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POVZETEK

V okviru magistrske naloge smo preiskali moznost uporabe potopne sonde z opti¢nimi vlakni
kot alternative klasicnemu UV spektrofotometricnemu dolofanju koncentracije v testih
spros¢anja iz farmacevtskih oblik, ki temeljijo na doseganju prenasicenja. Meritve s sondo imajo
pri testiranju takih farmacevtskih oblik to prednost, da potekajo in situ in se z njimi izognemo
koraku vzorcenja, tekom katerega se koncentracija zaradi teznje k obarjanju uc¢inkovine lahko

zniza, kar pomeni lazno nizje rezultate.

Teste spros¢anja smo izvajali v napravi z vesli, opisani v ameriski farmakopeji. Kot modelni
uc¢inkovini sta sluzila paracetamol in natrijev diklofenakat. Tablete smo stisnili sami. Uporabili
smo dva razli¢na medija: 0,001 M HCI in 4-krat red¢en Mcllvainov pufer s pH vrednostjo 4.
Ceprav so nas zanimali prenasiGeni sistemi, smo najprej izvajali teste spro§¢anja paracetamola
iz tablet s podalj§anim spros¢anjem, kjer koncentracije u¢inkovine niso presegale topnosti. Sele
nato smo se lotili testov spros¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet, ki omogocajo doseganje
prenasi¢enja. Koncentracije smo v istih ¢asovnih tockah dolocali tako s sondo kot s klasi¢no
UV-Vis spektrofotometricno analizo in primerjali dobljene profile sprosc¢anja. Delci
mikrokristalne celuloze (sestavina nekaterih tablet) in delci oborjenega diklofenaka vplivajo na
meritve s sondo. Ta vpliv smo ovrednotili s snemanjem absorpcijskih spektrov in dolo¢anjem

velikosti delcev z lasersko difrakcijo.

Korelacija med profili, pridobljenimi z obema nafinoma meritev, je bila v testih spros¢anja
paracetamola zelo dobra. Enako ne velja za rezultate spros¢anja natrijevega diklofenakata, kjer
so se profili sonde mocno razlikovali od profilov, pridobljenih s klasi¢no metodo doloc¢anja
koncentracije. Razlik nismo uspeli odpraviti niti z odStevanjem absorbance pri valovni dolzini
400 nm, Kjer diklofenak ne absorbira. Vzrok je motnost zaradi oborjenega diklofenaka, saj smo
dokazali, da je mozno vpliv motnosti zaradi delcev mikrokristalne celuloze uspe$no odpraviti z
omenjenim nac¢inom korekcije (odstevanje absorbance pri 400 nm). Diklofenak se je v posodah
nahajal tudi v obliki nanodelcev, kar smo potrdili s poskusi dolocanja velikosti delcev. Za
nanodelce je v splosSnem znacilno od valovne dolzine odvisno sipanje svetlobe, kar podpirajo
tudi rezultati poskusov snemanja absorpcijskih spektrov. 1z oblike profilov spros¢anja je bilo
razvidno, da so naSe tablete z natrijevim diklofenakatom in PVP uspele zagotoviti prenasi¢eno
stanje. Zacetnemu porastu koncentracije je namre¢ sledil padec, hitrost katerega je bila odvisna
od polimera v tabletah in medija sproS¢anja. Ugotovili smo tudi, da PVP in HPMC zavirata
obarjanje diklofenaka, medtem ko pri HPC te sposobnosti nismo opazili.

Kljuéne besede: prenasicenje, obarjanje, testiranje spros¢anja, UV-Vis spektroskopija, sonda z

opti¢nimi vlakni



ABSTRACT

The thesis researches the possibility of using a fiber optic dip probe as an alternative to
concentration determination with UV spectrophotometry during dissolution testing of
supersaturating dosage forms. The advantage of using a probe when testing this kind of dosage
forms stands in the in situ nature of the measuring process. It allows us to circumvent sampling,
during which the tendency towards precipitation can cause the concentration to diminish, leading
to falsely lower values.

We conducted our dissolution testing in the paddle apparatus described in the American
pharmacopeia. Paracetamol and diclofenac sodium served as model compounds. We made the
tablets ourselves. We used two different media: 0,001 M HCI and diluted (4 times) Mcllvaine
buffer with a pH value of 4. Even though we were interested in supersaturated systems we started
by testing prolonged-release tablets containing paracetamol where concentrations did not exceed
solubility. Only then we moved to dissolution testing of supersaturating dosage forms with
diclofenac sodium. We determined the concentrations in the same time points both with the
probe and by UV-Vis spectrophotometric analysis. We then compared the acquired dissolution
profiles. Microcrystalline cellulose (an ingredient in some tablets) particles and precipitated
diclofenac particles have an influence on probe measurements. We evaluated this influence by
acquiring absorption spectra and by particle size determination using laser diffraction.

In the case of paracetamol tablets correlation between dissolution profiles, generated by both
ways of concentration determination, was very good. The same does not apply to dissolution
profiles of supersaturating dosage forms with sodium diclofenac. We did not even manage to
eliminate the differences between sets of profiles by subtracting the absorbance at 400 nm where
diclofenac does not absorb. Since we proved that this type of correction is able to eliminate the
influence of microcrystalline cellulose, the persistent differences must be due to precipitated
diclofenac particles. Particle size determination suggested the presence of diclofenac
nanoparticles in dissolution vessels. Nanoparticles, in general, lead to wavelength dependent
scattering of light, which was supported by our absorption spectra-generating experiments. The
shape of the dissolution profiles indicated that our tablets with diclofenac sodium and PVP did,
in fact, cause supersaturation. The initial rise in concentration was followed by a fall which was
faster or slower, depending on the polymer in the tablets and on the dissolution media. We also
learned that PVVP and HPMC inhibit diclofenac precipitation while HPC did not display such an

ability in our experiments.

Keywords: supersaturation, precipitation, dissolution testing, UV-Vis spectroscopy, fiber optic
dip probe



SEZNAM OKRAJSAV

Ax — absorbanca pri valovni dolZini X nm
DMB - red¢en Mcllvainov pufer

FOp — farmacevtske oblike, ki temeljijo na doseganju prenasic¢enja
FP — fosfatni pufer

GIT — gastrointestinalni trakt

HPC — hidroksipropil celuloza

HPMC — hidroksipropil metilceluloza
LM - laktoza monohidrat

MCC — mikrokristalna celuloza

Na-DF — natrijev diklofenakat

PS — pomoZna snov

PVP — polivinilpirolidon

RSD - relativni standardni odklon

ué. — ucinkovina

USP — ameriska farmakopeja



1 UVOD

1.1 Prenasicenje

Prenasi¢enje oziroma prenasi¢eno stanje nastopi, ko koncentracija topljenca preseze njegovo
topnost v doticnem mediju. Gre za termodinamsko nestabilno stanje, ki tezi k obarjanju
topljenca. Ta teznja je odvisna od stopnje prenasi¢enja, definirane z Enacbo 1, v Kateri
predstavlja ¢ koncentracijo topljenca, ¢, pa njegovo ravnotezno topnost v istem mediju. Z

viSanjem stopnje prenasi¢enja narasca tudi nestabilnost sistema [1].

stopnja prenasicenja = é Enacha 1

1.1.1 Prenasienje v farmaciji

Za veliko na novo odkritih u¢inkovin velja, da so zelo slabo topne. To lahko vodi v tezave
pri zagotavljanju ustreznega spros$canja iz farmacevtske oblike, ki je predpogoj za absorpcijo
iz gastrointestinalnega trakta (GIT). Raziskovalci se, da bi tovrstne tezave obsli, tekom
razvoja peroralnih zdravil posluzujejo razli¢nih strategij, med katerimi je tudi oblikovanje
farmacevtskih oblik, ki temeljijo na doseganju prenasi¢enja (FOp) [1]. Ce je uginkovina
dobro permeabilna, predstavlja visoka koncentracija raztopljene uc¢inkovine gonilno silo za
njeno absorpcijo kljub temu, da stanje ni termodinamsko stabilno. Ker se molekule v
prenasiceni raztopini nahajajo v prosti obliki, se lahko u¢inkovina absorbira celo lazje, kot
¢e bi jo z dodatkom pomozne snovi (PS) solubilizirali in tako trajno povisali njeno topnost
[2]. Ugoden vpliv FOp na obseg absorpcije so, pod pogojem, da se prenasi¢eno stanje ohrani
dovolj dolgo, potrdile tudi mnoge in vivo Studije [3].

FOp obicajno vsebujejo uc¢inkovino v eni izmed visoko energijskih ali hitro raztapljajocih se
oblik (na primer amorfna snov, sol, nanodelci, kokristali) [4]. Tipi¢ni predstavniki FOp so
t. i. trdne amorfne disperzije. Gre za amorfno obliko u¢inkovine, vgrajeno v nosilec, ki je
obi¢ajno dobro topen polimer: na primer polivinilpirolidon (PVP), hidroksipropil
metilceluloza (HPMC) ali hidroksipropil metilcelulozni acetat sukcinat (HPMCAS).
Polimer se v stiku s tekoc¢inami v GIT hitro raztopi in tako povzro¢i sunkovit porast
koncentracije uéinkovine. Hkrati lahko odigra tudi vlogo zaviralca obarjanja in tako
omogoci ustrezen obseg absorpcije [3]. Druga strategija, s katero lahko dosezemo daljso
ohranitev prenasicenja, je oblikovanje FOp z nekoliko pocasnejsim spros¢anjem. To sicer

privede do nizje maksimalne koncentracije ucinkovine, kot v primeru sunkovitega



spros¢anja, vendar je posledi¢no nizja tudi gonilna sila za obarjanje in s tem hitrost padca

koncentracije u¢inkovine [1, 3].

1.2 Testi sproscanja

Testiranje sproscanja je v farmacevtski industriji zelo razsirjeno, saj nudi koristne podatke
sodelavcem na veé¢ razliénih podrogjih dela. Ze v najbolj zgodnjih fazah razvoja si
raziskovalci z rezultati spros¢anja pomagajo pri izbiri primernih PS in pri izbiri najboljse
izmed razvitih formulacij. Strokovnjaki za spro$canje lahko, sploh ¢e se namesto
farmakopejsko predpisanih posluzujejo bolj biorelevantnih pogojev, razvijajo modele
in vitro/in vivo korelacije, kar omogoca opustitev dolo¢enih klini¢nih $tudij oziroma njihovo
izvedbo v zmanjSanem obsegu. Nenazadnje se testi spro$¢anja uporabljajo tudi z namenom
kontrole kakovosti, na primer za ugotavljanje ponovljivosti med proizvedenimi serijami ali

spremljanje ustreznosti zdravila tekom celotnega obdobja uporabnosti [5].

Rezultati testov spro$canja predstavljajo kljucen del registracijske dokumentacije novega

zdravila. Zahtevajo jih regulatorne agencije po celem svetu [5].

1.2.1 Testiranje spro$¢anja iz FOp

Vrednotenje prenasiCenja, obarjanja in potencialnega zaviranja obarjanja je klju¢nega
pomena za uc¢inkovit razvoj FOp. Temu namenu lahko sluzi tudi testiranje sproscanja,
pogosto izvajano kar z uporabo preprostih enoprostornih sistemov, opisanih v ameriski
farmakopeji (United States Pharmacopeia — USP): naprava s kosaricami (USP 1) in naprava
z vesli (USP 11) [6]. Kot pa velja za obicajne trdne farmacevtske oblike, lahko z vpeljavo
biorelevantnih pogojev tudi v primeru FOp dobimo in vitro teste, ki bolje napovedujejo in
Vivo obnasanje. Medij, ki simulira Zelod¢no ali ¢revesno okolje in vkljucitev akceptorskega
prostora, ki simulira absorpcijo ucinkovine iz GIT, sta le dva primera moznih izboljSav
napovedne moci in vitro testov [2]. Posebnega pomena pa je uporaba non-sink pogojev, saj

se sink pogoji in prenasicenje, ki je klju¢na lastnost FOp, medsebojno izkljucujejo [1].

Kvantitativno vrednotenje prenasi¢enja in obarjanja mora vkljuCevati proces locitve
neraztopljenih delcev ucinkovine od raztopljene frakcije, kar dosezemo s filtracijo ali
(ultra)centrifugiranjem. Ce imamo na voljo dovolj$no kolig¢ino vzorca, je filtracija boljsa
izbira, saj omogoca hitrejso locitev frakcij. Slediti mora redcenje, da prepre¢imo nadaljnje
obarjanje. Kljub previdnosti ne moremo pri nobeni od omenjenih tehnik z gotovostjo

izkljuciti prisotnosti nanodelcev [2].



1.2.2 Dolo¢anje koncentracije u¢inkovine in situ

Testiranje sprosc¢anja najpogosteje obsega doloceno Stevilo posod z ogrevanim medijem, v
katerih razpadajo oziroma se raztapljajo tablete ali kapsule [7]. Obi¢ajno vkljucuje ro¢no ali
avtomatizirano vzorcenje medija v vnaprej doloCenih casovnih tockah, filtracijo in
kvantitativno ovrednotenje s spektrofotometri¢no ali kromatografsko analizo [8]. Tak nacin
izvedbe zahteva veliko Casa in dela. Sistemi z avtomatiziranim vzor¢enjem operaterjem res
prihranijo precej dela med samim poskusom in so zato $e¢ posebej dobrodosli pri testiranju
farmacevtskih oblik s podaljSanim sprosc¢anjem, kjer lahko Casi spremljanja dosezejo tudi 24
ur, vendar so zahtevni za vzdrzevanje in terjajo precej dolge priprave pred zacetkom
poskusa. Vsebujejo veliko komponent, zaradi ¢esar lahko pride do raznih napak: puscanje
cevk, zamasitev filtrov, teZzave z mehurcki, kontaminacija vzorca, adsorpcija u¢inkovine na
plastiéne komponente ... Po drugi strani je ro¢no vzor¢enje podvrzeno napakam zaradi
razlik v izvedbi testov. Tezko bi dosegli, da bi vsi operaterji vedno vzor¢ili v isti tocki in

vzorcenje zakljucili z enakim ¢asovnim zamikom, saj gre namre¢ za ro¢no delo [9].

Z uvedbo doloc¢anja koncentracije in situ pa postane -
vzorcenje nepotrebno, kar teste spros¢anja zelo poenostavi = f

in izklju¢i ve€ino zgoraj omenjenih virov napak [8, 9]. optiéna

vlakna

In situ doloc¢anje koncentracije nam omogocajo posebne
sonde, Ki jih potopimo neposredno v posode za sproscanje.

Njihov ucinek je tak, kot da bi v posodo potopili sam

spektrofotometer [8], saj so sonde z njim povezane z
opti¢nimi vlakni. Ta prenesejo svetlobo vse od vira do reze
sonde. Tam svetloba vstopi v medij in potuje do ogledalca,
ki jo odbije nazaj do opti¢nih vlaken, po katerih se prenese L2
nazaj do spektrofotometra, Kkjer detektor izmeri njeno
intenziteto in omogoca izra¢un absorbance [10]. Na Sliki 1 ' ﬁ o
je prikazan primer sonde, ki so jo razvili Johansson in | s
sodelavci [7]. V tem primeru je ogledalce razdeljeno na dva ' ]

dela, od katerih je en nameséen niZje od drugega, oba pa sta

Slika 1: Primer potopne sonde.
Svetloba se prenese do sonde po
ustreznemu od dveh »odvodnih« opti¢nih vlaken. Svetloba s7edinskem opticnem viaknu, potuje
skozi rezo, napolnjeno z medijem,
tako opravi dve razli¢no dolgi poti skozi medij, kar razsiri in se od ogledalca odbije proti
. enemu od dveh »odvodnih«

obmocje linearnosti [7]. Redcenja se pri tem postopku opticnih viaken. Prirejeno po [7].

nekoliko nagnjena, da se svetloba od vsakega odbije proti



namre¢ ne moremo posluziti, saj meritev poteka in situ. Bolj pogosta resitev je sonda z enim
»odvodnim« vlaknom, ki pa omogoca namestitev konic z razli¢énimi velikostmi rez, kar

posledi¢no pomeni razli¢ne dolzine poti svetlobe [8, 9, 10].

Uporaba tehnologije opti¢nih vlaken na podrocju testiranja sproscanja ze desetletja privlaci
pozornost raziskovalcev. Prve raziskave so bile objavljene leta 1988. Ze takrat so znali s
potopno sondo izmeriti koncentracijo v motni raztopini brez predhodne filtracije [11]. Leta
1993 so tehnologijo prvi¢ dejansko uporabili za spremljanje sprosc¢anja. Kmalu so se pojavili
sistemi, ki so omogocali dolo¢anje koncentracije v ve¢ posodah hkrati, leta 1999 pa so bile
podobne naprave ze dostopne na trzis¢u [8]. Kljub starosti tehnologije in dejstvu, da
omogoca optimizacijo ¢asa in stroSkov, v farmacevtski industriji Se vedno velja zgolj za
obetavno [12]. Uporaba je omejena predvsem na raziskave in razvoj [10, 13]. Po¢asnost
podjetji pri zamenjavi uveljavljene metodologije na podrocju preizkusanja konénih
produktov je verjetno posledica restriktivne regulacije s strani regulatornih agencij [8], pa

tudi pomanjkanja jasnih navodil za validacijo sistemov z opti¢nimi vlakni [13].

Smernice mednarodne konference o usklajevanju (International Conference on
Harmonisation) za sisteme za testiranje sproscanja predvidevajo validacijo linearnosti,
to¢nosti, natan¢nosti in specifi¢nosti. Mirza in sodelavci v svojem ¢lanku [13] predstavljajo
validacijo nastetih parametrov in robustnosti (z 0zirom na orientacijo reze sonde in globino
1zvajanja meritev) na primeru testiranja tablet s takoj$njim sproS¢anjem. Ugotovili so, da je
metoda z meritvami in situ ekvivalentna obstoje¢i metodi z roénim vzoréenjem, tudi ko jo
izvajajo razlini operaterji ob razli¢nih dnevih. Prav tako so uporabo sistemov z opti¢nimi

vlakni za testiranje sproS¢anja uspes$no implementirale mnoge druge skupine raziskovalcev

8,9, 14, 15, 16].

