UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIIO

ANITA CRNIC

PROUCEVANJE SPROSCANJA AMOKSICILINA IZ DVOPLASTNIH
PLAVAJOCIH TABLET NA OSNOVI KSANTANA

THE RELEASE STUDY OF AMOXICILLIN FROM BILAYER
FLOATING TABLETS BASED ON XANTHAN GUM

DIPLOMSKA NALOGA

Ljubljana, 2008



Diplomsko nalogo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo na Katedri za farmacevtsko

tehnologijo pod mentorstvom doc. dr. SaSe Baumgartner, mag. farm.

Zahvaljujem se mentorici, doc. dr. Sasi Baumgartner, mag. farm., za $tevilne strokovne
nasvete, pomoc¢ in spodbudo pri izvedbi diplomske naloge.

Za koristne namige in pomo¢ pri delu v laboratoriju se zahvaljujem tudi vsem ostalim
zaposlenim na Katedri za farmacevtsko tehnologijo.

Najlepsa hvala Marjeti Lipar za lektoriranje diplomske naloge.

Nenazadnje se iskreno zahvaljujem starSem, sestri in fantu za vsestransko podporo in

vzpodbudo v ¢asu Studija.

Izjava
Izjavljam, da sem diplomsko nalogo izdelala samostojno pod mentorstvom doc. dr. Sase

Baumgartner, mag. farm.

Ljubljana, december 2008

Predsednik diplomske komisije: prof. dr. Danijel Kikelj, mag. farm.

Clan diplomske komisije: doc. dr. Andrej Umek, mag. farm.



Anita Crni& Diplomska naloga

VSEBINA

1 POVZETEK .....iiinnnrnnninnnennsnnecsnecsssecsssnscsssscsssessssessssssssssessssssssses I

R N U V4 J ) N 1
3.0 ZELODEC i eissssimnsssssnssssssssmssssssssssssssssssssssssmssssssssmssssssssmssssssssmssssssss 1
3.2 MEHANIZMI ZA PODALJSANO ZADRZEVANJE FARMACEVTSKIH

OBLIK V ZELODCU ccuuuucttrnirsssmsnsssssssnsssssssssssssmssssssssmssssssssmssssssssmsssssssssssssss 3
3.2.1  SISTEMI Z VELIKO GOSTOTO .......cccccomiiiiniiiiiiniiciiiisiectieeet ettt 4
3.2.2  HITRO NABREKAJOCI SISTEML...............coovvoeoeoeioeieeoeeeeesieee e 4
3.2.3  SUPERPOROZNI HIDROGELI .........ccoccoouiiieiiiiiieiieieeieie ettt 5
3.24  SISTEMI RAZLICNIH GEOMETRIJSKIH OBLIK .............cooooovoovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 5
3.2.5  MUKOADHEZIVNI ALI BIOADHEZIVNI SISTEMI ........ccccooiiiiiiieiiieeieeeseee e 6
326 MAGNETNI SISTEMI........c..ccoiiiiiiiiiieiiiieeeee ettt 6
3.2.7  PLAVAJOCISISTEMI .............o.coooveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
33 HELICOBACTER PYLORI (H. PYLORI) ....ccovveticcnnsnnnicsssnnrecsssansecsssssssscsnns 9
3.3.1  Epidemiologija il PALOZENEZA ............c..ccccociiieiiiiiiiiiiieie ettt 10
3.3.2 DEAGHOZA. ...t e 11
333 ZAVAVIENJE..c..c..ceoi e 12
3.4 AMOKSICILIN ucciniiisniesnncsnensseecssesssnssssesssnssssessssssssssssassssassssssssssssassssasssssssaass 13
3.4.1  Razgradnja AmMOKSICIIING ...............c..cccoocuiieeiiiieiieiieieee ettt eae b enne e 15
3.5 POLIMERI, UPORABLJENI PRI IZDELAVI TABLET S
PODALJSANIM SPROSCANIEM ...couimmmnnsssmssnssssmssssssssmsssssssssssssssssssesss 16
3.5.1  KSANTAN (Gng. XANEAAT GUIM)...........cocoeiiiiiiiiiiiiiieieeeeee sttt 16
3.5.2  SEMENSKA SLUZ ROZICEVCA (ang. locust bean gum, carob bean gum)........................... 19
3.5.3  HIDROKSIPROPILMETILCELULOZA (HPMQC).......cooccoiiiiinieiaiseteeee e 20
3.5:4  MALTODEKSTRIN ......coiuiiiiiiiiei ettt ettt e 21

5 EKSPERIMENTALNO DELQ .....cccuvnnnnniiiiicccsssssssssssssssssccssssssssses 23
5.1 MATERIALI IN NAPRAVE ....ntrnnniiicccssssnssnnnnsiicssssssssssnssssesssssssssssssssssssssss 23
5.1.1  Pomozne Snovi za izdelavo tADIEt ..................ccoevvueiiiieiiiiciieeeieeeie e 23
5.1.2  Reagenti za pripravo medijev za sproscanje in mobilne faze za HPLC analitiko amoksicilina 23
5.1.3  INAPFAVE ...ttt ettt ettt et e e e aaeennas 24
5.2 PRIPRAVA VZORCEY .uuuuiiiiiinniinsisnnnicsssssnnisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 24
52,1 IZdelava tADIEr ...............oocooovueieiiiieiiee e 24
5.2.2  Priprava medifey Za SPFOSCAMJE. .............cccccuereeriaieeeiesteete ettt 27
5.3 METODE ...ooaeeiiiiiiiiiinnnnnnensstieccsssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssassassssssss 29
5.3.1 DOLOCANJE FARMACEVTSKO — TEHNOLOSKIH PARAMETROV TABLET .................. 29
5.3.2  IZDELAVA UMERITVENIH PREMIC ...........c.ccocoooiiiiiiiiiieeeieeeeee e 30
5.3.3  POSKUSI SPROSCANJA IN DOLOCANJE HITROSTI SPLAVANJA TABLET NA
INAPRAVI 2 PO USP ...ttt aneas 31
5.3.4  HPLC ANALIZA SPROSCENE UCINKOVINE...........coccovvumirmrineineeneinseneeesesissieseessseenes 33
5.3.5  ANALIZA RAZPADNIH PRODUKTOV ......cccoociiiiieeeeee sttt 35



Anita Crni& Diplomska naloga

6.1 FARMACEVTSKO-TEHNOLOSKO VREDNOTENJE OGRODNIH

V2N 33 ) ) LN 36
6.1.1 ERGROMEITOST TASC ... e 36
6.1.2  Enakomernost vsebnosti enoodmernih farmacevtskih oblik...............c..ccccovveivieivieneennnannnne. 37
6.1.3 THAROSTE EADIEL. ... e ettt 37
6.2 DOLOCITEV ENACB UMERITVENIH PREMIC........cccoeoerrererrerrerenserensenee 38
6.3 PRELIMINARNI TESTI SPROSCANJA AMOKSICILINA IN
PLAVANJA TABLET .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 39
6.3.1 REZULTATI RAZTAPLJANJA AMOKSICILINA OB PRISOTNOSTI ZMESI PRAHOV
RAZLICNIH SERIT TABLET ..........oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
6.3.2  REZULTATI RAZTAPLJANJA SAME UCINKOVINE TER UCINKOVINE V PRISOTNOSTI
POMOZNIH SNOV ..ottt ettt ettt s e saenn 42
6.4 REZULTATI PLAVANJA IN SPROSCANJ A AMOKSICILINA 1Z
IZBRANIH SERIJ TABLET ......rcceeenneeeeennecccccceeeesssssseccssssssssssssssssssssases 44

7.1 PRELIMINARNI TEST...uitttiietecceseeccsseccssscssssecessescsssssssssssssssssssssssssssssssssses 48
7.1.1  SPROSCANJE AMOKSICILINA IZ TABLET SERLJ 34 IN 35 ..o oo, 48
7.1.2  PLAVANJE TABLET SERII 34 IN 35 51
7.1.3  VPLIV POTOPITVE TABLET SERIJE 35 NA SPROSCANJE AMOKSICILINA ... 52
7.1.4  VPLIV VGRADNJE VODOTOPNIH POMOZNIH SNOVI V KSANTANSKO OGRODJE

NA SPROSCANJIE AMOKSICILINA. .......o.oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 53
7.1.5  DOLOCANJE OSTANKA UCINKOVINE V TABLETI PO SPROSCANJU ......ccocvcvvea.. 56

7.1.6  VPLIV POMOZNIH SNOVI NA RAZTAPLJANJE AMOKSICILINA IN NJEGOVO
STABILNOST ...ttt ettt ettt ettt 57
7.1.7  STABILNOST AMOKSICILINA V RAZLICNIH MEDIJIH ........cocoveooooeeeseseeeeeeeeeseeeees 61

7.2  PROUCEVANJE SPROSCANJA AMOKSICILINA IN PLAVANJE
IZBRANIH SERIJ TABLET .....uuittcittecereecesseccssescssecsssssssssssssssssssssssssssssssssss 63
7.2.1  VPLIV HITROSTI VRTENJA MESAL (rpm) NA SPROSCANJE AMOKSICILINA

TZ TABLET SERIT 7, 8, 9 oo e, 64
7.2.2  VPLIV MEDIJA NA PLOVNE LASTNOSTI TABLET ..o 65
7.2.3  VPLIV SPREMEMBE pH IN IONSKE MOCI NA SPROSCANJE AMOKSICILINA ............... 68
7.2.4  ANALIZA RAZPADNIH PRODUKTOV AMOKSICILINA .........ooooeoeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeers 73
7.2.5  OBLIKA IN VELIKOST TABLET PO KONCANEM 24-URNEM SPROSCANJU ... 75
8 SKILEP auueeeeireecereceseccssecossocsssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssos 77

II



Anita Crni& Diplomska naloga

1 POVZETEK

Okuzba z bakterijo Helicobacter pylori je najpogostejsa okuzba pri ljudeh, saj je z
njo okuzena ve¢ kot polovica ¢lovestva. Gre za okuzbo zelodca, kjer je za uspesno
zdravljenje potrebna kombinacija velikega Stevila zdravil. V diplomskem delu smo
nacrtovali tako farmacevtsko obliko s podaljSanim spros¢anjem amoksicilina, ki bi bila
primerna za zdravljenje okuzb z bakterijo Helicobacter pylori.

Izdelali in optimirali smo dvoplastne plavajoce tablete na osnovi ksantana z
vgrajeno ucinkovino amoksicilin trihidrat. Z dvoplastnimi tabletami dosezemo, da se del
amoksicilina hitro sprosti, kar se kaze v takojSnjem dvigu koncentracije ucinkovine v
mediju, medtem ko se preostanek amoksicilina enakomerno spro$c¢a skozi daljsi ¢as. S
plavanjem pa zagotovimo, da tableta ostane v Zelodcu dalj ¢asa, kar podaljsa cas
zadrzevanja amoksicilina na mestu delovanja.

Poskuse sproscanja amoksicilina iz dvoplastnih plavajo¢ih tablet na osnovi
ksantana in hitrost splavanja tablet smo izvajali na napravi 2 po USP v razli¢nih medijih.
Delez spros¢enega amoksicilina smo analizirali na HPLC sistemu.

Tekom eksperimentalnega dela smo ugotovili, da amoksicilin v medijih za
sproscanje, zlasti pri nizkem pH, razpada, zato smo proucevali vpliv pomoznih snovi na
hitrost raztapljanja amoksicilina ter na stabilnost oziroma razpad amoksicilina. Ugotovili
smo, da prisotnost pomoznih snovi ni pospesila ali povecala razpada amoksicilina, prav
tako ni vplivala na hitrost raztapljanja amoksicilina.

Z zmanjSanjem deleza ksantana v dvoplatnih plavajo¢ih tabletah in vgradnjo
razli¢nih vodotopnih substanc smo spremenili profile sprosc¢anja amoksicilina in dosegli
bistveno hitrejSe splavanje tablet. Kot uspeSna se je izkazala vgradnja semenske sluzi
rozi¢evca, hidroksipropilmetilceluloze in maltodekstrina, saj smo tako dosegli vecjo hitrost
sproscanja amoksicilina. Za vse tri serije tablet velja, da je hitrost sproS¢anja amoksicilina
spros¢anje amoksicilina upocasni, vendar tablete hitreje splavajo na povr§je medija. V
medijih s pH vrednostmi 1,2 ter 6,8 amoksicilin hitro razpada. Prisotnost pomoznih snovi
ni pospesila ali povecala razpada amoksicilina.

Za nadaljnje preskuse plavanja in spros¢anja amoksicilina so se kot najbolj

optimalne izkazale dvoplastne plavajoce tablete z maltodekstrinom in semensko sluzjo

III
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rozicevca, vendar je potrebno njihovo sestavo Se optimizirati. Za te tablete je znacilno, da
plavajo vsaj 24 ur in pri tem ohranijo ¢vrsto in nabreklo obliko. Plavanje ter zadostna
velikost in Cvrstost tablet skozi daljSi ¢as predstavljajo eno od moznosti za podaljSan Cas

zadrzevanja farmacevtske oblike v Zelodcu, torej na mestu delovanja.

1A%
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2 SEZNAM OKRAJSAV

AMX
FO
HBS
HPLC

HPMC

H. pylori
(ODMMC

IPC

LBG

MCC

medij 1 (M1)
medij 2 (M2)
medij 3 (M3)
medij 4 (M4)
medij 5 (M5)
medij 6 (M6)
Mg-stearat
MICy
naprava 2 po USP
PPK

R2

RP

rpm

RSD

SD

t

XAN

amoksicilin

farmacevtska oblika

hydrodinamically balanced system = hidrodinami¢no uravnotezen sistem
high performance liquid chromatography = tekoc¢inska kromatografija
visoke locljivosti

hidroksipropilmetilceluloza

Helicobacter pylori

(interdigestivni) migrirajoc¢i mioelektri¢ni kompleks

inhibitor protonske ¢rpalke

locust bean gum=semenska sluz rozicevca

mikrokristalna celuloza

fosfatni pufer s pH 3,0 in ionsko mo¢jo u=0,04M

fosfatni pufer s pH 4,5 in ionsko moc¢jo p=0,05M

fosfatni pufer s pH 6,8 in ionsko mo¢jo p=0,71M

fosfatni pufer s pH 3,0 in ionsko moc¢jo p=0,24M (dodatek CaCl,x2H,0)
fosfatni pufer s pH 4,5 in ionsko moc¢jo u=0,25M (dodatek CaCl,*x2H,0)
raztopina HCl s pH 1,2

magnezijev stearat

minimalna inhibitorna koncentracija, ki uni¢i 90% mikroorganizmov
naprava za sproscanje z vesli

povrsina pod krivuljo

Pearsonov koeficient determinacije

razpadni produkt

Stevilo vrtljajev vesla na minuto

relativna standardna deviacija

standardna deviacija

retencijski ¢as

ksantan

1onska mo¢
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3 UVOD

3.1 ZELODEC

Zelodec je razsirjeni del prebavne cevi v zgornjem delu trebusne votline med
poziralnikom in dvanajstnikom (1,2,3). Anatomsko se deli na 3 glavne dele: fundus (svod),
telo zelodca (korpus) in antrum, ki se konca s pilorusom ali Zelodénim vratarjem (slika 1)
(3,4). Proksimalni del Zelodca (fundus in telo) predstavlja rezervoar za neprebavljeno
hrano. Distalni del (antrum) je predel, kjer prihaja do mesanja Zelodéne vsebine in deluje

kot ¢rpalka, ki opravlja zelod¢no praznjenje (4).

SVOD (FUNDUS)
poZiralnik :
longitudinalne mifice
sfinkter
poZiralnika kroine miSice
precne misice
dvanajstnik

Zelodéne gube

TELO (KORPUS)

- piloriéni

sfinkter ANTRUM

Slika 1: Shematski prikaz glavnih delov Zelodca (3).

V zelod¢ni sluznici so Zleze, ki v lumen Zelodca izlocajo vodno, izotonicno
raztopino, ki vsebuje H', Na', K*, CI', HCOs", mukus, intrinzi¢ni faktor, pepsinogen in
zelod¢no lipazo. V lumnu Zelodca se vrednosti pH priblizujejo 2, medtem ko je pH tik ob
epitelijski membrani skoraj nevtralen (pH 7). Ta gradient vrednosti pH pomaga S$¢ititi
zelod¢no sluznico pred od pH odvisnim pepsinom in je vzpostavljen s sekrecijo HCOs in
mukusa. Mukus je priblizno 5 % vodna raztopina glikoproteinov z molekulsko maso nad
10° Da in debelino od 100 do 200 pum. Mukus predstavlja gelsko plast, ki omogoda
zadrZevanje vode in HCOs™ blizu epitelija, hkrati pa deluje kot mazivo, saj preprecuje

trdnim delcem, da bi mehansko poskodovali Zelod¢no sluznico (5).
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Gladke miSice zelodca so organizirane v tri plasti (slika 1). Na zunanji strani je
longitudinalna plast, na notranji strani pa pre¢na plast. Med njima se nahajajo krozne
miSice, ki so za delovanje najpomembnejse, saj omogocajo kréenje Zelodca (1,3).

Za 7elodec in tanko ¢revo sta znacilni dve vrsti gibanja: na tes¢e in po hranjenju
(fasted, fed state). Na teSCe zgornji del prebavnega trakta ve¢ kot polovico ¢asa miruje. V
ciklusih se pojavljajo izbruhi intenzivno razsirjajoce se motori¢ne aktivnosti, ki se zacne v
zelodcu in se $iri proti ileocekalni zaklopki. Ta intenzivna motori¢na aktivnost omogoci
premik neprebavljene vsebine iz zgornjega dela prebavnega trakta (6). Nacin krcenja
zelodca in tankega Crevesja na teSCe se imenuje (interdigestivni) migrirajoci mioelektri¢ni
kompleks — (I)MMC. Motori¢na aktivnost ()MMC se pojavlja cikli¢no, vsak cikel traja od
90 do 120 minut. Cikel (I)MMC je razdeljen v tri oziroma Stiri faze (slika 2) (6,7).

Trajanje
(min)
! Faza | /\ 45— 60
XB\ Phizd 0l /\ M\ A 30— 45
((\{‘—-—w / Faza I M\ij “ “ (\J\_A‘_!\ Sty
N e Faza IV AN A A 0-5
1 min

Slika 2: Potek in trajanje posameznih faz ciklov ()MMC v zgornjem delu prebavnega

trakta (6).

Faza I je obdobje pocivanja, ki traja od 45 do 60 minut. Kréenja se pojavijo redko.
Faza II traja od 30 do 45 minut. Zanjo so znacilni obc¢asni pojavi elektri¢ne aktivnosti v
steni prebavnega trakta, ki povzrocijo kréenja, ta so obi¢ajno vse moc¢nejSa in pogostejsa
proti koncu druge faze. Faza Il traja le 5 do 15 minut. Zanjo so znacilna mo¢na in pogosta
kréenja s frekvenco 3 kr¢enja na minuto. Ob koncu faze III, ko kréenja dosezejo spodnji
del zelodca (distalni antrum), ostaja pilori¢ni sfinkter odprt in moc¢na krcenja potisnejo vse
neprebavljene snovi iz Zelodca v tanko ¢revo in naprej. Premer piloricnega sfinktra je pri
vecini ljudi med 0,9 do 1,9 cm. V<¢asih to fazo imenujemo cistilna faza. Faza IV je kratka,

prehodna faza, ki pote¢e med III. in . fazo dveh zaporednih ciklov (I)MMC (6,7).
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Po hranjenju se nacin gibanja prebavnega trakta na tesCe prekine, saj aktivnost
(DMMC v Zelodcu pojenja. Zaceti cikel se nadaljuje v tankem crevesu. Novi cikli () MMC
ne nastajajo. Motori¢na aktivnost Zelodca je v tem obdobju podobna fazi II ()MMC, le da
je manj akcijskih potencialov, ki povzrocajo kréenja. Njihova frekvenca je 1 do 2 na
minuto. Nastala kréenja omogocajo pripravo hrane na absorpcijo. Pojavi se gibanje, ki

olajSa meSanje in potovanje Zelod¢ne (in ¢revesne) kase skozi prebavni trakt (6).

3.2 MEHANIZMI ZA PODALJ§ANVO ZADRZEVANJE
FARMACEVTSKIH OBLIK V ZELODCU

Cas potovanja FO skozi prebavni trakt je lahko zelo razli¢en in nepredvidljiv.
Zazeleno je, da ga podaljSamo v zgornjem delu in tako omogo¢imo maksimalno absorpcijo
ucinkovine ter s tem povecamo njeno biolosko uporabnost. NajzanesljivejSi nacin
podaljSanja razpolozljivega Casa za absorpcijo ucinkovine je zadrzevanje FO v Zelodcu
oziroma upocasnitev njegovega praznjenja, kajti transport tekocin in trdnih delcev skozi
tanko Crevo je relativno konstanten (3,5 do 5 ur) (6). Le s podaljSanjem Casa zadrzevanja
FO v Zelodcu lahko podaljSamo tudi celokupen €as prehoda skozi prebavni trakt (6,7).
Prednost FO s podaljSanim sproScanjem je tudi v tem, da zmanjSamo pogostost aplikacije,
kar poveca sprejemljivost pri bolnikih (komplianco) (7).

Faktorji, ki vplivajo na praznjenje Zelodca ter s tem na cas zadrzevanja FO v
zelodcu, so: (a) bioloski faktorji, kot so spol, starost, polozaj telesa, spanje, indeks telesne
mase, fizicna aktivnost in dolo¢ene bolezni (diabetes, kronova bolezen), (b) socasna
aplikacija ucinkovin, ki delujejo kot antiholinergiki (atropin), ter opiati, (c) gostota,
velikost in oblika FO, (d) hkratno zauzitje hrane, njena kalori¢na vrednost in pogostost
hranjenja (7). Kadar Zelimo, da FO ostane dlje €asa v Zelodcu, je dobro, da jo zauzijemo po
obroku in vedno z dovolj tekoc¢ine (200 do 250 mL) (6).

Podaljsan ¢as zadrzevanja FO v Zelodcu je Se posebej pomemben za ucinkovine, ki:
(a) lokalno delujejo v zelodcu (misoprostol, antacidi, antibiotiki, ki se uporabljajo za
zdravljenje okuzb s H. pylori), (b) imajo absorpcijsko okno v zelodcu ali zgornjem delu
tankega crevesa (L-DOPA, p-aminobenzojska kislina, furosemid, riboflavin), (¢) so
nestabilne v ¢revesni teko€ini (kaptopril), (d) imajo slabo topnost pri vi§jih pH vrednostih

(diazepam, klordiazepoksid, verapamil) (7,8,9,10).



Anita Crni& Diplomska naloga

Za dosego podaljSanega Casa zadrzevanja FO v Zelodcu so znane razlicne FO, ki
vkljucujejo razlicne tehnoloske pristope. Gre za FO s prirejenim sproS€anjem, kjer je
sproscanje zdravilne uc¢inkovine podaljSano ali pulzirajoce (6). Med sisteme, ki omogocajo
podaljsan c¢as zadrzevanja FO v zelodcu, spadajo: sistemi z veliko gostoto, hitro
nabrekajoci sistemi, superporozni hidrogeli, sistemi s tvorbo razli¢nih geometrijskih oblik,
mukoadhezivni ali bioadhezivni sistemi, magnetni sistemi ter plavajo¢i sistemi
(4,5,6,7,8,11,12,13,14,15). Med njimi lo¢imo enoenotne (tablete, kapsule) in vecenotne
sisteme (pelete, mikrosfere, mikrobaloni, mikrokapsule). Slabost enoenotnih sistemov je
prehitra izguba ucdinka zaradi morebitne izgube celotnega odmerka iz zelodca. Pri
vecenotnih sistemih se izognemo ucinku »vse ali ni¢«, poleg tega se ti enakomerno
razporedijo v notranjosti zelodca (4,5,7,9,11,16). Nekateri avtorji trdijo, da se iz Zelodca
praznijo pocasneje, kar vodi v dolgotrajnejSe ucinke, zmanjSanje medindividualne

variabilnosti v absorpciji (7) ter manjSe nihanje koncentracij u¢inkovin v plazmi (11).

