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POVZETEK

Razvoj farmacevtske industrije je v zadnjem ¢asu pripeljal do velikega napredka v nac¢inu
in moznostih zdravljenja razlicnih bolezni. Velik napredek so prinesle farmacevtske oblike,
s podaljSanim sproS¢anjem zdravilne ucinkovine, saj prinasa veliko prednosti tako za
bolnika kot zdravnika. V magistrski nalogi se bomo osredotocili na pomozno snov za
uravnavanje Kkinetike sproS¢anja — hidroksipropilmetilcelulozo, saj je le-ta eden
najpogosteje uporabljenih polimerov v trdnih farmacevtskih oblikah s podaljSanim
sproS¢anjem zdravilne u¢inkovine, hkrati pa je z njenimi lastnostmi povezana problematika
njihovega sproséanja.

V literaturi smo zasledili, da velikost delcev polimera bistveno vpliva na Kinetiko
sproS¢anja zdravilne ucinkovine iz ogrodnih sistemov, zato smo v naSem delu Zeleli
podrobneje prouciti moznost vrednotenja velikosti delcev z bliznjo infrardeco tehniko.
BliZznja infrardeca spektroskopija je metoda, ki zagotavlja hitro, neinvazivno in cenovno
ugodno resitev za kvali-/kvantitativno vrednotenje razli¢nih parametrov, s predpogojem, da
imamo postavljen model. Nas cilj je bil tako postaviti model, ki bo z dobro napovedno
mocjo napovedal velikost delcev hidroksipropilmetilceluloze za posamezni tip substitucije
ali stopnjo viskoznosti 0z. neodvisno od obeh omenjenih lastnosti.

Za raziskavo smo uporabili serije hidroksipropilmetilceluloze substitucijskega tipa 2208 in
2910, ki se v farmacevtski industriji najvec¢ uporabljata za izdelavo hidrofilnih ogrodnih
tablet. V prvi stopnji smo s pomocjo sejalne analize, vsako serijo loc¢ili na posamezne
frakcije velikosti delcev. Tem frakcijam smo v nadaljevanju s pomocjo bliznje infrardece
spektroskopije posneli spektre in z lasersko difrakcijo dologcili dejansko velikost delcev. S
pomocjo programa Opus Quant 2 smo postavili kvantitativne modele z regresijo na osnovi
vsote najmanjSih kvadratov (ang. Partial Least Squares) ter kvalitativni model z metodo
glavnih komponent (ang. Principal Component Analysis).

Rezultati, ki smo jih preko razli¢nih kvantitativnih modelov dobili, nakazujejo velik
potencial te tehnike, saj smo statisticno gledano dobili modele z dobro napovedno mogjo.
Postavljeni modeli sicer niso toliko izpopolnjeni, da bi imeli dovolj veliko mo¢
napovedovanja velikosti delcev v kvantitativne namene, so pa dober pokazatelj, da bi to
lahko nekoc¢ bili. MoZnosti za optimizacijo tehnike je veliko (npr. boljSi nacin separacije
delcev po velikostnih razredih, vecje Stevilo obdelanih serij), izsledki do katerih smo prisli

pa kazejo velik potencial za implementacijo v in/on-line procese.



S kvalitativnim modelom smo pokazali, da se razli¢na substitucijska tipa hidroksipropil-
metilceluloze lepo loc¢ita na dve populaciji. V primeru, da bi v modelu upoStevali tudi
substitucijsko neustrezne serije, bi model lahko sluzil kot hitra kvalitativna metoda za

izlocitev substitucijsko neustrezne serije polimera.



SEZNAM OKRAJSAV

Bias — povprecje odklonov med pravimi in napovedanimi vrednostmi

Ckrit — Kriticna koncentracija

Cp — temperatura tocke zamotnitve raztopine

D[4,3] — volumski povpre¢ni premer

FT — Fourier-jeva transformacija

FDA — AmeriSka agencija zadolZena za hrano in zdravila; ang. Food and Drug
Administration

FO — farmacevtska oblika

HCMMA - hidrokspropilceluloznimetilmetakrilat

HPLC - visokotla¢na tekocinska kromatografija; ang. High pressure liquid cromatography

HPMC - hidroksipropilmetilceluloza

IR — infrardece

K, a — konstanti, odvisni od uporabljenega sistema polimer-topilo

M — molekulska masa polimera

m/m 0z. m/v— masa na maso oziroma masa na volumen

MCC — mikrokristalna celuloza

MLR — multipla linearna regresija; ang. Multiple linear regression

[n] — intrinzi¢na viskoznost

NIR - bliznja infrardeca (svetloba, spektroskopija); ang. near-infrared

NMR - nuklearna magnetna resonanca

PAS — povrsinsko aktivna snov

PAT - procesno analizna tehnologija

PC — glavna spremenljivka; ang. Principal component

PCA — metoda glavnih komponent; ang. Principal component analysis

PCR - regresija na osnovi glavnih komponent; ang. Principal Component Regression

PLS - regresija na osnovi vsote najmanjSih kvadratov; ang. Partial least squares

® - registrirana blagovna znamka

R2 — determinacijski koeficient

RMSE(CV)/(P) - efektivna vrednost napake (navzkrizne validacije)/(napovedane
vrednosti); ang. Root mean square error (cross validation)/(prediction)

RPD - »odklon ostankov pri napovedovanju«; ang. Residual prediction deviation

Ty — temperatura steklastega prehoda

™ — blagovna znamka

UV-VIS — ultravioli¢no-vidno (podrocje elektromagnetnega spektra)

ZU - zdravilna ucinkovina



1 UvoD

1.1 SPROSCANJE 1Z PERORALNIH FARMACEVTSKIH OBLIK

Farmacevtske oblike (FO) za peroralno uporabo razdelimo na (1):
- Farmacevtske oblike z takojSnim sproscanjem (zdravilna uc¢inkovina (ZU) se takoj
po prihodu FO v Zelodec sprosti iz farmacevtske oblike (FO)
- Farmacevtske oblike s prirejenim sproS¢anjem (prirejena hitrost, mesto ali ¢as
spros¢anja ZU). Razdelimo jih na:
o Farmacevtske oblike s podaljSanim sproSc¢anjem (omogocajo podaljSan ¢as
sproSc¢anja ZU)
o Farmacevtske oblike z zakasnelim sproScanjem (omogocajo zacetek
sproS¢anja po doloc¢enem ¢asu po zauzitju)
o0 Farmacevtske oblike s pulzirajo¢im sproSc¢anjem (omogoc¢ajo sproscanje

zdravilne ucinkovine v dolocenih ¢asovnih presledkih)

Za farmacevtsko industrijo predstavljajo izziv predvsem farmacevtske oblike s prirejenim
sproScanjem, kjer je potrebno na ustrezen nacin ZU zadrzati daljSi ¢as, znotraj FO. V
nadaljevanju se bomo osredotocili predvsem na farmacevtske oblike s podaljSanim

sproscanjem.

1.1.1 FARMACEVTSKE OBLIKE S PODALJSANIM SPROSCANJEM

Farmacevtske oblike (FO) s podaljSanim sproS¢anjem, SO namenjene zmanjSanju
pogostosti odmerjanja farmacevtske oblike, saj vzdrZzujejo terapevtske koncentracije ZU v
plazmi oz. na mestu delovanja skozi daljSe ¢asovno obdobje. S podaljSanim spro$¢anjem
dosezemo tudi manjSe nihanje plazemskih koncentracij, nizje koncentracije ZU v plazmi se
pri pacientu odrazajo v manj nezelenih ucinkih in ve¢jem sodelovanju bolnikov v terapiji
(komplianci). DoseZzemo hiter zacetek delovanja zdravila, z vzdrZevanjem terapevtske
koncentracije ZU v plazmi; kinetika spro$¢anja skozi dolocen c¢as pa je predvidljiva in
ponovljiva.

Zavedati pa se moramo tudi slabosti. Obstaja vec¢ja moznost sprostitve celotnega odmerka
naenkrat (ang. dose-dumping), ali pa poc¢asna absorpcija, kar povzroci zakasnitev zacetka

delovanja. Slednja ima v terapiji za kroni¢no uporabo zdravila manjSi pomen, saj se



koncentracija ZU v plazmi nahaja v stanju ravnotezZja. Zaradi poc¢asnega dovajanja ZU je
prisotna moZnost povecanega obsega predsistemskega metabolizma, kjer encimi, ki so
vedno na voljo, metabolizirajo ZU. Zmanjsano je individualno odmerjanje, saj se FO s
podaljSanem sproSc¢anjem zaradi svoje sestave ne smejo razdeljevati (lomiti). Prav tako
sproS¢anja ZU ne moremo neomejeno podaljsati, saj je ¢as spros¢anja ZU omejen s ¢asom

zadrZevanja FO v prebavnem traktu oz. njegovih delih, kjer je zagotovljena absorbcija (2).

PodaljSano spros¢anje pri peroralnih FO, lahko doseZzemo z naslednjimi sistemi (3):
- Topnostno nadzorovani sistemi
- Difuzijsko nadzorovani sistemi (hidrofilne in hidrofobne ogrodne tablete)
- Sistemi, ki temeljijo na kombinaciji difuzije in topnosti
- Osmotsko kontrolirani sistemi
- lonsko izmenjevalni sistemi
- Pocasno raztapljajoce soli in kompleksi
- pH odvisne formulacije

- Hidrodinamsko kontrolirani sistemi

1.2 SPROSCANJE 1Z HIDROFILNIH OGRODNIH TABLET

Hidrofilni ogrodni sistemi so Siroko uporabni v peroralni dostavi ZU, zaradi svoje
prilagodljivosti po ohranitvi Zelenega profila sprosc¢anja, cenovne dostopnosti in Siroke
regulatorne sprejemljivosti. SproS¢anje ZU, ki je dispergirana v topnem hidrofilnem
ogrodju polimera, poteka preko kompleksnih interakcij med parametri raztapljanja, difuzije
in erozije.

Najpogosteje uporabljeni polimeri za izdelavo hidrofilnih ogrodnih tablet so eterski
derivati celuloze, ki jih uvrs¢éamo med hidrofilne polimere. Hidrofilni polimeri imajo svojo

znacilno temperaturo steklastega prehoda (T,). Pod T, se polimeri nahajajo v steklastem

stanju (ang. glassy state), kar pomeni da je mobilnost polimernih verig zelo majhna in
difuzija vode pocasna. Voda v stiku s hidrofilno ogrodno tableto lahko zniza T, polimera

tudi pod temperaturo medija in polimer posledi¢no preide v elasticno (zmeh¢ano) obliko
(ang. rubbery state). V tem zmeh¢anem stanju ima polimer ve¢jo mobilnost verig, poveca
pa se tudi hitrost difuzije vode v notranjost tablete. Na povrsini tablete nastaja hidrogel,
znotraj katerega razlikujemo nabrekajoco in erodirajoco plast. Nabrekajoc¢a plast je

difuzijska plast za prodor vode v notranjost tablete o0z. za spro$¢anje ZU iz nje. Erodirajoca



plast je na povrsini tablete, od koder se polimerne verige odpletajo in prehajajo v okoliski
medij (4, 5, 6). Oba procesa nabrekanja in erozije gelske plasti potekata so¢asno, dokler ne
erodira celotno polimerno ogrodje. Socasno z nabrekanjem oziroma geliranjem
hidrofilnega polimera prihaja do raztapljanja ZU v ogrodni tableti. Raztopljena ZU se z
difuzijo skozi s tekocino napolnjenih por v hidrogelu sproséa iz FO, kar lahko
nadzorujemo tako s hitrostjo kot obsegom nabrekanja gelske plasti (7, 8).

Princip sproScanja poteka torej po dveh osnovnih mehanizmih (7, 9, 10):

- Z difuzijo nadzorovano sproSéanje; za ta mehanizem je znacilno, da je hitrost
sproS¢anja zdravilne ucinkovine odvisna od hitrosti difuzije raztopljene zdravilne
uc¢inkovine skozi hidrofilno plast (na ta nacin se primarno spro$¢ajo vodotopne
zdravilne ucinkovine)

- Z erozijo nadzorovano sproScanje (na ta nacin se sproS¢ajo pretezno slabo
vodotopne zdravilne ucinkovine)

MozZna in dokaj pogosta je tudi kombinacija, kjer sodelujeta oba mehanizma, vendar lahko
en mehanizem prevlada nad drugim, odvisno od lastnosti izbranega polimera in topnosti
ZU. Shemati¢no je proces raztapljanja hidrofilne ogrodne tablete in sprosc¢anja ZU
prikazan na sliki 1.1.

ZAUZITJE TABLETE

ZACETNO MOCENJE: Povrsina

tablete se zmogi in polimer za¢ne

hidratirati, s ¢imer pride do tvorjenja

gelske plasti. U¢inkovina, ki je na SUHO JEDRO GELSKA PLAST
povrsini tablete se sprosti.

RAZSIRITEV GELSKE PLASTI:
voda penetrira v notranjost tablete in
povzroci nabrekanje gelske plasti.
Vodotopne u¢inkovine difundirajo
preko gelske plasti. Spros¢anje
polimera v suhem jedru prav tako
prispeva k nabrekanju tablete.

EROZIJA TABLETE: zunanja
plast polimera postane
popolnoma hidratirana in se s
¢asoma raztopi v tekocini. Voda
Se naprej penetrira proti
notranjosti tablete.

TOPNE UCINKOVINE:
se primarno sprosc¢ajo preko
difuzije preko gelske plasti

NETOPNE UCINKOVINE
se primarno sprosc¢ajo preko
erozije tablete

Slika 1.1: Prikaz poteka raztapljanja tablete in sproS¢anje zdravilne u¢inkovine (11)



Proces raztapljanja trdne ogrodne tablete se zacne, ko topilo prodre v tableto, omoci
polimer pri ¢emer se ta pretvori v visoko koncentrirano polimerno raztopino — gel oz.
hidrogel. Gel deluje kot zaS¢itni sloj, ki preprecuje takojSni razpad ogrodja tablete in
zadrzuje sproScanje ZU iz tablete v okoljni medij. Hidrogele tvori polimerna mreza, ki
lahko absorbira velike koli¢ine vode. Voda zapolnjuje pore v polimerni mrezi in s tem
vpliva na difuzijo in porazdeljevanje molekul v hidrofilni ogrodni tableti. Pomembni
faktorji polimerne mreZze so povpre¢na velikost por, porazdelitev velikosti por in njihova
medsebojna povezanost. Debelina gelske plasti in volumska delez por, predstavljata
efektivno difuzijsko pot, ki jo mora neka molekula (topljenec) prepotovati, da se iz
hidrogela lahko sprosti (12, 8). Slika 1.2 prikazuje proces raztapljanja hidrofilne ogrodne
tablete.

Zacetek: voda Se ni prodrla — Po nekem ¢asu se Ze vidi
prikaz ne-hidratirane tablete nastanek gelske plasti

Drzalo za pritrditev tablete

Slika 1.2: Hidrofilna ogrodna tableta pritrjena na nosilec. Prikazano je raztapljanje v razli¢nih urah,

ko voda prodira ¢edalje globlje in se tvori gelska plast (15).

Pri procesu raztapljanja trdne ogrodne tablete ponavadi nastaneta dve premikajoci meji, ki
nastajata in izginjata med razlicnimi fazami nabrekanja tablete. Med gelsko plastjo in
trdnim jedrom opazimo nastanek prve meje, druga meja pa locuje gelsko plast od
razredcene okoliSke raztopine. Koncentracijo polimera na meji gel / raztopina imenujemo
kriticna koncentracija (c,,;). To je koncentracija, za katero predvidevajo, da odgovarja

o

od uporabljenega polimera variira tudi ¢, S tem variira debelina gelske plasti in tudi
hitrost raztapljanja tablete. Nizje vrednosti ¢, so znacilne za polimere, ki so pri enaki

koncentraciji zmozni sproscati ZU daljSe ¢asovno obdobje in tvorijo debelejSo gelsko plast

(torej sprejmejo vecjo koli¢ino vode).



Ker je hitrost raztapljanja odvisna predvsem od polimera, je pri formuliranju trdnih FO s
podaljSanim sproS¢anjem, zelo pomembno razumeti in dologiti s funkcionalnostjo

povezane lastnosti uporabljenega polimera (6, 13, 14).

Za oblikovanje hidrofilnega ogrodnega sistema je kljucnega pomena izbira polimera, ki
dovolj hitro in v ustreznem obsegu nabreka in s tem tvori gelsko plast, s ¢imer preprecuje,

da bi se ZU iz tablete prehitro sprostila.

1.2.1 POLIMERI ZA HIDROFILNE OGRODNE TABLETE

Polimeri so makromolekule, sestavljene iz ponavljajocih se (monomernih) strukturnih
enot, tipicno povezanih s kovalentnimi kemijskimi vezmi. Ponavadi imajo neko osnovno
verigo, na katero so lahko vezane substituente — npr. funkcionalne skupine (COOH,

NH,,...) oz. stranske oligo ali polimerne verige. V prvem primeru govorimo o linearnih, v

drugem pa o razvejanih polimerih. Poseben primer so premrezeni polimeri, kjer so
posamezne polimerne verige med seboj povezane s stranskimi vmesnimi verigami razlicne
dolZine. Polimeri nastanejo v reakciji polimerizacije monomernih enot. Osnovne lastnosti
polimera v veliki meri definira monomerna enota, mikrostruktura (konfiguracija) pa nam
pove razporeditev teh enot znotraj polimera. Te osnovne lastnosti imajo veliko vlogo, ko
gre za fizikalne lastnosti polimera, ki definirajo kako se bo polimer obnaSal kot
makromolekula. Fizikalne lastnosti so mo¢no odvisne tudi od molekulske mase polimera.
Vecji oz. daljsi kot je polimer, ve¢ja bo njegova viskoznost ob stiku z vodo in manj3a bo

njegova mobilnost. Velikost polimera lahko izrazamo kot (povpre¢no) molekulsko maso.