Glavna prednost uporabe sond z opti¢nimi vlakni je torej odstranitev potrebe po vzoréenju.
To pa ne pomeni samo manj vloZenega truda s strani operaterja, nizjih stroSkov potroSnega
materiala (cevke, filtri, brizge) [8] in manj potencialnih virov napak [12, 14]. Ker je
posamezna meritev s sondo tako hitra in nezahtevna, jih lahko izvajamo veliko bolj pogosto,
kot to omogocajo klasicne metode. Teoreticno bi absorbanco lahko spremljali tudi
kontinuirano [14]. Na tak nacin dobimo veliko boljsi vpogled v kinetiko sproscanja, sploh v
primeru takoj$njega sproscanja, kjer se procesi odvijajo zelo hitro. Vecja gostota meritev

izboljsa tudi moznost lo¢evanja med formulacijami, Ki bi ob uporabi klasi¢nih metod



dolocanja koncentracije generirale enake profile sproscanja (diskriminativnost metode) [8].

Seveda pa ima tudi ta tehnologija svoje slabosti.

Najve€ja ovira pri meritvah koncentracije in situ so motnje zaradi prisotnosti
pomoznih snovi. Absorpcija svetlobe s strani topnih PS je redko problem, saj vecina ne
absorbira v obmoc¢ju med 250 nm in 300 nm, kjer merimo absorbanco velikemu Stevilu
u¢inkovin. Pogosto pa je problemati¢no sipanje svetlobe zaradi neraztopljenih delcev [9].

Ker meritve potekajo neposredno v posodi za spros¢anje, se jim ne moremo izogniti.

Loc¢imo dve vrsti sipanja svetlobe. Od valovne dolzine neodvisno sipanje je bolj pogosto in
se izrazi v enakem povecanju absorbance Sirom celotnega UV/Vis spektra. Lahko ga
opiSemo kot dvig bazne linije. Ravno zato, ker je sipanje neodvisno od valovne dolzine,
raziskovalci motnje uspesno korigirajo tako, da od absorbance v absorpcijskem maksimumu
ucinkovine odstejejo absorbanco pri visji valovni dolZini, kjer preiskovana uc¢inkovina ne

absorbira [9, 10, 13, 14]. Princip je prikazan na Sliki 2.
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Slika 2: Korekcija absorbance zaradi zvisanja bazne linije. Povzeto po [9].

V koloidnih suspenzijah, ki jih tvorijo zelo majhni delci, pa se sreCamo s sipanjem svetlobe,
za katerega je znaCilno nara$€anje absorbance s krajSanjem valovne dolzine. Tudi tovrstne
motnje se dajo praviloma uspesno korigirati, potrebne so le nekoliko kompleksnejse
matematicne operacije. Tudi ¢e bi predhodno posneli absorpcijski spekter preiskovane
formulacije brez u¢inkovine, odStevanje absorbanc ne bi prislo v postev zaradi neponovljive
intenzitete sipanja. Najpogosteje se avtorji posluzujejo dvakratnega odvajanja absorpcijskih

spektrov [9, 10]. Seveda so korekcije obeh vrst sipanja mozne le, ¢e to, v primerjavi z



absorpcijo ucinkovine, prispeva dovolj majhen delez k ekstinkciji svetlobe. Koncentracij v
zelo motnih suspenzijah torej ne moremo kvantificirati [12], vendar je motnost med testi

sproscanja obicajno dale¢ od kriticne.

Liu in sodelavci [10] so ovrednotili vpliv netopnih delcev PS na linearnost, tocnost in
natan¢nost meritev s sondo z opti¢nimi vlakni. Kot modelno u¢inkovino so uporabili
hidralazin. Preucili so 30 PS, 4 vrste (praznih) kapsul in eno mesanico PS. Uporabili so take
koli¢ine, kot bi bile, glede na razli¢ne vloge uporabljenih snovi, prisotne v enoti zdravila
(ena 500 mg tableta ali ena kapsula). Ugotovili so, da velika ve¢ina pogosto uporabljanih PS
povzroca ravno od valovne dolZine neodvisno sipanje svetlobe (v obmocju od 240 nm do
400 nm). Po uporabi preprostega algoritma za korekcijo bazne linije niso opazili
signifikantnega vpliva na linearnost in to¢nost. Le v poskusih s Skrobom, kjer je bilo sipanje
najbolj intenzivno (do A = 0,7), se je zgornja meja linearnosti nekoliko znizala. Sum zaradi
sipanja je povzrocil tudi rahel dvig spodnje meje kvantifikacije (LOQ), in sicer z A = 0,03
na A =0,05.

Prakti¢ni napotki za uporabo sonde z opti¢nimi vlakni

Delci, ki se gibljejo skozi rezo sonde, se lahko tam (na ogledalcu) tudi nalagajo, kar Se
dodatno vpliva na meritve [7, 8, 10]. Ce sondo obrnemo tako, da je reza izpostavljena
tokovom medija zaradi mes$anja, je nalaganje manj intenzivno. V primerjavi s polozajem, v
katerem je reza »za$Citena« pred tokovi, je lahko Sum manjsi za faktor 2—3 [10]. Prav tako
je Sum manjsi, ¢e poskuse izvajamo v napravi USP II (v primerjavi z USP I) in pri vi§jih
hitrostih me$anja. Proizvajalci ponujajo tudi sisteme, ki sonde do mesta meritve spustijo le
takrat, ko je predvidena meritev, preostanek ¢asa pa so namescene tik pod gladino medija,
kjer je delcev manj. Ta polozaj zmanjsa tudi vpliv sonde na hidrodinamiko v posodi za
sproscanje [8]. Vsaj v primeru tablet s prednizonom so namre¢ opazili, da konstantna
prisotnost sonde v posodi povzro¢i nekoliko hitrejse sproséanje. Razlike, o katerih poro¢ajo,
so merljive, a navadno dovolj majhne, da so profili vseeno znotraj meja sprejemljivosti po
USP [8, 15]. Veliko avtorjev opozarja tudi na teZzave z mehurcki, ki lahko spektre s svojo
prisotnostjo v rezi sonde popacijo na tak naéin, da so meritve neuporabe [14]. Priporocajo
uporabo razplinjenih medijev. To pa Se ne pomeni, da je previdnost odvec, saj se lahko

mehurcki ustvarijo tudi pri potapljanju sonde [8, 10].

Vpliv nanodelcev na meritve s potopnimi sondami

Znanje s tega zaenkrat slabo raziskanega podrocja bi bilo zelo koristno pri preizkusanju FOp,
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Slika 3: Modra, rdeca, zelena in vijolicna krivulja predstavijajo absorpcijske spektre suspenzij z nara$cajocimi
celokupnimi koncentracijami felodipina: 10 pg/mL, 25 pg/mL, 40 pg/mL in 50 pg/mL v enakem vrstnem redu.
Na levem grafu so prikazani spektri nanosuspenzij (d,so%)=0,38 um), na desnem pa suspenzij
mikrometrskih delcev (dev, so%) = 10,19 um). Medij je vodna raztopina PVP (1 g/L). Oranzna krivulja na obeh
grafih predstavlja iste podatke, in sicer absorpcijski spekter metanolne raztopine felodipina (0,81 pg/mL), ki
ne vsebuje neraztopljenih delcev. Ordinatna os desnega grafa predstavija razsirjen izsek ordinatne osi levega
grafa. Povzeto po [17].

kjer lahko med obarjanjem nastajajo nanodelci u¢inkovine. Kolikor nam je znano, so se s to
tematiko ukvarjali le VVan Eerdenbrugh in sodelavci, ki so preucevali absorpcijske spektre

suspenzij felodipina in svoja opazanja podkrepili s teoreti¢nimi izracuni [17].
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Slika 4: Na grafu so prikazani teoreti¢ni absorpcijski spektri Z INTENZIVNIM sipanjem, opazenim
suspenzij z delci velikosti od 30 nm (oranzna) do 300 nm
(vijolicna). Polne krivulje predstavijajo delce z absorpcijskimi
lastnostmi felodipina, crtkane krivulje pa delce, ki svetlobe sploh
ne absorbirajo. Polna ¢rna krivulja je eksperimentalno
pridobljen absorpcijski spekter nanosuspenzije felodipina s korigirali z metodo dvakratnega
koncentracijo 50 pg/mL. V vijolicni barvi je prisoten Ze na levi

polovici Slike 3. Povzeto po [17]. odvajanja, so bile absorbance v

pri nanosuspenzijah. Ko so spektre

suspenzij mikrometrskih delcev

absorpcijskem maksimumu relativno neodvisne od celokupne koncentracije (raztopljenega
in neraztopljenega) felodipina. To je v skladu z dejstvom, da je bila koncentracija

raztopljenega felodipina v vseh suspenzijah enaka njegovi ravnotezni topnosti (0,81 pg/mL



pri sobni temperaturi). VV primeru nanosuspenzij pa absorbanca z vecanjem celokupne
koncentracije felodipina narasc¢a kljub korekciji z dvakratnim odvajanjem. Do tedaj je vsa
literatura o vplivu delcev na dolo¢anje koncentracije in situ predpostavljala, da delci meritve
motijo izklju¢no zaradi sipanja svetlobe. Posledi¢no bi lahko mislili, da je nara$canje
absorbance nanosuspenzij posledica izboljsane topnosti felodipina, vendar so to moznost
ovrgli s pomocjo jedrske magnetne resonance. Poskusi so pokazali, da v nanosuspenzijah ni
raztopljenega ve¢ felodipina kot v suspenzijah mikrometrskih delcev. Avtorji so zato
posumili, da nanodelci felodipina svetlobo tudi absorbirajo, podobno kot proste molekule
[17].

Hipotezo podpirajo tudi njihovi izrauni v okviru Mieve teorije. Ta opisuje interakcijo
elektromagnetnega valovanja s sfericnim delcem in omogoca izracun relativnih delezev, ki
ju k ekstinkciji prispevata sipanje in absorpcija. Manjsi kot so delci, bolj je razmerje
nagnjeno v prid absorpcije. Slednja je, glede na napovedi (Slika 4), pri delcih felodipina
velikosti 300 nm Ze manj$a od sipanja, Se zdale¢ pa ne zanemarljiva. To postane Sele pri

velikostih okrog 1500-2000 nm [17].

Dobro wujemanje c¢rne in vijolicne krivulje (eksperimentalnega in izraCunanega
absorpcijskega spektra) na Sliki 4, vsaj v velikosti ekstinkcije, je dokaz ustreznosti
uporabljenega modela. Maksimuma obeh spektrov sta verjetno zamaknjena zato, ker je bil
lomni koli¢nik, uporabljen v izracunih, pridobljen z meritvami amorfnih filmov felodipina,
realno suspenzijo pa tvoji kristalini¢ni delci. Tako eksperimentalna opazanja kot teoreti¢ni
izraCuni torej nakazujejo, da je ekstinkcija svetlobe, ki potuje skozi suspenzije majhnih
(submikronskih) delcev, sestavljena iz sipanja, absorpcije raztopljenih molekul in absorpcije
neraztopljenih delcev. Avtorji se omejijo zgolj na svetovanje previdnosti pri uporabi sond z
opti¢nimi vlakni v takih sistemih. Ne ponudijo nacina, s katerim bi lahko locili med obema
absorpcijama, kar bi nam omogocilo izra¢un koncentracije raztopljene frakcije u¢inkovine

[17].



2 NAMEN DELA

Cilj magistrske naloge je raziskati ustreznost potopne sonde z opti¢nimi vlakni za
spremljanje koncentracije natrijevega diklofenakata (Na-DF) med testi spros¢anja iz FOp.
Taki dostavni sistemi so bili do sedaj v nasem laboratoriju preiskovani zgolj s testi
sproscanja s tradicionalnim nac¢inom doloc¢anja koncentracije, ki zahteva v uvodu omenjeno
problemati¢no lo¢evanje oborjene in raztopljene frakcije. Nanodelci se ob vzoréenju ne
smejo znajti v vzorcu, saj bi bila izmerjena koncentracija v takem primeru lazno povisana.
Po drugi strani se u¢inkovina zaradi termodinamske nestabilnosti lahko obarja v cevkah med
vzor¢enjem in tudi po kon¢anem vzorcenju, kar posledicno pomeni lazno nizZje izmerjene

vrednosti. Z uvajanjem nove tehnologije se Zelimo tem tezavam izogniti.

Za zacetek bomo ovrednotili obmocje linearne odvisnosti absorbance, izmerjene s sondo, od
koncentracije paracetamola in Na-DF. Nato bomo za obe ué¢inkovini pripravili umeritvene
premice v medijih, v katerih bomo njuni koncentraciji dolocali v okviru testov spros¢anja.
Sondo bomo najprej preizkusili v testih sproscanja iz preprostej§ih sistemov — to je
farmacevtskih oblik (s paracetamolom), Ki ne povzro¢ajo prenasi¢enja in obarjanja. Sele nato
bomo sondo preizkusili v testih spros¢anja Na-DF iz FOp. V obeh primerih bomo teste
izvajali v farmakopejski napravi USP Il. Tablete razli¢nih sestav, ki jih bomo uporabili v
testih spros¢anja, bomo stisnili sami. V istih ¢asovnih tockah bomo koncentracijo dolocali
tako s sondo kot tudi s tradicionalno UV-Vis spektrofotometri¢no analizo ter primerjali

dobljene profile spros¢anja.

Pricakujemo, da bodo najvecji izziv predstavljale napake zaradi prisotnosti neraztopljenih
delcev, ki so v literaturi o tehnologiji in situ dolo¢anja koncentracije obsezno opisane. Vpliv
delcev na naSe rezultate bomo zato poskusili ovrednotiti z merjenjem absorpcijskih spektrov
in z uporabo aparature za vrednotenje velikosti delcev z lasersko difrakcijo. Ce bomo sondo
uspesno implementirali, bomo meritve lahko izvajali neposredno v posodah in tako dobili

veliko bolj zanesljive rezultate.



3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali in aparature

Materiali:

natrijev diklofenakat (Na-DF), p.a., Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA;
paracetamol, p.a., Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA;

PVP (Kollidon® 17 PF), BASF SE, Ludwigshafen, Nemdija;

laktoza monohidrat (LM), Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Nemcija;
mikrokristalna celuloza (MCC) (Avicel® PH-200), FMC, Philadelphia, ZDA;
HPMC (Metolose 90SH-100.000SR), Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tokio,
Japonska;

HPMC (Affinisol HPMC HME 15LV), Dow Wolff Cellulosics, Bomlitz, Nem¢ija;
HPC (SL FP), Nippon Soda Co., Ltd., Tokio, Japonska;

HPC (SSL SFP), Nippon Soda Co., Ltd., Tokio, Japonska;

magnezijev stearat, Lex d.0.0., Koper, Slovenija;

citronska kislina monohidrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

dinatrijev hidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

standardni raztopini za pripravo 1 L 1 M NaOH ali 1 M HCI (Titrisol®), Merck
KGaA, Darmstadt, Nemcija;

pufrni raztopini (pH=4 in pH=7), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija;

deionizirana voda.

Aparature in druga laboratorijska oprema:

analizna tehtnica AG245, Mettler Toledo GmbH, Greifensee, Svica;

precizna tehtnica Exacta 300 EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

tabletirka na udarec SP300, Kilian Tableting GmbH, Kéln, Nem¢ija;

naprava za dolocanje trdnosti tablet Vanderkamp, VanKel Industries, Edison, ZDA;
aparatura za testiranje sproScanja VK 7000 z avtomatskim vzorcevalnikom in
veslastimi mesali (USP 1), Vankel Technology, Cary, ZDA,

filtri »Full Flow« z velikostjo por 10 um, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA,

Zi¢nati utezevalci, narejeni na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani;
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e stresalnik Lab Dancer, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nem¢ija;

e UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA;

e UV-Vis spektrofotometer Cary 60 s potopno sondo z opti¢nimi vlakni z dolZino poti
0,5 cm, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA;

e magnetno mesalo z moznostjo gretia RCT basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Nemcija,

e aparatura za vrednotenje velikosti delcev z lasersko difrakcijo Mastersizer S,
Malvern Instruments, Worcestershire, Velika Britanija;

e pH meter MP220, Mettler Toledo GmbH, Greifensee, Svica;

e membranski filtri iz regenerirane celuloze z velikostjo por 0,45 um, Sartorius Stedim
Biotech GmbH, Goettingen, Nemcija;

e avtomatske pipete z razli¢nimi razponi volumnov, Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija;

e steklovina (merilne bucke, polnilne pipete, ¢aSe, merilni valji, tehti¢i, epruvete,
centrifugirke);

e ostali pribor (tehtici, spatule, zlicke, kapalke, Zogice za pipetiranje, magneti, patene,

brizge, Stoparica, termometer).

3.2 Priprava raztopin in medijev

0,250 M Naz2HPO4: V 500 mL merilno buc¢ko smo kvantitativno prenesli 17,74 g NazHPOQg,
dodali nekaj deionizirane vode ter vsebino mesali na magnetnem mesalu. Ko se je Na2HPO4
raztopil, smo bucko z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

0,127 M citronska kislina: V 500 mL merilno bucko z nekaj deionizirane vode smo
kvantitativno prenesli 13,33 g citronske kisline monohidrata, ki se je med rahlim meSanjem
hitro raztopil. Bu¢ko smo nato z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

4-Kkrat red¢en Mcllvainov pufer, pH=4 (DMB): V 2 L merilno buc¢ko smo odmerili 146
mL 0,250 M NaxHPO4 in 250 mL 0,127 M citronske Kisline ter jo z deionizirano vodo
dopolnili skoraj do oznake. S pH metrom, ki smo ga predhodno umerili na pH=4, smo
izmerili pH vrednost in jo v primeru odstopanja za ve¢ kot 0,05 enote ustrezno popravili z
dodatkom NaxHPO; ali citronske kisline. Bucko smo nato z deionizirano vodo dopolnili do
oznake.

1 M NaOH/HCI: V 1 L merilno bu¢ko smo kvantitativno prenesli vsebino vsebnika s
standardno raztopino (Titrisol®) bodisi NaOH ali HCl. Bu¢ko smo z deionizirano vodo

dopolnili do oznake.
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0,001 M HCI: V 2 L merilno bu¢ko smo odmerili 2 mL 1 M HClI in jo z deionizirano vodo
dopolnili do oznake.

