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1. ANALIZA FARMACEVTSKE OVOJNINE

Uporabnost zdravil je mnogokrat odvisna od primerne ovojnine, zaradi ¢esar se njenemu
proucevanju posveca vedno ve€ja pozornost. Industrijski nadin proizvodnje pomeni v
splosnem podaljSan cas kontakta zdravila z ovojnino, mednarodno trzenje pa z
izpostavljanjem zdravila razliénim vplivom okolja $e dodatno vpliva na zdravilo kot celoto.
Spremembe temperature, vlaznosti in drugi stresni vplivi tako ob transportiranju ali
shranjevanju povzroc¢ajo razlicne spremembe, ki lahko vodijo do neuporabnosti zdravila.

Zdravila ne moremo distribuirati, niti ne more imeti ustreznega roka uporabnosti, ¢e ni
oblikovano v ustrezni ovojnini, kar pa lahko dosezemo le s kakovostno povezavo obeh

komponent: ovojnine in zdravila.

Naloge ovojnine:

1. omogoca zascito pred kemicnimi in fizikalnimi agensi ter mikrobioloskim
okuzenjem;

2. omogoca priro¢nost (lazja aplikacija) in vsebnost zdravila (zagotovljena koli¢ina
ucinkovine v zdravilu);

3. posreduje identifikacijo in informacijo o zdravilu (ime proizvajalca; ucinkovine, ki

so vsebovane v zdravilu; koli¢ine sestavin; oblika zdravila; nacin aplikacije; datum
izteka roka uporabnosti; serijska Stevilka...);

4, daje izgled zdravilu (omogoca zaupanje pacienta) in omogoca enostavnost
rokovanja;

Z ekoloskega vidika je tudi pomembno, koliko energije se pri proizvodnji ovojnine porabi in
predvsem, ali je ovojnina unicljiva oz. sposobna recikliranja.

Glede na zahteve kvalitete locimo 3 tipe ovojnine:

1. primarna ovojnina
je v neposrednem stiku z zdravilom. Zanjo so zahteve glede kakovosti najstrozje. Njena
naloga je predvsem zas¢ita zdravila pred kvarnimi vplivi iz okolja.

2. sekundarna ovojnina

Zdravilo z njo ni v neposrednem stiku, zato zahteve zanjo niso tako stroge. Njena naloga je
zaSCita med transportom in shranjevanjem ter posredovanje identifikacije in informacije o
zdravilu.

3. terciarna ovojnina
Uporabimo jo za izdelavo pomagal pri aplikaciji zdravila (zZlicke, dozirne brizge). Njihova
kvaliteta mora ustrezati aplikaciji.

Embalazna materiala, ki ju v farmaciji najpogosteje uporabljamo, sta steklo in plastika. S
ciljem zagotavljanja integralne kakovosti zdravila je zato potrebno preverjati tudi kakovost
teh dveh materialov, pri ¢emer so kriteriji kakovosti odvisni od namena uporabe.



1.1. Preiskovanje kvalitete stekla

1. Uvod

Steklo v SirSem pomenu besede imenujemo vsako amorfno podhlajeno talino. Taksne taline
nastanejo zlasti iz zmesi t.i. "steklotvornih oksidov": SiO,, B,0;, Al,Os, P,Oyp in alkalijskih
ali zemljoalkalijskih oksidov. Splosna kemicna formula navadnega stekla je:
6.510,*Me,O*Ca0, kjer sta Me: Na in K po enakih delih. Ker je navadno steklo kemicno,
mehansko in temperaturno manj odporno, mu dodajajo zemljoalkalijske (MgO, CaO, BaO) ali
amfoterne okside (B,0s, AL,O3).

Alkalijski kationi so v steklu dobro gibljivi in zato pri ohlajanju stekla difundirajo na povrsino
stekla in v raztopino, ki postane alkalna. Sprememba pH raztopine ima lahko za posledico
med drugim tudi zmanjs$ano topnost ali zmanj$ano obstojnost prisotnih u¢inkovin. Oddajanje
alkalijskih kationov se po dalj$i uporabi stekla zmanjsa, ker sloj stekla, ki je relativno
bogatejsi s Si05 in CaO S§¢iti steklo pred nadaljnjim raztapljanjem. Raztapljanje stekla poteka
hitreje pri poviSani temperaturi in ob dodatku baz.

Pozitivne lastnosti stekla, zaradi katerih se steklo pogosto uporablja v farmaciji so:
e trdnost, prozornost, temperaturna obstojnost, lahko ¢iS¢enje, veckratna uporabnost ter
nepropustnost za tekocine, pline in mikroorganizme.

Negativne lastnosti stekla, zaradi Cesar je potrebna pozornost ali zamenjava z drugim

embalaznim materialom pa so:

e slaba mehanska odpornost, voluminoznost, velika specifi¢na gostota ter kemi¢na
neindiferentnost.

Najstrozje zahteve veljajo za steklene vsebnike, v katere polnimo parenteralne raztopine.
Taksno steklo ne sme sproscati alkalij, ne sme reagirati z ucinkovino, biti mora temperaturno
in mehansko odporno pri pogojih sterilizacije in ne sme vsebovati As in Pb.

Kemicna stabilnost steklenih vsebnikov za farmacevtsko uporabo je izrazena s hidroliticno
odpornostjo, to je z odpornostjo proti odpuscanju topnih mineralnih snovi v vodo pod
predpisanimi pogoji kontakta med steklom in vodo. Hidroliti¢na odpornost je ovrednotena s
titriranjem spro$c¢enih alkalij.

Z ozirom na hidrolitiéno odpornost steklenih vsebnikov, lo¢imo v skladu s Ph Eur 8" tri
skupine steklenih vsebnikov:

1. skupina:

vsebniki iz nevtralnega stekla, visoke hidroliticne odpornosti zaradi same kemicne sestave
stekla. Ti so primerni za shranjevanje vseh pripravkov, ne glede na to ali so namenjeni za
parenteralno uporabo ali ne, ter za ¢lovesko kri in krvne derivate.

2. skupina:

vsebniki iz natrijevega silikatnega stekla, visoke hidroliticne odpornosti, ki je rezultat
primerne obdelave povrsine. Ti so v sploSnem namenjeni za shranjevanje kislih ali nevtralnih
vodnih pripravkov za parenteralno uporabo ter za vse pripravke, ki so primerni za
shranjevanje v vsebnikih 3 skupine.

3. skupina:

vsebniki iz natrijevega silikatnega stekla z zmerno hidroliti¢no odpornostjo. Ti so primerni za
shranjevanje nevodnih pripravkov za parenteralno uporabo, za praske za parenteralno uporabo
in pripravke, ki niso namenjeni parenteralni uporabi.



Vsebniki iz natrijevega silikatnega stekla z nizko hidrolitiéno odpornostjo niso primerni za
farmacevtsko uporabo.

