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SAZETAK
PRINCIPIMA ZELENE KEMIJE DO LIJEKA POBOLJSANIH SVOJSTAVA

Jedan od izazova s kojim se danas susrece farmaceutska industrija je slaba topljivost
vecine novo-sintetiziranih djelatnih tvari u intestinalnim fluidima, $to rezultira i niskom
bioraspoloZivosti i slabim farmakoterapijskim ucinkom lijeka. U ovom istraZivanju,
nastoji se poboljsati otapanje modelne djelatne tvari X pristupom koji poStuje nacela
zelene kemije.

Mehanokemijski su pripravljene disperzije ¢vrste djelatne tvari X u matrici hidrofilnog
polimera poli(vinil-pirolidona) (PVP) u planetarnom kuglichom mlinu. Dobivene
disperzije karakterizirane su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, rendgenskom
difrakcijskom analizom praha i infracrvenom spektroskopijom.

Pripravljene su tablete Ciste netretirane djelatne tvari, mehanokemijski tretirane djelatne
tvari, te tablete s ¢vrstim disperzijama i fizikalne mjeSavine djelatne tvari i polimera. U
pripravi tableta promjera 8 mm koristene su pomoc¢ne tvari poli(etilen-glikol), natrijeva
kroskarmeloza, i manitol te postupak granuliranja taljenjem u fluidiziranom sloju.
Karakterizacija tableta ukljucivala je ispitivanje ujednacenosti masa te testiranje njihove
tvrdoce i raspadljivosti. Testovi otapanja i profili oslobadanja ukazuju da mehanokemijski
tretman pogoduje vecoj koli¢ini oslobodene djelatne tvari. BrZe oslobadanje djelatne tvari
pokazuju tablete bez polimernog nosaca. Tablete koje sadrZe polimer poli(vinil-pirolidon)
pokazuju sporije, ali kontinuirano oslobadanje djelatne tvari. Mehanokemijski
pripravljene ¢vrste disperzije (SD) pokazuju kontinuirano oslobodanje vece koliCine
djelatne tvari u odnosu na one koje sadrze Cistu netretiranu djelatnu tvar X. Testirana je

primjenjivost modela u opisu profila oslobadanja djelatne tvari X.

Kljucne rijeci:
zelena kemija, poboljSanje otapanje lijeka, djelatna tvar X, Cvrsta disperzija,

mehanokemijska aktivacija, tableta, oslobadanje djelatne tvari



ABSTRACT
BY THE PRINCIPLES OF GREEN CHEMISTRY TO A DRUG WITH IMPROVED PROPERTIES

One of the challenges faced by the pharmaceutical industry is the low intestinal solubility
of most newly synthesised drugs, resulting in low bioavailability and poor
pharmacotherapeutic efficacy of the drug. In this research, an attempt is made to improve
the dissolution of drug X through an approach that follows the principles of green
chemistry.

Dispersions of solid drug X in a matrix of hydrophilic polymer, poly(vinyl pyrrolidone)
(PVP) were prepared mechanochemically in a planetary ball mill The prepared solid
dispersions were characterized by differential scanning calorimetry, X-ray powder
diffraction and infrared spectroscopy.

Tablets were prepared with pure untreated drug, with mechanochemically treated drug,
and with solid dispersions and physical mixtures of drug and polymer. Excipients like
polyethylene glycol, croscarmellose sodium, mannitol, and fluidized bed melt granulation
were used to prepare tablets with a diameter of 8 mm.

Characterization of the tablets included studying the mass uniformity, and testing its
hardness and disintegration. Dissolution tests and release profiles indicate that
mechanochemical treatment favors greater amount of drug released. Tablets without
polymeric carrier show faster drug release. Tablets that contain polymer poly(vinyl
pyrrolidone) show slower and continuous drug release. Mechanochemically prepared
solid dispersions (SD) indicate continuous release of higher amount of drug in
comparision to those containing pure untreated drug X. The applicability of mathematical

models was tested to describe release profiles of drug X.

Keywords:
green chemistry, drug dissolution improvement, drug X, solid dispersion,

mechanochemical activation, tablet, drug release
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1. UvOoD

Danas, farmaceutska industrija suocava se s mnostvom problema, kao $to su primjena
toksi¢nih otapala, te sinteza sve veceg broja netopljivih djelatnih tvari. Djelatne tvari slabe
topljivosti i dobre propusnosti, prema Biofarmaceutskom sustavu klasifikacije (engl.
Biopharmaceutical Classification System, BCS), pripadaju Il. skupini. U ovome radu, koriste
se principi zelene kemije kako bi se poboljsala topljivost djelatne tvari 1 bioraspolozivost lijeka.
Nastoje se pripremiti djelotvorniji dozirni oblik ve¢ postojeceg lijeka u svrhu boljeg iskustva
uzimanja lijeka i njegove vece efektivnosti.

Kao model djelatne tvari Il. skupine BCS klasifikacije odabrana je djelatna tvar X koju
karakterizira slaba topljivost u vodenom mediju. Djelatna tvar X koristi se za lijeCenje maligne
bolesti, leukemije. Mehanokemijskom pripravom ¢&vrste disperzije djelatne tvari i polimernog
nosaca, poli(vinil-pirolidona) (PVP), o¢ekuje se da ¢e se topljivost i brzina oslobadanja djelatne
tvari u vodenom mediju poboljsati, ¢cime ¢e se povecati i bioraspolozivost lijeka.

U ovom istraZivanju, za mehanokemijsku pripravu ¢vrstih disperzija djelatne tvari
koristi se planetarni kugli¢éni mlin. Prednost ove metode priprave disperzije mljevenjem u
planetarnom kugli¢cnom mlinu jest $to se proces provodi bez primjene otapala. Budu¢i da uvjeti
usitnjavanja uvelike utjeCu na kakvocu pripravljene disperzije, nastoje se detektirati optimalni
procesni uvjeti priprave disperzija na osnovi unaprijed definiranih kriterija.

Binarne ¢vrste disperzije, pripravljene pri razli¢itim procesnim uvjetima, karakteriziraju
se rendgenskom difrakcijskom analizom praha, diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom, te
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama. Odredivat ¢e se optimalni
uvjeti priprave disperzija iz rezultata navedenih analiza, a disperzije pripravljene pri
optimalnim uvjetima bit ¢e tabletirane. Dobivene tablete Kkarakterizirat ¢e se in vitro
ispitivanjima otapanja djelatne tvari te utvrditi profili njezina oslobadanja iz tableta.

Ocekuju se tablete poboljsane topljivosti djelatne tvari koje ¢e doprinijeti boljoj
apsorpciji djelatne tvari u organizmu i tako biti u ovakvom dozirnom obliku pogodnije za
lijecenje bolesti leukemije. Dodatno, testirat ¢e se primjenjivost postojecih matematickih

modela u opisu profila oslobadanja ove specifi¢ne djelatne tvari X iz tableta.



2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Pripravom ¢vrstih disperzija u hidrofilnom polimeru moguce je povecati topljivost i brzinu
oslobadanja djelatne tvari i potencijalno doprinijeti njenoj boljoj apsorpciji u organizmu.
Mehanokemijska priprava moze znacajno doprinijeti topljivosti i osigurati brze oslobadanje

djelatne tvari iz kona¢nog dozirnog oblika.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Mehanokemijski pripraviti disperzije ¢vrste djelatne tvari X u ¢vrstom polimeru, poli(vinil-
pirolidonu) (PVP).

