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SAZETAK

Stabilnost je vazan faktor koji utjece na kvalitetu, djelotvornost i sigurnost lijeka te su upravo
zato studije stabilnosti jedan od temeljnih koraka u istrazivanju i razvoju farmaceutskih
proizvoda. Ispitivanje stabilnosti provodi se u svim fazama razvoja lijeka, od ispitivanja
stabilnosti djelatne tvari do ispitivanja utjecaja pakiranja na stabilnost gotove formulacije.
Dugoroc¢ne studije ispitivanja stabilnosti provode se s ciljem utvrdivanja roka valjanosti koji je
definiran kao vrijeme unutar kojeg proizvod posjeduje iste karakteristike kao i u vrijeme
proizvodnje.

Svrha ovog rada je ispitati oslobadanje dronedaron-hidroklorida in vitro metodom iz razlicitih
dozirnih oblika te ispitati stabilnost dozirnih oblika nakon tri mjeseca.

KoriStenjem metoda neovisnih o modelu, opisani su profili oslobadanja djelatne tvari. Na
temelju izracunatih vrijednosti faktora razlike i faktora sli¢nosti moZze zakljuciti da svi ispitani
farmaceutski dozirni oblici ostaju stabilni nakon tri mjeseca. Najvecu podudarnost profila

oslobadanja djelatne tvari prije i nakon ispitivanja stabilnosti pokazuju 3D-tiskane tablete.

Kljuéne rijeci:

Studije stabilnosti, dozirni oblici, in vitro ispitivanje, faktor sli¢nosti, faktor razlike.



ABSTRACT
Stability studies for pharmaceutical dosage form

Stability is an important factor that is related with the quality, efficacy and safety of a drug
product. Consequently, stability studies are one of the fundamental steps of pharmaceutical
research and development. The stability studies are performed at various stages of drug
development, from stability testing of active pharmaceutical ingredient to the influence of
packaging materials on the stability of drug products. Long-term stability testing is performed
to provide information about the shelf life of a drug product, which is defined as the time-lapse
during which the drug product retains within the same characteristics that it possessed at the
time of manufacture.

The purpose of this study is to investigate the release of dronedarone hydrochloride from
different dosage forms by in vitro tests in order to verify the stability of pharmaceutical dosage
forms after three months.

Drug release profiles are described by using model-independent method. According to
calculated values of the difference factors and the similarity factors it can be concluded that all
tested dosage forms remain stable during three months. Best compatibility of drug release

profiles was observed for 3D-printed tablets.

Key words:

Stability studies, dosage forms, in vitro methods, difference factor, similarity factor.
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1. UVOD

Stabilnost se definira kao sposobnost djelatne tvari ili gotovog proizvoda da zadrzi svoj
identitet, snagu, kvalitetu i Cisto¢u do kraja roka valjanosti te da ostane unutar odredenih
specifikacijskih granica. Studije ispitivanja stabilnosti nuzan su korak u formulaciji novih
farmaceutskih proizvoda kao i1 u osiguranju kvalitete ve¢ postojecih. Ispitivanjem stabilnosti
omoguceno je razumijevanje interakcija djelatne tvari s pomoénim tvarima te utjecaj
proizvodnog procesa i vrste pakiranja na zivotni vijek konacne formulacije. Podaci dobiveni
ispitivanjem stabilnosti pomazu znanstvenicima u donoSenju odluka pri formulaciji novih
farmaceutskih oblika.

Smjernice za studije ispitivanja stabilnosti gotovih proizvoda izdaju razne regulatorne agencije,
kao Sto su ICH (engl. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use), FDA (engl. Food and Drug Administration) 1 dr., a cilj im
je osigurati djelotvornost gotovog proizvoda do utvrdenog roka valjanosti.

Nekada se smatralo da je za razvitak novog farmaceutskog proizvoda klju¢no sintetizirati novu
djelatnu tvar, a danas je sve viSe naglasak na otkrivanju novih dozirnih oblika i spremis$nih
sustava u kojima je pohranjena farmakoloski aktivna tvar.

Farmaceutski dozirni oblici mogu biti pripravljeni raznim tehnikama te koriStenjem razli¢itih
pomo¢nih tvari. Time je omoguéen velik broj medusobnih interakcija izmedu djelatnih i
pomoc¢nih tvari te se razgradnja gotovog proizvoda ne moze unaprijed predvidjeti. Upravo zato
se mora ispitati stabilnost za svaki pojedini farmaceutski oblik.

Cilj ovog rada je ispitati stabilnost razli¢itih farmaceutskih dozirnih oblika (3D-tiskane kapsule,
3D-tiskane tablete, pelete 1 mikrokapsule) nakon tri mjeseca skladiStenja. Navedeni dozirni
oblici sadrze istu djelatnu tvar, dronedaron-hidroklorid, ali se zbog razli¢itih tehnika priprave
gotovog proizvoda ocekuju razli€iti profili oslobadanja te razlicita ocjena stabilnosti nakon tri

mjeseca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Dozirni oblici

2.1.1. Vrste dozirnih oblika

Lijek je svaka tvar ili kombinacija tvari koja se moze primijeniti na ljudima u svrhu obnavljanja,
ispravljanja ili prilagodbe fizioloskih funkcija farmakoloskim, imunoloSkim ili metabolickim
djelovanjem ili za postavljanje medicinske dijagnoze [1]. Ljekoviti se oblik sastoji od djelatne
tvari koja je nositelj terapijskog djelovanja te pomo¢nih tvari koje pomazu pri farmaceutskom

oblikovanju gotovog lijeka te §titi, podupire ili poboljsava stabilnost, biolosku raspolozivost i

podnosljivost lijeka.