Nastanek gelske plasti oz. hidrogela je posledica medsebojnih kemijskih in/ali fizikalnih
povezav med polimernimi verigami in vodo. Za hidrogele, ki nastanejo preko fizikalnih
interakcij (vodikove vezi, hidrofobni efekt, van der Waalsove sile) je znacilno reverzibilno
geliranje, kar pomeni, da se po daljSem c¢asu ob zadostni koli¢ini medija razpletajo —
erodirajo. Hidrogeli, ki nastanejo preko kemijskih interakcij so ireverzibilni, saj so nastale

vezi med molekulam kovalentne. Taksni hidrogeli v vodi le nabrekajo in se ne raztapljajo

(8)

Kot pomoZne snovi za izdelavo hidrofilnih ogrodnih sistemov se uporabljajo (4, 8):

- sintezni polimeri (polivinilalkohol, etilen-vinilalkohol, polietilenoksid),



- polsintezni polimeri - razli¢ni celulozni derivati (metilceluloza, hidroksipropilceluloza,
hidroksipropilmetilceluloza),

- naravni polimeri (alginat, dekstran, gelan, guar gumi, hitosan, karagenani, ksantan).

Najpogosteje za izdelavo hidrofilnin ogrodnih tablet uporabljamo hidroksipropil-
metilcelulozo (HPMC), ki zagotavlja robusten mehanizem spros¢anja. HPMC je neionski

polimer, na trzis¢u so dostopni razli¢ni substitucijski in polimerizacijski tipi, poleg tega pa

je tudi cenovno ugoden.

V magistrski nalogi se bomo posvetili predvsem HPMC polimeru, kot pomozni snovi za

izdelavo hidrofilnih ogrodnih tablet s podaljSanim spros¢anjem.

1.3 HIPROMELOZA

Mednarodno nelastnisko ime za hidroksipropilmetilcelulozo (HPMC) je hipromeloza in je
polsintezni linearni polimer, ki se pridobiva bodisi iz lesa ali pa iz bombaza, kot osnovne
surovine. HPMC je prah bele do krem barve, je inerten, viskoelasti¢ni polimer, netoksicen,
nedrazljiv, brez vonja in okusa. Je topen v mrzli vodi (tvori viskozno koloidno raztopino),
¢e pa raztopino segrejemo se obori. Prav tako je netopen v kloroformu, etanolu (95 %),
etru (16, 17, 18) .

V farmaciji ga uporabljamo, kot vezivo, sredstvo za oblaganje, kot funkcionalno pomozno
snov za kontrolirano sprosc¢anje iz trdnih peroralnih FO; sredstvo za povecanje viskoznosti
raztopin, stabilizator v gelih in mazilih (19).

Hipromeloza je sestavljena iz osnovnih glukoznih enot, povezanih z 1,4-B glikozidno
vezjo, ki sestavljajo verigo, na katero so pripete hidroksipropilne skupine (-
CH,CH(OH)CHy) in metilne (-CH;) skupine. Shematski prikaz hipromeloze prikazuje

slika 1.3 (20) .

H OH
HO OCH, H
H
H 0

CHOCH, H OCHCHCH,
: 2
OH

Slika 1.3: Shematski prikaz hipromeloze.



Dva izmed vecjih proizvajalcev HPMC sta Shin-Etsu, (njegovo komercialno ime za HPMC
je Metolose®) in Dow (njegovo komercialno ime za HPMC je Methocel® ™). Proizvajalca
za pridobivanje konénih proizvodov uporabljata razlicne izhodne materiale; in sicer Shin-
Etsu uporablja kot izhodno surovino celulozna vlakna iz lesa, Dow-ov postopek
pridobivanja pa izhaja iz bombaza (18).

Primerjava komercialnih imen za proizvajalca je podana v tabeli I1.

Proizvodnji postopek HPMC Metolose proizvajalca Shin-Etsu je predstavljen na sliki 1.4
(21):

Slika 1.4: Shematski prikaz proizvodnje HPMC proizvajalca Shin-Etsu.

Celuloza v vodi ni topna zaradi intermolekularnih vodikovih vezi med hidroksilnimi skupinami. Te
tvorijo kristalno strukturo, ki preprecuje vodi, da bi priSla med molekule v celulozi. Zaradi tega
najprej izvedejo bazi¢no reakcijo (z jedko vodno raztoino sode) in nato eterifikacijo (npr. z
metilkloridom, propilen oksidom ali etilenoksidom), kjer so nekateri vodikovi atomi hidroksilnih
skupin v celulozi zaetreni z metilno, hidroksipropilno ali hidroksietilno skupino. Na ta nacin se
sintetizira HPMC, ki je vodotopen.

Glede na delez substituiranih skupin lo¢imo Stiri glavne tipe (prikazani v tabeli I):

Tabela I: Vrste HPMC po razli¢nih tipih substitucije.

TIP METIL [%0] HIDROKSIPROPIL [%]
SUBSTITUCIJE
(Veljavno po JP XV, min. max. min. max.
PhEUr 6.3, USP 32)
1828 16,5 20,0 23,0 32,0
2208 19,0 24,0 4,0 12,0
2906 27,0 30,0 4,0 7.5
2910 28,0 30,0 7,0 12,0

Prvi dve Stevilki tipa substitucije pomenita priblizen delez vsebnosti metilnih skupin, drugi
dve Stevilki pa pomenita priblizen delez hidroksipropilnih skupin. Znotraj tipa substitucije,
imamo lahko razlicne molekulske mase polimera in v povezavi s tem tudi razli¢ne

viskoznosti standardnih (2 % m/m) vodnih raztopin (19).
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Tabela Il: Prikaz komercialnih imen in lastnosti Metolose proizvajalca Shin-Etsu ter Methocel
proizvajalca Dow (21, 22)

Shin-Etsu - Stopnja Dow -

e Stopnja Komercialno viskoznosti Komercialno Stopnja
substitucije | substitucije . " . viskoznosti*
ime [mPas] ime
4000, 15000, 3, 100, 4000,
2208 14 Metolose 90SH 100000 Methocel K 15000, 100000
2906 1,8 Metolose 65SH 50, 400, 4000 Methocel F 50, 4000
3,5, 6, 15, 50,
2910 1,9 Metolose 60SH 50, 4000, 10000 Methocel E 4000, 10000

Opomba: * 2 % (m/m) vodna raztopina pri 20°C

Stopnja substitucije pove povprecni delez hidroksilnih skupin v celulozi zaetrenih z
metilnimi oz. hidroksipropilnimi skupinami. Ker so samo tri mozna mesta 0z. samo 3
hidroksilne skupine na vsaki monomerni enoti v molekuli celuloze, je to Stevilo med 0 in 3;
lahko je izrazeno v deleZu.

Dokaj Siroke meje substitucije s posamezno alkilno skupino (metilno ali hidroksipropilno),
znotraj enega tipa HPMC, omogocajo precej razlicne »kakovosti« znotraj posameznega
tipa HPMC. Kot bomo videli v nadaljevanju, je to lahko tudi razlog v variabilnosti lastnosti
istih ali razli¢nih tipov HPMC.

1.3.1 ODVISNOST KINETIKE SPROSCANJA ZU OD LASTNOSTI OGRODJA

Na kinetiko oz. mehanizem raztapljanja tablete oziroma sproS¢anja ZU z ogrodja tablete
vpliva zelo veliko lastnosti tako polimera (HPMC) kot ZU oz. drugih pomoznih snovi. V
nadaljevanju se bomo posvetili tem vplivom in skusali razloZiti zakaj pride do variabilnosti
pri sproS¢anju ter zakaj so hidrofilne ogrodne tablete tako kompleksne za izdelavo in

uporabo.

1.3.1.1 Vplivi povezani s polimerom kot tvorilcem ogrodija

Stopnja substitucije vpliva na lastnosti polimera (HPMC), zato so doloceni polimeri

primerni za podaljSano sprosS¢anje, doloceni pa za hitro sproS¢éanje. Vec kot je prisotnih
hidroksipropilnih skupin, ki so hidrofilne funkcionalne skupine, hitrejSa bo hidratacija in
geliranje ter s tem dosezeno tudi podaljSano sproscanje (11).

Mitchell s sodelavci (23) je v eni izmed svojih Studij preuceval vpliv tipa substitucije
HPMC na nastajanje gelske plasti in na sproS¢anje modelne ZU (propranololijev klorid).
Primerjali so tri tipe HPMC (E4M, K4M, F4AM) in metilcelulozo (A4M). Opazili so, da je
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hitrost sproS¢anja modelne ZU variirala glede na razmerje ZU/celulozni etri, toda to
razmerje niso mogli direktno povezati glede na razlike v hitrosti sproSc¢anja. Vsi
preucevani tipi celuloznih etrov so pri visokih vsebnostih celuloznih etrov v tableti
izkazovali dokaj podobne profile spros¢anja, medtem ko so pri tabletah z nizkimi
vsebnostmi celuloznih etrov (25 mg) ugotovili, da je metilceluloza A4M modelno ZU
zadrZala najdlje Kkljub temu, da naj bi proces hidratacije pri tem tipu celuloznih etrov
potekal najpocasneje. V Studiji so Zeleli razloZiti ta nepri¢akovani rezultat in podati
najboljSo razlago pocasnega spros¢anja metilceluloze. Pri temperaturi tocke zamotnitve
(ang. Cloud point - cp) ima HPMC slabSo hidratacijo in s tem pocasnejSi nastanek
zascitnega gela, kar pomeni da viSja cp pomeni boljSo hidratacijo pri fizioloskih pogojih.
Tocka zamotnitve je namre¢ odvisna je od vrste in koli¢ine substituent, ki so pripete na
celulozno verigo. Vec kot je pripetih hidroksipropilnih skupin na celulozni verigi, visja je
Cp; nizji delez hidrofobnih metilnih skupin pri tem Se dodatno poveca to temperaturo.
Pripravili so razlicne koncentracije vseh vrst HPMC in spremljali cp. Zanimivo je, da je
metilceluloza edina, ki je pokazala veliko odvisnost cp od koncentracije HPMC, saj je
imela pri 0,5 % koncentraciji polimera za 15°C visjo temperaturo tocke zamotnitve kot pri
2,0 % koncentraciji. Ostale vrste HPMC so imele to razliko dokaj nizko, in sicer manj kot
3 % v povprecju. 1z tega so zakljucili, da stopnja substitucije ni glavni dejavnik, ki vpliva
na hidratacijo in raztapljanje modelne ZU, saj ko gre za metilcelulozo A4M. NajboljSo
povezavo za napoved hitrosti sproscanja so tako dobili s pomocjo merjenja tocke
zamotnitve (23).

Viskoznost polimera je ponavadi izrazena kot navidezna viskoznost 2 % (m/m) vodnih

raztopin HPMC. Navidezna viskoznost je proporcionalna povpre¢ni molekulski masi

polimera in ima pomemben vpliv na kontrolirano spros¢anje ZU. Visja kot je viskoznost
nastale gelske plasti ogrodne tablete, poc¢asneje se polimerne verige razpletajo in pocasneje
gelska plast erodira. Upocasnjena je tudi difuzija ZU preko te plasti, vendar je kljucnega
pomena hitrost vzpostavitve viskoznosti polimera, saj se dobrotopna ZU lahko sprosti Se
pred nastankom te plasti (8, 10).

S pomocjo splosne Mark-Houwink enacbe lahko izracunamo povpre¢no molekulsko maso

polimera, ¢e imamo podano intrinzi¢no viskoznost, in obratno /1/.

[n]...intrinziéna viskoznost
K, a... konstanti, odvisni od uporabljenega sistema polimer-topilo
M... molekulska masa polimera

[7]=K-M“ /1
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Mitchell je v svojem raziskovalnem delu opisal enac¢bo /2/ za izracun molekulske mase
HPMC, ¢e imamo podano intrinzicno viskoznost, ki je prirejena posebej za izracun

molekulske mase HPMC.

1
M - (MJO,BM Py

0,0002

S. Mitchell in K. Balwinski sta s pomo¢jo zgoraj omenjenih enacb /1/ in /2/, preko razmerij
najnizje oz. najvisje dovoljene (USP) viskoznosti za posamezen tip HPMC, izrac¢unala in
prikazala variabilnosti, ki jih mejne viskoznosti polimera izkazujejo na profilih spros¢anja.
Ugotovila sta, da najve¢jo variabilnost pri sproS¢anju zdravilne ucinkovine dajejo
nizkoviskozni HPMC (E50 oz. K100 LV). Variabilnost se Se poveca, ¢e imamo
formulacijo, kjer se zdravilna u¢inkovina primarno sprosca z erozijo (10).

S. Mitchell in K. Balwinski sta v drugi raziskavi Zelela povezati vpliv razli¢cnih velikosti
delcev HPMC na profil sprod¢anja (ta del raziskave bo bolj natan¢no opisan pri poglavju,
ki govori o vplivu velikosti delcev). Del raziskave pa sta namenila tudi dolocevanju
viskoznosti 2 % (m/m) vodnih raztopin, razli¢nih velikosti in tipov HPMC. Ugotovila sta,
da man;jsi delci HPMC izkazujejo nizjo viskoznost (niZjo molekulsko maso), kar pomeni,
da z manjSimi delci polimera posledi¢no vplivamo tudi na viskoznost. Dokazala sta tudi,
da je vpliv viskoznosti (0z. molekulske mase) mocnejsi, ko imamo mehanizme sprosS¢anja
z erozijo (24).

Tudi drugi avtorji so pokazali, da v nekaterih formulacijah vgradnja HPMC vecje
viskoznosti, povzroci podaljSano spros¢anje, medtem ko pri nekaterih drugih formulacijah
tega fenomena ni opaziti (25, 26) in viskoznost ne more napovedati (predvideti) profila
sproscanja (6). To nakazuje, da so za hitrost sproScanja ZU pomembni tudi drugi
parametri.

Za dosego Zelenih profilov spro$¢anja, so komercialno dostopne razlicne molekulske mase
in tipi substitucije hipromeloze.

J. Herder s sodelavci (18) je v svoji Studiji zelela povezati lastnosti granul, pridobljenih z
vodno granulacijo, z molekulsko maso in stopnjo substitucije. Pred granulacijo so dologili
lastnosti (molekulska masa, velikost delcev, porazdelitev delcev, navidezna gostota)
HPMC, kot vhodni material razlicnih molekulskih mas (in tipa substitucije) za izdelavo
granul. Opazili so da nizje molekulske mase HPMC, izkazujejo oZzji polidisperzni indeks.

Nato so izdelali granule, ki so vsebovale HPMC, razli¢cnih molekulskih mas (tudi razli¢en
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tip substitucije). Ugotovili so, da s polimeri nizke molekulske mase dobijo manjSo velikost
granul, boljSo nasipno gostoto, dobro pretoc¢nost in oZji polidisperzni indeks, kot pri
granulah s polimeri visjih molekulskih mas. 1z granul so izdelali tablete. Tablete s polimeri
nizke molekulske mase so imele nizko natezno trdnost in vecjo poroznost, kot tablete s
polimeri visoke molekulske mase. Glede na to, da drugi avtorji niso uspeli povezati
odvisnosti molekulske mase primarnih delcev HPMC z natezno trdnostjo, lahko s to
Studijo, Kjer so uporabili vmesni korak, granulacijo, sklepamo, da ima le-ta posreden vpliv
na natezno trdnost. Razlog za to je verjetno voda, ki v stiku s HPMC raztaplja polimerne
verige. Lastnosti gela, ki se pri tem tvori, so odvisne od molekulske mase. Pri granulaciji
omoceni delci (tvori se gelska struktura), pridejo v kontakt z drugimi delci in se
aglomerirajo. Aglomerati, ki so nastali iz HPMC nizke molekulske mase so bolj nagnjeni k
drobljenju, kot tisti izdelani iz HPMC viSje molekulske mase, saj imajo slednji vecjo
afiniteto med delci. Zanimivo pa je, da tip substitucije polimera ni imel velikega vpliva na
lastnost granul oz. tablet. V Studiji so dokazali, da je molekulska masa polimera glavni

parameter, Ki vpliva na lastnost granul ter tablet izdelanih iz njih (18).

Velikost delcev znotraj posamezne vrste HPMC predstavlja zelo velik vpliv, kjer so za

podaljsano spros¢anje pomembni predvsem manjsi delci HPMC. Ti imajo vecjo specifi¢no
povrsino s cemer je omogocen boljsi stik polimer—voda, kar povecéa hitrost hidratacije in
geliranja. S tem je zmanjS$ana hitrost penetracije vode v tableto in hitrost sproS¢anja ZU.
Velikost delcev HPMC je Se posebej pomembna pri zelo dobro topnih zdravilnih
uc¢inkovinah, kjer moramo zagotoviti ¢im manjSo velikost delcev polimera (11) in pri
nizkih koncentracijah HPMC v tabletah (9, 12, 24).

S. Mitchell in K Balwinski (24) sta raziskovala vpliv velikosti delcev Stirih razli¢nih tipov
HPMC, na profil sproS¢anja, pri cemer sta uporabila Sest razlicnih modelnih ZU. Razli¢ne
velikosti posameznih tipov HPMC sta pridobila s pomocjo sejanja. Pripravila sta meSanico
ZU s HPMC, ki je imel ozko distribucijo delcev in HPMC z bimodalno distribucijo delcev
(meSanica finih in grobih delcev). Ugotovila sta, da je pri treh od Sestih razli¢nih
formulacij (razlicne ZU), velikost delcev polimera pokazala velik vpliv na profil
sproS¢anja ZU, medtem ko pri ostalih treh te razlike ni bilo opaziti. To nakazuje, da je
pomembna tudi kombinacija pomoznih snovi in ZU, ki jo uporabimo, saj v odvisnosti od
svoje topnosti razli¢no vplivajo na privzem vode, hitrost nabrekanja in tvorbo gelske plasti.
Ugotovil je tudi, da ima vpliv velikosti polimera pomen samo do dolo¢ene—mejne velikosti

delcev, od te velikosti naprej pa se spros¢anje ne spremeni bistveno. To bi pojasnili tako,
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da predpostavimo, da je pomembna samo dolo¢ena koli¢ina majhnih delcev, ki zapolnijo
pore, Kjer bi lahko voda prodirala v sredico ogrodnih tablet (24).