Pripraviti tablete s poboljsanim svojstvima otapanja djelatne tvari.



3.  OPCIDIO

3.1.  lzazovi u farmaceutskoj industriji

Farmaceutska industrija suocava se s dva velika problema gdje rjeSenje moze ponuditi
kemijsko inZenjerski pristup. Slaba topljivost u vodi jedan je od glavnih problema s kojima se
svojstvo lijekova, jer se moraju otopiti kako bi se apsorbirali kroz crijevnu membranu i dosli
do mjesta djelovanja. Stoga je topljivost jedan od najkriti¢nijih i najvaznijih parametara koji
utjeCu na bioraspolozivost lijeka, odnosno na sposobnost lijeka da bude dostupan u
odgovarajucoj koncentraciji na mjestu djelovanja, neovisno o farmaceutskom obliku doziranja
i naginu primjene.l Naime, svakodnevno otkriée lijekova dovodi do sve veceg broja novih
lijekova s niskom topljivoséu u vodi Sto uzrokuje slabu bioraspolozivost, osobito putem oralne
primjene. Broj takvih kandidata za lijekove porastao je za golemih 70 % novootkrivenih
djelatnih tvari, koje su prema Europskoj farmakopeji prakticki netopljive (topljivost u vodi je
manja od 0,1 mg ml™).2 Budu¢i da se priblizno 65 % ljudskog tijela sastoji od vode, lijek mora
imati odredenu topljivost u vodi i posjedovati prihvatljivu razinu bioraspolozivosti. Lijekovi
koji su slabo topljivi u vodenom mediju imaju tendenciju uklanjanja iz gastrointestinalnog
trakta prije nego $to dobiju priliku da se potpuno otope i apsorbiraju u krvotok.?

Osim toga, u farmaceutskoj industriji, svakodnevno se upotrebljavaju otapala u brojnim
industrijskim procesima. U osnovi, funkcija otapala je otapanje tvari, $to je vazno za ekstrakcije
1 znanost o formulacijama. Otapala takoder kontroliraju brzinu 1 selektivnost reakcija kao 1
kemijske ravnoteze.® Upravo iz tih razloga otapala se §iroko koriste i imaju klju¢nu ulogu u
prijelazu na odrzivu kemijsku industriju. Medutim, otapala predstavljaju veéinu otpada koji
nastaje mnogim procesima i formuliranim proizvodima. Mogu pridonijeti oneci§¢enju zraka i
&esto predstavljaju niz opasnosti za ljudsko zdravlje i sigurnost.® Procjenjuje se da otapala ¢ine
gotovo 60 % svih industrijskih emisija ukljucujuci brojne negativne ucinke na okolis$ (promjena
klime na globalnoj razini, oneci$¢enje zraka, naruSavanje ozonskog omotaca, bolesti u ljudi i
sl.).* Osim ekologkih i zdravstvenih problema, nisu ni ekonomski isplativa. Nadalje, u novije
vrijeme velika pozornost pridodaje se zelenim 1 odrzivim tehnologijama te njihovoj primjeni u
razli¢itim granama industrije. Cilj je ukloniti upotrebu otapala ili koristiti sigurnija, takozvana

zelena otapala.



3.2.  Zelena kemija

Zelena kemija podrazumijeva dizajn kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili

eliminiraju upotrebu ili stvaranje opasnih tvari.> Odnosi se na sva podrudja kemije, a ne na

jednu kemijsku disciplinu. Vrlo opcéenito, zelena kemija mozZe se smatrati znanstvenim i

ekonomskim kontekstom u kojem akademska zajednica, industrija i vlada pokuSavaju objediniti

svoje napore za razvoj odrzive civilizacije. Zelena kemija primjenjuje inovativna znanstvena

rjeSenja na probleme okoli$a u stvarnom svijetu i u cilju poboljsanja zdravlja ljudi.®

12 nacela zelene kemije prikazuju $irinu koncepta zelene kemije.’

1.

SprjeCavanje otpada: cilj je osmisliti kemijske sinteze bez otpada, a ne
ostavljanje otpada za obradu ili ¢iscenje.

Povecanje ekonomicnosti procesa: provodenje kemijske sinteze tako da konacéni
proizvod sadrzi maksimalan moguc¢i udio pocetnih materijala.

Dizajniranje manje opasne kemijske sinteze: dizajniranje sinteze za stvaranje i
koriStenje tvari s malo ili nimalo toksi¢nosti za ljude ili okolis.

Dizajniranje sigurnijih kemikalija i proizvoda: dizajniranje kemijskih proizvoda
koji su potpuno ucinkoviti, ali imaju malo ili nimalo toksi¢nosti.

Koristenje sigurnijih otapala i uvjeta reakcije: izbjegavanje koriStenja otapala,
sredstava za odvajanje ili drugih pomo¢nih kemikalija ili koriStenje sigurnijih
otapala.

Povecanje energetske ucinkovitosti: pokretanje kemijske reakcije na sobnoj
temperaturi i tlaku kad god je to moguce.

KoriStenje obnovljivih sirovina: koriStenje pocetnih materijala (sirovina) koji su
obnovljivi, a ne iscrpljivi. Izvor obnovljivih sirovina ¢esto su poljoprivredni
proizvodi ili otpad iz drugih procesa; izvor iscrpivih sirovina ¢esto su fosilna
goriva (nafta, prirodni plin ili ugljen) ili rudarstvo.

Izbjegavanje kemijskih derivata: izbjegavanje koriStenja blokiraju¢ih ili
zastitnih skupina ili bilo kakvih privremenih izmjena ako je moguce. Derivati
koriste dodatne reagense i stvaraju otpad.

Koristenje katalizatora, a ne stehiometrijskinh reagensa: smanjenje otpada
koristenjem katalitickih reakcija. Katalizatori su u¢inkoviti u malim koli¢inama
1 mogu provesti jednu reakciju mnogo puta. Oni su pozeljniji od stehiometrijskih

reagensa, koji se koriste u suvisku i provode reakciju samo jednom.



10. Osmisljavanje kemikalija 1 proizvoda za razgradnju nakon uporabe:
osmisljavanje kemijskih proizvoda za razgradnju na bezopasne tvari nakon
uporabe tako da se ne nakupljaju u okoliSu.

11. Analiziranje u stvarnom vremenu kako bi se sprijecilo one¢i$¢enje: ukljucenje
nadzora u procesu, u stvarnom vremenu i kontrole tijekom sinteze kako bi se
smanijilo ili eliminiralo stvaranje nusproizvoda.

12. Smanjenje moguénosti nesre¢a: dizajniranje kemikalija u njihove fizi¢ke oblike
(krute, tekuce ili plinovite) tako da se smanji moguénost kemijskih nesreca

ukljucujuéi eksplozije, pozare i ispustanja u okolis.



3.3.  Topljivost djelatnih tvari u oralnim dozirnim oblicima: znacaj i nacini poboljSanja
Odabir nacina primjene lijeka ovisi o raznim ¢imbenicima, poput vrste bolesti, Zeljenom

rezultatu, dostupnosti proizvoda, itd. Lijekovi se mogu uvesti u ljudsko tijelo razli¢itim

anatomskim putevima. Svaki put primjene ima svoje ciljeve, prednosti i nedostatke.’