Djelatna se tvar moZe unijeti u organizam na razne nacine §to ovisi o vrsti 1 mjestu oboljenja,

potrebnom terapijskom ucinku te opéem stanju pacijenta. S obzirom na put dostave lijeka,

farmaceutske dozirne oblike mozemo podijeliti na:

1.

Parenteralne dozirne oblike — parenteralnom primjenom lijeka zaobilazi se probavni
sustav, omogucuje se primjena to¢ne i precizne doze lijeka jer doza ne ovisi o
apsorpciji iz gastrointestinalnog trakta. Primjeri parenteralnih dozirnih oblika su
injekcijske otopine i suspenzije, infuzijske otopine itd.

Nazalni dozirni oblici — primjenjuju se kroz nos.

Oralni dozirni oblici — ¢vrsti dozirni oblici koji se primjenjuju enteralno npr. tablete,
kapsule, pastile itd.

Dozirni oblici za inhalaciju — prodiru u respiratorni sustav, a u organizam se mogu
unijeti kroz nos ili usta.

Transdermalni dozirni oblici — unose se u organizam kroz kozu, a primjeri takvih
dozirnih oblika su kreme, masti, losioni, gelovi i sli¢no.

Oftamoloski dozirni oblici — primjenjuju se kroz oko. [2]

2.1.2. Oralni dozirni oblici

Oralnim dozirnim oblicima se djelatna tvar dostavlja u organizam u ¢vrstom obliku i
primjenjuju se enteralno. Oralni put primjene lijeka je danas najbolje prihvaceni nacin

aplikacije lijeka, jer predstavlja najmanje invazivan nacin dostave kojeg pacijent prihvaca i

moze sam koristiti.

Cvrsti oralni dozirni oblici se mogu podijeliti na:

Tablete



e Kapsule
e Pastile

e Qranule

Tablete su Cvrsti pripravcei od kojih svaki sadrzi dozu jednu ili viSe djelatnih tvari, a pripravljaju
se raznim proizvodnim tehnikama kao $to su komprimiranje, ekstrudiranje, kalupljenje ili
liofiliziranje te mogu biti proizvedene u razli¢itim veli¢inama i oblicima. Takoder, tablete mogu
biti oblozene i neobloZene. Oblaganje se provodi radi zastite sastojaka od zraka, vlage ili
svijetla, radi zastite djelatne tvari od zelucanih kiselina ili kontrole oslobadanja djelatne tvari u
gastrointestinalnom traktu te u svrhu prekrivanja neugodnih okusa ili mirisa.

Kapsule su prema hrvatskoj farmakopeji ¢vrsti pripravci s tvrdim ili mekanim kapicama
razlicitih oblika i volumena, a ¢iji sadrzaj moze biti ¢vrst ili tekuci. Sadrzaj kapsule ne uzrokuje
unisStavanje kapice kapsule, ve¢ se ona razgraduje u prisutnosti probavnih sokova te se pritom
oslobada djelatna tvar.

Pastile su ¢vrsti ili polucvrsti pripravei namijenjeni za primjenu u usnoj Supljini ili grlu radi
postizanja lokalnog ili sustavnog ucinka.

Granule su pripravci koji se sastoje od ¢vrstih, suhih nakupina praskastih Cestica koje se mogu
nepromijenjene zvakati i gutati ili se rasprSe u vodi ili drugoj prikladnoj tekuéini prije primjene.
[3]

Nadalje, oralni dozirni oblici se prema karakteristikama oslobadanja djelatne tvari mogu
podijeliti na oblike s trenutnim oslobadanjem te na oblike s modificiranim oslobadanjem.
Trenutnim oslobadanjem se djelatna tvar oslobada ubrzo nakon primjene, dok oblici s
modificiranim oslobadanjem omogucuju produljeno ili odgodeno otpustanje djelatne tvari. U
svrhu modificiranog profila oslobadanja lijeka razvijaju se razni spremisni sustavi za koje je
karakteristi¢no postojanje ovojnice koja potpuno okruzuje djelatnu tvar te na taj nacin utjece na

profil oslobadanja djelatne tvari. Primjeri takvih sustava su mikrokapsule i pelete. [4]

2.2. Stabilnost dozirnih oblika

Stabilnost je vazan faktor koji direktno utjece na kvalitetu, sigurnost i djelotvornost lijeka.
Stabilnost se definira kao sposobnost djelatne tvari ili gotovog proizvoda da zadrzi svoj
identitet, snagu, kvalitetu i Cistou do kraja roka valjanosti te da ostane unutar odredenih
specifikacijskih granica. [5] Ispitivanje stabilnosti se provodi u svim fazama razvoja

farmaceutskog proizvoda, a omogucava razumijevanje utjecaja okoliSnih uvjeta na gotovi

3



proizvod. Takoder, na stabilnost gotovog farmaceutskog proizvoda, osim okoliSnih uvjeta
utjece i stabilnost same djelatne tvari, potencijalne interakcije izmedu djelatnih i pomo¢nih
tvari, farmaceutski dozirni oblik, proizvodni postupak, interakcije izmedu gotovog proizvoda i
spremnika u kojem se nalazi itd. Nestabilnost dozirnih oblika naj¢esce rezultira promjenama u
izgledu, tvrdo¢i, sadrzaju djelatne tvari i razgradnih produkata, brzini oslobadanja djelatne

tvari, a moze dovesti i do stvaranja novih spojeva s potencijalnim toksi¢nim djelovanjem.