3.2.1 SISTEMI Z VELIKO GOSTOTO

Zelodéna vsebina ima podobno gostoto kot voda, in sicer priblizno 1,004 g/cm’.
Izdelali so pelete z visoko gostoto, ki po prihodu v Zelodec potonejo na dno antruma, kjer
se ujamejo v Zelodéne gube. Na tak nacin se zoperstavijo peristalti¢cnim valovom zelod¢ne
stene. Raziskave so pokazale, da mora biti gostota takih sistemov za bistveno podaljSanje
Gasa zadrzevanja v Zelodcu okoli 2,5 g/cm’. Za doseganje povisane gostote v FO vgrajujejo
tezke, nereaktivne snovi, kot so barijev sulfat, cinkov oksid, Zelezov prah in titanov
dioksid. Ceprav so dosegli spodbudne rezultate pri prezvekovalcih, sistemov z veliko

gostoto Se niso preizkusili na ¢loveku (5).

3.2.2 HITRO NABREKAJOCI SISTEMI

Taksne FO (v obliki tablet ali kapsul) v stiku z Zelodéno tekocino nabrekajo in se
toliko povecajo, da ne morejo skozi pilorus (6), katerega premer v odprtem stanju znasSa
1247 milimetrov (4,5). Ce Zelimo, da tak$na FO ne zapusti Zelodca s III. fazo cikla

(DMMC, mora nabrekniti do svoje najvecje velikosti Ze v prvih 20 minutah po zauZitju (6).
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3.2.3 SUPERPOROZNI HIDROGELI

Obicajni hidrogeli imajo velikost por med 10 nm in 10 pum. Absorpcija vode je
pocasna in lahko traja celo vec ur, da dosezejo kon¢no velikost. Poleg tega lahko pride do
predcasne izpraznitve FO iz Zelodca. Velikost por v superporoznih hidrogelih je vec¢ja kot
100 pm (5). Stevilne pore so med seboj povezane in tvorijo kapilarne kanale. Superporozni
hidrogeli ob prisotnosti vode zelo hitro nabrekajo, saj dosezejo kon¢no velikost v manj kot
minuti. V tem c¢asu se njihova velikost poveca ve¢ kot 100-krat. Izkazujejo zadostno
mehansko trdnost, da se lahko zoperstavijo zelodénim kontrakcijam. In vivo raziskave na
psih so pokazale, da superporozni hidrogeli ostanejo v Zelodcu 2-3 ure na teSce, po

hranjenju pa celo ve¢ kot 24 ur (5,17).

3.2.4 SISTEMI RAZLICNIH GEOMETRIJSKIH OBLIK

Pripravili so ve¢ sistemov razlicnih geometrijskih oblik: list deteljice, okroglo
ploscico, kriz, togi obrocek, tetraeder, ¢rko Y, pali€ico, pelete ter jih napolnili v Zelatinske

kapsule (slika 3) (5,6).

/.

| | |
Yy

Slika 3: Razli¢ne geometrijske oblike sistemov za podaljSano zadrZevanje v Zelodcu:

A) deteljica, B) okrogla ploscica, C) kriz, D) obrocek, E) tetraeder (5).

Sistem, ki je stisnjen v kapsuli, se v zelodcu razvije na ustrezno velikost, tako se
podaljsa Cas zadrzevanja v Zelodcu. Taki sistemi so narejeni iz biorazgradljivih polimerov,
da se po spros¢anju u¢inkovine enostavno odstranijo iz Zelodca (5). V in vivo preizkusih na
psih so ugotovili, da se v Zelodcu dovolj dolgo zadrzijo le odprti tetraedri in togi obrocki,
vendar v preizkusih na ljudeh istih rezultatov niso mogli potrditi. Tako so razvili stisnjen
sistem, ki se v zelodcu razvije v obliko iztegnjenih rok, ki naj bi onemogocila izhod iz
zelodca (6). Problem teh sistemov je, da v raztegnjenem stanju niso dovolj rigidni in jih

peristalti¢ni valovi zaradi tega izplavijo iz Zelodca (5).
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3.2.5 MUKOADHEZIVNI ALI BIOADHEZIVNI SISTEMI

Z mukoadhezivnimi ali bioadhezivnimi sistemi lahko dosezemo lokalizirano
dostavo ucinkovine v lumen zelodca. Osnova slednjih je sposobnost adhezije polimera na
glikoproteine mukusa zelod¢ne sluznice. Testi in vivo so v ve€ini primerov pokazali, da
mukoadhezivni polimeri signifikantno ne upocasnijo prehoda FO skozi prebavni trakt
(5,6). Razlog je najverjetneje stalno obnavljanje zelodénega mukusa. Vcasih je lahko
problemati¢no tudi drazenje zaradi tesnega stika s sluznico, zlasti ¢e je ucinkovina
ulcerogena. Kljub temu nekateri strokovnjaki proucujejo razlicne bioadhezivne materiale,

ki bi jih lahko uspes$no uporabili zlasti za zdravljenje infekcij s Helicobacter pylori (6).

3.2.6 MAGNETNI SISTEMI

Magnetni sistemi temeljijo na preprostem principu: FO v svoji notranjosti vsebuje
majhen magnet, na zunanji strani telesa je names¢en drugi magnet, ki drZi celoten sistem v
zelodcu. Take FO so Ze preizkusili na ljudeh, kjer so dokazali njihovo ucinkovitost.
Obstaja pa problem z natanéno postavitvijo zunanjega magneta, kar lahko ogrozi

bolnikovo sodelovanje (5).

3.2.7 PLAVAJOCI SISTEMI

Plovnost teh sistemov omogoca podaljSano zadrzevanje FO v Zelodcu, ne da bi
vplivala na intrinziéno praznjenje zelodca (6,13,18,). To pomeni tudi vecjo varnost pri
uporabi takSnih oblik, v primerjavi z nekaterimi, do sedaj omenjenimi (6). Plavajoce
sisteme delimo v 2 skupini: sisteme, ki ne tvorijo plina po interakciji z zelodéno tekocino,

ter sisteme, ki tvorijo plin po interakciji z Zelodéno tekocino (4).

Sistemi, ki ne tvorijo plina po interakciji z Zelod¢no tekocino

e Hidrodinami¢no uravnoteZeni sistemi (HBS) - plavajoée kapsule ali tablete: to so

enoenotne FO, ki vsebujejo enega ali ve¢ hidrofilnih polimerov. Najpogosteje uporabljamo

hidroksipropilmetilcelulozo (HPMC), poleg nje pa Se hidroksietilcelulozo (HEC),
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hidroksipropilceloluzo (HPC), natrijevo sol karboksimetilceluloze (NaCMC), agar,
karagenane, alginsko kislino (4,5,11). Hidrofilni polimer skupaj z u¢inkovino vgradimo v
zelatinsko kapsulo, le-ta se v zelod¢ni tekocini hitro raztopi (slika 4). V stiku z zelod¢no
teko¢ino polimer nabreka, zato nastane na povrsini gelska pregrada z relativno gostoto
manj kot 1. Na polimerne verige je adsorbiran zrak, ki se po nastanku gela ujame v resetko
v obliki mehurckov in zniZa gostoto gela (4,5,6,11). Suha notranjost teh sistemov deluje
kot rezervoar za u¢inkovino (4,11). Erozija polimera s povrSine omogoca penetracijo vode
v notranje plasti. PodaljSano spro$¢anje ucinkovine je uravnano s kontrolirano difuzijo
ucinkovine skozi gelsko plast in erozijo polimera s povrsine sistema (5,6). U¢inkovitost
plavajocih HBS so izboljsali z izdelavo dvoplastnih tablet, kjer ena plast skrbi za plovnost,
druga pa za kontrolirano spros$¢anje ucinkovine. Na ta nacin lahko optimizirajo vsako plast

tablete posebej (5).

HBS

Zelodéni medij,
gostota =1 erodirajoca
F: plast
gelska
plast

uéinkovina gostota < 1

hidrofilni polimer

Slika 4: Primer hidrodinami¢no uravnoteZenega sistema (HBS) (5).

e Sistemi z nizko gostoto: njihova gostota je manjsa kot 1 g/em’, zato lahko takoj
splavajo. Narejeni so iz materialov z nizko gostoto, v notranjosti katerih sta ujeta zrak ali
olje. VeCinoma gre za vecenotne sisteme, ki se imenujejo tudi mikrobaloni zaradi jedra z
nizko gostoto. Votle mikrosfere, ki vsebujejo ucinkovino v zunanji polimerni plasti, so ene
najbolj obetavnih plavajocih sistemov, saj zdruzujejo prednosti ve€enotnih sistemov in
dobro plovnost. U¢inkovitost sistemov z nizko gostoto je odvisna od prisotnosti zadostne
koli¢ine tekoc¢ine v zelodcu, zato je potrebno pogosto pitje vode. Slednje velja za vse

plavajoce sisteme (5,11).
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Sistemi, ki tvorijo plin po interakciji z Zelod¢no tekocino

e Sistemi, ki so podobni splavu: v kapsule vgradimo natrijev alginat, ki vsebuje

ucinkovino in karbonate oziroma bikarbonate. V Zzelodcu alginati nabrekajo in tvorijo
viskozen, koheziven gel (5). Gelska plast plava na povrsini zelod¢éne vsebine, saj se v ta gel
ujamejo mehurcki CO,, ki se spros¢a ob kontaktu karbonatnih oziroma bikarbonatnih
ionov s kislo Zelod¢no tekocino (4,5). Te farmacevtske oblike obicajno vsebujejo antacide,
npr. aluminijev hidroksid ali kalcijev karbonat za zmanjSanje kislosti v Zelodcu (5) ali
antibiotike za zdravljenje okuzb s Helicobacter pylori (16). Taksni sistemi se uporabljajo
tudi za zdravljenje gastroezofagalnega refluksa, saj prekrivajo celotno povrsino Zelod¢ne

vsebine in s tem preprecujejo iztekanje zelodéne vsebine nazaj v poziralnik (5).

e Sistemi, ki tvorijo plin: za tvorbo CO, in situ so odgovorne efervescentne snovi, npr.

natrijev hidrogenkarbonat ali kalcijev karbonat, ki v kislih pogojih razpadejo, pri cemer se
spros¢a plin — ogljikov dioksid. Nekateri sistemi za sproS¢anje CO, izkoris¢ajo kislo
zelod¢éno vsebino, spet drugi pa ze v sami FO vsebujejo vgrajene kisline, npr. citronsko ali
vinsko kislino (4,5,11). Spros¢eni mehurcki CO, se ujamejo v gel nabreklega hidrokoloida,
zato se zmanj$a gostota dostavnega sistema pod 1 g/cm’® (4,18). Obstajajo tudi sistemi, v
katere je vgrajena hlapljiva tekoCina (eter, ciklopentan), ki se pri telesni temperaturi
spremeni v plin (4,5,11).

Strokovnjaki so razvili razliéne plavajode dostavne sisteme. Ce je efervescentna
snov dodana v ogrodje tablete, ki ga tvori hidrofilni polimer, dobimo enoplastno plavajoco
tableto. Pri dvoplastnih plavajoCih tabletah je ena plast odgovorna za plavanje
(efervescentna plast), druga pa za podalj$ano spros¢anje ucinkovine (nabrekajoci hidrofilni
polimer) (4,11,18). Pri teh sistemih je lahko lo¢ena tudi efervescentna plast (slika 5). Na ta
nacin prepre¢imo direkten kontakt med bikarbonatnimi oz. karbonatnimi ioni in kislo
komponento (citronska oziroma vinska kislina). S tem dosezemo vecjo stabilnost takih
sistemov. Ko pride tak sistem v kontakt s teko¢ino, voda penetrira v efervescentno plast
skozi nabrekajo¢o membransko plast. Pri reakciji med dvema efervescentnima snovema se

tvori CO,, gostota dostavnega sistema se zmanj$a pod 1 g/cm’ in sistem splava (4).
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konvencionalna tableta s
podalj$anim sprosé¢anjem

efervescenina plast
(zunanja in notranja polovica)

nabrekajoda
membranska plast

Slika 5: A) Sestava veplastne v Zelodcu napihljive tablete. B) Mehanizem plavanja v

zelodénem mediju (5,6,11).

Za zdravljenje okuzb s H. pylori in pepticnega ulkusa so razvili plavajoco triplastno
tableto. Prva plast tablete se takoj ob stiku s kislo Zelod¢no tekoc¢ino loc¢i (vsebuje
bizmutove soli), iz druge plasti se enakomerno sproscata tetraciklin in metronidazol. Tretjo
plast predstavljata polimer (HPMC) in efervescentna snov, ki je odgovorna za sproscanje

CO; in s tem za plavanje tablete (4).

3.3 HELICOBACTER PYLORI (H. PYLORI)

H. pylori je Gram-negativna, mikroaerofilna, neinvazivna, spiralna bakterija, ki se
lahko svedrasto giblje s pomocjo 4 do 6 bi¢kov. V Sirino meri 0,5 pum do 1,0 ym in v

dolzino 2,5 um do 4,0 pm (slika 6) (19,20,21).

\-& =

Slika 6: Posnetek bakterije H. pylori z elektronskim mikroskopom (22).

H. pylori kolonizira Zelod¢no sluznico. Njena gibljivost ji omogoc¢a umestitev v sloj
med sluzjo in epitelijem. Nahaja se predvsem v globokih plasteh sluzi, tik ob povrSini
epitelijskih celic, in ne prodira v sluznico. Zelod¢ni mukus varuje H. pylori pred nizkim

pH v Zelodcu (slika 7) (20,21,23,24).
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é— Zelodec

lumen Zelodca

1.5
Zelodéna sluz
lokalni
P S’ 4 o P H. pylori
20 (VY V¥YVY
ENE\PNIN\ENENINE
7.4

epitelne celice

Slika 7: Shemati¢ni prikaz lokacije H. pylori v zelodcu (19).

Obstajajo razli€ni sevi H. pylori. H. pylori proizvaja Stevilne beljakovine, ki
povzroc¢ajo okvaro sluznice zgornjih prebavil. Proizvaja adhezivne snovi, ki ji omogocajo
pritrditev na epitelijske celice sluznice; fosfolipaze in proteaze, ki razdiralno delujejo na
zas¢itno sluz (23). H. pylori je bakterija, ki proizvaja velike koli¢ine ureaze in ta ji
omogoca, da prezivi v izrazito kisli sredini Zelodénega soka. Ureaza je prisotna v
citoplazmi bakterijske celice z namenom, da oskrbuje celico z amoniakom in dusSikom, ki
sta nujna gradnika aminokislin. Druga naloga ureaze je nevtralizacija Zelod¢ne kisline (21).
Ureaza katalizira hidrolizo secnine do bikarbonata in amoniaka. Nastali amoniak okvarja

sluznico in zagotavlja lokalno visok pH za prezivetje H. pylori (19,23,25) (enacba 7).

ureaza

C=O(NH), + H + 2H,0 ———— HCOj; +2NH| Jenacha 1/

3.3.1 Epidemiologija in patogeneza
Zacetna okuzba s H. pylori se navadno zgodi Ze v otroStvu in sprozi mocan imunski

odziv. Kljub temu je bakterija razvila mehanizme, s katerimi se izogne imunskemu odzivu
gostitelja. Tako se H. pylori lahko obdrzi v zelodcu celotno zivljenje gostitelja, Ce vmes ne
izvajamo ucinkovitega zdravljenja (20,26).

Okuzba s H. pylori je najpogostejsa okuzba pri ljudeh, saj je z njo okuzena vec kot
polovica ¢lovestva (21,27). Pri priblizno petini okuzenih se pojavijo razlicne tezave
oziroma bolezni (21). Samo 15 % ljudi, okuZenih s H. pylori, zboli za ulkusno boleznijo

(20). OkuZba je potreben, ne pa tudi zadosten pogoj za nastanek pepti¢ne razjede.

10
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Pomembni so Se patogenetski dejavniki, tako dedni kot iz okolja (nesteroidne protivnetne
ucinkovine (NSAID), kajenje, alkohol) (23). Dolga kolonizacija lahko poleg pepti¢nega
ulkusa povzroci Se Stevilne druge bolezni, kot so dispepsija, gastritis, zelod¢ni rak ter
nastanek limforetikularnega tkiva v sluznici zelodca (19,20,26,27,28,29,30). Podatki
kaZejo, da je kar 95 % primerov gastritisa in 65 % primerov pepti¢nih razjed posledica
okuzbe s H. pylori (19).

Razsirjenost okuzbe z bakterijo H. pylori je glede na razvitost drzav razli¢na.
Prevalenca okuzbe s H. pylori najbolje korelira s socialno-ekonomskim polozajem. V
nerazvitem svetu z nizkim standardom (ekonomskim in higienskim) se vecina prebivalstva
okuzi ze v otroStvu, medtem ko se v razvitem svetu odstotek okuZenosti povisa po 50. letu
starosti, prekuZenost pa je vecja pri revnejSem sloju. Vis§ja prekuZenost z bakterijo v
razvitem svetu pri starejSih prebivalcih je po vsej verjetnosti posledica slabih higienskih
navad in slabsih ekonomskih razmer (21). Okuzbe s H. pylori se pojavljajo pri okoli 40 %
odraslih v razvitih drzavah, medtem ko je prevalenca okuzb v drzavah v razvoju vec kot 80

% (20,26). Strokovnjaki predvidevajo, da se okuZzba Siri s ¢loveskim kontaktom (20).

3.3.2 Diagnoza

Za odkrivanje okuzb s H. pylori so razvili vrsto invazivnih in neinvazivnih testov.
Invazivni testi temeljijo na endoskopskih vzorcih iz zelodca. Prisotnost bakterije dokazejo
na osnovi ureaznega testa, histologije ali testa z bakterijsko kulturo. Invazivne teste
izvajajo pri bolnikih z gastrointestinalnim krvavenjem, nerazlozljivo izgubo teZe, anemijo
in pri bolnikih, starejSih od 50 let, pri katerih se je na novo razvila dispepsija. Pri bolnikih,
pri katerih se ne pojavijo predhodno navedeni rizi¢ni faktorji, se odlocijo za neinvazivne
teste, ki ne vkljucujejo endoskopije. Prisotnost patogena ugotavljajo z neinvazivnimi testi
na vzorcih krvi, izdihanega zraka, urina ali sline. Te vzorce preiskujejo s serolosSkimi
testiranji, ki vkljucujejo detekcijo IgG protiteles proti H. pylori (3,20,26). Test, ki je Siroko
dostopen in je obcutljiv, specifien in neinvaziven, je dihalni test s se¢nino za detekcijo
okuzbe s H. pylori. Slednji temelji na ureazni aktivnosti H. pylori. Ko okuzena oseba
pogoltne odmerek se¢nine, ki je oznacena z izotopom ogljika (°C ali '*C), H. pylori v
7elodéni mukozi cepi seénino na amoniak in CO,, ki ima v tem primeru tudi izotop (°C ali

'C). Oznagen CO, lahko zaznamo v izdihanem zraku (20,21,26).

11
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3.3.3 Zdravljenje

Terapija okuzb s H. pylori s samo eno ucinkovino v praksi ni u¢inkovita (24,26,27).
Ceprav je H. pylori obdutljiva na vedino antibiotikov v in vitro testih, se le nekaj
antibiotikov uporablja in vivo za zdravljenje okuzb s H. pylori (26). Bakterija se nahaja pod
zelodénim mukusom, zato le majhna koli¢ina antibiotika doseze H. pylori. Vzrok je v
razpadu ucinkovin v kislem Zelodénem mediju in kratkem casu zadrZevanja v zelodcu
(26,27,28). Strokovnjaki predvidevajo, da je absorpcija antibiotika direktno skozi mukusno
plast iz lumna Zelodca bolj$i nacin zdravljenja okuzb s H. pylori kot pa absorpcija skozi
bazolateralno membrano (27).

Uspesno zdravljenje okuzb s H. pylori zahteva kombinacijo ve¢ u¢inkovin. Poleg
enega ali veC antibiotikov se uporabljajo Se u€inkovine, ki zmanjSajo izloCanje zelod¢ne
kisline; uporabljajo se inhibitorji protonske &rpalke (IPC) ali selektivni antagonisti na
histaminskih-2 (H,) receptorjih ter bizmutove soli (26,28). Za zdravljenje okuzb s H. pylori
so uvedli stalne rezime zdravljenja. Prvi rezim zdravljenja je 7-14 dnevna terapija s
kombinacijo IPC in dveh antibiotikov (klaritromicina in amoksicilina ali metronidazola).
Omenjena terapija je uspesna pri 80-90 % vseh okuzb. Ob ponovitvi okuzbe s H. pylori

sledi sekundarna terapija s Stirimi u¢inkovinami (preglednica I) (20,26,32,33).

Preglednica I: Trenutne smernice za zdravljenje okuzb s H. pylori (20,26,31,32,33).

Ucinkovine Odmerek (8t. odmerkov na dan) | Trajanje
(dnevi)
Terapija s tremi u¢inkovinami
ranitidinijev-bizmut citrat, klaritromicin, AMX | 400mg, 500mg, 1000mg (vsi 2/dan) 7-14
IPC, klaritromicin, AMX* 20-40mg, 500mg, 1000mg (vsi 2/dan) 7-14
IPC, klaritromicin, metronidazol 20-40mg, 500mg, 500mg (vsi 2/dan) 7-14
IPC, metronidazol, AMX 20-40mg, 500mg, 1000mg (vsi 2/dan) 7-14
Terapija s Stirimi u¢inkovinami
IPC, bizmutov subcitrat, 20-40mg (2), 120mg (4), 7-10**
metronidazol, tetraciklin 500mg (3), 500mg (4)

* - terapija je odobrena s strani FDA

** _ antibiotiki se dajejo 4-7 dni, IPC se zaéne dajati tri dni prej

Zaradi velikega Stevila zdravil, ki se jemljejo v razlicnih ¢asovnih intervalih, so

opisane terapije zelo zapletene. To zmanjSa sodelovanje bolnikov in vodi do slabSega

12
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uspeha terapije. Za izboljSanje kompliance bolnikov skusajo v eno farmacevtsko obliko
vgraditi ve¢ razli¢nih ucinkovin (19). Veliko sevov H. pylori je ze razvilo rezistenco na
nekatere antibiotike, predvsem na klaritromicin in metronidazol. Za zdaj je rezistenca na
tretji najbolj pogosto uporabljani antibiotik amoksicilin §e razmeroma nizka in znaSa do 30

% (26).

3.4 AMOKSICILIN

Amoksicilin trihidrat je bel ali skoraj bel kristalinicen prasek, tezko topen v vodi in
etanolu, prakticno netopen v mascobnih kislinah (34,35). Njegova topnost v vodi je 4,0
mg/mL (36). Ker je spojina amfoterna, se topnost v vodi spreminja s pH. Pri 37°C je
najnizja topnost pri pH od 4 do 6 in sicer 0,013 mol/L, kar ustreza 5,45 mg/mL (37).
Razpada v razred€enih kislinah in razred€enih raztopinah alkalijskih hidroksidov. 0,2%
vodna raztopina ima pH med 3,5 in 5,5 (34,35).

Kemijsko je amoksicilin (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-hidroksifenil)acetil]
amino]-3,3-dimetil-7-okso-4-tia-1-azabiciklo[3.2.0]heptan-2-karboksilna kislina (slika 8)
(34,36). Njegova empiricna formula je C;6Hj9N3OsS (34,36,38). Molekulska masa
amoksicilin trihidrata je 419,45 g/mol, molekulska masa brezvodnega amoksicilina pa

365,41 g/mol (35,38).

