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POVZETEK

V okviru diplomske naloge smo proucevali vpliv pH in ¢asa zadrZzevanja v simuliranem
zelodénem mediju (SZM) na in vitro sprod¢anje natrijevega diklofenakata iz ogrodnih
tablet iz hidroksipropil metil celuloze (HPMC). pH in ¢asi tablete v simuliranem
zelodénem mediju so v razponu fizioloskega pH Zelodca in Casov zadrZevanja tablet v
7elodcu na tedce. Vrednosti pH SZM so bile: 1,0; 1,6; 2,4 in 3,0, &asi tablet v SZM pa S0
bili: 10, 30, 60, 120 in 200 minut. Tablete smo na zacetku izpostavili SZM, ki so bile
raztopine z razli¢no koncentracijo HCIl. Po razli¢cnih ¢asih v simuliranem Zelodénem
mediju smo medij za spro$¢anje zamenjali za simuliran érevesni medij (SCM). S
preliminarnimi poskusi spros¢anja smo ugotavljali, kateri na¢in sprosc¢anja bi bil najbolj
primeren za vrednotenje omenjenih dveh parametrov. Preverjali smo, kako razli¢ni aparati
za sproScanje (koSarice, vesla), uporaba utezevalca, nadin menjave medija (odlivanje
medija ali prenos tablete v segret medij) in sestava tablet vplivajo na ponovljivost profilov
sproscanja. Konéne poskuse spros¢anja smo izvajali na aparatu z vesli, tableto smo vpeli v
7i¢ko, medij pa smo zamenjali tako, da smo tableto prenesli v predhodno segret SCM.
Ponovljivost je pri tabletah, ki vsebujejo mikrokristalno celulozo in nizji % HPMC
neustrezna. Boljso ponovljivost smo dosegli pri tabletah z visjim % HPMC in brez
mikrokristalne celuloze. Ugotovili smo, da pH in &as tablete v SZM mocno vplivata na
spros¢anje uginkovine v SCM. Modelna u¢inkovina natrijev diklofenakat, ki je sol sibke
kisline s pKa 3,8, ima od pH odvisno topnost. Pri nizjih pH se natrijev diklofenakat slabo
raztaplja (neionizirana oblika), pri visjih pH pa bolje (ionizirana oblika). Najveéje razlike v
spro§¢anju opazimo pri 200 minutah v SZM med pH 1,0 in 3,0 ter pri pH 1,0 med &asi 10
in 200 minut v SZM.

Kljuéne besede: natrijev diklofenakat, pH, ¢as praznjenja zelodca, topnost, ionizacija,
testi sproscanja



SEZNAM OKRAJSAV

BCS biofarmacevtski klasifikacijski sistem

DIK diklofenak (prosta Kkislina)

DIK-Na natrijev diklofenakat (sol)

GIT gastrointestinalni trakt

HPLC tekocinska kromatografija visoke zmogljivosti
HPMC hidroksipropil metil celuloza

Ka ionizacijska konstanta

M molarnost (mol/L)

MCC mikrokristalna celuloza

MMC migracijski motori¢ni kompleks

Ph. Eur. evropska farmakopeja

pKa ionizacijska konstanta na logaritemski skali
PAR paralelka

POS poskus

POVP povprecna vrednost

R? kvadrat Pearsonovega koeficienta

SCM simuliran ¢revesni medij

SD standardna deviacija

SR podaljsano sproscanje

SZM simuliran Zelod¢ni medij

t Casovne tocke vzorcenja

USP aparat za sproS¢anje po zahtevah ameriSke farmakopeje
USP1 aparat za sproS¢anje s koSaricami

USP2 aparat za sproscanje z vesli

uv ultravijoli¢na svetloba

UV-VIS ultravijoli¢na in vidna svetloba

v/v delez volumsko/volumski delez

ut/ut % masno/masni delez



1. UVOD

1.1. POMEN FIZIKALNO-KEMIJSKIH LASTNOSTI UCINKOVIN
ZA SPROSCANJE

Spros¢anje zdravilne ucinkovine iz farmacevtske oblike je pogosto proces, ki omejuje
hitrost absorpcije u¢inkovine iz gastrointestinalnega trakta (GIT) po peroralni aplikaciji.
Difuzija ucinkovine, njena topnost v vsebini GIT, mocljivost trdne povrSine z luminalno
tekoc¢ino in hidrodinamika GIT imajo pomembno vlogo pri in vivo hitrosti sproscanja. Na
topnost zdravilne uc¢inkovine v vsebini GIT vplivajo tako njena topnost v vodi, kot tudi
kristalna oblika, lipofilnost u¢inkovine, solubilizacija v prisotnosti naravnih povrsinsko
aktivnih snovi in zauzite hrane ter pKa u¢inkovine. pH medijev v GIT ima pomemben
vpliv na topnost ucinkovin, ¢e je njihova topnost odvisna od pH medija, kot je znacilno za
Sibke kisline ali Sibke baze. Soc¢asno uzivanje hrane lahko spremeni nekatere parametre v
GIT in vpliva na topnost uc¢inkovine v prebavnih medijih. Slaba topnost spojine (nizja od
0,1 mg/mL) pogosto omejuje sproscanje. Razmerje med odmerkom in topnostjo
ucinkovine v mediju predstavlja oceno, kolikSen volumen medija je potreben za sprostitev
posameznega odmerka. Ce je to razmerje ve¢je kot 1 liter, je sproanje pogosto
problemati¢no. PovrSina farmacevtske oblike, ki je na voljo za sproS¢anje, je odvisna od
velikosti delcev trde snovi in njihove mocljivosti z luminalno teko¢ino. Za dobro napoved
in vivo sproscanja je potrebno pri testih spros¢anja uporabiti pogoje, ki dobro posnemajo

fizioloske pogoje (1).

1.2. NEKATERE FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI
NATRIJEVEGA DIKLOFENAKATA

Kemijsko ime: natrijev {2-[(2,6-diklorofenil)amino]fenil}acetat (2).
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Slika 1: Natrijev diklofenakat (2).



Diklofenak (DIK) je nesteroidna protivnetna ucinkovina s protivnetnim, antipireti¢nim in
analgeticnim delovanjem. DIK je neselektivni inhibitor ciklooksigenaz, vendar Sibko
selektivno inhibira encim ciklooksigenazo 2 (3). Pogosto se uporablja pri dolgotrajnem
zdravljenju degenerativnih sklepnih bolezni (4), predvsem revmatoidnega artritisa (5). DIK
je v farmacevtskih oblikah navadno prisoten v obliki natrijeve ali kalijeve soli. Natrijev
diklofenakat (DIK-Na) uvrs¢amo v razred Il po BCS (Biopharmaceutics Classification

System) klasifikaciji (3), saj ima dobro permeabilnost in slabo topnost (6).

Po peroralni aplikaciji farmacevtske oblike s takoj$njim spros¢anjem se DIK absorbira
100% glede na intravensko aplikacijo. Priblizno 60% ucinkovine doseze sistemski Krvni

obtok zaradi predsistemskega metabolizma (3).

Absolutna topnost diklofenaka v razli¢nih medijih

Topnost DIK-Na je odvisna od pH okoliSke raztopine. V moc¢no kislih raztopinah je nizja
kot 1 mg/mL in narasca z zviSevanjem pH (5). Preglednica | prikazuje vrednosti absolutne

topnosti DIK-Na v razli¢nih medijih.

Preglednica I: Absolutna topnost DIK-Na v razliénih medijih pri sobni temperaturi (7).

Medij ionska mo¢ medija topnost
[mol/L] [mg/mL]
0,1 M HCI 0,1 0,0012
0,01 M HCI 0,01 0,0017
0,001 M HCI 0,001 0,28
acetatni pufer pH = 4,1 0,05 0,0033
acetatni pufer pH = 4,5 0,05 0,0036
acetatni pufer pH = 5,5 0,05 0,036
precis¢ena voda 0 14,18
fosfatni pufer pH = 5,8 0,06 0,14
fosfatni pufer pH = 6,0 0,06 0,15
fosfatni pufer pH = 6,8 0,08 0,67
fosfatni pufer pH = 7,0 0,09 1,36
fosfatni pufer pH = 7,4 0,12 5,15
fosfatni pufer pH = 7,8 0,13 12,00
fosfatni pufer pH = 8,0 0,14 12,14

V literaturi navedeni podatki o nekaterih vrstah topnosti DIK-Na se med seboj moc¢no
razlikujejo. Dolocanje topnosti je zapleteno zaradi zahtevnosti zagotavljanja enakih
termodinamskih pogojev pri meritvah, saj lahko zlahka nastane prenasicena raztopina.
Natan¢no morajo biti podani pogoji pri dolo€anju topnosti, saj lahko ze majhne spremembe

v pH, prisotnosti raztopljenih soli in temperaturi vplivajo na topnost. Potrebna je natan¢na



karakterizacija topljenca, zlasti prisotnost morebitnih hidratov ali polimorfov topljenca

mora biti natan¢no spremljana (8).

V literaturi so opazne velike razlike med vrednostmi vodotopnosti DIK-Na, in sicer so
vrednosti med 0,0178 in 1,771 mg/mL. Mediji za raztapljanje pogosto niso jasno navedeni.
Avtorji so dolocali topnost v vodnih pufrih pri dolo¢enem pH ali v vodi. Tudi raztopljeni

ogljikov dioksid vpliva na pH medija in s tem na topnost (8).

Obstaja veliko opredelitev topnosti. Pomembne opredelitve topnosti so Kineti¢na,
intrinzi¢na in termodinamska topnost. Intrinzi¢na topnost Sibke kisline je opredeljena kot
topnost u¢inkovine v njeni neionizirani (kislinski) obliki. Kineti¢na topnost je merilo
sposobnosti ucinkovine, da tvori prenasi¢eno raztopino. Topnost se lahko doloca v
razli¢nih medijih (voda, vodni pufri), zato je bistvenega pomena, da je jasno navedeno,
kateri medij je izbran, saj se izmerjene vrednosti topnosti razlikujejo glede na medij, v
katerem je bila topnost dolocena (8). Termodinamska topnost je vrednost raztopljene

ucéinkovine, ko je dosezeno termodinamsko ravnotezje (9).

Llinas et al. (8) so dolocali intrinzi¢no topnost s potenciometri¢no kislinsko-bazi¢no
titracijo. DIK-Na so raztopili v vodi in titrirali s kislino. Nastanek oborine so dolocali s
turbidimetrijo, ki s pomocjo spektroskopske sonde zazna sipanje svetlobe zaradi nastanka
oborine. Intrinzicno topnost so dolocali z zasledovanjem ravnotezja (»chasing
equilibrium«). Pri izraCunu titracijske krivulje so upostevali vrednost pKa DIK pri pogojih
(temperatura in ionska moc), ki so enaki pogojem pri dolo¢anju topnosti. Ker je intrinzi¢na
topnost definirana kot topnost DIK, se pricakuje, da je enaka za vse preiskovane oblike
DIK-Na. Preiskovali so tri oblike DIK-Na, in sicer (i) komercialno dostopni brezvodni
DIK-Na, (ii) 4,75-hidrat DIK-Na, ki nastane po rekristalizaciji iz etanola in (iii) brezvodni
DIK, ki je bil oborjen iz raztopine. Intrinzi¢na topnost DIK-Na je bila enaka za vse
preiskovane oblike DIK-Na (8). Preglednica Il prikazuje vrednosti absolutne vrednosti
topnosti DIK v razli¢nih medijih pri sobni temperaturi. Rezultati drugih studij, kjer so
dolocali intrinzi¢no topnost DIK so si v glavnem precej podobni in znasajo okoli 0,001
mg/mL (8).



Preglednica 1l: Absolutne vrednosti topnosti DIK v razlicnih medijih pri sobni

temperaturi (8).

Medij topnost [mg/mL]
imedij s pH 3,0; ionska mo¢ = 0,5 M (vsebuje NaCl) 0,00236
kisel medij s pH 1,0 0,001

Vrednosti kineti¢ne topnosti se dolo¢ajo v trenutku, ko se za¢ne ucinkovina obarjati.
Vrednost kineti¢ne topnosti je veliko vi§ja kot vrednost intrinzi¢ne topnosti, kar nakazuje
nagnjenost DIK do tvorbe prenasi¢ene raztopine. Variabilnost med paralelkami kineti¢ne
topnosti DIK in DIK-Na je zelo velika. Vrednost kineti¢ne topnosti za DIK-Na je 0,040 +
0,005 mg/mL, za DIK pa 0,012 + 0,004 mg/mL. Ionska mo¢ medijev za raztapljanje je bila
0,165 mol/L (8).

lonizacija

DIK-Na je sol sibke kisline. V literaturi lahko zasledimo razli¢ne vrednosti pKa, in sicer
vrednosti 3,8 (3) in okoli 4 (5).

Topnost DIK-Na je mo¢no odvisna od pH medija za raztapljanje (Preglednica I). Topnost
DIK-Na je veliko ve¢ja v medijih z vi§jim pH kot v medijih z nizjim pH. DIK-Na je zelo
tezko topen oziroma prakticno netopen v mocno kislem mediju (7). V mediju za
raztapljanje s pH ve¢ kot eno enoto pod vrednostjo pKa je DIK-Na prisoten predvsem
(razmerje med ionizirano in neionizirano obliko je < 1:10) v neionizirani obliki, ki je
slabSe topna kot ionizirana oblika. Z naras€anjem pH medija za raztapljanje se povecuje
topnost DIK-Na zaradi prispevka ionizirane oblike. pH GIT teko¢in je tako eden
pomembnejSih dejavnikov, ki vplivajo na topnost ionizirajo¢ih ucinkovin. Vrednosti pH
GIT tekocin se vzdolz GIT spreminjajo (1). NajpogostejSe vrednosti pH v Zelodcu na teSce
so med 1 in 2,5 (v€asih doloc¢ijo vi§je vrednosti do pH 7,5), medtem ko so v duodenumu

med 5,8 in 6,5; v jejunumu pa med 4,4 in 6,5 (10).

Poleg pH medija na topnost DIK-Na vpliva tudi ionska mo¢ medija za raztapljanje in
sestava medija, vendar je njun vpliv na topnost manjsi. V pufrih z visjo ionsko mocjo je
topnost DIK-Na nizja kot v pufrih z nizjo ionsko mocjo pri enakem pH. Opazili so tudi, da
je topnost v medijih, ki vsebujejo NaCl, nekoliko nizja v primerjavi z mediji, ki vsebujejo

KCI. Razlog je verjetno vpliv skupnih natrijevih ionov (7).



Intramolekularna ciklizacija

V kislih vodnih raztopinah lahko potece intramolekularna ciklizacija. Morebitna ciklizacija
pote¢e med aminsko in karboksilno skupino. Produkt ciklizacije je laktam (11). Slika 2
prikazuje potek intramolekularne ciklizacije v Kkislih pogojih. Produkt ciklizacije je
kemijsko analogen necistoti A po monografiji DIK-Na v evropski farmakopeji (Ph. Eur.)
(12).

0

Ca
> = = OSL
cl G| L Ve
Potasna
reakcija
mo Hitra m‘m
Cl\[::%jjI’CI Cl\I::fjt]-Cl

2

?

~—

I

reakcija

Slika 2: Kislinsko katalizirana intramolekularna ciklizacija DIK-Na (5).

Larsen et al. (11) so dolo¢ili hitrostne konstante ciklizacije pri pH 1 in 2, ki so psevdo 1.
reda. S pomocjo teh so izracunali delez DIK-Na, ki je podvrzen kislinsko-katalizirani
ciklizaciji v Zelodcu. lzracunali so, da pri pH 1 ostane 92% DIK-Na necikliziranega, pri pH
2 pa 99%. Tako zakljucujejo, da kislinsko-Kkatalizirana ciklizacija DIK-Na ni pomembna za

biolosko uporabnost DIK-Na po peroralni aplikaciji (11).

Palomo je s sodelavci (5) poskusal potrditi ciklizacijo z analizo nastalih spojin po
izpostavitvi DIK-Na razlicnim medijem, in sicer HCl s pH 1,3, NaOH s pH 12,65,
fosfatnemu pufru s pH 6,8 in destilirani vodi. Za analizo nastalih spojin so uporabili
Stevilne analizne metode: UV-VIS spektrometrijo, diferenéno dinamic¢no kalorimetrijo,
infrardeco spektroskopijo, rentgensko praskovno difrakcijo in energijsko disperzijsko

rentgensko analizo (»energy dispersive X-ray analysis«).

Ciklizacija v kislem mediju je reverzibilna, zato pride in vitro po spremembi okoliske
raztopine v bazi¢no oziroma nevtralno raztopino z visokim delezem natrija do obnovitve
prvotne strukture spojine. Nekateri avtorji (5) predvidevajo, da poteka kislinsko—bazi¢na

reakcija samo na zunanji povrSini farmacevtske oblike. Nizka topnost DIK preprecuje



nadaljnje sproSc€anje in raztapljanje pri nizkem pH. Ko se pH poveca, se sproscanje
ponovno zac¢ne (5). Guhmann et al. (13) so dokazali reverzibilnost intramolekularne
ciklizacije DIK-Na.

Ucinkovino so najprej izpostavili Kislini. Pri analizi spojine z infrarde¢o spektroskopijo
dobljeni spekter v nasprotju s pri¢akovanji ni ustrezal cikli¢ni strukturi. Analizirana spojina
ni imela laktamske strukture, zato najverjetneje ni prislo do intramolekularne ciklizacije v
kislem mediju. V kisli raztopini so protoni zamenjali Na* v strukturi DIK-Na in povzro¢ili

nastanek kisle oblike spojine s precej nizko vodotopnostjo, vendar ne cikli¢ne oblike (5).

