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POVZETEK

Raztopine ksantana so ene izmed najbolj intenzivno preucevanih polisaharidnih
sistemov — reoloSko in fizikalno-kemijsko. Ksantan je najpomembnejSi bakterijski
polisaharid, ki se ga uporablja na mnogih podro¢jih. Eden od moznih nacinov uporabe
ksantana je tudi kot pomozna snov pri ogrodnih tabletah, saj v vodnih medijih nabreka in
tvori Cvrst gel okoli tablete, ki zagotavlja enakomerno in upocasnjeno sproscanje
ucinkovine iz tablete.

V diplomskem delu smo primerjali rezultate hitrosti spros¢anja modelne u¢inkovine iz
ogrodnih tablet iz ksantana z reoloSkimi lastnostmi hidrogelov iz ksantana, pripravljenih v
medijih z razlicno ionsko jakostjo in razlicnim pHjem. Test raztapljanja ogrodnih tablet
smo najprej izvedli v precisceni vodi, v pre€isceni vodi z dodatkom NaCl, v HCIl mediju s
pH 1.2 in 1.2 z dodatkom NaCl, v HCI mediju s pH 3.0 in 3.0 z dodatkom NaCl ter v
fosfatnem pufru s pH 4.5 in 7.0. Dodatek NaCl je bil 11,69 g/l. Ker je ksantan anionski
polisaharid, nas je zanimalo, ali lahko preko hitrosti sproscanja u¢inkovine vidimo vpliv
pHja na hitrost nabrekanja ksantana. Zato smo preskus raztapljanja izvedli $e v puftih z
enako ionsko jakostjo (0,2 M), kjer smo opazovali le vpliv pHja na hitrost spros¢anja
ucinkovine. Opazili smo rahel trend vpliva pHja v obeh sklopih medijev, vendar razlike
glede na standardno deviacijo rezultatov niso dovolj velike, da bi ta vpliv z gotovostjo
potrdili. V istih medijih smo naredili tudi hidrogele iz ksantana in jih ovrednotili z
oscilacijsko reometrijo. Direktne korelacije med reoloSkimi lastnostmi in hitrostjo
sprosc¢anja nismo dokazali, saj je gel v preciSceni vodi po konsistenci Sibek, pa vendar
sprosca ucinkovino najpocasneje, gel v pH 1.2, ki ima najSibkejSo konsistenco pa sprosca
ucinkovino najhitreje. Iz tega lahko sklepamo, da na spro$¢anje ucinkovine poleg
konsistence gela vpliva tudi hitrost nastajanja gela ter njegova debelina. Pomembna pa je
ugotovitev, da serije ksantana med sabo reoloSko niso ekvivalentne, zato nasih rezultatov
oscilacijskih testov ne gre posplosevati za vsako serijo ksantana.

Ker direktne korelacije med reoloskimi lastnostmi nismo nasli, smo poskusili ugotoviti,
ali obstaja razlika v hitrosti omoc¢enja ogrodne tablete s posameznim medijem. Uporabljena
metoda se je izkazala za neustrezno, saj so bile znotraj enega medija razlike prevelike, da
bi lahko med seboj primerjali posamezne medije in njihov vpliv.

Zaklju¢imo lahko, da na hitrost spros¢anja ucinkovine iz ogrodnih tablet ne vpliva

primarno konsistenca gelskega plascka, temvec hitrost nastajanja gela in njegova debelina.



SEZNAM OKRAIJSAV

AFM — Atomic force microscopy, mikroskopija na atomsko silo

FDA — Food and Drug Administration, ameriska agencija za hrano in zdravila
FO — farmacevtska oblika

G' — elasti¢ni modul

G" — plasti¢ni modul

[ — ionska mo¢

LVO - linearni viskoelasti¢ni odziv

p-c. — pulvis conservans, prasek za konzerviranje

PF — pentoksifilin

Xan — ksantan



1. UVOD

1.1. Ksantan

Ksantan je visokomolekularni anionski eksopolisaharid. Izlo¢a ga po gramu negativna
bakterija Xanthomonas campestris, ki je rastlinski parazit, z namenom, da jo §¢iti pred
visoko temperaturo in vplivom svetlobe. Odkrit je bil v petdesetih letih 20. stoletja. Od
takrat ga intenzivno proucujejo zaradi njegovih pozitivnih lastnosti, zaradi katerih je
primerna zamenjava za druge naravne in sintezne vodotopne gumije (1, 2). Pridobivajo ga
s fermentacijo iz izbranega seva bakterije. Na leto ga proizvedejo 30.000 ton.
Uporablja se v:
- prehrambeni industriji kot zgoS$cevalo, stabilizator emulzij, nadomestek kalori¢ni
hrani,
- kozmetologiji pri proizvodnji zobnih past, krem,
- farmacevtski industriji kot stabilizator emulzij in suspenzij, npr. raztopine z
barijevim sulfatom za rentgensko slikanje.
FDA je ksantan leta 1969 odobrila kot dodatek hrani pod oznako E415, leta 1988 pa je bil
potrjen kot varen in sprejemljiv aditiv, katerih dnevne koliCine ni potrebno omejevati. Ne

povzroca preobcutljivosti, ne drazi koze ali o¢i (1, 2, 3).

Ksantan obstaja v obliki natrijeve, kalijeve ali kalcijeve soli. Je

bel ali rumenkasto bel sipek prasek (slika 1), dobro topen v

vroci in hladni vodi ter prakticno netopen v organskih topilih

(4). Praskast ksantan je higroskopen. Na vlagi pride ¢ez ¢as do

hidrolize acetata in ketala piruvicne kisline (1). Raztopine so

zelo viskozne Ze pri nizkih koncentracijah in so psevdoplasticni

sistemi, saj viskoznost pada z naraScajoCo strizno hitrostjo. Slika 1: PraSkast ksantan
Viskoznost je odvisna tudi od temperature priprave vzorca in temperature merjenja,
koncentracije polimera, koncentracije soli in pHja. Raztopine so stabilne v Sirokem pH

obmoc¢ju med 3 in 9. Pri pH nizjem kot 3 pride do hidrolize ketala piruvic¢ne kisline ter

acetilne skupine, pri pH vi§jem od 9 pa pride do deacetilacije (1). pKa ksantana je 3.1 (5).



Ksantan je heteropolisaharid s primarno strukturo iz pentasaharidnega fragmetna in

molsko maso v obmo&ju med 10° in 107 g/mol. Glavno verigo tvorijo z 1,4 vezjo povezane

B-D-glukozne enote, kot pri celulozi. Na vsako 2. glukozo je pripet trisaharid, sestavljen iz

2 manoz, med kateri je vrinjena glukuronska kislina (slika 2).
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Slika 2: Primarna struktura ksantana (6)
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Priblizno polovica terminalnih B-D-manoz tvori preko hidroksilnih skupin na mestu 4 in 6

ketal s piruvi¢no kislino. Neterminalna D-manoza ima lahko
na hidroksilni skupini na mestu 6 acetilno skupino. Vsebnost
acetilnih skupin in piruvata pri ksantanu variira glede na
pogoje fermentacije in glede na sev bakterije (1, 2, 6, 7).
Glukuronska kislina in piruvatna skupina dajeta ksantanu
anionski znacaj (5). Evropska farmakopeja zahteva ne man;j

kot 1,5% piruvatnih skupin, ra¢unano na suho snov (4).

Za sekundarno strukturo ksantana (konformacijo ogrodja) je
znano, da prehaja iz urejene v neurejeno obliko glede na
ionsko moc in temperaturo. V destilirani vodi je ksantan pri
25°C v neurejeni obliki. To je popolnoma iztegnjena
molekula zaradi elektrostatskih odbojev med stranskimi
verigami. Molekule se lahko priblizajo in zdruzujejo preko
vodikovih vezi ter tvorijo §ibko strukturiran material. Ce
ksantan v taki obliki segrejemo nad t.i. temperaturo »taliS¢a«

Tm (50-60°C), se molekule oddaljijo in zvijejo v nakljuc¢no
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Slika 3: 5x zavit desnosucni
heliks (6)



zvito vijacnico, kar je vidno na upadu viskoznosti (7).

Ob dodatku katerekoli soli pri 25°C pride do prehoda iz
neurejene v urejeno obliko, kjer zavzame glavna veriga
obliko vijacnice. Rentgenska praskovna analiza leta 1977 je

pokazala, da je molekula ksantana desnosu¢na 5x zavita

enojna vijacnica (sliki 3 in 4). Zaradi dodatka ionov pride
do sencenja nabojev na nabitih stranskih verigah. Te se zato iﬂiag :;ZSX( g)aVit heliks - pogled
lazje prilegajo glavni verigi in jo preko vodikovih vezi

stabilizirajo v obliko rigidne palice (2, 6, 7). V taksni urejeni obliki je prehod v neurejeno
stanje pri mnogo vis§jih temperaturah (80-100°C). Stabilizacija glavne verige s stranskimi
je razlog visoke odpornosti ksantana na kemijsko in encimsko razgradnjo (1).

Temperatura prehoda (T,,) ksantana iz urejene v neurejeno (denaturirano) obliko je odvisna
od koncentracije polimera, razmerja acetilnih in piruvatnih skupin in ionske moci raztopine
(7). Acetilne skupine stabilizirajo urejeno obliko preko povezovanja stranskih verig z
glavno z vodikovimi vezmi, med tem ko piruvatne skupine favorizirajo neurejeno obliko

ksantana, saj je elektrostatski odboj med stranskimi verigami najmanjsi, ¢e so le-te

iztegnjene stran od glavne verige (8).

Ali ima ksantan terciarno strukturo (v literaturi imenovano tudi sekundarna struktura) ali
ne, je Se vedno predmet raziskav. Ponovna rentgenska praskovna analiza leta 1980 je
podala rezultate, da je ksantan dvojna vijacnica, sestavljena iz 2 molekul ksantana.
Obstajajo dokazi razli¢nih analiznih metod, ki podpirajo teorijo enojne ali dvojne vijacnice
(7).

Po pregledu literature o ksantanu lahko ugotovimo, da obstaja ve¢ modelov terciarne
konformacije. Najbolje sprejeta je teorija o obstoju ksantana v obliki dvojne vijacnice.
Mnogi avtorji navajajo to obliko kot nativni ksantan, ki pri segrevanju in/ali nizki ionski
jakosti prehaja v neurejeno oz. denaturirano obliko in potem pri ohlajanju spet v urejeno,
renaturirano obliko (slika 5).

Prehode iz dvojne v enojno verigo razlagajo sledece: zaradi poviSanja temperature in/ali
znizanja ionske moci pride do prevlade odbojnih elektrostatskih sil med negativno nabitimi
stranskimi verigami in posledicno do denaturacije molekule. Stranske verige se ne
prilegajo ve¢ osnovni verigi, ampak segajo od nje. Dvojna vijacnica se zacne razpirati in

pri doloceni temperaturi povsem razpade (slika 5B).
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Slika 5: Terciarna oblika ksantana: A-urejena (nativna), B-neurejena (denaturirana), C-urejena
(renaturirana) (9)

To teorijo potrjujejo slike z AFM (10, 11) in rezultati masne spektroskopije. Slednji so
potrdili, da je molekulska masa denaturiranega ksantana za polovico manjSa od molekulske
mase ksantana v nativni konformaciji zaradi razpada vijacnice, sestavljene iz dveh verig
(12).

Prehod iz nativnega v denaturirano stanje je ireverzibilen (7). Ob ohlajanju oz. viSanju
ionske moci poteCe ponovna tvorba dvojne vijacnice, vendar jo tokrat tvori ena sama
molekula. Ta struktura je v primerjavi z nativno konformacijo bistveno manj popolna, saj
ostane veliko zavojev ali delov verig, ki prosto segajo z osnovne strukture (11). Taki obliki
pravimo renaturirana konformacija (slika 5C). Struktura je bila potrjena z rentgensko
difrakcijo. Druge Studije, ravno tako podprte z rezultati rentgenske difrakcije pa navajajo,
da je renaturiran ksantan v obliki enojne, desnosu¢ne vijacnice. Prehod iz denaturirane v
renaturirano obliko je reverzibilen. V renaturiranem stanju prevladujejo intramolekularne

interakcije (9).

Poimenovanje »nativni« ksantan za suh, praskast ksantan ni popolnoma primerno, glede na
to, da se povecini fermentacijsko brozgo ob izolaciji ksantana termi¢no obdela, da se unici
bakterije (80-130°C, 10-20 min) (1). Torej pride ze pri izolaciji do (vsaj delnega) prehoda
v denaturirano obliko in nazaj. Studija na ksantanu, izoliranem iz fermentacijske brozge le

z izobarjanjem in brez segrevanja je pokazala, da je nativni ksantan enojna vijacnica, ki po
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segrevanju preide v enojno neurejeno obliko, ta pa v renaturirano obliko, ki je

intramolekularna dvojna vijacnica (13).

Glede na to, da nativnega ksantana iz fermentacijske brozge ni mogoce analizirati brez
predhodnih postopkov CciS€enja, verjetno terciarna struktura ne bo nikoli dokonéno
dorecena. Kot kaze je lahko ksantan v obliki enojne ali dvojne vijacnice, ki lahko v vzorcu
obstajata istoCasno (12, 14), kar seveda otezi njegovo proucevanje. Delez ene ali druge
oblike je odvisen predvsem od postopkov ¢iS¢enja nativnega ksantana po fermentaciji (12),
pa tudi od vrste proucevanega vzorca, pogojev med fermentacijo in pogojev priprave
raztopine za raziskavo (topilo, ionska mo¢, temperatura, sonifikacija) (7). Mozno je, da je
nativni ksantan, kot ga sintetizira bakterija, v obliki enojne 5x zavite vijacnice (13), vendar
molekule tekom izolacije in suSenja med sabo interagirajo in tvorijo dvojne in celo trojne

vijacnice, ki dalje tvorijo agregate (1, 2, 10).

