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POVZETEK

Eden izmed nacinov za reSitev problema slabe topnosti u¢inkovin in s tem tudi nizke
bioloSke uporabnosti, je uporaba dostavnih sistemov, ki omogocajo vzpostavitev stanja
prenasi¢enja. V magistrski nalogi smo vrednotili spro$¢anje natrijevega diklofenakata
(NaDIF) iz tablet, ki so poleg ucinkovine in polnila vsebovale §e polimer
polivilnilpirolidon (PVP), za katerega je bilo v nekaterih raziskavah dokazano, da lahko
poveca topnost uc¢inkovine in podaljsa stanje prenasi¢enja. Osredotocili smo se predvsem
na vpliv ionske mo¢i medija na prenasicenje diklofenaka (DIF) med procesom sproséanja.
Vecino testov sproscanja smo izvedli na USP Il napravi z vesli ter jih poskusali s
spreminjanjem hitrosti vrtenja mesala ter vrste medija optimizirati tako, da bi bili relativni
odkloni med posameznimi paralelami ¢im manjsi. Poskuse smo izvedli pri hitrosti vrtenja
meSala 75 in 100 rpm, Vv treh razlicnih medijih, Stirikrat redéenem Mcllvainovem pufru
(DMB) s pH-vrednostjo 3 in 4 ter v 0,001 M klorovodikovi kislini (HCI). Ugotovili smo,
da se pri spros¢anju v DMB zmanj$a maksimalno prenasi¢enje in da pride do zmanj$ane
hitrosti obarjanja v primerjavi z 0,001 M HCI. Zaradi te razlike smo Zeleli preveriti vpliv
ionske moci na sproscanje diklofenaka tako, da smo v oba medija dodali natrijev klorid
(NaCl) do ionske moc¢i 0,15 M in 0,52 M. Vecja ionska moC je zmanjSala stopnjo
prenasicenja in hitrost obarjanja diklofenaka v 0,001 M HCI. Rezultati, ki smo jih dobili ob
povecanju ionske mo¢i DMB na 0,15 M in 0,52 M, niso bili zanesljivi, saj so bile
koncentracije in s tem izmerjene absorbance prenizke. Z naknadnim filtriranjem s filtri z
velikostjo por 0,2; 0,45 in 0,8 pm smo nato odkrili, da so se v filtratih nahajali tudi delci, ki
so manjsi od por filtra z velikostjo 10 um, ki smo ga imeli nastavljenega na kanilah za
vzor¢enje. Dolo¢eno navidezno maksimalno prenasi¢enje v 0,001 M HCI se je z
manjsanjem velikosti por filtra, zmanjsalo v vecji meri kot pri filtraciji vzorcev iz DMB.
Vendar so v dolo¢enem maksimalnem prenasi¢enju ze lahko zajeti tudi oborjeni ali
neraztopljeni delci ali pa je prislo do obarjanja diklofenaka v ¢asu med odvzemom vzorca
in redCenjem z natrijevim hidroksidom (NaOH). Na koncu smo Zeleli dolo¢iti ravnotezno
topnost NaDIF (brez polimera PVP) v medijih, v katerih smo izvedli sproS¢anja. Pri
dolo¢anju ravnotezne topnosti v. DMB z vrednostjo pH 3 smo kot topnost definirali
koncentracijo, ki smo jo izmerili po 48 urah, saj se ravnotezno stanje vzpostavi po daljSem

Casu, Ko se koncentracije s ¢asom ne spreminjajo vec. Koncentracija je bila nekoliko nizja



od tiste, ki smo jo dobili na koncu spros¢anja v USP II aparatu, kar lahko nakazuje na

inhibitorni u¢inek PVP na obarjanje diklofenaka.

Kljuéne besede: natrijev diklofenakat, polivinilpirolidon, testi spros¢anja, obarjanje,

ionska moc, prenasicenje
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ABSTRACT

One of the ways to solve the problem of poor solubility of active substances, and with it
low bioavailability, is to use drug delivery systems, which utilize the method of
supersaturation. In this Master's thesis we investigated the release of diclofenac sodium
(NaDIF) from tablets, that along with the active substance also contained polymer
polyvinylpyrrolidon, which was shown to increase the solubility of the active substance
and to prolong the state of supersaturation. We focused on the influence of ionic strength
of the medium, on supersaturation of diclofenac during the release process. We tested the
release of the active substance mostly using USP Il paddle apparatus and further optimized
our experiments with changing of stirring rate and dissolution media, to minimize the
relative deviations between parallels. We performed release experiments at mixing speed
75 in 100 rpm and three different medium, in four times diluted Mcllvain buffer (DMB)
with the pH values of 3 and 4 and in 0,001 M HCI. We found that maximal supersaturation
concentrations are lower in DMB, and we get a lower precipitation rate as compared to
0,001 M HCI. Considering this result, we wanted to investigate the effect of ionic strength
on the release of NaDIF, by adding sodium chloride (NaCl) up to the ionic strength of 0,15
M and 0,52 M. The solution with higher ionic strength decreased the degree of
supersaturation and the rate of precipitation of NaDIF in 0,001 M HCI. On the other hand,
when we increased the ionic strength of DMB up to 0,15 and 0,52 M the results were not
reliable, since the concentrations and with it absorbances, were too low to be measured
accurately. By additional filtration with filters with pore sizes 0,2, 0,45 and 0,8 um we
found that filtered solutions contained precipitated particles smaller than the 10 um. Using
a smaller pore filter lowered the determined maximum supersaturation concentration in
0,001 M HCI more than in DMB. However, it is important to note that the determined
supersaturation state might already contain precipitated particles or diclofenac might have
precipitated between the time of sampling and the time of dilution with NaOH. Finally, we
also wanted to determine the equilibrium solubility of NaDIF (without PVP polymer) in
the media in which we performed the release of active substance in previous experiments.
When determining the equilibrium solubility in DMB pH 3, we defined solubility as the
concentration measured at 48 hours. This was because solubility equilibrium takes a

certain amount of time to establish. Our obtained concentration was slightly lower than the
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one obtained after the end of release process in the USP Il apparatus, which could be due
to the inhibitory effect of PVP on diclofenac precipitation.

Keywords: diclofenac sodium, ionic strength, supersaturation, precipitation
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SEZNAM OKRAJSAV

NaDIF — natrijev diklofenakat

DIF — diklofenak

BU — bioloska uporabnost

DMB - red¢en Mcllvainov pufer (ang. diluted Mcllvaine Buffer)
FO — farmacevtska oblika

HPMC — hidroksipropil metilceluloza, hipromeloza

HPMCAS - hidroksipropil metilceluloza acetat sukcinat

PEG - polietilenglikol

PAS — povrsinsko aktivna snov

PS — pomozna snov

PVP — polivinilpirolidon

RPM — stevilo obratov na minuto (ang. revolutions per minute)
SD — standardni odklon

KV — koeficient variacije

USP — Farmakopeja Zdruzenih drzav Amerike (ang. the United States Pharmacopeia)
Pl — polimerni inhibitorji

BCS — Biofarmacevtski klasifikacijski sistem (ang. biopharmaceutical Classification
System)

TPGS — D-a-tokoferil polietilen glikol 1000 sukcinat

SDDS — dostavni sistemi, ki omogoc¢ajo nastanek prenasi¢enja (ang. supersaturating drug
delivery sistems)

SEDDS - samoemulgirajo¢i sistemi (ang. self-emulsifying drug delivery sistems)

SIF - simulirana ¢revesna tekoc¢ina (ang. simulated intestinal fluid)



1 UvOD

Z razvojem na podro¢ju, Ki se ukvarja z iskanjem novih uéinkovin, Se vse pogosteje
sre¢ujemo s kandidati, ki kazejo visoko afiniteto do tarCe, vendar imajo nezelene fizikalno-
kemijske lastnosti, kot sta visoka hidrofobnost in slaba topnost. Uc¢inkovine s slabo
topnostjo trenutno predstavljajo velik izziv na podrocju razvoja peroralnih farmacevtskih
oblik, ki predstavljajo najbolj zazeleno aplikacijo zdravila. Fizikalno-kemijske lastnosti,
kot sta topnost in permeabilnost, so namre¢ klju¢ne za absorpcijo u¢inkovine, od katere je
odvisna bioloska uporabnost. Ta je definirana kot merilo hitrosti absorpcije in deleza
ucinkovine, ki v nespremenjeni obliki doseze krvni sistemski obtok. U¢inkovine, ki imajo
slabo topnost in visoko permeabilnost, uvr§¢amo v skupino Il v biofarmacevtskem
klasifikacijskem sistemu (BCS, ang. Biopharmaceutics Classification System). Gre za
Klasifikacijo u¢inkovin na podlagi vodotopnosti in permeabilnosti. Absorpcija uc¢inkovin iz
skupine BCS Il je omejena z njihovo topnostjo, za izboljsanje Katere obstaja ze veliko
pristopov: zmanjSevanje velikosti delcev, uporaba razli¢nih polimorfov, kompleksacija s
ciklodekstrini, solubilizacija, uporaba trdnih disperzij, predzdravila, tvorba soli ... Eden
izmed pristopov za izboljSanje bioloske uporabnosti slabo topnih u¢inkovin je tudi uporaba

formulacij, ki omogocajo vzpostavitev prenasicenega stanja (1, 2).

1.1 Prenasicenje

Prenasi¢enje je eden izmed moznih pristopov za izboljsanje bioloske uporabnosti
ucinkovin, ki se uporabljajo v peroralnih formulacijah in so slabo topne. V stanju
prenasicenja je koncentracija u¢inkovine v raztopini nad njeno ravnotezno topnostjo, kar

pomeni, da ¢e je u¢inkovina dobro permeabilna, se na ta nacin lahko poveca absorpcija (3).

Stopnja prenasicenja (S) (Enacba 1) je definirana kot razmerje med koncentracijo
ucinkovine, ki jo izmerimo med poskusom v doloceni Casovni tocki (C), ter ravnotezno
topnostjo ucinkovine (Crav) v enakem mediju. Raztopina je nasi¢ena, Ce je stopnja
prenasienja enaka 1. Ce je manj$a od 1, govorimo o nenasi¢enih raztopinah, pri stopnji

prenasicenja vecji od 1 pa o stanju prenasicenja (4, 5).

§s==" Enacba 1 (4)

Crav




V nasprotju s solubilizacijo se v stanju prenasi¢enja poveca koncentracija raztopljene
ucinkovine, kar ji omogocCa prehajanje skozi epitelij. Prenasicenje je termodinamicno
nestabilno stanje, vendar ¢e ga lahko vzdrzujemo dalj ¢asa v metastabilnem stanju, je to
ucinkovitejSe za poveCanje bioloSke uporabnosti kot sama solubilizacija. Uporaba
povrsinsko aktivnih snovi ali kompleksov s ciklodekstrini lahko namre¢ zmanjsa obseg

absorpcije zaradi zmanjsanja permeabilnosti uc¢inkovine (6).

1.2 Vzpostavitev in vzdrzevanje stanja prenasicenja

Prenasi¢eno termodinamicno nestabilno stanje ucinkovine mora biti vzpostavljeno in
vzdrzevano toliko ¢asa, da se lahko ucinkovina absorbira v zelenem casovnem okvirju.
Guzman in sodelavci (7) so za koncept vzpostavitve in vzdrzevanja stanja prenasic¢enja
uporabili izraza »skok« (ang. spring) in »padalo« (ang. parachute), kar je prikazano na
Sliki 1.

koncentracija

2 (skok)

_— 1 (kristalna oblika ucinkovine)

Slika 1 — Krivulje, ki prikazujejo koncentracijo ucinkovine v odvisnosti od casa, ter ponazoritev »skoka« in »padala«.
Vijolicna krivulja prikazuje raztapljanje termodinamicno najbolj stabilne faze — kristalne oblike ucinkovine. Modra
krivulja prikazuje raztapljanje visoko energijske oblike ucinkovine wskoka« v odsotnosti polimerov. Oranzna krivulja
prikazuje raztapljanje visoko energijske oblike ucinkovine »skoka« v prisotnosti inhibitorjev obarjanja, ki povzrocijo
nastanek »padala«. Zelena crta prikazuje ravnotezno topnost ucinkovine (Crav)(4).

Prenasicenje se lahko vzpostavi v fizioloskih pogojih s prehodom §ibko bazi¢nih u¢inkovin
iz Zelodca v tanko Crevesje zaradi pH-gradienta. Drugi nacin je razvoj posebnih dostavnih
sistemov, ki omogocajo nastanek prenasi¢enja (SDDS, supersaturating drug delivery
sistems) (3). Pri razvoju teh formulacij je poleg vzpostavitve prenasi¢enja pomembno to,
da se zamakne obarjanje ucinkovine in se dalj ¢asa vzdrZujejo koncentracije nad

ravnotezno topnostjo. Prenasi¢enje je namre¢ termodinami¢no nestabilno stanje, ki tezi k



v

potencial (4).

1.2.1 »Skok«

Vzpostavitev termodinami¢no nestabilnega prenasiCenega stanja v raztopini imenujemo
»skok«, ki je na Sliki 1 prikazan z modro krivuljo. Prenasi¢enje se lahko vzpostavi pri
raztapljanju ucinkovine, ki ima vi§jo energijsko obliko (npr. amorfna oblika), v primerjavi
s kristalno obliko uéinkovine, ki je stabilnej$a in ima niZjo energijo. Na hitrost raztapljanja
lahko vplivamo tudi s spremembo velikosti delcev ali mocljivosti u¢inkovine. Drugi nacin
za vzpostavitev prenasi¢enega stanja so Se sistemi, ki omogocajo nastanek Visoko
koncentriranih raztopin (sotopila, formulacije z lipidi). Primeri visoko koncentriranih oblik

raztopin, dostavnih sistemov z visoko energijo so navedeni v Preglednici | (4, 5).

Preglednica | — Primeri formulacij, ki omogocajo nastanek prenasicenja (4)

Prenasicenje Moznosti za nastanek prenasicenja Primeri

uporaba sotopil
visoko koncentrirana raztopina formulacije z lipidi

samoemulgirajoci sistemi

Vzpostavljanje :
amorfne oblike
(»skok«)

sistemi z visoko energijo, ki omogocajo hitro nanodelci
raztapljanje in vi§jo navidezno topnost kristaliniéne soli

kokristali

polimeri

VzdrZevanje o o _

zaviranje obarjanja surfaktanti

(»padalo«)

ciklodekstrini

Trdne disperzije se pogosto uporabljajo za izboljSanje bioloSke uporabnosti slabo topnih
ucinkovin. Za njih je znacilno, da je u¢inkovina dispergirana v nosilcu, za katere se danes
najbolj pogosto uporabljajo razli¢ni polimeri ter povrSinsko aktivne snovi. U¢inkovina je
lahko v nosilcu dispergirana na razli¢éne nacine, lahko je popolnoma raztopljena ali pa v
obliki kristala ali amorfa suspendirana v nosilcu. Amorfne uc¢inkovine imajo visjo topnost

kot kristalne oblike, kar vodi do izboljSanja absorpcije slabo topnih uc¢inkovin po peroralni



aplikaciji. Hidrofilni nosilci igrajo pomembno vlogo pri povecanju mocljivosti in povrsine
za raztapljanje ter pri stabiliziranju metastabilnega stanja. Tako lahko z uporabo trdnih
disperzij/raztopin s pravo izbiro polimera pride do vzpostavitve prenasi¢enih koncentracij
in vivo, ko so farmacevtske oblike (FO) izpostavljene teko¢inam v gastrointestnialnem

traktu (GIT), in tudi do upocasnitve obarjanja (4, 5).

Formulacije z lipidi, pri katerih se u¢inkovina popolnoma raztopi v razli¢nih oljih, kot so
trigliceridi in meSani gliceridi, se tudi pogosto uporabljajo za doseganje prenasi¢enih
koncentracij. Z izpostavitvijo FO gastrointestinalnemu okolju se vzpostavi prenasi¢eno

stanje in se zaradi prisotnosti lipidov vzdrzuje v gastrointestinalnem traktu dalj ¢asa (4, 5).

1.2.2 »Padalo«

Pojav prenasicenega stanja oz. »skoka« $e ne pomeni povecanja bioloske uporabnosti, saj
mora ucinkovina biti v prenasi¢enem stanju dovolj ¢asa, da pride do absorpcije. To lahko
dosezemo s pomocjo zaviralcev obarjanja, ki zacasno podaljSajo stanje prenasiCenja.
Hitrost obarjanja je odvisna od stopnje prenasi¢enja; visja kot je, hitreje pride do obarjanja
uéinkovine. Veliko snovi je Ze bilo raziskanih z namenom ugotavljanja vpliva na
zaustavitev ali vsaj upocasnitev procesa obarjanja u¢inkovin preko vpliva na nukleacijo ali
kristalno rast. To so ve¢inoma polimerni inhibitorji (PI), kot so celulozni polimeri, vinil

polimeri in pa tudi surfaktanti, ciklodekstrini (4, 5).

Pri razvoju in nacrtovanju formulacij, ki omogocajo prenasi¢enje, je cilj najti optimalno
kombinacijo »skoka« in »padala« (4). Znacilen primer tak$§ne kombinacije je bil prikazan
pri uporabi novih trdnih peroralnih oblik za izboljsanje absorpcije celekoksiba.
Kombinacija kristalne soli, ki omogoca nastanek »skoka«, z zaviralci obarjanja, Ki
podaljSajo Cas prenasiCenja in povzroijo nastanek w»padala«, je izboljsala profil
raztapljanja in povecala bioloSko uporabnost (BU). V ¢lanku so dokazali, da natrijeva sol
celekoksiba skupaj s hidroksipropil celulozo (HPC) in v kombinaciji s surfaktantom D-a-
tokoferil polietilen glikol 1000 sukcinatom (TPGS) v trdni disperziji zagotovi 100 %
biolosko uporabnost pri psih, medtem ko trzni izdelek pri ljudeh zagotavlja le 40 %

biolosko uporabnost (7).