NH,
HoH
N
O _N\y X3 HZO
/
HO o)

/—OH
O
Slika 8: Strukturna formula amoksicilin trihidrata (39)

Amoksicilin (AMX) je polsintezni B-laktamski antibiotik, ki spada v skupino
penicilinov (27,40,41). Osnovni obro¢ pri penicilinth predstavlja penam (4-tia-1-

azabiciklo[3.2.0]heptan-7-on), ki nastane s povezavo dveh obrocev: azetidinona in
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tiazolidina (slika 9) (42). Osnovno strukturo penicilinov predstavlja 6-aminopenicilanska
kislina (6-APA), ki nastane s povezavo dveh aminokislin: L-cisteina in D-valina (slika 9).
6-APA ima zelo §ibko antibiotino aktivnost. Ce primarno amino skupino 6-APA
aciliramo, dobimo N-acil derivate 6-aminopenicilanske kisline (peniciline), ki so bolj
ucinkoviti in imajo $irsi spekter delovanja v primerjavi s 6-APA. Peniciline delimo v 4
skupine: (a) proti Zelod¢ni kislini neodporni penicilini, (b) proti zelod¢ni kislini odporni
penicilini (peroralno uporabni), (c) Sirokospektralni proti zelod¢ni kislini odporni

penicilini, (d) penicilini odporni proti beta laktamazi (42,43).

R L-cistein R
. w/
S \? : 84 CH

SO O

penam azetidin tiazolidin 0 : 5 \
e ]

A B HO  D-valin

3

Slika 9: A) Osnovni obro¢ pri penicilinih, penam (42). B) Osnovna struktura penicilinov

6-aminopenicilanska kislina (43).

AMX spada v skupino Sirokospektralnih in proti Zelod¢ni kislini odpornih
penicilinov (18,27,43,44,45,46). AMX je dosti bolj odporen na inaktivacijo z zelodéno
kislino kot nekateri drugi penicilini (ampicilin, benzilpenicilin), zato ga lahko damo tudi
peroralno (31). Aktiven je tako proti Gram-pozitivnim kot Gram-negativnim
mikroorganizmom (40,41,45,47). Ucinkovitost terapije z B-laktami je odvisna od dolzine
¢asa, ko so koncentracije B-laktamov v krvi ve¢je od minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC). Za AMX so znacilne razlicne MIC za razli¢ne mikroorganizme (18). AMX deluje
baktericidno. Veze se na bakterijske beljakovine, ki veZejo penicilin in tako zavira
nastajanje sten bakterijskih celic (45,47,48,49). AMX in drugi B-laktamski antibiotiki so
selektivni in ireverzibilni inhibitorji encimov, ki sodelujejo pri sintezi bakterijske

peptidoglikanske celi¢ne stene (42).

AMX izkazuje absorpcijsko okno v proksimalnem delu tankega Crevesa. Dobro se
absorbira iz duodenuma in jejunuma, slabSe iz ileuma, medtem ko se iz kolona ne
absorbira (12,50). AMX se iz gastrointestinalnega trakta relativno dobro absorbira v

primerjavi z drugimi penicilini (ampicilin, benzilpenicilin, fenoksimetilpenicilin). Ker je
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absorpcija AMX manjSa kot 90% danega odmerka, kar je meja med visoko in nizko
permeabilnimi ufinkovinami, ga uvrs¢amo med ucinkovine z nizko permeabilnostjo po
biofarmacevtski klasifikaciji. Poleg tega je absorpcija AMX pri zdravih ljudeh odvisna tudi

od odmerka ucinkovine, saj se pri vec¢jih odmerkih absorpcija AMX zmanjsa (51).

V pripravkih se AMX pogosto uporablja skupaj s klavulansko kislino zaradi zelo
podobnih farmakokineti¢nih lastnosti obeh snovi (12,52,53,54,55). Klavulanska kislina je
inhibitor B-laktamaz, encimov, ki jih proizvajajo bakterije (12,52). f-laktamaze cepijo -
laktamski obro¢ in tako deaktivirajo peniciline (42). Klavulanska kislina ima B-laktamski
obroC, ki je strukturno podoben penicilinom in cefalosporinom. Klavulanska kislina
ucinkuje Sibko protibakterijsko in ne vpliva na mehanizem delovanja AMX. Ireverzibilno
se veze z dolo¢enimi -laktamazami in jim onemogoca, da bi inaktivirale AMX. Pri vezavi
B-laktamaz na klavulansko kislino nastanejo stabilni neaktivni kompleksi. Tako se zveca

baktericidno delovanje AMX na odporne organizme, ki tvorijo B-laktamaze (12,53).

3.4.1 Razgradnja amoksicilina

Najbolj nestabilna vez v molekuli AMX je izredno napeta in reaktivna B-laktamska
amidna vez v B-laktamskem obrocu (42). Razpad AMX (slika 10) (spojina 1) v kislem

mediju se zacne z odpiranjem 4-Clenskega f-laktamskega obroca.

COOH COOH
NH CH;

e _— \+
‘‘‘‘‘‘‘ ) -
/©>Y s CH3 m ) 3 /©>Y 3
l l H, ,COOH

COOH

HN  H . 1 amoksicilin

o HN CHs

o H  COOH o n 2 amoksicilin penicilojska kislina
- NI & e,

Ho R 3 amoksicilin penilojska kistina
NH s CHs N o 4 di . . .
H 2 H diketopiperazin amoksicilin
o}
be 5 5= 4 5 4-hidroksifenilglicil amoksicilin

Slika 10: Razgradnja amoksicilina (56).

Kot produkt nastane amoksicilin penicilojska kislina (spojina 2), ki vsebuje prosto

karboksilno skupino, kar poveca polarnost molekule. Kadar detektiramo AMX po
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sproscanju iz tablet s HPLC, ta lastnost privede do zmanjSanja retencijskega ¢asa molekule
v reverznofazni tekoCinski kromatografiji. Amoksicilin penicilojska kislina (spojina 2)
razpada po dveh poteh. V prvem primeru pride do dekarboksilacije in nastane amoksicilin
penilojska kislina (spojina 3) (56). Penilojska kislina hidrolizira do nastanka
peniloaldehida in penicilamina. Noben nastali razgradni produkt nima antibakterijske
aktivnosti (42). V drugem primeru se iz amoksicilin penicilojske kisline tvori stabilen 6-
Clenski obro¢, kar vodi do nastanka diketopiperazin amoksicilina (spojina 4). V kislem
mediju pride tudi do intermolekularne reakcije dveh molekul AMX. Prosta amino skupina
ene molekule AMX nukleofilno napade benzilno karbonilno skupino druge molekule
AMX. Produkt reakcije je 4-hidroksifenilglicil amoksicilin (spojina 5) (56).

B-laktamska amidna vez se izredno hitro cepi tudi v alkalnih raztopinah. Pri tem
nastane amoksicilin penicilojska kislina, ki se po takojSnji dekarboksilaciji pretvori v
amoksicilin penilojsko kislino. Nastanek amoksicilin penicilojske kisline je ireverzibilen
pri fizioloskih pogojih, saj spojina nima teznje po zaprtju B-laktamskega obroca. Ker je -
laktamski obro¢ bistven del farmakofora, cepitev le-tega inaktivira delovanje antibiotika.
Bakterijske B-laktamaze prav tako katalizirajo cepitev -laktamskega obroca, kar je glavni
razlog za rezistenco. Cepitev B-laktamske vezi povzrocajo tudi alkoholi in amini, kar
privede do nastanka ustreznih estrov in amidov (42). Razgradnjo penicilinov povzroc¢ajo

tudi kovinski ioni (Zivo srebro, cink, baker) (42,57,57,59).

3.5 POLIMERI, UPORABLJENI PRI IZDELAVI TABLET S
PODALJSANIM SPROSCANJEM

3.5.1 KSANTAN (ang. xanthan gum)

Ksantan je naravni mikrobni eksopolisaharid. Pridobivajo ga v bioreaktorjih z
aerobno fermentacijo z bakterijo Xanthomonas campestris. Ta bakterija je povzrocitelj
Stevilnih bolezni pri rastlinah, za ¢loveka pa ni patogena. Xanthomonas ne tvori spor,
vendar je zaradi ksantana, ki jo obdaja v obliki kapsule, zelo odporna na visoke

temperature, vplive svetlobe, bakteriofage in izsuSitev (60). Po koncani fermentaciji
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fermentacijsko brozgo segrejejo, da ubijejo bakterije, ksantan pa izolirajo z obarjanjem z
izopropilnim alkoholom. Nato polimer posusijo in zmeljejo (61-66).

Ksantan je heteropolisaharid z molekulsko maso priblizno 2x10° g/mol. Osnovni
skelet ksantana tvorijo B-D-glukozne enote, povezane z -1,4 vezmi, kar je enako kot pri
celulozi. Na vsaki drugi glukozni enoti je na mestu C3 pripeta trisaharidna stranska veriga,
ki je sestavljena iz a-D-manoze, B-D-glukuronske kisline in terminalne B-D-manoze.
Manoza, pripeta na osnovno verigo, je lahko na mestu 6 acetilirana, na terminalni manozi
je lahko na mestu 4 in 6 pripet piruvat (slika 11) (61,62,70). Stopnja acetilacije in koli¢ina
piruvicne kisline sta odvisni od pogojev fermentacije ter seva bakterije, iz katere je ksantan
izoliran (60,70,71). Navadno je 60-70% manoz, pripetih na osnovno verigo, acetiliranih na
mestu C6, 30-40% terminalnih manoz pa ima pripete piruvatne ostanke. Glukuronska in

piruvi¢na kislina dajeta ksantanu anionski znacaj (63-71).

CHOH CH,OH
0, 0,
[s) H O, O
OH OH "
CHOAc o
0
OH
(o o) Na

Na* 'OOC
OH O

Slika 11: Primarna struktura ksantana (70).

V vodnih sistemih je ksantan kemijsko stabilen v Sirokem temperaturnem intervalu
(10-90°C) in pH obmocju (pH 3-12). Pri vi§jih pH vrednostih potece delna deacetilacija
stranskih verig. Prisotnost encimov in soli ne zmanjSa njegove stabilnosti. Ksantan je
anionski polimer, zato praviloma ni zdruzljiv s kationskimi povrSinsko aktivnimi snovmi,
polimeri ali konzervansi (61).

Viskoznost ksantana v vodnem mediju je odvisna od temperature, koncentracije
biopolimera, koncentracije soli in pH. Viskoznost raztopine ksantana moc¢no narasca z
naraS¢ajoco koncentracijo polimera (71). Raztopina ksantana je zelo viskozna tudi pri nizki
koncentraciji polimera, zato se uporablja v prehrambeni in kozmeti¢ni industriji kot

zgoscevalo in stabilizator suspenzij in emulzij. Ker je ksantan netoksicen in kompatibilen z
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vecino farmacevtskih pomoznih snovi, se v farmaciji veliko uporablja v peroralnih in
dermalnih farmacevtskih oblikah ter pri izdelavi tablet s prirejenim sproScanjem
(60,61,70).

Molekula ksantana se pri sobni temperaturi v trdnem stanju in v mediju z visoko
ionsko mocjo praviloma nahaja v nativni oz. urejeni konformaciji (slika 12). Naboji na
stranskih verigah so nevtralizirani, zato ni prisotnih elektrostatskih odbojnih sil med
stranskimi verigami. Posledi¢no se stranske verige tesno prilegajo osnovni verigi. Studije
strukture z mikroskopijo na atomsko silo so pokazale, da se med seboj z nekovalentnimi
vezmi (vodikove vezi, elektrostatske interakcije in steri¢ni vplivi) povezujejo deli verig, ki
imajo stranske verige mocno substituirane s piruvicno kislino. PoviSanje temperature ali
znizanje ionske moci privede do denaturacije molekule. Prevladajo odbojne elektrostatske
sile med negativno nabitimi stranskimi skupinami. Stranske verige se ne prilegajo ve¢ na
osnovno verigo, ampak segajo z nje. Dvojna vijacnica se za¢ne razpirati in pri dolo¢eni
temperaturi povsem razpade. Ob ohlajanju oziroma visanju ionske moci poteCe ponovna
tvorba dvojne vijacnice, vendar jo tokrat tvori ena sama molekula ksantana. Ta struktura je
v primerjavi z nativno konformacijo bistveno manj popolna, saj ostane veliko zavojev ali
delov verig, ki prosto segajo z osnovne strukture. Taki obliki pravimo renaturirana
konformacija. Prehod iz nativnega v denaturirano stanje je ireverzibilen, prehod iz

denaturiranega v renaturirano obliko pa reverzibilen (60,63,64,65,66).

nativna (urejena)
konformacija

denaturirana oblika renaturirana oblika

Slika 12: Sekundarna struktura ksantana. Shematski prikaz vpliva ionske moci in

temperature na strukturne spremembe ksantana v raztopini (60).
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3.5.2 SEMENSKA SLUZ ROZICEVCA (ang. locust bean gum, carob
bean gum)

Semensko sluz rozicevca (LBG) pridobivajo iz endosperma zrelih semen
zimzelenega sredozemskega drevesa rozi¢evca (Ceratonia siliqua). Predstavlja rezervno
hrano, ki jo seme porablja med kalitvijo. Druga bioloska vloga LBG je zadrZevanje vode v
semenu, s ¢imer preprecuje izsuSitev semena, hkrati pa ustvarja ustrezno okolje za kalitev
(60,60).

Kemijsko gledano je LBG galaktomanan. Kot pove ze ime, so galaktomanani
polisaharidi, zgrajeni iz manoze in galaktoze. Osnovno verigo LBG tvorijo [B-1,4-
manopiranoze, na katero so brez pravega reda pripete a-1,6-D-galaktopiranoze (slika 13).
Na posameznih odsekih manozne verige so lahko galaktoze pravilno razporejene na vsaki
drugi manozi, blokovno razporejene, mozna je tudi nakljucna razporeditev (60,61,66).
Tako v trdnem stanju kot v raztopini se nahajajo v obliki togih, trakovom podobnih

struktur (60). Molekulska masa LBG je priblizno 310.000 g/mol (61).

H,0H H,OH H,0H
H 0, H 0 Ho S0
H " "
OH L 3
9 [+]
CHOH

| [+
W0l 1M H,OH " H,0H H,OH H,OH CH, é\ [
o APHHO o (OH HO 0, AOH HO H o —0
H H H N 0, o, 0, o, (OH HO
0, ~ o fgHHo Y o Kom g
L n

Slika 13: Primarna struktura semenske sluzi rozicevca (60).

LBG se v terapiji uporablja v farmacevtskih oblikah s prirejenim spro$¢anjem ter
peroralno pri uravnavanju ¢revesne flore pri otrocih in odraslih. Pri izdelavi tablet se LBG
uporablja kot vezivo, njegovi ekstrakti pa delujejo emolientno (61). NovejSe raziskave
kazejo, da tvori s XAN ¢vrste gele, ki so primerni za izdelavo tablet s prirejenim
spros€¢anjem (66).

Ugotovljeno je bilo, da XAN in LBG v suhi snovi med seboj ne reagirata. V
vodnem mediju nabrekata in tvorita sinergisticno gelski sloj okoli tablete, ki predstavlja
mehansko bariero za spros€anje ucinkovine. XAN tvori v vodnih raztopinah Sibke gele,
LBG koloidne polimerne raztopine, njuna kombinacija pa deluje sinergisticno, saj dobimo

¢vrste termoreverzibilne gele (66).

19



Anita Crni& Diplomska naloga

3.5.3 HIDROKSIPROPILMETILCELULOZA (HPMC)

Kemijsko je HPMC delno O-metilirana in O-(2-hidroksipropilirana) celuloza (slika
14). Na trzi$€u je prisotnih vec¢ vrst, ki se med seboj razlikujejo po stopnji substitucije (DS)
in viskoznosti 2% vodne raztopine polimera pri 20°C. Molekulska masa HPMC se giblje
med 10.000 in 1.500.000 g/mol (61). Pri izdelavi tablet s podaljSanim spros¢anjem smo
uporabljali HPMC z nizjo viskoznostjo in nizjo molekulsko maso (K100LV), ki hitreje
erodira in omogoca hitrejSe sproS¢anje uc¢inkovine. HPMC z vi§jo molekulsko maso (npr.
K4M, K15M, K100M) lahko privzame ve¢ vode in bolj nabreka (64,72). HPMC je
neionski polimer, zato je nabrekanje relativno neodvisno od ionske moci ali pH vrednosti
medija. Ionska moc sicer bolj vpliva na HPMC z nizjo molekulsko maso, dodatek ionov pa
se kaze v manjSem nabrekanju in manjsi eroziji polimera, saj anorganski ioni odtegnejo
vodo za hidratacijo polimernih verig. Pri HPMC z vi§jo molekulsko maso je vpliv ionske

moc¢i minimalen (64).

CH,OR OR

OR CH,OR

—1n

Slika 14: Strukturna formula HPMC; R je lahko H, CHj ali CH3;CH(OH)CH,; (61).

HPMC pridobivajo iz preciscene celuloze tako, da jo najprej izpostavijo raztopini
NaOH in tako pripravijo kemicno bolj reaktivno celulozo. V naslednji fazi dodajo
klorometan ter propilen oksid in tako dobijo metilni hidroksipropilni eter celuloze. Ta
material potem precistijo in zmeljejo na ustrezno velikost delcev (61).

HPMC je siroko uporabna pomozna snov, ki se uporablja v peroralnih in dermalnih
farmacevtskih oblikah. V peroralnih farmacevtskih oblikah se uporablja kot vezivo v
tabletah, za filmsko oblaganje tablet ter za izdelavo ogrodnih tablet s podaljSanim
spros€anjem. V dermalnih farmacevtskih oblikah in v kapljicah za oc¢i se uporablja kot
zgoScevalo. V dermalnih gelih in mazilih ima tudi vlogo steri¢nega stabilizatorja, saj $¢iti
kapljice in delce pred koalescenco in aglomeracijo. Uporaba HPMC je razsirjena tudi v

kozmeti¢nih in prehranskih izdelkih (61).
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3.5.4 MALTODEKSTRIN

Maltodekstrin je nesladka in hranljiva saharidna meSanica polimerov, ki so
sestavljeni iz D-glukoznih enot z dekstroznim ekvivalentom (DE) pod 20. Dekstrozni
ekvivalent je merilo obsega hidrolize Skroba. D-glukozne enote so primarno povezane z o-
1,4 vezmi. Na osnovno verigo so z a-1,6 vezmi pripeti razli¢no dolgi segmenti (slika 15).
Maltodekstrin pridobivajo z delno hidrolizo Skroba. Molekulska masa maltodekstrina se

giblje med 900 in 9000 g/mol (61).

H o
CHo CHOH
o, o 4—0
H . H H H
H . il ™ W .
OH aH oH ']4
a a o
OH H OH H o

Slika 15: Strukturna formula maltodekstrina (61).

Na trziS¢u je prisotnih ve¢ vrst maltodekstrina, ki se med seboj lo¢ijo po razli¢nih
fizikalnih lastnostih. Slednje so posledica razlicnih vrednosti dekstroznega ekvivalenta
(DE). Z veCanjem vrednosti DE se povecujeta topnost in higroskopnost, medtem ko se
viskoznost raztopin zmanjSuje. Pridobivajo ga s segrevanjem ob prisotnosti kisline in
encimov, kjer prihaja do delne hidrolize Skroba. Tako dobijo raztopino razlicno dolgih
glukoznih enot. Raztopino nato filtrirajo, koncentrirajo in posusijo (61). Maltodekstrin je
lahko prebavljiv in se tako hitro absorbira kot glukoza (73).

Maltodekstrin se uporablja pri izdelavi tablet kot vezivo pri direktnem tabletiranju
in v obliki raztopine pri vlaznem granuliranju. Uporablja se tudi pri filmskem oblaganju
tablet in ne vpliva na hitrost spros¢anja ucinkovine iz tablet in kapsul. V farmacevtskih
oblikah se uporablja za povecCanje viskoznosti raztopin, poleg tega prepreci kristalizacijo
sirupov. Maltodekstrin z ve¢jimi DE vrednostmi se uporablja pri zvecljivih tabletah.
Njegova uporaba je razsirjena tudi v slas¢i¢arstvu in prehrambeni industriji ter v izdelkih

za osebno nego (61).

21



Anita Crni& Diplomska naloga

4 NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo izdelali dvoplastne plavajoce tablete na osnovi ksantana z
vgrajeno ucinkovino amoksicilin trihidrat. Izdelali bomo farmacevtsko obliko s
podaljSanim spros¢anjem ucinkovine, ki bi bila primerna za zdravljenje okuzb z bakterijo
Helicobacter pylori v Zelodcu.

Poskuse sproScanja amoksicilina iz dvoplastnih tablet in plavanja teh tablet bomo
izvajali na napravi 2 po USP, kot osnovni medij bomo uporabili fosfatni pufer s pH 3,0.
Delez sproscenega amoksicilina bomo analizirali na HPLC sistemu. Izdelane dvoplastne
plavajoce tablete bomo ovrednotili po Ph. Eur. 6™ Ed.

Izdelali bomo dve seriji tablet: enoplastne in dvoplastne tablete ter primerjali
spros¢anje amoksicilina in ¢as splavanja pri pH 3,0 pri razli¢ni ionski moci.

Nato bomo tablete na osnovi ksantana optimirali predvsem glede na spros¢anje
zdravilne ucinkovine. V tablete bomo vgradili razlicne vodotopne substance: glukozo,
saharozo, trehalozo, maltodekstrin, semensko sluz rozi¢evca in hidroksipropilmetilcelulozo
ter proucili njihov vpliv na hitrost spros¢anja amoksicilina in hitrost splavanja dvoplastnih
tablet.

Ker vemo, da amoksicilin v kislem razpada, bomo proucili tudi vpliv prisotnosti
ene pomozne snovi ter vseh pomoznih snovi v obliki prahov na hitrost raztapljanja in
stabilnost u¢inkovine.

Stabilnost oziroma razpad amoksicilina bomo spremljali v 48-urnem poskusu ob
prisotnosti pomoznih snovi v obliki prahov ter brez njihove prisotnosti. Prav tako bomo
preverili stabilnost amoksicilina v medijih z razli¢nimi pH vrednostmi ter razlicno ionsko
mocjo. Nastanek razpadnih produktov bomo dokazali z UV spektrometrijo.

