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. POVZETEK

V okviru diplomske naloge smo preucevali vpliv spreminjanja parametrov sproS¢anja na
spros¢anje natrijevega diklofenakata (Na-DIC) iz tablet s takoj$njim spros¢anjem, ki so pod
izbranimi pogoji omogodili tudi doseg stanja prenasic¢enosti, kar je kasneje vodilo do pojava
obarjanja ucinkovine. V tabletah, ki smo jih izdelali sami, smo poleg u¢inkovine med
pomoznimi snovmi uporabili Avicel PH 200, ki ima vlogo polnila in polimer (PVP), ki
vpliva na dosego stanja prenasi¢enosti Na-DIC. PVP, zelo hidrofilen polimer, namre¢ s
svojim hitrim raztapljanjem v mediju za spro$¢anje verjetno vpliva tudi na pospeseno
raztapljanje u¢inkovine in omogoca vzpostavitev stanja prenasicenosti Na-DIC v mediju za
spros€anje. Vse teste sproscanja smo izvajali v §tirikrat redéenem Mcllvainovem pufru pH=4
(DMB, pH=4), z izbiro razli¢nih volumnov medija (500, 750 in 900 mL), razli¢ne hitrosti
mesanja (50, 75 in 100 rpm) in razli¢nih metod sprosc¢anja (USP I s koSaricami z odprtino
por 10 in 40 mesh, USP Il in USP Il z uporabo sinkerjev) smo dosegli razli¢no hitrost
spros¢anja Na-DIC iz tablet v okoliski medij, razli¢ne najvecje dosezene koncentracije Na-
DIC, pa tudi hitrost obarjanja se je razlikovala glede na izbrane preuc¢evane parametre. Ne
glede na izbrani parameter, se je koncentracija Na-DIC ob koncu poskusov spros¢anja
priblizala isti koncentraciji, za katero menimo, da bi lahko bila blizu ravnotezni topnosti Na-
DIC v preucevanem mediju za spros¢anje. V manjSem volumnu medija (500 mL) sicer
dosezemo najveéje koncentracije Na-DIC, vendar je delez u¢inkovine, ki se sprosti iz tablet,
tu manjsi kot v primeru spro$¢anja v ve¢jem volumnu medija (900 mL). Glede na izrisane
grafe, ki ponazarjajo potek spros¢anja, je ¢as vzdrzevanja stanja prenasic¢enosti v 500 mL
medija za spros$€anje najkrajsi, prav tako je obarjanje v tem volumnu najhitrejSe. Pri man;jsi
hitrosti meSanja veslastega meSala smo naleteli na tezave, ki so se kazale s slabSo
ponovljivostjo med paralelami. Verjetno so posledica pojava kupcka iz ze razpadle tablete
na $e nerazpadli tableti, na dnu posode, kar ovira nadaljnje spros¢anje ucinkovine iz tablete
— gre za t.i. uCinek mrtve cone (»conning« efekt). Te tezave smo delno odpravili z uporabo

obteZevalcev, v katere smo vstavili tableto.

Ob koncu smo Zeleli doloéiti e ravnotezno topnost Na-DIC v vzorcih z razlicnim zacetnim
masnim razmerjem Na-DIC : PVP. Kljub slabi ponovljivosti med paralelami v zacetnih
tockah stresanja smo opazili, da dodatek polimera poveca topnost Na-DIC. Koncentracija
Na-DIC s ¢asom stresanja najprej naras$¢a, potem pa pade do vrednosti, ki najverjetneje

predstavlja ravnotezno topnost Na-DIC v dolo¢enem mediju. V primeru stresanja vzorca,



kjer u¢inkovini ni bil dodan polimer, je bila koncentracija raztopljenega Na-DIC ves cCas
stresanja priblizno enaka. 1zmerjena koncentracija Na-DIC v vzorcu brez dodatka polimera
je po koncu stresanja ob upostevanju eksperimentalne napake primerljiva s koncentracijo

Na-DIC po stirih urah sproscanja.

Kljuéne besede: natrijev diklofenakat, prenasi¢enje, obarjanje, in Vvitro testi sproscanja,

topnost



II. ABSTRACT

In master's thesis we studied the impact of changing the dissolution parameters on the
release of diclofenac sodium (Na-DIC) from immediate release tablets that under specific
conditions enable the obtainment of the supersaturation state, and later the occurrence of
the drug precipitation. Tablets used in dissolution tests were made at the Faculty of
Pharmacy. Beside the active ingredient they also contained excipients, i.e. Avicel PH 200,
which has the role of the filler and the polymer (PVP) which affects the achievement of the
state of supersaturation of Na-DIC. Due to its rapid dissolution in the testing medium,
PVP, which is a hydrophilic polymer, may also contribute to the rapid dissolution of the
active ingredient, and therefore enable the establishment of the supersaturation of Na-DIC
in the dissolution medium. All dissolution tests were performed in a four times diluted
Mcllvaine buffer pH = 4 (DMB, pH = 4). With a selection of different volumes of the
medium (500, 750, and 900 mL), various stirring rates (50, 75 and 100 rpm) and different
dissolution methods (USP I, with the basket sizes of 10 and 40 mesh, USP Il and USP I,
where we used sinkers) we achieved different release rates of Na-DIC, different maximum
concentrations of Na-DIC and the precipitation rate of Na-DIC varied according to the
selected parameters as well. Regardless to the selected parameters, the concentration of
Na-DIC at the end of the release experiments was close to the concentration, which we
believe is the equilibrium solubility of Na-DIC in the studied medium. In a smaller volume
of the medium (500 mL), we achieved the highest concentrations of Na-DIC, but the
released fraction of the drug was lower than in the case of the release in the larger volume
of the medium (900 mL). According to the plotted graphs that illustrate the release of Na-
DIC from tablets, the time of maintaining the state of supersaturation in 500 mL of the
medium is the shortest, but precipitation of the drug in this volume is the fastest. At the
lower stirring rate we encountered problems which reflected in poor repeatability of the
parallels. These problems, partially resolved by using sinkers in which we inserted the
tablet, are likely to reflect in the occurrence of a number of dissolved particles on the top of
non-disintegrated tablet at the bottom of the vessel. Therefore, so called conning effect
could hinder the release of the drug from the tablets.

Lastly we wanted to determine the equilibrium solubility of Na-DIC in samples with
different initial weight ratio of Na-DIC: PVP. Despite the low repeatability between

parallels, especially at the beginning of the experiment, we noticed that the addition of the

\



polymer increases the solubility of Na-DIC. The concentration of Na-DIC in the presence
of PVP first increases and then decreases to the value that is probably close to the
equilibrium solubility of Na-DIC in the tested medium. In the experiment where no
polymer was added, the concentration of dissolved Na-DIC was maintained approximately
the same throughout the experiment. Taking into consideration the experimental error, the
concentration of the Na-DIC in the sample in which the polymer was not added, was at the
end of the experiment comparable with the concentration of Na-DIC after four hours of

dissolution testing.

Key words: diclofenac sodium, supersaturation, precipitation, in vitro dissolution tests,

equilibrium solubility
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I1l. SEZNAM OKRAJSAV

API - u¢inkovina (active pharmaceutical ingredient)

BCS - biofarmacevtska klasifikacija u¢inkovin (Biopharmaceutics Classification System)

BU — bioloska uporabnost

DMB - red¢en Mcllvainov pufer (Diluted Mcllvaine Buffer)

FeSSGF — Umetni zelod¢ni medij, ki simulira pogoje na tesce (Fed State Simulated Gastric

Fluid)

FeSSIF-V2 — Umetni ¢revesni sok, ki simulira pogoje s hrano — verzija 2 (Fed State

Simulated Intestinal Fluid Version 2)

FO — farmacevtska oblika

GIS — Naprava za sproscanje, ki ponazarja prehod ucinkovine skozi GIT (gastrointestinal

simulator)

GIT — gastrointestinalni trakt

HPMC — hidroksipropil metilceluloza, hipromeloza
HPMCAS — hipromeloza acetat sukcinat

IVIVC — in vitro/in vivo korelacija

m/m % - masno/masni delez

Na-DIC — natrijev diklofenakat

PAS — povrsinsko aktivna snov

PS — pomozna snov

PVP — polivinilpirolidon

RPM - stevilo obratov na minuto (Revolution per minute)
SD — stopnja prenasicenja (Supersaturation degree)
SLS — natrijev lavril sulfat (sodium lauryl sulfate)

SEDDS - samoemulgirajo¢i dostavni sistemi (Self-emulsifying drug delivery systems)

Vil



SDDS - dostavni sistemi, ki omogocajo prenasi¢enje (Supersaturating drug delivery

systems)

SSD — Naprava za spros$¢anje, ki ponazarja prehod ucinkovine skozi GIT (Simulated

stomach duodenum model)

USP — Farmakopeja Zdruzenih drzav Amerike (The United States Pharmacopeia)



1. UVOD

Z razvojem na podro¢ju odkrivanja novih u¢inkovin se v zadnjem desetletju srecujemo
predvsem z na novo odkritimi u¢inkovinami, ki jih omejuje slaba topnost v vodi. Glede na
to lastnost, se je pojavila potreba po novih pristopih, ki temeljijo na izboljSanju topnostnih
lastnosti u¢inkovin. S povecanjem topnosti sicer dobro permeabilne uc¢inkovine, namre¢
vplivamo na njeno vecjo absorpcijo in posledi¢no vecjo biolosko uporabnost. Sprva so se z
namenom izboljSanja topnostnih lastnosti u¢inkovin izoblikovali sistemi, ki so temeljili na
izboljSanju topnosti ucinkovine, kar so dosegli s kristalno modifikacijo ucinkovine
(metastabilni polimorfi soli, kokristalov), uporabo trdnih FO z dodatkom PAS, zmanj$anjem
velikosti delcev (mikro-, nanodelci), amorfizacijo (amorfne disperzije), izoblikovali so tudi
sisteme, ki temeljijo na lipidih. V zadnjem €asu pa so se zaceli osredotocati tudi na dostavne
sisteme, ki temeljijo na dosegu prenasi¢enja (SDDS — Supersaturating drug delivery
systems). Ti so zelo u¢inkovit pristop za povecanje bioloske razpolozljivosti za posamezne
uéinkovine, predvsem tiste, ki jih po BCS klasifikaciji razvr§¢amo v drugi razred (slaba
topnost, dobra permeabilnost). U¢inkovino lahko vgradimo v taksno farmacevtsko obliko,
ki bo ob stiku z vodnim okoljem gastrointestinalnega trakta (GIT) ucinkovini lahko
omogocila vzpostavitev in tudi zadrzevanje v stanju prenasic¢enosti. Z dodatkom pomoznih
snovi lahko stanje prenasi¢enosti vzdrzujemo v metastabilnem stanju tako dolgo, da se

absorbira vecja koli¢ina spro$éene ucinkovine (1, 2, 3, 4).

1.1 KAJJE SUPERSATURACIJA?

Supersaturacija oz. prenasicenje predstavlja stanje, v katerem je koncentracija topljenca v
raztopini vecja, kot bi bila v primeru dosega njegove ravnotezne topnostne koncentracije v
istem mediju. Stopnjo supersaturacije (S) podamo kot razmerje med koncentracijo topljenca

v mediju (C) in njegovo ravnotezno topnostjo (Cs) v istem mediju (4).

Enacba 1

Zelo pomembno je, da lo¢imo med prenasi¢enjem in solubilizacijo. V nasprotju s
solubiliziranim stanjem je stanje prenasicenosti termodinamsko nestabilno in moc¢no tezi k
obarjanju, ki predstavlja potencialno oviro pri povecani bioloski razpolozljivosti SDDS. V

primeru, da prenasi¢eno raztopino lahko dalj ¢asa vzdrZzujemo v metastabilnem stanju, je



prenasic¢enje iz vidika povecane absorpcije veliko boljsi pristop od solubilizacije. V stanju
prenasic¢enja se namre¢ ucinkovina nahaja v prosti obliki, kar ji omogoca prost prehod v in
skozi epitelij (2). Ena od slabosti solubilizacije je tudi uporaba surfaktantov, saj ti ob ve¢ji

dnevni izpostavljenosti za pacienta predstavljajo dolo¢ena negativna tveganja.

1.2 SUPERSATURACIJA IN VIVO

Prenasicenje se lahko, kakor je bilo Ze omenjeno, pojavi ob stiku FO z vodnim okoljem
gastrointestinalnega trakta, tako v Zelodcu kot tudi v tankem ¢revesu. Slabo topne Sibke baze
S0 tipi¢no dobro topne v Zelodcu v tes€em stanju, s prehodom v tanko ¢revo, kjer se lahko
nahajajo v prenasi¢enem stanju, pa njihova topnost pogosto drasti¢no pade. Ravno obratno
je v primeru §ibko kislih u¢inkovin, pri katerih lahko ob stimulaciji prenasicenja v zelodcu,
pricakujemo, da se bo ze v Zelodcu povecala kolicina raztopljene uc¢inkovine, povecana
topnost u¢inkovine pa bo nastopila z njenim prehodom v tanko ¢revo. Tako je v primeru
prenasi¢enja v Zelodcu s prehodom vecje koli¢ine raztopljene ucéinkovine iz Zelodca v

nevtralno okolje tankega Crevesa tu ustvarjena vec¢ja gonilna sila za absorpcijo (2, 4).

Prenasi¢enje je in Vvivo pomembno tudi pri absorpciji ucinkovin, ki zapadejo
predsistemskemu metabolizmu. Za ketokonazol so ugotovili, da z dosegom prenasic¢enja v
duodenumu lahko namre¢ z vecjo koli¢ino u¢inkovine zasitimo jetrne encime, ki so sicer

sposobni metabolizirati u¢inkovino, in tako dosezemo vecjo BU ucinkovin (5).

1.3 IN VITRO TESTI
1.3.1 1ZBIRA TEMPERATURE

Priporocljiva delovna temperatura je 37 °C, saj je taksna tudi in vivo temperatura v telesu.

1.3.2 I1ZBIRA MEDIJA ZA SPROSCANJE

Kot je znano z uporabo preprostin vodnih raztopin pufrov kot medijev za testiranja
spros¢anja, ne moremo vedno popolnoma predvideti in vivo obnasanja testiranih FO v
zelodcu in Crevesju. Z namenom boljse napovedi dogajanja in vivo so razvili nove
biorelevantne medije, ki simulirajo pogoje v tankem ¢revesju in v Zelodcu ob pogojih s hrano
in na tes¢e. Ceprav napovedi $e sedaj niso optimalne, se je z uporabo novih biorelevantnih
medijev vseeno mocno izboljsala IVIVC. Komponente hrane namre¢ lahko vplivajo na
izlo¢anje snovi, Ki S0 normalno prisotne v GIT, predvsem Zol¢nih soli in fosfolipidov, te pa

imajo med drugim, tudi vpliv na kinetiko precipitacije. (2, 6).



1.3.3 1ZBIRA NAPRAVE

Napravi za sproS¢anje USP I in I sta standardni in pogosto uporabljeni napravi pri testiranju
spros¢anja ucinkovine iz trdnih farmacevtskih oblik (29). V Zelji po boljsi in vivo napovedi
dogajanja so raziskovalci predstavili izpopolnjene modele, s pomo¢jo katerih lahko bolje
ovrednotimo pojav prenasicenja in posledicnega obarjanja, ki nastopita ob uporabi slabse
topnih ucinkovin. Ti modeli poleg uporabe biorelevantnih medijev in ponazoritve
hidrodinamike v GIT ponazorijo $e pH gradient, ki mu je u¢inkovina izpostavljena predvsem
ob prehodu iz zelodca v duodenum, nekateri pa z vkljucitvijo dodatnih prostorov podrobneje
ponazarjajo nadaljni prehod ucinkovine vzdolz tankega crevesa, upoStevajo pa tudi
permeabilnost uc¢inkovine in praznjenje tako zelodca kot Crevesja. Primeri izpopolnjenih
naprav, ki jih lahko uporabimo za bolj$o in vivo napoved, so GIS (gastrointestinal simulator),
TIM, ASD (artificial stomach-duodenum) (7).

