.
Silikonska cevka je dolga priblizno 5 cm in zavzame skoraj celoten premer CaSe. Z
vstavljenim magnetom predstavlja vec¢je meSalno sredstvo, kar poveca ucinek
mesanja in predvsem spremeni nacin, kako se medij mesa,

nacin gibanja tekoCine: na meritve pH najverjetneje vpliva tudi nacin gibanja

tekocCine.

Na Sliki 9 (desno) je prikazana primerjava pH profilov dolo¢enih na OS in STS (PP - 2,

PP - 5), s katero smo preverjali podobnost profilov obeh sistemov.

pH profila se razlikujeta v za¢etnem delu. pH meter 2 (meritve na OS, umerjen na pH = 3)

je v primerjavi s pH metrom 1 (meritve na STS in umeritev na pH = 4) meril pH v SirSem

obmocju. S pH metrom 2 smo to¢neje izmerili izhoden kisel pH in le-ta je bil priblizno 0,3

enote nizji kot izmerjen s pH metrom 1. Opaziti je tudi manjSi zamik pri pH preskoku

profila STS, sicer pa so razlike med pH profiloma STS in OS relativno majhne, zato smo

ocenili, da smo parametre in izvedbo pH profilov na OS ustrezno optimizirali in da bomo z

uporabo istih medijev in postopka kot pri simuliranju pH profilov podoben pH profil

dosegli tudi pri izvedbi testov spros¢anja pod pogoji STS.
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Slika 9: Levo: primerjava pH profilov, izvedba na STS pri razliénih hitrostih mesanja: 80 (PP — 5), 100 (PP — 6) in 150
obratov/minuto (PP - 7). Desno: primerjava pH profilov, izvedba pod pogoji STS (PP — 5) in OS (PP - 2).

5.1.2 Dolocitev tocne koncentracije NazPO4 in preliminarni pH profili

Prehod oblike preko pilorusa iz Zelodca v dvanajstnik je hiter. V slednjem se pri¢ne
mesanje zelod¢ne vsebine s sokovi iz Zol¢nika ter trebusne slinavke in pH naraste.

Preskok pH, do katerega pride po prehodu prostorov, smo na in vitro sistemu ponazarjali z
dodajanjem raztopine NaszPOy,, s katerim smo hitro in do zelene vrednosti dvignili pH, npr.
pri pretoku 2ml/min v priblizno treh minutah od kislega do pH = 6,8. Raztopino Nas;PO,
smo uporabljali na podlagi predhodnih Studij (20), omenjena je tudi v farmakopeji kot
medij za dvig pH pri testiranju spro$¢anja oblik z zakasnelim spro$¢anjem (23).
Koncentracijo fosfata, ki smo ga dodali za dosego zelenega pH v delovni c¢asi, smo
racunali na podlagi ravnotezne reakcije med kislino in NasPO, do druge konstante
ionizacije (za posnemanje fizioloskih pogojev pride v posStev druga stopnja disociacije s
pKa, = 7,22, sicer ima fosfatna kislina tri konstante ionizacije) (24). Tekom dolo¢evanja
pH profilov smo ugotovili razlike med izraunano in pri¢akovano vrednostjo pH Vv
delovnem mediju. Izracunane pH vrednosti posamezne koncentracije NazPO4 so bile v
povprecju 0,3 enote visje v primerjavi z eksperimentalno izmerjenimi v delovni ¢asi, zato
smo to¢ne koncentracije fosfata dolo¢ili z ve¢ poskusnimi preliminarnimi pH profili.
Primer dolo¢evanja preliminarnih pH profilov, s katerimi smo zeleli doseci ¢im hitrej$i pH
preskok, ki pa ni previsok in ne preseze vrednosti pH = 6,8 £ 0,1, je prikazan na Sliki 10.
Za izhodno kislo raztopino smo uporabili 0,035 M HCI (pH = 1,6). Profila s koncentracijo
NasPO4 0,022 M in 0,025 M hitro naraseta, vendar je njun pH po preskoku previsok. pH
profila s 0,02 M in 0,021 M NazPO, sicer pocasneje naraseta, vendar z njima nismo
presegli pH = 6,8. pH vrednosti so po dodatku 0,02 M NazPO, in po preskoku nekoliko

nizje, zato smo za kon¢no koncentracijo fosfata izbrali 0,021 M NasPOj,.
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Slika 10: Primerjava preliminarnih pH profilov za dolocitev tocne koncentracije Na;PO,, izhodna kisla raztopina: 0.035
M HCI (pH = 1,6), dodatek razlicnih koncentracij Na;PO, (koncentracije v legendi): 0,02 M (PP — 8), 0,021 M (PP - 9),
0,022 M (PP — 10) in 0,025 M NasPO, (PP - 11).