V zadnjem delu naloge bomo izbrane tri serije dvoplastnih plavajocih tablet

primerjali glede na hitrost splavanja in spros¢anja ucinkovine. Ugotavljali bomo:

vpliv razli¢ne hitrosti vrtenja mesal,

- vpliv razli¢nih pH vrednosti medijev (pri pH 1,2; 3,0; 4,5; 6,8),

- vpliv razliéne ionske moci, saj bomo osnovnima medijema s pH 3,0 in 4,5 povecali
ionsko moc¢ z dodatkom CaCl,x2H,0,

- obliko in velikost tablet po kon¢anem 24-urnem poskusu spros¢anja.
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5 EKSPERIMENTALNO DELO

5.1 MATERIALI IN NAPRAVE

5.1.1

5.1.2

Pomozne snovi za izdelavo tablet
amoksicilin trihidrat, Lek, Ljubljana, Slovenija

ksantan (xanthan gum), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija
natrijev hidrogenfosfat (99,7-100,3%), Merck KGa A, Darmstadt, Nemc¢ija

kalcijev klorid dihidrat, Ph. Eur. 6 Ed., Merck KGa A, Darmstadt, Nemc¢ija
mikrokristalna celuloza (MCC), Lek, Ljubljana, Slovenija

magnezijev stearat, Ph. Eur. 6" Ed., Merck KGa A, Darmstadt, Nemc¢ija

glukoza (D(+)-glukoza), Kemika, Zagreb, Hrvaska

saharoza, Kemika, Zagreb, Hrvaska

trehaloza (a-a-trehaloza dihidrat), Quadrant, Trumpington, Cambridge, Anglija
maltodekstrin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija
hidroksipropilmetilceluloza (HPMC K100 Premium LV), Krka, Novo mesto,
Slovenija

semenska sluz rozi¢evca (locust bean gum from Ceratonia siliqua seeds), Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija

Reagenti za pripravo medijev za sprosc¢anje in mobilne faze za
HPLC analitiko amoksicilina

kalijev dihidrogenfosfat (99,5-100,5%), Merck KGa A, Darmstadt, Nemcija
dikalijev hidrogenfosfat (min. 98,0%), Kemika, Zagreb, HrvaSka

fosforna kislina (85%), Merck KGa A, Darmstadt, Nemcija

klorovodikova kislina, Titrisol® za pripravo cucy = 1 mol/L, Merck KGa A,
Darmstadt, Nemc¢ija

acetonitril (>99,9%), Merck KGa A, Darmstadt, Nemcija
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5.1.3 Naprave

precizna tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Schwerzenbach, Svica

digitalna tehtnica, Exacta 2200 EB, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

pH meter, MA 234, Mettler Toledo, pH/Ion Analyzer, Schwerzenbach, Svica
susilnik za steklovino, SE 02, Elektromedicina, Zagreb, Hrvaska

merilec vlage, B-302, Biichi, Flawil, Svica

ultrazvoc¢na kadicka, Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

magnetno mesalo, RH basic 2, IKA® Werke GmbH & Co., KG, Staufen, Nemcija
filtri Full Flow™, velikost por 10 um, Varian, ZDA

celulozni acetatni filtri, velikost por 0,45 pum, Sartorius Stedium Biotech GmbH,
Nemcija

hidravli¢na tabletirka, SP 300, Kilian & co., Cologne, Nemcija

naprava za merjenje trdnosti tablet, Vanderkamp®, VK 200 Tablet hardness tester,
Varian, ZDA

sistem za visokotlacno tekoc¢insko kromatografijo (HPLC), K-501, Knauer, Berlin,
Nemcija; UV detektor, 2151 variable wavelength monitor, LKB, Bromma,
Svedska; kolona, Phenomenex, Luna C18 (2) 100 A, 250%4,60 mm, 5 micron;
programska oprema, Barspec Data System, Version No. 1.26, Barspec Systems,
Izrael

sistem za visokotlacno tekocinsko kromatografijo (HPLC), Agilent 1100 Series,
Agilent Technologies, Nemc¢ija

sistem za preskuSanje sprosc¢anja z vesli (USP 2), VK 7000, VanKel, New Jersey,
ZDA; avtomatski vzorcevalnik, VK 8000, VanKel, New Jersey, ZDA

5.2 PRIPRAVA VZORCEV

5.2.1 lzdelava tablet

Z metodo direktnega tabletiranja smo izdelali razlicne serije dvoplastnih tablet z

ucinkovino amoksicilin trihidrat. Vsaka tableta je vsebovala 100 mg amoksicilina (AMX),

kar predstavlja 20% celotne mase tablete (500 mg). Kot polimerni nosilni sistem smo
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uporabili ksantan (XAN), dodajali smo tudi druge pomozne snovi: natrijev
hidrogenkarbonat, mikrokristalno celulozo (MCC), magnezijev stearat, hidroksipropilmetil
celulozo (HPMC K100LV), semensko sluz rozicevca (LBG), maltodekstrin ter razli¢ne
saharide (glukoza, saharoza, trehaloza). Sestava izdelanih serij tablet je prikazana v

preglednici II.

Preglednica II: Sestava dvoplastnih 500 mg ogrodnih tablet, sestavljenih iz 2 razli¢nih plasti. V tabeli je
navedena masa za amoksicilin trihidrat, ki je za faktor 1,148 vecja od mase amoksicilina (aktivna

komponenta). Vse vrednosti so v miligramih (mg).

> <
Q | z . S IN <
= 20205 o |21518 |28 5. e
5 X Z T & = < < A M ~ =
3 x| < s | = |5 2 | = g% S| 2| ZEZ
p= % Z. i = | = | = M
< N %D %) 5 O
34 1148 | 1802 | 1000 | 1000 | 50
l.plast | 344 578 | 578
35 | 2.plast | 804 | 1261 | 700 | 700 | 35
vsota | 1148 | 1261 | 1278 | 1278 | 35
l.plast | 344 578 | 578
1 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 | 6305
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 | 6305
1. plast | 344 578 | 578
2 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 63,05
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 63,05
l.plast | 344 578 | 578
3 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 63,05
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 63,05
l.plast | 344 578 | 578
4 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 63,05
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 63,05
l.plast | 344 578 | 578
5 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 63,05
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 63,05
l.plast | 344 578 | 578
6 | 2.plast | 804 | 6305 | 700 | 700 | 35 63,05
vsota | 1148 | 6305 | 1278 | 1278 | 35 63,05
l.plast | 344 578 | 578
7 | 2.plast | 804 | %458 | 700 | 700 | 35 3153
vsota | 1148 | 9458 | 1278 | 1278 | 35 31,53
l.plast | 344 578 | 578
8 | 2.plast | 804 | 5044 | 700 | 700 | 35 7566
vsota | 1148 | 5044 | 1278 | 1278 | 35 7566
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Lplast | 344 578 | 578

9 | 2.plast | 804 | 5044 | 700 | 700 | 35 75,66
vsola | 1148 | 5044 | 1278 | 1278 | 35 75,66
Lplast | 344 1156

10 | 2.plast | 804 2696
vsota | 1148 3852

Vsaka 500 mg tableta je bila sestavljena iz 2 razlicnih plasti, kjer 1. plast ni
vsebovala ksantana, 2. plast pa je vsebovala ksantan. Obi¢ajno smo stisnili 30 tablet za
vsako serijo.

Vsakokrat smo pripravili 15 g mase za tabletiranje: 10,5 g prve zmesi prahov, ki je
vsebovala ksantan, in 4,5 g druge zmesi prahov. Ucinkovino in pomozne snovi smo za
vsako plast tablete posebej homogenizirali v pateni po pravilu rasto¢ih mas. Nato smo
loceno natehtali 350 mg mase, ki je vsebovala ksantan (2. plast), ter 150 mg mase, ki
ksantana ni vsebovala (1. plast).

Tablete smo stisnili ro¢no na hidravli¢ni tabletirki Kilian SP 300. 350 mg mase 2.
plasti smo stresli v matri¢no vdolbino. Kolo tabletirke smo zavrteli le toliko, da je zgornji
pecat poravnal povrSino mase v matricni vdolbini. Nato smo kolo tabletirke zavrteli v
drugo smer, tako da smo dvignili zgornji pecat, prva plast tablete pa je ostala v matri¢ni
vdolbini. Na prvo plast smo nasuli §e 150 mg homogenizirane meSanice 1. plasti in stisnili
dvoplastne tablete z ustrezno trdnostjo.

Pri stiskanju tablet smo uporabljali okrogel pecat z ravnimi povrSinami s premerom
12 mm. Pri vsaki seriji tablet smo Zeleli doseci trdnost med 50 in 70 N, kar smo dosegli s
spreminjanjem poloZaja pecatov. Vedno smo spreminjali samo polozaj zgornjega pecata. Z
viSanjem ali nizanjem polozaja zgornjega pecata smo spreminjali razdaljo med pecatoma
in tako dosegli ustrezno trdnost tablet pri razlicnih silah stiskanja in razlicnih sestavah
tablet.

V preliminarnih testih (31) so ugotovili, da ima vsebnost vode v ksantanu velik
vpliv na izdelavo tablet, zato smo pred vsakim tabletiranjem preverjali vsebnost vode v
ksantanu. Ce je bilo v ksantanu preve¢ vode, smo ga susili v susilniku. Pri tabletiranju smo
uporabljali ksantan z vsebnostjo vlage priblizno 8%.

Izdelanim serijam tablet smo dolocili trdnost in enakomernost mase. Vsebnost
amoksicilina smo dolocili le nekaterim serijam tablet. Ker je ta diploma nadaljevanje

predhodnega diplomskega dela (31), smo ponovili izdelavo njihovih najoptimalnejsih serij
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tablet, to sta seriji 34 in 35. Tako smo vsebnost amoksicilina dolocili izhodi§¢nima
serijama 34 in 35 ter naSim izbranim serijam 7, 8, 9. Iz vseh izdelanih serij smo spremljali

spros¢anje amoksicilina.

5.2.2 Priprava medijev za spros¢anje

- Izdelava medija s pH=3,0 (medij 1)
Gre za fosfatni pufer po Ph. Eur. 6™ Ed. z nekoliko vi§jo ionsko mog&jo. Na elektronski
tehtnici smo tako natehtali 5,444 g KH,PO, in ga kvantitativno prenesli v litrsko buco.
Dodali smo priblizno 900 mL precis¢ene vode. Buco smo dobro pretresli, tako da se je
raztopil ves KH,PO4. Tako pripravljeni raztopini smo z 1 M raztopino H3;PO4 uravnali
vrednost pH na 3,040,05. Po uravnavi pH smo buco s precis¢eno vodo dopolnili do oznake

in vsebino dobro premesali. Pripravljeni medij je imel ionsko mo¢ p=0,04 M.

- Izdelava medija s pH=4,5 po Ph. Eur. 6™ Ed. (medij 2)
Na elektronski tehtnici smo natehtali 6,80 g KH,PO, in ga kvantitativno prenesli v litrsko
buco. Dodali smo priblizno 900 mL precisc¢ene vode. Bu¢o smo dobro pretresli, tako da se
je raztopil ves KH,PO,. Tako pripravljeni raztopini smo z 1 M raztopino H;PO, uravnali
vrednost pH na 4,5+0,05. Po uravnavi pH smo buco s precis¢eno vodo dopolnili do oznake

in vsebino dobro premesali. Pripravljeni medij je imel ionsko mo¢ p=0,05 M.

- Izdelava medija s pH=6,8 po Ph. Eur. 6™ Ed. (medij 3)
Najprej smo si pripravili raztopino A, tako da smo na elektronski tehtnici natehtali 27,2 g
KH,PO4, ga kvantitativno prenesli v litrsko buco ter s preciSs¢eno vodo dopolnili do
oznake. Nato smo pripravili raztopino B, tako da smo na elektronski tehtnici natehtali 71,6
g Ko,HPOy4, ga kvantitativno prenesli v litrsko buco ter s pre¢is¢eno vodo dopolnili do
oznake. 510 mL raztopine A smo dodali 490 mL raztopine B. Tako pripravljeni raztopini
smo z 1 M raztopino H3PO, uravnali vrednost pH na 6,84+0,05. Medij smo shranjevali pri

temperaturi od 2 do 8°C. Pripravljeni medij je imel ionsko mo¢ n=0,71 M.
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- lIzdelava medija s pH=3,0 z viSjo ionsko moc¢jo (medij 4)
Na elektronski tehtnici smo natehtali 5,444 g KH,PO4 in 9,799 g CaCl,x2H,0 ter ju
kvantitativno prenesli v litrsko buco. Dodali smo priblizno 900 mL precis¢ene vode. Buco
smo dobro pretresli, tako da so se soli povsem raztopile. Tako pripravljeni raztopini smo z
1 M raztopino H3PO4 uravnali vrednost pH na 3,0+0,05. Po uravnavi pH smo buco s
prec¢isceno vodo dopolnili do oznake in vsebino dobro premesali. Pripravljeni medij je imel

ionsko mo¢ p=0,24 M.

- Izdelava medija s pH=4,5 po Ph. Eur. 6™ Ed. (medij 5)
Na elektronski tehtnici smo natehtali 6,80 g KH,PO4 in 9,799 g CaCl,x2H,0 ter ju
kvantitativno prenesli v litrsko buco. Dodali smo priblizno 900 mL precis¢ene vode. Buco
smo dobro pretresli, tako da so se soli povsem raztopile. Tako pripravljeni raztopini smo z
1 M raztopino H3PO4 uravnali vrednost pH na 4,5+0,05. Po uravnavi pH smo buco s

precisceno vodo dopolnili do oznake in vsebino dobro premesali. Pripravljeni medij je imel

ionsko mo¢ p=0,25 M.

- lIzdelava medija s pH=1,2 (medij 6)
Gre za medij po predpisu Ph. Eur. 6™ Ed., vendar na§emu mediju nismo dodali NaCl, ki ga
farmakopeja predpisuje. S precis¢eno vodo smo priblizno do polovice napolnili litrsko
buco. Z merilnim valjem smo odmerili 80 mL 1 M HCl in jo prelili v buco. Vsebino smo
dopolnili do volumna priblizno 900 mL. Tako pripravljeni raztopini smo z 0,1 M raztopino

HCI uravnali vrednost pH na 1,2+0,05. Po uravnavi pH smo buco s precis¢eno vodo

dopolnili do oznake in vsebino dobro premesali.

Preglednica III: Oznaka, sestava, pH in ionska mo¢ medijev, ki smo jih uporabili pri poskusih, prerac¢unano

za volumen 1 L. Vsem medijem smo pH uravnali z dodatkom kisline.

oznaka sestava medija pH ionska

medija medija | mo¢ (M)
medij 1 (M1) | preciscéena voda+ 5,444 g KH,PO4 3,0 0,04
medij 2(M2) | preciscena voda+ 6,80 g KHPO, 4,5 0,05
medij 3(M3) | preciscena voda + 510 mL raztopine KH,PO4 s koncentracijo 6,8 0,71

272 g/l +490 ml raztopine K,HPOy s koncentracijo 71,6 g/

medij4 (M4) | preciséena voda+ 5,444 g KH,PO, +9,799 g CaCLx2H,0 3,0 0,24
medij 5 (M5) | preciséena voda+ 6,80 g KHPO, 49,799 g CaClx2H,O 4,5 0,25
medij 6 (M6) | preciséena voda+80ml IM HCI 1,2
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5.3 METODE

5.3.1 DOLOCANJE FARMACEVTSKO — TEHNOLOSKIH PARAMETROV
TABLET

5.3.1.1 Enakomernost mase

Preskus enakomernosti mase smo izvajali po predpisu, kot ga doloca 6. Evropska
farmakopeja (Ph. Eur. 6™ Ed.) v poglavju 2.9.5. Uniformity of mass of single dose
preparation. Stehtali smo 20 tablet. Pri tabletah, teZjih od 250 mg, lahko najve¢ dve masi
tablet odstopata od povprecja za ve¢ kot 5%, nobena masa tablete pa ne sme odstopati od
povpre¢ja ve¢ kot 10%. Kot rezultat smo podali povprecno maso tablet, minimalno in

maksimalno maso ter standardno deviacijo.

5.3.1.2 Enakomernost vsebnosti enoodmernih farmacevtskih oblik

Preskus enakomernost vsebnosti enoodmernih farmacevtskih oblik smo izvedli po
predpisu, navedem v Ph. Eur. 6™ Ed., v poglavju 2.9.6. Uniformity of content of single
dose preparation. Predpis zahteva dolocanje vsebnosti ufinkovine v 10 tabletah. NaSe
serije tablet so bile Stevilcno omejene, zato smo vsebnost dolo¢ili le 3 tabletam iz izbranih
serij.

Postopek: Tablete smo razdrobili v terilnici in jih kvantitativno prenesli v 500 ml
bucko ter dopolnili do oznake z medijem 1 (fosfatni pufer s pH 3,0). Preskus smo izvedli v
mediju 1, saj je AMX v organskih topilih zelo slabo topen. Bucko z raztopino smo za nekaj
minut polozili v ultrazvo¢no kadicko, tako da se je ves AMX raztopil. Na brizgo smo
nataknili 10 um filter in odvzeli 5 mL vzorce ter jih injicirali v HPLC sistem. Iz povrSin
pod krivuljo (PPK) smo dolo¢ili koncentracije AMX v vzorcu ter izraCunali maso AMX v
tabletah. Pricakovana vsebnost AMX je bila 100 mg na tableto. Kot rezultat smo podali
povpre¢no vsebnost ucinkovine v tableti, minimalno in maksimalno vsebnost ter
standardno deviacijo. Rezultate smo uporabili za normalizacijo rezultatov preskusa

sproscanja (faktor F v enacbi 5).
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5.3.1.3 Trdnost tablet

Preskus trdnosti tablet smo izvedli po predpisu, navedenem v Ph. Eur. 6™ Ed., v
poglavju 2.9.8. Resistance to crushing of tablets.

Postopek: Trdnost tablet smo doloCili na napravi za merjenje trdnosti
(Vanderkamp®, VK 200, ZDA). Tableto smo polozili med mirujodi in gibljivi del v
vodoravni polozaj. Gibljivi del potiska tableto ob mirujoc¢i del, dokler tableta ne poci.
Trdnost tablete pomeni najmanjSo silo, izrazeno v Newton-ih, ki je potrebna, da tableta
poci ali se posSkoduje. 1z vsake serije smo vzeli 10 tablet in jim izmerili trdnost. Zaradi
omejenega Stevila tablet smo dolocili trdnost samo 10 tabletam iz vsake serije in ne 20
tabletam, kot predpisuje farmakopeja. Kot rezultat smo podali povprecno vrednost trdnosti,

minimalno in maksimalno vrednost trdnosti ter standardno deviacijo.

5.3.2 IZDELAVA UMERITVENIH PREMIC

Koli¢ino sproscene u€inkovine smo dolocali v Sestih razlicnih medijih, zato smo
pripravili umeritvene premice za vsak medij posebej. Za posamezni medij smo pripravili
dve osnovni raztopini AMX s priblizno enako koncentracijo 0,20 mg/mL. Natan¢no smo
natehtali 23-24 mg amoksicilin trihidrata, kar ustreza 20-21 mg amoksicilina. Natehte smo
kvantitativno prenesli v 100 mL bucko ter dopolnili do oznake z ustreznim medijem.
Bucko smo za nekaj minut polozili v ultrazvo¢no kadicko, da se je ves AMX raztopil. 1z
vsake osnovne raztopine smo z ustreznim red¢enjem pripravili nove raztopine s
koncentracijami od priblizno 0,0020 mg/mL do 0,20 mg/mL. Tem raztopinam smo s
HPLC dolo¢ili povrSino pod krivuljo (PPK). S pomocjo linearne regresije smo izracunali
umeritveno premico ter kvadrat Pearsonovega koeficienta korelacije (R?).

Tako pripravljene raztopine smo shranili pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo
raztopinam s HPLC ponovno dolocili novo povrSino pod krivuljo in izracunali novo
umeritveno premico. Ugotovili smo, da je naklon premice po 24 urah pri vseh Sestih
medijih manjs$i od naklona umeritvene premice sveze pripravljenih raztopin. Zmanj$anje

koncentracije AMX po 24 urah smo predstavili grafi¢no za vsak posamezni medij.
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5.3.3 POSKUSI SPROSCANJA IN DOLOCANJE HITROSTI SPLAVANJA
TABLET NA NAPRAVI 2 PO USP

Poskuse sprosc¢anja smo izvajali na napravi 2 po USP. Gre za napravo z veslastim
mesalom (Paddle Apparatus) (slika 16). Volumen medija za sproscanje je bil vedno 800
mL, kar je zadostovalo za vzdrzevanje sink pogojev. SproS¢anje smo izvajali pri konstantni
temperaturi (37°C) in konstantni hitrosti vrtenja mesal (rpm=50). V nekaterih primerih
smo uporabili vi§jo hitrost vrtenja mesal (rpm=100). Hitrost splavanja tablet smo dolocali

tako, da smo opazovali, kdaj so se tablete pojavile na povrsini medija (Cas splavanja).

Slika 16: Naprava za sproscanje 2 po USP. Na kontrolni plos¢i je vidno Stevilo vrtljajev vesla (rpm=50) in
temperatura vodne kopeli (37,2°C).

Skozi 10 pum filtre Full Flow smo odvzemali 5 mL vzorce z avtomatskim
vzor&evalnikom. Casovne tocke jemanja vzorcev so bile naslednje: 30 minut, 1, 2, 4, 6, 8§,
12, 16 in 24 ur. Odvzetega medija nismo nadomescali, kljub temu so se ves ¢as poskusa
ohranjali sink pogoji. Ugotovili smo, da je med poskusom priSlo tudi do izhlapevanja
medija, kar smo preverjali z meritvami volumna medija po konfanem poskusu.
Predpostavili smo enakomerno hitrost izhlapevanja medija, ki je znaSala 2 mL/h. Pri
izracunu koncentracije spros¢ene ucinkovine smo upostevali zmanjSanje volumna medija

tako zaradi odvzetih vzorcev, kot tudi zaradi izhlapevanja medija (enacba 2).
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Vn =V0 _(nXsz)_(trz Xvizh) /enaéba 2/

V' - dejanski volumen medija po vzorcenju
V, - zacetni volumen medija (800 mL)

n - Stevilo vzorcev

V.- volumen odvzetega vzorca (5 mL)
t,- Cas ob odvzemu n-tega vzorca

v,, - hitrost izhlapevanja medija (2 mL/h)

Iz umeritvenih premic smo izracunali koncentracije spros¢enega amoksicilina ob
doloCenem casu. Z uposStevanjem dejanskega volumna medija po vzorCenju ter
koncentracije spros¢ene ucinkovine smo izra¢unali maso sproSc¢enega amoksicilina. Tej
masi smo pristeli ¢ maso amoksicilina, ki smo ga odvzeli s posameznimi odvzemi vzorcev

(enacba 3).

m, =c, XV, +ch XV /enacba 3/

n=1

m, - masa raztopljenega amoksicilina v mediju ob n-tem vzorcu

¢, - koncentracija amoksicilina v mediju ob n-tem vzorcu

Iz dejanske mase raztopljenega amoksicilina in teoretiéne mase amoksicilina v

tableti smo izracunali delez spros¢enega amoksicilina (enacba 4).

m}’l

X, = x100 /enacba 4/

m,

X , - delez sproScenega amoksicilina ob n-tem jemanju vzorca

m, - teoreti€na masa amoksicilina v tableti (100 mg)

Pri serijah 34 in 35 ter pri serijah 7, 8, 9 smo dolocili vsebnost amoksicilina v
tableti. Iz povprec¢ja vsebnosti ucinkovine smo dolocili delez amoksicilina v tableti, s temi

podatki smo izracunali deleZ sproscenega amoksicilina (enacba 5).
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mn
X nF x100 /enacba 5/
my x F

X, - delez spros¢enega amoksicilina ob n-tem jemanju vzorca

F - delez amoksicilina v tableti glede na teoreti¢no maso, izracunan iz povprec¢ja vsebnosti

amoksicilina v izbranih serijah

Pri nekaterih poskusih sproS¢anja smo uporabljali kovinske mrezice, ki smo jih
vstavili v posodo z medijem. Z njimi smo tabletam preprecili, da bi splavale na povrsje
medija. MreZice imajo ravno ploskev in obliko kroga s premerom priblizno 10 cm (slika
17). Mrezice so dovolj tezke, da ostanejo na dnu posode naprave 2 po USP. PovrSina
okrogle kovinske mreZice je sestavljena iz kvadratnih odprtin s povriino 1 cm”. Pore v
mrezici imajo dovolj veliko povrS$ino, da omogocajo neovirano krozenje medija okrog

tablete.

Slika 17: Kovinska mrezica, ki je namenjena preprecitvi splavanja tablete na povr§je medija. Pod mrezico se

nahaja tableta s premerom 12 mm.