Kostewitz je s sodelavci predstavil model, ki predstavlja prehod iz Zelodca v tanko ¢revo in
tako omogoca boljso in vivo napoved obnasanja preiskovane u¢inkovine. Napoved se nanasa
predvsem na obnaSanje v vodi slabo topne §ibko bazi¢ne u¢inkovine dipiridamola, ki se v
kislem zelodénem okolju popolnoma raztopi, problem pa nastopi z njenim prehodom v
nevtralno intestinalno okolje. S pomocjo peristalti¢ne ¢rpalke zagotovimo razli¢ne pretoke,
s ¢imer ponazorimo razli¢no hitrost prehoda ucinkovine iz zelodca v proksimalno tanko
¢revo. V prvem prostoru je ucinkovina raztopljena v simuliranem zelodénem mediju, v
drugem prostoru, ki predstavlja intestinalni del, pa se nahaja medij, ki ponazarja pogoje v
tem delu prebavnega trakta. Vpliv gibanja ¢revesja predstavimo z razli¢no hitrostjo vrtenja
vesla v prostoru, ki predstavlja intestinalni del. Koncentracijo u¢inkovine so merili v

prostoru, Ki predstavlja akceptorsko stran — simulirano proksimalno tanko ¢revo (9).

Crpalka

Donorska stran Akceptorska stran

Slika 1: In vitro model, ki ga je predstavil Kostewitz s sodelavci z namenom ponazoritve prehoda ucinkovine

iz zelodca v proksimalno tanko c¢revo (9).



Ta model ima tudi dolocene pomanjkljivosti, in sicer ne ponazarja prehoda ucinkovine iz
duodenalnega prostora. Ucinkovina se tako kopi¢i v posodi, ki predstavlja duodenum,
dobljene izmerjene koncentracije pa niso relevantne, saj se v in vivo situaciji predvsem
u¢inkovine z dobro permeabilnostjo hitro absorbirajo iz duodenuma v kri in je tako njihova
koncentracija na preu¢evanem mestu manjsa, posledicno je tudi obarjanje zaradi nizje

stopnje prenasi¢enja manj izrazito in supersaturacija je lahko vzdrzevana dalj ¢asa (10).

Nadgradnja Kostevitzewega modela je npr. Stiriprostorni model SSD — simulated stomach
duodenum model —, kjer so poleg upostevanja praznjenja duodenalnega prostora in prehoda
ucinkovine iz zelod¢nega prostora v duodenalni prostor ponazorili $e izloCanje zelod¢éne
kisline v Zelodec in izloCanje duodenalnih tekocin v duodenalni prostor. S pomocjo treh
peristalti¢nih ¢rpalk namre¢ simulirajo konstantno izlo¢anje Zelod¢ne kisline v Zelodec in
sekrecijo duodenalnih tekoCin v duodenum, ena peristalticna ¢rpalka pa sluzi simulaciji
praznjenja zelodca. S pomocjo vakuumske ¢rpalke ponazarjajo odstranjevanje u¢inkovine iz

duodenuma, s ¢imer je v duodenalnem prostoru tudi zagotovljen konstanten volumen (8).

Vakuumska ¢érpalka
Peristaltiéna
érpalka N =
% —n Duodenun
Zelodec [ -
= — Peristaltiéna ameo—
N ¢rpalka I
. Peristalti¢na
Zelodéna ¢rpalka
tekocina
Duodenalna
tekocina

Slika 2: Model, ki simulira prehod ucinkovine skozi GIT po per os aplikaciji — SSD model (simulated stomach

duodenum model) (8)

Se boljsi sistem od prej$njega je sistem GIS (Gastrointestinal simulator), saj poleg simulacije
prehoda ucinkovine iz Zelodca v duodenum, uposteva Se nadaljnji prehod ucinkovine iz
duodenuma v jejunum. Model je bil predstavljen z namenom boljse IVIVC in tako vsebuje
tri prostore, ki predstavljajo Zelodec, duodenum in jejunum. Vsak prostor vsebuje drugacen

volumen medija, ima drugacen pH in taksne lastnosti, ki so ¢im bolj podobne tistim v in vivo



situaciji. S pomocjo peristalticnih ¢rpalk ponazarjajo prehode ucinkovine med prostori ki
ponazarjajo zelodec, duodenum in jejunum, prav tako pa ¢rpalke uporabijo za simulacijo

izlo¢anja zelod¢ne kisline v Zelodec in sekrecije duodenalnih sokov v duodenum (11).

Zelodéna
tekocina

Duodenalna
tekocina

pH meter
Peristaltiéna
érpalka

Penistaltiéna
értpalka

Zelodec

Duodenum

Jejunum

Slika 3: Model, ki je ki je nadgradnja SSD modela in prav tako ponazarja prehod ucinkovine skozi GIT trakt
(11)

Pomembno je, da v naprave, s katerimi preuc¢ujemo spros¢anje uc¢inkovin in zelimo z njihovo
pomocjo dodobra predvideti obnasanje uéinkovine in vivo, vklju¢imo tudi absorpcijski
prostor. VIoga absorpcijskega prostora je namre¢ simulacija absorpcije ucinkovine iz
gastrointestinalnega trakta, ki poteka tudi v in vivo situaciji. Z odstranjevanjem raztopljene
ucinkovine bi tako pravilneje ovrednotili prenasicenje in obarjanje ter posledi¢no dosegli

boljso IVIVC (7, 11).

1.3.4 IN VITRO VPLIVI NA SUPERSATURACIJO, OPAZENI V
CLANKIH

Beverneage s sodelavci je v svoji raziskavi, z metodo z zamenjavo topila vzpostavil Zeljeno
stopnjo supersaturacije (SD - Supersaturation degree = 20) in spremljal vzdrzevanje stanja
prenasicenosti skozi ¢as za razli¢ne ucinkovine. Ugotovil je, da je Cas, v katerem se
ucinkovina zadrzuje v stanju prenasicenosti, razli¢en od ucinkovine do ucinkovine, prav
tako je Cas vzdrzevanja prenasicenosti odvisen od izbire preucevanega medija. Ugotovil je,
da je topnost nekaterih preuc¢evanih u¢inkovin v izbranem mediju obratno sorazmerna s
sposobnostjo vzdrzevanja u¢inkovine v stanju prenasic¢enosti v istem mediju. To pomeni, da

boljsa topnost uc¢inkovine v izbranem mediju predstavlja manjsi potencial za vzdrzevanje



stanja prenasicenosti v enakem mediju. To so dokazali na primeru etranivira in lovirida,
medtem ko so za itrakonazol ugotovili, da se je lahko kljub njegovi povecani topnosti ob
simulaciji pogojev s hrano, v teh pogojih sposoben dlje ¢asa vzdrZevati v stanju
prenasicenosti, kar pomeni da zanj ne velja, da se z veCanjem topnosti v izbranem mediju

zmanjS$a sposobnost vzdrzevanja stanja prenasic¢enosti (12).

V drugi raziskavi je Beverneage Se enkrat pokazal da je stabilnost stanja prenasi¢enosti
odvisna od preuc¢evanega medija in uinkovine. Z zeljo po stabilizaciji prenasic¢ene raztopine
je k ucinkovini dodal $e polimerne inhibitorje precipitacije (HPMC-AS, HPMC-E5,
HPMC-E50, HPMC-E4M, HPMC-P in PVP). Ugotovil je, da od teh svojo vlogo najbolj
upravi¢ita HPMC in HPMC-AS, pa Se to le v primeru danazola, lovirida in etranavira,
medtem ko pri fenofibratu in ritonaviru stanja prenasi¢enosti nista sposobna vzdrzevati. PO
izsledkih te raziskave, jemanje preiskovanih uc¢inkovin z hrano ali brez nje nima vpliva na
sposobnost polimera, da vzdrzuje stanje prenasicenosti. V in vitro testih namre¢ ob dodatku
polimernega inhibitorja precipitacije k isti u¢inkovini v medij, ki je ponazarjal pogoje na
teS¢e in pogoje s hrano, ni priSlo do opaznejsih razlik v sposobnosti polimera, da vzdrzuje

stanje supersaturacije (13).

Kakor so Ze prej opazili Beverneage in sodelavci (12), je tudi Devraj s sodelavci (14) na
primeru fenofibrata opazil, da vecja stopnja solubilizacije negativno vpliva na sposobnost
vzdrZevanja stanja prenasi¢enosti u¢inkovine. Vpliv prebave je preuceval z in vitro testi, in
sicer tako da je v medij, ki simulira stanje ob obroku s hrano, dodal se pankreatin. Tako za
SEDDS kot tudi za ostale FO, ki temeljijo na lipidih, velja, da ob dispergiranosti v vodnem
okolju GIT in izpostavljenosti lipidov in surfaktantov pankreatiénim encimom ter
komponentam Zol¢a pride do izgube solubilizacijske kapacitete, ki se kaze z nastankom
supersaturiranega stanja. Do vi§je stopnje prenasicenja pride v primeru tistih u¢inkovin, ki
v mediju predhodno dosezejo vecjo solubilizacijo, vecja stopnja prenasicenja pa vodi v

intenzivnejse obarjanje (14).

Kostewitz s sodelavci je s pomoc¢jo lastnega modela s simulacijo prehoda u¢inkovine iz
zelodca v duodenum preuceval obarjanje Sibko bazi¢nih u¢inkovin (dipiridamol in dve testni
spojini) v duodenalnem prostoru. Ne glede na to, da je vsa ucinkovina v prostoru, ki
predstavlja Zelodec, popolnoma raztopljena, pride do njenega obarjanja v prostoru, ki
predstavlja duodenum. Hitrost obarjanja je mocno odvisna od pretoka raztopine

ucinkovine iz Zelod¢nega v duodenalni prostor. Ko se obarjanje pri¢ne, je intenzivnejse v



primeru vi§jih pretokov. Tako hitrejSe praznjenje Zelodca vodi do vi§jih koncentracij
ucinkovin v intestinalnem delu, ki pa zaradi pospesenega obarjanja vodijo do hitrejSega
padca do ravnotezne topnosti ucinkovine. V primeru pocasnejSega praznjenja Zelodca
ucinkovina pocasneje prihaja v intestinalni del, ker pa bi soCasno lahko potekala Se
absorpcija iz duodenuma, predpostavljajo, da bi bilo obarjanje v tem primeru manj
intenzivno ali pa do njega sploh ne bi prislo, zato bi se stanje prenasicenosti lahko vzdrzevalo

Vv vecjem obsegu (9).

Do enakih rezultatov je prisel tudi Wagner s sodelavci, ki je za Sibko bazi¢no u¢inkovino A
ugotovil, da je pri poCasnejSem praznjenju Zelodca cas, potreben za dosego najvisje
koncentracije ucinkovine dalj$i, prav tako je obarjanje nastopilo kasneje. V primeru
hitrejSega praznjenja prostora, ki simulira Zelodec, pa je v simuliranem duodenumu prislo
do dosezene najvisje koncentracije uéinkovine, a je ta naglo padla. Plato, ki ga doseze
ucinkovina po koncu obarjanja je enak (doseZe ravnotezno topnost), ne glede na hitrost
praznjenja Zzelodénega prostora. Dokazal je tudi, da ima hrana dolo¢en vpliv na prenasicenje
in obarjanje preiskovane ucinkovine v tankem ¢revesu. V simuliranih pogojih ob obroku s
hrano je bila doseZena enaka stopnja supersaturacije, ne glede na hitrost praznjenja
zelod¢nega prostora, prav tako v teh pogojih ni prislo do obarjanja uc¢inkovine v ¢asu Stirih
ur. Razli¢ne hitrosti praznjenja Zelod¢nega prostora so se odrazale le v Casu, ki je bil potreben
za dosego najviSje dosezene koncentracije. Ta Cas je bil ob najhitrejSem praznjenju

Zelod¢nega prostora najkrajsi (15).

Mitra s sodelavci je s pomo¢jo SSD (simulated stomach duodenum) modela Zzelel preuciti
vpliv hitrosti praznjenja Zelodca, dodatka surfaktantov v FO in velikosti odmerka Sibko
bazi¢ne ucinkovine, dipiridamola, na obseg supersaturacije in precipitacije. Ugotovil je, da
se spremembe pH vrednosti v duodenalnem prostoru, ki so lahko tudi odraz razli¢ne
hitrosti praznjenja Zelodca, kaZejo z razlicno hitrostjo obarjanja u¢inkovine. V primeru
hitrejSega praznjenja Zelodca je bila v prvi uri doseZena vecja stabilnost supersaturiranega
stanja v duodenalnem prostoru, saj se je s hitrejSim prehodom Zelod¢nih tekoCin pH vrednost
v duodenalnem prostoru manjsala. S ¢asom (po 75') se je pH v duodenalnem prostoru znizal
tudi v primeru pocasnejSega praznjenja Zelodca, kar se je odrazalo v manj$i intenziteti
obarjanja in upocasnjeni hitrosti padanja koncentracije u¢inkovine k ravnotezni topnosti. Z
aplikacijo dipiridamola v obliki suspenzije in raztopine v prostor, ki simulira Zelodec, so

potrdili hipotezo, da na preprecitev obarjanja dipiridamola vpliva zaustavitev rasti kristalov



in ne zaustavitev nastanka kristalnih jeder. Surfaktanti, kot je npr. SLS, se namrec¢
adsorbirajo na povrsino dipiridamola in tako z vzpostavitvijo steri¢ne ovire za nadaljnjo rast

kristalov otezujejo obarjanje dipiridamola (8).

Berlin (16) s sodelavci je pri testih spros¢anja z USP II ugotovil, da se je v pogojih, Ki
simulirajo stanje v Zelodcu na tesce, raztopila vsa Sibko bazi¢na ucinkovina (atazanavir),
medtem ko se v enakih pogojih v simuliranem intestinalnem delu vsa u¢inkovina ni sprostila.
Ne glede na velikost odmerka, je koncentracija ucinkovine v preiskovanem mediju, Ki
ponazarja intestinalni del ob stanju na tes¢e (FaSSIF-V2), presegla njeno ravnotezno topnost.
Najvecje koncentracije ucinkovine, ki so jih dosegli med spros¢anjem, se vecajo z
odmerkom uc¢inkovine v FO, kar pripisujejo spremembi pH-ja medija. Ker se u¢inkovina
nahaja v obliki sulfata, predvidevajo, da se z aplikacijo ve¢jega odmerka ucinkovine (vecje
koli¢ine sulfata) s ¢asom zmanjSa pH medija v posodi za sproscanje, kar pripomore k
raztapljanju Sibko bazi¢nega atazanavirja. Ne glede na to, da je bila koncentracija u¢inkovine
najvisja v primeru najvisjega odmerka ucinkovine, je bil delez sproscene ucinkovine takrat
najmanjsi. Ob aplikaciji najvecjega odmerka uc¢inkovine pa je po dolo€enem casu spros¢anja
celo prislo do obarjanja. Ob pogojih, ki simulirajo stanje v Zelodcu s hrano, se je uspela
sprostiti skoraj celotna koli¢ina odmerka (96%), kljub temu da so bile dosezene
koncentracije nad mejo ravnoteZne topnosti. S€asoma (po 60") je priSlo do obarjanja
ucinkovine, ki je po 240" dosegla ravnotezno topnost. Do podobnih rezultatov so prisli s
simulacijo pogojev s hrano v duodenalnem delu, le da je bil delez sproS¢ene ucinkovine
zaradi vi§jega pH-ja obcutno nizji (6,6 %). S pomocjo Kostewitzevega modela in simulacijo
pogojev na teS¢e so v nasprotju s prejSnjimi raziskovalci (Wagner (13), Mitra (12)) ugotovili,
da je stopnja supersaturacije podobna, ne glede na hitrost praznjenja Zelodca, enako kot pre;j
pa so ugotovili, da hitrejSe praznjenje zelodca vodi do hitrejSega dosega najvecje
koncentracije. Delezi spro$¢ene uéinkovine so ve¢ji v primeru manjSega odmerka
ucinkovine. Ugotovil je, da bi bile komponente, prisotne v zauziti hrani, skupaj z
atazanavirjem lahko klju¢ne za dosego supersaturiranega stanja. S simulacijo pogojev s
hrano so namre¢ opazili vpliv beljakovin, prisotnih v mleku, na obarjanje atazanavirja. V
simuliranih pogojih (FeSSGEmM/FeSSIF-V2), ki ne vsebujejo mle¢nih beljakovin, se je
atazanavir po dosegu maksimalnega stanja supersaturacije pricel obarjati, dokler ni dosegel
ravnotezne topnosti. V primeru simuliranih pogojev (FeSSGF/FeSSIF-V2), zaradi

prisotnosti mlecnih beljakovin do obarjanja ni prislo. Glede na to da beljakovine, prisotne v



mleku, povecajo topnost atazanavirja, ta v tem mediju svoje topnosti sploh ni presegel, tako

da ni prislo ne do prenasi¢enja ne do obarjanja (16).