2.2.1. Metode ispitivanja stabilnosti dozirnih oblika

Metode ispitivanja stabilnosti dozirnih oblika se prema namjeni ispitivanja mogu podijeliti na:

e Dugorocne studije ispitivanja stabilnosti (engl. Real-Time stability testing)

Dugorocne studije ispitivanja stabilnosti trebaju se izvoditi dovoljno dugo vremena
kako bi se pokazalo da nema mjerljivih produkata degradacije u preporu¢enim uvjetima
skladistenja. Okolisni uvjeti provodenja ispitivanja odabiru se prema klimatskim

uvjetima trziSta za koje je proizvod namijenjen.

e Ubrzane studije ispitivanja stabilnosti (engl. Accelerated stability testing)

U studijama ubrzanog ispitivanja dozirni se oblik izlaZze pretjeranim uvjetima
skladiStenja (npr. poviSena temperatura), a rezultati takvih ispitivanja nisu uvijek
indikatori fizikalnih promjena. Ova metoda ispitivanja stabilnosti se koristi u
slucajevima uvodenja novih proizvoda na trziste kada nije moguce ¢ekati podatke o

stabilnosti pri sobnoj temperaturi.

e Studije ispitivanja zadrzanih uzoraka (engl. Retained sample stability testing)

Ispitivanje ljekovitih oblika moZe se provoditi in vitro (izvan Zivog organizma u umjetno
stvorenim uvjetima) ili in vivo (u zivom organizmu). In vitro ispitivanja pokazuju odredena
svojstva ljekovitih oblika, ali ne daju pouzdane informacije o oslobadanju u Zivom organizmu.
Metode in vitro oslobadanja koriste se za potrebe usporedbe brzine i mehanizma oslobadanja
za vrijeme farmaceutskog razvoja, promjene mjesta proizvodnje i procesne opreme te za
proporcionalno povecanje serija s laboratorijskog na industrijsko mjerilo proizvodnje. Profil
oslobadanja djelatne tvari metodom in vivo primjenjuje se mjerenjem koncentracije djelatne
tvari u plazmi ili krvi. In vitro metoda ispitivanja oslobadanja ima odredene prednosti radi

kraceg trajanja, jednostavnosti 1 ekonomicnosti, ali ona nije zamjena za in vivo procjenu



bioekvivalentnosti 1 bioloSke raspolozivosti, ve¢ sluzi kako bi se dobiveni podaci mogli

evaluirati za mogudu in vitro—in vivo korelaciju. [4-6]

2.2.2. Ispitivanje in vitro oslobadanja prema Europskoj farmakopeji

In vitro metoda oslobadanja se moze provoditi na viSe nacina, a glavna obiljezja svih tehnika

Su:

Primjena medija za ispitivanje prikladnog sastava i volumena.
Provodenje pokusa u odredenom vremenskom intervalu pri konstantnoj temperaturi.
Razli¢ito pokretanje pripravaka te geometrijski oblik posude za ispitivanje.

Kontinuirano ili diskontinuirano odredivanje sadrzaja lijeka.

Razvoj in vitro metode oslobadanja ukljucuje odabir adekvatne aparature, sastava medija,

protoka, temperature, vremena uzorkovanja i trajanja testa itd., a potrebno je teziti da se tako

Europska farmakopeja ¢ini skup stru¢nih tekstova koji utvrduju kakvocu lijeka, zahtjeve

izradbe i postupke za provjeru kakvoce lijekova i medicinskih proizvoda na europskom trzistu

te je kao takva izdala smjernice za razvoj in vitro metoda oslobadanja.

Primjena medija za ispitivanje — izbor medija za ispitivanje ponajviSe ovisi o fizicko-

kemijskim svojstvima lijeka, mora biti Sto slicnija fizioloskoj tekucini, mora imati
odredenu pH-vrijednost koja ima utjecaj na brzinu oslobadanja, volumen medija mora
biti toliki da se postignu uvjeti osigurane topljivosti djelatne tvari te mora biti prikladan
za jednostavno 1 precizno odredivanje sastava.