5.3.4 HPLC ANALIZA SPROSCENE UCINKOVINE

Koncentracije spros¢enega amoksicilina smo dolocali s pomo¢jo HPLC analize
(slika 18). Iz povrsin pod krivuljo (PPK) smo s pomo¢jo umeritvene premice izracunali
koncentracije spros¢ene ucinkovine v vsaki cCasovni toCki. Umeritvene premice smo
pripravili za vsak medij posebe;.
1z podatkov v literaturi (38) smo povzeli naslednje parametre HPLC analitike:
- mobilna faza je bila sestavljena iz raztopin A in B v volumskem razmerju 96:4.
Raztopina A je bil fosfatni pufer s pH=5,0. Pripravili smo ga tako, da smo 13,6 g

KH,PO,4 raztopili v 2000 mL visoko preciscene vode in s 45% (w/w) raztopino
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kalijevega hidroksida (KOH) uravnali pH na 5,0+0,1. Raztopini A smo dodali
ustrezno koli¢ino raztopine B, ki je bil acetonitril kakovosti za HPLC. Tako
pripravljeno raztopino smo dobro premesali in odzracili (5 minut) v ultrazvocni
kadicki;

- UV detekcija je potekala pri valovni dolzini 230 nm;

- uporabili smo kolono z dolzino 25 cm in notranjim premerom 4,6 mm ter velikostjo
delcev 5 pm;

- pretok mobilne faze je bil 1,5 mL/min;

- volumen ro¢no injeciranega vzorca je bil 20 uL. Sprva smo ro¢no injecirali 50 pL
vzorca. Zaradi tehni¢nih okvar smo zamenjali injektor, zaradi tega se je spremenil
volumen injeciranega vzorca na 20 pL;

- retencijski ¢as amoksicilina je bil 4,1 minute. Vrhovi amoksicilina so bili ozki in se

niso prekrivali z nobenim drugim vrhom.

raCunalnik za

razplinjevalec obdelavo podatkov

¢rpalka injektor kolona UV detektor

Slika 18: HPLC sistem, na katerem smo opravljali meritve.

Z avtomatskim vzorCevalnikom smo odvzeli vzorce iz medija za sproscanje.
Analizirali smo jih na HPLC sistemu takoj po odvzemu. Vzorca po 12 in 16 urah smo
zaradi neugodnega Casovnega odvzema (ponavadi ponoci) analizirali Sele naslednji dan.
Pri teh dveh vzorcih smo dolocili nekoliko nizje koncentracije, kot so bile v mediju za
sproscanje v ¢asu odvzema. S kasnejSimi analizami smo ugotovili, da je bil vzrok nizjih

koncentracij razpad amoksicilina.
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5.3.5 ANALIZA RAZPADNIH PRODUKTOV

Z direktnim tabletiranjem smo izdelali 500 mg ogrodne tablete, v katere smo
vgradili 100 mg amoksicilina ter 400 mg mikrokristalne celuloze (serija 10). Po kon¢anem
24-urnem poskusu spros¢anja na napravi 2 po USP v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1)
smo na HPLC aparaturi Agilent 1100 Series (Nemcija) posneli kromatogram amoksicilina
in njegovih razpadnih produktov. Parametri HPLC analize razpadnih produktov so bili
enaki parametrom, postavljenim pri HPLC analizi amoksicilina. Edina razlika je bila v
sestavi mobilne faze, saj smo povecali delez acetonitrila na 7%. Mobilna faza je bila tako
sestavljena iz fosfatnega pufra s pH 5,0 in acetonitrila, kakovosti za HPLC, v volumskem
razmerju 93:7. S povecanjem deleza acetonitrila v mobilni fazi smo zmanjsali retencijski
¢as tako amoksicilina (2,6 minut) kot tudi razpadnih produktov. S pomocjo HPLC
aparature Agilent 1100 Series smo dobili tudi UV spekter amoksicilina in njegovih

razpadnih produkov.
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6 REZULTATI

6.1 FARMACEVTSKO-TEHNOLOSKO VREDNOTENJE
OGRODNIH TABLET

Ustreznost izdelanih tablet smo preverjali z nekaterimi farmakopejskimi zahtevami.

Dolo¢ili smo enakomernost mase, enakomernost vsebnosti ter trdnost tablet.

6.1.1 Enakomernost mase

Preskus enakomernosti mase po Ph. Eur. 6™ Ed. smo izvedli za vse izdelane serije

tablet in rezultate predstavili v preglednici IV.

Preglednica IV: Enakomernost mas za posamezno serijo tablet (n=20). Podali smo najmanjSo, najvecjo in
povprecno maso tablet ter vrednost za standardno deviacijo (SD) in relativno standardno deviacijo (RSD).

Natanc¢na sestava tablet je prikazana v preglednici I1.

Serija | NajmanjSa masa | Najvecja masa Povpre€na masa SD RSD
(mg) (mg) (mg) (mg) (%)

34 497 503 499,5 1,47 0,29
35 498 503 500,2 1,35 0,27
1 496 502 498.,9 1,63 0,33
2 496 501 499,1 1,25 0,25
3 497 502 499,7 1,27 0,25
4 498 502 500,0 1,23 0,25
5 499 505 500,7 1,63 0,33
6 498 503 500,8 1,52 0,30
7 498 503 500,6 1,76 0,35
8 497 503 500,5 1,61 0,32
9 498 502 500,1 1,02 0,20
10 499 504 501,8 1,44 0,29

Vse serije tablet ustrezajo preskusu enakomernosti mase, saj masa nobene tablete

ne odstopa od povprecja za vec kot je predpisano.
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6.1.2 Enakomernost vsebnosti enoodmernih farmacevtskih oblik

V Ph. Eur. 6™ Ed. je predpisan interval vsebnosti u¢inkovine za enoodmerne FO

med 85% in 115% teoreti¢ne mase u¢inkovine v tableti.

Preglednica V: Enakomernost vsebnosti za nekatere serije tablet (n=3). V vseh serijah tablet je teoreti¢na

masa amoksicilina 100 mg. Natan¢na sestava tablet je prikazana v preglednici II.

Serija | NajmanjSa masa | Najvec¢ja masa | Povprecna masa SD RSD
AMX (mg) | AMX (mg) | AMX (mg) (mg) (%)

34 92,4 98,8 95,6 3,22 3,37
35 95,5 98,8 96,7 1,85 1,91
7 100,3 103,2 101,7 1,46 1,43

8 94,2 101,6 98,7 3,98 4,03

9 98,1 101,4 99,8 1,67 1,67

Iz preglednice V vidimo, da izdelane tablete ustrezajo preskusu enakomernosti
vsebnosti po Ph. Eur. 6™ Ed. Vendar zaradi majhnega vzorca, na katerem smo izvedli
preskus, tega ne moremo z gotovostjo trditi. Dobili pa smo okvirno potrditev, da tablete

vsebujejo predpisano koli¢ino ucinkovine.

6.1.3 Trdnost tablet

Preskus trdnosti smo dologili vsem serijam tablet po Ph. Eur. 6™ Ed. Na§ namen je

bil izdelati tablete s trdnostjo med 50 in 70 N, kar nam je tudi uspelo.

Preglednica VI: Trdnost izdelanih serij tablet (n=10). Natancna sestava tablet je prikazana v preglednici II.

Serija | NajmanjSa trdnost | Najvecja trdnost | Povprecna trdnost SD RSD
N) N) N) N) (%)

34 58,0 65,2 63,2 3,02 4,78
35 54,1 59,0 57,1 1,93 3,39
1 52,2 59,3 56,1 3,20 5,71
2 52,4 56,6 53,9 1,74 3,22
3 49,5 54,8 53,1 2,09 3,94
4 52,7 59,6 54,6 2,92 5,35
5 49,5 60,9 54,2 4,15 7,65
6 55,3 58,6 57,3 1,32 2,30
7 51,5 59,9 56,1 2,84 5,06
8 50,5 58,8 54,4 2,47 4,54
9 50,5 58,7 53,7 2,36 4,39
10 55,5 57,7 56,9 0,84 1,47

37




Anita Crni&

Diplomska naloga

6.2 DOLOCITEV ENACB UMERITVENIH PREMIC

Preglednica VII: Povrsine pod krivuljo (PPK) za znane koncentracije AMX v medijih 1 in 2. Cy je

koncentracija osnovne raztopine (mg/mL).

MEDIJ 1 MEDIJ 2
1. paralelka 2. paralelka 1. paralelka 2. paralelka
redenje | cmgml) | PPK | c@mgml)| PPK |Jc@mgml)| PPK |c(mgml)| PPK
1/100 | 0,00203 | 5283 | 0,00202 | 5323 ] 0,00209 | 5259 | 0,00211 | 5457
1/50 10,00406 | 10306 | 0,00405 | 10231 | 0,00418 | 10342 | 0,00422 | 11231
1/20 10,01014 | 27736 | 0,01012 | 26283 | 0,01045 | 26277 | 0,01054 | 27246
1/10 ] 0,02028 | 52574 | 0,02025 | 51684 | 0,02091 | 53606 | 0,02108 | 52874
5/20 ] 0,05071 | 128176 | 0,05062 | 126063 | 0,05228 | 132747 | 0,05271 | 132547
5/10 ] 0,10142 | 254946 | 0,10124 | 254900 | 0,10455 | 267270 | 0,10542 | 267515
Co 0,20283 | 507619 | 0,20248 | 501835 ] 0,20910 | 534907 | 0,21085 | 530140

Preglednica VIII: PovrSine pod krivuljo (PPK) za znane koncentracije AMX v medijih 3 in 4. Cy je

koncentracija osnovne raztopine (mg/mL).

MEDIJ 3

MEDI1J 4

1. paralelka

2. paralelka

1. paralelka

2. paralelka

redéenje | cmginl) | PPK | c(mghi)| PPK | cmel) | PPK | c(mel)| PPK
1/100 | 0,00210 | 5341 |0,00206 | 5138 [ 0,00208 | 5978 | 0,00204 | 5643
150 ] 0,00420 | 10314 | 0,00413 | 10064 | 0,00416 | 10817 | 0,00407 | 10351
120 | 0,01049 | 25037 | 0,01032 | 24396 | 0,01039 | 27359 | 0,01018 | 25812
1/10 ] 0,02099 | 52471 | 0,02065 | 49394 | 0,02078 | 53271 | 0,02036 | 52012
520 | 0,05247 | 127640 | 0,05162 | 126008 | 0,05195 | 131444 | 0,05090 | 127637
5/10 | 0,10494 | 257318 | 0,10325 | 249597 | 0,10390 | 262208 | 0,10181 | 258524
Co | 0,20999 | 510014 | 0,20649 | 497203 | 0,20780 | 521702 | 0,20361 | 511840

Preglednica IX: Povrsine pod krivuljo (PPK) za znane koncentracije AMX v medijih 5 in 6. C, je

koncentracija osnovne raztopine (mg/mL.).

MEDIJ 5 MEDIJ 6
1. paralelka 2. paralelka 1. paralelka 2. paralelka
redéenje | cimgil) | PPK | cimgml)| PPK Jc@mgml)| PPK | c@mgml)| PPK
1/100 | 0,00210 | 5003 ]0,00210 | 5221 ]0,00204 | 4651 |0,00225 | 5341
1/50 10,00420 | 10298 |0,00421 | 10252 ]0,00408 | 9196 |0,00449 | 11376
1/20 ] 0,01050 | 25812 | 0,01052 | 25986 ]0,01020 | 24772 | 0,01123 | 26704
1/10  ]10,02101 | 49039 |0,02103 | 50210 ] 0,02040 | 48668 | 0,02245 | 53025
5/20 1 0,05252 | 125512 | 0,05258 | 125505 ] 0,05099 | 122873 | 0,05613 | 128844
5/10 1 0,10503 | 255242 | 0,10516 | 256238 ] 0,10198 | 240853 | 0,11226 | 255331
Co 0,21006 | 500381 | 0,21032 | 502778 ] 0,20396 | 476120 | 0,22453 | 504720
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Preglednica X: Enacba umeritvenih premic za AMX v razliénih medijih. Podana je tudi enacba za izracun

koncentracije AMX po 24 urah v mg/mL.

Enacba umeritvene premice Koncentracija AMX po 24 urah

medij 1 | PPK =2488959,45 x ¢ + 1136,94 PPK =2187715,88 x ¢ + 746,12
¢ = (PPK — 1136,94) / 2488959.45 | ¢ = (PPK — 746,12)/2187715,88
R%*=10,9999 R?=10,9999

medij 2 | PPK =2537151,96 x ¢ + 74,16 PPK =2496217,64 x ¢ — 120,12
¢ = (PPK — 74,16) / 2537151,96 ¢ = (PPK + 120,12) / 2496217,64
R*=0,9999 R?=10,9999

medij 3 | PPK =2420765,01 x ¢ + 326,59 PPK = 1746514,34 x ¢ — 566,86
¢ = (PPK - 326,59) / 2420765,01 ¢ = (PPK + 566,86) / 1746514,34
R*=0,9999 R?=10,9999

medij 4 | PPK =2511299,99 x ¢ + 753,73 PPK = 2256561,26 x ¢ + 709,61
¢ = (PPK - 753,73) / 2511299,99 ¢ = (PPK - 709,61) / 2256561,26
R*=1,0000 R%=10,9999

medij 5 | PPK =2391840,79 x ¢ + 489,81 PPK = 2337570,28 x ¢ — 259,31
¢ = (PPK — 489,81) / 2391840,79 ¢ = (PPK +259,31) /2337570
R*= 10,9999 R?=10,9999

medij 6 | PPK =2284589,70 x ¢ + 1653,22 PPK = 109614224 x ¢ — 197,15
¢ = (PPK - 1653,22) /2284589,70 | ¢ = (PPK + 197,15) / 1096142,24
R%=0,9993 R%*=0,9928

6.3 PRELIMINARNI TESTI SPROSCANJA AMOKSICILINA IN

PLAVANJA TABLET

Preglednica XI: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa in hitrost splavanja tablet v mediju 1

(fosfatni pufer, pH=3,0, n=0,04 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M1 SERIJA 34 SERIJA 35 SERIJA 35 (mreZica)
Cas | Delez sproséene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 5,37 0,32 32,15 0,30 35,39 0,31
1 8,87 0,58 35,03 0,23 39,25 0,37
2 14,53 0,54 39,96 0,49 46,17 1,19
4 24,64 1,33 51,31 2,04 56,40 0,69
6 32,61 1,38 61,03 3,53 62,12 1,02
8 39,73 1,63 65,26 3,07 67,54 1,05
12 51,29 2,02 75,69 2,60 75,50 2,05
16 61,08 2,33 79,88 1,37 80,88 1,41
24 70,53 2,94 81,93 2,52 86,74 2,14
Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD
splavanja (min) | (min) | splavanja (min) | (min) | Tablete so zaradi mreZic
Ml 13,3 minut 0,82 6,2 minut 0,29 potopljene ves Cas
Vse tablete plavajo ves Vse tablete plavajo ves poskusa (24 ur).
Cas poskusa (24 ur). Cas poskusa (24 ur).
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Preglednica XII: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od Casa in hitrost splavanja tablet v mediju 4

(fosfatni pufer, pH=3,0, u=0,24 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M4 SERIJA 34 SERIJA 35 SERIJA 35 (mreZica)
Cas | Delez sproiéene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 2,84 0,30 22,48 0,35 34,02 0,95
1 4,60 0,18 24,42 0,56 36,43 1,01
2 7,88 0,75 26,53 0,32 40,63 0,81
4 13,52 3,40 30,51 0,14 45,29 1,59
6 18,32 3,38 32,19 0,70 47,80 2,12
8 26,88 2,67 35,47 2,42 52,88 3,01
12 45,08 2,43 45,41 4,66 62,46 4,06
16 57,53 2,23 53,88 3,58 69,42 3,76
24 65,64 1,09 56,06 0,93 77,67 4,12
Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD
splavanja (min) | (min) | splavanja (min) | (min) | Tablete so zaradi mreZic
M4 2,6 minut 0,14 < 1 minuta 0 potopljene ves ¢as
Vse tablete plavajo ves Vse tablete plavajo ves poskusa (24 ur).
¢as poskusa (24 ur). Cas poskusa (24 ur).

Preglednica XIII: Delez sproscenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa in hitrost splavanja tablet v mediju 1

(fosfatni pufer, pH=3,0, u=0,04 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M1 SERIJA 1 SERIJA 2 SERIJA 3
Cas | DeleZ sproséene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 36,57 2,20 32,79 1,12 84,47 7,09
1 40,89 2,57 37,88 0,28 88,60 4,20
2 47,39 2,88 43,40 0,20 91,34 3,42
4 56,66 2,48 53,48 1,34 91,52 2,47
6 63,66 4,97 61,84 1,34 90,74 1,66
8 66,18 5,63 67,89 1,68 87,71 2,03
12 71,18 5,82 69,01 2,35 78,96 1,77
16 71,21 5,63 68,66 1,95 77,53 1,91
24 70,82 5,45 64,72 1,86 69,07 1,09
Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD
splavanja (s) (s) splavanja (s) (s) splavanja (s) (s)
M1 11,3 sekund 1,5 <10 sekund 0 < 10 sekund 0
Vse tablete plavajo ves Vse tablete plavajo ves Tablete popolnoma
¢as poskusa (24 ur). Cas poskusa (24 ur). razpadejo po 24 urah.
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Preglednica XIV: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa in hitrost splavanja tablet v mediju 1

(fosfatni pufer, pH=3,0, u=0,04 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M1 SERIJA 4 SERIJA 5 SERIJA 6
Cas | Delez sproiéene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 33,85 1,74 35,16 2,19 32,04 2,54
1 38,41 1,84 37,71 2,11 36,19 3,06
2 4521 2,42 42,03 1,78 44,83 3,36
4 54,64 2,41 48,67 1,71 59,09 3,47
6 60,98 2,66 55,09 1,76 65,20 3,48
8 65,12 2,49 59,78 2,60 71,93 3,95
12 67,30 2,97 63,99 3,70 75,75 1,23
16 67,72 3,43 67,19 3,52 79,35 3,67
24 67,08 3,01 75,39 4,68 81,16 5,57
Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD Povprecen Cas SD
splavanja (s) (s) splavanja (s) (s) splavanja (s) (s)
M1 16,7 sekund 2,9 15 sekund 1,0 13,3 sekund 2,9
Vse tablete plavajo ves Vse tablete plavajo ves Vse tablete plavajo ves
¢as poskusa (24 ur). Cas poskusa (24 ur). cas poskusa (24 ur).

6.3.1 REZULTATI RAZTAPLJANJA AMOKSICILINA OB PRISOTNOSTI
ZMESI PRAHOV RAZLICNIH SERIJ TABLET

Preskus smo izvedli tako, da smo v 800 mL medija 1 dali sestavine razli¢nih serij
tablet v obliki zmesi prahov. Koli¢ina vseh natehtanih sestavin je bila enaka koliCini

ucinkovine in pomoznih snovi v tabletah iz serij 7, 8, 9.

Preglednica XV: Delez raztopljenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer, pH=3,0,

u=0,04 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M1 | SESTAVINE SERIJE 7 | SESTAVINE SERIJE 8 | SESTAVINE SERIJE 9
Cas | Delez raztopljene | SD DelezZ raztopljene | SD | Delez raztopljene | SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 75,74 4,68 75,17 2,91 95,26 7,08
1 77,70 6,44 77,40 4,10 94,43 5,44
2 77,26 6,18 81,30 5,52 93,62 4,08
4 75,28 6,38 82,29 5,12 89,99 3,79
6 74,18 5,48 81,28 3,88 86,71 3,67
8 72,32 5,33 78,27 3,60 83,93 2,68
12 66,82 3,88 71,23 3,17 74,87 0,71
16 64,67 2,87 68,03 2,24 70,51 1,03
24 58,20 2,51 59,95 1,90 63,20 1,10
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Preglednica XVI: Delez raztopljenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 2 (fosfatni pufer, pH=4,5,

p=0,05 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M2 | SESTAVINE SERIJE 7 | SESTAVINE SERIJE 8 | SESTAVINE SERIJE 9
Cas | Delez raztopljene | SD Delez raztopljene | SD | Delez raztopljene | SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 77,05 7,04 83,09 2,47 94,58 1,65
1 84,49 12,04 86,37 2,56 95,97 0,37
2 88,74 13,94 88,85 3,43 96,08 0,73
4 91,27 12,54 92,89 3,64 96,18 1,61
6 92,20 10,49 96,74 2,99 95,11 1,74
8 91,35 8,98 95,69 2,42 94,28 1,19
12 91,24 6,37 94,52 1,92 93,06 1,14
16 90,60 4,99 93,65 2,00 92,67 0,44
24 88,72 4,05 91,25 1,17 88,98 0,69

6.3.2 REZULTATI RAZTAPLJANJA SAME UVCINKOVINE TER
UCINKOVINE V PRISOTNOSTI POMOZNIH SNOVI

Preskus smo izvedli tako, da smo v 800 mL medija 1 natehtali 100 mg AMX ter

merili koli¢ino raztopljenega AMX v odvisnosti od ¢asa pri razli¢ni hitrosti vrtenja mesal.

Preglednica XVII: Masa raztopljenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer, pH=3,0,
u=0,04 M). Preskus smo izvajali pri 50 rpm, 100 rpm ter pri 100 rpm, kjer smo AMX predhodno popolnoma

raztopili s pomocjo ultrazvoka.

AMOKSICILIN AMOKSICILIN AMOKSICILIN
(rpm=50) (rpm=100) (rpm=100; ultrazvok)
Masa Masa Masa
Cas | raztopljene SD | Cas raztopljene SD | Cas | raztopljene SD
(h) | ucinkovine | (mg) | (h) ucinkovine (mg) | (h) ucinkovine (mg)
(mg) (mg) (mg)
0,5 51,77 7,44 1 0,5 76,22 7,87 1 0,5 101,58 1,08
1 68,47 7,48 1 98,66 3,58 1 100,60 0,69
2 85,00 7,04 1 2 98,40 0,03 2 97,86 0,02
4 90,60 0231 3 97,18 0,02 ] 3 95,46 0,67
6 87,77 0,88 1 4 93,74 0,16 | 4 93,62 0,67
5 93,14 0,09 ] 5 92,72 0,30
6 90,26 046 ] 6 88,83 0,68
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Naslednji preskus smo izvedli tako, da smo v 800 mL medija 1 natehtali 100 mg
AMX in eno pomozno snov. Koli¢ina vsake pomozne snovi je bila enaka koli¢ini le-te v

tabletah serije 35. Merili smo koli¢ino raztopljenega AMX v odvisnosti od Casa.

Preglednica XVIII: Masa raztopljenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer,

pH=3,0, p=0,04 M). Prikazane so razli¢ne kombinacije u¢inkovine ter ene od pomoznih snovi.

AMOKSICILIN | AMOKSICILIN | AMOKSICILIN | AMOKSICILIN in
in KSANTAN in NaHCO; in MCC Mg-STEARAT

Masa Masa Masa Masa
Cas | raztopljene | SD | raztopliene | SD | raztopliene | SD | raztopljene | SD
(h) | ucinkovine | (mg) | uCinkovine | (mg) | u¢inkovine | (mg) | ucinkovine | (mg)
(mg) (mg) (mg) (mg)

0,5 50,48 2,30 81,61 9,46 55,11 0,73 50,22 1,12
1 62,64 2,20 91,49 6,23 70,27 1,46 64,04 3,66
2 76,58 1,15 97,85 1,70 85,75 4,78 82,00 4,90
4 87,59 0,22 94,25 0,08 87,29 3,66 92,40 0,11
6 88,31 0,01 90,34 0,15 85,44 2,81 89,94 0,11

Naslednji preskus smo izvedli tako, da smo v 800 mL medija 1 pri konstantni
hitrosti vrtenja mesal (rpm=50) raztapljali 100 mg AMX. V prvem primeru smo raztapljali
sam amoksicilin, v drugem pa amoksicilin v prisotnosti pomoznih snovi serije 35. Koli¢ina

vseh pomoznih snovi je enaka koli¢ini le-teh v seriji 35.