Prav tako je terciarna struktura verjetno odvisna tudi od koncentracije ksantana v raztopini.
Pri vi§jih koncentracijah ob segrevanju ne pride do popolnega razprtja dvojne vijacnice,
zato je manj verjetno, da se pri renaturaciji tvorijo dvojne vijac¢nice znotraj ene same
molekule in bolj verjetno, da se med sabo poveze ve¢ molekul ksantana, ki s svojimi
prepleti tvorijo strukturo gela (8). To potrjujejo rezultati raziskave, kjer so preucevali
integriteto 2% gela iz ksantana v odvisnosti od Casa segrevanja gela in v odvisnosti od
temperature, na katero so gel segreli. Ugotovili so, da je gel bolj ¢vrst, e je bil dlje Casa
segret na vi§ji temperaturi (92°C, v primerjavi s 77 in 67°C). Razlog za to je verjetno
razplet ve¢jega deleza dvojnih vijacnic, ki so se po ohlajanju ponovno vzpostavile med
sosednjimi molekulami in tvorile bolj ¢vrsto gelsko resetko (15). Do podobnih ugotovitev
so prisli tudi Fujiwara in sodelavci, ki so 2% gel dlje Casa segrevali na 40°C in ga potem 1
dan pustili na 5°C v hladilniku. Cvrstost je narai¢ala s ¢asom segrevanja (16).

Prehod denaturirane oblike v intramolekularno dvojno vijacnico je bolj verjeten pri nizjih
koncentracijah, ko molekule niso dovolj blizu, da bi interagirale med sabo in tvorile dvojni

heliks (11).

Po podrobnem pregledu literature lahko ugotovimo, da je struktura ksantana zelo

kompleksna in Se zdale¢ ni povsem raziskana.
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1.2. Hidrogeli

Hidrogeli so tridimenzionalne hidrofilne mreze polimerov, sposobne nabrekanja v vodi in
bioloskih tekoc¢inah. V nabreklem stanju vsebujejo veliko tekoCine. Prednosti hidrogelov
kot biomaterialov so v njihovi podobnosti z zivim tkivom: visoka vsebnost vode,
elasticnost in mehka konsistenca ter nizka medpovrSinska napetost z vodo in bioloskimi
teko¢inami.

Na strukturo gela vpliva ve¢ dejavnikov. NajpomembnejSi sta narava monomerov ter
posledicno kemizem polimera, struktura in morfologija nastale mreze (gostota
premrezenosti ...), lahko pa nanjo vplivajo tudi dejavniki okolja kot so pH, ionska moc in
temperatura (17). Zaradi prisotne kemijske ali fizikalne premrezenosti polimernih molekul
jih opisujemo kot netopne. Fizikalna premreZenja so lahko prepleti, kristalna podrocja ali
Sibke asociacijske povezave preko Van der Waalsovih sil ali vodikovih vezi. Premrezenost
je kljucna za strukturo in fizikalno integriteto hidrogela.

Voda, ki je ujeta v hidrogelski reSetki, je lahko vezana (na hidrofilne skupine polimera) ali
prosta (vsrkana v hidrogel zaradi osmozne sile). Za raztapljanje zdravilne u¢inkovine in

njeno difuzijo skozi gel je bistva prosta voda (18).

Prazne prostore v hidrogelih je mozno napolniti z u¢inkovino in jih aplicirati npr. bukalno,
nazalno, vaginalno pa tudi subkutano ali v bliZino tar¢e preko kirurSke vstavitve (17). Prav
tako pa lahko doseZemo podaljSano spros€anje iz ogrodnih tablet, ¢e uporabimo kot
pomozno snov tako snov, ki tvori hidrogel. V primeru nasSih ogrodnih tablet pride zaradi
nabrekanja ksantana do tvorbe hidrogelske plasti, ki predstavlja bariero za difuzijo

ucinkovine in s tem nadzira spros¢anje le-te iz tablete (5).

Raztopine ksantana so hidrogeli v SirSem pomenu besede, saj niso kemijsko premrezeni.
Literatura jih poimenuje tudi »weak-gel« oz. Sibek gel (6). Ob stiku z vodnim medijem
pronica tekoc¢ina v praSkaste delce ksantana. Molekule ksantana se zacnejo razpletati iz
urejene dvojnovijacne oblike in tvoriti vodikove vezi z vodnimi molekulami. Prav tako
pride do prepletov med verigami ksantana in tvorbe intermolekularnih povezav s
sosednjimi verigami (5).

V literaturi obstajata dva modela strukture hidrogela iz ksantana. Slika 6 ponazarja

strukturo Sibkega gela iz molekul ksantana, ki nastane zaradi vodikovih in Van der
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Waalsovih vezi med urejenimi regijami posameznih molekul (6). Pod vplivom striga se

posamezne molekule ksantana orientirajo v smeri delovanja strizne sile, kar ima za rezultat

e

povezave iz urejenih
delov

N

upad viskoznosti (psevdoplasticni sistem).

neurejens
nhlika

struktura ibkega gela

lokalne urejens
ubliky

Slika 6: Asociacije lokalno urejenih delov molekul ksantana v strukturo Sibkega gela (6)

Druga razlaga za strukturo hidrogela iz ksantana pa je narejena na podlagi AFM raziskav,
ki so pokazale, da so raztopine ksantana zgrajene iz takoimenovanih mikrogelov. To so
agregati veCih molekul ksantana, ki med sabo tvorijo premreZenja v obliki dvojnih vija¢nic

(10, 19).
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Slika 7: Nabrekanje, razvijanje dvojnih vija¢nic in zvijanje novih med drugimi verigami (povzeto po
19)

Prepoenostavljeno je obravnavati raztopine komercialno dostopnega ksantana kot

molekulske disperzije dvojnih vijacnic ali neurejenih vijacnic. Prava struktura hidrogela je
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verjetno nekje vmes med sliko 6 in 7. Delez dvojnih vijacnic je odvisen od postopka
priprave gela (segrevanje nad Tm povzro¢i razpiranje dvojne vijacnice, ohlajanje
vzpostavitev novih) in ionske moci raztopine (vec soli favorizira dvojno vijacnico). Da
tvorijo gelsko resetko tudi premrezenja iz dvojnih vijacnic, potrjujejo raziskave, kjer je bil
gel iz ksantana, ki je bil segret in nato ohlajen, bolj ¢vrst kot gel, ki ni bil termi¢no obdelan

(15, 20).

1.3. Farmacevtske oblike s prirejenim sproscanjem

Farmacevtska oblika (FO) s prirejenim sproS¢anjem je tista, pri kateri se hitrost ali mesto
spros¢anja zdravilne u¢inkovine (ali zdravilnih uc¢inkovin) razlikujeta od hitrosti ali mesta
spros¢anja pri farmacevtski obliki z neprirejenim spros¢anjem, ki jo apliciramo po isti poti.
Prirejeno sproS¢anje omogoca posebna sestava ali posebna farmacevtska oblika ali poseben
postopek izdelave.

Farmacevtske oblike s prirejenim sproS¢anjem vkljuujejo farmacevtske oblike s

podaljSanim, z zakasnelim in s pulzirajo¢im spros¢anjem (21).

Razloga za razvoj FO s prirejenim sproSCanjem sta povecati terapevtsko ucinkovitost in

sprejemljivost za bolnika.

1.3.1. Podaljsano sproscanje iz hidrofilnih ogrodnih tablet

Farmacevtska oblika s podaljSanim spros¢anjem je tista, ki poCasneje sprosca zdravilno
ucinkovino (zdravilne u¢inkovine) kot farmacevtska oblika z neprirejenim spros¢anjem, ki
jo apliciramo po isti poti. PodaljSano spros¢anje omogoca posebna sestava ali posebna

farmacevtska oblika ali poseben postopek izdelave (21).

Tekom zadnjih let je bilo veliko pozornosti namenjene formulacijam, ki bi sproscale
ucinkovino z nadzorovano hitrostjo, skozi daljsi ¢as. Cilji oblikovanja takih FO so:

- zmanjS$ati pogostost odmerjanja in tako poveca sprejemljivost s strani bolnikov,

- povecati uCinkovitost zdravilne u¢inkovine z zadrzevanjem farmacevtske oblike na

mestu delovanja,
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- znizati odmerke in hkrati vzdrzevati optimalno koncentracijo u€inkovine v plazmi,
ter na tak nacin zmanjSati nezelene ucinke, ki so povezani z nihanjem plazemskih

koncentracij »klasi¢nih« FO (22, 23).

1.3.2. Nabrekanje hidrofilnih ogrodnih tablet

Velika vec¢ina FO s podaljSanim spros¢anjem je ogrodnih tablet, sestavljenih iz
hidrofilnega polimera, ki v stiku z vodnim medijem tvori gel, in praskaste u€inkovine. Gel,
ki nastane ob nabrekanju polimera, je difuzijska bariera za spros¢anje uc¢inkovine. Prednost
hidrofilnih ogrodnih tablet je enostavnost njihove izdelave (direktno tabletiranje praskaste
zmesi) in njihova varnost, saj obstaja zelo majhna verjetnost, da bi taka tableta sprostila

ves odmerek naenkrat (ti. dose dumping) (22, 23).

Voda ali telesne tekocine hidratirajo hidrofilno ogrodno tableto, ki vsebuje ucinkovino.
Okoli suhega tabletnega jedra se tvori hidrogelski ovoj. Sproscanje ucinkovine je
kompleksen proces, na katerega vpliva pretezno gelski ovoj. Njegova struktura je odvisna

od medija sproscanja, tipa polimera, povrSine FO in termodinamskih parametrov (24).

Na zacetku predstavlja osrednji del ogrodne tablete rezervoar ucinkovine. Polimer je v
steklasti obliki, saj je pod temperaturo steklastega prehoda T,. Ko voda prodira v tableto,
se polimerne verige hidratirajo in z veCanjem deleza vode se temperatura steklastega
prehoda zniza, tako da polimer preide v elasti¢no stanje. Nastaja elasti¢ni hidrogel.
Plasti, ki nastanejo znotraj ogrodne tablete tekom hidratacije, so pomembne za
nadzorovano spros¢anje ucinkovine (slika 8). Plasti lo¢ijo med sabo:

- meja nabrekanja, ki se nahaja med suhim polimerom in gelom,

- meja difuzije med neraztopljeno in raztopljeno ucinkovino v gelu in

- meja erozije, ki se nahaja med ogrodjem in medijem za raztapljanje (slika 8).

Na zacetku hidratacije ogrodne tablete se meja nabrekanja pomika proti sredini tablete,
meja erozije in difuzije pa stran od sredine. Po doloCenem cCasu se vzpostavi ravnotezje
med nabrekanjem in erozijo. Erozija je proces odplavljanja polimernih verig s povrSine
tablete. Ko je tableta v celoti omocena, steklasto jedro izgine in z njim tudi meja
nabrekanja. Meja erozije in difuzije se pomikata proti sredini tablete, dokler tableta ne

izgine.
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Debelina gelskega sloja, ki predstavlja bariero za spro$¢anje ucinkovine, je odvisna od
penetracije vode, relaksacije verig polimera in erozije. Na zacetku prevladuje penetracija
vode, ki povzro¢i nabrekanje polimera, nato se nabrekanje s ¢asom upocasni, saj postane
vodna penetracija zaradi povecane difuzijske razdalje manjSa. Pridemo v fazo ravnotezja,
kjer sta hitrost vodne penetracije in relaksacija polimernih verig podobni. V tej fazi je
debelina gelske plasti konstantna. V nadaljevanju prevladuje erozija, zato se debelina

gelske plasti manjsa.

Spros€anje ucinkovine (slika 8 in 9) iz ogrodnih tablet je odvisno od lastnosti nastalega
gelskega sloja — debelina, struktura in morfologija gela, od lastnosti u€inkovine — velikost,
hidrofilnost, lipofilnost, topnost..., interakcij med raztapljanjem in difuzijo uc¢inkovine ter
od erozije. Hidrofilne zdravilne uc¢inkovine, ki so vgrajene v ogrodne tablete, se v glavnem

sproscajo z difuzijo, lipofilne pa z erozijo.

natvekajoca
stekbastl poliimer Tranta
oy I 111 T |
i it Terelon e

I = plasl I H

oty e I n i i

F el i ! H
i erodlei o H £

i firintu - _.‘.""

crmtiraguiin plast
A B Inta C 1}

Slika 8: Shematski enodimenzionalni prikaz procesa difuzije vode v tableto in raztapljanja

polimernega ogrodja tablete.

A — zaCetna debelina tablete I;

B — zacetni proces nabrekanja, kjer na meji med polimerom in topilom nastaja elasti¢ni hidrogel (h), znotraj katerega lo¢imo
nabrekajoco (n) in erodirajoco (e) plast, v jedru tablete pa je Se prisoten steklasti polimer (p). Med plastmi lo¢imo tri fronte: nabrekajoca
fronta (nf), difuzijska fronta (df) in erodirajoca fronta (ef). Nabrekajoca plast se pomika proti notranjosti tablete, steklasti polimer pa
izgineva.

C — Zacetek procesa raztapljanja ogrodja, kjer se steklasta plast polimera in nabrekajoca plast manjsata. Zaradi erozije se tabletno
ogrodje manjsa.

D — po dolo¢enem ¢asu je vidna Se samo tanka nabrekajoca plast in debelejsa erodirajoca. Postopoma polimerno ogrodje v celoti erodira
(22).

Ker je na zacetku za tvorbo gelske plasti potreben dolocen cas, je na zacetku sproscanje
ucinkovine hitrejSe kot kasneje, ko je Ze prisoten gelski plaS¢, ki ovira nadaljnje
sproscanje. Nato se polimerne molekule na povrSini hidratirajo, zato se zacnejo relaksirati
in s tem je olajSano sproscanje ucinkovine. Topilo prehaja proti jedru tablete in tudi v
notranjosti se tvori gelski sloj. V tej fazi je debelina gelske plasti konstantna, saj je

nastajanje v ravnotezju z odplavljanjem in tudi spro§¢anje uc¢inkovine je konstantno. Ko je
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celotna tableta hidratirana, prevladuje erozija, zato je sproScanje u¢inkovine pospeseno (22,

23, 24).
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Slika 9: Fronte pri nabrekanju in koncentracijski gradient u¢inkovine (22)

Glede na njegove lastnosti bi lahko bil ksantan ustrezna pomozna snov za farmacevtske
oblike s podaljSanim sproscanjem. Je biokompatibilen, relativno hitro nabreka in tvori
dokaj ¢vrst gel. Ze majhne koli¢ine ksantana samega ali v kombinaciji z galaktomananom
signifikantno upocasnijo spros¢anje ucinkovine iz tablete, kar bi omogocilo formulacijo
farmacevtske oblike z velikim odmerkom ucinkovine brez prevelikega vpliva na maso FO
zaradi dodatka ksantana.