Lijekove moZemo podijeliti u $est skupina s obzirom na naéin dostave lijeka u tijelo: ’

1. Parenteralni dozirni oblici,

2. Dozirni oblici za inhalaciju,
3. Oftalmoloski dozirni oblici,
4. Nazalni dozirni oblici,

5. Transdermalni dozirni oblici,
6. Oralni dozirni oblici.

Oralni dozirni oblici predstavljaju ¢vrste dozirne oblike za enteralnu primjenu lijeka.
Enteralna primjena lijeka podrazumijeva prolazak lijeka kroz gastrointestinalni trakt. Takva
primjena lijeka na usta najcesée se Koristi jer je takav put primjene najzgodniji, najjeftiniji i
obi¢no najsigurniji. Da bi stigao u krvotok, takav spoj mora prethodno pro¢i crijevnu sluznicu,
a nakon toga jetru. Kroz taj put, lijekovi se kemijski mijenjaju, ¢ime se smanjuje apsorbirani
dio. Iako postoje ogranienja, poput razgradnje lijeka u zelu€anoj kiselini ili nadrazivanje
sluznice, oralna primjena lijeka se naj¢esce koristi. Drugi putevi dolaze u obzir kada bolesnik
ne moze ili ne smije uzimati niSta na usta, kada se lijek mora primijeniti brzo i u preciznoj dozi
ili kada se odredeni lijek apsorbira slabo i nepredvidljivo.®

Enteralni lijekovi mogu biti u obliku oralnih ¢vrstih dozirnih oblika (poput tableta,
kapsula, praha ili granula) ili dolaze u obliku oralnih tekuc¢ih dozirnih oblika (sirupi, ¢ajevi ili
kapi). Zbog prethodno navedenih ogranic¢enja, ne dospijeva cijeli udio date doze djelatne tvari
u krvotok. Udio date doze lijeka koji dospijeva u sistemsku cirkulaciju i dostupan je za
djelovanje naziva se bioraspolozivost lijeka. Ovisi o nizu ¢imbenika, kao $to su formulacija 1
proizvodnja lijeka, njegove kemijske i fizi¢ke osobine te fizioloSke funkcije osobe koja prima
lijek.

Slika 1. Tablete, oralni dozirni oblik lijeka.



Pri otkrivanju nove djelatne tvari, ve¢inom se pokuSava formulirati lijek s
novootkrivenom djelatnom tvari tako da se moze primijeniti oralno, tj. enteralno. Zbog velikog
razvoja farmaceutske industrije, svakodnevno se otkrivaju nove aktivne supstance, koje su
intenzivno proucavane i za koje postoji odgovarajuc¢a formulacija. Medutim, najvec¢i problem
za njihovu oralnu primjenu predstavlja njihova slaba topljivost u vodenom mediju. Zbog
ovakvih slucajeva, aktivne farmaceutske supstance koje se koriste u oralnim dozirnim oblicima
kategorizirane su u cCetiri skupine prema svojstvima topljivosti i permeabilnosti. Takav
kategorizirani sustav naziva se BCS klasifikacija (engl. Biopharmaceutical Classification
System, BCS) te nam omogucava bolje razumijevanje i povezivanje procesa oslobadanja

djelatne tvari i procesa njegove apsorpcije.*°

Tablica 1. BCS Kklasifikacija djelatnih tvari

Skupina 1. 2. 3. 4.
Topljivost Dobra Slaba Dobra Slaba
Propusnost Dobra Dobra Slaba Slaba

Djelatna tvar smatra se dobro topljivom ako se najveca doza djelatne tvari otapa u 250
ml ili manje vodenog medija u podrucju pH 1,2 do 6,8 pri 37 °C. Dobra permeabilnost
podrazumijeva opseg intestinalne apsorpcije 90 % ili veéi.'t

Tehnike poboljsanja topljivosti djelatne tvari biraju Se s obzirom na svojstva lijeka te
se mogu kategorizirati u tri skupine:!?

1. Fizikalne modifikacije: redukcija  veli¢ine Cestica  (mikronizacija,
nanosuspendiranje), modifikacija kristalnog oblika, priprema ¢vrstih disperzija,
kriogene formulacije,

2. Kemijske modifikacije: promjena pH, primjena pufera, kompleksiranje,
derivatizacija, dobivanje soli,

3. Ostale metode: proces superkriti¢nog fluida, primjena povrsinski aktivne tvari,
primjena sredstva za otapanje, hidrotropija.

Jedna od posljedica slabije topljivosti djelatnih tvari u gastrointestinalnim fluidima je
njihova kristalna struktura i zbog toga je za otapanje lijeka potrebno uloziti mnogo vise energije.
Medumolekulska privla¢enja unutar kristalne strukture vrlo su jaka jer su atomi poredani
pravilnim redoslijedom. Cjelokupna energija kristala je niska S$to rezultira dodatnom
stabilizacijom cijelog kompleksa.

Lijekovi amorfne strukture imaju znatno bolju topljivost. Amorfna struktura zbog svoje

neuredenosti, tj. atoma i molekula koji se nalaze u visokom metastabilnom stanju, zahtjeva
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puno manje energije za otapanje. Zbog toga, amorfni farmaceutici se “lakse raspadaju®. Takav
oblik lijeka moguce je dobiti pripravom c¢vrstih disperzija uz amorfni polimer koji sluzi kao

nosa¢ lijeka.™

3.4. Amorfna ¢vrsta disperzija

Priprava ¢vrstih disperzija je fizikalna metoda poboljSanja topljivosti djelatne tvari Sto
moze dovesti do povecanja bioraspoloZivosti lijeka u organizmu. Cvrste disperzije u
farmaceutskom smislu su disperzni sustavi u kojima je jedna ili vise djelatne tvari bolje ili losije
raspodijeljena u matrici inertnog, polimernog nosaca lijeka. Polimerni nosa¢ moze biti kristalan
ili amorfan, a unutar nosaca tvar moze biti rasprSena na molekulskoj razini, moze postojati u
amorfnim nakupinama ili kristalima.'* Kristalne &vrste disperzije su sustavi u kojima je kristalni
lijek dispergiran unutar kristalnog ili polu-kristalnog nosaca tvore¢i eutekti¢ku ili monotekticku
smjesu. Eutekticke smjese su prvi izradeni tip ¢vrste disperzije koji nastaje od tvari koje su u
¢vrstom stanju nemjesljive, ali su mjesljive u teku¢em stanju, a na temperaturi eutekticke
smjese u odgovarajuéem omjeru tvari zajedno kristaliziraju.'®