Vremenski interval 1 temperatura provodenja ispitivanja — vremenski interval

provodenja in vitro oslobadanja ovisi o namjeni pripravka pa sukladno tome ispitivanje
oblika s trenutnim oslobadanjem traje najkrace, a ispitivanje oblika s produZenim
oslobadanjem duze; temperatura se najceS¢e podeSava na 37°C (£ 0,5°C) Sto Cini
prosjecnu tjelesnu temperaturu

Pokretanje pripravaka i geometrijski oblik posude — ovisno o konstrukciji aparature,

mijesanje moze biti vertikalno, rotacijsko i vibracijsko, a mora biti takvo da se osigura
jednolika koncentracija oslobodene djelatne tvari u svakom dijelu volumena medija.
Aparature se mogu podijeliti u tri skupine:

- Aparature s jednim odjeljkom



- Proto¢ne aparature
- Aparature s dva odjeljka

e Kontinuirano/diskontinuirano odredivanje sadrzaja — sadrzaj djelatne tvari moze se

odredivati kontinuirano ili diskontinuirano direktno u mediju za ispitivanje ili u

preostalom ¢vrstom pripravku. [4,7]

2.3. Matematicki modeli za opis i usporedivanje profila oslobadanja

Matematicko modeliranje se Siroko primjenjuje u razli¢itim disciplinama kao $to su genetika,
medicina, psihologija, ekonomija, biologija, inzenjerstvo itd. Cilj matematickog modeliranja je
prikazati realne procese odgovaraju¢im matematickim modelom. Razumijevanje svih
fenomena koji utjeCu na kinetiku oslobadanja djelatne tvari te upotrebom matematickog
modeliranja bit ¢emo u stanju predvidjeti kinetiku oslobadanja prije stvarnog ostvarivanja
oslobadanja tvari. KoriStenjem matematickih modela za opis profila oslobadanja mogu se
usporediti profili oslobadanja nakon odredenog roka valjanosti te na taj nacin odrediti stabilnost

dozirnih oblika.

2.3.1. Statisticke metode

e Metoda analize podataka — metoda kojom se na graficki i numericki nacin
usporeduju profili oslobadanja.

e Raznoliki pristup — metoda u kojoj se mjerenja ponavljaju, vrijeme predstavlja
ponavljanu varijablu, a udio oslobodene tvari zavisnu varijablu.

e Ponovljena mjerenja.

2.3.2. Metode ovisne o modelima

e Model nultog reda
Model nultog reda opisuje oslobadanje djelatnih tvari iz dozirnih oblika kod kojih
je oslobadanje sporo. Primjer takvog oslobadanja tvari je idealno oslobadanje pri
¢emu bi se koncentracija lijeka u krvi odrzavala konstantnom. Model se moze

prikazati jednadZbom:

Q: = Qo + Kot ey



gdje je Qy pocetna doza lijeka u otopini ( u vecini slucajeva je Q=0 na pocetku
otapanja), Q. predstavlja koli¢inu lijeka otpustenu u vremenu ¢, Ky je konstanta
brzine otpustanja koja se izrazava u jedinicama koncentracija/vrijeme. Dozirni
oblici ¢iji profili oslobadanja odgovaraju kinetici nultog reda oslobadaju

konstantnu djelatne tvari po jedinici vremena.

Model prvog reda
Model prvog reda primjenjuje se u opisu apsorpcije i/ili eliminacije nekih lijekova,

a prikazuje se jednadzbom:

dc _ 2)
E = Kc

A moze se napisati i u linearnom obliku kao:

Inc = Incy — Kt 3)

gdje co predstavlja pocetnu koncentraciju djelatne tvari, ¢ vrijeme, a K predstavlja

konstantu brzine oslobadanja prvog reda koja je izrazena u jedinici vremena.

Higuchijev model

Higuchijev model temelji se na sljede¢im pretpostavkama:

1) Pocetna koncentracija lijeka u matrici je puno veca od topljivosti lijeka.
2) Difuzija tvari je jednodimenzionalna.

3) Difuzivnost lijeka je konstantna.

4) Cestice lijeka su puno manje od debljine dozirnog oblika.

5) Bubrenje i topljenje matrice je zanemarivo.

Model se poze prikazati jednadzbom:

fi=Q= A\/D(Zc — Cg)Cst 4)

gdje je QO kolicina lijeka oslobodena u vremenu ¢ po jedinici povrSine 4, ¢ je po€etna

koncentracija lijeka, ¢y predstavlja topljivost lijeka u matricnom mediju a D



koeficijent difuzije molekule lijeka u matricnom sadrzaju. Model se moze

pojednostavljeno izraziti kao:

fi=Q= KH\/E (5)

gdje Ky predstavlja Higuchijevu konstantu otapanja.

Hixon — Crowellov model

Hixon i Crowell su na temelju cinjenice da je redovna povrSina Cestice
proporcionalna treCem korijenu volumena te Cestice izveli model koji se moze
prikazati:

W01/3 - Wt1/3 =Kt (6)

gdje Wypredstavlja poc€etnu kolic¢inu lijeka u dozirnom obliku, W; preostalu koli¢inu
lijeka u vremenu ¢, a k konstantu ugradnje povr$no-volumnog odnosa.
Jednadzba opisuje oslobadanja iz sustava gdje postoji promjena povrSine i promjera

éestice ili tableta.

Korsmeyer- Peppasov model
Korsmeyer- Peppasov model opisuje oslobadanje lijeka iz polimernog sustava
prema jednadzbi:

M,
M

(o]

gdje omjer ;:—t predstavlja dio oslobodenog lijeka u vremenu ¢, K predstavlja

konstantu brzine oslobadanja, a n eksponent koji se koristi u karakterizaciji razli¢itih

vrsta oslobadanja za cilindri¢ne oblike matrica.