Pinnamaneni s sodelavci je preuceval vpliv pepsina na supersaturacijo soli $ibko bazi¢ne
ucinkovine A. Ugotovili so, da je pepsin sposoben vzdrzevati supersaturirano stanje soli te
Sibko bazi¢ne uc¢inkovine, saj onemogoca njeno pretvorbo v prosto bazo. To lastnost pepsina
so dokazali s pomoc¢jo Ramanove spektroskopije. V vzorcu, odvzetem iz medija za
sproscanje, ki je vseboval pepsin, ni bilo prisotnega vrha, ki bi nakazoval prisotnost proste

baze, medtem ko je na spektru, posnetem v vzorcu brez pepsina, vrh bil prisoten (17).



2. NAMEN DELA

Dostavni sistemi, ki temeljijo na dosegu prenasicenja predstavljajo ucinkovit pristop za
povecCanje bioloske razpolozljivosti za posamezne, predvsem slabo topne ucinkovine.
Namen diplomske naloge je preuciti vpliv razli¢nih parametrov na spro$c¢anje in doseg stanja
prenasic¢enosti natrijevega diklofenakata (Na-DIC) iz tablet s takojSnjim spros$¢anjem.
Testirali bomo vpliv razli¢nih mehanskih obremenitev, ki jih bomo dosegli z izbiro razli¢nih
naprav za sproscanje — naprave za sproscanje s kosarico velikosti por 10 in 40 mesh, naprave
za sproScanje z veslastim meSalom ter naprave z veslastim mesalom, pri cemer bomo tableto
vstavili v sinker. Poleg tega bomo teste spros¢anja izvajali pri razli¢nih hitrostih vrtenja

mesala oz. koSarice — 50, 75 in 100 rpm — in ob uporabi razli¢nih volumnov medija za

spros¢anje — 500, 750 in 900 mL DMB pH=4.

Ker bo koncentracija u¢inkovine v posodi za spros¢anje nad mejo njene ravnotezne topnosti,
Kar bo tezilo k njenemu obarjanju, moramo $e pred pri¢etkom izvajanja poskusov spros¢anja
odvzetemu vzorcu zagotoviti pogoje, v katerih bo njegova koncentracija enaka od Casa
odvzema vzorca pa do ¢asa, ko bomo vzorcu izmerili absorbanco. S tem bomo namrec¢ lahko
preko izmerjene koncentracije u¢inkovine v odvzetem vzorcu dolo¢ili vsaj priblizno tolik§no
koncentracijo uc¢inkovine v raztopljenem stanju, kot se ob Casu odvzema vzorca nahaja v

posodi za spros¢anje.

Dolociti Zelimo tudi ravnoteZzno topnost natrijevega diklofenakata v mediju za spros¢anje. S
tem namenom bomo pripravili disperzije z razli¢nimi izhodis¢nimi masnimi razmerji Na-
DIC:PVP in v njih dolocali koncentracijo natrijevega diklofenakata po dolocenem casu
stresanja. Poskusali bomo doloditi ravnotezne topnosti Na-DIC v posameznih vzorcih in jih
primerjali med sabo ter z vrednostmi dosezenih koncentracij Na-DIC po koncu testov

sproscanja.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI IN APARATURE

3.1.1

MATERIALLI

Polivinilpirolidon (PVP), Kollidon®17PF, BASF SE, Ludwigshafen, Nemcija
Natrijev diklofenakat, p.a. Sigma-Aldrich CO, St.Louis, ZDA

Mikrokristalna celuloza (MCC), Avicel PH 200, FMC Biopolymer Philadelphia, PA,
ZDA

Mg-stearat, Lex, d.o.0., Koper, Slovenija

Dinatrijev hidrogenfosfat, p.a. Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, p.a. Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija
Citronska kislina monohidrat, p.a. Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija

Natrijev hidroksid, Tritisol® za pripravo 1M NaOH, Merck KGaA, Darmstadt,
Nemcija

Puferska raztopina pH=4 (+0,02; 20°C), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija
Puferska raztopina pH=7 (£0,02; 20°C), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija

Deionizirana voda

APARATURE

Analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,
Svica

Digitalna tehtnica Exacta 300EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija

Naprava za testiranje spros¢anja VanKel VK 7000 Series, Vankel Technology, ZDA
z avtomatskim vzorcevalnikom

Uporaba kosarice (USP 1) z velikostjo por 10 in 40 mesh ter uporaba samo veslastega
mesala (USP II) in veslastega meSala skupaj z obtezevalci (USP II + sinker)

Filtri full flow, 10 micron, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA

UV-Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
ZDA

Avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nemcija

Polnilne pipete razli¢cnih volumnov, Blaubrand, Nemc¢ija

Tabletirka na udarec, Kilian SP300, KILLIAN Tableting GmbH, Cologne Nemcija
Centrifuga Centrifuge 5415R, Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija
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Grelnik in stresalnik VORTEMP 56 EVC, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Vortex stresalnik Lab Dancer, IKA®-WERKE GmbH & Co., KG, Staufen, Nemcija
Magnetno mesalo Rotamix 550 mmh, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

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

Ultrazvocna kadicka Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija

Naprava za dolo¢anje trdnosti tablet, Vanderkamp, Vankel Edison NJ, ZDA
Centrifugirke

Steklovina, pribor

3.2 METODE
3.2.1 PRIPRAVA RAZTOPIN

0,125 M citronska kislina: 26,27 g citronske kisline monohidrata smo kvantitativno
prenesli v 1 L merilno bucko in raztopili v destilirani vodi in z destilirano vodo
dopolnili do oznake.

0,1 M NaOH: V 1000 mL merilno bucko z nekaj destilirane vode smo nalili
standardno raztopino (Titrisol®) za pripravo 1 M NaOH in dopolnili z destilirano
vodo do oznake. V 200 mL merilno bucko, v kateri je bilo Ze nekaj destilirane vode
smo s polnilno pipeto prenesli 20 mL 1 M NaOH in z destilirano vodo dopolnili do
oznake.

0,25 M Na2HPOu4: 35,49 g Na;HPO4 smo kvantitativno prenesli v 1 L merilno bucko,
dodali nekaj preciS¢ene vode in s pomoc¢jo magnetnega meSala raztopili Na2HPOa.
Nato smo raztopino do oznake dopolnili z destilirano vodo.

0,4 M Naz2HPOa: 56,78 g NaHPO4 smo kvantitativno prenesli v 1 L merilno bucko,
dodali nekaj preciS¢ene vode in s pomoc¢jo magnetnega meSala raztopili Na2HPOa.
Nato smo raztopino do oznake dopolnili z destilirano vodo.

0,2 M Na2HPOa4: v 50 mL merilno bu¢ko smo odmerili 50 mL pripravljene 0,4 M
raztopine NazHPO4 nato smo odmerjeno koli¢ino kvantitativno prenesli v 100 mL
merilno bucko. V 50 mL bucko smo nato nalili nekaj destilirane vode, poplaknili
bucko in vsebino zlili v 100 mL merilno bucko ter jo dopolnili do oznake z destilirano
vodo.

0,05 M fosfatni pufers pH = 8: 6,90 g NaH2PO4 monohidrata smo kvantitavno
prenesli v 1 L merilno bucko in raztopili v vodi, nakar smo raztopini dodali priblizno

45 mL 1M NaOH ter z destilirano vodo dopolnili skoraj do oznake. Pripravljeni
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raztopini smo izmerili pH in ga s pomoc¢jo 1M NaOH uravnali na pH=8. pH smo
merili s pomoc¢jo predhodno na pH=7 umerjenega pH metra. Ko je bil pH uravnan

smo z destilirano vodo dolili do oznake.

3.2.2 PRIPRAVA MEDIJA ZA SPROSCANJE

V pomoc¢ pri pripravi pufra nam je bila tabela za pripravo koncentriranih Mcllvainovih
pufrov (21). Stirikrat redéen Mcllvainov pufer pH=4 (DMB pH=4) smo tako pripravljali iz
dveh osnovnih raztopin, in sicer iz 0,125 M citronske kisline in 0,25 M Na:HPO4. Za
pripravo 5 L DMB pH=4 smo v 5 L bucko nalili 635 mL 0,125 M citronske kisline in 365
mL 0,25 M Na2HPO4 ter dopolnili z destilirano vodo malo pod nivojem oznake. Pripravljeni
raztopini smo s pomoc¢jo predhodno na pH=4 umerjenega pH metra, izmerili pH in ga nato,
¢e je bilo potrebno, z nekaj kapljicami 0,125 M citronske kisline ali 0,25 M NaxHPO4
uravnali na pH=4. Raztopino s pravilno uravnanim pH-jem smo nato z destilirano vodo

dopolnili do oznake.

3.2.3 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

Koncentracijo natrijevega diklofenakata smo dolocali z UV-VIS spektroskopijo (v 4 mL
kiveti z dolzino stranice 1 cm) na podlagi absorpcijskega maksimuma ucinkovine, ki je pri
valovni dolZini 276 nm. Kontrolna absorbanca merjena pri 400 nm je morala biti manjsa od
0,01. Za brisanje ozadja smo uporabili slepi vzorec (medij brez ucinkovine), ki je bil
pripravljen v enakem razmerju med medijem za sprosc¢anje in 0,1 M NaOH, kakor kasneje
stabiliziran vzorec z u€inkovino. Spekter vzorca smo posneli v obmoc¢ju valovne dolzine 200

— 400 nm in nato odcitali absorbanco pri izbrani valovni dolzini (276nm).

3.2.4 DOLOCANJE ENACB UMERITVENIH PREMIC

Za dolocanje enacbe umeritvene premice smo uporabili isti medij, kot je bil uporabljen v
nasih poskusih spros¢anja. Tako smo si najprej pripravili osnovno raztopino z volumskim
razmerjem 2+1=0,1 M NaOH + DMB pH=4. V izogib napakam, ki nastanejo med tehtanjem
smo si pripravili tri osnovne raztopine natrijevega diklofenakata s priblizno koncentracijo
100 mg/L. Tako smo na analitski tehtnici natan¢no natehtali priblizno 10 mg natrijevega
diklofenakata in natehto kvantitativno prenesli v 100 ml bucko, jo z Ze prej pripravljenim
medijem dopolnili nekje do polovice, ter si z ultrazvoéno kadicko pomagali pri raztapljanju
natrijevega diklofenakata. Ko je bila u¢inkovina raztopljena, smo jo z medijem dopolnili do

oznake. Osnovne raztopine smo ponovno red¢ili, in sicer tako, da smo iz njih pripravili 8
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raztopin s koncentracijami med 1 mg/L in 30 mg/L. Koncentracije ucinkovine v tako
pripravljenih raztopinah smo dolocali spektrofotometri¢éno - z merjenjem absorbance pri
valovni dolzini 276 nm - in tako izdelali umeritveno premico. Koncentracije smo nanasali
na x-0s, na y-os pa smo nanasali izmerjene absorbance. Skozi dobljene tocke smo potegnili
premico in s pomocjo linearne regresije izracunali enacbo premice ter kvadrat Pearsonovega

koeficienta korelacije (R?).

3.2.5 PRELIMINARNI POSKUSI -STABILIZACIJA VZORCA

Izraz stabilizacija vzorca se v okviru preliminarnih poskusov nanasa na zagotovitev
konstantne koncentracije natrijevega diklofenakata v odvzetem vzorcu, saj smo zeleli
preprecditi nadaljnje obarjanje prenasi¢ene raztopine. Pod pogoji, ki smo jih uporabili v testih
spros¢anja, je namre¢ dosezena koncentracija natrijevega diklofenakata presegala njegovo
ravnotezno topnost, zaradi ¢esar je prislo do obarjanja u¢inkovine. S stabilizacijo vzorca, pa
smo zeleli zagotoviti pogoje, v katerih se natrijev diklofenakat ne bi obarjal. VVzorce, odvzete
s pomocjo avtomatskega vzorcevalnika, smo poskusali stabilizirati na nacine, ki so prikazani
v Tabeli I. Z merjenjem absorbance istega vzorca v doloCenih ¢asovnih tockah po
stabilizaciji pa smo preverili, ali smo vzorec uspesno stabilizirali ali ne. V primeru, da smo
istemu vzorcu izmerili pribliZzno enako absorbanco kakor takoj po stabilizaciji, tudi po 30' in

60' od stabilizacije vzorca, smo stabilizacijo ovrednotili za uspesno.

Tabela | Prikaz nacina stabilizacije vzorca in izmerjen pH slepe raztopine, kjer smo namesto vzorca
uporabili samo medij za sproscanje

POGOIJI STABILIZACIJE PH sIePe
raztopine

VZOREC + 0,4M NaHPO4=1 +2 8,0
VZOREC + 0,2M Na;HPO,=1+2 7,74
VZOREC + fosfatni puferpH=8=1+2 6,92
VZOREC+0,1M NaOH=25+1 7,10
VZOREC + 0,1M NaOH + DEST. VODA=2,5+1 + 3,5 6,9
VZOREC+0,1M NaOH=2,5+4,5
VZOREC+0,1M NaOH=1+2 12,49

3.2.6 STISKANJE TABLET

Tablete, ki smo jih uporabljali pri testih spros¢anja, smo po slede¢i recepturi izdelali sami:

x 12,5 m/m % Natrijev diklofenakat
x 77,5 m/m % Avicel PH 200
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x 10 m/m % Kollidon 17PF

x +0,5% Mg-stearata na celokupno maso.
Po pravilu rasto¢ih mas smo v pateni homogeno zmesali potrebne substance za izdelavo
tablet in nato homogeniziranje prahov nadaljevali s stresanjem zmesi v plasti¢ni vrecki.
Rocno smo na tehti¢ zatehtali priblizno maso ene tablete (400 mg) in jo s tehticem rocno
prenesli v matrico tabletirke. Tabletirali smo z 12 mm pecatom z ravnimi robovi pod

slede¢imi pogoji:

Odmik pecatov: spodnji pec¢at = 12,0 mm, zgornji pecat = 9,6 mm, sila stiskanja =
7,0-8,0 kN, trdnost = 80-100 N.