Poleg tega so lahko pretvorili u¢inkovino v prvotno sol DIK-Na z ustrezno raztopino (na
primer NaOH), kar je ponovno pomenilo, da spojina po izpostavitvi kislini nima cikli¢ne
strukture. Ciklizacija je reverzibilna reakcija, vendar je pretvorba cikli¢ne strukture v
prvotno obliko DIK-Na upocasnjena. Laktamska struktura ne reagira tako hitro, ker ima

precej visoko kemijsko stabilnost (5).
Hidrati

DIK-Na lahko obstaja v obliki trihidrata in tetrahidrata. Za pripravo zdravil, Ki ustrezajo
farmakopejskim predpisom, se uporablja samo brezvodna oblika (3). V literaturi zasledimo
tudi opise oblike DIK-Na skoraj tetrahidrata (»almost tetrahydrate diclofenac sodium) in
pentahidrata (4, 14).

Tvorba hidratov lahko mo¢no vpliva na fizikalno-kemijske lastnosti, kot so stabilnost,
topnost, hitrost raztapljanja in posledi¢no tudi na biolosko uporabnost (4). Molekula vode
se z vodikovimi vezmi povezuje z molekulami zdravilne ucinkovine, pri ¢emer nastane

stabilna kristalna struktura (15).

Nekateri proizvodni procesi lahko vkljucujejo prisotnost vode v sintezi in/ali kristalizaciji
zdravilnih ucinkovin ali pri oblikovanju zdravila s pomoznimi snovmi. Do izgube
adsorbirane in/ali kristalno vezane vode pa lahko pride pri procesu susenja, mletja, meSanja
in tabletiranja (15). Trde snovi v farmaciji so lahko v stiku z vodo med procesnimi
postopki, kot so kristalizacija, liofilizacija, mokro granuliranje, filmsko oblaganje z vodno
raztopino ali pri metodi susenja z razprSevanjem (»spray drying«). Prav tako lahko pridejo

v stik z vodo med shranjevanjem (4).

V Dbrezvodni obliki DIK-Na kaze nagnjenost do vezave vode iz okolja. Tvorba
tetrahidratov poteka spontano Ze pri temperaturi 25°C in relativni vlaznosti 60%. Poteka



trdno-trdni prehod v hidratno obliko DIK-Na tetrahidrata, ki se od brezvodne oblike
razlikuje po fizikalno-kemijskih, biofarmacevtskih in tehnoloskih lastnostih. Ta oblika se
razlikuje od oblike tetrahidrata, pridobljenega z rekristalizacijo iz vode ali s
suspendiranjem ucinkovine v vreli vodi in nadaljnjo Kristalizacijo. Pri shranjevanju
brezvodne oblike pri relativni vlaznosti 59% ali 98% pri sobni temperaturi in relativni

vlaznosti 100% pri razli¢nih temperaturah (20° in 30°C) dajo vedno enake hidratne oblike
(4).

Med shranjevanjem lahko pride do vezave vode v strukturo DIK-Na, kljub temu da ni bil
DIK-Na v neposrednem stiku z vodo med proizvodnim procesom. Na ta pojav lahko

uc¢inkovito vplivamo z dodatkom pomoznih snovi, ki vezejo vodo in preprecujejo vezavo

vode v strukturo DIK-Na (4).

Primerjave razlik v topnosti in intrinzi¢ni hitrosti raztapljanja med brezvodnim DIK-Na in
DIK-Na tetrahidratom so pokazale, da ima brezvodni DIK-Na vi§jo topnost in se hitreje
raztaplja kot DIK-Na tetrahidrat tudi pri fizioloskem pH 6,8. Posledica razlik v topnosti in
hitrosti raztapljanja pri pH 6,8 so razlike v bioloski uporabnosti. Za DIK-Na je namre¢
znacilno, da je hitrost raztapljanja proces, ki omejuje absorpcijo. Spros¢anje DIK-Na
poteka predvsem v tankem crevesju, kjer je pH gastrointestinalnih tekocin priblizno 6,8.
Topnost DIK-Na je odvisna od pH medija. V kislih pogojih pride do tvorbe DIK. Topnost
DIK-Na je v kislih medijih zelo slaba, zato se sprosti zelo majhen delez DIK-Na.
Brezvodni DIK-Na in DIK-Na tetrahidrat se razli¢éno obnasata med raztapljanjem, verjetno
zaradi razliéne mocljivosti prahov. Rezultati Studije intrinzi¢ne hitrosti raztapljanja kazejo

tudi na razliko med tetrahidrati glede na nacin priprave (4).

Porocajo o pripravi in karakterizaciji oblike hidratov DIK-Na trihidrat. Studija hidratnih
oblik DIK-Na kaze, da lahko obstajajo izomorfne oblike trihidrata z razlicno

kristalini¢nostjo in razli¢no porazdelitvijo vode znotraj kristalne strukture (15).

Razli¢ni vzorci enake hidratne oblike lahko izkazujejo razli¢ne lastnosti, ¢e je velikost
njihovih kristalov in/ali morfologija razli¢na. Dehidracija je hitrejSa za vzorce z manj$imi
delci. Metoda, ki jo izberemo za pripravo dolocene polimorfne oblike, lahko kritiéno
vpliva na lastnosti in stabilnost kon¢nega produkta zaradi razlicne morfologije in/ali
velikosti kristalov. Kljucen je pravilen izbor parametrov obdelave snovi, ki zagotovijo, da

dobimo zeleno obliko zdravilne u¢inkovine (16).

10



2. NAMEN DELA

Posnemanje fizioloskih pogojev Vv in vitro testih spros¢anja je pomembno za
napovedovanje obnaSanja farmacevtske oblike v GIT po peroralni aplikaciji. Namen
diplomske naloge je ovrednotiti vpliv pH in Casov zadrzevanja tablet v simuliranem
zelodénem mediju (SZM) na spro§¢anje DIK-Na iz ogrodnih tablet iz hidroksipropil metil
celuloze (HPMC). pH in ¢asi v SZM bodo v razponu fizioloskih pH in ¢asov zadrzevanja

tablet v Zelodcu na tesce.

FizioloSki pH in ¢as zadrzevanja tablete v Zelodcu sta zelo variabilna. pH Zelod¢nega
medija v Zelodcu na tes¢e je med 1 in 3. Cas zadrZevanja tablete v Zelodcu na tescée je od
nekaj minut do dveh ur, v nekaterih primerih tudi dlje. S preliminarnimi poskusi bomo
opredelili pogoje sproscanja z najboljSo ponovljivostjo, pri ¢emer bomo vrednotili vpliv
razlicnih aparatov za sprosScanje (koSarice, vesla), uporabe utezevalca, razlicne nacine
zamenjave medijev in sestave tablet. Kon¢ne poskuse bomo izvedli pri teh pogojih pri
stirih pH (1,0; 1,6; 2,4 in 3,0) in petih ¢asih v SZM (10, 30, 60, 120 in 200 minut),
spro$éanje pa bomo do izteka 24 ur nadaljevali v simuliranem &revesnem mediju (SCM).
Bistveni sestavini tablet bosta DIK-Na in HPMC, ki tvori ogrodje tablet. Tablete bomo na
zaletku izpostavili SZM, ki bodo raztopine HCl z razli¢no koncentracijo, in jih po
razli¢nih asih v SZM prenesli v 50 mM fosfatni pufer s pH 6,8 (SCM). DIK-Na smo
izbrali kot modelno ucinkovino, saj ima topnost odvisno od pH in ima pKa v obmoc¢ju

fizioloskega pH GIT.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1.

3.2.

MATERIALI

natrijev diklofenakat, Cistota > 98%, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Nemcija,
proizvedeno na Kitajskem;

Metolose® 90SH-100.000SR (lastnosti so prikazane v Preglednici I11), Shin Etsu,
Japonska;

Preglednica I11: Lastnosti Metolose® 90SH-100.000SR (HPMC) (17).

viskoznost 2% vodne raztopine pri 20°C | 100 000 mPa x s
pH 5,0-8,0
vsebnost metoksi substituenta 22,0-24,0%
vsebnost hidroksipropil substituenta 8,0-12,0%
velikost delcev 150 um

Gostota 1,26-1,31 g/mL
nasipni kot 39-46°

klorovodikova kislina, Titrisol®, za pripravo 1 M HCI, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

natrijev hidroksid, Titrisol®, za pripravo 1 M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija;

kalijev dihidrogenfosfat, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

magnezijev stearat, Ph. Eur. 6™, Lex, Koper, Slovenija;

Avicel PH 200; mikrokristalna celuloza, FMC;

standard za umeritev pH metra, puferska raztopina, fosfatni pufer pH 7,00 (+0,02;
20°C), Kefolab, Ljubljana, Slovenija.

APARATURE
spektrofotometer, Agilent 8453, Agilent Technologies, HP, Waldbronn, Nem¢ija;

aparat za testiranje sprosSCanja, aparat z vesli in aparat s koSaricami, VK 7000,
VanKel Technology Group, Cary, NC, ZDA,

digitalna tehtnica, Exacta 300 EB, tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

analizna tehtnica, Mettler Toledo AG245, Schwarzenbach, Svica;

avtomatska pipeta 20-200 pl, Eppendorf, Hamburg, Nemcija;

avtomatska pipeta 100-1000 pl, Eppendorf, Hamburg, Nemcija;

avtomatska pipeta 500-2500 pl, Eppendorf, Hamburg, Nemcija;

avtomatska pipeta 1-10 ml, Eppendorf, Hamburg, Nemcija;
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3.3.

polnilne pipete (1, 2, 3, 5, 10, 15, 25 ml);

filtri, Minisart RC 15 membrane, velikost por 0,45 um, Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Nemcija;

pH meter, MP 220, Mettler Toledo, Schwarzenbach, Svica;

pH meter, MA 5750, Iskra, Kranj, Slovenija;

nerjaveCa kovinska zi¢ka za izdelavo utezevalcev, VanKel Technology Group,
North Carolina, USA,

tabletirka na udarec Kilian SP 300, Kilian and Co GmbH, Nemcija;

ultrazvocna kadicka Sonis, Iskra, Kranj, Slovenija;

filtri Full flow filters 35 MI, Agilent Technologies, HP, Waldbronn, Nemc¢ija;
membranski filtri, velikost por 0,45 pm, Sartorius AG, Nemcija;

aparat za merjenje trdnosti VK 200 tablet hardness tester Agilent Technologies,
HP, Waldbronn, Nemcija.

METODE

Izdelava ogrodnih tablet

Teste sproScanja smo delali na dveh razli¢nih vrstah ogrodnih tablet iz HPMC. Sestava

tablet je prikazana v Preglednici IV.

Preglednica I1V: Sestava tablet A in B.

tablete A tablete B
natrijev diklofenakat [ut/ut %] 15 25
Metolose 90SH-100.000SR [ut/ut %)] 15 74,5
IAvicel PH 200,0 [ut/ut %)] 69,5 /
magnezijev stearat [ut/ut %] 0,5 0,5

Tablete smo izdelali s tabletirko na udarec. Natan¢no smo natehtali snovi za tablete in jih

zmesSali po pravilu rasto¢ih mas. Nato smo mesali $e 20 minut, da smo dobili homogeno

zmes. Tablete A smo tabletirali polavtomatsko s hitrostjo 15 tablet na minuto. Za tablete B

smo na tehti¢ natehtali 400 £ 10 mg zmesi za tabletiranje, jo nasuli v matri¢no vdolbino in

ro¢no stisnili tablete. Med tabletiranjem Smo redno preverjali pogoje (prikazani v
Preglednici V).
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Preglednica V: Pogoji pri tabletiranju za tablete A in B.

tablete A tablete B
interval mase tablet [mg] 380-400 385-415
interval sile na zgornjem pecatu [KN] 7,2-8,2 9,8-10,8
interval sile na spodnjem pecatu [kKN] 9,6-10,6 12,0-13,0
interval sile stiskanja [kN] 7-8 13-14
interval trdnosti [N] priblizno 100 85-95

Priprava medijev

e 1MHCI

1 M HCI smo pripravljali z ampulami Titrisol za pripravo 1 M HCI. V bucko z volumnom
1 liter smo do polovice nalili deionizirano vodo. Vsebino ampule smo kvantitativno
prenesli v bucko z deionizirano vodo, dopolnili do oznake z deionizirano vodo in dobro

premesali.
e 1M NaOH

1 M NaOH smo pripravljali z ampulami Titrisol za pripravo 1 M NaOH. V bucko z
volumnom 1 liter smo do polovice nalili deionizirano vodo. Vsebino ampule smo
kvantitativno prenesli v buc¢ko z deionizirano vodo, dopolnili do oznake z deionizirano

vodo in dobro premesali.
e Simuliran Zelodéni medij (SZM)

Kot SZM smo uporabili raztopine HCl v razli¢nih koncentracijah. Do polovice bucke smo
nalili deionizirano vodo. Z merilnim valjem oziroma polavtomatsko pipeto smo odmerili
potreben volumen 1 M HCI (Preglednica V1) in jo kvantitativno prenesli v bucko z
deionizirano vodo. Z deionizirano vodo smo dopolnili do oznake na bucki in dobro
premesali. V nadaljevanju podajamo raztopine HCI glede na pH, izra¢unan iz molarnih

koncentracij HCI.

Preglednica VI: Volumni 1 M HCI za pripravo SZM z razli¢nimi vrednostmi pH.

koncentracija pripravljene HCI [mol/L] 0,1 0,0251 | 0,01 |0,00398| 0,001
izraGunani pH 1,0 1,6 2,0 2,4 3,0
1 M HCI za 1 L raztopine HCI [mL] 100 25,11 10 3,9811 1,0
1 M HCI za 5 L raztopine HCI [mL] 500 125,6 50 19,91 50
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e Simuliran érevesni medij (SCM)

SCM je bil 50 mM fosfatni pufer s pH = 6,8. Sestava je prikazana v Preglednici VII. Na
precizni tehtnici smo natan¢no natehtali KH,PO4 v ¢aso. V bucko smo priblizno do
polovice nalili deionizirano vodo. KH;PO, smo kvantitativno prenesli v bucko z
deionizirano vodo. Z merilnim valjem smo odmerili potreben volumen 1 M NaOH in ga
kvantitativno prenesli v bucko z deionizirano vodo. Z deionizirano vodo smo dopolnili do
oznake na bucki in dobro premesali. Fosfathemu pufru smo izmerili pH in po potrebi
uravnali pH na 6,8 + 0,05. Predhodno je bil pH meter umerjen s pufersko raztopino s pH
7,00 £ 0,02.

Preglednica VII: Sestava 50 mM fosfatnega pufra s pH 6,8.

volumen fosfatnega pufra s pH 6,8 [L] 2 5
KH,PO,[d] 13,6 34

1 M NaOH [mL] 44 110
H,0O do2L do5L

Testi spro§c¢anja

Teste sproscanja smo izvajali na aparatu za spro$¢anje z vesli - USP2 (preliminarni in
kon¢ni testi) ali kosaricami - USP1 (preliminarni testi). V posodo, v kateri je potekalo
spros¢anje, smo nalili en liter medija. Medij smo pred sproScanjem segreli na 37 + 0,5°C.
Hitrost vrtenja vesel in koSaric je bila 100 obratov/minuto. Vzorcili smo avtomatsko.
Vzorec je bil avtomatsko filtriran. Velikost por v filtru je bila 35 pum. Volumen
posameznega vzorca je bil 5 mL. Odvzetih vzorcev nismo nadomescali s svezim medijem,
ampak smo pri izracunih profilov spros¢anja upostevali zmanj$an volumen in odvzeto
maso ucinkovine. Pred zacetkom spro§canja smo vzor¢ili medij, ki je predstavljal nulti

vzZorec.

Pred sproS€anjem smo vsako tableto stehtali. Mase tablet smo upoStevali pri izracunu
profilov sproscanja, kjer smo predpostavili, da masa uc¢inkovine predstavlja 15 (tablete A)
oziroma 25 (tablete B) ut/ut % mase tablete. Nato smo tablete previdno spustili v medij v
posodi in zaceli teste sproScanja. Pri testih sproS€anja na aparatu z vesli so bile tablete v

zi¢ki (tablete smo predhodno vstavili v veckrat zavito nerjaveco zicko) ali brez Zicke.

Zadetni medij so bile raztopine HCI razli¢nih koncentracij, ki so nam predstavljale SZM.
Tablete so se zadrzevale v SZM razli¢en &as. Po tem Gasu smo spro$¢anje nadaljevali v

SCM, ki je bil 50 mM fosfatni pufer s pH 6,8. Zagetni volumen SCM je bil 1 liter. Casovne
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totke vzoréenja v SZM in SCM so se razlikovale glede na &as zadrzevanja v SZM

(Preglednica VIII za preliminarne, Preglednica X pa za kon¢ne teste spro$¢anja).

e Preliminarni testi sproS¢anja

V preliminarnih testih smo uporabljali tablete A in B. Tableto smo izpostavili SZM. SZM
so imeli pH 1, 2 in 3 (Preglednica V1). Casi zadrzevanja v SZM pa so bili 10, 60, 90 in 200

minut. Po tem ¢asu smo zamenjali medij s SCM s pH 6,8. Skupen &as poteka poskusa je bil

20 ur. Casovne tocke vzoréenja so prikazane v Preglednici VIII.

Preglednica VI1I1: Casovne tocke vzoréenja v SZM in SCM za razli¢ne ase zadrzevanja

tablet v SZM pri preliminarnih poskusih.