Bonferoni s sodelavci (12), je v svoji Studiji primerjal vplive treh razli¢nih stopenj
substitucij HPMC in vpliv velikosti delcev polimera na sproS¢anje zdravilne uc¢inkovine.
Znotraj vsake stopnje substitucije so uporabili tri razli¢ne serije istega proizvajalca. Pri
dveh tipih HPMC ni bilo opaziti vegjih razlik v hitrosti spros¢anja (nesejane frakcije) med
serijami istega tipa HPMC, niti med razli¢nima tipoma HPMC; medtem ko so pri enemu
tipu (E4M) opazili tako veliko med-serijsko variabilnost, kot tudi razli¢en profil spros¢anja
od ostalih dveh tipov. Vsem trem tipom HPMC so dolocili Se profil sproS¢anja presejanih
frakcij in ugotovili, da se razlicen profil spros¢anja kaze samo pri tipu E4M. Sledil je
morfoloski pregled oblike delcev pod mikroskopom. Pri E4AM so opazili dve populaciji
delcev — iglicasto in sferi¢no, in sicer presejani delci, ki so vsebovali vecji delez iglicastih
delcev so imeli pocasnejSe spros¢anje. Velika med-serijska variabilnost je bila posledica
razlicnega deleza iglicastih delcev v posamezni seriji. S tem so dokazali, da ima oblika

delcev polimera prav tako velik vpliv na spros¢anje ZU (12).

Kombinacije razli¢cnih polimerov s HPMC lahko zagotavljajo optimalnejsi profil

sproS¢anja zdravilne ucinkovine in sinergisticno delovanje kombinacije polimerov.
Celokupna kolicina uporabljenih polimerov je lahko namre¢ manjsa, kot ¢e bi ogrodna
tableta vsebovala samo hipromelozo. Pogosto kombinacije polimerov lahko tvorijo
cvrstejSe ogrodje in ob nabrekanju mehansko bolj odporen hidrofilni gel, ki izkazuje
manjSo erozijo, kot ¢e bi bil v gelu prisoten en sam polimer.

Escudero s sodelavci, je v svojih Studijah preuceval kombinacijo HPMC (en tip, razlicne
viskoznosti) z novo generacijo inertnega neionskega polimera, hidroksipropilcelulozni
metil metakrilat (HCMMA). Z razli¢cnimi razmerji teh dveh polimerov, je zelel vplivati na
mehanizem nabrekanja, poroznost in kapaciteto privzema vode. Z meSanjem polimerov z
razlicnima mehanizmoma spros¢anja, je dosegel dvojni mehanizem sproSéanja (difuzijo in
erozijo). Svojo raziskavo je nadaljeval, tako da je preizkuSal razli¢ne tipe HPMC skupaj z
HCMMA. Za svoje meSanice je opazil razli¢ne lastnosti, odvisno od tipa substitucije.
Mesanica K4M z HCMMA je izkazovala Se najvec¢ prednosti, saj so za stiskanje potrebne

niZje sile in s tem povezano tudi niZji stroski proizvodnje (27, 28).

A. Viridén s sodelavci (6), je v svojih raziskavah proucevala, katere lastnosti HPMC so

odgovorne za pogosto zasledene variabilnost profilov spro$¢anja iz ogrodnih tablet.
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Opazili so, da se polimer velikokrat ne obnaSa tako, kot bi teoreti¢no pricakovali. Lotili so
se preverjanja vseh moznih znanih parametrov, ki vplivajo na profil spro$¢anja. Ugotovili
so, da drugacen profil sprosS¢anja, nima konkretnega vzroka v molekulski masi,
viskoznosti, velikosti delcev, trdnosti tablet ali stopnji substitucije, kot bi pricakovali.
Preiskovali so razli¢ne serije HPMC. Profil sproS¢anja je bil pri eni seriji bistveno nizji, kot
pri ostalih serijah. Da bi pojasnili ta fenomen, so merili temperaturo to¢ke zamotnitve (cp)
in vztrajnostni polmer (ang. radius of gyration), ki je merilo za velikost ovojev (verig)
polimera in naras¢a z molekulsko maso. Pri vecini serij je vztrajnostni polmer linearno
naras¢al z molekulsko maso, samo ena serija je imela nekoliko »ukrivljeno« (nelinearno)
obliko premice. Odstop od ostalih serij, se je kazal tudi pri profilu zamotnitve 2 %
raztopine, ki je imela prav tako drugacen profil krivulje — dobili so nepredvidljivo visje
tocke zamotnitve. Sklepali so, da bi oba pojava lahko pojasnili kompaktnimi
konformacijami polimerne verige, ki so bili ve¢je molekulske mase (6). V svojih nadaljnjih
raziskavah (14) so Zeleli bolj definirati kemijsko sestavo, zato so na razli¢nih serijah
HPMC istega tipa, merili povpre¢no molekulsko maso, povprec¢no substitucijo (to je lahko

precej razlicno zaradi farmakopejsko Siroko dolo¢ene meje), ter porazdelitev substituentov

na verigi. Prisli so do zakljuckov, da sicer obstajajo razlike v molekulski masi, ter stopnji
substitucije, a te ne morejo biti odgovorne za dobljene razlike v profilu spros¢anja
polimera. Zelo obetavno vlogo pa so ponovno nasli pri merjenju vztrajnostnega polmera,
ter v porazdelitvi substituentov po glukozni verigi. Slednjo so dolocali s pomocjo kisle
hidrolize in s pomocjo encima endonukleaza. Ugotovili so, da serije HPMC, Ki
zagotavljajo nepricakovano dolgo sproSéanje, izkazujejo Ze v prejdnjih raziskavah viden
uklon pri merjenju vztrajnostnega polmera v odvisnosti od molekulske mase. Te serije so
imele tudi znacilno bolj heterogeno porazdelitev substituentov po verigi. Rezultati so
nakazali, da obstaja neka meja, ko heterogenost substituentov na polimerni verigi
predstavlja kriti¢ni parameter, ki botruje sprosc¢anju. Ko je ta heterogenost zelo izrazena,
verjetno lokalno nastajajo kompaktne strukture, ki spremenijo tudi vztrajnostni polmer
(14). Svoje nadaljnje raziskave (13) so usmerili v proucevanje teh kompaktnih struktur.
Njihova hipoteza je bila, da heterogena sestava pospesi hidrofobne interakcije, ki povecajo
viskoznost in s tem ucinkujejo na hitrost sproS¢anja polimera. Te interakcije naj bi

spremenile c,,;;, Zeleli pa so dokazati ali na to vplivajo zaradi hidrofobnih interakcij med

visoko-substituiranimi regijami razli¢nih verig, ali kot posledica netopnih agregatov delno

kristalizirane strukture (npr. zaradi nepopolne substitucije med samo proizvodnjo). Z
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znizevanjem temperature medija, so prisli do zakljucka, da so agregati najverjetneje
posledica hidrofobnih interakcij, ki se tvorijo zaradi ve¢je koncentracije substituentov na
enem mestu, saj so se le-ti z nizanjem temperature topili. Ti agregati naj bi se normalno
tvorili Sele pri temperaturi 60°C (pri 2 % vodni raztopini polimera), toda zaradi velike
heterogenosti, so si substituente blizu skupaj, posledica pa je tvorba dolgo obstojnih
hidrofobnih interakcij med navoji. Kljub temu, da imamo vse farmakopejsko predpisane
teste pod nadzorom in v mejah zahtev, lahko heterogenost substituiranosti HPMC zelo

vpliva na raztapljanje polimera in variabilnost med serijami (13).

1.3.1.2 Vplivi povezani z lastnostmi ostalih sestavin FO

Ce primerjamo razmerje ZU : polimer, se pri ve¢anju deleza polimera veéa tudi debelina

gelske plasti in s tem se tudi podaljSa sprosS¢anje (toda ne v neskonéno). Kinetika
spro3¢anja se pri tem ne spremeni (9). Ce imamo polimer nizje molekulske mase, moramo
delez polimera nekoliko povecati, ¢e zelimo doseci enak profil spros¢anja (11).

Vecje koncentracije (dobro topne) ZU imajo obic¢ajno (¢e ni interakcij s pomoznimi
snovmi) hitrejSe sproScanje, ker je sila difuzije vecja. Pri zelo dobro topnih zdravilnih
uc¢inkovinah je infiltracija vode v tableto klju¢ni dejavnik, ki prispeva spros¢anju. Pri slabo
topnih zdravilnih ucinkovinah pa se moramo pri tvorbi formulacije posvetiti predvsem
eroziji, saj se ZU zaradi pocasnejSega raztapljanja sproSca predvsem z erozijo in

koncentracija ZU nima velikega vpliva.

Formulacije z manjSimi delci ZU lahko pomembno vplivajo na spro3¢anje slabo topne ZU,

saj imajo vecjo specificno povrsino (9).

Vpliv polnil je odvisen predvsem od uporabljene ZU, polimera in od lastnosti polnila. Pri
slabo topnih ZU uporaba netopnih polnil podaljSa spros¢anje, saj se upocasni privzem vode
v ogrodje (11, 29). Vodotopna polnila (npr. laktoza) povzrocijo hitrejSi in vecji privzem
vode v hidrofilno ogrodje in hitrejSe sproSc¢anje (predvsem vodotopnih) ucinkovin v
primerjavi z nevodotopnimi polnili (36). Vpliv veziv lahko zaradi vecje trdnosti podaljSa
sproscanje, medtem ko je vpliv drsil precej nizek. PovrSinsko aktivne snovi (PAS)
izboljSajo mocljivost tablet in s tem prispevajo k hitrejSemu spro$é¢anju ZU. V dolocenih
primerih pa lahko zniZajo topnost ZU, saj tvorijo z njo komplekse, kar se izraza v

pocasnejsem spros¢anju (31).
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Vpliv pH medija za raztapljanje je zelo velik, saj je topnost ZU velikokrat odvisna od pH
mikrookolja v katerem se nahaja. Tako se za pH neodvisno sproScanje Sibke baze,
uporablja kisle pomozne snovi, ki omogocijo lokalno nizek pH in s tem visoko topnost
zdravilne ucinkovine (32). Stabilnost hipromeloze v odvisnosti od pH ne predstavlja
vec¢jega problema, saj je stabilna v Sirokem pH obmocju (3 — 11). Sam polimer nabreka in
se raztaplja neodvisno od pH raztopine, zato sprememba pH ne vpliva na spros¢anje ZU

preko polimera, ampak samo preko razli¢ne topnosti slednje.

lonska moc¢ se v prebavnem traktu spreminja od 0,01 do 0,2; odvisno od tega ali jo merimo
na teSce ali po obroku. HPMC je sicer neionski polimer, toda na nabrekanje vseeno vpliva
ionska sestava medija. Z vec¢anjem ionske moci medija, se hitrost mocenja in s tem tudi
hitrost nabrekanja HPMC polimera zmanj3ata, ker ioni odtegnejo vodo polimeru. Ogrodna
tableta posledi¢no hitreje erodira, kar pomeni, da se tudi ZU hitreje sprosca (4).

T. Kapele (5) je izdelal ogrodne tablete s paracetamolom in HPMC ter s testom sproS¢anja
ugotavljal vpliv razli¢cne ionske moci medija na sprosc¢anje in nabrekanje tablet. Pripravil je
fosfatne puferne raztopine razli¢nih ionskih moc¢i (0,09 M; 0,15 M; 0,31 M; 0,52 M; 1,0
M) in ob izbranih ¢asih spremljal koncentracijo sproscene ZU. Ugotovil je, da se v
fizioloSkem obmocju ionske moci (0,09 — 0,15 M), v pogojih na teSce, tvori ¢vrst difuzni
gelski obro¢, ki upocasni sprocanje (do 20 ur). Pri ve¢ji ionski moci medija pa pri vseh
tabletah pride do hitrejSega sproscanja (gel je mehak in porozen); ZU se sprosti prej kot v
dveh urah. Vegja, kot je bila stopnja viskoznosti HPMC v tableti, prej je tableta reagirala
na povecanje ionske moci in erodirala. Sklepal je, da bi se lahko v primeru, ko bi uzivali
hrano bogato s soljo, trenutna vrednost ionske moci lokalno povecala do te vrednosti, da se

ne bi uspel tvoriti ¢vrst gel, ki upoc¢asnjuje sproscanje (5).

Tudi oblika tablete nekoliko vpliva na hitrost spros¢anja, pri ¢emer je pomembno razmerje
med povrsino in volumnom tablete. Vecje tablete imajo v primerjavi z manjSimi vecjo
povrsino, vendar spros¢anje ZU ob enakem delezu hipromeloze poteka hitreje iz majhnih
tablet, ker imajo vecje razmerje med povrsino in volumnom ter krajSo difuzijsko pot za
sproSc¢anje ZU. Za zagotavljanje enakih profilov sproS¢anja iz manjsih in vec¢jih tablet, je
potrebno v manjSe tablete vkljuciti vecji delez HPMC (4).

Sila stiskanja ima na splosno zelo majhen vpliv na spros¢anje ZU. Pri tem je potrebno
upostevati, da tablete z zelo nizko trdnostjo razpadejo in pride zaradi tega do takojSnega

sproSc¢anja ZU (9).
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1.4 PRISTOPI K NAPOVEDOVANJU KINETIKE SPROSCANJA 1Z
HIDROFILNIH OGRODNIH TABLET

Preskus raztapljanja je klju¢na metoda za ocenjevanje sproscanja iz trdnih peroralnih FO in
je edina metoda s katero lahko primerjamo in vivo terapevtsko uc¢inkovitost. Raztapljanje je
¢asovno potratna metoda, saj vkljucuje Stevilne analitske korake (kalibracija instrumentov,
priprava medija, vzoréenje, dolocevanje vsebnosti ZU). Na proces raztapljanja vpliva
veliko parametrov, ki jih moramo nadzorovati: temperatura medija za raztapljanje, uporaba
najprimernejSe aparature za raztapljanje za doloceno FO, priprava medija za raztapljanje,
hitrost in viSina vesla, vibracije aparature, prijemanje farmacevtske oblike na vesla ali dno
posode. Vsi naSteti parametri lahko vplivajo na rezultate in posledi¢no na dobljen profil
raztapljanja (33).
Profil raztapljanja ZU pa se za razliko standardno farmakopejsko predpisanega testa lahko
oceni tudi z drugimi testi:

- NIR spektrofotometrija (34)

- NMR microimaging (35)

- spin echo NMR tehnika (36)

V magistrski nalogi se bomo osredotocili na dolo¢evanje velikosti delcev polimera z
metodo bliznje infrardece spektroskopije. Velikost delcev je ena izmed lastnosti, ki jo
lahko definiramo ze v predformulacijski fazi in se tako izognemo morebitni variabilnosti

oziroma tezavam pri raztapljanju zdravilne ucinkovine.
1.5 INFRA RDECE (IR) OBMOCJE SPEKTRA (37, 38)
IR spektroskopija je spektroskopska metoda, ki preucuje interakcije med snovjo in

svetlobo. Svetloba se deli na razlicne predele valovnih dolzin, kar prikazuje

elektromagnetni spekter, tabela Il in slika 1.5.

Tabela I11: IR obmogje je grobo razdeljeno na tri regije (bliznji, srednji in daljni IR):
Obmodje Valovna dolZina [nm] Valovno $tevilo [cm™] frekvenca [Hz]
bliznji-IR 780 — 2500 12800 - 4000 3.8x10"-1.2x 10"
srednji-IR 2500 — 25000 4000 - 400 1.2 x 10" -0.12 x 10"
daljni-IR 25000 -100000 400 -10 0.12 x 10** - 0.03 x 10*
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Slika 1.5: Umestitev infrardecega sevanja v elektromagnetnem valovanju

Princip uporabe spektroskopije v IR obmog¢ju (37, 38, 39)

Vez med dvema atomoma deluje kot nekakSna vzmet, ki se konstantno kr¢i, razteza in

zvija (to nam shematic¢no prikazuje slika 1.6).

Slika 1.6: Raztezanje, nihanje in rotacije vezi med dvema atomoma

Pri obsevanju molekule s svetlobo se absorbira samo tista frekvenca, ki ustreza frekvenci
vibracij (to je energija, ki je potrebna za prehod med posameznimi energetskimi nivoji).
Zaradi povecane energije se poveca amplituda teh vibracij Tako se vez, ki povezuje dva
atoma Se bolj razteguje in krci. Vibracije v molekuli so odvisne od mase atomov, jakosti
vezi med njimi in razporeditve le teh. Ker vsaka frekvenca, ki jo molekula absorbira
ustreza specificnemu nihanju dela molekule, lahko z interpretacijo (srednjega) IR spektra
ugotovimo katere funkcionalne skupine so prisotne (nekatere funkcionalne skupine, ki jih
lahko vidimo, nam prikazuje slika 1.7).
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Slika 1.7: Prikaz nekaterih funkcionalnih skupin, ki jih vidimo v srednjem obmocju IR.
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Znotraj srednjega-IR obmocja je regija (1500 — 600 cm-1), ki jo imenujemo »prstni odtis«
(ang. Fingerprint) in nam, kot Ze samo ime pove, sluzi za nedvoumno identifikacijo
spojine. Vsaka molekula ima karakteristicen spekter, kar omogoc¢a locevanje celo med

razlicnimi polimorfnimi oblikami, hidrati, idr.

Slika 1.8 prikazuje razli¢ne energetske nivoje, kjer molekule rotirajo, vibrirajo ali elektroni

prehajajo iz enega nivoja na drug nivo.
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Slika 1.8: Energetski prehodi v daljnem-IR (A), bliznjem-IR (B), in UV-VIS (C) podrogju
Rotacijski prehodi se pojavljajo pri nizji energiji, in so znacilni za daljni-IR (A). Rotacijsko-
vibracijske prehode lahko detektiramo v bliznjem-IR (B). Prehode iz osnovnega stanja v vzbujeno
stanje lahko opazujemo v ultraviolicnem in vidnem (UV-VIS) delu spektra; za te prehode je
potrebna vecja energija (C) (40).