Hopfenbergov model
Hopfenbergov model opisuje oslobadanje lijeka s povrSinski erodiranim polimerima
sve dok povrSina ostaje konstantna tijekom postupka degradacije. Model se moze

izraziti jednadZbom:



Mt kot (8)
=11 -=
=1 |

gdje C; predstavlja pocetnu koli¢inu lijeka u sustavu, k, predstavlja konstantu
brzine nultog reda za proces povrsinske erozije, a predstavlja polovicu debljine

sustava, a n eksponent ovisan o geometriji (n = 1 za ravnu ploc¢u, n = 2 cilindri¢an

oblik, n = 3 sferian oblik).

2.3.3. Metode neovisne o0 modelima

Metode neovisne o modelima se ne zasnivaju na kinetickim modelima, ve¢ se profili
oslobadanja usporeduju koriStenjem dva statisticka faktora; faktora razlike (f;) 1 faktora
sli¢nosti (f,). Faktor razlike izracunava razliku u postotku izmedu dviju krivulja u svakoj
vremenskoj tocki te je mjera relativne greSke izmedu dviju krivulja. Faktori se izrazavaju

sljede¢im izrazima:

n _
fi = M * 100 9
t=1R¢
" n -0,5
f, =50xlogd|1+ (E)lef — mﬂ %100 (10)
t=1

gdje je n broj vremenskih tocaka, R je udio oslobodene tvari referentne serije u vremenu ¢, a T
je udio oslobodene tvari ispitivane serije 7' u vremenu ¢.
Kako bi se dva profila smatrala sli¢nima, faktor f; treba biti manji ili jednak 15 (0-15), a f, veéi

ili jednak 50 (50-100).

Odabir modela provodi se na temelju R? vrijednosti. Kada se usporeduju modeli koji ne sadrze
jednak broj parametara uobicajeno je koristiti prilagodenu vrijednost R? koja se izra¢unava iz
izraza:

n—-1)
(n—p)

R, =1- (1—R?) (11)

gdje je p broj parametara modela, a n broj eksperimentalnih podataka. [8, 9]



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Tijek eksperimentalnog dijela prikazan je shematski na slici 1. Dozirni oblici pripremljeni su u
okviru doktorskih, diplomskih i zavr$nih radova kako je navedeno dalje u tekstu. Takvi dozirni
oblici uskladisteni su u kontroliranim uvjetima tri mjeseca. Po isteku tri mjeseca provedena su
ispitivanja in vitro te su dobiveni profili oslobadanja (oznake 3M) usporedeni s onima
dobivenim prije skladiStenja (oznake OM), a prikazanim u spomenutim radovima. Sli¢nost
profila izrazena je kvantitativno pomocu faktora slicnosti 1 faktora razlike. Podaci su obradeni

u besplatnom dodatku za Microsoft Excel, DDSolver.

PRIPREMA DOZIRNIH
OBLIKA

SKLADISTENJE
DOZIRNIH OBLIKA

ISPITIVANJE
OSLOBADANIJA
DJELATNE TVARI

UV/VIS
SPEKTROFOTOMETRIJA

OBRADA
EKSPERIMENTALNIH
PODATAKA

Slika 1. Shematski prikaz eksperimentalnog postupka
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3.1. Dozirni oblici

Ispitana je stabilnost sljede¢ih farmaceutskih dozirnih oblika:
e 3D-tiskane kapsule
e 3D-tiskane tablete
e Pelete

e Mikrokapsule

Navedeni dozirni oblici sadrze istu djelatnu tvar, dronedaron-hidroklorid (DNR), koja je
namijenjena reguliranju sréane aritmije. Dozirni oblici su pripravljeni razli¢itim tehnikama, a
gotovi proizvodi su zatim skladiSteni tri mjeseca u primarnom ambalaznom obliku (staklenim
boc¢icama) kao S$to je prikazano slikom 2. Za vrijeme skladisStenja dozirnih oblika dnevno su

biljezene vrijednosti temperature i vlaznosti zraka.

Slika 2. Dozirni oblici u primarnoj ambalazi
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3.1.1. 3D-tiskane kapsule

3D-tiskane kapsule su izradene u okviru doktorske disertacije Matije Gretica, mag. ing.
cheming. Za izradu je koriSten 3D-printer FlashForge Inventor. Kapsule su izradene od
poli(vinil-alkohola), komercijalnog filamenta proizvodaca Formfutura BV, a printane su pri
185 °C. Izradene kapsule imaju razliCite debljine stijenki kojima se regulira vrijeme
oslobadanja DNR. Ispitivanje stabilnosti provedeno je za kapsule ¢ije su debljine stijenki 0,75
mm i 1 mm (3M), a podaci su usporedeni s prethodno dobivenim podacima u okviru doktorske
disertacije Matije Greti¢a, mag. ing. cheming. (OM). U tablici 1 prikazane su vrijednosti masa

DNR kojim su punjene kapsule, a na slici 3 prikazana je napunjena 3D-tiskana kapsula.