1.3 Stabilizacija prenasicenja preko zaviranja obarjanja

Obarjanje u¢inkovine je sestavljeno iz dveh stopenj: nukleacije in rasti kristalov. V prvi
stopnji se raztopljene molekule znotraj raztopine zberejo v dvo- ali tridimenzionalne
skupke. Ti skupki rastejo, dokler ne presezejo kriti¢ne velikosti. Sledi sekundarna stopnja —

kristalna rast, kjer se molekule periodi¢no razporejajo in tvorijo kristalno strukturo (5).

Zaviranje obarjanja ucinkovine je odvisno od lastnosti inhibitorja, u¢inkovine in medija.
Doseze se lahko na termodinamicen ali kineti¢en nacin. Termodinami¢en nacin zaviranja
obarjanja uc¢inkovine je dosezen preko povecanja topnosti ucinkovine in s tem zmanjSanja
stopnje prenasicenja, hitrosti nukleacije in kristalne rasti. Primer termodinami¢nega nacina
zmanjSanja obsega obarjanja je uporaba PAS (povrSinsko aktivne snovi), sotopil in
ciklodekstrinov. Kineticen nacin zaviranja obarjanja je doseZen preko zaustavljanja ali
upocasnjevanja obarjanja v prenasi¢enem stanju. Polimeri, ki se uporabljajo za zaviranje
obarjanja ucinkovine, veCinoma delujejo preko kineti¢nega nacina inhibicije, lahko pa
vplivajo tudi na nukleacijo kristalov o0z. njihovo rast preko interakcij z molekulami
uéinkovine ali s spreminjanjem lastnosti medija. Zaustavljanje nukleacije u¢inkovin naj bi
bilo proporcionalno koncentraciji polimernega inhibitorja (4, 5). V nekaterih primerih pa
se polimer adsorbira na povrsino kristala in blokira dostop molekule na kristalno povrsino,
kar prepreCuje nadaljnjo rast kristala. V eni izmed raziskav (8) so preiskovali vpliv
polimera polivinilpirolidona (PVP) na proces kristalizacije bikalutamida v dostavnem
sistemu, ki omogocajo nastanek prenasi¢enja (SDDS, ang. supersaturating drug delivery
systems). Ugotovili so, da se je PVP absorbiral na kristale v raztopini in oblikoval fizi¢no
bariero, ki je preprecila molekulam ucinkovine, da bi oblikovale kristalno mrezo. S tem so
dokazali, da PVP signifikantno zmanjSa kristalno rast, medtem ko na proces nukleacije ni

vplival.

1.3.1 Intermolekularne vodikove vezi

Nastanek kristalizacijskih jeder oz. nukleacija je prvi korak pri kristalizaciji uc¢inkovine.
Tvorba vodikovih vezi med u¢inkovino in polimerom povzro¢i zakasnitev nukleacije. Na
ta nain zavirajo tudi obarjanje ucinkovine. Nekatere Studije so pokazale, da zaviranje
obarjanja uc¢inkovine z nekaterimi polimeri lahko prisodimo prav zaustavljanju procesa
nukleacije (4, 5). Raghavan (9) je preiskoval proces kristalizacije hidrokortizonijevega

acetata in vpliv dodatka polimerov hidroksipropil metilceluloze (HPMC),



polivinilpirolidona (PVP) in polietilenglikola (PEG 400). Izmerjeni so bili casi
kristalizacije, definirani kot tocke, kjer so pod mikroskopom prvi¢ opazili kristal. Ugotovili
so, da Kkateri koli od teh polimerov zaustavi nukleacijo uc¢inkovine, medtem ko v odsotnosti
polimerov pride do spontane nukleacije. V §tudiji so dokazali, da je HPMC bolj u¢inkovit
pri zaviranju kristalizacije hidrokortizonijevega acetata kot PVVP in PEG 400. Poleg tega se
Cas, preden pride do tvorbe kristalizacijskih jeder, podaljsa s povecanjem koncentracije
HPMC, kar nakazuje, da je obarjanje ucinkovine odvisno od koncentracije dodanega
polimera. Hidrokortizonijev acetat ima tri akceptorske skupine in dve donorski skupini.
HPMC ima v primerjavi s PVP ve¢ donorskih skupin in je zmozen tvorbe ve¢ vodikovih

vezi. Zato je v tem primeru ucinkovitejsi kot PVP.

Za ucinkovine, ki imajo veliko $tevilo donorjev vodikovih vezi, je polimer, ki ima
akceptorsko skupino, kot je npr. PVP, bolj ulinkovit pri tvorbi vodikovih vezi z
ucinkovino in zaviranju obarjanja kot HPMC, ki ima ve¢ donorskih skupin. Polimeri, ki
imajo ve¢ donorjev, kot so derivati celuloze, pa so bolj primerni za uc¢inkovine, ki imajo v
strukturi ve¢ akceptorjev vodikove vezi. Vodikove vezi so samo ene izmed S$tevilnih
interakcij, ki se pojavijo med u¢inkovino in polimerom. Drugi faktorji, kot so hidrofobne
interakcije, stericna oviranost strukture in lokacije funkcionalnih skupin imajo tudi

znacdilen vpliv na obarjanje u¢inkovine (4, 5).

1.3.2 Viskoznost raztopine

Stopnja kristalne rasti je direktno sorazmerna s hitrostjo difuzije doloCene ucinkovine v
danem mediju. Povecanje viskoznosti raztopine upocasni difuzijo in s tem Kristalizacijo
(5). V ¢lanku (10) so opisali, da je ob prisotnosti mikrokristalne celuloze (MC) v mediju
priSlo do podaljSanja prenasiCenega stanja ibuprofena zaradi povecane viskoznosti

raztopine.

1.3.3 Hidrofobne interakcije in rigidnost polimera

V nekaterih ¢lankih so opisani poskusi z uporabo hidrofobnih interakcij za razlago
zaustavitve obarjanja. V eni izmed raziskav (11) so testirali ve¢ polimerov z razli¢no
hidrofobnostjo in njihovo zmozZnost zaviranja obarjanja ritonavira. Testirali so sinteti¢ne
polimere in celulozne derivate z razlicnimi hidrofobnimi skupinami. Celulozni polimeri z

zmerno hidrofobnostjo so bili v primerjavi s hidrofilnimi polimeri in visoko hidrofobnimi



polimeri bolj ucinkoviti zaviralci kristalne rasti. Hidrofilni polimeri rajsi interagirajo z
molekulami topila, visoko hidrofobni polimeri pa med sabo (4). Poleg hidrofobnosti lahko
tudi rigidnost polimera vpliva na adsorpcijo polimera na kristalne povrSine ucinkovine.
Gao in sodelavci (12) so ugotovili, da je HPMC ucinkovit zaviralec nukleacije oz.
obarjanja, medtem ko PVP K30 ni pokazal nobenih sposobnosti zaviranja obarjanja v
samoemulgirajo¢em sistemu (SEDDS) z u€inkovino AMG 517. Verige polimera HPMC,
ki je bolj rigiden, se ucinkovito vmesajo v spontano nukleacijo v AMG 517 v visoko
prenasicenem stanju. S tem HPMC zavre nukleacijo oz. obarjanje uc¢inkovine in dalj ¢asa

vzdrzuje visoke koncentracije u¢inkovine.

1.3.4 Molekularna masa polimera in steri¢na oviranost

Molekularna masa in steri€na oviranost polimera imata pomembno vlogo pri adsorpciji
polimera na kristale in prepreCevanju kristalne rasti. V eni izmed $tudij (13) so prikazali,
da sta PVP 10000 in PVP 50000 bolj uc¢inkovita pri zaustavljanju kristalne rasti
paracetamola kot PVP 2000. V drugi $tudiji (14) so prav tako preucevali vpliv molekulske
mase polimera in ugotovili, da PVP K90 bolj izrazito zavira kristalizacijo felodipina v
primerjavi s polimerom PVP K12, ki ima nizjo molekulsko maso. Do povecanega
zaviranja obarjanja ucinkovine s polimeri z vi§jo molekulsko maso pride zaradi
povecanega Stevila dostopnih funkcionalnih skupin na verigi polimera, kar poveca Stevilo
interakcij polimera s kristalnimi povr§inami. Pride do bolj$e pokritosti kristalne povrsine s
polimeri in vec¢jega Stevila interakcij med molekulami uc¢inkovine ter polimerom, kar se
kaze v ucinkovitejSem upocCasnjevanju ali ustavitvi kristalne rasti. Na podlagi tega so
sklepali, da so polimeri z visoko molekulsko maso v primerjavi s polimeri z nizjo

molekularno maso bolj u¢inkoviti pri vzdrzevanju prenasic¢enosti (5).

1.4 Nekateri zaviralci obarjanja

Namen uporabe zaviralcev obarjanja je podaljSanje Casa prenasienja oz. vzdrzevanje
visoke koncentracije u¢inkovine nad ravnotezno topnostjo, kar lahko znacilno izboljsa
absorpcijo ter bioloSko uporabnost in vivo. Zaviralci obarjanja, ki se uporabljajo kot
pomozne snovi v formulacijah za slabo topne ucinkovine, so polimeri, povrSinsko aktivne
snovi (PAS) in ciklodekstrini. Najve¢ se uporabljajo celulozni derivati, kot so HPMC,
hidroksipropil metilceluloza acetat sukcinat (HPMCAS), mikrokristalna celuloza (MC),
hidroksipropil celuloza (HPC) ter polimeri vinila, kot so PVP, polivinil alkohol (PVA),



polivinilpirolidon vinil acetat (PVPVA). Nekatere izmed formulacij z zaviralci obarjanja

so navedene v Preglednici Il.

Preglednica 1I: Nekateri primeri formulacij z zaviralci obarjanja, ki omogocajo prenasicenje in podaljsajo cas
prenasicenja. Prikazane so ucinkovine, oblike formulacij (ki omogocajo nastanek »skoka«), vrste inhibitorjev (ki
omogocajo nastanek »padala«).

Pojav »skoka« Pojav »padala«

Sl Gl (oblika formulacije) (vrsta inhibitorja obarjanja) SR
Takrolimus trdna disperzija HPMC 15
AMG 517 SEDDS HPMC 12
Celekoksib kristalna sol surfaktant (TPGS) + HPC 7
Itrakonazol trdna disperzija HPMC 19
Paklitaksel SEDDS HPMC 16
Indirubin SEDDS PVP 18
Ibuprofen kristalna sol HPMC 10
1.4.1 Polimeri

Hidroksipropil metil celuloza (HPMC) se je izkazal kot u¢inkovit zaviralec obarjanja
tako v trdnih disperzijah kot tudi v lipidnih formulacijah. Tvori lahko vodikove vezi, saj
ima veliko Stevilo hidroksilnih skupin. Tvorba vodikovih vezi med HPMC in uc¢inkovino
zmanjSa aktivacijsko energijo nukleacije, hkrati pa omogoca HPMC, da se adsorbira na
povrsino kristala in s tem prepreci dostop molekulam u¢inkovine ter zmanjsa kristalno rast
(5). Yamashita (15) je preuceval sproscanje takrolimusa iz trdnih disperzij, ki so vsebovale
PEG 6000, PVP in HPMC. Raziskave in vitro so pokazale, da se po raztapljanju vseh
formulacij s polimeri vzpostavijo prenasi¢ene koncentracije ucinkovine 50 pg/l, kar je
dosti visje od 1-2 pg/mL brez dodanih polimerov. Le pri formulaciji s HPMC se je stanje
prenasicenja vzdrzevalo preko 24 ur, pri drugih dveh uporabljenih polimerih se je

uéinkovina hitro oborila.

HPMC je bil ucinkovit tudi pri zaviranju obarjanja paklitaksela v samoemulgirajoCem
dostavnem sistemu (SEDDS). Z studijo in vitro so dokazali, da je formulacija s HPMC
podaljsala prenasiceno stanje za 2 uri v primerjavi s formulacijo brez HPMC, kjer je prislo

do hitrega obarjanja (16).



Tudi v drugi izmed $tudij (10) so ugotovili enak vpliv HPMC. Topna natrijeva sol
ibuprofena je med raztapljanjem omogocila visoko stopnjo prenasi¢enja, medtem ko je

HPMC upocasnila nukleacijo in kristalno rast.
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Slika 2: Struktura hidroksipropil metil celuloze (20)

Polivinilpirolidon (PVP) je najbolj pogosto uporabljen polimer za pripravo amorfnih
trdnih disperzij. Primeren je kot nosilec, saj je amorfen, biokompatibilen in vodotopen. Ima
akceptorske skupine, ki lahko tvorijo vodikove vezi z drugimi donorji (17). V eni izmed
raziskav (18) so ugotovili, da je samoemulgirajo¢i dostavni sistem (SEDDS), ki je
vseboval 0,5 % PVP K17 upocasnil obarjanje in vzdrzeval visoke koncentracije indirubina
za priblizno 2 uri. Bioloska uporabnost iste formulacije se je v primerjavi s formulacijo
brez polimera povecala za 1,3 x pri Studijah na podganah. Za PVP je znadilno, da bolj
zaustavlja kristalno rast kot nukleacijo, tako da se adsorbira na kristal in s tem upocasni
kristalno rast. Za PVP polimere z vi§jo molekularno maso je bilo dokazano, da so boljsi

zaviralci kristalne rasti indometacina kot tisti z manjSo molekularno maso (4, 5).
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Slika 3: Struktura polivinilpirolidona (21)

1.4.2 Povrsinsko aktivne snovi

Povrsinsko aktivne snovi (PAS) so znane po tem, da imajo zmoznost povecanja topnosti
ucinkovin (termodinamicen nacin), lahko pa tudi zavrejo obarjanje pri prenasicenih
raztopinah. To doseZejo s poveCanjem ravnotezne topnosti ucinkovine, kar vodi v

zmanj$anje obsega nukleacije in kristalne rasti. Ce PAS dodamo v prenasieno raztopino v



koncentracijah, ki so nad kriti¢éno micelarno koncentracijo, pride zaradi poviSanja topnosti
In znizanja stopnje prenasi¢enja do zmanjsane hitrosti nukleacije in kristalne rasti (4). V
eni izmed S$tudij (19) so testirali tri PAS (Tween 20, TPGS, Cremophor RH 40) in njihov
vpliv na vzdrzevanje prenasicenja itrakonazola v kislem mediju. Dokazano je bilo, da PAS
lahko povecajo stabilnost prenasicenega stanja itrakonazola oz. vzdrzujejo koncentracije
ucinkovine nad ravnotezno topnostjo. V odsotnosti surfaktantov je namre¢ prislo do

takojSnjega obarjanja itrakonazola.

1.4.3 Ciklodekstrini

Ciklodekstrini so dobro poznani po zmoznosti solubilizacije in se Siroko uporabljajo za
povecanje bioloske wuporabnosti. Tvorijo komplekse s Stevilnimi hidrofobnimi
ucinkovinami in tako povecajo njihovo solubilizacijo ter zmanjSajo stopnjo prenasicenja.
To vodi k zmanj$anju hitrosti nukleacije in kristalne rasti. Studije so pokazale, da poleg
povecanja solubilizacije, ciklodekstrini povecajo stabilnost prenasi¢enih raztopin (4, 5).
Brewster in sodelavci (19) so dokazali, da ciklodekstrina HPBCD in SBEBCD izboljsata
stabilnost prenasiCene raztopine itrakonazola z zaustavljanjem nukleacije in z
upocasnitvijo kristalne rasti. Ob prisotnosti ciklodekstrinov je bilo prenasi¢eno stanje
vzdrZevano najmanj 2 uri, kar dokazuje, da imajo ciklodekstrini vpliv na pojav »skoka« in

pa tudi »padala«.
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2 NAMEN DELA

V magistrskem delu zelimo prouditi sproscanje in pojav prenasicenja natrijevega
diklofenakata (NaDIF), soli slabo topne u¢inkovine iz tablet s polivinilpirolidonom (PVP),

Se posebej z vidika vpliva ionske moci medija.

Pred pricetkom poskusov bomo zagotovili pogoje, v katerih bo koncentracija u¢inkovine

ob ¢asu odvzema vzorca ostala enaka do takrat, ko bomo vzorcu merili absorbanco.

Najprej bomo spro$canje izvedli na pretoénem sistemu, saj ta naprava dobro posnema

fizioloske pogoje zaradi majhnega volumna medija in vzpostavljenega pretoka.

Spros¢anje bomo izvedli tudi v aparatu USP II (ang. The United States Pharmacopeia) z
vesli in poskus optimizirali tako, da bomo dosegli ¢im boljSo ponovljivost med
posameznimi paralelkami. Najprej bomo primerjali avtomatsko vzorenje z ro¢nim.
Spreminjali bomo tudi hitrost vrtenja meSala in medije ter preucevali vplive obeh na

prenasicenje.

Pripravili bomo medije z razlicnimi ionskimi mo¢mi in ugotavljali vpliv ionske mo¢i na
spros€anje in prenasi¢enje NaDIF. S pomocjo filtrov z razli¢no velikostjo por 10; 0,8; 0,45

in 0,2 pm bomo okvirno poskusili dolo€iti porazdelitev velikosti oborjenih delcev.