IR svetlobo lahko absorbirajo molekule, kjer se skupni dipolni moment specifi¢nih skupin
atomov med vibracijami spremeni. Vec¢ja kot je sprememba v dipolnem momentu,
mocnejsa bo absorbcija vezi v IR. Homonuklearne diatomske molekule, kot sta O, in H,,
nimajo IR spektra, zato pa jih lahko vidimo v Raman-IR. Ta metoda temelji na spremembi
polarizitete vezi med vibracijami, kar pomeni da s to tehniko lahko vidimo IR-neaktivne

vibracije. Tehniki IR in raman-IR se med sabo dopolnjujeta in se uporabljata kot
komplementarni tehniki (17, 38, 54).

1.5.1 BLIZNJA INFRARDECA (NIR) SPEKTROSKOPIJA

Uporaba NIR je primerna za spremljanje organskih spojin, ki vsebujejo funkcionalne
skupine, kot so —-OH, -NH,, —-CH, —-C=N, -C=0, —C=C, S-H; pri ¢emer ima zelo velik
vpliv na obliko spektra elektronsko ozadje v katerem se nahajajo dolo¢ene funkcionalne
skupine. Obsega spektralno obmocje od 780 nm do priblizno 2500 nm (oziroma od 12800
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cm do 4000 cm). Intenziteta vrhov (absorbcija) in lo¢ljivost sta v bliznjem-IR regiji
veliko slabsa (10-1000 krat) kot v srednjem-IR, saj tu vidimo nadtone (ang. overtone) in
kombinacije vezi (ve¢-atomske molekule vidimo kot povpre¢no frekvenco gibanja dveh
sosednih molekul), ki izvirajo iz osnovnih vibracij vidnih v srednjem-IR (37). V dolocenih
primerih pa lahko iz NIR absorbcijskega traku dobimo veliko boljSe informacije (kemijske
in fizikalne) o nekem vzorcu, kot ¢e opazujemo v srednjem-IR. Glede na intenziteto
dobljenega absorbcijskega traku, lahko dolocamo razli¢ne fizikalne in kemijske lastnosti
snovi (42, 43).

Pri sobni temperaturi je vecina molekul v svojem osnovnem vibracijskem stanju. Atomi
(skupine atomov), ki sodelujejo v kemijski vezi, se gibljejo med sabo s frekvenco, ki je
definirana glede na mo¢ vezi in maso vezanih atomov (skupine atomov). Amplituda teh
vibracij je velika nekaj nanometrov in se poveca, ¢e dovedemo energijo. Te vibracije se
pojavijo pri tocno dolocenih frekvencah, kar lahko vidimo kot absorbcijske trakove v IR
spektru.

1.5.1.1 NIR instrument

NIR spektrometer je sestavljen iz glavnih delov (9):
- Telo, ki seva svetlobo dolocene valovne dolZine ali celoten spekter valovnih dolzin
(disperzijski spektrofotometer),
- celica, v katero vstavimo merjeni vzorec,
- detektor, ki meri transmitanco (prepusceno svetlobo) ali refleksijo (odbito
svetlobo),

- rac¢unalnik s katerim obdelujemo informacije.

Spektrometri se razlikujejo po tem ali lahko merimo samo pri izbrani valovni dolZini ali
celoten spekter z eno samo meritvijo (disperzijski). Najpogosteje se uporablja disperzijski
oz. Fourier transform spektrometer. Zanj je znacilno visoko razmerje signal-Sum, velika
natan¢nost valovnih dolZin in dobra resolucija. Tak instrument pa je obcéutljiv na mehanske

tresljaje, ki motijo premikajoca se zrcala.

Najpogosteje uporabljen vir svetlobe je volfram-halogenska Zarnica, ki seva Sirokopasovni
emisijski spekter, je poceni in ima dolgo Zivljenjsko dobo. IR-svetloba potuje do
interferometra, Kjer se ustvari interferogram, ki nosi »informacijo« za vse valovne dolZine.

Vzorec simultano presevamo z vsemi valovnimi dolZinami. Spremenjen Zarek potuje do
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detektorja in nato do rac¢unalnika, ki s pomo¢jo Fourier-jeve transformacije (FT) pretvori
interferogram v IR spekter (absorbanca oz. transmitanca v odvisnosti valovnega Stevila oz.
valovne dolzine). Princip merjenja z uporabo interferometra in FT prikazuje slika 1.9 (44).
Detektorji, ki se uporabljajo za detekcijo v NIR regiji so vecinoma sestavljeni iz PbSe, PbS
ali InGaAs fotoprevodnih materialov. Skupaj z mo¢nim virom sevanja (volframova ali

halogenska Zarnica) nudijo ti detektorji zelo visoko razmerje signal-Sum (40).

Slika 1.9: Shematska predstavitev FT-IR sistema.

Ko z doloceno valovno dolzino presvetlimo vzorec, se zZarek odbije, absorbira, prepusti
(transmitira) ali razprsi (Slika 1.10). Ozke rezine vzorcev, tekocine, disperzije raztopine, so
idealne za merjenje prepuscene svetlobe; medtem ko pri grobih, poroznih in praskastih
vzorcih raje merimo razprseno odbojnost (difuzno refleksijo). Slednja tehnika je bolj
primerna za opazovanje povrSinskih lastnosti, kot so: velikost delcev, hrapavost zrnc,
debelino obloge. Vzorci, ki preve¢ absorbirajo, so trdni ali kompaktni pa so bolj primerni

za merjenje oslabljene popolne odbojnosti.
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Slika 1.10: Nacini merjenja pri NIR spektroskopiji: (a) prepustnost, (b) transflektanca, (c) difuzna
odbojnost, (d) interaktanca, (e) prepustnost preko medija, Ki sipa svetlobo (40)

1.5.1.2 Uporaba NIR (45)

Meritve lahko izvajamo direktno na in situ vzorcih. Spekter, ki ga dobimo je zelo

kompleksen, saj daje dokaj splosne informacije glede vezi med molekulami in ne moremo
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dologiti specificnin struktur. Lahko pa z razlicnimi kemometri¢nimi metodami in s
pomocjo programov dobimo informacije o kemijskih in/ali fizikalnih lastnosti preu¢evanih
snovi. NIR metode temeljijo na korelaciji med strukturnimi znacilnostmi analita, ki jih
opazujemo na dolocenem delu spektru in odzivom, ki je odvisen od razli¢nih parametrov
(koli¢ine analita, tipa molekul v snovi, velikost delcev, trdnosti snovi). Kvantitativne
metode lahko uporabljamo, samo kadar so spremembe v odzivu NIR spektra
proporcionalne spremembam v koncentraciji kemijske substance (npr. ZU) ali fizikalnih
lastnostih vzorca, ki ga analiziramo. Strukturne znacilnosti, ki jih vidimo na spektru nam
dajejo neko osnovo za raziskovanje, znanega vzroka ali efekta v povezavi med odzivom
instrumenta in podatki o analitu. S pomoc¢jo multivariantnega modeliranja skuSamo
povezati lastnosti (obdelanega) spektra z referenénimi vrednostmi merjene lastnosti. Ce
povezave ne najdemo, model nima nobene kvantitativne vrednosti.
NIR omogoca merjenje razli¢nih parametrov oziroma lastnosti snovi (46, 47):

- homogenost praskovne meSanice

- trdnost tablet

- velikost delca oziroma njihova distribucija

- vlaznost snovi

- debelina obloge

- vsebnost zdravilne u¢inkovine ali pomoZne snovi

- hitrost sproscanja ZU

- polimorfne oblike

- pretocne lastnosti (48)

- spremljanje bioprocesov (npr. fermentacija bakterij, ki izdelujejo antibiotik) (42, 43).

1.5.1.3 Prednosti / slabosti NIR

Metoda predstavlja ve¢ prednosti za sam vzorec kot tudi za analizo:

- ni potrebna predpriprava vzorca oz. je le-ta minimalna,

niso potrebne kemikalije (analitik ni izpostavljen nevarnim vplivom kemikalij —

vecja varnost, niZja cena analize)

nedestruktivnost metode,

hitrost analize (ko je model Ze postavljen).

Frekvence bliznje IR spektroskopije prehajajo steklo, kar predstavlja veliko prednost, saj

lahko nekatere FO (liofilizati, ampule, infuzije) merimo kar v kon¢ni ovojnini (49).
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Z NIR-om bi lahko vecino procesov spremljali tudi on-line oz. in-line (med samo
proizvodnjo FO), kar bi omogocilo bolj kontrolirano in konstantno proizvodnjo,
pravocasno odkrivanje morebitnih odstopanj ter s tem vec¢jo ucinkovitost proizvodnje.
Temu na splosno recemo procesno analizna tehnologija (ang. Process analytical
technology-PAT), ki je Ze vpeljana v prehrambeni, naftni, kozmeticni, kemijski industriji, v
agrikulturi in v industriji plastike ter polimerov. V farmacevtski industriji PAT z NIR
tehniko Se ni toliko razvita, zaradi zahtevne aplikacije, potrebi po prilagoditvi celotne
proizvodnje linije enemu izdelku (velika zacetna vlaganja) in visokih regulatornih zahtev
(50). Tehnika pa zato veliko obeta v prihodnosti, saj FDA (ang. Food and Drug
administration — AmeriSka agencija zadolZena za hrano in zdravila) spodbuja farmacevtsko

industrijsko proizvodnjo po nacelu PAT (37, 51).

Slabe strani NIR-a so:
- fizikalne lastnosti vplivajo na spekter (to v¢asih ni zazeleno),
- vcasih je za ekstrakcijo pomembnih podatkov nujna predhodna obdelava spektrov
- potrebna je kalibracija s pomocjo referenénih metod (HPLC, UV/VIS,...),
- postavitev modela je ¢asovno potratna,
- nerobustnost (majhne spremembe zahtevajo ponovno kalibracijo),
- prenos modela na druge instrumente je teZzavna in ponavadi zahteva ponovne
kalibracije (4).

Za dolocitev kalibracijskega modela je za izbrano FO pomembno, da si pridobimo ¢im ve¢
razlicnih kombinacij ali sestav te FO. Na ta na¢in zmanjSamo in prepoznamo razlike, ki jih
doprinesejo posamezni faktorji proucevane formulacije, kot so velikost delcev, oblika
tablete, sila stiskanja, obloga. Ti faktorji lahko med proizvodnjo nekoliko variirajo in bi
lahko vplivali na kalibracijski model. Zaradi tega je pomembno, da posnamemo povprecne

spektre, ki zajemajo vse mozne variabilnosti (51).

Pri snemanju spektrov imamo pri doloceni valovni dolzini veliko prekrivajocih vezi in ni
ostrih signalov, ki bi nam direktno posredovali informacijo o merjenem parametru. Zato za
pridobivanje in ekstrakcijo potrebnih informacij za interpretacijo NIR spektrov
uporabljamo kemometrijo, ki zajema matematicne, statisti¢cne in logi¢ne operacije. S
pomocjo kemometrije se skuSa postaviti multivariantni kalibracijski model. Ce model,

statisti¢cno gledano, dobro napoveduje rezultate, ga lahko vpeljemo v rutinsko uporabo.
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1.5.1.4 NIR-Chemical Imaging
Zadnja leta se veliko raziskuje na podroc¢ju tehnike NIR-Chemical Imaging (NIR-CI), ki je

kombinacija mikroskopa in analizatorja. Nov pristop omogoca kvantitativno prostorsko
identifikacijo snovi v vzorcu, kar je neprecenljivega pomena, ko Zelimo razumeti neko
lastnost vzorca. Opazujemo prereze in zunanjo povrsino FO, glede na prisotne molekule in
atome. Dolo¢amo lahko: porazdelitev snovi in polimorfnih oblik, vsebnost snovi, vsebnost
vode, lokacijo necistot, debelino in trdoto obloge. S to metodo lahko odgovorimo na
vprasanja kaj?, koliko? in kje? je dolocena sestavina, 0z. kako so porazdeljene med sabo.
Metoda ima v prihodnosti zelo obetajoc¢o funkcijo na najrazlicnejSih podrocjih (farmaciji,
medicini, prehrambeni industriji, agrikulturi, kemiji, biologiji,...) (49, 52, 53, 54).

1.5.2 DOLOCEVANJE VELIKOSTI DELCEV Z NIR SPEKTROSKOPIJO

Velikost delcev ZU in pomoZnih snovi ima farmacevtski industriji pomembno vlogo, saj
vpliva na pretoc¢ne lastnosti, meSanje prahov (segregacija), granulacijo in profil spros¢anja
ZU. V spodaj navedenih raziskavah bomo videli, kako lahko z NIR tehniko, na ne-
invaziven nacin, zelo hitro pridemo do informacij o velikosti delcev 0z. homogenosti
praSkovne mesanice in s tem optimiziramo proces.

Bellamy s sodelavci (55) je raziskoval vpliv velikosti delcev in kohezivnih lastnosti prahov
na proces meSanja. Variacije velikosti delcev posameznih komponent lahko v praskovni
mesanici povzrocijo segregacijo, ki vodi v nehomogenost kon¢ne FO. Na segregacijo pa
vpliva tudi pretoc¢nost prahov, saj imajo prahovi z dobro preto¢nostjo manjSe privlacne sile
med delci, kar omogoca prosto gibanje med meSanjem in posledi¢no segregacijo. V
raziskavi so zeleli oceniti optimalno velikost delcev mikrokristalne celuloze (MCC) v
mesanici z razlicnimi komponentami (acetilsalicilna kislina, citronska Kislina, aspartam,
povidon K90). Dodane komponente so imele poleg razlicnih preto¢nih lastnosti tudi
razliéne oblike delcev. Pripravili so meSanice razli¢nih frakcij velikosti delcev (dobili so
jih s pomocjo sejalne analize) MCC in dodanih komponent ter preko steklenega dna
posode za meSanje, z NIR spremljali homogenost. Ugotovili so, da je za ustrezno
homogenost meSanice prahov, optimalna razli¢cna velikost delcev MCC. To nakazuje, da
sta oblika delcev in kohezivne lastnosti komponent pomembna faktorja, ki ju je potrebno
upostevati skupaj z velikostjo delcev.
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NIR je tehnika, s katero lahko zelo hitro, na ne-invazivni nacin, ugotovimo ustrezno
razmerje velikosti delcev komponent in konéno tocko mesSanja, kar pomeni tudi prihranek
energije zaradi optimizacije ¢asa meSanja (55).

Dévay s sodelavci je Zelel s pomoc¢jo merjenja difuzne reflektance, v NIR podrogju,
spremljati rast pelet med high-shear peletizacijo. Med procesom so v razli¢nih poskusih
spreminjali hitrost dovajanja veziva in hitrost meSala, s ¢imer so dobili pelete razli¢nih
lastnosti. Vsem dobljenim frakcijam pelet so dolocili tudi profil spros¢anja modelne ZU
(teofilin). Pelete so presejali skozi osem razli¢nih sit, velikosti od 100 pm do 1600 pum.
Reflektanco presejanih frakcij so merili z UV/VIS/NIR spekrofotometrom v obmocju 200-
2500 nm in dobljene spektre so obdelali s pomo¢jo Kubelka-Munk transformacije. Model,
Ki so ga postavili za dolocevanje velikosti delcev je dobro napovedoval velikost delcev
(R2=0,9686). Profil sproscanja ni pokazal direktne povezave z velikostjo pelet, kar lahko
razlozimo z razlicno zgradbo dobljenih pelet (razlicna poroznost). Pri nespremenjenih
pogojih peletizacije, ima velikost delcev velik vpliv na spros¢anje in tukaj bi NIR tehnika
nudila hitro instrumentalno metodo za medprocesno spremljanje velikosti delcev.

Postavljen model bi lahko sluzil, kot ozadje za simultano optimizacijo procesa (56).
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2 NAMEN DELA

V farmacevtski industriji se pogosto srecujemo s problematiko sprosc¢anja ZU iz ogrodnih
farmacevtskih oblik s podaljSanim spro$¢anjem, kjer kot funkcionalno pomozno snov za
uravnavanje Kinetike sproS¢anja uporabimo HPMC. Iz literature je znano, da imajo
fizikalno-kemijske lastnosti HPMC, kot so stopnja substitucije, stopnja polimerizacije in
porazdelitev velikosti delcev pomemben vpliv na spros¢anje zdravilnih ucinkovin. V
magistrski nalogi bomo preucili moznost uporabe NIR tehnike pri napovedovanju velikosti
delcev HPMC.

Cilj naloge je sprejeti/ovreci naslednje hipoteze:
1. hipoteza: Razviti PLS (ang. Partial Least Squares) model, ki ima ustrezno

napovedno moc¢ za velikost delcev. HPMC znotraj istega substitucijskega tipa
HPMC

2. hipoteza: PLS model, ki ga bomo razvili bo dobro napovedoval velikost delcev

HPMC, neodvisno od stopnje viskoznosti HPMC

3. hipoteza: PLS model, ki ga bomo razvili bo dobro napovedoval velikost delcev
HPMC, neodvisno od substitucijskega tipa HPMC

4. hipoteza: Razviti PCA (ang. Principal Component Analysis) model bo sposoben

lociti razli¢cne polimerizacijske tipe HPMC

Primerjali bomo vzorce HPMC dveh razli¢nih proizvajalcev (Shin-Etsu in Dow) ter znotraj
tega HPMC razli¢nih viskoznosti in tipov substitucije. Na vseh preucevanih vzorcih bomo
izvedli sejalno analizo in tako dobili razlicno velike frakcije delcev. Vsaki frakciji bomo s
pomocjo NIR spektroskopije posneli spekter, kot primarno referencno metodo za
primerjavo rezultatov in postavitev modela, pa uporabili dolocitev velikosti delcev s

pomocjo laserske difrakcije.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 VZORCI
Vzorci HPMC, ki smo jih uporabili za analizo so podani v tabeli IV. Podana je tudi

nominalna viskoznost 2 % vodne raztopine, ki jo je dolocil proizvajalec.