Z namenom, da bi definirali kvaliteto steklenih vsebnikov glede na njihovo uporabo, je
potrebno izvajati enega ali ve¢ testov. V Ph Eur 8" so navedeni trije testi, s katerimi lahko
opredelimo hidroliticno odpornost:

1. test hidroliticne odpornosti notranje povrsine vsebnika,
2. test hidroliti¢ne odpornosti uprasenega stekla,

3. test hidroliti¢ne odpornosti jedkane povrsine vsebnika.

2. Namen dela




3. Metode

TEST A HYDROLYTIC RESISTANCE OF THE INNER
SURFACES OF GLASS CONTAINERS (SURFACE TEST)
The determination is carried out on unused containers.
The volumes of the test liquid necessary for the final
determination are indicated in Table 3.2.1.-2.

Table 3.2.1-2. — Volume of test liguid and number of
fitrations

Filling volume (ml) Volume of test Uguld  Number of titratlons
for one titration (ml)
Upto3 25.0 1
Abowve 3 and up to 30 0.0 2
Abowve 30 and up to 100 100.0 2
Above 100 10000 3

Cleaning. Remove any debris or dust Shortly before the
test, rinse each container carefully at least twice with water R
and allow to stand. Immediately before testing empty the
containers, rinse once with wafer K then with water K1

and allow to drain. Complete the cleaning procedure from
the first nnsing in not less than 20 min and not more than
25 min.

Heat closed ampoules on a water-bath or in an air-oven at
about 50 *C for approximately 2 min before opening; do not
rinse before testing.

Filling and heating. The containers are filled with water R I

up to the filling volume. Containers in the form of cartridges

or prefilled syringes are closed in a suitable manner with

material that dees not interfere with the test. Each container

including ampoules shall be loosely capped with an inert

material such as a dish of neutral glass or aluminium foil

previously rinsed with water R Place the containers on

the tray of the autoclave. Place the tray in the autoclave

containing a quantity of wafer K such that the tray remains

clear of the water. Close the autoclave and carry out the

following operations:

— heat the auteclave to 100 *C and allow the steam to issue
from the vent cock for 10 min;

— close the ventcock and raise the temperature from 100 *C
to 121 °C at a rate of 1 °C per min;

— maintain the temperature at 121 £ 1 °C for 60 £ 1 min;

— lower the temperature from 121 °C to 100 °C at a rate of
0.5 °C per min, venting to prevent vacuum;

— do not open the autoclave before it has cooled down to
as *C;

— remove the containers from the autoclave using normal
precautions, place them in a water-bath at 80 *C, and
run cold tap water, taking care that the water does not
contact the loose foil caps to avoid contamination of the
extraction solution;

— cooling time does not exceed 30 min.

The extraction solutions are analvsed by titration according
to the method described below.

Method. Carry out the titration within 1 h of removal of the
containers from the autoclave. Combine the liquids obtained
from the containers and mix. Introduce the prescribed
volume (Table 3.2.1.-2) into a conical flask. Place the same
volume of water RI into a second similar flask as a blank.
Add to each flask 0.05 ml of methyl red solution R for each
25 ml of liquid. Titrate the blank with 0.0] M hydrochloric
acid. Titrate the test liquid with the same acid until the
colour of the resulting solution is the same as that obtained
for the blank. Subtract the value found for the blank titration
from that found for the test liquid and express the results in
millilitres of 0.00 M hydrochleric acid per 100 ml. Express
titration values of less than 1.0 ml to 2 decimal places and
titration values of more than or equal to 1.0 ml to 1 decimal
place.

Limits. The results, or the average of the results if more than

one titration is performed, is not greater than the values
stated in Table 3.2.1.-3.

Table 3.2.1.3. — Limit values in the test for surface
hydrolytic resistance

Maximum volume of 0,01 M HCI per
100 ml of test Hguid (ml)

R...substanca ali raztopina, definirana pod “Reagenti”

Water R = destilirana voda.

4. Rezultati

Volumen preiskovanega vsebnika =

Poraba 0,01 M HCI pri slepem poskusu:

Poraba 0,01 M HCI pri avtoklavatu: 1.

Glazs contalners

Filling volume {(ml} Types land I Type III
Upto 1 20 0.0
Above 1 and up o 2 18 176
Above 2and uptwo 5 13 132
Above 5 and up to 10 o 102
Above 10 and up to 20 0.30 81
Above 20 and up w 50 0.60 6.1
Above 50 and up to 100 0.50 438
Above 100 and up to 200 0.40 38
Above 200 and up to 500 0.30 29
Above 500 0.20 2.2

2. Povprecje:

Rezultat:

ml 0,01 M HCI na 100 ml preiskovane raztopine.

Glede na hidroliticno odpornost notranje povrSine spada preiskovan vsebnik v

skupino odpornosti.



V tabeli prikazite rezultate preiskovanja hidrolitiéne odpornosti steklenih vsebnikov znotraj
turnusa.

Opis vsebnika V vsebnika | V porabe HCI Skupina hidroliti¢ne
[mL] [mL] odpornosti
1. skupina
2. skupina
3. skupina
4. skupina

5. Razprava in zakljucki




1.2. Preiskovanje kvalitete plastike in gume

1. Uvod

Definicija: Plasticne mase (umetne mase) so makromolekularne snovi, ki jih pridobivajo
bodisi povsem sinteticno bodisi s predelavo naravnih visokomolekularnih spojin. Med
plasti¢éne mase v ozjem smislu ne $tejemo elastomerov in umetnih vlaken, vendar pa med le-
temi in plasticnimi masami ni ostre meje. Mnoga kemijska vlakna so iz istega materiala kot
plasti¢ne mase, zaradi izrazite urejenosti molekul pa imajo posebne fizikalne lastnosti.

Ime:
Oznaka plasticna masa pomeni, da je snov pri oblikovanju polizdelka ali kon¢nega izdelka
imela take lastnosti, da jo je bilo mo¢ plasti¢no oblikovati.

Razdelitev:
Glede na obnaSanje pri segrevanju delimo plasticne mase v termoplaste in duroplaste.

Pridobivanje povsem umetnih plasti¢nih mas:
Pridobivanje poteka s postopki polimerizacije, polikondenzacje in poliadicije
nizkomolekularnih izhodnih snovi, ki jih pridobivajo iz premoga, nafte ali zemeljskega plina.

Lastnosti:

e majhna gostota,

¢ zelo nizka elektri¢na prevodnost in nizka toplotna prevodnost,

e zmerna mehanska trdnost,

e 0b mocnejSem segrevanju se razgradijo (deloma se predhodno zmehcajo),
e precej neobcutljive za vlago,

¢ na splo$no odporne proti bazam in kislinam,

e zelo razlicno odporne proti organskim topilom,

¢ na splosno fiziolosko neaktivne,

¢ lahko oblikovanje in cenenost.