Dolocili bomo ravnotezno topnost NaDIF v medijih, v katerih bomo izvedli spro$canje.
Koncentracije, ki jih bomo dobili pri poskusih dolo¢anja topnosti, bomo nato primerjali s

koncentracijami, ki smo jih dobili po koncu sprosc¢anja na USP 1l aparatu.
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3

MATERIALI IN METODE

3.1 Aparature in pribor

Pri delu smo uporabljali naslednje aparature in pribor:

digitalna tehtnica Exacta 300 EB, Zelezniki, Slovenija,

analitska tehtnica Mettler Toledo AG 245, Scwarzenbach, Svica,

pH meter Mettler Toledo MP 220, Schwarzenbach, Svica,

UV/VIS Spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA,
tekocinski kromatograf z visoko lo¢ljivostjo (HPLC), Agilent Technologies 1100
Series, Cary, NC, ZDA,

HPLC kolona Kromasil C 18 (150 x 4,6 mm; 5 um),

tabletirka na udarec, Killian SP 300, KILLIAN Tableting GmbH, Cologne
Nemcija,

avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nemcija,

centrifuga, Centrifuge 5415 R, Eppendorf Research, Hamburg, Nemdija,

naprava za testiranje sproscanja VanKel VK 7000 Series, Vankel Technology,
ZDA,

peristalticna ¢rpalka PA-SK4 control, IKA WERKE, Nemcija,

grelec in magnetno meSalo IKA WERKE, Nem¢ija,

preto¢ne cevke iz silikona z notranjim premerom 1,52 mm, IKA, Nemcija,
avtomatski vzoréevalnik Varian VK 8000,

membranski filtri iz regenerirane celuloze z velikostjo por 0,45 pum, Sartorius
Stedium Biotech GmbH, Goettingen, Nemcija,

celulozno-acetatni filtri z velikostjo por 0,2 um, Sartorius Stedium Biotech GmbH,
Goettingen, Nemcija,

celulozno-acetatni filtri z velikostjo por 0,45 pum, Sartorius Stedium Biotech
GmbH, Goettingen, Nemcija,

celulozno-acetatni filtri z velikostjo por 0,8 um, Sartorius Stedium Biotech GmbH,
Goettingen, Nemcija,

filtri »full flow«, z velikostjo odprtin 10 um, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ZDA.

nastavki za filtriranje, brizge, injekcijske igle, epruvete,
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e steklene pipete, bucke, ¢ase, tehtalni ¢olnicek.

3.2 Materiali

Pri delu smo uporabljali naslednje materiale:

e natrijev diklofenakat (NaDIF) p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhein,
Nemcija,

e natrijev dihidrogenfosfat, NaH2POs, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija,

o kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija,

e citronska kislina monohidrat p. a., Merck KgaA, Darmstadt, Nem¢ija,

e natrijev hidroksid, NaOH, Tritisol® za pripravo 1 M NaOH, Merck KgaA,
Darmstadt, Nemcija,

e klorovodikova kislina, HCI, Tritisol® za pripravo 1 M HCI, Merck KgaA,
Darmstadt, Nemcija,

e pufrska raztopina pH 4 (+ 0,02; 20 °C), Merck KGaA, Darmstadt Nem¢ija,

e natrijev klorid, NaCl, Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija,

e Mg-sterarat, Lex, d. 0. 0., Koper, Slovenija,

e Polivinilpirolidon (PVP), Kollidon® 17PF, BASF SE, Ludwigshafen, Nemcija,

e mikrokristalna celuloza (MC), Avicel PH 200 FMC Biopolymer Philadelphia, PA,
ZDA,

e deionizirana voda,

e acetonitril,

e SIF prasek ©, Biorelevant Ltd, Velika Britanija.

3.3 Preverjanje ustreznosti pipet

Ustreznost avtomatskih pipet smo preverili tako, da smo s pipeto veckrat odvzeli doloceni
volumen vode in odpipetirali v ¢aso, ki smo jo predhodno tarirali na analitski tehtnici. Iz
teh vrednosti smo nato izracunali relativni standardni odklon in odstopanje dolocene

vrednosti od deklarirane. Poskuse smo izvedli pri sobni temperaturi.
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3.4 Priprava raztopin in pufrov

34.1

Fosfatni pufer s pH 6,8 smo pripravili tako, da smo v ¢aso natehtali 6,8 g KH2PO4,
ga kvantitativno prenesli v bucko, dodali nekaj deionizirane vode ter 22 mL 1 M
NaOH in nato do oznake dopolnili z deionizirano vodo.

1L 0,250 M Na,HPO, smo pripravili tako, da smo v ¢aSo natehtali 35,49 g
brezvodnega Na,HPO,, ga kvantitativno prenesli v bucko in jo do oznake dopolnili
z deionizirano vodo.

1 L 0,125 M citronske kisline smo pripravili tako, da smo v ¢aso natehtali 26,27 g
citronske kisline monohidrata, jo kvantitativno prenesli v buc¢ko in jo do oznake
dopolnili z deionizirano vodo.

4 x red¢eni Mcllvaineovi pufri (DMB): pripravili smo jih iz 0,250 M Na,HPO, in
iz 0,125 M citronske kisline. Za pripravo pufra s pH 4 smo zmesali 73 mL0,250 M
Na,HPO, in 127 mL 0,125 M citronske kisline v bucki z volumnom 1 | in jo do
oznake dopolnili z deionizirano vodo. Za pripravo pufra s pH 3 smo zmesali 34 mL
0,250 M Na,HPO, in 166 mL 0,125 M citronske kisline v bu¢ki z volumnom 1 | in
jo do oznake dopolnili z deionizirano vodo. Preden smo bucko do oznake dopolnili
z vodo, smo vsem pufrom izmerili pH z ustrezno umerjenim pH metrom in nato, ¢e
je bilo potrebno, pH ustrezno uravnali z nekaj kapljicami 0,125 M citronske kisline
ali 0,250 M Na,HPO,.

0,001 M HCI smo pripravili tako, da smo v 1 | bucko, kjer je bilo ze malo
deionizirane vode, dali 1 mL 1 M HCI in do oznake dopolnili z deionizirano vodo.
Biorelevanten medij (v 0,001 M HCI) smo pripravili tako, da smo na tehtalni
Colni¢ek natehtali 60 mg SIF praska in ga kvantitativno prenesli v 1 | vnaprej

pripravljene 0,001 M HCI ter dobro premesali, da se je ves raztopil.

Priprava medijev z razli¢nimi ionskimi mo¢mi

Medije z razlicnimi ionskimi mo¢mi smo pripravili tako, da smo najprej izracunali ionsko
mo¢ medijev (DMB s pH 3 in 0,001 M HCI) z Enacbo 2. Ionsko mo¢ medija, ki smo jo

izraCunali, smo odsteli od Zelene ionske moc¢i (0,15 M in 0,52 M). Razliko smo nato

vstavili v Enacbo 2 in nato izraunali koncentracijo in nato Se maso NaCl, ki ga je

potrebno dodati.
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p= YiCizi® (Enacha 2)

u — ionska moc¢ (M)
Ci — molarna koncentracija iona v raztopini (M)
Z; — valenca iona

e Medij 0,001 M HCI z ionsko mo¢jo 0,52 M smo pripravili tako, da smo 30,3 g
NaCl raztopili v 1 1 0,001 M HCI. Medij z ionsko mocjo 0,15 M smo pripravili
tako, da smo 8,72 g NaCl raztopili v 110,001 M HCI.

e Medij DMB z ionsko moc¢jo 0,52 M smo pripravili tako, da smo 29,4 g NaCl
raztopiliv1l | DMB s pH 3

e Biorelevanten medij (v 0,001 M HCI) s pove¢ano ionsko mo¢jo smo pripravili tako,
da smo v 110,001 M HCI najprej raztopili 30,3 g NaCl (za 0,52 M) ter 8,72 g (za
0,15 M). Nato smo dodali 60 mg SIF praska ter dobro premesali, dokler se prasek

ni raztopil.

3.5 Tabletiranje

Vse tablete, ki smo jih uporabili pri poskusih, smo izdelali sami na Kkatedri za
Farmacevtsko tehnologijo. Potrebne substance smo natehtali v pateno po pravilu rasto¢ih
mas, jih rahlo zmesali s pestilom in nato zmes $e bolj homogenizirali S stresanjem v
plasti¢ni vrecki. Na tehti¢ smo nato ro¢no natehtali priblizno maso tablete, ki je bila okrog
400 mg, ter maso prenesli v vdolbino matrice tabletirke. I1zmerili smo tudi trdnost tabletam,
pri katerih je bila sila na zgornjem pecatu najvecja ali najnizja. Podatki o tabletiranju so
navedeni v Preglednici Ill. Tablete smo stiskali dvakrat, sestava tablet je v obeh primerih
bila enaka: NaDIF 12,5 %, mikrokristalna celuloza (Avicel PH 200) 77,5 %, PVP
(Kollidon 17PF) 10 %, Mg stearat 0,5 % (na celotno maso).

Preglednica I11: Podatki o tabletiranju. Preglednica prikazuje nastavitve tabletirke med tabletiranjem in trdnost tablet.

Nastavitev Nastavitev Sila stiskanja na

Oznaka tablet zgornjega pecata spodnjega pecata | zgornjem pecatu | Trdnost tablet (N)

(mm) (mm) (kN)
Tsl 9,35 12 6,5-7,4 106,5-113,8
Ts2 9,4 12 8,4-9,4 102-114,3
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3.6 Stabilizacija vzorcev

Zaradi hitrega obarjanja diklofenaka smo morali vzorec pri poskusu spros¢anja stabilizirati
0z. zagotoviti, da se vzorec po odvzemu ve¢ ne obarja in da so koncentracije v vzorcu ves
Cas konstantne. Vzorce smo stabilizirali tako, da smo prefiltrirani vzorec takoj red¢ili z 0,1
M NaOH v razmerju 1 : 2. S tak$nim red¢enjem vzorca z 0,1 M NaOH smo dvignili pH na
vrednost okrog 12. Ustreznost stabilizacije smo preverili tako, da smo odvzeli vzorce po
20, 40 in 60 in 120 minutah poskusa spros¢anja. Vzorce smo nato red¢ili z 0,1 M NaOH v
razmerju 1 : 2 ter tem red¢enim vzorcem izmerili absorbanco po dolocenih ¢asih (takoj po

odvzemu, po 1, 2 in 3 urah). Ob vseh ¢asih smo morali dobiti enako absorbanco vzorcev.

3.7 Umeritvene premice

Za izracun koncentracij spros¢ene ucinkovine, ki smo jih dobili s testi spro$c¢anja, smo
izdelali umeritvene premice v medijih, ki smo jih uporabili pri testih spros¢anja. Pripravili
smo tri standardne raztopine znanih koncentracij NaDIF v mesanici medija z 0,1 M NaOH
1: 2, za kar smo trikrat natan¢no natehtali priblizno 10 mg ucinkovine in jih kvantitativno
prenesli v tri 50 mL bucke ter do oznake dopolnili z zgoraj omenjeno mesanico. Raztopine
smo redcili tako, kot je prikazano v Preglednici V. Nato smo red¢enim raztopinam s
standardnimi koncentracijami NaDIF izmerili absorbanco pri 276 nm, narisali umeritveno
krivuljo in izracunali ena¢bo premice. Za vsako premico smo dolodili tudi Pearsonov
koeficient korelacije (R?). V spodnjih preglednicah je primer priprave raztopin standardnih

koncentracij.

Preglednica IV: Natehte standarda natrijevega diklofenakata za pripravo standardnih raztopin A, B, C in njihove
koncentracije

Standardna V (standardne raztopine) C (standardne raztopine)
) m (NaDIF) (mg)
raztopina (mL) (ma/l)
A 9,94 50 198,8
B 11,86 50 237,2
C 11,08 50 2216
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Preglednica V: Postopek priprave devetih redcitev standarnih raztopin A, B, C

Standardna razt. = Red¢enje V (standardne razt.) V (redtene stand, konc. NaDIF (mg/l)
(mL) razt. NaDIF) (mL)
A 100 x 0,1 10 1,99
B 40 x 0,25 10 5,93
C 20 x 0,5 10 11,08
A 13,3 X 0,75 10 14,91
B 10 x 1 10 23,72
C 8 X 1,25 10 27,70
A 6,67 x 1,5 10 29,82
B 571 x 1,75 10 41,51
C 5x 2 10 44,32

3.8 Testi spros¢anja

Teste spros€anja smo izvedli na preto¢nem sistemu in V aparatu z veslastim mesalom (USP
aparat I1). V Preglednicah VI in VII so navedeni vsi poskusi, ki smo jih izvedli, ter

parametri, ki smo jih med spros¢anjem spreminjali.

3.8.1 Sproscanje na preto¢nem sistemu

Teste spro$¢anja na preto¢nem sistemu smo izvedli v DMB s pH 4 in v fosfatnem pufru s
pH 6,8. V delovno ¢aso smo dali 25 g steklenih kroglic s premerom 1 mm in magnetno
palcko. Nato smo dodali 40 mL medija, oznacili nivo medija na casi ter nastavili gretje na
37 °C in hitrost meSanja na 50 rpm. Na koncu cevke, ki je odvajala vzorec iz delovne caSe,
je bil nastavljen filter z velikostjo por 0,7 um. Ob ¢asu 0 smo dali tableto v ¢aso in zagnali
pretok, takrat smo priceli z zbiranjem vzorcev V intervalih po 10 minut (volumen vzorca je
bil 20 mL), v valj, v katerem je bilo 40 mL 0,1 M NaOH. Vzorec z NaOH smo pred
analizo z UV/VIS spektrofotometrom prefiltrirali Se skozi membranski filter z velikostjo
por 0,45 um. Ce so bile absorbance previsoke, smo vzorec §¢ dodatno redéili z mesanico

NaOH in medija, v razmerju 2 : 1 in izmerili absorbanco.

Pred izvedbo poskusa na preto¢nem sistemu smo najprej dolocili hitrost pretoka skozi obe
cevki, tako da smo na analitski tehtnici stehtali vodo, ki se je zbrala v valju po dolo¢enem
Casu. Od mase, ki smo jo dobili, smo odsteli maso praznega valja ter tako dobili maso

vode. Maso, za katero smo predpostavili, da je enaka volumnu, smo delili s ¢asom, v
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katerem se je vzorec zbral ter dobili hitrost pretoka (mL/min). Na podlagi teh rezultatov
smo nato uravnali hitrost pretoka, ki mora biti 2 mL/min.

Koncentracijo raztopljene ucinkovine smo izraunali s pomoc¢jo umeritvene premice in

izmerjene absorbance vzorca.

Enacba umeritvene premice:
A=kxc+b (Enacba 3)

A — izmerjena absorbanca merjenega vzorca

b — presecisce umeritvene premice z ordinatno osjo

k — naklon umeritvene premice

¢ (mg/L) — koncentracija raztopljene ucinkovine v vzorcu v doloceni casovni tocki odvzema
vzorca

Iz enacbe umeritvene premice (enacba 1) smo izrazili koncentracijo ué¢inkovine v dolo¢eni

¢asovni tocki.

A-Db
cC = ——
k

(Enacba 4)
Maso raztopljene ucinkovine smo izracunali tako, da smo koncentracijo pomnozili S
skupnim volumnom (vzorec + 0,1 M NaOH v razmerju 1 : 2) v valju ter faktorjem

redcitve, Ce je ta bila potrebna. Mase smo nato kumulativno sesteli.
mn=cnx* V(x E.) (Enacba 5)

mn — masa raztopljene ucinkovine, Ki se je zbrala v valju (mg)
V — skupni volumen vzorca z 0,1 M NaOH (mL)

CNn — koncentracija raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca

(mg/l)
Fr — faktor redcitve

Na koncu je sledil se izracun deleza raztopljene uéinkovine. Maso raztopljene uc¢inkovine
smo delili z vrednostjo, ki smo jo dobili z zmnozkom mase tablete z delezem uc¢inkovine v

tableti (odmerek).
% = % * 100 (Enacba 6)

D — odmerek natrijevega diklofenakata v tableti (mg)
mn — masa raztopljene ucinkovine (MgQ)

18



3.8.2 Sproscanje v ¢asi

Spros¢anje smo zaradi tezav na preto¢nem sistemu izvedli tudi samo v casi (brez
vzpostavljenega pretoka medija) s 40 mL medija, ki je bil v tem primeru DMB pufer s pH
4.V ¢aSo smo dali magnetno palcko ter 25 g steklenih kroglic s premerom 1 mm in hitrost
mesanja nastavili na 50 rpm. Tableto smo ob ¢asu 0 dali v ¢aso z medijem ter priceli S
poskusom. Vzorec smo odvzeli z brizgo vsakih 5 minut, in sicer priblizno 0,5 mL. Najprej
smo stehtali epruvete, v katere smo dali 1 mL 0,1 M NaOH. Nato smo odvzeti vzorec
prefiltrirali v iste epruvete skozi filter z velikostjo por 0,8 um, s pomo¢jo nastavka za
filtriranje, ki smo ga pritrdili na brizgo. To¢en volumen odvzetega vzorca smo dolo¢ili s
tehtanjem. Maso epruvete z 1 mL 0,1 M NaOH smo odsteli od vrednosti, ki smo jo dobili,
ko smo stehtali epruveto z dodanim filtriranim vzorcem odvzetim z brizgo. Nacin izracuna

deleza sproséene ucinkovine je bil enak kot pri USP II (Enacbe 1-5).