Za razliku od kristalnih krutih disperzija, amorfne krute disperzije sadrZe nosac koji je
amorfan, a ne kristalan, a te se disperzije mogu dalje razdvojiti na amorfne jednofazne
mjesavine, amorfne dvofazne sustave i kristalno-amorfne dvofazne disperzije.r> U amorfnim
jednofaznim mjeSavinama (koje se ponekad nazivaju amorfne ¢vrste otopine) interakcije lijek-
nosa¢ su znacajne, $to rezultira potpunom mjesljivos¢u dviju komponenti, tvore¢i jednofazni
sustav koji je homogen na molekularnoj razini. Dvofazne mjesavine (ponekad nazvane krute
suspenzije), s druge strane, nastaju kada lijek ima ograni¢enu mjesljivost u nosacu 1 podvrgava
se odvajanju faza. Ovi se sustavi sastoje od dvije faze, bilo od dvije amorfne faze razli¢itog
sastava, bilo od fine disperzije kristalnih &estica lijeka u amorfnoj matrici.®

U tablici 2. prikazani su razliGiti oblici ¢vrstih disperzija. Cvrste disperzije nisu

jednostavne te ponekad mogu biti kombinacija navedenih tipova.®



Tablica 2. Tipovi &vrstih disperzija

Tip ¢vrste disperzije Nosac Lijek Broj faza
1 Eutekticka smjesa Kristalni kristalni 2
2 Amorfni precipitati lijeka u kristalni amorfni 2

kristalnom nosacu

3 Cvrste otopine

Kontinuirane ¢vrste otopine Kristalni molekulski 1
rasprsen
Diskontinuirane ¢vrste otopine Kristalni molekulski 2
rasprsen
Supstitucijske ¢vrste otopine kristalni molekulski 1ili2
rasprsen
Intersticijske ¢vrste otopine kristalni molekulski 2
rasprsen
4 Staklaste suspenzije amorfni kristalni 2
5 Staklaste suspenzije amorfni amorfni 2
6 Staklaste otopine amorfni molekulski 1
rasprsen

Ovisno o kolic¢ini lijeka koji je izlozen mediju za otapanje moze se odrediti nalazi li se
lijek u nosacu u obliku kristala, amorfnih nakupina ili je molekulski dispergiran. Takoder, 0
gibljivosti molekula 1 nac¢inu njihove raspodjele unutar smjese lijeka 1 polimera ovisi fizicka
stabilnost ¢vrste disperzije. Na slikama ispod prikazano je nekoliko mogucih struktura ¢vrstih

disperzija.l’



Slika 4. Cvrsta disperzija koja sadrzi domene amorfne djelatne tvari dispergirane
unutar polimerne matrice.'’

Slika 2 prikazuje najpozeljniju strukturu ¢vrste disperzije. Koncentracija djelatne tvari
niza je od njene koncentracijske topljivosti u polimeru. Djelatna tvar je molekulski dispergirana
unutar polimerne matrice 1 tvori termodinamicki stabilnu otopinu. Takav oblik javlja se kod
niske koncentracije djelatne tvari i/ili pri visokoj temperaturi. Slika 3 prikazuje ¢vrstu disperziju
koja sadrzi kristalne domene djelatne tvari jer je koncentracija djelatne tvari jednaka njenoj
ravnoteznoj topljivosti u polimeru. To je rezultat snizenja temperature jer otopina postaje

zasi¢ena pa dolazi do talozenja djelatne tvari. Medutim, kako je kristalizacija spor proces,
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veéinom nastaju intermedijarne metastabilne strukture u kojoj su amorfni agregati djelatne tvari
dispergirani u polimernoj matrici, §to pokazuje slika 4.1

Vasconcelos i sur. navode nekoliko prednosti priprave ¢vrstih disperzija:

» Pripravom ¢vrstih disperzija smanjuje se veliCina Cestica djelatne tvari i
povecava Se njena specifi¢na povrsina. Takoder, povecava se brzina oslobadanja
djelatne tvari, a rezultat je veca bioraspolozivost lijeka

» Poboljsava se vlazenje $to dovodi do vece topljivosti djelatne tvari. Takoder, na
vlazenje utjece odabir polimernog nosaca.

» Pripravom Cvrste disperzije postize se veca poroznost Cestica koja vodi do
povecanja brzine oslobadanja djelatne tvari. Takoder, na poroznost utjece odabir
polimernog nosaca.'

Djelatne tvari u amorfnim ¢vrstim disperzijama prezasi¢ene su otopine koje se smatraju
metastabilnim polimorfnim oblikom, a tako pripravljene djelatne tvari u amorfnom stanju
poveéavaju topljivost &estica. Cesto se koristi postupak pripreme amorfnih &vrstih disperzija
mijeSanjem s inertnim polimerom, poput poli(vinil-pirolidona) (PVP), koji je dobro topljiv u
vodenom mediju. Odabir prikladnog polimernog nosa¢a pomaze povecati brzinu otapanja te
moze poboljsati fiziCku stabilnost ¢vrstog stanja. Polimerni nosa¢ ukljuen je u proces
pretvorbe kristalnog lijeka u njegov amorfni oblik, a takoder stabilizira amorfnu CEvrstu
disperziju smanjujuci molekularnu pokretljivost i povecavajuci temperaturu staklastog prijelaza
(Tg).*®

Procesi pripreme ¢vrstih disperzija mogu se podijeliti u Cetiri skupine: metode taljenja,
metode uklanjanja otapala, mehanokemija i elektroispredanje. Metode taljenja podrazumijevaju
taljenje djelatne tvari unutar polimera, hladenje smjese te pretvorbu u praskasti oblik. Postupci
koji odgovaraju metodi taljenja su: kalupljenje taljenjem, ekstruzija taljenjem, granuliranje
taljenjem, in situ granuliranje. Medutim, nedostaci ove metode su moguca degradacija djelatne
tvari prilikom taljenja te moguénost nepotpune mjesljivosti djelatne tvari i polimera. Metode
uklanjanja otapala temelje se na otapanju djelatne tvari i polimera u hlapljivom otapalu, koje
nakon toga isparava te nastaje ¢vrsta disperzija. Postupci koji se ubrajaju u metodu isparavanja
otapala su: liofilizacija, suSenje rasprSivanjem, ekstruzija s otopinom, parno granuliranje.
Medutim, najveéi problem predstavlja koriStenje organskih otapala koja su Stetna za okolis 1
ekonomski neisplativa. U zadnje vrijeme raste velik interes za tehniku elektroispredanja. Kod
te tehnike, polimerna otopina se rasteze i stanjuje zbog elektrostatskih sila te rezultira
formiranjem finih vlakana s promjerom na nanoskali. Takvi materijali sluze kao nosaci

djelatnih tvari.1®2°
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—— Kalupljenje taljenjem

——+ Ekstruzija taljenjem

—— Granuliranje taljenjem

> In sifu granuliranje

— Liofilizacija

> Sugenje raspriivanjem

— Ekstruzija s otopinom

L, Parno granuliranje

Slika 5. Metode priprave ¢vrstih disperzija
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3.5. Mehanokemijska priprava disperzija