Lastnosti plasticnih mas se lahko na razlicne nacine spreminjajo glede na namembnost
("plasticne mase po meri"). Pri tem uporabljajo razlicne nacine: meSano polimerizacijo,
stereospecifi¢no polimerizacijo, kombinacijo plastiénih mas ali kombinacijo s "klasi¢nimi
surovinami" (steklena vlakna, tkanine itd.), dodajanje polnil ali barvil, mehcalcev, razli¢cnih
stabilizatorjev (proti vplivu toplote, svetlobe ali drugih sevanj), lahko pa tudi zamenjajo
nekatere surovine (pri pripravi poliuretanov uporabijo npr. razline poliole ali razlicne
diizocianate).

TERMOPLASTI

Lastnosti:

Termoplasti se pri segrevanju zmehcajo, v toplem stanju jih lahko oblikujemo, pri ohlajanju
pa postanejo trdi in ohranijo obliko; postopek lahko ponovimo, kolikorkrat hofemo. V
nekaterih topilih termoplasti nabrekajo, nekatera jih topijo.

Zgradba molekul:
Linearne, redko rahlo razvejane makromolekule, ki prostorsko niso povezane z moc¢nimi
kemijskimi vezmi.



Mehcala:

Ce termoplastom prime$ajo mehéala, postanejo mehkejsi in bolj upogljivi, kar je posebno
primerno za folije. Ceprav v manjsi meri te snovi vendarle topijo polimer, jih dodajajo le v
taki koli¢ini, da se vrinejo med molekule plasticne mase, pri Cemer jih deloma ali povsem
obdajo. Tako zmanjsajo trdoto in krhkost polimera.

Pomembni termoplasti:
e polietilen, polivinil klorid, poliamidi, polistiren, polimetil metakrilat, polivinil acetat,
celuloid, linearni poliestri, linearni poliuretani, linearni poliamidi.

DUROPLASTI

Lastnosti:
Duroplasti pri segrevanju razpadejo, ne da bi se prej zmehcali; so netopni.

Zgradba molekul:
Prostorsko mo¢no zamrezene molekule.

Tehnicno oblikovanje vrocih duroplastov:

Pri polikondenzaciji nastopi termoplasti¢no stanje, ko so produkti Se topni in jih lahko
raztalimo. V tem stanju jih vlivamo in (po morebitnem dodajanju polnil in barvil) vroce
stiskamo. Po takem oblikovanju potece prostorsko zamrezenje do konca in masa se strdi v
duroplast.

Pomembni duroplasti:
o fenoplasti, aminoplasti, zamrezene epoksidne smole, zamrezeni poliuretani, zamrezene
silikonske smole, zamreZeni poliestri.

ELASTOMERI

To so polimerne snovi, v katerih so polimerne molekule moc¢no fleksibilne in neurejene, kar
ima za posledico elasti¢ne lastnosti materiala. Te snovi so osnova vsem gumijastim izdelkom
tako naravnim kot sintetskim ter mnogim adhezivom.

Naravni kavcéuk tvorijo polimerne verige cis-izoprena. Surovi gumi izboljSajo lastnosti z
razlicnimi dodatki. Najveckrat jo uporabljamo za zamaske in tesnila.

Umetni kavcuki (butilni, nitrilni, kloroprenski) so odpornejsi proti visokim temperaturam in
manj odporni proti nizkim. Pod vplivom svetlobe in oksidantov se ne spreminjajo.

Silikonske gume pridobivajo s polimerizacijo metil-silikonskih olj. Njihove najpomembnejSe
lastnosti so: izjemna termicna odpornost (do 250 °C), neprepustnost za vodo, velika stabilnost
in mehanska odpornost. So pa sorazmerno drage.

Preden elastomerni materiali lahko postanejo uporabni gumijasti izdelki, morajo biti
podvrzeni razli¢énim modifikacijam, od vgradnje razli¢nih dodatkov do tvorbe kopolimerov in
premreZenja s plasticnimi masami.

Dodatki, onecisenja z izhodnimi substancami in adsorptivne sposobnisti plasti¢nih
materialov in gum pa povzrocajo, da so ti materiali kemic¢no reaktivni in lahko odpuscajo
aditive. Ker lahko hkrati prepuscajo tudi tekocine, pline in mikroorganizme, je potrebna
kontrola njihove kakovosti za uporabo v farmacevtske namene.



2. Namen dela

3. Metode

PREDPIS ZA KONTROLO FARMACEVTSKE PLASTIKE IN GUME

Vzorce plastike in gume kuhamo 5 minut v preciS§€eni vodi, nato vodo odlijemo, vzorce
speremo s precis¢eno vodo in razrezemo na koscke. 10 g tega materiala prelijemo z 200 ml
preCis¢ene vode v 300 ml erlenmajerici, ki jo prekrijemo z aluminijevo folijo in
avtoklaviramo 15 minut pri 105°C. Vzporedno avtoklaviramo precis¢eno vodo brez vzorcev
plastike (slepi vzorec). Ohlajeni avtoklavat, ki ga odlijemo, mora ustrezati naslednjim
zahtevam:

1. Organolepti¢ne lastnosti

Avtoklavat mora biti bister, brezbarven, dopustna je le rahla opalescenca, ki ne sme preiti v
kosmice ali oborino. Avtoklavat mora biti brez vonja, pri gumi je dovoljen rahel vonj po
zveplu.

2. Sprememba pH
V primerjavi s slepim vzorcem se sme pH avtoklavata spremeniti najvec za 1 enoto.

3. Reducenti
20 ml avtoklavata dodamo 20 ml 0,002 M raztopine KMnOg4 in pustimo stati 15 minut pri

sobni temperaturi. Dodamo 0,1 g KJ in 2 ml 1 M HCl in retitriramo z 0,01 M NayS,0O3 ob
Skrobovici kot indikatorju. Delamo 2 paralelki. Od koli¢ine NapS»0O3, ki smo ga porabili za

titracijo avtoklavata odStejemo kolicino, ki jo je porabil slepi vzorec. Razlika sme biti najvec
1,5 ml.

4. Tezke kovine
3 ml avtoklavata dodamo nekaj kapljic ditizonovega reagenta. Avtoklavat se ne sme obarvati
v 10 minutah.

5. Kloridi
Kloride dolo¢amo z limitnim testom po Ph Eur 8" (2.4.4).

To 15 mL of the prescribed solution add 1 mL of dilute nitric
acid R and pour the mixture as a single addition into a test-
tube containing 1 mL of silver nitrate solution R2. Prepare a
standard in the same manner using 10 mL of chloride standard
solution (5 ppm CI)R and 5 mL of water R. Examine the tubes
laterally against a black background.

After standing for 5 min protected from light, any opalescence
in the test solution is not more intense than that in the
standard.

6. Amoniak
10 ml avtoklavata dodamo 3 kaplje Nesslerjevega reagenta. Po 5 minutah se avtoklavat ne
sme obarvati v primerjavi s slepim vzorcem.