Preglednica VI: V preglednici so prikazani uporabljen sistem za sproscanje, serija tablet, velikost por uporabljenega
filtra, vrsta in volumen medija ter oznaka poskusa.

. a . ) ) Volumen
Sistem za Serija | Velikost filtra Hitrost Vrsta - Oznaka
medija
spros¢anje = tablet (um) meSanja (rpm) medija ( I_J) poskusa
m
0,7+0,45 50 DMB pH 4 40 POSKUS 1
Pretocni
) Tsl (naknadna fosfatni
sistem ) - 50 40 POSKUS 2
filtracija) pufer pH 6,8
Sproscanje
Tsl 0,8 50 DMB pH 4 40 POSKUS 3

v ¢asi
3.8.3 Sproscanje v USP Il aparatu z vesli

Za sproscanje v USP Il smo najprej izbrali nastavitve programa, s katerim smo zeleli
izvajati poskus. Izbrali smo ¢asovne toc¢ke vzorcenja (5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 120, 180 in
240 minut), volumen odvzetega vzorca (4 mL) ter hitrost vrtenja mesala (75 ali 100 rpm).
Z valjem smo v posodo za spro$canje to¢no odmerili volumen medija (900 mL). Preden
smo zaceli s poskusom, je temperatura medija morala biti enaka 37 °C. Vsako tableto smo
pred izvedbo poskusa stehtali in nato podatke preracunali glede na dejansko maso. Tablete
smo dali v posode z medijem in priceli s poskusom. Na kanilah za avtomatsko vzorcenje
smo imeli nastavljen filter z velikostjo por 10 um. Takoj po avtomatskem vzorcenju v
vsaki ¢asovni toc¢ki smo od 4 mL vzorca, ki smo ga dobili, s pipeto odmerili 1 mL v Ze

vnaprej pripravljene centrifugirke z 2 mL 0,1 M NaOH. Vzorce smo pred analizo z

19



UV/VIS spektrofotometrom dobro pomesali. V Preglednici VII so nasteti vsi poskusi, ki
smo jih izvedli v USP |l aparatu z vesli.

Najprej smo primerjali % spros¢ene ucinkovine pri ro¢nem vzoréenju z avtomatskim
vzoréenjem. Z ro¢nim vzorcenjem smo simulirali postopek avtomatskega vzorcenja tako,
da smo vzorec odvzeli z brizgo, na kateri je bil nastavek za filter s filtrom z velikostjo por
0,8 um. Najprej smo stehtali epruveto, v katero smo prej odmerili 1 mL 0,1 M NaOH. Nato
smo $e stehtali epruveto z dodanim vzorcem ter od te vrednosti odsteli maso epruvete z 0,1
M NaOH. Tako smo dobili to¢en volumen vzorca, ki smo ga odvzeli. Avtomatsko

vzorcenje je potekalo istocasno kot ro¢no vzorcenje.

Koncentracijo ucinkovine v raztopljenem stanju smo izracunali s pomoc¢jo umeritvene
premice in izmerjene absorbance vzorca. Upostevali smo redéenje vzorcev zaradi

dodanega 0,1 M NaOH in zmanj$anje volumna v posodi zaradi odvzetega vzorca.

Iz enacbe umeritvene premice (Enacba 3) smo izrazili koncentracijo u¢inkovine v dolo¢eni
Casovni tocki in upostevali tudi red¢enje vzorca (pomnozili Smo s 3, saj je razmerje vzorec:
0,1 M NaOH 1: 2).

A-b

c=3x — (Enacba 7)

Po odvzemu vzorca odvzetega volumna nismo nadomes¢ali s svezim medijem, zato smo k
enacbi dodali Se popravek, s katerim upostevamo zmanj$evanje volumna medija v posodi

za sproscanje.

Vn=Vm-Vvz(n—1) (Enacba 8)

Vm— zacetni volumen medija (1)

V\yz — volumen odvzetega vzorca (0,004 I)

Vh— volumen medija po (n — 1) — tem odvzemu vzorca (I)
n — zaporedni odvzem vzorca

Maso raztopljene ucinkovine v doloc¢eni ¢asovni to¢ki Smo izracunali po naslednji enacbi:
mn=cn*Vn+Vvz(cl+c2+c3+--+c(n—1)) (Enacba 9)

mn — masa raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca n (mg)
cn — koncentracija raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca

(mg/l)
cl,c2,c3 ... — izracunane koncentracije ucinkovine v posodi za sproscanje v dolocenih
casovnih tockah (mg/l)
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Na koncu je sledil Se izracun deleza sprosc¢ene ucinkovine (%) oz. ucinkovine, ki se ob

¢asu odvzema vzorca nahaja v raztopljenem stanju.
% = == * 100 (Enacha 10)

D — odmerek natrijevega diklofenakata v tableti (mg)
mn — masa raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca (Mg)

3.8.4 Dolocanje velikosti oborjenih delcev

Na USP II aparatu smo imeli na kanilah za vzor¢enje nastavljen 10 um filter. Da bi dobili
priblizno porazdelitev velikosti oborjenih delcev diklofenaka, smo vzorce Se dodatno
filtrirali skozi manjse filtre z velikostmi por 0,8; 0,45 in 0,2 pm. Vzorec, ki se je zbral v
epruveti, smo takoj prelili v brizgo in namestili ustrezen filter. Priblizno 1 mL vzorca smo
zavrgli, preostanek pa filtrirali v epruveto. Filter smo po vsaki uporabi zavrgli in za drugi
vzorec uporabili novega. S pipeto smo nato odmerili to¢en volumen dodatno filtriranega
vzorca Vv ze vnaprej pripravljeno epruveto z ustreznim volumnom 0,1 M NaOH v enakem
razmerju kot pri ostalih poskusih. Tem vzorcem smo nato izmerili absorbanco z UV/VIS

sprektrofotometrom ter izracunali koncentracije u¢inkovine.

Preglednica VII: Poskusi, ki smo jih izvedli v napravi USP Il z vesli. Prikazani so serija tablet, velikost por
uporabljenega filtra, vrsta in volumen medija ter oznaka poskusa.

Velikost Velikost filtra

Serija . . . Hitrost Volumen
filtra pri dodatni N . Oznaka
tablet ) . mesanja Vrsta medija medija
na kanilah filtraciji poskusa
(rpm) (mL)
(nm) (nm)
75 DMB pH 4 POSKUS 4
DMB pH 4 POSKUS 5
DMB pH 3 POSKUS 6
dodatne filtracije 1 M HCI POSKUS 7
Tsl 10 . ] 0,00 C 900 OSKUS
ni bilo 100 | 0,001 M HCI z ionsko
POSKUS 8
mocjo 0,15 M
0,001 M HCL z ionsko
POSKUS 9
mocjo 0,52M
0,001 M HCI POSKUS 10
Ts2 dodatne filtracije
10 . 100 0,001 M HCI z ionsko 900
ni bilo POSKUS 11
mo¢jo 0,15 M
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0,001 M HCI z ionsko

POSKUS 12
mocjo 0,52M
10 0,8 POSKUS 13
0,001 M HCI
10 0,45 POSKUS 14
10 0,2 POSKUS 15
10 0,8 POSKUS 16
0,001 M HCI z ionsko
10 0,45 POSKUS 17
mocjo 0,52M
10 0,2 POSKUS 18
10 0,8 POSKUS 19
10 0,45 DMB pH 3 POSKUS 20
10 0,2 POSKUS 21

3.9 Analiza vzorcev

Vzorce smo analizirali z UV/VIS spektroskopijo. Vzorec iz medija 0,001 M HCI z
dodanim praskom SIF (ang. simulated intestinal fluid), smo Se dodatno analizirali S
tekoCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC) ter nato primerjali z rezultati
dobljenimi z UV/VIS spektroskopijo.

3.9.1 UVI/VIS spektroskopija

Pri analizi vzorcev z UV/VIS spektrofotometrom uéinkovine smo koncentracijo
uc¢inkovine dolo¢ili z merjenjem absorbance raztopine NaDIF v mesanici z 0,1 M NaOH (1
: 2). Spekter smo posneli v obmocju valovne dolzine 200-400 nm, diklofenak ima namre¢
absorpcijski maksimum pri 276 nm. Preverjali smo tudi absorbanco pri 400 nm, ki je
morala biti ¢im manj$a. Vecje vrednosti absorbanc pri 400 nm lahko nakazujejo, da je
vzorec moten. Pri vsakem merjenju smo najprej izbrisali ozadje z medijem brez

uc¢inkovine, ki je bil pripravljen v enakem razmerju z 0,1 M NaOH kot vzorci.
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3.9.2 HPLC kromatografija

S HPLC metodo smo preverili ustreznost meritev rezultatov z UV/VIS spektrofotometrijo
pri spros¢anju v mediju 0,001 M HCI z dodanim praskom SIF. V Preglednici VIII so

predstavljeni parametri uporabljene metode.

Preglednica VIII: Preglednica prikazuje parametre, ki smo jih uporabili pri analizi vzorcev s HPLC. Prikazani so vrsta
kolone, mobilne faze, volumen injiciranja, pretok, temperatura kolone, valovna dolzina in retencijski cas.

Kolona Kromasil C18 (150 x 4,6 mm; 5um)

razmerje A : B 60 : 40
A: 50 mM fosfatni pufer s pH 6,5 (6,89 KH2PO4 + 14 mL 1 M
Mobilna faza NaOH/I bidestilirane vode)
B (organska faza) — acetonitril

Volumen injiciranja 10 pl
Temperatura kolone 40 °C
Valovna dolZina 276 nm
2 minuti

Retencijski ¢as

3.10 Dolocanje ravnoteZne topnosti

V centrifugirke smo natehtali 0,8-1 mg ucinkovine, dodali 1,5 mL medija ter dali na
stresalnik. Stresali smo pri temperaturi 37 °C, 30 rpm in pri amplitudi stresanja 2. Ob
razli¢nih ¢asih (30, 60', 90", 6 h, 24 h, 48 h) smo stresalnik ustavili, vzeli ven centrifugirke
z zeleno paralelko in ostale vzorce naprej stresali. Nato smo izbrani vzorec centrifugirali
10 minut pri 10000 x g in 37 °C. Supernatant smo po koncu centrifugiranja odpipetirali in
ga redcili z 0,1 M NaOH v enakem razmerju kot pri ostalih poskusih 1 : 2. S
spektrofotometrom smo pomerili absorbance vzorcev in nato izracunali koncentracijo

raztopljene uc¢inkovine ob dolocenih ¢asih.
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4 REZULTATI

4.1 Preliminarni poskusi

4.1.1 Preverjanje ustreznosti pipet

Preden smo zaceli s poskusi, smo dolo¢ili relativni standardni odklon in odstopanje
dolocene vrednosti avtomatskih pipet od deklarirane. S tehtanjem odvzetega volumna smo

izraCunali naslednje parametre (Preglednica IX).

Preglednica IX: Preglednica prikazuje vrsto pipete, volumen vode, ki smo ga odvzeli s pipeto, ter izracunano povprecje,
natancnost in tocnost pipet.

Pipeta 20-200 i 5005000 pul 100-1000 pl
Volumen (ul) 200 2500 1000
Royprecjeledyzedh 198,46 249695 997,22
volumnov (ul)
RSD 0,35 % 013 % 0,14 %
Odstopanje od 0,77 % 0,12 % 0,28 %

deklarirane vrednosti
4.1.2 Umeritvene premice

Na osnovi rezultatov, ki smo jih dobili s pomocjo standardnih raztopin NaDIF, smo z
linearno regresijo izracunali enacbo premice, ki podaja odvisnost absorbance (y) raztopine
natrijevega diklofenakata od njene koncentracije (x). Podan je tudi Pearsonov koeficient
korelacije (R?). Rezultati so podani v Preglednici X.

Preglednica X: Enacbe umeritvenih premic natrijevega diklofenakata v medijih, ki smo jih uporabili pri testiranjih.

Prikazane so enacbe premic raztopin natrijevega diklofenakata, kjer je y absorbanca ucinkovine in x koncentracija
(mg/1) in Pearsonov koeficient korelacije (R?). DolZina stranice kivete je bila v vseh primerih 10 mm.

Pearsonov
Medij (v razmerju z 0,1 M NaOH 1: 2) Enacba premice koeficient
korelacije R?
DMB pH 4 +0,1 M NaOH (1: 2) y = 0,0314 x + 0,0087 0,9999
DMB pH 4 +0,1 M NaOH (1 : 2) y = 0,0324 X + 0,0087 0,0992
(kiveta z manj$im volumnom)
DMB pH 3 +0,1 M NaOH (1: 2) y =0,0315x + 0,01 0,9994
0,001M HCI + 0,1 M NaOH (1: 2) y = 0,0308 x + 0,003 0,9997
0,001M HCI z dodanim NaCl do ionske mo¢i 0,15 + 0,1 y =0,032 x + 0,0068 0.9999
M NaOH (1 : 2) '
0,001M HCI z dodanim NaCl do ionske mo¢i 0,52 + 0,1 _
M NaOH (1 2) y =0,0318 x + 0,0076 0,9999
DMB pH 3 z dodanim NaCl do ionske mo¢i 0,15 + 0,1 _
M NaOH (1 2) y = 0,0319 x + 0,0059 0,9996
DMB pH 3 z dodanim NaCl do ionske mo¢i 0,52 + 0,1 _
M NaOH (1 2) y =0,0315 x + 0,01 0,9991
FaSSGF + 0,1 M NaOH (1: 2) y =0,0317 x + 0,0087 0,9996
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4.1.3 Stabilizacija vzorca

Preden smo zaceli s poskusi, smo Zeleli dokazati, da se vzorec po odvzemu in red¢enju z
0,1 M NaOH v razmerju 1 : 2 ne obarja ve¢. To smo dokazali z merjenjem absorbanc istih
vzorcev ob razli¢nih ¢asih. Rezultati so predstavljeni v Preglednici XI.

Preglednica XI: Preglednica prikazuje izmerjeno absorbanco istih vzorcev odvzetih ob razlicnih casih od zacetka

poskusa — 20 min, 40 min, 60 min in 120 min analiziranih takoj po odvzemu, po 1 uri, 2 urah in 3 urah. Prikazana sta
tudi standardni odklon (SD) in koeficient variacije (KV).

Cas analize vzorca A (20 min) A (40 min) A (60 min) A (120 min)
takoj po odvzemu 0,389 0,315 0,192 0,078
po 1 uri 0,390 0,313 0,193 0,080
po 2 urah 0,389 0,314 0,193 0,079
po 3 urah 0,391 0,313 0,193 0,079
SD 0,001 0,001 0,001 0,001
KV (%) 0,246 0,305 0,259 1,034

4.1.4 Nastavitev ustreznega pretoka na preto¢nem sistemu

Pred izvedbo poskusa na pretocnem sistemu smo najprej doloc€ili hitrost pretoka, Ki je
moral biti ¢im blizje 2 mL/min. S tehtanjem vode, ki se je zbrala v valju po dolocenem

Casu, smo izracunali hitrost pretoka medija (Preglednica XII).

Preglednica XII: Hitrost pretoka na pretocnem sistemu, na katerem smo izvajali testiranja. Preglednica prikazuje maso
vode v valju, ki je enaka volumnu vode (upostevali smo, da je gostota vode 1 g/l), cas zbiranja vode, izracunan pretok ter
stopnja hitrosti vrtenja rotorja na crpalki.