Preglednica XIX: Masa raztopljenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer, pH=3,0,
pu=0,04 M). V prvem primeru smo raztapljali sam amoksicilin, v drugem pa amoksicilin v prisotnosti

pomoznih snovi serije 35.

AMOKSICILIN AMOKSICILIN
IN POMOZNE SNOVI SERIJE 35

Cas Masa raztopljene SD Masa raztopljene SD
(h) ucinkovine (mg) (mg) ucinkovine (mg) (mg)

0 100,65 1,05 98,74 0,25

1 99,32 0,01 96,79 0,02

2 96,71 0,01 95,53 0,26

4 92,12 0,49 92,92 0,08

6 87,76 0,15 90,30 0,19
24 65,96 0,50 73,76 0,32
27 61,77 0,57 71,12 1,56
30 58,06 0,04 68,18 0,72
48 44,44 0,79 53,55 2,16
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6.4 REZULTATI PLAVANJA IN SPROSCANJA AMOKSICILINA IZ
IZBRANIH SERIJ TABLET

Preglednica XX: Hitrost splavanja izbranih serij tablet v razlicnih medijih. Natan¢na sestava medijev je

prikazana v preglednici III.

SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Povprecen cas SD | Povprecen Cas SD | Povprecen ¢as | SD

splavanja (min) | (min) | splavanja (min) | (min) | splavanja(s) | ()

M1 (1pn=50) 0,25 0 3,5 0,28 <10 0
M1 (ipm=100) 5,4 0,12 4.9 0,06 <10 *| 0
M2 7,4 0,10 6,5 0,60 <15 0

M3 0,25 0 4,1 0,48 <15 **] 0

M4 0,25 0 0,25 0 <15 0

M5 0,25 0 0,25 0 <15 0

M6 0,25 0 0,96 0,04 <20 *** | 0

* Tablete popolnoma razpadejo po 24 urah.

** Tablete na zacetku plavajo na povrsju medija, vendar po 1,5 ure popolnoma razpadejo.
*** Po priblizno 4,5 ure so se tablete potopile. Po 24 urah so popolnoma razpadle.

Vse ostale tablete plavajo ves ¢as poskusa (24 ur). Ogrodje ostalih tablet je po 24 urah Se

vedno vidno.

Preglednica XXI: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer, pH=3,0,

p=0,04 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M1 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproiéene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 27,732 0,932 34,980 0,770 32,989 1,103
1 30,766 0,930 37,515 0,495 36,824 1,494
2 35,943 1,171 41,935 0,593 45,005 2,286
4 44,476 2,374 49,684 0,868 58,066 3,515
6 51,139 2,790 55,158 1,477 65,286 3,989
8 55,549 2,714 58,123 1,426 69,231 4,170
12 58,252 2,763 60,829 2,036 73,547 2,026
16 61,204 1,861 65,198 3,092 74,647 1,036
24 62,580 4,198 68,860 3,154 73,705 1,566
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Preglednica XXII: Delez spro$¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 1 (fosfatni pufer, pH=3,0,

p=0,04 M). Povecana hitrost vrtenja mesal (rpm=100).

M1 SERIJA 7 (rpm=100) SERIJA 8 (rpm=100) SERIJA 9 (rpm=100)
Cas | Delez sproiéene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)
0,5 34,123 0,556 35,250 0,164 33,722 0,934
1 38,005 1,246 37,982 0,021 39,401 1,125
2 44,259 1,381 42,468 0,219 47,982 1,077
4 52,791 0,737 48,223 0,556 58,089 1,435
6 61,296 0,137 55,305 1,956 64,771 1,670
8 66,795 0,964 62,978 0,932 70,512 1,522
12 69,669 1,263 68,655 0,052 74,060 0,548
16 71,703 1,923 72,662 0,799 73,531 1,158
24 70,532 5,408 72,967 0,490 72,791 0,535

Preglednica XXIII: Delez sprosc¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 2 (fosfatni pufer,

pH=4,5, n=0,05 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=>50).

M2 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproséene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD

(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 32,454 0,759 35,055 0,706 33,311 1,720
1 35,431 1,096 38,228 0,333 37,131 1,468
2 40,405 0,992 42,312 0,374 44,146 1,383
4 48,201 1,458 49,855 0,488 58,012 1,882
6 54,945 1,857 56,175 0,735 68,411 3,350
8 60,681 2,187 61,014 0,242 74,670 3,026
12 67,814 0,588 70,085 0,412 77,890 2,632
16 74,006 0,496 73,666 1,588 78,597 1,965
24 77,638 1,925 80,436 2,967 78,585 1,737

Preglednica XXIV: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 3 (fosfatni pufer, pH=6,8,

pn=0,71 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M3 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproséene SD | Delez sproscene SD DeleZ sproscene SD
(h) | wucinkovine (%) (%) | ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 27,837 1,422 31,389 2,661 84,196 6,561
1 29,209 1,833 31,978 2,751 92,578 2,253
2 30,708 1,673 33,611 2,545 86,976 2,542
4 34,448 1,605 36,267 1,998 78,152 3,162
6 36,285 1,886 37,809 1,978 70,213 2,346
8 36,677 1,420 37,861 1,750 64,103 2,640
12 28,007 0,227 29,022 1,530 39,888 1,145
16 26,735 0,588 29,236 2,573 33,637 1,133
24 23,657 0,499 27,960 1,878 26,795 0,739
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Preglednica XXV: Delez sproscenega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 4 (fosfatni pufer, pH=3,0,

p=0,24 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M4 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproiéene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 22,059 0,406 25,506 1,559 23,218 2,353
1 23,663 0,463 26,558 1,658 25,916 1,842
2 25,157 0,439 28,253 1,315 28,754 1,969
4 26,594 0,868 29,848 1,136 33,290 3,479
6 31,597 0,113 34,586 0,730 34,989 0,228
8 36,464 0,300 39,505 0,310 38,681 0,649
12 42,864 0,135 46,239 1,391 45,893 0,548
16 46,952 1,230 51,894 0,070 54,525 1,550
24 47,738 1,979 53,763 0,390 61,100 1,124

Preglednica XXVI: Delez spros¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 5 (fosfatni pufer, pH=4,5,

pn=0,25 M). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=>50).

MS5 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproséene SD | Delez sproscene SD Delez sproscene SD
(h) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 24,678 0,544 27,052 0,721 23,545 1,409
1 26,573 0,562 28,372 0,891 26,105 1,483
2 28,621 0,899 30,181 0,829 29,653 2,092
4 30,919 0,694 31,796 1,006 35,759 3,261
6 31,837 1,135 33,316 0,231 38,877 2,452
8 32,729 2,220 34,499 0,794 43,178 0,987
12 33,515 2,020 32,916 1,203 53,375 1,033
16 35,922 4,862 33,093 0,874 62,259 3,289
24 37,536 6,475 32,921 2,423 74,284 2,177

Preglednica XXVII: Delez sprosc¢enega amoksicilina v odvisnosti od ¢asa v mediju 6 (raztopina HCI,

pH=1,2). Konstantna hitrost vrtenja mesal (rpm=50).

M6 SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9

Cas | Delez sproséene SD | Delez sproscene SD DeleZ sproscene SD
(h) | wucinkovine (%) (%) | ucinkovine (%) (%) ucinkovine (%) (%)

0,5 30,639 0,230 33,600 0,382 25,494 0,409
1 29,864 0,611 33,829 0,430 27,939 0,560
2 30,115 0,795 34,663 0,441 33,178 0,625
4 32,663 0,500 37,730 0,966 44,186 1,442
6 33,579 0,899 38,878 0,440 48,275 1,788
8 34,026 0,968 36,530 1,066 50,404 0,704
12 15,555 1,032 17,353 0,898 18,145 0,365
16 12,336 0,465 13,926 0,418 13,399 0,548
24 7,625 0,196 7,816 0,592 8,339 0,603
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7 RAZPRAVA

Za zdravljenje okuzb z bakterijo H. pylori se uporabljajo razli¢ni antibiotiki:
klaritromicin, metronidazol, amoksicilin (AMX). Za vgradnjo AMX v dvoplastne
plavajoce tablete smo se odlo€ili, ker je rezistenca H. pylori na AMX manjsa kot pri drugih
antibiotikih (26). AMX je ucinkovita zdravilna uc¢inkovina, saj je njegova minimalna
inhibitorna koncentracija, ki uni¢i 90% vseh sevov H. pylori (MICy), razmeroma nizka in
znasa 0,12 mg/L (29,74). Strokovnjaki predvidevajo, da je absorpcija antibiotika direktno
skozi mukusno plast iz lumna Zelodca boljsi naCin zdravljenja okuzb s H. pylori, kot pa
absorpcija skozi bazolateralno membrano (27). S podaljSanim casom zadrzevanja FO v
zelodcu lahko kljub manjSemu odmerku AMX ohranimo zadostno koncentracijo
ucinkovine v Zelodcu, poleg tega pa zmanjSamo moznost pojava nezelenih ucinkov. V
tablete smo vedno vgradili 100 mg AMX, Ceprav je trenutni rezim zdravljenja okuzb s H.

pylori z dosti ve¢jimi odmerki antibiotikov (preglednica I).

Poskuse spros¢anja AMX in plavanja tablet smo izvajali na napravi 2 po USP
(naprava z vesli). Obi¢ajno se testi sproscanja zdravilne u¢inkovine v Zelodcu opravljajo v
umetnem zelodénem soku s pH 1,2 (10,74). Mi smo preskuse raztapljanja izvajali v
fosfatnem pufru s pH 3,0. Za manj kisle pogoje smo se odlo¢ili iz ve¢ razlogov. Pri okuzbi
s H. pylori se vrednosti pH v zelodcu povecajo in lahko narastejo celo do vrednosti pH 6
(5,31). Poleg antibiotikov se pri zdravljenju okuzb s H. pylori uporabljajo tudi inhibitorji
protonske &rpalke (IPC), ki zavirajo izloGanje zelodéne kisline, ter antacidi, kar e dodatno
povisa pH vrednosti v zelodcu. Znano je tudi, da AMX pri ekstremno nizkem pH-ju ni
stabilen in pri pH 1,2 mo¢no razpada (49). Kot receno, pri okuzbah s H. pylori ni

pricakovati zelo nizkih pH vrednosti, zato smo preskuse sproscanja opravljali pri pH 3,0.

Za izhodis¢no tocko proucevanja sprosc¢anja AMX smo izbrali rezultate predhodne
diplomske naloge (31). V njej so ugotovili, katere pomozne snovi morajo biti prisotne v
tabletah, da le-te hitro splavajo (prej kot v 15 minutah), ostanejo koherentne vsaj 8 ur in v
tem Casu upocasnjeno sprosc¢ajo zdravilno ucinkovino. Rezultati preliminarnih Studij so
privedli do dveh serij tablet, ki sta izkazovali najboljSe lastnosti glede plavanja in
spros€anja zdravilne ucinkovine: serija 34 in serija 35 (preglednica II). Ti dve vrsti tablet

smo izdelali tudi v pricujoCem diplomskem delu in tako potrdili ponovljivost njihove
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priprave ter poskuse plavanja in sproS¢anja AMX. V preliminarnih testih smo ugotavljali
vpliv pomoznih snovi na raztapljanje AMX in njegovo stabilnost v razli¢nih medijih. Nato
smo nameravali prouciti sprosc¢anje AMX in plavanje razlicnih serij tablet in optimirati

sestavo glede na te rezultate.

Preliminarne poskuse spros¢anja smo izvajali v fosfatnem pufru s pH 3,0 pri
razliéni ionski moci. Izbrane serije tablet smo nato raztapljali pri razlicnih pH vrednostih
(pri pH 1,2; 3,0; 4,5 in 6,8), prav tako pri razli¢ni ionski moci. Ionsko mo¢ osnovnih
medijev (pH 3,0 in pH 4,5) smo povecali za 0,2 M z dodatkom CaCl,x2H,0 in tako dobili
medije z vi§jo ionsko mocjo pri pH 3,0 in pH 4,5. Ionsko mo¢ medijev smo izraCunali po

enacbi 6 (75):

u= %x Z ¢, X zl.2 /enacba 6/
i=1

¢, -koncentracija posameznih ionov (mol/L)

z,-naboj posameznih ionov

Za nizjo oziroma visjo ionsko mo¢ medijev za sproscanje z enakimi pH vrednostmi
smo se odlocili, ker se v zelodcu ionska mo¢ spreminja. V literaturi smo nasli podatke, da
znaSa ionska moc¢ v zelodcu med 0,010 in 0,166 M, po obroku pa se poveca in je bolj
podobna ionski moci zauzite hrane (31,76). Tem vrednostim ionskih mo¢i smo se poskusili

priblizati z na§imi mediji za sproscanje.

7.1 PRELIMINARNI TESTI

7.1.1 SPROSCANJE AMOKSICILINA 1Z TABLET SERIJ 34 IN 35

Serija 34 predstavlja enoplastne tablete s podaljSanim spros¢anjem ucinkovine z
naslednjo sestavo: 114,8 mg amoksicilin trihidrata (ustreza 100 mg amoksicilina), ksantan,

NaHCO;, MCC ter Mg-stearat. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici II.
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Tablete iz serije 34 smo raztapljali v fosfatnem pufru s pH 3,0 in ionsko mocjo
p=0,04 M (medij 1). Nato smo preverili, kakSen vpliv ima poviSana ionska mo¢ na
spros¢anje AMX, in tablete raztapljali Se v fosfatnem pufru s pH 3,0 in vec¢jo ionsko mocjo
u=0,24 M (medij 4). Rezultati spros¢anja AMX so prikazani na sliki 19. Ugotovili smo, da
za to je lahko vec. Najverjetnejsi je ta, da je pri zniZzani ionski mo¢i manj molekul vode
vezanih na ione v samem mediju. Ker je na voljo ve¢ molekul vode, le-ta lazje prodre v

ogrodje tablete in AMX se hitreje sprosca.
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Slika 19: Primerjava profilov sproscanja amoksicilina iz enoplastnih tablet (serija 34) pri pH 3,0 (medij 1) in
pri pH 3,0 pri visji ionski mo¢i (medij 4). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je

podana v preglednici II.

Serija 35 predstavlja dvoplastne tablete s podaljSanim sproscanjem ucinkovine.
Prva plast je bila sestavljena iz 34,4 mg amoksicilin trihidrata (ustreza 30,0 mg
amoksicilina), NaHCO3; in MCC, drugo plast tablete je sestavljalo 80,4 mg amoksicilin
trihidrata (ustreza 70,0 mg amoksicilina), ksantan, NaHCO;, MCC in Mg-stearat. Prva
plast tablete vsebuje 30% celokupne mase AMX, ki bi se sprostil takoj ob vstopu tablete v
zelodec. Druga plast tablete bi bila zadolzena za vzdrzevanje koncentracije AMX, saj bi se
AMX enakomerno sproscal.

Tablete iz serije 35 smo raztapljali v fosfatnem pufru s pH 3,0 in ionsko mocjo
u=0,04 M (medij 1). Znova smo preverili, kakSen vpliv ima poviSana ionska mo¢ na

eyee

spros¢anja AMX iz dvoplastnih tablet serije 35 so prikazani na sliki 20.
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Slika 20: Primerjava profilov spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 35) pri pH 3,0 (medij 1) in
pri pH 3,0 pri vi§ji ionski mo¢i (medij 4). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je

podana v preglednici II.

Ugotovili smo, da je tudi pri dvoplastnih tabletah spros¢anje AMX hitrejSe pri nizji
ionski moci (medij 1). V prvih 30 minutah se je sprostil ves AMX iz prve plasti in del
AMX iz druge plasti, ki je odgovorna za vzdrzevanje odmerka. Takoj po stiku tablete z
medijem je prva plast tablete razpadla in AMX se je raztopil. Nato se je AMX sproscal
samo iz druge plasti, zato se je spros¢anje upocasnilo. V mediju z vi§jo ionsko mocjo
(medij 4) se je sicer sprostil ves AMX iz prve plasti, vendar se v prvih 30 minutah Se ni
povsem raztopil. Razlogi so najverjetneje podobni kot pri tabletah serije 34.

Primerjali smo spros¢anje AMX iz enoplastnih tablet (serija 34) in dvoplastnih

tablet (serija 35) (slika 21).
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Slika 21: Primerjava profilov spros¢anja amoksicilina iz enoplastnih tablet (serija 34) in iz dvoplastnih tablet
(serija 35) v medijih 1 in 4. V legendi je podano S$e Stevilo paralelk. Natanc¢na sestava tablet je podana v

preglednici II.
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Iz grafa na sliki 21 je razvidno, da je sproscanje AMX vecje pri dvoplastnih
tabletah v fosfatnem pufru s pH 3,0 in nizjo ionsko mocjo (medij 1). Pri isti pH vrednosti
tabletah, kjer je prva plast tablete takoj po stiku z medijem razpadla in AMX se je raztopil.
Po priblizno 12 urah se je hitrost spros¢anja AMX iz dvoplastnih tablet celo upocasnila v

primerjavi z enoplastnimi tabletami.

7.1.2 PLAVANJE TABLET SERIJ 34 IN 35

Pri serijah 34 in 35 smo primerjali tudi hitrost splavanja tablet. Zanimalo nas je, ali
obstaja razlika v Casu splavanja med enoplastnimi in dvoplastnimi tabletami (slika 22).

Hitrost splavanja smo preverjali v mediju s pH 3,0 z zniZano in zvi$ano ionsko mocjo.
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Slika 22: Primerjava hitrosti splavanja enoplastnih tablet (serija 34) in dvoplastnih tablet (serija 35) v mediju

z znizano (medij 1) in zviSano (medij 4) ionsko mocjo pri pH=3,0.

Enoplastne tablete (serija 34) potrebujejo priblizno 13 minut, da splavajo na povrsje
medija 1. Dvoplastne tablete (serija 35) splavajo hitreje, saj potrebujejo priblizno polovico
manj Casa za splavanje. Pri dvoplastnih tabletah se prva plast, ki vsebuje AMX, MCC in
NaHCO;3, takoj ob stiku z medijem lo¢i od preostalega dela tablete. Mehurcki CO, ki se
pri tem tvorijo, pomagajo pri razpadu plasti, hkrati pa potiskajo navzgor tudi drugo plast,
ki s pocasnim sprosc¢anjem vzdrzuje koncentracijo AMX. Ob locitvi obeh delov tableta
postane tanjsa, medij lazje prodre v notranjost preostanka tablete in pride v stik z NaHCO:s.

Le-ta zato razpada v vecji meri, kar omogoci hitrejSe splavanje tablet. V mediju z vi§jo
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ionsko mocjo (medij 4) dvoplastne tablete prav tako splavajo hitreje. Enoplastne tablete

splavajo prej kot v 3 minutah, dvoplastne za splavanje potrebujejo manj kot minuto.

Ce primerjamo &as splavanja iste serije tablet v razli¢nih medijih, ugotovimo, da
vi$ja ionska moc¢ skrajSa Cas splavanja oziroma poveca hitrost splavanja tablet. Razlog za
tovrstno obnaSanje smo poskusili poiskati v tem, da je osnovni polimer, ki upocasni
spro¢anje, polianionski ksantan. Le-ta ob stiku s Ca>" ioni tvori &vrstejsi gel, kar so
dokazali z reologkimi $tudijami (70). Cvrstej$i gel upodasni prodiranje vode in hkrati

upocasni izhajanje CO,. Tako omogo¢i vecje ujetje CO; v nastalo resetko.

7.1.3 VPLIV POTOPITVE TABLET SERIJE 35 NA SPROSCANJE
AMOKSICILINA

Pri vseh dotedanjih preskusih smo ugotovili, da tako pri plavajocih enoplastnih
(serija 34) kot dvoplastnih tabletah (serija 35) niti po 24-urnem sprosc¢anju nismo dosegli,
da bi se iz tablet sprostilo 100% AMX. Predpostavili smo, da se bo iz tablet sprostilo vec¢
ucinkovine, ¢e bodo tablete potopljene ves Cas poskusa (slika 23). Uporabili smo posebno
kovinsko mrezico, ki je tableti preprecevala, da bi splavala na povrsje medija. Pore v
mrezici so imele dovolj veliko povrdino (1 cm?), da niso motile meSanja medija okrog
tablete. Poleg tega pore niso delovale kot dodatna prepreka za spros¢anje AMX, v katere bi

se sicer lahko ujel erodirani del ksantana.
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—e— serija 35 (medij 1); MREZICA; n=3 —s— serija 35 (medij 4); MREZICA; n=3
---o--- serija 35 (medij 1); VESLA; n=3  ---=--- serija 35 (medij 4); VESLA; n=3

Slika 23: Primerjava profilov sproS¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 35) z uporabo mrezic
(tablete so potopljene) v mediju 1 in 4. Za primerjavo je podano Se spros¢anje amoksicilina iz iste serije
tablet z uporabo vesel (tablete plavajo na povrsju) v mediju 1 in 4. V legendi je podano Se Stevilo paralelk.

Natancna sestava tablet je podana v preglednici II.
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Iz grafa na sliki 23 vidimo, da je sproS¢anje AMX iz dvoplastnih tablet (serija 35) v
mediju 1 neodvisno od tega, ali so tablete potopljene ali plavajo na povrsju medija. Pri
vecji ionski moci (medij 4) pa se sprosti vecji delez AMX iz tistih dvoplastnih tablet, ki so
bile potopljene ves Cas poskusa (uporaba mrezic). Plavajoce tablete plavajo na povrSini
medija, zato zgornja ploskev tablete ni vedno v neposrednem stiku z medijem. Pri
potopljenih tabletah pa medij obdaja tableto z vseh strani. PovrSina, iz katere se AMX
sprosca, je v tem primeru vecja, zato dosezemo vecje spros€anje ucinkovine. Z uporabo
mrezic zal nismo dosegli 100% spros¢anja AMX po 24 urah. Odlocili smo se, da pri
nadaljnjih preskusih mrezic ne bomo uporabljali, pa¢ pa bomo poskusili poiskati tako
kombinacijo ucinkovine in pomoZznih snovi, da bi po 24 urah dosegli 100% delez

sproscenega AMX.

7.1.4 VPLIV VGRADNJE VODOTOPNIH POvaozNIH SNOVIV
KSANTANSKO OGRODJE NA SPROSCANJE AMOKSICILINA

Delez sprosc¢enega AMX smo poskusali povecati tako, da smo zmanjSali delez
ksantana v tabletah in vanje vgradili razlicne vodotopne substance: glukozo, saharozo,
trehalozo, maltodekstrin, semensko sluz rozi¢evca (LBG) ter hidroksipropilmetilcelulozo
(HPMC KI100LV). Predpostavili smo, da se bo vodotopna substanca v medijih za
sproscanje hitro raztopila. Tako bi v gelski strukturi ksantana nastale pore, skozi katere bi
se u¢inkovina sprosc¢ala hitreje.

Izdelali smo 6 razli¢nih serij tablet. V vsaki seriji tablet je bilo razmerje med
ksantanom in vodotopno substanco 1:1. Izhajali smo iz osnovnih dvoplastnih tablet (serija
35), kjer ksantan vsebuje samo tista plast tablete, ki je odgovorna za vzdrzevanje
koncentracije AMX. Masa ksantana v osnovnih dvoplastnih tabletah (serija 35) je bila
126,1 mg. Novo pripravljene tablete so vsebovale polovico manj polimera ksantana, torej
63,05 mg ksantana in 63,05 mg ustrezne vodotopne substance. Koli¢ino u¢inkovine in
ostalih pomoznih snovi nismo spremenili. Natanc¢na sestava tablet je podana v preglednici
I1.