Mehanokemijska priprava ¢vrstih disperzija zasniva se na fizikalnim i/ili kemijskim
pretvorbama tvari koje su potaknute mehanickom energijom (trenje, udar, sudar, brusenje)
prenesenom uslijed mljevenja. Ovakvom pripravom ¢vrstih disperzija, ne Koriste se otapala.
Medutim, u nekim slu¢ajevima mogucée je koristiti otapalo za potpomognuto mljevenje. Takav
proces naziva se mljevenje potpomognuto teku¢inom (Liquid-Assisted Grinding, LAG), koristi
se za prosirenje tradicionalnih mehanokemijskih tehnika bez otapala u kojima se mala koli¢ina
tekuc¢ine koristi kao aditiv za poboljSanje i/ili kontrolu reaktivnosti. Prema tome,
mehanokemijska priprava smatra se ,,zelenom® iz razloga $to je eckoloski prihvatljivija,
odnosno, ne dolazi do stvaranja otpada i smanjuju se troSkovi priprave lijeka. Prednost
mehanokemije je Sto se mljevenjem, usitnjavanjem i mijeSanjem reaktanata povecava dodirna
povrSina, pruza energija za kretanje molekula i pucanje veza te U Sluéaju sinteze dolazi do
kemijske reakcije bez potrebe za otapanjem reaktanata. Mehanokemija Siroku primjenu nalazi
u farmaceutskoj i kemijskoj industriji.?*?2

Postoje razli¢ite vrste mlinova, neki od njih su vibracijski mlin, planetarni mlin,
rotacijski mlin, itd . Proces mljevenja u visokoenergetskom mlinu poti¢e mehanokemijske
transformacije. U ovom istrazivanju koristi se planetarni kugli¢ni mlin. Energija se prenosi
kolizijom izmedu tijela za usitnjavanje (kuglica) ili izmedu kuglica i stijenke posude na ¢vrstu
tvar koja se nalazi unutar posude za mljevenje. Dolazi do smanjenja veli¢ine Cestica, ¢ime raste
specifi¢na povrsina tih Cestica. Na taj nacin nastoje se potaknuti intermolekulske interakcije
medu kemijskim entitetima, kao $to su vodikove veze i van der Waals-ova elektrostatska
privlacenja, koje bi mogle povecati topljivost djelatne tvari u vodenom mediju, odnosno
povecati bioraspolozivost lijeka.?®

Cilj ovog istrazivanja je posti¢i samo fizikalne pretvorbe kako bi se zadrZao

farmakoterapijski ucinak lijeka.
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4. METODIKA

4.1. Djelatna tvar — aktivni sastojak lijeka

Djelatna tvar X koristi se za lijeCenje bolesti leukemije, maligne bolesti kostane srzi i
limfnih ¢vorova. Lijek je na trzistu u Republici Hrvatskoj dostupan od 2019. godine. Djelatna
tvar X spada u 2. skupinu BCS klasifikacije, $to znac¢i da ima nisku topljivost u vodenom mediju
I visoku propusnost kroz crijevnu membranu. Cilj ovog istrazivanja je povecati topljivost
djelatne tvari u vodenom mediju, sto posljedi¢no doprinosi povecanju bioraspolozivosti lijeka

u organizmu. Na slici 6 prikazana je struktura djelatne tvari X.
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Slika 6. Strukturna formula djelatne tvari X.

4.2.  Makromolekulna tvar — polimer
Poli(vinil-pirolidon) je polimer sastavljen od monomera N-vinilpirolidona. Na slici 7

prikazana je struktura ponavljajuce jedinice monomera N-vinilpirolidona.
N O

n
Slika 7. Kemijska struktura ponavljajuce jedinice N-vinilpirolidona

Po IUPAC-ovoj nomenklaturi, poli(vinil-pirolidon) se imenuje kao 1-etenilpirolidin-2-
on. Ostala imena pod kojima je poli(vinil-pirolidon) poznat su kraéenica PVP, povidon,
polividon te krospovidon. U tablici 3 prikazane su najvaznije fizikalne i kemijske karakteristike

polimera.
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Tablica 3. Karakteristike poli(vinil-pirolidona)?*

Svojstvo Opis
Kemijska formula (CeH9oNO)n
Molekulska masa 2,500 — 2,500,000 g mol
Izgled Bijeli do svijetlozuti prasak
Gustoca 1,29 cm®
Temperatura staklastog prijelaza 150 - 180 °C

Primjena PVP-a je raznolika, koristi se u farmaceutskoj, kozmetickoj, prehrambenoj i
metalnoj industriji. Nadalje, koristi se u tehnologijama priprave baterija, keramike, tinte i
printera kao aditiv, u tehnologijama proizvodnje membrana (filteri za proc¢is¢avanje vode i
filteri za dijalizu), u procesu vodenog kaljenja metala itd. Kada govorimo o primjeni PVP-a u
farmaceutskoj industriji, koristi se kao vezivo u tabletama zbog svoje karakteristiéne amorfne
polimerne strukture te zbog svojstva biorazgradivosti i biokompatibilnosti. Takoder, zbog svoje
polarne strukture ima izraZzena svojstva hidrofilnosti (dobro je topljiv u vodenom mediju) i
higroskopnosti (svojstvo &vrstih ili tekuéih tvari da upijaju ili zadrzavaju vodu iz okoline).?® U
ovom istrazivanju koristi se PVP srednje molekulske mase 50 000 Da kao ¢vrsto disperzno

sredstvo unutar kojeg dispergirana djelatna tvar X.
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4.3. Pomoc¢ne tvari — ekscipijenti

Djelatna tvar mijesa se s raznim pomoc¢nim tvarima koje su farmakoloski neaktivne
kako bi tableta imala neutralan okus, dobru raspadljivost te odgovarajuci oblik. Ekscipijenti su
potrebni za dugotrajnu stabilizaciju lijeka, povecanje volumena ¢vrstih dozirnih oblika koji
sadrze djelatne tvari u malim koli¢inama ili za omogucavanje boljeg farmakoterapijskog
djelovanja same djelatne tvari u kona¢nom obliku doziranja. Njihov odabir ovisi o na¢inu
primjene i obliku doziranja lijeka, pa i djelatnoj tvari. Neke pomocne tvari u proizvodnom
procesu olakSavaju problem tecivosti prasaka ili lubriciranja procesnog prostora. Ekscipijenti
koristeni u ovom radu su: manitol, poli(etilen-glikol), natrijeva kroskarmeloza i magnezijev
stearat.?®%’

Manitol je Secerni alkohol koji je primjenu nasao kao niskokalorni¢no sladilo. U ovom
radu sluZi kao punilo, odnosno ono daje voluminoznost tableti te poboljsava njen okus.?

Poli(etilen-glikol) (PEG) je polieterski spoj takoder poznat kao polietilen oksid (PEO)
ili polioksietilen (POE). U farmacenutskoj industriji se ¢esto koristi kao otapalo, plastifikator,
surfaktant i lubrikant za kapsule i tablete. U ovom radu koristen je kao vezivo pri granuliranju
pomo¢nih tvari. Taljenjem tvori kapljevita premostenja izmedu Cestica praska pomocnih tvari
te se prilikom skru¢ivanja premostenja dobivaju granule pomoénih tvari.?°

Natrijeva kroskarmeloza je interno umrezena natrijeva karboksimetilceluloza koja se
koristi kao sredstvo za raspadanje. U kontaktu s vodom natrijeva kroskarmeloza bubri poput
spuzve te pospjesuje raspadanje tablete, time djelatna tvar dolazi u bolji kontakt s tjelesnim
tekuéinama ¢ime se poboljsava bioraspolozivost.*

Magnezijev stearat je prasak bijele boje koji se koristi kao lubrikant u farmaceutskoj
industriji kod proizvodnje tableta i kapsula. SprjeCava nezeljeno lijepljenje mjeSavine za

stijenke posude. Na slici 8. prikazane su strukturne formule pomo¢nih tvari.
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4.4.  Mehanokemijska priprava ¢vrstih disperzija
4.4.1. Priprava mjeSavine

Pripravljene su mjesavine djelatne tvari X 1 polimera poli(vinil-pirolidona) u razli¢itim
masenim omjerima. Prethodna istrazivanja pokazala su najmanji stupanj kristalnosti u slucaju

masenog udjela djelatne tvari X od 25 % te je istrazivanje nastavljeno s mjeSavinom tog sastava.