5.1.3 Konc¢na izvedba

Po koncani optimizaciji sistema in dolocitvi tocnih koncentracij medijev smo dolocili Sest
pH profilov z izhodnimi raztopinamispH=1,1(P-1),16 (P-2),2,1 (P-3), 2,4 (P-4),
2,8 (P -5)in 3,2 (P — 6) (Slika 11). Razlike v pH izhodnih kislih raztopin botrujejo k
manjSim odstopanjem profilov pri pH preskoku. Predvidevali smo, da je nepri¢akovano

zaporedje pH profilov posledica razli¢nih koncentracij dodanega NazPO,.

——pP-1 ——P.2 ——P-3 ——P-4 —+—P-5 ——P-6
8
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Slika 11: Konéni pH profili (pri izrisu smo upostevali povprecje treh paralel za posamezen profil), v legendi so oznake
pH profilov.

5.2 Testiranje sproscanja

Testirali smo sprosc¢anje ZU iz gastrorezistentnih pelet, ki so vgrajene v orodisperzibilne
tablete Oblike A in B. Teste smo izvajali na preto¢nem sistemu, na katerem smo posnemali
naslednje fizioloSke dejavnike:

% Hidrodinamika v GIT
Pretok: fiziolo3ki transplori¢ni pretok v stanju na te§¢e variira od 0 do 4 ml/min, v TC pa
znaSa pretok od 0 do 2 ml/min. Na preto¢nem sistemu smo za ponazoritev pretoka v

prebavnem traktu uporabljali peristalticno crpalko, s katero smo v delovno ¢aSo sproti
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dovajali svez medij in odvajali vzorce s spros¢eno ZU. Teste smo izvajali pri hitrosti
pretoka 2, 3, 4 in 6 ml/min.
Mehanski vplivi: mehanske vplive na FO v prebavnem traktu smo posnemali z meSanjem
medija v delovni ¢asi. Uporabili smo magnet v silikonski cevki, s katerim smo dosegli
gibanje pelet v mediju in fizi¢ni stres ob stiku pelet z meSalnim sredstvom.
Prehod pelet skozi trakt: pelete se iz zelodca praznijo postopoma, v obliki bolusov,
kislemu okolju so lahko izpostavljene od nekaj min do priblizno 3 ur, tranzit preko TC pa
je relativno konstanten (3 - 4 ure) (21, 9). Sproscanje smo testirali pri razli¢nih Casih
zadrzevanja v kislem in sicer 10, 30, 60 in 120 min, intestinalno fazo smo ponazarjali 3
ure.

% PogojivGIT
pH: z menjavo medijev smo posnemali pH spremembe v GIT in prehod pelet iz kislega
okolja Zelodca v tanko ¢revo.
Volumen: farmakopejski testi spros¢anja (Aparat I in Aparat II) se veCinoma izvajajo z
velikimi volumni delovnega medija zaradi omogocanja »sink« pogojev (23), Ki
zagotavljajo zadostno topnost za spros¢anje celotne kolic¢ine ZU. S preto¢nim sistemom pa
lahko zaradi biorelevantnega nizkega pretoka, ki vkljucuje sprotni dotok svezega medija in
odvajanje raztopine vzorca, uporabimo manjSe volumne v fizioloskih mejah — 40 ml.
Temperatura: ljudje vzdrZzujemo normalno telesno temperaturo okrog 37°C, ne glede na
presnovne aktivnosti in temperaturo okolja. Pri 95% populacije je telesna temperatura
izmerjena v ustih v intervalu 36,3°C — 37,1°C (25). Teste spro$¢anja smo izvajali pri

temperaturi 36,5°C.