4. Rezultati

V tabeli prikazite rezultate analize vzorca plastike oz. gume.

Test Rezultat Ustreznost

Organolepticne
lastnosti

Sprememba pH

Reducenti

Tezke kovine

Kloridi

Amoniak

V tabeli prikazite ustreznost analiziranega vzorca plastike (P) oz. gume (G) znotraj turnusa.

kupina 1. 2. 3. 4.
Test P-G P-G P-G P-G

Org. lastnosti

pH

Reducenti

Teike kovine

Kloridi

Amoniak

5. Razprava in zakljucki

10




6. Odgovori na vprasanja

11



2. KEMIJSKA STABILNOST UCINKOVIN

Stabilnost je sposobnost farmacevtskega izdelka, da skozi ¢as v razumno predvidljivih
pogojih shranjevanja, ohranja svoje lastnosti znotraj predpisanih mej. Pri tem se obravnavajo
kemi¢ni, fizikalni, mikrobioloski in biofarmacevtski vidiki. To ¢asovno obdobje je definiramo
kot rok uporabnosti, rok uporabnosti med uporabo ali kot rok do ponovnega preskusanja.
Zdravilni pripravek je uporaben toliko Casa, dokler odgovarja predpisanim specifikacijam. Za
pripravke, ki niso zajeti v farmakopeji velja, da so uporabni glede na vsebnost u¢inkovine,
dokler vsebujejo najmanj 90% ucinkovin in da pri razgradnji ne nastajajo za organizem
Skodljive snovi. Industrijsko izdelana zdravila morajo biti uporabna 3-5 let, magistralna 4-6
tednov, ex tempore izdelani pripravki za oralno uporabo 7-14 dni in za parenteralno uporabo
24 ur.
Locimo nekaj tipov nestabilnosti, ki povzrocijo zavrnitev zdravilnega pripravka:

e zmanjSanje koncentracije ucinkovine v pripravku, ki je posledica kemijske ali

fizikalne nestabilnosti;

e nastanek toksi¢nih razpadnih produktov;

e zmanjsanje bioloske uporabnosti pripravka in s tem manjsa terapevtska ucinkovitost;

e spremenjene organolepticne lastnosti, fizikalne lastnosti in funkcionalni testi.

Od proizvodnje, transporta pa vse do shranjevanja in uporabe se lahko spreminjajo razlicne
znacCilnosti farmacevtskega izdelka, ki jih glede na naravo sprememb razvrstimo:

e Kemicne; vsaka aktivna sestavina ohranja svojo kemijsko istovetnost in jakost znotraj
dolocenih mej. Posledice kemicne nestabilnosti lahko vplivajo tudi na fizikalno in
mikrobiolosko stabilnost. Primeri nestabilnosti so upad koncentracije ucinkovin in
ostalih aktivnih spojin (npr. konzervansov).

e Fizikalne; ohranjajo se prvotne fizikalne lastnosti, vkljucno z izgledom. Nekatere
mozne posledice nestabilnosti: loCevanje faz, agregacija, sedimentacija,
neenakomernost vsebine.

e Mikrobioloske; ohranja se odpornost proti rasti mikroorganizmov v okviru dolo¢enih
zahtev. Posledice porasta Stevila mikroorganizmov se izraza zlasti v organolepti¢nih
spremembah: barva, vonj, motnost, loCitev faz.

Razgradne poti u¢inkovin delimo na kemijske, kjer nastajajo nove spojine in fizikalne, kjer se
spreminjajo samo fizikalne lastnosti zdravila.

Najpomembnej$i kemijski reakciji pri spremljanju stabilnosti zdravil sta solvoliza in
oksidacija, potekajo pa lahko tudi fotolize, dehidracije, racemizacije, konjugacije in druge
reakcije.

Pri solvolizah gre za razgradnjo ucinkovine v prisotnosti topila, ki je v vecini primerov voda
(hidroliza). Najpogosteje potekajo pri karboksilnih derivatih uéinkovin (estri, laktoni,
laktami).

Oksidacije potekajo najveckrat pod vplivom atmosferskega kisika. Produkti oksidacije so
obicajno obarvani, lahko so tudi toksi¢ni.

Med fizikalnimi spremembami najveckrat srecamo polimorfizem, izparevanje ucinkovine,
adsorpcijo na povrSino ovojnine, vezavo ali izhlapevanje vode in sedimentacijo.

Na obstojnost farmacevtskega izdelka lahko kvarno vplivajo nekateri dejavniki. Pomembni so
zlasti dejavniki okolja: temperatura, svetloba, relativna vlaznost, kisik in mikroorganizmi. Na
kakovost izdelka pa vplivajo tudi notranji dejavniki: narava medija (npr. pH), pomoZne snovi
in ovojnina. V prvi vrsti ustrezna ovojnina, ki primarno varuje izdelek pred zunanjimi vplivi.
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2.1. Stabilnost uc¢inkovine pri sobni temperaturi

1. Uvod

Shranjevanje pri sobni temperaturi je osnova t.i. dolgoro¢nega testiranja stabilnosti u¢inkovin
in zdravilnih pripravkov. Ti rezultati predstavljajo glavni del registracijske dokumentacije, ki
se nanaSa na stabilnost ter predstavljajo hkrati informacije, na katerih sloni dolocitev in
potrjevanje rokov uporabnosti.

2. Namen dela

3. Metode

Postopek:

1. Natan¢no natehtamo priblizno 100 mg ASA v 100 ml bucko. Raztopimo v 2 ml
koncentriranega etanola in ko se ASA raztopi, dodamo pufer pH = 7 do oznake.

2. Vsebnost ASA v vzorcih dolo¢amo spektrofotometricno (pri 294 nm, referenca je
precis¢ena voda) ob casih 0, 7 in 14 dni. Pred vsako meritvijo prenesemo 1 ml
raztopine ASA v 50 ml bucko in dopolnimo do oznake s precisc¢eno vodo.

3. Osnovno raztopino shranjujemo v oznac¢eni buc¢ki na sobni temperaturi 14 dni.

4. Na enak nacin kot raztopino ASA pripravimo tudi ekvimolarno raztopino salicilne
kisline. Pri tem uposStevamo dejansko natehto ASA za ustrezen preracun natehte
salicilne kisline. Absorbanco ekvimolarne koli¢ine salicilne kisline dolocamo
spektrofotometri¢no samo enkrat!

5. Koncentracije ASA v vzorcih in vrednosti konstant reakcijske hitrosti prvega reda za
hidrolizo ASA izracunamo po enacbah na osnovi dobljenih absorbanc.