Tabela IV: Serije opredeljene glede na tip substitucije, proizvajalca in stopnjo viskoznosti.

Tip Komercialno ime Proizvajalec Stopnja Serijska Stevilka
substitucije viskoznosti
[mPas]*

2208 Methocel K4M Dow 2831 uD9840
Methocel K4M Dow 4332 UEQ0952
Methocel K4M Dow 4159 UE9011

Methocel K4M Dow 4386 DT243235
Methocel K100LV Dow 100 UE2819

Methocel K15M Dow 19048 DT247522

Methocel K100M Dow 101866 DT259596
Metolose 90SH-4000 ShinEtsu 3740 9115412
Metolose 90SH-4000SR ShinEtsu 3630 9095326
Metolose 90SH-4000SR ShinEtsu 3940 0065328
Metolose 90SH-4000SR ShinEtsu 4140 0075413
Metolose 90SH-15000SR ShinEtsu 15800 9045146
Metolose 90SH-100000SR ShinEtsu 105000 0035141

Methocel EAM Dow 3887 DT230020
2910 Metolose 60SH-4000 ShinEtsu 3700 0028034
Metolose 60SH-4000 ShinEtsu 3830 0058097

2906 Methocel F4AM Dow 4031 DT272625

Opomba: * nominalna viskoznost 2 % (m/m) vodne raztopine HPMC pri 20°C
SR...oznaka za podaljSano spro3c¢anje, HPMC je namenjen podaljSanemu sproS¢anju (ang.
»Sustained release«)

Dow — posrednik za distribucijo Dow Chemical Company je Colorcon, Velika Britanija

ShinEtsu — posredovano iz ShinEtsu Chemical Co.,Ltd., Japonska

3.1.2 REAGENTI

e 96 vol % etanol, puriss, Sigma Aldrich, SZBA1600, Svica
e n-heksan, p.a., Merck, K43910476742, Nemcija

3.1.3 APARATURE ZA PRIPRAVO VZORCEV
e Tehtnica Mettler PM2000, Svica
e Aparat za sejalno analizo AS200 digit Retsch, Japonska

e Antistaticne kroglice za sita
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e Viale z ravnim dnom in ustrezni zamaski, Bruker, Nemcija

e Sita Retch GmbH&Co, velikost in serijska st. so podana v tabeli V

Tabela V: Sita za sejalno analizo, opredeljena glede na velikost odprtin sita in serijsko Stevilko.

Velikost sita [um] Serijska Stevilka
200 557756
180 443340
150 454760
125 454758
100 551810
75 5583046
71 03034515
63 5576245
53 03033729
45 451617
32 06027511

3.1.4 NAPRAVE ZA ANALIZO
e Bliznji infrardeci spektrometer, Multi-Purpose Analyzer, Bruker Optics, Nem¢ija
e Stereomikroskop, Olympus SZX12, Japonska

e Aparat za lasersko difrakcijo: Mastersizer S, Malvern Instruments, Velika Britanija

3.2 METODE
3.2.1 SEJALNA ANALIZA (57)

Sejalna analiza je ena najstarejSih metod za razvrstitev prahov in granul glede na
porazdelitev velikosti delcev. Delci se porazdelijo glede na njihovo povpre¢no dimenzijsko
velikost (ponavadi odvisna predvsem od Sirine, debeline delca in manj od dolzine).
Mehansko stresanje je najprimernejSe za delce, ki so ve¢ji od 75 pum; manjsi delci imajo
nizko maso, kar ne zagotavlja dovolj velike sile, da bi premagala silo kohezije in adhezije,
Ki povzroci lepljenje delcev drug na drugega ter lepljenje na sito. Za manjSe delce se
priporoca uporabo sejanja s pomo¢jo zracnega toka ali »zvo¢nega« (ang. Sonic) sita.
Priporo¢ena masa vzorca je vsaj 25 g, odvisno od gostote delcev ali granul. Vzorec
prenesemo na zgornje sito, sledijo sita padajoce velikosti. Cas stresanja dolo¢imo tako, da
vsake 5 minut tehtamo sita, stresanje izvajamo do konstantne mase; tresenje mora biti
vedno konstantne hitrosti.
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3.2.2 NIR (BLIZNJA INFRARDECA SPEKTROSKOPIJA) (58)

Teoreticne osnove spektroskopije v bliznjem IR obmocju svetlobe, smo obdelali Ze v

uvodu; tu pa se bomo osredotocili bolj na prakti¢ne vidike tehnike.

Faktorji, ki vplivajo na meritve:

- vlaga in ostanki topil,

temperatura vzorca,

- debelina vzorca,

- heterogenost, sila stiskanja tablet, velikost delcev, obloge tablet,
- polimorfizem,

- staranje vzorcev (kemijske, fizikalne, opti¢ne spremembe vzorca).

Preverjanje delovanja instrumenta:

- preverjanje valovne dolzine skale,
- ponovljivost valovne dolZine,
- linearnost in stabilnost odziva,

v

- sum.

V eksperimentalnem delu smo uporabili instrument Multi-Purpose Analyzer (MPA),
Bruker Optics (slika 3.3)

Slika 3.3: Fourier-Transform (FT)-NIR spektrometer

Instrument omogoca merjenje preko razli¢nih enot (63):

ang. »sample compartment« (namenjen predvsem za bistre tekocine)

ang. »integrating sphere« (namenjen za praske granule, heterogene vzorce, emulzije)

ang. »external transmision« (namenjen za tablete ali kapsule, kjer Zarek potuje skozi

snov)

ang. »fibre optics« (namenjen za merjenje vecjih koli¢in trdnih oz. tekocih snovi s

pomocjo opti¢ne sonde)
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Integrating sphere (64)

»Integrating sphere« je enota z votlino sfericne oblike obdana z zlatom, ki dobro odbija
svetlobo in na ta nac¢in zagotavlja dobro sipanje svetlobe v vse smeri. Omogoca merjenje
vec¢je povrSine vzorca naenkrat, saj meri skozi celotno okno (premera priblizno 12 mm),
kamor postavimo vzorec. Ker zbira svetlobo iz vseh kotov, se zmanjSa vpliv morebitne
nehomogenosti vzorca, neodvisno od postavitve vzorca.

Ponavadi je okno sfere obrnjeno navzgor, kamor lahko postavimo vialo z vzorcem.
Prednost tega nacina merjenja je tudi nedestruktivnost vzorca ter moznost merjenja
toksicnih ali obcutljivin materialov, saj viale lahko zapremo.

Detektor je ponavadi sestavni del sfere in s svojo blizino tudi zmanjSa Sum naprave.

3.2.2.1 Kemometri¢ne metode za ocenjevanje podatkov - Multivariantni kalibracijski
modeli (59, 60)

Kalibracija je proces gradnje matemati¢nega modela in se navezuje na odziv analiznega

instrumenta glede na lastnosti vzorca. To naredimo s pomocjo multivariantnih
kalibracijskih metod (56).

Multivariantna kalibracija upoSteva kombinacijo velikih koli¢in vec¢dimenzionalnih
podatkov, ki jih nosi posneti spekter, z odgovarjajo¢imi podatki pridobljenimi z referenc¢no
metodo. Za razliko od univariantnih kalibracijskih modelov (npr. pridobivanje podatkov
pri UV-VIS spektroskopiji), kjer se samo eden podatek s spektra primerja z referen¢no
vrednostjo, se pri multivariantnih kalibracijah primerja ve¢ izbranih podatkov, z
vrednostmi, ki nam jih poda spekter. ReSitve k temu nam ponujajo razli¢ne kalibracijske
metode (matemati¢ne transformacije), kot so :

- multipla linearna regresija (ang. Multiple Linear Regression - MLR),

- regresija na osnovi glavnih komponent (ang. Principal Component Regression -PCR)

regresija na osnovi vsote najmanjSih kvadratov (ang. Partial Least Squares - PLS)

metoda glavnih komponent (ang. Principal Component Analysis -PCA)

Za kvalitativno analizo se najpogosteje uporablja PCA, za kvantitativno pa PLS model.
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PCA (42, 43, 49, 54, 61)

To je nacin identificiranja vzorcev (logi¢nih povezav) v podatkih, tako da se poudarijo
njihove podobnosti oziroma razlike (62). S pomocjo koncentriranja in zdruZevanja
zmanjSamo Stevilo spremenljivk (ang. »Scores«) v osnovnem setu podatkov ter jih
prenesemo v manj dimenzionalni prostor, ki ga lahko enostavneje obvladujemo. Osnovno
izhodisce te metode je predpostavka, da so merljive kolicine med seboj odvisne 0z. so med
njimi dolocene korelacije. Cilj metode je poiskati tiste koordinate, ki so v danem merskem
prostoru najbolj znacilne (nosijo najvecji odstotek informacij). Tu ne gre za izbor nekaj
posameznih koordinat izmed vecjega Stevila Ze znanih, ampak za izbor manjSega Stevila
linearnih kombinacij starih koordinat, predstavljenih v novih oseh. Nove spremenljivke
imenujemo latentne oz. glavne spremenljivke (ang. Principal Components — PC ali latent
variables) in so osnovane na nacin tako, da predstavljajo najve¢jo varianco v setu
podatkov. Prva PC, ki jo program izracuna predstavlja najvecji delez informacij o spektrih,
zato je njena vrednost najvecja; vrednost vsake naslednje pa nosi manj in manj informacij,
dokler ne ostane samo Se Sum osnovnih podatkov.

Enostavneje re¢emo, da smo s postopkom PCA izlus¢ili iz NIR spektrov tisti del strukture,
ki je koreliran z lastnostjo, ki jo v danem setu podatkov iS¢emo. Ostalo, kar nas ne zanima,
s postopkom PCA odstranimo kot Sum.

PCA je kvalitativha metoda, s pomocjo katere zelo hitro ugotovimo, ali je kakovost nekega
materiala enaka tisti, ki smo jo definirali s setom podatkov kot ustrezno in sprejemljivo.
Spremljamo ali zadetki vzorca sovpadajo z zadetki tistih meritev, ki so ocenjeni kot
ustrezna kvaliteta. PCA uporabimo torej za vizualizacijo podatkov in je osnova mnogih

drugih kemometri¢nih tehnik.

PLS (43, 49, 59)

PLS metodo uporabimo, kadar zelimo z modelom napovedati razlicne kvantitativne
lastnosti vzorca. Cilj PLS metode je ugotoviti linearno povezavo med dvema matrikama;
med spektralnimi podatki X in referen¢nimi vrednostmi (lastnost, ki jo dolocamo) Y. Tudi
pri tej metodi se spektralni podatki prenesejo v nov merski prostor, kjer so upoStevani
samo podatki, ki imajo najvecjo vrednost. Z variiranjem kvantitativnega parametra in s

pomogjo regresije najmanjSih kvadratov se izracunajo nove koordinate. Te nove koordinate

33



tako Ze nosijo informacijo o kvantitativni vrednosti, vendar te vrednosti niso vzete
absolutno, saj vklju¢ujejo Ze neko sistemati¢cno napako (t.i. vsoto ostankov).
Metoda temelji na spremembah, ki jih zazna v obeh podatkovnih nizih (spektri in podatki

referen¢ne metode) in iz katerih nato matemati¢no poisée medsebojno soodvisnost.

Princip delovanja PLS metode — prikaz na korakih za postavitev modela (45, 59, 60):

- Posnamemo spektre dovolj velikega Stevila reprezentativnih vzorcev

- Naredimo analizo z referen¢no metodo

- Iz posnetih spektrov naredimo dva niza podatkov; v enem so kalibracijski vzorci, v
drugem pa validacijski vzorci (vsi posneti vzorci imajo znano vrednost, dolo¢eno z
referen¢no metodo).

- Spektre lahko obdelamo z razlicnimi metodami za predobdelavo spektrov
(normalizacije, odvodi, glajenje linije, rezanje spektrov...)

- Uporabimo metodo PLS, ki najde linearno regresijo s projiciranjem napovednih oz.
opazovanih vrednosti v novi prostor; drugace receno, najde najboljSo korelacijo med
spektri in referenc¢nimi podatki .

- Program ponudi razlicno Stevilo faktorjev (rangov), ki ustrezajo medsebojnim
spremembam, ki jih je zaznal. Pomembno je, da izberemo optimalno Stevilo
faktorjev, saj prenizko Stevilo faktorjev vodi v ang. »underfitting« (pomeni, da v
spektru ni zaznanih dovolj sprememb); previsoko Stevilo faktorjev pa vodi v ang.
»overfitting« (pomeni, da se zaznajo Ze premajhne spremembe — Sum).

- S pomocjo validacije metode razberemo statisticne podatke, ki nam povedo kaksna je
korelacija med spektri in referen¢nimi vrednostmi. Ce smo s statistiko zadovoljni
lahko model shranimo, oziroma ga prilagodimo dokler ne dobimo zadovoljivih
rezultatov (izlocimo sumljive vrednosti (ang. »outlier-je«), spremenimo Stevilo
faktorjev, naredimo drugacne predobdelave spektrov)

- Na podlagi postavljenega modela, lahko analiziramo nove (neznane) vzorce.

3.2.2.2 Validacija modela

Postavljen model moramo validirati, za kar sta dve mozni metodi: eksterna validacija in

interna validacija (59, 60).
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Validacija testnega niza (eksterna validacija):

Iz posnetih spektrov (vzorcev) naredimo dva niza; kalibracijski niz in validacijski-testni
niz, vsak predstavlja priblizno 50 % vzorcev (slika 3.1). Slabost te metode je, da niso vsi
vzorci uporabljeni za kalibracijo. Metoda je primerna za veliko Stevilo vzorcev (npr. 100 in

ved).

Kalibraciiski vzorci: postavitev metode Testni vzorci: validacija metode

Slika 3.1: Validacija testnega niza.

Navzkrizna validacija (interna validacija):

Iz posnetih spektrov (vzorcev) imamo en niz (kalibracijski niz) in iz tega zaporedno
jemljemo po en vzorec za validacijo (ob dovolj velikem Stevilu vzorcev lahko tudi veg)
terga nato vrnemo nazaj v kalibracijski niz (slika 3.2). To pocnemo toliko ¢asa, da so vsi
vzorci iz kalibracijskega niza uporabljeni za validacijo, kar je tudi prednost te metode.
Slabost tega so dolgi ¢asi potrebni za validacijo in izra¢un niZje napake, kot pri rutinski

uporabi metode.

Kalibraciiski vzorci: postavitev metode Testni vzorec: validacija metode

Slika 3.2: NavzkriZna validacija.

Za vsako validacijo izracunamo napako modeliranja — ang. root mean square error of
calibration (RMSEC), ki mora biti ¢im nizja. Z validacijo prepoznamo meritve, Ki
odstopajo (ang. »outlier-je«), najprimernejSe obmocje frekvenc in optimalno Stevilo
faktorjev. Zelo pomembno je, da dobimo ¢im boljSo korelacijo med spektralnimi in
referen¢nimi podatki, saj samo na ta nacin lahko dobimo dobre analitske rezultate.

Pomembno je, da so vzorci vselej enako pripravljeni oz. enake sestave kot kalibracijski niz

vzorcev, saj je za vsako spremembo potrebno ponovno postaviti nov kalibracijski model.
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3.2.3 OPTICNA MIKROSKOPIJA (65)

Karakterizacija delcev s pomo¢jo opticne mikroskopije je primerna za delce velikosti 1
um ali vecje in je Se posebej uporabna za nesferi¢ne delce. Metoda lahko sluzi tudi kot

osnova za kalibracija hitrejsih, rutinskih metod.

Zahteve za opti¢ni mikroskop:

aparatura mora biti zas¢itena pred vibracijami

natan¢na postavitev, lega vseh opti¢nih elementov je klju¢nega pomena

enakomerna svetloba, prilagodljive intenzitete z moznostjo barvnih filtrov

povecava, ki zagotavlja ustrezno lo¢bo slike delcev

Uporabnost opti¢ne mikroskopije:

- opredelitev kristalini¢nosti substance

- limitni test za doloc¢anje velikosti delcev
- opredelitev velikosti delcev

- opredelitev oblike delcev

Pogosto uporabljene dimenzije velikosti delca (Slika 3.4):

Dolzina \

‘—" ——  Feret-ov premer

Martin-ov premer

Projekeija povrSine premera

Maksimalna horizontaina $irina

Sirina

Slika 3.4: Pogosto uporabljene dimenzije velikosti delca: Feret-ov premer: razdalja med
namisljeno paralelno linijo, tangentno na naklju¢no orientiran delec in pravokotno na skalo
okularja; Martin-ov premer: premer delca v tocki, ki razmejuje naklju¢no orientiran delec v dve
enaki projekciji povrsine; Projekcija povrSine premera: premer kroga, ki ima enako povrSino kot
delec; DolZina: najdalj$a dimenzija delca orientirana paralelno na skalo okularja; Sirina: najdalj$a
dimenzija delca, merjena pod desnim kotom glede na dolZino.

Opredelitev oblike delca predstavlja slika 3.5:

PSR
-

e l/

-
= =

luskast

stebricek

Slika 3.5: Prikaz pogostih oblik delcev
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3.2.4 LASERSKA DIFRAKCIJA (66, 67)

Laserska difrakcija je tehnika s katero dolo¢ujemo porazdelitev velikosti delcev
(velikostnega razreda 0,1 um do 3 mm). Temelji na difrakciji monokromatske svetlobe, ko
zarek pade na delec. Tehnika predvideva, da je delec sfericen, zato se rezultati lahko
razlikujejo od metod, ki merijo velikost delca glede na druge fizikalne lastnosti (npr.
sedimentacija, sejalna analiza). Velikost delcev lahko merimo v razli¢nih disperzijskih
sistemih: praski, aerosoli, spreji, suspenzije, emulzije, plinski mehur¢ki v tekogini.