Ksantan se je pokazal kot ustrezna pomozna snov tudi pri Studijah in vivo, saj zagotavlja
konstantne plazemske koncentracije u¢inkovine, zato je zanimiv s staliS¢a ekonomske in
terapevtske prednosti. Tekom raztapljanja pride ob stiku z medijem prakti¢no takoj do
tvorbe gelskega sloja, ki je dovolj mocan, da prepreCi prehiter razpad tablete in
takoimenovan "burst efekt" in signifikantno upocasni sproscanje u€inkovine iz tablete za

daljii &as (5).

1.4. Reologija

Reologija je veda, ki proucuje deformacije in tok snovi. Omogoca ovrednotenje mehanskih
lastnosti predvsem teko€in in poltrdnih snovi, pa tudi trdnih snovi. Pomaga razjasniti
notranjo strukturo snovi, kar je pomembno tudi v farmaciji. S poznavanjem reoloskih
lastnosti snovi lahko npr. sledimo razliénim kemijskim reakcijam, razlagamo lahko

razli¢ne pojave koloidnih sistemov, vrednotimo kvaliteto vstopnih surovin in produktov pri
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industrijskih procesih, interpretiramo in kontroliramo laboratorijske poskuse, kontroliramo
delovanje proizvodnih naprav in drugo.

Ime je grSkega izvora: beseda rheos pomeni tok, logos pa vedo (25, 26, 27).

Vse vrste striznega obnasanja snovi, ki jih lahko opisujemo z reologijo, lahko gledamo kot
da so med dvema ekstremoma: tok idealno viskoznih tekoc¢in na eni in deformacija idealno
elasti¢nih trdnih snovi na drugi strani. Obnasanje vseh realnih snovi temelji na kombinaciji

obojega — viskoznega in elasticnega dela, zato se imenujejo viskoelasti¢ne snovi (25).

Reometrija je merilna tehnika, s katero pridobivamo reoloske podatke. Lastnosti trdnih
snovi in tekocin lahko proucujemo z rotacijskimi testi, viskoelasti¢ne lastnosti snovi pa se

vrednoti s testi lezenja in obnove in oscilatornimi testi (25).

1.4.1. Idealno viskozne tekocine

Osnovne reoloSke parametre idealno viskoznih tekocin lahko predstavimo s pomocjo
enostavnega modela. Med dvema vzporednima plo$¢ama s povrsino S [m?] in medsebojno
razdaljo 4 [m] je preiskovana tekoc¢ina. Spodnja plos¢a miruje, zgornjo pa premikamo z
doloceno silo F [N] in hitrostjo v [m/s] (27). Predpostavimo, da se vzorec adherira na obe
plosci in ne zdrsava in da je tok laminaren (25).

Pri laminarnem toku, ki nastane zaradi delovanja sile F, se posamezne tekoCinske plasti
gibljejo z razli¢nimi hitrostmi. To pomeni, da se plast, ki je od zgornje odmaknjena za dx,
giblje s hitrostjo, ki je za dv manjsa od zgornje (26, 27).

——— hitrosty ——
gibljiva ploita gibljiva plogca

/ povriina S

mirujoca plodéa

Slika 10: Model za razlago osnovnih reoloskih parametrov (27).

Definiramo:

- strizna deformacija 7y (strig, shear strain)
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Sila, ki deluje v smeri ploskve, je strizna sila. Odgovorna je za spremembo oblike telesa.
Delovanje strizne sile povzro¢i dolo¢en premik plasti, kar opiSemo s strizno deformacijo

(y, brez enote):

y = & y - premik, X - vi§ina oz. debelina 1/

dx

Po prenehanju delovanja mehanske sile se lahko atomi oz. molekule vrnejo v prvotni
polozaj. V tem primeru govorimo o prozni ali elasticni deformaciji, ki pomeni razteg
kemijskih vezi med atomi. Ce pa se atomi med obremenjevanjem preve¢ odmaknejo in se
niso sposobni vrniti na prvotno mesto, ali ¢e pride do njihovega preurejanja, in se zaradi
tega prekinejo kemijske vezi, gre za plasticno oz. trajno deformacijo. Vrsta deformacije je

tako odvisna od zgradbe sistema ter od velikosti in trajanja deformacije (27).

- strizna napetost 1 (shear stress)
Je kvocient strizne sile F in povrSine S.
F
T :E [Pa=N-m’] 12/

- strizna hitrost » (D) (shear rate)
Je mera tekocinske deformacije oz. kvocient med diferencialom hitrosti in razmikom med
sosednjima tekocinskima plastema.

* dv v
=—=— [s"] /3/
TS h
Ce imamo idealno viskozno teko¢ino, laminaren tok in je vzorec adheriran na obe ploséi, je

dv konstanta, saj se v(h) zmanjSuje linearno. Ob predpostavki, da imajo vse plasti tekocCine

enako debelino dx, je 7/ konstanta ¢ez celo debelino vzorca £ (25).

- viskoznost 1 (viscosity)

Razli¢ni deli tekoCine se v sploSnem gibljejo z razli€nimi hitrostmi, kar pomeni, da se
sosednje tekoCinske plasti gibljejo relativno druga glede na drugo. Zaradi tega se med
njimi izrazi t.i. notranje trenje ali viskoznost, ki je tem vecje, ¢im vecja je razlika hitrosti

sosednjih plasti, to je ¢im bolj se hitrost tekocine spreminja s krajem. Notranjega trenja ni,
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¢e je hitrostno polje homogeno — ¢e se vsak tekocinski delec giblje enako hitro in v enaki
smeri.

Viskoznost je posledica medmolekularnih sil, s katerimi molekule iz ene plasti uc¢inkujejo
na molekule iz sosednje plasti, ter posledica preskakovanja molekul iz hitrejSe plasti v
pocasnejso in obratno. Oboje skupaj povzroca, da hitrejSa plast vleCe pocasnejSo s seboj z
viskozno silo F, obenem pa pocasnejsa plast zadrzuje hitrejSo z enako veliko silo (28).
Loc¢imo (27):

- dinamicno viskoznost, ki je sorazmernostni faktor med strizno napetostjo in strizno

hitrostjo in predstavlja notranjo upornost tekocin pri pretakanju. Opisuje jo Newtonov

zakon:
%:n.%:f:r].;/ [Pa-s] 14/

- kinematicno viskoznost, ki je kvocient med dinamicno viskoznostjo in gostoto sistema pri
to¢no doloc¢eni temperaturi:

v =21 [m¥s] /5/
P

1.4.2. Idealno elasticne snovi (idealno trdno telo)

Idealno elasti¢ne snovi se pod vplivom striznih sil deformirajo elasti¢no. Njihov odziv na
deformacijo lahko ponazorimo z odzivom vzmeti: ob deformaciji se v snovi shrani z
deformacijo vnesena energija, ki omogoca popolno obnovo telesa po prenehanju delovanja

striznih sil (26).

Tudi tukaj za definicijo osnovnih pojmov uporabimo model dveh vzporednih plos¢, enako
kot pri idealno viskoznih tekocinah.

- strizna deformacija 7y (strig, shear strain)

u h’ff .
e EELiETEATLLL

Slika 11: StriZzna deformacija snovi na modelu dveh vzporednih plos¢ (25).
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Strizna sila deformira snov iz prvotne lege za kot ¢ (slika 11). Strizna deformacija je tako
definirana z:

;/:%ztangoz(p /6/

- strizna hitrost » (D) (shear rate)

Strizna hitrost v primeru poltrdnih in trdnih sistemov » je obravnavana kot odvod

deformacije dy po casu dt (25, 27).

: a}/ -1
=27 g /7/

- strizni modul G (shear modulus)
Pri elasticnem obnaSanju je strizna mehanska napetost v linearni zvezi z deformacijo. To
pomeni, da ob razbremenitvi napetost v snovi popusti in deformacija se sorazmerno

zmanjsa. To zvezo opisuje Hookov zakon:
r:§:G~¢:>G-7/ /8/

@ - kot zasuka (za majhne kote je p =tgp=17)

G - strizni modul (merilo odpornosti oz. rigidnosti telesa proti spremembi oblike).

napatost
1
1
~

obirmae velavnast
Hockoveon zakona
-

defermacim

Slika 12: Odvisnost striZne napetosti od velikosti deformacije — Hookov zakon (28).

Hookov zakon velja le v tistem obmocju, ko je mehanska napetost premosorazmerna z
deformacijo (slika 12). Ko pa majhno povecanje zunanje sile povzroc¢i relativno veliko

deformacijo, ne pa tudi napetosti, smo ze v obmocju plasticne deformacije (27).
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1.4.3. Viskoelasticne snovi

To so snovi, ki se obnaSajo viskozno in elasti¢no hkrati. Viskozna komponenta sledi
Newtonovemu zakonu (/4/), elasticna pa Hookovemu (/8/). Viskoelasticne tekocCine se
obnasajo drugacCe kot viskoelasti¢ne trdne snovi, oboje pa imajo zakasnjen odziv na

deformacijo in zakasnjen odziv na prenehanje deformacije (25).

Viskoelasticne tekocine

Zanje velja Maxwellov mehanski model, ki je sestavljen iz zaporedno vezane duSilke
s (predstavlja viskoznostno komponentno) in vzmeti
j:;\'::‘[::‘i::%}"" 1 (elasticna komponenta) (slika 13). V zacetku sta obe
| ) komponenti nedeformirani (slika 13, 1). Nato se na
ﬂ;ﬁi'::\-:iii\:'3"'\._;:1""\;:*-" 2a zacetku delovanja sile deformira le vzmet (slika 13,

2a), ob nadaljnem delovanju sile se pricne premikati

-—-\’\\;X\GF 2 tydi bat v dusilki — vzorec se deformira do dologene

stopnje glede na velikost sile (slika 13, 2b). Ko sila

Tﬂl:%ﬁ::"j‘l::%::x}“ 3 preneha delovati, se vzmet vrne v prvotno lego,

ol

dusilka pa ne, vzorec ostane delno deformiran (slika
Slika 13: Obnasanje viskoelasti¢nih
teko&in ob deformaciji (25). 13, 3) (25). Strizna napetost v obeh elementih je
enaka celotni na sistem delujocCi strizni napetosti, deformacija celotnega sistema pa je

enaka vsoti deformacij obeh komponent (26).

Viskoelasti¢ne trdne snovi

Predstaviti se jih da s Kelvin-Voigtovim mehanskim modelom, kjer sta

dusilka in vzmet vezani vzporedno (slika 14). Deformacija dusilke je v
tem primeru enaka deformaciji vzmeti, med tem ko je napetost, ki

deluje na sistem, porazdeljena enakomerno po obeh (26). Na zacetku

sta obe komponenti nedeformirani (slika 14, 1). Ob delovanju sile
dusilka upocasnjuje raztezanje vzmeti (slika 14, 2). Ko sila preneha

delovati, se sistem po dolo¢enem c¢asu vrne v zacetni polozaj (dusSilka

upocasnjuje kréenje vzmeti) (slika 14, 3) (25).

Slika 14: Obnasanje viskoelasti¢nih
trdnih snovi ob deformaciji (25).
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1.4.4. Merjenje viskoelasticnih lastnosti sistemov

Z reometrijo merimo in kasneje vrednotimo reoloske parametre. Poznamo vec¢ razli¢nih
metod in naprav, s katerimi lahko merjene sisteme ocenimo. Za dolocanje viskoznosti
tekoCin lahko uporabljamo enostavne viskozimetre npr. pretocne, kroglicne, pri bolj
konsistentnih sistemih pa za opredelitev viskoznosti oziroma viskoelasticnih lastnosti

uporabljamo rotacijske in oscilacijske viskozimetre (25, 26).

Dinamicni — oscilatorni testi

Oscilatorno testiranje z dovolj majhno amplitudo deformacije omogoc¢a dolo¢anje viskozne
in elastiéne komponente viskoelastiéne snovi pri nedestruktivnih striznih pogojih. Pri
meritvi se strizna deformacija s Casom spreminja sinusno z doloceno frekvenco in
amplitudo. Kot posledica ¢asovno odvisne deformacije se bo v snovi vzpostavila ¢asovno
odvisna napetost, ki se prav tako sinusno spreminja, vendar je glede na deformacijo
zamaknjena za dolocen fazni zamik.

Glede na nacin izvajanja meritev poznamo dve osnovni merilni tehniki, ki se razlikujeta
glede na nastavljene in merjene parametre pri oscilaciji. Pri reometrih z nastavljivo strizno
hitrostjo (in deformacijo) je nastavljena koli¢ina deformacija, merimo pa odgovarjajo¢o
strizno napetost. Pri reometrih z nastavljivo strizno napetostjo pa merimo odgovarjajoco
deformacijo (26).

Tudi oscilatorne teste razlagamo z modelom dveh vzporednih plosc, kjer spodnja miruje,

zgornja pa je pripeta na obod vrtecega se kolesa in niha levo-desno.

Za idealno elasti¢no snov velja Hookov zakon:
() =G -y(1t) /9/
G je kompleksni strizni modul [Pa], ki je merilo odpornosti proti spremembi oblike, 7(2) je

¢asovno odvisna strizna napetost, y(z) pa Casovno odvisna deformacija (26).

Ker je G =11/ y(¢) = konst., sta obe sinusni krivulji v fazi, med njima ni faznega zamika
(slika 15). Strizna deformacija se s Casom spreminja po enacbi:

y(t)=y,-sinwt /10/

. . d . . .. o
inkerje y = 77/, se strizna hitrost spreminja po enacbi:
t
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}./(t)=7/A~a)-cosa)t /11/

Rl o # I

Slika 15: Sinusni in kosinusna krivulja ¢asovno odvisnih funkcij striZzne napetosti 7(z), strizne

deformacije y(?) in striZzne hitrosti (1) za idealno elasti¢no snov (25).

Za idealno viskozno snov velja Newtonov zakon:
) =1 (0) N2/

71* predstavlja kompleksno viskoznost [Pa-s]. Ker je 71* =1() / 7./(t)= konst., je strizna

napetost vedno v fazi s strizno hitrostjo (slika 16).