Masa zbrane vode v Stopnja na ¢rpalki, ki uravnava

valju (g) LA PreER k) hitrost vrtenja rotorja
10,97 5 2,19 8
11,07 5 2,19 8
10,92 5 2,18 8
10,87 5 2,17 8
18,76 10 1,88 7
18,67 10 1,87 7
43,70 20 2,19 8
43,50 20 2,18 8

4.2 SproScanje na pretoénem sistemu

Na pretocnem sistemu smo sproscali NaDIF v dveh razli¢nih medijih, v fosfatnem pufru s
pH 6,8 in DMB pufru s pH 4. Rezultati spros¢anja so prikazani v Preglednicah XIII in
XIV.
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Preglednica X1 Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s PVP (1. serija tablet) na pretocnem sistemu v DMB
pufru s pH 4 . V preglednici so podani Se povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 1
Cas (min) % sproscene u¢inkovine Povpredje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 2,02 3,06 2,57 2,55 0,52 20,32
10 11,79 15,98 13,41 13,73 2,11 15,37
15 24,97 31,86 29,75 28,86 3,53 12,23
20 37,97 45,13 45,25 42,78 4,17 9,75
25 46,42 54,15 56,01 52,19 5,09 9,75
30 52,16 60,28 63,12 58,52 5,69 9,71
35 56,86 65,52 67,87 63,42 5,80 9,14
40 60,31 69,08 71,38 66,92 5,84 8,73
45 62,93 71,58 73,73 69,41 5,72 8,24
50 65,19 74,05 75,35 71,53 5,53 7,73
55 66,95 76,90 76,47 73,44 5,62 7,66
60 68,62 78,55 77,29 74,82 5,40 7,22
65 69,41 80,09 77,86 75,79 5,63 7,43
70 70,18 81,85 78,30 76,78 5,98 7,79
75 70,83 82,38 78,66 77,29 5,90 7,63
80 71,35 82,98 79,06 77,80 591 7,60
85 71,87 83,61 79,32 78,27 5,94 7,59
90 72,17 84,16 79,55 78,62 6,05 7,69

Preglednica XIV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s PVP (1. serija tablet) na pretocnem sistemu v fosfatnem
pufrus pH 6,8. V preglednici so podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 2
Cas (min) % sproscene ufinkovine Povprecje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 411 5,21 4,66 0,78 16,70
10 18,27 20,94 19,61 1,88 9,60
15 37,33 41,37 39,35 2,86 7,26
20 57,27 62,41 59,84 3,64 6,08
25 70,73 76,21 73,47 3,87 5,27
30 79,13 84,11 81,62 3,52 4,31
35 83,95 88,71 86,33 3,37 3,90
40 86,88 91,68 89,28 3,40 3,80
45 88,62 93,47 91,04 3,43 3,77
50 89,67 94,54 92,10 3,45 3,74
55 90,29 95,18 92,74 3,45 3,72
60 90,65 95,55 93,10 3,46 3,72
65 90,86 95,78 93,32 3,48 3,73
70 90,98 95,94 93,46 3,51 3,75
75 91,03 96,03 93,53 3,53 3,78
80 91,06 96,09 93,58 3,55 3,80

4.3 Sproscanje v ¢asi brez preto¢nega sistema

Zaradi tezav z zamasitvijo cevk na pretoénem sistemu smo spro$¢anje izvedli tudi v ¢asi, v
katero smo dali magnetno mes$alo in z brizgo ro¢no jemali vzorce ob dolo¢enih ¢asovnih
tockah. Testiranje smo izvedli v mediju DMB s pH 4. V Preglednici XV so prikazani
rezultati poskusa.
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Preglednica XV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s PVP (1. serija tablet) v DMB pufru s pH 4 ob doloc¢enih
casovnih tockah pri sproscanju v ¢asi z rocnim jemanjem vzorcev pri 50 rpm in 40 mL medija. V preglednici so ob
dolocenih ¢asih podani Se povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 3
Cas (min) % sproscene ucinkovine Povprecje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 2,00 1,90 1,89 1,93 0,06 3,26
10 1,39 0,74 0,74 0,96 0,38 39,45
15 1,28 1,04 1,04 1,12 0,13 12,02
20 0,77 0,74 0,74 0,75 0,02 2,33
25 0,86 0,62 0,72 0,73 0,12 16,34
30 0,69 0,72 0,68 0,70 0,02 2,90
35 0,83 0,73 0,84 0,80 0,06 7,28
40 0,92 0,77 0,67 0,79 0,12 15,80
45 1,20 0,70 0,70 0,86 0,29 33,70
50 0,69 0,67 0,67 0,68 0,01 2,15
55 0,66 0,70 0,70 0,69 0,02 3,13
60 0,59 0,67 0,67 0,64 0,04 6,79
65 0,66 0,84 0,85 0,78 0,11 13,45
70 0,68 0,64 0,64 0,65 0,02 3,24
75 0,70 0,89 0,89 0,83 0,11 13,41
80 1,35 0,83 0,83 1,00 0,30 30,25
85 0,76 0,86 0,85 0,82 0,05 6,32
90 1,57 1,51 1,51 1,53 0,03 2,18

4.4  Sproscanje v sistemu z vesli (USP 1)

V naslednjih preglednicah so predstavljeni rezultati spro$¢anja natrijevega diklofenakata iz
tablet v USP |1 aparatu. Naredili smo 3-9 paralelk, ki so oznaéene z oznakami 1P-9P. Na
podlagi rezultatov smo izraunali povpre€je, standardno deviacijo (SD) in koeficient

variacije (KV).

4.4.1 Primerjava avtomatskega in ro¢nega vzorcenja

Najprej smo v USP Il aparatu z vesli v mediju DMB s pH 4 pri 100 rpm in v 900 mL
medija primerjali % sprosCene ucinkovine pri rocnem vzorCenju z avtomatskim
vzoréenjem. Test smo izvedli v treh paralelkah, ro¢no in avtomatsko smo vzor¢ili iz iste

posode ob enakem ¢asu. Rezultati so prikazani v Preglednicah XV1 in XVII.

Preglednica XVI: Avtomatsko vzorcenje v USP Il aparatu s filtrom z velikostjo por 10um. Prikazan je delez spro§cene
ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) ob dolocenih casovnih tockah. V preglednici so
podani Se povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

Avtomatsko vzorcenje

Cas (min) 1P 2P 3P Povpredje  SD | KV (%)
20 65,28 76,96 65,26 69,17 675 9,76
40 49,80 58,00 55,10 54,30 416 @ 17,66
60 25,06 33,93 33,78 30,93 508 | 16,42
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Preglednica XVII: Roc¢no vzordenje v USP Il aparatu s filtrom z velikostjo por 0,8um. Prikazan je delez sproscene
ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) ob dolocenih casovnih tockah. V preglednici so
podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

Roc¢no vzorcenje

Cas (min)

20
40
60

1P

64,07
53,39
22,47

2P 3P Povprecje SD
58,45 68,47 63,66 5,02
41,78 55,19 50,12 7,28
24,86 20,60 22,65 2,14

4.4.2 Primerjava razli¢nih hitrosti vrtenja mesala

KV (%)
7,89
14,53
9,43

V USP II aparatu smo primerjali spros¢anje v DMB pufru s pH 4 pri obratih vrtenja 75 in

100 rpm, z namenom, da bi ugotovili, pri katerih pogojih so rezultati najbolj ponovljivi in

kaksen vpliv ima hitrost mesanja na prenasic¢enje in obarjanje DIF. Volumen je bil v obeh

primerih enak 900 mL. V Preglednicah XVIII in XIX so predstavljeni rezultati, posamezne

paralelke so oznacene z 1P—6P.

Preglednica XVIII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v DMB pufru s
pH 4 ob dolocenih casovnih tockah pri spros¢anju v USP Il pri 75 rpm. V preglednici so podani Se povprecje,

standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 4
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P 4P 5P 6P Povprecje SD KV (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 15,88 17,94 30,08 13,01 19,42 18,62 19,16 5,83 30,41
10 46,02 59,28 74,06 41,23 52,35 50,27 53,87 11,61 21,54
15 61,37 74,97 76,04 49,39 64,23 63,39 64,90 9,81 15,12
20 55,46 74,03 75,18 47,29 61,02 60,68 62,28 10,77 17,29
30 36,97 64,57 64,27 38,41 45,20 46,16 49,26 12,28 24,93
40 23,76 49,61 54,77 27,09 28,11 30,19 35,59 13,13 36,89
60 13,77 25,34 30,10 15,99 15,10 16,97 19,54 6,59 33,74
120 10,79 12,51 13,11 11,13 10,61 11,81 11,66 1 8,57
180 9,96 10,35 11,11 9,96 9,79 10,32 10,25 0,47 4,63
240 8,98 9,59 10,11 9,30 9,46 9,82 9,54 0,4 4,16

Preglednica XIX: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v DMB pufru s pH
4 ob dolocenih casovnih tockah pri sproséanju v USP 1l pri 100 rpm. V preglednici so podani $e povprecje, standardna

deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 5
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P 4p 5P 6P Povpretje SD KV (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 25,41 25,86 20,73 24,97 29,08 42,69 28,12 7,62 27,09
10 67,20 67,22 58,50 70,95 81,23 83,76 71,48 9,5 13,29
15 75,86 79,59 73,58 72,67 83,62 83,42 78,12 4,81 6,16
20 70,79 74,36 68,69 65,16 76,84 78,14 72,33 5,00 6,92
30 54,80 59,58 53,08 46,64 62,16 66,27 57,09 7,03 12,31
40 38,55 42,37 35,53 30,90 43,85 50,57 40,30 6,88 17,07
60 22,21 20,99 18,06 16,08 24,13 28,23 21,62 4,33 20,06
120 11,92 10,97 10,78 10,55 13,48 14,51 12,03 1,62 13,48
180 10,51 9,65 9,62 9,55 11,82 12,35 10,58 1,23 11,58
240 10,02 9,32 8,48 8,72 11,00 11,36 9,81 1,19 12,09
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4.4.3 Primerjava dveh razli¢nih medijev z isto vrednostjo pH

V spodnjih Preglednicah XX in XXI so prikazani rezultati sproscanja v USP II pri 100 rpm
v 900 mL medija 0,001 M HCI in DMB s pH 3. Posamezne paralelke so oznacene z 1P—
9P.

Preglednica XX: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v DMB pufru s pH

3 ob dolocenih casovnih tockah pri sproséanju na USP 1l pri 100 rpm in 900 mL medija. V preglednici so podani Se
povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 6
) % sproscene ucinkovine
Cas 1P 2P 3P 4P 5P 6P 7P 8P 9P  Povpretje SD N
(min) %
0 0,00 | 0,00 000 | 000 | 000 000 000 | 000 0,00 0,00 0,00 = 0,00
5 17,87 | 19,77 | 13,63 | 23,15 16,84 | 1944 | 1528 | 14,23 | 22,19 18,04 7,08 18,72

10 54,29 | 51,49 | 49,76 | 65,13 | 49,01 | 57,12 | 45,38 | 45,59 | 58,65 52,93 10,04 | 12,31
15 56,98 | 53,69 | 48,57 | 70,74 | 71,93 | 64,80 | 61,87 | 59,69 | 57,63 60,66 2,47 | 12,58
20 51,78 | 49,65 | 40,84 | 64,31 | 66,56 | 59,20 | 54,83 | 52,84 | 54,07 54,90 347 | 14,15
30 38,91 | 34,76 | 24,61 | 48,48 | 51,02 | 42,80 | 45,33 | 40,53 | 41,40 40,87 4,86 | 19,16
40 25,10 | 21,59 | 14,12 | 27,70 | 29,57 | 26,49 | 29,39 | 25,79 | 27,78 25,28 1,64 | 19,14
60 12,02 | 10,15 | 6,98 | 13,01 | 13,02 | 12,92 | 14,01 | 13,09 | 13,72 12,10 1,46 | 18,38
120 691 | 635 | 566 | 78 | 791 | 792 | 793 | 735 | 7,55 7,27 1,34 | 11,15
180 576 | 536 | 484 670 | 676 | 6,76 | 662 | 6,37 | 6,56 6,19 14 | 1134
240 543 | 504 | 484 | 654 | 644 | 659 | 645 | 6,05 | 6,06 5,94 148 | 113

Preglednica XXI: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v 0,001 M HCI ob
dolocenih casovnih tockah pri sproséanju na USP Il pri 100 rpm in 900 mL medija. V preglednici so podani Se
povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 7
} % sproscene ucinkovine

Cas 1P 2P 3P 4P 5P 6P 7P 8P 9P | Povpregje | SD | KV

(min) %
0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 000 000 000 | 0,00 0,00 0,00 0,00
5 34,40 | 39,99 | 3429 | 34,92 4376 | 26,19 | 27,33 | 2388 | 2439 = 32,13 7,08 | 22,04

10 81,16 | 75,78 | 76,82 | 78,43 | 78,62 | 52,95 | 73,33 | 63,56 | 58,90 71,06 10,04 | 14,13
15 80,98 | 73,35 | 75,08 | 77,04 | 73,13 | 74,77 | 75,08 | 73,31 | 76,16 75,43 247 | 3,27
20 70,82 | 66,25 | 64,32 | 69,07 | 61,85 | 63,82 | 68,46 | 60,31 @ 67,05 65,78 347 | 528
30 4492 | 41,79 | 36,69 | 48,39 | 37,99 | 38,61 @ 47,51 | 34,79 | 43,78 41,61 4,86 | 11,69

40 19,66 | 22,76 | 19,84 | 24,36 | 22,10 | 23,01 | 23,54 | 21,23 | 23,26 22,19 1,64 7,4

60 12,01 | 12,17 | 12,48 | 13,26 | 14,97 | 15,93 | 12,90 | 15,41 | 13,60 13,64 1,46 @ 10,68
120 10,15 | 9,45 | 10,44 | 10,88 | 11,85 | 12,56 | 11,53 | 13,71 | 10,30 11,21 1,34 | 1195
180 998 | 8,78 | 10,44 | 986 | 10,99 | 12,56 | 10,51 | 13,21 | 9,80 10,68 1,4 13,1

240 948 | 895 | 11,62 | 9,19 | 10,48 1256 10,00 13,04 | 9,97 10,59 1,48 14,01
4.5 Vpliv ionske moci

Z dodatkom NaCl smo medijema 0,001 M HCI in DMB s pH 3 povisali ionsko mo¢ na
0,15 in 0,52 M ter preucevali vpliv na prenasi¢enje in obarjanje NaDIF. V spodnjih
Preglednicah XXII in XXIII so prikazani rezultati sproS¢anja v USP II pri 100 rpm v 900
mL. Posamezne paralelke so oznacene z 1P—9P. Nekatere poskuse smo izvedli z 2. serijo

tablet, ki so imele enako sestavo, vendar je priS§lo do manjsih razlik v profilih.
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1) 1.serijatablet

Preglednica XXII: Delez sproscéene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v 0,001 HCI z
ionsko mocjo 0,52 M. V preglednici so podani se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 8
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P 4P 5P povpredje SD KV (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 34,26 28,71 37,74 34,75 24,58 32,01 5,28 16,49
10 56,78 57,74 56,15 55,36 53,36 55,88 1,65 2,96
15 51,05 50,05 52,11 50,91 48,17 50,46 1,48 2,92
20 45,68 45,40 46,59 46,49 46,67 46,16 0,58 1,26
30 41,00 41,92 37,92 39,03 41,85 40,35 1,79 4,43
40 34,52 37,80 26,97 23,85 34,91 31,61 5,90 18,68
60 13,32 17,14 12,44 11,61 14,01 13,70 2,12 15,49
120 6,73 7,34 6,68 6,57 6,64 6,79 0,31 4,58
180 5,58 6,37 5,87 5,58 5,66 5,81 0,33 5,72
240 5,25 5,72 5,21 5,41 5,17 5,35 0,22 4,16

Preglednica XXIII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (1. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko modjo 0,15 M. V preglednici so ob dolocenih casih podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient
variacije (KV).

POSKUS 9
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P 4P povprecje SD KV (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 24,28 37,46 27,40 31,58 30,18 5,70 18,89
10 57,53 70,68 63,30 65,98 64,37 5,48 8,52
15 68,46 67,65 67,86 70,50 68,62 1,30 1,89
20 58,25 58,46 56,35 59,94 58,25 1,47 2,53
30 34,44 37,17 29,95 32,55 33,53 3,05 9,09
40 19,35 20,45 18,55 19,00 19,34 0,81 4,20
60 10,93 15,83 13,21 12,34 13,08 2,06 15,76
120 7,16 7,46 8,42 8,60 7,91 0,71 8,94
180 6,50 6,65 6,54 7,24 6,73 0,35 5,14
240 6,34 6,32 6,20 6,74 6,40 0,23 3,66

2) 2.serijatablet

Preglednica XXIV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI. V
preglednici so podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 10
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P povpreéje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 16,08 17,77 19,01 16,93 1,19 7,05
10 39,23 36,33 43,38 37,78 2,05 5,43
15 59,15 61,36 67,81 60,26 1,56 2,6
20 76,74 77,52 82,75 77,13 0,55 0,71
30 63,52 61,78 70,65 62,65 1,23 1,97
40 41,47 39,12 44,99 40,30 1,66 4,12
60 18,16 18,61 20,32 18,39 0,31 1,7
120 10,54 13,88 22,70 12,21 2,36 19,32
180 9,53 14,05 20,84 11,79 3,19 27,08
240 8,69 12,88 / 10,78 2,96 27,43
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Preglednica XXV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,15 M. V preglednici so podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 11
% spro§c¢ene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P povprecje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 12,63 17,91 11,74 14,09 3,34 23,67
10 30,18 41,25 27,23 32,89 7,39 22,48
15 51,98 66,33 52,60 56,97 8,11 14,24
20 69,54 70,49 69,11 69,71 0,71 1,01
30 63,11 58,73 61,55 61,13 2,22 3,63
40 50,14 39,93 43,39 44,49 5,19 11,67
60 18,27 15,96 16,69 16,97 1,18 6,96
120 6,56 7,95 10,85 8,45 2,19 25,94
180 5,26 6,81 6,66 6,24 0,85 13,69
240 5,10 6,16 6,34 5,87 0,67 11,42

Preglednica XXVI: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,52M. \ preglednici so podani Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 12
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P povpreéje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 11,81 12,78 21,68 15,43 5,44 35,26
10 26,52 30,67 44,39 33,86 9,35 27,63
15 53,96 54,19 58,67 55,61 2,66 4,78
20 49,49 51,18 52,07 50,92 1,31 2,58
30 42,57 43,86 46,35 44,26 1,92 4,34
40 38,14 39,88 43,66 40,56 2,82 6,96
60 23,76 27,83 34,81 28,80 5,59 19,40
120 5,39 7,63 8,06 7,03 1,43 20,4
180 7,65 6,00 6,40 6,68 0,86 12,94
240 4,92 5,34 5,91 5,39 0,5 9,23

4.6 Dolocanje velikosti oborjenih delcev

S tremi filtri z razli¢no velikostjo por (0,8 um, 0,45 pm, 0,2 pm) smo naknadno po
avtomatskem odvzemu vzorca filtrirali vzorce iz medijev DMB s pH 3 in 0,001 M HCI. Pri
obeh smo tudi povecali ionsko mo¢ (0,15 M in 0,52 M) in ugotavljali vpliv na velikost
delcev. Rezultati so prikazani v Preglednicah XXVII-XXXV.
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Preglednica XXVII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI.
Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,8 um. V preglednici so podani Se povprecje, standardna

deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

Cas (min)