Cas zadrZevanja [10 minut 60 minut 90 minut 200 minut
tablete v SZM
casovne toCke 0 0 0 0
vzoréenja v SZM |10 30 30 30
[min] 60 60 60
90 90
120
150
180
200
casovne tocke 30 90 120 240
vzor&enja v SCM [0 120 150 300
[min] 90 180 180 360
120 240 240 420
180 300 300 480
240 360 360 600
300 480 480 720
360 600 600 900
480 720 720 1200
1200 1200 1200

S preliminarnimi testi smo Zeleli dolo¢iti optimalne pogoje, pri katerih bi dobili najboljso

ponovljivost profilov spros¢anja. Preliminarne poskuse smo izvajali na 4 razliéne nacine

(Preglednica IX). Razlikovali so se v nac¢inu zamenjave medija, aparaturi za sprosc¢anje in

uporabi zZicke za tablete.
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Preglednica 1X: Pogoji in parametri spro§¢anja (¢as v SZM in pH), tablete, na katerih smo
izvajali teste spro$c¢anja in Stevilo paralelk (PAR) pri posameznih pogojih za preliminarne

teste sproscanja.

Stevilo PAR
pH
¢as v SZM

izvedba pogoji spros¢anja tablete [min] 1 2 3
| ODLIVANJE MEDIJA |

| kosarice A 60 o

A 200 3

1] Vesla (brez zicke) A 60 2 2 4

poskusne A? 60 3 4 4

A 10 2 2 2

A 60 2 2 11

i Vesla (zicka) A 90 8 2 9

A 200 2 2

B 60 5
| PRENOS TABLETE V SEGRET MEDIJ |

v vesla (zi¢ka) A 60 8

B 60 3 3 2

% Poskusne tablete A so tablete A, ki smo jih preliminarno ro¢no tabletirali. Z njimi smo

preverjali profile spro$¢anja.

Pri izvedbi | smo v posode USP aparata nalili SZM. Tableto smo vstavili v kogarico.
Kogarice s tabletami smo spustili v SZM. Po &asu zadrzevanja v SZM smo dvignili
koSarice s tabletami. Odlili smo SZM in nalili neogret SCM. Kogarice s tabletami smo

spustili v SCM.

Pri izvedbi 11 smo v posode USP aparata nalili SZM in tableto previdno spustili v SZM. Po
dasu zadrzevanja v SZM smo odlili SZM. Pozorni smo bili, da nismo odlili tudi
neraztopljenih snovi na dnu posode. Neogret SCM smo poéasi in previdno nalivali ob steni

posode za sproSc€anje, ki je bila rahlo nagnjena.

Pri izvedbi 111 smo v posode USP aparata nalili SZM. Tableto smo vstavili v veckrat zavito
nerjaveco zicko, ki je imela funkcijo utezevalca. Tableto v zicki smo previdno spustili v
SZM. Po &asu zadrzevanja v SZM smo odlili SZM. Pozorni smo bili, da nismo odlili tudi
neraztopljenih snovi na dnu posode. Neogret SCM smo pocasi in predvidno nalivali ob

steni posode za sproscanje, ki je bila rahlo nagnjena.
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Pri izvedbi IV smo v $tiri posode USP aparata nalili SZM, v tiri pa SCM. Tableto smo
vstavili v Zi¢ko. Tableto v zi¢ki smo previdno spustili v SZM. Po &asu zadrzevanja v SZM
smo prenesli tableto v predhodno segret SCM. S pinceto smo zelo previdno prijeli konéni
del zicke, ki ni bil v stiku s tableto, in prenesli tableto v zicki v SCM. Pozorni smo bili, da

se nismo dotaknili tablete in jo s tem poskodovali.
e Koncni testi spros¢anja

Kon¢ne teste spros¢anja smo izvajali samo na tabletah B. Teste spro§¢anja smo izvajali na
USP2. Tableto smo vstavili v zi¢ko. Spros¢anje je dologen ¢as potekalo v SZM, nato pa
smo tableto s pinceto prenesli v predhodno ogret SCM. Skupen ¢as spro$¢anja v obeh
medijih je bil 24 ur. Kot SZM smo uporabili raztopine HCI s pH 1,0; 1,6; 2,4 in 3,0
(Preglednica VI). SCM je bil 50 mM fosfatni pufer s pH=6,8 = 0,05.

Casi zadrzevanja v SZM so bili 10, 30, 60, 120 in 200 minut. Casovne tocke vzorcenja so

prikazane v Preglednici X.

Preglednica X: Casovne to¢ke vzoréenja v SZM in SCM za razli¢ne Case zadrzevanja

tablet v SZM pri konénih poskusih.

¢as zadrzevanja 10 minut 30 minut 60 minut 120 minut 200 minut
tablete v SZM
¢asovne toke |0 0 0 0 0
vzorcenja v SZM |10 30 30 30 30
[min] 60 60 60
90 90
120 120
150
180
200
Casovne tocke 30 60 90 150 240
vzorcenja v SCM |0 9 120 180 300
[min] 120 120 180 240 360
180 180 240 300 420
240 240 300 360 480
300 300 360 480 600
360 360 480 600 720
480 480 600 720 900
1080 1080 1080 1080 1080
1440 1440 1440 1440 1440

Preglednica XI prikazuje $tevilo paralelk konénih testov sproscanja.
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Preglednica XI: Stevilo paralelk konénih testov spro$¢anja pri razliénih pH in &asih v
SZM.

¢as v SZM [min] pH
1,0 1,6 2,4 3,0
10 3 3 5 5
30 3 3 5 5
60 3 3 3 3
120 3 3 5 3
200 4 4 3 4

¢ Dolocanje ucinkovine v neraztopljenem ostanku v simuliranem Zelodénem mediju

Pri izvedbi IV smo dolo¢ili uginkovino v neraztopljenem ostanku v SZM po prenosu
tablete v SCM. Po spro§¢anju smo prefiltrirali medij in dobro sprali filter s SCM v &aso. S
SCM smo dobro sprali v ¢aso vse dele aparata USP, ki so bili v kontaktu z DIK-Na.
Vsebino ¢ase smo kvantitativno prenesli v bucko z volumnom 100 mL in s SCM dopolnili
do oznake na bucki. V bucko smo dali magnetno meSalo in pustili mesati ¢ez no¢. Vsebino
bucke smo naslednji dan prefiltrirali z membranskim filtrom 0,45 um, izmerili absorbanco

in izracunali maso DIK-Na v neraztopljenem ostanku.

Analiza vzorcev

e Priprava umeritvenih krivulj v simuliranem Zelodénem mediju

Umeritvene premice smo pripravili za raztopine HCI s pH 1,0; 1,6; 2,0; 2,4 in 3,0. Za
vsako koncentracijo HCI smo pripravili tri osnovne raztopine DIK-Na v deionizirani vodi s
koncentracijo 300 mg/L. V 100 mL bucko smo natan¢no natehtali priblizno 30 mg DIK-
Na, ga raztopili v deionizirani vodi in dopolnili do oznake. Da se je raztopila vsa
ucinkovina, smo uporabili ultrazvo¢no kadicko. Iz vsake osnovne raztopine smo s
polavtomatsko pipeto odmerili tri razli¢ne volumne raztopine, ki smo jih prenesli v nove
bucke in redcili s kislim medijem do oznake. Pri izboru koncentracijskega obmoc¢ja smo
bili pozorni, da smo zajeli celotno obmocje odzivov pri nasih poskusih. Koncentracijska
obmocja standardnih raztopin so prikazana v Preglednici XII. Absorbanco smo izmerili z
UV spektrofotometrom pri valovni dolzini 272 nm, kjer ima DIK-Na absorpcijski
maksimum v kislih medijih. Ozadje smo brisali s ¢istimi kislimi mediji. Absorbanco smo
merili takoj po pripravi standardnih raztopin. Narisali smo graf absorbance v odvisnosti od
koncentracije, z linearno regresijo dolocili enacbo premice skozi to¢ke in dolo¢ili kvadrat

Pearsonovega koeficienta (R?).
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Preglednica XII: Koncentracijsko obmocje standardnih raztopin DIK-Na za pripravo

umeritvenih krivulj v SZM.

izra¢unani pH medija koncentracijsko obmocje [mg/L] |
1,0 0,6-3,6
1,6 1-6,9
2,0 0,6-5,6
2,4 1-17
3,0 1-16

e Priprava umeritvenih krivulj v simuliranem ¢revesnem mediju

Pripravili smo tri osnovne raztopine DIK-Na v fosfatnem pufru s koncentracijo 100 mg/L.
Osnovne raztopine smo pripravili tako, da smo v 100 mL bucko natan¢no natehtali
priblizno 10 mg DIK-Na, ga raztopili v fosfatnem pufru in dopolnili do oznake. Iz vsake
osnovne raztopine smo s polnilno ali polavtomatsko pipeto odmerili tri razliéne volumne
raztopine, ki smo jih prenesli v nove bucke in red¢ili s fosfatnim pufrom do oznake. Pri
izboru koncentracijskega obmocja smo bili pozorni, da so bili odzivi (absorbance) v
obmocju linearne odvisnosti absorbance od koncentracije. Koncentracijsko obmocje
standardnih raztopin DIK-Na v fosfatnem pufru je bilo od 0,5 do 30 mg/L. Absorbance
standardnih raztopin smo izmerili z UV spektrofotometrom pri valovni dolzini 276 nm,
kjer ima DIK-Na absorpcijski maksimum v fosfatnem pufru s pH 6,8. Ozadje smo brisali s
Cistim fosfatnim pufrom. Narisali smo graf absorbance v odvisnosti od koncentracije,

v v . Ly . e . vere 1o 2
dolocili enacbo premice skozi tocke z linearno regresijo in dolo¢ili R”.

e Analiza vzorcev testov spros¢anja

Koncentracije ucinkovine v vzorcih smo dolocali z merjenjem absorbance z UV
spektrofotometrom. Za slepi vzorec smo uporabljali Ciste medije brez ucinkovine.
Absorbance smo merili pri valovni dolzini, kjer ima DIK-Na absorpcijski maksimum. V
kislih medijih je bil absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 272 nm, v fosfatnem pufru
pri 276 nm. Ce so bile absorbance vzorcev v fosfatnem pufru izven obmodja umeritvene
premice (absorbance nad 1,1), smo vzorce petkrat redcili s fosfatnim pufrom in ponovno

izmerili absorbance.
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Izracun profilov spros¢anja

e Izracun koncentracije iz umeritvene krivulje

Koncentracije DIK-Na v vzorcu smo izracunali iz umeritvenih premic za ustrezen
medij. V primeru red¢enja smo dobljeni rezultat pomnozili s faktorjem redcitve, da

smo dobili koncentracijo v neredéenem vzorcu (Enacba 1).
c=(— Enacha 1

¢ — koncentracija uc¢inkovine v vzorcu ob Casu t [mg/L]

A — izmerjena absorbanca vzorca ob ¢asu t

Na— preseci§ée umeritvene premice z 0sjo Yy za ustrezen medij
k — naklon umeritvene premice v ustreznem mediju [L/mg]

f — faktor redéenja (vzorci brez red¢enja = 1, s petkratnim red¢enjem = 5)
e Masa DIK-Na v kislem mediju

Volumna odvzetega vzorca nismo nadomescali s svezim medijem, zato smo morali
pri izraCunih korigirati vrednosti zaradi zmanjSevanja volumna in odvzema mase

ucinkovine. Maso sproS¢enega DIK-Na v kislem mediju smo izraunali po Enacbhi 2.

my — korigirana masa ucinkovine, spro$¢ene v kislem mediju v ¢asu t [mg]

Ck — izmerjena koncentracija u¢inkovine, sprosc¢ene v kislem mediju v vzorcu v asu t
[ma/L]

V) — zaCetni volumen medija [L]

V., — volumen vzorca [L]

Nk — Stevilo vzorcev v kislem mediju (n =1 pri t = 0 min)

C1, C2, Cn1 — izmerjene koncentracije uéinkovine v prvem, drugem, (n - 1)-tem vzorcu
[mg]

¢ 9% DIK-Na v kislem mediju

Nato smo izracunali delez sprosc¢ene ucinkovine. Koli¢ino DIK-Na v posamezni

tableti smo izracunali iz mase stehtane tablete in % DIK-Na v tableti (Enacba 3).
% ul = ——— Enacba 3
% uck — % sproscene ucinkovine v kislem mediju v ¢asu t
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my — korigirana masa u¢inkovine, spros¢ene v kislem mediju v ¢asu t [mQ]
ut/ut % - masno/masni delez u¢inkovine v tableti

M - Masa tablete [mg]
e Masa DIK-Na v fosfatnem pufru
— Odlivanje medija

Pri metodi z odlivanjem medija smo odlili kisel medij in nalili fosfatni pufer. Zacetni

volumen fosfatnega pufra je bil vedno enak, kar smo upostevali pri izracunu (Enacba

4).
Mfos = Clos  Vo—Vvz (Nfos—1)) +Vvz (Ci1+Cat ... +cna) Enacba 4
M¢os — korigirana masa ucinkovine, sproscene v fosfatnem pufru ob ¢asu t [mg]

Cfos — izmerjena koncentracija u¢inkovine, sprosc¢ene v fosfatnem pufru v vzorcu ob
casut [mg/L]

Vo — zacetni volumen medija [L]

Vyvz — volumen vzorca [L]

Nfos — Stevilo vzorcev v fosfatnem pufru

C1,C2, ... , Cn1 — izmerjene koncentracije uéinkovine v prvem, drugem, (n - 1)-tem

vzorcu v fosfathnem pufru [mg]

— Prenos tablete

Tableto smo prenesli v fosfatni pufer, kjer je predhodno potekalo vzorcenje so¢asno
z vzorCenjem v kislem. Pri izraCunu smo upoStevali tudi zmanjSan volumen medija

(Enacba 5).

Mios = Cos  (Vo—Vvz M) —(Mvz (Nfs—1))) +Vvz (C1+Ca+ ... +cp1)

Enacba 5

Mfos — korigirana masa ucinkovine, spros¢ene v fosfatnem pufru ob ¢asu t [mg]

Cfos — 1zmerjena koncentracija u¢inkovine, sprosc¢ene v fosfatnem pufru v vzorcu ob
Casu t [mg/L]

Vy — zacetni volumen medija [L]

Vvz — volumen vzorca [L]

Nfos — Stevilo vzorcev v fosfatnem pufru

Nk — Stevilo vzorcev v kislem mediju (n = 1 pri t = 0 min)
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C1,C2, ... , cp1 — izmerjene koncentracije ucinkovine v prvem, drugem, (n - 1)-tem

vzorcu v fosfatnem pufru [mg]
e Celokupen % DIK-Na

Nekaj uc€inkovine je bilo raztopljene v kislem mediju. Raztopljena uinkovina je
ostala v kislem mediju po prenosu tablete v fosfatni pufer (metoda prenosa tablete)
ali smo jo odlili skupaj s kislim medijem (metoda odlivanja medija). To smo

upostevati tudi pri izracunu celokupnega deleza spros¢ene u¢inkovine (Enacha 6).
%ut=——— Enacba 6

% uc — % sproscene ucinkovine ob ¢asu t

Myn — korigirana masa u¢inkovine ob zadnjem vzorcenju v kislem mediju [mg]

M¢s — Korigirana masa ucinkovine, spros$¢ene v fosfatnem pufru ob ¢asu t [mg]
(enacba za izracun je prikazana predhodno: Enacba 4 ali Enacba 5)

ut/ut % - masno/masni delez u¢inkovine v tableti

M - Masa tablete [mg]
Izracun t5006

tsoos je Cas, v katerem se sprosti 50% uéinkovine iz tablete. Case smo dologili iz
povprecnih profilov spros¢anja z uporabo metode linearne interpolacije. Poiskali smo
dve sosednji tocki, med katerima je lezala vrednost tspe IN Skozi njiju narisali
premico. Z linearno regresijo smo dolo¢ili ena¢bo premice skozi tocki (vrednosti n in

K) (Enacba 7).
%uc=k t+n Enacba 7

% uc - % sproscene ucinkovine v Casu t
k — naklon premice [min™]
t — ¢as [min]

n — presecisce premice z 0sjo y

Iz enacbe smo izrac¢unali €as, ko se je sprostilo 50% ucinkovine (% uc = 50).
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4. REZULTATI

4.1. UMERITVENE PREMICE

Preglednica XIII prikazuje ena¢be umeritvenih premic za medije, ki smo jih uporabili v
poskusih spros¢anja; valovne dolzine [nm], pri katerih smo merili absorbance vzorcev za
dolocanje enacb umeritvenih premic in predstavljajo absorpcijski maksimum DIK-Na v

izbranem mediju; kvadrat Pearsonovega koeficienta (R?).

Preglednica XI11l: Ena¢be umeritvenih premic za uporabljene medije.

medij enacba umeritvene premice | valovna dolZina [nm] R’
SZM s pH 1,0 A =0,0281c + 0,0018 272 0,9976
SZM s pH 1,6 A'=0,0281c - 0,0024 272 0,999
SZM s pH 2,0 A =0,033c — 0,0009 272 0,9992
SZM s pH 2,4 A =0,0279c + 0,002 272 0,9996
SZM s pH 3,0 A =0,0268c + 0,0032 272 0,9995

SCM A = 0,0306¢ — 0,0009 276 0,9996

A — absorbanca ¢ — koncentracija [mg/L]

4.2. PRELIMINARNI TESTI SPROSCANJA

Tableto smo izpostavili SZM. SZM so imeli pH 1, 2 in 3. Casi zadrzevanja v SZM pa so
bili 10, 60, 90 in 200 minut. Po ¢asu zadrZevanja v SZM smo menjali medij s SCM s pH
6,8. Skupen Cas poteka poskusa je bil 20 ur.