Ce vsilimo vzorcu sinusno spreminjajodo deformacijo y(#), sta z(¢) in y(¢) kosinusni

krivulji, fazni zamik je torej & = 90° (oz. 7/2 v radianih) (25).

RN

LN i

Slika 16: Sinusna in kosinusni krivulji ¢asovno odvisnih funkcij striZne napetosti 7(?), strizne

deformacije p(?) in strizne hitrosti ¥ (z) za idealno viskozno snov (25).
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V primeru realnega viskoelasticnega sistema je kot faznega zamika 0° <6 <90°. Odziv
realne viskoelasticne snovi pri oscilacijskem testu na vsiljeno sinusno nihanje strizne
deformacije, je nihanje strizne napetosti z enako frekvenco, druga¢no amplitudo in

zamaknjeno za fazni zamik 6 (slika 17) (26).

Slika 17: Funkcija nastavljene striZzne deformacije y(?) in rezultirajoca funkcija strizne napetosti 7(2), ki
ima enako frekvenco in fazni zamik 6 (25).

Pri testih z nastavljivo strizno deformacijo se ta spreminja po enacbi: y(t)=y,-sinat,
rezultat meritve pa je funkcija strizne napetosti z(¢) =7, -sin(@f + 9). /13/
Pri testih z nastavljivo striZzno napetostjo se ta spreminja po enacbi: 7(¢) =7, -sin at,

rezultat meritve pa je strizna deformacija y(¢) =y, -sin(awt + 0) (25).

Definicije pojmov pri oscilacijskih meritvah

Kompleksni strizni modul G* je vektorska vsota 2 komponent: elasticnega in plasticnega
modula (slika 18, enacba /13/).

- Elasti¢ni modul ali modul shranjene energije (G', storage modulus, [Pa]) je merilo
elasticnega obnaSanja sistema in karakterizira njegovo upiranje preoblikovanju. Podaja
informacijo o shranjeni energiji med obremenitvijo vzorca, ki je po obremenitvi v celoti na
razpolago za vzpostavitev prvotne oblike vzorca.

- Viskozni modul ali modul energijskih izgub ali plasti¢ni modul (G'', loss modulus, [Pa])
opisuje viskozno obnaSanje sistema. Predstavlja tisto energijo, ki se med procesom
deformacije ne ohrani. Del energije se porabi za preoblikovanje notranje strukture vzorca,
del pa se izgubi v obliki toplote, nastale zaradi trenja med molekulami oz. delci v snovi.

- Faktor izgube (tgd, loss factor, damping factor, [brez enote]) je kvocient med viskoznim
in elasticnim modulom (enacha /14/). Predstavlja razmerje med oddano in shranjeno

energijo oz. razmerje med viskoznim in elasti¢nim delom vzorca (25, 26).
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Im &

G| =@ +(G"Y /14
tg5=G"/G' /15/

Slika 18: Vektorski diagram G’, G"' in
njune vsote G* (25).

G'in G" lahko izpeljemo iz enacb (26):

y(t)=y,-sinwt /10/
(t)=17,-sin(wt +9) /13/
=G y(t)=>G =1,/y, /9/

Z upostevanjem trigonometri¢nih funkcij dobimo iz enacb /10/in /13/:

7(t) =1, -[coso -sin(wt) +sinJ - cos(art)] /16/
Sinusni del funkcije predstavlja elastiéno komponento, kosinusni del pa viskozno
komponento viskoelasti¢nega odziva. Ce vpeljemo $e enacbo /9/, dobimo:

(t)=G -y,-cosd -sin(wt)+G -y, -sind-cos(at) =y, -[G -sin(at) + G" - cos(art)]

17/
Pri tem smo definirali frekven¢no odvisni funkciji:
- elasti¢ni modul, ki je v fazi z vsiljeno deformacijo
G =(zr,/y,) cosd /18/
- viskozni modul, ki je iz faze z vsiljeno deformacijo
G"=(z,/y,) sin8 /19/

V primeru, ko sta deformacija in hitrost deformacije dovolj majhni, lahko zveze med

strizno napetostjo in deformacijo zapiSemo s pomocjo linearnih diferencialnih enacb s

konstantnimi koeficienti, ki predstavljajo zapis linearnega viskoelasticnega obmocja. V

nasprotnem primeru, ko so deformacije dovolj velike tj. v obmocju nelinearne

viskoelasti¢nosti, so konstitutivne enacbe precej bolj kompleksne, zato meritve vedno

poskuSamo izvajati v linearnem viskoelasticnem obmocju.
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Ko dolo¢imo meje linearnega viskoelasti¢nega odziva, lahko na osnovi enacb izracunamo
vrednosti dinami¢nih koli¢in. Elasti¢ni in viskozni modul sta sinusna (enacba /19/) in

kosinusna (enacba /18/) funkcija faznega zamika 0.

Meritve izvajamo v obmocju deformacij ali amplitud strizne napetosti, ki zagotavljajo
linearen viskoelasti¢en odziv pri razliénih frekvencah oscilacije. Na ta nacin dolo¢imo
frekvenéno odvisnost dinamicnih koli¢in v pogojih, ko se struktura testirane snovi ne
podira (nedestruktivni pogoji). Iz tako dobljenih mehanskih spektrov je mozno sklepati na
tip mikrostrukture, jakost vezi med strukturnimi elementi, stopnjo geliranosti,

premrezenost polimerov ipd. (29).
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge bo ugotoviti, ali obstaja korelacija med hitrostjo sproscanja
ucinkovine iz ogrodnih tablet iz ksantana pri razlicnih pHjih, razli¢nih ionskih moceh in
strukturo gelske plasti v teh pufrih. Vemo namrec, da je za hitrost sproSc¢anja iz ogrodnih

tablet odgovorna struktura hidrogela, ki nastane ob stiku ksantana z vodnim medijem.

Najprej bomo stisnili 500 mg ogrodne tablete iz ksantana, v katere bomo vgradili 100 mg
pentoksifilina kot modelno u¢inkovino. Na teh tabletah bomo izvedli preskus raztapljanja
in dolocili hitrost spros¢anja modelne ucinkovine v precis€eni vodi in pri pHjih 1.2, 3.0,
4.5 in 7.0. Ker je ksantan anionski polimer, na strukturo hidrogela vplivata pH in ionska
mo¢. PoskuSali bomo ugotoviti, v kolik§ni meri na hitrost spros¢anja vpliva pH in v

kolik$ni meri ionska mo¢.

Nato bomo izdelali 1%, 2% in 4% hidrogele iz ksantana v istih medijih kot smo dolocali
hitrost spro§¢anja in jim z metodo oscilacijske reometrije izmerili viskoelasti¢ne lastnosti.
Zanimalo nas bo, ali obstajajo razlike v ¢vrstosti gela v odvisnosti od koncentracije, saj
ima ogrodna tableta v svojem gelskem plas¢ku glede na oddaljenost od jedra razlicno
koncentracijo polimera. Tako je koncentracija ksantana v erozijski coni najnizja, vi§ja je v

difuzijski coni in najvi§ja v obmocju nabrekanja suhega polimera.

S pomocjo merjenja kontaktnega kota bomo poskusili ovrednotiti hitrost omocenja tablet iz

ksantana z razli¢nimi medjiji.
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3. EKSPERIMENTALNO DELO

3.1. Materiali

e Ksantan — Sigma-Aldrich, USA; CAS 11138-66-2, seriji #108K0038 in #056K 0007

e Pentoksifilin — Krka, Batch no. 91H1070, 22.10.91

e NaCl: Merck KGaA, Nemcija; 1.06404.1000

e  KH,PO,: Merck KGaA, Nemcija; A917973 824

e NaOH (1 M): Merck KGaA, Nemcija; B0475998 020

e HCI (1 M): Merck KGaA, Nem¢ija;

e Ortofosforna kislina: Merck KGaA, Nemcija;

e KOH: Merck KGaA, Nemcija;

e Pulvis conservans: Galenski laboratorij Lekarna Ljubljana, (metilparahidroksibenzoat 66,66
g, propilparahidroksibenzoat 33,33 g)

e PreciScena voda — pripravljena na Fakulteti za farmacijo

3.2. Aparature

e Elektronska tehtnica Mettler Toledo AG245, Svica, 2000

o UV-VIS spektrofotometer Hewlett Packard 8453, USA

e Sistem za preskuSanje sproscanja z vesli (USP 2), VK 7000, VanKel New Jersey, ZDA in
avtomatski vzoréevalnik VK 8000, VanKel New Jersey, ZDA

e Hidravli¢na tabletirka na udarec IMA Killian SP300

e Roc¢na hidravli¢na stiskalnica za stiskanje praskov v plos¢ice Graseby Specac, Velika
Britanija

e Naprava za merjenje sticnega kota Drop Shape Analysis System DSA 100 Contact Angle
Meter KRUSS, Nemcija

e Magnetno mesalo KIKA — WERKE RO 15 Power

e Hladilnik Gorenje, 4°C, tip HZ0S3566, model RK6357E

e Ultrazvo¢na kadicka PIO SONIS 4, Iskra

e Naprava za dolocanje trdnosti tablet Tablet hardness tester VK 200, Vanderkamp ZDA

e Naprava za merjenje pH raztopin pH METER Mettler Toledo MA235, Svica

e Reometer z nastavljivo strizno napetostjo Anton Paar Physica MCR 301, senzorski sistem

stozec-plos¢a CP50-2
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3.3. Postopki in metode

3.3.1. Izdelava tablet za vrednotenje hitrosti sproscanja
Izdelali smo 3 serije (april 2010, februar 2011 in april 2011) 500 mg tablet s vsebnostjo
100 mg pentoksifilina kot modelne uc¢inkovine.

Najprej smo s ksantanom zapolnili pore v pateni. Tabletirno maso
smo pripravili tako, da smo posebej zatehtali ustrezno maso ksantana
in pentoksifilina in ju po pravilu rasto¢ih mas zmesali v homogeno
zZmes.

Tabletirno zmes smo v celoti raztehtali na m = 500 mg ter vsako

maso posebej stresli v odprtino tabletirke. Tablete smo stisnili ’
polavtomatsko (slika 19). Velikost pecatov je bila 12 mm in legi Slika 19: Zgornji pecat
tabletirke in izvrZena
pecatov tableta
- zgornji pecat: 156 mm

- spodnji pecat: 170 mm.

3.3.2. Priprava medijev za preskus raztapljanja in izdelavo hidrogelov iz ksantana
Medije smo pripravili tako, da smo odpipetirali ustrezen volumen HCI ali zatehtali
ustrezno maso soli in dodali precis¢eno vodo do oznake v bucki (tabela I). pH smo uravnali

na + 0,05 predpisane enote s pomocjo pH metra.

Tabela I: Sestava pufrov s standardnim dodatkom NaCl

Ime pufra Sestava (za 1 liter pufra) |lonska mo¢ (M)

H,O precis¢ena voda 0

H,0 + NaCl NaCl: 11,69 g 0,2

pH 1.2 1 M HCI: 80 ml 0,08
1 M HCI: 80 ml

pH 1.2 + NaCl 0,28
NaCl: 11,69 g

pH 3.0 1 M HCI: 1 ml 0,001
1 M HCI: 1 ml

pH 3.0 + NaCl 0,201
NaCl: 11,69 g

pH 4.5 KH,PO4: 13,61 g 0,1
KH2P04Z 6,804 g

pH 7.0 0,108
NaOH: 1,164 g
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Pufre z razlicnimi ionskimi mo¢mi smo pripravili tako, da smo po Hendersen-

Hasselbachovi enacbi in enacbi za ionsko moc¢ preracunali sestavo (tabela II).

Enacba za ionsko moc raztopine:

p=1/2>¢ i’ /20/

u.. ionska moc (oznaka tudi /)
c.. koncentracija iona v mol/l

i.. naboj iona

Hendersen-Hasselbachova enacba:

[47] Vi
H = pKa +1 —-0,509-(2n—1)- 21/
pH = pKa Og[HA] (2n-1)

1+\/;

(.. ionska mo¢

n.. naboj soli

Tabela II: Sestava pufrov s to¢no doloc¢eno ionsko mocjo

Ime pufra Sestava (za 1 liter pufra) | lonska mo¢ (M)
H,0 + NaCl NaCl: 11,69 g 0,2
1 M HCI: 80 ml
pH 1.2 + NaCl 0,2
NaCl: 7,0140 g
1 M HCI: 1 ml
pH 3.0 + NaCl 0,2

NaCl: 11,6316 g

pH4.5 KH,PO4: 27,1968 g 0,2

KH,PO4: 13,5786 g
pH 7.0 0,2
NaOH: 2,0046 g

pH4.5 KH,PO4: 6,805 g 0,05

pH4.5 KH,PO4: 20,415 g 0,15

KH,PO,: 10,1839 g
pH 7.0 0,15
NaOH: 1,5036 ¢
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KH2PO4I 16,9732 g
pH 7.0 0,25
NaOH: 2,5058 g

KH,PO4: 20,3679 g
pH 7.0 0,3
NaOH: 3,00693 g

KH2PO4I 27,1572 g
pH 7.0 0,4
NaOH: 4,0092 g

3.3.3. Priprava raztopine pulvis konzervans
0,2% raztopino pulvis konzervans, ki smo jo uporabili za konzerviranje gelov (slika 20),
smo pripravili tako, da smo 0,2 g pulvis konzervansa s pomoc¢jo segrevanja in meSanja na

magnetnem mesalu raztopili v 99,8 g preciscene vode.

Slika 20: Nekonzerviran 2% Xan po 3
dneh na sobni temperaturi

3.3.4. Priprava hidrogelov iz ksantana

Najvecji problem pri uporabi ksantana v industrijske namene je priprava homogene
disperzije. To smo spoznali tudi mi pri naSem delu, saj se ksantan zelo pocasi raztaplja in
tvori viskozne raztopine ze pri nizkih koncentracijah. Ista tezava je prisotna pri mnogih
hidrofilnih polimerih. Je posledica delne hidratacije in razpletanja verig ter nastanek gelske
plasti na povrsini delcev, ki preprecuje loCevanje praskastih delcev in njihovo nadaljnjo
hidratacijo. Potrebne so velike strizne sile pri meSanju. Priprava homogenih disperzij je
tema mnogih patentov (19). Nehomogena disperzija ne daje ponovljivih rezultatov pri
reometriji, zato je bil ta del kljucen pri naSem delu. Homogeno disprezijo smo poskusili
pripraviti na naslednje 3 nacine: s pocasnim dodajanjem ksantana mediju med meSanjem

na magnetnem mesalu, z dodatkom netopila in v pateni.
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Posebej smo zatehtali ustrezno maso ksantana in ustrezno maso medija (tabela III), v
katerega smo dodali toliko raztopine pulvis konzervans, da je bila kon¢na koncentracija v
gelu 0,001%. Tako konzerviran hidrogel je bil obstojen v hladilniku vsaj 3 tedne, kar je

bilo dovolj, da so iz 1% in 2% vzorcev oddifundirali mehurcki.