5.2.1 Preliminarni testi sproscanja

¢ Vpliv pH simuliranega ¢revesnega medija na spros¢anje u¢inkovine
Ugotavljali smo ali uporaba simuliranih ¢revesnih medijev z razliénim pH-jem vpliva na
koligino sprosgene ZU. Okolje v TC, kjer se praviloma za¢ne spro§¢anje uéinkovine iz FO,
smo ponazarjali s fosfatnim pufrom. Kot medije za sproS¢anje smo uporabili se 0,01 M
HCI za simuliranje zelod¢nega medija in 0,2 M NazPO, za dvig pH - 0,2 M NazPO,4 smo
uporabili na podlagi predhodnih Studij na fakulteti (20). Slednje so bile izvedene z bio-
relevantnim ¢revesnim medijem s pH = 6,5, v katerega so bile dodane zol¢ne soli in lecitin.
V nasi nalogi smo se osredotocili samo na pH medijev brez dodatkov, saj smo zeleli

preveriti ali pufer z razlino vrednostjo pH vpliva na koli¢ino sproS¢ene ZU. Teste smo
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izvedli z fosfatnim pufrom s pH = 6,8 (PT - 1) in pH = 6,5 (PT - 2) ter primerjali dobljene
profile sproscanja. Na Sliki 12 vidimo, da je kon¢ni delez spros¢ene ZU pri fosfatnem
pufru s pH = 6,5 pribliZzno 2% niZji, sicer pa se profila prekrivata.

Pri testih spros¢anja PT -1 in PT - 2 pH profila nismo poznali, saj pri teh poskusih e
nismo uporabili medijev in postopka, s katerimi smo dolocali pH profil. S slednjimi smo
pokazali, da moramo v 0,01 M HCI dodati 4 ml 0,055 M NasPO,, da dosezemo pH preskok
do pH = 6,8. Dodatek 4 ml 0,2 M NazPO, v teh poskusih je najverjetneje povzrocil visok
dvig pH v delovni ¢asi in pH je presegel pH = 6,5 oziroma 6,8, vendar pod temi pogoji

ve¢jih razlik med profiloma sproscanja s ¢revesnimi mediji z razli¢nimi pH-ji ni.

——pH =65 ———pH =68
100 I
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Slika 12: Primerjava povprecnih profilov spros¢anja, uporaba fosfatnega pufra s pH = 6,8 (PT-1) in 6,5 (PT-2).

% Vpliv pH simuliranega Zelod¢énega medija na sprosc¢anje uc¢inkovine

Pri oblikah z gastrorezistentno oblogo se ZU praviloma sprosc¢a v delu prebavnega trakta,
kjer se pH dvigne, torej po prehodu v tanko ¢revo. Polimerne obloge teh FO so odporne na
kislo okolje in preprecujejo raztapljanje obloge v zelodcu ter posledicno sproscanje in/ali
razpad ucinkovine, v kolikor je le-ta acidolabilna. Funkcionalne skupine gastrorezistentnih
polimerov so obic¢ajno karboksilne skupine, ki so pri nizkem pH-ju v Zelodcu v ne-
ionizirani obliki in tako preprecujejo raztapljanje obloge. Po prehodu oblike v obmocje z
vi§jim pH karboksilne skupine ionizirajo, kar povzroci raztapljanje (26).

S testom smo preverjali ali razli¢ni kisli mediji za simulacijo Zelodénega medija vplivajo
na sproS¢anje ZU. Izvedli smo tri teste spros¢anja z izhodnimi kislimi raztopinami HCI s
koncentracijo 0,01 M (pH = 2,1, PT = 3), 0,1 M (pH = 1,1, PT — 4) in 1,85x10° M (pH =
2,8, PT — 5). Za dvig pH smo uporabili na podlagi pH profilov dolo¢ene koncentracije
NasPO,. Crevesni medij smo simulirali s fosfatnim pufrom s pH = 6,8.

Na Sliki 13 vidimo, da do spros€anja v kisli fazi ne pride oziroma e pride, ZU razpade in
je ne izmerimo. Po dodatku fosfata in nadalje fosfatnega pufra se je ZU pri poskusu z

zacetno izpostavljenostjo 0,1 M HCI hitro sproscala in profil je strm, medtem ko sta profila
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spro§¢anja pri poskusih z 0,01 M in 1,85x10° M HCI polasneje narai¢ala. Vedja
odstopanja zasledimo pri kon¢ni kumulativni koli¢ini sproSc¢ene ZU. Najve¢ ZU se je
sprostilo pri poskusu z 0,1 M HCI, skoraj 10% ve¢ kot pri 1,85x10° M oziroma 15% veg
kot pri 0,01 M HCI.

= (0.01 M HC| ~ =====0.1 M HC|  e==w==1.85x 10-3 M

80 i
70 P —

% sproséene ZU
[62)]
oo

0 50 100 150 200 250

t (min)

Slika 13: Primerjava povprecnih profilov spros¢anja, uporaba razlicnih izhodnih kislih medijev: 0,01 M HCI (PT - 3), 0,1
M (PT-4) in 1,85x10° HCI (PT - 5).