Naprava za lasersko difrakcijo je sestavljen iz treh glavnih komponent: predel za pripravo
vzorca, opticna enota (izvor laserske svetlobe in niz detektorjev pod razli¢nimi koti) ter

rac¢unalniski sistem.

Princip merjenja:

Trden vzorec dispergiramo v ustrezni koli¢ini tekocine ali plina (, da dobimo primerno
koncentracijo suspendiranih delcev) in zmes »posljemo« skozi merilno celico, kamor laser
seva monokromatsko svetlobo. Delci sipajo svetlobo pod razlicnimi koti; vegji kot je delec,
manjSi kot sipanja zaznajo detektorji. Ker algoritmi instrumenta za lasersko difrakcijo
temeljijo na predpostavki, da so delci sferi¢ni, dobimo tem vecjo napako, ¢im bolj se
oblika delcev razlikuje od oblike krogle. Rezultat, ki ga dobimo je podan volumsko oz.
velikost delca je izrazena kot premer krogle, ki bi imela enak volumen kot analiziran delec.
Pri pripravi vzorca moramo biti pozorni na koncentracijo vzorca in na morebitne
aglomerate, saj zaradi tega lahko pridemo do napac¢nih rezultatov. Poznavanje oblike
delcev v vzorcu (pomagamo si lahko z mikroskopsko analizo) je izrednega pomena, ce
Zelimo pravilno interpretirati rezultate z lasersko difrakcijo, saj tehnika Se ni dovolj razvita,
da bi omogocala nedvoumno sklepanje na velikost in obliko delcev brez komplementarnih
tehnik.

Pomembno je Se, da se instrumenti za merjenje laserske difrakcije, razlicnih proizvajalcev
in tudi instrumenti istega proizvajalca razli¢nih generacij, med sabo bistveno razlikujejo,
tako v pretvorbenih algoritmih, kot tudi konfiguracijah detektorjev. Te razlike lahko
bistveno vplivajo na rezultat, zato moramo velikosti delcev vedno primerjati glede na tiste,

ki so bili izmerjeni na enakem instrumentu.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 SEJALNA ANALIZA

4.1.1 POTEK DELA
Pred analizo smo stehtali vsa sita z dodanimi kroglicami, ki olajSajo stresanje oz.
preprecujejo lepljenje prahu na stene sit. V vsako sito smo dali po Stiri kroglice. Natehtali
smo priblizno 30 g vzorca in ga stresli na sito najvecje velikosti, kateremu so sledila sita
padajoce velikosti. V prvi cikel stresanja smo namestili prvih sedem velikostnih sit in
izvedli analizo sejanja (20 minut, z amplitudo 50 Hz). Na koncu sejanja smo stehtali vsako
sito. 1z razlik med zacetno in kon¢no maso sita, smo izracunali maso posamezne frakcije
(velikostnega razreda delcev). V drugem ciklu je bilo najmanjSih sedem velikostnih
razredov sit (v padajocem velikostnem redu). Na sito najvecje velikosti smo stresli ostanek
po prejSnjega cikla sejanja ter ponovno izvedli analizo sejanja. Presejane frakcije smo nato
ponovno stehtali. Na ta nac¢in smo dobili porazdelitev velikosti delcev za razli¢ne serije in
jih primerjali med sabo. Vsako frakcijo smo prenesli v vialo — dopolnili smo jo do
priblizno ene tretjine in jo ustrezno oznacili. VVzorci so bili tako pripravljeni za direktno

meritev z NIR-napravo.

4.2 NIR (Bliznja infrardeca spektroskopija)

PROGRAMSKA OPREMA

Snemanje spektrov smo izvajali s pomocjo programske opreme OPUS verzija 6.5.
DNEVNA VALIDACIJA

Vsakodnevno smo izvajali validacijo posamezne enote, ki smo ga uporabljali za merjenje —
v naSem primeru je to Integrating sphere. Za to se uporablja poseben — moc¢no refleksijski
standard (sestavlja ga material Spectralon®), ki ga namestimo na okno opti¢ne enote.

42.1 POTEK DELA
Nastavitve merjenja:
- enota: integrating sphere
- resolucija: 8 cm-1
- Stevilo posnetkov (ang. Scan): 32
- nacin merjenja: reflektanca

Preveritev ustreznosti signala izvora
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Snemanje ozadja: za vsako serijo HPMC posnamemo ozadje pred meritvijo vzorcev
Snemanje vzorcev: vsaki presejani frakciji ene serije smo trikrat posneli spekter. Posneli

smo tudi spektre nesejanih frakcij HPMC (povprecni vzorec vsake serije).

Obdelava podatkov in postavitev modela

o PLS model:

Model smo postavili s pomo¢jo programa Opus Quant2 tako, da smo posnetim spektrom

vnesli podatke za velikost delcev, ki smo jih dolocili z referencno metodo — lasersko
difrakcijo. Naklju¢no smo si izbrali serije, ki so nam sluzile za postavitev modela in vsaj
eno serijo s katero smo preverili napako napovedi modela. Uporabili smo navzkrizno
validacijo modela in izkljucili morebitne »outlier-je« (nezanesljive vrednosti 0z. meritve),
s ¢imer smo pripomogli k izboljSanju modela.

« PCA model:

1z spektrov povprecnih vzorcev smo s pomocjo Opus Quant2 postavili PCA model.

4.3 OPTICNA MIKROSKOPIJA
43.1 POTEK DELA

Vse serije HPMC smo opti¢no ocenili oz. pregledali pod stereo-mikroskopom. Homogen
vzorec HPMC smo nanesli na objektno stekelce in ga pogledali pod 63-kratno ali 90-
kratno povecavo. Ko smo dobili sliko dobre locljivosti (s premikanjem mikro- 0z. makro-
vijaka, z zapiranjem zaslonke in prilagoditvijo moci svetlobnega vira) smo jo shranili. Na

ta nacin smo posneli mikroskopske slike vseh preiskovanih serij.

4.4 LASERSKA DIFRAKCIJA

Kot netopilo za suspenzijo delcev HPMC smo si izbrali 96 % etanol, ki je cenovno ugodno

netoksi¢no topilo, kar je pri tako veliki koli¢ini uporabljenega netopila izjemnega pomena.
441 POTEK DELA

Vzorec smo suspendirali v etanolu, tako da smo vedno imeli priblizno enako prepustnost

svetlobe skozi suspenzijo delcev (ang. obscuration). Hitrost meSala v suspenziji, ki je

krozila preko merilne celice, je bila za vse meritve konstantna. 1zmerili smo tri paralelke

ene frakcije velikosti za vsako serijo. Rezultati so podani v volumskem razmerju velikosti

delcev kot premer imenovan D[4,3] (volumski povprecni premer).
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Nastavitve:
- prepustnost svetlobe (ang. obscuration): okoli 20 %
- hitrost mesSala: 1500 obratov/minuto
- refrakcijski indeks etanola: 1,33

- gostota vzorca: 1,26 g/ml
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3) REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 SEJALNA ANALIZA

Presejali smo HPMC razli¢nih tipov substitucij in stopenj viskoznosti, razli¢nih serij dveh
razlicnih proizvajalcev (Dow in Shin-Etsu).

Grafi¢ni prikaz povprec¢ne porazdelitve delcev znotraj dvanajstin velikostnih razredov
proizvajalcev Dow oz. Shin-Etsu je prikazana na sliki 5.1. Abscisa prikazuje velikostni
razred sita (v um), ki je zadrzal dolo¢en delez HPMC; ordinata pa prikazuje maso (v

gramih), ki je ostala na situ pripadajoce velikosti. Tehtali smo priblizno 30 g HPMC.
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Slika 5.1: Porazdelitev velikosti delcev HPMC K4M (proizvajalec Dow)

Na sliki 5.1 lahko vidimo nekoliko neponovljiv trend porazdelitve delcev razli¢nih serij
istega proizvajalca HPMC K4M. Serija UD9840 ima porazdelitev velikosti delcev
nekoliko pomaknjeno k vec¢jim velikostim delcev, kar bi lahko imelo za posledico nekoliko
hitrejSe sprosc¢anje iz FO, kamor bi jo vgradili. V posebni raziskavi je Devjak Novak S. s
sodelavci primerjala profile raztapljanja med serijama UD9840 ter UD0952. Prisli so do
zakljuckov, da ima serija UD9840, kot posledica nizje viskoznosti znacilno hitrejSe
sproSc¢anje od primerjalne serije (68). Poleg niZje viskoznosti serije UD9840, pa verjetno k
hitrejSemu sproSc¢anju doprinesejo tudi nekoliko vecji delci. Vegji delci predstavljajo
manjSo specifi¢éno povrsino za omocitev z vodo (medijem), kar zmanjSa hitrost hidratacije
in geliranja. VVoda hitreje penetrira v notranjost FO in posledi¢no hitreje spros¢a ZU iz nje
(112).
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Ravno obratno — pomik velikosti delcev k nizjim vrednostim-lahko opazimo pri serijah
DT243235, UD0952 in UD9011. Tu lahko pricakujemo nekoliko bolj upocasnjeno
sprod¢anje ZU iz FO glede na serijo UD9840. Ce bi bila velikost delcev HPMC edini
parameter, ki bi vplival na hitrost spros¢anja ZU iz FO, bi imele FO tega proizvajalca
nekoliko neponovljive profile spros¢anja.

Na splo3no lahko iz sejalne analize razberemo, da ima proizvajalec Dow bi- do tri-modalno

porazdelitev velikosti delcev.

Dow - razli€éna stopnja substitucije
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32 <32
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Slika 5.2: Porazdelitev velikosti delcev HPMC razli¢ne stopnje substitucije (proizvajalec Dow)

Iz slike 5.2 lahko vidimo veliko razliko v porazdelitvi velikosti delcev glede na stopnjo
substitucije, istega proizvajalca, enake viskoznosti HPMC. Tip substitucije 2906 (Methocel
F) se sicer v farmacevtski industriji zelo malo uporablja, a smo ga vseeno uporabili za
predstavitev porazdelitve delcev razlicnega tipa substitucije. Na ta nacin smo dobili dobro
predstavo o variabilnosti povezani z velikostjo delcev HPMC. Tip substitucije 2906 Se
posebej izkazuje premik k manjSim velikostim delcev, medtem ko pri tipu substitucije

2910 (Methocel E) opazimo dokaj enakomerno porazdelitev velikosti.

Slika 5.3 prikazuje kako je razli¢na viskoznost HPMC (proizvajalca Dow) povezana z
porazdelitvijo delcev. Na splosno lahko recemo, da viskoznost ni povezana s trendom te
porazdelitve. Nekoliko razli¢ni delezi posameznega velikostnega razreda so najverjetneje
posledica medserijske variabilnosti (kar prikazuje tudi slika 5.1) in ne razli¢ne viskoznosti
HPMC.
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Dow - Methocel K - razliéne viskoznosti
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Slika 5.3: Porazdelitev velikosti delcev HPMC Methocel K razlicne viskoznosti (proizvajalec
Dow)

Na sliki 5.4 je prikazana porazdelitev velikosti delcev HPMC, za serije tipa substitucije
2208, proizvajalca Shin-Etsu. Tri serije imajo oznako SR, kar pomeni da je HPMC
namenjen predvsem za podaljSano sprosc¢anje. Ne glede na to, lahko vidimo da med njimi
ni ve¢jih razlik v porazdelitvi velikosti delcev. Lahko recemo, da proizvajalec zagotavlja
precej enakomerno porazdelitev velikosti delcev. Ce predpostavimo, da je velikost delcev
ena izmed glavnih faktorjev, ki vpliva na hitrost sproS¢anja, lahko predvidevamo da bi pri
proizvajalcu Shin-Etsu dobili bolj ponovljive profile spros¢anja ZU iz FO, kot pri

proizvajalcu Dow.
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Opomba: kratica SR — HPMC je namenjen za podaljSano sproS¢anje (ang. »sustained release«)

Slika 5.4: Porazdelitev velikosti delcev HPMC Metolose 90SH, viskoznosti 4000
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Slika 5.5 prikazuje razlicno viskoznost istega tipa substitucije, proizvajalca Shin-Etsu.

Lahko re¢emo, da ni pomembnih razlik v porazdelitvi velikosti razli¢nih viskoznosti

HPMC. Proizvajalec zagotavlja precej ponovljive velikosti delcev tako znotraj serij enake

viskoznosti (slika 5.4), kot tudi med razli¢nimi viskoznostmi HPMC.
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Slika 5.5: Porazdelitev velikosti delcev HPMC Metolose 90SH, razli¢nih viskoznosti

Slika 5.6 nazorno prikazuje razlike v porazdelitvi velikosti delcev HPMC dveh razli¢nih

proizvajalcev.
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Slika 5.6: Primerjava Methocel K in Metolose 90SH (viskoznost 4000)

Enak tip substitucije ima odvisno od proizvajalca, o¢itno drugacno porazdelitev delcev, s

tem tudi povprecno velikost delcev. Proizvajalec Shin-Etsu ima porazdelitev delcev

pomaknjeno k nekoliko nizjim velikostnem razredom velikosti delcev HPMC, glede na

proizvajalca Dow, kjer vidimo kar nekaj delcev ve¢jih od 150 um. Razlog temu je verjetno
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drugacna izhodna surovina, postopek proizvodnje in sintezne poti ter pristopi k
zagotavljanju kakovosti konéne oblike HPMC (18, 21). Ce bi Zeleli v neki farmacevtski
obliki zamenjati proizvajalca pomozne snovi HPMC, bi verjetno morali prilagoditi
koli¢ino oz. vrsto HPMC, da bi dobili primerljiv profil spros¢anja ZU.

5.2 LASERSKA DIFRAKCIJA
Laserska difrakcija je predstavljala referencno metodo s katero smo dologcili velikost
delcev posamezne presejane frakcije. Vrednosti so podane v obliki volumske velikosti
delcev, zato se velikostni razredi, ki smo jih dobili s pomocjo sejalne analize razlikujejo od
vrednosti dobljene z metodo laserske difrakcije.

Pri frakcijah, kjer smo dobili manj ponovljive meritve med paralelkami smo naredili ve¢
kot tri meritve. Vse meritve so podane v tabelah (glej prilogo 1); prikazano je povprecje
vseh paralelk, standardna deviacija in relativna standardna napaka za vsako frakcijo
velikostnega razreda velikosti delcev HPMC.

Frakcije posameznih serij, ki nimajo vpisane nobene vrednosti za velikost delcev dolocene
z metodo laserske difrakcije, so imele premalo vzorca za zanesljivo meritev z metodo
bliznjega infrardecega sevanja, zato tudi nismo dolocili velikosti delcev z referen¢no
metodo. Ce smo opazili neponovljivost prvih treh paralelk, smo naredili 3¢ eno ali dve
dodatni meritvi.

Vsaki seriji smo izmerili tudi (povprecni) vzorec tako, da smo dobili povpreéno velikost
delcev ter distribucijo povpre¢nega vzorca. Vse serije so imele priblizno enako obliko
porazdelitve, in sicer bi-modalno. Spodnja slika 5.7 prikazuje naklju¢no izbrano serijo, Ki
je reprezentativna za vse merjene serije .
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Slika 5.7: Prikaz volumske porazdelitve velikosti delcev naklju¢nega povpreénega vzorca HPMC
(ne-sejana serija DT243235)
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Z lasersko difrakcijo vidimo nekoliko drugac¢no obliko krivulje, kot pri sejalni analizi, kar
smo tudi pricakovali. Tudi, ¢e so prisotni Stevilni manjsi delci, imajo le ti veliko manjsi
(skupni) volumen kot manj Steviléni veliki delci. Kljub temu pri¢akujemo linearno
soodvisnost med velikostjo delcev, ki smo jih so bili s sejalno analizo oziroma spekiri, ki

smo jih posneli z NIR-om in velikostjo delcev, ki smo jo dologili z lasersko difrakcijo.

5.3 OPTICNA MIKROSKOPIJA
Pri pregledu posameznih serij z opticno mikroskopijo smo opazili, da imajo nekatere serije
veliko vecji delez delcev, ki so iglicaste oblike oziroma oblike stebricka. In sicer lahko
recemo, da se pri proizvajalcu Shin-Etsu v veliko ve¢ji meri pojavljajo slednje oblike
delcev, kot pri proizvajalcu Dow. Tu lahko Se enkrat poudarimo, da imata proizvajalca
razli¢ni izhodni surovini ter sintezni poti, kar lahko pojasni razlike v obliki delcev (18, 21).
V spodnji tabeli VI so nazorno prikazane mikroskopske slike in iz njih vidne razlike med
proizvajalcema. Glede na to, da smo pri sejalni analizi proizvajalca Shin-Etsu dobili zelo
nizek delez zgornjih velikostnih razredov velikosti delcev, sklepamo da so iglicasti delci

prehajali sita preko najmanjSega premera svoje velikosti.

Tabela VI: Prikaz mikroskopskih slik HPMC.

Tip Proizvajalec Proizvajalec
Substi- Dow Shin-Etsu
tucije
2208
K4aM 90SH-4000
uD9840 9115412
K4aM 90SH-
4000SR
UD0952 9095326
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90SH-

K4Mm 4000SR
UE9011 0065328
90SH-
K4Mm 4000SR
DT243235 0075413
K100LV
UE2819
K15M
DT247522
K100M
DT259593
2910
E4M 60SH-4000
DT230020 0028034
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5.4 BLIZNJA INFRARDECA SPEKTROSKOPIJA
Po sejalni analizi smo vsem frakcijam dolocene serije posneli spektre. Spektri so se
vec¢inoma pri vseh serijah vizualno zelo lepo locili glede na naraSc¢ajoci oz. padajoci

velikostni razred velikosti delcev (prikazano na sliki 5.8)
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Slika 5.8: Prikaz spektralnega obmocja od 9200 do 3800 (serija: DT243235), kjer HPMC najbolje
izraZa nadtone in kombinacije vezi. Spektri se lepo locijo glede na velikost delcev HPMC od 150
um (modra barva) do manj od 32 um (zelena barva).