Tabela III: Sestava gelov iz ksantana

Koncentracija Masa raztopine
Masa ksantana (g) | Masa medija (g)

ksantana p.c. 0,2% (g)

1% 1 98,5 0,5

2% 2 97,5 0,5

4% 4 95,5 0,5

- pocasno dodajanje ksantana mediju med mesanjem na magnetnem mesalu

Mediju smo med meSanjem na magnetnem mesalu pocasi dosipavali praskast ksantan.
Tezava pri tem postopku je bila, da se je med meSanjem vmesalo preve¢ mehurckov
(mehurcki v vzorcu dajejo neponovljive in netocne rezultate pri reometriji), ki tudi po
vecih dneh v hladilniku niso oddifundirali iz hidrogela. Prav tako je bilo raztapljanje
ksantana pri pH 1.2 (z in brez NaCl) zelo poc¢asno. Pri 1% raztopini so bili vidni kosmicki

(slika 21). Ksantan se pri pripravi 2% gelov po tej metodi ni povsem omocil (slika 22).

Slika 22: Kosmicki v 1% Xan Slika 21: Kepa nehidratiranega Xan v

pripH 1.2 hidrogelu
- postopek dodatka netopila
Natehtan ksantan smo v ¢asi omo¢ili z n-heksanom (netopilo), ki je onemogocil nastanek
vecjih skupkov praskastega ksantana. Dodali smo medij in na hitro premesali. Vzorce smo
postavili v hladilnik, tako kot je to izvedla H. FlajSman pri svojem diplomskem delu (30).

Tezava pri tej metodi je bila, da so se (sicer manjsi) skupki ksantana posedli na dno in
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vzorec ni bil homogen, saj je bila koncentracija ksantana na dnu vecja. Vsakr$no meSanje
je vmesSalo mehurcke. Prav tako smo z reometrijo ugotovili, da v vzorcu prisoten heksan

vpliva na strukturo gela.

- postopek priprave v pateni

Najprej smo na dno patene nalili priblizno 10 g medija, da smo preprecili zlepljenje
ksantana na pateno. Nanj smo v ¢imtanjsi plasti posuli natehtan ksantan in vse skupaj
razribali s pestilom, tako da je bil omocen skoraj ves ksantan. Nato smo postopoma
dodajali medij in mesali s pestilom, da je ksantan enakomerno hidratiral. Mesali smo
pocasi in poskuSali vmeSati ¢immanj mehurckov. Pri meSanju smo si pomagali s
plasti¢nimi karticami, s katerimi smo strgali ksantan s pestila in patene. Medij smo dodajali
do priblizno 2/3, nato smo ksantan s pomocjo kartice iz patene prenesli v erlenmajerico in s
preostalim medijem sprali pateno, pestilo ter kartice, tako da je bil gel kvantitativno
prenesen. V erlenmajerico smo dali magnetno mesalo (vsaj 5 cm - ¢im vecje tem boljse) in
vse skupaj na hitro premesali, da se je kepa ksantana razdelila na manjSe. Erlenmajerico
smo pokrili s parafilmom in postavili na magnetno mesalo (Kika Werke, hitrost 3) za
priblizno 15 ur. Nato smo gel postavili za vsaj 4 dni v hladilnik, da so iz njega
oddifundirali mehurcki. Ta metoda se je pokazala za najbolj primerno, saj smo na ta na¢in
vmesali najmanj mehurckov. Geli so bili homogeni, zato so bili rezultati meritev
ponovljivi. Vse gele smo nato pripravljali po tem postopku. Rezultati reometrije so imeli

majhno standardno deviacijo znotraj vzorca pa tudi med razli€nimi vzorci v istem mediju.

3.3.5. Izdelava tablet in preucevanje hitrosti omocenja

Izdelali smo tabletirno zmes iste sestave kot za tablete za preskus raztapljanja FO in jo
raztehtali po 400 mg. Na ro¢ni hidravli¢ni stiskalnici smo s silo 100 kN stisnili plos¢ice
premera 12 mm.

Z injekcijsko brizgo z iglo smo kanili na tableto kapljico medija in ob izostreni sliki s
pomocjo programske opreme na ra¢unalniku posneli film¢ek spreminjanja oblike kapljice s
¢asom. S pomocjo programske opreme smo nato obdelali posnet film tako, da smo za
vsako sliko posnetka izraCunali kot mocenja, izracunali hitrost spreminjanja kota mocenja

za posamezne medije ter iz tega sklepali na hitrost omocenja.
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Za metodo z injekcijsko brizgo smo se odlocili zato, ker bi bilo avtomatsko apliciranje
kapljice s pomocjo ¢rpalke na napravi prezamudno, saj je med posameznimi mediji
potrebno spirati kapilare ¢rpalke. Delali smo z istimi mediji, v katerih smo izvedli preskus

raztapljanja FO (8 medijev s standardnim dodatkom NaCl in 4 mediji z I = 0,2 M).

3.3.6. Preskus raztapljanja za trdne farmacevtske oblike

Preskus raztapljanja izvajamo za potrditev ustreznosti raztapljanja u¢inkovine iz FO v
skladu z monografijo FO (32, 33). Prav tako se ga lahko uporablja za ugotavljanje
dolocenih razlik med razli¢nimi FO, ugotavljanje razlik med oblikami, ki niso
bioekvivalentne, za simulacijo pogojev v gastrointestinalnem traktu in za napovedovanje
dokaj zanesljivih podatkov za regulativo, kontrolo kakovosti in za napovedovanje in vitro -
in vivo korelacije (31). Formularium Slovenicum navaja, da moramo pri tabletah s
prirejenim spro$¢anjem opraviti ustrezen preskus za dokaz ustreznosti spros¢anja zdravilne
ucinkovine (21). Mi smo preskus izvedli na ogrodnih tabletah iz ksantana, saj nas je
zanimalo, ali obstaja korelacija med hitrostjo sprosc¢anja ucinkovine in gelskim plasc¢em, ki

nastane okoli tablete tekom raztapljanja.

Preskus smo izvajali na napravi za raztapljanje z vesli VK 7000 (po USP2, slika 23) z

avtomatskim vzorcevalnikom VK 8000 (slika 24).

[ e

|

Slika 24: Avtomatski
Slika 23: Raztapljanje ogrodnih tablet iz xan na napravi VK vzorcevalnik VK 8000.
7000.
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V steklene posode predpisanega volumna smo nalili 900 ml medija in pocakali, da se je
segrel na 37+ 0,5°C preden smo vanje dali tableto. Hitrost mesanja je bila 50
obratov/minuto. Temperatura se je tekom raztapljanja vzdrzevala na 37 £ 0,5°C.

Na igle za vzorc¢enje smo namestili 10 um filtre. Vzorc¢ili smo po 10 ml brez vracanja
medija po vzorcenju, v ¢asovnih tockah: 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24h.

Ker ima Naprava 2 na dnu posode mrtvo cono (tj. predel kjer ni gibanja medija) (31), so se
naSe hidrofilne tablete prilepile na dno, kar je imelo za posledico manjSo povrsino za
sproscanje. Rezultati zato niso pokazali dejanske hitrosti spros¢anja, zato smo uvedli
modifikacijo metode in tablete v posodo spuscali v mrezici (sliki 25 in 26), ki je preprecila

prelepljenje tablete na dno.

Slika 26: Suha tableta v mreZici Slika 25: Nabrekla tableta v mreZici na dnu ¢ase

Vzorce smo analizirali na HP Diode Array UV-VIS spektrofotometru.

Kot modelno uc¢inkovino pri spros¢anju iz ogrodnih tablet smo uporabili pentoksifilin (PF)

(slika 27). 0} O .
Pentoksifilin spada v farmakoterapijsko skupino TR TR Ty b Hﬂ h'l\
derivatov purina (ATC: C04ADO03). Je kompetitivni DJHN M/

neselektivni inhibitor encima fosfodiesteraze v
) ) ] ) Slika 27: Pentoksifilin

membranah trombocitov in eritrocitov. Ima ugodno

hemoreolosko delovanje, saj zmanjSa viskoznost krvi in poveca proznost eritrocitov.

Prednost pentoksifilina kot modelne u¢inkovine je moznost analize sproscenih koncentracij

z UV-VIS spektrofotometrijo, ki je hitra in natan¢na metoda. Spojina ima enega

absorpcijskih maksimumov pri 274 nm. Pri tej valovni dolZini se tudi izvaja metoda

kvantifikacije.
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Za vsak medij smo pripravili umeritveno premico. Priblizno 20 mg pentoksifilina smo
raztopili v 200 ml medija. Delali smo 2 paraleli za vsak medij. Da se je PF popolnoma
raztopil, smo postavili bucke Se za vsaj 5 minut v ultrazvo¢no kadicko.

Iz osnovne raztopine smo potem z red¢enjem (v ml):

1/20, 2/25, 2/20, 3/20, 5/25 in 5/20 pripravili 6 raztopin standardov, jim izmerili
absorbanco in preko Beer-Lambertovega (enacha /22/) zakona izracunali naklon

umeritvene premice.

Beer-Lambertov zakon:

c=k-A=k=c/A 122/
c.. koncentracija (mg/ml)

k.. naklon umeritvene premice (ml/mg)

A.. absorbanca

S pomocjo umeritvenih premic smo iz absorbanc za vzorce izracunali koncentracijo ¢,
ucinkovine v vzorcu. Pri izracunu deleza sprosc¢ene ucinkovine (enacba /25/) smo
upostevali zmanjSanje volumna medija zaradi odvzetih vzorcev (enacba /23/) ter maso

u¢inkovine v 10 ml vzorcih.

V,=Vo=(n-V.) /23/
V.. volumen medija po n-kratnem vzorcenju (ml)

Vy.. zaCetni volumen, 900 ml

V,...volumen vzorca, 10 ml

n.. Stevilo vzorcev

m,=c,-V, +ZCn~sz 124/

n=1
m,.. masa sprosc¢ene ucinkovine ob n-tem vzorcu (mg)

cy..koncentracija sproS¢ene ucinkovine ob n-tem vzorcu (mg/ml)

X, =m,-100/m, 125/

X,.. delez sproscene ucinkovine (%)
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my.. zacetna masa ucinkovine v tableti, 100 mg
Rezultate hitrosti sprosc¢anja u¢inkovine smo predstavili graficno, z odstotkom sprosc¢ene

ucinkovine (os y) kot funkcijo ¢asa (os x).

3.3.7. Reometrija

Oscilacijske teste smo izvajali s pomocjo rotacijskega reometra z nastavljivo strizno
napetostjo Anton Paar Physica MCR 301 (slika 29) s senzorskim sistemom stozec - plos¢a
(slika 28) (CP50-2, premer R = 49,961 mm in kot o =
2,001°).

Vse teste smo izvajali pri 37°C, ker smo pri tej
temperaturi izvajali tudi preskus raztapljanja

ogrodnih tablet.

e

Slika 29: Senzorski sistem stoZec - plos¢a Slika 28: Reometer Anton Paar
Physica MCR 301

- Amplitudni test
Prvi korak k opredelitvi viskoelasti¢nih lastnosti snovi so amplitudni testi. Z njimi
dolo¢imo obmocje linearnega viskoelasti¢nega odziva (LVO) snovi glede na vneseno
amplitudo strizne deformacije y4.
Pri amplitudnem testu s konstantno frekvenco spreminjamo velikost strizne deformacije y
in spremljamo spreminjanje dinami¢nih modulov G’ in G". V obmocju linearnega
viskoelasti¢nega odziva sta G'in G"' neodvisna od 74 0z. y4 potem pa se zaCneta z
naraS¢anjem y, padati (25).
Amplitudni test smo izvajali pri kotni hitrosti ® = 10 rad/s (v=1,95 Hz; ® = 2zv) in s
sinusno spreminjajoco se deformacijo v obmocjuy = 0,01 — 100 % in temperaturi T =

37°C.
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V splos$nem sta kritiéni amplitudi strizne deformacije in/ali strizne napetosti, ki
opredeljujeta prehod iz linearnega v nelinearen viskoelasti¢ni odziv, odvisni od frekvence
oscilacije. Zato nadaljne teste, pri katerih spreminjamo frekvenco oscilacije, izvajamo v
obmocju nizjih amplitud kot je zgornja meja LVO pri doloceni frekvenci oscilacije.

Kritiéni amplitudi sta predvsem odvisni od mehanskih lastnosti preskusane snovi (26).

- Frekvencni test

Vrednosti G’ in G" lahko izra¢unamo iz enach /17-19/1e v obmocju linearnega
viskoelasti¢nega odziva. Meritve izvajamo pri razli¢nih frekvencah oscilacije, vendar v
obmocju amplitud striznih deformacij (ali amplitud strizne napetosti), ki zagotavljajo
linearen viskoelasticen odziv. Navadno zvezno ali stopenjsko povecujemo frekvenco
oscilacije (slika 30). Na ta na¢in dolo¢imo frekvencéno odvisnost dinami¢nih koli¢in v
pogojih, ko se notranja struktura testirane snovi ne podira.

Frekvenc¢na odvisnost dinami¢nih koli¢in je lastnost snovi. Pogosto se to odvisnost v
literaturi imenuje tudi mehanski spekter in omogoca sklepanje na tip mikrostrukture

proucevane snovi (26).

Frekvencne teste smo izvajali pri strizni deformaciji ya = 0,1 % v frekvenénem obmocju v =

0,628 — 628 Hz (» = 0,1 — 100 rad/s) in pri temperaturi 37°C. Nedestruktivni oscilacijski
testi pri majhnih striznih deformacijah (kot v naSem primeru) omogocajo materialu, da
ohrani svojo notranjo strukturo. Odziv materiala je zato odraz neporusene strukture (25).
Ker so meritve pod 0,5 rad/s zelo dolgotrajne in se trend G' in G" nizje ni spreminjal, smo

meritve izvajali v obmocju 0,5-100 rad/s.