Preglednice XIV-XXVII prikazujejo delez spros¢enega DIK-Na v vseh casovnih to¢kah
vzorcenja pri razli¢nih pogojih preliminarnih testov spros¢anja z izraCunanim povpre¢jem

in standardno deviacijo med paralelkami.
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Profili sproS¢anja za tablete A

Preglednica XIV: DeleZ spros¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzoréenja [min] za &as v SZM
60 minut in pH SZM 3,0. Poskuse smo delali na USP1. Na¢in menjave medija je bil

odlivanje medija.

I - odlivanje medija, USP1

pH 3,0 in 60 minut v SZM
t PAR1 | PAR2 | PAR3 | PAR4 | PAR5 | PAR6 | PAR7 | PAR8 | PARY9 POVP. SD
[min]]  [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

0 0,82 0,82 0,64 151 0,83 0,41 2,20 3,69 0,00 1,21 1,12
30 5,88 7,48 12,53 9,44 4,04 5,18 10,59 6,49 7,71 7,71 2,72
60 7,85 9,85 16,90 11,87 5,55 6,70 12,75 7,07 10,02 9,84 3,58
90 25,85 28,65 36,57 31,03 24,90 26,96 33,51 25,55 30,65 29,30 3,98
120 | 3181 35,14 42,25 41,03 31,60 36,21 40,11 31,97 39,34 36,61 4,23
180 § 38,56 43,20 50,79 49,85 39,51 47,67 48,48 39,47 46,64 44,91 4,80
240 | 4391 48,82 57,23 50,90 42,72 52,15 54,72 45,20 51,98 49,74 | 4,97
300 | 4851 53,51 62,22 59,11 47,74 57,79 60,08 49,56 56,22 54,97 5,37
360 | 52,24 57,77 66,57 62,88 52,21 63,73 64,36 53,62 59,97 59,26 5,55
480 | 58,27 64,57 72,60 69,25 58,97 65,75 72,41 60,18 65,67 65,30 5,43
600 | 64,21 69,32 78,78 67,62 59,29 72,05 78,71 65,54 70,39 69,54 6,42
720 | 69,45 75,02 81,46 68,60 60,93 73,44 84,27 70,62 74,31 73,12 6,96
1200 § 85,57 91,94 93,35 83,16 77,79 85,95 96,12 88,44 85,89 87,58 5,60

Preglednica XV: Delez sproi¢enega DIK-Na [%)] v tockah vzoréenja [min] za &as v SZM
200 minut in pH SZM 3,0. Poskuse smo delali na USP1. Nagin menjave medija je bil

odlivanje medija.

| - odlivanje medija, USP1

pH 3,0 in 200 minut v SZM
t [min][PAR 1 [%]PAR 2 [%]PAR 3 [%]|POVP. [%]}SD [%]
0 0 0 0 0 0
30 5,38 4,41 5,21 5,00 0,52
60 7,58 6,12 6,12 6,61 0,85
90 8,57 7,01 7,06 7,55 0,89
120 9,10 7,73 7,59 8,14 0,83
150 9,56 8,43 8,12 8,70 0,76
180 9,85 8,62 8,46 8,98 0,76

200 12,93 11,55 10,81 11,77 1,07
230 34,80 33,80 33,07 33,89 0,87
260 42,26 41,37 40,66 41,43 0,80
320 51,87 50,21 47,44 49,84 2,24
380 58,40 55,55 51,43 55,13 3,50
440 62,57 59,42 59,62 60,54 1,77
500 65,63 62,57 65,06 64,42 1,62
620 71,28 67,68 72,29 70,42 2,42
740 75,44 72,36 77,60 75,14 2,63
860 78,84 76,56 82,86 79,42 3,19
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Preglednica XVI: DeleZ spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzoréenja [min] za as v SZM
60 minut in pH SZM 1,0; 2,0 ter 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile brez

zicke. Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

Il - odlivanje medija, tablete brez Zicke, USP2
60 minut v SZM
pH 1,0 pH 2,0 pH 3,0
t JPAR1|PAR2]POVP.] SD gPAR1|PAR 2}POVP.] SD AR 1|PAR 2|PAR 3|PAR 4]JPOVP.] SD
[min]} [%] | [%] | [%] | [%] § [%] | [%] | [%] | [%] g [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%]
0 1,25 | 0,00 | 0,62 ] 0,88 g 0,00 | 0,00 § 0,00 § 0,00 gO,24 | 0,01 | 510 | 516 | 2,60 | 2,92
30 | 239 | 275 ] 257 | 0,25 392 | 244 ] 3,18 | 1,05 §11,39 | 10,31 | 10,30 | 7,76 | 9,94 | 1,54
60 | 255 | 328 | 291 052 Q416 | 258 ] 3371112 14,75 (11,95 |11,60 | 9,32 1191 2,23
90 | 16,13 | 16,30 J 16,21 | 0,12 §19,07 | 13,52 | 16,29 | 3,93 §39,11 | 38,37 | 33,92 | 31,67 | 35,76 | 3,56
120§ 23,10 | 21,61 | 22,36 ] 1,05 §26,86 | 20,62 | 23,74 | 4,41 §43,68 | 43,54 | 38,89 | 36,44 | 40,64 | 3,58
180 ] 34,99 | 28,54 | 31,76 | 4,57 Q44,32 | 34,01 | 39,17 7,29 §50,13 | 51,40 | 46,30 | 43,81 | 47,91 ] 3,49
2401 45,92 | 34,43 | 40,18 | 8,12 §56,44 | 4557 | 51,01 | 7,69 §55,27 | 57,51 | 52,07 | 49,73 | 53,65 | 3,44
300 | 54,36 | 39,67 | 47,02 | 10,38 @ 63,64 | 54,56 | 59,10 | 6,42 §59,75 | 61,73 | 58,42 | 54,43 | 58,58 | 3,08
360 | 58,72 | 44,23 | 51,47 | 10,25 § 69,38 | 61,67 | 65,53 ] 545 §63,09 | 66,57 | 63,28 | 58,63 | 62,89 ] 3,26
480 | 68,74 | 52,28 | 60,51 | 11,64 § 78,24 | 74,65 ] 76,44 ] 2,54 69,20 | 72,08 | 70,55 | 65,79 | 69,41 ] 2,68
600 | 76,30 | 58,53 | 67,41 | 12,57 § 84,72 | 82,63 | 83,67 | 1,48 Q73,16 | 76,94 | 76,43 | 72,57 | 74,78 | 2,23
720 ] 81,66 | 65,99 | 73,82 111,08 § 88,91 | 87,41 | 88,16 | 1,06 §76,92 | 80,42 | 82,11 | 79,56 | 79,75 2,16
14404107,32| 97,98 ]102,65) 6,60 §102,38|103,47]102,92] 0,77 §83,93 | 87,84 | 93,82 | 95,24 | 90,21 | 5,27

Preglednica XVII: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzorenja [min] za ¢as v
SZM 60 minut in pH SZM 1,0. Poskuse smo delali na USP2 s poskusnimi tabletami A.

Tablete so bile v zi¢ki. Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v zi¢ki, USP2
pH 1,0 in 60 minut v SZM

t PAR1 | PAR2 [ PAR3 POVP. SD
[min] [%] [%] [%] [%] [%]

0 0,00 0,11 0,57 0,22 0,30
30 0,00 0,19 0,78 0,32 0,41

60 0,15 0,63 0,79 0,53 0,33

20 6,10 4,65 6,59 5,78 1,01
120 10,07 7,77 9,94 9,26 1,29
180 1584 | 12,96 14,89 14,56 1,47
240 20,85 | 18,10 19,89 19,62 1,40
300 2537 | 22,84 25,14 24,45 1,40
360 29,87 | 27,82 30,14 29,28 1,27
480 38,11 | 37,34 40,62 38,69 1,72
600 46,17 | 46,66 50,74 47,86 2,51
720 53,77 | 55,19 60,68 56,55 3,65
1200 74,36 | 92,84 102,26 89,82 14,19
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Preglednica XVIII: Delez sprosc¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzorenja [min] za Cas v
SZM 60 minut in pH SZM 2,0 in 3,0. Poskuse smo delali na USP2 s poskusnimi tabletami

A. Tablete so bile v zicki. Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v zZicki, USP2
60 minut v SZM
pH 2,0 pH 3,0
t PAR | PAR | PAR | PAR | POVP. | SD g PAR | PAR | PAR | PAR | POVP. | SD
[min] § 1 [%] [ 2[%] | 3[%] | 4[%] | [%] | [%] Q11%] |2[%]|3[%]|4[%]] [%] | [%]
0 0,39 [ 0,27 | 055 | 056 | 0,46 |0,164 0,02 | 0,60 | 0,27 | 0,70 | 0,49 ]0,28
30 §079 10920710747} 079 JO12@ 7,98 | 752 | 742 | 6,47 | 7,13 0,58
60 1,05 | 1,00 | 1,17 | 0,97 1,05 | 0,114 9,08 | 907 | 871 | 7,32 | 837 ]0,92
90 761 | 9,63 | 805 | 6,76 | 815 |1,44930,21]29,95]|2598 (24,32 26,75 | 2,89
120 | 12,22 (13,25 12,58 | 11,27 ] 12,36 | 1,01 37,25 | 36,32 | 32,55 | 31,23 | 33,37 | 2,64
180 | 21,97 | 24,02 | 20,24 | 20,08 | 21,45 | 2,23Q447,07 | 44,44 | 40,30 | 39,67 | 41,47 | 2,59
240 §31,75|34,34 27,13 31,06 | 30,84 | 3,61 54,11 50,82 | 47,08 | 46,06 | 47,99 | 2,50
300 4151|4342 (34,61)36,82] 38,28 | 4,5959,47 | 55,96 | 52,97 | 51,79 | 53,57 | 2,15
360 50,17 |51,42 (39,79 )|43,24] 44,81 | 59863,95 | 60,25 | 58,33 | 56,71 | 58,43 | 1,78
480 ]| 64,41 65,26 | 50,29 | 55,53 | 57,02 | 7,60 74,40 | 70,40 | 66,84 | 64,66 ] 67,30 | 2,90
600 § 73,55]69,87 (59,14 65,39 ] 64,80 | 539Q79,10 | 73,84 | 73,78 | 71,73 | 73,12 | 1,20
720 §79,98 | 77,04 (66,72 73,38] 72,38 | 5,24Q82,91 | 79,12 | 79,98 | 77,96 | 79,02 | 1,01
1200 ] 96,12 | 93,32 | 89,81 | 98,24 | 93,79 | 4,23§95,29 | 90,82 | 99,74 | 97,53 | 96,03 | 4,65

Preglednica XIX: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzoréenja [min] za ¢as v SZM
10 minut in pH SZM 1,0, 2,0 in 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v Zi¢ki.

Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

I11 - odlivanje medija, tablete v Zicki, USP2
10 minut v SZM
pH 1,0 pH 2,0 pH 3,0
t PAR PAR | POVP. SD PAR PAR | POVP. SD PAR PAR | POVP. SD
[min] | 1[%] | 2[%] | [%] [%] 1[%] | 2[%] | [%] [%] 1[%] | 2[%] | [%] [%]
0 0 0 0,00 0,00 0 0,88 0,44 0,62 0,49 0,28 0,39 0,15
10 0,86 0,72 0,79 0,10 1,06 0,93 1,00 0,09 591 6,10 6,01 0,13
30 4,92 4,22 4,57 0,50 7,92 7,20 7,56 0,51 21,37 | 23,65 | 22,51 1,61
60 9,01 8,73 8,87 0,20 14,20 | 1451 | 14,35 0,22 27,30 | 30,98 | 29,14 2,60
90 13,20 | 13,11 § 13,15 0,06 21,40 | 22,76 | 22,08 0,96 32,27 | 36,86 | 34,57 3,25
120 17,09 | 17,05 § 17,07 0,03 28,77 | 30,36 | 29,57 1,12 36,69 | 42,15 | 39,42 3,86
180 24,04 | 24,34 | 24,19 0,21 41,13 | 42,86 | 42,00 1,22 43,63 | 50,58 | 47,11 491
240 30,57 | 31,51 | 31,04 0,66 50,41 | 51,49 | 50,95 0,77 49,49 | 57,57 | 53,53 5,72
300 36,80 | 38,14 | 37,47 0,95 57,13 | 58,14 | 57,63 0,72 54,50 | 64,04 | 59,27 6,74
360 42,55 | 44,48 | 43,52 1,36 62,71 | 63,35 | 63,03 0,45 59,29 | 69,67 | 64,48 7,34
480 54,20 | 56,00 | 55,10 1,27 72,33 | 71,85 | 72,09 0,34 67,60 | 80,86 | 74,23 9,38
1200 | 103,59 | 102,75 | 103,17} 0,59 99,63 | 98,39 | 99,01 0,88 95,04 | 104,77 | 99,91 6,88
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Preglednica XX: DeleZ sproséenega DIK-Na [%)] v to¢kah vzor&enja [min] za &as v SZM
60 minut in pH SZM 1,0 ter 2,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v Zi¢ki.

Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

I11 - odlivanje medija, tablete v Zicki, USP2
60 minut v SZM
pH 1,0 pH 2,0
t[min] [PAR 1 [%][PAR 2 [%]|POVP. [%]] SD[%] FPAR 1[%]|PAR 2 [%]JPOVP. [%]] SD [%]
0 1,22 1,37 1,30 0,11 2,01 1,86 1,94 0,10
30 1,80 1,68 1,74 0,09 2,74 2,03 2,39 0,50
60 4.47 4,54 450 0,04 5,94 3,78 4,86 1,52
90 10,20 11,12 10,66 0,65 14,25 12,31 13,28 1,38
120 13,85 14,61 14,23 0,54 20,90 18,93 19,92 1,39
180 19,79 20,24 20,01 0,31 33,82 32,97 33,39 0,60
240 25,10 25,24 25,17 0,10 4521 45,07 45,14 0,10
300 30,00 29,72 29,86 0,20 54,75 54,54 54,65 0,15
360 34,32 34,02 34,17 0,21 62,61 62,43 62,52 0,13
480 43,43 41,82 42,62 1,14 72,16 72,26 72,21 0,07
600 52,04 48,85 50,45 2,26 80,70 79,36 80,03 0,95
720 60,13 55,80 57,96 3,06 86,55 84,51 85,53 1,44
1200 89,30 79,95 84,62 6,61 100,63 | 100,07 | 100,35 0,40

Preglednica XXI: DeleZ spros¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzoréenja [min] za ¢as v SZM
60 minut in pH SZM 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v zi¢ki. Nagin

menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v zi¢ki, USP2
pH 3,0 in 60 minut v SZM
t PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR |POVP] SD
[min] | 1[%] | 2[%] | 3[%] | 4[%] | 5[%] | 6[%] | 7[%] | 8[%] | 9[%] |10[%] |11[%] | [%] | [%]
0 011 | 0,80 | 0,85 | 1,93 | 1,99 | 482 | 2,58 | 2,57 | 3,86 | 0,59 | 400 | 2,29 | 1,55
30 | 894 | 649 | 9,74 | 853 | 891 | 11,14 | 10,76 | 9,73 | 10,36 | 10,40 | 925 | 9,48 | 1,29
60 | 11,81 | 10,38 | 12,64 | 10,31 | 12,07 | 13,77 | 13,18 | 10,83 | 11,06 | 12,02 | 10,90 | 11,72 | 1,14
90 | 3055|3254 | 37,69 | 31,10 | 39,31 | 42,13 | 38,73 | 39,05 | 38,72 | 36,44 | 34,13 | 36,40 | 3,78
120 | 38,52 | 40,20 | 41,66 | 40,02 | 46,09 | 48,99 | 46,35 | 44,53 | 4531 | 42,89 | 4091 | 43,22 | 3,27
180 | 47,76 | 49,36 | 48,83 | 49,61 | 55,86 | 60,40 | 54,26 | 52,55 | 53,76 | 51,11 | 49,56 | 52,10 | 3,76
240 | 54,50 | 56,60 | 54,96 | 56,27 | 63,11 | 68,90 | 60,60 | 58,56 | 60,48 | 57,40 | 55,92 | 58,85 | 4,26
300 | 59,53 | 62,54 | 59,62 | 59,01 | 66,13 | 73,59 | 65,50 | 63,59 | 65,66 | 62,09 | 61,16 | 63,49 | 4,20
360 | 63,92 | 67,18 | 63,97 | 63,55 | 70,70 | 79,22 | 69,64 | 67,45 | 70,32 | 66,30 | 65,40 | 67,97 | 4,52
480 | 70,70 | 74,08 | 70,49 | 70,85 | 78,22 | 83,71 | 76,25 | 74,49 | 77,64 | 73,89 | 72,34 | 74,79 | 4,00
600 | 75,59 | 78,78 | 74,90 | 69,14 | 77,76 | 86,81 | 81,52 | 79,85 | 82,92 | 80,71 | 78,42 | 78,76 | 4,62
720 | 77,65 | 84,13 | 76,77 | 84,97 | 82,46 | 90,77 | 86,24 | 84,77 | 87,01 | 85,79 | 82,84 | 8395 | 4,01
1200 | 89,71 | 95,71 | 89,24 | 94,20 | 92,30 | 100,25 | 95,40 | 93,39 | 97,48 | 98,30 | 95,30 | 94,66 | 3,40
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Preglednica XXII: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzorCenja [min] za Cas v
SZM 90 minut in pH SZM 1,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v zi¢ki. Nagin

menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v Zicki, USP2
pH 1,0 in 90 minut v SZM

t PARL1 | PAR2 | PAR3 | PAR4 | PAR5 | PAR6 | PAR7 | PAR8 | POVP. | sD
[min] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
0 0,23 0,00 0,35 0,15 1,58 0,05 0,26 0,00 0,33 0,52
30 031 0,16 037 0,39 1,33 022 0,29 0,02 0,39 0,40
60 037 0,24 0,46 043 1,07 033 031 0,13 0,42 0,28
90 048 0,35 0,48 0,58 1,10 041 0,30 0,36 0,51 0,25
120 7,19 6,17 6,37 7,05 6,75 6,55 511 7,70 6,61 0,78

150 11,09 9,89 9,58 10,12 9,57 10,73 8,68 12,15 10,23 1,08
180 14,44 12,82 12,52 12,95 12,32 13,40 11,62 15,90 13,25 1,35
240 20,07 18,22 17,51 18,01 16,86 18,66 16,60 22,59 18,56 1,96
300 25,14 23,08 22,13 22,52 20,90 23,47 20,94 28,30 23,31 2,44
360 29,96 27,65 26,44 26,91 24,90 27,99 25,02 33,25 21,77 2,76
480 38,53 36,41 34,70 35,23 32,15 36,39 32,55 42,22 36,02 3,26
600 46,55 44,66 42,72 43,13 39,14 44,53 39,96 50,54 43,91 3,63
720 54,09 52,43 49,89 50,62 45,53 52,48 47,22 58,40 51,33 4,02
1200 81,15 81,54 76,46 78,00 69,82 82,67 74,52 87,25 78,93 5,40

Preglednica XXIII: Delez sprosc¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzorenja [min] za Cas v
SZM 90 minut in pH SZM 2.0 ter 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v Zi¢ki.

Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

I11 - odlivanje medija, tablete v Zi¢ki, USP2
90 minut v SZM
pH 2,0 pH 3,0
t[min] JPAR 1[%]|PAR 2 [%] JrOVP. [%]] SD [%] BPAR 1[%]|PAR 2 [%] JrOVP. [%]] SD [%]
0 0,18 0,21 0,19 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
30 0,83 0,70 0,76 0,10 9,46 9,53 9,50 0,04
60 1,13 1,07 1,10 0,04 10,28 10,44 10,36 0,11
90 1,44 1,35 1,40 0,07 10,78 10,72 10,75 0,05
120 10,10 10,56 10,33 0,33 37,55 36,87 37,21 0,48
150 15,84 16,49 16,17 0,46 44,28 43,42 43,85 0,61
180 21,28 22,77 22,02 1,05 48,77 47,63 48,20 0,81
240 31,60 35,20 33,40 2,55 55,65 54,30 54,98 0,95
300 41,28 46,40 43,84 3,62 60,28 59,42 59,85 0,61
360 49,76 55,69 52,72 4,19 64,19 63,76 63,98 0,30
480 62,64 69,19 65,92 4,63 70,41 70,61 70,51 0,14
600 72,04 78,50 75,27 4,56 76,44 78,90 77,67 1,74
720 78,52 84,08 81,30 3,93 80,42 81,38 80,90 0,68
1200 91,04 96,72 93,88 4,01 89,19 91,62 90,40 1,72
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Preglednica XXIV: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzorCenja [min] za Cas v
SZM 200 minut in pH SZM 1,0; 2,0 ter 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v

zicki. Nacin menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v zi¢ki, USP2
200 minut v SZM

pH 1,0 pH 2,0
t |PAR1|PAR2]POVP.] SD JPAR1 |PAR2]|POVP.
[min] | [%] | [%] | [%] | [%] Q [%] | [%] (%]
0 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
60 | 090 | 000 | 045 | 0,64 § 1,90 | 1,49 | 1,69
9 |Jo092|o087 | 089|004 193 | 1,60 | 1,77
120 J 094 | 0,88 | 091 | 0,04 § 2,03 | 1,81 | 192
150 | 102 | 099 | 1,01 J 002 § 129 | 185 | 157
180 | 120 | 1,01 | 1,05 J 0,06 § 232 | 206 | 219
200 | 125 | 1,0 | 117 J 010 f 245 | 2,26 | 2,35
240 | 11,46 10,38 | 10,92 ] 0,76 J 16,28 | 15,35 | 15,81
300 |17,64| 16,96 | 17,30 | 0,49 27,38 | 27,76 | 27,57
360 23,18 22,64 | 22,91 ] 0,39 | 37,94 | 38,80 | 38,37
420 |27,93|2853 | 2823 042 47,31 | 49,26 | 48,29
480 |31,96| 34,04 | 33,00 | 1,47 | 5560 | 57,69 | 56,65
600 39,85 43,78 | 41,81 ] 2,78 | 69,48 | 70,48 | 69,98
720 | 47,74 | 51,09 | 49,42 | 2,37 | 80,12 | 78,70 | 79,41
900 5846|5932 |5889 ] 061 8873 | 87,50 | 88,12
1200 [ 73,56 | 72,19 | 72,87 | 0,97 J 96,56 | 96,55 | 96,55

pH 3,0
PAR 2 [PAR3|POVP.] SD
[%] | [%] | [%] | [%]

9,09 | 861 | 9,10 | 0,50
12,38 | 12,27 | 12,74} 0,72
13,71 | 13,58 | 14,26 | 1,07
14,08 | 1391 | 14,49 ] 0,86
14,23 | 14,30 | 14,72 ] 0,79
14,42 | 14,17 | 14,77 ] 0,83
16,76 | 16,04 | 16,97 | 1,05
41,75 | 46,55 | 44,65 | 2,56
50,40 | 58,25 | 54,75 | 3,99
61,51 | 69,15 | 66,46 | 4,29
69,64 | 74,95 | 73,24 ] 3,12
74,79 | 78,98 | 77,67 | 2,50
78,26 | 82,06 | 80,82 | 2,22
82,69 | 82,28 | 83,40 | 1,60
85,86 | 85,52 | 86,44 | 1,30
89,79 | 89,87 | 91,27 | 2,51

Preglednica XXV: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzorCenja [min] za Cas V
SZM 60 minut in pH SZM 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v Zi¢ki. Nadin

menjave medija je bil prenos tablet v segret medij.

IV - prenos tablet v segret medij, tablete v zi¢ki, USP2
pH 3,0 in 60 minut v SZM
t [min] [PAR 1 [%]PAR 2 [%]PAR 3 [%]PAR 4 [%]PAR 5 [%]PAR 6 [%]PAR 7 [%]PAR 8 [%]|POVP. [%][ SD [%]
0 0,00 2,78 5,61 2,94 0 0 0,28 0,06 1,46 2,10
30 9,42 7,97 11,47 | 10,71 | 1013 7,54 9,38 6,92 9,19 1,60
60 11,22 9,50 1225 | 12,06 | 11,23 9,27 10,9 10,24 10,84 1,10
90 32,13 | 2987 | 3235 | 3335 | 31,29 | 2954 | 3121 | 2596 30,71 2,30
120 3920 | 3694 | 3911 | 39,70 | 3794 | 3582 | 3871 | 32,73 37,52 2,33
180 4713 | 4493 | 47,11 | 4810 | 46,08 | 4346 | 47,73 | 40091 45,68 2,47
240 53,46 | 51,06 | 5366 | 54,23 | 52,01 | 4926 54,9 46,84 51,93 2,76
300 5890 | 56,02 | 5921 | 59,22 | 57,28 | 5413 | 60,79 | 51,86 57,18 3,01
360 6378 | 6053 | 64,12 | 6351 61,8 58,42 | 6567 | 56,38 61,78 3,15
480 72,42 | 6774 | 72,47 | 71,10 69,5 66,11 | 74,06 | 6391 69,66 3,51
600 81,14 | 76,00 | 8034 | 77,79 | 76,02 71,7 81,33 | 70,44 76,84 4,15
720 86,02 | 80,83 | 8644 | 8262 | 81,02 | 7705 | 8649 | 76,68 82,14 3,99
1200 | 9889 | 9312 | 97,71 | 94,28 | 92,32 | 9124 | 97,77 90,4 94,47 3,26
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Profili spros¢anja za tablete B

Preglednica XXVI: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzoréenja [min] za ¢as v
SZM 60 minut in pH SZM 3,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v zi¢ki. Nagin

menjave medija je bil odlivanje medija.

111 - odlivanje medija, tablete v Zicki, USP2
pH 3,0 in 60 minut v SZM
t [min]JPAR 1 [%]PAR 2 [%]PAR 3 [%]PAR 4 [%]PAR 5 [%]IPOVP. [%]ISD [%]

0 0,18 0,26 0,75 0,13 0,18 0,30 0,26
30 2,29 2,54 2,68 2,43 2,44 2,48 0,14
60 2,65 3,17 2,96 2,69 2,89 2,87 0,21

90 14,04 14,25 14,46 14,22 14,85 14,36 0,31
120 18,24 18,34 18,30 18,30 18,46 18,33 0,08
180 24,12 23,57 24,07 24,34 24,16 24,05 0,29
240 29,69 28,58 29,31 29,52 30,01 29,42 0,53
300 35,02 33,35 34,58 34,46 35,57 34,60 0,82
360 39,72 37,86 39,27 39,65 40,92 39,49 1,10
480 49,58 46,60 48,69 48,12 50,05 48,61 1,35
600 57,20 54,34 56,37 55,69 57,82 56,28 1,35
720 63,79 61,19 63,15 63,11 64,59 63,16 1,26
1200 | 8221 81,24 83,24 84,27 84,16 83,02 1,30

Preglednica XXVII: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzorenja [min] za ¢as v
SZM 60 minut in pH SZM 1,0 ter 2,0. Poskuse smo delali na USP2. Tablete so bile v zicki.

Nacin menjave medija je bil prenos tablet v segret medij.

IV - prenos tablet v segret medij, tablete v zi¢ki, USP2
60 minut v SZM

H1,0 H2,0 pH 3,0
t | PAR | PAR | PAR [POVP.] SD J PAR | PAR | PAR [POVP.] SD | PAR | PAR JPOVP.] SD
[min] § 1[%] | 2[%] | 3[%] | [%] | [%] Q1[%]|2[%] |3[%] | [%] | [%] § 1[%] |2[%] | [%] | [%]
0o [o00]000]o000}fo000]o000fo000]000]|0007]000 fo000f 175|277 176 ] 0,02
30 | 068|033]|033]044]020f09 |070 |05 J072]017f 319 | 298 | 309 | 0,15
60 | 0,9 | 0,32 | 0,44 | 0,58 | 0,34 § 1,06 | 0,69 | 057 | 0,77 | 0,25 § 3,34 | 3,05 | 3,19 | 0,20
90 | 287 | 265|218 | 257|035 453|384 |35 |39 |053Q 1526 |1452]1489] 052
120 | 427 | 4,14 | 3,69 | 403 ] 0,31 § 7,48 | 656 | 6,24 | 6,76 | 0,65 § 20,38 | 19,16 | 19,77 | 0,86
180 | 7,44 | 7,39 | 6,77 | 7,20 | 0,37 Q13,46 | 12,66 | 11,87 | 12,66 | 0,80 § 27,15 | 25,88 | 26,52 | 0,90
240 [ 10,93 10,65 | 10,26 | 10,61 | 0,34 19,59 | 18,60 | 17,62 | 18,60 | 0,98 | 32,96 | 31,49 | 32,22 ] 1,04
300 [ 14,51 14,10 | 13,71 ]| 14,10 0,40 25,60 | 24,62 | 23,25 | 24,49 | 1,18 || 38,22 | 36,60 | 37,41 ] 1,14
360 |18,08|17,51|17,26 | 17,62 0,42 31,36 | 30,15 | 28,70 | 30,07 | 1,33 | 43,04 | 40,95 | 42,00 | 1,48
480 | 24,96 | 24,70 | 24,13 | 24,60 | 0,42 §41,67 | 39,71 | 38,94 | 40,11 | 1,40 52,50 | 50,11 | 51,30 | 1,69
600 |32,05|30,46 |29,94 30,82 | 1,20 51,18 | 49,00 | 48,17 | 49,45 | 1,55 j§ 60,03 | 57,50 | 58,76 | 1,78
720 | 38,93 40,52 | 37,82 ] 39,09 1,36 58,20 | 56,41 | 55,97 | 56,86 | 1,18 [ 66,62 | 63,70 | 65,16 | 2,07
1200 | 67,05 | 65,39 | 62,17 | 64,87 | 2,48 81,59 | 79,48 | 77,32 | 79,46 | 2,14 [ 85,86 | 83,75 | 84,81 | 1,49
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4.3. KONCNI TESTI SPROSCANJA

Kon¢ne poskuse sproS¢anja smo izvajali na USP2. Tableto smo vstavili v Zi¢ko in jo
izpostavili SZM. Po &asu zadrzevanja v SZM smo prenesli tableto s pinceto v predhodno

segret SCM s pH 6,8. Skupen ¢as poteka poskusa je bil 24 ur.

Preglednice XXV I-XXXII prikazujejo deleZ spros¢enega DIK-Na v to¢kah vzorcenja za
razli¢ne ase v SZM in razliéne kislosti SZM. Izradunana so tudi povpreéja in standardne

deviacije [%] med paralelkami za vsako tocko vzorcenja.

Preglednica XXVIII: Delez sproséenega DIK-Na [%] v tockah vzoréenja [min],
izratunano povpreéje (POVP.) in standardna deviacija (SD) med paralelkami za Cas v

SZM 10 minut in pH SZM 1,0, 1,6, 2,4 in 3,0.

10 min v SZM
H10
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,09 0,06 0,00 0,05 0,05
10 0,63 0,12 0,14 0,30 0,29
30 2,00 1,75 1,63 1,79 0,19
60 3,82 4,11 3,45 3,79 0,34
120 8,65 8,96 8,05 8,55 0,46
180 14,00 14,03 13,14 13,72 0,51
240 19,34 19,25 18,49 19,03 0,47
300 24,49 24,33 23,95 24,25 0,28
360 29,36 29,36 29,09 29,27 0,16
480 38,31 38,11 38,99 38,47 0,46
1080 70,35 72,50 72,84 71,90 1,35
1440 82,52 83,24 86,95 84,24 2,38
H16
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,25 0,25 0,12 0,21 0,08
10 0,75 0,25 0,21 0,40 0,30
30 3,44 3,69 2,97 3,37 0,37
60 6,50 7,48 5,61 6,53 0,94
120 12,43 14,03 11,56 12,68 1,25
180 18,56 20,57 17,36 18,83 1,62
240 24,36 26,62 22,85 24,61 1,90
300 29,79 32,27 28,06 30,04 2,12
360 34,90 37,53 33,06 35,17 2,25
480 44,20 47,26 41,92 44,46 2,68
1080 77,06 80,95 74,38 77,46 3,30
1440 88,27 90,93 87,79 89,00 1,70

(se nadaljuje)
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H?24
t[min]  JPAR1[%] PAR2[%] [PAR3[%] PAR4[%] [PARS5[%] [POVP.[%] |SD [%]
0 0,05 0,06 0,00 0,09 0,00 0,04 0,04
10 0,91 0,45 0,32 0,27 0,30 0,45 0,27
30 5,95 5,79 4,76 5,02 5,23 5,35 0,51
60 9,86 9,81 8,34 8,99 9,12 0,22 0,63
120 17,20 16,42 15,29 16,00 16,12 16,20 0,69
180 23,55 22,92 21,66 22,75 22,54 22,68 0,69
240 29,42 29,14 27,21 28,65 28,22 28,53 0,87
300 34,68 34,97 32,38 33,83 33,40 33,85 1,04
360 39,67 41,91 36,20 38,38 37,96 38,83 2,12
480 48,91 50,45 45,80 47,75 46,41 47,86 1,88
1080 80,19 83,29 74,26 76,58 76,32 78,13 3,59
1440 90,19 92,11 85,70 86,35 87,86 88,44 2,68
H 3,0
t[min]  JPAR1[%] PAR2[%] [PAR3[%] PAR4[%] [PARS5[%] [POVP.[%] |SD [%]
0 0 0 0 0,08 0,00 0,02 0,04
10 2,14 1,60 1,59 1,67 1,59 1,72 0,24
30 8,60 7,72 7,32 7,10 7,54 7,66 0,58
60 12,51 11,78 11,03 10,56 11,60 11,50 0,74
120 18,56 17,89 17,58 16,91 18,43 17,87 0,67
180 24,23 23,99 24,00 22,91 25,22 24,07 0,82
240 29,50 29,41 29,78 28,45 31,38 29,70 1,06
300 34,30 36,06 34,78 33,57 36,77 35,10 1,30
360 39,22 41,02 39,38 38,70 41,20 39,90 1,13
480 47,53 49,97 47,54 47,24 49,39 48,34 1,25
1080 76,60 80,35 77,39 80,91 80,63 79,18 2,02
1440 86,75 86,03 89,51 89,02 94,77 89,22 3,43

Preglednica XXIX: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v to¢kah vzor¢enja [min], izra¢unano
povpre¢je (POVP.) in standardna deviacija (SD) med paralelkami za ¢as v SZM 30 minut
in pH SZM 1,0, 1,6, 2,4 in 3,0.