Tablica 1. Vrijednosti masa DNR u 3D-tiskanim kapsulama (3M)

0,75 mm 1 mm
my, mg 197,1 196,8
My, Mg 199,2 195,7
ms3, mg 198,7 199,6

Slika 3. 3D-tiskana kapsula
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3.1.2. 3D-tiskane tablete

3D-tiskane tablete (slika 4) izradene su od pripremljenih filamenata koji sadrze poli(vinil-
alkohol), poli(etilen-glikol) i dronedaron-hidroklorid. Filamenti su pripremljeni koristenjem
ekstrudera Noztek Pro, promjera dize 1,75 mm, pri temperaturi 170 °C uz broj okretaja puza 60
o/min. Za tisak je koriSten 3D-printer FlashForge Inventor. Temperatura tiska je 185 °C.
Izradene su tablete raziCitih gustoéa ispune, a stabilnost je ispitana za tablete Cija je ispuna 25
% 1100 % (3M). Rezultati za 3D-tiskane tablete (0M) preuzeti su iz diplomskog rada studentice
Kristine Kezeri¢. [10] U tablici 2 prikazane su vrijednosti masa ispitanih tableta kao 1 sadrZaj

DNR u svakoj tableti.

Tablica 2. Vrijednosti masa pripremljenih 3D-tiskanih tableta i sadrzaj DNR (3M)

TP 25% TP 100%
tableta DNR tableta DNR
mi, mg 602 58,57 968 102,50
m2, mg 606 60,71 972 97,50
ms3, mg 636 63,21 947 94,64

Slika 4. 3D-tiskane tablete: ispuna a) 25 % i b) 100 %
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3.1.3. Pelete

Pelete su pripremljene u okviru diplomskog rada studentice Mateje Stanfel. [11] Ispitane su
dvije vrste peleta oznacene kao 100 mg OBL 60C (slika 5a) i IMP OBL 60C (slika 5b). 100
mg OBL 60C pelete dobivene su ekstrudiranjem mjeSavine mikrokristalne celuloze,
poli(etilen-glikola) i dronedaron-hidroklorida u aksijalnom ekstruderu MG-55 (Fuji Paundal,
Japan). Ekstrudati su sferonizirani u sferonizatoru QJ-230T-1 (Fuji Paundal, Japan).

Pelete IMP OBL 60C dobivene su ekstrudiranjem mjeSavine mikrokristalne celuloze,
poli(etilen-glikola), natrijeva klorida i dronedaron-hidroklorida u aksijalnom ekstruderu MG-
55 (Fuji Paundal, Japan). Ekstrudati su sferonizirani u sferonizatoru QJ-230T-1 (Fuji Paundal,
Japan). Natrijev klorid ispran je iz peleta kako bi se dobila porozna struktura u koju je
vakuumskim impregniranjem nanesen dronedaron-hidroklorid u obliku nanosuspenzije
koriStenjem uredaja Cito Vac (Struers, Njemacka).

Oblaganje obje vrste peleta je provedeno u fluidiziranom sloju uz dodatak Wursterove cijevi u
uredaju UniGlatt (Glatt GmbH, Njemacka). Sfericne pelete oblozene su otopinom
hidroksipropil-metil-celuloze. Rezultati za pelete (OM) preuzeti su iz diplomskog rada
studentice Mateje Stanfel. [11]. U tablici 3 prikazane su vrijednosti masa peleta punjenih u

zelatinozne kapsule kao i1 sadrzaj DNR u jednoj dozi.

Tablica 3. Vrijednosti masa pripremljenih peleta i sadrzaj DNR (3M)

100 mg OBL_60C IMP OBL_60C
pelete DNR pelete DNR
mi, mg 2283 33,93 468,1 30,71
mz, Mg 238,0 35,36 472,1 30,36
ms3, mg 233,5 35,71 447,0 30,00

a) b)

Slika 5. Pelete: a) 100 mg OBL_60C, b) IMP OBL_60C
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3.1.4. Mikrokapsule

Mikrokapsule su pripremljene u okviru diplomskog rada studenta Jurja Petanjeka [12], pomocu
suSenja rasprSivanjem u laboratorijskom suSioniku Mini Spray Dryer B-290 (Biichi
Labortechnik AG, Switzerland). Dronedaron-hidroklorid obloZen je poli(vinil-alkoholom)
proizvodaca Acros Organics, prosjecne molekulske mase 50000 do 85000 g/mol. Za postupak
suSenja rasprSivanjem pripremljene su otopine koje sadrze DNR i PVA u omjeru 1:3, tako da
su 3 g PVA otopljena u 100 mL vode mijeSanjem na magnetnoj mijesalici uz zagrijavanje, a 1
g DNR u 100 mL etanola, nakon €ega su dvije otopine pomijeSane te je dobiveno 200 mL
otopine koja se koristila kao pojna smjesa za proces susenja rasprSivanjem. Stabilnost je ispitana
za tri uzorka mikrokapsula koje su dobivene uz razliCite protoke zraka za rasprSivanje: PS9
(4,84x10* m? s1), PS10 (2,92x10* m® s') i PS11 (1,85x10* m? s™). Zelatinozne kapsule
napunjene su mikrokapsulama (slika 6). Mase punjenja 1 sadrzaj DNR u svakoj kapsuli

prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Vrijednosti masa pripremljenih mikrokapsula i sadrzaj DNR (3M)

PS9 PS10 PS11
MK DNR MK DNR MK DNR
mi, mg 130,0 46,43 165,5 36,79 167,6 36,07
ma, mg 165,0 43,21 168,3 39,29 169,0 35,71
ms, mg 145,0 50,00 175,1 37,50 164,5 38,57

.......
\\\\\

A% 4 A
s AR |
S1h Al b) v R

Slika 6. Mikrokapsule: a) PS9, b) PS10, ¢) PS11

15



3.2. Ispitivanje oslobadanja in vitro

3.2.1. Umjerni pravac

Mjerenjem apsorbancije standardnih otopina DNR u fosfatnom puferu (koncentracija 1, 5, 10,
25, 50, 80, 100, 200, 300, 400 i 500 mg L) izraden je umjerni pravac (slika 7) na temelju kojeg

se odreduje sadrzaj oslobodenog dronedaron-hidroklorida tijekom vremena.