4.4.2. Postupak mljevenja u planetarnom kuglicnom mlinu
Za mehanokemijsku pripravu ¢vrstih disperzija koriSten je planetarni kuglicni mlin

prikazan naslici 9.

-

Slika 9. Fotografija planetarnog kugli¢nog mlina Pulverisette 6
(FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein, SR Njemacka)

Planetarni kuglicni mlin je uredaj koji se koristi za usitnjavanje razli¢itih vrsta
materijala. U takvom visokoenergetskom mlinu proces usitnjavanja provodi se krace i
ucinkovitije zbog snazne centrifugalne sile. Planetarni kugli¢ni mlinovi koriste se kada se
zahtijeva najvisi stupanj fino¢e produkta. Mlin se sastoji od posude s uzorkom koja je
postavljena na rotirajuci disk mlina. Posuda i disk rotiraju u suprotnim smjerovima (slika 10.)
Sto povecava ulinkovitost usitnjavanja. Vrijeme usitnjavanja je krace jer se postize veca
energija sudara. Ovakvi mlinovi koriste se za usitnjavanje materijala do veli¢ina manjih od 1

um. Koristene posude i tijela za usitnjavanje nacinjena su od cirkonijeva oksida i ahata (slika
11.).2
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Slika 11. Fotografije koristenih posuda i tijela za usitnjavanje od: a) cirkonijevog oksida, b)
ahata
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4.5. Karakterizacija ¢vrstih disperzija

Za karakterizaciju pripravljenin ¢vrstih disperzija koriStene su tri metode
karakterizacije: diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC), rendgenska difrakcijska analiza
praha (XRPD) i infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR). To su
metode analize koje mogu potencijalno ukazati i objasniti pomak u topljivosti djelatne tvari, ali

mogu i detektirati potencijalne interakcije izmedu djelatne tvari i polimerne matrice.

45.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (eng. Differential Scanning Calorimetry, DSC) je
analiticka metoda kojom se kontinuirano prati razlika toplinskog toka izmedu uzorka i
referentnog materijala, u funkciji vremena ili temperature, tijekom programiranog zagrijavanja
uzorka u uvjetima kontrolirane atmosfere. DSC je najvise koristena toplinska tehnika toplinske
analize. Primjenjuje se kod karakterizacije polimera, farmaceutskih spojeva, hrane, organskih i
anorganskih kemikalija, keramike, gline, minerala itd. Prijelazi koji se mjere su karakteristi¢ne
temperature taljenja, kristalizacije, staklastog prijelaza, entalpije, oksidacijska stabilnost,

specifi¢ni toplinski kapacitet itd.®132 Na slici 12. prikazan je DSC uredaj.

Slika 12. Fotografija diferencijalnog pretraznog kalorimetra Mettler Toledo 822e
(Mettler Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)

U ovom eksperimentalnom radu, ispitivanja toplinskih svojstva pripremljenih ¢vrstih
disperzija provedena su na prethodno prikazanom uredaju. Uzorci mase oko 5 mg vagani su u

aluminijske posudice s probusenim poklopcem. Mjerenja su provedena u struji dusika 60 ml/s
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pri brzini zagrijavanja 10 °C/min u dva ciklusa zagrijavanja (0 °C do 105 °C, hladenje od 105
°C do 0 °C, ponovno zagrijavanje od 0 °C do 360 °C) kod ¢vrstih disperzija pripremljenih u
posudi od cirkonijevog oksida, a kod ¢vrstih disperzija pripravljenih u ahatnoj posudi proveden
je jedan ciklus zagrijavanja od 0 do 360 °C. Kao rezultat dobiveni su DSC termogrami iz kojih

se dobiva uvid u temperature karakteristicnih faznih prijelaza kruto-kapljevito.

4.5.2. Rendgenska difrakcijska analiza praha

Rendgenska difrakcijska analiza (eng. X-ray diffraction, XRD) je analiticka tehnika
koja nam daje informacije o kristalnoj strukturi, kemijskom sastavu i fizickim osobinama
materijala, a da pritom materijal ostaje nepromijenjen.?! Pojam rendgenska difrakcija (XRD)
obuhvaca: difrakciju x-zraka na monokristalu (SCD), difrakciju x-zraka na praskastom uzorku
(XRPD) te mnoge druge tehnike difrakcije x-zraka. Do difrakcije dolazi kada valovi, valne
duljine reda veli¢ine 1A (10-10m), medudjeluju s periodi¢ki uredenom tvari, tj. kristalom.
Rendgenske su zrake, kao i vidljiva svjetlost, elektromagnetsko zracenje, ali krac¢ih valnih
duljina od 0,1 nm do 1 nm. To su nevidljive zrake koje izazivaju fluorescenciju, prolaze kroz
materiju, zacrne fotografsku ploc¢u, a magnet ih ne otklanja. U slucaju rendgenske difrakcije
praska, rendgensko zraenje se propusta na povrSinu fino usitnjenog materijala u nosacu
uzorka. Uzorak se rotira goniometrom mijenjaju¢i upadni kut, §. Na detektoru se mijeri
intenzitet rendgenskog zracenja, a dobiveni elektri¢ni signal u obliku difraktograma ocitava se
na raéunalu. 3334

U ovom eksperimentalnom radu identifikacija kristalnih faza u uzorcima provedena je
rendgenskom difrakcijom praha na uredaju Shimadzu XRD 6000 (prikazan na slici 13.).
Osnovne komponente sustava su visokonaponski generator, Siroko-fokusna rendgenska cijev s
Cu-K, zracenjem i Ni filtrom, okomiti goniometar visoke preciznosti, grafitni monokromator,
scintilacijski detektor te ra¢unalo sa sistemskim softverom. Identifikacija je provedena s

Cu-Kq zradenjem valne duljine A = 1,54059 A uz napon od 40 kV i jakost struje od 30 mA.
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Slika 13. Fotografija uredaja za rendgensku difrakciju XRD 600
(Shimadzu, Kyoto, Japan)

4.5.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama (engl. Fourier Transform
Infrared Spectrometry, FTIR) je najceS¢e koriStena metoda infracrvene spektroskopije.
Infracrvena spektroskopija je instrumentalna metoda detekcije funkcionalnih skupina koja radi
na podrudju spektra elektromagnetskih valnih duljina od 2,5 do 15 um. Uobicajeni FTIR
spektrometar radi na nacin da izvor stvara zraCenje koje prolazi kroz uzorak 1 interferometar te
dolazi do detektora. Signal se zatim pojacava i pretvara u digitalni signal pomocu pojacala,
odnosno analogno-digitalnog pretvaraca. Na kraju se signal prenosi na racunalo u kojem se
provodi matematiCka tehnika zvana Fourierova transformacija. Najvece prednosti FTIR
spektroskopije su brzina, osjetljivost, mehanicka jednostavnost i kalibracija. Zbog toga su
mjerenja vrlo precizna i jednostavna za upotrebu te pogodna za identifikaciju bilo kojeg uzorka.
Kod analize ¢vrstih disperzija, spektri sluze kako bi se otkrile interakcije izmedu polimera i
djelatne tvari 1 za identifikaciju karakteristicnih vrpci kristalne tvari ako se razlikuju od
amorfnih oblika.®®

