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POVZETEK

pH se vzdolz prebavnega trakta spreminja: od kislega v zelodcu poskoci do skoraj
nevtralnega ze v dvanajstniku, naraste do rahlo bazi¢nega vzdolz tankega ¢revesa, v cekumu
nekoliko upade, v debelem Crevesu pa spet pocasi naraste do nevtralnega. Namen magistrske
naloge je bil na pretocnem sistemu simulirati znac¢ilne spremembe in nivoje pH v prebavnem
traktu ter preveriti vpliv razli¢nih sprememb pH na spros$¢anje u¢inkovine iz ogrodnih tablet.
Z zaporedno uporabo ve¢ razli¢nih medijev smo simulirali pH profile prebavnega trakta od
zelodca do debelega crevesa. Simulacije pH profilov in poskuse spros¢anja na sistemu s
sinkerjem smo izvajali pri pretoku 2 mL/min, s 40 mL medija v delovni ¢asi pri temperaturi
37 °C in hitrostjo vrtenja magnetnega mesala 100 rpm. Na sistemu s kroglicami smo poskuse
spros¢anja izvajali pri niZji hitrosti vrtenja magnetnega mesala 60 rpm. Kot zelodéni medij
smo uporabili razli¢éne koncentracije HCI. Hiter dvig pH na 6, ki nastopi ob prehodu v
dvanajstnik, smo ponazorili z dovajanjem razli¢nih koncentracij raztopine trinatrijevega
fosfata v Zelod¢ni medij, po¢asno naras¢anje pH (90 min) od 6 do platoja v drugi polovici
tankega ¢revesa pa nadalje z dovajanjem fosfatnih in red¢enih Mcllvainovih pufrov razli¢nih
pH in koncentracij. Simulirali smo tri razli¢éne pH platoje: 7,0; 7,5; 8,0. Sledeci padec pH za
1,5 enote, ki se pojavi ob vstopu v cekum, smo dosegli z uporabo razred¢ene ortofosforne
kisline, po padcu pH pa smo z red¢enimi Mcllvainovimi pufri vzdrzevali tri razli¢ne nivoje
pH (5,4; 6,0; 6,6) do konca poskusov — simulacija prehoda skozi desno debelo ¢revo.

Ugotovili smo, da fosfatni pufri ne omogoc€ajo simulacije pocasnega kontinuiranega
naraS¢anja pH od hitrega dviga do platoja, kar je posledica nizke pufrne kapacitete v tem pH
obmo¢ju. Kontinuirano naras¢anje pH do vseh treh pH platojev smo dosegli z red¢enimi
Mcllvainovimi pufri, ki imajo kot sestavljeni pufri SirSe pH obmo¢je pufranja. Z red¢eno
ortofosforno kislino smo uspesno simulirali oster padec pH, red¢eni Mcllvainovi pufri pa so
omogocali vzdrZevanje konstantnega pH od padca pH do konca poskusov. Razlike v pH med
tremi razli¢nimi nivoji kon¢nega pH v distalnem tankem ¢revesu niso bistveno vplivale na
spros¢anje ucinkovine: hitrost sprosc¢anja je pri vseh rahlo upadla po simuliranem padcu pH
v 180. min, ker je uéinkovina pri nizjih pH slabse topna. Pri poskusih spro$¢anja na sistemu
s kroglicami trenje kroglic ob tableto povzroca sprotno erozijo zunanjih nabreklih plasti
tablete in omogoci hitrejse spros¢anje tudi uc¢inkovini iz notranjosti tablete, kar se izrazi v
vi§jem % sproScene ucinkovine v istem ¢asu v primerjavi s poskusi na sistemu s sinkerjem.
Kljuéne besede: simulacija pH profilov prebavnega trakta, gastrointestinalni trakt, preto¢ni

sistem, spros¢anje ucinkovine.



ABSTRACT

pH of the lumen content varies along the gastrointestinal tract. It rises from the acidic in the
stomach to the nearly neutral in the duodenum, reaches slightly alkaline values in the distal
small intestine, rapidly drops in caecum and rises back to neutral along the colon. The aim
of our work was to simulate these characteristic changes and plateau of pH values in flow
through system and to verify their impact on a drug release from the matrix tablet.
Gastrointestinal pH profiles were simulated using several different media successively. The
beaker contained 40 mL of medium, thermostated at 37 °C. All the experiments were carried
out at a flow rate of 2 mL/min and stirring rate 100 rpm except those, performed on a system
with glass beads (60 rpm). HCI solutions of various concentrations served as a gastric
medium. A sharp rise in pH, signifying gastric emptying, was achieved by introducing
NasPOj4 solutions (various concentrations) in HCI. A slow (90 min) and continuous rise in
pH to the plateau, simulating proximal small intestine, and pH plateau, simulating distal
small intestine, were achieved by introducing various phosphate and diluted Mcllvaine
buffers in a beaker. Three pH plateaus (7.0; 7.5; 8.0) were simulated, representing variability
of pH in the distal small intestine. A drop of 1.5 pH units, signifying a passage from small
intestine to caecum, was achieved with introduction of diluted phosphoric acid. Different pH
levels (5.4; 6.0; 6.6 — according to the values in terminal small intestine) were then sustained
for 60 min, simulating the transition through the beginning of the right colon.

Phosphate buffers appeared to be inappropriate medium for simulation of slow and
continuous rise of pH from value 6 to the plateau, due to low buffer capacity in pH area 3—
7. In contrast, using diluted Mcllvaine buffers, consisting of Na2HPO4 and citric acid, with
a wider range of high buffer capacity, a gradual rise in pH was achieved. Diluted phosphoric
acid has proven to be a suitable medium for simulation of a sharp pH drop. The constant pH,
following the pH drop, was also maintained using diluted Mcllvaine buffer solutions.
Differences in pH between three pH plateaus of the distal small intestine did not have
important impact on drug release from matrix tablets. The rate of drug release was seen to
be slightly reduced after the simulation of pH drop at all pH profiles, as a consequence of
lower drug solubility at lower pH (pKa of diclofenac: 3,80). Glass beads, used in four
experiments, eroded the swollen layers of tablet and thus accelerated the drug release by
allowing the drug from inner layers of tablet to release.

Key words: simulation of GI pH profiles, gastrointestinal tract, flow through system, drug

release.



SEZNAM OKRAJSAV

CK — cekum (slepo ¢revo)

DC — debelo &revo

DDM — duodenum (dvanajstnik)

GIT — gastrointestinalni trakt

ICJ — lleocecal junction (ileocekalna povezava)

MO — mikroorganizmi

rpm — Revolutions per minute (Stevilo obratov na minuto)
RTK — radiotelemetri¢na kapsula

SD - standardna deviacija (odklon)

T1 —terminalni ileum

TC - tanko &revo

TNAF — trinatrijev fosfat dodekahidrat (NasPOas-12H20)

ZU — zdravilna uéinkovina



1 UVvOD

pH vrednost v lumnu gastrointestinalnega trakta (GIT) pomembno vpliva na
farmakokinetiko peroralnih FO: od pH so med drugim odvisni raztapljanje oblog in ogrodij
za prirejeno spro$canje, nabrekanje FO in hitrost spro$¢anja ucinkovin iz le-teh. Pri
nacértovanju FO s prirejenim spros¢anjem potrebujemo podatke o pH profilu zdravega GIT

ter o posebnostih, ki nastopijo v primeru razli¢nih bolezenskih stanj.

1.1 pHV PREBAVNEM TRAKTU V STANJU NA TESCE
pH profil GIT se za¢ne s kislim zelodénim okoljem, nadaljuje z nenadnim dvigom pH ob
prehodu iz zZelodca v dvanajstnik (DDM) in pocasnim naras¢anjem pH vzdolz tankega
&revesa (TC). Sledi hiter padec pH ob vstopu v cekum (CK) ter rahlo nara$¢anje pH vzdolz
debelega &revesa (DC) [1]. Zelodéna kislina sodeluje pri razgradnji hrane in §¢iti pred
zauzitimi mikroorganizmi (MO), ucinkovito pufranje vsebine GIT v DDM pa pospesuje
tvorbo micelov ter optimizira delovanje pankreaticnih encimov [2]. Ti postanejo
funkcionalni $ele, ko pH preseZe 5,5. Sluznica v TC protone iz lumna izmenjuje za natrijeve
katione in kloridne anione za bikarbonatne, zato pH od jejunuma proti ileumu naras¢a [3].
V distalnem TC se vzpostavi plato z relativno visokim pH in malo nihanji, ki se ohranja do
konca TC [4]. Po prehodu iz Tl v CK (ileocekalno obmoé&je — ICJ) pride do ostrega padca
pH [3]. MO namre¢ predvsem v CK in ascendentnem DC povzrodajo fermentacijo
neabsorbiranih ogljikovih hidratov do kratkoveriznih mas¢obnih kislin, zaradi katerih je pH
v CK veé kot 1 enoto nizji kot v ileumu [1, 5, 6]. Vzdolz DC in do rektuma se pH dvigne do

nevtralnega ali rahlo bazi¢nega [7, 8, 9].

1.2 VARIABILNOST pH GIT
1.2.1 INTERINDIVIDUALNA VARIABILNOST pH GIT
V studijah [2-9] raziskovalci poro¢ajo o znac¢ilnem hitrem dvigu pH vrednosti ob praznjenju
vsebine Zelodca v DDM, Camilleri in sodelavci [1] pa pri Stirih preiskovancih tega dviga pH
niso opazili. V studiji [10] Ibekwe-ja in sodelavcev je interindividualna variabilnost pH v
stanju na tesce prikrila morebitne razlike med pH profili v stanjih na te$¢e in s hrano.
Pokazala se je tako v pH platoju ileuma (pH od 6,7 + 0,9 do 7,9 = 0,1) kot v CK in desnem
DC (pH od 5,5 + 0,7 do 7,6 + 0,3). Press in sodelavci so v $tudiji [11] odkrili precej$njo
variabilnost pH vzdolZ celotnega GIT med kontrolnimi preiskovanci, kar prikazuje Slika 1.
V studijah [8, 10] so pri prehodu skozi ICJ opazili postopen in neizrazit padec pH, pri

nekaterih preiskovancih se padec niti ni pojavil, kar je v nasprotju s Studijami [2—7], Ki



poro¢ajo o nenadnem padcu pH. Mozni vzroki za neizrazit padec pH so: ileocekalna
zaklopka, ki dopusca refluks flore iz CK v TI (prisotnost bakterij v TI povzro¢i zakisanje
vsebine ¢revesa ze pred vstopom v CK), neobicajna prehrana, zauzitje obroka pred preiskavo
ali posebnosti populacije MO v GIT pri posamezniku [1, 6, 12]. V Studiji [6] Zaratejeve in
sodelavcev je do padca pH pri razli¢nih preiskovancih prislo na razli¢nih mestih blizu ICJ,
pa tudi velikosti padca so se razlikovale: v primerih, ko je do padca pH prislo v CK, je pH

upadel za 1,35 + 0,20 enote, v primerih padca pH v ascendentnem DC pa za 1,7 + 0,1 enote.

9
8

R e
6 T

: /

o«

1

jelodec Proksimalne  terminalno cekum desno DC levo DC
T

0 TC

Slika 1: Individualni pH profili od Zelodca do levega debelega ¢revesa za 12 kontrol iz Studije [11]. Prikazane
so mediane pH vrednosti za posamezen predel GIT pri posamezniku (prirejeno po [11]).

1.2.2 INTRAINDIVIDUALNA VARIABILNOST pH GIT
V studiji [12] so pri ve¢ kot polovici od 13 preiskovancev, pri katerih so meritev pH GIT
opravili dvakrat v nekaj dnevih, zaznali variiranje pH med dnevi v 7 od 10 segmentov, na
katere so razdelili celotni GIT. Najvecje koeficiente variacije so izracunali za Zelodec, DDM,
CK in rektum. Nivo pH v distalnem TC je preko regulatornih mehanizmov zelo natanéno
uravnan, saj je bila tam variabilnost najmanjsa. Veliko intraindividualno variabilnost so v
Studiji [10] dokazali z dvema preiskavama pH profila v stanju na tes¢e pri enemu

preiskovancu v razmaku enega tedna (Slika 2).

9 ¥ B
] A ] A L
; L e e —
7 n WL PP T L4 W M H.lT bl
/ h’n“f.'rr g AW r'i'lh”'f'-' - e
& | \1*1 Fr o ]JHE t I
pH, E
4 vstop v CK 4 CK
s || ¥stop ¥
zr o
1 + GE 1 L-.-.xafGE
T 2 B s B 7 B BT B RR AT S % 1 2 3 8 5 & 7 8 5 10111213 14 15 16 17 18 19
cas [h] cas [h]

Slika 2: Dva pH profila istega preiskovanca, izdelana v enotedenskem razmaku: A) na zacetku $tudije, B) en
teden kasneje, ki kazeta na veliko intraindividualno variabilnost pH GIT (prirejeno po [10]).



1.3 MERJENJE pH IN PREHODOV GIT ZRTK METODO
Metoda z radiotelemetri¢no kapsulo (RTK) je validirana kot natan¢na metoda za meritve pH
in ¢asov prehodov v TC in DC [13]. RTK je inertna, neprebavljiva kapsula, ki v rednih
intervalih meri intraluminalni pH, tlak in temperaturo, medtem ko prosto potuje skozi GIT.
Lokacijo RTK se lahko (na 5 cm natan¢no) spremlja povrSinsko z uporabo radijskega
detektorja: RTK je tam, kjer je prejeti signal najmo¢ne;jsi [4, 7]. Ta nacin ni zanesljiv, ker je
mo¢ prejetega signala odvisna tudi od orientacije RTK, ne le od njenega polozaja [12]. Bolj
natan¢na (na 0,5-1 cm) je tehnika z detektorjem kovin, ki zaznava kovinsko kroglico,
pritrjeno na kapsulo, uporablja pa se tudi fluoroskopija [9, 12, 14, 15]. RTK podatke o
meritvah z dolo¢eno frekvenco oddaja sprejemniku, ki ga preiskovanec nosi s seboj. Podatke
se preko USB povezave prenese s sprejemnika na racunalnik [1]. Pred uporabo je kapsulo
potrebno aktivirati in umeriti v pufrih pri 37 °C [14]. Sodobne kapsule temeljijo na zunanji
stekleni elektrodi, v notranjosti pa imajo referenéno Ag/AgCl elektrodo. Vgrajena baterija
lahko oskrbuje RTK z elektri¢no energijo vsaj 5 dni, kar zadostuje za opravljanje meritev po
celotnem GIT [16]. Za izpraznjenje trdnih delcev (tudi RTK) iz Zelodca je potrebna aktivnost
migracijskega motori¢nega kompleksa, v TC potuje RTK nemoteno, skozi ICJ pa lahko
prehaja le ob premikih bolusa [1]. Zaradi primerljive velikosti s tabletami nam lahko RTK
da dober vpogled v gastrointestinalni prehod takih tablet [14]. Po potrebi se lahko kapsulo
priveZe na nit, da se upoc€asni njen prehod skozi GIT; tako se lahko opravi ve¢ meritev v
dolo¢enem predelu [17]. Po preiskavi se kapsulo sterilizira in z umeritvenimi pufri ponovno
preveri to¢nost meritev. Ker so sprejemniki podatkov prenosni, preiskovancem omogocajo
opravljanje vsakodnevnih aktivnosti; raziskave se lahko opravljajo v fizioloskih pogojih [4].
Slabosti RTK metode so: tehni¢ni zapleti, neuporabnost, ¢e preiskovanec ne more pozirati,

tezave s prehajanjem skozi GIT in relativno visoki stroski [1].

1.4 STUDIJE S PODATKI O PADCU pH NA PREHODU 1Z
TERMINALNEGA TANKEGA CREVESA V CEKUM

Pri pregledu literature smo iskali strokovne ¢lanke s podatki o pH GIT pri zdravih odraslih
Vv stanju na tesce. Posebej so nas zanimale ekstremne vrednosti pH v Tl in CK. V vseh
obravnavanih $tudijah so pH profil GIT dolocali z uporabo RTK; v primerih [3, 4, 7, 8, 9,
11, 12, 14, 15] z RTK Remote Control Systems, London (RCS), pri preiskavah [1, 2, 5, 6,
16, 18, 19] pa z RTK SmartPill Corporation, Buffalo, New York (SP). Pri $tudiji [10] so
uporabili RTK Bravo®, pri studiji [20] pa RTK Rigel Research Ltd. Preiskovanci so bili,



razen pri Studijah [2, 5, 17, 18], te$¢i ¢ez noc¢ pred preiskavo in do praznjenja zelodca, Ki SO
ga zaznali kot hiter dvig pH. Diete so predpisali v stirih preiskavah [6, 8, 16, 18].

Camilleri in sodelavci so v Studiji [1] s scintigrafijo dokazali, da zaznani padec pH sovpada
s prihodom z radioizotopom oznaéene RTK v CK oziroma ascendentno DC.

Gelfond in sodelavci [2] so pH profil GIT pri pacientih s cisti¢no fibrozo primerjali z
zdravimi kontrolami. Preiskovanci so kapsulo zauzili skupaj z obrokom. Pri stirih kontrolah
se je vsebina ze v prvi minuti po prihodu iz Zelodca v DDM napufrala do pH nad 6,0. Prehod
iz ileuma v DC so definirali s pojavom ostrega padca pH za veé kot 1 enoto, po katerem pH
ni ve¢ narastel na povpre¢ni pH iz ileuma.

Preiskovanci v studiji Gilberta in sodelavcev [3] so bili ves ¢as raziskave v ambulanti.
Prehod RTK iz Zelodca v DDM je pri vseh preiskovancih spremljal nenaden porast pH nad
6. V 1. uri prehoda TC so zaznavali kratkotrajne fluktuacije pH ter izmerili povpreen pH
6,61 = 0,58 (manj kot 1 % tega Casa je bil pH niZji od 6). pH se je nato stabiliziral in
postopoma nara$c¢al do platoja. Sledil je nekajminutni oster padec pH, kar so smatrali za
prihod RTK v CK; ob tem so se ponovno pojavila nihanja pH.

Evans in sodelavci so v 18-mesecni raziskavi [4] preiskovali 66 zdravih odraslih. Diete niso
predpisali, ker so zeleli dobiti podatke od ljudi vseh starosti z normalno evropsko dieto.
Povpreéni pH proksimalnega TC (1. ura v érevesu) je bil 6,6 = 0,5. V srednjem TC (&as med
prvo in zadnjo uro prehoda TC) je bil pH precej konstanten: 7,4 + 0,4. V distalnem TC
(zadnja ura pred padcem pH) je bil pH stabilen (7,5 + 0,4), z malo fluktuacij. Prihod v CK
so definirali z ostrim padcem pH na 6,4 + 0,4, potem ko je bil le-ta nekaj Casa na stabilni
ravni iz ileuma. V desnem DC so bile prisotne veéje fluktuacije pH kot v ileumu. V DC je
pH pocasi naras¢al do 7,0 £ 0,7 (levo DC). Relativni polozaj RTK so doloali na podlagi
zaznanih velikih sprememb pH vzdolz GIT. Lokacije RTK za posamezne ¢asovne tocke SO
vrisali na skico trebusnega predela, razdeljeno na devet sekcij; metoda je bila validirana z
uporabo z radioizotopom oznacene kapsule in scintigrafijo.

Satish in sodelavci so v preiskavi [5] uporabili RTK in kapsulo z delci velike gostote, ki ne
prepuscajo rentgenskih Zarkov (markerji). Obe kapsuli so preiskovanci zauzili po
predpisanem obroku. Lokacijo markerjev v GIT so dvakrat dolo¢ili z rentgenom in rezultate
primerjali z lokacijami RTK; dokazali so dobro ujemanje rezultatov obeh tehnik. Vstop v
CK so dolo¢ili s padcem pH za vec¢ kot 1 enoto, pod pogojem, da je ta nastopil vec kot 30

min po praznjenju Zelodca in da je raven pH po padcu ostala enaka Se vsaj 10 min.



Zarate in sodelavci so v §tudiji [6] skusali z RTK natan¢no dolociti mesto, Kjer nastopi padec
pH. RTK so v GIT spremljali z dvojno scintigrafijo: RTK je bila oznacena s kontrastnim
sredstvom Cr[EDTA], njeno lokacijo pa so dolocali relativno na ozadje, oznaceno S
kontrastnim sredstvom In[DTPA] (skozi nos so ga po katetru nadzorovano odmerjali
direktno v ileum), ki je dobro orisalo anatomijo v okolici ICJ. Najprej so vsakih 30 min
opravili stati¢no slikanje, po vstopu RTK v ileum (definirali so ga s stabilnim pH, vi§jim od
7, ki se je vzpostavil ~ 4 h po praznjenju zelodca) pa so zaceli z dinami¢nim snemanjem
(preiskovanec je moral mirovati), ki so ga izvajali, dokler RTK ni prispela do hepati¢nega
zavoja (zavoj med ascendentnim in pre¢nim DC). Slike so potrdile, da je RTK presla iz TI
v CK, zaznali so tudi padec pH za vec kot 1 enoto; s stabilnega nivoja pH nad 7 na pH ~ 6.
Dinamicne slike so pokazale, kako je kontrastno sredstvo IN[DTPA] prehajalo ICJ s premiki
bolusa; z enim od teh je presla tudi RTK. Lokacija RTK ob padcu pH je bila 3 cm distalno
od ICJ (mediana), a so ti podatki nezanesljivi, ker gre za dvodimenzionalno merjenje v
trodimenzionalnem sistemu. Padec pH je nastopil 7,5 min, najnizja vrednost pH pa je bila
izmerjena 25 min (mediana) po prehodu RTK skozi ICJ. Ustrezne podatke so dobili pri 9
preiskovancih: pri petih je padec pH nastopil s prihodom RTK v CK, pri dveh ob premiku
iz CK v ascendentno DC, pri dveh pa Sele v ascendentnem DC. Raziskava je pokazala, da
padec pH nastopi $ele v DC in ne ob prehodu ICJ, kot so pokazale starejse $tudije.

Pye in sodelavci so z raziskavo [7] za pH profil pri zdravih ugotovili naras¢anje pH od
proksimalnega proti distalnemu TC, padec pH ob vstopu RTK v CK in ponovni porast pH,
ko je kapsula potovala proti distalnemu DC. Pri analizi pH profilov GIT niso odkrili
statisticno pomembnih razlik med obema spoloma in razli¢nimi starostmi preiskovancev.

V studiji Pressa in sodelavcev [11] so preiskovali 12 zdravih kontrol in bolnike z
ulcerativnim kolitisom ali vnetno boleznijo ¢revesja. Zanimale so jih vrednosti pH v predelih
GIT, kljuénih za spro$¢anje protivnetne ZU mesalazina (TI in DC). Ta se vgrajuje v tablete,
oblozene z Eudragitom S, ki se raztopi pri pH nad 7 in tako omogoca ciljano dostavo. Ena
kontrola je imela pH v TI niZji od 7, vsi bolniki pa so to raven presegli; polimerna obloga bi

se raztopila in ZU bi se lahko sprostila. V CK so imele tri kontrole pH med 6 in 7, pri petih
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pH profile pacientov z enako boleznijo so preiskovali tudi Ewe in sodelavci [9] in jih

primerjali s pH profili zdravih kontrol, da bi ugotovili, ¢e bolezen zniza pH v TI in DC. Pri



bolnikih so v Tl izmerili enak pH kot pri kontrolah: ko je bila RTK v spodnjem desnem delu
trebuha, so izmerili pH, vi§ji od 7. Ugotovili so, da se je RTK dolgo zadrzevala v CK [9].
Fallingborg in sodelavci [12] so pri vseh preiskovancih za Zelodec ugotovili vrednosti pH,
nizje od 3, vzdolz TC je pH narastel do 7,3 v distalnem TC. Pri 17 od 39 preiskovancev se
je pH Ze v zadnji uri prehoda TC znizal za 0,1-0,8 enote (interval). Ob vstopu RTK v CK so
zaznali padec pH za 0,5-2,5 enote (interval). V ascendentnem in pre¢nem DC je bil pH
skoraj enak kot v CK. Po vsaki meritvi pH so fluoroskopsko zaznavali lokacijo kapsule; pri
nekaterih so zaznali retrogradno premikanje kapsule v DC. Ugotovili so, da se je RTK 51 %
gasa prehoda DC zadrzevala v CK.