I

Slika 30: Amplitudni test: spreminjanje Slika 31: Frekvencni test: spreminjanje frekvence
velikosti striZzne deformacije (25) pri konstantni amplitudi deformacije (25)
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. Vrednotenje ogrodnih tablet

Izdelali smo tri serije ogrodnih tablet iz ksantana. Ovrednotili smo jih z nekaterimi testi po

7. Evropski farmakopeji.

4.1.1. Preskus enakomernosti mase enoodmernih farmacevtskih oblik

Glede na to, da smo maso za vsako tableto raztehtali ro¢no (500 mg tabletirne zmesi za
preskus raztapljanja in 400 mg za preskus hitrosti omocenja), so nase tablete ustrezale
predpisu v poglavju 2.9.5., da lahko najvec 2 tableti iz serije 20 tablet presegata standardno

deviacijo 5%, nobena pa ne sme odstopati za ve¢ kot 10%.

4.1.2. Preskus trdnosti

Preskus trdnosti opisuje poglavje 2.9.8. Njegov namen je
pod specificnimi pogoji dolociti odpornost tablet na
lomljenje. Tableto polozimo med mirujoci in gibljivi del

(slika 28, levo mirujo€i, desno gibljivi del) naprave za

preskus trdnosti. Gibljivi del stisne tableto ob mirujoCi del  Slika 32: Tableta po preskusu

. . .. .. . . . trdnosti

in naprava izmeri silo, ki je bila potrebna za lomljenje

tablete.

Ciljana trdnost tablet je bila ~ 100 N. Trdnost smo preskusali med procesom tabletiranja na
vsaj 10 tabletah. Ugotovili smo, da je pozimi v neklimatiziranih pogojih prakti¢no

nemogoce stisniti tako trde tablete zaradi nizke vsebnosti vlage v ozracju. Povprecne

trdnosti serij so predstavljene v tabeli IV.

Tabela IV: Povprecne trdnosti ogrodnih tablet po serijah

Serija Serija 1 (apr. 2010) |Serija 2 (feb. 2011) |Serija 3 (apr. 2011)

Povpre¢na trdnost (N) (94,2 + 3,3 51,2 + 2,1 87,6 £ 2,9

Vse tri serije tablet so bile dovolj trdne, da se niso krusile. Po tabletiranju smo jih shranili v

plasti¢ni vrecki, da niso bile izpostavljene vlagi, saj je ksantan higroskopen.
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4.1.3. Preskus enakomernosti vsebnosti

Ceprav predpis po Ph. Eur. v poglavju 2.9.6. dolo¢a preskusanje 10 tablet, smo v naem
primeru preskus zaradi majhnosti serij izvedli le na 3 tabletah ene serije. Vzeli smo 3
tablete in vsako posamezno dali v 500 ml bucko, ki smo jo napolnili do oznake s
precisceno vodo. Vse skupaj smo zamasili s steklenim zamaSkom in mesali 24 ur na
magnetnem mesalu.

Pred analizo koncentracije na UV-VIS spektrofotometru smo nekaj ml raztopine
prefiltrirali skozi 10 pm filter in dolocen volumen filtrata ustrezno red¢ili.

Vsebnost v tabletah je bila: 100,08 mg, 103,26 mg in 101,93 mg, kar pomeni, da ustrezajo
predpisu v farmakopeji, ki pravi, da mora biti vsebnost u¢inkovine v tableti v intervalu od

85 do 115% glede na predpisano vsebnost.

4.2. Sproscanje pentoksifilina iz ogrodnih tablet iz ksantana

Ksantan je polielektrolit s pKa 3.1, zato na spros¢anje iz ogrodnih tablet iz ksantana

vplivata tako pH kot tudi ionska mo¢. Najprej smo test
raztapljanja FO izvajali v pufrih s standardnim dodatkom
NaCl. Koli¢ino spros¢ene ucinkovine ob dolo¢enem casu

smo preracunali iz izmerjenih absorbanc. Hitrost

sproscanja ucinkovine smo predstavili grafi¢no.

Ker so se nam tablete pri raztapljanju prilepile na dno =
Slika 33: Prilepljena tableta -

posode (slika 33), smo ponovili sproscanje s tableto v viden je suh del

mrezici.
Na koncu smo izvedli test raztapljanja FO Se pri ionski moci I = 0,2 M, da bi opazovali le

vpliv pH na hitrost sproS¢anja u¢inkovine.

4.2.1. Sproscanje v pufrih s standardnim dodatkom NaCl

Ksantan najpoc¢asneje nabreka pri pH 1.2 ne glede na prisotnost NaCl v raztopini. Zato je
gelski plas¢ v zacetku tanek in spro§c¢anje uc¢inkovine najhitrejSe (graf 1). Pri pH 1.2 so
COOH skupine na stranskih verigah povecini neionizirane, zato tudi dodatek NaCl nima
dodatnega vpliva. Ogrodna tableta sprosc¢a u¢inkovino najpocasneje v vodi, saj se tukaj

verige ksantana najhitreje razvijajo iz urejene oblike v neurejeno in tvorijo interakcije z
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vodnimi molekulami. Gelski plas¢ nastane hitro in je bolj debel kot v katerem koli drugem
mediju, kar ima za posledico daljso difuzijsko razdaljo za vodo, ki difundira v tableto in
raztaplja uc¢inkovino, ter daljSo pot za difuzijo raztopljene u¢inkovine iz tablete. Gonilo
difuzije u€inkovine iz tablete je koncentracijski gradient. Pri ostalih medijih je hitrost
spros¢anja podobna, vendar zaradi prilepljenih tablet in neprimerljivosti povrSin tablet, s
katerih je potekalo sproscanja, iz teh podatkov o vplivu pH nismo mogli ni¢esar sklepati
(graf 1). Dodatek NaCl v vodo in v medij s pH 3.0 pospesi sproS¢anje ucinkovine iz
tablete. Razlog za to je sencenje negativnih nabojev COO™ na stranskih verigah, kar
favorizira urejeno obliko ksantana, ki zaseda manjsi volumen. Verige so manj raztegnjene,
tvorijo manj medsebojnih interakcij ter zato vecje pore v gelski resetki za difuzijo

ucinkovine.

Graf 1: Hitrost spros¢anja PF iz ogrodnih tablet iz ksantana v pufrih s standardnim
dodatkom NaCl
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4.2.2. Sproscanje v mreZici

S pomo¢jo mrezice, v katero smo dali tableto, smo preprecili njeno prilepljenje na dno
posode med sproscanjem. Ker smo tablete stiskali pozimi, je bila njihova trdnost okoli 50
N. Kot smo kasneje ugotovili, ima na hitrost spros§canja u¢inkovine vpliv tudi trdnost

tablete, zato rezultate 1. serije in 2. serije tablet med sabo tezko primerjamo.
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Graf 2: Hitrost spros¢anja PF iz ogrodnih tablet iz ksantana pri pufrih s
standardnim dodatkom NaCl - v mreZici

110

\
[

% sproscene ucinkovine

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

¢as (h)

pH 3.0 pH3.0+NaCl  ——pH45 pH7.0

Dodatek NaCl povzroci hitrejSe sprosc¢anje v mediju s pH 3.0, kar je enako kot pri 1. seriji.
Ogrodna tableta v mediju s pH 3.0 + NaCl sprosti najmanj uc¢inkovine v primerjavi z
ostalimi tremi mediji. Pri pH 4.5 je hitrost sproScanja, ocenjena graficno, v prvih 8 urah
vecja kot v mediju s pH 7.0, potem pa se hitrosti prakti¢no izenacita. Glede na to, da imata
oba medija zelo podobno ionsko moc¢ (~ 0,1 M), gre tu za vpliv pHja. Ksantan je pri pH 7.0

bolje topen kot pri 4.5, ogrodna tableta hitreje nabreka in pocasneje spros¢a ucinkovino.

4.2.3. Sproscanje pri ionski moci | = 0,2 M

Nakazan vpliv pHja (pH 4.5 in pH 7.0) pri raztapljanju 2. serije tablet, smo hoteli prouciti
tudi za pH 1.2 in 3.0. Test raztapljanja FO smo zato izvedli v mrezici, da smo preprecili
prilepljenje tablet. Vpliv ionske moci pa smo izenacili za vse pufre tako, da smo jih
pripravili pri isti ionski moci 0,2 M. Ionska sestava posameznih pufrov je ostala enaka, kar
pomeni, da smo ionsko moc¢ fosfatnega pufra 4.5 in 7.0 povecali s poveCanjem
koncentracije posameznih komponent pufra in ne z dodatkom NacCl.

Tablete, za katere smo izvedli preskus raztapljanja, so bile tablete 3. serije s trdnostjo (~ 90
N), ki je bila primerljiva trdnosti 1. serije. Ko smo primerjali rezultate sproScanja s serijo 1,

smo ugotovili, da so razlike med serijami v pH 1.2 in pH 1.2 + NaCl velike. Ker je bila
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trdnost enaka, je edini mozen razlog prilepljenje tablet. Glede na to, da ionska mo¢ nima
vpliva na hitrost sprosc¢anja pri pH 1.2 (prakti¢no enaka hitrost pri I = 0,08 M in I = 0,28
M), lahko trdimo, da gre pri I = 0,2 M za vpliv povecanja povrSine tablete (graf 3).

Graf 3: Vpliv neprilepljenosti tablet na hitrost spros¢anja PF pri pH 1.2
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Z mrezico smo ponovili tudi test raztapljanja v precisceni vodi in vodi z dodatkom NaCl (I
= 0,2 M). Tablete v vodi je med raztapljanjem »pograbilo« veslo, saj so po priblizno 8 urah
splavale. Hidrodinamski tok zaradi meSanja z veslom je pospes$il odplavljanje verig
ksantana s povrSine tablete, kar je imelo za posledico hitrejSo erozijo in tanjSo gelsko plast.
Krajsa pot za difuzijo je na grafu vidna kot mnogo hitrejSe sproscanje ucinkovine. Hitrost
spros¢anja med 8h in 24h smo zato ekstrapolirali. Ekstrapolacijo prikazuje zelena ¢rtkana

Crta (graf 4).

Pri raztapljanju FO pri ionski moci I = 0,2 M (graf 5) smo ugotovili, da vpliv koncentracije
soli prevlada nad vplivom pH. Izjema je le pH 1.2, kjer je razlika v hitrosti glede na ostale
medije o€itna. Razlike v hitrosti spro§¢anja niso ni¢ bolj izrazite kot pri pH 4.5 in 7.0 pri I
= 0,1 M. Rahel trend se nakazuje med 8h in 16h (pH 7.0 < pH 4.5 < pH 3.0), vendar glede

na standardno deviacijo razlike niso dovolj velike za kakrSne koli dokon¢ne sklepe. Prav
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tako bi moralo biti potemtakem sprosc¢anje v precisc¢eni vodi z NaCl (pH ~ 5.7) nekje med

pH 7.0 in 4.5, kar pa opazimo le na koncu med 21. in 24h.

Graf 4: Hitrost spros¢anja PF v preciSceni vodi in ekstrapoliran del krivulje
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Graf 5: Hitrost spro$¢anja PF iz ogrodnih tablet iz xan pri 1=0,2 M
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Graf 6 prikazuje vpliv trdnosti tablete na hitrost spro$canja. Razlike so vidne predvsem v 2.
polovici krivulj od 9. ure naprej, kjer je hitrost spro$€anja iz tablet z nizjo trdnostjo
pocasnejSe, kar je lahko nekoliko presenetljivo. Mozen razlog za to je ve¢ja poroznost
tablete. Voda hitreje pronica v notranjost in hitreje omoci ksantan. Gelski plas¢ okoli

tablete hitreje nastaja, pot za difuzijo je daljSa v primerjavi z tableto z vi$jo trdnostjo.

Graf 6: Vpliv trdnosti tablet na hitrost sprosc¢anja PF
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Graf 7 prikazuje vpliv povecanja povrSine na hitrost spro$¢anja pentoksifilina. Povecanje
povrsine gre na racun preprecitve lepljenja tablet na dno posode. Razlika je tudi v konénem
% sproS€ene ucinkovine, saj je pri prilepljenih tabletah obiajno dobro viden suh, Se
neomocen del tablete (slika 30). To pomeni, da je potrebno pri spros¢anju vedno paziti na

to, da se tablete ne prilepijo.
Iz rezultatov raztapljanja FO lahko sklepamo, da na gelsko strukturo ksantana vpliva

predvsem ionska mo¢ medija. Izjema je pH 1.2, pri katerem ionska mo¢ nima vpliva.

Hitrosti spros¢anja so pH 1.2 > pH 3.0 = pH 4.5 = pH 7.0 > precis¢ena voda.
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Graf 7: Vpliv pove¢anja povrSine na hitrost spros¢anja PF
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4.3. Reometrija

4.3.1. Amplitudni test

S pomo¢jo amplitudnega testa smo opredelili linearno viskoelasti¢no obmocje (LVO) za
1% ksantan v precisceni vodi pri 37°C. Rezultate smo predstavili grafi¢no na log/log skali
(graf 8). Meje LVO, ki so med ~ 0,025-10% strizne deformacije, smo za vse vzorce
dolocili s pomocjo krivulje G', ki je obic¢ajno bolj obcutljiv in hitreje zapusti LVO.
Vrednosti G' so vi§je kot za G", kar pomeni, da elasti¢ni odziv snovi prevladuje nad
viskoznim oz. plastiénim. G' > G" nakazuje gelski znacaj disperznega sistema. Ker je

kriticna vrednost strizne deformacije okoli 10%, gre za Sibko gelsko strukturo (26).
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Graf 8: Amplitudni test za 1% Xan v preci§éeni vodi
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4.3.2. Frekvencni test

Literatura navaja priporocila glede izvajanja frekvenénih testov za snovi, ki imajo
kompleksno fizikalno-kemijsko sekundarno strukturo, kamor spadajo tudi geli, in sicer da
izberemo deformacijo ya< 1 % (25). Glede na priporocila in opravljen amplitudni test smo
nadaljnje frekvencne teste izvajali pri strizni deformaciji ya = 0,1 % v frekvenénem

obmocju v = 0,628 — 628 Hz (» = 0,1 — 100 rad/s) in pri temperaturi 37°C.