Koncentracija ASA v vzorcih:

c =c ASAv
SAv — ~84 A

SA

Casa = Csa - Csav

Casa ... koncentracija ASA v Casu t
Csa ... koncentracija ekvimolarne raztopine SA
Csav ... koncentracija SA v Casu t

Konstanta reakcijske hitrosti prvega reda:

' 11 (C)

=—In
e C
k... konstanta reakcijske hitrosti prvega reda (min™)
to.... cas

C, ..... zacetna koncentracija uc¢inkovine (mmol/l)
C...... koncentracija u¢inkovine (mmol/l) v ¢asu t
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Konstanto reakcijske hitrosti hidrolize ASA lahko izracunamo tudi direktno iz izmerjenih
absorbanc po naslednji enacbi:

0
A SA ASA v

l
t (ASA A;Av

)

Asga ... absorbanca ekvimolarne raztopine SA
Asay ... absorbanca SA v raztopini ASA ob ¢asu 0 ( 4j,, ) in dasut (Ay,,)

4. Rezultati

Natehta ASA:

Natehta ekvimolarne SA:

Absorbanca ekvimolarne raztopine SA:
Koncentracija ekvimolarne raztopine SA (cs,):

Absorbance SA v preiskovanih vzorcih (Ag,,) ter izraunane koncentracije SA (csay) in ASA
(Casa) V teh vzorcih.

¢as (d) Agay Csay (mmol/1) Casa (Mmol/l)

0

7

14

Konstanta reakcijske hitrosti za ASA.

&as (d) k,(d"
7
14
Povprec¢na konstanta reakcijske hitrosti prvega reda je d' = min™.

5. Razprava in zakljucki
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2.2. Vpliv temperature na hitrost kemijske razgradnje

1. Uvod

Temperatura ima bistven vpliv na hitrost procesov. Visja temperatura v splosSnem pospesi
reakcije kar se izraza tudi v hitrejSem dosegu in veCjem obsegu kemicnih in fizikalnih
sprememb in posledi¢no vodi v manjSo obstojnost. Razlogi za proucevanje vpliva temperature
so razli¢ni. Vkljucuje tako formalne teste stabilnosti kon¢nega izdelka v skladu s predpisi ali
priporocili smernic kakor tudi pospeSene in stresne teste stabilnosti. V €asu razvoja pripravka
pa tudi proucevanje vpliva sprememb temperature na stabilnost pri izbranih pogojih, npr.
ciklizacija temperature, zamrzovanje, zelo visoke temperature.

Pri proucevanju stabilnosti lo¢imo tri tipe testov:
a) dolgorocna testiranja;
b) pospeseni test stabilnosti;
c) stresni testi stabilnosti.

a) Pri dolgorocnem testiranju gre za dolgoro¢na testiranja stabilnosti skozi daljsa
casovna obdobja pri normalnih pogojih shranjevanja. Uporabljajo se eksperimentalni pogoji,
kot jih sre¢ujemo pri shranjevanju izdelkov. Vzoré¢imo v dalj§ih Gasovnih intervalih. Cas
testiranja traja do predvidenega roka uporabnosti (v letih). So zelo zahtevni, tako ¢asovno kot
tudi financno.

b) Pri pospesenih testih je potrebno v kratkem cCasu napovedati obstojnost izdelka.
Osnovani so na pospesitvi razpadnega procesa in na ekstrapolaciji rezultatov na normalne
pogoje shranjevanja. PospeSeni testi lahko bistveno zmanj$ajo obseg in ceno dolgorocnega
testiranja.

c) Stresni testi se izvajajo pri ostrejSih pogojih kot pospeSeni testi. Poleg povisane
temperature se preverja tudi vpliv drugih dejavnikov (npr. svetloba). Ciklizacija temperature,
kjer je pripravek ciklicno izpostavljen nizki in visoki temperaturi je dober pokazatelj fizikalne
stabilnosti grobo disperznih sistemov (npr. emulzij).

Uporabnost pospesenih testov

Ti testi so uporabni za termi¢no pogojene reakcije, pri katerih je energija aktivacije (Ea) med

40 in 150 kJ/mol. Tak tip reakcij so solvolize.

Neuporabnost pospesenih testov

Termicno pospeseni test ne bo dal ustreznih rezultatov, ¢e je razpad posledica:

e spremembe agregatnih stanj,

¢ kontaminacije z mikroorganizmi,

e pretiranega stresanja med transportiranjem,

e prisotnosti katalizatorjev,

e kadar prihaja v sistemu do spremembe fizikalnega stanja pripravka (npr. mazila in svecke
se pri visokih temperaturah talijo, kar pomeni, da procesi potekajo drugace kot pri
normalnih pripravkih),

e kadar se pripravki pri visokih temperaturah denaturirajo,

¢ kadar so u¢inkovine obcutljive na svetlobo (fotokemi¢ne reakcije) in

o kadar prihaja do spremembe mehanizma reakcije.

ARRHENIUSOVA enacba podaja odnos med temperaturo in hitrostjo kemi¢ne reakcije:

—FEa

k= Ae®"”
Ea
Ink=InA-—
RT
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Ea..... aktivacijska energija (J/mol)

k... konstanta reakcijske hitrosti (h™) pri izbrani temperaturi
R... splosna plinska konstanta (8,314 J/molK)
T.... absolutna temperatura (K)

A ... frekvenéni faktor (h™)

S pomocjo ekstrapolacije Arrheniusove premice lahko kineti¢ne eksperimente pri povisani
temperaturi prenesemo na nizje temperature, kar uporabljamo pri metodi umetnega staranja
oziroma pospeSenega testa stabilnosti. Ta metoda se veliko uporablja, saj skrajSa cas
ugotavljanja stabilnosti pripravka.

Konstanto reakcijske hitrosti pri nizji temperaturi lahko dolocimo:

1. Po Arrheniusovi metodi grafi¢no z nanasanjem Ink v odvisnosti od 1/T. Naklon dobljene
premice je enak vrednosti -Ea/R, odsek na ordinati pa In4. Premico ekstrapoliramo do zelene
temperature in dolo¢imo Ink oz k.

2. Po Arrheniusovi metodi racunsko s pomocjo enacb:

RT,T, i

k,
Ea = ln(k—)(ﬁ) k =Ae*”

3. Po van't Hoffovi metodi s pomocjo temperaturnega koeficienta Q.

To je razmerje med konstanto reakcijske hitrosti pri T + 10 °C in pri T.

e Temperaturni koeficient lahko dolo¢imo grafi¢no, tako da nanasamo vsebnost ucinkovine
v odvisnosti od Casa za obe temperaturi, pri dolo¢enem procentu u¢inkovine od¢itamo Cas
razpada in iz enacbe izraCunamo temperaturni koeficient:

Iy

0=

tT+10

e Na racunski nacin tako, da dolo¢imo konstanti reakcijske hitrosti pri dveh za 10°C
razli¢nih temperaturah in izra¢unamo van’t Hoffov koeficient iz razmerja konstant:

k
Q =~
kq

Ce je razlika temperatur ve¢ja kot 10°C pa ga izratunamo po enacbi:

T2-T1
Q 10 :sz
le

2. Namen dela
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3. Metode

Postopek:

1. Natan¢no natehtamo priblizno 100 mg ASA v 100 ml buc¢ko. Raztopimo v 2 ml
koncentriranega etanola in ko se ASA raztopi, dodamo pufer pH = 7 do oznake (ista
raztopina ASA kot pri vaji 2.1.).