V preiskavi [14] so Fallingborg in sodelavci preiskovali GIT pri ljudeh z ileostomijo. V
DDM je bila mediana izmerjenih pH 7,0, v proksimalnem TC 6,3, vzdolz srednjega TC se
je dvignila do 7,3 v distalnem TC. Mediana &asa prehoda TC je bila 10,3 h. RTK se je v
DDM zadrzevala 6 %, v proksimalnem TC 5 %, v srednjem TC 21 % in v distalnem TC 68
% celotnega ¢asa prehoda TC. Ugotovili so, da se pH profili preiskovancev z ileostomijo
ujemajo z rezultati preiskovancev z zdravim, intaktnim GIT.

V preiskavi Fallingborga in sodelavcev [15] so za kontrole dolo¢ili as prehoda TC 8,0 h
(4,5-10,1 h) (mediana in obmoc¢je). Ugotovili so, da je bil pH 4,8 h (0,8-7,7 h) tega Casa
visji od 7,0 in kar 6,8 h (2,8-8,8 h) visji od 6,5.

Magbool je s sodelavci [16] Zelel ugotoviti, ¢e lahko RTK tudi ob uporabi zaviralca
protonske ¢rpalke zazna praznjenje zelodca. Pet od desetih zdravih preiskovancev je 30 min
pred zajtrkom jemalo 20 mg odmerke esomeprazola. pH Zelodca pri tistih, ki niso jemali
esomeprazola, je bil 1,88 + 0,27. RTK je zaznala spremembo pH ob prehodu iz Zzelodca v
DDM tako pri preiskovancih na terapiji z inhibitorjem protonske ¢rpalke kot pri tistih brez
terapije. Pri 9 od 10 preiskovancev so zaznali padec pH za vec kot 1 enoto pri vstopu v CK;
nastopil je ve¢ kot 90 min po praznjenju Zelodca, pH pa se je potem obdrzal vsaj 10 min.

V raziskavi Meldruma in sodelavcev [17] sta dva zdrava preiskovanca RTK zauzila takoj po
zajtrku. Ob prehodu v DDM je priSlo do hitrega dviga pH, nato pa se je naraS¢anje pH
upocasnilo in se skozi jejunum in ileum nadaljevalo vse do ICJ, kjer je pH rahlo upadel in
nato skozi celotno DC ostal skoraj nevtralen. pH v CK je bil nizji kot v ostalem DC.

Bown in sodelavci so v raziskavi [20] poudarili daljse zadrzevanje RTK v zacetnem delu
DC (cekum in ascendentno debelo érevo).

Podatke za pH v obmog&ju ICJ in DC iz vseh navedenih §tudij prikazuje Preglednica I.



Preglednica I: pH vrednosti GIT v ileocekalnem obmogju in DC za zdrave preiskovance v stanju na tes¢e. Navedeni so: referenca, Stevilo zdravih preiskovancev, spol
(M/Z) in starost preiskovancev (povpreéje = SD ali mediana in obmodje), metoda dolo¢anja pH in proizvajalec RTK (RCS — Remote Control Systems, London; SP —

SmartPill® Corporation, Buffalo, New York), lokacija v GIT, kjer je bil nek pH izmerjen, ter dobljene vrednosti pH (povpreéje + SD ali mediana in obmogje).
. H
Stevilo Spol .. p =
Referenca . Starost [leta] Metoda Lokacijav GIT . = . . Obmocje
preiskovancev v 7 Aritmeti¢na sredina £ SD Mediana MIN MAX
2 10 1843 RTK (SP) prehoe gé’e“ma padec za vet kot 1 enoto
TI 7,50+ 0,46
8 42 (20-80) RTK (RCS) CK 6.37+ 0.58
ileum 7,49 £ 0,46
4 72 (66) 51 | 21 26 (20-83) RTK (RCS) desno DC 6,37 + 0,58
srednje DC 6,61+0,83
7:39 (18-66) prehod iz Tl padec za ve¢ kot 1 enoto, potem
g 81 42 39 M: 36 (20-72) RTK (SP) v CK pa se pH ohrani ve¢ kot 10 min
g prehod iz jleuma padec za 1,45 + 0,20
g 13 ! 6 29 (26-53) RTK (SP) v DC s7.6+0.05na6,1+0,1
distalno TC 75+0,5
47 1 26 (21-82 RTK (R “
! 66 o 6 (21-82) (RCS) desno DC 6,4 +0,6
ileum 75
9 15 8 7 28 + 3 (22-55) RTK (RCS) Tl 7,7
CK / desno DC 6,2
terminalno TC 7,50 6,8 7,88
CK 6,05 53 6,55
11 12 6 6 27,8+4,0 RTK (RCS) desno DE 5.88 5.26 6.72
levo DC 6,12 52 7,07
distalno TC 73
12 39 18 21 33 (18-65) RTK (RCS) CK 57
13 RTK prehod iz ileuma padec za ve¢ kot 1 enoto, potem
v CK pa se pH ohrani ve¢ kot 5 min
14 11 5 6 40 (26-62) RTK (RCS) distalno TC 7,2
distalno TC 74 6,6 8,1
15 13 6 7 44 (26-52) RTK (RCS) CK 58 53 63
prehod iz ileuma padec za veé kot 1 enoto, potem
& 10 > 5 534147 RTK (SP) v CK pa se pH ohrani ve¢ kot 10 min
prehod iz ileuma padeczal3
18 66 40 | 26 (18-65) RTK (SP) v CK enote
(1,1-1,6)
3. kvartil TC 6,679 0,320
19 10 6 1 4 3 RTK(SP) 4. kvartil TC 6,884 + 0,20
20 11 RTK spodnje TC 75 6,8 8.4
(Rigel research Ltd.) desno DC 6,0 55 75




1.4.1 STUDIJE Z INDIVIDUALNIMI PODATKI O PADCU pH NA
PREHODU 1Z TERMINALNEGA TANKEGA CREVESA V CEKUM

V &tirih ¢lankih smo zasledili tudi individualne podatke o izmerjenih pH, ki so nam dali
bol;jsi vpogled v ekstremne vrednosti pH, do katerih lahko pride v GIT posameznika.
Sasaki in sodelavci so v raziskavi [8] na podlagi pH profilov primerjali 4 paciente s
Crohnovo boleznijo s 4 kontrolami. Pri slednjih se je pH ob prihodu RTK v DDM hitro
dvignil z 1,5 na 6,5, od proksimalnega do distalnega TC je pH po¢asi narastel na 7,5 in na
tej ravni ostal do ICJ. Ob prehodu ICJ (rentgen je pokazal, da je bila RTK takrat v spodnjem
desnem predelu trebuha) je pH v eni minuti padel na 6,5 ter se ohranil vzdolZ desnega DC.
V studiji [10] so Ibekwe in sodelavci preiskovali pH DC, ki je pomembno mesto delovanja
ZU za lokalno zdravljenje. Po aplikaciji kapsule so zaznali dvig pH ob praznjenju Zelodca
(potrdili so ga s scintigrafijo) in naras¢anje pH proti distalnemu TC. Postopen padec pH ob
vstopu v CK so zaznali le pri nekaterih preiskovancih; pri ostalih je pH ostal na ravni iz TI.
Individualni podatki za pH GIT iz stirih Studij [8, 10, 14, 20] so zbrani v Preglednici II.

Preglednica I1: Individualne pH vrednosti GIT v ileocekalnem obmod¢ju in DC za zdrave preiskovance v stanju
na tes¢e. Navedeni so: referenca, $tevilo zdravih preiskovancev, spol (M/Z) in starost preiskovancev (mediana
in/ali obmocje), metoda dolo¢anja pH, vrednosti pH v dologenih predelih GIT (aritmeti¢na sredina £ SD
(aritmeti¢na sredina je izraCunana iz ve¢ zaporednih meritev v doloenem obmocju GIT pri istem
reiskovancu) ali mediana). Podatki za $tudijo 14 so od¢itani iz diagrama in so navedeni v poSevnem tisku.

. Spol pHvVGIT
Referenca preiiz)c;cev : " Sﬁae:g]s t Metoda | Preiskovanec aritmeti¢na sredina + SD [8, 10, 14]
M| Z mediana [20]
distalno TC desno DC
RTK 1 79+0,1 70+£04
8 4 3 1 21-34 (RCS) 2 75+0,2 6,7+0,2
3 79+0,1 6,9+0,2
4 74+01 6,5+0,4
distalno TC | ascend. DC
1 75+0,1 76+0,3
2 72+0,1 71+03
RTK 3 76+0,2 71+0.2
10 8 810 22-34 (Bravo®) 4 75+0,2 6,5+0,2
5 7,3+0,3 6,2+0,1
6 6,8+0,3 55+0,7
7 7,7+0,2 /
8 6,7+0,9 58=+0,2
distalno TC
1 6,8
2 7,0
3 7,1
4 7,1
40 RTK 5 7,2
L 1 5161 0662 | (RCS) 6 7.2
7 7,3
8 74
9 75
10 75
11 7,9
RTK srednje TC | spodnje TC desno DC
% 3 (Rigel 1 6,2 75 5,6
research 2 6,4 7,7 73
Ltd.) 3 / 74 5,8




2 NAMEN

Namen sirSega sklopa dela, v okvir katerega sodi tudi ta magistrska naloga, je na podlagi
podatkov iz ¢lankov postaviti pH profil gastrointestinalnega trakta od Zzelodca do debelega
¢revesa pri zdravem odraslem ¢loveku ter ob tem upostevati variabilnosti pH, ki se pojavljajo
na dolocenih obmocjih GIT.

Namen tega magistrskega dela je s poskusi na pretoénem sistemu poiskati ustrezne medije
(pufre, raztopine soli, kisline) in pogoje izvedbe za ponovljivo simulacijo pH profilov
gastrointestinalnega trakta od Zelodca do debelega ¢revesa. Kriterije za simulacijo bomo
oblikovali na osnovi podatkov, pridobljenih v zgoraj omenjenem SirSem sklopu dela.

Pri pregledu literature se bomo pri tej magistrski nalogi osredotocili na podatke o padcu pH,
Ki nastopi na prehodu iz terminalnega tankega ¢revesa v slepo ¢revo (cekum). Posebej bomo
upostevali skrajne individualne vrednosti pH za obmocja, ki imajo pomembne vplive na
obnasanje FO.

pH profil, ki ga bomo izoblikovali iz literaturnih vrednosti za razli¢ne predele
gastrointestinalnega trakta, bomo skuSali simulirati na pretoénem sistemu z uporabo
razli¢nih medijev (pufri, raztopine soli in Kisline). Pri optimizaciji ¢revesnega medija bomo
izhajali iz umetnega Crevesnega soka (fosfatni pufer pH = 6,8), ki mu bomo po potrebi
spreminjali pH. Simulacijo pH profilov bomo izvajali pri pretoku 2 mL/min. Temperaturo
medija, ki ga bomo z magnetnim mesalom (100 rpm) ves ¢as homogenizirali, bomo z
elektriénim grelcem vzdrZevali na 37 °C. S predhodno natan¢no nastavitvijo pretokov skozi
cevke bomo poskrbeli, da bo volumen medija med poskusi ostajal konstanten (40 mL).
Najprej bomo z izvajanjem krajsih testnih poskusov poiskali ustrezne raztopine za dosego
zahtevanih sprememb pH. Simulirati bomo poskusali hiter dvig pH za dolo¢eno vrednost ob
prehodu iz Zelodca v dvanajstnik, po¢asno naras¢anje pH do platoja, ki ga bomo tudi nekaj
Casa vzdrzevali (Simulacija tankega Crevesa), hiter padec pH za ~ 1,5 enote ob vstopu v
cekum in dokaj konstanten pH debelega crevesa.

Na ze uspesno simuliranih pH profilih bomo izvedli Se teste sproscanja z ogrodnimi
tabletami z natrijevim diklofenakatom. Poskuse spros¢anja bomo izvajali na preto¢nem
sistemu na dva nacina: s sinkerjem pri hitrosti mesanja 100 rpm in s kroglicami pri hitrosti
mesanja 60 rpm. S temi poskusi bomo preverili, ali padec pH na prehodu iz tankega v debelo
¢revo vpliva na sproscanje ucinkovine iz tablet in koliko lahko kroglice z erodiranjem

zunanjih plasti nabrekle tablete vplivajo na spros¢anje uc¢inkovine iz notranjosti tablete.



3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI IN APARATURE
3.1.1 MATERIALI

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

natrijev hidroksid, Titrisol® za pripravo 1 M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija;
klorovodikovo kislino, Titrisol® za pripravo 1 M HCI, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;
ortofosforno kislino 85%, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
dinatrijev hidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
trinatrijev fosfat dodekahidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
citronsko kislino monohidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija;
natrijev diklofenakat, p.a., Sigma-Aldrich CO, St. Louis, ZDA;
hidroksipropilmetilcelulozo — HPMC: Metolose 90SH 4000SR, Shin-Etsu Chemical
Co., Ltd., Tokio, Japonska;
pufrsko raztopino pH = 7,00 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija;
pufrsko raztopino pH = 4,00 (20 °C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija.

3.1.2 APARATURE

Preto¢ni sistem za simuliranje pH profilov in izvajanje testov spros¢anja (Slika 3 — levo):

peristalti¢ni ¢rpalki IKA® -WERKE ISM817, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG, Staufen,
Nemcija (interni oznaki G1 in G2);

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

kovinska mrezica z velikostjo odprtin 500 um;

stojali za peristalticni ¢rpalki;

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

vodni kopeli;

delovni ¢aSi 150 mL (notranji premer 55 mm), Schott Duran, Nemcija;

magneti (premer 8 mm, dolzina 25 mm (mali) in 45 mm (veliki));

polipropilenski pokrovi za ¢ase z odprtinami;

jeklena zicka za izdelavo sinkerjev (debelina 0,81 mm);

digitalni stoparici Hanhart 06A03, Hanhart 1882 GmbH, Giitenbach, Nemcija;

10



pH-meter Mettler Toledo MP220, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach, Svica;
elektroda Mettler Toledo InLab®Expert Pro, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,

Svica.

Druge aparature in laboratorijski pribor:

UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA,;
digitalna tehtnica Exacta 300EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija;
analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach, Svica;
avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nemcija;
ultrazvocna kopel Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;
ultrazvocna kopel Bandelin Sonorex RK514BH, Bandelin electronic, Berlin, Nem¢ija;
vorteks stresalnik Lab Dancer, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG, Staufen, Nemdija;
¢ase 25 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL;
polnilne buc¢ke 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL;
merilni valji 50 mL, 100 mL;
polnilne pipete 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, Blaubrand, Nem¢ija;
centrifugirke 10 mL;
tehtici, Colnicki, spatule, Zlicke;
brizge 5 mL, filtri za brizge.
3.2 PRIPRAVA RAZTOPIN

3.2.1 KISLINE IN RAZTOPINE SOLI
4,5 mM HCI: v 1000 mL bucko, v kateri je bilo nekaj pre¢is¢ene vode, smo z avtomatsko
pipeto prenesli 4,5 mL 1 M HCl in s precis€eno vodo dopolnili do oznake.
10 mM HCI: v 1000 mL bucko, v kateri je bilo nekaj prec¢is¢ene vode, smo s polnilno
pipeto prenesli 10 mL 1 M HCl in s precis€eno vodo dopolnili do oznake.
35 mM HCI: v 1000 mL bucko, v kateri je bilo nekaj precisc¢ene vode, smo s polnilnima
pipetama prenesli 35 mL 1 M HCl in s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.
23 mM NasPOa: v 50 mL bucko smo kvantitativno prenesli 437,21 mg NasPO4-12H,0
in s preciS¢eno vodo dopolnili do oznake.
55 mM NasPOas: v 50 mL bucko smo kvantitativno prenesli 1,04549 g NasPO4-12H20
in s preciS¢eno vodo dopolnili do oznake.
105 mM NasPOa: v 50 mL bucko smo kvantitativno prenesli 1,9959 g NasPO4-12H,0

Vv W

in s pre¢isc¢eno vodo dopolnili do oznake.
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210 mM NasPOas: v 50 mL bucko smo kvantitativno prenesli 3,99189 g NasPO4-12H,0
in s precis¢eno vodo dopolnili do oznake.

0,425 % H3PO4 / 0,85 % H3PO4: v 100 mL bucko, v kateri je bilo nekaj pre¢iscene
vode, smo z avtomatsko pipeto odmerili 0,5 mL / 1,0 mL 85% H3POs in s pre¢iséeno
vodo dopolnili do oznake.

0,2 M Na2HPOg4: 28,392 g NaaHPO4 smo kvantitativno prenesli v 1000 mL bucko,
dopolnili s precisc¢eno vodo do oznake ter s pomocjo ultrazvoka (t = 15 min) raztopili.
0,1 M citronska Kislina: 4,2028 g citronske kisline monohidrata smo kvantitativno
prenesli v 200 mL bucko in raztopili v precisceni vodi ter dopolnili do oznake.

3.2.2 FOSFATNI PUFRI

Fosfatne pufre smo pripravljali iz razli¢nih koncentracij raztopin KH2PO4 z dodajanjem

ustreznih koli¢in 1 M NaOH. Do oznake smo dopolnili s pre¢is¢eno vodo. Pri vseh smo

preverili pH, ki je lahko od zeljene vrednosti odstopal za najvec 0,05 enote.

50 mM fosfatni pufer, pH =6,0/6,8/7,0/8,0: v 1000 mL bucko smo kvantitativno
prenesli 6,8 g KH2POs, ga raztopili v precisc¢eni vodi in dodali 1 M NaOH do pH =6,0/
6,8/7,0/8,0.
20 mM fosfatni pufer, pH = 6,0/ 6,8 / 7,0 / 8,0: v 1000 mL bucko smo kvantitativno
prenesli 2,72 g KH2POa, ga raztopili v precis¢eni vodi in dodali 1 M NaOH do pH = 6,0
/16,8/7,0/8,0.
10 mM fosfatni pufer, pH =7,5/8,0: v 1000 mL bu¢ko smo kvantitativno prenesli 1,36
g KH2POs4, ga raztopili v pre¢isceni vodi in dodali 1 M NaOH do pH = 7,5/ 8,0.
5 mM fosfatni pufer, pH = 8,0: v 1000 mL bu¢ko smo kvantitativno prenesli 0,68 g
KH2PO4, ga raztopili v preciséeni vodi in dodali 1 M NaOH do pH = 8,0.
1 mM fosfatni pufer, pH = 7,5: v 1000 mL bucko smo kvantitativno prenesli 0,136 g
KH2PO4, ga raztopili v precisc¢eni vodi in dodali 1 M NaOH do pH = 7,5,
0,2 mM fosfatni pufer, pH = 7,5: v 1000 mL bucko smo kvantitativno prenesli 0,0272
g KH2POg4, ga raztopili v precisceni vodi in dodali 1 M NaOH do pH = 7,5.

3.2.3 REDCENI MCILVAINOVI PUFRI

Redc¢ene Mcllvainove pufre smo pripravljali iz dveh osnovnih raztopin: 0,2 M NaHPO4

(raztopina A) in 0,1 M citronska kislina (raztopina B). Izhajali smo iz tabele za pripravo

koncentriranih Mcllvainovih pufrov (Priloga 1), ki podaja razmerja volumnov raztopin A in

B za pripravo pufra z dolo¢enim pH. Zaradi velikih red¢itev smo morali ta razmerja za

dosego dolocenih pH mocno prilagajati, kar smo izvajali empiricno s preizkuSanjem
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razli¢nih volumskih razmerij ob konstantnem skupnem volumnu raztopin A in B. Do oznake
smo dopolnili s pre¢isc¢eno vodo. Preverjali smo pH, ki je lahko od Zeljene vrednosti odstopal

za najvec 0,05 enote.

Na zacetku smo imeli s pripravo red¢enih Mcllvainovih pufrov nekaj tezav (poskusi nM2—
nM12). Pufer pri poskusu M1p (prvotni pufer) smo pripravili iz 225 mL raztopine A in 25
mL raztopine B (skupaj 250 mL) in s pre¢is¢eno vodo dopolnili do 1000 mL (4-kratno
redéenje). Iz tega pufra smo izhajali pri pripravi pufrov za poskuse nM2, nM3p, nM4, nM5,
nM6, nM7p/1, nM7p/2, nM8p, nM9pS!, nM10pS, nM11pS, nM12S, a priprave pufrov
nismo izvedli pravilno. Prvotni pufer smo namre¢ pri teh poskusih red¢ili. Preden smo z
vodo dopolnili to¢no do oznake, smo preverili pH in ga po potrebi (ob red¢enju je pH padel)
dvignili na 7,5: pri poskusih nM2-nM6 z dodajanjem 1 M NaOH (postopek 1), kar ni
vplivalo na razmerje med koncentracijama fosfata in citrata v pufru, pri poskusih nM7p/1,
nM7p/2, nM8p, nM9pS!, nM10pS, nM11pS in NM12S pa kar z dodajanjem osnovne
raztopine A (Na2HPOQa), s ¢imer smo nekoliko spremenili koncentracijo te komponente pufra

in s tem razmerje med koncentracijama obeh komponent (postopek 2).

Pri poskusih M1pS-M12SK/2 smo pufre pripravljali po pravilnem postopku: vsota
volumnov osnovnih raztopin A in B je bila za dolo¢eno red¢enje konstantna pri vseh pH, po
potrebi smo spreminjali le razmerje med volumnoma raztopin A in B. S preizkusanjem smo
dobili tisto razmerje, ki je potem, ko smo dopolnili s prefis¢eno vodo do oznake, dalo
ustrezen pH pufra. Recepture za pripravo teh pufrov prikazuje Preglednica IlI.