0
5
10
15
20
30
40
60
120
180

1P

0,00
15,07
35,93
56,88
65,25
47,05
22,83
6,64
6,64
6,14

2P

0,00
15,02
34,82
57,02
67,98
51,27
28,69
8,57
6,38
5,88

POSKUS 13
% sproscene ucinkovine

3P povprecje
0,00 0,00
15,46 15,18
36,90 35,88
62,37 58,76
63,23 65,49
47,88 48,73
25,46 25,66
9,15 8,12
6,88 6,64
6,63 6,22

SD
0,00
0,24
1,04
3,13
2,39
2,24
2,93
1,31
0,25
0,38

KV (%)
0,00
1,58
2,90
5,33
3,64
4,59
11,43
16,14
3,71
6,06

Preglednica XXVIII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI.
Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,45 um. V preglednici so podani Se povprecje, standardna

deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

Cas (min)

0
5
10
15
20
30
40
60
120
180

1P
0,00
16,53
41,74
67,78
65,45
43,00
28,44
8,16
5,68
4,94

2P
0,00
10,99
28,69
50,47
64,06
50,01
32,62
9,37
591
5,56

POSKUS 14
% spros¢ene uéinkovine

3P povprecje
0,00 0,00
14,24 13,92
33,43 34,62
52,53 56,92
60,75 63,42
50,52 47,84
30,14 30,40
8,34 8,62
5,48 5,69
5,15 5,21

SD
0,00
2,79
6,61
9,46
2,41
4,20
2,10
0,65
0,21
0,31

KV (%)
0,00
20,03
19,09
16,61
3,80
8,78
6,91
7,58
3,74
6,02

Preglednica XXIX: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI.
Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,2 um. V preglednici so podani Se povprecje, standardna

deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

Cas (min)

0
5
10
15
20
30
40
60
120
180

1P
0,00
12,36
29,60
52,58
52,75
38,95
17,26
4,89
3,27
2,59

2P

0,00
9,56
23,07
43,41
50,44
36,26
16,71
4,37
2,92
2,50

POSKUS 15
% sproscene ucinkovine

3P Povprecje
0,00 0,00
11,11 11,01
27,96 26,88
49,28 48,42
49,11 50,77
37,85 37,69
16,47 16,82
5,32 4,86
3,27 3,15
3,44 2,84
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SD

0,00
1,40
3,40
4,65
1,84
1,35
0,41
0,47
0,20
0,52

KV (%)
0,00
12,73
12,65
9,59
3,63
3,58
2,41
9,74
6,36
18,18



Preglednica XXX: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,52 M. Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,8 um. V preglednici so podani se
povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 16
% sproscene ucinkovine

(ﬁ?rs]) 1P 2P 3P 4P 5P Povpredje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 1215 | 11,40 12,66 14,36 14,40 12,99 1,26 9,69
10 3332 | 2621 24,01 34,35 34,41 30,46 471 15,47
15 3501 | 3447 34,30 36,55 36,42 35,35 1,05 2,98
20 3400 | 3531 33,79 36,71 35,25 35,01 1,04 2,97
30 31,33 | 3380 31,62 33,87 33,25 32,78 0,92 2,82
40 2900 | 3081 31,45 30,54 30,60 30,48 0,40 1,30
60 1409 | 2087 26,65 17,13 18,05 19,36 3,76 19,43
120 437 4,55 5,22 4,27 4,25 453 0,39 8,65
180 3,71 3,65 4,07 3,45 3,11 3,60 0,35 9,70

Preglednica XXXI: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,52 M. Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,45 um. V preglednici so ob dolocenih
Casih podani Se povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 17
% sproscene u¢inkovine

(ﬁi‘;) 1P 2P 3P 4P 5P Povpredje ) KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 9,60 9,26 12,02 9,60 16,55 11,40 2,92 25,58
10 23,66 | 2501 31,07 25,35 33,04 27,62 3,54 12,80
15 59,58 | 31,42 32,42 30,75 32,60 37,35 2,60 6,95
20 33,39 | 32,09 32,93 32,09 32,11 32,52 0,37 1,15
30 31,38 | 31,92 32,43 31,42 31,11 31,65 0,50 1,58
40 28,39 | 28,60 29,75 28,76 28,29 28,76 0,55 1,92
60 1580 | 11,37 14,46 13,19 14,73 13,91 1,34 9,66
120 3,27 3,79 3,87 3,96 3,37 3,65 0,23 6,27
180 3,43 2,31 2,83 2,98 2,72 2,85 0,26 8,95

Preglednica XXXII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,52 M. Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,2 um. V preglednici so podani se
povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 18
% sproséene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P 4P Povprecje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 5,50 9,87 3,95 4,08 5,68 2,40 42,25
10 18,50 25,17 16,20 13,07 16,59 4,50 27,14
15 21,70 23,83 18,71 19,54 19,76 2,06 10,43
20 23,37 26,16 22,21 23,83 23,11 1,48 6,40
30 24,87 19,53 20,88 21,69 23,39 2,10 8,97
40 20,56 21,67 19,73 20,71 24,53 1,86 7,59
60 3,22 10,82 8,07 10,78 18,58 5,57 29,99
120 1,08 0,76 0,62 1,54 24,80 10,65 42,94
180 0,79 0,32 0,46 1,22 36,56 16,04 43,88
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Preglednica XXXIII: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v DMB s pH 3.
Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,8 um. V preglednici so podani Se povprecje, standardna
deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 19
% sproscene ucinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P povpredje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 9,87 10,96 7,91 9,58 1,55 16,14
10 24,45 30,92 24,84 26,73 3,63 13,57
15 47,39 57,74 47,86 51,00 5,84 11,46
20 52,60 52,67 51,51 52,26 0,65 1,25
30 39,39 37,70 38,95 38,68 0,88 2,27
40 21,58 20,78 21,99 21,45 0,62 2,88
60 9,40 8,77 9,22 9,13 0,32 3,54
120 4,87 3,63 4,49 4,33 0,63 14,65
180 4,05 3,13 5,46 4,21 1,17 27,82

Preglednica XXXIV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v DMB s pH 3.
Vzorci so bili naknadno filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,45 um. V preglednici so ob dolocenih casih podani Se
povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 20
% sproscene ucinkovine
Cas (min) = 1P 2P 3P 4P Povpreéje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 10,63 8,39 8,47 6,30 8,45 1,77 20,95
10 26,68 30,89 23,98 24,26 26,45 3,20 12,08
15 47,75 50,07 36,58 39,95 43,59 6,37 14,62
20 49,95 47,03 47,94 47,17 48,02 1,35 2,81
30 38,84 37,27 32,80 37,81 36,68 2,67 7,27
40 19,39 21,20 16,73 21,33 19,66 2,14 10,91
60 8,04 7,87 7,01 7,41 7,58 0,46 6,13
120 4,05 2,23 3,23 3,29 3,20 0,75 23,38
180 3,22 3,05 4,05 3,29 3,40 0,44 12,97

Preglednica XXXV: Delez sproscene ucinkovine NaDIF iz tablet s polivinilpirolidonom (2. serija tablet) v DMB s pH 3.
Vzorci so bili filtrirani s filtrom z velikostjo por 0,2 um. V preglednici so ob dolocenih casih podani Se povpredje,
standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV).

POSKUS 21
% sproscene ufinkovine
Cas (min) 1P 2P 3P Povpredje SD KV (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 7,21 6,68 6,67 6,85 0,31 4,51
10 25,49 20,14 24,04 23,22 2,77 11,92
15 39,61 40,50 41,16 40,42 0,78 1,93
20 39,44 40,83 40,48 40,25 0,73 1,81
30 33,71 30,91 30,24 31,62 1,84 5,82
40 17,60 17,86 15,69 17,05 1,19 6,96
60 6,07 5,86 5,20 5,71 0,46 7,98
120 4,08 1,55 1,72 2,45 1,41 57,63
180 1,59 1,55 1,72 1,62 0,09 5,38
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4.7 Ravnotezna topnost natrijevega diklofenakata

Ravnotezno topnost natrijevega diklofenakata smo zeleli dolociti tako, da smo prebitno
koli¢ino natrijevega diklofenakata raztopili v medijih, v katerih smo izvajali poskuse
spros¢anja, v 0,001 M HCI in DMB-ju s pH 3. Dolo¢ili smo koncentracije po dolo¢enem
Casu stresanja, nato Smo izracunali Se povprecje, standardni odklon in koeficient variacije
(Preglednica XXXVI).

Preglednica XXXVI: Koncentracije natrijevega diklofenakata po dolocenem casu stresanja v DMB s pH 3 pri 37 °C, 30
rpm in amplitudi stresanja 2. V preglednici so Se prikazani povprecdje koncentracij ter izracunana standardna deviacija
(SD) in koeficient variacije (KV) pri razlicnih casovnih tockah. Zatehta NaDIF je bila priblizno 0,8-1mg.

Koncentracija NaDIF (mg/l) po doloéenem ¢asu stresanja v DMB pH 3

30 60 90 120 4h 6h 24 h 48 h
9,30 5,87 3,70 2,59 3,04 3,90 3,28 2,48
7,59 3,60 5,69 5,06 4,82 2,67 3,10 2,46
7,72 7,62 8,49 5,62 / 1,85 3,96 2,09
4,52 7,28 8,67 7,22 / / 2,63 /
3,42 7,29 4,58 7,12 / / 3,50 /
Povprecje | 6,51 6,33 6,23 5,52 3,93 2,81 3,30 2,34
SD 2,44 1,67 2,26 1,89 1,26 1,04 0,49 0,22

KV (%) 37,54 26,36 36,31 34,20 32,06 36,90 14,92 9,39
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5 RAZPRAVA

Pri nartovanju testov in vitro za proucevanje sistemov, ki omogocajo vzpostavitev
prenasi¢enega stanja, moramo biti pozorni na Stevilne eksperimentalne pogoje, ki lahko
vplivajo na rezultate poskusa. Pomembna sta vrsta in volumen medija, v katerem bomo
izvajali sproscanje, ter tudi hidrodinamika medija med poskusom. Za proucevanje
mehanizma prenasicenja in obarjanja se bolj priporocajo biorelevantni mediji in »non
sink« pogoji (4). V nalogi smo Zeleli poiskati ustrezno metodo za vrednotenje prenasicenja

ter preveriti vpliv nekaterih pogojev na prenasicenje.

5.1 Stabilizacija vzorca

Pred zacetkom poskusov moramo najprej zagotoviti, da je vzorec stabilen v smislu, da se
po odvzemu vzorca ucinkovina ne obarja ve¢. Natrijev diklofenakat se je iz nasih tablet ob
stiku z mediji, ki smo jih izbrali, takoj raztopil in tvoril stanje prenasi¢enja. Stanje, ko so
koncentracije nad ravnotezno topnostjo uéinkovine, je nestabilno in uc¢inkovina se obarja
celoten ¢as poskusa. Zato moramo zagotoviti pogoje, pri katerih bo koncentracija
odvzetega vzorca ostala enaka do merjenja absorbance tega vzorca. To smo dosegli z
red¢enjem vzorca z 0,1 M NaOH v razmerju 1 : 2 (vzorec: 0,1 M NaOH). Stabilizacija
vzorca je bila na tak nacin dosezena Ze v predhodni magistrski nalogi (22). Vendar smo
vseeno preverili, ¢e se vzorec v meSanici z NaOH res ne obarja. pH-vrednost se je zaradi
dodanega NaOH zvisala na priblizno 12. DIF se tukaj ni ve¢ obarjal, ker je pri vi§jih pH
dobro topen. Da je vzorec stabilen, smo dokazali z merjenjem absorbance vzorcev odvzetih
ob dolocenih ¢asovnih tockah. Absorbanco smo istemu vzorcu izmerili veckrat, takoj po
odvzemu in po 1, 2 in 3 urah. Med izmerjenimi absorbancami ni bilo ve¢je razlike. Zaradi
tega smo za redCenje izbrali 0,1 M NaOH, ki zagotavlja stabilnost vzorca v smislu

preprecevanja obarjanja celoten ¢as od odvzema vzorca do merjenja absorbance vzorca.

5.2 Sproscanje na preto¢nem sistemu

Eden izmed nacinov za nastanek prenasicenja je tudi pH gradient, ki bi ga lahko dosegli z
zamenjavo medijev z razlicno vrednostjo pH. Zaradi spremembe v topnostnih parametrih
lahko namre¢ pride do povecanja koncentracije ucinkovine nad njihovo ravnotezno
topnostjo. Sproscanje smo zeleli izvesti v preto¢nem sistemu, ki omogoca lazjo menjavo

medijev, s katero bi lahko ponazorili ta prehod v kasnejsih poskusih. Testiranje smo
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najprej izvedli samo v enem mediju, DMB s pH 4. Diklofenak se je raztopil, ker je v obliki
soli, vendar se je zaradi nizjega pH nato pricel obarjati v obliki kisline. To smo opazili
tako, da je medij z u¢inkovino postajal vse bolj moten. Ker smo pri izrac¢unu upostevali
kumulativne vrednosti, koncentracije niso padale, kljub temu da je do obarjanja uc¢inkovine
prislo. S Slike 4 lahko razberemo, da ima pH velik vpliv na topnost NaDIF. V DMB s pH 4
lahko vidimo, da se na koncu poskusa sprosti za vsaj 15 % manj NaDIF kot v fosfatnem
pufru s pH 6,8. Na cevkah, ki so dovajale vzorec, smo imeli nastavljen filter velikosti 0,7
um, ki je zadrzal oborjene delce DIF. VVzorec smo zbirali v 0,1 M NaOH in s tem dosegli,
da se uc¢inkovina po odvzemu vzorca ni ve¢ obarjala. Na preto¢nem sistemu sSmo imeli
tezave z nabiranjem pomoznih snovi oz. ucinkovine v cevkah in med kroglicami. Pri
nekaterih poskusih so se cevke zamasile ze na zacetku, zaradi ¢esar poskusov nismo mogli

izpeljati do konca.
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Slika 4: Primerjava deleZev sproscene ucinkovine ob razlicnih casih v pufru DMB s pH 4 in v fosfatnem pufru s pH 6,8
na pretocnem sistemu z volumnom medija 40 mL in hitrostjo mesanja 50 rpm.

5.3 Sproscanje v ¢asi brez pretocnega sistema

Zaradi zamasitve cevk na pretocnem sistemu, smo se odlocili sproscanje izvesti v Casi brez
vzpostavljenega pretoka medija in z roénim jemanjem vzorcev. Zaradi slabe topnosti
ucinkovine v mediju z nizko vrednostjo pH so bile koncentracije diklofenaka zelo nizke in
so med posameznimi meritvami bila vecja odstopanja, kot je razvidno s Slike 5. Spros¢anje
smo izvedli v 40 mL medija, brez pretocnega sistema, zato se je po vsakem odvzemu

vzorca volumen medija Se dodatno zmanjsal in zaradi tega je lahko prislo Se do vecjega
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obsega obarjanja ucinkovine. Delez raztopljene ucinkovine je bil celoten ¢as poskusa
vecinoma enak, vendar, ker nimamo podatkov o topnosti, ne moremo trditi, da do
prenasicenja v tem primeru ni prislo. Izmerjene absorbance so bile precej nizke (tudi pod
0,1). Zaradi napake spektrofotometra lahko v teh primerih pride do veéje variabilnosti
rezultatov. Vzorcili smo ro¢no, zato je lahko prislo do vecjih odstopanj tudi zaradi tega,

ker vzorca nismo vedno vzeli z enakega mesta.
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Slika 5: Povprecen delez sproscene ucinkovine treh paralelk ob razlicnih casih v pufru DMB s pH 4 v c¢asi brez
pretocnega sistema z volumnom medijo 40 mL in pri hitrosti mesanja 50 rpm.

5.4  Spros¢anje v sistemu z vesli (USP 11)

Zaradi tezav s preto¢nim sistemom in tudi zaradi oblik profilov spros¢anja, ki smo jih
dobili iz rezultatov na preto€nem sistemu, smo spros¢anje izvedli v sistemu z vesli (USP

I), ki se pogosto uporablja za vrednotenje prenasicenja.

5.4.1 Primerjava avtomatskega in ro¢nega vzorcenja

Pri sistemih s prenasicenjem je zelo pomemben ¢im hitrejsi odvzem vzorca in procesiranje
vzorca. Ucinkovina se namre¢ hitro obarja in zato mora biti ¢as, ob katerem vzor¢imo
paralelke, vedno enak ter ¢im krajsi, drugace lahko pride do vecjih odstopanj. Pri
avtomatskem vzorcenju v USP II imamo na kanili za vzorcenje filter velikosti 10 pm, ki
zadrzi oborjene delce v posodi. Skozi lahko gredo edino oborjeni delci, ki so manjsi od 10
um. Vzorec pa, preden pride do epruvet, potuje po dolgih cevkah priblizno minuto in se
tam lahko Ze obarja ter moti analize. Zato bi bilo boljSe, ¢e bi vzorce odvzeli ro¢no, zaradi

krajSega Casa vzorenja. Vendar je tu pri izvedbi ve¢ paralelk soCasno tezje izvesti
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vzorcenje ob enakem Casu. Kot razberemo s Slike 6, ni bilo vecje razlike med avtomatskim
in rocnim vzorcenjem. Pri ro¢nem vzorcenju smo uporabili filter velikosti 0,8 pm. Delez
sproscene ucinkovine pri ronem vzorcenju je bil malo manjSi kot pri avtomatskem
vzorcenju, kar je lahko zaradi razlicne velikosti uporabljenega filtra. Pri filtru z velikostjo
10 um lahko gredo iz posode manjsi oborjeni delci, ki jih na¢eloma ne bi smeli dolo¢iti,
ker med poskusom niso raztopljeni. Ce pa se delci oborijo med potjo do epruvete, pa to ne
vpliva na meritve, saj se ti oborjeni delci nato v mesanici vzorca z 0,1 M NaOH zaradi
vi$je vrednosti pH raztopijo. V nadaljevanju smo se odlocili za avtomatsko vzorcenje tudi
zaradi tega, ker pri roénem vzorcenju tezje odvzamemo vzorec na enakem mestu, medtem

ko pri avtomatskem vzorcenju naprava vedno vzoré¢i na enakem mestu.
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Slika 6: Primerjava avtomatskega in rocnega vzorcenja pri uporabi naprave USP . V grafu so prikazani povprecni
delezi sproscene ucinkovine (3 paralelke) ob treh razlicnih casovnih tockah pri 100 rpm in volumnu 900 mL.