V preliminarnih poskusih smo prav tako uporabili tablete, ki smo jih stisnili sami. Te tablete
so bile manjse (masa ene tablete je bila 300 mg), vendar so vsebovale iste snovi in v enakem
masnem razmerju, kakor tiste tablete, ki smo jih uporabili v nadaljnem delu naloge. Tablete,

ki so bile uporabljene v okviru preliminarnih poskusov so oznac¢ene z oznakami T1-T1o.

3.2.7 TESTI SPROSCANJA

Teste spros¢anja smo izvajali s pomocjo klasi¢nih naprav za spro$¢anje USP Tin II, pri ¢emer
smo uporabili kosarice z razli¢no velikostjo odprtine por, pri razlicnih volumnih medija in
razli¢nih hitrostih vrtenja veslastega mesala oziroma koSarice. Na Sliki 4 je prikazana

naprava s katero smo izvajali teste sproScanja.

Slika 4: Naprava za testiranje sproscanja, s pomocjo katere smo izvajali teste sproscéanja
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V Tabeli 1l so prikazani izbrani parametri, ki smo jih spreminjali med samimi testi

spros¢anja.

Tabela ll: Izbira parametrov sproscanja, ki smo jih testirali v dolocenih poskusih

IZBRANA HITROST VOLUMEN OZNAKA
METODA MESANJA MEDIJA POSKUSA
500 mL POSKUS 1

50 rpm 750 mL POSKUS 2

900 mL POSKUS 3

USP 1 (10 mesh) 500 mL POSKUS 4
100 rpm 750 mL POSKUS 5

900 mL POSKUS 6

500 mL POSKUS 7

50 rpm 750 mL POSKUS 8

900 mL POSKUS 9

USP 1 (40 mesh) 500 mL POSKUS 10
100 rpm 750 mL POSKUS 11

900 mL POSKUS 12

500 mL POSKUS 13

50 rpm 750 mL POSKUS 14

900 mL POSKUS 15

USP II 75 rpm 900 mL POSKUS 16

500 mL POSKUS 17

100 rpm 750 mL POSKUS 18

900 mL POSKUS 19

. 50 rpm 900 mL POSKUS 20

USP 11 + sinker 100 rpm 900 mL POSKUS 21

Na vzorcevalniku naprave za sproS¢anje smo izbrali program po katerem smo izvajali
posamezen poskus. V programu smo navedli ¢asovne tocke vzorcenja (po 5, 10, 15, 20, 30,
40, 60, 120, 180 in 240 minutah od zacetka spro$canja), volumen vzorcenja (4 mL), hitrost
vrtenja vesel 0z. kosarice (50, 75, 100 rpm). Pred prvimi poskusi spro$¢anja s posamezno
metodo pa smo s pomocjo kalibracijskih kroglic preverili nastavitve visine vesla oz. nosilca

za koSarico.

Pri vseh metodah sproSc¢anja smo najprej v merilni valj odmerili predpisan volumen medija
in ga nato prelili v posodo za sproS¢anje ter pocakali, da se je medij segrel na delovno
temperaturo — 37 °C. Ko je bil medij ogret na delovno temperaturo, smo v medij za
spros¢anje dodali Se tablete in na podlagi izbranega programa zaceli z izvajanjem testov

spros¢anja.
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Takoj po vzor¢enju smo v Ze prej pripravljene centrifugirke z2 mL 0,1 M NaOH odpipetirali
1 mL vzorca. Tako stabiliziran vzorec smo Se stresli s pomocjo Vortex-a in dolocili

koncentracijo u¢inkovine na podlagi izmerjene absorbance.

3.2.8 IZRACUN PROFILOV SPROSCANJA

S pomocjo enacbe umeritvene premice in s pomoc¢jo izmerjene absorbance, ki smo jo
izmerili stabiliziranemu vzorcu, smo po spodaj napisanih enacbah (enacba 2 — enacba 7)
izracunali koncentracijo ucinkovine v raztopljenem stanju v dolo¢eni Casovni tocki. Pri
racunanju koncentracij smo upostevali red¢enje vzorcev in v enacbo dodali korekturo, ki
uposteva zmanjSevanje volumna v posodi za spro$¢anje zaradi odvzetega medija in odvzete

uéinkovine.

Splosna enacba umeritvene premice:
A=kxc+b (enacha 2)

A — izmerjena absorbanca merjenega vzorca

b — presecisce umeritvene premice z ordinatno osjo

k — naklon umeritvene premice

¢ (mg/L) — koncentracija ucinkovine v raztopljenem stanju v n-tem vzorcu v doloceni
casovni tocki odvzema vzorca

Iz zgornje enacbe izrazimo koncentracijo u€¢inkovine v dolo¢eni ¢asovni tocki:

A-b
C=—
k

(enacba 3)

Ob upostevanju korekture zaradi redCenja vzorca, enacbo 3 pomnozimo s 3

c=3x % (enacba 4)

Ker po odvzemu vzorca med samim spro$¢anjem odvzetega volumna nismo nadomescali s

svezim medijem dodamo k enacbi Se korekturo, s katero upoStevamo nenadomesS¢anje

medija.

Vn=Vm-Vvz(n—1) (enacba 5)

Vm— zacetni volumen medija

Vy; — volumen odvzetega vzorca (4 mL)
Vh—volumen medija po (n — 1)-tem odvzemu vzorca
n — zaporedni odvzem vzorca

Maso raztopljene uéinkovine v doloéeni ¢asovni tocki sprosc¢anja izraunamo po spodnji
enacbi:

mn=cn*Vn+Vvz(cl+c2+c3+-+c(n—1) (enacba 6)
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mn — masa raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca

cn — koncentracija raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca
cl,c2,c3 ..., — izracunane koncentracije ucinkovine v posodi za sproscanje v dolocenih
casovnih tockah

Na koncu sledi $e izracun deleza ucinkovine (%), ki se v ¢asu odvzema vzorca nahaja v

raztopljenem staju.
% = % + 100 (enacha 7)

D — odmerek natrijevega diklofenakata v tableti

mn — masa raztopljene ucinkovine v posodi za sproscanje ob odvzemu vzorca

3.2.9 PRIPRAVA MEDIJEV ZA DOLOCANJE RAVNOTEZNE
TOPNOSTI UCINKOVINE

Pripravili smo si po 50 mL osnovnih raztopin PVP-ja v DMB pH=4. Ker smo teste topnosti
izvajali v 1,5 mL raztopine razli¢nih razmerij med PVP-jem in u€inkovino, smo v 50 mL
merilne bucke najprej kvantitativno prenesli zatehte Kollidona 17PF in jih nato do oznake
dopolnili z DMB pH=4. Za predpisana razmerja med uc¢inkovino in PVP-jem smo zatehtali

koli¢ine PVP-ja, kot so prikazane v Tabeli IlI.

Tabela I11: Zatehte in koncentracije PVP-ja za pripravo 50 mL osnovne raztopine PVP-ja

g?ér:r;,e\?g Zatehta PVP-ja v 50 mL bucki Koncggtﬁgjgugip"a v
1:0 0 mg 0 mg/mL

1:4 133,33 mg 2,67 mg/mL

1:16 533,33 mg 10,67 mg/mL

3.2.10PRIPRAVA VZORCEV ZA DOLOCANJE RAVNOTEZNE
TOPNOSTI

V centrifugirke smo natan¢no zatehtali prebitne koli¢ine natrijevega diklofenakata (priblizno
0,8 — 1,0 mg) in jih dopolnili z 1,5 mL ustrezne osnovne raztopine PVP-ja, s ¢imer smo

priblizno dosegli Zeljena izhodiS¢na masna razmerja med uc¢inkovino in polimerom.

3.2.11TESTI DOLOCANJA RAVNOTEZNE TOPNOSTI

Teste dolocanja topnosti smo izvajali s prebitno koli¢ino natrijevega diklofenakata v raztopni
z razliénim razmerjem PVP : Na-DIC. Glede na to, da je bil ustvarjen velik presezek, prav

tako so nas zanimale predvsem konéne vrednosti teh testov, smo zatehtali okrog 1 mg
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natrijevega diklofenakata (0,8 — 1,0 mg). K vsaki zatehti u¢inkovine smo nato dodali $e 1,5
mL tiste osnovne raztopine PVVP-ja, s katero smo dobili zeljeno razmerje DIC : PVP. Nato
smo centrifugirke z disperzijo u¢inkovine in polimera dali stresati na stresalnik. Stresali smo
pod slede¢imi pogoji: 37 °C, 30 rpm in amplitudi stresanja =2. V ¢asu po 30', 60', 90', 120',
6h in 24h od zacetka stresanja, smo stresalnik ustavili, ven pobrali centrifugirke z Zeljeni
paralelami in dali aparat naprej stresat. Centrifugirke smo centrifugirali 10 min pri 10000 x
g in 37 °C. Nato smo odpipetirali supernatant in ga red¢ili v takem razmerju z DMB pH=4
in 0,1 M NaOH da smo ohranili enako razmerje med pufrom in 0,1 M NaOH, kot smo ga
imeli pri stabilizaciji odvzetega vzorca v testih spros¢anja. S pomocjo spektrofotometra smo

preko merjenja absorbance dolocali topnost u¢inkovine po dolo¢enem casu stresanja.
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4. REZULTATI
4.1 ENACBA UMERITVENE PREMICE

Enacbo umeritvene premice v raztopini z volumskim razmerje DMB pH =4 + 0,1 M NaOH
=1 + 2 in kvadrat Pearsonovega koeficienta korelacije smo izracunali z uporabo linearne

regresije.

V Tabeli 1V so podane izmerjene absorbance za standardne raztopine vzorca, glede na katere
smo nato dolocili umeritveno premico (enacha §), kjer A predstavlja izmerjeno absorbanco
za posamezen vzorec pri valovni dolzini 276 nm, ¢ (mg/L) koncentracijo Na-DIC v

raztopljenem stanju v n-tem vzorcu v doloceni ¢asovni tocki odvzema vzorca.

Tabela IV: Dolocanje umeritvene premice za natrijev diklofenakat. Podane so izmerjenene absorbance (A)
pri valovni dolzini 276 nm v standardnih raztopinah znane koncentracije (c) natrijevega diklofenakata z
volumskim razmerjem DMB pH =4 + 0,1M NaOH =1 + 2.

¢ (mg/L) A
1,15 0,036
2,86 0,089
4,82 0,155
11,48 0,369
14,30 0,456
19,28 0,613
28,69 0,919
28,59 0,916
Enacba umeritvene premice: A = 0,0321 x ¢ — 0,0012 (enacba 8)

Kvadrat koeficienta korelacije: R? =1

4.2 PRELIMINARNI POSKUSI

V Tabelah V — XII je predstavljena ponovljivost izmerjene absorbance stabiliziranega

vzorca.
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Tabela V: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu sproscanja za T1 po principu: 1 + 2 =vzorec + 0,4M
Na;HPOs, pri cemer je bil pH slepe raztopine 8,00. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu od
stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet v razlicnih casovnih tockah sproscanja.

Cas sproscanja Izmerjena A
(min) Takoj 30' 60' 90' 120 150 180"

5 0,048 0,046 0,037 0,048 0,051 0,048 0,059
10 0,095 0,096 0,074 0,09 0,095 0,084
15 0,205 0,206 0,203 0,201 0,202 0,197
20 0,323 0,326 0,3 0,305 0,303 0,304 0,295
30 0,307 0,309 0,3 0,303 0,303 0,308 0,3
40 0,268 0,256 0,267 0,266 0,26 0,265 0,257
60 0,192 0,186 0,189 0,188 0,191 0,182 0,186
120 0,125 0,11 0,113 0,11 0,111 0,112
180 0,102 0,094 0,087 0,085
240 0,076 0,086

Tabela VI: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu sproscanja za T2 po principu: 1 + 2 =vzorec + 0,4M
NaxHPOa, pri cemer je bil pH slepe raztopine 8,00. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu od
stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet v razlicnih ¢asovnih tockah sproscanja.

Cas sproscanja Izmerjena A
(min) Takoj 30' 60' 90' 120 150 180"

5 0,044 0,046 0,03 0,042 0,05 0,044 0,043
10 0,076 0,075 0,06 0,088 0,0787 0,081 0,079
15 0,106 0,107 0,119 0,119 0,122 0,122
20 0214 | 0219| 0216| 0225| 0223| 0227| 0224
30 0,32 0,326 0,32 0,327 0,328 0,339 0,333
40 0,296 0,278 0,292 0,295 0,291 0,304 0,301
60 0,211 0,205 0,250 0,213 0,218 0,214 0,213
180 0,107 0,093 0,095 0,1

240 0,083 0,084

Tabela VII: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu sproscanja za Tsin T4 po principu: 1 + 2 = vzorec +
0,2M NaoHPO,, pri cemer je bil pH slepe raztopine 7,74. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem
Casu od stabilizacije vzorca, Ki je bil odvzet v razlicnih c¢asovnih tockah sproscanja.

Cas Izmerjena A

sproscanja T3 Ta

(min) Takoj 30' 60' 120 180' | Takoj 30' 60" 120' 180'
5 0,032 | 0,034 | 0,033 0,031] 0,029 | 0,033 | 0,035 0,035
10 0,074 | 0,076 | 0,076 0,073 0,072 | 0,066 | 0,065 0,074
15 0,127 | 0,131 0,13 | 0,126 | 0,123 0,091 | 0,096 | 0,097 | 0,094 | 0,098
20 0,31 0,311 | 0,305 | 0,303 | 0,302 0,162 | 0,163 0,16 | 0,166 | 0,174
30 0,316 0,310,298 | 0,298 | 0,312 0,312 0,31 | 0,308 0,31 | 0,327
40 0,266 0,26 | 0,257 | 0,255 | 0,266 0,294 | 0,294 0,29 | 0,291 | 0,306
60 0,178 | 0,273 | 0,175 | 0,172 | 0,164 0,209 | 0,213 | 0,212 | 0,211 | 0,206
120 0,093 | 0,207 | 0,091 | 0,083 | 0,086} 0,113 0,116 | 0,207 | 0,113
180 0,07 | 0,078 | 0,063 | 0,072 0,071 | 0,085 | 0,065 | 0,079
240 0,067 | 0,058 0,06 0,073 | 0,074 | 0,076
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Tabela VIII: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu spros¢anja za Ts po principu: 1 + 2 =vzorec + 0,05M
NaH2POQu, pri cemer je bil pH slepe raztopine 6,9. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu od
stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet po 30" in 60’ od zacetka sproscanja.

Cas Izmerjena A

spro3€anja | Takoj 5' 10' 15' 20' 30' 60'
(min)

30' 0,286 | 0,284 | 0,287 | 0,271| 0,278 | 0,292 | 0,292
60' 0,184 | 0,179 | 0,195| 0,192 | 0,194 | 0,193 | 0,206

Tabela IX: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu spros¢anja za Tes po principu: 2,5 + 1 = vzorec + 0,1M
NaOH, pri ¢emer je bil pH slepe raztopine 7,10. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu od

stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet po 30" in 60' od zacetka sproscanja.

Cas Izmerjena A

spro3€anja | Takoj 5' 10' 15' 20' 30' 60"
(min)

30' 0,286 | 0,284 | 0,287 | 0,271 | 0,278 | 0,292 | 0,292
60" 0,184 | 0,179 | 0,195 | 0,192 | 0,194 | 0,193 | 0,206

Tabela X: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu sproscanja za T7in Tg po principu: 2,5 + 4,5 = vzorec +
0,1M NaOH. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu od stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet v
razlicnih casovnih tockah sproscanja.