Preglednica Ill: Recepture za pripravo redéenih Mcllvainovih pufrov pri poskusin M1pS-M12SK/2.
Navedene so pH vrednosti pufrov, red¢itve, volumni osnovnih raztopin A (0,2 M Na;HPO4) in B (0,1 M
citronska Kislina), potrebni za pripravo doloCenega pufra, ter konéni volumen pufra.

redditev . . . kon¢ni volumen
pH . V(raztopina A) V(raztopina B) skupni volumen
Mcllvainovega . . red¢enega pufra
pufra [mL] [mL] raztopin A in B [mL]
pufra [mL]
5,4 8-krat red¢en 64,5 60,5 125,0 1000
6,0 8-krat red¢en 14,7 10,3 25,0 200
6,0 4-krat redéen 30,0 20,0 50,0 200
6,6 8-krat redéen 17,1 79 25,0 200
6,6 4-krat redéen 35,0 15,0 50,0 200
6,8 80-krat redéen 9,1 34 12,5 1000
6,8 8-krat redéen 90,0 35,0 125,0 1000
7,0 80-krat redéen 9,75 2,75 12,5 1000
7,5 80-krat redéen 115 1,0 12,5 1000
8,0 40-krat redéen 24,4 0,6 25,0 1000
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3.3 METODE

3.3.1 ANALIZA VZORCEV
Analizo vzorcev pri testih sproscanja in izdelavi umeritvenih premic smo izvajali na UV-
Vis spektrofotometru (kiveta: volumen 4 mL, dolzina stranice 1 cm) pod naslednjimi pogoji:
= maksimum absorpcije: 276 nm;
= kontrolna valovna dolzina: 400 nm (absorbanca pri 400 nm mora biti nizja od 0,01);
= spekter snemanja: od 200 do 400 nm.
Pri testih sproscanja Smo vzorce iz zbirnih merilnih valjev prelili v 50 mL ¢ase, jih premesali,
z avtomatskimi pipetami odpipetirali v centrifugirke in tolikokrat red¢ili z ustreznim pufrom,
da smo dobili absorbance v obmo¢ju umeritvenih premic. Redéene vzorce smo nekaj sekund
homogenizirali na vorteks stresalniku, prelili v kiveto in izvedli meritev. Kot slepo raztopino
smo pri vzorcih, zbranih pred simuliranim padcem pH, uporabljali pufer, s katerim smo pri
poskusu dosegli pH plato. Pri vzorcih, zbranih po simuliranem padcu pH, smo za slepo
raztopino uporabljali pufer, ki smo ga pri poskusu dovajali v ¢aso od simuliranega padca pH
dalje. Ko smo pri poskusih spro$¢anja na sistemu s sinkerjem v valj zbrali zadnji vzorec,
smo iz delovne ¢ase s pinceto odstranili magnet in sinker s tableto vred, preostali medij pa
prelili v 50 mL ¢aso in stehtali; 4-5 mL le-tega smo potegnili v brizgo, nanjo namestili filter
in prefiltrirali v epruveto (prvi mL filtrata smo zavrgli). Tako dobljeni vzorec je vseboval
ZU, ki se je med poskusom sprostila in raztopila, a je s pre¢rpanimi vzorci nismo zajeli. Na
ta nacin smo ocenili trend sproscanja ZU v primeru nadaljevanja poskusov. DeleZ sproscene
ZU, ki vkljucuje dodatni vzorec, je v Preglednicah XXIII-XXIX naveden kot »+ ostanek«.

3.3.2 UMERITVENE PREMICE
Za izraCunavanje koncentracije ZU v vzorcih pri testih spros¢anja smo izdelali umeritvene
premice v treh razli¢nih red¢enih Mcllvainovih pufrih; ti v grobem definirajo celotno pH in
koncentracijsko obmocje pufrov, uporabljenih pri poskusih sprosé¢anja: 8-krat redc¢ena
Mcllvainova pufra s pH 5,4 in 6,8 in 40-krat red¢en Mcllvainov pufer s pH 8,0. Pripravili
smo Sest standardnih raztopin znanih koncentracij Na-diklofenakata v vodi (A, B, C, D, E,
F), za kar smo Sestkrat natan¢no natehtali priblizno 40 mg ZU, jo kvantitativno prenesli v
100 mL bucko, raztopili v preciséeni vodi in dopolnili do oznake (Preglednica IV).

Preglednica 1V: Zatehte standarda natrijevega diklofenakata pri pripravi standardnih raztopin A, B, C, D, E,
F in njihove koncentracije (se nadaljuje na naslednji strani).

Standardna raztopina

m (Na-diklofenakat) [mg]

V (standardne razt.) [mL]

Konc. standardne razt. [mg/mL]

A 40,29 100 0,4029
B 40,92 100 0,4092
C 39,88 100 0,3988
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D 39,23 100 0,3923
E 39,95 100 0,3995
= 40,76 100 0,4076

Pripravili smo razli¢ne red¢itve standardnih raztopin natrijevega diklofenakata v redéenih
Mcllvainovih pufrih. V buc¢ko smo najprej odpipetirali tocno dolo¢en volumen standardne
raztopine ter nato do oznake dopolnili z izbranim pufrom. V red¢enih Mcllvainovih pufrih
pH 5,4 in pH 6,8 smo pripravili po devet red¢itev standardnih raztopin ZU v obmocdju
koncentracij 0,001 mg/mL-0,02 mg/mL, kot je prikazano v Preglednici V.

Preglednica V: Postopek priprave devetih red¢itev standardnih raztopin A, B in C v 8-krat redéenem

Mcllvainovem pufru pH 5,4 in 8-krat redéenem Mcllvainovem pufru 6,8 za izdelavo umeritvenih premic.

Red¢enje | Stand. razt. V (standardne raztopine) [mL] V (redéene stand. razt. ZU) [mL] Konc. ZU[mg/mL]
20x A 2,5 50 0,020145
25x B 2,0 50 0,016368
33,3x C 15 50 0,011964
40x A 1,25 50 0,0100725
50x B 1,0 50 0,008184
80x C 0,625 50 0,004985
100x A 0,5 50 0,004029
200x B 0,25 50 0,002046
400x C 0,125 50 0,000997

V red¢enem Mcllvainovem pufru pH 8,0 smo pripravili osem red¢itev standardnih raztopin

ZU, kot je prikazano v Preglednici V1.

Preglednica VI: Postopek priprave osmih red¢itev standardnih raztopin D, E in F v 40-krat red¢enem
Mcllvainovem pufru pH 8,0 za izdelavo umeritvene premice.

Redé&enje | Stand. razt. V (standardne raztopine) [mL] V (redéene stand. razt. ZU) [mL] Konc. ZU[mg/mL]
20x D 25 50 0,020145
25% E 2,0 50 0,016368
33,3x F 15 50 0,011964
50x D 1,0 50 0,008184
80x E 0,625 50 0,004985
80x F 0,625 50 0,004029
200x D 0,25 50 0,002046
400x F 0,125 50 0,000997

Iz le dveh red¢itev (25x, 80x) standardne raztopine E smo pripravili orientacijsko umeritveno
premico v 80-krat red¢enem Mcllvainovem pufru pH 6,8. Z njo smo preverili, ¢e sprememba
koncentracije pufra pri istem pH vpliva na odziv analita v vzorcu. V obmo¢ju pH okoli 6,8
smo namre¢ uporabljali od 4-krat do 80-krat redéene Mcllvainove pufre, za vse pa smo zeleli
uporabljati isto umeritveno premico. Preglednica VIl prikazuje postopek priprave red¢itev.

Preglednica VII: Postopek priprave dveh redéitev standardne raztopine E v 80-krat red¢enem Mcllvainovem
ufru pH 6,8 za izdelavo orientacijske umeritvene premice.

Redé&enje | Stand. razt. V (standardne raztopine) [mL] V (redéene stand. razt. ZU) [mL] Konc. ZU[mg/mL]
25x E 2,0 50 0,016368
80x E 0,625 50 0,004985

Razred¢enim standardnim raztopinam smo izmerili absorbance in le-te podali v odvisnosti
od koncentracije u€inkovine v raztopini. S pomocjo linearne regresije smo dolocili enacbo

premice in Pearsonov koeficient korelacije R?.
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3.3.3 1ZVEDBA POSKUSOV NA PRETOCNEM SISTEMU
Pri poskusih simulacije pH profila in testih spros¢anja smo uporabljali preto¢na sistema G1
in G2, sestavljena iz komponent, predstavljenih v poglavju 3.1.2. Peristalti¢na ¢rpalka je s
konstantnim pretokom skozi dovodno cevko (zunanja cevka na rotorju glede na crpalko)
dovajala svez medij v delovno ¢aso in iz nje skozi odvodno cevko (notranja cevka na rotorju
glede na crpalko), na zacetku katere je bila namesScena kovinska mrezica, ¢rpala vzorec v
zbirni merilni valj. Magnetno mesalo je zagotavljalo homogenost medija v ¢asi, z
elektriénim grelcem pa smo posredno, preko vodne kopeli, vzdrzevali Zeljeno temperaturo
le-tega. pH v ¢asi smo tekom poskusa spremljali s pH-metrom, katerega elektroda je bila ves

gas potopljena v medij. Cas trajanja poskusa smo natanéno merili s §toparico. Sestavljen

preto¢ni sistem je prikazan na Sliki 3.

Slika 3: Preto¢ni sistem za simulacijo pH profilov in teste spro$¢anja. Levo: Razporeditev vseh sestavnih
delov: 1) magnetno mesalo z elektri¢nim grelcem in termometrom, 2) vodna kopel, 3) delovna ¢asa s pokrovom
z odprtinami, 4) tipalo termometra, 5) elektroda pH-metra, 6) peristalti¢na ¢rpalka, 7) dovodna cevka, 8) ¢asa
s svezim medijem, 9) odvodna cevka, 10) zbirni merilni valj, 11) Stoparica, 12) spodnja vpenjalna vijaka, 13)
srednja (glavna) vpenjalna vijaka, 14) zgornja vpenjalna vijaka. Desno: Naris in tloris ¢ase: 1) dovodna cevka
(nad gladino medija, tik ob robu &ase), 2) odvodna cevka (sega v medij), 3) elektroda pH-metra, 4)
polipropilenski pokrov ¢ase, 5) magnetno mesalo, 6) gladina medija v ¢asi, 7) smer vrtenja magnetnega mesala.

Na pretocnem sistemu smo izvedli ve€ serij poskusov, ki smo jih razli¢no oznacili:

P: preliminarni poskusi nastavitve pretoka skozi cevke (Preglednica XI1);
T: testi hitrih dvigov pH (Preglednica VIII);

= F: poskusi simulacije pH profilov s fosfatnimi pufri (Preglednica 1X);

M: poskusi simulacije pH profilov z red¢enimi Mcllvainovimi pufri (Preglednica 1X).
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V vsaki seriji smo izvedli ve¢ poskusov, katerih oznake so sestavljene iz ve¢ znakov:
= 1,2, 3-zaporedne Stevilke poskusov v seriji;
= /1 ali /2 — oznake paralelk poskusov;
* p - oznaka pri poskusih, ki vklju€ujejo simulirani padec pH;
* n-— oznaka za nepravilen postopek priprave redéenih Mcllvainovih pufrov (glej 3.2.3);
» S —o0znaka pri poskusih, kjer smo izvedli test sproscanja;
= | —oznaka za poskus sproscanja, ki smo ga izvedli brez uporabe sinkerja.
Primer: M5pS/1 — peti poskus, izveden z red¢enim Mcllvainovim pufrom, pri katerem smo
simulirali padec pH in izvedli test sproscanja (prva paralelka).
3.3.4 PRELIMINARNI POSKUSI

Pred izvajanjem poskusov smo morali peristalti¢ni ¢rpalki G1 in G2 natan¢no nastaviti. Na
rotor vsake ¢rpalke smo s tremi pari vpenjalnih vijakov (spodnji, glavni, zgornji) vpeli dve
silikonski cevki. Zacetka obeh smo potopili v ¢aso s precisc¢eno vodo in vklopili ¢rpalko. V
programskih nastavitvah pretoka na ¢rpalkah smo poiskali tisto, ki je bila najblize Zeljenim
2 mL/min: 2,027 mL/min na G1 in 2,025 mL/min na G2. Zagnali smo ¢rpalko in cevke s
postopnim privijanjem posameznih vpenjalnih vijakov pri¢vrstili toliko, da je v njih nastal
zadosten podtlak za ¢rpanje. Nato smo zaceli z 20-minutnimi testi pretokov. Konca obeh
cevk smo vstavili v dva prazna stehtana merilna valja, zagnali ¢rpalko in isto¢asno zaceli
meriti ¢as. Po 20 minutah smo ¢érpalko ustavili in merilna valja s pre¢rpano vodo ponovno
stehtali. Razliko mas valja po meritvi in praznega merilnega valja smo delili s ¢asom 20 min
in tako dobili povprecni pretok. Glede na izratunane pretoke smo vijake pred naslednjim

testom privili oziroma popustili, da bi vzpostavili ¢imbolj podobna pretoka v cevkah.

Pred izvedbo poskusov F19p—M10S (Preglednica IX) smo ocenili volumen razred¢ene
H3POs, potreben za simulacijo dolo¢enega padca pH. Neposredno v ¢aso s 40 mL ustreznega
pufra (tisti, s katerim smo pri doloc¢enem poskusu dosegli pH plato) smo z avtomatsko pipeto
dodajali 50 pL alikvote kisline izbrane koncentracije, dokler pH ni padel na Zeljeno vrednost.
Vsoto volumnov odpipetiranih alikvotov smo delili z vrednostjo za pretok in tako dobili

pribliZen Cas, v katerem naj bi se v ¢aSo precrpalo dovolj kisline za simulacijo padca pH.
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3.3.5 SIMULACIJA pH PROFILOV

Z uporabo razli¢nih medijev smo Zeleli in vitro ponazoriti pH profil GIT od Zelodca do DC.
Na podlagi literaturnih podatkov smo sklenili pri simulaciji vzpostaviti naslednje pogoje:
= Zelodéni sok: razli¢ne koncentracije HCI s pH od 1 do 3;
= hitro (t = 2-3 min) naras¢anje pH do vrednosti okoli 6;
= pocasno (t = 90-120 min) naras¢anje pH do treh platojev (pH 7,5 kot povprecen plato,

pH 7,0 in 8,0 pa kot skrajni vrednosti) in vzdrzevanje le-teh (t = 60 min);
= hiter padec pH (t <1 min) pH za priblizno 1,5 enote;
= konstanten pH od simuliranega padca pH do konca poskusa (t > 60 min).
Simulacijo pH profilov smo izvajali na preto¢nih sistemih G1 in G2. Na peristalti¢ni ¢rpalki
smo nastavili pretok, ki je bil najblizje 2 mL/min. Temperaturo elektri¢nega grelca Smo
nastavili na 37 °C, hitrost vrtenja magnetnega mesala pa na 60 rpm. V 150 mL delovno ¢aso
smo nalili 40 mL HCI in jo na vodni kopeli termostatirali pri 37 °C. S ¢rpanjem enake kisline
smo napolnili obe cevki. Preto¢ni sistem smo sestavili, kot je prikazano na Sliki 3: v ¢aso
smo dali mali magnet in nanjo namestili polipropilenski pokrov z odprtinami. Zacetek
dovodne cevke smo potopili v ¢aso z medijem za doseganje hitrega dviga pH, njen konec pa
vstavili v odprtino na robu pokrova case. Zacetek odvodne cevke smo skozi sredinsko
odprtino na pokrovu potopili tik pod gladino kisline (nad magnet), njen konec pa vstavili v
zbirni merilni valj. V tretjo odprtino na pokrovu smo namestili se elektrodo pH-metra
(umerjen na pH 7), da je segala pod gladino medija, a bila nad magnetom (Slika 3 — desno).
Na zacetku poskusa smo istocasno zagnali ¢rpalko in Stoparico ter zaceli z merjenjem pH
raztopine v delovni ¢asi. Prvih nekaj minut smo meritve izvajali vsakih 30 s, ko se je
naras¢anje pH upocasnilo pa smo interval meritev pH postopoma podaljsevali (1 min, 2 min,
5 min...). Ko smo ob menjavi medijev zafetek dovodne cevke prestavljali iz ene ¢aSe v
drugo, smo pazili, da nam v dovodno cevko ni zasel zrak, ker bi to povzrocilo zmanjsanje
volumna raztopine v delovni ¢asi (¢rpalke med menjavo medijev nismo ustavljali). pH profil

smo izrisali tako, da smo v diagram vnesli izmerjene vrednosti pH v odvisnosti od ¢asa.

Zelodéno okolje smo simulirali z umetnim Zelodénim sokom — HCI. Zeleli smo posnemati
stanje na teSce, zato smo izbirali med koncentracijami s pH, nizjim od 3; ta medij je sluzil
kot izhodisc¢e. Za simulacijo hitrega dviga pH na ~ 6, do katerega pride pri prehodu v DDM,
smo pri poskusih uporabljali bazi¢no raztopino trinatrijevega fosfata (NasPOs 12H,O —

TNAF) s pH ~ 11,9, ki smo jo to¢no dolocen ¢as dovajali v ¢aso z Zelodénim medijem.
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Raztopino TNAF smo vsaki¢ tik pred uporabo dobro homogenizirali s stresanjem bucke.
Pred simulacijo daljsih pH profilov smo zeleli s poskusi T1-T14 izbrati primerne medije za
simulacijo hitrega dviga.

Preto¢ni sistem smo za poskuse T1-T14, s katerimi smo testirali kombinacije razli¢nih
koncentracij HCI in TNAF [21], pripravili, kot je navedeno v poglavju 3.3.5. 1zjema glede
na poglavje 3.3.5 so bili poskusi T5-T7, kjer je bil pH-meter umerjen na 4 namesto na 7.
Raztopino TNAF smo ¢rpali v delovno ¢aSo, v Kateri je bilo 40 mL HCI. Ko je prisla v ¢aso
prva kapljica raztopine TNAF (po ~ 2,5 min ¢rpanja — ¢as polnjenja cevk), je zacel pH v ¢asi
naras¢ati. Da bi natan¢no definirali hitri dvig, smo pH merili vsakih 30 s. Raztopino TNAF
smo dovajali to¢no dolo¢en ¢as (Preglednica V1II), nato pa smo pri poskusih T1-T7 zacetek
dovodne cevke vzeli iz ¢ase, da se je vanjo ¢rpal zrak. Ko je v ¢aSo pritekel ves TNAF, smo
¢rpalko izkljugéili in spremljali pH, da se je le-ta ustalil. Pri poskusih T8-T14 smo po ¢asu,
doloc¢enem za ¢rpanje TNAF, zacetek dovodne cevke iz ¢ase s TNAF prestavili v ¢aso z 10
mM fosfatnim pufrom pH 8,0 ter s ¢rpanjem nadaljevali do konca poskusov (5 min).

Preglednica VIII: Seznam poskusov hitrega dviga pH. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih
paralelk, preto¢ni sistem, zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni
¢asovni intervali dovajanja v preto¢no celico) in Cas trajanja poskusov. TNAF — trinatrijev fosfat (NasPQOa,)

Oznaka Sistem Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje poskusov
poskusa 1. HCl 2. dvig pH 3. [min]
23 mM TNAF
T1/1-T1/3 Gl 4,5 mM - - 5
0 min-2 min
T2/1-T2/3 Gl 45mM 23 mM TNAF 5
a = ' 0 min-1min45s
23 mM TNAF
T3/1-T3/3 Gl 4,5 mM - - 5
0 min-1 min50 s
23 mM TNAF
T4/1-T4/3 Gl 45 mM _m . 5
0 min-1 min55s
0,21 M TNAF
T5/1-T5/2 Gl 35mM - - 5
0 min-2 min
0,21 M TNAF
T6 Gl 35 mM - . 5
0 min-1 min 30 s
0,21 M TNAF
T7/1-T7/3 Gl 35mM - - 5
0 min-1min45s
0,21 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T8 Gl 10 mM - - 5
0min-20s 20 s-5 min
0,21 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T9 Gl 10mM , | purer p 5
0 min-25s 25 s-5 min
0,21 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T10 Gl 10 mM - - 5
0min-45s 45 s-5 min
21 M TNAF 10 mM fosfatni pufi H=
T4 Gl 10mM 0, \ 0 mM fosfatni pu ?r, pH=8,00 5
0 min-35s 35s-5min
0,21 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T12 Gl 10 mM - - 5
0min-32s 32 s-5min
0,105 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T13 Gl 10mM AL ! PUTEL, P 5
0 min-1 min 1 min-5 min
0,105 M TNAF 10 mM fosfatni pufer, pH=8,00
T14 Gl 10 mM - - 5
0 min-50 s 50 s-5 min
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Poskuse (Preglednica IX) smo po koncu ¢rpanja TNAF za hiter dvig nadaljevali z
dovajanjem medija za simuliranje pocasnega naras¢anja pH do platoja. Z naras¢anjem pH
smo zeleli ponazoriti prehod skozi proksimalno, z vzdrzevanjem pH platoja pa prehod skozi
distalno tanko ¢revo in ¢as zadrzevanja pred ileocekalnim sfinktrom. Sprva smo v ta namen
uporabljali razli¢ne fosfatne pufre. Izbrali smo jih, ker se kot umetni ¢revesni sok pogosto
uporablja 50 mM fosfatni pufer pH 6,8. Pufre smo postopoma red¢ili, da smo upocasnili
naraS¢anje pH. Nekaj poskusov smo izvedli brez uporabe TNAF, saj smo skusali tudi hiter
dvig pH simulirati kar s fosfatnimi pufri. Kasneje smo fosfatne pufre zamenjali s
sestavljenimi red¢enimi Mcllvainovimi pufri, ki so sposobni pufranja v $irSem pH obmocju
kot fosfatni (pufrna kapaciteta je najvecja v blizini pKa raztopljene kisline/baze). Glede na
rezultate pH profilov smo prilagajali koncentracije pufrov in ¢ase dovajanja. Pri poskusih,
kjer smo dosegli plato pH po Zeljenem casu (daljsi od 90 min), smo konstantni pH vzdrzevali

vsaj 60 min.

Zadrzevanju na pH platoju pred ileocekalnim sfinktrom sledi padec pH, ki nastopi ob
prehodu iz tankega Crevesa v cekum. Ta padec smo najprej skusali simulirati s fosfatnim
pufrom, a z njim nismo dosegli Zeljene hitre spremembe pH. V nadaljevanju smo zato
uporabili razred¢eno ortofosforno kislino H3PO4 (0,85 % ali 0,425 %). V raztopino smo tako
uvajali fosfatne anione in se izognili prisotnosti drugih. Koli¢ino dovedene kisline smo

spreminjali z variiranjem koncentracij in ¢asov dovajanja kisline.

V cekumu in desnem debelem ¢revesu se pH po padcu ponovno ustali. Po simuliranem padcu
pH smo zato s pufri $e najmanj 60 min vzdrzevali konstanten pH. V ta namen smo uporabljali
red¢ene Mcllvainove pufre visjih koncentracij kot za dosego pH platoja, da bi preprecili
morebitna nihanja pH.

V Preglednici IX je seznam poskusov simulacije pH profilov in spros¢anja z njihovim
potekom, uporabljenimi raztopinami in ¢asi dovajanja le-teh. Pri vseh poskusih, razen pri
poskusih M8S/3, M11pSK/1, M11pSK/2, M12SK/1 in M12SK/2, smo izvajali meritve pH
in tako dobili pH profile.
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spro$¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH. (se nadaljuje na naslednji strani)

Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPOs).

Oznaka - Serija Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4, :
[min]
F1 G2 brez 10 mM 55 mM TNAF S0mM Lozs;a(t)rél pufer 0
= tablete m - - p. —
0 min-2 min 2 min-70 min
50 mM fosfatni pufer
brez 55 mM TNAF -
F2 G2 tablete 10 mM _ . _pH—8.00 . 80
0 min-1min 30s 1 min 30 s-80 min
50 mM fosfatni pufer
F3/1 - brez 10mM 55 mM TNAF OH25.00 P 80
F3/2 - tablete - - - = - 45
0 min-1 min 1 min—-80 min / 45 min
50 mM fosfatni pufer
brez 55 mM TNAF -
F4 G2 tablete 10 mM . - _pH—8,00 . 15
0min-1min4s 1 min 4 s-15 min
5/l b 50 mM fosfatni pufer 80
rez -
F5/2 G2 tablete 10mM pﬂ—B,OO . 80
0 min-80 min
o/l b 50 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer 120
rez _ -
F6/2 E- tablete | MM PH=7.00 prEam0 120
0 min—-60 min 60 min—120 min
— b 50 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer 150
rez
Gl 10 mM pH=6,00 pH=8,00
= tablete 1
Fri2 0 min-60 min 60 min—150 min 50
b 20 mM fosfatni pufer
rez -
F8 Gl tablete 10 mM pﬂ—B,OO _ 65
0 min-65 min
b 20 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer
rez _ -
F9 Gl tablete 10 mM pH—?,OO ' pH—B,OO ' 150
0 min-65 min 65 min—150 min
b 20 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer
F10 Gl ablate 10 mM pH=6,00 pH=8,00 115
0 min-65 min 65 min—115 min
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spros¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH. (se nadaljuje na naslednji strani)

Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPOs).