FTIR spektroskopija koriStena je u ovom istrazivanju kako bi se detektirale potencijalne
interakcije izmedu djelatne tvari X i polimera poli(vinil-pirolidona). Za tu je priliku koristen

FTIR spektrofotometar Vertex 70 s platinastim detektorom na slici 14.
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Slika 14. Fotografija FTIR spektrometra Vertex 70 s platinastim detektorom
(Bruker, Billerica, SAD)

4.6. Priprava oralog dozirnog oblika s pove¢anom topljivo$é¢u djelatne tvari

U pripravi tableta ciljanih primjenskih svojstava koriste se postupci granuliranja te
potom tabletiranja. Pomoc¢ne tvari u svom inicijalnom, praskastom obliku nisu prikladne za
direktno tabletiranje budu¢i da ¢e rezultirati tabletama loSih primjenskih svojstava (mala
tvrdo¢a, neujednacenost sadrzaja djelatne tvari i dr.). Kompatibilnost sastojaka tablete u
veli€ini, gusto€i, tecivosti, sadrzaju vlage i1 kompresivnosti je od izrazitog znacaja za
tabletiranje jer u protivnom dovodi do nezeljenog efekta, segregacije djelatne tvari.
Granuliranjem se postize trazena funkcionalnost mjeSavine za tabletiranje: dobra reoloska
svojstva, izvrsna kompresivnost, jednolika raspodjela djelatne tvari u matricama tableta te
kontrolirano oslobadanje. Prema tome, rad na procesnoj jedinici tabletiranja znatno je olaksan,
dobivaju se tablete Zeljenih svojstava te je smanjena moguénost pojave neZeljenih defekata
tableta, laminacije i tzv. cappinga. Capping je engleski naziv za odvajanje vrha, tj. glave tablete,
a najceS¢e se to dogada zbog zarobljenog zraka u praskastom materijalu tijekom
predkompresije.3®

Procesni slijed koji osigurava dobivanje tableta Zeljenih svojstava ukljucuje prethodno
granuliranje pripravljene mjesavine primjenom odgovarajuce vezivne tvari. Isto tako, mnogi
postupci priprave mjeSavine za tabletiranje slijede procesne korake inicijalnog granuliranja
pomocdne tvari u najveéem omjeru (punilo) te naknadnog mijesanja iste s ostalim sastojcima,

djelatnom i ostatkom pomocnih tvari.
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4.6.1. In-situ granuliranje taljenjem u fluidiziranom sloju

Granuliranje se provodi u granulatoru s fluidiziranim slojem (slika 15.). Ulazni procesni
tok sastoji se od pomo¢nih tvari: manitola, poli(etilen-glikola) te natrijeve kroskarmeloze
(Tablica 4). PEG ima ulogu veziva, odnosno ovaj polukristalni polimer svojim taljenjem tvori
kapljevita premostenja (engl. liquid bridges) medu primarnim ¢estica pomo¢nih tvari, a nuzna
za uspjesSno granuliranje sadrzanog sustava. Procesni prostor u prvoj je fazi bio zagrijan strujom
ulaznog zraka temperature 90 °C kako bi se ostvarila temperatura nuzna za taljenje PEG-a koje
se odvija pri 63 °C. Prostor je =zatim hladen strujom zraka pri
20 °C kako bi se postigao fazni prijelaz kristalizacije polimera pri 29 °C, odnosno o¢vr§¢ivanje
izmedu Cestica koje tvore granule. Koristen je PEG prosjecne mase 4 kDa te Cestica veli¢ina
90-125 pm. Taljenje PEG-a odvija se u istom procesnom prostoru kao i sama fizi¢ka pretvorba
tvari granuliranjem. Stoga, ovakav tip granuliranja u fluidiziranom sloju naziva se in-situ.

Produkt, odnosno izlazni procesni tok, ¢ine granule pomoénih tvari (ekscipijenata).

Slika 15. Fotografija granulatora s fluidiziranim slojem Uni-Glatt
(Glatt GmbH, Binzen, SR Njemacka)
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Tablica 4. Koli¢ina pomo¢nih tvari koristenih za pripravu granulata

Tvar m/g
Manitol 182,82
PEG 9,09
Natrijeva kroskarmeloza 9,09

4.6.2. Tabletiranje

Pripravljene su Cetiri vrste tableta (slika 17): tablete fizikalne mjeSavine djelatne tvari
X i polimera (oznaka PM), ¢vrste disperzije djelatne tvari i polimera (oznaka SD), ¢iste djelatne
tvari X (oznaka APl X) i mehanokemijski tretirane djelatne tvari X (oznaka APl X MILL).
Koristen je uredaj za tabletiranje (slika 16) u koji se stavlja smjesa za tabletiranje te magnezijev
stearat kao lubrikant. KoriStena je okrugla matrica promjera 8 mm. Ciljana masa tableta je 200

mg.

Slika 16. Fotografija uredaja za tabletiranje TDP-5T
(Zhejiang Wisely Machinery Co., NR Kina)
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Slika 17. Fotografija pripravljenih tableta
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4.7.  Karakterizacija oralnog dozirnog oblika
4.7.1. Ujednacenost masa tableta

Vaganjem tableta na analiti¢koj vagi provodi se analiza ujednacenosti masa tableta
dobivenih tabletiranjem. Provodi se analiza na 10 uzoraka svake vrste tableta. Ciljana masa

tableta iznosi 200 mg. Na slici 18. prikazana je koristena analiti¢ka vaga.

Slika 18. Fotografija analiticke vage KERN ALJ 220-4NM
(KERN, Balingen, SR Njemacka)

4.7.2. Tvrdoéa tableta

Tvrdoc¢a tablete je njezina sposobnost da zadrzi integritet nakon komprimiranja, a
ispituje se laboratorijskom metodom kojom se mjeri tocka loma tablete. Tableta mora imati
dovoljnu tvrdo¢u koja moze podnijeti odredena mehanicka naprezanja za vrijeme pakiranja,
skladiStenja 1 rukovanja. Tvrdoca tablete ovisi o veli¢ini granulata, raspodjeli veli¢ina zrna i
gusto¢i granulata, obliku 1 veli¢ini tablete, pritisku tijekom komprimiranja 1 o prostoru izmedu
zigova. Takoder, njezina poroznost treba biti dovoljno visoka kako bi se omogucilo
zadovoljavanje uvjeta optimalne raspadljivosti.*’

Mjerenje se provodi na 10 tableta koje se stavljaju u leziste izmedu dva dijela uredaja.
Mjeri se sila potrebna za slamanje tablete. Tableta uvijek mora imati istu orijentaciju na leZistu.
Potom se racuna prosjecna vrijednost sila potrebnih za lomljenje tablete, a izrazava se u
njutnima (N). Ispitivanja su provedena na uredaju YD-1 Tablet Hardness Tester, NANBEI
(slika 19).
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Slika 19. Fotografija uredaja za mjerenje tvrdoce tablete YD-1 Tablet Hardness Tester,
(Zhengzhou Nanbei Instrument, Henan, NR Kina)

4.7.3. Testovi raspadljivosti

Test raspadljivosti provodi se prema metodi definiranoj Europskom farmakopejom (Ph.
Eur. 2.9.1., metoda A). Cilj ovog testa je detektirati vrijeme potrebno za potpuno raspadanje

dozirnog oblika. Na slici 20. prikazan je uredaj kojim se testira raspadljivost tableta.