Cas Izmerjena A
sproscanja Ty Tg
(min) Takoj | 30' 60' | Takoj | 30' 60'

5 0,035 | 0,029 | 0,035 0,041 | 0,031 | 0,037
10 0,072 | 0,063 | 0,068 0,087 | 0,084 | 0,086
15 0,1 | 0,094 | 0,098 0,13 | 0,127 | 0,131
20 0,251 | 0,256 | 0,261) 0,331 | 0,334 | 0,338
30 0,324 | 0,329 | 0,332] 0,307 0,31 | 0,315
40 0,286 | 0,289 | 0,292) 0,257 | 0,262 | 0,264
60 0,192 | 0,197 | 0,207} 0,177 | 0,178 | 0,185
120 0,112 | 0,218 | 0,117} 0,112 | 0,118 | 0,117
180 0,095 | 0,098 | 0,095} 0,092 | 0,094 | 0,093
240 0,084 | 0,083 0,083 0,08
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Tabela XI: Stabilizacija odvzetega vzorca pri testu sprosc¢anja za Toin T1o po principu: 1 + 2 =vzorec +
0,1M NaOH, pri cemer je bil pH slepe raztopine 12,49. Podane so absorbance, izmerjene po dolocenem casu

od stabilizacije vzorca, ki je bil odvzet v razlicnih ¢asovnih tockah sproscanja.

Cas Izmerjena A
sproscanja Tg T10
(min) Takoj | 30' 60' | Takoj | 30' 60'

5 0,16 | 0,165 | 0,168} 0,157 | 0,162 | 0,159
10 0,376 | 0,377 | 0,378 0,335 | 0,334 | 0,335
15 0,445 | 0,446 | 0,446 ] 0,445 | 0,446 | 0,446
20 0,46 | 0,464 | 0,462 ] 0,471 | 0,469 | 0,467
30 0,47 | 0,479 0,48 0,479 | 0,474 | 0,471
40 0,422 0,42 | 0,428 ] 0,429 | 0,425 | 0,428
60 0,236 | 0,234 | 0,238 0,25 | 0,247 | 0,248
120 0,071 0,072 | 0,076 | 0,072 | 0,073 | 0,079
180 0,059 | 0,064 | 0,069 0,054 | 0,061 | 0,055
240 0,058 | 0,053 | 0,053 ] 0,059 | 0,047 | 0,052

4.3 TESTI SPROSCANJA

Profili spro$c¢anja natrijevega diklofenakata iz tablet so predstavljeni v Tabelah X1 — XXXI.

Pod posameznimi pogoji smo naredili 3-5 paralel, v primeru slabe ponovljivosti med

paralelami pa Se kaksno vec. Na podlagi rezultatov za posamezne Casovne to¢ke smo doloc¢ili

povprecje, standardno deviacijo (SD) in koeficient variacije (KV).

Tabela XIl: Delez spro§cene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP I z velikostjo por koSarice 10 mesh pri
50 rpm v 500 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne casovne tocke.Oznaka P1 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 1
Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P1-1 P1-2 P1-3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 18,63 20,07 21,32 20,01 1,35 6,73
10 56,08 55,30 64,20 58,53 4,93 8,42
15 67,85 66,16 69,22 67,74 1,53 2,26
20 53,46 53,75 56,45 54,55 1,65 3,03
30 22,30 23,08 23,86 23,08 0,78 3,37
40 11,08 11,06 11,39 11,18 0,19 1,66
60 8,17 8,84 8,83 8,61 0,39 4,48
120 7,20 7,25 8,04 7,50 0,47 6,29
180 7,98 7,60 7,52 7,70 0,25 3,22
240 7,64 6,99 7,52 7,38 0,35 4,68
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Tabela XIII: Delez spro§cene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP I z velikostjo por kosarice 10 mesh pri
50 rpm v 750 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne c¢asovne tocke. Oznaka P2 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 2
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P2 -1 P2-2 P2 -3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 23,94 30,88 36,61 30,48 6,34 20,81
10 66,19 73,16 75,42 71,59 4,81 6,71
15 64,95 71,91 76,66 71,17 5,89 8,28
20 54,32 64,21 71,43 63,32 8,59 13,56
30 37,17 46,01 53,23 45,47 8,04 17,68
40 23,67 30,90 34,31 29,63 5,44 18,35
60 14,17 18,31 18,88 17,12 2,57 15,03
120 11,20 13,87 14,30 13,12 1,68 12,81
180 9,72 11,73 12,30 11,25 1,35 12,02
240 9,32 11,33 12,30 10,98 1,52 13,81

Tabela XIV: Delez sproscene ucinkovine pri metodi spros¢anja z USP I z velikostjo por koSarice 10 mesh pri
50 rpm v 900 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P3 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 3

DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P3 -1 P3 -2 P3 -3 P3 -4 Povprecje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0,00 0,00
5 12,98 18,83 15,94 22,34 17,52 4,00 22,83
10 48,50 50,46 52,65 57,44 52,26 3,84 7,36
15 77,32 82,46 81,11 82,64 80,88 2,47 3,05
20 79,32 81,45 81,78 83,31 81,47 1,64 2,01
30 73,84 73,11 77,27 76,81 75,26 2,09 2,78
40 60,62 60,15 67,64 72,83 65,31 6,07 9,30
60 39,39 39,15 44,48 55,18 44,55 7,50 16,84
120 19,57 19,72 20,94 21,85 20,52 1,08 5,25
180 18,26 16,77 19,30 16,61 17,74 1,28 7,22
240 16,97 14,97 18,00 14,82 16,19 1,55 9,57

Tabela XV: Delez sproscéene ucinkovine pri metodi sprosc¢anja z USP I z velikostjo por koSarice 10 mesh pri
100 rpm v 500 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne ¢asovne tocke. Oznaka P4 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 4
Delez u€inkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P4 -1 P4 —2 P4 -3 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 41,37 40,76 41,29 41,14 0,33 0,80
10 78,64 76,82 68,64 74,70 5,33 7,13
15 72,22 68,74 56,87 65,94 8,05 12,21
20 58,85 53,62 39,81 50,76 9,84 19,38
30 18,78 19,08 18,64 18,83 0,23 1,20
40 9,92 10,84 11,82 10,86 0,95 8,77
60 8,50 8,59 9,42 8,84 0,51 5,75
120 7,62 7,88 8,19 7,89 0,28 3,60
180 6,31 6,55 6,79 6,55 0,24 3,64
240 6,40 6,55 6,53 6,49 0,08 1,28
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Tabela XVI: Delez sproscene ucinkovine pri metodi spros¢anja z USP I z velikostjo por kosarice 10 mesh pri
100 rpm v 750 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne c¢asovne tocke. Oznaka P5 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 5
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P5-1 P5-2 P5-3 P5-4 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0 0,00 0,00

5 36,24 47,78 38,65 38,80 40,37 5,08 12,57
10 79,39 82,22 75,88 77,71 78,80 2,69 3,41
15 78,98 78,89 73,13 73,41 76,10 3,27 4,30
20 70,60 70,75 63,68 61,96 66,75 4,59 6,88
30 47,26 47,70 44,89 41,65 45,38 2,77 6,11
40 27,16 29,69 31,35 27,46 28,92 1,97 6,83
60 15,82 17,48 19,23 17,01 17,38 1,41 8,12
120 10,99 12,35 12,13 11,48 11,74 0,62 5,28
180 9,92 11,01 10,93 10,27 10,53 0,52 4,97
240 9,52 10,21 10,00 9,61 9,83 0,32 3,30

Tabela XVII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP I z velikostjo por kosarice 10 mesh
pri 100 rpm v 900 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in
koeficient variacije (KV) za posamezne ¢asovne tocke. Oznaka P6 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa
predstavlja paralelo.

POSKUS 6

Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P6 -1 P6 -2 P6 -3 P6 -4 Povpregje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0,00 0,00
5 21,67 25,22 23,75 28,17 24,70 2,74 11,07
10 55,83 80,23 62,70 74,86 68,41 11,14 16,28
15 79,51 88,29 82,09 84,80 83,67 3,76 4,50
20 79,51 87,63 82,09 83,96 83,30 3,42 4,10
30 70,42 78,64 74,96 78,29 75,58 3,82 5,05
40 57,59 66,54 63,09 66,16 63,34 4,13 6,53
60 34,18 38,66 39,62 43,00 38,86 3,64 9,36
120 16,57 18,62 19,19 19,30 18,42 1,27 6,88
180 13,81 16,01 16,26 16,35 15,61 1,20 7,72
240 13,33 14,05 13,67 13,25 13,58 0,37 2,71

Tabela XVIII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproSéanja z USP I z velikostjo por koSarice 40 mesh
pri 50 rpm v 500 ml medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P7 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 7
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P7 -1 P7-2 P7 -3 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 16,38 28,76 24,84 23,33 6,33 27,12
10 40,74 60,98 65,79 55,84 13,29 23,81
15 53,81 59,52 62,60 58,64 4,46 7,60
20 45,86 46,25 51,01 47,70 2,87 6,01
30 24,39 21,17 23,53 23,03 1,67 7,25
40 13,92 13,26 13,38 13,52 0,35 2,62
60 10,70 10,44 10,11 10,42 0,29 2,82
120 8,79 9,65 9,76 9,40 0,53 5,63
180 8,97 9,57 10,02 9,52 0,53 5,56
240 8,80 9,65 9,94 9,46 0,59 6,27
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Tabela XIX: Delez sproscene ucinkovine pri metodi spros¢anja z USP I z velikostjo por kosarice 40 mesh pri
50 rpm v 750 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P8 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 8
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P8 —1 P8 -2 P8 -3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 35,25 32,34 29,97 32,52 2,64 8,12
10 72,57 75,83 76,96 75,12 2,28 3,04
15 72,71 75,69 77,24 75,21 2,30 3,06
20 67,04 69,68 69,24 68,65 1,42 2,06
30 48,61 50,09 51,40 50,04 1,40 2,79
40 33,02 34,20 33,53 33,58 0,60 1,77
60 18,19 18,40 19,28 18,62 0,58 3,11
120 13,99 12,93 13,61 13,51 0,54 3,97
180 15,20 13,61 14,42 14,41 0,80 5,52
240 17,61 14,15 15,22 15,66 1,77 11,31

Tabela XX: Delez spro$céene ucinkovine pri metodi sprosc¢anja z USP I z velikostjo por koSarice 40 mesh pri
50 rpm v 900 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient

variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P9 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa

predstavlja paralelo.

POSKUS 9
Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P9 -1 P9 -2 P9 -3 Povpredje ) KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 16,08 12,34 16,83 15,08 2,41 15,95
10 40,30 42,71 45,32 42,78 2,51 5,87
15 73,89 77,65 73,86 75,14 2,18 2,90
20 84,33 83,34 81,25 82,97 1,57 1,89
30 76,25 73,85 77,57 75,89 1,89 2,49
40 60,99 63,74 58,58 61,10 2,58 4,22
60 40,74 40,65 37,86 39,75 1,64 4,12
120 18,79 17,82 20,03 18,88 1,11 5,87
180 17,33 15,86 18,06 17,08 1,12 6,57
240 16,53 14,07 15,93 15,51 1,28 8,28

Tabela XXI: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproS¢anja z USP I z velikostjo por kosarice 40 mesh pri
100 rpm v 500 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient
variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P10 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa
predstavlja paralelo.

POSKUS 10
Delez u€inkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P10 -1 P10-2 P10 -3 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 50,50 66,51 38,10 51,70 14,25 27,55
10 77,49 73,03 71,28 73,93 3,20 4,33
15 69,02 69,39 59,86 66,09 5,40 8,17
20 51,05 50,96 42,20 48,07 5,09 10,58
30 17,64 18,45 19,81 18,63 1,10 5,89
40 10,71 11,79 12,70 11,73 1,00 8,50
60 8,95 9,41 10,53 9,63 0,81 8,43
120 8,60 9,32 9,75 9,22 0,58 6,30
180 8,25 9,58 9,84 9,22 0,85 9,21
240 8,25 9,58 9,84 9,22 0,85 9,21
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Tabela XXII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP I z velikostjo por koSarice 40 mesh pri
100 rpm v 750 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient
variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P11 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa
predstavlja paralelo.

POSKUS 11
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P11 -1 P11 -2 P11-3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 40,55 44,24 37,36 40,72 3,45 8,46
10 78,81 83,24 79,67 80,57 2,35 2,92
15 75,60 77,96 75,53 76,36 1,38 1,81
20 65,90 67,03 61,81 64,91 2,75 4,23
30 45,63 44,06 39,69 43,13 3,08 7,13
40 30,41 28,33 26,66 28,47 1,88 6,59
60 18,13 16,91 16,80 17,28 0,74 4,28
120 12,71 12,04 11,70 12,15 0,51 4,22
180 13,78 12,31 11,83 12,64 1,02 8,06
240 12,58 11,90 11,70 12,06 0,46 3,81

Tabela XXIII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi spros¢anja z USP I z velikostjo por koSarice 40 mesh
pri 100 rpm v 900 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in
koeficient variacije (KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P12 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka

pa predstavlja paralelo.

POSKUS 12

DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P12 -1 P12 -2 P12 -3 P12 -4 P12 -5 Povprecje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0 0,00 0,00
5 21,89 19,70 18,01 32,09 29,00 24,14 6,11 25,30
10 63,02 53,78 46,55 74,51 76,95 62,96 13,06 20,74
15 84,59 79,52 79,48 82,88 79,66 81,23 2,37 2,92
20 84,59 79,36 78,98 77,71 73,76 78,88 3,89 4,93
30 76,80 71,74 66,39 62,60 58,32 67,17 7,30 10,87
40 62,46 59,20 54,19 45,90 43,13 52,98 8,32 15,71
60 36,52 40,65 33,51 27,64 26,17 32,90 6,05 18,40
120 17,73 23,99 16,84 16,01 16,08 18,13 3,35 18,47
180 14,64 21,22 14,40 13,56 13,61 15,49 3,24 20,93
240 12,70 19,60 12,78 12,59 12,30 13,99 3,14 22,45

Tabela XXIV: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sprosc¢anja z USP 11 pri 50 rpm v 500 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P13 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavlja paralelo.

POSKUS 13
Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)

Cas (min) P13 -1 P13-2 P13-3 P13 -4 P13 -5 Povprecje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0 0,00 0,00

5 15,99 18,63 21,60 16,31 11,88 16,88 3,59 21,25
10 30,09 44,00 45,29 39,35 27,80 37,31 7,99 21,41
15 36,58 56,35 52,44 51,15 32,53 45,81 10,55 23,03
20 37,41 52,06 48,67 48,01 32,26 43,68 8,42 19,28
30 36,31 35,55 36,24 35,31 28,51 34,38 3,31 9,63
40 32,06 21,25 21,20 21,27 23,62 23,88 4,69 19,65
60 20,50 11,79 12,93 12,91 15,98 14,82 3,54 23,86
120 9,39 8,34 8,83 8,90 9,83 9,06 0,57 6,28
180 7,98 7,99 8,12 8,72 8,68 8,30 0,37 4,47
240 7,02 7,30 7,33 7,14 6,84 7,13 0,20 2,86
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Tabela XXV: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscéanja z USP Il pri 50 rpm v 750 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P14 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavija paralelo.

POSKUS 14
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P14 -1 P14 -2 P14 -3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 21,09 17,20 22,51 20,27 2,75 13,56
10 56,14 45,02 51,80 50,99 5,60 10,99
15 63,75 66,40 62,82 64,32 1,86 2,89
20 59,76 64,59 54,64 59,66 4,98 8,35
30 47,71 54,50 43,19 48,47 5,69 11,75
40 36,42 42,82 31,95 37,06 5,46 14,74
60 20,71 24,63 18,44 21,26 3,13 14,72
120 11,29 12,26 10,58 11,38 0,84 7,42
180 10,09 10,23 10,71 10,34 0,33 3,17
240 9,29 9,69 9,64 9,54 0,22 2,31

Tabela XXVI: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP II pri 50 rpm v 900 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P15 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavlja paralelo.