Oznaka Seriia Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem J . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4, 5. 6. [min]
50 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer
Fllp Gl t:’tﬁte 10 mM pH=8,00 pH=6,00 pH=7,00 pH=8,00 pH=6,00 180
0 min—4 min 4 min-12 min 12 min-32 min 32 min-118 min 118 min-180 min
50 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3PO.
F12p G2 t:gleezte 35 mM pH=6,80 pH=8,00 0 e pH=6,80 50
0min-1min45s 1 min 45 s-6 min 6 min—-26 min 26 min—29 min 29 min-50 min
20 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3;PO
F13p G2 ez | 35 mm pH=8,00 b HaPO pH=6,80 100
0 min-1min40s 1 min 40 s-60 min 60 min—-62 min 62 min—-100 min
20 mM fosfatni pufer 20 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3;PO
Fi4p G2 ez | 35 mm pH=8,00 b HaPO pH=6,80 70
0min-1min35s 1 min 35 s-40 min 40 min—42 min 42 min-70 min
brez 021 M TNAF 10 mM fosfatni pufer 0,85 % H4PO, 50 mM fosfatni pufer
F15p G2 tablete 35mM ' pH=8,00 ! pH=6,00 250
0 min-1min35s 1 min 35 s-180 min 180 min-181 min 181 min-250 min
10 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3PO
F16p Gl ez | 35 mm pH=8,00 6 HiPO pH=6,02 135
0 min-1 min 32s 1 min 32 s-104 min 104 min-105 min 105 min-135 min
10 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3PO
F17p G2 t:gfezte 35mM pH=8,00 Qe pH=6,02 160
0 min-1min25s 1 min 25 s-126 min 126 min-126 min 30 s 126 min 30 s-160 min
5 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,21 M TNAF 0,85 % H3PO
F18p Gl t:gfezte 35 mM pH=8,00 e pH=6,02 65
0 min-1min35s 1 min 35 s-60 min 60 min—60 min 30 s 60 min 30 s-65 min
10 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,105 M TNAF 0,85 % H3;PO
F19p Gl tfbrle:te 10mM pH=7,50 0 Far pH=6,02 160
0 min-55s 55 s-115 min 115 min-115min 24 s 115 min 24 s-160 min
1 mM fosfatni pufer 50 mM fosfatni pufer
0,105 M TNAF 0,425 % H;PO.
F20p Gl tfbrleezte 10 mM pH=7,50 0 pH=6,00 210
0 min-55s 55 s-155 min 155 min-155min 12 s 155 min 12 s-210 min
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spro$¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH, za red¢ene Mcllvainove pufre so navedeni red¢itev pufra (v oklepaju), pH in razmerje koncentracij dinatrijevega hidrogenfosfata in
citronske Kisline v pufru. (se nadaljuje na naslednji strani)
Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPO4), Mcilv. — red¢en Mcllvainov pufer.

Oznaka - Serija Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4, :
[min]
0,2 mM fosfatni pufer
55 mM TNAF
F21 G2 t:gleezte 10 mM pH=7,50 80
0min-1min45s 1 min 45 s-80 min
0,2 mM fosfatni pufer
55 mM TNAF
F22 G2 t:gleezte 10 mM pH=7,50 90
0 min-1min40s 1 min 40 s-90 min
0,2 mM fosfatni pufer
55 mM TNAF
F23 Gl t:gleezte 10 mM pH=7,50 40
0min-1min42s 1 min 42 s-40 min
Mcilv. (4x), pH=7,47
55 mM TNAF 0,425 % H3PO.
M1p Gl t:gleezte 10mM 45mM /2,5 mM o 100
0 min-1min40s 1 min 40 s-92 min 92 min-93 min 15 s
“Mcilv.” (20x), pH=7,50
55 mM TNAF
nM2 Gl t:gle:te 10mMm 9mM/0,5mM 120
0 min-1 min40s 1 min 40 s-120 min
“Mcilv.”(100x), pH=7,50
55 mM TNAF 0,425 % H3PO.
nM3p Gl t:gle:te 10mM 1,8mM /0,1 mM e 130
0 min-1 min40s 1 min 40 s-130 min 130 min-130 min 45s
“Mcilv.”(200x), pH=7,50
55 mM TNAF
nM4 Gl t:gle:te 10 mM 0,9 MM /0,05 mM 105
0 min-1 min45s 1 min 45 s-105 min
“Mecilv.”(400x), pH=7,50
nMs5 Gl t;)brle:te 10 mM 55 MM TNAF 0,45 mM /0,025 mM %0
0 min-1min43s 1 min 43 s-90 min
“Mecilv.”(100x), pH=7,50
55 mM TNAF
nM6 Gl oz | 10mM 1,8mM /0,1 mM 170

0min-1min40s

1 min 40 s-170 min
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spros¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH, za redéene Mcllvainove pufre so navedeni redéitev pufra (v oklepaju), pH in razmerje koncentracij dinatrijevega hidrogenfosfata in

citronske Kisline v pufru. (se nadaljuje na naslednji strani)
Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPO4), Mcilv. — red¢en Mcllvainov pufer.

Oznaka Seriia Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem J . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4. 58 :
[min]
“Mcilv.” (80x), pH=7,50 0
NM7p/1 Gl B T 55 mM TNAF 254 mM /0.1 mM 0,425 % HPO, -
0 min-1min40s 1 min 40 s-170 min 170 min-170 min 27 s
“Mcilv.” (80x), pH=7,50 0 Mcilv. (4x), pH=6,00
nM7p/2 Gl t:gleezte 10 mM 55 mM TNAF 254mM /0,1 mM 0425 % HsPO 30 mM /10 mM 105
0 min-1min40s 1 min 40 s-97 min 97 min—-97 min 27 s 97 min 27 s-105 min
“Mcilv.” (40x), pH=7,50 0 Mcilv. (4x), pH=6,00
nM8p Gl t:gleezte 10 mM 55 mM TNAF 5mM /0,21 mM 0425 % HsPO 30 mM /10 mM 85
0 min-1min40s 1 min 40 s—70 min 70 min-70 min 54 s 70 min 54 s—85 min
“Mcilv.” (80x), pH=7,48 0 Mcilv. (4x), pH=6,00
nM9pS! Gl A 10 mM 55 mM TNAF 2,54 mM /0,1 mM 0425 % HsPO 30mM /10 mM 180
0 min-1min4ls 1 min 41 s-120 min 120 min-120 min 27 s 120 min 27 s-180 min
“Mcilv.” (80x), pH=7,48 0 Mcilv. (4x), pH=6,00
nM10pS Gl A 10 mM 55 MM TNAF 2,54mM /0,1 mM 0425 % HaPO. 30 MM /10 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min—180 min 27 s 180 min 27 s-240 min
“Mcilv.” (80x), pH=7,48 . “Mcilv.” (4x), pH=5,80
NM11pS Gl A 10 mM 55 mM TNAF 2,54 mM /0,1 mM 0:425 % HsPO: 30 MM /11,25 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 36 s 180 min 36 s—-240 min
“Mcilv.” (80x), pH=7,48
55 mM TNAF
nM125 Gl A 10 mM m 2,54mM /0,1 mM 200
0 min-1 min40s 1 min 40 s-200 min
Mcilv. (40x), pH=7,98 0 Mcilv. (4x), pH=6,60
M1pS Gl A 10 mM 55 mM TNAF 4,88 MM /0,06 MM 0.85 % HaPO 35mM /7,5 mM 240
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 18 s 180 min 18 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,50 o Mcilv. (4x), pH=6,05
M2pS Gl A 10 mM 55 mM TNAF 2,34 mM /0,08 MM 0425 % HaPO. 30 MM / 10 mM 260
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 27 s 180 min 27 s-260 min
Mcilv. (40x), pH=7,98
55 mM TNAF
M3S/1 G1 A 10 mM 4,88 mM /0,06 mM 205
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s—205 min
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spros¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH, za red¢ene Mcllvainove pufre so navedeni red¢itev pufra (v oklepaju), pH in razmerje koncentracij dinatrijevega hidrogenfosfata in

citronske Kisline v pufru. (se nadaljuje na naslednji strani)
Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPO4), Mcilv. — red¢en Mcllvainov pufer.

Oznaka _ Serija Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4. 58 :
[min]
Mcilv. (40x), pH=7,95
55 mM TNAF
M3S/2 G2 B 10 mM m 4,88 MM /0,06 mM 260
0 min-1min40s 1 min 40 s-260 min
Mcilv. (40x), pH=7,98 0 Mcilv. (4x), pH=6,60
M4psS Gl A 10mM 55 mM TNAF 4,88 MM /0,06 MM 0.85 % HiPO. 35mM /7,5 mM 250
0 min-1min40s 1 min 40 s-200 min 200 min—200 min 19 s 200 min 19 s-250 min
Mcilv. (40x), pH=7,98 0 Mcilv. (8x), pH=6,60
MS5pS/1 Gl A 10mM 55 mM TNAF 4,88 MM /0,06 MM 0.85 % HiPO. 17,1 mM /3,95 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min—-180 min 20 s 180 min 20 s—240 min
Mcilv. (40x), pH=7,98 0 Mcilv. (8x), pH=6,60
MS5pS/2 Gl B 10mM 55 mM TNAF 4,88 MM /0,06 MM 0.85 % HiPO. 17,1 mM /3,95 mM 240
0 min-1min40s 1 min 40 s-180 min 180 min—180 min 20 s 180 min 20 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,50 0 “Mecilv.” (8x), pH=5,98
M6pS Gl A 10 mM 55 mM TNAF 2,28 mM /0,11 mM 0:425 % HsPO: 15mM /5,35 mM 220
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 27 s 180 min 27 s-220 min
Mcilv. (80x), pH=7,46 0 Mcilv. (8x), pH=6,00
M7pS/1 Gl A 10 mM 55 MM TNAF 2,28 MM /0,11 mM 0425 % HaPO. 14,7 mM /5,15 mM 300
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 30 s 180 min 30 s—-300 min
Mcilv. (80x), pH=7,50 0 Mcilv. (8x), pH=6,00
M7pS/2 Gl B 10 mM 55 mM TNAF 23mM /0,1 mM 0:425 % HsPO: 147 mM /5,15 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min—180 min 28 s 180 min 28 s—40 min
Mcilv. (80x), pH=7,50
55 mM TNAF
M8S/1 G2 B 10 mM m 23mM /0,1 mM 100
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s-100 min
Mcilv. (80x), pH=7,46
55 mM TNAF
M8S/2 Gl B 10 mM m 23mM /0,11 mM 240
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,52
55 mM TNAF
M8S/3 G2 c 10 mM m 2,28 mM /0,11 mM 240
0 min-1 min 40 s 1 min 40 s-240 min
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Preglednica IX: Seznam poskusov simulacije pH profila in spro$¢anja. Navedene so oznake poskusov oziroma njihovih paralelk, pretoéni sistem, serija uporabljenih tablet,
zaporedje uporabljenih medijev pri poskusu (pod posameznimi mediji so navedeni ¢asovni intervali dovajanja le-teh v preto¢no celico) in ¢as trajanja poskusov. Za fosfatne
pufre sta navedena koncentracija in pH, za red¢ene Mcllvainove pufre so navedeni red¢itev pufra (v oklepaju), pH in razmerje koncentracij dinatrijevega hidrogenfosfata in

citronske Kisline v pufru. (se nadaljuje na naslednji strani)
Legenda: TNAF — trinatrijev fosfat (NasPO4), Mcilv. — red¢en Mcllvainov pufer.

Oznaka - Serija Zaporedje uporabljenih medijev Trajanje
Sistem . poskusov
poskusa tablet 1. HCI 2. dvig pH 3. 4, 5. [min]
Mcilv. (80x), pH=7,00 0 “Mcilv.” (8x), pH=5,48
M9pS/1 G1 B 10 mM 55 mM TNAF 1,95 mM /0,275 mM 0425 % HsPO 12,9 mM /6,05 mM 240
0 min-1 min 39 s 1 min 39 s-180 min 180 min-180 min 19 s 180 min 19 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00 0 Mcilv. (8x), pH=5,40
M9pS/2 G1 B 10 mM 55 mM TNAF 1,95 mM /0,275 mM 0425 % HsPO 12,9 mM /6,05 mM 240
0 min-1min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 22 s 180 min 22 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00
M TNAF
M10S/1 Gl B 10 mM 55m 1,95 mM /0,275 mM 240
0 min-1min40s 1 min 40 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00
M TNAF
M10S/2 Gl B 10 mM 55m 1,95 mM /0,275 mM 240
0 min-1min40s 1 min 40 s-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00 0 Mcilv. (8x), pH=5,40
|v|111p5K/ - 5 10mM 55 mM TNAF 1,95 mM /0,275 mM 0,425 % H3POx 12,9 mM /6,05 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 22 s 180 min 22 s—-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00 0 Mcilv. (8x), pH=5,40
MllZpSK/ - 5 10mM 55 mM TNAF 1,95 mM /0,275 mM 0,425 % H3POx 12,9 mM /6,05 mM 240
0 min-1 min40s 1 min 40 s-180 min 180 min-180 min 22 s 180 min 22 s—-240 min
Mcilv. (80x), pH=7,00
55 mM TNAF
M12SK/1 G2 B 10 mM m 1,95 mM /0,275 mM 260
0 min-1 min40s 1 min 40 s-260 min
Mcilv. (80x), pH=7,00
55 mM TNAF
M125K/2 G2 B 10 mM m 1,95 mM /0,275 mM 300
0 min-1 min40s 1 min 40 s-300 min
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3.3.6 IZDELAVA TABLET Z NATRIJEVIM DIKLOFENAKATOM
Za teste sprosc¢anja smo na fakulteti (katedra za farmacevtsko tehnologijo) izdelali 400 mg
ogrodne tablete s HPMC in ZU natrijevim diklofenakatom (25 %) v treh serijah (Preglednica
X). Zatehtane prahove HPMC in ZU (pomoznih snovi nismo uporabljali) smo prenesli v
plasti¢no vrecko in s stresanjem le-te zmes prahov homogenizirali. Nato smo za vsako
tableto posebej zatehtali 400 mg te zmesi v Colnicek in jo ro¢no dozirali v matrico tabletirke.

Preglednica X: Parametri pri izdelavi treh serij 25% ogrodnih tablet z Na-diklofenakatom.

.| Stevilo Zatehti surovin [g] Trdnost | Nastavitve pefatov | Tlaki stiskanja
Serija - = =
tablet | Metolose 90SH 4000SR Na-diklofenakat [N] Zgornji | Spodnji [kN]
A 45 135 45 100-110 10,00 12,10 13,0-13,3
B 60 18,0 6,0 100-110 10,00 12,13 10,3-10,8
C 30 9,0 3,0 100-110 10,00 12,13 10,0-10,3

3.3.7 TESTI SPROSCANJA
Priprava poskusov pri testih spros¢anja je bila podobna kot pri simulacijah pH profilov.
Enako kot pri simulaciji pH profilov smo zelodéno okolje (HCl) uporabljali kot izhodisce
poskusa, nismo pa posebej simulirali zadrZzevanja tablet v tem mediju (le prvih 2,5 min,
dokler ni zacel pH narascati pod vplivom TNAF). Spros¢anje smo izvajali pri vseh poskusih
od poskusa nM9pS! dalje ob simulaciji pH profilov z red¢enimi Mcllvainovimi pufri. Teste
spros¢anja smo izvajali z dvema metodama: s sinkerji in s kroglicami. Pri poskusih s
sinkerjem smo natan¢no stehtano tableto, namesc¢eno v sinker, postavili v ¢aso s 40 mL HCI,
¢aso pokrili, namestili dovodno in odvodno cevko ter elektrodo pH-metra na svoja mesta
(glej Sliko 3 - desno) ter takoj zagnali poskus. Pri poskusih s kroglicami smo v ¢aSo, v katero
smo dali veliki magnet, zatehtali 20 g steklenih kroglic, nato pa vanjo nalili 40 mL HCI. Tik
pred zacetkom poskusa smo skozi odprtino za pH-meter na pokrovu ¢ase vanjo spustili Se
tableto. Pri poskusih s kroglicami nismo mogli merili pH, ker je zaradi vrtenja velikega
magneta in socasnega gibanja kroglic ter tablete obstajala nevarnost poskodbe elektrode pH-
metra. Poskuse s sinkerjem smo izvajali z uporabo manjsega magneta pri 100 rpm, poskuse
s kroglicami pa z ve¢jim magnetom pri 60 rpm. Konec odvodne cevke smo vstavili v valj, v
katerega se je zbiral vzorec. Vsakih 20 minut smo valj zamenjali in tako dobljene 20-minutne
vzorce (prb. 40 mL) stehtali, da smo pridobivali to¢ne podatke o masi vzorcev. Vzorce smo
nato pripravili za analizo kot je opisano v poglavju 3.3.1. Pri analizi dobljene vrednosti
absorbanc smo z enacbami umeritvenih premic preracunali v koncentracije ZU v vzorcih.
Na podlagi teh koncentracij in mas vzorcev (preracunali smo jih v volumne) smo izra¢unali
maso ZU v posameznem vzorcu in le-te sesteli. Iz teh podatkov in podatka o masi tablete ter

vsebnosti smo nato izracunali odstotek sproScene ZU v odvisnosti od ¢asa.
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4 REZULTATI
4.1 UMERITVENE PREMICE

Enacbe umeritvenih premic v razlicnih pufrih in Pearsonove koeficiente korelacije,
izraCunane z uporabo linearne regresije, prikazuje Preglednica XI.

Preglednica XI: Podatki 0 ena¢bah umeritvenih premic in Pearsonovih koeficientih korelacije v razli¢nih
medijih. y — izmerjena absorbanca za posamezen vzorec [/], x — koncentracija ZU v vzorcu [mg/mL].

Pufer Enacba premice Koeficient korelacije R?
Mcllvainov, 40x red¢en, pH = 8,00 y =32,659 x + 0,0003 0,9995
Mcllvainov, 8x red¢en, pH = 6,78 y = 32,218 x + 0,0053 0,9998
Mcllvainov, 8x red¢en, pH = 5,40 y =31,504 x - 0,0035 0,9996
Mcllvainov, 80x redgen, pH = 6,80 y = 32,328 x + 0,0057 1

4.2 PRELIMINARNI POSKUSI
4.2.1 NASTAVITEV PRETOKA SKOZI CEVKE
Spremembe nastavitev, izvedene med poskusi nastavljanja ¢rpalk, in masni pretoki (®m),

izraGunani po 20-minutnih testih, so prikazani v Preglednici X, lo¢eno za ¢rpalki G1 in G2.

Preglednica XII: Seznam poskusov nastavitve pretokov. Navedene so oznake poskusov, spremembe
nastavitev vijakov na c¢rpalkah pred posameznim poskusom, mase 20-minutnih vzorcev vode (m) [g],
precrpanih skozi dovodno in odvodno cevko, ter masni pretoki (@) [g/min], izracunani iz izmerjene mase vode
v merilnem valju po koncu poskusa in ¢asa 20 minut. (Se nadaljuje na naslednji strani) G1/G2 — ¢rpalki, (+/-)
— privijanje/odvijanje vijakov, DO/OD — oznaki za vijake pri dovodni/odvodni cevki, glavni vijak — srednji od
treh vijakov, s katerimi vpnemo cevko na rotor.

Gl
Poskus Spremembe nastavitev E10r78 2TE 21, FeEaTE B3
m[g] [ ®[gmin] | m[g] | ® [g/min]
P1/1 / 39,68 1,984 38,86 1,943
P1/2 / 39,72 1,986 38,86 1,943
P2 - glavni OD vijak za 0,25 obrata 39,76 1,988 38,78 1,939
P3 + oba spodnja vijaka 39,86 1,993 38,82 1,941
P4 - glavni OD vijak za 0,25 obrata 39,76 1,988 38,90 1,945
P5/1 - glavni DO vijak za 0,25 obrata in - glavni OD vijak za 0,75 obrata 39,60 1,980 39,54 1,977
P5/2 / 39,42 1,971 39,50 1,975
P5/3 / 39,36 1,968 39,54 1,977
P6 + glavni DO vijak za 0,25 obrata 39,42 1,971 39,50 1,975
P7 + glavni DO vijak za 0,25 obrata 39,34 1,967 39,52 1,976
P8/1 - glavni DO vijak za 0,25 obrata in + glavni OD vijak za 0,25 obrata 39,38 1,969 39,48 1,974
P8/2 / 39,22 1,961 39,52 1,976
P9 - glavni DO vijak za 0,25 obrata 39,22 1,961 39,44 1,972
P10 + oba spodnja vijaka za 1 obrat 39,30 1,965 39,44 1,972
P11/1 + glavni OD vijak 39,32 1,966 39,10 1,955
P11/2 / 39,32 1,966 39,12 1,956
P12 - spodnji OD vijak 39,28 1,964 39,12 1,956
P13/1 - glavni OD vijak 39,26 1,963 39,24 1,962
P13/2 / 39,28 1,964 39,26 1,963
P14/1 + oba spodnja vijaka 39,18 1,959 39,16 1,958
P14/2 / 39,20 1,960 39,12 1,956
P14/3 / 39,18 1,959 39,12 1,956
G2
Poskus Spremembe nastavitev CI7 I B2 & eliiod naleey i
m[g] [ ®[gmin] | m[g] | ® [g/min]

P15 / 39,02 1,951 40,80 2,040
P16 + oba spodnja vijaka za 1 obrat 39,10 1,955 40,80 2,040
P17 + glavni OD vijak za 0,25 obrata 39,00 1,950 40,36 2,018
P18 + glavni OD vijak za 0,25 obrata in + spodnji DO vijak za 1 obrat 39,02 1,951 40,06 2,003
P19/1 + glavni OD vijak za 0,25 obrata in - glavni DO vijak za 0,25 obrata 39,00 1,950 39,66 1,983
P19/2 / 39,08 1,954 39,68 1,984
P20/1 - glavni DO vijak za 0,25 obrata 39,44 1,972 39,70 1,985
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P20/2 / 39,42 1,971 39,64 1,982
P20/3 / 39,44 1,972 39,66 1,983

P21 - glavni DO vijak 39,48 1,974 39,62 1,981
P22/1 - glavni DO vijak 39,46 1,973 39,66 1,983
P22/2 / 39,40 1,970 39,62 1,981

P23 + glavni DO vijak in - spodnji DO vijak 39,40 1,970 39,62 1,981
P24/1 - spodnji DO vijak 39,44 1,972 39,62 1,981
P24/2 / 39,42 1,971 39,62 1,981
P25/1 - spodnji DO vijak 39,56 1,978 39,62 1,981
P25/2 / 39,56 1,978 39,60 1,980
P26/1 - spodnji DO vijak 39,54 1,977 39,54 1,977
P26/2 / 39,56 1,978 39,46 1,973
P26/3 / 39,58 1,979 39,56 1,978
P26/4 / 39,58 1,979 39,58 1,979
P26/5 / 39,58 1,979 39,60 1,980
P26/6 / 39,56 1,978 39,58 1,979

4.2.2 OCENA KOLICINE H3POs ZA SIMULACIJO PADCEV pH

S preliminarnimi poskusi ocenjene volumne kisline HsPOs, potrebne za simulacijo

dolocenih padcev pH, in iz njih izraCunane ¢ase ¢rpanja (za pretok smo upostevali vrednost

2 mL/min) prikazuje Preglednica XIII.