V tem primeru na % spro$éene ZU verjetno vplivata predvsem dva procesa — raztapljanje
oziroma popusScanje gastrorezistentne obloge v kislem in razpad ZU, v kolikor pride do
stika ZU z kislim medijem. Bolj kisel kot je medij, ve¢ karboksilnih skupin
gastrorezistentne obloge je ne-ioniziranih in le-ta je bolj obstojna. Po drugi strani je med
popuscanjem obloge v kislem in stiku acidolabilne ZU s kislino ZU pri zelo kislih medijih
bolj podvrZena razpadu kot pri manj kislih.

Glede na dobljene profile smo sklepali, da so profili spro§¢anja pri poskusih z razli¢nimi
simuliranimi zelod¢nimi mediji rezultat ravnovesja zgoraj opisanih procesov. Verjetno je
pri poskusih z 0,01 M in 1,85x10° M HCI prislo do vegjega popuitanja gastrorezistentne
obloge in posledi¢no je tedaj razpadlo ve¢ ZU, pri 0,1 M HCI je bil razpad man;jsi zaradi
obstojnosti obloge.

Na pretocnem sistemu dovajamo medij v delovno ¢aso preko cevke, iz katere svezi medij
kaplja v delovni medij. Nac¢in dovajanja lahko privede do napak pri izvedbi — nekaj pelet
lahko takoj pride v stik s kapljico baze ali pufra, kar povzro¢i hitrejSe raztapljanje
gastrorezistentne obloge. Tako bi lahko razlozili hitro in obsezno sproscanje po zamenjavi
medija pri poskusu z izhodnim kislim medijem 0,1 M HCI, saj se napaka verjetno bolj
izrazi po dodatku visoke koncentracije NazPOj.

Za opredelitev vpliva pH simuliranega Zelodénega medija na spros¢anje ZU smo izvedli

premalo primerjalnih poskusov z razli¢nimi izhodnimi kislimi mediji.
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5.2.2 Koncna izvedba

Poskuse sproScanja ZU iz gastrorezistentnih pelet smo izvajali pri razlicnih pogojih,
spreminjali smo hitrost pretoka in Cas izpostavljenosti kislemu mediju. Ugotavljali smo
vpliv teh parametrov na sproscanje ter primerjali sproscanje iz Oblike A in B.
Poskuse smo izvajali z naslednjimi mediji za sproS¢anje:

* simulacija zZelod¢nega medija: 0,01 M raztopina HCI,

= simulacija hitrega pH preskoka po prehodu oblike iz zelodca v dvanajstnik: dodatek

0,055 M raztopine NagPQy,

» simulacija ¢revesnega medija: fosfatni pufer s pH = 6,8.
Delovni medij smo meSali pri hitrosti 80 obratov/minuto. Teste smo izvajali pri
temperaturi vodne kopeli: T =36,5°C.

¢ Vpliv pretoka in ¢asa zadrZevanja v Kislem na sprosc¢anje
S testi smo ugotavljali vpliv pretoka in ¢asa zadrzevanja v kislem na spros$canje iz Oblike
B. Teste smo izvajali pri hitrostih pretoka 2, 3, 4 in 6 ml/min ter ¢asu izpostavljenosti
kislemu mediju 10, 60 in 120 min.

Vpliv pretoka na sprosc¢anje: pretok v prebavnem traktu ni konstanten in se glede na
mesto Vv traktu in fazo gibanja MMC preminja. Poleg tega nanj vplivajo tudi endogena ter
zauzita tekoCina, hrana in kalori¢na vrednost, v manj$i meri pa tudi starost in polozaj
telesa. Med praznjenjem iz Zelodca v stanju na teSce pretok variira od 0 do 4 ml/min, v
tankem Crevesu pa so Vv istem stanju zabelezili vrednosti pretoka med 0 in 2 ml/min (14, 5).
Sprva smo sproscanje testirali pri pretoku 2 ml/min. Na podlagi raziskav, v katerih so
pokazali, da je pretok v dolo¢enem odseku trakta lahko tudi vecji (14), smo nadalje teste
spros¢anja izvajali pri vi§jih hitrostih pretoka znotraj fizioloskega intervala in preucevali,
kaksen je tedaj profil sproscanja in kako pretok vpliva na sproscanje.