2. Odpipetiramo Sestkrat po 10 ml raztopine ASA v oznacene epruvete (z zamaski), od
katerih tri postavimo v termostat pri 40 °C in tri v termostat pri 80 °C.

3. Vsebnost ASA v vzorcih dolo¢amo spektrofotometricno (pri 294 nm, referenca je
precis¢ena voda) ob casih 0, 20, 40 in 60 minut. Pred vsako meritvijo vzorce najprej
ohladimo na sobno temperaturo in nato 50-krat red¢imo s precis¢eno vodo.

4. Na enak nacin kot raztopino ASA pripravimo tudi ekvimolarno raztopino salicilne
kisline. Pri tem upoStevamo dejansko natehto ASA za ustrezen preracun natehte
salicilne kisline. Absorbanco ekvimolarne koli¢ine salicilne kisline dolocamo
spektrofotometri¢no samo enkrat!

5. Koncentracije ASA v vzorcih in vrednosti konstant reakcijske hitrosti prvega reda za
hidrolizo ASA izra¢unamo po enacbah na osnovi dobljenih absorbanc.

4. Rezultati

Natehta ASA:

Natehta ekvimolarne SA:

Absorbanca ekvimolarne raztopine SA:
Koncentracija ekvimolarne raztopine SA (cs,):

1. IzraCunajte konstanti reakcijske hitrosti prvega reda za obe temperaturi po enacbi:
i 11 (Co)
=—n(——
e C

T =40°C
Rezultati meritev absorbanc SA v preiskovanih vzorcih ob dolocenih Casih (Ag,,), izraCunane
vsebnosti SA (csayv) in ASA (casa) ter konstante reakcijske hitrosti (k;).

¢as (min) Asa, Csay (mmol/l) Casa (mmol/1) k; (min™)

0 /

20

40

60

T =80°C
Rezultati meritev absorbanc SA v preiskovanih vzorcih ob dolocenih ¢asih (Ag,,), izraCunane
vsebnosti SA (csay) in ASA (casa) ter konstante reakcijske hitrosti (k;).

¢as (min) Agay Csay (mmol/1) Casa (mmol/1) k; (min™)
0 /
20
40
60
Povpreéna konstanta reakcijske hitrosti:
o pri 40°C: k= min™!
o pri 80°C: kp = min™
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2. NariSite Arrheniusovo premico Ink v odvisnosti od 1/T.

T(°C) T (1/K) k (min™) In k

80

40

20*

* iz podatkov pri sobni temperaturi

Enacba premica: R%:

Ink: k: min™!

3. S pomocjo Arrheniusove enacbe izracunajte aktivacijsko energijo Ea, frekvencni faktor A
in konstanto reakcijske hitrosti pri 20°C.

ky  RLT,
Ea = ln(,{—)((TfT))

Ea

A = ke®"

—Ea

k, ..=Ae*®"
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4. Dolocite van't Hoffov temperaturni koeficient Q in konstanto reakcijske hitrosti pri 20°C:

k80°C '
0=y

k40°C

k40°C

Q2

k20°C —

5. Izra¢unajte uporabnost uc¢inkovine pri 20°C po Arrheniusovi in van't Hoffovi metodi:

a) Arrheniusova metoda (grafi¢no): t%c = %
b) Arrheniusova metoda (racunsko): ¢ ;OC = ?{’2100;5
¢) van't Hoffova metoda: t%c = (]);21003

d) Dolgorocno testiranje pri 20°C: t%;c = %

6. Rezultati - uporabnost ASA (t /1) pri 20°C:

a) po Arrheniusovi metodi (grafi¢no):
b) po Arrheniusovi metodi (rac¢unsko):
¢) po van't Hoffovi metodi:

d) iz dolgoroc¢nega testiranja (vaja 2.1.):

| 5. Razprava in zakljucki
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6. Odgovori na vprasanja
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2.3. Vpliv pH na hitrost kemijske razgradnje

|1. Uvod

Kadar zdravila oblikujemo v raztopini, je nujno, da sestavimo diagram hitrosti reakcije v
odvisnosti od pH in ugotovimo optimalni pH za stabilnost preparata. Pri izbiri kon¢ne pH
vrednosti raztopine pa je ob stabilnosti pripravka potrebno upostevati Se topnost in fiziolosko
kompatibilnost.

Diagrame pH profila razlozimo, ¢e prou¢ujemo reakcijo vsake molekularne oblike z HT, H»>O

in OH- kot funkcijo pH. Pri tem moramo lo¢iti dva primera: spojine, ki ne ionizirajo in
spojine, ki ionizirajo.

1. Kadar ucinkovina ne ionizira, lahko v vodi hidrolizira pod vplivom specificne kislinske
katalize, solvolize in specificne bazne katalize. Opazovana hitrostna konstanta (kop) je
sestavljena:

kop = kq [H™] +ky + k3 [OH"]

Diagram odvisnosti hitrosti reakcije od pH nariSemo s predpostavko, da eden od kineti¢nih
izrazov prevladuje:
° kl [H+] >> k2 + k3 [OH-]
kop =k, [H']
log kop = log k; - pH
o ky>>k [H]+k; [OH]
kop =k,
log kop = log k,
o k3 [OH]>>k, +k; [H]
kop =k; [OH]
log kop =log k; + pH - 14

2. Kadar u¢inkovina ionizira, je enacba podobna, le da upoStevamo ionizirano in neionizirano
obliko uc¢inkovine:

kop =k [H'] fga + ko fa +k3 [OH] fig +kgq [H] fo + ks fo + kg [OH] fo

oo

B H* + Ka
Ka

fA_Ka+H+

fHA -.... frakcija protonirane oblike

fA o frakcija neprotonirane oblike
HT ....... koncentracija vodikovih ionov
Ka ....... konstanta ionizacije u¢inkovine
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Ker sta 2. in 4. ter 3. in 5. izraz kineti¢no ekvivalentna in ju ne moremo razlikovati, se enacba
zmanj$a na maksimalno §tiri ¢lene. Za ASA prikazemo konstanto reakcijske hitrosti na
naslednji nacin:

kop =k [HT] fga + kg [HT] fo + ks fa + kg [OH] fa

Literaturni pH-profil za ASA:

3

2. Namen dela

3. Metode

Postopek:

1. Natan¢no natehtamo priblizno 50 mg ASA v 50 ml bucko. Raztopimo v 1 ml
koncentriranega etanola in ko se ASA raztopi, dodamo prec¢is¢eno vodo do oznake.