30 min v SZM
H10
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,24 0,41 0,00 0,21 0,21
30 0,24 0,20 0,08 0,17 0,08
60 1,70 2,01 1,37 1,69 0,32
90 3,22 3,90 3,00 3,37 0,47
120 5,07 5,88 4,97 5,30 0,50
180 0,87 10,32 9,10 0,76 0,62
240 14,69 15,02 13,40 14,37 0,85
300 19,71 19,64 17,74 19,03 1,12
360 24,81 24,28 22,06 23,72 1,46
480 34,87 33,46 30,45 32,93 2,26
1080 69,44 67,87 64,93 67,41 2,29
1440 83,45 82,83 80,54 82,27 1,53

(se nadaljuje)
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H16

t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,46 0,14 0,19 0,26 0,18
30 0,47 0,57 0,25 0,43 0,17
60 3,24 2,63 2,20 2,69 0,52
90 6,12 4,87 4,28 5,09 0,94
120 9,09 7,55 6,93 7,86 1,11
180 15,12 13,39 12,34 13,62 1,41
240 21,41 19,23 18,17 19,60 1,65
300 27,52 25,09 24,09 25,57 1,76
360 33,32 30,29 29,82 31,15 1,90
480 43,10 39,12 39,76 40,66 2,13
1080 78,51 74,00 74,23 75,58 2,54
1440 90,19 87,15 87,49 88,28 1,66
H24
t [min] PAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] [PAR4[%] PARS5[%] |POVP.[%] |SD [%]
0 0 0,26 0,03 0 0,10 0,08 0,11
30 0,43 0,63 0,61 0,43 0,46 0,51 0,10
60 6,46 5,97 6,03 6,16 6,04 6,13 0,20
90 10,16 0,68 9,90 0,77 9,79 0,86 0,18
120 13,36 12,94 13,84 13,33 13,03 13,30 0,35
180 19,73 19,02 21,27 19,38 19,52 19,79 0,87
240 25,86 24,67 27,65 25,36 25,48 25,80 1,12
300 31,47 29,66 33,45 30,65 30,85 31,22 1,41
360 36,56 34,46 38,28 36,52 36,52 36,47 1,35
480 46,32 42,60 48,16 45,01 45,78 45,57 2,03
1080 76,27 74,85 79,55 76,00 76,48 76,63 1,75
1440 89,44 86,96 91,63 87,32 88,04 |ss.68 1,91
H 3,0
t [min] IPAR1[%] PAR2[%] PAR3[%] PAR4[%] [PARS5][%] [POVP.[%] [SD [%]
0 0 0,33 0 0,04 0,01 0,08 0,15
30 1,94 2,33 1,94 2,46 1,90 2,11 0,26
60 10,69 11,53 11,19 11,52 10,89 11,16 0,38
90 15,03 15,81 14,58 15,29 14,34 15,01 0,58
120 18,15 18,99 17,62 18,39 17,06 18,04 0,74
180 23,61 24,71 23,43 23,91 23,00 23,73 0,64
240 28,78 29,91 29,11 29,42 28,09 29,06 0,69
300 33,74 34,71 34,40 34,43 33,09 34,07 0,66
360 38,47 38,81 38,72 40,15 37,44 38,72 0,97
480 47,57 47,53 47,40 48,51 46,13 47,43 0,85
1080 76,88 76,30 80,51 78,42 75,23 77,47 2,05
1440 87,83 88,40 93,04 91,35 88,11 89,75 2,32
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Preglednica XXX: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzoréenja [min], izra¢unano
povpre&je (POVP.) in standardna deviacija (SD) med paralelkami za ¢as v SZM 60 minut
in pH SZM 1,0, 1,6, 2,4 in 3.0.

60 min v SZM
H10
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,16 0,26 0,00 0,14 0,13
30 0,15 0,27 0,20 0,20 0,06
60 0,15 0,25 0,11 0,17 0,07
90 1,50 1,56 1,48 1,51 0,04
120 2,68 2,82 2,76 2,75 0,07
180 5,75 5,56 5,57 5,63 0,10
240 0,03 8,64 8,95 8,87 0,21
300 12,62 11,92 12,44 12,33 0,36
360 16,03 15,30 16,06 15,80 0,43
480 23,10 21,92 23,35 22,79 0,76
600 30,09 29,63 30,51 30,08 0,44
1080 55,65 53,44 57,44 55,51 2,00
1440 71,31 70,88 75,52 72,57 2,56
H16
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,22 0,37 0,13 0,24 0,12
30 0,23 0,41 0,47 0,37 0,13
60 0,28 0,40 0,34 0,34 0,06
90 2,14 1,91 2,07 2,04 0,12
120 3,95 3,68 3,80 3,81 0,13
180 8,38 7,68 7,87 7,98 0,36
240 13,06 12,13 12,30 12,49 0,49
300 18,03 16,70 16,88 17,20 0,72
360 23,11 21,24 21,47 21,94 1,02
480 33,19 30,38 29,85 31,14 1,80
600 43,11 38,60 38,04 39,92 2,78
1080 70,65 65,78 64,20 66,88 3,36
1440 82,95 79,35 79,08 80,46 2,16

(se nadaljuje)
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H24

t [min] PAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] |POVP.[%] [SD [%]
0 0,21 0,19 0,00 0,14 0,12
30 0,60 0,59 0,60 0,60 0,00
60 0,75 0,75 0,66 0,72 0,05
90 5,27 5,11 5,87 5,42 0,40
120 8,31 8,76 0,80 ls.95 0,76
180 14,68 15,53 16,56 15,59 0,95
240 20,53 21,94 22,77 21,75 1,13
300 26,08 27,66 28,48 27,40 1,22
360 31,15 32,78 33,86 32,60 1,37
480 40,69 41,71 44,16 42,19 1,78
600 49,14 50,47 51,88 50,50 1,37
1080 72,57 73,72 74,95 73,75 1,19
1440 82,68 86,49 87,12 85,43 2,40
H 3,0
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [ISD [%]
0 0,03 0,27 0,00 0,10 0,15
30 0,11 1,91 2,16 1,39 1,12
60 2,37 2,30 2,48 2,38 0,09
90 13,66 13,54 13,88 13,69 0,17
120 18,11 18,09 17,91 18,04 0,11
180 24,29 24,43 24,21 24,31 0,11
240 29,93 29,75 29,87 29,85 0,09
300 34,95 34,73 35,08 34,92 0,18
360 39,09 38,87 140,01 39,32 0,60
480 48,51 47,37 48,92 48,27 0,80
600 56,15 54,58 56,87 55,87 1,17
1080 79,26 76,11 79,26 78,21 1,82
1440 89,93 87,94 91,09 89,65 1,59
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Preglednica XXXI: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzor¢enja [min], izra¢unano
povpre&je (POVP.) in standardna deviacija (SD) med paralelkami za ¢as v SZM 120 minut
inpH SZM 1,0, 1,6, 2,4 in 3,0.

120 min v SZM
H1,0
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,14 0,00 0,09 0,08 0,07
30 0,09 0,04 0,25 0,13 0,11
60 0,15 0,04 0,19 0,13 0,08
90 0,19 0,14 0,17 0,17 0,02
120 0,18 0,09 0,18 0,15 0,05
150 1,85 1,85 1,89 1,86 0,03
180 3,27 3,33 3,26 3,29 0,04
240 5,94 6,15 5,87 5,99 0,15
300 8,65 8,80 8,56 8,67 0,12
360 11,44 11,49 11,28 11,40 0,11
480 17,20 17,15 16,64 17,00 0,31
600 22,97 22,90 22,13 22,67 0,47
720 28,67 28,75 27,30 28,24 0,81
1080 43,80 46,24 42,58 44,21 1,86
1440 60,03 63,01 58,36 fe0.46 2,35
H16
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,23 0,21 0,13 0,19 0,05
30 0,34 0,26 0,19 0,26 0,07
60 0,35 0,32 0,21 0,30 0,08
90 0,36 0,37 0,23 0,32 0,08
120 0,42 0,38 0,17 0,32 0,14
150 2,66 2,43 1,87 2,32 0,40
180 4,37 4,06 3,38 3,94 0,50
240 8,07 7,48 6,45 7,33 0,82
300 11,86 11,03 9,78 10,89 1,05
360 15,60 14,57 13,00 14,39 1,31
480 22,93 21,65 19,76 21,45 1,59
600 30,14 29,66 26,35 28,72 2,07
720 37,00 36,70 32,99 35,56 2,23
1080 56,62 56,55 55,20 56,12 0,80
1440 73,34 73,90 75,55 74,26 1,15

(se nadaljuje)
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H24

t[min]  |PARL[%] PAR2[%] PAR3[%] PAR4[%] [PAR5[%] JPOVP.[%] [SD [%]

0 0,38 0,07 0,01 0,00 0,00 0,09 0,16

30 0,62 0,51 0,62 0,34 0,38 0,49 0,13

60 0,77 0,62 0,67 0,36 0,43 0,57 0,17

90 0,87 0,74 0,76 0,50 0,57 0,69 0,15

120 0,97 0,87 0,89 0,49 0,58 0,76 0,21

150 5,63 5,32 4,95 5,58 4,88 5,27 0,35

180 9,29 0,38 8,56 10,17 8,68 9,22 0,65

240 16,38 17,05 15,62 18,26 16,09 16,68 1,02

300 23,13 24,17 22,42 25,07 22,90 23,54 1,07

360 29,51 30,45 28,71 30,92 29,32 29,78 0,89

480 39,50 42,11 38,74 40,24 39,52 40,02 1,28

600 49,03 50,44 48,37 48,87 48,56 49,05 0,81

720 57,15 58,12 56,09 54,96 55,92 56,45 1,21

1080 80,85 76,44 72,72 71,99 72,49 74,90 3,77

1440 87,65 90,00 86,19 83,43 85,13 fe6 .48 2,50
H 3,0

t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] [PAR3[%] [POVP.[%] [SD [%]

0 0,05 0,00 0,00 0,02 0,03

30 1,74 2,73 1,95 2,14 0,52

60 2,21 3,15 2,31 2,56 0,52

90 2,48 3,37 2,52 2,79 0,50

120 2,70 3,53 2,82 3,02 0,45

150 16,01 17,63 16,48 16,70 0,83

180 20,92 23,34 21,37 21,88 1,29

240 27,46 29,86 28,09 28,47 1,24

300 32,92 35,37 33,68 33,99 1,26

360 37,40 41,07 40,12 39,53 1,91

480 46,94 49,90 47,92 48,25 1,51

600 54,93 58,10 55,50 56,18 1,69

720 61,42 64,64 63,15 63,07 1,61

1080 77,11 79,88 79,38 78,79 1,48

1440 90,58 91,12 093,58 91,76 1,60
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Preglednica XXXII: Delez spros¢enega DIK-Na [%] v tockah vzorCenja [min],
izraCunano povprecje (POVP.) in standardna deviacija (SD) med paralelkami za Cas v

SZM 200 minut in pH SZM 1,0, 1,6, 2,4 in 3,0.

200 min v SZM
H1,0
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] PAR4[%] JPOVP.[%] [ISD [%]
0 0 0 0,06 0,06 0,03 0,03
30 0,25 0,01 0,07 0,15 0,12 0,10
60 0,31 0,37 0,37 0,12 0,29 0,12
90 0,28 0,26 0,18 0,24 0,24 0,04
120 0,31 0,30 0,33 0,16 0,27 0,08
150 0,45 0,31 0,35 0,23 0,34 0,09
180 0,53 0,41 0,46 0,33 0,43 0,09
200 0,62 0,28 0,49 0,35 0,44 0,15
240 2,81 2,64 2,87 3,23 2,89 0,25
300 5,66 5,46 5,63 6,42 5,79 0,43
360 8,11 7,77 8,14 9,03 8,26 0,54
420 10,60 9,98 10,53 11,66 10,69 0,70
480 13,01 12,21 12,93 14,20 13,09 0,83
600 17,80 16,67 17,53 19,15 17,79 1,03
720 22,52 21,01 22,31 24,15 22,50 1,29
900 29,91 27,50 29,35 31,52 29,57 1,66
1080 40,63 35,08 36,50 38,88 37,77 2,47
1440 55,62 45,73 51,46 52,25 51,26 4,11
H16
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] PAR4[%] JPOVP.[%] [ISD [%]
0 0,23 0,08 0,17 0,26 0,19 0,08
30 0,34 0,27 0,29 0,31 0,30 0,03
60 0,33 0,38 0,31 0,35 0,34 0,03
90 0,42 0,43 0,34 0,42 0,40 0,04
120 0,41 0,49 0,34 0,40 0,41 0,06
150 0,44 0,55 0,41 0,43 0,46 0,06
180 0,53 0,56 0,41 0,53 0,51 0,07
200 0,59 0,55 0,49 0,55 0,54 0,04
240 3,48 3,31 3,27 3,85 3,47 0,26
300 7,01 6,50 6,49 7,08 6,77 0,32
360 10,52 9,46 9,67 10,41 10,01 0,53
420 14,00 12,50 12,77 13,59 13,21 0,70
480 17,59 15,37 15,82 16,76 16,39 0,99
600 24,69 20,90 22,22 23,00 22,70 1,58
720 31,81 26,26 28,67 29,09 28,96 2,27
900 41,31 34,00 38,06 39,14 38,13 3,06
1080 51,78 42,66 47,98 49,13 47,89 3,83
1440 72,29 57,28 67,04 68,66 66,32 |6,41

(se nadaljuje)
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H24

t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] JPOVP.[%] [SD [%]
0 0,11 0,45 0,06 0,21 0,21
30 0,65 0,57 0,41 0,55 0,12
60 0,73 0,66 0,57 0,65 0,08
90 0,98 0,85 0,65 0,83 0,16
120 0,96 0,85 0,73 0,85 0,12
150 1,05 1,02 0,76 0,95 0,16
180 1,17 1,08 0,91 1,06 0,13
200 1,21 1,11 0,91 1,08 0,16
240 0,53 0,01 8,35 |s.96 0,59
300 18,52 17,78 16,57 17,62 0,98
360 26,10 25,13 23,28 24,84 1,43
420 32,11 31,52 29,01 30,88 1,64
480 37,07 37,09 34,21 36,12 1,66
600 47,72 47,74 43,11 46,19 2,67
720 55,65 55,27 51,54 54,15 2,27
900 65,30 66,28 61,20 64,26 2,70
1080 74,60 73,77 69,23 72,53 2,89
1440 88,31 83,73 82,66 84,90 3,00

H 3,0
t [min] IPAR 1[%] PAR2[%] PAR3[%] PAR4[%] JPOVP.[%] [ISD [%]
0 0,18 0,23 0,02 0,00 0,11 0,11
30 2,02 1,75 2,13 1,69 1,90 0,21
60 2,35 1,98 2,78 2,07 2,29 0,36
90 2,57 2,27 3,18 2,34 2,59 0,42
120 2,82 2,40 3,39 2,49 2,78 0,45
150 3,08 2,59 3,56 2,87 3,02 0,41
180 3,33 2,86 3,73 3,04 3,24 0,38
200 3,43 3,02 3,92 3,11 3,37 0,41
240 19,80 19,33 20,88 20,54 20,14 0,70
300 28,93 27,37 28,94 28,51 28,44 0,74
360 35,06 32,88 34,86 34,28 34,27 0,98
420 42,47 37,81 140,09 39,79 40,04 1,91
480 48,14 43,67 44,57 44,58 45,24 1,98
600 56,68 51,32 52,63 53,05 53,42 2,30
720 64,11 58,80 59,64 60,42 60,74 2,34
900 73,01 67,40 68,38 69,59 69,60 2,45
1080 81,26 75,72 75,82 78,68 77,87 2,64
1440 04,27 85,61 87,76 92,21 89,96 3,98
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4.4. VREDNOSTI tsgo

Preglednica XXXIII prikazuje izra¢unane vrednosti tso pri vseh pH in ¢asih v SZM za

kon¢ne poskuse sprosc¢anja.

Preglednica XXXII1: Izracunane vrednosti tsoe [Min] za preizkusene ¢ase v SZM (10, 30,
60, 120, 200 minut) pri vseh pH SZM (1,0, 1,6, 2.4, 3.0).

t500 [min]
pH 1,0 1,6 2,4 3,0
[Cas v SZM [min
10 687,11 580,84 522,72 512,39
30 776,72 640,48 565,08 531,00
60 975,69 779,12 593,21 507,10
120 1207,02 972,87 615,75 506,71
200 1405,51 1120,98 657,83 550,19
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5. RAZPRAVA

DIK-Na uvrs¢amo v razred II po BCS klasifikaciji (3), za katero je znalilna dobra
permeabilnost in slaba topnost (6). Za to skupino je znacilno, da je hitrost spro$c¢anja
proces, ki omejuje absorpcijo. Hitrost sproscanja je opredeljena kot hitrost prehoda

ucinkovine iz tablete v raztopino.

Topnost DIK-Na je mo¢no odvisna od pH medija. V kislem mediju je topnost zelo nizka in
naras¢a z zviSevanjem pH. Topnost ucinkovine je tako bistvena tudi za njeno sproscanje iz

tablete v raztopino.

5.1. IZBIRA PARAMETROYV ZA TESTE SPROSCANJA

Cilj in vitro poskusov sproscanja je napovedovanje obnasanja farmacevtske oblike in vivo.
Izbrati moramo pogoje sproscanja, s katerimi se priblizamo fizioloskim pogojem v GIT in
tako simuliramo dogajanje v GIT po peroralni aplikaciji tablete. Napovedna moc je boljsa,
¢e so in vitro pogoji sprosc¢anja zelo podobni in vivo pogojem, ki jim je farmacevtska

oblika izpostavljena po aplikaciji (18).

Fizioloski pogoji v zelodcu se zelo razlikujejo med posamezniki in tudi intraindividualno.
S poskusi smo Zeleli dolo¢iti vpliv pH in ¢asa tablete v SZM na spro§¢anje DIK-Na iz
ogrodnih tablet iz HPMC. Za oba proucevana parametra smo zato izbrali vrednosti, ki so
enakomerno porazdeljene na celotnem intervalu fizioloskih vrednosti in nam dajo vpogled

v dogajanje pri razli¢nih pogojih.

pH v Zelodcu na tes¢e je pri vecini zdravih ljudi kavkazijske rase niZji od 3. Najpogostejse
vrednosti so med 1,4 in 2,1 (19). Za teste spro§¢anja smo tako izbrali vrednosti pH SZM na

intervalu med 1 in 3, in sicer 1,0; 1,6; 2,4 in 3,0.