Na Sliki 14 so predstavljeni povprecni profili spros¢anja Oblike B izvedeni pri hitrostih
pretoka 2 ml/min (TS - 2), 3 ml/min (TS - 5), 4 ml/min (TS - 8) in 6 ml/min (TS - 10) ter

¢asu zadrzevanja v kislem 60 min.
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Slika 14: Primerjava povprecnih profilov sproscanja izvedenih pri razlicnih pretokih in ¢asu zadrZevanja v kislem 60
min: pretok 2 ml/min (TS - 2), 3 ml/min (TS - 5), 4 ml/min (TS - 8) in 6 ml/min (TS - 10).

ZU se v kisli fazi ne spros¢a oziroma, Ce se je kaj sprosti zaradi popuscanja
gastrorezistentne obloge, ta razpade. SproSc¢anje se praviloma zacne, ko zamenjamo kisel
medij in poviSamo pH v delovni ¢aSi (dodatek fosfata in fosfatnega pufra). Iz slike je
razvidno, da se je najve¢ uéinkovine sprostilo pri najve¢jem pretoku - 6 ml/min in najmanj
pri 2 ml/min, vmesna profila sproscanja sta primerljiva. Uc¢inkovina se je sicer po
zamenjavi medija pri pretoku 4 ml/min sproscala nekoliko hitreje kot pri 3 ml/min, konéni
odstotek sproscene ZU pa je priblizno enak.

Podrobneje smo vplive pretoka preucevali s primerjavo profilov spro$canja pri pretokih 2,
3 in 4 ml/min. Predvidevali smo, da je pretok 6 ml/min prevelik in tako ne odraza najbolje
dogajanja v fizioloskih pogojih.

Kot je razvidno iz Slike 15, je sproscanje pri pretokih 2, 3 in 4 ml/min in posameznem ¢asu
zadrZevanja v kislem pospeSeno pri ve¢jem pretoku — ZU se je najhitreje sproScala pri
pretoku 4 ml/min. Profil pri pretoku 3 ml/min in ¢asih zadrzevanja 10 in 120 min je po
zacetku sprosc¢anja nekoliko manj strm kot tisti pri 4 ml/min, najmanjSi pa je naklon

krivulje pri pretoku 2 ml/min.

10 min v kislem === pretok: 2 ml/min 120 min v kislem e pretok: 2 ml/min
s nretok: 3 ml/min e pretok: 3 ml/min
=== pretok: 4 ml/min emmms nretok: 4 ml/min
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Slika 15: Primerjava povprecnih profilov sprosc¢anja izvedenih pri razlicnih pretokih in casih zadrZevanja v kislem.
Levo: 10 min v kislem: 2 ml/min (TS - 1), 3 ml/min (TS - 4), 4 ml/min (TS - 7).
Desno: 120 min v kislem: 2 ml/min (TS - 3), 3 mil/min (TS - 6), 4 ml/min (TS - 9).
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Povecan pretok najverjetneje vpliva na hitrejSe raztapljanje ZU in vecjo koli¢ino spro$cene
ZU. Hitrost raztapljanja opisuje Noyes — Whitney-jeva enacba, s katero smo poskusali
razloziti, kako povecan pretok vpliva na spros¢anje:

dXd _ AD
dt h

A predstavlja povrsino, na kateri poteka raztapljanje, D je difuzijski koeficient, h debelina

(cs =29, (12)

difuzijske plasti, V volumen medija, cs topnost ZU, X4 koli¢ina raztopljene ZU v raztopini
in dt ¢as (27).

Pogoji izvedbe poskusov - uporabljena FO, volumen, sestava medijev za spros¢anje, hitrost
meSanja, so bili pri vseh poskusih isti, zato smo predpostavili, da so A, D, h in V
konstantni, topnosti (cs) ZU pa nismo poznali. Sklepali smo, da na hitrost raztapljanja v
najvecji meri vpliva koli¢ina raztopljene ZU v raztopini (xg). Pri vecjem pretoku, pri
katerem sta dotok sveZzega medija in odnaSanje ZU iz delovne ¢ase pospeSena, je koliCina
sproscene ucinkovine v delovnem mediju niZja kot v primeru pocasnejSih pretokov in
manjsa je verjetnost, da bi raztopljena ZU ovirala proces raztapljanja. Posledi¢no je hitrost
raztapljanja visja in vec je sproscene ZU.

pH profile smo dolocali pri pretoku 2 ml/min. Pri povecanih pretokih jih nismo doloc¢evali,
vendar smo predvidevali, da je pri pretokih 3 ml/min in 4 ml/min pH preskok hitreje
dosezen, kar lahko dodatno vpliva na pospeSeno spros¢anje ZU pri ve€jem pretoku.
Raztopina v delovni €asi se pri ve€jem pretoku izmenja v krajSem ¢asu in FO je zato hitreje
izpostavljena pogojem, v katerih se gastrorezistentna obloga raztaplja.