Preglednica XI11: Podatki o preliminarnih poskusih ocene koli¢ine HsPO4. Navedeni so pufri, s katerimi smo
dosegli pH plato in vrednost le-tega, Zeljeni pH po padcu, koncentracija uporabljene HsPO., ocenjeni volumni
razredCene HsPO., potrebni za doseganje Zeljenih padcev pH, in iz njih izraCunani Casi ¢rpanja.

pufer za dosego platoja pH platoja pH po padcu koncentracija H;PO4 V(HsPOy) [uL] t(¢rpanja) [s]
10 mM fosfatni 75 6,0 0,85 % 800 24
1 mM fosfatni 7,5 6,0 0,425 % 400 12
Mcllvainov, 80x redéen 7,0 54 0,425 % 650 19
Mcllvainov, 80x redéen 75 6,0 0,425 % 900 27
Mcllvainov, 40x redéen 8,0 6,6 0,85 % 600 19

4.3 SIMULACIJA pH PROFILOV

4.3.1 TESTIHITREGA DVIGA pH

pH v odvisnosti od ¢asa za teste hitrih dvigov pH T1-T14 prikazuje Preglednica XIV.

Preglednica X1V: pH v delovni ¢asi v odvisnosti od ¢asa ob dodajanju razli¢nih koncentracij raztopin NasPO.
Vv razli¢no koncentrirane HCI (poskusi T1-T14). Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici VIII. Pri
poskusih z ve¢ paralelkami je navedena povpreéna vrednost pH.

Cas pH
[min] T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti11 Ti12 T13 T14
0 2,64 | 2,65 2,66 2,65 1,88 1,86 1,87 2,37 235 | 2,36 236 | 235 | 230 | 230
1 2,65 | 2,65 2,65 | 2,65 1,88 1,87 1,87 2,37 235 | 236 236 | 236 | 230 | 230
2 2,66 | 2,66 2,66 2,65 1,91 1,89 1,89 238 | 236 | 247 | 313 | 253 | 241 | 233
2,25 2,71 | 2,68 2,69 2,69 1,95 / / / / / / / / /
2,5 2,76 | 2,72 2,72 2,74 | 2,04 | 2,02 203 | 246 | 244 | 6,95 / 6,40 | 2,85 | 2,62
2,75 281 | 2,79 2,78 2,80 | 215 / / / / / / / / /
3 2,90 | 2386 2,87 2,87 233 | 232 2,33 | 257 2,63 75 6,9 6,87 35 3,26
3,25 296 | 2,96 295 | 2,99 / / / / / / / / / /
3,5 314 | 312 | 3,09 | 310 | 331 | 299 | 340 | 2,71 | 281 / 6,94 | 693 | 633 | 358
3,75 338 | 330 | 339 | 334 | 6,20 / / / / / / /
4 424 | 369 | 388 | 386 | 659 | 327 6,18 | 2,87 3,04 | 756 6,36 | 3,71
4,25 6,11 | 485 | 590 / / 6,30 / / / /
4,5 6,39 | 512 6,02 6,26 | 6,80 3,08 | 3,26 6,45 | 3,93
4,75 6,48 | 5722 6,03 / / /
5 6,04 / 6,52 | 433
55 5,16 5,09
6 5,89 5,47
6.5 6,17
7 6,87
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4.3.2 SIMULACIJA pH PROFILOV S FOSFATNIMI PUFRI
V Preglednicah XV—XVII so prikazani vsi pH profili, pri izdelavi katerih smo uporabljali
fosfatne pufre. Preizkusali smo razli¢ne koncentracije HCI v kombinaciji z razli¢nimi
koncentracijami raztopin NasPOas. Uporabljali smo pufre razli¢nih koncentracij in pH, med
posameznimi poskusi smo spreminjali casovne tocke menjave pufrov.

Preglednica XV: pH profili pri poskusih s fosfatnimi pufti, pri katerih smo na zaéetku v 10 mM HCI uvajali
55 mM raztopino NasPO.. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pri poskusu F3, ki smo ga

izvedli v dveh paralelkah, je navedena povpreéna vrednost pH.

Cas pH

[min] F1 F2 F3 (pH) F4 F21 F22 F23
0 / / / / 2,33 2,35 2,35
1 / 2,37 2,37 2,37 2,34 2,35 2,35
2 / / 2,39 2,37 2,37 2,36 2,35
25 / 2,37 2,48 2,55 2,50 2,48 2,45
3 2,62 2,53 2,66 2,73 2,62 2,67 2,62
3,5 2,88 2,84 2,75 2,80 3,08 3,03 3,02
4 3,80 3,16 2,97 2,95 571 5,28 5,12
45 6,52 4,38 3,30 3,43 6,13 5,88 5,75
5 6,80 6,20 4,28 4,90 6,15 5,93 5,81
55 / 6,66 6,20 6,24 / / /
6 7,08 6,81 6,48 6,64 6,17 5,97 /
6,5 / 6,92 / / / / /
7 7,25 7,00 6,80 6,86 6,19 6,00 5,91
8 7,35 7,13 6,98 7,00 6,21 6,02 5,95
9 7,44 7,23 7,08 7,12 6,23 6,04 /
10 7,49 7,31 7,17 7,21 6,25 6,06 /
11 7,54 7,38 7,25 7,28 / / /
12 7,58 7,43 7,31 7,34 / 6,10 /
13 7,62 7,47 7,36 7,40 / / /
14 7,65 7,51 7,41 7,43 / 6,15 /
15 7,68 7,55 7,45 7,48 / / /
16 7,70 7,58 7,48 / 6,19 /
17 7,73 7,61 7,52 6,38 / /
18 7,75 7,64 7,55 / 6,23 /
19 7,76 7,66 7,58 / / /
20 7,78 7,68 7,60 6,43 6,27 /
21 7,80 7,70 7,62 / / /
22 7,81 / 7,64 / / /
25 7,84 7,77 7,70 6,48 6,37 /
26 7,85 7,78 7,71 / / /
27 7,86 7,79 / / / 6,31
28 7,87 / 7,74 / / /
30 7,89 7,83 7,77 6,55 / 6,37
35 7,92 7,87 7,82 / / /
36 7,92 / / / 6,58 6,49
37 7,93 / / 6,65 / /
40 7,94 7,90 7,86 6,67 / 6,56
45 7,95 7,93 7,90 6,72 6,75
50 7,96 7,94 7,91 6,77 /
55 7,97 7,96 7,93 6,86 /
60 7,98 7,96 7,94 6,92 6,98
65 7,98 7,97 7,95 6,97 /
70 7,98 7,97 7,96 / /
75 7,98 7,96 / 7,16
77 / / 7,12 /
80 7,97 7,96 /
90 7,27
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Preglednica XVI: pH profili pri poskusih s fosfatnimi pufti, pri katerih na zagetku v 10 mM HCI nismo uvajali
raztopine NasPQOa. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pri poskusih F5, F6 in F7, ki smo
jih izvedli v ve¢ paralelkah, je navedena povprecna vrednost pH.

Cas pH
[min] F5 (pH) F6 (pH) F7 (pH) F8 F9 F10 Flip
0 / 2,37 2,38 2,38 2,33 2,37 2,37
1 2,39 2,37 2,38 / / / 2,37
2 2,40 2,37 2,38 2,39 2,33 2,37 2,38
2,5 2,45 2,41 2,39 2,40 2,33 2,38 2,43
3 2,51 2,46 2,43 2,43 2,35 2,38 2,49
3,5 2,60 2,51 2,46 2,46 2,38 2,40 2,58
4 2,71 2,57 2,50 2,50 2,40 2,42 2,67
45 2,81 2,65 2,53 2,53 2,43 2,44 2,80
5 2,99 2,74 2,57 2,57 2,46 2,46 2,95
55 3,19 2,82 2,61 2,62 2,49 2,48 3,17
6 3,63 2,91 2,64 2,67 2,53 2,49 3,45
6,5 5,38 3,05 2,68 2,73 2,56 2,52 3,90
7 6,19 3,18 2,72 2,80 2,60 2,54 4,37
75 6,46 3,35 2,76 2,86 2,64 2,56 5,16
8 6,61 3,62 2,79 2,95 2,68 2,58 551
8,5 6,72 4,20 2,83 3,03 2,72 2,61 5,61
9 6,83 5,51 2,87 3,15 2,77 2,63 5,68
9,5 6,91 5,96 2,91 3,27 2,82 2,65 5,73
10 6,96 6,13 2,95 3,47 2,87 2,67 577
10,5 / 6,25 2,98 3,80 2,93 2,69 5,79
11 7,05 6,34 3,02 4,54 2,97 2,71 5,82
11,5 7,09 6,40 3,05 5,85 3,06 2,73 5,83
12 7,13 6,45 3,09 6,12 3,12 2,75 5,85
12,5 7,15 6,47 3,13 6,32 3,19 2,78 5,87
13 7,19 6,54 3,16 6,43 3,29 2,81 5,88
13,5 / 6,57 3,20 6,52 3,40 2,83 5,89
14 7,26 6,60 3,24 6,61 3,57 2,85 5,90
14,5 / 6,62 3,27 6,68 3,71 2,87 5,91
15 7,30 6,65 3,31 6,74 4,05 2,89 5,97
15,5 / 6,67 3,35 / / / 6,03
16 7,35 6,68 3,39 6,83 5,49 2,94 6,07
16,5 / / 3,43 / / / 6,12
17 7,38 6,72 3,47 6,92 5,90 2,98 6,15
17,5 / / 3,51 / / / 6,19
18 7,42 6,74 3,56 6,99 6,11 3,03 6,21
18,5 / / 3,60 / / / 6,26
19 7,45 6,77 3,64 7,03 6,23 3,08 6,28
19,5 / / 3,71 / / / /
20 7,49 6,79 3,76 7,09 6,32 3,12 6,33
21 7,51 / 3,89 / / / 6,37
22 7,54 / 4,04 7,18 6,45 3,22 6,42
23 7,57 / 4,25 / / / 6,45
24 7,59 / 4,52 7,26 6,54 3,31 6,49
25 7,61 6,85 4,84 / / / 6,52
26 / / 5,10 7,32 6,60 3,42 6,55
27 / / 5,27 / / / /
28 7,67 / 5,37 7,38 6,67 3,54 6,60
29 / / 5,46 / / / /
30 7,70 6,89 5,52 7,47 6,71 3,68 6,65
32 / / 5,62 7,49 6,75 3,83 6,69
34 / / 5,69 7,53 6,77 4,07 6,72
35 1,77 6,92 5,72 / / / 6,76
36 / / 574 7,57 6,80 441 6,80
38 / / 5,78 7,60 6,82 4,94 6,88
40 7,82 6,93 5,81 7,63 6,84 5,28 6,95
41 / 6,94 5,83 / / 5,38 /
42 / 6,94 5,84 / / 5,46 7,00
43 7,85 6,95 5,85 / / 5,53 /
44 / 6,99 5,86 / / 5,58 7,06
45 7,87 7,02 5,87 7,70 6,87 5,62 /
46 / 7,05 / / / / 7,12
47 / 7,08 / / / / /
48 / 7,11 / / / 5,73 7,17
49 / 7,13 / / / / /
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50 7,90 7,16 591 7,76 6,90 5,78 7,22
55 7,93 7,29 5,93 7,80 6,92 5,86 7,34
60 7,95 7,39 5,95 7,84 6,93 5,92 7,43
62 / / 5,96 / / / 7,46
63 / / 6,05 / / / /

64 / / 6,20 / / / 7,49
65 / 7,48 6,32 7,87 6,94 5,96 /

66 / / 6,42 6,94 5,97 7,52
67 / / 6,49 6,95 5,97 /

68 / / 6,56 6,96 6,05 7,55
69 / / 6,63 6,99 / /

70 / 7,56 6,68 7,01 6,35 7,58
72 7,98 / 6,77 7,12 6,52 7,61
74 / / 6,85 7,14 6,66 7,63
75 7,98 / / / 6,72 /

76 / / 6,92 7,18 6,77 7,65
78 / / 6,99 7,23 6,86 7,68
80 7,99 7,68 7,04 7,27 6,94 7,70
85 / 7,18 / 7,12 /

90 7,80 7,29 / 7,22 7,78
95 7,80 7,39 / 7,33 /

100 7,83 747 / 7,44 7,84
110 7,87 7,61 / 7,60 7,88
118 / / / 7,90
120 7,92 / / 7,90
125 7,76 / 7,37
130 / / 7,10
150 7,90 7,84 6,57
180 6,20

Preglednica XVII: pH profili pri poskusih s fosfatnimi pufri, pri katerih smo na zacetku v razli¢no
koncentrirane HCI uvajali 0,21 M ali 0,105 M raztopino NasPOs (poskusi F12p—F20p). Pogoji izvedbe

poskusov so navedeni v Preglednici 1X.

Cas pH

[min] F12p F13p Fl4p F15p F16p F17p F18p F19p F20p
0 1,96 1,95 1,85 1,87 1,92 1,92 1,92 2,30 2,35
1 1,95 1,94 1,85 1,86 1,92 1,92 1,92 2,30 2,35
2 1,97 1,96 1,87 1,88 1,92 1,93 1,91 2,32 2,38
2,5 2,08 2,11 1,99 2,00 2,04 2,05 1,01 2,58 2,64
3 2,38 2,40 2,3 2,23 2,31 2,4 2,03 3,95 4,16
3,5 3,14 3,17 2,97 3,06 3,04 3,1 2,38 5,43 5,34
4 6,31 5,72 5,59 5,37 5,47 3,74 5,39 5,78 5,70
45 6,56 6,17 5,89 5,67 5,71 42 6,1 59 5,82
5 6,60 6,34 6,02 5,83 5,81 49 6,15 6,03 5,91
5,5 6,62 6,46 6,12 5,93 5,90 / 6,21 6,11 6,00
6 6,63 6,54 6,2 6,01 5,97 5,51 6,25 6,19 6,01
6,5 6,64 6,60 6,26 6,07 6,03 / 6,27 6,24 /
7 6,65 6,64 6,31 6,13 6,08 5,76 6,29 6,3 6,07
7,5 6,66 6,68 6,37 6,17 6,12 / 6,32 6,34 /
8 6,67 6,72 6,41 6,20 6,17 5,93 6,33 6,39 6,11
8,5 6,68 / / / / / / / /
9 6,72 6,78 6,49 6,28 6,25 6,05 / 6,47 6,15
9,5 / / / / / / 6,39 / /
10 6,81 6,83 6,56 6,35 6,32 6,15 6,40 6,53 6,20
11 6,89 6,88 6,62 / / / / 6,59 /
12 6,95 6,92 6,68 6,45 6,44 6,33 / 6,64 6,28
13 7,00 6,96 / / / / / 6,69 /
14 7,04 7,00 6,78 6,56 6,54 6,46 / 6,73 6,34
15 7,09 7,02 / / / / 6,57 6,78 /
16 7,14 7,06 6,86 6,64 6,63 6,57 / 6,82 6,40
17 7,18 7,09 / / / / / 6,85 /
18 7,22 7,12 6,95 / 6,73 6,67 / 6,38 6,46
19 7,25 7,15 / / / / / 6,92 /
20 7,29 7,18 7,00 6,81 6,80 6,75 / 6,95 6,52
21 7,32 / / / / / 6,74 / /
22 7,35 / / 6,87 / / / 7,00 /
23 7,37 / / / / / / / /
24 74 / / / / / / / /
25 7,43 7,32 7,15 6,95 / / 6,85 7,06 6,66
26 7,45 / / / / / / / /
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4.3.3 SIMULACIJA pH PROFILOV Z REDCENIMI MCILVAINOVIMI
PUFRI

V Preglednicah XVI11-XXII so prikazani vsi pH profili, pri izdelavi katerih smo uporabljali

red¢ene Mcllvainove pufre. Med posameznimi poskusi smo spreminjali ¢asovne tocke

menjave pufrov. Pri vseh smo za hitri zacetni dvig pH uporabljali 55 mM raztopino NasPOsa.

Preglednica XVII1: pH profili pri poskusih z red¢enimi Mcllvainovimi pufri, kjer smo na zacetku v 10 mM
HCI uvajali 55 mM raztopino NasPOa. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX.

Cas pH

[min] Mip nM2 nM3p nM4 nM5 nM6 nM7p/1 nM7p/2 nM8p
0 2,33 2,33 2,30 2,34 2,35 2,32 2,35 2,33 2,30
1 2,34 2,33 2,30 2,34 2,35 2,32 2,34 2,32 2,30
2 2,34 2,34 2,31 2,34 2,35 2,34 2,34 2,32 2,31
2,5 2,41 2,45 2,40 / 2,44 2,50 2,44 2,40 2,53
3 2,54 2,60 2,60 2,64 2,59 2,76 2,61 2,56 /
3,5 2,85 3,02 3,00 3,01 3,02 3,21 3,03 2,90 3,03
4 3,50 3,75 5,05 3,46 4,17 4,13 4,04 3,64 4,04
4,5 5,95 5,53 5,49 5,16 5,77 5,65 5,43 5,04 5,73
5) 6,52 5,95 5,85 5,88 5,93 5,75 5,61 5,54 5,88
55 6,65 6,08 5,88 6,07 6,02 5,82 5,78 5,72 6,01
6 6,78 6,20 5,93 6,14 6,07 5,90 5,86 5,81 6,12
6,5 6,87 6,31 6,00 6,17 6,12 5,94 5,94 5,90 6,17
7 6,94 6,36 6,02 6,20 6,15 5,99 6,00 5,95 6,23
8 7,01 6,49 6,12 6,23 6,21 6,07 6,10 6,02 6,33
9 7,08 6,57 6,19 6,27 6,25 6,13 6,19 6,11 6,43
10 7,13 6,65 6,26 6,30 6,28 6,20 6,26 6,18 6,48
11 7,18 6,72 6,32 6,33 6,30 6,25 6,33 6,25 6,54
12 7,22 6,78 6,37 6,36 6,33 6,30 6,38 / 6,61
13 7,24 6,83 6,43 6,39 6,36 6,35 6,44 / 6,66
14 7,26 6,87 6,47 6,42 6,39 6,40 6,49 / 6,70
15 7,28 6,91 6,51 6,45 6,42 6,44 6,52 6,45 6,74
20 7,35 7,07 6,71 6,58 6,56 6,62 6,72 6,63 6,92
25 7,38 7,17 6,85 6,70 6,68 6,75 6,87 6,80 7,04
30 7,41 7,26 6,97 6,81 6,81 6,87 6,98 6,91 /
35 7,42 7,32 7,06 6,92 6,92 6,96 7,07 / 7,23
40 7,43 7,37 7,14 7,00 7,00 / / 7,09 /
45 7,44 7,40 7,21 7,08 7,08 7,08 7,23 7,17 7,35
50 7,44 7,43 / 7,16 7,16 / / 7,22 7,40
55 7,45 7,46 / 7,24 7,24 / / 7,28 7,43
60 7,45 7,48 7,37 7,30 7,30 7,26 7,37 7,32 7,47
70 7,45 / 7,43 7,41 7,41 7,34 7,44 7,38 7,51
72 / / / / / / / / 7,52
72,5 / / / / / / / / 6,90
73 / / / / / / / / 6,46
73,5 / / / / / / / / 5,93
74 / / / / / / / / 5,98
75 7,46 / 7,45 7,45 7,45 / / 7,40 6,04
80 7,46 / 7,46 7,48 7,48 7,40 7,48 7,42 6,10
85 7,46 / 747 7,50 7,50 7,41 7,49 7,44 6,10
90 7,46 / 7,49 7,52 7,52 7,43 7,50 7,45

94 7,46 / / / / / / /

94,5 7,33 / / / / / / /

95 7,26 7,53 7,50 7,54 7,54 / / 7,46

96 7,17 / / / / / 7,52 /

97 7,10 / / / / / / 7,47

98 7,00 / / / / / / /

99 6,89 / / / / / / 7,46

99,5 / / / / / / 5,94

100 / 7,51 7,55 7,55 / / 6,06

100,5 / / / / / / 6,10

105 / 7,51 7,56 7,56 7,45 / 6,15

110 7,53 7,52 / /

120 7,53 / /

140 / 7,54

170 7,45 7,55
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Preglednica XIX: pH profili pri poskusih z red¢enimi Mcllvainovimi pufri, kjer smo na zaéetku v 10 mM HCI
uvajali 55 mM raztopino NasPO, ter vzpostavili plato pri pH 7,5. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v

Preglednici IX.
Cas pH
[min] nM9pS! nM10pS nM11pS nM12S
0 2,34 2,37 2,28 2,35
1 2,34 2,37 2,28 2,35
2 2,35 2,38 2,29 2,36
2,5 2,44 2,43 2,40 2,47
3 2,70 2,61 2,62 2,64
315 3,10 2,95 3,06 3,01
4 / 4,70 5,62 4,23
4,5 6,00 6,25 6,07 5,73
5 6,08 6,28 6,12 5,95
55 6,13 6,32 6,17 6,04
6 6,17 6,35 6,21 6,10
6,5 6,20 6,38 6,26 6,15
7 6,24 6,40 6,29 6,19
8 6,30 6,45 6,35 6,27
9 6,36 6,49 6,40 6,33
10 6,40 6,53 6,45 6,38
11 6,45 6,57 6,50 6,43
13 6,54 6,64 6,59 6,52
15 6,61 6,70 6,67 6,60
20 6,78 6,85 6,83 6,77
25 6,90 6,96 6,95 6,90
30 6,99 7,04 7,04 7,00
40 7,13 7,20 7,19 7,15
50 7,24 7,30 7,30 7,27
60 7,32 7,37 7,37 7,36
80 7,39 7,45 7,45 7,46
100 7,44 7,49 7,48 7,50
120 7,45 7,51 7,50 7,52
122 7,45 / / /
1225 7,30 / / /
123 5,94 / / /
123,5 6,02 / / /
124 6,04 / / /
130 6,06 7,52 7,51 7,52
140 6,02 7,54 7,51 7,53
160 5,98 7,54 7,52 7,53
180 5,96 7,54 7,51 7,53
182 7,31 7,51 /
182,5 6,71 7,21 /
183 6,04 6,59 /
183,25 6,03 6,27 /
183,5 6,06 6,12 /
184 6,09 5,96 /
185 6,12 5,90 /
190 6,13 5,89 7,53
200 6,10 5,86 7,53
240 6,05 5,81
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Preglednica XX: pH profili pri poskusih z redéenimi Mcllvainovimi pufri, kjer smo na zaéetku v 10 mM HCI
uvajali 55 mM raztopino NasPO, ter vzpostavili plato pri pH 7,0. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v

Preglednici IX.
Cas pH
[min] M9pS/1 M9pS/2 M10S/1 M10S/2
0 2,35 2,37 2,35 2,34
1 2,35 2,38 2,36 2,35
2 2,35 2,38 2,37 2,36
2,5 2,47 2,49 2,47 2,48
3 2,62 2,66 2,67 2,68
3,5 3,00 3,19 3,04 3,12
4 3,80 3,89 3,70 4,63
45 5,63 5,61 5,58 5,88
5 5,95 6,03 5,96 6,06
5,5 6,04 6,13 6,07 /
6 6,10 6,21 6,11 6,18
7 6,16 6,24 6,17 6,22
8 6,20 6,27 6,22 6,26
9 / 6,30 6,25 6,30
10 6,27 6,34 6,29 6,33
12 6,34 6,39 6,35 6,39
15 6,42 6,47 6,43 6,47
20 6,53 6,57 6,55 6,57
25 6,62 6,65 6,63 6,66
30 6,70 6,72 6,70 6,73
35 / 6,77 6,77 6,79
40 6,81 6,81 6,81 6,84
45 / 6,85 6,85 6,38
50 6,88 6,88 6,88 6,91
55 6,90 6,90 6,91 6,94
60 6,91 6,93 6,92 6,96
70 6,93 6,95 6,95 6,99
80 6,96 6,97 6,97 7,00
90 6,97 6,98 6,99 7,00
100 6,97 6,99 7,00 7,01
110 6,98 7,00 7,00 /
120 6,99 7,00 7,00 7,02
130 6,99 7,00 7,00 /
140 7,00 7,00 7,00 7,03
160 7,00 7,00 7,00 7,03
180 7,00 7,00 7,01 7,03
182 6,83 7,00 / /
182,5 5,86 6,83 / /
183 5,72 5,96 / /
1835 5,71 5,60 / /
184 5,69 5,38 / /
185 5,66 5,32 / /
190 5,62 5,42 7,02 /
200 5,57 5,46 7,02 7,03
220 5,54 5,46 7,03 7,04
240 5,53 5,46 7,03 7,04
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Preglednica XXI: pH profili pri poskusih z red¢enimi Mcllvainovimi pufri, kjer smo na zacetku v 10 mM HCI
uvajali 55 mM raztopino NasPQO, ter vzpostavili plato pri pH 7,5. Pri poskusu M7pS/2 smo pH merili samo
130 min, poskus pa je tekel 240 min. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici 1X.