1,6

14 y = 0,0028x

R?=0,9998

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

0 100 200 300 400 500 600

c, mg L1

Slika 7. Umjerni pravac dronedaron-hidroklorida u fosfatnom puferu (pH = 4,5)

3.2.2. Ispitivanje oslobadanja in vitro

Oslobadanje dronedaron-hidroklorida iz dozirnih oblika ispitano je in vitro na uredaju
Dissolution tester (RC-6D, Zhengzhou Nanbei Instrument) prikazanom na slici 8. Za svaki
dozirni oblik provedena su tri mjerenja, a prikazani profili predstavljaju srednju vrijednost
mjerenja.

Kao medij za ispitivanje koriSten je fosfatni pufer volumena 1000 mL 1 pH vrijednosti 4,5.
Fosfatni pufer pripremljen je mijeSanjem odgovaraju¢ih volumena otopina kalijevog
hidrogenfosfata (K:HPO4) te kalijevog dihidrogenfosfata (KH>PO4). Temperatura pufera
podesena je na 37 £ 0,5 °C, a broj okretaja mijeSala na 75 o/min.

U odredenim vremenskim razmacima uzorkovani su alikvoti medija koji se zatim filtrira
pomocu filtra Chromafil Xtra H-PTFE-45/25 veli¢ine pora od 0,45 um te analizira UV/Vis
spektrofotometrom kako bi se odredila koncentracija djelatne tvari.

16



Slika 8. Dissolution tester (RC-6D, Zhengzhou Nanbei Instrument)

U eksperimentu je koriStena naprava s lopaticama (USP aparatura II), a dozirni su oblici
stavljani u tzv. japanske koSarice ¢ime je osigurana potopljenost dozirnih oblika u mediju za

otapanje (slika 9).

Slika 9. USP aparatura II, japanska kosarica
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3.2.3. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija je jedna od najcesce primjenjivanih metoda kojom se odreduje
sadrzaj djelatne tvari. Metoda se temelji na mjerenju intenziteta svjetlosti koja je prosla kroz
analizirani uzorak te usporedbom s intenzitetom svjetlosti ulaznog zra¢enja. Osnovni dijelovi
svakog spektrofotometra su izvor svjetlosti, monokromator, drza¢ uzorka i1 detektor.

Za odredivanje koncentracije dronedarona za vrijeme in vitro ispitivanja, koriSten je UV/Vis
spektrofotometar Shimadzu UV-1280 (slika 10). Radno podrucje spektrofotometra je od 190,0
— 1100,0 nm, a mjerenja su provedena pri valnoj duljini 289,8 nm koja odgovara maksimumu
apsorbancije dronedarona u fosfatnom puferu (pH = 4.,5).

Na temelju dobivenih vrijednosti apsorbancija i umjernog pravca izracunate su vrijednosti
koncentracija dronedarona-hidroklorida te je prikazan njegov profil oslobadanja iz razlicitih

farmaceutskih dozirnih oblika.

Slika 10. Shimadzu UV-1280 spektrofotometar

3.3. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci su obradeni pomocu besplatnog dodatka za Microsoft Excel,
DDSolver. U ovaj su dodatak implementirani brojni modeli koji sluze za opis kinetike
oslobadanja djelatne tvari te ga tako Cine prikladnim za usporedivanje profila oslobadanja.

Koristenjem DDSolver-a izracunati su faktor razlike (f;) i faktor slicnosti (f,) prema
jednadzbama (9) 1 (10) te su dobiveni graficki prikazi profila oslobadanja djelatne tvari iz
uzoraka OM 1 3M. Na temelju dobivenih vrijednosti navedenih statisti¢kih faktora moze se

ocijeniti stabilnost farmaceutskih dozirnih oblika nakon tri mjeseca.

18



4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitivana je stabilnost farmaceutskih dozirnih oblika — 3D-tiskanih kapsula, 3D-
tiskanih tableta, peleta i mikrokapsula. Jedan od koraka ispitivanja stabilnosti je provjera in
vitro ponasanja lijeka. Usporedeni su profili oslobadanja dronedaron-hidroklorida iz
pripremljenih dozirnih oblika. Eksperimentalni dio ukljucuje pripremu dozirnih oblika za
njihovo skladiStenje u kontroliranim uvjetima te ispitivanje oslobadanja djelatne tvari in vitro.
Uzorci su skladisteni u staklenim boc¢icama, a za vrijeme skladiStenja su dnevno biljezene
vrijednosti temperature i vlaznosti zraka. Prosjecna vrijednost temperature iznosila je 26,3 °C,
a relativna vlaznost zraka 36,3 %.