Acidolabilno ZU smo zbirali v merilne valje z 0,1 M raztopino NaOH. Pri pospeSenem
pretoku je bila spros¢ena ZU hitreje preérpana v merilni valj, kjer je obstojna.

Najverjetneje je bil tudi zato delez razpadle ZU pri poskusih z ve¢jim pretokom manjsi.

Vpliv ¢asa zadrZevanja v Kkislem na sproscanje: na Sliki 16 so predstavljeni profili
spros¢anja pri posamezni hitrosti pretoka in razli¢nih ¢asih zadrzevanja v kislem 10, 60 in
120 min, s katerimi smo ponazarjali variabilno praznjenje pelet iz Zelodca. Pri
posameznem pretoku se je sprostilo ve¢ ZU, ko je bil ¢as zadrzevanja v kislem krajsi.

Z daljSanjem Casa v kislem lahko zacne gastrorezistentna obloga popuscati, medij lahko
pride v stik z acidolabilno ZU in le-ta razpade. PoSkodbe obloge zaradi mehanske sile
(meSanje z magnetom v silikonski cevki) ali nepravilnosti na oblogi (nepopolno oblaganje

s polimerom, mozne razpoke) lahko dodatno prispevajo k vdoru kisline in razpadu ZU.
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Daljsi kot je cas v kislem, ve¢ je moznosti, da se napake na oblogi izrazijo oziroma da
pride do poskodb obloge.

Pri poskusu TS — 9 (pretok 4 ml/min, 120 min v kislem) je celokupna koli¢ina spros¢ene
ZU visoka, Ceprav je bil ¢as zadrzevanja v kislem tedaj najdaljsi in smo pri¢akovali, da bo
delez razpadle ZU vecji. To je lahko v doloceni meri povezano s povecanim pretokom, ki
je pospesil raztapljanje in odvod spros¢ene ZU iz delovne ¢ase v merilni valj z 0,1 M
NaOH, kjer je ZU stabilna in ne razpada, vendar bi pri¢akovali, da je vpliv pretoka viden

pri vseh krivuljah. Mozno je tudi, da je med testiranjem prislo do eksperimentalnih napak.
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Slika 16: Primerjava povprecnih profilov spros¢anja pri razlicnih casih zadrZevanja v kislem in pretoku:
Zgoraj levo: pretok 2 ml/min: 10 min (TS - 1), 60 min (TS - 2), 120 min (TS - 3).

Zgoraj desno: pretok 3 ml/min: 10 (TS - 4), 60 min (TS - 5), 120 min (TS - 6).

Spodaj: pretok 4 mi/min: 10 min (TS - 7), 60 min (TS - 8), 120 min (TS - 9).

% Primerjava sprosc¢anja iz Oblike A in B

Spros¢anja iz Oblike A in B smo najprej testirali pri pretokih 3 in 4 ml/min ter s ¢asom
izpostavljenosti kislemu mediju 60 min. S testi smo ugotavljali, kako se obliki obnaSata pri

razli¢nih pretokih in kaksno je spros¢anje (Slika 17).
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Slika 17: Primerjava povpreénih profilov sproséanja Oblike A in B pri pretoku 3 mi/min: Oblika A (TS — 11) in Oblika B
(TS - 5) ter 4 mi/min: Oblika A (TS - 12) in Oblika B (TS - 8).

Na Sliki 17 vidimo, da so razlike med profiloma sprosc¢anja Oblike A in B pri posameznem
pretoku precej velike. Razlike se pokazejo po zamenjavi medija in predvidenem zacetku
sproscanja - pri obeh pretokih se je ZU prej, hitreje in v vecji meri sproscala iz Oblike A.
Pri obeh oblikah opazimo zamik zacetka spro$canja, nekoliko vecji je zamik pri profilih
spros¢anja iz Oblike B.

Sestave Oblike A in B nismo poznali, vendar smo glede na opazanja med izvedbo
poskusov sklepali, da se sestavi razlikujeta, kar je najverjetneje vplivalo tudi na razlike v %
spros¢ene ZU. Med testiranjem smo namre¢ opazili razliéno obnasanje posamezne FO - pri
Obliki A se je delovni medij po menjavi medijev hitro zbistril, nasprotno kot pri Obliki B.
Obliki imata lahko razliéne pomozne snovi, sestavo pelet in razli¢ne gastrorezistentne
obloge. Na spros¢anje lahko vplivajo tudi morebitne napake oziroma poSkodbe na oblogi
in debelina le-te ter mehanske sile v delovni ¢asi, saj se posamezna oblika nanje razli¢no

odziva.