Cas pH
[min] M2pS M6pS M7pS/L M7pS/2 MBS/ M8S/2
0 2,39 2,34 2,33 2,37 2,35 2,34
1 2,40 2,35 2,34 2,37 2,35 2,34
2 2,40 2,38 2,36 2,37 2,34 2,35
25 2,51 2,47 2,46 2,48 2,42 2,47
3 2,72 2,70 2,70 2,69 2,61 2,65
3,5 3,25 3,21 3,19 3,05 3,06 3,10
4 4,50 4,73 4,50 4,00 5,58 4,26
45 5,95 5,84 5,76 5,31 6,05 5,92
5 6,09 6,09 6,03 6,04 6,16 6,13
55 6,17 6,20 / / 6,19 6,21
6 6,22 6,24 6,20 / 6,22 6,27
6,5 6,26 6,30 / / 6,27 /
7 6,29 6,34 6,27 6,26 6,30 6,32
8 6,36 6,41 6,32 / 6,36 6,37
9 6,40 6,46 6,36 6,37 6,41 6,42
10 6,45 6,51 6,41 6,41 6,45 6,46
12 6,54 6,60 6,50 / 6,54 6,53
14 / 6,69 6,56 / 6,61 6,6
15 6,65 / / 6,62 / /
16 / / 6,62 / 6,68 6,66
18 / / 6,68 6,70 6,74 6,71
20 6,82 6,38 6,73 6,76 6,80 6,76
25 6,93 7,00 6,85 6,89 6,90 6,87
30 7,03 7,09 6,95 6,99 7,00 6,97
35 7,11 / 7,03 7,06 7,10 /
40 7,19 7,25 7,09 / 7,16 7,11
45 7,26 / 7,15 7,20 7,21 7,16
50 7,31 7,35 7,21 / 7,26 /
55 7,35 / / 7,30 / 7,26
60 7,39 7,42 7,27 / 7,33 7,30
65 7,42 / / 7,36 / /
70 7,45 7,47 7,32 / 7,39 7,34
80 7,48 7,50 7,36 7,43 7,43 7,37
100 7,52 7,54 7,39 7,47 7,48 7,41
120 7,54 7,56 7,41 7,47 7,43
130 7,54 / 7,42 7,48 /
140 7,54 7,57 7,43 7,44
180 7,55 7,58 7,44 7,45
182 7,55 7,58 7,42 /
182,25 / / 6,90 /
182,5 7,44 / 6,36 /
182,75 6,92 / 5,36 /
183 6,65 / 5,23 /
183,25 / 6,98 / /
183,5 6,32 6,55 5,50 /
184 6,24 6,23 5,62 /
185 6,20 6,10 5,76 /
190 / 6,14 5,95 7,45
200 6,17 6,11 6,02 7,46
240 6,13 6,09 6,03 7,45
260 6,12 6,03
300 6,05
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Preglednica XXI1: pH profili pri poskusih z redéenimi Mcllvainovimi pufti, kjer smo na zacetku v 10 mM
HCI uvajali 55 mM raztopino NasPOj, ter vzpostavili plato pri pH 8,0. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v

Preglednici IX.
Cas pH
[min] M1pS M3S/1 M3S/2 M4pS M5pS/1 M5pS/2
0 2,37 2,28 2,36 2,33 2,34 2,33
1 2,39 2,29 2,36 2,34 2,36 2,33
2 2,39 2,31 2,37 2,34 2,36 2,35
2,5 2,50 2,41 2,49 2,52 2,47 2,47
3 2,67 2,66 2,69 2,71 2,65 2,67
35 3,03 3,59 3,18 3,14 3,05 3,05
4 4,28 3,56 5,90 541 3,96 4,00
45 6,05 3,93 6,20 5,99 5,82 5,75
5 6,24 5,74 6,30 6,12 6,14 6,15
55 6,35 6,16 6,36 6,19 6,25 /
6 6,41 6,35 6,42 6,28 6,33 6,29
6,5 6,45 6,48 / 6,33 6,39 /
7 6,51 6,56 6,52 6,38 6,45 6,42
7,5 6,55 6,64 / 6,43 6,50 /
8 6,59 6,67 6,59 6,48 6,53 6,51
9 6,64 6,77 6,66 6,56 6,61 6,58
10 6,72 6,83 6,72 6,63 6,68 6,63
11 6,77 6,89 / 6,68 / /
12 6,83 6,94 6,82 / 6,78 6,76
13 6,88 7,00 / / / /
14 6,92 7,03 6,90 6,85 6,88 6,85
15 6,96 7,07 / / / /
16 / / 6,99 6,94 6,96 6,95
20 7,13 7,23 7,10 7,05 7,09 7,06
25 7,26 7,36 7,24 7,20 7,22 7,20
30 7,38 7,47 7,35 7,31 7,33 7,32
35 7,47 7,56 7,44 7,40 7,43 7,41
40 7,55 7,63 7,52 7,49 7,51 7,50
45 / 7,68 7,58 7,56 7,57 7,58
50 7,67 7,73 / 7,63 7,63 7,64
55 7,72 7,78 7,68 7,68 7,68 7,69
60 7,76 7,81 7,73 7,72 / 7,73
65 7,80 / / 7,76 7,72 /
70 7,83 7,87 7,79 7,79 7,78 7,80
75 7,85 7,88 / 7,82 / /
80 7,88 / 7,82 7,84 7,83 7,85
90 7,90 7,93 7,86 7,88 7,86 7,88
100 7,93 7,95 7,88 7,90 7,88 7,91
120 7,96 7,96 7,90 7,93 7,91 7,93
140 7,97 / 7,92 7,95 7,93 7,94
160 7,98 7,98 7,92 7,95 7,93 7,95
180 7,98 7,98 7,92 7,95 7,93 7,95
181,75 / / / / / 7,92
182 7,97 / / / 7,26 7,56
182,25 7,44 / / / / /
182,5 7,02 / / / 6,64 6,77
182,75 6,89 / / / 6,57 /
183 6,81 / / / 6,57 6,65
183,5 6,74 / / / 6,58 6,62
184 6,72 / / / 6,59 6,60
185 6,72 / / / 6,60 6,60
190 / / 7,92 / 6,63 6,62
195 6,71 / / / 6,64 /
200 6,71 7,98 7,93 7,95 6,64 6,65
202 / / / 7,95 / /
202,5 / / / 6,70 / /
203 / / / 6,65 / /
205 6,69 7,98 / 6,65 / /
220 6,68 7,93 6,70 6,64 6,65
240 6,68 7,93 6,73 6,64 6,65
250 7,94 6,74
260 7,93
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4.4 TESTI SPROSCANJA

Preglednice XXII-XXIX prikazujejo profile spro$anja natrijevega diklofenakata iz
ogrodnih tablet s HPMC ob simulaciji razliénih pH profilov GIT. Poskuse spro$¢anja
M11pSK/1, M11pSK/2, M12SK/1 in M12SK/2 (vsi pri platoju pH 7,0) smo izvedli na
sistemu s steklenimi kroglicami, vse ostale poskuse spro$¢anja pa na sistemu s sinkerjem.
Poskus nM9pS!, ki smo ga izvedli brez uporabe sinkerja, smo izlo¢ili iz obravnave.

4.4.1 PROFILI SPROSCANJA PRI POSKUSIH S pH PLATOJEM 7,0
Preglednici XXIII in XXIV prikazujeta profile spros¢anja pri poskusih s pH platojem 7,0.
Poskusi na sistemu s steklenimi kroglicami so prikazani v Preglednici XXIV.

Preglednica XXII1: Primerjava profilov spros¢anja med poskusoma s pH platojem 7,0 s padcem (M9pS) in

brez padca pH (M10S) na sistemu s sinkerjem. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pod

oznako posameznega poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta. Prikazane so paralelke poskusov ter
ovprecne vrednosti.

Cas % spro3¢ene utinkovine
[min] M9pS/1 M9pS/2 BT M10S/1 M10S/2 Faase
serija B serija B serija B serija B

20 0,62 0,59 0,61 0,63 0,69 0,66
40 3,49 3,58 3,54 3,56 3,61 3,59
60 7,11 7,27 7,19 7,27 7,18 7,23
80 10,87 10,87 10,87 10,90 10,72 10,81
100 13,97 14,11 14,04 14,27 14,04 14,16
120 17,00 17,07 17,04 17,39 17,15 17,27
140 19,81 19,82 19,82 20,26 19,96 20,11
160 22,44 22,35 22,40 22,91 22,60 22,76
180 24,84 24,75 24,80 25,42 25,06 25,24
200 27,07 27,00 27,04 27,78 27,39 27,59
220 28,98 28,92 28,95 30,04 29,65 29,85
240 30,60 30,56 30,58 32,20 31,84 32,02
+ ostanek 32,32 32,32 32,32 34,57 34,48 34,53

Preglednica XXIV: Primerjava profilov spros¢anja med poskusoma s pH platojem 7,0 s padcem (M11pS) in

brez padca pH (M12S) na sistemu s kroglicami. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pod

oznako posameznega poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta. Prikazane so paralelke poskusov ter
ovprecne vrednosti.

Cas % sprosc¢ene uéinkovine
[min] M11pSK/1 M11pSK/2 Povpregje M12SK/1 M12SK/2 Povpregje
serija B serija B serija B serija B

20 0,99 0,99 0,99 1,04 0,82 0,93
40 4,84 5,00 4,92 512 4,77 4,95
60 9,39 9,51 9,45 9,75 9,47 9,61
80 13,63 13,74 13,69 14,08 13,92 14,00
100 17,40 17,53 17,47 17,92 17,94 17,93
120 20,79 20,98 20,89 21,46 21,54 21,50
140 23,99 24,21 24,10 24,66 24,78 24,72
160 26,97 27,22 27,10 27,74 27,78 27,76
180 29,79 30,02 29,91 30,68 30,65 30,67
200 32,46 32,53 32,50 33,53 33,40 33,47
220 34,79 34,75 34,77 36,28 36,06 36,17
240 36,88 36,72 36,80 38,93 38,66 38,80
260 41,49 41,12 41,31
280 43,54 43,54
300 45,86 45,86
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4.4.2 PROFILI SPROSCANJA PRI POSKUSIH S pH PLATOJEM 7,5
Preglednice XXV—-XXVII prikazujejo profile sprosc¢anja pri poskusih s pH platojem 7,5.

Preglednica XXV: Profili spro$¢anja pri poskusih s pH platojem 7,5 s padcem pH. Pogoji izvedbe poskusov
so navedeni v Preglednici IX. Pod oznako posameznega poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta.

% spro$cene ucinkovine

[ﬁ?s] nM10pS nM11pS M2pS M6pS M7pS/1 M7pS/2
serija A serija A serija A serija A serija A serija B
20 0,57 0,60 0,38 0,64 0,49 0,61
40 3,59 3,67 2,74 3,75 3,12 3,42
60 7,33 7,43 6,07 7,61 6,54 7,09
80 10,86 11,12 9,49 11,47 10,01 10,76
100 14,16 14,68 12,76 14,98 13,28 14,20
120 17,19 17,89 15,81 18,16 16,28 17,32
140 19,97 20,80 18,62 21,06 18,90 20,13
160 22,60 23,38 21,28 23,79 21,35 22,63
180 25,10 25,80 23,74 26,22 23,74 24,99
200 27,44 28,13 26,04 28,73 26,04 27,28
220 29,41 30,01 27,89 30,81 28,10 29,27
240 31,06 31,54 29,43 32,63 29,77 31,05
260 30,77 31,43
280 32,98
300 34,35
+ ostanek 32,22 34,46 35,38 32,73

Preglednica XXVI: Profili spros¢anja pri poskusih s pH platojem 7,5 brez padca pH. Pogoji izvedbe poskusov

so navedeni v Preglednici IX. Pod oznako posameznega poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta.
Cas % sproscene uc¢inkovine
[min] nM12S M8S/L M8s/2 M8s/3
serija A serija B serija B serija C
20 0,69 0,77 0,65 0,55
40 3,79 4,21 3,58 3,57
60 7,68 8,32 7,30 7,51
80 11,31 12,11 11,13 11,45
100 14,68 15,55 14,26 15,10
120 17,70 17,27 18,44
140 20,40 20,08 21,44
160 22,87 22,70 24,18
180 25,30 25,01 26,71
200 27,59 27,40 29,07
220 29,58 31,30
240 31,67 33,43
+ ostanek 30,37 18,92 34,22 35,56

Preglednica XXVII: Primerjava profilov spro§¢anja med poskusoma s pH platojem 7,5 s padcem (M7pS) in
brez padca pH (M8S). Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pod oznako posameznega
poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta. Prikazane so paralelke poskusov ter povpreéne vrednosti.

Eas % sproscene ucinkovine
[min] M7pS/1 M7pS/2 Povpregje M8S/1 M8S/2 M8S/3 Povpregje
serija A serija B serija B serija B serija C

20 0,49 0,61 0,55 0,77 0,65 0,55 0,66
40 3,12 3,42 3,27 4,21 3,58 3,57 3,79
60 6,54 7,09 6,82 8,32 7,30 7,51 7,71
80 10,01 10,76 10,39 12,11 11,13 11,45 11,56
100 13,28 14,20 13,74 15,55 14,26 15,10 14,97
120 16,28 17,32 16,80 17,27 18,44 17,86
140 18,90 20,13 19,52 20,08 21,44 20,76
160 21,35 22,63 21,99 22,70 24,18 23,44
180 23,74 24,99 24,37 25,01 26,71 25,86
200 26,04 27,28 26,66 27,40 29,07 28,24
220 28,10 29,27 28,69 29,58 31,30 30,44
240 29,77 31,05 30,41 31,67 33,43 32,55
260 31,43 31,43

280 32,98 32,98

300 34,35 34,35

+ ostanek 35,38 32,73 18,92 34,22 35,56
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4.4.3 PROFILI SPROSCANJA PRI POSKUSIH S pH PLATOJEM 8,0
Preglednici XXV III-XXIX prikazujeta profile sproscanja pri poskusih s pH platojem 8,0.

Preglednica XXVII1: Profili spro$¢anja pri poskusih s pH platojem 8,0. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni
v Preglednici IX. Pod 0znako posameznega poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta.

Cas % sproscene ucinkovine
[min] M1pS M3S/1 M3s/2 M4pS M5pS/1 M5pS/2
serija A serija A serija B serija A serija A serija B
20 0,65 0,42 0,56 0,73 0,55 0,68
40 3,62 3,93 3,35 3,96 3,58 3,69
60 7,39 7,94 7,09 8,00 7,19 7,41
80 11,17 11,68 10,85 11,95 10,80 10,99
100 14,66 15,01 14,28 15,56 13,96 14,28
120 17,77 17,93 17,42 18,86 17,06 17,29
140 20,55 20,56 20,24 21,52 19,71 20,09
160 23,18 23,01 22,81 23,97 22,16 22,67
180 25,55 25,31 25,22 26,27 24,50 25,04
200 21,77 27,48 27,50 28,44 26,75 27,21
205 / 28,00 / / / /
220 29,64 29,68 30,59 28,75 29,08
240 31,25 31,74 32,65 30,49 30,77
260 33,73 34,63
+ ostanek 32,85 30,19 36,13 36,53 32,16 32,84

Preglednica XXIX: Primerjava profilov spro$¢anja med poskusoma s pH platojem 8,0 s padcem (M5pS) in
brez padca pH (M3S). Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Pod oznako posameznega
poskusa je navedena serija, iz katere je bila tableta. Prikazane so paralelke poskusov ter povpreéne vrednosti.

Cas % spros¢ene udinkovine
[min] M5pS/1 M5pS/2 Povpregje M3S/1 M3S/2 Povpregje
serija A serija B serija A serija B
20 0,55 0,68 0,62 0,42 0,56 0,49
40 3,58 3,69 3,64 3,93 3,35 3,64
60 7,19 7,41 7,30 7,94 7,09 7,52
80 10,80 10,99 10,90 11,68 10,85 11,27
100 13,96 14,28 14,12 15,01 14,28 14,65
120 17,06 17,29 17,18 17,93 17,42 17,68
140 19,71 20,09 19,90 20,56 20,24 20,40
160 22,16 22,67 22,42 23,01 22,81 22,91
180 24,50 25,04 24,77 25,31 25,22 25,27
200 26,75 27,21 26,98 27,48 27,50 27,49
205 / / / 28,00 / 28,00
220 28,75 29,08 28,92 29,68 29,68
240 30,49 30,77 30,63 31,74 31,74
260 33,73 33,73
+ ostanek 32,16 32,84 30,19 36,13
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5 RAZPRAVA

pH vrednost gastrointestinalnega trakta lahko mo¢no vpliva na biorazpolozljivost peroralno
apliciranih FO. Pri naértovanju tistih peroralnih FO s prirejenim spros¢anjem, Kjer princip
sproscanja temelji na spremembah pH vzdolz GIT, je nujno dobro poznavanje pH vrednosti
GIT tako v stanju na te$¢e kot s hrano, interindividualnih razlik v pH ter skrajnih vrednosti
pH, do katerih lahko pri posamezniku pride [17]. Z in vitro simulacijo pH profilov GIT in
ustreznih ¢asov zadrzevanja v dolo¢enih predelih GIT lahko ponazorimo spreminjanje pH
In Vivo in s testi sproS¢anja preverimo vpliv na sproscanje ZU iz FO [22].

V okviru $irSega sklopa dela smo po pregledu literature dolocili Kriterije za simulacije pH
profilov GIT na tes&e, pri emer smo upostevali variabilnost pH v Zzelodcu in TC. Obmodje
variabilnosti pH na prehodu iz TC v CK in v DC je $e veliko $irse od zastavljenega, kar smo
ugotovili pri tej magistrski nalogi, ki je bila osredotoCena prav na literaturne podatke o pH
v tem obmodju [2-7, 9, 11-13, 15, 16, 18-20]. S simulacijami pri tem magistrskem delu smo
zajeli le del zastavljenega obmocja pH in upostevali le eno od moznosti za ¢ase prehodov

posameznih predelov GIT, ki lahko sicer mo¢no variirajo (Slika 4).
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Slika 4: Na podlagi literature doloCeni kriteriji za simulacijo pH profilov z znaéilnimi spremembami in
upostevano variabilnostjo pH v posameznih predelih GIT (povrSina med modrima ¢rtama) in obmocje pH,
znotraj katerega smo izvajali poskuse v okviru magistrskega dela (povr$ina med rde¢ima ¢rtama). Navedeni so
¢asi prehodov dolocenih predelov GIT, ki smo jih simulirali pri tem magistrskem delu.

Na preto¢nem sistemu smo ob pretoku 2 mL/min z zaporednim dovajanjem ve¢ razli¢nih
medijev v delovno ¢aso poskusali simulirati pH profile znotraj obmocja pH, zastavljenega v
nacrtu (Slika 4). Ves ¢as poskusov smo merili pH medija v ¢asi; njegovo homogenost smo
zagotavljali z magnetnim mesalom (100 rpm). Simulacija dviga pH ob prehodu iz Zelodca v
DDM je bila deloma ze izvedena v diplomski nalogi [23] in ni bila glavni cilj te magistrske
naloge; HCI je sluzila kot izhodisce za nadaljnjo simulacijo, zato njena koncentracija ni
imela klju¢ne vloge. Za ponazoritev hitrega dviga pH z 1-3 na ~ 6 smo tako testirali razlicne

koncentracije HCI (40 mL), v katero smo uvajali raztopine NasPOjs razli¢nih koncentracij in
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med temi kombinacijami iskali tako, ki bi omogocala ponovljivost simulacij [21]. Poskuse
smo nadaljevali z uvajanjem fosfatnih ali red¢enih Mcllvainovih pufrov za doseganje
pocasnega (vsaj 90 min) naras¢anja pH do platoja in 60-minutno vzdrzevanje le-tega
(simulacija prehoda TC) in z dotekanjem redéene (0,85 % 0z. 0,425 %) H3PO4 za simulacijo
padca pH za ~ 1,5 enote, ki nastopi ob prehodu iz TC v CK. Z uvajanjem pufrov smo nato
60 min vzdrzevali konstanten pH (simulacija prehoda za¢etnega dela DC). Z uporabo
red¢enih Mcllvainovih pufrov smo najprej simulirali pH profil po sredini zastavljenega
obmocja pH (dvig pH na ~ 6 — pH plato 7,5 — padec pH na 6 in vzdrzevanje le-tega). Zaradi
variabilnosti pH GIT smo simulirali tudi dva pH profila, pri katerih smo upostevali podatke
za skrajno nizke oz. skrajno visoke vrednosti pH GIT: za pH platoja v TC smo dologili pH
7,0 0z. 8,0, po padcu pH pa smo vzpostavili konstanten pH 5,4 0z. 6,6. Obmo¢ja pH nacrta,
Ki jih v nalogi nismo zajeli (Slika 4), bodo predmet raziskav magistrskih nalog v prihodnosti.
Ob simulaciji treh zgoraj navedenih pH profilov smo na preto¢nem sistemu izvedli teste
spros¢anja natrijevega diklofenakata iz ogrodnih tablet. Izvajali smo jih na sistemu s
sinkerjem ob uporabi majhnega magneta (100 rpm) in na sistemu s kroglicami ob uporabi
velikega magneta (60 rpm). Pri daljsih poskusih smo z natanénimi predhodnimi nastavitvami

peristalti¢nih ¢rpalk uspeli v ¢asi ohranjati konstanten volumen medija 40 mL [23].