Razli¢ni &asi v SZM ponazarjajo ¢as zadrzevanja tablete v Zelodcu na tesée. V praznem
zelodcu poteka gibanje v ciklusih migracijskega motori¢nega kompleksa (MMC). Ciklus
MMC traja priblizno dve uri (20). Za MMC so znacilne tri faze. Prva faza traja priblizno
60-70 minut in je obdobje mirovanja. MiSi¢ne kontrakcije niso prisotne ali jih je malo.
Druga faza traja 20-30 minut. Kontrakcije postajajo pogostejse in intenzivnejSe. Tretja faza
traja priblizno 5-10 minut. Kontrakcije so zelo intenzivne in pogoste (21). Ciklusi se
ponavljajo do vnosa hrane, ki prekine ciklus MMC (20). Pilori¢ni sfinkter je v prvi in drugi

fazi skorajda zaprt. Prehajajo lahko samo drobni koloidni delci in teko¢ina. Mocne
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kontrakcije v tretji fazi povzrocijo zacasno odprtje pilorusa, kar omogoca praznjenje snovi
iz zelodca v tanko ¢revo. Tablete se zadrzujejo v zelodcu na tesSce ve¢inoma do naslednje
tretje faze MMC (do dve uri) (21). Tableta se lahko po aplikaciji na prazen Zelodec
zadrzuje v zelodcu od nekaj minut do dveh ur, odvisno v kateri fazi cikla MMC je Zelodec
v ¢asu aplikacije tablete. Cas zadrzevanja tablete v Zelodcu je lahko tudi dalji od dveh ur,
Ce se tableta prazni Sele v tretji fazi naslednjega MMC cikla (20). Za teste sproS¢anja smo

izbrali ¢ase v SZM: 10, 30, 60, 120 in 200 minut.

5.2. PRELIMINARNI TESTI SPROSCANJA

S preliminarnimi testi smo zeleli dolo¢iti optimalne pogoje, pri katerih bi dobili ponovljive
profile spros¢anja. Uporabili smo aparat za spros¢anje s kosSaricami (USP1) in vesli
(USP2). Pri aparatu z vesli smo uporabljali dve modifikaciji: tableta je bila brez zicke in
tableta je bila v Zi¢ki. Zi¢ka je imela funkcijo uteZevalca, ki je prepre¢ila, da bi tableta
plavala ali se lepila na stene posode. Preizkusili smo dva nacina zamenjave medija:

odlivanje medija ali prenos tablete v predhodno segret SCM.

Pri menjavi medija z odlivanjem (izvedba I-111) smo SZM odlili. Nalili smo neogret SCM,
ki je imel sobno temperaturo. Spros¢anje je do segretja medija na 37°C potekalo pri nizji
temperaturi. Medij smo morali odlivati zelo previdno, da nismo poSkodovali tablete ali
odlili neraztopljenih snovi, ki so se nabrale na dnu posode. Poskuse smo socasno izvajali v
6 posodah, zato je bilo odlivanje zelo zamudno. Posledi¢no so bile nekatere tablete
izpostavljene SZM tudi do 10 minut dlje kot druge. Razlika je prisla do izraza predvsem
pri krajsih ¢asih v SZM, kjer se je ¢as v SZM lahko povecal tudi za 100% (pri ¢asu 10
minut). Pri daljsih Casih razlika ni bila ve¢ tako izrazita.

Pri menjavi medija s prenosom tablete (izvedba IV) je potekalo sproS¢anje ves €as pri
konstantni temperaturi, saj je bil medij predhodno segret na 37°C. Prenos tablete v SCM je

potekal zelo hitro in ni prislo do ve&jih razlik v ¢asu zadrzevanja v SZM med posameznimi

posodami.
Tablete A

Pri preliminarnih testih sproS¢anja s tabletami A smo tekom poskusov opazili nekaj
neraztopljene snovi na dnu posode. Neraztopljena snov, ki je bila prisotna Ze v SZM, je

bila velika teZava pri odlivanju SZM. Med neraztopljenimi snovmi so bile lahko pomozne
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snovi, najverjetneje MCC, kot tudi oborjena u¢inkovina. Neraztopljene snovi so bile lahko

tudi posledica poskodb tablet.

Po prenosu tablet A v SCM so ostale neraztopljene snovi v SZM. Raztopljeni DIK-Na, ki
se je sprostil iz tablete v SZM, se je lahko oboril v SZM. Tablete so se lahko med
spros¢anjem okrusile, zato so lahko neraztopljeni delci zapuscali tableto, vendar se niso
raztapljali. Zato je obstajala moznost, da bi ostalo nekaj DIK-Na ob prenosu
neraztopljenega oziroma oborjenega. Z merjenjem absorbance smo dolocili samo
koncentracijo raztopljene uéinkovine. DIK-Na bi se lahko kasneje raztopil v SZM ali ostal
kot neraztopljeni ostanek. Po prenosu tablete v SCM smo hkrati vzoréili tudi iz posod s
SZM in spremljali vrednosti absorbance. Absorbance vzorcev iz SZM po prenosu tablet so
bile zelo podobne absorbanci v zadnji to¢ki vzor¢enja pred prenosom. Zato zaklju¢ujemo,
da se je DIK-Na, ki se je sprostil iz tablete v SZM, raztopil v SZM pred prenosom tablete v

SCM, kasneje pa ne pride do nadaljnjega raztapljanja neraztopljenega DIK-Na.

Po konéanem spro$¢anju smo dologili $e delez DIK-Na v neraztopljenem ostanku v SZM s
pH 3,0. Izracunana masa DIK-Na v neraztopljenem ostanku je bila nizka. Zato
zakljuéujemo, da je bil delez neraztopljenega DIK-Na v SZM nizek in ni vplival
pomembno na rezultat testov sproscanja. Ker je bila izraCunana masa DIK-Na nizka, nismo

dolocali u¢inkovine v neraztopljenem ostanku pri kasnejsih testih sproS¢anja.

Tablete A so bile med poskusi spro$¢anja popolnoma omocene in enakomerno rahlo
nabrekle zaradi nizkega deleza HPMC. Na povrSini tablete ni bilo vidnega nastanka
gelskega sloja. Na povrsini so bile luknjice razli¢nih velikosti. Med spro$¢anjem so se
obcasno odtrgali del¢ki tablete s povrsine zaradi slabe adhezije med delci. 1z teh delcev se
je hitreje in lazje sprostila u¢inkovina kot iz tablete, ker se je povecala povrsina tablete, s
katere se je sprosc¢al DIK-Na. Razlog za slabo ponovljivost spro$€anja u¢inkovine med

paralelkami je lahko bila slaba povezanost delcev v tableti.

Pri testih spros¢anja na USP1 (izvedba 1) so se tablete A v SZM zadrzevale na razli¢nih
mestih, in sicer na vrhu, na dnu ali ob stenah kosarice. Gibale so se skupaj s kosarico okoli
osi in se niso prilepile na steno kosarice. Nekatere tablete so med poskusom spremenile
polozaj. V SZM ni bilo prisotnih neraztopljenih snovi. Po prenosu v SCM so se nekatere
tablete nalepile na steno koSarice na razlicnih mestih. Posledica lepljenja tablete na steno
koSarice je zmanjSana povrSina, ki je na voljo u€inkovini za sproscanje. Nekaj tablet se ni

nalepilo na stene, ampak so se Se vedno gibale s kosarico okoli osi. Tableta je v kosarici
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izpostavljena manj$im tokovom medija kot pri USP2 zaradi goste mrezice koSaric. Po
sproscanju so tablete ohranile obliko tablete. Slika 3 prikazuje izredno slabo ponovljivost
profilov sproS¢anja med paralelkami, saj je razlika med najvecjo in najmanjS$o vrednostjo

% sproscene ucinkovine med paralelkami po 20 urah poskusa 20%.
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Slika 3: Ponovljivost profilov spro$¢anja med paralelkami (9 paralelk) pri izvedbi I
(USP1, odlivanje medija), tabletah A, pH 3,0 in ¢asu v SZM 60 minut.

Pri sproS¢anju na USP2, tableta brez zi¢ke (izvedba Il) so bile tablete A med poskusom
pod veslom in so enakomerno krozile z gibanjem vesla. Ob¢asno so se dvignile in se nekaj
Casa gibale v visini vesla, Ki je udarjalo po njih. Nato so se dvignile proti vrhu posode ali se
vrnile nazaj proti dnu. Gibanje je bilo zelo neurejeno in nepredvidljivo. Tablete se niso
lepile na stene posod. Pregled tablet po spros¢anju je nakazal, da je verjetno prislo do
mehanskih poSkodb zaradi udarjanja vesla ob tableto. Tablete so imele zelo hrapavo
povrsino in luknjice. Med spro$¢anjem so Se s povrsine utrgali tudi veéji skupki. Ostanek
tablet po poskusu je bil zelo majhen. V vecini poskusov (tudi pri pH 1 in 2) se je sprostila
skoraj vsa u¢inkovina. Slika 4 prikazuje ponovljivost profilov spros¢anja med paralelkami.
Razlika med najvecjo in najmanj$o vrednostjo % sproséene ucinkovine med paralelkami v

zadnji Casovni to¢ki vzoréenja (po 24 urah poskusa) je bila 12%.
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Slika 4: Ponovljivost profilov spros¢anja med paralelkami (4 paralelke) pri izvedbi Il

(USP2, tableta brez zi¢ke, odlivanje medija), tabletah A, pH 3,0 in ¢asu v SZM 60 minut.

Pri sprosc¢anju na USP2, tableta v zi¢ki (izvedba I11) so tablete A potonile na dno posode in
se med spro$¢anjem niso premikale. Veslo ni udarjalo ob njih. Nekatere tablete so ob¢asno
zanihale ali se za trenutek zavrtele. Tablete so nabrekale, a zi¢ka ni vplivala na obliko
tablet. Po sprosc¢anju so tablete ohranile svojo obliko. Ostanek tablet po spros¢anju je bil
zelo majhen. Slika 5 prikazuje izredno slabo ponovljivost profilov sproscanja med
paralelkami, saj je razlika med najvecjo in najmanj$o vrednostjo % spro$cene ucinkovine

med paralelkami po 20 urah poskusa 18%.
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Slika 5: Ponovljivost profilov spros¢anja med paralelkami (8 paralelk) pri izvedbi 1l
(USP2, tableta v zi¢ki, odlivanje medija), tabletah A, pH 1,0 in ¢asu v SZM 90 minut.

BoljSo ponovljivost sproscanja smo Zeleli dose¢i z drugacnim nacinom zamenjave medija.
Tako smo poskusili s prenosom tablete v Zi¢ki iz SZM v predhodno segret SCM (izvedba
IV). Slika 6 prikazuje ponovljivost profilov sprosc¢anja med paralelkami. Razlika med
najve¢jo in najmanjSo vrednostjo % sproscene ucinkovine med paralelkami po 20 urah

poskusa je okoli 8%.
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Slika 6: Ponovljivost profilov spros¢anja med paralelkami (8 paralelk) pri izvedbi IV
(USP2, tableta v Zi¢ki, prenos v segret medij), tabletah A, pH 3,0 in ¢asu v SZM 60 minut.

Kljub boljsi ponovljivosti pri menjavi medija s prenosom tablet, ponovljivost profilov
spros€anja Se vedno ni bila optimalna. Na katedri so ze delali poskuse sproScanja na
ogrodnih tabletah iz HPMC in DIK-Na, brez MCC. Profili spros¢anja so bili dobro
ponovljivi. MCC smo dodali v tabletirno zmes za izboljSanje pretoc¢nih lastnosti, ki bi
olajSale tabletiranje. Zmes HPMC in DIK-Na je imela zelo slabe preto¢ne lastnosti, kar je
onemogocilo polavtomatsko stiskanje tablet. Kot moZzen razlog slabe ponovljivosti profilov
sproscanja bi tako lahko bila tudi sestava tablet. Poskusno smo tabletirali tablete iz zmesi

HPMC in DIK-Na ter dodatka magnezijevega stearata kot antiadheziva (tablete B).

MCC je pomozna snov, Ki se v farmacevtski tehnologiji uporablja kot adsorbent, polnilo v
tabletah in kapsulah, razgrajevalo v tabletah, poleg tega pa tudi zmanjSuje sedimentacijo
suspenzij. MCC ima pri pripravi tablet z direktnim stiskanjem vlogo veziva, polnila, drsila

in razgrajevala (22). Sestava tablet z MCC ni bila optimalna.

Na osnovi preliminarnih testov s tabletami A smo se odlo¢ili, da bomo tudi na tabletah B
preizkusili spros¢anje na USP2, tableta v zi¢ki na oba nacina menjave medija (odlivanje
medija - izvedba Il in prenos tablete - izvedba IV), kjer je bila ponovljivost profilov

sproscanja pri tabletah A najboljsa.
Tablete B

Tablete B so v zicki prav tako potonile na dno posode in se med spros¢anjem niso
premikale. Veslo ni udarjalo ob njih. Na dnu posode ni bilo neraztopljenih snovi. Tablete
so bile na povrsini enakomerno omocene in opazen je bil gelski sloj. Zaradi visje vsebnosti
HPMC kot pri tabletan A je bil tudi gelski sloj na povrsini tablet B debelejsi kot pri

tabletah A. Tablete so nabrekale, a zicka ni vplivala na obliko tablet. Po sprosc¢anju so bile
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moc¢no nabrekle in lepljive. Povrsina tablet je bila povsem gladka in brez luknjic. Na
povrsini je bil prisoten prozoren gel, v notranjosti pa razli¢no veliko negelirano belo jedro
(suhi polimer). Slika 7 prikazuje ponovljivost profilov spro$¢anja med paralelkami za oba
nacina menjave medija. Pri izvedbi Il je razlika med najvecjo in najmanj$o vrednostjo %
spros¢ene ucinkovine med paralelkami po 20 urah poskusa 3%, pri izvedbi IV pa 2%.

Ponovljivost sproscanja DIK-Na iz tablet B je pri obeh izvedbah boljsa kot pri tabletah A.

izvedba Il izvedba IV

100 100

@ , 80 v . 80
g2 g 2

3% = 60 32 % 60
S 2 ° =

8= 40 2 £ 40
> - >

X390 X720

0 ¢ 0

0 5 1 5 20 25 0 5 10 15 20 25
Qas (T Eas [h]

Slika 7: Ponovljivost profilov spros¢anja med paralelkami pri tabletah B, pH 3,0 in ¢asu v
SZM 60 minut ter izvedbi IIT (USP2, tableta v Zi¢ki, odlivanje medija; 5 paralelk) in IV
(USP2, tableta v zicki, prenos tablete v segret medij; 2 paralelki).

5.3. 1ZBIRA POGOJEV KONCNIH TESTOV SPROSCANJA

Pri poskusih na tabletah A na USP1 (izvedba I) in USP2, tableta brez zicke (izvedba Il) je
bila ponovljivost sproséanja iz tablet slaba, pri poskusih na istih tabletah na USP2, tableta
v Zi¢ki (izvedba III) pa je bila ponovljivost boljsa. Zaradi slabe ponovljivosti obnasanja
tablet med spros¢anjem in profilov sprosc¢anja smo presodili, da USP1 ne daje optimalnih
rezultatov. Osredotoc€ili smo se na USP2 in obe modifikaciji, ki sta bili: tableta je bila brez

zicke (izvedba II) ali v zi¢ki (izvedba III). Pri izvedbi 1l vesla ne smejo udarjati v tableto.

Pri¢akovali smo, da bodo vrednosti sproS¢ene ucinkovine za tablete brez Zi¢ke enake ali
vecje od vrednosti za tablete v zicki zaradi gibanja tablete in moznih mehanskih poSkodb.
Pri pH 3 se je zgodilo ravno obratno in so vrednosti nizje. Zaradi boljSe ponovljivosti
obnasanja tablet med sproscanjem in profilov sproscanja Smo se odlocili, da bomo koncne

teste sproscanja izvajali s tableto v Zicki.

Pri testih spros¢anja na tabletah A je bila ponovljivost boljSa pri prenosu tablete v segret
medij kot pri odlivanju medija, pri testih na tabletah B pa je bila ponovljivost dobra pri

obeh nacdinih menjave medija. Pri menjavi medija s prenosom tablete lahko dosezemo
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veéjo ponovljivost med prenosi in paralelkami. Presodili smo, da je menjava medija s

prenosom tablete ustreznejsi na¢in menjave medija.

Povpreéne vrednosti sproséenega DIK-Na v SCM so pri tabletah B veliko niZje kot pri
tabletah A. Pri tabletah A je spros¢anje v SCM na zacetku veliko hitrej$e kot pri tabletah
B. Proti koncu pa se spros¢anje upocasnjuje, ker je skoraj vsa ucinkovina ze sproséena. Pri
tabletah B se bolj enakomerno povecuje delez spros¢enega DIK-Na v primerjavi s
tabletami A. Razlike med profili spros¢anja so posledica deleza HPMC v tabletah. Vegji
delez HPMC v tableti je pomenil po¢asnejse spros¢anje. Kljub po¢asnejSemu sproscanju se
iz tablet B sprosti dovolj u¢inkovine, da lahko opazujemo potek spros¢anja in vpliv zelenih

parametrov.