2. 'V dve 50 ml bucki odpipetiramo po 10 ml vodne raztopine ASA in razred¢imo do
oznake z dvema pufroma (pH 1, 3, 5, 8, 10 ali 12).

3. Vsako pufrno raztopino ASA odpipetiramo trikrat po 10 ml v oznafene epruvete (z
zamas$ki) in jih postavimo v termostat pri 40 °C.

4. Vsebnost ASA v vzorcih dolo¢amo spektrofotometricno (pri 294 nm, referenca je
precis¢ena voda) ob casih 0, 25, 50 in 75 minut. Pred vsako meritvijo vzorce najprej
ohladimo na sobno temperaturo in nato 10-krat red¢imo s precis¢eno vodo.

5. Na enak nacin kot raztopino ASA pripravimo tudi ekvimolarno raztopino salicilne
kisline. Pri tem uposStevamo dejansko natehto ASA za ustrezen preracun natehte
salicilne kisline. Absorbanco ekvimolarne koli¢ine salicilne kisline dolocamo
spektrofotometri¢no samo enkrat!

6. Koncentracije ASA v vzorcih in vrednosti konstant reakcijske hitrosti prvega reda za
hidrolizo ASA izracunamo po enacbah na osnovi dobljenih absorbanc.
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4. Rezultati

Natehta ASA:

Natehta ekvimolarne SA:

Absorbanca ekvimolarne raztopine SA:
Koncentracija ekvimolarne raztopine SA (cs,):

1. IzraCunajte konstante reakcijske hitrosti prvega reda pri izbranih pH vrednostih raztopin.

Rezultati meritev absorbanc salicilne kisline v preiskovanih vzorcih ob doloc¢enih casih
(Asav), izraCunane vsebnosti ASA (casa) in konstante reakcijskih hitrosti (k).

¢as (min) pH = pH =
Asay (IIICI?ISO?/I) k (min) Asay (IIICI?ISO?/I) k (min)
0 / /
25
50
75

Povprecna konstanta reakcijske hitrosti:
e pri pH = k= min™
e pri pH = k= min™

Povprecne konstante reakcijskih hitrosti pri razlicnih pH znotraj turnusa.

pH 1 3 5 8 10 12

k (min™)

povp. k

23



2. Narisite diagram logk v odvisnosti od pH.

pH 1 3 5 8 10 12

k

log k

3. IzraCunajte frakcije ionizirane in neionizirane oblike uc¢inkovine pri obravnavanih pH.
pKa (ASA) = 3,60
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4. IzraCunajte katalizni konstanti kq in k4 upoStevajo¢ celokupni konstanti za pH 1 in 3 ter
katalizni konstanti k4 in k¢ upoStevajo¢ celokupni konstanti za pH 10 in 12.

5. Razprava in zakljucki
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2.4. Adsorpcija vlage na pomoZno snov

[1 Uvod

Vlaga je zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na stabilnost zdravilnih u€inkovin oziroma
pripravkov. Povzroca fizikalne in kemijske spremembe. Med fizikalne spremembe uvrs¢amo
spremembo barve, kristalne strukture, agregatnega stanja, stopnje hidratacije, reoloskih
lastnosti, topnosti in razpadnosti, kar povzroc¢a spremembo videza in terapevtskega delovanja
zdravila. Vlaga omogoci tudi vrsto kemijskih reakcij, kot so kemijske ali encimske hidrolize,
oksidacije, racemizacije opti¢no aktivnih spojin, reakcije med sestavinami zdravila in drugo.

Za vrednotenje higroskopnosti trdnega zdravilnega pripravka se doloCa vsebnost vezane
vlage v stanju ravnotezja in hitrost vezanja vlage.

Proces adsorpcije lahko torej obravnavamo s termodinamskega in kineti¢nega stali$¢a, pri
¢emer spremljanje termodinamskih sprememb omogoca dolocCitev spontanosti procesa
adsorpcije plina na povrsino trdne snovi. Merilo obsega adsorpcije so spremembe Gibbsove
proste energije, entalpije in entropije v sistemu plin-povr§ina trdne snovi.

Izdelanih je vec teorij za adsorpcijo plinov, vendar nobena ni splo$no veljavna.
FREUNDLICH-ova adsorpcijska izoterma podaja odvisnost adsorpcije od tlaka pri
konstantni temperaturi.

S | =

y=—=kP

3 =

X.....adsorbirana voda (mg)

m....masa adsorbenta (mg) = zaCetna masa vzorca
k,n...Freundlich-ovi konstanti

P.....tlak vodne pare (Pa); P = RV(%) ¢ 23,21 (Pa)

Z logaritmiranjem Freundlichove empiri¢ne enacbe dobimo premico, katere naklon podaja

konstanto 1/n in presecisce z ordinato log k:
X 1

log(—) =logk +—log P
m n

Freundlichova adsorpcijska izoterma velja pri zmernih parnih tlakih in jo zato uporabljamo
kot enac¢bo v omejenem obmocju.

Proces adsorpcije lahko opiSemo tudi s kinetiénimi modeli:
KUVSHINNIK-ov model

w=w,(1-¢")
1 W,
k=-In
w,-Ww,

W.....vsebnost vlage v €asu t (mg)
W ..vsebnost vlage v stanju ravnoteZzja (mg)
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2. Namen dela

3. Metode

Postopek:

1. 'V tri oznacene in starirane petrijevke (s pokrovcki) natancno natehtamo priblizno 2 g

predhodno susene pomozne snovi (Skrob ali celuloza).

2. Petrijevke prekrijemo s pokrovcki in postavimo v tri prostore, kjer so razlicne
relativne vlaznosti. V prostorih petrijevke odpremo.
3. Petrijevke stehtamo po 1 in 2 urah ter po 7 dneh. Med fazo tehtanja so petrijevke

pokrite s pokrovékom. Ko jih vrnemo nazaj v prostore, jih ponovno odpremo.

4. Relativno vlaznost zraka v prostorih kontroliramo pred vsakim tehtanjem

preiskovanega vzorca.
5. Na osnovi prirastka mase vrednotimo higroskopnost pomoznih snovi.

4. Rezultati

Modelna spojina:

1. Prikazite rezultate eksperimenta.

Natehte vzorcev skupaj s petrijevkami (mg).

m

prazna
petrijevka

Z vzorcem
t=0

Z vzorcem
t=1h

Z VZorcem

t=2h

Z vzorcem
t="7dni

1. prostor

2. prostor

3. prostor

Rezultate mase vzorcev v mg ter porast mase glede na zacetno natehto v %.

m

0

1h

2h

7d

mg

mg

%

mg %

mg

%

1. prostor

2. prostor

3. prostor

Relativne vlaznosti (RV) zraka v razli¢nih prostorih.