50 mM fosfatni pufer, pH=6,80 (FP): Z merilnim valjem smo odmerili 22 mL 1 M NaOH.
Natehtali smo 6,8 g KH2PO4. Oboje smo kvantitativno prenesli v 1 L merilno bucko in jo z
deionizirano vodo dopolnili skoraj do oznake. S pH metrom, ki smo ga predhodno umerili
na pH=7, smo izmerili pH vrednost in jo v primeru odstopanja za ve¢ kot 0,05 enote ustrezno
popravili z dodatkom NaOH ali KH2POs. Bu¢ko smo nato z deionizirano vodo dopolnili do
oznake.

0,1 M NaOH: S polnilno pipeto smo v 200 mL merilno buc¢ko odmerili 20 mL 1 M NaOH
in jo z deionizirano vodo dopolnili do oznake.

3.3 Tabletiranje

Tablete, ki smo jih uporabljali v testih sprosc¢anja, smo s pomocjo tabletirke na udarec stisnili
sami. Stisnili smo ve¢ serij tablet. Njihova sestava je predstavljena v Preglednici I, pogoji
stiskanja pa v Preglednici Il. Vsebnost magnezijevega stearata je v vseh serijah enaka 0,5 %
celokupne mase ostalih sestavin.

Preglednica I: Sestava stisnjenih tablet
oznaka | sestava tablet

serije | ufinkovina pomozne snovi
P1 HPMC (Metolose 90SH- | MCC (40 %)
0,
P2 paracetamol (25.%) | 1 53 000sR) (35 %) LM (40 %)
D1 MCC (77,5 %
= PVP (10 %) CC (77,5 %)
D3 HPC (SL FP) (10 %) Mg-stearat
0
Na-DF (12,5 %

D4 (125%)  HpC (SSLSFP) (10%) | LM (77.5%)
o HPMC (Affinisol HPMC

HME 15LV) (10 %)

Preglednica Il: Pogoji stiskanja tablet

ozn.gka od[n Ik spodnjega Odtn Ik zgornjega sila stiskanja [KN] | trdnost [N]
serije pecata [mm] pecata [mm]

P1 12,8 10,5 12,5-13,2 95-110
P2 12,3 10,5 26,4-28,5 105-110
D1 12,0 9,5 8,6-9,1 90-100
D2 8,6 7,0 23,5-25,0 75-90
D3 8,5 7,0 ~20 ~75
D4 8,5 7,0 ~17 ~80
D5 8,5 7,0 ~23 ~55
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Vse sestavine smo, upostevajoc pravilo rastocih mas, najprej zmesali v pateni, nato pa Se s
stresanjem v plasti¢ni vrecki. Za izdelavo vsake tablete smo natehtali priblizno 400 mg
homogene zmesi prahov in jo ro¢no prenesli v matri¢no vdolbino tabletirke. Uporabili smo

pecat z ravnimi robovi in premerom 12 mm.

3.4 Dolocanje koncentracij u¢inkovin

V poskusih, ki so zahtevali doloc¢itev koncentracije u¢inkovine, smo to storili z UV/Vis
spektroskopijo. Meritve absorbance, iz katere smo s pomoc¢jo umeritvenih premic racunali
koncentracije, smo izvajali pri absorpcijskem maksimumu posamezne ucinkovine. Ta je v
primeru paracetamola pri valovni dolzini 242 nm,
v primeru diklofenaka pa pri 276 nm. Kot slepo
raztopino smo vedno uporabili medij, v katerem

smo dolocali koncentracijo uc¢inkovine.

Uporabljali smo dva razlicna spektrofotometra.
En od teh omogoca prikljucitev potopne sonde z
opti¢nimi vlakni (Slika 5), tako da smo meritve
lahko izvajali in situ. Sondo smo med meritvami

spirali z deionizirano vodo. Poleg tega smo

meritve izvajali tudi na uveljavljen nacin, tako da
smo vzorce z drugim spektrofotometrom

analizirali v kiveti iz kvarénega stekla z notranjo

dolzino stranice 1 cm.

Slika 5: Sonda v stanju pripravljenosti (levo) in
med uporabo (desno)

3.4.1 Umeritvene premice
Pripravili smo umeritvene premice v FP ter v medijih, v katerih smo izvajali
spektrofotometriéne meritve v okviru testov sproScanja. Podatki 0 posameznih premicah

(medij, nac¢in merjenja) so predstavljeni v Preglednici I11.

Umeritvene premice za Na-DF v FP in v medijih z NaOH ter za paracetamol

Priprave smo se v vecini primerov lotili tako, da smo na analitski tehtnici natan¢no natehtali
priblizno 10 mg standarda uc¢inkovine in ga kvantitativno prenesli v 100 mL bucko, kjer smo
ga raztopili v ustreznem mediju in bucko z enakim medijem dopolnili do oznake. Da smo se
izognili morebitnim napakam pri tehtanju, smo po enakem postopku pripravili Se dve

osnovni raztopini. Pri umeritveni premici za Na-DF v FP je bila zveza med absorbanco in
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koncentracijo znotraj koncentracijskega obmocja osnovnih raztopin $e vedno linearna, zato
smo naknadno pripravili e eno osnovno raztopino s priblizno Stirikrat vi§jo koncentracijo
(400 mg/L). Iz tako pripravljenih osnovnih raztopin smo z uporabo polnilnih pipet in
enakega medija pripravili razlicne red¢itve, katerih koncentracije so bile enakomerno
razporejene po ciljnem koncentracijskem obmocju. Raztopinam smo nato, odvisno od

medija, izmerili absorbanco z enim ali obema spektrofotometroma (Preglednica 111).

Umeritvene premice za Na-DF v 0,001 M HCI in v DMB (pH=4)

Ker pride v 0,001 M HCI in v DMB do obarjanja diklofenaka, smo morali k pripravi
umeritvenih premic za Na-DF v omenjenih medijih pristopiti drugace. Odlo¢ili smo se
osnovne raztopine Na-DF pripraviti v deionizirani vodi in jih pri pripravi red¢itev z
ustreznim medijem (0,001 M HCI ali DMB) red¢iti vsaj 20-krat. Da bi dosegli ustrezno
koncentracijsko obmocje red¢enih raztopin, je morala biti koncentracija osnovnih raztopin
mnogo visja — priblizno 1 g/L. Ker nismo zeleli porabiti prevelikih koli¢in standarda, smo
osnovne raztopine pripravili v 50 mL buckah. Nato smo posamezno redcitev pripravili tako,
da smo merilno bucko skoraj do vrha napolnili z medijem, z avtomatsko pipeto dodali
ustrezen volumen osnovne raztopine, bu¢ko z medijem dopolnili do oznake in jo zaprto
dvakrat obrnili na glavo, da se je vsebina premeSala. Nato smo vsebino ¢im prej prelili v
¢aSo, da smo s sondo izmerili absorbanco Se pred zacetkom obarjanja oziroma ko se je
oborila $e zanemarljiva koli¢ina diklofenaka. Sorodnih umeritvenih premic za meritve v
kiveti nismo potrebovali, saj smo med testi spros¢anja vzorce takoj po vzorcenju red¢ili z

0,1 M NaOH in se posluzili umeritvenih premic, pripravljenih v medijih, ki so tako nastali.

Meritve smo upostevali, ¢e je bila izmerjena absorbanca pri kontrolni valovni dolzini 400 nm
(As00) nizja od 0,01. V Excelu smo narisali grafe odvisnosti absorbance (v absorpcijskem
maksimumu) od koncentracije uéinkovine in jim z linearno regresijo izraunali naklon,
odsek na ordinati in kvadrat Pearsonovega koeficienta (R?). Zadovoljili smo se s premicami,
katerih R? ni bil niZji od 0,999.

Preglednica I11: Podatki o umeritvenih premicah (medij, nacin merjenja)

nadin paracetamol | Na-DF
merjenja medij
. FP FP

1(‘&?3;2; 0,001 M HCI 000lMHCI:01MNaOH=1:2
DMB DMB:0,1MNaOH=1:2

. FP Fp

'(Zosr:;”a) 0,001 M HCI 0,001 M HCI
DMB DMB
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3.5 Testi sproséanja

Teste spros¢anja smo izvajali z napravo USP Il. Na cevke za avtomati¢no vzorcenje smo
nadeli filtre z velikostjo por 10 um. V posode smo z merilnim valjem odmerili 900 mL
medija za spros¢anje in pocakali, da je dosegel delovno temperaturo (37 °C). Pri nekaterih
poskusih smo v mediju raztopili dolo¢eno koli¢ino PVP. Nato smo v posode dodali
predhodno stehtane tablete in poskus zagnali. Tablete s paracetamolom smo pred tem vstavili
v Zi¢nate utezevalce. Avtomatski vzorcevalnik je v vnaprej dolocenih ¢asovnih tockah (pri
poskusih s paracetamolom po 0, 30, 60, 90, 120, 180 in 240 minutah, pri poskusih z Na-DF
pa po 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 120, 180 in 240 minutah) iz posamezne posode odvzel 3
mL vzorca, s katerim smo nadalje ravnali na nacin, opisan v podpoglavju 3.5.1. V istih
Casovnih to¢kah smo izvajali tudi meritve s sondo. Ker smo lahko s sondo merili absorbanco
samo V eni posodi naenkrat, smo v vsakem poskusu spro§¢anja uporabili samo tri od osmih
posod aparature, da ne bi prislo do prevelikega ¢asovnega zamika med hkrati izvedenimi

poskusi. Poleg tega bi, zaradi njihovega polozaja, do nekaterih posod s sondo zelo tezko

dostopali.

Preglednica IV: Pogoji izvedenih poskusov sproscéanja
oznaka pogojev | serija tablet medij Stevilo paralelk
P1/HCI Pl 0,001 M HCI 3
P1/DMB P1 DMB 3
P2/HCI P2 0,001 M HCI 3
P2/DMB P2 DMB 3
D1/HCI D1 0,001 M HCI 6
D1/DMB D1 DMB 6
D2/HCI D2 0,001 M HCI 6
D2/DMB D2 DMB 6
D3/HCI D3 0,001 M HCI 3
D4/HCI D4 0,001 M HCI 3
D5/HCI D5 0,001 M HCI 3
D2/PVP1 D2 0,001 M HCI + 35 mg PVP! 3
D2/PVP2 D2 0,001 M HCI + 230 mg PVP! 3

Poskusi so se med seboj, z izjemo ¢asov vzorcenja in uporabe utezevalcev, razlikovali samo
po mediju in sestavi uporabljenih tablet (Preglednica IV). Hitrost mesanja je bila pri vseh
poskusih 100 obratov na minuto. Pri vseh pogojih sprosc¢anja izvirajo paralelke iz vsaj dveh

locenih poskusov sproscanja, Ki nista bila izvedena istega dne.

! Koncentracijo u€inkovine smo izracunali z uporabo umeritvene premice za 0,001 M HCI brez dodatka PVP.
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3.5.1 Priprava vzorcev na meritev absorbance v Kiveti

Pri testih sprosc¢anja s paracetamolom smo absorbanco v kiveti merili neposredno vzorcu.
Ce smo pri tem presegli obmogje linearnosti, Smo vzorec 5-krat red¢ili tako, da smo v &isto
centrifugirko odpipetirali 600 pL vzorca, dodali 2400 uL ¢istega medija in dobro premesali.

Nato smo meritev absorbance ponovili.

Pri testih spros¢anja z Na-DF smo takoj po avtomatskem vzoréenju iz vsake epruvete
odpipetirali 1 mL vzorca in ga prenesli v eno od centrifugirk z 2 mL 0,1 M NaOH, ki smo
jih pripravili pred zacetkom poskusa. Opisani nacin stabilizacije je bil v nasem laboratoriju
spoznan za najboljsega izmed sedmih nacinov stabilizacije prenasi¢ene raztopine Na-DF,
preizkuSenih v okviru predhodno izdelane magistrske naloge [18]. V kiveti smo torej merili
absorbanco stabiliziranih vzorcev. Ker smo s procesom stabilizacije vzorec tudi 3-krat
razredcili, nadaljnje red¢enje ni bilo potrebno. Meritve smo smatrali za sprejemljive, ¢e Asoo

ni presegala 0,01. V nasprotnem primeru smo meritev absorbance ponovili.

3.5.2 Izracun profilov spros¢anja
S pomocjo enacb umeritvenih premic smo izmerjene vrednosti absorbance najprej pretvorili

v koncentracije uc¢inkovine. Pri tem smo upostevali morebitno red¢enje vzorca.

Enacba 2: V posamezni ¢asovni to€ki smo maso ze spros¢ene ucinkovine izracunali tako, da
smo koncentracijo mnozili z volumnom medija. Pri tem smo upostevali, da se je ta po
vsakem vzoréenju zmanjsal za 3 mL. To velja tako za meritve s sondo, kot tudi za meritve v
kiveti, saj smo z obema metodama dolocali koncentracijo v istih posodah. Pristeli smo tudi
maso uc¢inkovine, ki smo jo z vzor€enjem do tedaj odstranili iz sistema.

-1

my=cp*(V, =V, xm—=1)+V,,* ) ¢ Enacba 2

l

3

Il
[y

Enacba 3: Delez sproscene uc¢inkovine smo dobili z deljenjem mase spros¢ene ucinkovine s

celokupno maso ucinkovine v tableti.

v v v v . m'fl
deleZ sproScene ucinkovine = * 100 % Enacba 3

Migp * Wy

16



Uporabljeni simboli:

Mp — masa sproscene ucinkovine ob n-tem vzorcenju

Cn — koncentracija uc¢inkovine v posodi ob n-tem vzorcenju
V; — zacetni volumen medija (0,9 L)

Vyz — volumen vzorc¢enja (0,003 L)

n — zaporedni odvzem vzorca

Mtab — Masa tablete

W,¢ — masni delez uc¢inkovine v tabletah

3.6 Vpliv motnosti na meritve s sondo

3.6.1 Vpliv delcev MCC na meritve s sondo

Pripravili smo dve osnovni raztopini Na-DF v FP, iz katerih smo z red¢enjem s FP pripravili
Sest raztopin z razli¢nimi koncentracijami Na-DF. V 250 mL ¢aso z notranjim premerom
priblizno 5,5 cm smo s polnilno pipeto prenesli 75 mL ene od raztopin, dodali magnet, dolg
4,9 cm, in caSo postavili na magnetno mesalo. Hitrost meSanja je bila tekom celotnega
poskusa 100 obratov na minuto. V ¢aSo smo S tremi zaporednimi dodatki vnesli najprej
priblizno 20 mg MCC, nato $e priblizno 20 mg MCC, za konec pa $e priblizno 40 mg MCC.
S sondo smo po vsakem od treh dodatkov MCC trikrat izmerili Az7s, Aaoo in Agoo. Posamezna
meritev pri vsaki valovni dolzini je trajala 2 sekundi. Kot slepo raztopino smo uporabili FP.
Postopek smo ponovili $e s preostalimi petimi raztopinami Na-DF. Da bi ovrednotili vpliv
Se vecje koli¢ine MCC, smo pripravili Se eno osnovno raztopino Na-DF v FP, iz katere smo
pripravili pet raztopin z razlicnimi koncentracijami. Poskuse smo izvedli na enak nacin kot
prej, le da smo MCC dodali samo enkrat, in sicer smo v ¢aso s 75 mL raztopine dodali
priblizno 250 mg MCC. Pri vsaki meritvi, ne glede na koli¢ino dodane MCC, smo od Az7e
odsteli Asoo in preverili prileganje tako dobljenih toc¢k (koncentracija Na-DF, korigirana
absorbanca) na umeritveno premico Na-DF v FP. Enako smo naredili z razlikami med Az7e

in Asoo.

Poleg tega smo v cisto ¢aSo prenesli novih 75 mL raztopine z najvisjo koncentracijo Na-DF
(izmed zgoraj omenjenih), dodali magnet in ¢aso postavili na magnetno mesalo. Hitrost
mesanja smo nastavili na 100 obratov na minuto. S sondo smo posneli absorpcijski spekter
raztopine v obmocju valovnih dolzin od 200 nm do 800 nm (s korakom 4 nm in hitrostjo
snemanja 480 nm/min). V ¢aso smo nato dodali priblizno 30 mg MCC in spekter posneli Se

enkrat.
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3.6.2 Vpliv delcev oborjenega diklofenaka na meritve s sondo

Vpliv nastajajocih delcev oborjenega diklofenaka na absorbanco smo spremljali v odvisnosti
od ¢asa. Uporabljali smo testne raztopine razli¢nih sestav (Preglednica V). Pripravljali smo
jih v 100 mL merilnih buckah, in sicer z raztapljanjem suhih snovi, katerih ustrezno koli¢ino

smo natehtali s pomocjo analitske tehnice, v deionizirani vodi.

Pred zacetkom poskusa se je vsa u¢inkovina nahajala v raztopljenem stanju. Obarjanje smo
sprozili tako, da smo v bucko dodali 100 uL 1 M HCI. Bu¢ko smo nato zaprli in dvakrat
obrnili na glavo ter vsebino nato ¢im prej prelili v ozko 250 mL c¢aSo, v kateri se je ze vrtel
magnet s hitrostjo 100 obratov na minuto. S sondo smo nato v razli¢nih ¢asovnih tockah
posneli absorpcijske spektre v obmoc¢ju valovnih dolzin od 200 nm do 800 nm (s korakom

2 nm in hitrostjo snemanja 800 nm/min).

Preglednica V: Sestava izhodnih testnih raztopin, uporabljenih v poskusih obarjanja diklofenaka (podpoglavji
3.6.2 in 3.7.2). Kot medij smo uporabili deionizirano vodo.

§t. ponovitev | §t. ponovitev
konc. konc. . . .
. . (vpliv na (dolo¢anje

oznaka Na-DF | vrsta polimera polimera .. . .