Sproscanje ucinkovine iz HPMC ogrodnih tablet je kontrolirano z difuzijo skozi gelsko
plast in erozijo gelske plasti. U¢inkovina se na povrSini ogrodnih tablet sprosti. Sledi
Siritev gelske plasti zaradi prehajanja vode v tableto. Poveéa se debelina gela. Ce se tvori
ustrezna gelska plast, se hitrost spros¢anja upocasni. Sproscanje postane odvisno od
hitrosti, s katero molekule u¢inkovine prehajajo skozi gelsko plast (difuzija), in hitrosti, s
katero se gelska plast mehansko razgrajuje (erozija). V veéini primerov poteka difuzija in
erozija hkrati (23).

Zaradi ustrezne ponovljivosti spros¢anja, obnaSanja tablet med spro$¢anjem in izgleda po
kon¢anem poskusu smo se odlo¢ili, da bomo izvajali kon¢ne poskuse na tabletah B

(u¢inkovina, HPMC in antiadheziv).

5.4. KONCNI TESTI SPROSCANJA

Kon¢ni testi spros¢anja so bili opravljeni na tabletah B. Poskuse smo izvedli na USP2.
Tableta je bila med poskusom v Zi¢ki, medij pa Smo zamenjali s prenosom tablete iz SZM
v SCM (izvedba 1V). S poskusi smo Zeleli prougiti vpliv pH in ¢asa zadrZevanja tablete v
SZM na spro§éanje DIK-Na iz tablet.

Vpliv pH in ¢asa zadrzevanja tablete v SZM smo opredelili s tsgy, in profili spros¢anja. tso
je cas, v katerem se sprosti 50% ucinkovine. Ker ena tocka ne opiSe celega profila, smo
prikazali tudi profile sproscanja. Pozorni smo bili na hitrost sproscanja, % sproscene
ucinkovine po 24 urah in ¢asovne zamike v spros¢anju. Hitrost spro§¢anja smo ocenjevali
glede na naklon profila spro§¢anja, in sicer bolj strma krivulja pomeni hitrejSe sproscanje.

Pozorni smo bili na potek profilov in ¢as, pri katerem so se krivulje priblizale ali zdruzile
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skupaj. S pomocjo teh parametrov smo ocenili, kako mocan je vpliv proucevanega

dejavnika.

Konc¢ne teste sproSCanja smo izvajali na treh paralelkah za posamezne parametre
spro§¢anja (¢as v SZM in pH SZM). Ce so bile razlike med profili spro§¢anja med

paralelkami prevelike, smo naredili eno ali dve dodatni paralelki.

L50%

-_—

ts00 je Cas, v katerem se sprosti 50% ucinkovine, ki je vgrajena v tableto. Vrednost tsoo
uporabljamo za primerjavo sproS¢anja pri razlicnih pogojih. Daljsi Cas tsgy, pomeni daljsi
gas, da se sprosti 50% uéinkovine. Ce je ¢as v SZM konstanten (enak asovni zamik v
sproscanju), je tsos, merilo za hitrost spros¢anja. V tem primeru pomeni Krajsi ¢as tsoo
hitrej$e sprod¢anje, dalji ¢as pa pocasnejse. Ce ¢as v SZM ni konstanten (razli¢ni ¢asovni
zamiki v sprod¢anju), tsoe ni merilo za hitrost spros¢anja. Najkrajsi ¢as tsoy je pri pH SZM
3,0 in ¢asu v SZM 10 minut. 50% u&inkovine, ki je vgrajena v tableti, se sprosti v priblizno
8,5 ure. Najdaljsi &as tsge je pri SZM pH 1,0 in ¢asu v SZM 200 minut. 50% u&inkovine se
sprosti po priblizno 23,5 ure. Najvegje razlike v tsog opazimo pri 200 minutah v SZM med

pH 1,0 in 3,0 ter pri pH 1 med &asi v SZM 10 in 200 minut.

OpaZene razlike so najverjetneje posledica razlik v ionizaciji DIK pri razlicnih pH in

razli¢nih ¢asih v SZM.

V mediju za raztapljanje z vrednostjo pH vec kot 1 enoto pod vrednostjo pKa (pKa = 3,8),
je velik delez DIK-Na protoniran. Protonirana oblika je slabse topna kot sol. Zato je
topnost DIK-Na v mediju za raztapljanje s pH nizjim kot 3 zelo slaba. Z naraS¢anjem pH
medija se topnost DIK-Na izboljsa zaradi ve¢jega prispevka bolj topne ionizirane oblike
(7). Po prenosu tablete iz SZM v SCM se §ibko kisla uéinkovina pretvori v ionizirano
obliko.
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e 1500, v 0dvisnosti od ¢asa v simuliranem Zelodénem mediju

Slika 8 prikazuje odvisnost izra¢unane vrednosti tsg od ¢asa v SZM pri testiranih pH.

25

20 ®10 min
%15 =30 min
510 1 60 min

5 = 120 min

0 - ® 200 min

pH=1,0  pH=1,6  pH=2,4  pH=3,0
pH

Slika 8: tss v odvisnosti od ¢asa v SZM za razliéne pH.

Pri vseh pH je opaziti, da tsoy naraséajo z daljsanjem asa v SZM pri enakem pH. tsgo S€
moéno podaljiuje, ¢e ¢as v SZM podaljiamo. Pri pH 1,0 so opaZene najveéje razlike v tsos
med ¢asi v SZM. Z zviSevanjem pH SZM se zmanj$ujejo razlike v tso med asi v SZM.
Razlike V tsgy, med &asi v SZM so tako vedje pri pH 1,6 kot pri pH 2,4. Pri pH 3,0 ima &as
v SZM najmanjsi vpliv na tsoe, saj so opaZene najmanjse razlike v tsos med asi v SZM.
Vrednost tsos je pri pH 3,0 skoraj konstantna, zato &as v SZM pri tem pH ne vpliva

bistveno na tsgo.

S podalj$evanjem &asa v SZM se poveéuje delez DIK-Na, ki se pretvori v kislinsko obliko
zaradi prodiranja medija v notranjost tablete. Delez kislinske oblike vpliva na hitrost
spros¢anja. Vedji kot je delez DIK, podasnejse je spros¢anje v SCM s pH 6,8. Pretvorba
nazaj v ionizirano obliko po menjavi medija je pocasnejSa. Razlika v tsoy med razli¢nimi

&asi v SZM je najbolj ogitna pri pH 1, ko je topnost DIK-Na najslabsa.
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e 1500, vV 0dvisnosti od pH simuliranega Zelod¢nega medija

Slika 9 prikazuje odvisnost izradunane vrednosti tsgs, od pH SZM pri konstantnem &asu v

SZM.

25
20
=15 mpH=1,0
s mpH=1,6
310 - —
pH=2,4
3 mpH=3,0
O .

10 min 30 min 60 min 120 min 200 min
Slika 9: tsoy v odvisnosti od pH SZM za razliéne ¢ase zadrzevanja v SZM.

Pri vseh ¢asih v SZM opazimo, da se z nizanjem pH SZM pri enakem ¢asu v SZM
spro$éanje upocasni (tso pada). Sproséanje se moéno upocasnjuje, e pH SZM znizamo.
Pri ¢asu v SZM 10 minut ima pH SZM najmanjsi vpliv na sprod¢anje, saj so razlike v
vrednosti tsp, med pH SZM najmanj$e med opazovanimi &asi. S podaljevanjem ¢asa v
SZM se povetujejo razlike v tsgy, med pH SZM. Pri ¢asu v SZM 200 minut je vpliv pH

SZM najbol;j izrazit, saj so opazene najvedje razlike v tsgy, med pH SZM.

Daljsi kot je &as v SZM, vedje so opazene razlike med profili spro¢anja med razliénimi
pH. Delez slabse topne kislinske oblike v SZM se poveuje z znizevanjem pH SZM,
vendar je velik delez ucinkovine ze pri pH nizjem od 3 v kislinski obliki. Z znizevanjem
pH se povecuje delez ucinkovine, ki ostane v kislinski obliki na povrSini tablete po
menjavi medija. Z nizanjem pH pada hitrost spros¢anja v SCM po menjavi medija. Razlike
so posledica vecjega ali manjSega deleza ucinkovine v kislinski obliki v povrSinski plasti

tablete med razli¢énimi pH.
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Vpliv &asa zadrZevanja tablete v SZM na sproiéanje natrijevesa diklofenakata

Slika 10 prikazuje vpliv ¢asa tablete v SZM na sproi¢anje DIK-Na.
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Slika 10: Vpliv ¢asa zadrZevanja tablete v SZM (10, 30, 60, 120 in 200 minut) pri A) pH
1,0 (pri ¢asih 10, 30, 60 in 120 minut 3 paralelke, pri ¢asu 200 minut 4 paralelke); B) 1,6
(pri ¢asih 10, 30, 60 in 120 minut 3 paralelke, pri ¢asu 200 minut 4 paralelke); C) 2,4 (pri
¢asih 10, 30 in 120 minut 5 paralelk, pri ¢asih 60 in 200 minut 3 paralelke) in D) 3,0 (pri

¢asih 10 in 30 minut 5 paralelk, pri ¢asih 60 in 120 minut 3 paralelke, pri ¢asu 200 minut 4

paralelke) na spro$¢anje DIK-Na.

V mediju za raztapljanje z vrednostjo pH vec kot 1 enoto pod vrednostjo pKa (pKa = 3,8),
je velik delez DIK-Na protoniran. Protonirana oblika je slabse topna kot sol. Zato je
topnost zdravilne ucinkovine v mediju za raztapljanje s pH nizjim kot 3 zelo slaba. Z
naraS¢anjem vrednosti pH se topnost zdravilne ucinkovine izboljSa zaradi vecjega
prispevka bolj topne ionizirane oblike (7). Po menjavi medija se uéinkovina pretvori v
ionizirano obliko. Zato lahko sklepamo, da je nizji % sproscene ucinkovine po 24 urah
spros¢anja posledica vecjega deleza DIK-Na v neionizirani obliki na povrsini tablete pred

prenosom tablete iz SZM v SCM.
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Zaradi zadrZevanja tablet v kislem SZM pride do Gasovnega zamika v spro$éanju. DIK-Na
je namreg slabo topen v kislem mediju in se v SZM slabo raztaplja. % sproséenega DIK-
Na zacne narascati Sele, ko prenesemo tableto v fosfatni pufer s pH 6,8. Na grafu

odvisnosti spros¢ene ucinkovine od ¢asa opazimo zamik v zacetku sproscanja v SCM.

Pri poskusih spros$canja smo opazili zelo nizek % sprosc¢enega DIK-Na po koncu
spro$éanja v SZM. Pri pH 1,0; 1,6 in 2,4 se sprosti manj kot 1% DIK-Na, pri pH 3,0 pa je
medijih so posledica boljse topnosti v mediju s pH 3,0 kot pri nizjih pH. Topnost DIK-Na
pri sobni temperaturi v 0,1 M raztopini HCI (pH 1,0) je 0,0012 mg/mL, v 0,01 M raztopini
HCI (pH 2,0) 0,0017 mg/mL, v 0,001 M raztopini HCI (pH 3,0) pa 0,28 mg/mL. V
fosfatnem pufru s pH 6,8 so pri sobni temperaturi dolo¢ili topnost 0,67 mg/mL (7).

Z daljsanjem Gasa v SZM se poveluje Easovni zamik v zagetku sproséanja. Pri pH 1,0 in
1,6 je opazen precej$en vpliv ¢asa v SZM na sproiéanje DIK-Na v SCM. S podalj$evanjem
dasa v SZM se povecujejo razlike v profilih spros¢anja in % sproséene uéinkovine po 24
urah spro$¢anja med skrajnimi ¢asi v SZM. Razlika v % spro§éene u¢inkovine po 24 urah
poskusa med ¢asoma zadrzevanja v SZM 10 in 200 minut pri pH 1,0 je priblizno 33%, pri
pH 1,6 pa priblizno 25%. Vpliv ¢asa v SZM na spros¢anje DIK-Na v SCM se pri pH 2,4 in
3,0 zmanj$a in je opazen le $e v zadetni stopnji sprod¢anja v SCM. Hitrost spro¢anja v
zaletni stopnji sprod¢anja v SCM narai¢a s podaljSevanjem ¢asa v SZM. S hitrejsim
spros¢anjem v SCM se kompenzirajo razlike med profili spro§¢anja zaradi razli¢nih ¢asov

v SZM.
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Vpliv pH na sprosc¢anje natrijevega diklofenakata

Slika 11 prikazuje vpliv pH na spros¢anje DIK-Na.
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Slika 11: Vpliv pH (1,0; 1,6; 2,4 in 3,0) pri A) 10 min (pri pH 1,0 in 1,6 3 paralelke, pri
pH 2,4 in 3,0 5 paralelk), B) 30 min (pri pH 1,0 in 1,6 3 paralelke, pri pH 2,4 in 3,0 5
paralelk), C) 60 min (pri pH 1,0; 1,6; 2,4 in 3,0 3 paralelke), D) 120 min (pri pH 1,0; 1,6 in
3,0 3 paralelke, pri pH 2,4 5 paralelk) in E) 200 min (pri pH 1,0; 1,6 in 3,0 4 paralelke, pri
pH 2,4 3 paralelke) v SZM na spros¢anje DIK-Na.
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Pri vseh ¢asih v SZM je opazen vpliv pH SZM na sproi¢anje DIK-Na v SCM. Z
znizevanjem pH SZM se sproi¢anje upotasni. Z znizevanjem pH SZM se povelujejo
razlike med profili sproS¢anja in % sproScene ucinkovine po 24 urah spros$€anja Vv
izrazit pri ¢asu v SZM 200 minut in najmanj pri ¢asu 10 minut. Pri vseh ¢asih v SZM so
majhne razlike med profiloma sproscanja pri pH 2,4 in 3,0. Razlika v % sproscene
u¢inkovine po 24 urah spros¢anja med pH 1,0 in 3,0 pri ¢asu v SZM 10 minut je priblizno
5%, pri ¢asu 30 minut 6%, pri ¢asu 60 minut 17%, pri ¢asu 120 minut 32% in pri Casu 200

minut 39%.

Z dalj$anjem ¢asa v SZM (predvsem pri 120 in 200 minut) opazimo, da je razlika v %
sproséene uéinkovine med profili spros¢anja za pH 1,6 in 2,4 bistveno vecja kot razlike
med preostalimi sosednjimi pH. Pri nadaljnjem proucevanju vplivov pH na sproscanje bi
morali narediti poskuse sproscanja vsaj za pH 2,0 oziroma $e kakSen dodaten vmesni pH.

Tako bi lazje pojasnili vpliv pH na sproscanje.

5.5. POMEN IN VITRO PROFILOV SPROSCANJA

V in vivo okolju so prisotni §tevilni parametri, ki vplivajo na spro$¢anje in delujejo v veé
smeri. V teste spros¢anja smo vklju¢ili samo dva fiziologka parametra (pH in ¢as v SZM),
zato sta lahko njuna vpliva na in vitro in in vivo sproséanje razli¢no izrazena. Preostali

parametri lahko zmanj$ajo ali pove€ajo vpliv proucevanih parametrov.

S testi spros¢anja smo pokazali, da pH in ¢as v SZM vplivata na in vitro spros¢anje DIK-
Na. Vpliv teh parametrov pricakujemo tudi pri in vivo sprosc¢anju, a ga je zaradi prisotnih
drugih fizioloskih parametrov nemogocée kvantitativno opredeliti. Z in vitro profili
spros¢anja lahko predvidimo in vivo profile. Ker je DIK-Na zdravilna uéinkovina z dobro
permeabilnostjo (2. razreda po BCS), lahko sklepamo, da so in vivo absorpcijski profili
enaki in vivo profilom spros¢anja. 1z in vivo absorpcijskih profilov pa lahko napovemo

plazemske koncentracijske profile.
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6. SKLEPI

Proucevali smo vpliv pH SZM in ¢asa zadrzevanja tablete v SZM na sproéanje DIK-Na iz

ogrodnih tablet in zakljucujemo sledece:

Aparat za sproscanje (kosarice, vesla), izvedba sproscanja (tableta v zicki ali brez
zicke) in nacin menjave medija (odlivanje medija, prenos v segret medij) vplivajo na
ponovljivost profilov spros¢anja. Sproscanje na aparatu z vesli, tableta v zicki s
prenosom tablete v predhodno segret medij daje najbolj optimalne in ponovljive
rezultate za izbrano sestavo tablet.

Sestava tablet vpliva na ponovljivost profilov spros¢anja. Ponovljivost je boljsa pri
poskusih s tabletami, ki vsebujejo vi§ji % HPMC in ne vsebujejo mikrokristalne
celuloze.

V SZM se sprosti zelo majhen delez DIK-Na, zato pride v sproi¢anju do &asovnega
zamika zaradi zadrzevanja tablet v SZM.

Hitrost spros¢anja u¢inkovine v SCM pada z zniZevanjem pH SZM (pri enakem &asu v
SZM).

Pri nizjem pH SZM so razlike med profili spro$¢anja pri razli¢nih &asih zadrZevanja v
SZM najveje. Cas zadrzevanja v kislem ima vedji vpliv pri nizjem pH kot pri vijih
pH SZM.

Pri daljSem casu zadrzevanja v kislem so razlike med profili sprosc¢anja pri razliénih
pH SZM najvegje. pH SZM ima veg&ji vpliv pri dalj§ih ¢asih v kislem kot pri krajsih
Casih v kislem.

Najve&je razlike v spro§éanju opazimo pri 200 minutah v SZM med pH 1,0 in 3,0 ter
pri pH 1 med ¢asi 10 in 200 minut v SZM.
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