S testi sproScanja, izvedenimi pri pretoku 3 ml/min in Casih izpostavljenosti kislemu
mediju 10, 30, 60 in 120 min, smo ugotavljali vpliv ¢asa zadrzevanja v kislem na
sproscanje iz Oblike A in B (Slika 18).

Profil spros¢anja Oblike B po 10 min v kislem je strmejsi in % sprosc¢ene ZU je vecji kot
pri Obliki A. Profila spros¢anja Oblike A in B po 30 min zadrzevanja v kislem se v
zaCetnem delu prekrivata, po 100 min pa je Ze opaziti povecano sproscanje iz Oblike A. Pri
poskusu z Obliko B in 60 min v kisli fazi je viden precejSen zamik zacetka sproS€anja v

primerjavi z Obliko A.
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Slika 18: Primerjava povpreénih profilov sproséanja Oblike A in B pri pretoku 3 ml/min in
10 min zadrZevanja v kislem: Oblika A (TS — 14), Oblika B (TS — 4),

30 min zadrZevanja v kislem: Oblika A (TS — 15), Oblika B (TS — 13),

60 min zadrZevanja v kislem: Oblika A (TS — 11), Oblika B (TS - 5),

120 min zadrZevanja v kislem: Oblika A (TS — 16) Oblika B (TS — 6).

Z daljSanjem Casa zadrzevanja v kislem se razlike med oblikama povecujejo. Razen pri
poskusu s ¢asom zadrzevanja v kislem 10 min, se je ve¢ ZU sprostilo iz Oblike A.
Predvidevali smo, se je iz Oblike B sprostilo manj ZU, ker je je ve¢ razpadlo. Najverjetneje
se je z daljSo izpostavljenostjo kislemu okolju uc¢inkovitost gastrorezistentne obloge Oblike
B v primerjavi z Obliko A zmanjSevala (ko je bil pri poskusu 10 min v kislem vpliv Kisline

na FO minimalen, se je iz Oblike B celokupno sprostilo ve¢ ZU kot iz Oblike A).

5.2.3 OteZeni profil spro$canja

Profile spros¢anja, ki smo jih izvedli pri pretoku 3 ml/min in ¢asih zadrzevanja v kislem
10, 30, 60 in 120 min, smo otezili s frakcijami pelet, ki se v dolo¢enem ¢asovnem intervalu
izpraznijo iz Zelodca. Z otezenimi profili spros¢anja Oblike A in B smo Zeleli napovedati
in vivo profile spros¢anja (Slika 19).

Z razlicnimi Casi zadrzevanja v kislem smo ponazarjali postopno praznjenje pelet iz
Zelodca. Casi zadrzevanja v kislem so predstavljali sredino ¢asovnega intervala za izradun
deleza pelet, ki zapustijo Zelodec. Frakcije pelet smo nato mnozili s spros¢eno ZU.

Zaradi manjSega Stevila ¢asovnih intervalov, s katerimi smo ponazarjali praznjenje pelet iz

zelodca, sta oteZena profila spro§¢anja stopnicasta.
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Slika 19: Povprecna oteZena profila sproscanja Oblike A in B.

Do priblizno 80 min so razlike med otezenima profiloma majhne. Casovne tocke po 80
min smo upostevali v enem ¢asovnem intervalu praznjenja pelet (80 min - 160 min, z
dodanim delezem pelet, ki se praznijo po 160 min). Na Sliki 19 je pri obeh oteZenih
profilih opaziti manjsi plato v obmoc¢ju zadnjega Casovnega intervala. Vecje razlike med
otezenima profila se kazejo predvsem od 140 min dalje. Kon¢ni otezeni % sproscene ZU je
vedji pri Obliki A.

Za pridobitev bolj realnih otezenih profilov in boljSo napoved in vivo profilov spros¢anja
bi morali izvesti ve¢ poskusov z razli¢nimi Casi zadrZevanja v kislem, saj v in vivo pogojih

ne dobimo stopnicastih profilov.