5.4.2 lzbira hitrosti mesanja

Hidrodinamika v prebavnem traktu lahko vpliva na obarjanje u¢inkovine in vivo. Prisotnost
gibanja namre¢ lahko poveca hitrost nukleacije in Kristalno rast (4). Z nasimi poskusi Smo
zeleli preveriti, kako razli€ne hitrosti meSanja vplivajo na prenasicenje. Pri ve¢ji hitrosti
vrtenja meSala (100 rpm) so bile razlike v delezih sproS¢ene ucinkovine med posameznimi
paralelkami manjse v primerjavi s spro§¢anjem pri nizji hitrosti vrtenja (Slika 7 in 8),
vendar pa se je ucinkovina hitreje oborila. Razlog za manjSe variiranje rezultatov pri vecji
hitrosti vrtenja je verjetno boljSa homogenizacija medija. Pride tudi do hitrejSega
sprosc¢anja ucinkovine iz tablet, saj pri vecjih hitrostih vrtenja lahko pride do vecjega

gibanja tablete po dnu posode in posledi¢no do mehanskih poskodb in hitrejSega razpada.
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Spros¢anja pri nizjih hitrostih vrtenja od 75 rpm nismo izvajali, saj bi verjetno prislo Se do
ve¢jih razlik med paralelkami zaradi neenakomernega raztapljanja, ker se tokovi ne
razporedijo enako po vsej posodi. Tableta v naSem primeru sicer ob stiku z medijem zacne
takoj razpadati, vendar je s Slike IX razvidno, da vi§ja hitrost vrtenja povzro¢i Se hitrejse
raztapljanje ucinkovine, saj je pri 100 rpm ob ¢asu 5 minut delez spros¢ene u€inkovine za

priblizno 10 % visji kot pri hitrosti vrtenja 75 rpm ob enakem casu.
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Slika 7: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 4 pri
hitrosti vrtenja meSala 100 rpm. Prikazana so povprecja 6 paralelk in standardni odkloni pri posameznih casovnih
tockah.
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Slika 8: Graf, ki prikazuje delez spro§cenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 4 pri
hitrosti vrtenja mesala 75 rpm. Prikazana so povprecja 6 paralelk in standardni odkloni pri posameznih casovnih tockah.
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HitrejSe vrtenje meSala je povzrocilo hitrejSe spros€anje ucinkovine in visje maksimalno
prenasic¢enje (Slika 9). Vidi se, da je pri ¢asu 10 minut delez spros¢ene ucinkovine pri 100
rpm veliko vi§ji v primerjavi s sproSc¢anjem pri 75 rpm. Pri nizji hitrosti pa pride do
pocasnejSega obarjanja, saj so delezi pri 30 in 40 minutah poskusa podobni kot ob istih
Casih pri hitrosti vrtenja 100 rpm kljub nizjim koncentracijam pri 75 rpm v zacetnih tockah
poskusa. Vecja hitrost vrtenja meSala poveca stopnjo prenasi¢enja, kar vodi v hitrejse

obarjanje u¢inkovine.
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Slika 9: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 4 pri
razlicnih hitrostih vrtenja 75 in 100 rpm.

5.4.3 lzbira pH in medija za spro$¢anje

Natrijev diklofenakat je sol Sibke kisline z mo¢no bazo. Topna natrijeva sol diklofenaka v
kombinaciji s polimerom PVP omogoci visoko stopnjo prenasi¢enja med raztapljanjem,
vendar nato pride do hitrega obarjanja. Zaviranje obarjanja oz. pojav »padala« je lahko
posledica dodanih pomoznih snovi, ki vplivajo na nukleacijo ali kristalno rast. To je
odvisno od fizikalno-kemijskih interakcij med uc¢inkovino in pomozno snovjo, na katere
lahko vplivajo tudi pH, temperatura, molekulska masa pomozne snovi in drugi parametri
(10). Diklofenak ima pKa okrog 4 (23). Pri slabo topnih Sibko kislih ucinkovinah je
topnost nizka v zelodcu, predvsem na tesce, ko je pH Se nizji. Poskuse smo najprej izvedli
pri pH 4, nato pa Se pri nizji vrednosti pH 3, kjer je topnost NaDIF §e nizja in primerjali,
kako ponovljivi so rezultati pri tem pH. Na Sliki 11 vidimo, da ima sprememba pH-ja

DMB za samo enoto velik vpliv na spro$¢anje NaDIF, saj je pri 15 minutah delez
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spro$éene u¢inkovine v mediju s pH 4 80 %, v mediju s pH 3 pa 60 %. Ce primerjamo S
Slikama 7 in 10, lahko vidimo, da smo pri pH 4 sicer dobili nekoliko bolj$o ponovljivost v
primerjavi s pH 3 pri enaki hitrosti vrtenja (100 rpm). Povpre¢en RSD med paralelkami v

pH 4 je bil 12,7 %, v DMB s pH 3 je ta znasal 13,5 %.
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Slika 10: Graf, ki prikazuje delez sproScéenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 3.
Prikazana so povprecja 9 paralelk in standardni odkloni pri posameznih casovnih tockah.
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Slika 11: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 3
in 4.
Pri spros¢anju v DMB s pH 3 je bilo nekoliko ve¢ variabilnosti med paralelkami, vendar
smo kljub temu za spros¢anje izbrali medij z nizjim pH, ker je tukaj topnost DIF $e nizja
kot v pH 4. Za primerjavo smo pripravili e dva medija s priblizno istim pH ter primerjali

ponovljivost rezultatov. 0,001 M HCI ima na osnovi koncentracij izraCunano pH-vrednost
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3, DMB pa smo uravnali na pH 3. Na Sliki 12 in 13 vidimo, da je pri spros¢anju v 0,001 M
HCI prislo do manjsih variacij med paralelkami v primerjavi z DMB (povprecen RSD je
bil 13,5 % v primerjavi z 10,3 % v 0,001 M HCI).
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Slika 12: Graf; ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v 0,001 M HCI..
Prikazana so povprecja 9 paralelk in standardni odkloni pri posameznih casovnih tockah.

Ugotovili smo, da ima izbira medija vpliv na prenasi¢enje na podlagi razlik v profilih
spros¢anja. V 0,001 M HCI se je sprostilo 10 %—20 % vec¢ uéinkovine ob enakih ¢asih kot
v DMB s pH 3. Lahko, da je to posledica malo visjega pH 0,001 M HCI ali manjse pufrske
kapacitete 0,001 M HCI v primerjavi z DMB. Zaradi tega bi lahko prislo do spremembe
pH po dodatku tablete v medij. Vendar smo 0,001 M HCI vrednost pH izmerili pred
vsakim poskusom in tudi po poskusu in je bil pH le za 0,10 enote vi$ji kot brez NaDIF.
Vrednost pH DMB se je od zacetka do konca poskusa znizala za 0,05 enote. Razlika med
obema profiloma je tudi v maksimalni koncentraciji ter poc¢asnejSem upadu koncentracij
DIF v DMB (Slika 13). Pri 30 min so koncentracije DIF v DMB in 0,001 M HCI skoraj
enake, kar nakazuje na to, da manjsa stopnja prenasi¢enja vodi v pocasnejSe obarjanje
(Slika 13). Koncentracije spros¢ene u¢inkovine namre¢ ne upadajo tako strmo kot v 0,001
M HCI. DMB sestavljata citronska kislina in dinatrijev hidrogen fosfat, zaradi tega pa je
mozno, da katera izmed sestavin interagira s polimerom in u¢inkovino in zmanjSa obseg
prenasic¢enja in tako zakasni obarjanje. Eden izmed razlogov za manjSe prenasicenje je
tukaj lahko tudi razlicna ionska mo¢ medijev. DMB ima namre¢ vi§jo ionsko mo¢ kot
0,001 M HCI.
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Slika 13: Grafa, ki prikazujeta delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v 0,001 M
HCl in DMB s pH 3.

5.5 Vpliv ionske moci

Glede na pojav razli¢nih profilov spros¢anja v medijih s priblizno isto pH-vrednostjo smo
zeleli ugotoviti, ali ima mogoce ionska mo¢ znacilen vpliv na sproscanje NaDIF iz tablet s
polivinilpirolidonom. Uravnavali smo jo z dodatkom NaCl. Glede na medij 0,001 M HCI
in DMB s pH 3, smo izracunali potrebne koli¢ine dodatka NaCl za ionsko mo¢ 0,15 M in
0,52 M. Testiranje smo izvedli v napravi USP 11, pri volumnu medija 900 mL in pri hitrosti
meSanja 100 rpm. Pri preliminarnih testiranjih smo namre¢ ugotovili, da je pri teh
parametrih testiranja najmanj odstopanj med posameznimi meritvami. Ceprav smo
ugotovili, da so rezultati dobljeni s spros¢anjem v 0,001 M HCI manj variabilni, smo vpliv
ionske moci preucevali tudi v pufru DMB, zaradi tega, ker smo ugotovili, da se stanje

prenasic¢enja vzdrzuje dalj ¢asa kot 0,001 M HCI.

5.5.1 Vpliv povecanja ionske moci pri spros¢anju v 0,001 M HCI

Iz profilov spro$¢anja smo opazili, da manjSe povecanje ionske moci (0,15 M) v 0,001 M
HCI nima vecjega vpliva na spros¢anje NaDIF in pojav prenasicenja glede na spros¢anje v
0,001 M HCI brez dodanega NaCl. Pri ve¢ji ionski mo¢i (0,52 M) se opazi, da je

maksimalni delez spros¢ene uinkovine in prenasicenje na zacetku manjSe kot pri nizji

IR

oo
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delez sproscene ucinkovine za 10 % visji kot pri spros¢anju v 0,001 M HCI. Mehanizem
vpliva ionske moci na spro§¢anje nam ni znan, mozno je, da polimer ob vis§ji koncentraciji
jonov Vv raztopini izgublja vodo za hidratacijo in se ne raztopi tako hitro. Visoke
koncentracije ionov lahko zmanjSajo koli¢ino vode za raztapljanje ucinkovine. Vecja

ionska mo¢ lahko zaradi tega zmanjSa obseg prenasicenja. Na grafu je to vidno tako, da je

priblizno enakem casu kot pri ostalih poskusih z manjSo ionsko mocjo. Potek obarjanja pa
je razliCen in maksimalno prenasi¢enje je manjSe. Stopnja prenasi¢enja se ob povecani

ionski moc¢i zmanjsa, zato se lahko zmanjsa tendenca u¢inkovine k obarjanju.
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Slika 14: Graf, ki prikazuje delez sproscéenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom, izdelanih v prvi
seriji v 0,001 M HCI, z ionsko mocjo 0,15 in 0,52 M.

Teste sprosc¢anja smo izvedli z dvema serijama tablet enake sestave, ki so bile sicer tudi
izdelane na enak nacin, vendar so se pojavile razlike v profilih spros¢anja med obema
serijama. Tudi pri drugi seriji tablet so izsledki enaki kot pri prvi seriji tablet (Slika 15),
prenasicenje je nizje pri visji ionski moci, torej je stopnja prenasi¢enja nizja in posledicno
je obarjanje pocasnejSe. Vendar je bila trdnost pri drugi seriji tablet malo vecja, kar se vidi
tudi na grafu na Sliki 16, saj je zaradi pocasnejSega razpada tablete najvecji delez
ucinkovine spro$¢en malo kasneje kot pri prvi seriji. Po dodatku NaCl v 0,001 M HCl se je

izmerjen pH medija, ki je bil okrog 3,2, vedno znizal za priblizno 0,2—-0,3.
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Slika 15: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom, izdelanih v
drugi seriji v 0,001 M HCI brez dodatka NaCl in s spremenjeno ionsko mocjo na 0,15 in 0,52 M.
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Slika 16: Grafa, ki prikazujeta delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom izdelanih v
dveh serijah. Temno zelena krivulja predstavija tablete iz 1. serije, svetlo zelena pa tablete iz 2. serije, ki so trse.

5.5.2 Vpliv povecanja ionske moci pri spro$¢anju v DMB s pH 3

Pri dodatku NaCl v DMB do ionske mo¢i 0,52 M se je izmerjeni pH medija s 3,01 znizal
na 2,7. Pri poskusih spro$¢anja tablete pri poviSani ionski mo¢i (0,52 M) niso takoj
razpadle kot pri ostalih poskusih, ampak so nabreknile in razpadle komaj po 17-20
minutah poskusa. Razpadle so na vecje koscke, ki se niso povsem raztopili v celotnem casu
poskusa. Absorbance, ki smo jih dobili, so bile prenizke, da bi se lahko zanesli na te

rezultate. V zaCetnih tockah so bile sicer visje kot na koncu poskusa, kar pomeni, da je do
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prenasi¢enega stanja vseeno prislo. Po dodatku manjse koli¢ine NaCl do ionske mo¢i 0,15
M se je pH medija znizal iz 3,04 na 2,87. Tudi tukaj so tablete nabreknile in razpadle
komaj po 8—15 minutah. Koncentracije so bile v primerjavi z DMB brez dodanega NaCl

zelo nizke, vendar malo vi§je v primerjavi z ionsko mocjo 0,52 M. Razlog za nabrekanje

tablet in za drugacno spro$canje v primerjavi z ostalimi poskusi je pufer v kombinaciji z
NaCl.

Slika 17: Na sliki A je prikazano sproscéanje v 0,001 M HCI po priblizno 5 minutah testiranja. Na sliki B je prikazano
sproscanje v DMB pufiu s povecano ionsko mocjo 0,15 M po priblizno 5 minutah testiranja.

Slika 18: Prikazano je sproscanje NaDIF v dveh posodah po 30 minutah v DMB s pH 3 z ionsko mocjo 0,15 M. V obeh
posodah je viden razpad tablet na vecje delce.

5.5.3 Vpliv biorelevantnega medija z razli¢cnimi ionskimi mo¢mi

Komponente, ki sestavljajo sokove v prebavnem traktu in razli¢ni razgradni produkti

hranil, lahko spremenijo topnost u¢inkovin, kar pomeni, da lahko vplivajo tudi na stopnjo
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prenasiCenja in tudi na hitrost obarjanja. V eni izmed S$tudij so preucevali obnaSanje treh
bazi¢nih ucinkovin v sistemu in vitro ob prisotnosti zol¢nih soli in fosfolipidov v medijih
FaSSIF in FeSSIF. Dokazali so, da prisotnost fosfolipidov in zol¢nih soli v mediju vpliva
na sproscanje, saj je prislo do povisanih koncentracij in obsega prenasicenja v primerjavi S
spros¢anjem v navadnih pufrih. Dokazali so tudi, da so intermolekularne interakcije med
natrijevim tauroholatom in karbamazepinom pokazale zmoznost zaustavljanja rasti kristala
in obarjanja uéinkovine. Zoléne soli so namre¢ povriinsko aktivne snovi, ki lahko zavrejo
obarjanje u¢inkovine (4). Z namenom boljSega posnemanja pogojev v gastrointestinalnem
traktu smo sproscanje izvedli Se v 0,001 M HCI z dodatkom praska SIF, ki ga sestavljajo
nizke koli¢ine naravno prisotnih surfaktantov v teko¢inah GIT, lecitina (fosfolipid) in
natrijevega tauroholata (Zol¢ne soli). Na hitrost obarjanja lahko namre¢ vpliva tudi sestava
medija, v katerem izvajamo testiranje. V nasem primeru se rezultati niso ujemali z
literaturo, saj dodatek praska za simulacijo naravnega medija ni povecal maksimalnega
prenasicenja NaDIF. Delez sproscene u¢inkovine v maksimalni tocki prenasi¢enja in obseg
prenasi¢enja je bil veliko manjsi kot pri samem spro$c¢anju v 0,001 M HCI (Slika 19).
Razlog za to nam ni znan. Smiselne bi bile nadaljnje raziskave, ki bi potrdile oz. ovrgle

trditev, da naravne PAS zavrejo obarjanje u¢inkovine.
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Slika 19: Graf, ki prikazuje delez spro§céenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v 0,001 M HCI z
in brez dodanega SIF praska ter 0,001 M HCI z dodatkom SIF praska in NaCl do ionske moci 0,15 in 0,52 pri hitrosti
vrtenja 100 rpm in 900 mL medija.