Metoda in vitro ispitivanja je provedena na uredaju za ispitivanje oslobadanja djelatnih tvari.
Vrijeme ispitivanja i periodi uzorkovanja odabrani su ovisno o vrsti dozirnog oblika. 3D-tiskane
kapsule 1 pelete ispitivane su tijekom tri sata, dok je oslobadanje DNR iz 3D-tiskanih tableta 1
mikrokapsula ispitivano tijekom 24 sata. Dobiveni profili oslobadanja usporedeni su s profilima
oslobadanja za iste dozirne oblike prije skladiStenja, a preuzetim iz drugih radova [10-12]. Na
slikama 11 — 19 prikazana je usporedba profila oslobadanja za svaki dozirni oblik prije
ispitivanja (OM; oznaceno na grafu kao Reference) i nakon tri mjeseca skladiStenja (3M;

oznaceno na grafu kao Test).

100 —e— Reference

—m—Test

Fraction dissolved (%)

0 50 100 150 200
Time (min)

Slika 11. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz 3D-tiskanih kapsula (0,75 mm)
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Slika 12. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz 3D-tiskanih kapsula (1 mm)
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Slika 13. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz 3D-tiskanih tableta (TP 25%)
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Slika 14. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz 3D-tiskanih tableta (TP 100%)
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Slika 15. Usporedba oslobadanja dronedarona iz peleta (100 mg OBL_60C)
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Slika 16. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz peleta (IMP OBL_60C)
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Slika 17. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz mikrokapsula (PS9)
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Slika 18. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz mikrokapsula (PS10)
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Slika 19. Usporedba profila oslobadanja dronedarona iz mikrokapsula (PS11)

Pomoc¢u dodatka za Microsoft Excel, DDSolver, na temelju izracunatih vrijednosti
koncentracija dronedaron-hidroklorida izradeni su graficki prikazi profila oslobadanja.
Usporede li se profili oslobadanja razli¢itih dozirnih oblika vidljivo je da je kod 3D-tiskanih
tableta 1 mikrokapsula postignuto produljeno oslobadanje, dok je kod 3D-tiskanih kapsula 1
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peleta postignuto brze oslobadanje koje se moze svrstati u kategoriju kontroliranog
oslobadanja. Usporedbom profila oslobadanja prije (Reference) i nakon ispitivanja stabilnosti
(Test) dobivene su vrijednosti faktora razlike (f; ) i faktora slicnosti (f;). Vrijednosti statistickih
faktora dane su u tablici 6. Fakor razlike za razli¢ite dozirne oblike poprima vrijednosti od 0,78
do 4,33. Manje vrijednosti faktora razlike imaju 3D-tiskane tablete (TP 25% 1 TP 100%), a vece
vrijednosti dobivene su za mikrokapsule (PS9 i PS11). Faktor razlike pokazuje odstupanje
testnog uzorka (3M) od referentnog (0M), dok faktor sli¢nosti kvantificira njihovo podudaranje.
Vrijednosti faktora slicnosti iznose od 77,01 (za mikrokapsule PS11) do 98,21 za 3D-tiskane
tablete (TP 100%). Najmanja sli¢nost uoc¢ena kod mikrokapsula PS11 (slika 19) posljedica je
velikih standardnih devijacija u ponovljenim mjerenjima za jedan uzorak.

Faktori razlike i faktori sli¢nosti kao statisticke veliine Cesto se koriste za usporedbu profila
oslobadanja [13, 14]. Smatra se da vrijednosti faktora razlike u intervalu <0, 15> i faktora
sliénosti u intervalu <50, 100>, razliku izmedu profila svrstavaju u neznatnu. Analizom
dobivenih rezultata vidljivo je da su sve vrijednosti faktora unutar navedenih intervala ¢ime se

zakljucuje da su svi ispitani dozirni oblici stabilni nakon tri mjeseca.

Tablica 5. Statisticki faktori profila oslobadanja za sve dozirne oblike

o Statisticki faktor
Dozirni oblik Uzorak
f1 2
. 0,75 mm 1,42 92,27
3D-tiskane kapsule
I mm 1,77 92,16
. TP 25% 0,78 95,87
3D-tiskane tablete
TP 100% 0,91 98,21
100 mg OBL_60C 1,26 93,63
Pelete
IMP OBL_60C 3,29 78,24
PS9 4,33 83,96
Mikrokapsule PS10 2,89 92,03
PS11 3,57 77,01
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5. ZAKLJUCAK

Primjenom metode in vitro ispitivanja oslobadanja djelatne tvari testirana je stabilnost
farmaceutskih dozirnih oblika.

Usporedba profila oslobadanja prije i nakon skladiStenja provedena je primjenom metoda
neovisnih o modelima tj. koriStenjem statistickih faktora koji prikazuju mjeru odstupanja i
podudarnosti izmedu dva modela.

Ispitani dozirni oblici imaju vrijednosti faktora razlike u rasponu od 0,78 — 4,33 te faktora
sli¢nosti od 77,01 — 98,21 te se na temelju tih vrijednosti moze zakljuciti da su svi navedeni
dozirni oblici stabilni nakon tri mjeseca.

Brzina oslobadanja djelatne tvari uvelike se mijenja ovisno o dozirnom obliku, a procjena koji
je dozirni oblik najprikladniji bi se trebala zasnivati na potrebnom terapijskom ucinku te opem

stanju pacijenta.
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