Iz osnovnih dvoplastnih tablet (serija 35) se je v 24 urah v fosfatnem pufru s pH 3,0
(medij 1) sprostilo okoli 82% AMX. Z zmanjSanjem koli¢ine ksantana in vgradnjo

vodotopne substance v tableto smo spremenili profil sproscanja u¢inkovine. Pri serijah 1,
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2, in 4 se je iz dvoplastnih tablet sprostilo celo manj AMX kot iz referen¢nih tablet iz serije

35 (slika 24).
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Slika 24: Primerjava profilov spro§¢anja amoksicilina v mediju 1 iz razli¢nih dvoplastnih tablet (serije 1, 2 in

4). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natanéna sestava tablet je podana v preglednici II.

Iz rezultatov spros¢anja AMX na sliki 24 je razvidno, da so profili spro$canja
ucinkovine zelo podobni za serije 1, 2 in 4. Po 24 urah se je sprostilo okoli 70%
ucinkovine, kar je bilo manj od pri¢akovanih rezultatov. V nadaljnjih poskusih saharoze,
trehaloze in glukoze nismo vec uporabljali, saj s temi vodotopnimi substancami nismo

dosegli zelenega profila spros¢anja ucinkovine.

Pri tabletah iz serije 3, pri katerih je bilo razmerje med maltodekstrinom in

ksantanom 1:1, smo opazili spremenjen profil spros¢anja AMX (slika 25).
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Slika 25: Primerjava profilov spro$¢anja amoksicilina v mediju 1 iz razli¢nih dvoplastnih tablet (seriji 3 in

7). V legendi je podano $e Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici II.
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Ugotovili smo, da vec¢ji delez maltodekstrina v tableti obCutno pospes$i hitrost
spro$¢anja AMX (serija 3). Ze na zaGetku se je raztopil ves sproi¢eni AMX iz prve plasti
(30% celotne mase ucinkovine) ter precejSnji del AMX iz druge plasti. Po 30 minutah je
delez sproscenega AMX znasal kar 85%, po dveh urah se je sprostilo ze ve¢ kot 90%
ucinkovine. Sklepamo lahko, da je vzrok tako hitrega spros¢anja AMX razpad tablet serije
3, saj so tablete hitro razpadale in po 24 urah popolnoma razpadle. Ne glede na to smo Se
naprej spremljali, kaj se bo dogajalo z AMX pri pH 3,0 (medij 1). Opazili smo, da je
koncentracija AMX po 6-ih urah zacela padati. To je bil prvi pokazatelj, da AMX v danem
mediju ni stabilen, Ceprav po literaturnih podatkih velja za enega bolj stabilnih -

laktamskih antibiotikov.

Da bi upocasnili hitrost sproS¢anja AMX v zacetni fazi poskusa ter dosegli
podaljSano sproscanje ucinkovine tekom celotnih 24 ur, smo zmanjsali koli¢ino
maltodekstrina v tableti. [zdelali smo novo serijo tablet z novim razmerjem maltodekstrina
in ksantana (25%:75%) (serija 7). Pri seriji 7 smo z zmanjSanjem deleza vgrajenega
maltodekstrina upocasnili hitrost sproScanja ucinkovine (slika 25). Najprej se je sprostil
ves AMX iz prve plasti (30% celotne mase ucinkovine), nato se je AMX upocasnjeno

sproscal iz preostalega dela tablete.

V tablete smo vgradili tudi semensko sluz roziCevca (LBG) v razmerju
LBG:ksantan=1:1 (serija 5). V enakem razmerju vodotopne substance in ksantana smo

naredili tudi tablete s hidroksipropilmetilcelulozo (HPMC K100LV) (serija 6) (slika 26).
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Slika 26: Primerjava profilov spro§¢anja amoksicilina v mediju 1 iz razli¢nih dvoplastnih tablet (serije 5, 6, 8

in 9). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v preglednici II.
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Iz rezultatov na sliki 26 je razvidno, da smo povecali delez spros¢enega AMX pri
serijah 5 in 6 (sprostilo se je 75% oziroma 81% ucinkovine) v primerjavi s tabletami, pri
katerih smo uporabili druge vodotopne substance v istem razmerju (serije 1, 2, 4) (slika
24). Nato smo povecali delez LBG in HPMC K100LV v tableti. Novo razmerje med LBG
oziroma HPMC KI100LV in ksantanom je bilo 60%:40%. Primerjali smo seriji 5 in 8
(tablete vsebujejo LBG) ter seriji 6 in 9 (tablete vsebujejo HPMC K100LV). Ugotovili
smo, da se je iz tablet, ki so vsebovale HPMC K100LV, hitreje sprostilo ve¢ u¢inkovine
kot iz tablet z LBG. Ce primerjamo seriji 6 in 9, opazimo, da v prvih 6 urah ni bilo razlik v
spros¢anju AMX. Kasneje se je malenkost povecalo spros¢anje ucinkovine iz tablet, ki so
vsebovale manj HPMC KIO0LV (HPMC KI100LV:ksantan=50%:50%). Do enakih
ugotovitev smo prisli tudi, ko smo HPMC K100LV zamenjali z LBG. Vecje spros¢anje
AMX smo dosegli pri seriji 5 (LBG:ksantan=50%:50%). Ocenili smo, da med serijama 5
in 8 ter med serijama 6 in 9 ni bilo velike razlike pri spros¢anju AMX. Odlo¢ili smo se, da
bomo v nadaljnjih poskusih testirali seriji 8 in 9, saj smo pricakovali, da bomo vecje
spros¢anje AMX v medijih z razliénimi pH vrednostmi dosegli pri tistih serijah tablet, ki

vsebujejo manj ksantana.

7.1.5 DOLOSVIANJE OSTANKA UCINKOVINE V TABLETI PO
SPROSCANJU

S preliminarnimi testi smo sicer dosegli hiter porast koncentracije AMX v prvih 30
minutah ter nato upocasnjeno sproscanje AMX, vendar pri nobeni seriji tablet po 24 urah
nismo dosegli 100% delez sproScene ucinkovine. Po 24 urah se je sprostilo le okoli 60 do
80% ucinkovine. Ker so bila ogrodja vecine tablet (razen tablet z HPMC K100LV — serija
9) po 24 urah Se vedno precej ¢vrsta, smo posumili, da je preostanck AMX Se vedno v

ogrodju.

Iz medija za sproScanje (medij 1) smo po koncanem 24-urnem poskusu
kvantitativno prenesli nabreklo tableto serij 7, 8, 9 v bucko, v kateri je bilo 500 mL
svezega medija za sproscanje (medij 1). Bu¢ko smo postavili v ultrazvo¢no kadicko. Ko je
tableta popolnoma razpadla, smo na HPLC sistemu analizirali raztopino AMX in tako

dolo¢ili koli¢ino v ogrodju preostalega AMX. Ugotovili smo, da je v ¢vrstem notranjem
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delu tablete ostalo le okoli 1 do 2 mg AMX (1 do 2% celotne mase u¢inkovine). Prisli smo
do zakljucka, da se je iz vseh tablet sprostil ves AMX. Od tega poskusa dalje nismo ve¢
iskali optimalne sestave tablet, ampak smo se lotili iskanja vzrokov, ki so bili odgovorni za

manjsi delez sproscene ucinkovine.

7.1.6 VPLIV POMOZNIH SNOVI NA RAZTAPLJANJE AMOKSICILINA IN
NJEGOVO STABILNOST

Z naslednjim poskusom smo Zeleli preveriti, ali je vzrok za manjsi delez sproscene
ucinkovine v vezavi le-te na pomozne snovi oziroma ali pomozne snovi motijo raztapljanje
AMX, ¢e ucinkovina ni vgrajena v ogrodno tableto. V medij za sproScanje smo stresli vse
sestavine tablet iz serij 7, 8, 9 v obliki prahov. Koli¢ina vseh natehtanih sestavin je bila
enaka koli¢ini u¢inkovine in pomoznih snovi v tabletah iz serij 7, 8, 9. Natan¢na sestava
tablet je podana v preglednici II. Poskus smo izvedli v fosfatnih pufrih s pH 3,0 (medij 1)
in pH 4,5 (medij 2) (sliki 27 in 28).
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—e— sestavine serije 7 (medij 1); n=2
—s— sestavine serije 8 (medij 1); n=2
—a— sestavine serije 9 (medij 1); n=2

Slika 27: Primerjava profila raztapljanja amoksicilina v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1) na napravi za
sproscanje pri hitrosti vrtenja mesal rpm=>50 ob prisotnosti pomoznih snovi iz razli¢nih serij tablet (serije 7, 8

in 9) v obliki prahov. V legendi je podano $e stevilo paralelk.
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Slika 28: Primerjava profila raztapljanja amoksicilina v fosfatnem pufru s pH 4,5 (medij 2) na napravi za
sproscanje pri hitrosti vrtenja mesal rpm=50 ob prisotnosti pomoznih snovi iz razli¢nih serij tablet (serije 7, 8

in 9) v obliki prahov. V legendi je podano $e Stevilo paralelk.

Razlika v hitrosti raztapljanja AMX se pokaze v prvih nekaj urah (sliki 27 in 28).
Delci AMX so razli¢no veliki, zato se raztapljajo z razli¢no hitrostjo. Pri sestavinah serije 9
opazimo, da prisotnost HPMC K100LV pospesi raztapljanje AMX v primerjavi z LBG in
maltodekstrinom. Ker smo v prvih urah dolocili med 95 in 100 % raztopljene ucinkovine,
smo zakljucili, da med ucinkovino in pomoznimi snovmi ni interakcij, ki bi motile
dolocevanje AMX s HPLC analitiko. Koncentracija u¢inkovine pa je s ¢asom pri pH 3,0
padala. Razlog za to smo pripisali razpadu AMX. Iz slik 27 in 28 je razvidno, da je AMX
bolj stabilen pri pH 4,5, saj se njegova koncentracija zmanjSuje pocasneje kot pri pH 3,0,

kjer je razpad AMX bolj izrazit.

1z rezultatov spros¢anja AMX iz dvoplastnih plavajocih tablet in raztapljanja AMX
ob prisotnosti vseh pomoznih snovi je postalo jasno, da u¢inkovina razpada v uporabljenih
medijih za sproS€anje. Preverili smo, ¢e pomoZzne snovi pospeSijo razpad ucinkovine,

oziroma ali je razpad ucinkovine neodvisen od uporabljenih pomoznih snovi.

Najprej smo dolocili raztapljanje samega AMX v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij
1) (slika 29). V vseh poskusih smo natehtali enako koli¢ino AMX, kot je prisotna v
tabletah (100 mg). V prvem primeru smo natehtano koli¢ino AMX raztapljali na napravi 2
po USP pri hitrosti vrtenja mesal rpm=50. Ker smo opazili pocasno raztapljanje
ucinkovine, smo hitrost vrtenja mesal dvignili na rpm=100. Podoben poskus pri rpm=100

smo izvedli tako, da smo 100 mg AMX najprej popolnoma raztopili s pomocjo ultrazvocne
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kadicke in ga nato prenesli v medij za sprosc¢anje. Raztapljanje AMX na napravi za
spros€anje smo primerjali z raztapljanjem AMX na magnetnem meSalu v mediju 1 pri

37°C.
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Slika 29: Primerjava profilov raztapljanja amoksicilina v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1) na napravi za
sproscanje pri rpm=50, pri rpm=100 ter pri rpm=100, kjer smo AMX predhodno popolnoma raztopili s
pomocjo ultrazvoka. Za primerjavo je podano $e raztapljanje AMX na magnetnem meSalu v mediju 1 pri

37°C. V legendi je podano $e Stevilo paralelk.

Ugotovili smo, da je hitrost raztapljanja AMX odvisna od hitrosti vrtenja mesal. Pri
manjsi hitrosti vrtenja mesal (rpm=50) se je AMX raztapljal najpocasneje. Hitreje je
potekalo raztapljanje ucinkovine pri vecji hitrosti vrtenja mesal (rpm=100), saj so vecje
hidrodinamske sile pospesile raztapljanje ucinkovine. Pri poskusu, kjer smo AMX najprej
raztopili s pomocjo ultrazvocne kadicke, je bila ob Casu ni¢ na voljo celotna koli¢ina
ucinkovine, zato smo po 30 minutah dolo¢ili 100% raztopljene u¢inkovine. Pri meSanju na
magnetnem meSalu se je u€inkovina raztopila Ze po 15 minutah. Iz grafa na sliki 29 je
razvidno, da je kinetika razpada AMX v prvih Sestih urah enaka v vseh primerih, razlika je

le v hitrosti raztapljanja u¢inkovine na zacetku.

Preucili smo, ali pomozne snovi pospesijo razpad AMX. Izvedli smo 48-urni
poskus, kjer smo v mediju 1 pri rpm=50 spremljali spreminjanje koncentracije samega
AMX ter v prisotnosti pomoznih snovi serije 35 v obliki prahov (slika 30). Ugotovili smo,
da je pri pH 3,0 ob prisotnosti pomoznih snovi serije 35 razpad AMX celo manjsi v
primerjavi z razpadom samega AMX. Ucinkovina je ocitno v kislih pogojih precej

nestabilna. Ob ¢asu ni¢ je bilo v mediju 1 prisotnih 100 mg AMX. Masa raztopljenega
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AMX se je po 24-ih urah zmanjSala na 66 mg, po 48-ih urah celo na 44 mg AMX. Ob
prisotnosti pomoznih snovi serije 35 je bilo v mediju 1 po 24-ih urah 74 mg AMX, po 48-
ih urah pa 54 mg AMX.
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Slika 30: Primerjava profilov razpada amoksicilina v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1) v prisotnosti in

odsotnosti pomoznih snovi. Stevilo paralelk n=2.

Nato smo preverili, kako posamezne pomozne snovi vplivajo na hitrost raztapljanja
amoksicilina. Na napravi za spro§¢anje smo pri konstantni hitrosti vrtenja mesal (rpm=50)
izvedli kombinacijo poskusov, kjer smo raztapljali AMX in eno pomozno snov Vv
fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1). Koli¢ina vsake pomozne snovi je bila enaka koli¢ini
le-te v tabletah serije 35. Merili smo koli¢ino raztopljenega AMX v odvisnosti od ¢asa

(slika 31).
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Slika 31: Primerjava profilov raztapljanja amoksicilina v fosfatnem pufru s pH 3,0 (medij 1) v prisotnosti
ene pomozne snovi: AMX+NaHCO;, AMX-+ksantan, AMX+MCC, AMX+Mg stearat. Za primerjavo je

podano $e raztapljanje samega amoksicilina. V legendi je podano $e Stevilo paralelk.
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Iz grafa na sliki 31 je razvidno, da se je ob prisotnosti NaHCOj hitrost raztapljanja
AMX obcutno pospesila, saj se je ze po 2 urah raztopila celotna koli¢ina u¢inkovine. AMX
se je najpocasneje raztapljal ob prisotnosti ksantana. Na podlagi slike 31 lahko sklepamo,
da ni bistvenih razlik v hitrosti raztapljanja same u¢inkovine ter ob prisotnosti MCC, Mg-

stearata ali ksantana. Pomozne snovi prav tako ne vplivajo na stabilnost AMX.

7.1.7 STABILNOST AMOKSICILINA V RAZLICNIH MEDIJIH

Preverili smo, pri kateri pH vrednosti je AMX najbolj stabilen. Uporabili smo
medije, v katerih smo nameravali preskusati spro$¢anje iz tablet serij 7, 8, 9. Standardne
raztopine AMX v vseh preskuSanih medijih (M1-M6), ki smo jih uporabili pri izdelavi
umeritvenih premic, smo shranili pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo tem raztopinam s
HPLC dolocili novo povrS§ino pod krivuljo in izraCunali novo umeritveno premico.
Ugotovili smo, da je naklon premic po 24 urah pri vseh Sestih medijih manjsi od naklona
umeritvenih premic sveze pripravljenih raztopin, kar kaze na to, da AMX razpada v vseh

medijih (slika 32).

Izoelektricna tocka AMX je pri pH 4,8. Vecji kot je odklon pH medija od
izoelektricne tocke, hitrejsi je razpad AMX (49). To se graficno lepo vidi z zmanjSanjem
naklona premic po 24 urah (slika 32). Pri pH 4,5 je AMX najbolj stabilen, saj sta
umeritveni premici prakticno enaki, sledi pH 3,0. Pri pH 6,8 ter pri pH 1,2 se naklon
premic po 24 urah izrazito zmanjSa. Najvecji razpad AMX smo zaznali pri pH 1,2. Odklon
pH medija od izoelektriéne tocke AMX je pri pH 1,2 najvecji, zato je pri pH 1,2 tudi
razpad ucinkovine najvecji. Prav tako smo ugotovili, da sprememba ionske moci bistveno
ne vpliva na razpad AMX, saj je naklon premic podoben tako pri pH 3,0 (medija 1 in 4)
kot pri pH 4,5 (medija 2 in 5).
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MEDIJ 1 MEDIJ 4
fosfatni pufer pH=3,0 (u=0,04M) fosfatni pufer pH=3,0 (u=0,24M)
600000 600000
500000 y= 24889592,4522x +1136,9373 500000 | y= 251129?,9954x +753,7301
R? = 0,9999 R? = 1,0000
400000 400000 1 /
E 300000 - E 300000
y = 2187715,8789x + 746,1163 ¥ = 2256561,2574x + 709,6064
200000 4 R? = 0,9999 200000 - / R? = 0,9999
100000 4 100000
0 ‘ ‘ ‘ : 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 01 0,15 02 0,25 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
koncentracija (mg/mL) koncentracija (mg/mL)
\ —e—medij 1 —+— medij 1 (po 24 h) ‘+medij 4 —o—medij 4 (po 24 h)
MEDIJ 2 MEDI1J 5
fosfatni pufer pH=4,5 (u=0,05M) fosfatni pufer pH=4,5 (u=0,25M)
600000 600000
500000 y = 2587151,9640¢ + 74,1571 __#® 500000 Y = 2391640,7874 + 489,137
R? = 0,9999 R? = 0,9999
400000 4 / 400000
E 300000 / E 300000 - /
y = 2496217,6400x - 120,1247 y = 2337570,2764x - 259,3085
200000 / = 0,999 200000 R% = 0.9999
100000 100000 -
0 ‘ ‘ ‘ : 0 : : : :
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0,25 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
koncentracija (mg/mL) koncentracija (mg/mL)
‘ —e—medij 2 —s—medij 2 (po 24 h) ‘ —e— medij 5 —e— medij 5 (po 24 h)
MEDIJ 3 MEDILJ 6
fosfatni pufer pH=6,8 (u=0,71M) precis¢ena voda+HCI, pH=1,2
600000 600000
500000 | y= 24207625,0125x +326,5872 500000 | y= 2284582,6974x +1653,2191
R? = 0,9999 / R? = 0,9993
400000 400000
& 300000 / & 300000
o / o '3
200000 200000 |
100000 1 y= 17465124‘3368>< - 566,8585 100000 | = 10961422, 2376x - 197,1513
R? = 0,9999 R? = 0,9928
0 ‘ : : : 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0,25 0 0,05 01 0,15 0,2 0,25
koncentracija (mg/mL) koncentracija (mg/mL)
—e—medij 3 —e— medij 3 (po 24 h) + medij 6 ¢ medij 6 (po 24 h)

Slika 32: Umeritvene premice sveze pripravljenih raztopin amoksicilina v razli¢nih medijih. Prikazane so

tudi umeritvene premice amoksicilina po 24 urah.

V preliminarnih testih smo ugotovili, da je spros¢anje AMX hitrejSe pri niZji ionski
moci (sliki 19 in 20), visja ionska mo¢ pa skrajSa cas splavanja oziroma poveca hitrost

splavanja tablet (slika 22). Tablete hitro splavajo na povrsje medija in ostanejo koherentne
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vseh 24 ur (izjema je serija 3). Ugotovili smo tudi, da prisotnost pomoznih snovi ne moti
raztapljanja AMX (sliki 27 in 28), vendar je le-to hitrejSe pri vecji hitrosti vrtenja mesal
(slika 29). Nasi rezultati in literaturni podatki kaZejo na to, da je AMX najbolj stabilen pri
pH 4,5, sledi pH 3,0, najhitreje pa AMX razpada pri pH vrednostih 6,8 in 1,2 (slika 32).
Visja ionska mo¢ v medijih z enakimi pH vrednostmi ne vpliva na razpad AMX (slika 32).
Ob prisotnosti pomoznih snovi je razpad ucinkovine celo manjsi v primerjavi z razpadom

same ucinkovine (slika 30).

7.2 PROUCEVANJE SPROSCANJA AMOKSICILINA IN
PLAVANJE IZBRANIH SERIJ TABLET

Glede na opravljene preliminarne teste smo se odlocili, da so se kot najbolj

optimalne izkazale tablete iz serij 7, 8, 9. Sestava tablet je shematsko prikazana na sliki 33.

Serija 7
3,52 mg MALTODERESTERIN
1 P458 mg ESANTAN

™~ /" MALTODEKSTRIN : KBANTAN = 25% : 75%
804 mg AMX<3HzO (70,0 mg AMX)

= T00mg MNaHCOs
o T0,0mg MCC
. 3.5mg Mg-stearat ) Serija 3
50,44 mg KSANTAN
8 4Amg AMX«3Ha0 (30,0 mg AMX) N LEG : K3ANTAHN = 60% : 40%
=3 57.8mg NaHCOs \
i 5 Ji8mg MCC
\x"‘- -~ au
. Serija 9
4 | 7566 mg HFMC K100 LY
20,44 mg KSANTAN

HFMC K100 LY : K3ANTAN = 40% : 40%

Slika 33: Sestava 500 mg dvoplastnih plavajo¢ih tablet iz serij 7, 8, 9.

Tablete iz teh treh serij so izkazovale najboljSe lastnosti pri plavanju in sproscanju
ucinkovine, saj so vse splavale prej kot v 15 minutah, poleg tega se je iz njih sprostilo
100% AMX, ki pa je v preskuSanem mediju razpadal, zato nikjer nismo dosegli 100%
deleza sproscene ucinkovine. Tablete so imele priblizno enako trdnost (preglednica VI).

Na tabletah iz teh treh serij smo izvajali poskuse splavanja in spros¢anja AMX v medijih z
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razli¢nimi pH vrednostmi in razli¢no ionsko moc¢jo. Poskusali smo ugotoviti, kako razli¢ne
pH vrednosti medijev in zniZzana oziroma zviSana ionska moc¢ vplivajo na hitrost splavanja
in spros¢anja AMX iz tablet. Poleg tega smo preverili, kako hitrost vrtenja mesal vpliva na

hitrost splavanja in spros¢anja AMX.

7.2.1 VPLIV HITROSTI VRTENJA MESAL (rpm) NA SPROSCANJE
AMOKSICILINA IZ TABLET SERIJ 7, 8,9

Profile sproS¢anja AMX iz izbranih serij tablet smo primerjali pri manjsi (rpm=50)
in ve¢ji (rpm=100) hitrosti vrtenja mesal (slike 34, 35, 36). V literaturi smo nasli podatke,
da se z veCanjem hitrosti vrtenja mesal delez sproS¢enega AMX poveca (18). Te trditve
smo potrdili pri seriji 7, saj se je pri rpm=100 sprostil vecji delez AMX kot pri rpm=>50
(slika 34). Oblika obeh profilov sprosc¢anja pri razli¢nih hitrostih vrtenja mesal je skoraj
identi¢na, le da je pri rpm=100 delez spros¢enega AMX vecji tekom celotnega 24-urnega
poskusa sproScanja. Pri seriji 8 v prvih Sestih urah poskusa spro$¢anja razli¢na hitrost
vrtenja meSal ni vplivala na delez spros¢enega AMX. Po Sestih urah pa se je sproscanje
AMX pospesilo pri vecji hitrosti vrtenja mesal (slika 35). Tablete serij 7 in 8 so po 24-ih
urah ohranile obliko in integriteto tako pri rpm=>50 kot pri rpm=100. Pri seriji 9 sproscanje
AMX ni odvisno od hitrosti vrtenja mesal, Ceprav so bile po kon¢anem poskusu spros¢anja

tablete pri rpm=50 mehke, pri rpm=100 pa so popolnoma razpadle (slika 36).