POSKUS 15
DeleZ u¢inkovine v raztopljenem stanju (%)

(cni?n) P15 -1 P15-2 | P15-3 | P15-4 P15-5 | P15-6 P15-7 POVPR. SD KV (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00

5 13,46 13,42 15,77 17,67 16,54 18,81 18,35 16,29 2,20 | 13,51
10 31,42 36,20 34,21 42,86 37,41 43,43 41,85 38,20 4,63 12,13
15 46,13 58,21 50,54 58,07 64,72 62,77 55,56 56,57 6,53 11,55
20 51,12 70,49 54,23 67,05 69,56 68,91 57,89 62,75 8,10 12,91
30 53,77 72,31 56,57 69,54 70,89 71,72 58,72 64,79 8,06 12,44
40 55,26 72,64 61,89 69,21 70,06 71,88 57,40 65,48 7,19 10,97
60 56,90 63,80 58,91 59,36 59,53 63,04 43,94 57,92 6,62 11,43
120 33,86 25,66 30,26 24,39 24,47 25,06 22,37 26,58 4,01 15,10
180 18,41 17,22 18,63 14,96 15,67 16,63 16,03 16,79 1,38 8,21
240 15,33 15,44 20,09 13,02 15,18 12,10 11,98 14,74 2,81 19,04

Tabela XXVII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP Il pri 75 rpm v 900 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P16 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavlja paralelo.

POSKUS 16

DeleZ u€inkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P16 —1 P16 -2 P16 -3 P16 -4 Povprecje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0,00 0,00
5 14,77 13,36 16,58 20,99 16,42 3,32 20,21
10 40,39 30,52 45,77 49,63 41,58 8,29 19,93
15 71,91 55,90 72,82 76,14 69,19 9,04 13,07
20 77,22 74,57 75,83 80,96 77,14 2,76 3,58
30 72,09 71,44 73,16 77,65 73,59 2,80 3,81
40 60,25 61,62 63,88 66,14 62,97 2,59 4,11
60 32,74 36,37 39,30 39,45 36,97 3,15 8,52
120 16,61 17,56 19,59 17,93 17,92 1,25 6,95
180 12,23 13,36 13,05 13,39 13,01 0,54 4,17
240 11,26 11,75 11,26 11,45 11,43 0,23 2,03
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Tabela XXVIII: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP 11 pri 100 rpm v 500 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P17 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavlja paralelo.

POSKUS 17
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P17 -1 P17 -2 P17 -3 P17 — 4 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0 0,00 0,00

5 23,30 28,37 25,25 23,07 25,00 2,45 9,81
10 61,51 65,08 60,93 53,59 60,28 4,82 8,00
15 66,89 78,40 77,29 70,63 73,30 5,48 7,48
20 56,67 67,68 67,48 60,47 63,08 5,43 8,61
30 30,62 41,57 38,21 32,89 35,82 4,98 13,90
40 17,21 22,59 19,63 17,72 19,29 2,43 12,62
60 12,09 14,39 12,39 11,23 12,52 1,34 10,66
120 9,77 11,08 10,26 9,27 10,10 0,77 7,66
180 9,77 10,11 9,47 8,56 9,48 0,67 7,02
240 8,46 9,23 8,86 8,21 8,69 0,45 5,18

Tabela XXIX: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP 11 pri 100 rpm v 750 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P18 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavilja paralelo.

POSKUS 18
Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P18 — 1 P18 -2 P18 -3 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 31,02 23,66 25,97 26,88 3,76 13,99
10 69,27 65,22 66,79 67,09 2,04 3,04
15 78,12 68,41 63,59 70,04 7,40 10,57
20 71,38 56,41 50,04 59,27 10,95 18,48
30 51,53 35,14 31,06 39,24 10,84 27,61
40 31,80 21,90 20,25 24,65 6,24 25,33
60 17,31 13,22 12,50 14,34 2,60 18,11
120 11,26 9,58 8,30 9,71 1,48 15,25
180 9,65 7,56 7,63 8,28 1,19 14,32
240 9,52 7,43 8,03 8,33 1,07 12,90

Tabela XXX: Delez sproscene ucinkovine pri metodi spros¢anja z USP II pri 100 rpm v 900 mL medija za
sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) za posamezne
casovne tocke. Oznaka P19 pomeni oznako poskusa, druga stevilka pa predstavlja paralelo.

POSKUS 19

Delez u€inkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P19 -1 P19-2 P19-3 P19-4 Povprecje SD KV (%)
0 0 0 0 0 0,00 0,00
5 23,19 18,38 21,43 23,24 21,56 2,28 10,58
10 61,49 45,88 51,62 55,81 53,70 6,60 12,29
15 79,97 81,71 78,46 84,89 81,26 2,76 3,40
20 81,14 84,19 79,98 86,39 82,92 2,91 3,52
30 77,98 80,08 74,96 83,25 79,06 3,49 4,41
40 69,03 66,66 62,96 73,35 68,00 4,35 6,40
60 40,32 38,80 37,26 41,51 39,47 1,84 4,67
120 18,15 16,90 15,31 15,69 16,51 1,29 7,79
180 16,19 15,29 13,50 13,74 14,68 1,28 8,73
240 15,87 14,32 13,18 13,09 14,11 1,30 9,18
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Tabela XXXI: Delez sproscene ucinkovine pri metodi sproscanja z USP II in uporabo sinkerjev pri 50 rpm v
900 mL medija za spros¢anje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije
(KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P20 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa predstavlja

paralelo.
POSKUS 20
DeleZ ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P20 — 1 P20 -2 P20 -3 Povpregje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 17,93 21,89 15,44 18,42 3,25 17,64
10 54,38 64,18 42,41 53,66 10,90 20,32
15 75,38 79,50 71,92 75,60 3,80 5,02
20 76,88 75,65 74,08 75,54 1,41 1,86
30 68,06 61,96 65,65 65,22 3,07 4,71
40 54,64 46,51 53,15 51,43 4,33 8,41
60 33,85 27,82 32,35 31,34 3,14 10,02
120 16,61 14,65 16,38 15,88 1,07 6,74
180 14,15 12,36 12,97 13,16 0,91 6,95
240 12,36 11,21 12,17 11,91 0,62 5,16

Tabela XXXII: Delez sproscéene ucinkovine pri metodi sprosc¢anja z USP II in uporabo sinkerjev pri 100 rpm
v 900 mL medija za sproscanje. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije
(KV) za posamezne casovne tocke. Oznaka P21 pomeni oznako poskusa, druga Stevilka pa predstavlja

paralelo.
POSKUS 21
Delez ucinkovine v raztopljenem stanju (%)
Cas (min) P21 -1 P21 -2 P21-3 Povprecje SD KV (%)

0 0 0 0 0,00 0,00

5 21,55 34,03 29,55 28,38 6,32 22,29
10 66,38 80,64 71,63 72,88 7,21 9,90
15 82,88 82,80 78,34 81,34 2,60 3,20
20 78,52 82,14 78,34 79,67 2,14 2,69
30 69,34 66,81 70,20 68,78 1,76 2,56
40 50,57 50,57 54,49 51,88 2,27 4,37
60 28,90 29,01 32,77 30,23 2,20 7,29
120 16,06 17,63 17,70 17,13 0,93 5,42
180 13,27 14,88 14,44 14,20 0,83 5,84
240 12,95 14,23 14,60 13,93 0,87 6,24

4.4 DOLOCANJE RAVNOTEZNE TOPNOSTI

NATRIJEVEGA DIKLOFENAKATA

Zanatrijev diklofenakat smo Zeleli dolo¢iti ravnotezno topnost v vzorcu, ki je vseboval samo

natrijev diklofenakat raztopljen v DMB pH=4 in v vzorcih z razlicnimi izhodi$¢nimi

masnimi razmerji med natrijevim diklofenakatom in polimerom. Na podlagi izmerjenih

koncentracij natrijevega diklofenakata v posameznih cCasovnih to¢kah smo dolocili

povprecje, standardno deviacijo (SD) in koeficient variacije (KV), ki so prikazani Tabelah

XXX — XXXIV.

30



Tabela XXXI1: Koncentracija natrijevega diklofenakata (mg/L) po dolocenih casih stresanja prebitne
kolicine natrijevega diklofenakata v DMB pH=4 pri 37°C, 30 rpm in amplitudi stresanja = 2. Prikazani so Se
povpredje, standardna deviacija (SD) in koeficient variacije (KV) paralel za posamezne casovne tocke.

Na-DIC:PVP 1:0 Koncentracija Na-diklofenakata (mg/L) po doloéenem ¢asu stresanja
30' 60' 90' 360' 24h
3,57 3,1 2,45 5,63 3,94
3,38 3,38 4,5 5,53 4,22
3,57 2,73 3,01 5,63 4,41
6,47 5,91 5,25
6,56 6,28 6,75 4,91
6,65 6 6,47 6,28
POVPR. 5,03 4,57 4,74 5,60 4,19
SD 1,67 1,66 1,77 0,49 0,24
KV (%) 33,27 36,28 37,26 8,69 5,64

Tabela XXXIV: Koncentracija natrijevega diklofenakata (mg/L) po dolocenih casih stresanja vzorca z
zeljenim izhodis¢nim masnim razmerjem natrijevega diklofenakata in polimera Na-DIC:PVP=1:4 v DMB
pH=4 pri 37°C, 30 rpm in amplitudi stresanja = 2. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in

koeficient variacije (KV) paralel za posamezne casovne tocke.

Na-DIC:PVP Koncentracija Na-diklofenakata (mg/L) po dolo¢enem &asu stresanja
1:4 30 60’ 90’ 360' 24h
98,94 78,52 75,91 21,98 22,64
56,88 37,59 26 27,87 27,68
74,17 36,09 29,55 25,25 27,96
111,87 87,96 27,59
112,8 87,96 32,54
POVPR. 90,93 65,62 38,32 25,03 26,09
SD 22,01 23,76 18,92 2,41 2,44
KV (%) 24,20 36,20 49,38 9,62 9,37

Tabela XXXV: Koncentracija natrijevega diklofenakata (mg/L) po dolocenih casih stresanja vzorca z Zeljenim
izhodiscnim masnim razmerjem natrijevega diklofenakata in polimera Na-DIC:PVP=1:16 v DMB pH=4 pri
37°C, 30 rpm in amplitudi stresanja = 2. Prikazani so Se povprecje, standardna deviacija (SD) in koeficient
variacije (KV) paralel za posamezne ¢asovne tocke.

Na-DIC:PVP Koncentracija Na-diklofenakata (mg/L) po dolo¢enem casu stresanja
1:16 30' 60' 90’ 360° 24h
124,95 126,98 115,45 21,06 21,98
121,99 136,79 127,6 26,67 24,69
125,11 126,51 112,49 27,13 24,79
147,38 142,55 118,26
POVPR. 129,86 133,21 118,45 24,95 23,82
SD 11,77 7,83 6,54 3,38 1,59
KV (%) 9,06 5,88 5,52 13,54 6,69
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5. RAZPRAVA
5.1 PRELIMINARNI POSKUSI

Natrijev diklofenakat (Na-DIC), katerega koncentracijo smo merili med poskusom
sproscanja, je vgrajen v tablete, ki takoj po zacetku sproscanja razpadejo, s ¢cimer u¢inkovini
omogocijo hitro sprostitev v okoliski medij in hitro raztapljanje. Dodatek polimera (PVP),
kot pomozne snovi, pa nam je omogocil doseg koncentracije Na-DIC nad mejo njegove
topnosti. Ker natrijev diklofenakat ze vse od zacetka sproscanja v mediju za sproscanje tvori
stanje prenasicenosti, skozi celoten Cas testiranja sproS€anja tezi k obarjanju. Zaradi
koncentracij Na-DIC nad mejo njegove ravnotezne topnosti v mediju za spros€anje je
njegovo obarjanje zelo intenzivno in poteka ze med testom spros¢anja v posodi za sproscanje
ter se nadaljuje tudi v epruveti, v katero odvzamemo vzorec. Preko dolo¢anja koncentracije
Na-DIC v odvzetem vzorcu zelimo dolo¢iti koncentracijo Na-DIC v posodi za spros¢anje ob
odvzemu vzorca, a se zavedamo, da je izra¢unana koncentracija v odvzetem vzorcu kljub
upostevanju korekcije zaradi redCenja vzorca nizja od tiste v posodi za sproscanje. Ker se
Na-DIC nahaja v prenasiCeni raztopini, prihaja do njegovega obarjanja tako v posodi za
spro$¢anje, kakor tudi kasneje v cevkah avtomatskega vzor¢evalnika in tudi v epruveti v
katero odvzamemo vzorec. Med vzoréenjem tako pride do krajse ¢asovne razlike med casom
vzorCenja in merjenjem koncentracije ucinkovine, kar vpliva na, zaradi izobarjanja

ucinkovine, doloceno manjso koncentracijo Na-DIC.

Takoj po avtomatskem vzor¢enju v dolo¢enih ¢asovnih tockah testov spros¢anja Smo odvzeti
vzorec redéili po vnaprej dologenih postopkih, ki so prikazani v Tabeli I. Zeleli smo dose¢i
ustrezen pH raztopine stabiliziranega vzorca in zmanjSati koncentracijo Na-DIC v
stabiliziranem vzorcu. Z dvigom pH-ja v stabilizirani raztopini odvzetega vzorca smo
povecali topnost natrijevega diklofenakata, saj je ta bolj topen pri vi§jem pH-ju. Z red¢enjem
te raztopine pa smo zmanjsali koncentracijo u¢inkovine v stabilizirani raztopini odvzetega
vzorca. Koncentracija natrijevega diklofenakata v odvzetem vzorcu je namre¢ presegala
njegovo ravnotezno topnost, zato je ta tezil k obarjanju. S stabilizacijo smo tako dosegli, da
je bila koncentracija Na-DIC v vzorcu, preko katerega smo z merjenjem absorbance dolocili
koncentracijo Na-DIC v posodi za spros¢anje, ob upostevanju korekcije zaradi redCenja

odvzetega vzorca nizja, vendar vseeno blizu tisti ob odvzemu vzorca v posodi za spro$canje.
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Glede na dobljene rezultate preliminarnih poskusov, smo kot medij za stabilizacijo izbrali
0,1 M NaOH, s katerim smo redcili vzorec v volumskem razmerju 1 + 2 = VZOREC + 0,1M
NaOH. Prav tako je bil pH stabilizirane raztopine (12,49) primerljiv s pH-jem (12,00), ki so

ga v Clanku uporabili Garbacz (18) in sodelavci za stabilizacijo vzorca z diklofenakatom.

Na spodnjih slikah (Slika 5 in Slika 6) je preko izrisanih profilov spros¢anja prikazana
ponovljivost izmerjenih absorbanc stabiliziranega vzorca. 1z slike 6, kjer je vzorec
stabiliziran na nacin, ki smo ga izbrali za konCno stabilizacijo, je razvidna boljsa

ponovljivost kot iz Slike 5.

Merjenje A stabiliziranega vzorca skozi ¢as
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Slika 5: Doloc¢anje uspesnosti stabilizacije vzorca preko merjenja A istega vzorca skozi cas. Vzorec smo
stabilizirali po principu 1 + 2 = vzorec + 0,4M NazHPO..