Namen reoloskega vrednotenja koloidnih raztopin ksantana je bil primerjava rezultatov
reometrije z rezultati preskusov raztapljanja FO. Rezultate frekvencnih testov smo
predstavili graficno v log/log skali. Iz grafov smo tudi ocenili razlike med G' in G" v
posameznih medijih. Vrednosti G' in G" smo uporabili kot merilo za ¢vrstost gela iz
ksantana v posameznem mediju. Pri stabilnih disperzijah in gelih tvorijo molekule zaradi
medmolekulskih povezav tridimenzionalno mrezo. G' in G" sta v frekven¢nih testih zato
skoraj vzporedni ravni liniji, skorajda frekven¢no neodvisni oz. z zelo majhnim naklonom
¢ez celotno frekvencno obmocje. G' opisuje ¢vrstost oz. konsistenco snovi — visje kot so
vrednosti G', bolj je snov Cvrsta (25).

Pri¢akovali smo korelacijo med hitrostjo sproscanja u¢inkovine iz ogrodne tablete iz
ksantana in ¢vrstostjo gela v posameznem mediju — bolj ¢vrst gel naj bi predstavljal vecjo

bariero za difuzijo uc¢inkovine, zato bi naj bilo sproscanje le-te pocasnejse.
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Med pripravo 2% gelov iz ksantana smo ugotovili, da je ksantan zaradi svoje polisaharidne
strukture zelo ugodno mikrobiolosko gojisce, saj so imeli geli v medijih z vi§jim pH
velikokrat Ze po 24h meSanju na magnetnem mesalu pri sobni temperaturi spremenjen vonj
(po kvasu).

Vseeno smo reolosko ovrednotili 2% nekonzervirane gele ter 1%, 2% in 4% gele iz
ksantana, konzervirane s pulvis konzervans. Gele smo pripravili v medijih z enako sestavo
kot so bili mediji, v katerih smo izvedli preskus raztapljanja FO. Pred reometrijo smo s
Pasteur-jevo pipeto iz vzorca, nanesenega na merilni sistem, posrkali mehurcke, ki bi

motili meritve (poslabsali ponovljivost).

Ksantan je polianion s pKa 3.1. Vsaka stranska veriga nosi eno do dve COOH skupini,
odvisno od deleza piruvatnih skupin. Stopnja ionizacije COOH skupin je odvisna od pH
medija — v kislem bo nizka in v nevtralnem oz. bazi¢nem visoka. Ve¢ja stopnja ionizacije
COOH skupin pomeni vecji elektrostatski odboj med stranskimi verigami, ksantan preide
1z urejene v razvejano, neurejeno obliko. Zanimalo nas je, kako so teoreticno ionizirane
stranske verige ksantana pri razlicnih pH vrednostih. Zato smo po Hendersen-
Hasselbachovi enacbi /21/ za Sibke elektrolite izracunali odstotek ioniziranih COOH

skupin glede na pH (tabela V).

Tabela V: Delez ioniziranih COOH skupin v ksantanu glede na pH medija
pH 1.2 3.0 4.5 7.0

% COO" 1,2 44,3 96,2 ~100

Glede na literaturne podatke, da je ksantan v urejeni obliki v obliki dvojne vijacnice, lahko
sklepamo, da se pri nizkih koncentracijah ksantana (verige imajo dovolj prostora, da se
razvijejo in raztegnejo), nizki ionski moci (ionska moc favorizira urejeno obliko) in
visokem pH, ksantan nahaja v denaturirani obliki. Obratno je pri nizkem pH, kjer so
COOH skupine neionizirane. Teoreti¢no bi lahko bil ksantan pri tem pH v obliki dvojne

vijacnice.
Delez piruvatnih skupin v ksantanu je odvisen od seva bakterije in pogojev fermentacije.

Pri komercialno dostopnem ksantanu je delez, ra¢unan na suho snov, 1,0-5,7% (1). Na

Institutu JoZef Stefan Ljubljana je bila izvedena 'H NMR analiza ksantana proizvajalca
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Sigma-Aldrich. Namen analize je bil dolociti stopnjo substitucije stranskih verig z acetilno
skupino in piruvatom, saj teh podatkov v analizni dokumentaciji proizvajalca ni. Rezultati
so pokazali, je stopnja substitucije z acetilno skupino 0,5, stopnja substitucije s piruvatom
pa 0,35, kar pomeni, da ima vsaka druga stranska skupina acetilno skupino ter vsaka tretja
dodaten COQO" zaradi piruvata, vendar se vsebnost enega in drugega razlikuje tudi od serije

do serije istega proizvajalca.

Od stevila (ioniziranih) COOH skupin v ksantanu je odvisno $tevilo Na" in K, potrebnih
za senéenje negativnih nabojev. Med Na" in K ni razlik v vplivu na reologke lastnosti
raztopin ksantana (8). Literatura pa navaja, da je konformacija ksantana odvisna od ionske
moci medija. To drzi v primeru, ko imamo le NaCl, kjer je I = ¢ (NaCl):

1 :1/2-([Na*]-12 +[CI"]-1*), kerje [Na']=[Cl] = I=[Na"]=c(NaCl)

in je odvisnost res neposredna. Pri fosfatnem pufru pH 7.0 pa korelacija z ionsko moc¢jo ne
drzi popolnoma, saj zaradi 2- naboja HPO,4” iona ni direktne odvisnosti med ionsko mog&jo
in koncentracijo K" in Na" ionov:

I=1/2-([Na"1-1* +[K"]-1* +[H, PO, ]-1> +[HPO,” ]-2%).

Pri ionski mo¢i 0,1 M za fosfatni pufer s pH 4.5 iz KH,POy4 je [K'] = 0,1 M. Pri ionski
mo¢i 0,1 M za fosfatni pufer s pH 7.0 iz KH,PO, in KNaHPO, pa je [K'] + [Na'] = 0,078
M. Zato bi bilo bolj pravilno trditi, da je konformacija ksantana odvisna od koncentracije v
mediju prisotnih kationov. Pri tem je potrebno upoStevati, da ze sam praskast ksantan

vsebuje 3,6 — 14,3% enovalentnih in 0,085-0,17% dvovalentnih soli ra¢unano na suho snov

(D).

Glede na literaturne podatke in teoreticna izhodisc¢a na ¢vrstost gela vpliva tore;j:

- koncentracija ksantana — ve€ kot je molekul v raztopini, ve¢ interakcij tvorijo med
sabo in obratno; koncentracija vpliva tudi na stopnjo razvitja dvojne vijacnice — visje
kot so koncentracije, manj prostora imajo verige ksantana, da se razpletejo in nizje kot
so koncentracije, veC verig bo lahko v obliki enojne vijacnice;

- pH medija — pri nizkem pH bo ksantan v obliki dvojne vijacnice, zato bo navidezno
nizja koncentracija verig ksantana, tvorile bodo manj interakcij, zato bo gel manj ¢vrst;
pri vi§jem pH bo ve¢ COOH skupin ioniziranih, ve¢ji bo elektrostatski odboj med
verigami, ki bo silil molekule ksantana v razvitje dvojne vijacnice in prepreceval

interakcije verig med sabo;
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- ionska moc oz. koncentracija kationov v mediju — pri nizkih koncentracijah ni
zadostnega sencenja negativnih nabojev, prevlada odboj med verigami, zato je gel
manj ¢vrst; vi§je koncentracije kationov s sencenjem favorizirajo urejeno obliko
ksantana;

- priprava gela — vi§ja kot je temperatura priprave, ve¢ji delez ksantana bo v neurejeni
obliki, med tem ko nizke temperature favorizirajo obliko dvojne vijacnice. Glede na to,
da smo mi gel pripravljali pri sobni temperaturi in ga potem postavili za vsaj 4 dni v
hladilnik, lahko trdimo, da so se med sosednjimi verigami ksantana delno razvitih

dvojnih vija¢nic, vzpostavile interakcije (sliki 6 in 7).

Grafi, ki sledijo na straneh 56-64, predstavljajo rezultate oscilacijskih testov, ki naj bi
potrdili ali ovrgli opisana teoreticna staliS¢a. Predstavljeni so v log/log skali. Elasticni
modul G'je predstavljen s kvadratki (zgornja ¢rta), plasticni G' pa s trikotniki (spodnja
¢rta). Ker meritve potekajo od vi§jih kotnih hitrosti proti nizjim, je skala za G' in G" na

desni strani.

Gele v medijih s standardnim dodatkom NaCl smo naredili iz 1. serije ksantana
(kupljenega leta 2009), iz katerega smo prav tako izdelali ogrodne tablete za preskus
raztapljanja FO. Graf 9 predstavlja rezultate 2% nekonzerviranih gelov iz ksantana. To so
prvi geli, ki smo jih pripravljali z metodo pocasnega dodajanja praskastega ksantana
mediju med meSanjem na magnetnem mesalu. Najvecjo ¢vrstost je izkazoval gel pri pH
4.5. Rezultati kazejo, da je tukaj najvec interakcij med verigami — dovolj visoka
koncentracija K, da pride do sendenja negativnih nabojev in vzpostavitev povezav med
molekulami ksantana. Med geloma v mediju s pH 1.2 in 1.2 + NaCl prakti¢no ni razlik.
Zaradi neioniziranosti COOH skupin pri ksantanu dodatek soli nima vpliva na G' in G". V
mediju s pH 3.0 je ob dodatku soli viden premik modulov G' in G" k vi§jim vrednostim.
Zaradi dodatka NaCl pride do sencenja negativnih nabojev in zmanjS$anja elektrostatskih
odbojev med verigami ter posledi¢no vecje ¢vrstosti gela. Podoben trend je tudi pri gelu v
precisceni vodi in vodi z dodatkom NaCl, vendar o kak$nih vecjih razlikah v ¢vrstosti ne

moremo trditi zaradi velike standardne deviacije modulov za vodo. Cvrstost gela pri pH

7.0 je nizja, kot kaze prevladujejo odbojne sile med verigami.
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Ker so bili geli mikrobiolosko nestabilni, smo jih nato konzervirali. Graf 10 (a-c) prikazuje
vpliv dodatka konzervansa na gelsko konsistenco. Ceprav so koncentracije konzervansa
zelo nizke, je vpliv na strukturo gela merljiv. Prav tako je vpliv enake koncentracije
konzervansa v medijih razlicen. Modula G' in G" sta za konzerviran gel vi§ja, najvecje
razlike so pri pH 7.0.

Vi nadaljnji oscilacijski testi so bili izvedeni na konzerviranih gelih.

Graf 11 predstavlja mehanski spekter 1% ksantana v medijih s standardnim dodatkom
NaCl. Gel pri pH 4.5 izkazuje najbolj ¢vrsto konsistenco, sledi mu gel pri pH 7.0. Razlika
med njima je zaradi razlike v % ionizacije COOH skupin ter koncentraciji kationov v
mediju — pri pH 7.0 je ioniziranih skoraj 100% COOH skupin (tabela V), pri pH 4.5 pa
96%, koncentracija kationov pa je v mediju s pH 4.5 vi§ja (0,1 M) kot v mediju s pH 7.0
(0,078 M). To pomeni vecje sencenje negativnih nabojev COO™ skupin pri pH 4.5 ter
ugodnejSe interakcije med verigami ksantana. Medij s pH 3.0 ima podobno nizko ionsko
moc kot precisCena voda, zato sta gela po ¢vrstosti podobna. Dodatek NaCl v pH 3.0
dvigne vrednosti G' in G", dodatek NaCl precisc¢eni vodi pa module presenetljivo zniza,
ceprav je ionska moc¢ obeh medijev prakti¢no enaka. Verjetno je v precisceni vodi z
dodatkom NaCl ksantan pretezno v urejeni, dvojnovijacni obliki, ki zavzema manjsi
volumen in tvori manj interakcij. Opazimo tudi vecji naklon G'in G" pripH 1.2 in 1.2 +
NacCl, kar nakazuje bolj na koloidno raztopino ksantana kot na gel. Ksantan je pri pH 1.2
neioniziran, v urejeni, dvojnovijacni obliki. Hidratacija verig je zaradi nizke ionizacije
majhna, ksantan se slabSe hidratira in raztaplja ter tvori koloidno disperzijo.

Poudariti moramo, da so razlike med 1% geli dejansko zelo majhne, ¢eprav log/log skala
daje drugacen vtis. ReoloSke meritve pri 1% ksantanu so bolj namenjene proucevanju same
molekulske strukture ksantana. Korelacijo s sproS¢anjem naredimo bolj tezko, saj je gel

Sibek in kve¢jemu predstavlja erozijsko plast, ki na spros¢anje PF nima vpliva.

Do podobnih ugotovitev kot pri nekonzerviranih 2% gelih iz ksantana lahko pridemo tudi
pri 2% konzerviranih gelih (graf 12). Gel v mediju s pH 4.5 je najbolj ¢vrst, sledi medij s
pH 3.0 + NaCl, kjer je glede na medij s pH 3.0 viden premik modulov G' in G" navzgor.
Premik je viden tudi pri prec€is€eni vodi z NaCl. Gel v preciSceni vodi je skoraj tako Sibek
kot pri pH 1.2. Visoka standardna deviacija pri nekonzerviranemu 2% gelu v precisceni

vodi nakazuje na eksperimentalno napako, tako da so dejanske vrednosti nekonzerviranega
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2% ksantana v precis¢eni vodi verjetno bolj podobne nekonzerviranemu 2% gelu pri pH
7.0. 2% konzervirani gel v pH 7.0 je bolj ¢vrst kot nekonzerviran, tako da obstajajo
interakcije med molekulami ksantana in molekulami metil ter propil parahidroksibenzoata.
Koncentracija kationov pri pH 7.0 je prenizka za nevtralizacijo negativnih nabojev, zato je
gel po Cvrstosti primerljiv z gelom pri pH 3.0 (I = 0,001 M), kjer prav tako pred
privlacnimi prevladujejo odbojne sile med verigami ksantana.

Rezultati se delno ujemajo z rezultati raztapljanja FO. Dodatek NaCl v mediju s pH 3.0 in
precisceni vodi povzroci tvorbo bolj ¢vrstega gela, ki (verjetno) poCasneje nastaja in je

tanjsi. Enako je v mediju s pH 1.2, kjer prav tako kot pri spros¢anju ni razlik ob dodatku

NacCl.