[mg/L] [mg/L] merjenje velikosti

g g absorbance) | delcev)
Dso 60 2
D200 3 3
D200/PVP1 1000 3 3
D200/PVP2 PVP 300 4 4
D200o/PVP3 200 30 3 3
D20o/HPC1 1000 3 2
HPC (SL FP

D20o/HPC2 € ) 300 3 2
D20o/HPC* HPC (SSL SFP) 1000 2 1
D20o/HPMC HPMC (Affinisol) | 1000 2 1

3.7 Dolocanje velikosti delcev

Zeleli smo pridobiti tudi podatke o velikosti delcev (MCC in oborjenega diklofenaka), saj je
lahko njihov vpliv na absorbanco bistveno odvisen od tega parametra [17]. To smo dosegli
z uporabo Mastersizerja — aparature za vrednotenje velikosti delcev z lasersko difrakcijo.
Ohranili smo prednastavljene vrednosti lomnih koli¢nikov: trdne snovi (1,596), trdne snovi
v vodi (0,100) in vode (1,330). Uporabljali smo le¢o z oznako 300RF in merili
(polidisperzno) porazdelitev velikosti delcev v obmocju 0,05-900 um. Mesalo v disperzni
celici aparature se je pri vseh poskusih vrtelo s hitrostjo 1200 obratov na minuto. Za meritve

ozadja smo uporabljali deionizirano vodo.
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3.7.1 Dolocanje velikost delcev MCC

V racunalniski program smo za gostoto delcev vnesli vrednost 1,6 g/mL. V disperzno celico
smo nalili 100 mL deionizirane vode in dodali 120 mg MCC. Na tak na¢in smo kasneje
pripravili $¢ dve enaki suspenziji. V vsaki od tako pripravljenih suspenzij smo porazdelitev

velikosti delcev izmerili v treh paralelkah. Skupaj smo tako opravili devet meritev.

3.7.2 Dolocanje velikost delcev oborjenega diklofenaka

Pripravljali smo enake raztopine kot v poskusih dolo¢anja vpliva delcev oborjenega
diklofenaka na meritve s sondo (Preglednica V). V racunalniski program smo za gostoto
delcev vnesli vrednost 1,4 g/mL. Proces obarjanja smo tudi pri izvedbi teh poskusov sprozili
z dodatkom 100 puL 1 M HCI v bucko, vsebino premesali z obracanjem in jo nato ¢im prej
prelili v disperzno celico aparature. Meritev porazdelitve velikosti delcev nismo izvajali v
vnaprej izbranih casovnih tockah, temve¢ smo gostoto meritev prilagajali dinamiki
procesov, ki so se odvijali v nasem sistemu. Ko so bile spremembe hitre, smo meritve izvajali
bolj pogosto, in obratno. Programska oprema namre¢ tekom celotnega poskusa prikazuje
priblizno porazdelitev velikosti delcev ter tako omogoca spremljanje trenutnega stanja. V
disperzno celico smo po vsakem poskusu nalili FP in pustili, da nekaj minut krozi po sistemu
ter tako raztopi ostanke diklofenaka. Pred naslednjim poskusom smo sistem dobro sprali z

deionizirano vodo.
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4 REZULTATI

4.1 Umeritvene premice

Preglednica VI vsebuje enatbe umeritvenih premic (A — absorbanca, ¢ — koncentracija
[mg/L]), pripadajoce vrednosti R? in koncentracijska obmod&ja, v katerih so se nahajale

meritve, ki smo jih uporabili.

Preglednica VI: Umeritvene premice s pripadajocimi podatki (A — absorbanca, ¢ — koncentracija [mg/L])

paracetamol
nae | medij enacba premice R? konc. obmocje
merjenja [mg/L]
. = A=00632%c + 00171 | 0,9995 | 0,94-40 52
(k":\sﬂ‘;g)' 0,001 M HCI A=00637%C+0,0138 | 09997 |1,01-2904
DMB A=00647%c + 00034 | 09999 | 0,50—28 47
o = A=00275%c + 00178 | 09995 | 0,94-70,91
'(Zosr'] d“a) 0,001 M HCI A=00283*c +00125 | 09998 | 1,01-7688
DMB A=00276%c + 00274 | 09996 | 1.01-72.24
Na-DF
nacm - medij enac¢ba premice R? konc. obmocje
merjenja [mg/L]
= A=00310%c + 00119 | 09990 | 1,13-92.8
Klasieni (:"(io_lz'v' HCIL0.IMNaOH |\ _ () 0315%c + 00076 | 0,0994 | 1,09-38,26
(kiveta) £
E)';",BZ' 0,1 M NaOH A=00316% + 00016 | 0,9999 | 0,97-37,91
o = A=00141%C + 00124 | 09998 | 11311943
'(Zosr'] d“a) 0,001 M HCI A=00134*c + 00060 | 00992 | 0,97—45,09
DMB A =00140%C + 0,0028 | 09999 | 1.17-51.25

4.2 Testi spros¢anja

Profili spros¢anja so predstavljeni v Preglednicah VII-XIX. Vsaka preglednica vsebuje
profile posameznih paralelk (¢rke a—f) pri dolo¢enih pogojih spros¢anja, njihovo povprecje
ter relativne standardne odklone (RSD) v posameznih ¢asovnih tockah. V zgornjem delu
vsake preglednice (nad krepko ¢rto) so podatki, pridobljeni z meritvami v Kiveti, v spodnjem
delu pa podatki, pridobljeni z meritvami s sondo. Pogoji poskusov so zajeti v Preglednici IV

v poglavju o metodah.
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Preglednica VII: Rezultati testov sprosc¢anja pri pogojih PLIHCI. Podani so delezi sproscene ucinkovine (paralelke,
povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod crto pa s sondo.

o it deleZ sproscene ucinkovine [%] _ RSD [%]
a b c povpredje

0 0 0 0 0

30 15,73 17,00 17,07 16,60 4,55
60 26,47 29,25 27,24 27,65 5,18
90 34,07 38,54 36,10 36,24 6,17
120 41,44 46,88 4451 44,27 6,16
180 54,37 60,26 58,66 57,76 5,28
240 69,13 71,49 70,66 70,43 1,70
0 0 0 0 0

30 16,22 17,31 17,31 16,95 3,71
60 26,28 30,57 28,98 28,61 7,58
90 35,21 40,33 37,65 37,73 6,79
120 42,61 48,23 45,56 45,46 6,18
180 55,64 61,35 59,73 58,91 5,00
240 65,66 71,92 70,52 69,37 4,74

Preglednica VIII: Rezultati testov sproscanja pri pogojih P1IDMB. Podani so delezi sprosScene ucinkovine
(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.
delez sproscene ucinkovine [%]

¢as [min] = RSD [%]
a b c povpredje

0 0 0 0 0

30 16,62 16,86 16,21 16,56 1,98
60 28,07 26,13 25,59 26,60 4,92
90 34,98 33,79 33,82 34,20 1,98
120 43,01 41,49 41,47 41,99 2,11
180 53,40 54,17 54,99 54,19 147
240 67,61 65,03 65,98 66,21 1,97
0 0] 0 0 0

30 17,25 17,24 16,39 16,96 2,93
60 27,86 27,19 26,37 27,14 2,76
90 36,58 35,35 35,04 35,66 2,28
120 44,78 43,09 42,62 43,50 2,62
180 58,20 55,81 55,95 56,66 2,37
240 68,97 67,06 66,41 67,48 1,97

Preglednica IX: Rezultati testov sproscanja pri pogojih P2IHCI. Podani so delezi spro$cene ucinkovine (paralelke,
povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

o el delez sproscene ucinkovine [%] _ RSD [%]
a b c povprecje

0 0] 0 0 0

30 19,64 19,17 18,38 19,06 3,32
60 33,19 30,53 29,74 31,15 5,81
90 42,58 40,86 39,43 40,96 3,86
120 52,16 50,94 49,01 50,70 3,13
180 67,67 67,24 67,99 67,63 0,56
240 85,37 80,96 76,48 80,94 5,49
0 0 0 0 0

30 20,29 19,42 18,83 19,52 3,75
60 32,99 31,50 30,77 31,75 3,56
90 43,45 41,57 41,10 42,04 2,96
120 52,71 51,77 50,02 51,50 2,65
180 67,96 67,07 64,82 66,62 2,43
240 77,52 76,86 74,97 76,45 1,73
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Preglednica X: Rezultati testov sproscéanja pri pogojih P2IDMB. Podani so delezi sproscene ucinkovine (paralelke,

povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

¢as [min] delez sproscene ucinkovine [%] _ RSD [%]
a b c povpredje

0 0 0 0 0

30 23,13 23,07 21,10 22,43 5,16
60 36,76 37,75 33,52 36,01 6,14
90 48,63 50,05 43,69 47,46 7,03
120 57,80 60,28 53,54 57,21 5,96
180 73,08 75,89 68,44 72,47 519
240 86,78 84,60 80,38 83,92 3,88
0 0 0 0 0

30 24,07 23,72 22,05 23,28 4,65
60 38,06 38,77 35,00 37,28 5,37
90 50,11 51,50 45,71 49,11 6,15
120 59,48 60,67 55,46 58,54 4,66
180 71,21 71,88 70,09 71,06 1,28
240 77,11 77,52 80,12 78,25 2,09

Preglednica Xl Rezultati testov sproscéanja pri pogojih D1IHCI. Podani so deleZi spro§cene ucinkovine (paralelke,
povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

cas_ delez sproséene ucinkovine [%] RSD [%]
[min] a b c d e f povp.

0 0 0 0 0 0 0 0

5 35,30 46,79 37,26 42,94 42,86 51,62 42,80 14,04
10 69,92 75,38 68,13 73,31 75,06 75,76 72,93 4,37
15 74,42 76,40 77,66 75,02 77,45 78,34 76,55 2,04
20 72,59 73,34 77,49 74,16 75,92 77,14 75,11 2,71
30 51,40 49,62 51,42 54,29 59,47 52,39 53,10 6,54
40 22,70 19,72 18,98 21,79 25,51 21,60 21,72 10,66
60 12,83 12,15 10,57 11,33 14,73 12,62 12,37 11,55
120 11,68 9,46 8,93 9,31 10,70 10,08 10,03 10,20
180 10,87 8,79 8,27 8,31 10,37 9,58 9,36 11,64
240 9,89 9,13 8,11 7,97 10,70 9,07 9,15 11,39
0 0] 0 0 0 0 0 0

5 56,29 75,43 61,59 63,66 64,16 76,09 66,20 11,95
10 110,15 113,08 106,33 106,14 108,93 111,84 109,41 2,59
15 112,93 112,43 119,42 106,87 109,54 114,85 112,67 3,85
20 113,42 113,46 117,24 107,46 110,10 112,57 112,37 2,96
30 72,82 71,74 73,39 78,96 88,20 76,11 76,87 7,98
40 36,12 38,75 38,05 34,98 39,48 36,22 37,26 4,70
60 24,71 28,67 28,94 23,32 25,71 27,53 26,48 8,56
120 26,96 30,67 33,89 22,08 24,39 26,59 27,43 15,55
180 24,35 21,57 24,76 18,99 20,74 18,39 21,47 12,38
240 22,27 22,51 24,59 17,13 20,35 29,29 22,69 18,03
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Preglednica Xll: Rezultati testov sproscanja pri pogojih D1IIDMB. Podani so delezi sproscene ucinkovine

(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod crto pa s sondo.

cas_ delez sproscene ucinkovine [%] RSD [%6]
[min] a b c d e f povp.

0 0 0 0 0 0 0 0

5 47,34 40,42 40,33 37,16 47,48 35,68 41,40 12,08
10 81,99 84,54 76,93 81,08 85,18 83,28 82,17 3,63
15 85,48 87,92 88,14 83,45 87,05 85,96 86,33 2,04
20 86,07 89,44 89,31 82,95 85,86 84,63 86,38 2,98
30 82,52 86,25 86,82 71,03 76,91 77,80 80,22 7,61
40 71,41 77,04 77,54 46,43 51,84 54,73 63,17 21,78
60 39,02 43,67 42,71 23,75 24,83 24,80 33,13 29,07
120 15,10 14,74 15,56 13,95 15,47 14,74 14,93 3,97
180 11,93 12,25 11,79 13,04 14,19 12,31 12,59 7,12
240 10,93 11,92 12,94 12,30 12,81 12,12 12,17 5,93
0 0 0 0 0 0 0 0

5 64,01 55,11 54,25 51,66 64,08 51,78 56,81 10,14
10 98,13 100,11 94,67 98,57 104,31 101,00 99,47 3,24
15 102,63 102,09 103,06 98,83 101,76 101,95 101,72 1,47
20 101,10 103,49 105,24 100,65 102,95 103,83 102,88 1,68
30 97,09 101,42 102,81 86,16 90,38 96,04 95,65 6,69
40 85,16 90,10 91,96 54,24 61,42 68,72 75,27 21,20
60 50,07 53,23 52,38 28,94 31,07 32,11 41,30 28,32
120 21,20 20,64 22,36 23,95 24,32 23,01 22,58 6,50
180 20,63 25,03 22,11 20,39 22,22 22,43 22,13 7,51
240 17,53 21,46 21,57 22,24 22,71 23,83 21,56 10,00

Preglednica XIl1: Rezultati testov sprosc¢anja pri pogojih D2/HCI. Podani so delezi sproScene ucinkovine (paralelke,

povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod crto pa s sondo.

cas_ delez sproscéene ucinkovine [%] RSD [%]
[min] a b c d e f povp.

0 0 0 0 0 0 0 0

5 35,14 34,58 35,04 34,87 33,06 34,32 34,50 2,23
10 55,51 56,44 55,48 55,62 56,62 54,57 55,71 1,33
15 65,92 68,43 66,17 64,77 67,43 66,76 66,58 1,91
20 72,50 75,33 74,99 71,86 75,84 74,65 74,20 2,19
30 65,94 76,17 71,84 67,82 73,16 70,56 70,91 5,20
40 29,33 42,07 33,82 32,84 39,72 32,23 35,00 13,89
60 13,85 15,91 14,54 16,04 15,56 14,18 15,01 6,26
120 10,45 10,76 10,27 10,21 10,91 10,46 10,51 2,60
180 9,48 9,77 9,13 8,72 10,24 9,33 9,44 5,58
240 8,02 8,78 8,15 8,22 9,58 8,36 8,52 6,84
0 0 0 0 0 0 0 0

5 49,23 50,00 50,61 52,82 50,26 50,38 50,55 2,39
10 77,85 78,49 77,69 75,43 78,71 77,74 77,65 1,50
15 94,78 96,86 99,26 91,30 99,45 97,85 96,58 3,22
20 103,66 109,32 113,03 106,70 111,68 113,75 109,69 3,58
30 96,58 111,81 107,42 101,39 108,17 106,69 105,34 5,17
40 44,93 64,03 55,59 49,48 62,48 54,45 55,16 13,32
60 33,14 33,25 31,56 24,93 31,34 37,77 32,00 13,02
120 19,10 18,29 24,68 19,37 27,23 27,44 22,68 18,75
180 22,53 21,48 22,38 20,56 27,06 26,85 23,48 11,86
240 19,83 19,02 20,80 22,00 27,65 34,61 23,99 25,18
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Preglednica XIV: Rezultati testov sproScanja pri pogojih D2IDMB. Podani so delezi sproscene ucinkovine
(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod crto pa s sondo.

cas_ delez sproscene ucinkovine [%] RSD [%6]
[min] a b c d e f povp.

0 0 0 0 0 0 0 0

5 33,90 29,15 28,65 31,24 33,08 35,88 31,98 8,82
10 58,85 49,24 49,00 51,47 53,52 60,66 53,78 9,17
15 75,87 65,48 64,09 66,54 68,10 77,13 69,53 8,00
20 84,12 76,28 77,35 76,01 78,17 85,83 79,63 5,33
30 85,44 85,57 83,47 82,20 86,06 86,81 84,92 2,04
40 83,80 84,27 83,31 74,57 84,75 78,00 81,45 5,12
60 64,69 77,63 76,59 37,88 45,86 40,96 57,27 31,38
120 20,90 27,93 21,24 21,13 17,69 18,30 21,20 17,16
180 12,63 13,14 12,81 15,18 13,96 14,59 13,72 7,51
240 11,66 11,70 11,07 12,78 11,70 10,57 11,58 6,43
0 0 0 0 0 0 0 0

5 43,62 39,97 40,54 38,81 40,42 45,85 41,53 6,38
10 73,35 63,75 64,87 59,62 61,00 71,10 65,61 8,38
15 90,97 81,31 81,11 76,42 77,02 87,94 82,46 7,11
20 100,88 94,31 94,17 88,04 88,55 99,98 94,32 5,76
30 101,60 103,24 104,01 102,33 103,07 106,08 103,39 1,50
40 101,07 103,20 103,87 95,40 100,26 99,02 100,47 3,06
60 87,03 102,20 103,38 46,34 58,10 51,33 74,73 34,67
120 28,58 37,52 35,03 28,62 27,68 27,75 30,86 13,87
180 19,86 25,41 24,17 24,55 22,76 21,89 23,10 8,80
240 19,51 21,36 21,17 20,46 20,48 19,02 20,33 4,50

Preglednica XV: Rezultati testov sprosc¢anja pri pogojih D3/HCI. Podani so delezi sproscene ucinkovine (paralelke,
povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

tas [min] delez sproscéene ucinkovine [%] _ RSD [%]
D3/HCl/a D3/HCl/b D3/HCl/c povprecje
0 0 0 0 0
5 15,73 15,30 17,50 16,18 7,22
10 29,44 28,06 31,40 29,64 5,66
15 42,94 39,24 42,65 41,61 4,95
20 50,10 47,80 50,94 49,61 3,27
30 47,55 44,22 51,28 47,68 7,41
40 37,91 28,90 38,77 35,19 15,53
60 31,33 20,42 27,50 26,42 20,95
120 28,98 17,04 24,43 23,48 25,66
180 27,98 18,73 2511 23,94 19,78
240 28,81 20,24 26,29 25,11 17,55
0 0] 0 0 0
5 21,04 20,42 24,87 22,11 10,90
10 40,73 35,84 42,77 39,78 8,95
15 53,20 49,29 57,06 53,18 7,31
20 65,51 61,41 67,36 64,76 471
30 35,59 58,95 74,28 56,27 34,62
40 25,39 34,61 31,84 30,61 15,45
60 18,63 20,39 21,01 20,01 6,17
120 15,84 16,92 16,13 16,30 3,45
180 14,91 15,66 17,42 15,99 8,05
240 15,17 15,18 16,50 15,62 4,90
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Preglednica XVI: Rezultati testov sprosScanja pri pogojih D4IHCI. Podani so delezi spro§cene ucinkovine (paralelke,

povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

. . delez sproscene ucinkovine [%]

€as [min] D4/HCl/a D4/HCl/b D4/HClic povpregje RSD [%4]
0 0 0 0 0

5 21,39 21,61 19,90 20,97 4,44
10 38,87 38,10 35,71 37,56 4,38
15 52,19 52,65 44,79 49,88 8,84
20 50,49 56,92 37,79 48,40 20,11
30 34,03 37,53 27,41 32,99 15,58
40 22,71 25,84 20,80 23,12 11,01
60 17,65 20,44 18,43 18,84 7,63
120 16,64 20,27 18,27 18,39 9,87
180 16,64 21,11 21,12 19,62 13,15
240 15,14 22,11 21,29 19,51 19,51
0 0 0 0 0

5 29,48 29,10 28,78 29,12 1,19
10 52,53 50,45 49,38 50,79 3,16
15 68,30 68,65 61,97 66,31 5,67
20 74,87 80,62 50,01 68,50 23,75
30 28,72 32,43 27,25 29,47 9,05
40 22,80 23,83 20,95 22,53 6,49
60 18,43 18,06 17,10 17,86 3,86
120 16,08 16,26 15,33 15,89 3,10
180 15,08 15,15 15,14 15,13 0,27
240 15,08 14,75 15,13 14,99 1,39

Preglednica XVII:

(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod ¢rto pa s sondo.