5.1 UMERITVENE PREMICE

Umeritvene premice smo izdelali s pomocjo standardov z znanimi koncentracijami
natrijevega diklofenakata, katerim smo izmerili absorbance in le-te podali v odvisnosti od
koncentracije. Pri tem nam je tezave povzrocalo raztapljanje ZU, ki je v medijih z bolj kislim
pH (5,40) slabse topna. Zato standardnih raztopin nismo mogli pripraviti v izbranih pufrih
(niti s pomoc¢jo ultrazvoka nismo uspeli pripraviti bistre raztopine standarda). Tako smo
standarde pripravili v precisceni vodi in jih nato do ustreznih koncentracij redcili s pufri.
Umeritvena premica pri pH 5,40 ima manjs$i naklon od umeritvenih premic, pripravljenih v
drugih pufrih (Slika 5). Zlasti pri visjih koncentracijah u¢inkovine smo v pufru pH 5,40
izmerili nekoliko nizjo absorbanco kot v pufrih pH 6,78 in 8,00. Vzrok za to je verjetno
blizina pKa vrednosti u¢inkovine (3,80) [24] in pH pufra (5,40), zaradi Cesar lahko v
raztopini prihaja do dolocenih vplivov na ionizacijo ucinkovine. V raztopini ni bilo opaziti
neraztopljenih delcev, vendar glede na tezave s topnostjo ZU pri tem pH ne moremo
popolnoma izkljuciti delnega obarjanja ucinkovine.

Sprememba koncentracije pufra pri istem pH ne vpliva na odziv analita v vzorcu, kar smo

dokazali z izdelavo orientacijske umeritvene premice v 80-krat red¢enem Mcllvainovem
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pufru pH 6,80 in s primerjavo le-te z umeritvenima premicama, izdelanima v bolj

koncentriranih Mcllvainovih pufrih s pH 8,00 in 6,78; te tri premice se prekrivajo (Slika 5).
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Slika 5: Umeritvene premice za natrijev diklofenakat v 40-krat red¢enem Mcllvainovem pufru pH 8,00, 8-krat
red¢enem Mcllvainovem pufru pH 6,78 in 8-krat red¢enem Mcllvainovem pufru pH 5,40 ter orientacijska
umeritvena premica v 80-krat redéenem Mcllvainovem pufru pH 6,80.

5.2 PRELIMINARNI POSKUSI

S preliminarnimi poskusi nastavitve pretokov skozi cevke na ¢rpalki Smo zagotovili ustrezne

pogoje za izvajanje simulacij pH profilov in testov sproscanja ter si z oceno koli¢ine kisline,
potrebne za padec pH, poenostavili simulacijo le-tega na preto¢nem sistemu.
5.2.1 NASTAVITEV PRETOKA SKOZI CEVKE

Pretoke skozi dovodno in odvodno cevko na obeh peristalticnih ¢rpalkah smo natanéno
uravnali s testi P1-P26 (glej 4.2.1), pri katerih smo skozi obe cevki 20 min érpali precis¢eno
vodo v merilna valja. Koli¢ino te vode bi lahko izmerili zgolj z od¢itavanjem volumna na
merilnem valju, a odlo¢ili smo se za tehtanje. S tem smo dobili natancen podatek o masi
preérpane vode in posredno tudi o povpre¢nem pretoku v 20 min, kar nam je omogocilo, da
smo Crpalke optimalno nastavili in se s tem izognili spreminjanju volumna medija v delovni
¢asi tekom poskusov. To je pogoj za uspesno delo na preto¢nem sistemu. Pri nastavljanju
pretokov smo imeli tezave: vpenjalni vijaki na ¢rpalkah nimajo merilne skale, zato je
regulacija pretokov z njimi tezavna. Pomagali smo si tako, da smo s flomastrom zarisovali
polozaj vijakov na nosilcu po vsaki spremembi, vendar so taki podatki subjektivni, ker
privijanja ali popuscanja ni mogoce natanc¢no kvantitativno opredeliti in s tem omogociti
ponovitev predhodnih nastavitev. Opisi sprememb nastavitev, ki smo jih izvajali pri
poskusih P1-P26 in so navedeni v poglavju 4.2.1, zato niso povsem natancni. Pri
nastavljanju pretokov ni bilo jasne meje med ukrepom, ki je povecal pretok skozi dolo¢eno
cevko, in ukrepom, Ki je le-tega zmanjsal: pri poskusu P2 je npr. popuscanje glavnega vijaka

na odvodni cevki zmanjsalo pretok skoznjo, pri poskusu P5/1 pa smo s popuscanjem istega
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vijaka pretok precej povecali. Ta tezava se je najbolj izrazila v mejnem polozaju glavnih
vijakov, ko so bili vijaki tako popuséeni, da so komaj $e zagotavljali podtlak za &rpanje. Ze
minimalna sprememba nastavitve je lahko v tem primeru povzrocila izgubo podtlaka v
cevkah. To se je pokazalo na dva nacina: ¢rpanje ni potekalo ali pa je bilo zelo
neenakomerno. Mejni polozaj smo med grobim nastavljanjem ¢rpalk (ze pred poskusom P1)
dosegli, ko smo s popus¢anjem glavnih vijakov skusali povecati pretok v cevkah. Pred finim
nastavljanjem (poskusi P1-P26) smo se temu polozaju skusali izogniti tako, da smo glavne
vijake privili skoraj do konca in to stanje vzeli za novo izhodis¢e. Tako smo imeli v
nadaljevanju ve¢ manevrskega prostora. Spreminjanje nastavitev spodnjih vijakov v
nekaterih primerih ni imelo nobenega ucinka (pri P10 smo za cel obrat privili oba spodnja
vijaka, pa se to na pretokih skoraj ni poznalo), v nekaterih pa smo z njihovo regulacijo precej
vplivali na pretok (pri P20/1 smo s popus¢anjem spodnjega vijaka na dovodni cevki precej
povecali pretok skozi to cevko). S poskusi P1-P26 smo tako iskali kompromis med polozaji
vseh vijakov, ki bi zagotavljal konstanten pretok. Za obe cevki smo ga dosegli pri poskusu
P14 (G1) oz. P26 (G2). Ob izvedbi ve¢ paralelk teh dveh poskusov se namre¢ pretoki niso
spreminjali (G1: dovodna cevka — 1,959 g/min, odvodna cevka — 1,956 g/min, G2: dovodna
cevka — 1,978 g/min, odvodna cevka — 1,979 g/min). Teh nastavitev med izvajanjem
poskusov simulacije pH profilov in spros€anja nismo spreminjali, smo pa konstantnost
pretokov ves ¢as kontrolirali: na ¢asi smo s flomastrom oznacili nivo medija pred poskusom
in nato opazovali, ¢e se le-ta med poskusom spreminja. Pri poskusih sproScanja smo 20-
minutne vzorce tehtali in na ta na¢in posredno dobili natancno informacijo o pretoku skozi

odvodno cevko. Nastavitve so nam omogocale nemoteno delo tudi pri 5-urnih poskusih.

5.3 SIMULACIJA pH PROFILOV
5.3.1 SIMULACIJA HITREGA DVIGA pH (ZELODEC — DVANAJSTNIK)
Za simulacijo hitrega dviga pH (ponazoritev praznjenja Zelodca) smo v HCI uvajali bazi¢no
raztopino NasPO4 (TNAF). Pri delu s TNAF smo morali biti pozorni, saj je pri ¢rpanju le-
tega pomembno natan¢no odmerjanje Casa: Ze majhne napake so pomenile drugacen potek
zacetnega dela pH profila. Simulacija zelodénega medija in sledecega dviga pH ni bila glavni
cilj te naloge (HCl je bila le izhodisce za simulacijo pH profila), zato smo v seriji poskusov
T1-T14 med razli¢nimi koncentracijami HCI (4,5 mM, 10 mM in 35 mM) v kombinaciji z
razli¢nimi koncentracijami TNAF (23 mM, 105 mM, 210 mM) [21] iskali par raztopin, ki bi
omogocil ponovljive simulacije dvigov pH na 6,0 (natan¢ni pogoji izvedbe so navedeni v

Preglednici VIII). Koncentracija TNAF je morala biti dovolj visoka, da je v kombinaciji z
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doloceno koncentracijo HCl povzrocila hiter dvig pH, a hkrati omogocala natan¢no
odmerjanje (majhna variabilnost pretokov se ni smela odrazati na pH profilih). Pri poskusu
T4 smo dosegli dobro ponovljivost hitrega dviga pH na ~ 6 s kombinacijo 4,5 mM HCI in
23 mM TNAF. Preizkusili smo tudi 35 mM HCI v kombinaciji z 210 mM TNAF, ki se je pri
poskusih T5-T7 izkazala za precej neprimerno: dvigi pH so bili obcutljivi ze na majhne
spremembe pri dovajanju TNAF. pH profile poskusov T1-T7 prikazuje Slika 6.
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Slika 6: pH profili vseh paralelk poskusov hitrih dvigov pH: T4 in T7 z dokaj dobro ponovljivostjo (levo) in
T1, T2, T3, T5 s slabo ponovljivostjo (desno).

Testirali smo $e 10 mM HCI v kombinaciji z 210 mM in 105 mM TNAF, a nam pri poskusih

T8-T14 s temi mediji ni uspelo vzpostaviti primernih pogojev za dvig pH na ~ 6 (Slika 7).
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Slika 7: pH profili pri poskusih hitrih dvigov pH T8-T14.

S poskusi F1-F4 smo preizkusali tudi preverjeno kombinacijo 10 mM HCI in 55 mM TNAF
[23] (pogoji izvedbe so navedeni v Preglednici IX). Pri poskusih F1-F3 smo s postopnim
krajSanjem ¢asa dovajanja TNAF (120 s, 90 s, 60 s) nadzorovano zmanjsali velikost hitrega
dviga pH in dolodili ¢as ¢rpanja TNAF, potreben za dosego dviga pH na ~ 6. Z drugo
paralelko poskusa F3 smo potrdili ponovljivost. Poskus F4 je pokazal, da dvig pH ob uporabi
kombinacije 10 mM HCI in 55 mM TNAF ni ob¢utljiv na majhne spremembe pri dovajanju
TNAF (Slika 8). Kot obvladljiv sistem smo jo zato uporabili tudi pri vecini nadaljnjih

poskusov. Od hitrega dviga dalje smo pri poskusih F1-F4 dovajali 50 mM fosfatni pufer pH

46



8,0 kot medij za doseganje naragcanja pH do platoja, da bi simulirali prehod skozi TC. Prvih
20 min pH profilov poskusov F1-F4 je prikazanih na Sliki 8.
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Slika 8: Prvih 20 min pH profilov pri poskusih F1-F4: vidno je postopno manjs$anje velikosti hitrega dviga pH
zaradi krajSanja ¢asa dovajanja TNAF (120 s pri poskusu F1, 90 s pri poskusu F2 in 60 s pri poskusu F3).

5.3.2 SIMULACIJA NARASCANJA pH DO PLATOJA (TANKO CREVO)
5.3.2.1 Simulacija hitrega dviga pH in simulacija nadaljnjega pocasnega
naraS¢anja pH do platoja s fosfatnimi pufri

V tem sklopu poskusov smo z uporabo fosfatnih pufrov po hitrem dvigu pH na ~ 6 simulirali
pocasno dviganje pH proti platoju 8,0, ki predstavlja zgornjo mejo na podlagi ¢lankov
postavljenega intervala [7, 8, 15, 20]. Pri poskusih F1-F4 (Slika 85.3.1) je pH ob dovajanju
50 mM fosfatnega pufra pH 8,0 glede na nase kriterije prehitro narastel proti 8. Poskuse F5—
F11p (Slika 9) smo izvedli brez uporabe TNAF. Zanimalo nas je, ¢e lahko tudi samo z
uvajanjem fosfatnih pufrov doseZzemo hiter zacéetni dvig pH, saj bi na ta na¢in poenostavili
izvedbo poskusov. Pri poskusu F5 smo s 50 mM fosfatnim pufrom pH 8,0 dosegli hiter dvig
pH, a je le-ta v nadaljevanju poskusa prehitro narascal proti 8. Pri poskusih F6-F11 s
fosfatnimi pufri nizjih koncentracij in nizjih pH nismo dosegli dovolj hitrih dvigov pH na 6,
nadaljnje naras¢anje pH pa je bilo pri poskusu F8 Se vedno prehitro. Pri ostalih poskusih

zaradi zaporedne uporabe ve¢ razli¢nih pufrov naras¢anje pH proti 8 ni bilo kontinuirano.
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Slika 9: pH profili poskusov F5-F11p, ki smo jih izvedli brez uporabe TNAF. Spreminjali smo koncentracije
in pH uporabljenih fosfatnih pufrov.
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Poskuse F12p—F18p smo zaceli s hitrim dvigom pH ob uporabi kombinacije 35 mM HCl in
210 mM TNAF (Slika 10). Pri poskusu F14p smo dovedli ustrezno koli¢ino TNAF za zeljeni
hiter dvig pH, a je pH od hitrega dviga dalje nara$¢al prehitro. Z dvakratnim redéenjem
fosfatnega pufra pH 8,0 pri poskusu F15p glede na poskus F14p se je naraS¢anje pH precej
upocasnilo; pH plato 7,8 smo dosegli po 90 min, kar ustreza kriteriju po¢asnega nara$canja.
Pri poskusih F16p in F17p smo na zacetku dovedli razli¢ni koli¢ini TNAF, a je 10 mM
fosfatni pufer pH 8,0, ki smo ga dovajali v nadaljevanju poskusov, hitro izni¢il zacetne

razlike med obema pH profiloma (mocan vpliv fosfatnega pufra pH 8,0).
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Slika 10: pH profili poskusov F12p—F18p, pri katerih smo variirali ¢ase dovajanja TNAF in uporabljali razli¢ne
redcitve fosfatnih pufrov pH 8,0 za simulacijo naras¢anja pH do platoja.

S poskusi F19-F23 smo Zeleli ponazoriti pH profil s platojem 7,5 v TC, o katerem poro&ajo
v ¢lankih [3, 4, 6,7, 9, 11, 15, 20]. Za hitri dvig pH smo uporabili kombinacijo 10 mM HCI
in 105 mM oz. 55 mM TNAF ter poskuse nadaljevali z uvajanjem fosfatnih pufrov pH 7,5
(pogoji izvedbe so navedeni v Preglednici IX). Kot ze pri poskusih F14p in F15p se je tudi
pri poskusih F19p in F20p izkazalo, da niZja koncentracija fosfatnega pufra, ki ga dovajamo
od hitrega dviga dalje, pomeni poc¢asnej$e narascanje pH neposredno po hitrem dvigu (do
pH 7). Znizanje koncentracije pufra pa v tem primeru ni podaljsalo ¢asa naras¢anja pH do
platoja, ki je bil pri obeh poskusih dosezen po ~ 90 min. Pri poskusih F21-F23 smo z 0,2
mM pufri pH 7,5 upocasnili (glede na poskus F20p) tako naras¢anje pH takoj po hitrem
dvigu kot nadaljnje dviganje pH proti platoju; po oceni (ker smo poskuse izvajali krajsi ¢as)
bi pH 7,5 dosegli pri ¢asu 120 min, kar je bil obetaven podatek. Tezavo predstavljajo zelo
nizke koncentracije teh pufrov, ki ob testih sproscanja zaradi vpliva ZU iz tablete
najverjetneje ne bi mogli ohranjati konstantnega naras¢anja in platoja pH.

Z velikimi red¢itvami fosfatnih pufrov smo uspeli doseci po€asno narascanje pH do platoja

8,0, vendar se je ta princip simulacije pH profilov izkazal za neuporabnega pri doseganju
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nizjega platoja pH 7,5, kar posledi¢no pomeni tudi neuporabnost za $e nizji pH plato 7,0.

Zato smo se v nadaljevanju odlo¢ili preizkusati Se redéene Mcllvainove pufre.

Koncentrirane Mcllvainove pufre se pripravlja iz dveh osnovnih raztopin: 0,2 M Na;HPO4
(dinatrijeva sol fosforne kisline) in 0,1 M citronske kisline. S spreminjanjem volumskega
razmerja med njima (ob konstantnem skupnem volumnu) se lahko pripravi Mcllvainove
pufre s pH v obmo¢ju od 2,2 do 8 (Priloga 1). Tako fosforna kot citronska kislina imata po
tri vrednosti pKa (2,12; 7,21; 12,67 ter 3,13, 4,76 in 6,40). Pufrna kapaciteta je najvecja, ko
je vrednost pH enaka vrednosti pKa pufra. Mcllvainovi pufri, ki imajo zaradi prisotne
citronske kisline tri vrednosti pKa v obmoc¢ju od 3 do 7, so zato veliko bolj kot fosfatni
sposobni pufranja pri pH vrednostih med 3 in 7. Prav to obmocje pH je bilo za simulacijo
pocasnega naras¢anja pH proti platoju zelo pomembno. Pri poskusih smo uporabljali red¢ene
Mcllvainove pufre, saj smo Ze pri fosfatnih pufrih ugotovili, da z redéenjem upocasnimo
naras¢anje pH proti platoju. Z uporabo red¢enih Mcllvainovih pufrov smo izvedli 34
poskusov. Pogoji izvedbe poskusov so navedeni v Preglednici IX. Za simulacijo hitrega
dviga pH smo uporabljali kombinacijo 10 mM HCI in 55 mM TNAF. Za pH platoja v TC
smo najprej simulirali vrednost 7,5, zavedeno v ¢lankih [3, 4, 6, 7,9, 11, 15, 20].

Poskus M1p smo izvedli s 4-krat redéenim Mcllvainovim pufrom pH 7,5 (prvotni pufer), a
je pH do platoja narastel prehitro. Pri poskusih nM2-nM12 smo red¢ene Mcllvainove pufre
pripravljali po dveh nepravilnih postopkih (glej 3.2.3.1), na kar opozarja ¢rka n v oznakah
poskusov. S 5- oziroma 25-krat red¢enim prvotnim pufrom smo pri poskusih nM2 in nM3p
pH plato 7,5 dosegli po 60 oziroma 90 min. Z nadaljnjim (50x, 100x) redéenjem prvotnega

pufra (poskusa NnM4 in nM5) nara$¢anja pH proti platoju nismo ve¢ upocasnili (Slika 11).
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Slika 11: pH profili poskusov M1p—nMb5, pri katerih smo z redéenjem t.i. prvotnega pufra skusali podaljsati
¢as nara$¢anja pH proti platoju 7,5. Red¢enja Mcllvainovih pufrov se povecujejo od M1p do nMS5.
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Optimizirali smo pufer iz poskusa nM3p, ki je dal dobre rezultate, a je bil bolj koncentriran
kot tisti pri poskusih nM4 in nM5. Poskus nM6 je paralelka poskusa nM3p, pri paralelkah
poskusa nM7p pa smo pufre pripravili po postopku 2 (glej 3.2.3.1). Razlika v pripravi pufrov
med poskusi nM3p in NM6 ter obema paralelkama poskusa nM7p na pH profilih ni vidna.
Ponovljivost simulacije je bila pri teh stirih pH profilih dobra (Slika 12). Nepravilna
postopka priprave sta sicer imela za posledico nekoliko nizjo celokupno koncentracijo pufra
(postopek 1) oziroma nekoliko spremenjeno razmerje med fosfatom in citratom v pufru

(postopek 2) glede na pravilno pripravljene pufre, vendar se to na pH profilih ni pokazalo.
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Slika 12: pH profili poskusov nM3p, nM6, nM7p/1 in nM7p/2, ki prikazujejo ponovljivost simulacij pH
profilov ob uporabi red¢enih Mcllvainovih pufrov pH 7,5, pripravljenih po razli¢nih postopkih (glej 3.2.3.1).

Pri poskusu nM9pS! smo preverili vpliv tablete na potek izdelanega pH profila. Na Sliki 13
so pH profili poskusov nM6, nM7p/1, nM9pS! in M2pS, katerih izvedba se je razlikovala
po postopku priprave pufrov pH 7,5 (glej 3.2.33.2.3) in prisotnosti/odsotnosti tablete. Le-ta
je mogoce nekoliko vplivala na hitri dvig pH: pri poskusih s tableto nM9pS! in M2pS je bil
zacetni dvig pH malo vec¢ji kot pri poskusih brez tablete. Tableta s svojo ZU kljub 80-kratni
red¢itvi Mcllvainovega pufra pH 7,5 ni bistveno vplivala na nadaljnji potek pH profilov.
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Slika 13: Primerjava pH profilov poskusov nM6 (1.postopek priprave red¢enega Mcllvainovega pufra — glej
3.2.3.1, brez tablete), nM7p/1 (2. postopek, brez tablete), nM9pS! (2. postopek, s tableto) in M2pS (pravilna
priprava pufra — glej 3.2.3.2, s tableto).
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Pri vseh poskusih od nM9pS! dalje smo izvajali teste sprosc¢anja in hkrati, razen pri poskusih
na sistemu s kroglicami, merili pH. Pri poskusih nM10pS—nM12S smo uporabili enak
red¢en Mcllvainov pufer pH 7,5 kot pri poskusu nM9pS!, da smo preverili ponovljivost
simulacije pH profila ob hkratnem izvajanju testov spros¢anja. pH je pri poskusin nM9pS!—
nM12S do platoja 7,5 naras¢al ~ 100 min, kar ustreza zastavljenim kriterijem (Slika 14).

Prekrivanje teh stirih pH profilov pomeni, da smo ponovljivost simulacij dosegli.
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Slika 14: pH profili poskusov nM9pS!-nM12S s pH platojem 7,5. Z njimi smo preverili ponovljivost simulacij
pH profilov pri poskusih spro§¢anja. Do 120. min je bila izvedba vseh poskusov enaka (glej Preglednico IX).

Narasc¢anje pH do platoja 7,5 smo simulirali tudi z uvajanjem pravilno pripravljenih redéenih
Mcllvainovih pufrov (glej 3.2.3.2 in Preglednico IX). pH profili poskusov M2pS, M6pS,
M7pS/1, M7pS/2, M8S/1 in M8S/2 ustrezajo zastavljenemu kriteriju za po¢asno narascanje
pH, saj pH plato doseZejo po 100 min (Slika 15). Pufer, uporabljen za doseganje platoja pri
poskusih M2pS in M6pS, ni bil svez, zato poskusa M6pS nismo obravnavali kot paralelko
poskusa M7pS, Ceprav so bili pogoji izvedbe teh dveh poskusov enaki. pH profila poskusov
M2pS in M6pS nekoliko odstopata od pH profilov ostalih Stirih poskusov (Slika 15), kar

kaZe na to, da starost pufra lahko vpliva na njegov pH.
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Slika 15: pH profili poskusov M2pS, M6pS, M7pS/1, M7pS/2, M8S/1 in M8S/2 s pH platojem 7,5, ki so bili
do 180. min izvedeni pod enakimi pogoji. Pri poskusu M7pS/2 smo pH merili le 132 min, poskus pa je potekal
240 min.

51



Na podlagi literaturnih podatkov (tudi individualnih) o visokih vrednostih pH, dosezenih v
drugem delu tankega ¢revesa in pred ileocekalnim sfinktrom, smo kot zgornji kriterij za pH
plato postavili vrednost 8,0 [7, 8, 15, 20]. Za doseganje le-tega v primernem ¢asu smo
uporabili dvakrat bolj koncentrirane Mcllvainove pufre kot pri poskusih s pH platoja 7,5
(Preglednica IX). pH profil poskusa M1pS se je pocasi in kontinuirano dvigal proti pH
platoju 8,0 in na platoju ostal konstanten do simuliranega padca pH. Po izvedbi so poskusu
M1pS do 180. min (padec pH) enaki Se poskus M4pS in paralelke poskusov M5pS in M3S;
ti pH profili se do platoja prekrivajo, le pri paralelki M3S/1 je pH od 8. do 100. min nekoliko
vi§ji kot pri ostalih poskusih (pH pufra je bil nekoliko visji, a znotraj dovoljenega intervala
+ 0,05 enote), kar kaze na dobro ponovljivost tudi pri poskusih s pH platojem 8,0 (Slika 16).
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Slika 16: pH profili poskusov M1pS, M3S/1, M3S/2, M4pS, M5pS/1 in M5pS/2 s pH platojem 8,0, ki so bili
do 180. min izvedeni pod enakimi pogoji.