RV (%)

v

cas

0

1h

2h

7d

1. prostor

2. prostor

3. prostor
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2. Izracunajte povprecno vrednost konstante hitrosti adsorpcije vlage za vsako proucevano

1 /4
vlaznost zraka po Kuvshinnikovi enacbi £ = —In—"—.
P tOW—W
Konstanta ¢as (h) 1. prostor 2. prostor 3. prostor
Kk, 1
k, 2
Kpoup ()

3. Narisite diagram: vsebnost vlage (%) v stanju ravnotezja v odvisnosti od RV zraka (%).

RV (%)
vsebnost vlage (%)
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X
4. NariSite diagram log(—) v odvisnosti od logP s pomoéjo linearne regresije z
m

upostevanjem podatkov v stanju ravnotezja (7 dni).

v . 2
Enacba premice: R

5. Na osnovi regresijske premice dolocite Freundlichovi konstanti adsorpcije k in n.
Dolocitev je osnovana na enacbi:

1
log(i) =logk +—logP
m n

y = a + bx
log k........... odsek na ordinati
1
e naklon premice
n
k
n

5. Razprava in zakljucki
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3. MEHANIZEM RAZPADA UCINKOVIN

Spremljanje razpada benzodiazepinov s HPLC metodo

[1. Uvod

Raziskave stabilnosti se pri¢nejo Ze v najzgodnejSih fazah razvoja zdravila in nato sledijo
temu razvoju in proizvodnji vse do trznega proizvoda. Primarnega pomena v preformulacijski
fazi je prouCevanje reaktivnosti same ucinkovine pri razlicnih pogojih in ob prisotnosti
potencialnih pomoznih snovi. Razjasnitve mehanizmov in kinetike glavnih poti razpada
predstavljajo zato osnovo razvoja ustreznih analitskih metod in smiselnega oblikovanja

zdravila.

Osnovni mehanizem razpada 1,4-benzodiazepinov v vodnih raztopinah obsega hidrolizo 1,2-
amidne in 4,5 azometinske vezi, kar vodi preko dveh intermediatov do ustreznih derivatov
benzofenona in glicina. Prva stopnja v tem procesu je reverzibilna, pri ¢emer sta obseg
reverzibilnosti in preferencna pot odvisni od pH raztopine. Razpad lahko iz intermediatov
poteCe tudi v smeri drugih razpadnih produktov. Pri 3-OH derivatih obstaja Se pomembna
razpadna pot do kinazolin-karboksaldehida in naprej v druge razpadne produkte.

Mehanizmi razpada 1,4-benzodiazepinov:

%1 HHR1 cooH
— N 4/’ /@ (- I
g e

HR
R C\;H gi'lo i COOH
[
CeHs N T tooug,
NH/O = | fl\!H
N U < :
1,4-BENZODIAZEPIN {’: " BENZOFENON
Ghs
H
o — G ™
D =N 'p‘} = i/
CgHs CGHS CEHS
KINAZOLINKARBOKSALDEHID
Struktura benzodiazepinov:

ucinkovina R, R; R,
diazepam CH,; H Cl
nordiazepam H H Cl

nitrazepam H H NO,

nimetazepam CH; H NO,
oksazepam H OH Cl
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Tabela substituentnih konstant:

substituenta Gy o
Cl 0,23 -
NO, 0,78 -

H - 0,49

CH; - 0,00

2. Namen dela

3. Metode

Postopek:

1.

5 ml osnovne raztopine diazepama (nordiazepama, nitrazepama, oksazepama) z znano
koncentracijo odpipetiramo v 25 ml bucko in dopolnimo do oznake s topilom (0,01 M
HCIl ali H,O ali 0,01 M NaOH). (Raztopina_BD)

1 ml Raztopine BD odpipetiramo v vialo, dodamo 1 ml pufra pH 7,0 ter vzorec (BDy)
analiziramo s HPLC.

Po 5 ml Raztopine BD odpipetiramo tudi v 2 oznaceni epruveti z zamaskom (BDs, in
BDygp), ozna¢imo meniskus in postavimo v vodno kopel ter segrevamo na povisani
temperaturi.

Po 30 0z 60 min vzamemo vzorec BD;y 0z BDy iz termostata, po potrebi dopolnimo
s topilom do oznake in red¢imo s pufrom pH 7,0 v razmerju 1:1 ter ju analiziramo s
HPLC.

Na enak nacin kot Raztopino BD pripravimo tudi raztopino ustreznega benzofenona.
5 ml osnovne raztopine benzofenona z znano koncentracijo odpipetiramo v 25 ml
bucko in dopolnimo do oznake s topilom. (Raztopina_ BF)

1 ml Raztopine_BF odpipetiramo v vialo, dodamo 1 ml pufra pH 7,0 ter vzorec (BF)
analiziramo s HPLC.

Na osnovi povrsin kromatografskih vrhov izraGunamo koncentracije BD in BF v
vzorcih ob predpostavki, da je povrsina direktno sorazmerna koncentraciji.

Vrednost konstante reakcijske hitrosti hidrolize BD izracunamo po kinetiki prvega
reda.

Kromatografski pogoji:

tekocinski kromatograf z UV detektorjem

kolona: 50 x 4,6 mm, polnjena s stacionarno fazo C18, 5 um
mobilna faza: voda : acetonitril = 70:30

hitrost pretoka mobilne faze: 1,2 ml/min

volumen injiciranja: 20 pl

valovna dolzina detekcije: 254 nm
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Vzorcni kromatogrami za nordiazepam (BDy, BD3 in BF):

NOR

25 30 35 40 45 50
time [min]

NOR_t30

/\/ A

00 05 10 15 20

30 35 40 45 50

25
time {min]

Masna bilanca:

t t t t
Mpp + My, +m; —m
MB(%) = (—2£ B¢ £)*100
BD
0 . . « .

R masa benzodiazepina ob ¢asu t=0 in t

My, Mg, M, ........ masabenzofenona, glicina in vode ob ¢asu t
4. Rezultati

1. V tabeli prikazite koncentracije benzodiazepina in njegovega razgradnega produkta,
konstante reakcijske hitrosti razpada in masne bilance.

¢as (min) ¢ (mmol/l) cpr (mmol/l) | masna bilanca (%) k (min™")

0 /
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2.V tabeli prikazite rezultate izraCunanih konstant razgradnje ucinkovin znotraj turnusa.

ucinkovina topilo k (min™") pNe; MB(%)

diazepam
nordiazepam
nitrazepam
oksazepam

3. Ocenite razgradno pot proucevane ucinkovine in vpliv substituent v molekuli na njeno
stabilnost pri uporabljenih eksperimentalnih pogojih.

4. a) Grafic¢no predstavite vpliv substituent na hitrost razpada benzodiazepinov v obliki:
Ink=Ink,+p.2Zc

b) Na osnovi grafa ocenite konstanto reakcijske hitrosti razpada nimetazepama pri
obravnavanih eksperimentalnih pogojih.

v . 2
Enacba premice: R”:

Konstanta reakcijske hitrosti nimetazepama:
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5. Razprava in zakljuéek

6. Odgovori na vprasanja
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