Rezultati testov sproscéanja pri pogojih D5/HCI. Podani so delezi sproscene ucinkovine

. . delez sproscéene ucinkovine [%]

€as [min] D5/HCl/a D5/HCI/b D5/HCI/c povpregje RSD [%]
0 0 0 0 0

5 27,26 21,59 20,76 23,20 15,25
10 39,25 32,06 31,41 34,24 12,71
15 49,99 43,69 40,66 44,78 10,63
20 58,44 52,56 47,99 53,00 9,88
30 66,70 64,28 54,80 61,92 10,16
40 64,30 70,38 52,42 62,37 14,64
60 42,43 59,75 33,17 4511 29,91
120 22,34 24,26 22,56 23,06 4,56
180 19,80 21,41 20,38 20,53 3,98
240 18,45 21,08 19,04 19,52 7,07
0 0 0 0 0

5 36,81 28,27 30,30 31,79 14,04
10 55,20 43,52 44,85 47,86 13,36
15 69,30 58,32 58,69 62,10 10,04
20 82,16 72,34 70,66 75,05 8,28
30 96,42 89,42 78,53 88,12 10,23
40 101,85 101,91 61,50 88,42 26,36
60 57,12 74,36 37,39 56,29 32,87
120 25,31 26,20 25,57 25,69 1,79
180 22,23 22,75 24,17 23,05 4,37
240 21,72 21,65 23,61 22,33 4,98
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Preglednica XVIII: Rezultati testov sprosc¢anja pri pogojih D2IPVPL. Podani so deleZi sproscene ucinkovine
(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod c¢rto pa s sondo.

. . delez sproscene ucinkovine [%]

€as [min] D2/PVPl/a | D2/PVPL/b | D2/PVPlc | povpregje RSD [%4]
0 0 0 0 0

5 35,11 33,21 32,42 33,58 4,12
10 54,76 54,95 52,10 53,94 2,95
15 66,81 68,76 63,94 66,50 3,65
20 74,82 77,60 67,82 73,41 6,87
30 68,33 72,86 40,94 60,71 28,45
20 28,41 34,87 16,16 26,48 35,88
60 12,56 14,00 9,49 12,02 19,18
120 9,43 10,65 6,99 9,02 20,61
180 9,10 10,48 6,66 875 22,12
240 7.79 9,31 6,47 7.86 18,08
0 0 0 0 0

5 4721 46,63 49,60 47,81 3,30
10 73,26 75,47 78,42 75,72 3,41
15 90,39 94,30 101,07 95,25 5,67
20 102,44 106,89 102,35 103,89 250
30 95,97 101,07 70,01 89,32 18,07
40 47,34 54,57 37,20 46,37 18,82
60 24,26 25,46 25,30 25,01 261
120 17,48 17,15 21,77 18,80 13,72
180 19,07 18,15 19,43 18,88 3,51
240 16,80 16,96 18,27 17,34 4,64

Preglednica XIX: Rezultati testov sproscanja pri pogojih D2IPVP2. Podani so delezi sproscene ucinkovine
(paralelke, povprecje) in RSD. Podatki nad krepko crto so bili pridobljeni z meritvami v kiveti, pod c¢rto pa s sondo.

delez sproscéene ucinkovine [%]

€as [min] D2/PVP2/a | D2/PVP2/b | D2/PVP2Ic | povpretje RSD [%]
0 0 0 0 0

5 35,41 36,62 37,61 36,55 3,01
10 55,81 56,27 57,25 56,44 1,31
15 67,90 65,90 69,07 67,62 237
20 73,43 74,31 74,95 74,23 1,03
30 44,56 64,08 54,34 54,33 17,96
40 19,45 24,13 22,93 22,17 10,96
60 11,66 10,97 13,78 12,14 12,04
120 9,35 8,65 10,29 9,43 8,76
180 8,86 831 8.80 8,66 3,49
240 7,68 7,63 7,98 7,76 2,46
0 0 0 0 0

5 57,59 55,17 60,21 57,66 4,37
10 83,31 81,53 83,32 82,72 125
15 106,15 104,27 102,59 104,34 1,71
20 106,61 109,34 111,75 109,23 2,35
30 75,33 98,21 85,75 86,43 13,25
40 41,19 49,00 41,49 43,89 10,08
60 28,71 27,33 23,76 26,60 9,61
120 24,69 20,99 17,64 21,10 16,71
180 22,77 19,11 16,81 19,56 15,36
240 20,94 19,16 16,41 18,84 12,13
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4.3 Vpliv motnosti na meritve s sondo

4.3.1 Vpliv delcev MCC na meritve s sondo

Preglednica XX vsebuje vrednosti Az7s, A4co In Aesoo, izmerjene v raztopinah Na-DF v FP po
dodatku razli¢nih koli¢in MCC, kot smo opisali v podpoglavju 3.6.1. Dodane so tudi
izraCunane razlike med Azze in Asoo ter med Azze in Asoo. Na Sliki 6 so predstavljeni rezultati

snemanja absorpcijskih spektrov, opisanega v istem podpoglavju.

Preglednica XX: Izmerjene in korigirane absorbance raztopin Na-DF v FP (V = 75 mL) z dodanim MCC

E%I:]ge: J[[I;T?S;JG l;oél;gn[ilnlgcc Aars | Aso | Asoo | Azze — Ado Aar6 — Asoo
0,105 0,031 0,029 0,074 0,076
~ 20 0,106 0,031 0,030 0,075 0,076
0,107 0,033 0,031 0,074 0,076
0,117 0,043 0,044 0,074 0,073
5,13 ~40 0,118 0,045 0,049 0,073 0,069
0,126 0,052 0,055 0,074 0,071
0,163 0,089 0,096 0,075 0,068
~ 80 0,169 0,095 0,097 0,074 0,072
0,164 0,098 0,098 0,066 0,066
0,211 0,035 0,037 0,175 0,173
~ 20 0,214 0,040 0,041 0,174 0,173
0,214 0,043 0,040 0,171 0,174
0,231 0,060 0,059 0,172 0,172
11,76 ~40 0,240 0,066 0,066 0,174 0,173
0,245 0,072 0,072 0,173 0,173
0,272 0,095 0,099 0,177 0,174
~ 80 0,281 0,111 0,112 0,170 0,169
0,289 0,113 0,117 0,176 0,172
0,424 0,199 0,210 0,225 0,214
15,74 ~ 250 0,443 0,223 0,231 0,220 0,212
0,479 0,240 0,252 0,239 0,227
0,391 0,045 0,044 0,346 0,348
~ 20 0,382 0,038 0,040 0,344 0,343
0,386 0,042 0,041 0,344 0,344
0,395 0,048 0,051 0,347 0,344
23,52 ~40 0,408 0,065 0,066 0,343 0,342
0,416 0,070 0,071 0,346 0,345
0,444 0,103 0,101 0,341 0,342
~ 80 0,451 0,111 0,115 0,340 0,336
0,462 0,116 0,122 0,346 0,340
0,480 0,037 0,037 0,443 0,443
~ 20 0,481 0,036 0,039 0,445 0,442
0,483 0,036 0,038 0,447 0,445
0,498 0,055 0,056 0,443 0,442
30,78 ~40 0,504 0,061 0,062 0,443 0,442
0,505 0,062 0,065 0,443 0,439
0,533 0,088 0,094 0,446 0,439
~ 80 0,537 0,100 0,102 0,437 0,435
0,547 0,112 0,108 0,435 0,439
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0,617 0,046 0,046 0,571 0,572
~20 0,619 0,051 0,050 0,568 0,569
0,620 0,048 0,049 0,573 0,572
0,623 0,052 0,052 0,571 0,570
39,20 ~40 0,624 0,057 0,055 0,567 0,569
0,628 0,057 0,061 0,571 0,566
0,706 0,141 0,146 0,565 0,560
~ 80 0,709 0,143 0,150 0,567 0,559
0,709 0,140 0,148 0,569 0,561
0,874 0,205 0,211 0,669 0,663
47,21 ~ 250 0,884 0,221 0,219 0,663 0,665
0,907 0,225 0,247 0,683 0,660
0,772 0,034 0,036 0,738 0,736
~20 0,773 0,034 0,035 0,739 0,738
0,774 0,038 0,037 0,736 0,737
0,786 0,052 0,052 0,735 0,734
51,30 ~ 40 0,787 0,049 0,053 0,738 0,734
0,786 0,047 0,047 0,739 0,739
0,821 0,090 0,097 0,731 0,725
~ 80 0,822 0,090 0,094 0,732 0,729
0,831 0,098 0,098 0,733 0,733
1,314 0,221 0,221 1,094 1,094
78,68 ~ 250 1,333 0,238 0,241 1,095 1,092
1,350 0,235 0,248 1,114 1,102
1,473 0,232 0,237 1,240 1,236
89,17 ~ 250 1,491 0,235 0,239 1,257 1,253
1,503 0,247 0,260 1,256 1,244
1,680 0,237 0,246 1,443 1,434
104,90 ~ 250 1,689 0,248 0,262 1,442 1,427
1,704 0,276 0,283 1,428 1,421
2.5
2.0 H
|
1.5 ——
<
Na-DF
1.0
\ \ Na-DF in MCC
0.5
0.0 \
200 300 400 500 600 700 800
valovna dolZina [nm]

Slika 6: Absorpcijski spekter raztopine Na-DF v FP s koncentracijo 104,90 mg/L (ena paralelka) in
absorpcijski spekter iste raztopine po dodatku priblizno 30 mg MCC (ena paralelka)
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4.3.2 Vpliv delcev oborjenega diklofenaka na meritve s sondo
Sledijo rezultati snemanja absorpcijskih spektrov, opisanega v podpoglavju 3.6.2, s katerim
smo hoteli preuciti vpliv nastajajocih delcev oborjenega diklofenaka na meritve s sondo.

Zaradi preglednosti grafov nismo prikazali absorpcijskih spektrov v vseh ¢asovnih toc¢kah.
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. \V o
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0.00
200 300 400 500 600 700 800

valovna dolZina [nm]

Slika 7: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine Deo (prva ponovitev)
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e min
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0,00
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Slika 8: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine Deo (druga ponovitev)
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Slika 9: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D2oo (prva ponovitev)
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Slika 10: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine Dzoo (druga ponovitev)
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Slika 11: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine Dzoo (tretja ponovitev)
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Slika 12: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/PVP1 (prva ponovitev)
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Slika 13: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/PVP1 (druga ponovitev)
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Slika 14: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP1 (tretja ponovitev)
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Slika 15: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200o/PVP2 (prva ponovitev)
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Slika 16: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP2 (druga ponovitev)
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Slika 17: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP2 (tretja ponovitev)
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Slika 18: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP2 (Cetrta ponovitev)
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Slika 19: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/PVP3 (prva ponovitev)
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Slika 20: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/PVP3 (druga ponovitev)
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Slika 21: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP3 (tretja ponovitev)
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Slika 22: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC1 (prva ponovitev)
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Slika 23: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/HPC1 (druga ponovitev)
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Slika 24: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC1 (tretja ponovitev)
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Slika 25: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC2 (prva ponovitev)
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Slika 26: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/HPC2 (druga ponovitev)
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Slika 27: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC2 (tretja ponovitev)
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Slika 28: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D2oo/HPC* (prva ponovitev)
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Slika 29: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC* (druga ponovitev)
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Slika 30: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPMC (prva ponovitev)

3,00
2,50 1,5 min
2.00 .

’ s 1 () Min

< 1.50 .

15 min
1.00
1 min
0.50 [—
oo L —————— —— 26 min
200 300 400 500 600 700 800 32 min

valovna dolZina [nm]

Slika 31: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPMC (druga ponovitev)
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4.4 Dolocanje velikost delcev

4.4.1 Dolocanje velikost delcev MCC
V Preglednici XXI so podani rezultati vseh devetih meritev velikosti delcev MCC z lasersko
difrakcijo. Volumski delez v posamezni celici se nanasa na velikostno frakcijo delcev,

omejeno z velikostma, navedenima v levem stolpcu.

Preglednica XXI: Meritve velikost delcev MCC z lasersko difrakcijo (po 3 paralelke za vsako suspenzijo)

velikost delcev | volumski delez velikostne frakcije [%]

[em] prva suspenzija druga suspenzija tretja suspenzija
0,05-0,06 000 [000 |0O00 |000 |000 |000 [000 |[000 |0,00
0,06-0,07 000 [000 |0O00 |000 |000 |000 [000 |000 |0,00
0,07-0,08 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
0,08-0,09 001 001 |O01 |O001 001 |001 [001 |001 |0,01
0,09-0,11 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
0,11-0,13 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,03
0,13-0,15 005 |[005 |005 |004 |005 |004 [004 |004 |0,04
0,15-0,17 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,06 0,07 0,06 0,07
0,17-0,20 012 |o012 |012 |040 |O211 |0,09 |00 [009 |[0,0
0,20-0,23 0,16 0,17 0,16 0,15 0,16 0,14 0,15 0,14 0,15
0,23-0,27 0,21 0,22 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
0,27-0,31 0,24 0,24 0,24 0,23 0,23 0,23 0,23 0,24 0,24
0,31-0,36 0,23 0,24 0,24 0,22 0,22 0,23 0,23 0,23 0,23
0,36-0,42 021 021 |021 |020 019 [020 [0,20 [0,20 [0,20
0,42-0,49 0,18 0,18 0,18 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
0,49-0,58 0,15 0,15 0,15 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
0,58-0,67 0,11 0,11 0,11 0,11 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11
0,67-0,78 0,09 0,09 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
0,78-0,91 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
0,91-1,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
1,06-1,24 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1,24-1,44 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1,44-1,68 0,05 0,05 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05
1,68-1,95 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
1,95-2,28 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
2,28-2,65 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
2,65-3,09 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
3,09-3,60 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
3,60-4,19 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
4,19-4,88 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
4,88-5,69 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
5,69-6,63 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08
6,63-7,72 0,12 0,12 0,12 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12
7,72-9,00 0,17 0,18 0,18 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,17
9,00-10,48 0,24 0,24 0,25 0,23 0,22 0,22 0,23 0,23 0,24
10,48-12,.21 0,33 0,33 0,33 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,32
12,21-14,22 0,43 0,43 0,43 0,41 0,40 0,40 0,41 0,42 0,42
14,22-16,57 0,54 0,55 0,55 0,52 0,52 0,51 0,53 0,53 0,54
16,57-19,31 0,68 0,69 0,69 0,65 0,64 0,63 0,66 0,66 0,66
19,31-22,49 0,84 0,85 0,85 0,79 0,79 0,76 0,80 0,80 0,81
22,49-26,20 1,05 1,06 1,06 0,96 0,96 0,93 0,98 0,98 0,98
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26,20-30,53 1,33 1,34 1,34 1,18 1,18 1,14 1,22 1,21 1,21

30,53-35,56 1,70 1,71 1,71 1,48 1,49 1,44 1,53 1,52 1,53
35,56-41,43 2,21 2,22 2,22 1,92 191 1,86 1,97 1,96 1,97
41,43-48,27 2,87 2,89 2,88 2,52 2,50 2,44 2,58 2,56 2,58
48,27-56,23 3,70 3,74 3,72 3,32 3,27 3,22 3,38 3,36 3,38
56,23-65,51 4,70 4,76 4,71 4,33 4,23 4,20 4,37 4,36 4,38
65,51-76,32 5,80 5,88 5,82 5,50 5,34 5,34 5,53 5,52 5,54
76,32-88,91 6,94 7,06 6,96 6,77 6,55 6,58 6,78 6,79 6,79

88,91-103,58 8,06 8,20 8,08 8,04 7,76 7,84 8,02 8,05 8,02
103,58-120,67 9,09 9,24 9,11 9,16 8,84 8,98 9,12 9,18 9,10
120,67-140,58 9,97 10,13 | 10,00 | 9,98 9,69 9,87 9,92 10,01 | 9,88
140,58-163,77 9,76 9,86 9,77 10,47 |10,28 | 10,47 | 10,40 | 10,50 | 10,36
163,77-190,80 8,82 8,83 8,82 9,53 9,55 9,70 9,48 9,52 9,43
190,80-222,28 7,30 7,20 7,26 7,89 8,11 8,18 7,83 7,82 7,80
222,28-258,95 5,45 5,24 5,39 5,85 6,24 6,23 5,80 5,76 5,79
258,95-301,68 3,60 3,29 3,52 3,81 4,21 4,13 3,76 3,70 3,78
301,68-351,46 1,75 1,34 1,64 1,77 2,19 2,04 1,72 1,64 1,77
351,46-409,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00
409,45-477,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
477,01-555,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
555,71-647,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
647,41-754,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
754,23-878,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

4.4.2 Dolocanje velikost delcev oborjenega diklofenaka

V vseh poskusih z raztopinami samega Na-DF in raztopinami kombinacije Na-DF in PVP
je bila porazdelitev velikosti delcev bimodalna. Primer je podan na Sliki 32, ki prikazuje
volumske deleze delcev vseh izmerjenih velikosti v razlicnih Casovnih tockah. Ker
porazdelitev tudi v ostalih primerih ni bila bistveno drugacna, smo se odlocili rezultate
podati v obliki volumskih delezev dveh frakcij: manjsih delcev (<1,7 um) in vecjih delcev
(>1,7 um). Rezultati so podani v Preglednicah XXII-XXV.