Za spodnji ekstrem pH platoja smo glede na literaturo dologili vrednost 7,0 [10, 14, 19]. Ta
pH plato smo vzpostavili pri vseh paralelkah poskusov M9pS in M10S (izvedba vseh §tirih
je bila do 180. min enaka). pH profili vseh stirih paralelk (Slika 17) so s postopnim
nara$¢anjem pH plato 7,0 dosegli po ~ 90 min in pri tem pH ostali konstantni. Z red¢enimi

Mcllvainovimi pufri smo uspe$no simulirali tudi naraS¢anje pH do najnizjega pH platoja 7,0.
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Slika 17: pH profili poskusov M9pS/1, M9pS/2, M10S/1 in M10S/2 s pH platojem 7,0, ki so bili do 180. min
izvedeni pod enakimi pogoji.
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5.3.3 SIMULACIJA PADCA pH (TANKO CREVO - CEKUM)
Za simulacijo padca pH, ki nastopi ob prehodu iz TC v CK, smo po pregledu strokovnih
¢lankov dolo¢ili amplitudo ~ 1,5 enote [2, 5, 6, 9-13, 15, 16, 18, 20]. Tak padec pH smo
simulirali pri vseh treh razliénih pH profilih: s pH platoja 8,0 na 6,6, s 7,5na 6,0 in s 7,0 na
5,4. Pri poskusu F11p (Slika 9) smo padec pH s platoja 8,0 simulirali kar z uvajanjem
fosfatnega pufra pH 6,0, a je pH upadel prepocasi. Kot medij za simulacijo padca pH smo
zato preizkusili kislino H3POa. Pri poskusu F12p (Slika 10) smo z 0,85 % HzPO4 dosegli
izrazit padec pH. Na amplitudo padcev smo vplivali s spreminjanjem ¢asov dovajanja
kisline: krajsi ¢as dovajanja HsPOs je pomenil manjsi padec pH (poskusa F16p in F17p —
Slika 10). Z uvajanjem enake koli¢ine Kisline v dva razli¢no koncentrirana pufra smo dosegli
dva razli¢no velika padca pH (poskusa F17p in F18p — Slika 10). S pomo¢jo preliminarnih
poskusov dolocanja potrebne koli¢ine kisline (glej 3.3.4.2) smo velikost padca pri poskusih
od F19p dalje lahko dokaj natan¢no uravnavali. Pri poskusih, kjer smo pH plato dosegli z
bolj koncentriranim pufrom, smo uporabili bolj koncentrirano (0,85 %) H3PQO4 in obratno ter
tako vedno zagotovili ustrezen padec pH. Pred poskusoma nM9pS! in nM10pS smo dobro
ocenili koli¢ino kisline za simulacijo padca s 7,5 na 6,0 (Slika 14). S poskusoma M2pS in
M6pS smo dosegli tudi solidno ponovljivost tega padca pH (Slika 18 — na sredini). Padec s
pH platoja 8,0 smo simulirali in optimizirali pri poskusih M1pS, M4pS, M5pS/1 in M5pS/2
(Slika 18 — levo). Majhne razlike v ¢asu dovajanja kisline med poskusi so se ze pokazale v
razli¢nih amplitudah padca pH: poskusa M6pS in M7pS/1 (Slika 18 — na sredini). Manjsa
nihanja pH po padcu so lahko posledica lokalno nizkih vrednosti pH v ¢asi, ki jih je elektroda
pH-metra zaznala, e preden se je celoten medij po dodatku kisline homogeniziral. Do tega
bi lahko prislo, ker je magnet mesal medij s sveze dovedeno kislino prav v smeri proti

elektrodi, postavljeni blizu dovodne cevke (Slika 3 — desno).
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Slika 18: Kratki odseki pH profilov (od 180. min do 220. min), ki natan¢no prikazujejo potek razliénih padcev
pH pri poskusin M1pS—M9pS in obmocja pH platojev, vzpostavljenih neposredno po simuliranem padcu pH.
Levo: pH profili padcev pH s platoja 8,0 na pH 6,6. Na sredini: pH profili padcev pH s platoja 7,5 na pH 6,0.
Desno: pH profili padcev pH s platoja 7,0 na pH 5,4.
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5.3.4 SIMULACIJA KONSTANTNEGA pH (DESNO DEBELO CREVO)
Velik del ¢asa prehoda DC, katerega mediana je 17,5 ur, predstavlja ¢as zadrzevanja RTK v
CK in desnem DC [12, 20]. pH vrednost v tem predelu GIT je podobna tisti, ki se vzpostavi
takoj po prihodu v CK [4, 11]. Ceprav pH vzdolz celotnega DC poéasi naraste, se v prvi uri
zadrzevanja FO v DC (zacetni del DC) vrednost pH ne spremeni bistveno glede na pH v CK.
Z red¢enimi Mcllvainovimi pufri smo zato Zeleli §e 60 min po padcu vzdrzevati konstanten
pH, kar nam je pri ve¢ini poskusov dobro uspelo (Slike 13—18). Da bi preprecili morebitne
fluktuacije pH, smo za simulacijo prehoda desnega DC sprva uvajali le 4-krat reddene
Mcllvainove pufre, kasneje pa smo jih zamenjali z 8-krat red¢enimi (Preglednica IV). S tem
smo se nekoliko priblizali nizkim koncentracijam in kapacitetam pufrov, s katerimi smo
simulirali nara$¢anje pH pred padcem. Pri ve€ini simulacij je pH takoj po padcu za kratek
¢as zanihal od Zeljene vrednosti in se nato priblizeval pH vrednosti pufra, ki smo ga dovajali
od padca pH dalje. Ko se je pH ustalil, se nihanja do konca poskusov niso ve¢ pojavljala. pH
v GIT od desnega DC do rektuma nima veé bistvenega vpliva na FO, ker se tam absorpcija
ZU vecinoma ne vrsi vec, zato simulacij pH profilov za ta del GIT nismo izvajali.
5.3.5 VSI pH PROFILI

V tem magistrskem delu smo izvedli 52 daljsih poskusov, pri katerih smo merili pH, in tako
dobili pH profile, prikazane na Sliki 19 (zaradi boljse preglednosti je prikazanih le prvih 260
min, ¢eprav je poskus M7pS/1 trajal 300 min).

Preden smo uspeli simulirati zeljene pH profile, smo izvedli precej poskusov, katerih pH
profili niso potekali v zastavljenem obmocju (prepocasen dvig pH, nezvezno naras¢anje pH
proti platoju TC), a so sluZili kot osnova za optimizacijo nadaljnjih poskusov. Slika 19
razlo¢no kaze, da pH profili, izdelani z uporabo red¢enih Mcllvainovih pufrov, neposredno
po hitrem dvigu in do pH platoja TC potekajo precej drugace (pH nara$¢a pocasneje in bolj
enakomerno) kot pH profili, izdelani ob dovajanju fosfatnih pufrov. To je posledica SirSega
obmocja pufranja Mcllvainovih pufrov (glej 5.3.2.2), zaradi katerega smo jih tudi izbrali kot
medij za simulacijo prehoda od DDM do konca TC, potem ko smo ugotovili, da s fosfatnimi
pufri ne moremo dose¢i postavljenih kriterijev. Oster padec pH s platoja v TC na nizji pH
plato v DC smo z uvajanjem razli¢nih red¢itev fosforne kisline uspeli enako hitro simulirati
pri vseh treh razlicnih pH profilih. VzdrZevanje konstantnega pH nam ni povzrocalo tezav
niti pri simulaciji prehoda TC niti pri simulaciji prehoda desnega DC, kar potrjujejo platoji
pH profilov na Sliki 19. S pH profili, ki smo jih uspeli simulirati po zastavljenih kriterijih,

smo tako zajeli obmocje pH med rdeima ¢rtama, prikazano na Sliki 4.
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Slika 19: Vsi izdelani pH profili do 260. min izvajanja, ki prikazujejo celotno obmocje pH, zajeto s poskusi v okviru magistrske naloge (glej 5).
Legenda: F — poskusi, izvedeni z uporabo fosfatnih pufrov: pH profili so narisani z zeleno barvo, M — poskusi, izvedeni z uporabo Mcllvainovih pufrov (glej poglavje 3.3.3):
z rdeco barvo so narisani pH profili poskusov, kjer padca pH nismo simulirali, z modro barvo pa pH profili poskusov, kjer smo simulirali padec pH.
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5.4 TESTI SPROSCANJA
S testi sproscanja smo zeleli predvsem preveriti vpliv padca pH, s katerim smo ponazorili
prehod iz tankega ¢revesa v cekum, na sprosc¢anje Na-diklofenakata iz ogrodnih tablet.
5.4.1 TESTI SPROSCANJA NA SISTEMU S SINKERJEM
Na sistemu s sinkerjem smo teste spros¢anja izvedli ob simulaciji treh razli¢nih pH profilov,
da bi ugotovili vpliv razlik v pH na hitrost spros¢anja ZU. Ker je diklofenak kot kislina s
pKa 3,80 [24] pri nizjih pH slabse topen, smo pri¢akovali, da se bo najpocasneje sproscal ob
simulacijah pH profilov s platojem 7,0 in najhitreje pri tistih s pH platojem 8,0. Tablete so
pri poskusih nabrekale in po dolo¢enem ¢asu je nabrekla plast zaobjela zicko sinkerja. S tem

je tableta v sinkerju zavzela dolo¢eno lego, v kateri je ostala do konca poskusa.

Ob simulaciji pH profilov s platojem 7,0 smo izvedli dva poskusa spros¢anja v dveh
paralelkah: M9pS in M10S. Ponovljivost poskusov je bila dobra (Slika 20). Majhen upad
hitrosti spros¢anja po 180. min pri obeh paralelkah poskusa M9pS je posledica simuliranega
padca pH na ~ 5,4, pri katerem je ZU slabse topna kot pri pH 7,0. Do 240. min je opazen

trend vecanja razlike v % spros¢ene ZU med poskusoma M9pS in M10S.
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Slika 20: Profili spro$¢anja pri poskusih s pH platojem 7,0: M9pS/1 in M9pS/2 (oba s padcem pH) ter M10S/1
in M10S/2 (oba brez padca pH).

Ob simuliranih pH profilih s pH platojem 7,5 smo izvedli 2 poskusa sprosc¢anja z veé
paralelkami (M7pS in M8S — Slika 21) in 6 poskusov z eno ponovitvijo (nM9pS!, nM10pS,
nNM11pS, nM12S, M2pS in M6pS). Poskus nM9pS! ni dal relevantnih rezultatov, ker je bil
izveden brez uporabe sinkerja. Nekoliko razli¢ni hitrosti sproscanja ZU pri paralelkah
poskusa M7pS sta najbrz posledica razli¢nih serij (A in B) uporabljenih tablet; to lahko
pomeni razlike v lastnostih tablet, ki pogojujejo nabrekanje le-teh in spros¢anje ZU. Podobna
razlika je namrec nastala tudi med paralelkama M8S/2 in M8S/3, kjer sta bili tableti serij B
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in C. V primerjavi s profili spros¢anja iz poglavja 5.4.1.1 je pri profilih spros¢anja za poskuse
s pH platojem 7,5 vidna precej$nja razprSenost, ki je zabrisala tudi morebiten vpliv
simuliranega padca pH na spros¢anje ZU.
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Slika 21: Profili spro§¢anja za poskuse M7pS/1 in M7pS/2 (oba s padcem pH) ter M8S/1, M8S/2 in M8S/3
(vsi trije brez padca pH) s pH platojem 7,5.

Poskus nM10pS smo izvedli enako kot poskus M7pS/2, poskus nM12S pa enako kot poskus
M8S/2, le da smo redéena Mcllvainova pufra pH 7,5 pri poskusin M7pS/2 in M8S/2
pripravili po pravilnem, pri poskusih nM10pS in nM12S pa po nepravilnem postopku (glej
3.2.3). Razlike v postopkih priprave pufrov se na profilih sprosc¢anja niso izrazile (Slika 22).
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Slika 22: Profili spros¢anja poskusov M7pS/2 in M8S/2 (pravilen postopek priprave redéenega Mcllvainovega
pufra pH 7,5) ter nM10pS in NM12S (nepravilen postopek priprave red¢enega Mcllvainovega pufra pH 7,5).
Pri poskusih M7pS/2 in nM10pS smo v 180. min simulirali padec pH, pri poskusih M8S/2 in nM12S pa ne.

Veliko stevilo razlik med profili sproscanja pri poskusih s pH platoja 7,5 je otezilo
opredelitev njihovega vzroka. Moznosti je vec: razlike v postopku priprave pufrov, razli¢ne
serije tablet, manjSe variabilnosti pretokov na preto¢nih sistemih med posameznimi poskusi.
Pri profilih spro$¢anja poskusov s pH platojem 7,5 tako nimamo jasnih zakljuc¢kov.
5.4.1.3 Profili sprosc¢anja pri poskusih s pH platojem 8,0

Sest poskusov sprod¢anja smo izvedli ob simulaciji pH profilov s platojem 8,0. Tudi tu se je
spros¢anje zaradi simuliranega padca pH v 180. min (8,0-6,6) pri paralelkah poskusa M5pS
malo upocasnilo glede na paralelki poskusa M3S, kjer padca pH nismo simulirali (Slika 23).

To je posledica manjse topnosti ZU pri nizjem pH. Razlika v koncentracijah Mcllvainovih
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pufrov pH 6,6, uporabljenih po padcu pH pri poskusih M1pS in obeh paralelkah poskusa
M5pS, ne vpliva na sprosc¢anje ZU (Slika 23).
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Slika 23: Profili spro§¢anja poskusov M5pS/1, M5pS/2, M1pS in M4pS (vsi §tirje s padcem pH) ter M3S/1 in
M3S/2 (oba brez padca pH) s pH platojem 8,0.

S primerjavo povprecnih profilov sproscanja poskusov na sistemu s sinkerjem smo Zeleli
prikazati morebitne razlike v spros¢anju, nastale zaradi simulacije razli¢nih pH profilov.
Opazimo lahko, da se je od 180. min dalje (to¢ka simuliranega padca pH) spros¢anje pri
vseh poskusih, kjer smo ta padec simulirali, upoc€asnilo. Vsi povpreéni profili spros¢anja
poskusov brez simuliranega padca pH se prekrivajo, prav tako tudi profili poskusov, pri
katerih smo simulirali padec pH. Ne glede na to, kaksen pH smo vzpostavili na koncu TC in
po simuliranem padcu pH, je torej spros¢anje ZU potekalo s podobno hitrostjo (Slika 24),
saj je najvecja razlika v % spros¢ene ZU med poskusi po 240 min znasala le 2 %.

Pred poskusi spros¢anja na sistemu s sinkerjem smo pri¢akovali, da bo med poskusi, pri
katerih smo simulirali razli¢ne nivoje konénega pH v distalnem TC, zaradi lastnosti
diklofenaka (pKa vrednost 3,80) prislo do opaznih razlik v % spro$¢ene u¢inkovine in da se
bo na profilih spros¢anja videlo zmanjSanje hitrosti spros¢anja po simuliranem padcu pH
[24, 25]. Ugotovili smo, da se spros¢anje diklofenaka kot modelne u¢inkovine med poskusi,
pri katerih smo simulirali razliéne pH profile (trije razliéni nivoji pH tako v distalnem TC
kot v zagetnem delu DC), prakti¢no ne razlikuje. Pri vseh treh razli¢nih simuliranih pH
profilih je opazen enak vpliv simuliranega padca pH na zmanjSanje hitrosti spro$¢anja ZU
iz ogrodnih tablet. Pri u€inkovinah z vi§jimi vrednostmi pKa (glede na diklofenak) bi lahko
razlike med pH profili, ki smo jih v tej magistrski nalogi simulirali, imele precej ve¢ji vpliv
na sproscanje, saj bi ob padcu pH na nizje vrednosti (npr. 5,4) njihova topnost in s tem hitrost

sproscanja bolj upadla.
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5.4.2 TESTI SPROSCANJA NA SISTEMU S KROGLICAMI
S poskusi spro$¢anja na sistemu s kroglicami smo Zeleli preveriti vpliv posnemanja gibanja
v GIT na sproscanje ZU ter rezultate primerjati s tistimi, dobljenimi na sistemu s sinkerjem.
Tableta je od zacetka poskusov le s spodnjo ploskvijo drsela po kroglicah, zato je bila
nabrekla plast na spodnji ploskvi precej tanjsa kot na ostalih ploskvah. Sele ko je tableta
nabreknila toliko, da se je njena relativna gostota zmanjsala in je zato delno lebdela nad
kroglicami, je gibanje magneta in kroglic povzrocilo obracanje tablete in s tem erodiranje
nabreklih plasti okoli celotne tablete. Razlika v ¢asih, pri katerih je prislo do obracanja
tablete, se na profilih sproscanja ni izrazila. Zaradi simuliranega padca pH se je pri poskusu
M11pSK po 180. min spros¢anje glede na poskus M12SK upocasnilo, kar je na Sliki 24
vidno kot zmanjSanje naklona krivulj obeh paralelkah poskusa M11pSK.
S Slike 24 lahko razberemo, da se ob uporabi kroglic ZU spro$¢a precej hitreje kot pri
poskusih s sinkerjem. To je posledica erozije nabreklega HPMC sloja tablete zaradi trenja s
kroglicami, kar omogoca, da se ZU tudi iz notranjosti tablete sprosca hitreje, ker je nabrekla
plast, skozi katero mora ZU difundirati, tanjsa kot pri poskusih s sinkerjem. Tako pri
poskusih s simuliranim padcem pH kot pri poskusih brez padca pH se je na sistemu s
kroglicami po 240 min sprostilo ~ 6 % ve¢ ZU v primerjavi s poskusi na sistemu s sinkerjem.
Relativno se je torej pri poskusih s kroglicami v 4 h sprostilo kar za petino ve¢ ZU glede na
poskuse s sinkerjem, kar kaze na velik vpliv mehanskih obremenitev (trenje kroglic ob

tableto) in pomen ponazoritve pravilnega nacina gibanja v GIT pri poskusih spros€anja.
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Slika 24: Povpre¢ni profili spros¢anja vseh poskusov z ve¢ paralelkami na sistemu s sinkerjem: M5pS, M7pS
in M9pS (poskusi s padcem pH) ter M3S, M8S in M10S (poskusi brez padca pH) in primerjava le-teh s profili
spro§¢anja pri poskusih na sistemu s kroglicami: M11pSK/1 in M11pSK/2 (poskusa s simuliranim padcem pH)
ter M12SK/1 in M12SK/2 (poskusa brez simuliranega padca pH). Profili poskusov, pri katerih smo simulirali
padec pH, so narisani s prekinjeno ¢rto, profili poskusov brez padca pH pa s polno ¢rto.
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6 SKLEP

V magistrskem delu smo uspeli simulirati pH profil prebavnega trakta na preto¢nem sistemu

po vnaprej postavljenih kriterijih. Ob simulacijah smo ugotovili naslednje:

Potrebno je zagotoviti enake pretoke skozi dovodno in odvodno cevko, da med poskusi
ne pride do spreminjanja volumna medija v delovni ¢asi, kar bi prineslo lazne rezultate.
Z natan¢nim delom ob uvajanju razli¢nih koncentracij raztopin NasPOs v razli¢no
koncentrirane raztopine HCI je mozno dobro simulirati hitri dvig pH. Najbolj primerna
od preizkusenih je kombinacija 10 mM HCI in 55 mM raztopine NazPOs.

pH ob uvajanju fosfatnih pufrov prehitro naraste od 6 proti platojem pH z vi§jimi pH
vrednostmi. Sele z velikimi red¢itvami teh pufrov smo nara§anje pH proti 8 upocasnili
dovolj, da je ustrezalo kriterijem; za doseganje pH platoja 7,5 pa se ta princip ni obnesel.
Redceni Mcllvainovi pufri so se izkazali za uporaben medij pri simulacijah naras¢anja
pH od 6 proti razlicnim pH platojem (7,0; 7,5; 8,0). Osnovni Mcllvainov pufer smo
morali zelo razred¢iti, da smo dosegli dovolj dolg ¢as naras¢anja pH do platojev, vendar
je pH profil tudi pri testih sproS€anja ostal enak (vpliv tablete nanj je bil minimalen).
Redéena fosforna kislina omogo¢a dobro simuliranje padca pH (prehod iz TC v CK).
Pri vecini poskusov sproS¢anja (ne pri vseh), kjer smo simulirali padec pH, se je po padcu
pH nakazalo zmanjSanje hitrosti spro§¢anja ZU v primerjavi s poskusi brez padca pH.
Med povprecnimi profili spro$c¢anja diklofenaka, dobljenimi ob simulaciji treh razli¢nih
nivojev konénega pH v distalnem TC, do 180. min nismo ugotovili pomembnejsih razlik.
Padec pH je na hitrost spro§¢anja vplival enako ne glede na nivo pH v distalnem TC: vsi
trije profili poskusov s padcem kot tudi tisti brez padca se med seboj prekrivajo.
Simulacija mehanskih sil v GIT ob uporabi steklenih kroglic poveca % spros¢ene ZU iz

ogrodne tablete glede na poskuse na sistemu s sinkerjem, kjer ta dejavnik ni prisoten.

Konc¢ni rezultat te magistrske naloge je simulirani pH profil celotnega GIT (od zelodca do

DC), ki pa potrebuje $e precej dodelave. Ta magistrska naloga je prva na katedri s podrogja

in vitro simulacije pH profila GIT na pretocnem sistemu, zato bo potrebnega Se veliko dela,

preden bomo zmozni priblizati se in vivo pogojem. Pri izbiri medijev za simulacije pH profila

GIT bi bilo v prihodnje potrebno upostevati pufrno kapaciteto posameznih predelov GIT ter

vV ta namen testirati e druge vrste pufrov. Poleg simulacije drugih pH platojev v TC je nujna

tudi simulacija drugac¢nih amplitud zacetnih dvigov pH in padcev pH na prehodu v CK.

Veliko moznosti je pri variiranju ¢asov zadrzevanja v dolo¢enem pH, ¢emur v tej magistrski

nalogi nismo namenili veliko pozornosti.
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Priloga 1: Tabela s podatki za pripravo koncentriranih Mcllvainovih pufrov
Za pripravo 20 mL pufra z dolo¢enim pH se zmesa 0,2 M raztopino NaoHPO4 in 0,1 M

raztopino citronske kisline v volumskem razmerju, kot je navedeno v spodnji tabeli.

Zeljeni pH V(0,2 M NazHPOQO4) [mL] V(0,1 M citronska kislina) [mL]
2,2 0,40 19,60
2,4 1,24 18,76
2,6 2,18 17,82
2,8 3,17 16,83
3,0 4,11 15,89
3,2 4,94 15,06
34 5,70 14,30
3,6 6,44 13,56
3,8 7,10 12,90
4,0 7,71 12,29
4,2 8,28 11,72
4.4 8,82 11,18
4,6 9,35 10,65
4,8 9,86 10,14
5,0 10,30 9,70
5,2 10,72 9,28
5,4 11,15 8,85
5,6 11,60 8,40
58 12,09 7,91
6,0 12,63 7,37
6,2 13,22 6,78
6,4 13,85 6,15
6,6 14,55 5,45
6,8 15,45 4,55
7,0 16,47 3,53
7,2 17,39 2,61
7,4 18,17 1,83
7,6 18,73 1,27
7,8 19,15 0,85
8,0 19,45 0,55