4% geli so Ze tako gosti, da kljub ve¢ dnevnem odzracevanju v hladilniku, mehurcki iz
gelov niso oddifundirali. Naredili smo le gele v precis¢eni vodi, pH 4.5 in 1.2, saj nas je
zanimalo, ali se zaporedje modulov gelov v teh medijih pri visji koncentraciji ksantana kaj
spremeni. Rezultate predstavlja graf 13. Zaradi visoke standardne deviacije meritev (zaradi
mehurckov v vzorcih) iz grafa ne moremo narediti natan¢nih sklepov, lahko pa opiSemo
trende. Gel pri pH 4.5 je Se vedno najcvrstejSi. Zanimiv je premik modulov gela pri pH 1.2

k tako visokim vrednostim v primerjavi z G' in G" 4% ksantana v precisceni vodi.

Slika 34: Mhuréki v 4 an
Podobne rezultate je dobila tudi Helena FlajSman pri svojem diplomskem delu, kjer je
eksperimentalno dokazala, da je 1% gel pri pH 1.2 najmanj ¢vrst v primerjavi s pH 7.0 in
4.5, 5% gel (primerljivost z naSim 4%) pri pH 1.2 pa je bil bolj ¢vrst kot pri 4.5 in 7.0 (30).
Iz tega lahko sklepamo, da tvori ksantan pri pH 1.2 (urejena oblika, dvojna vija¢nica)
mocnejSe interakcije pri visjih koncentracijah. Dvojne vijacnice so pri bolj koncentriranem

gelu bolj skupaj, zaradi urejenosti se lepse prilegajo in tvorijo bolj ¢vrst gel.

53



Graf 14 predstavlja primerjavo vrednosti G' in G" za 1%, 2% in 4% gele v precisceni vodi.
Pricakovano so moduli vi§ji z vi§jo koncentracijo, saj je ve¢ interakcij med polimernimi
verigami. Odnos med koncentracijo ter G' in G" ni linearen, saj se moduli pri 2x vi§ji
koncentraciji ne povecajo za 2x. Poleg tega se zaporedje modulov glede na pH in

koncentracijo spreminja.

Gele v medijih z razli¢nim pH pri ionski moci 0,2 M, prav tako kot ogrodne tablete za test
raztapljanja FO, smo naredili iz 2. serije ksantana (kupljen 2006), ker je ksantana iz 1.
serije zmanjkalo. Geli pri pH 3.0, 4.5 in 7.0 in v precisceni vodi z NaCl so reolosko
prakti¢no enaki (graf 15). Odstopa le pH 1.2. Ti rezultati se ujemajo z rezultati raztapljanja
FO, kjer so med mediji v hitrosti sproscanja u¢inkovine iz ogrodne tablete zelo majhne
razlike. Trdimo lahko, da je gel, ki nastane, po konsistenci v vseh medijih (razen pH 1.2, ki
se razlikuje tudi po hitrosti spros¢anja) pri I = 0,2 M enak. Manjse razlike v hitrosti
spros¢anja so posledica razli¢ne topnosti ksantana v odvisnosti od pH in zato v razli¢ni

hitrosti nabrekanja ogrodnih tablet.

Po primerjavi reoloskih rezultatov gelov iz 1. serije in 2. serije ksantana smo ugotovili, da
je gel pri pH 4.5 pri I = 0,1 M bolj ¢vrst kot gel pri 0,2 M, ter da je gel pri pH 7.0 in [ = 0,1
M manj ¢vrst kot pri 0,2 M. Predvidevali smo, da G' in G" pri naras¢anju ionske moci
medija do neke tocke naras¢ata, potem pa padeta na neko vrednost, ki je enaka ne glede na
naraS¢anje I in ne glede na pH medija (razen pH 1.2). Trditev, da postane viskoznost
ksantana pri neki doloceni I neodvisna od povecevanja I podajajo tudi literaturni viri (5, 7).
Razlog za to je, da se ksantan nahaja v maksimalno urejeni obliki, na katero ionska mo¢ od
neke toCke dalje (ko so zasenceni vsi negativni naboji na stranskih verigah) nima vec
vpliva.

Zato smo naredili gele pri pH 4.5 in 7.0 z mediji z razli¢nimi ionskimi jakostmi (graf 16 in
17). Ne glede na ionsko moc¢ so bili geli reolosko enaki. Po primerjavi gela pri 4.5 z ionsko
mocjo 0,1 M iz 1. serije ksantana in 2. serije ksantana pa smo ugotovili, da seriji nista
ekvivalentni. Verjetno gre pri 2. seriji za manjSo stopnjo substitucije s piruvatom ali pa je
zaradi starosti Ze pri§lo do delne hidrolize ketala s piruvi¢no kislino. Potrditev reoloSke
neenakosti med vzorci ksantana iz razli¢nih serij navajajo tudi drugi avtorji (34).

Zakljuc¢imo lahko, da med geli iz 2. serije ksantana v medijih s pH 4.5 in ionsko jakostjo
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med 0,05 — 0,2 M ni razlik. Prav tako ni razlik med geli iz 2. serije ksantana v medijih s pH

7.0 in ionsko jakostjo med 0,15 in 0,4 M.

Zanimalo nas je tudi, ali ima sam pentoksifilin vpliv na strukturo gela. Graf 18 predstavlja
vpliv PF na ¢vrstost gelov pri medijih s standardnim dodatkom NaCl. Masno razmerje
ksantan : PF je v gelih enako kot v tableti (1 : 0,25), le enkrat pa smo naredili gel v
precisceni vodi s PF v razmerju 1 : 0,5. Efekt PF je podoben efektu ionske moci, saj
¢vrstost gela naraste. Zelo visoko so moduli G' in G" za gele v precis¢eni vodi.
Pentoksifilin je zelo Sibka baza s pKb 12,74 (35). Interakcije COOH skupin in OH skupin
ksantana s PF so mozne, kar bi bil lahko razlog za po€asno sprosc¢anje PF v precis¢eni
vodi. Moduli gela v mediju s pH 7.0 so se prav tako pomaknili navzgor v primerjavi s
ksantanom brez PF, med tem ko so se moduli gelov pri pH 4.5 in precis¢eni vodi z NaCl

pomaknili navzdol.

Zanimalo nas je tudi, ali ima na reoloske lastnosti gela vpliv tudi staranje gela. Izbrali smo
2% konzerviran ksantan v pH 1.2 in pH 1.2 z NaCl, ker po literaturnih podatkih pride v
mediju s pH, nizjim od 3.0, do hidrolize ketala s piruvi¢no kislino in deacetilacije (1).
Rezultate predstavljata graf 19 a in b. Pri obeh gelih je viden upad modulov G' in G" po 7
tednih, po 7 dneh pa prakti¢no ni nobenih razlik, kar pomeni, da je gel 1 teden kemijsko

stabilen tudi pri tako nizkem pH.
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Graf 9: Mehanski spekter 2% gelov iz ksantana v pufrih s standardnim dodatkom NaCl, brez dodatka
konzervansa
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Graf 10: Vpliv konzervansa na ¢vrstost 2% gelov iz ksantana
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Graf 11: Mehanski spekter 1% gelov iz ksantana v pufrih s standardnim dodatkom NaCl in dodatkom
konzervansa
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Graf 12: Mehanski spekter 2% gelov iz ksantana v pufrih s standardnim dodatkom NaCl in dodatkom
konzervansa
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Graf 13: Mehanski spekter konzerviranih 4% gelov iz ksantana
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Graf 15: Mehanski spekter 2% gelov iz ksantana pri ionski mo¢i 0,2 M in razli¢nih pHjih
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Graf 16: Mehanski spekter 2% gelov iz ksantana v medijih z razli¢nimi ionskimi jakostmi in pH 4.5
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Graf 18: Mehanski spekter 2% gelov iz ksantana v medijih s standardnim dodatkom NaCl in dodanim
pentoksifilinom
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Graf 19: Vpliv staranja gela na G' in G" pri 2% gelu iz ksantana in pH 1.2 in 1.2 + NaCl
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4.4. Hitrost omocenja tablet

Rezultati dolocanja hitrosti omocenja so imeli znotraj enega medija prevelike razlike, zato
se na razlike med mediji ni dalo nicesar sklepati. Graf 20 predstavlja hitrosti omoc¢enja
tablete s preciS¢eno vodo (modri odtenki) ter z medijem pH 4.5 (I1=0,2 M) (rde¢a in
oranzna Crta). Iz istih razlogov se v teorijo omocenja nismo poglabljali. Morda bi se razlike
pokazale pri avtomatskem apliciranju standardnega volumna kapljice, saj le-tega pri rocni

aplikaciji kapljice nismo mogli nadzorovati.

Graf 20: Razlike v hitrosti omocenja tablete (zacetni del krivulje) s preci§¢eno vodo in pH 4.5 I=0,2
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5. SKLEPI

Na ¢vrstost gela iz ksantana vpliva:

- koncentracija ksantana — ve€ kot je molekul v raztopini, ve¢ interakcij tvorijo med
sabo in obratno; koncentracija vpliva tudi na stopnjo razvitja dvojne vijacnice — visje
kot so koncentracije, manj prostora imajo verige ksantana, da se razpletejo in nizje kot
so koncentracije, veC verig bo v obliki enojne vijacnice;

- pH medija — pri nizkem pH bo ksantan v obliki dvojne vija¢nice, posledi¢no bo
navidezno nizja koncentracija verig ksantana, tvorile bodo manj interakcij, zato bo gel
manj ¢vrst; efekt pa je drugace izrazen pri vi§jih koncentracijah. Pri vi§jem pH bo vec
COOH skupin ioniziranih, ve¢ji bo elektrostatski odboj med verigami, ki bo silil
molekule ksantana v razvitje dvojne vijacnice in prepreceval interakcije verig med
sabo;

- ionska moc oz. koncentracija kationov v mediju — pri nizkih koncentracijah ni
zadostnega sen¢enja negativnih nabojev, prevlada odboj med verigami, zato je gel
manj ¢vrst; vi§je koncentracije kationov s sencenjem favorizirajo urejeno obliko
ksantana;

- priprava gela — vi§ja kot je temperatura priprave, vecji delez ksantana bo v neurejeni
obliki, med tem ko nizke temperature favorizirajo obliko dvojne vijacnice.

Boljsa primerljivost hidrogelov iz ksantana s tistimi, ki nastanejo pri preskusu raztapljanja
bi bila, ¢e bi le-te pripravljali pri 37°C (meSanje v termostatirani kadicki), saj smo preskus
raztapljanja izvajali pri 37°C. Prav tako hidrogelov ne bi smeli hraniti v hladilniku, saj so
sistemi iz ksantana temperaturno obcutljivi. Hidrogelov ne bi smeli konzervirati in oz. bi
morali za boljSo primerljivost vgraditi konzervans v ogrodno tableto v enaki koncentraciji
kot smo ga v hidrogel.

Rezultati reometrije se le delno ujemajo z rezultati raztapljanja FO. Na difuzijo u¢inkovine
ne vpliva le Cvrstost gela, temvec tudi hitrost njegovega nastajanja, kar je vidno pri
reometriji hidrogela in hitrostjo spros¢anja v precis¢eni vodi. Gel je po konsistenci Sibek,
vendar se zaradi najboljSe topnosti ksantana zaradi nizke ionske jakosti precis¢ene vode
verige tukaj najhitreje razpletajo in tvorijo debelo gelsko bariero. Prav tako ne moremo
izkljuciti interakcij med ksantanom in PF v preciS¢eni vodi, saj PF vpliva na konsistenco
gela iz ksantana.

Dodatek NaCl v mediju s pH 3.0 in precisceni vodi povzroci nastanek bolj ¢vrstega gela

zaradi sencenja negativnih nabojev na stranskih verigah. Verige ksantana se pocasneje
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razvijajo iz dvojne vijacnice, zato je gelska plast tanjSa v primerjavi s pre¢is¢eno vodo ali
medijem, ki vsebuje le HCIl s pH 3.0. Pricakovali bi pocasnejse sproscanje, vendar je le-to
hitrejSe.

Gelska plast okoli tablete se najpocasneje tvori v mediju s pH 1.2, kjer je ksantan zelo
slabo topen. Reolosko je ta gel pri nizjih koncentracijah (1%, 2%) tudi najmanj ¢vrst, kar
se ujema z naSo predpostavko, da bo manj ¢vrst gel hitreje sprosc¢al u¢inkovino.

Geli pri ionski moci 0,2 M in pH 3.0, 4.5 in 7.0 in v precis¢eni vodi z NaCl so reolosko
prakticno enaki. Odstopa le pH 1.2. Ti rezultati se ujemajo z rezultati raztapljanja FO, kjer
so med mediji v hitrosti spros¢anja u¢inkovine iz ogrodne tablete zelo majhne razlike. Gel,
ki nastane, je po konsistenci v vseh medijih (razen pH 1.2, ki se razlikuje tudi po hitrosti
sproscanja) pri I = 0,2 M enak. ManjsSe razlike v hitrosti spros¢anja so posledica razli¢ne

topnosti ksantana v odvisnosti od pH in zato v razli¢ni hitrosti nabrekanja ogrodnih tablet.

oo

in bolj trdnih tabletah, kjer bi bilo spros¢anje ucinkovine bolj nadzorovano z raztapljanjem
ksantana. Zanimivo bi bilo opazovati tudi sproscanje netopne ucinkovine v odvisnosti od
pH.

Direktno korelacijo konsistence gela s spros¢anjem ucinkovine bi dobili, ¢e bi primerjali
hitrost sproscanja u¢inkovine iz z u¢inkovino napolnjenih hidrogelov, pripravljenih v
razli¢nih medijih. V naSem primeru igra pri sproscanju veliko vlogo hitrost nastanka
gelskega sloja in ne samo njegova konsistenca.

Ker je ksantan naravna snov, sestava od vzorca do vzorca zelo variira. Zato rezultatov
reometrije ne moremo posploSevati za vsak ksantan. Oscilacijski testi so tudi veliko bolj
obcutljiva metoda za vrednotenje gelskega sloja kot metoda merjenja hitrosti sproscanja
ucinkovine iz FO, zato se razlike, ugotovljene pri reometriji, na hitrosti spro$¢anja ne

vidijo.
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