Preglednica XXII: Volumska deleza manjsih delcev (<1,7 um) in vecjih delcev (>1,7 um) med obarjanjem
diklofenaka iz raztopine D2oo

raztopina D2oo

t [min] 05 |1 15 |2 25 |3 4 6 8 10 |15 |20
prva deleimﬁmglh 86,4 | 728 [ 39,198 |94 |91 |95 |115| 127|133 | 137 | 142
ponovitev delcev[@]

delez vecjih | 134 | 575 | 60,9 | 90,2 | 90,6 | 909 | 905 | 88,5 | 87.3 | 86,7 | 863 | 858

delcev [%]

t [min] 05 |1 15 |2 25 |3 4 6 8 10 |15
druga delez manjsih | 100 | 935 | 72,7 | 253 |01 |02 |02 |02 |02 |02 |02
ponovitev delcev [%]

delez vecjih | 00 |65 | 273|747 |999 | 998 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,8

delcev [%]

t [min] 0,67 |1 15 |2 25 |3 5 10 |15
tretja delez manjsih | 903 | 82,8 | 59,7 | 26,9 | 9.8 |87 |87 | 109 | 111
ponovitev delcev [%]

delez vecjih | 97 | 172 | 403 | 731 | 90,2 | 91,3 | 91,3 | 89,1 | 88,9

delcev [%]
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Slika 32: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D2oo/PVP2

Preglednica XXIII: Volumska deleza manjsih delcev (<1,7 pm) in vecjih delcev (>1,7 um) med obarjanjem

diklofenaka iz raztopine D2oo/PVP1

raztopina D2oo/PVP1

t [min] 0672 |5 |10 [20 |25 [275[30 [325|375]50 |60
prva delezmanjSih | g5 | 04 |76 | 100|226 | 331|413 | 460 | 452 | 441 | 464 | 478
ponovitev delcev [/o]

delez veCjih | gq7 | 996 | 92,4 | 90,0 | 77,4 | 66,9 | 587 | 54,0 | 54,8 | 559 | 536 | 522

delcev [%]

t [min] 05 [2 |4 |9 |16 |24 |275[32 |35 |40 |45 |50
druga delezmanjsih | 77 | 127 | 141 | 159 | 183 | 252 | 294 | 42,2 | 62,1 | 67,7 | 706 | 71,8
ponovitev delcev [%]

delez vecjih | 923 | 87,3 | 859 | 84,1 | 81,7 | 74,8 | 70,6 | 57,8 | 37,9 | 323 | 29,4 | 28,2

delcev [%]

t [min] 05 [25 |75 [15 |20 |22 |24 [27 |30 |35 |42 |50
tretja delezmanjsih | 03 |09 |89 |139 |193 | 224 | 27,3 | 344 | 431 | 520 | 51,3 | 48,2
ponovitev delcev [%]

delez vecjih | 997 | 99,1 | 91,1 | 86,1 | 80,7 | 77,6 | 72,7 | 65,6 | 56,9 | 48,0 | 48,7 | 51,8

delcev [%]

Preglednica XXIV: Volumska deleza manjsih delcev (<1,7 um)

diklofenaka iz raztopine D2oo/PVP2

in vecjih delcev (>1,7 um) med obarjanjem

raztopina D2oo/PVP2

t [min] 05 |1 |2 |3 |5 |10 [15 [20 |30 [35 |40 |50
prva delez manjsih | o4 | g7 | 120|131 | 154 | 17,7 | 21,2 | 27,4 | 686 | 719 | 738 | 76,5
. : :
ponovitev delcev[/gj
delez ve¢jih | 999 | 913|880 | 869 | 84,6 | 823 | 788 | 72,6 | 31,4 | 28,1 | 262 | 23,5
delcev [%]
t [min] 05 |15 |4 |9 |16 |23 [265]30 |35 |40
druga delez manjsih | 136 | 250 | 32,3 | 339 | 34,3 | 41,2 | 44,3 | 524 | 69,7 | 72,2
ponovitev delcev [%]
delez vecjih | gg4 | 750 | 67,7 | 66,1 | 65,7 | 58,8 | 55,7 | 47,6 | 30,3 | 27,8
delcev [%]
t [min] 05 |2 |5 |10 [20 |25 [31 |385]48
tretja delez manjSih | 150 | 261 | 30,1 | 32,2 | 33,0 | 349 | 37,3 | 455 | 42,4
ponovitev delcev [%]
delez vecjih | g50 | 739 | 69,9 | 67,8 | 67,0 | 65,1 | 62,7 | 545 | 57,6
delcev [%]
t [min] 05 |2 |4 |8 |15 |20 [233]267 |30 [35 |45 |50
Setrta delez manjsih | 179 | 192 | 22,7 | 243 | 25,7 | 28,1 | 32,0 | 37,2 | 495 | 54,2 | 57,2 | 58,0
ponovitev delcev [%]
delez vecjih | gg1 | 80,8 | 77,3 | 757 | 74,3 | 71,9 | 68,0 | 62,8 | 50,5 | 458 | 42,8 | 42,0
delcev [%]
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Preglednica XXV: Volumska deleza manjsih delcev (<1,7 um) in vecjih delcev (>1,7 um) med obarjanjem
diklofenaka iz raztopine D2oo/PVP3

raztopina D200/PVP3

t [min] 05 [15 [3 |4 a5 |5 |6 [7 |9 |12
prva delez manjsih | 59 |87 | 246 | 377|348 |308 (293|301 301|301
ponovitev delcev [%]

delez vecjih | 941 | 91,3 | 75,4 | 62,3 | 652 | 69,2 | 70,7 | 69,9 | 69,9 | 69,9
delcev [%]

t [min] 05 (15 | 1752 3 5 9 13 20

druga delez manjsih | 328 | 434 | 40,0 | 39,1 | 37,7 | 36,5 | 38,7 | 42,3 | 45,0
delcev [%]

ponovitev — L

delez vecjih | 672 | 566 | 60,0 | 60,9 | 62,3 | 635 | 61,3 | 57,7 | 55,0

delcev [%]

t [min] 05 |15 |2 |25 |35 |5 |10 |15 [20 [30 |40 |60
tretja delez manjsih | 321 | 403 | 38,2 | 37,6 | 37,7 | 37,9 | 40,6 | 455 | 47,4 | 48,4 | 49,5 | 49,6
ponovitev delcev [%]

delez veCjih | 679 | 597 | 61,8 | 62,4 | 62,3 | 62,1 | 59,4 | 54,5 | 52,6 | 51,6 | 50,5 | 50,4
delcev [%]

Kot rezultate poskusov s HPC in HPMC podajamo le krivulje porazdelitve velikosti delcev.
Vrhovi vefinoma niso jasno loCeni, zato delcev nismo razvrscali v velikostne skupine.

Slike 33-38 ponazarjajo spreminjanje porazdelitve velikosti delcev s ¢asom.
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Slika 33: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC1 (prva ponovitev)
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Slika 34: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPCL1 (druga ponovitev)
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Slika 35: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC2 (prva ponovitev)
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Slika 36: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC2 (druga ponovitev)
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Slika 37: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D2oo/HPC*

7

. —0— 0.5 min

S 6

= 5 —0—3 min

3

-5} .

= 4 8§ min

-

E 3 —8— 15 min

2 2 —e—25min

z1

g o —8— 39 min
0.05 0.50 5.00 50.00 500.00 —8—43 min

velikost [um] —8— 55 min

Slika 38: Porazdelitev velikosti delcev tekom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPMC
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Preglednica XXV1 vsebuje podatke o motnosti (obscuration) med meritvami z Mastersizerjem.

Preglednica XXVI: Podatki o motnosti med vsako meritvijo poskusov doloc¢anja velikosti delcev

raztopina D2oo

prva t [min] 05 |1 15 |2 25 |3 4 6 8 10 [15 |20
ponovitev | motnost [%6] 196 | 23,7 | 181 | 123 | 164 | 17,3 | 18,1 | 184 | 18,1 | 174 | 16,1 | 144
druga t [min] 0,5 1 15 2 2,5 3 4 6 8 10 15
ponovitev | motnost [%] | 326 | 311 | 230 [ 103 [ 93 | 108 | 108 | 105 [ 105 [ 102 |93
tretja t [min] 0,67 |1 15 2 2,5 3 5 10 15

ponovitev | motnost [%] 265 | 282 | 25,7 | 17,4 | 149 | 17,1 | 175 | 158 | 139

raztopina D2oo/PVP1

prva t [min] 0,67 | 2 5 10 20 25 27,5 | 30 32,5 | 375 | 50 60
ponovitev | motnost [%0] 1,6 24 4,2 6,6 14,6 | 23,7 | 26,6 | 27,0 | 27,7 | 27,4 | 26,0 | 25,1
druga t [min] 05 |2 4 9 16 |24 |275|32 |35 |40 |45 |50
ponovitev | motnost [%] 1,7 2,6 35 5,2 6,6 8,7 101 | 11,2 | 11,8 | 12,8 | 13,3 | 134
tretja t [min] 05 |25 |75 15 20 22 24 27 30 35 42 50
ponovitev | motnost [%] 14 2,1 4,0 6,5 9,0 100 | 11,8 | 13,9 | 15,1 | 14,6 | 13,7 | 12,2
raztopina D2oo/PVP2

prva t [min] 05 |1 2 3 5 10 [15 [20 [30 |3 [40 |50
ponovitev | motnost [%0] 2,5 2,7 35 4.2 55 8,2 10,7 | 13,8 | 184 | 19,2 | 18,9 | 18,3
druga t [min] 05 |15 |4 9 16 |23 [265|30 |35 |40

ponovitev | motnost [0/0] 2,4 3,6 53 7,1 8,6 10,1 | 109 | 11,4 | 13,2 | 13,3

tretja t [min] 05 |2 5 10 [20 |25 |31 [385]48

ponovitev | motnost [%] 27 |41 |60 |77 |90 |100 | 106 | 116 | 119

etrta t [min] 05 |2 4 8 15 |20 [233|267 |30 |35 |45 |50
ponovitev | motnost [%] | 25 |38 |52 |67 [83 [103[127|158 193|211 [209 [ 205
raztopina D2oo/PVP3

prva t [min] 05 [15 |3 4 45 |5 6 7 9 12

ponovitev | motnost [%0] 1,0 0,8 2,4 7,7 125 | 183 | 296 | 32,9 | 33,6 | 33,6

druga t [min] 0,5 15 1,75 | 2 3 5 9 13 20

ponovitev | motnost [%] | 0.0 |34 |89 [1L1[114 |119 | 140|175 191

tretja t [min] 0,5 15 2 2,5 3,5 5 10 15 20 30 40 60
ponovitev | motnost [%] 0,0 12,6 | 146 | 15,0 | 153 | 158 | 186 | 219 | 225 | 22,1 | 21,8 | 214
raztopina D2oo/HPC1

prva t [min] 1 2 3 4 5 7 9 15

ponovitev | motnost [%] 1,5 1,7 19 3,0 8,1 356 | 45,6 | 44,1

druga t [min] 1 2 3 4 6 75 |9 15

ponovitev | motnost [%] 1,8 19 |20 (23 [90 |225]29,7 | 299

raztopina D2oo/HPC2

prva t [min] 1 3 4 5 7 8 11 |15

ponovitev | motnost [%] |20 |22 |36 |85 |[229 282|273 255

druga t [min] 05 |1 2 4 5 65 |9 15

ponovitev motnost [%] 1,8 1,7 1,8 3,6 7,3 156 | 23,6 | 22,3

raztopina Dzo/HPC*

prva t [min] 05 |15 |3 4 45 |5 6 12

ponovitev | motnost [%6] 1,0 0,8 2,4 7,7 125 | 18,2 | 29,6 | 33,6

raztopina D2oo/HPMC

prva t [min] 05 |3 8 15 |25 |39 |43 |55

ponovitev | motnost [%6] 2,1 2,6 3,2 3,6 4,6 8,7 10,4 | 135
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5 RAZPRAVA

Cilj magistrske naloge je bil raziskati ustreznost potopne sonde z opti¢nimi vlakni za
uporabo v testih spros¢anja iz farmacevtskih oblik, ki temeljijo na doseganju prenasicenja.
Sonda je v nasem laboratoriju prisla v uporabo Sele z zacetkom raziskovalnega dela za to

nalogo, zato nismo imeli izku$enj z merskimi napakami, ki jih prinasa neustrezno rokovanje.

5.1 Optimizacija uporabe sonde z ozirom na potencialne vire napak

Preglednica XXVII: Potencialni viri merskih napak pri uporabi sonde
vir merskih napak reSitev

Sondo je potrebno stresati, da mehurcek zapusti

zra¢ni mehurcek v rezi sonde .
rezo.

Pri poskusih, Kjer prihaja do obarjanja diklofenaka,
je potrebno med meritvami s sondo nekaj sekund
kroziti po casi s FP.

obarjanje diklofenaka na ogledalcu
v rezi sonde

Pred meritvijo je treba s sondo nekajkrat zaokroziti
po posodi, da z rezo zajamemo reprezentativen
vzorec.

Pred zaetkom poskusa je treba na sondo namestiti
konico z velikostjo reze, ki omogoca ustrezno
dolzino poti svetlobe skozi medij za merjenje
predvidenih koncentracij u¢inkovine v vzorcu.

razredCenje zaradi ostankov
deionizirane vode v rezi

prekoracitev obmocja linearnosti

Med izvajanjem poskusov s sondo smo se srecali z razliénimi viri napak, ki vplivajo na
meritve absorbance. Predstavljeni so v Preglednici XXVII, kjer so podane tudi njihove
resitve. Ko smo sredi izdelave umeritvenih premic poskusili izmeriti absorbanco slepe
raztopine, ki smo jo na zacetku uporabili za nastavitev ozadja, smo dobili vrednosti, visje od
0. Posumili smo, da je to posledica oborjenega diklofenaka, ki se nalaga na ogledalcu sonde
in tako moti meritve. To je potrdilo dejstvo, da so tezave izginile, ko smo sondo med
meritvami zaceli namakati v FP, v katerem je diklofenak dobro topen. Seveda smo jo pred
vsako naslednjo meritvijo sprali Se z deionizirano vodo. Ugotovili smo tudi, da moramo biti
pozorni na mehurcke v rezi sonde, ki prav tako vodijo v previsoke izmerjene vrednosti
absorbance. Poleg tega smo ze v uvodu omenili pomembnost izbire konice sonde z ozirom
na pri¢akovane koncentracije preiskovane spojine. Ce te prekoracijo obmodje linearne
povezave med koncentracijo in izmerjeno absorbanco, je edina reSitev skrajSanje poti
svetlobe skozi medij, kar dosezemo z zamenjavo konice. To smo sami obcutili pri testiranju

spros¢anja iz tablet s paracetamolom. Pri izdelavi umeritvenih premic smo spoznali, da sega
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obmocje linearnosti, znotraj katerega lahko z naSo sondo dolocamo koncentracijo
paracetamola, do priblizno 80 mg/L. 1z meritev v Kiveti, kjer smo zaradi moznosti red¢enja
vseeno lahko dolocili realno koncentracijo paracetamola, je bilo o€itno, da so koncentracije
v testih sproscanja narasle celo nad 90 mg/L. Konice zal nismo mogli zamenjati, saj smo

imeli samo eno.

5.2 Umeritvene premice

Pri pripravi umeritvenih premic smo upostevali le meritve, kjer je bila Asoo nizja od 0,01.
Gre za absorbanco pri kontrolni valovni dolzini, Ki sluzi kot indikator prisotnosti delcev, saj
nas$i u¢inkovini tam ne absorbirata. Pri ve¢ini premic SO pogoju zadostile vse opravljene
meritve, v primeru umeritvenih premic, izdelanih s sondo, za dolo¢anje Na-DF v
0,001 M HCI in v DMB (pH=4), Kkjer prihaja do obarjanja, pa smo imeli s tem ve¢ tezav.
Pogoja smo se vseeno drzali in se s tem prepricali, da smo vkljudili le rezultate tistih redcitev,
kjer se je pred meritvijo oborila Se zanemarljiva koli¢ina diklofenaka. Meritve nam je uspelo
dovolj hitro izvesti pri raztopinah s koncentracijo Na-DF do priblizno 50 mg/L. |1z sorodne
premice za FP, v katerem je diklofenak dobro topen, je razvidno precej SirSe obmocje
linearnosti. Kljub tveganju, da v izraune tako vnesemo dolo¢eno napako, smo se odlocili
tudi premici za DMB in 0,001 M HCI ekstrapolirati oziroma uporabljati tudi pri visjih
vrednosti absorbance.

5.3 Testi sprosc¢anja

5.3.1 Tablete s paracetamolom

Pred izvedbo testov z Na-DF, kjer smo pricakovali prenasi¢enje in obarjanje, nas je zanimalo
obnaSanje sonde Vv relativno preprostih sistemih. Najprej smo zato testirali tablete s
paracetamolom, Ki je dobro topen v vodnih medijih ne glede na pH. Sliki 39 in 40 prikazujeta
povprecne profile sproS¢anja pri pogojih P1/DMB (tablete z MCC) in P2/DMB (tablete z
laktozo), pridobljene z obema nacinoma merjenja absorbance. Profili enakih tablet v
0,001 M HCI niso bistveno razli¢ni.

Vidimo, da sta si profila na posamezni sliki zelo podobna, kar pomeni dobro korelacijo med
rezultati, pridobljenimi z obema nacinoma merjenja absorbance. Pri tabletah z MCC
(Slika 39) se je s ¢asom izrazilo manjSe odstopanje med profiloma. Absolutna razlika je pri
180 min znaSala 2,47 % in je verjetno posledica nara$¢ajo¢e motnosti v posodi. Ker smo

uporabili tablete s podaljSanim sproscanjem, je tudi koli¢ina MCC v mediju narascala
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postopoma. V zadnji ¢asovni tocki na Sliki 40 opazimo vecjo razliko med profiloma, ki pa
je lahko posledica prej omenjene prekoracitve obmocja linearnosti. Obe omenjeni odstopanji

sta lahko tudi posledica eksperimentalnih napak.
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Slika 39: Povprecna profila sproscanja pri pogojih PLIDMB (po 3 paralelke). Crna krivulja predstavija
rezultate, pridobljene z meritvami v kiveti, siva pa rezultate meritev s sondo.