Merjenje A stabiliziranega vzorca skozi ¢as
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Slika 6: Dolocanje uspesnosti stabilizacije vzorca preko merjenja A istega vzorca skozi cas. Vzorec smo
stabilizirali po principu 1 + 2 = vzorec + 0,1 M NaOH.
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5.2 TESTI SPROSCANJA
5.2.1 OBLIKA PROFILOV SPROSCANJA

Povpre¢ni profili sproScanja, ki smo jih izrisali na podlagi dobljenih rezultatov testov
sproscanja, se razlikujejo od obicajnih profilov, ki jih dobimo pri testiranju sproS¢anja
ucinkovine iz FO. Pogosto namre¢ pri testih spros¢anja ucinkovine iz FO u¢inkovina po
sprostitvi in raztopitvi v okoliskem mediju tam tudi ostane v raztopljenem stanju. Pri nasih
testih sproscanja, kjer smo z izbiro takSne FO, ki nam je omogocala dosego stanja
supersaturacije, dosegli koncentracije u¢inkovine nad mejo njene topnosti v preu¢evanem
mediju, prihaja do kasnejSega obarjanja u¢inkovine. Obarjanje poteka, dokler koncentracija
ucinkovine ne doseze svoje ravnotezne topnosti v preiskovanem mediju. Zaradi obarjanja
prihaja do zmanjSevanja deleza sproS¢ene ucinkovine v raztopljenem stanju, kar se odraza s
padcem na profilih sproS$canja. Iz poskusov naSe naloge delez sproscene ucinkovine sicer
lahko kvantificiramo, vendar je pravilnost dobljenih rezultatov vprasljiva, saj se spro§¢ena
ucinkovina sproti obarja in tako ne vemo, kolikSen delez uc¢inkovine se je po prehodu iz

tablete dejansko uspel raztopiti v okoliskem mediju.

Na spodnjih slikah sta prikazana dva profila sproscanja. Na Sliki 7 je prikazana obicajna

oblika profila spros¢anja, na Sliki 8 pa je izrisan profil, ki smo ga dobili pri nasi nalogi.
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Slika 7: Obicajna oblika profila sprosc¢anja uc¢inkovine ~ Slika 8: Oblika profila sprosc¢anja ucinkovine iz FO pri
iz FO nasi nalogi

5.2.2 VPLIV RAZLICNIH VOLUMNOV MEDIJA

Da bi lahko preucili vpliv volumna medija na spro$¢anje natrijevega diklofenakata, Smo teste
spros¢anja izvajali v razli¢nih volumnih medija pri enaki hitrosti meSanja in uporabi iste

naprave za testiranje sproS¢anja.
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Pri pregledu in analizi dobljenih rezultatov je potrebno biti poleg deleZza sproscene
ucinkovine, ki se nahaja v raztopljenem stanju, pozoren Se na dosezene koncentracije
ucinkovine v raztopljenem stanju, saj je pri preucevanju vzpostavitve in vzdrzevanja stanja
supersaturacije zelo pomembna koncentracija uc¢inkovine, ne le delez uéinkovine, ki se
sprosti iz FO. Kljub ve¢jemu delezu spros¢ene ucinkovine v okoliski medij, je namre¢ lahko
dosezena koncentracija raztopljene u¢inkovine v tem mediju manjSa. Tako se je na primer v
vecjem volumnu medija uspel sprostiti vecji delez ucinkovine, vendar so bile dosezene
koncentracije u¢inkovine v raztopljenem stanju tu manjSe. Prav tako je iz grafov, ki
ponazarjajo koncentracijo raztopljene ucinkovine in ne deleza sprosc¢ene ucinkovine, moc
razbrati vec¢ji vpliv volumna medija, v katerem poteka sproscanje, na dosego vecjega stanja

prenasicenosti.

Uporabili smo taksne tablete, ki takoj po zacetku spros$canja razpadejo, predvsem zaradi
prisotnosti polimera, ki zaradi svojih hidrofilnih lastnosti preko hitrega raztapljanja v
okoliskem mediju tudi uéinkovini omogo¢i takojSnje spro$canje iz tablete in nadaljnje
raztapljanje v mediju za sproscanje. Hiter prehod uéinkovine v okoliski medij, ki se kaze s
porastom koncentracije u€inkovine v raztopljenem stanju, je najbolj izrazit v manjSih
volumnih medija za sproscanje. To vidimo na Slikah 9 — 14, ki ponazarjajo Casovno
odvisnost spreminjanja koncentracije uéinkovine. 1z naraséajocega dela krivulje (0-20")
vidimo, da smo v manj$em volumnu medija (500 mL) s hitrej$im spro$¢anjem dosegli visjo
stopnjo supersaturacije kot v vecjih volumnih medija (900 mL). Z grafov razberemo tudi, da
je bila koncentracija u€inkovine v raztopljenem stanju dalj ¢asa vzdrzevana v primeru

spros€anja v ve¢jem volumnu medija.

Razlike v dosezeni najvecji koncentraciji uéinkovine med razliénimi volumni medija za
sproscanje S0 bolj opazne pri visji hitrosti vrtenja kosaric ali mesala (100 rpm), kot pri nizji
hitrosti mesanja (50 rpm), kar je razvidno iz Slik 10, 12 in 14, kjer je ponazorjen vpliv izbire

volumna na spros¢anje Na-DIC, ob uporabi hitrejSega vrtenja veslastega mesala oz. koSarice.
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USP | (10 mesh) 50 rpm
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Slika 9: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil sprosc¢anja za USP | (10 mesh) pri 50 rom v razli¢nih volumnih
medija.
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Slika 10: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil sproséanja za USP I (10 mesh) pri 100 rpm v razlicnih
volumnih medija
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Slika 11: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil sprosc¢anja za USP I (40 mesh) pri 50 rpm v razlicnih
volumnih medija
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Slika 12: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil sproscanja za USP I (40 mesh) pri 100 rpm v razlicnih
volumnih medija
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Slika 13: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil sproséanja za USP II pri 50 rpm v razlicnih volumnih
medija
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Slika 14: Graf, ki predstavlja povprecni koncentracijski profil spros¢anja za USP II pri 100 rpm v razlicnih volumnih
medija
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Iz Slik 15 — 20, kjer je grafi¢no prikazana ¢asovna odvisnost Spreminjanja deleza u¢inkovine
v raztopljenem stanju, lahko razberemo, da je delez sproscene u¢inkovine najvecji v primeru
spros€anja v najve¢jem volumnu medija. Prav tako je v primeru sproscanja v vecjem

volumnu medija, ¢as, v katerem je vecji delez ucinkovine v raztopljenem stanju, daljsi.
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Slika 15: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi ¢as sproscanja z
uporabo USP I (10 mesh) pri 50 rpm in razlicnih volumnih medija
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Slika 16: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi ¢as sproscanja z
uporabo USP I (10 mesh) pri 100 rpm in razlicnih volumnih medija
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USP | (40 mesh) 50 rpm

100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

% U v raztopljenem stanju

0,00
0 50 100 150 200 250

Cas (min)
—®—900mL —@®—750mL —@®—500mL

Slika 17: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi ¢as sproscéanja z
uporabo USP I (40 mesh) pri 50 rpm in razlicnih volumnih medija
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Slika 18: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi cas sproscanja z uporabo
z USP I (40 mesh) pri 100 rpm in razlicnih volumnih medija
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Slika 19: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi ¢as spros$canja z
uporabo z USP II pri 50 rpm in razlicnih volumnih medija
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USP 11 100 rpm
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Slika 20: Graf, ki predstavlja povprecni profil spreminjanja deleza raztopljene ucinkovine skozi ¢as sproscanja z
uporabo z USP Il pri 100 rpm in razlicnih volumnih medija

5.2.3 VPLIV HITROSTI MESANJA

Pri testih spro$¢anja z USP I ali II je eden glavnih parametrov hitrost vrtenja koSarice oz.
mesala, ki mora biti prilagojena za posamezno testiranje. Z uporabo nizjih hitrosti mesanja
se izognemo mehanskim poskodbam tablete, do katerih bi lahko pri§lo zaradi trkov tablete
ob dno posode pri visjih hitrostih vrtenja mesala. Vseeno pa z uporabo nizjih hitrosti meSanja
lahko dobimo nehomogen vzorec, kar se kaze v slabsi ponovljivosti izmerjenih rezultatov.
Z uporabo visjih hitrosti meSanja res doseZemo boljSo homogenizacijo vzorca, vendar se
zaradi hitrega spro$éanja u¢inkovine iz medija lahko skrijejo vplivi mehanizmov, ki stojijo

za spros¢anjem iz FO, kar se kaze v drugacnih oblikah profilov, kot bi jih dobili sicer.

Ob uporabi iste metode sproS¢anja in enakega volumna medija smo preucevali vpliv
spremembe hitrosti vrtenja veslastega mesala oz. koSarice na profile spro§¢anja natrijevega

diklofenakata iz tablet s takoj$Snjim sproS€anjem.

O vplivu izbire hitrosti vrtenja mesala na tableto smo se lahko prepricali Ze z opazovanjem
preiskovane tablete v napravi za sproscanje. Ob vecji hitrosti vrtenja veslastega mesala (100
rpm) se je tableta na zacetku sprosc¢anja gibala po dnu posode, medtem ko je pri izbiri nizje
hitrosti meSanja na dnu posode obstala. Z opazovanjem tablete, predvsem v zaetnem delu
testov sproscanja, je bilo videti, kakor da se je na dno posode tableta prilepila, sproscanje
uc¢inkovine iz Se nerazpadle tablete pa je dodatno motil tudi kupcek ze razpadle tablete, ki se
je posedel in obstal na Se nerazpadli tableti. Glede na obliko kupcka sklepamo, da je $lo za
Se nerazpadlo tableto, na katero se je posedel kupcek Ze razpadle tablete. Ali je ta kupcek

predstavljal samo pomozne snovi in v kolik§ni meri je vplival na prehod ucinkovine v
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okoliski medij, ne moremo zagotovo vedeti, vendar s primerjavo izmerjenih koncentracij
ucinkovine v istih ¢asovnih tockah in ob uporabi razli¢nih hitrosti vrtenja veslastega mesala
vidimo, da je bila pri visjih hitrostih meSanja doseZena vecja koncentracija raztopljene

ucinkovine.

Iz vseh povpreénih profilov spros¢anja je razvidno, da v primeru uporabe visjih hitrosti
mesanja pride do hitrejSega spro$¢anja u¢inkovine iz tablet. Ta trend pa je bil najbolj izrazit
na profilih spro$¢anja dobljenih z uporabo metode sprosc¢anja s kosarico. Iz Slik 21 in 22 se
vidi, kako na zacetku sproScanja zaradi vecje hitrosti vrtenja koSarice sprosc¢anje poteka
hitreje, kot pri manjsi hitrosti vrtenja. Odraz visje hitrosti spro$¢anja je v ve¢jem delezu

ucinkovine, ki se nahaja v raztopljenem stanju.
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Slika 21: Povprecni profili sproscanja v prvih 20", dobljeni z USP 1 (10 mesh) v 500 mL medija pri razlicnih hitrostih
mesanja
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Slika 22: Povprecni profili sproscanja v prvih 20, dobljeni z USP | (40 mesh) v 500 mL medija pri razlicnih hitrostih
mesanja
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Ob uporabi metode z veslastim me$alom smo imeli precej tezav pri sprosc¢anju, Ki so se
kazale s slabSo ponovljivostjo med paralelami in so bile Se posebej izrazite v primeru
uporabe nizjih hitrosti vrtenja mesala. Na Sliki 23, Kjer je ponazorjeno spro$¢anje v 900 mL
medija ob razli¢nih hitrostih mesanja veslastega mesala, lahko vidimo, kako se s povecanjem
hitrosti meSanja izboljSuje ponovljivost med paralelami. Standardne deviacije oz koeficienti
variacije za posamezne ¢asovne tocke spros¢anja so namrec ob izbiri hitrejSega vrtenja
veslastega meSala manjSi. Tako so v ¢asu od 15' do 60' testiranja spro$canja, pri hitrosti
vrtenja veslastega meSala 100 rpm koeficienti variacije v intervalu od 3 % do 6 %, medtem
ko je ta interval ob po¢asnejSem mesanju veslastega mesala — 50 rpm med 11 % in 12 %,

kar je prikazano tudi v tabelah, kjer so zbrani rezultati posameznih poskusov.

Na istem grafu (Slika 23) lahko opazimo tudi trend vpliva doseZene koncentracije na
obarjanje. V primeru nizje hitrosti vrtenja veslastega meSala, kjer je bilo sprosc¢anje
ucinkovine iz tablet pocasnejse, smo dosegli manj$o najvecjo koncentracijo raztopljenega
Na-DIC, ¢emur je sledila manjSa hitrost obarjanja. Tako je bil ¢as, ko se je ucinkovina

nahajala nad mejo svoje ravnotezne topnosti, najdaljsi v primeru najnizje hitrosti meSanja.
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Slika 23: Povprecni profili sproscanja, dobljeni z USP Il v 900 mL medija pri razlicnih hitrostih mesanja. Podani so Se
standardni odkloni za posamezne casovne tocke.

Na Sliki 24 je predstavljeno spros¢anje v 500 mL medija z uporabo razli¢nih hitrosti vrtenja
veslastega mesala. Pri uporabi teh parametrov sproscanja je bil najbolj opazen vpliv izbire
hitrosti vrtenja veslastega meSala na dosego maksimalne koncentracije raztopljene

u¢inkovine v mediju za spros¢anje. Maksimalni delez u¢inkovine v raztopljenem stanju je
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bil v primeru uporabe nizje hitrosti me$anja — 50 rpm — za priblizno polovico manjsi kot ob

hitrejSem meSanju — 100 rpm.

USP 11 500 mL
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0,00

0 50 100 150 200 250

% U v raztopljenem stanju

Cas (min)

—8—50 rpm 100 rpm

Slika 24: Povprecni profili sproscanja, dobljeni z USP I v 500 mL medija pri razlicnih hitrostih mesanja

5.24 VPLIV IZBIRE METODE

Za preucCevanje vpliva izbire metode za spro$¢anje smo teste sprosCanja izvajali v istih

volumnih medija in ob enaki hitrosti vrtenja veslastega meSala oz. koSarice.

USP lin Il sta zlata standarda pri testiranju spro$¢anja u¢inkovin iz trdnih FO. Uporabljamo
ju predvsem v $tudijah kontrole, pred $tudijami bioekvivalence in splo$no pri razvoju trdnih
FO. V okviru nase naloge smo za izvajanje testov sproS¢anja uporabili veslasto mesalo in

kosarice z velikostjo odprtin 10 in 40 mesh.

Vecje razlike v maksimalnem deleZu spro$€ene uc¢inkovine in za to potrebnem casu, ki sta
odraz izbire metode za sproscanje, se kazejo v primeru testiranja spros¢anja ob uporabi
manj$ih volumnov medija in nizjih hitrosti meSanja. Ne glede na izbiro metode, pa je po
koncu sproscanja koncentracija u€inkovine v vseh primerih priblizno enaka. Menimo, da je

koncentracija u¢inkovine ob koncu sproscanja blizu njene ravnotezne topnosti v tem mediju.

V primeru, ko tableto vstavimo v koSarico, se ta v posodi za sproS¢anje nahaja visje kot v
primeru testov spro$¢anja z veslastim meSalom, kjer je tableta na dnu posode. Med
spros¢anjem je tableta, ki jo vstavimo v kosarico, v ¢asu dokler ne razpade, popolnoma v
stiku z okoliskim medijem, ko za¢ne razpadati pa lahko sile tokov razpadle delce tablete

ponesejo po vecji povrSini posode. 1z teh razpadlih delcev se ucinkovina lahko nemoteno
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spros¢a v okoliski medij, kar ji je ob uporabi metode z veslastim meSalom zaradi pojava

kupcka otezeno.