Posnetim spektrom smo s pomocjo programa Opus—Quant2 postavili PLS model in
preverili njegovo napovedno moc¢ z nakljuéno izbrano serijo.

Dolocili smo determinacijski koeficient (r?), ki nam pove kolikSen del variance A,
pojasnimo z varianco B. Vecji je r2, boljsa je korelacija med spektralnimi podatki in
vrednostmi, ki predstavljajo velikost delcev. Napako modela smo dolocili s pomocjo
RMSECV (ang. Root mean square error of cross validation); napako napovedi modela pa
z RMSEP (ang. Root mean square error of prediction). RMSECV in RMSEP sta
kvantitativno merilo za natanc¢nost, s katero so bili napovedani kalibracijski vzorci. Bias je
povpre¢je odklonov med pravimi in napovedanimi vrednostmi. Nizje vrednosti »bias-a«
pomenijo boljSi model, saj je manjSa razlika med merjenimi in pravimi vrednostmi. RPD
(ang. Residual prediction deviation) je koli¢nik standardne deviacije referen¢ne vrednosti
in z »bias-om« popravljene napake napovedi testnega seta. Je kvalitativno merilo za
ocenitev validacijskih rezultatov; vecji kot je RPD, boljsa je kalibracija. Za ocenitev
kakovosti validacije, je ve¢jega pomena dolociti RPD, kot RMSEP (59).
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Model &t. 1

V modelu &t. 1 (tabela VII) smo z modelnimi serijami proizvajalce Dow, Zeleli preveriti ali
lahko postavimo model, ki nam bo dobro napovedoval velikost delcev znotraj istega
substitucijskega tipa HPMC (2208).

Tabela VII: Grafiéni in statisti¢ni prikaz modela St. 1 z modelnimi serijami K4M (Dow).

Serije: RMSECYV oz. .
gy Bias RPD
M - modelne; T - testne Rz[%0] RMSEP [%]
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Iz zgornjih podatkov vidimo, da ima postavljen model velik deleZ pojasnjene variance (r2),
zelo nizek bias in relativno visok RPD, kar nakazuje da bo model sposoben dobro
napovedovati velikosti delcev. Pri testiranju modela s serijo UD9011 (proizvajalec Dow)
dobimo relativno veliko napako pri napovedi velikosti delcev (RMSEP = 19,7%) in RPD
5,5. Za boljSo napovedno mo¢ modela bi verjetno morali v kalibracijski model vkljugiti
vec¢ serij, 0z. izvesti ve¢ ponovitev sejalne analize in meritev NIR-spektrov. Ko model
testiramo s serijo, ki pripada drugemu proizvajalcu (Shin-Etsu), kot modelne serije, vidimo

nepricakovan horizontalen premik premice in zelo veliko napako (RMSEP = 45,5 %).
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Predvidevali smo, da je vzrok lahko razli¢na oblika delcev oz. razli¢en izhodni material, Ki
ga proizvajalca uporabljata za sintezo HPMC. Pri podrobnem pregledu serij pod
mikroskopom smo ugotovili, da se pri proizvajalcu Shin-Etsu pojavi med razlicnimi
serijami vecji delez iglicaste oblike delcev, kot pri proizvajalcu Dow. To verjetno vpliva na
NIR-spektre in posledi¢no pride tudi do horizontalenega premika premice pri testiranju
modela. Da bi se temu izognili smo model »nadgradili«, tako da smo v modelnih serijah

upostevali tudi drugega proizvajalca (Shin-Etsu) — glej model §t.2.

Model st. 2
Med modelne serije modela $t. 1 smo dodali spektre in pripadajo¢e vrednosti drugega

proizvajalca (Shin-Etsu), prav tako tipa substitucije 2208.

Tabela VII1: Grafi¢ni in statisticni prikaz modela $t. 2 z modelnimi serijami proizvajalca Dow in
Shin-Etsu.

Serije: RMSECYV oz.
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Ko v model st. 2 (tabela VIII) vklju¢imo dodatne serije Shin-Etsu, se statisti¢ni parametri
modela Se nekoliko izboljSajo. Iz tega sklepamo, da vecje Stevilo modelnih serij res
nekoliko izboljSa model, kot smo predvidevali. Model smo nato testirali s serijama obeh
proizvajalcev. Napovedna moc¢ za napovedovanje velikosti delcev proizvajalca Shin-Etsu
se je izrazito izboljSala. 1z tega je razvidno, da podatki vneSeni pri modeliranju (spektri
drugega proizvajalca), upoStevajo znacilnosti delcev drugega proizvajalca, s ¢cimer dobimo
bolj robusten model.

Na splosno lahko re¢emo, da je model sposoben najti podobnosti v spektrih, ki so
odgovorne za velikost delcev in izlociti tiste razlike, ki vplivajo samo pri enemu od

proizvajalcev.

Model st. 3

V tem modelu smo Zeleli preveriti, kakSna je napovedna mo¢ modela, ¢e kot modelne
serije uporabimo samo serije proizvajalca Shin-Etsu. Ce se napovedna mo¢ zelo poveca, bi
bilo smiselno uporabljati razlicne modele, glede na to katerega proizvajalca preuc¢ujemo.
Model st. 3 (tabela IX) z modelnimi serijami proizvajalca Shin-Etsu, ima statisticno
gledano boljSo napovedno moc, saj je pojasnjena varianca zelo velika in tudi standardna
napaka napovedi se je moc¢no zniZala. KazZe, da se serije proizvajalca Shin-Etsu bolj
»prilagodijo« modelu, kot ¢e v modelu uporabimo serije obeh proizvajalcev. Toda pri
testiranju modela z dvema serijama tega proizvajalca nismo opazili take razlike v moci
napovedi, kot bi jo pri tako statisticno dobrem modelu pric¢akovali. Predvidevamo, da bi
lahko bila razloga manjSe Stevilo modelnih serij in/ali modelne serije, ki so tipa SR
(»sustained release«). Glede na to, da testna serija 9115412 nima te oznake, dobimo
statisticno slabSe napovedne vrednosti. VV obeh primerih bi morali povecati Stevilo
modelnih serij in v modelu upostevati tudi serije brez oznake SR.

Zaklju¢imo lahko, da ni toliko pomembno, da imamo za vsakega proizvajalca svoj model,

ampak koliko razli¢nih serij model zajema, saj s tem pridobimo na robustnosti modela.
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Tabela IX: Grafiéni in statisti¢ni prikaz modela §t. 3 z modelnimi serijami proizvajalca Shin-Etsu.

Serije: RMSECYV oz. .
219 Bias RPD
M - modelne; T - testne R?[%%] RMSEP [%]
Prediction vs True / velikost Jum] / Cross Validation
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Model st. 4

S tem modelom (tabela X) smo Zeleli preveriti ali je napovedna mo¢ tipa substitucije 2910

ravno tako velika kot pri tipu substitucije 2208. V modelu smo uporabili serije proizvajalca

Shin-Etsu in Dow, saj smo v zgornjih modelih pokazali, da proizvajalec HPMC ne vpliva

na napovedno mo¢, v kolikor kot modelne serije uporabimo vse proizvajalce, katerih

vrednosti velikosti delcev Zelimo kasneje napovedati.

Iz statisticnih podatkov postavljenega modela bi sklepali, da bo model dobro sluzil za

napovedovanje velikosti delcev, saj ima primerne statisticne predpogoje. Izkazalo pa se je,

da pri tipu substitucije 2910 nismo uspeli postaviti tako dobrega modela kot pri tipu

substitucije 2208. 1z tega teZzko sklepamo, da je za to odgovorna vrsta HPMC, zato

predvidevamo, da je razlog temu verjetno napaka, ki jo analitik vnese pri bodisi postopku
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sejanja, meritvi NIR spektrov ali pri meritvi velikosti delcev z referenéno metodo. MoZnost
nevede vnesene napake je precejsna, zato je tudi tako pomembno, da imamo veliko Stevilo
ponovitev in ¢e je le mogoce tudi vecje Stevilo serij. Pri nalogi smo bili nekoliko omejeni s
Stevilom serij, toda vidne so smernice zmoznosti napovedovanja velikosti delcev z NIR

spektroskopijo.

Tabela X: Grafi¢ni in statisticni prikaz modela St. 4 z modelnimi serijami HPMC tipa substitucije
2910. Modelne serije pripadajo proizvajalcema Dow in Shin-Etsu, testna serija proizvajalcu Shin-
Etsu.

Serije: RMSECYV oz. .
219 Bias RPD
M - modelne; T - testne v RMSEP [%]
Prediction vs True / Velikost [um] / Cross Validation
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Model st. 5

V tem modelu Zelimo preveriti, kakSna je napovedna mo¢ modela, ki ima kot modelne
serije vkljucene razli¢cne stopnje viskoznosti HPMC. V model so bile vkljucene serije
proizvajalca Dow z viskoznostjo 100, 4000, 15000, 100000 mPas.

Model st. 5 (tabela XI1) upoSteva razlike, ki jih doprinesejo razli¢ne viskoznosti HPMC in
s tem dovolj dobro napove velikost delcev ne glede na stopnjo viskoznosti. Statisti¢ni
parametri modela in testirane serije so podobni, kot pri zgornjih modelih, tako da lahko za
optimiziranje modela uporabimo zgornje predpostavke (vecje Stevilo serij s StevilénejSimi

ponovitvami meritev).
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Tabela XI: Grafi¢ni in statisti¢ni prikaz modela §t. 4 z modelnimi serijami HPMC razli¢ne stopnje
viskoznosti, proizvajalca Dow

Serije: RMSECYV oz.

2[9 Bi RPD
M - modelne; T - testne R2[%] RMSEP [%] 1as
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Model &t. 6

V model smo vkljucili serije razli¢nega tipa substitucije (2208 in 2910) ter opazovali ali je
le-ta sposoben dobro napovedati velikost delcev HPMC ne glede na tip substitucije. Za
postavitev in testiranje modela smo uporabili serije proizvajalca Shin-Etsu.

Iz spodnjih podatkov (tabela XII) vidimo, da ima postavljen model zelo dobre statisti¢ne
podatke in zato dober potencial, za substitucijsko neodvisno napovedovanje velikosti
delcev. To se je pri testiranju izkazalo za ne popolnoma resni¢no, saj smo dobili nekoliko
slabSo statisticno oceno napovedi velikosti delcev, glede na modele, ki vsebujejo samo
eden tip substitucije HPMC. Ce pomislimo na teorijo, ki stoji za spektri ki jih opazujemo v
bliznjem infrardecem obmocju, lahko recemo da bi morali to tudi pricakovati. Razli¢na
tipa HPMC imata precej razlicno Stevilo hidroksipropilnih oz. metilnih substituenov na
verigi, kar pomeni da pri doloceni valovni dolzini opazimo drugacno intenziteto sevanja,
glede na tip substitucije. Glede na to program verjetno teZje najde podrocja v bliznjem
infrardecem spektru, kjer teh razlik ni in vpliva samo velikost delcev. Predvidevamo, da je
teh podrocij manj, zato dobimo pri postavitvi modela dobre rezultate, ko Zelimo testirati
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model pa testne serije teZje najdejo kolinearnost na enakem podro¢ju kot modelni seriji.
Morda je pri tem modelu Se ve¢jega pomena (veliko) Stevilo modelnih serij, ali pa je
enostavno bolje da ima vsak tip substitucije HPMC, ki mu Zelimo napovedati velikost
delcev, svoj model.

Tabela XI1: Grafi¢ni in statisti¢ni prikaz modela St. 6 z modelnimi serijami HPMC razli¢nega tipa

substitucije (2208 in 2910). Vse serije so od proizvajalca Shin-Etsu.

Serije: RMSECYV oz. :
. R2[%] Bias RPD
M - modelne; T - testne RMSEP [%]
Prediction vs True / Velikost [um] / Cross Validation
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Model &t. 7

S pomoc¢jo PCA analize smo preverili, kako se razli¢ni tipi substitucije oz. stopnje
viskoznosti HPMC lo¢ijo v dvodimenzijskem prostoru (slika 5.9). Pri tipu substitucije
2910 smo imeli na voljo nekoliko manj serij, a dovolj za predstavo in obcutek razlikovanja

med dvema vrstama HPMC.

Modri odtenki
predstavljajo Score 2 vs Score 1
proizvajalca Shin-Etsu; — -
viskoznost 4000 mPas 0.41 % ’;b\ Er?ezcslt :\?I;Z;](I;I

05 ( " |proizvajalca Shin-

\ Etsu
Rjavi odtenki
predstavljajo o~ N\ AN Virolicen odtenek
proizvajalca Dow; 9 'Jg |tcer;.o ene
stopnje viskoznosti 100, \ predstav Jla 5
15000, 100000 mPas ¢ proizvajaica Dow
00‘0 ® e 4
04 .{—OT +
& (o] L2

-0.09 N S ¢
Zeleni odtenki 014 \
predstavljajo - 0194
proizvajalca Dow; T O s e = 8
stopnje viskoznosti 03 2208 |
4000 mPas 02 016 00 4009414 024 029 0.34 0.39 0.44

Slika 5.9: Predstavlja zadetke razlicnega tipa substitucije in stopnje viskoznosti HPMC. RoZnata
barva predstavlja tip substitucije 2910, zemeljska barva pa tip substitucije 2208.

Lahko re¢emo, da se tipa substitucije lepo locita na dve populaciji. Tip substitucije 2208
ima znotraj populacije sicer nekoliko grupirana podroc¢ja glede na proizvajalca oz. stopnjo
viskoznosti, a vsekakor ne toliko, da bi lahko naredili podpopulacije. Glede na rezultate
sklepamo, da bi PCA model lahko uporabili kot hitro identifikacijsko tehniko za

ugotavljanje tipa substitucije neznanih tipov HPMC.
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6 SKLEP

Kot temeljno metodo za lo¢itev HPMC na posamezne frakcije velikosti smo uporabili
sejalno analizo, nekoliko starejSo, a Se vedno uporabno tehniko, ki daje relativno dobre
rezultate. S pomocjo sejanja smo dobili grobo porazdelitev velikosti delcev razli¢nih serij,
dveh proizvajalcev (Shin-Etsu in Dow). Med njima smo opazili pomembno razliko v
medserijski variabilnosti porazdelitve velikosti delcev. Pri proizvajalcu Shin-Etsu smo
opazili ponovljivo distribucijo velikosti delcev, tudi med razli¢no stopnjo viskoznosti
HPMC. Nasprotno pa so serije proizvajalca Dow izkazovale precej neenakomerno
medserijsko porazdelitev velikosti delcev HPMC. Menimo, da bi ta razlika lahko botrovala
variabilnostim, ki jih pogosto srecujemo pri spros¢anju ZU iz ogrodnih FO, ki kot glavno
funkcionalno pomozno snov vsebujejo HPMC. Iz tega sklepamo, da bi FO z vgrajenim
HPMC proizvajalca Shin-Etsu, imele bolj ponovljiv profil sproS¢anja ZU iz FO, kot pri

proizvajalcu Dow.

V nadaljevanju smo vsem serijam zbranih frakcij HPMC posneli NIR-spektre. Spektri so
se vizualno lepo locili glede na naraS¢ajoco/padajoco velikost delcev, kar se je kasneje
izkazalo tudi pri modeliranju. Postavili smo ve¢ modelov s katerimi smo Zzeleli ugotoviti
njihovo mo¢ pri napovedovanju velikosti delcev neznanih vzorcev. Kot referenéno metodo
za ugotovitev velikosti delcev smo uporabili lasersko difrakcijo. Glede na to, da smo s to
metodo pridobili informacijo o volumski porazdelitvi velikosti delcev, se le-ta Stevil¢no ni
ujemala z velikostjo delcev pri sejalni analizi. Kljub temu pa so vrednosti bile v linearnem
razmerju s spektri (in velikostnimi frakcijami delcev) kar pomeni, da lahko z modeli
napovedujemo velikost delcev samo glede na volumsko razmerje velikosti.

NaSa 1. hipoteza je bila, da bo imel model dobro napovedno mo¢ za velikost delcev
HPMC, znotraj istega substitucijskega tipa HPMC. Prvi model smo sestavili iz serij
proizvajalca Dow, substitucijskega tipa 2208. Postavljen model je imel precej obetajoce
statisti¢ne rezultate (r2=98,4 %, RMSECV=10,4 %, RPD=7,8 ), pri njegovem testiranju pa
smo dobili nekoliko slab3e, a Se vedno zadovoljive rezultate (r2=95,4 %, RMSEP=19,7 %,
RPD = 5,5). Opazili smo, da je v primeru, ko je bil ta model testiran s serijo proizvajalca
Shin-Etsu, njegova napovedna moc¢ izrazito upadla (r2=14,4 %, RMSEP=455 %,
RPD=5,0). Zato smo se odlogili, da model nadgradimo z dodatkom modelne serije HPMC

proizvajalca Shin-Etsu. V slednjem primeru se je napovedna mo¢ modela moc¢no izboljsala
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(r2=95,7 %, RMSEP=8,7 %, RPD=8,29). To pomeni, da je model sposoben v spektrih najti
podobnosti odgovorne za velikost delcev in izlociti tiste razlike, ki vplivajo samo pri
enemu od proizvajalcev, pod pogojem, da z modelnimi serijami vnesemo vse te razlike
(vnesemo rezultate serij obeh proizvajalcev).

Preverili smo tudi napovedno mo¢ za tip substitucije 2910, kjer smo dobili nekoliko slabse,
a Se vedno zadovoljive rezultate (r2=94,9 %, RMSEP=9,1, RPD=5,17). Predvidevamo, da
nekoliko slab$i rezultati nakazujejo napako analitika bodisi pri sejalni analizi, meritvi NIR-
spektrov ali pa pri meritvi velikosti delcev z referencno metodo, lasersko difrakcijo. Ali pa
bi morda morali imeti ve¢ serij tega substitucijskega tipa.