Ceprav smo vzorec iz medija 0,001 M HCI z dodatkom praska SIF (brez NaCl) najprej

vzporedno analizirali Se s tekocinsko kromatografijo in so bili rezultati primerljivi z

48



UV/VIS spektrofotometrijo, smo imeli tukaj nekaj tezav. Po dodatku NaCl v ta medij so se
pojavile tezave z merjenjem absorbance vzorcev z UV/VIS spektrofotometrom. Pri vseh
paralelkah ob odvzetih vzorcih ob ¢asu 20 min in 30 min, ko je bil deleZz sproS¢ene
u¢inkovine najvisji, je bila absorbanca pri 400 nm visja od 0,01. To lahko pomeni, da se je
nekaj uc¢inkovine naknadno oborilo, da je nekaj oborjenih delcev §lo skozi filter ali pa so
bile prisotne druge necistoce v vzorcu, ki lahko motijo analizo. Da se vzorec po odvzemu v
mesanici z NaOH ne obarja ve¢, smo namre¢ preverili samo za vzorce, ki so se sproscali v
DMB s pH 4. Mozno je, da se je uéinkovina v vzorcu ob dodatku praska SIF in NaCl v
mesanici z NaOH obarjala. Ceprav ujemanje HPLC in UV/VIS kaZe na pravilno dologene
koncentracije. Povisanje ionske moc¢i medija z dodanim praskom SIF drugace ni imelo
vecjega vpliva na prenasi¢enje NaDIF, ker so delezi sproscenih u¢inkovin pri obeh ionskih

moceh skoraj enaki kot pri mediju brez dodanega NaCl (Slika 19).

5.6 Dolocanje velikosti oborjenih delcev

Zacetek obarjanja diklofenaka smo lahko tudi vizualno ocenili, saj je medij, v katerem smo
spro$éali, pomotnel. Cim vegji delez DIF se je oboril, bolj moten je postajal medij. Poskuse
smo na USP II aparatu izvajali 3—4 ure, po 3 urah je bil medij Ze ¢isto moten. Na Slikah 20
in 21 so prikazani poskusi sprosc¢anja v treh posodah. V prvi posodi je medij 0,001 M HCI,
v drugi 0,001 M HCI z dodanim NaCl do ionske mo¢i 0,15 M ter v tretji z dodatkom NaCl
do ionske moci 0,52 M. Pri spros€anju pri razlicnih ionskih moceh lahko vidimo, da je na
zacetku spros€anja (po 15 minutah) najbolj moten medij z visjo ionsko mocjo, saj se nekaj
ucinkovine ze takoj obori. Po 30 minutah spro$¢anja pa pride do obratnega stanja. Takrat
bolj pomotni medij 0,001 M HCIl brez dodanega NaCl, v katerem je doseZena vi§ja
maksimalna koncentracija (vi§ja stopnja prenasicenja), vendar se uc¢inkovina zacne hitreje

obarjati kot v mediju z ionsko mo¢jo 0,15 in 0,52 M.
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Slika 20: Prikazano je sproscéanje po 15 minutah v treh razlicnih medijih, v 0,001 M HCI in medijih z ionsko mocjo 0,15
in 052 M. V prvi posodi z leve je 0,001 M HCI, v drugi posodi je 0,001M HCI z ionsko mocjo 0,15M in v tretji je medij z
ionsko mocjo 0,52 M.

Slika 21: Prikazano je sproscanje po 30 minutah v treh razlicnih medijih, v 0,001 M HCI in medijema z ionsko mocjo
0,15 in 052 M. V prvi posodi z leve je 0,001 M HCI, v drugi posodi je medij z ionsko mocjo 0,15M in v tretji je medij z
ionsko mocjo 0,52 M.

Pri nekaterih sproScanjih v enakih medijih smo opazili, da mediji niso postajali motni ob
enakem Casu, ¢eprav smo tablete dali v posodo istocasno. Zato smo Zeleli preveriti, ¢e je

vzrok za razliéno motnost mogoce razli¢na velikost oborjenih delcev.

S filtriranjem lo¢imo oborjeni del u¢inkovine od raztopljenega in s tem preprecimo, da bi
se oborjeni del po redéenju z 0,1 M NaOH raztopil in nam dal lazne rezultate. Mozno je, da
so nekateri oborjeni delci manjsi od 10 pm, kot je velikost por filtra, ki je bil nastavljen na
kanili vzorCevalnika. Zato smo s tremi filtri z manjSo velikostjo por naknadno filtrirali
vzorce pri sproS¢anju v 0,001 M HCI in DMB. Povecali smo tudi ionsko mo¢ obeh

medijev in ugotavljali, kako to vpliva na velikost oborjenih delcev. Rezultati so bili

50



zanesljivi samo pri 0,001 M HCI, saj so bile zaradi dodatka NaCl v DMB absorbance

prenizke zaradi premalo sproscene ucinkovine.

5.6.1 Velikost oborjenih delcev diklofenaka v 0,001 M HCI

Na Sliki 22 vidimo, da je z naknadno filtracijo padal dolocen maksimalni delez sproscene
ucinkovine, iz ¢esar smo lahko sklepali, da so nekateri delci manjsi od 10 pum, torej od
velikosti por filtra, ki smo ga imeli nastavljenega na kanili za avtomatsko vzorcenje. Pri
filtraciji s filtrom z velikostjo por 0,2 um lahko vidimo malo drugacen profil sproscanja,
saj nimajo tako izrazitega maksimuma prenasi¢enja. S to filtracijo smo opazili, da se
dolo¢eno maksimalno prenasi¢enje zmanjSuje z manjSanjem velikosti por filtra, tako lahko
predvidevamo, da je nekaj delcev res bilo oborjenih in jih prej naceloma ne bi smeli
dolo¢iti, ker niso raztopljeni in so se naknadno raztopili v meSanici z NaOH ter tako
povzrodili lazno visje rezultate. Lazno previsok rezultat smo torej dobili v primeru, ¢e so
bili delci oborjeni Ze v posodi in so presli filter. Ce pa je bil odvzet vzorec bister in je

prislo do obarjanja v ¢asu odvzema pa do red¢itve z 0,1 M NaOH, so rezultati v redu.
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Slika 22: Graf, ki prikazuje delez spro§cenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v 0,001 M HCI,
vzorcev filtriranih s 10 um in nato naknadno s filtri z razlicno velikostjo por (0,2 um, 0,45 um, 0,8 um) pri hitrosti
vrtenja mesala 100 rpm in v 900 mL medija.

5.6.2 Velikost oborjenih delcev diklofenaka v 0,001 M HCI z razli¢no ionsko mocjo

Ob povecanju ionske moc¢i medija in naknadne filtracije vzorca s filtri z razli¢nimi
velikostmi por, je razvidno, da si profili na Sliki 23 niso Cisto podobni. Razli¢na oblika

profilov pomeni, da se distribucija oborjenih delcev spreminja s ¢asom od zacetka
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spros¢anja oziroma obarjanja. Maksimalno prenasi¢enje pri 15 minutah smo dolo¢ili tako,
da smo skozi filter z velikostjo por 10 um, spustili oborjene delce, ki so manjsi od 10 um.
Pri filtraciji skozi filter z 0,2 um porami vidimo, da do prenasic¢enja sicer pride, vendar je
minut pocasi obarja. Tudi pri filtraciji z velikostjo filtra 0,8 pm in 0,45 pm pride do
podobnega profila spros¢anja. Tudi tu je vidno prenasi¢enje, vendar ni tako izrazitega
maksimuma kot tam, Kjer ni bilo prisotne dodatne filtracije. Do obarjanja pride, vendar je
pocasnejSe kot pri vzorcu, ki je filtriran samo s filtrom z velikostjo por 10 um. Vidimo
lahko, da so $e oborjeni delci manjsi od 10 pm prisotni tudi po daljsem ¢asu spros¢anja (po
2, 3 urah). Rezultati, ki smo jih dobili s filtriranjem vzorca s filtrom z velikostjo por 10
pum, so lazni v primeru, ¢e so se delci oborili Ze v mediju. V primeru, da so se oborili med

procesom vzoréenja in red¢enja z 0,1 M NaOH, so zanesljivi.
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Slika 23: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v 0,001 M HCI z
ionsko mocjo 0,52 M, vzorcev filtriranih s Stirimi razlicnimi velikostmi filtrov, pri hitrosti vrtenja 100 rpm in 900 mL
medija.

5.6.3 Velikost oborjenih delcev diklofenaka v DMB s pH 3

Pri naknadnem filtriranju vzorcev pri sproscanju v mediju DMB s pH 3 lahko s Slike 24
vidimo, da je oblika profilov spros¢anja podobna pri vseh §tirih velikostih por filtrov. V
primerjavi s filtriranjem delcev iz 0,001 M HCI tu ni tako velike razlike med oblikami
grafov. Razlika med maksimalno koncentracijo pri 0,8 um in 10 um je Se vedno prisotna,
enako kot pri HCI. Viden je tudi trend padanja maksimalnih koncentracij z manjSanjem

velikosti por filtra. Pri DMB je maksimalna koncentracija nizja glede na HCI tudi brez
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naknadne filtracije. Na Sliki 24 je opazno, da je Se vseeno nekaj delcev med 0,8 um in 10

um, krivulje med 0,8 um in 0,45 um pa so blizje skupaj.
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Slika 24: Graf, ki prikazuje delez sproscenega natrijevega diklofenakata iz tablet s polivilnilpirolidonom v DMB s pH 3,
filtriranih s $tirimi razlicnimi velikostmi filtrov, pri hitrosti vrtenja 100 rpm in 900 mL medija.

5.7 RavnoteZna topnost natrijevega diklofenakata

Za dolo€anje ravnoteZne topnosti moramo izbrati ustrezno metodo, saj lahko na dolo¢anje
vpliva ve€ razli¢nih faktorjev. Eden izmed njih je velikost delcev, manjsi delci se raztopijo
hitreje kot vegji, zato se ravnotezna topnost pri manjsih tudi hitreje vzpostavi. Cas za
doloc¢anje topnosti je odvisen tudi od tega, ali je u¢inkovina kristalna ali amorfna, saj se
amorfne ucinkovine zaradi nizZjega kemijskega potenciala hitreje raztopijo. Zaradi tega je
Cas, ki ga izberemo za doseganje topnosti, zelo pomemben. Pri dolo¢anju ¢asa ravnotezne
topnosti je pomembno tudi to, da je ucinkovina v tem casovnem intervalu stabilna.
Dodatek ucinkovine v medij, v katerem bomo doloc¢ali topnost, ne sme spremeniti pH

medija, saj nam to lahko da lazne rezultate (24).

Eden izmed nacinov za dolo¢anje ravnoteZzne topnosti je dodatek prebitne koli¢ine
ucinkovine v medij, v katerem Zelimo preveriti topnost. Mi smo Zeleli dolociti ravnotezno
topnost v medijih, v katerih smo izvajali sproSCanje ter Cas vzpostavitve ravnotezne
topnosti. Prebitno koli¢ino NaDIF smo dali v majhen volumen medija in po doloenem
Casu stresanja izmerili absorbance vzorcev. V grafu na Sliki 25 lahko vidimo, da so
koncentracije izmerjene do 6 ur stresanja, skoraj dvakrat visje kot koncentracije izmerjene

po daljSem Casu stresanja vzorca, kar nakazuje na to, da je tudi tukaj prislo do prenasicenja.
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Zato je Cas, ki ga izberemo za dolocanje topnosti, zelo pomemben faktor. Odstopanja med
posameznimi meritvami pri enakem casu so kar visoka, vendar je opazno, da se po daljSem
Casu stresanja, po 24-ih in 48-ih urah koeficient variacije zmanjSa na polovico in znaSa
9,39 %. Topnost smo dolocili ob casu, ko koncentracija ucinkovine ni ve¢ padala.
Ravnotezna topnost 2,34 mg/l, ki smo jo dobili po 48-ih urah stresanja v mediju DMB s
pH-vrednostjo 3, je malo manjsa od koncentracije, ki smo jo dobili pri spro§¢anju na USP
I1 v istem mediju po 3 urah (2,74 mg/l). Tu se lahko kaze vpliv PVP v tabletah, ki v manjsi
meri zavre obarjanje uc¢inkovine oziroma poveca topnost. Zaradi nizkih koncentracij pa je

mozno, da je napaka. Na koncu smo s pH-listi¢i izmerili tudi pH vzorca, ki je tukaj ostal

enak 3.
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Slika 25: Graf, ki prikazuje koncentracijo raztopljenega natrijevega diklofenakata brez dodanega polivinilpirolidona v
DMB s pH 3 po dolocenem casu stresanja. Prikazane so tudi standardne deviacije pri posameznih casovnih tockah.

Ravnotezno topnost smo Zeleli dolo¢iti tudi v 0,001 M HCI. Tukaj smo imeli tezave, saj se
je zaradi dodanega NaDIF v majhen volumen medija dvignil pH, zaradi Cesar se je
posledi¢no raztopilo veC ucinkovine. Najprej smo natehtali priblizno 0,8—1 mg u¢inkovine
na 1,5 mL medija, nato smo poskusili tudi z ve¢jo koli¢ino, vendar se je pH Se bolj povecal
in posledi¢no se raztopilo e ve¢ ucinkovine. pH-vrednost 0,001 M HCI se je ob dodatku
vecje koli¢ine NaDIF (3—5 mg) povecala iz pH 3 tudi na 5—6. Tudi 3—5 mg uc¢inkovine ni
bilo prebitnih, ampak se je zaradi povisanega pH vse raztopilo. Topnosti v 0,001 M HCl
tako nismo mogli dolo¢iti, saj je sama u¢inkovina preve¢ spremenila pogoje dolocanja. Pri
spros€¢anju Vv USP II v 0,001 M HCI do tega ni prislo, saj smo po vsakem sproScanju

izmerili pH in le-ta se je povecal le za najvec 0,10 enote.
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6 ZAKLJUCEK

V magistrski nalogi smo proucevali vplive na sproscanje natrijevega diklofenakata iz
tablet, ki so vsebovale Se polimer PVP. Tablete s takSno sestavo so v nasem primeru
ucinkovini omogocile vzpostavitev stanja prenasicenosti, kar je eden izmed nacinov za
reSitev problema slabe topnosti slabo topnih ucinkovin. Najprej smo poiskali ustrezno
metodo za sproscanje, ki nam je dala najbolj zanesljive rezultate. Ugotovili smo, da
preto¢ni sistem ni primeren za testiranje spro$¢anja NaDIF v tabletah s tako sestavo, saj
prihaja do zamasitve cevk zaradi obarjanja ucinkovine. S preto¢nim sistemom bi sicer
lahko ponazorili prehod uéinkovine skozi GIT in pH-gradient, ki je lahko tudi eden izmed
vzrokov za nastanek prenasi¢enega stanja. Aparat USP Il z vesli se je izkazal kot najbolj
primeren za vrednotenje prenasicenja. Pri ve¢ji hitrosti vrtenja veslastega meSala so
rezultati zaradi boljse homogenizacije medija manj variirali med posameznimi paralelkami
kot pri manjsi hitrosti vrtenja. Vecja hitrost poveca tudi maksimalno koncentracijo
sprosc¢ene ucéinkovine, vendar vodi v hitrejSe obarjanje zaradi vi§je stopnje prenasicenja.
Povecanje ionske moc¢i medija zmanjSa maksimalno prenasi¢enje u¢inkovine vV primerjavi
z medijem brez dodanih soli, vendar pride do zmanjSane hitrosti obarjanja, kar se na

profilih kaZe v pocasnejsem padcu koncentracije uc¢inkovine.

S pomogjo filtrov razli¢nih velikosti por 10; 0,8; 0,45 in 0,2 um smo nato v istih medijih
ugotovili, da so nekateri oborjeni delci man;jsi od 10 um, od velikosti filtra, ki smo ga imeli
nastavljenega na kanilah za vzorcenje. Vecja razlika v velikosti oborjenih delcev NaDIF je
v 0,001 M HCI, medtem ko pri spros¢anju v DMB ni bilo tako velike razlike med
velikostjo oborjenih delcev. Delci so lahko bili oborjeni Ze v mediju in so presli filter, ker
so bili manjsi od por filtra. V tem primeru smo dobili lazno previsoke rezultate. Ce pa so se
delci oborili komaj po odvzemu oziroma v ¢asu odvzema vzorca, SO rezultati v redu. Iz
rezultatov, ki smo jih dobili, ne moremo narediti jasnih zakljuckov o spreminjanju velikosti
oborjenih delcev, bi pa bilo v okviru nadaljnjih raziskav smiselno spremljati ¢asovno

odvisnost velikosti oborjenih delcev z drugo metodo.

Ravnotezno topnost NaDIF smo dolocili le v DMB s pH-vrednostjo 3. Pri dolocanju v
0,001 M HCI smo imeli tezave, saj se je zaradi dodatka uc¢inkovine v obliki soli v medij pH
dvignil in nismo imeli ve¢ osnovnega medija. Dolo¢ena ravnotezna topnost NaDIF v DMB
s pH 3 je malo nizja kot izmerjena koncentracija pri testih spros¢anja po 4 urah, kar lahko

nakazuje na manjsi zaviralni uc¢inek polimera PVP na obarjanje DIF.
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Teste sproscanja bi morali izvajati v manjSih volumnih, da bi se bolj priblizali fizioloskim
volumnom in tudi lazje preucili mehanizem prenasi¢enja. Enostavne vodne pufrne
raztopine bi lahko zamenjali z mediji, ki se bolj priblizajo fizioloskim pogojem. Ti ne
posnemajo samo fizioloske pH vrednosti, ampak tudi njihovo sestavo. V nekaterih
raziskavah je bilo namre¢ dokazano, da tudi fizioloske komponente vplivajo na
prenasicenje. Za filtracijo vzorcev bi morali izbrati filtre z manj$imi velikostmi por, saj so
nekateri oborjeni delci zelo majhni in nam lahko dajo lazne rezultate, ¢e so prisotni ze v

mediju.
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