V primeru spro$¢anja z USP II predvsem pri niZji hitrosti mesanja — 50 rpm — pogosto pride
do tezav zaradi neenakomernega porazdeljevanja raztopljene ucinkovine, kakor tudi
razpadle FO v mediju za spros$canje, saj se na dnu posode v vecjem obsegu izoblikuje
podrocje, kjer tokovnic prakticno ni. Zaradi tega je onemogo¢eno homogeno
porazdeljevanje ucinkovine po celotni posodi, in tako se ucinkovina, kakor tudi FO
zadrzujeta predvsem pri dnu posode, v kateri poteka sproscanje. Gre za tako imenovano
»mrtvo cono« (20), ki se kaZze z nastankom kupcka nerazpadle FO na dnu posode. Tableta
tako obstane na dnu posode, poleg tezav s sproscanjem ucinkovine v okoliski medij zaradi
nepopolnega stika tablete z okolisSkim medijem pa se na tableti ustvari Se dodaten kupcek,
saj ga tokovnice niso sposobne odstraniti s tablete. Tvorijo ga razpadli delci tablete, ki se
zaradi slabSe hidrodinamike posedejo nanjo, ko ta Se ni razpadla, na njej obstanejo in
otezujejo nadaljnje spros€anje uclinkovine iz nje. Vse te tezave se kazejo v slabsi
ponovljivosti med paralelami in manj$em delezu raztopljene uc¢inkovine. S tako imenovanim
»conning efektom« se srecujejo tudi v industriji in razvoju, zato v ¢lankih v izogib temu
efektu predlagajo povecanje hitrosti meSanja ali uporabo posebnih modificiranih posod

(Peak ™ vessels) (19) ali mesal (19, 20).

Kot je bilo Ze omenjeno, je do teZav prihajalo ob uporabi USP II predvsem pri nizji hitrosti
vrtenja meSala (50 rpm). Zaradi manjSe sile tokov, ki delujejo na tableto, so se namrec Ze
razpadli delci tablete posedli na e nerazpadlo tableto in ovirali nadaljnji razpad in spros¢anje
uéinkovine iz nje. Mozen vzrok slabe ponovljivosti za to metodo smo med potekom
spros¢anja v USP II in 900 ml videli v stalnem kontaktu tablete z dnom posode, zato smo
naredili Se nekaj poskusov pod istimi pogoji, tokrat z uporabo sinkerjev. Vendar pa je
verjetnost, da bi stalen kontakt ene povrsine tablete z dnom posode v tako veliki meri vplival
na sproscanje ucinkovine iz tablete, majhna. Ker je spodnja povrsina tablete v stalnem
kontaktu z dnom posode, je s te strani onemogocen stik medija za sproscanje s tableto in
posledi¢no pride do oteZenega spros¢anja uc¢inkovine iz tablete. Vendar to ne bi smelo imeti
tako velikega vpliva na sproscanje ucinkovine iz tablete, saj je tableta kmalu po zacetku
sproscanja zaradi hitrega raztapljanja moc¢no hidrofilnega polimera razpadla. VVseeno smo z
uporabo sinkerjev dobili boljSo ponovljivost med serijami in tudi delez maksimalne

sproscene ucinkovine je bil vecji. Medtem ko je tableta ujeta v sinker, je namrec z vseh strani
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obdana z medijem, kar omogoca hitrejSe spros¢anje ucinkovine iz nje, sam sinker pa tudi

otezuje posedanje razpadlega dela tablete na Se nerazpadlega.

Na Sliki 25 je preko izrisanega povpreénega profila spros¢anja ponazorjeno, kako smo pri
spros¢anju z USP II in z uporabo sinkerjev dosegli vec¢jo najvecjo koncentracijo raztopljene
ucinkovine v primerjavi s spros¢anjem pod enakimi pogoji in brez uporabe sinkerjev. Se je
pa v primeru sprosc¢anja z uporabo sinkerjev obarjanje pricelo prej, na kar najverjetneje

vpliva doseg visje najvecje koncentracije ucinkovine v raztopljenem stanju.

Na Sliki 25 prav tako lahko opazimo najveéje razlike v profilih sproséanja Na-DIC, ki so

posledica izbire metode za sproscanje.

50 rpm 900 mL

90,00
80,00 oA
70,00 | \
60,00
50,00 |
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

0 50 100 150 200 250

% U v raztopljenem stanju

Cas (min)

—@— USP | (10 mesh) USP | (40 mesh) USP Il USP Il + sinker
Slika 25: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomocjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 50 rpm v 900 mL medija

Na Slikah 26 — 30 je grafi¢no ponazorjen vpliv izbire metode za testiranje spro§¢anja na
doseZen deleZ sproS¢ene ucinkovine v raztopljenem stanju. Podane so primerjave profilov
sproS¢anja uporab razli¢nih metod za testiranje spro$c¢anja ob uporabi enakega volumna

medija in enake hitrosti mesanja.
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% U v raztopljenem stanju
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Slika 26: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomocjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 50 rpm v 500 mL medija
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Slika 27: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomodcjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 100 rpm v 500 mL medija

% U v raztopljenem stanju
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Slika 28: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomocjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 100 rpm v 900 mL medija
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Slika 29: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomocjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 50 rpm v 750 mL medija
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Slika 30: Povprecni profili sproscanja, dobljeni s pomocjo razlicnih metod pri hitrosti vrtenja 100 rpm v 750 mL medija

5.3 TESTI DOLOCANJA RAVNOTEZNE TOPNOSTI

S testi dolocanja topnosti smo v disperziji z razliénim izhodi§¢nim masnim razmerjem med
Na-DIC in PVP-jem zZeleli dolociti ravnotezno topnost Na-DIC. Prav tako smo s
spremljanjem spreminjanja koncentracije raztopljenega Na-DIC skozi ¢as stresanja zeleli
dologiti kdaj se vzpostavi ravnoteZje. Cas stresanja smo omejili na 24 ur, saj nas je zanimalo,
ali se bo v tem ¢asu v vzorcu uspelo vzpostaviti ravnotezno stanje in bomo lahko dolo¢ili
ravnotezno topnost Na-DIC v posameznem vzorcu. Ob upostevanju moznosti za
eksperimentalno napako predvidevamo, da smo blizu ravnotezni topnosti Na-DIC v
preucevanem mediju, saj je bila dolofena koncentracija u¢inkovine v kon¢nih tockah
stresanja v kon¢nih ¢asovnih tockah vzorcenja primerljiva med sabo. Da bi se prepricali, ali
smo ravnotezno stanje dejansko dosegli, bi bilo smiselno podaljsati ¢as stresanja in

koncentracijo Na-DIC v vzorcu dolociti Se po 36 in 48 urah stresanja. V primeru, da bi bila
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doloc¢ena koncentracija Na-DIC primerljiva z dolo¢enima koncentracijama Na-DIC po 6h in
24h stresanja, bi lahko trdili, da je prislo do vzpostavitve ravnoteznega stanja in da smo

uspeli dolo¢iti ravnotezno topnost Na-DIC v preiskovanih medijih.

Na spodnji sliki (Slika 31) preko izrisanega grafa lahko vidimo povprecne vrednosti
koncentracij Na-DIC v vzorcih z razli¢nim izhodi§¢nim razmerjem Na-DIC:PVP za razli¢ne

casovne tocke stresanja. Prikazana je tudi variabilnost med samimi paralelami.

Doloc¢anje topnosti natrijevega diklofenakata
150,00

125,00
100,00
50,00
25,00 s
0,00 EE i sl 50 e .

1:0 1:4 1:16
Razmerje Na-DIC:PVP

c(mg/L)
]
3

E30' W60’ mo0' m360' WM24h

Slika 31: Graf ki prikazuje koncentracijo raztopljenega natrijevega diklofenakata v vzorcih z razliénim zacetnim masnim
razmerjem Na-DIC:PVP v dolocCenih ¢asovnih tockah stresanja

Kljub slabi ponovljivosti med dobljenimi rezultati, predvsem v zacetnem ¢asu stresanja, Se
na njihovi podlagi vseeno opazi trend, kjer vidimo, da se z ve¢jim dodatkom polimera
(masno razmerje Na-DIC: PVP = 1:16) koncentracija raztopljenega diklofenakata mo¢no
poveca, predvsem v zaCetnem Casu stresanja, z dalj§im Casom stresanja (po 6-24 h) pa ta
moc¢no pade na ustaljeno vrednost, za katero menimo da je blizu ravnotezni topnosti Na-DIC
v tem mediju. Glede na kon¢ne vrednosti Na-DIC v vzorcih, Kjer je bil prisoten polimer
(izhodis¢no masno razmerje API: PVP =1 : 4 in 1 : 16), nampram vzorcem, Kjer polimera

ni bilo, sklepamo, da prisotnost polimera poveca topnost Na-DIC v izbranem mediju.

V vzorcu, kjer diklofenakatu ni bil dodan polimer, je bila koncentracija raztopljenega Na-

DIC, z upostevanjem eksperimentalne napake, priblizno enaka ves Cas stresanja. Do vecjega
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odstopanja sicer pride v vzorcih odvzetih v ¢asu po 6h in 24h stresanja. Da bi ugotovili, ali
gre za eksperimentalno napako in smo ravnotezno topnost vseeno ze dosegli, bi morali,
kakor je bilo Ze re¢eno, Cas stresanja podaljsati in ponovno izmeriti koncentracijo Na-DIC v

novi ¢asovni tocki.

Povpre¢na konéna koncentracija Na-DIC, ki smo jo po koncu testov spro$canja izmerili pri
testih sproscanja (7,7 mg/L), je malo nad kon¢no povpre¢no koncentracijo Na-DIC, ki smo
jo v vzorcu brez dodanega polimera (4,19 mg/L) izmerili po 24ih urah stresanja. Z ozirom
na moznost eksperimentalne napake in dejstvo, da je bil v tabletah, ki smo jih uporabili pri
testih spros¢anja, u¢inkovini dodan e polimer — razmerje Na-DIC : PVP =1 : 0,8 — ki, kakor
je bilo videti iz poskusov dolocanja topnosti, poveca topnost Na-DIC, sklepamo da je bila
konéna koncentracija Na-DIC ob koncu testov spro§¢anja blizu ravnotezni topnosti Na-DIC
v mediju za spros¢anje. Da bi se prepricali ali je bila ravnotezna topnost dosezena, bi lahko
podaljsali ¢as sproscanja, in spremljali konstantnost izmerjenih koncentracij. Lahko pa bi
dolocali topnost Na-DIC v vzorcu, Kjer bi bilo masno razmerje med Na-DIC in ostalimi PS

enako njihovemu masnemu razmerju v tableti.

5.4 MOZNOSTI ZA NADALJNJE POSKUSE

Poskuse smo 1zvajali na klasi¢nem aparatu za spros¢anje z vesli in koSarico. Glede na tezave,
na katere smo naleteli med izvajanjem naloge, bi bilo smiselno v nadaljnjih poskusih
uporabiti modifikacije, s katerimi se bi tem tezavam izognili. Lahko bi uporabili
modificirane posode za sproS¢anje, s katerimi se bi izognili »conning« efektu, ob uporabi
nizjih hitrosti mesanja pa bi tableto vstavili v sinkerje, s ¢imer bi preprecili morebitno
lepljenje tablete na posodo, prav tako bi ji omogo¢ili celoten stik z okoliskim medijem, ob

tem pa bi bilo olajsano tudi spros¢anje uc¢inkovine iz tablete.

Ker na modelu za sproscanje, ki smo ga uporabili v nalogi, ne moremo ponazoriti prehoda
uc¢inkovine skozi GIT, ki pa ima, glede na dobljene rezultate raziskovalcev v ¢lankih, ki so
bili predstavljeni v uvodnem delu naloge, pomembno vlogo pri vzpostavitvi in vzdrzevanju
stanja prenasicenosti, bi bilo smiselno teste supersaturacije izvesti Se s pomocjo
modificiranih naprav za spro$canje. Z njihovo pomoc¢jo namre¢ lahko ponazorimo prehod
ucinkovine iz zelodca v tanko ¢revo in pH gradient, ki mu je ucinkovina ob tem
izpostavljena. Z uporabo taksnih metod bi se zagotovo bolj priblizali in vivo situaciji in si

zagotovili boljse obete za dobro IVIVC.

49



6. ZAKLJUCKI

V magistrski nalogi smo preucevali vpliv spreminjanja parametrov sproS¢anja na sproscanje
natrijevega diklofenakata iz tablet s takojSnjim sprosc¢anjem, ki so pod izbranimi pogoji
omogocili tudi doseg stanja prenasicenosti, kar je kasneje vodilo do pojava obarjanja

uéinkovine.

Profili sprosc¢anja, ki smo jih izrisali glede na dobljene koncentracije pri testih sproscanja v
nasi nalogi, se razlikujejo od obicajnih profilov sproscanja. Koli¢ina spros¢ene ucinkovine
namre¢ v zacetku spros€anja mocno naraste in tudi preseze njeno ravnotezno topnost v

izbranem mediju, ¢emur sledi padec do ustaljene vrednosti.

Z nalogo smo pokazali, da izbor metode za spros$canje in izbira parametrov sproscanja, kot
sta volumen medija in hitrost vrtenja veslastega mesala oz. koSarice vplivajo na sproscanje
uéinkovine iz tablet, in vzpostavitev ter vzdrzevanje stanja prenasiCenosti. Tako je v
izrisanih profilih spros¢anja moc¢ videti razlike v maksimalni dosezeni koncentraciji
ucinkovine v raztopljenem stanju, hitrosti spro§¢anja u¢inkovine iz tablet in trajanju stanja

prenasicenosti.

Z uporabo vi§jih hitrosti vrtenja veslastega meSala in koSarice lahko preko hitrejSega
sproscanja u¢inkovine iz FO doseZemo vecje koncentracije u¢inkovine v raztopljenem stanju
vendar pa se s poveCanjem hitrosti meSanja, ¢as v katerem se ucinkovina zadrzi v vecji

stopnji supersaturacije, zmanjsa.

Metoda, z vidika ponovljivosti najprimernejSa za preucevanje supersaturacije v nasem
primeru spro$c¢anja iz tablet s takoj$njim spros¢anjem, je USP I, USP Il pa le ob uporabi
sinkerjev. V primeru uporabe USP Il brez sinkerjev bi bilo smiselno uporabiti modificirane
posode, s pomoc¢jo katerih se izognemo »conning« efektu. V' primeru uporabe USP 11, bi se
sicer lahko tudi z dvigom hitrosti vrtenja veslastega meSala, izognili teZavam pri sproS¢anju,

ki se kazejo s slabSo ponovljivostjo med paralelami.

Z izbiro razliénih volumnov medija za spros€anje, smo dosegli razlicne maksimalne deleze
spros¢ene ucinkovine. Ti so bili najveéji v ve¢jem volumnu (900 mL), vseeno pa so bile
najvisje dosezene koncentracije uc¢inkovine v mediju za sproscanje dosezene v manjSem

volumnu medija (500 mL).
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Pri testih topnosti smo, kljub slabsi ponovljivosti v zacetnih toCkah stresanja, v vzorcih
vseeno opazili doloc¢ene trende, ki nakazujejo, da dodatek polimera poveca topnost Na-DIC
v preu¢evanem mediju. V vzorcih, kjer uc¢inkovini ni bil dodan polimer, je bila koncentracija
raztopljenega Na-DIC z upos$tevanjem eksperimentalne napake, ves Cas stresanja priblizno

enaka.

Glede na primerljivost dolo¢enih kon¢nih koncentracij Na-DIC ob koncu stresanja,
predvidevamo, da smo blizu ravnotezni topnosti Na-DIC v preuc¢evanih medijih. Da bi se
prepricali ali je ravnotezno stanje dejansko vzpostavljeno, pa bi bilo smiselno podaljsSati ¢as
stresanja in uvesti novo ¢asovno tocko merjenja koncentracije Na-DIC po 36 in 48 urah

stresanja.
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