90
80
70
60

50
40 ==(==Kiveta

(%]

w

sproscena uc.

30 —8=sonda
20 /

10

0 /

0 50 100 150 200 250
t [min]

o

Slika 40: Povprecna profila sproicanja pri pogojih P2IDMB (po 3 paralelke). Crna krivulja predstavlja
rezultate, pridobljene z meritvami v Kiveti, siva pa rezultate meritev s sondo.

5.3.2 Tablete z Na-DF in PVP

V farmacevtske oblike, ki temeljijo na doseganju prenasicenja, je Smiselno vgrajevati slabo
topne u¢inkovine. Kot modelno u¢inkovino smo izbrali diklofenak, ki je slabo topen v kislih
medijih, saj je prvi postanek peroralno zauzitih zdravil ravno v kislem okolju zelodca. To

smo zeleli posnemati tako, da smo spros¢anje izvajali v medijih z nizkim pH.

Tablete z Na-DF in PVP so, zaradi hidrofilnosti PVP, po stiku z medijem razpadle v roku
20-25 min. Hkrati je potekalo raztapljanje ucinkovine (v obliki Na-DF). Hiter porast
koncentracije uc¢inkovine je mo¢no presegel njeno topnost v medijih z nizkim pH, zato se je

zacela obarjati. Posledicno smo pri vseh poskusih spros¢anja z Na-DF dobili neobicajne
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oblike profilov. Iz izkusenj s profili spros¢anja Smo namre¢ navajeni naras¢anja deleza
spros¢ene ucinkovine, kot v poskusih s paracetamolom (Sliki 39 in 40), v naSem primeru pa
zaCetnemu porastu sledita padec koncentracije ucinkovine zaradi obarjanja in njeno
pribliZevanje ravnotezni topnosti. Na Slikah 41-44 so prikazani povpreéni profili spros¢anja

pri posameznih pogojih (D1 — tablete z MCC, D2 — tablete z LM).

V nasprotju z analizo v Kiveti, kjer so meritve ustrezale naSemu pogoju glede viSine
izmerjene absorbance pri kontrolni valovni dolzini (A400<0,01), si pri meritvah s sondo, ki
potekajo neposredno v nefiltrirani vsebini posode, nismo mogli privos€iti take strogosti.
Vrednosti Asoo so bile obcutno visje od 0,01. Na rezultate smo zato poskusili aplicirati
korekcijo bazne linije: v vsaki ¢asovni to¢ki smo od absorbance, izmerjene v absorpcijskem
maksimumu ucinkovine, odsteli Aso. Tovrstna korekcija predpostavlja, da je sipanje
svetlobe neodvisno od valovne dolzine, ustreznost Cesar je komentirana v nadaljevanju. Na

slikah so prisotni, v obliki prekinjenih ¢rt, tudi korigirani profili sonde.
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Slika 41: Povprecni profili sproscanja pri pogojih D1/HCI (po 6 paralelk). Siva krivulja predstavlja rezultate
meritev v kiveti, polna ¢rna pa rezultate sonde. Pikcasta krivulja je povpredje korigiranih profilov sonde.
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Slika 42: Povprecni profili sproscéanja pri pogojih D1J/DMB (po 6 paralelk). Siva krivulja predstavlja rezultate
meritev v kiveti, polna crna pa rezultate sonde. Pikcasta krivulja je povprecje korigiranih profilov sonde.
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Slika 43: Povprecni profili sproscanja pri pogojih D2/HCI (po 6 paralelk). Siva krivulja predstavlja rezultate
meritev v kiveti, polna crna pa rezultate sonde. Pikcasta krivulja je povprecje korigiranih profilov sonde.
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Slika 44: Povprecni profili sproséanja pri pogojih D2/IDMB (po 6 paralelk). Siva krivulja predstavlja rezultate
meritev v kiveti, polna ¢rna pa rezultate sonde. Pikcasta krivulja je povprecje korigiranih profilov sonde.

Vidimo, da je padec koncentracije ucinkovine v . DMB (pH=4) bolj poloZzen kot v
0,001 M HCI (pH~3). Verjetno je to posledica nekoliko boljse topnosti diklofenaka zaradi
visjega pH. Po drugi strani je bil padec v DMB manj ponovljiv, kar lahko vidimo iz vrednosti
RSD v obmo¢ju 40-120 minut (Preglednice XI-XIV). Te segajo za 0,001 M HCI do 18,75
%, za DMB pa celo do 34,67 %. Nas pa je bolj zanimala sama primerjava rezultatov med

obema nacinoma analize.

Razlike med rezultati, pridobljenimi z obema nacinoma analize, Ki opisujejo iste poskuse,
so neprimerljivo vecje kot pri sprosc¢anju iz tablet s paracetamolom. Absolutna razlika med
delezema sprosc¢ene uéinkovine, izra¢unanima iz absorbanc, izmerjenih v kiveti in s sondo,
v nekaterih ¢asovnih to¢kah presega 35 %. Ce se omejimo na obmodje linearnosti, je bila
najvecja razlika v primeru paracetamola 2,47 %. Kljub temu, da so tablete D1 (z Na-DF)

vsebovale nekoliko ve¢ MCC kot P1 (s paracetamolom), to ne more pojasniti tako velikih
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odstopanj, sploh pa ne za tablete D2, ki MCC sploh ne vsebujejo. Razlog za tako velike
razlike med rezultati, pripadajo¢imi razlicnima analitskima metodama, je treba zagotovo

iskati drugje.

Meritve s sondo so lahko lazno poviSane, k ¢emur prispeva motnost zaradi neraztopljenih
delcev, medtem ko potencialnih vzrokov za lazno nizje vrednosti absorbance nismo zasledili.
Klasi¢ni na¢in vzorcenja je v naSem primeru nagnjen k izgubam ucinkovine, saj se njeno
obarjanje lahko nadaljuje tudi med vzorCenjem, vse dokler vzorca ne stabiliziramo z
dodatkom NaOH, ki dvigne pH in proces obarjanja ustavi. Posledica so lahko lazno nizji
rezultati. Rezultati pa bi lahko bili tudi lazno povisani. Manjsi delci oborjenega diklofenaka
bi se lahko prebili skozi filter, katerega pore merijo kar 10 pm, in se po dodatku NaOH
ponovno raztopili. Glede na velike razlike med pari profilov, pridobljenimi z obema
metodama, bi lahko sklepali, da je pri klasiénem vzoréenju prevladalo lazno zniZanje
rezultatov. Ce bi bili rezultati pri obeh naginih merjenja lazno povisani, razlike verjetno ne

bi bile tako velike, v kar pa seveda ne moremo biti prepricani.

Omejena je tudi pomoc¢, ki nam jo pri interpretaciji rezultatov nudijo korigirani profili sonde.
Ti se v prvi fazi sprosc¢anja, ko koncentracija hitro narasca, dobro prilegajo nekorigiranim
profilom sonde, saj so izmerjene vrednosti Asoo Nizke. Vpliv korekcije za¢ne nato narascati:
korigirani profili se v fazi padca koncentracije u¢inkovine za¢nejo postopoma oddaljevati
od nekorigiranih in se priblizujejo profilom, pridobljenim z meritvami v kiveti, s katerimi se

v zadnjih ¢asovnih tockah izenacijo.

Dejstvo, da nekorigirana in korigirana verzija profilov sonde v fazi narascanja koncentracije
ucinkovine sovpadata, pomeni odsotnost sipanja svetlobe (Ao blizu 0). To bi nas lahko
napeljalo k misljenju, da je koli¢ina delcev takrat $¢ zanemarljiva. Ce bi to drzalo, bi
sovpadajoca profila hkrati predstavljala tudi resni¢ni delez spros¢ene ucinkovine. Glede na
ugotovitve, do katerih so prisli Van Eerdenbrugh in sodelavci, pa to ni samoumevno. Odkrili
so, da lahko nanodelci felodipina absorbirajo svetlobo na podoben nacin kot proste
molekule. Njihovi teoreti¢ni izrauni SO pokazali, da je od njihove velikosti odvisno, ¢e
hkrati povzrocajo tudi sipanje svetlobe ali ne (Slika 4) [17]. Ne moremo ovre¢i moznosti, da

bi se na podoben nacin obnasali tudi nanodelci diklofenaka.

Najve¢ potencialnih virov napak lahko nastejemo v fazi padca koncentracije ucinkovine.

Razlika med nekorigiranimi in korigiranimi profili sonde je odraz sipanja svetlobe. To je
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lahko odvisno ali neodvisno od valovne dolzine. Razlika med korigiranimi profili sonde in
profili klasi¢nega doloCanja koncentracije je verjetno posledica izgub uc¢inkovine med
vzoréenjem (obarjanje v cevkah in epruvetah do izvedbe stabilizacije) in/ali absorpcije

svetlobe s strani nanodelcev, ki lahko vplivajo na meritve s sondo.

Realno stanje v zadnji, polozni fazi spros€anja najverjetneje dobro opisejo sovpadajoci
rezultati analize v kiveti in korigirani rezultati in situ analize. Koncentracija diklofenaka je
takrat Ze tako nizka, da je obarjanje med klasi¢nim vzor¢enjem verjetno zanemarljivo. Tudi
verjetnost absorpcije svetlobe s strani nanodelcev je v tej fazi nizka. Znak njihove
zanemarljivosti je to, da korigirani profili sonde v polozni fazi sploh sovpadajo z rezultati,
pridobljenimi z analizo v kiveti. V primeru od valovne dolzine odvisnega sipanja, ki ga
povzrocajo ravno zelo majhni delci, bi bili korigirani profili sonde nad profili klasi¢nega

vzorcenja.

5.3.3 Tablete z Na-DF in drugimi polimeri

Ker nas je zanimalo, kako na profil sproscanja vpliva vrsta polimera v tabletah, smo stisnili
tri serije tablet (D3, D4, D5), ki so po sestavi enake tabletam D2, le da namesto PVP
vsebujejo bodisi HPC (SL FP), HPC (SSL SFP) ali HPMC (Affinisol HPMC HME 15LV).
Kot medij smo izbrali 0,001 M HCI, saj so testi spro$¢anja iz tablet D1 in D2 ob njegovi
uporabi dali bolj ponovljive rezultate kot ob uporabi DMB. Tudi tokrat je bilo iz oblike
profilov moc¢ sklepati, da ne gre za obicajne farmacevtske oblike, saj je jasno viden proces
obarjanja. Profili so prikazani na Slikah 45 in 46. Za primerjavo sta na slikah dodana tudi
profila pri pogojih D2/HCI (tablete s PVP).

Polimer na obliko profila spros¢anja vpliva na dva nacina. Najprej doloc¢a hitrost
vzpostavitve visoke koncentracije u€inkovine. Tableta, ki vsebuje hitreje raztapljajoci se
polimer, bo prej razpadla in Na-DF bo prej na voljo za raztapljanje. V nasih poskusih se je
za najhitreje raztapljajocega se izkazal PVP, medtem ko je koncentracija uéinkovine v
primeru tablet s HPMC najvi§jo vrednost dosegla nekoliko kasneje. Ko se v raztopljenem
stanju nahajata tako molekula u¢inkovine kot molekula polimera, lahko slednja deluje kot
zaviralec obarjanja u¢inkovine in proces tako upocasni. Iz profilov je moc razbrati, da sta se
pri ohranjanju prenasicenega stanja najslabSe odrezala oba tipa HPC, saj se je delez
spros¢ene ucinkovine najhitreje znizal. Rezultati so bili bolj ugodni v primeru tablet s

HPMC, kjer opazimo pocasnejsi upad koncentracije.
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Slika 45: Povprecni profili sprosc¢anja iz tablet D3 (HPC (SL FP)), D4 (HPC (SSL SFP)), D5 (HPMC) (po 3
paralelke) in D2 (PVP) (6 paralelk) v 0,001 M HCI (meritve v Kiveti)
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Slika 46: Povprecni profili sprosc¢anja iz tablet D3 (HPC (SL FP)), D4 (HPC (SSL SFP)), D5 (HPMC) (po 3
paralelke) in D2 (PVP) (6 paralelk) v 0,001 M HCI (meritve s sondo)

Presenetila nas je neponovljivost kon¢nega dela profilov spros¢anja iz tablet s HPC (meritve
v kiveti). Vsak od treh profilov na Sliki 47 izvira iz loenega poskusa sproscanja, ki smo jih
izvajali ob razli¢nih dnevih. Izmerjene vrednosti v zadnjih Stirih Casovnih tockah
posameznega profila so si med seboj podobne, kar nakazuje, da je koncentracija v vseh
ponovitvah dosegla ravnovesno topnost. Ker gre v naSem primeru za tri paralelke, izvedene
v enakem mediju s tabletami iz iste serije, bi se morali profili v kon¢nem delu med seboj
ujemati. Razlike so pri spros¢anju iz tablet z drugim tipom HPC nekoliko manjse, pri
tabletah s HPMC pa polozni deli profilov medsebojno sovpadajo. Slednje velja tudi za
poskuse s tabletami s PVP. Pri profilih, izratunanih iz meritev in situ, nismo opazili omembe
vrednih odstopanj pri nobeni vrsti tablet. Ravno zato, ker nas je v okviru te naloge bolj kot

klasi¢ni na¢in dolo¢anja koncentracije zanimalo obnaSanje sonde, se v vecje podrobnosti

nismo spuscali.
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Slika 47: Rezultati posameznih paralelk sprosc¢anja pri pogojih D3/HCI (meritve v Kiveti)

5.3.4 Tablete z Na-DF in PVP v mediju z dodanim PVP

Hoteli smo preveriti tudi vpliv vi§jih koncentracij PVP na profile spros¢anja. V mediju za
spros¢anje znotraj vsake posode smo, pred zagonom poskusa, raztopili bodisi 35 mg ali
230 mg PVP. Povprecna profila spros¢anja v mediju z dodanim polimerom prakti¢no
sovpadata. Do padca koncentracije ni pri§lo ni¢ kasneje kot pri spro$€¢anju v mediju brez
dodanega PVP. Iz Slike 48 bi prej sklepali obratno, saj se povprecen profil spros¢anja pri
pogojih D2/HCI (medij brez dodatka PVP) nahaja nekoliko vi§je od ostalih dveh.
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Slika 48: Povprecni profili sprosc¢anja, izracunani iz meritev s sondo, pri pogojih D2/HCI (brez dodatka PVP)
(6 paralelk), D2/PVP1 (dodatek 35 mg PVP) in D2/PVP2 (dodatek 230 mg PVP) (po 3 paralelke)

5.4 Vpliv motnosti na meritve s sondo

Pri poskusih sproScanja iz tablet z Na-DF je v posodah vedno priSlo do motnosti.
Predvidevali smo, da je to posledica dveh vrst delcev: delcev MCC (v primeru tablet, v

katerih nastopa kot PS) in delcev diklofenaka. Ker smo meritve s sondo izvajali neposredno
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v nefiltrirani vsebini posod, nas je zanimal vpliv obeh vrst delcev na izmerjene vrednosti
absorbance. Da bi preucili vpliv delcev MCC, smo s sondo izvajali meritve (tako pri
posameznih valovnih dolzinah kot celotnih absorpcijskih spektrov) raztopin Na-DF z
dodanim MCC, medtem ko smo vpliv delcev oborjenega diklofenaka preucevali s
snemanjem absorpcijskih spektrov raztopin Na-DF v razli¢nih ¢asovnih tockah po nakisanju
medija, ki je sprozilo obarjanje. Ker je vpliv delcev na meritve absorbance odvisen tudi od

njihove velikosti [17], smo ta parameter ovrednotili z uporabo laserske difrakcije.

5.4.1 Vpliv delcev MCC na meritve s sondo

Ker smo hoteli zaznati le vpliv delcev MCC, smo poskuse s sondo izvajali v raztopinah
Na-DF v FP, kjer ne pride do obarjanja diklofenaka. Vrednosti Az7s, izmerjene v raztopinah
z razliénimi koncentracijami Na-DF z dodanim MCC, od katerih smo odsteli absorbanco pri
kontrolni valovni dolZini (bodisi Ao ali Asoo), SMO nanesli na graf z umeritveno premico za
Na-DF v FP. Prikazujemo le rezultate odstevanja Aaoo (Slika 49), saj so rezultati odstevanja
Aeoo izredno podobni. V primeru manjse mase dodatkov MCC (prazni krogci) opazimo zelo
dobro prileganje korigiranih meritev. Pri meritvah po dodatku veéje koli¢ine MCC (250 mg)
opazimo Ze nekoliko slab$o ponovljivost, vendar so odstopanja od premice relativno majhna.
Koli¢ina MCC v nasih testih sproscanja bi se, upostevajo¢ razliko v volumnu medija,

prevedla v dodatek priblizno 25 mg MCC.

Dobro ujemanje korigiranih meritev z umeritveno premico v enakem mediju brez dodanega

MCC je znak, da MCC povzroca sipanje svetlobe, ki je od valovne dolzine neodvisno.