5.3 MozZnosti za dodatne poskuse

% V diplomski nalogi smo na pretocnem sistemu simulirali pH profile v GIT po
prehodu FO iz Zelodca v dvanajstnik. Z dodatnimi poskusi bi lahko podaljsali pH
profile z natan¢nejSo simulacijo pH v tankem in debelem ¢revesu. Te pH profile bi
lahko na primer uporabili za testiranje sproS¢anja s FO, pri katerih se ZU sprosca v
debelem crevesu.

¢ S preliminarnimi testi spros¢anja smo poskusali ugotoviti vpliv pH simuliranih
zelod¢énih medijev na sproscanje. Izvedli bi lahko vecje Stevilo testov sproscanja z
ve¢ razlicnimi izhodnimi mediji (lahko bi uporabili medije, s katerimi smo
simulirali Sest razlicnih pH profilov v zgornjem delu GIT).

% Sproscanje smo testirali pri $tirih ¢asih zadrZzevanja v kislem. Za boljSo napoved in

Vvivo profilov spros¢anja in podrobnejSo analizo vpliva ¢asa zadrZevanja v kislem bi

bilo potrebno izvesti vecje Stevilo poskusov pri ve¢ razli¢nih Casih izpostavljenosti

kislemu mediju (npr. 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200 min).
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6 SKLEP

V diplomski nalogi smo optimizirali pogoje in izvedbo testov sproS¢anja na preto¢nem
sistemu. Testirali smo spro$¢anje iz gastrorezistentnih pelet.
Na pretoénem sistemu smo simulirali fiziologki pH profil od Zelodca do TC in optimizirali
sistem za doloCevanje pH profilov. Medije, ki smo jih uporabili za simulacijo pH okolja v
zelodcu in TC, smo uporabili pri testiranju spro§¢anja ZU iz gastrorezistentnih pelet, ki so
vgrajene v orodisperzibilne tablete Oblike A in B. Teste spros¢anja smo izvajali pri
razli¢nih hitrostih pretoka in Casih izpostavljenosti kislemu mediju, preucevali smo vplive
na spro$¢anje ter primerjali spros¢anje iz Oblike A in B. In vivo profile spros¢anja smo
poskusali napovedati z oteZenimi profili spros¢anja. Prisli smo do naslednjih zakljuckov:

+ Simulacija pH profila na preto¢nem sistemu
Na pretoénem sistemu lahko z menjavo medijev simuliramo fiziologki pH profil. Zelodéni
medij smo posnemali z raztopino HCI, hiter pH preskok po prehodu oblike preko pilorusa
smo dosegli z dodatkom raztopine NasPOa, crevesni medij pa smo simulirali s fosfatnim
pufrom s pH = 6,8.

¢ Vpliv pretoka na sproscanje
Pri povecanem pretoku se sprosti ve¢ ZU in spro$¢anje je pospeseno. Pri ve¢jem pretoku se
ZU najverjetneje hitreje raztaplja zaradi nizje koncentracije ZU v raztopini, spros¢ena ZU
je hitreje odvedena v merilni valj, kjer je stabilizirana z 0,1 M NaOH, in manj je razpade.

¢ Vpliv ¢asa zadrZevanja v kislem na spros¢anje
Daljsi ¢as zadrzevanja v kislem zmanjSa % sproS¢ene ZU. Dlje casa kot je oblika
izpostavljena kislemu okolju, vecja je verjetnost popuscanja obloge in razpada acidolabilne
ZU v kislem okolju - ve¢ji razpad v kislem zaznamo kot man;jsi celokupen obseg sproséene
ZU.

% Primerjava spros¢anja iz Oblike A in B
ZU se hitreje sprosca iz Oblike A. Z daljSanjem Casa izpostavljenosti kislemu mediju se
razlike med profili spros¢anja Oblike A in B povecujejo. Na sproS€anje verjetno vpliva
razli¢na sestava pelet in gastrorezistentne obloge Oblike A in B. Pri Obliki B je delez

razpadle ZU vedji.
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% Otezeni profili spros¢anja
Z otezenimi profili sprosc¢anja lahko napovemo in vivo profile spro$canja, saj tedaj v
izraCunih profilov spro$¢anja upostevamo tudi kinetiko praznjenja iz Zelodca. V zacetnem
delu sta povprecna otezena profila spros¢anja Oblike A in B podobna, vecje razlike se
nakazujejo po 140 min. Pri Obliki A je bil konéni otezeni % spros¢ene ZU vecji. Za boljso
napoved in vivo profilov spro$¢anja bi morali izvesti ve¢ poskusov z razli¢nimi Casi

izpostavljenosti kislemu mediju.
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