Z dobljenimi rezultati smo potrdili 1. hipotezo, saj model osnovan (celo) na serijah
razli¢nih proizvajalcev, istega substitucijskega tipa daje zadovoljive statisticne vrednosti za
napovedovanje velikosti delcev serij teh proizvajalcev.

2. hipoteza je napovedovala, da bo imel model dobro napovedno moc¢ za velikost delcev
HPMC, neodvisno od stopnje viskoznosti HPMC. Uporabili smo serije istega
substitucijskega tipa, vendar razli¢nih viskoznosti (100, 4000, 15000, 100000 mPas),
proizvajalca Dow. Napovedna mo¢ modela je bila precej visoka (r2=98,1 %, RMSECV=
8,6 %, RPD=7,3) iz cesar smo sklepali, da bo model uporaben za napovedovanje velikosti
delcev HPMC, neodvisno od stopnje viskoznosti. To je testna serija tudi pokazala (r2=97,9
%, RMSECV =13,1 %, RPD=7,5), zato 2. hipotezo lahko tudi potrdimo.

NaSa 3. hipoteza je napovedovala, da bo imel model dobro napovedno mo¢ za velikost
delcev HPMC, neodvisno od substitucijskega tipa HPMC. Kot modelni seriji smo vzeli
substitucijska tipa 2208 in 2910, proizvajalca Shin-Etsu. Model ima dobre statisti¢ne
vrednosti (r2=98,5 %, RMSECV=6,5 %, RPD=8,2), a se je pri testiranju izkazal za
nekoliko slabSega (1. testna serija: r2=94,4 %, RMSECV=14,5 %, RPD=5,0; 2. testna
serija: r2=90,7 %, RMSECV=15,7 %, RPD=9,1). Predvidevamo, da je stopnja substitucije
in s tem deleZ posamezne substituente v NIR-spektrih nekoliko teZje primerjati med sabo,
saj razli¢na koli¢ina substituentov absorbira ve¢jo/manjSo intenziteto infrardecega sevanja,
zato je tezje opredeliti lastnosti spektra, ki so odgovorne za velikost delcev. Glede na to, je
bolje, da imamo za vsak tip substitucije svoj model. Te hipoteze tako nismo potrdili, kar je
v skladu z razli¢nimi kemijskimi lastnostmi preucevanih HPMC.

Iz zgornjih ugotovitev sklepamo, da lahko sestavimo model z dobro napovedno mogjo
velikosti delcev HPMC, za vsak tip substitucije posebej ne glede na stopnjo viskoznosti.
Napovedno mo¢ bi lahko izboljsali tako, da bi namesto sit uporabili tehniko sejanja, ki
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temelji na odsesavanju delcev (t.i. »Air-Jet sejanje«). Na ta nacin bi zagotovili
enakomernejSo velikost delcev posamezne frakcije, saj bi manjSe delce (ti se radi lepijo na
ogrodje sita in povzro¢ajo prasenje preko vseh frakcij) enostavno odstranili. Se dodatno
robustnost modela pa bi dosegli z ve¢jim Stevilom modelnih serij.

Postavljeni modeli sicer niso toliko izpopolnjeni, da bi imeli dovolj veliko mo¢
napovedovanja velikosti delcev v kvantitativne namene, so pa dober pokazatelj, da bi to
lahko nekoc¢ bili.

V 4. hipotezi smo menili, da bo PCA model sposoben med sabo lociti razli¢ne
substitucijske tipe HPMC. To nam zelo nazorno prikazuje slika 5.9, s ¢imer smo to
hipotezo tudi potrdili. S PCA modelom bi lahko kvalitativno locili serije z razlicnim tipom
substitucije, z bolj dodelanim modelom (ve¢ modelnih, tudi substitucijsko neustreznih
serij) pa verjetno tudi neustrezne stopnje substitucije. Na ta nacin bi enostavno in hitro
izlocili serije, ki imajo neustrezen deleZz posamezne substituente na polimerni verigi
HPMC.

Z mikroskopskimi slikami smo Zeleli preveriti, zakaj pride do tega, da model sestavljen iz
serij enega proizvajalca (Dow), ni sposoben napovedati velikosti delcev serij drugega
proizvajalca (Shin-Etsu). Se veg, testna serija (proizvajalca Shin-Etsu) je v modelu (serije
proizvajalca Dow) pokazala vzporeden premik premice, kar je nakazovalo na to, da obstaja
neka lastnost delcev HPMC, ki jo eden od proizvajalcev nima. Predvidevali smo, da je
vzrok temu razli¢na oblika delcev, kar so mikroskopske slike tudi potrdile. Proizvajalec
Shin-Etsu je imel na videz veliko vec iglicaste oblike delcev HPMC, kar posledi¢no
vidimo tudi v spektrih 0z. vzporednem premiku premice. V primeru, ko uporabimo za
modelne serije oba proizvajalca, te razlike model prepozna ter jih upoSteva pri iskanju

kolinearnih povezav med spektri in referencnimi podatki za velikost delcev.

Glede na to, da je velikost delcev pomemben parameter, ki pogojuje hitrost spros¢anja ZU
iz FO, je njegovo definiranje pomembno Ze v predformulacijski fazi. Na tej stopnji se nam
zdi zelo pomembno, da imamo hitro, neinvazivno metodo, ki omogoca kontrolo velikosti
delcev. Bliznja infrardeca spektroskopija v prihodnosti veliko obeta, saj ponuja enostavno
reSitev pri optimiziranju proizvodnje farmacevtskih oblik v farmacevtski industriji.
Velikost delcev je samo eden izmed parametrov, ki ga lahko merimo s pomocjo te hitro
razvijajoce se tehnike. V magistrski nalogi smo prisli do pomembnih izsledkov, toda za
rutinsko uporabo in implementacijo v in/on-line procese je Se dolga doba raziskav ter

optimizacij te tehnike.
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PRILOGE

Priloga 1: Tabele z vrednostmi velikosti delcev HPMC dolocene z lasersko difrakcijo

vzorec K4M, proizvajalec: Dow; serija DT243235 |

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3. paral. [povprecje] SD |RSD [%]
200 336,31 338,65 341,9 339,0 2,81 0,83
180 287,78 292,09 291,03 290,3 2,25 0,77
150 248,15 248,75 251,4 2494 1,73 0,69
125 210,42 213,41 209,16 211,0 2,18 1,03
100 183,26 179,21 179,13 180,5 2,36 1,31
75 149,84 147,03 150,4 149,1 1,81 1,21
71 125,46 126,19 125,92 125,9 0,37 0,29
63 108,6 110,03 110,6 109,7 1,03 0,94
53 92,7 93,84 95,16 93,9 1,23 1,31
45 79,58 78,28 79,74 79,2 0,80 1,01
32 76,43 78,99 74,35 76,6 2,32 3,03
<32 44,49 42,55 46,57 445 2,01 451

Neselani | 10231 | 10253 101,72 10219 | 042 | 041

vzorec K4M, proizvajalec: Dow; serija UD9840 |

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [povprecje] SD | RSD [%]
200 361,67 360,84 364,4 362,3 1,86 0,51
180 299,37 302,3 302,3 301,3 1,69 0,56
150 264,61 266,75 264,04 265,1 1,43 0,54
125 223,74 224,36 230,12 226,1 3,52 1,56
100 181,98 182,31 182,89 182,4 0,46 0,25
75 148,86 148,52 149,49 149,0 0,49 0,33
71 125,1 125,63 125,13 125,3 0,30 0,24
63 107,93 109,73 109,78 109,1 1,05 0,97
53 90,92 91,77 91,7 91,5 0,47 0,52
45 78,18 80,42 79,73 79,4 1,15 1,44
32 66,78 66,93 66,62 66,8 0,16 0,23
<32 42,36 42,26 41,76 42,1 0,32 0,76

Ne-selani | 12701 | 12478 | 12547 12605 | 164 | 1,30
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vzorec K4M,

proizvajalec: Dow; serija UE0952

Velikost sita Velikost delcev dologena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. | povprecje | SD [ RSD[%]
200 348,96 355,64 352,95 352,5 3,36 0,95
180 284,33 287,85 286,42 286,2 1,77 0,62
150 254,14 254,62 255,23 2547 0,55 0,21
125 215,42 221,52 216,96 218,0 3,17 1,46
100 190,61 190,64 191,37 190,9 0,43 0,23
75 148,82 150,42 149,17 149,5 0,84 0,56
71 125,76 126,94 125,85 126,2 0,66 0,52
63 115,78 115,95 116,17 116,0 0,20 0,17
53 100,35 99,19 99,7 99,7 0,58 0,58
45 83,22 83,71 83,55 83,5 0,25 0,30
32 70,91 70,06 69,65 70,2 0,64 0,92
<32 45,33 43,53 43,53 441 1,04 2,35

Neselanl | 11733 | 12036 | 117,48 11839 | 171 1,44
vzorec KAM, proizvajalec: Dow; serija UD9011 |

Velikost sita Velikost delcev doloéena z lasersko difrakcijo [um]

[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [ povpregie | SD | RSD [%]
200 348,26 350,39 347,57 348,7 1,47 0,42
180 286,59 287,78 286,13 286,8 0,85 0,30
150 254,76 256,11 257,2 256,0 1,22 0,48
125 213,03 212,32 214,66 213,3 1,20 0,56
100 182,22 182,46 182,98 182,6 0,39 0,21
75 146,22 147,17 148,23 147,2 1,01 0,68
71 126,21 129,48 127,09 127,6 1,69 1,33
63 115,51 112,17 114,79 114,2 1,76 1,54
53 94,47 93,83 94,13 94,1 0,32 0,34
45 80,53 79,93 79,83 80,1 0,38 0,47
32 66,29 65,98 65,76 66,0 0,27 0,40
<32 42,66 42,45 42,17 42,4 0,25 0,58

Nesejani | 11554 11646 11565 = 11588 | 0,50 0,43

vzorec

vzorec 90SH-4000, proizvajalec: Shin-Etsu; serija 9115412

Velikost sita Velikost delcev doloéena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3. paral. [povprecje] SD |RSD [%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 / / / / / /
125 207,46 213,35 215,15 212,0 4,02 1,90
100 182,28 178,92 177,87 179,7 2,30 1,28
75 144,08 145,57 147,77 145,8 1,86 1,27
71 124,53 124,87 124,42 124,6 0,23 0,19
63 120,77 122,52 121,76 121,7 0,88 0,72
53 104,14 103,71 103,89 103,9 0,22 0,21
45 81,73 81,63 81,65 81,7 0,05 0,06
32 73,6 73,26 73,05 73,3 0,28 0,38
<32 48,73 48 48,1 48,3 0,40 0,82

Nesejani | go57 | 8788 = 893 = 8892 | 091 1,02
vzorec
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vzorec 90SH-4000SR, proizvajalec: Shin-Etsu; serija: 0075413 |

Velikost sita Velikost delcev dologena z lasersko difrakcijo [um]
[nm] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. | povpregie | SD | RSD[%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 / / / / / /
125 213,34 219,02 218,96 217,1 3,26 1,50
100 184,31 183,25 185,96 1845 1,37 0,74
75 152,71 157,91 155,2 155,3 2,60 1,67
71 / / / / / /
63 136,01 131,87 132,7 133,5 2,19 1,64
53 112,63 113,45 116,5 1142 2,04 1,79
45 98,06 103,73 97,6 99,8 3,41 3,42
32 83,6 83,2 78,05 81,6 3,10 3,79
<32 50,56 49,44 49,21 49,7 0,72 1,45

Nesejani | 9974 | 9832 = 9945 = 99,17 0,75 0,76
vzorec

vzorec 90SH-4000SR, proizvajalec: Shin-Etsu; serija: 0065328 |

Velikost sita Velikost delcev dologena z lasersko difrakcijo [um]

[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [ povprecje | SD [ RSD [%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 / / / / / /
125 213,8 210,91 210,63 211,8 1,75 0,83
100 180,94 184,56 183,71 183,1 1,89 1,03
75 155,03 156,4 1549 155,4 0,83 0,53
71 / / / / / /
63 / / / / / /
53 115,16 113,02 115,65 114,6 1,40 1,22
45 88,74 88,11 88,44 88,4 0,32 0,36
32 78,95 76,34 79,98 78,4 1,88 2,39
<32 49,92 49,3 48,96 49,4 0,49 0,99

Nesejani | grg1 | 9318 = 914 92,5 0,94 1,02

vzorec

vzorec 90SH-4000SR, proizvajalec: Shin-Etsu; serija: 9095326 |

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]

[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [povprecie| SD |RSD [%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 238,86 241,6 242,06 240,8 1,73 0,72
125 206,81 207,44 207,96 207,4 0,58 0,28
100 178,26 180,27 179,67 179,4 1,03 0,58
75 148,08 150,87 150,17 149,7 1,45 0,97
71 / / / / / /
63 111,46 111,78 108,54 110,6 1,79 1,61
53 103,4 104,79 105,87 104,7 1,24 1,18
45 85,75 86,1 86,37 86,1 0,31 0,36
32 78,14 76,03 79,05 77,7 1,55 1,99
<32 47,08 47,23 46,8 47,0 0,22 0,46

Nesejani | g9r14 = 9344 = 9341 = 930 0,74 0,80

vzorec
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vzorec 60SH-4000, proizvajalec: Shin-Etsu; serija 0028034 |

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [povprecje| SD | RSD [%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 / / / / / /
125 / / / / / /
100 184,76 181,69 183,9 183,5 1,58 0,86
75 146,2 152,62 153,85 150,9 411 2,72
71 133,29 135,11 135,21 134,5 1,08 0,80
63 114,62 119,46 119,28 117,8 2,74 2,33
53 102,91 104,74 105,41 104,4 1,29 1,24
45 89,75 91,65 91,02 90,8 0,97 1,07
32 76,24 75,81 75,8 76,0 0,25 0,33
<32 49,28 49,64 49,62 49,5 0,20 0,41

Nesejani | 9807 = 9436 = 97,07 = 965 1,92 1,99
vzorec

vzorec E4M, proizvajalec: Dow; serija DT230020 |

Velikost sita Velikost delcev dologena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. | 4.paral. | 5.paral. [povprecie| SD |RSD [%]
200 / / / / / / / /
180 / / / / / / / /
150 237,41 242,31 246,03 253,69 249,33 245,8 6,27 2,55
125 209,18 215,23 220,17 222,31 224,14 218,2 6,05 2,77
100 192,56 194,75 206,71 206,7 200,7 200,3 6,57 3,28
75 158,58 159,98 160,23 / / 159,6 0,89 0,56
71 147,99 150,24 150,36 / / 149,5 1,34 0,89
63 121,42 123,5 128,34 128,4 124,19 125,2 3,09 2,47
53 103,52 104,94 107,95 106,1 105,6 1,87 1,77
45 91,11 91,03 91,01 / / 91,1 0,05 0,06
32 79,54 78,28 79,81 / / 79,2 0,82 1,03
<32 54,98 53,69 53,8 / / 54,2 0,72 1,32
Ne<sejani | 19591 | 11476 = 115,07 / / 1140 | 157 1,38
vzorec

vzorec K15M,

proizvajalec: Dow; serija DT247522 |

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [povpregie| SD | RSD [%]
200 / / / / / /
180 297,99 301,08 301,15 300,1 1,80 0,60
150 258,23 260,18 260,57 259,7 1,25 0,48
125 215,13 217,09 215,89 216,0 0,99 0,46
100 184,2 186,31 184,72 185,1 1,10 0,59
75 152,9 149,35 152,96 151,7 2,07 1,36
71 131,27 132,79 131,91 132,0 0,76 0,58
63 115,81 116,07 116,6 116,2 0,40 0,35
53 97,92 100,75 98,39 99,0 1,52 1,53
45 85,23 84,1 84,41 84,6 0,58 0,69
32 69,63 69,46 69 69,4 0,33 0,47
<32 46,4 45,81 45,58 459 0,42 0,92

Ne-sejani | 10996 = 10868 & 10958 = 1095 | 0,55 0,50
vzorec
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vzorec K100M, proizvajalec: Dow; serija DT259593

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [ 4.paral. | 5.paral. | povprecie| SD [RSD [%]
200 358,37 360,32 369,21 373,86 365,5 365,5 6,35 1,74
180 293,95 293,72 294,86 291,06 / 2934 1,63 0,56
150 254,8 256,22 256,3 / / 255,8 0,84 0,33
125 221,35 221,12 221,85 / / 221,4 0,37 0,17
100 191,27 191,98 192,51 / / 191,9 0,62 0,32
75 154,3 154,07 159 154,14 / 155,4 2,42 1,56
71 135,04 138,9 137,37 135,47 / 136,7 1,78 1,31
63 120,68 120,83 120,13 / / 120,5 0,37 0,31
53 103,43 103,41 103,83 / / 103,6 0,24 0,23
45 84,88 85,87 84,95 / / 85,2 0,55 0,65
32 71,53 71,45 71,34 / / 714 0,10 0,13
<32 47,73 47,22 46,93 / / 47,3 0,41 0,86
Ne-sejani | 10537 = 10876 = 107,21 | 109,02 | 10889 | 1081 | 1,19 1,10
vzorec

vzorec 60SH-4000, proizvajalec: Shin-Etsu; serija 0058097

Velikost sita Velikost delcev dolocena z lasersko difrakcijo [um]
[um] Lparal. | 2.paral. | 3.paral. [povprecje] SD | RSD [%]
200 / / / / / /
180 / / / / / /
150 / / / / / /
125 / / / / / /
100 194,27 193,47 194,31 194,0 0,47 0,24
75 163,24 164,18 164,63 164,0 0,71 0,43
71 / / / / / /
63 124,43 126,35 126,81 125,9 1,26 1,00
53 110,31 111,64 110,78 110,9 0,67 0,61
45 96,4 95,96 96,52 96,3 0,29 0,31
32 81,85 81,55 81,26 81,6 0,30 0,36
<32 54,83 54,55 54,65 54,7 0,14 0,26

Ne-sejani | 41343 | 1133 | 11395 1136 | 0,34 0,30
vzorec
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