0.9
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0.6
O 40 mgMCC
2 05
e
o 04 O 80 mgMCC
<
0.3
X 250mgMCC
0.2
0.1 umeritvena premica
(Na-DF v FP)
0.0
0 10 20 30 40 50 60

koncentracija Na-DF [mg/L]

Slika 49: Prileganje korigiranih meritev absorbance raztopin Na-DF z razlicnimi kolicinami dodanega
MCC na umeritveno oremico za Na-DF v FP (vrikazana kot érta)
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Primer na Sliki 50 to prikazuje na bolj nazoren nacin. Ob vsakem dodatku MCC je bil dvig
Auso0 enak dvigu v absorpcijskem maksimumu (276 nm). Enako so se obnasale tudi vrednosti
Asoo. Se bolj jasno to postane ob pogledu na Sliko 51, na kateri je poleg absorpcijskih
spektrov raztopine Na-DF pred in po dodatku MCC, ki smo ju prikazali Ze v poglavju z
rezultati, tudi razlika med obema spektroma. Vzporednost te razlike z absciso (pri valovnih
dolzinah nad priblizno 250 nm) pomeni, da je sipanje svetlobe res enako sirom celotnega

obmocja, relevantnega pri spektrofotometricnem dolo¢anju koncentracije.
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Slika 50: Absorbanca raztopine Na-DF s koncentracijo 30,78 mg/L pri valovnih dolZinah 276 nm (¢rne oznake)
in 400 nm (bele oznake) v odvisnosti od kolicine dodanega MCC

1.8

1.5 —

1.2 Y

< 0.9 Na-DF
Na-DF in MCC

0.6

sssses razlika

0.3 TR o ‘-ou!----.-...-.“".';"n-'ﬁ;onh.'"’p-'--s--v-
-

O_O . .
200 300 400 500 600 700 800

valovna dolZina [nm]

Slika 51: Absorpcijski spekter raztopine Na-DF v FP s koncentracijo 104,90 mg/L (¢rna), absorpcijski spekter
iste raztopine po dodatku priblizno 30 mg MCC (siva) in razlika med obema spektroma (pikéasta krivulja)

Rezultati dolo¢anja velikosti delcev MCC so podani na Sliki 52 v obliki volumskih delezev
posameznih velikostnih frakcij. Pokazali so, da je delez delcev MCC, ki so manjsi od 10 um,

zanemarljiv. To Se dodatno podpira nase opazanje, da je vpliv delcev MCC na absorbanco
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neodvisen od valovne dolzine, saj je to splosno znacilno za delce mikrometrskih velikosti
[17]. 1z vsega napisanega sledi, da samo prisotnost delcev MCC v nasih testih spros¢anja ne
bi smela ovirati zamenjave uveljavljenih metod z in situ dolo¢anjem koncentracije. Napake,

ki izhajajo iz prisotnosti MCC, lahko namre¢ odpravimo s korekcijo zaradi dviga bazne linije.
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Slika 52: Rezultati vseh devetih meritev porazdelitve velikosti delcev MCC

5.4.2 Vpliv delcev oborjenega diklofenaka na meritve s sondo

Izvajali smo dva tipa poskusov: poskuse snemanja absorpcijskih spektrov med obarjanjem
diklofenaka in poskuse dolo¢anja velikosti delcev, ki pri tem nastajajo. V obeh primerih smo
za izhodisCe vzeli prenasiene raztopine Na-DF z enakimi sestavami. Vecina je vsebovala
tudi dolo¢eno koncentracijo izbranega polimera. Predvsem smo se osredotocili na vpliv
PVP. Obarjanje smo sprozili z dodatkom HCI. Opazovali smo vrednosti A2z, ki SO nam
sluzile kot groba ocena koli¢ine raztopljenega Na-DF, intenzivnost sipanja svetlobe
(vrednosti absorbance pri vi§jih valovnih dolzinah, kjer ucinkovina ne absorbira) in
porazdelitev velikosti delcev ter njeno spreminjanje s ¢asom. Rezultati doloc¢anja velikosti
delcev z lasersko difrakcijo so prikazani na slikah v nadaljevanju, kjer vsaka barva
predstavlja eno paralelko. Pikcaste krivulje prikazujejo volumski delez manjsih (<1,7 pm),

¢rtkane krivulje pa vecjih (>1,7 pum) delcev.

Ko smo nakisali raztopino Na-DF brez polimera (raztopina D2oo), je proces obarjanja potekel
hitro. To je bilo jasno Ze ob pogledu na vsebino ¢ase pri meritvah s sondo. Ob dodatku HCI
je raztopina takoj postala zelo motna. Po nekaj minutah se je vsebina, zdaj Ze suspenzija,

zacela bistriti in bila kmalu bistra, le da je vsebovala kosme bele barve. Rezultati dolo¢anja
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Slika 53: Spreminjanje porazdelitve velikosti delcev oborjenega diklofenaka po nakisanju raztopine D20
(brez PVP). Pikcaste krivulje predstavijajo delez manjsih (<1,7 pum), értkane pa vecjih delcev (>1,7 pm).

velikosti delcev po nakisanju enake raztopine (Slika 53) so pokazali, da na zacetku nastajajo
delci nanometrskih velikosti, v roku treh minut pa se porazdelitev velikosti mo¢no ali
popolnoma prevesi v prid ve¢jih delcev, verjetno zaradi kombinacije nadaljnje kristalizacije
in medsebojnega povezovanja delcev. Ta zakljuéek podpirajo tudi absorpcijski spektri,
posneti po nakisanju raztopine D2oo. Primer je prikazan na Sliki 54, kjer opazimo za manjse
delce znacilen neenakomeren dvig bazne linije, ki pa je precej kratkoziv. Se en indikator
hitro zakljucenega obarjanja je to, da je bila A276 v dveh od treh ponovitev ze po 10 minutah,
v tretji ponovitvi pa po 17 minutah, komaj ve¢ja od absorbance pri visjih valovnih dolzinah,
ki je posledica sipanja svetlobe. Absorpcijski spektri raztopine Deo, katere koncentracija je
zelo podobna celokupni koncentraciji uc¢inkovine v testih spros¢anja, kazejo podobne trende,
le da je sipanje veliko manj intenzivno. Razlike v ¢asovnem poteku obarjanja med obema
tipoma poskusov (snemanje spektrov, dolocanje velikosti delcev) je verjetno povzrocila

predvsem razlika v hitrosti meSanja.
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Slika 54: Absorpcijski spektri med prvo ponovitvijo poskusa obarjanja diklofenaka iz raztopine D2oo (brez PVP)
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Slika 55: Povprecni absorpcijski spektri raztopine D20o/PVP1 (3 paralelke) in D2oo/PVP2 (4 paralelke)
60 minut po dodatku HCI in raztopine D2oo (3 paralelke) 4 minute po dodatku HCI
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Slika 56: Spreminjanje porazdelitve velikosti delcev oborjenega diklofenaka po nakisanju raztopine D200/PVP1
(0,1 % PVP). Pikcaste krivulje predstavijajo delez manjsih (<1,7 um), crtkane pa vecjih delcev (>1,7 um).
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Slika 57: Spreminjanje porazdelitve velikosti delcev oborjenega diklofenaka po nakisanju raztopine D2oo/PVP2
(0,03 % PVP). Pikcaste krivulje predstavijajo delez manjsih (<1,7 um), crtkane pa vecjih delcev (>1,7 um).

Rezultati poskusov z raztopinama D20o/PVP1 (0,1 % PVP) in D2oo/PVP2 (0,03 % PVP) so
si bili, priblizno trikratni razliki v koncentraciji polimera navkljub, podobni. Na Sliki 55
podajamo povprecna absorpcijska spektra obeh raztopin po 60 minutah od dodatka HCI. Ker
raztopine D2oo (brez PVP) nismo spremljali tako dolgo, podajamo za primerjavo povprecni
absorpcijski spekter raztopine D200 po 4 minutah od dodatka HCI. Vidimo lahko, da je A27e

v raztopini brez PVP Ze po 4 minutah obcutno nizja kot v dveh raztopinah z dodanim PVP
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po eni uri. PVP je ocitno uspesno opravil nalogo zaviralca obarjanja, saj se je prenasi¢eno
stanje obdrzalo veliko dlje kot v odsotnosti polimera. V eni od ponovitev poskusa z raztopino
D200/PVP1 je bila A276 $e po 90 minutah skoraj enaka kot na zacetku. Nanodelci diklofenaka
SO vseeno nastajali, vendar ne naenkrat ob nakisanju, temve¢ postopoma (Sliki 56 in 57).
Poleg tega jim je PVP verjetno onemogocal nadaljnjo rast oziroma zdruzevanje, saj je njihov
volumski delez narascal. Posledi¢no je s Casom narascala, ne padala, tudi intenzivnost
sipanja svetlobe, kar opazimo iz delov absorpcijskih spektrov, posnetih pri valovnih dolzinah
nad priblizno 350 nm (Slike 12-18).

V primeru raztopine D2oo/PVP3 je bila koncentracija polimera (0,003 %) ocitno ze dovolj
nizka, da je bil u¢inek PVP manjsi kot v dveh raztopinah z vi§jo koncentracijo polimera.
Padec A27s se je zgodil prej (primer na Sliki 58), a vseeno kasneje kot v raztopini D2oo, Ki ni
vsebovala PVP (primer na Sliki 54). Absorbanca pri valovnih dolzinah, visjih od priblizno
350 nm, je bila neprimerljivo manjsa kot v raztopini brez PVP. Tudi pri dolo¢anju velikosti

delcev je sistem, v primerjavi z raztopinami z vi§jo koncentracijo PVP, hitreje dosegel
ustaljeno stanje (Slika 59).
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Slika 58: Absorpcijski spektri med drugo ponovitvijo poskusa obarjanja diklofenaka iz raztopine D200/PVP3
(0,003 % PVP)
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Slika 59: Spreminjanje porazdelitve velikosti delcev oborjenega diklofenaka po nakisanju raztopine D2oo/PVP3
(0,003 % PVP). Pikcaste krivulje predstavijajo delez manjsih (<1,7 um), értkane pa vecjih delcev (>1,7 um).
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Koncentracija PVP je bila ravno v raztopini D20o/PVP3 najbolj podobna koncentraciji med
testi sproscanja (0,004 %). Zato nas Se toliko bolj preseneca dejstvo, da dodatek PVP v medij
ni pripomogel k podaljSanju prenasi¢enja v testih spro$¢anja (Slika 48), medtem ko se je
prenasienje v raztopinah z vi§jima koncentracijama PVP v poskusih, kjer smo obarjanje
sprozili z dodatkom HCI, ohranilo bistveno dlje kot v raztopinah z niZjo koncentracijo PVP.

Seveda pa je treba upostevati, da so se pogoji med poskusi precej razlikovali.

Nekaj poskusov merjenja absorpcijskih spektrov med obarjanjem diklofenaka po dodatku
HCI smo naredili tudi s polimeri, iz katerih smo stisnili tablete D3, D4 in D5: HPC (SL FP),
HPC (SSL SFP) ali HPMC (Affinisol HPMC HME 15LV). U¢inkovina je bila, za razliko
od testov spros€anja, v raztopljeni obliki Ze ob zacetku poskusa, tako da hitrost vzpostavitve
prenasic¢enosti ni igrala vlioge. Polimere smo zato lahko ovrednotili glede na sposobnost
zaviranja obarjanja diklofenaka.

Preglednica XXVIII: Grobe ocene ¢asov po nakisanju raztopin, uporabljenih v poskusih snemanja absorpcijskih
spektrov in v poskusih dolocanja velikosti delcev, ko se obarjanje zakljuci in sistem preide v stabilno stanje

oznaka konc. Cas do stabilizacije | ¢as do
. - . snemanje stabilizacije
|zhodn.e vrsta polimera | polimera z(albsorpci}skih (dolotan :
ol [mg/L] spektrov) velikosti delcev)
Deo > 10 min
D200 > 10 min 3 min
D200/PVP1 1000 > 60 min > 30 min
D20o/PVP2 | PVP 300 > 60 min > 30 min
D200o/PVP3 30 > 30 min 10 min
Poskusa smo
D200o/HPC1 HPC (SL FP) 1000 > 8 min prek_ir_lili p_)_red
stabilizacijo.
D200/HPC2 300 > 2 min 10 min
D20o/HPC* | HPC (SSL SFP) | 1000 > 5 min 6 min
Poskus smo
D20o/HPMC HPM(? 1000 > 25 min prekinili pred
(Affinisol) e
stabilizacijo.

Preglednica XXVIII vsebuje grobe ocene ¢asov po nakisanju raztopin, uporabljenih v obeh
vrstah poskusov, ko se obarjanje zakljuéi in sistem preide v stabilno stanje. Ce izvzamemo
dejstvo, da smo poskus dolo¢anja velikosti delcev med obarjanjem diklofenaka iz raztopine
D20o/HPMC (Slika 38) prekinili pred stabilizacijo sistema, kazejo rezultati obeh tipov
poskusov podobna razmerja sposobnosti preiskovanih polimerov za stabilizacijo

prenasi¢enega stanja. HPC ga ni uspela ohraniti bistveno dlje (primer na Sliki 60), kot se je
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ohranilo v odsotnosti polimera (primer na Sliki 54). Bolje se je izkazala HPMC: raztopina

D20o/HPMC je bila, glede Casa ohranitve prenasiCenega stanja (primer na Sliki 61),

primerljiva z raztopino D2oo/PVP3. Seveda ne smemo pozabiti, da je koncentracija polimera

v raztopini D2oo/PVP3 30-krat nizja kot v raztopini D20o/HPMC. Zaradi tega, in ker so bili

Casi ohranitve prenasi¢enega stanja v primeru visjih koncentracij PVP $e daljsi, verjamemo,

da je PVP bolj primeren zaviralec kristalizacije diklofenaka.
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Slika 60: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPC1 (druga ponovi

tev)

3.00

2.50

2.00 |~
< 150 —

0.00

1.00 V A

0,5 min
=15 min
26 MiIN

33 min

400 500 600
valovna dolZina [nm]

700

800

40 min

48 min

Slika 61: Absorpcijski spektri med procesom obarjanja diklofenaka iz raztopine D20o/HPMC (prva ponovitev)
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6 SKLEP

Nas cilj je bil raziskati, ¢e bi koncentracijo Na-DF v testih sproscanja iz farmacevtskih oblik,
ki temeljijo na doseganju prenasic¢enja, namesto z uveljavljeno metodologijo lahko dolocali
s potopno sondo z opti¢nimi vlakni. Tekom raziskovalnega dela smo pridobili prakti¢ne
izku$nje z njeno uporabo. Ugotovili smo, da se med poskusi na sondi nabira plast oborjenega
diklofenaka, ki vpliva na meritve, in da se temu izognemo tako, da sondo med meritvami
namakamo v FP. Poleg tega se je treba pred vsako meritvijo prepricati, da v rezi sonde ni
nobenega mehurcka. Zelo pomembno je tudi, da izberemo konico z ustrezno velikostjo reze,

saj tako dolo¢imo obmocje linearnosti sonde.

Rezultati, ki smo jih s sondo dobili v preliminarnih poskusih (tablete s paracetamolom), so
bili zelo obetavni. Skladanje z rezultati klasicne metode je bilo prakti¢no popolno, z izjemo
minimalnega sipanja zaradi prisotnosti delcev MCC, katerih vpliv bi brez tezav odpravili s
korekcijo z odStevanjem absorbance pri visji valovni dolZini. Dokazali smo namre¢, da MCC
pri valovnih dolzinah, vi§jih od priblizno 250 nm, povzroc¢a od valovne dolzine neodvisno

sipanje svetlobe.

Rezultati spro$¢anja Na-DF iz FOp so pokazali bistveno vecje razlike med profili,
pridobljenimi z obema nac¢inoma dolocanja koncentracije. Pri interpretaciji rezultatov smo
si pomagali tudi s korigiranimi profili spros¢anja (odstevanje Aso0). V fazi narasfanja
koncentracije uc¢inkovine so korigirani in nekorigirani profili sonde sovpadali, medtem ko
so profili, izraCunani iz meritev v Kiveti, kazali nizje deleZe spros¢ene ucinkovine. Razlike
so verjetno posledica izgub ucinkovine zaradi obarjanja med klasi¢nim vzor¢enjem, mozna
pa je tudi absorpcija svetlobe s strani nanodelcev diklofenaka. V fazi padca koncentracije
uéinkovine so se zaceli korigirani profili sonde oddaljevati od nekorigiranih, kar je odraz
sipanja svetlobe zaradi prisotnosti delcev, predvsem oborjenega diklofenaka. Prav tako sta
Se vedno prisotna vzroka iz prve faze (izgube med vzor¢enjem, absorbiranje svetlobe s strani
nanodelcev). Realno stanje v zadnji, polozni fazi spro$¢anja najverjetneje dobro opisejo
sovpadajoci profili, izraCunani iz meritev v kiveti, in korigirani profili sonde. Koncentracija
ucinkovine je takrat ze tako nizka, da je obarjanje med klasiénim vzor¢enjem verjetno

zanemarljivo.

S poskusi z lasersko difrakcijo smo uspeli dokazati, da pri obarjanju diklofenaka iz

prenasiCene raztopine nastajajo nanodelci. Zanje je znacilen bolj kompleksen vpliv na
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meritve absorbance, kar je verjetno glavni razlog, da preprosta korekcija z odstevanjem Asoo
ni omogocila pridobitve to¢nih profilov spros¢anja Na-DF iz naSih tablet. Tekom
nadaljnjega vrednotenja ustreznosti sonde bi morali posneti spektre suspenzij nanodelcev
diklofenaka, v katerih koncentracija raztopljene frakcije ne bi presegala ravnotezne topnosti.

Take delce bi lahko pripravili z mletjem.

S poskusi snemanja absorpcijskih spektrov in dolocanja velikosti delcev smo dokazali, da
lahko prisotnost polimera drasticno stabilizira stanje prenasi¢enja. To je seveda mocno
odvisno od vrste polimera. V obeh tipih poskusov je stanje prenasicenja dale¢ najdlje uspel
ohraniti PVP. Zal ugotovitve nismo uspeli prenesti na podro¢je testiranja spro$¢anja. Izvedli
smo nekaj dodatnih testov spro$canja, kjer smo v medij dodali PVP, vendar so bili rezultati
primerljivi s spro$¢anjem v mediju brez dodanega PVP. Odnos med koncentracijo PVP in

njegovim ucinkom bi bilo zato potrebno dodatno preuciti.

Tudi HPMC (Affinisol HPMC HME 15LV) je v naSih poskusih izkazala sposobnost
stabilizacije prenasi¢ene koncentracije Na-DF. Pri spros¢anju Na-DF iz tablet s HPMC je
koncentracija u¢inkovine zacela upadati kasneje kot v poskusih s sorodnimi tabletami s PVP.
V poskusih snemanja absorpcijskih spektrov pa je bila, za u¢inek, primerljiv s PVP, potrebna
veliko vi§ja koncentracija HPMC. V poskusih s HPC nismo opazili omembe vredne

stabilizacije.
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