SERIJA7

o5}
o

a o
o O O
L

o O O O o
T R

—e—1pm=50; n=5

---e--- rpm=100; n=2

delez spro$éenega
amoksicilina (%)

BN Wb

0 5 10 15 20 25 30

&as (h)

Slika 34: Vpliv hitrosti vrtenja mesal na profil spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 7) v

mediju 1. V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v preglednici II.
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Slika 35: Vpliv hitrosti vrtenja mesal na profil spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 8) v

mediju 1. V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v preglednici I1.
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Slika 36: Vpliv hitrosti vrtenja mesal na profil spros€anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 9) v

mediju 1. V legendi je podano S$e Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici I1.

7.2.2 VPLIV MEDIJA NA PLOVNE LASTNOSTI TABLET

Vse tablete so splavale v zastavljenem casu (prej kot v 15 minutah). Plavale so na
povrsju medija vseh 24 ur, razen v primerih, kjer je priSlo do popolne razgradnje tablete.
Najpomembne;jsi dejavnik za doseganje splavanja tablet je prisotnost NaHCOs. Z njegovim
razpadom v kislem mediju se tvorijo mehurcki CO,, ki se ujamejo v gelsko mrezo in

povzrocijo splavanje tablete (slika 37).
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Slika 37: Mehurcki CO,, ujeti na povrsini tablete in v gelski mrezi, so odgovorni za plavanje tablete.

Izbranim serijam tablet (serije 7, 8, 9) smo dolocali Cas, ki je potreben, da tablete
splavajo na povr§je medija (Cas splavanja). Zanimalo nas je, ali obstaja razlika v hitrosti
splavanja izbranih serij tablet v medijih z razlicnimi pH vrednostmi ter razli¢no ionsko

mocjo (slike 38, 39, 40).

8
-~ 7 SERIJA 7
2
g 6 @ medij 1 (rpm=50)
g @ medij 1 (rpm=100)
< 5 A @ medij 2
— @ medij 3
S 41 m medij 4
s 3| m medij 5
-3 o medij 6
)
o 2
i1 rpm=
1 =50
0 i

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Slika 38: Primerjava hitrosti splavanja tablet serije 7 v razlicnih medijih pri rpm=50 (razen v oznacenem
primeru). Natancna sestava tablet je podana v preglednici II. Natan¢na sestava medijev je prikazana v

preglednici 1.

Pri tabletah serije 7 smo opazili, da na hitrost splavanja tablet vpliva hitrost vrtenja
mesal (rpm) v mediju 1 (slika 38). Pri manjsi hitrosti vrtenja meSal (rpm=50) tablete
splavajo v 15 sekundah, medtem ko se pri ve¢ji hitrosti vrtenja meSal (rpm=100) v istem
mediju Cas splavanja izredno podaljsa in znasa 5,5 minut. Ta rezultat je nekoliko

nenavaden, najverjetneje gre za to, da je pri vedji hitrosti vrtenja mesal nastal vecji vrtinec,
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ki je z ve&jo silo ti§dal tablete proti dnu posode. Sele po daljsem &asu, ko je nastalo dovolj
mehurckov CO,, so tablete splavale. V mediju 2 (pH 4,5) je ¢as splavanja kar 7,4 minut.
sekundah. V ostalih medijih je hitrost splavanja tablet neodvisna od pH medija ter ionske

moci, saj vse tablete serije 7 splavajo v 15 sekundah.

SERIJA 8
2
2 @ medij 1 (rpm=50)
E m medij 1 (rpm=100)
- @ medij 2
.8, @ medij 3
c s
© m medij 4
K m medij 5
Y o medij 6
(7]
[72]
1]
Q0

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Slika 39: Primerjava hitrosti splavanja tablet serije 8 v razlicnih medijih pri rpm=50 (razen v oznaCenem
primeru). NatanCna sestava tablet je podana v preglednici II. Natanna sestava medijev je prikazana v

preglednici II1.

Tudi tablete serije 8 v mediju s pH 3,0 (medij 1) pri manjsi hitrosti vrtenja mesal
splavajo prej (3,5 minut) kot pri vecji hitrosti vrtenja mesal (4,9 minut) (slika 39). V
mediju s pH 4,5 (medij 2) se Cas splavanja tablet podalj$a (6,5 minut). Pri zvisani ionski
mo¢i pri pH 3,0 in 4,5 (medija 4 in 5) se je hitrost splavanja izredno povecala, saj so vse
tablete splavale v 15 sekundah. 1z rezultatov je razvidno, da vecja ionska moc skrajSa ¢as
splavanja tablet pri konstantni hitrosti vrtenja mesal rpm=50. V mediju s pH 6,8 (medij 3)

je znasal ¢as splavanja tablet 4,1 minut ter v mediju s pH 1,2 (medij 6) le 1 minuto.

Tablete serije 9 so izkazovale najveéjo hitrost splavanja (slika 40). Cas splavanja
tablet je bil neodvisen od medija za raztapljanje. V medijih z razlicnimi pH vrednostmi
(pH 1,2; 3,0; 4,5; 6,8) ter razlicno ionsko mocjo tablete splavajo v 10, 15 oziroma 20

sekundah. Razli¢na hitrost vrtenja mesal ne vpliva na ¢as splavanja tablet serije 9.
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5 25 SERIJA 9
T
S 20 _
X @ medij 1 (rpm=50)
2 m medij 1 (rpm=100)
o 5 ] @ medij 2
= @ medij 3
g 10 — m medij 4
] m medij 5
o rpm= o medij 6

5 =50 o
(7]
[\]
0

0

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Slika 40: Primerjava hitrosti splavanja tablet serije 9 v razlicnih medijih pri rpm=50 (razen v oznaCenem
primeru). Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici II. Natancna sestava medijev je prikazana v

preglednici II1.

7.2.3 VPLIV SPREMEMBE pH IN IONSKE MOCI NA SPROSCANJE
AMOKSICILINA

V preliminarnih testih smo poskuse spros¢anja izvajali v fosfatnem pufru s pH 3,0
(medij 1). Pri izbranih serijah tablet (serije 7, 8, 9) smo hitrost spros¢anja AMX spremljali

Se pri drugih pH vrednostih: 1,2; 3,0; 4,5; 6,8 ter pri razli¢ni ionski moci.

Fosfatnemu pufru s pH 3,0 in ionsko moc¢jo p=0,04M (medij 1) smo z dodatkom
CaCl,x2H,0 povecali ionsko mo¢ za 0,2M. Tako smo pripravili fosfatni pufer s pH 3,0 in
vi$jo ionsko mocjo p=0,24M (medij 4). Primerjali smo spros¢anje AMX (serije 7, 8, 9) pri

oy
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Slika 41: Primerjava profilov sproscanja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 7) v mediju 1 (fosfatni
pufer s pH=3,0 in u=0,04M) in v mediju 4 (fosfatni pufer s pH=3,0 in u=0,24M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici II.
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Slika 42: Primerjava profilov spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 8) v mediju 1 (fosfatni
pufer s pH=3,0 in p=0,04M) in v mediju 4 (fosfatni pufer s pH=3,0 in p=0,24M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici I1.

SERIJA9
r & —=— 5

] —_—
2 604 F- =
g B
Q €
2 ‘_% - —=a— medij 1; n=5
53 --om- medij 4; n=3
38
o ©
T

0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
¢as (h)

Slika 43: Primerjava profilov spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 9) v mediju 1 (fosfatni
pufer s pH=3,0 in p=0,04M) in v mediju 4 (fosfatni pufer s pH=3,0 in p=0,24M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natan¢na sestava tablet je podana v preglednici I1.

Iz rezultatov na slikah 41, 42, 43 ugotovimo, da je hitrost spros¢anja AMX pri pH

e e

evee

vode, ki niso vezane na ione v samem mediju. Voda zato lazje prodre v ogrodje tablete in
AMX se hitreje sprosca.

&vrstejsi gel, kar so dokazali v predhodnih $tudijah (70). Cvrstejsi gel tako lahko vpliva na
upocasnjeno spros¢anje AMX iz vseh tablet pri visji ionski mo¢i. ManjSe spros¢anje AMX

pri vi$ji ionski moc¢i torej ne povzroci vecji razpad AMX, pac pa ogrodje tablete.
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Fosfatnemu pufru s pH 4,5 in ionsko mo¢jo p=0,05M (medij 2) smo z dodatkom
CaCl,x2H,0 povecali ionsko mo¢ za 0,2M. Tako smo pripravili fosfatni pufer s pH 4,5 in
vi§jo ionsko mocjo p=0,25M (medij 5). Primerjali smo spros¢anje AMX (serije 7, 8, 9) pri

pH 4,5 pri nizji oziroma visji ionski moci (slike 44, 45, 46).

1z rezultatov preliminarnih testov (slika 32) in literaturnih podatkov smo ugotovili,
da je AMX najbolj stabilen pri pH 4,5. [zoelektri¢na tocka AMX je pri pH 4,8. Vecji kot je
odklon pH medija od izoelektri¢ne tocke AMX, vecji je razpad AMX (49). 1z rezultatov na
slikah 44, 45, 46 vidimo, da je hitrost spros¢anja AMX pri pH 4,5 odvisna od ionske moci

v
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Slika 44: Primerjava profilov sproscanja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 7) v mediju 2 (fosfatni
pufer s pH=4,5 in u=0,05M) in v mediju 5 (fosfatni pufer s pH=4,5 in u=0,25M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v preglednici II.
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Slika 45: Primerjava profilov sproscanja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 8) v mediju 2 (fosfatni
pufer s pH=4,5 in u=0,05M) in v mediju 5 (fosfatni pufer s pH=4,5 in u=0,25M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v preglednici II.
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Slika 46: Primerjava profilov sproscanja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serija 9) v mediju 2 (fosfatni
pufer s pH=4,5 in u=0,05M) in v mediju 5 (fosfatni pufer s pH=4,5 in u=0,25M). V legendi je podano Se

Stevilo paralelk. Natanc¢na sestava tablet je podana v preglednici II.

Profila sproscanja AMX za seriji 7 in 8 sta zelo podobna (sliki 44 in 45). Pri teh
dveh serijah je delez spros¢enega AMX v mediju 5 dokaj konstanten in znasa med 30 in
40% od 5-ih ur do konca poskusa spros¢anja. Ogrodja obeh serij tablet so po 24 urah Se
vedno precej ¢vrsta, zato lahko sklepamo, da toliko u¢inkovine, kot je razpade, se sprosti iz
ogrodja. Mozno je tudi, da je po 24-ith urah v ogrodju Se vedno dolocen delez
nesproS¢enega AMX. Tablete serije 9 bolj razpadajo, saj so po 24 urah zelo mehke
konsistence. Pri seriji 9 se delez spros¢enega AMX enakomerno povecuje, kar kaze na 0.

red spros¢anja AMX (slika 46).

Poskuse sproscanja iz izbranih dvoplastnih tablet (serije 7, 8, 9) smo izvajali tudi v
fosfatnem pufru s pH 6,8 (medij 3) (slika 47). Profila sprosc¢anja AMX za seriji 7 in § sta
zelo podobna. Delez sprosc¢enega AMX, ki ga doloc¢imo s HPLC, pri serijah 7 in 8 nikoli
ne preseze 40%, Ceprav se iz tablet najverjetneje sprosti vsa ucinkovina. Kinetika
spros€anja in razpada AMX pri teh dveh serijah je sledeca: toliko ucinkovine, kot je
razpade, se nadomesti z na novo sprosceno ucinkovino. Ker se ucinkovina iz ogrodja
tablete pocasneje sprosca, tudi pocCasneje razpada. Pri seriji 9 se hitrost spros¢anja AMX
izredno poveca, saj se ze po 1 uri sprosti ve¢ kot 90% AMX. Najverjetneje je razlog
velikega deleza sproS¢enega AMX hiter razpad tablet serije 9. Ker je skoraj vsa koli¢ina
AMX v mediju prosta, AMX hitreje razpada, tako kot prosta uc¢inkovina pri pH 6,8 (slika
32). Po 24 urah je v mediju s pH 6,8 pri vseh treh serijah prisotnih priblizno 26% AMX
(slika 47).
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Slika 47: Primerjava profilov spros¢anja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serije 7, 8, 9) v mediju 3
(fosfatni pufer s pH=6,8). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v

preglednici II.

Obicajno se testi sproScanja zdravilne ucinkovine v Zelodcu opravljajo v umetnem
zelodénem soku s pH 1,2, vendar je to medij, ki posnema pogoje v zdravem c¢loveku. Po
okuzbi s H. pylori se pH precej zvisa, zato je veCina naSih testov narejenih pri visjih pH
vrednostih. Iz rezultatov nasih poskusov (slika 32) in literaturnih podatkov (49) smo
ugotovili, da pri pH 1,2 AMX tudi izredno hitro razpada. Kljub temu smo se odlocili, da
poskuse spros¢anja AMX iz izbranih dvoplastnih tablet (serije 7, 8, 9) opravimo tudi pri
pH 1,2 (medij 6) (slika 48).
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Slika 48: Primerjava profilov spro$canja amoksicilina iz dvoplastnih tablet (serije 7, 8, 9) v mediju 6
(raztopina HCl; pH=1,2). V legendi je podano Se Stevilo paralelk. Natancna sestava tablet je podana v

preglednici I1.
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V prvih osmih urah se delez sprosc¢enega AMX povecCuje, nato pa se zacne
pospesen razpad sproscene ucinkovine (slika 48). Najve¢ AMX se sprosti iz serije 9.
Verjetno je razlog tudi to, da tablete serije 9 hitro razpadajo in po 24 urah popolnoma
razpadejo. Po 24 urah je v mediju s pH 1,2 pri vseh treh serijah prisotnih manj kot 10%
AMX.

Pri preskusih raztapljanja Zal ne vemo, kdaj se sprosti 100% ucinkovine. V ve€ini
primerov rezultati kaZejo na to, da toliko ucinkovine, kot je razpade, se nadomesti s
sprostitvijo iz ogrodja. Ce bi bila u¢inkovina na voljo prej, bi njena koncentracija s ¢asom
samo padala in ne nara$cala oziroma bila konstantna, tako kot je v primeru spros¢anja iz

tablet serij 7, 8, 9.

7.2.4 ANALIZA RAZPADNIH PRODUKTOV AMOKSICILINA

Koncentracijo spros¢enega AMX smo dolocali s pomoc¢jo HPLC analize.
Uporabljali smo mobilno fazo, ki je bila sestavljena iz raztopine A (fosfatni pufer s pH 5,0)
in raztopine B (acetonitril) v volumskem razmerju 96:4. Retencijski ¢as (t;) AMX je bil 4,1
minute. Za dokoncen dokaz, da je ucinkovina pri poskusih sproscanja razpadala, smo
posneli kromatogram AMX in njegovih razpadnih produktov (RP) na HPLC aparaturi
Agilent 1100 Series, Nemcija. V mobilni fazi smo povecali deleZ acetonitrila na 7 %, s tem

smo zmanjsali t; tako AMX (2,6 minut) kot tudi RP (slika 49).
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Slika 49: Kromatogram amoksicilina (najve¢ji vrh) in njegovih razpadnih produktov v mediju 1.
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V 500 mg ogrodne tablete smo vgradili 100 mg AMX ter 400 mg MCC (serija 10).
Analizirali smo raztopino AMX po kon¢anem 24-urnem sprosc¢anju na napravi 2 po USP.
Iz kromatograma na sliki 49 je lepo razvidno, da AMX v kislih pogojih (medij 1) razpada,
saj je nastalo ve¢ razliénih RP amoksicilina. Z analizo RP AMX smo Zzeleli v posameznih
casovnih tockah po sproscanju ovrednotiti delez sproscene ucinkovine in RP. Ker
standardov za RP nismo imeli, nismo mogli posneti umeritvenih premic RP. Zato smo
posneli UV spekter AMX in njegovih RP (slika 50). UV detekcija je potekala pri valovni
dolzini 230 nm, kjer ima AMX maksimum absorpcije. Umeritvena premica za izracun
koncentracije spros¢enega AMX je bila narejena pri tej valovni dolzini. Iz UV spektra na
sliki 50 smo ugotovili, da imajo RP pri valovni dolzini 230 nm vecjo absorpcijo kot AMX.
Zaradi tega umeritvene premice za izracun koncentracije spros¢enega AMX ne moremo
uporabiti za kvantitativno vrednotenje RP, saj bi dobili lazno nizje koncentracije razpadnih

produktov.

Slika 50: UV spekter amoksicilina in njegovih razpadnih produktov v mediju 1.
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7.2.5 OBLIKA IN VELIKOST TABLET PO KONCANEM 24-URNEM
SPROSCANJU

Po konc¢anem 24-urnem spros¢anju AMX smo vizualno ocenili obliko in velikost
tablet (slika 51). Med poskusi plavanja in spros¢anja u¢inkovine smo ugotovili, da tablete s
ksantanom kot ogrodnim polimerom moc¢no nabrekajo. Ta lastnost predstavlja eno od
moznosti za zadrzevanje farmacevtske oblike v zelodcu, saj tablete vecje od pilori¢ne
odprtine ostanejo v Zelodcu dlje Casa. Tablete serije 9 (dodatek HPMC K100LV) imajo
najmanj ¢vrsto ogrodje (slika 51). Njihova konsistenca je odvisna od pH medija, ionske
moci ter hitrosti vrtenja meSal (rpm). Pri vecji hitrosti vrtenja mesSal tablete serije 9
popolnoma razpadejo po 24 urah, prav tako tudi v medijih 3 in 6. Tablete serij 7 (dodatek
maltodekstrina) in 8 (dodatek LBG) ohranijo ¢vrsto, nabreklo, okroglo obliko tudi po
kon¢anem 24-urnem poskusu spros¢anja. Tablete serije 7 ohranijo vecjo konsistenco kot
tablete serije 8. Lahko recemo, da hitrost vrtenja meSal vpliva na velikost tablete, saj je pri
rpm=100 velikost tablet manjsa kot pri rpm=>50. Tablete serij 7 in 8 izredno nabrekajo, saj

se volumen tablet poveca tudi za ve¢ kot 100% (slika 51).
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SERIJA 7 SERIJA 8 SERIJA 9
MEDIJ 1
(rpm=50)
MEDIJ 1
( pﬁiﬁ’(())o) Vse tablete
P popolnoma razpadejo
po 24 urah.
MEDIJ 2
pH=4,5
MEDIJ 3
pH=6.8 Vse tablete razpadejo
7e po priblizno 1 uri
in 30 minut.
MEDIJ 4
pH=3,0
1 ionska mo¢
MEDIJ 5
pH=4,5 E» O
1 ionska mo¢
SERIJA. 9
MEDIJ 6
pH=1,2 Vse tablete
popolnoma razpadejo
po 24 urah.

Slika 51: Oblika in velikost izbranih serij tablet 7, 8, 9 v razli¢nih medijih po kon¢anem 24-urnem poskusu
spros¢anja na napravi 2 po USP. Natancna sestava tablet je podana v preglednici II. Natancna sestava

medijev je prikazana v preglednici II1.
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8 SKLEP

Namen naSega dela je bil izdelava in optimizacija dvoplastnih plavajocih tablet na
osnovi ksantana, iz katerih bi se v 24-ih urah sprostilo kar najve¢ amoksicilina. Dvoplastne
plavajoce tablete namre¢ predstavljajo obetavno moznost za izdelavo farmacevtske oblike
za dostavo amoksicilina v zelodec in s tem za ucinkovito zdravljenje okuzb z bakterijo
Helicobacter pylori. Prva plast tablete takoj po stiku z medijem razpade in iz nje se sprosti
amoksicilin, kar se kaze v takojSnjem dvigu koncentracije antibiotika v mediju. Druga plast

tablete deluje kot rezervoar, iz katerega se preostanek uc¢inkovine enakomerno sprosca.

V preliminarnih testih smo proucevali hitrost splavanja in hitrost sproScanja
amoksicilina tako iz enoplastnih kot iz dvoplastnih tablet. Obe seriji tablet smo proucevali
v fosfatnem pufru s pH 3,0 pri razli¢ni ionski moci. Ugotovili smo sledece:

- pri nizji ionski moci je bilo sproscanje amoksicilina hitrejSe, hitrost splavanja pa se
je upocasnila tako pri enoplastnih kot pri dvoplastnih tabletah;
- spros€anje amoksicilina in splavanje tablet sta bila hitrejSa iz dvoplastnih tablet

- potopljenost tablet je povecala sprosc¢anje amoksicilina le v mediju z visjo ionsko

mocjo.

Z zmanj$anjem deleza ksantana v tableti in vgradnjo razli¢nih vodotopnih substanc
v dvoplastne plavajoce tablete smo spremenili profile spros¢anja amoksicilina:
-z vgradnjo saharoze, trehaloze in glukoze se je hitrost sproS¢anja amoksicilina
zmanjSala;
- hitrost spros¢anja amoksicilina smo povecali z vgradnjo maltodekstrina, semenske
sluzi rozicevca ali hidroksipropilmetilceluloze v tablete. 1z slednjih se je sprostilo
ve¢ ucinkovine v primerjavi z dvoplastnimi tabletami s semensko sluzjo rozic¢evca,

saj so tablete s hidroksipropilmetilcelulozo hitreje erodirale.
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Pri spremljanju hitrosti raztapljanja in razpada amoksicilina v razli¢nih medijih smo

ugotovili naslednje:

serij 7,

prisotnost pomoznih snovi ni vplivala niti na hitrost raztapljanja niti na hitrost
razpada amoksicilina;

amoksicilin je bil najbolj stabilen pri pH 4,5, sledil je pH 3,0. Ucinkovina je
najhitreje razpadala pri pH 6,8 in 1,2. Izoelektri¢na tocka amoksicilina je pri pH
4,8. Vecji kot je odklon pH medija od izoelektricne tocke u€inkovine, hitrejsi je
razpad ucinkovine;

razpad amoksicilina smo dokazali s kromatogramom in UV spektrom u¢inkovine in
njenih razpadnih produktov. Ker standardov razpadnih produktov nismo imeli,
nismo mogli natan¢no ovrednotiti koli¢ine razpadnih produktov glede na sprosceni

amoksicilin.

Po opravljenih preliminarnih testih so se kot najbolj optimalne izkazale tablete iz
8 in 9 z naslednjim razmerjem vodotopne substance in ksantana:

serija 7: maltodekstrin : ksantan = 25% : 75%,

serija 8: semenska sluz rozicevea (LBG) : ksantan = 60% : 40%,

serija 9: hidroksipropilmetilceluloza (HPMC K100LV) : ksantan = 60% : 40%.

Izbrane serije tablet smo raztapljali v medijih z razliénimi pH vrednostmi in razlicno

ionsko mocjo ter pri razli¢ni hitrosti vrtenja mesal. Ugotovili smo:

ey e

tablete serij 7 in 8 splavale ze v 15 sekundah, medtem ko je bil ¢as splavanja tablet
serije 9 neodvisen od medijev za raztapljanje, in sicer 15 sekund;

vecja tako pri pH 3,0 kot pri pH 4,5; v medijih s pH vrednostmi 1,2 in 6,8 pa
amoksicilin hitro razpada;

tablete serij 7 in 8 ohranijo ¢vrsto, nabreklo, okroglo obliko tudi po kon¢anem 24-
urnem poskusu sproscanja. Tablete serije 9 imajo najmanj ¢vrsto ogrodje, saj je

njihova konsistenca odvisna od pH medija, ionske mo¢i ter hitrosti vrtenja mesal.

Kot najbolj optimalni in za nadaljnjo optimizacijo najbolj primerni sestavi

predlagamo seriji tablet 7 in 8, torej dvoplastne tablete, kjer je poleg ksantana prisotna

bodisi semenska sluz rozi¢evca bodisi maltodekstrin.
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