Slika 20. Fotografija uredaja za ispitivanje raspadljivosti tableta ZT 322
(Erweka GmbH, Langen, SR Njemacka)

Test raspadljivosti provodi se na 6 tableta istovremeno. Svaka tableta stavlja se u
zasebnu otvorenu kivetu unutar koje se nalazi demineralizirana voda. Test se provodi na

3742 °C, a tablete se unutar Kiveta podizu i spustaju pri konstantnoj brzini unutar 29-32 ciklusa
po minuti.
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4.7.4. Sadrzaj djelatne tvari u tableti

Sadrzaj djelatne tvari X odreduje se UV/Vis spektrofotometrijom na uredaju
prikazanom na slici 21. Potrebno je pripremiti otopine za analizu. Uzima se po 10 uzoraka
tableta od svake pripravljene vrste. Tablete se u tarioniku usitnjavaju te se prah prenosi u tikvice
od 50 mL i dodaje se metanol do 2/3 volumena. Otopine se homogeniziraju u ultrazvuc¢noj
kupelji sat vremena. Nakon homogeniziranja dodaje se metanol do oznake. Kroz PTFE
(politetrafluoretilen) membranski filter veli¢ine pora 0,45 um filtrira se nekoliko mililitara
svake otopine i razrjeduje se odredeni alikvot u tikvici od 10 mL. Ciljani sadrzaj djelatne tvari

X iznosi 10 % ukupne mase tablete.

Slika 21. Fotografija spektrofotometra UV-1280
(Shimadzu, Kyoto, Japan)
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4.7.5. Testovi topljivosti

Profil oslobadanja djelatne tvari (engl. Drug Release Profile) prikazuje se promjenom
koncentracije otopljene djelatne tvari X s vremenom testiranja ¢ = f(t).*® Takvi koncentracijski
profili odreduju se za pripravljene tablete koje sadrze Cistu i netretiranu djelatnu tvar X (API
X), mehanokemijsku tretiranu djelatnu tvar X (APl X MILL), mehanokemijski pripravljenu
¢vrstu disperziju (SD) i fizikalnu mjesavinu istog sastava (PM). Za svaki uzorak provode se
dva testa otapanja.

Ispitivanje topljivosti prati istu proceduru kao i za testiranje oralnog dozirnog oblika
djelatne tvari X dostupnog na trzistu propisanu od Americke agencije za lijekove i hranu (engl.
Food and Drug Administration, FDA). Testovi otapanja provode se u laboratorijskom
okruzenju (in vitro), prema metodi USP Apparatus 11 Paddle, u mediju (1000 mL, pH = 4,0)
kojeg Cine acetatni pufer (NaAC+HAc) i surfaktant (1 % Triton X-100) pri temperaturi 37,0 £+
0,5 °C uz broj okretaja mijesala s lopaticama od 60 min™ na uredaju prikazanom na slici 22.
Svakih 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105 i 120 min uzima se uzorak alikvota od 5 mL
pomoc¢u Sprice. Triton se koristi za predvidanje in vivo Kinetike cirkulacije lijekova u
organizmu.® Alikvot se filtrira koristenjem membranskih filtera s promjerom pora 0,45 um u
malene kivete, a preostala koli¢ina alikvota se odlaze sa strane. Prikupljenim uzorcima u
svakom pojedinom vremenu testiranja odredena je apsorbancija i koncentracija oslobodene
djelatne tvari X pomocu UV/Vis spektrofotometrije na uredaju prikazanom na slici 21.

Programskim dodatkom DDSolver analizirani su profili oslobadanja djelatne tvari X iz tableta.

Slika 22. Fotografija uredaja za ispitivanje oslobadanja djelatne tvari RC-6D
(Zhengzhou Nanbei Instrument, Henan, NR Kina)
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4.7.6. Matematicki opis oslobadanja djelatne tvari iz tablete

Ispitivanje otapanja in vitro ima vaznu ulogu u razvoju formulacije lijekova i kontroli
kvalitete. MoZe se koristiti ne samo kao primarni alat za pra¢enje konzistencije 1 stabilnosti
ljekovitih proizvoda, ve¢ i kao relativno brza i jeftina tehnika za predvidanje in vivo apsorpcije
ljekovite formulacije. Stoga je kvantitativna procjena karakteristika otapanja lijeka od velikog
interesa za farmaceutske znanstvenike.*

Vrijednosti dobivene iz tih testova mogu se kvantitativno analizirati koriStenjem
razli¢itih matemati¢kih modela. Da bi se osigurao odredeni profil oslobadanja lijeka iz
terapijskog sustava, potrebno je poznavati to¢ne mehanizme prijenosa tvari koji su ukljuceni u
oslobadanje lijeka i kvantitativno predvidjeti kinetiku oslobadanja lijeka. Mnogi matematicki
modeli kori$teni su za dizajniranje brojnih jednostavnih i slozenih sustava za dostavu lijekova
te mogu predvidjeti cjelokupno ponaSanje oslobadanja djelatne tvari. Omogucuju mjerenje
nekih vaznih fizickih parametara i prilagodavaju model sa eksperimentalnim podacima o
ispustanju. Vrlo je vazno znati kako koristiti ove jednadzbe za razumijevanje razli¢itih
¢imbenika koji utjeCu na brzinu oslobadanja i kako ponaSanje otapanja moze varirati i utjecati
na ucinkovitost ili terapijski rezim pacijenata. Takoder, matematicko modeliranje se Siroko
koristi u razli¢itim disciplinama kao S§to su genetika, medicina, biologija, inzenjerstvo i
tehnologija. Ovisno o modelu, metode se temelje na razli¢itim matematickim funkcijama koje
opisuju profil oslobadanja djelatne tvari.404!

Najcesce koriSteni matematicki modeli za predvidanje koli¢ine oslobodene djelatne
tvari iz dozirnog oblika u funkciji vremena prikazani su u tablici 5. Matematicki modeli opisani

su funkcijskom ovisnoscu Q = f(t).

Tablica 5. Najées¢i matematicki modeli kod opisivanja oslobadanja djelatnih tvari 42

Naziv modela Matematicki zapis | Parametri Objasnjenje oznaka

Q= kolicina lijeka otopljena u
vremenu t

Model nultog reda Q: = Q, * K, Ky, %mint Q.= koli¢ina lijeka otopljena u

vremenu tp

K, = konstanta oslobadanja 0. reda

Q= kolicina lijeka otopljena u

vremenu t
Kl 0 sl ey .. .
Model prvog reda | logQ, = logQ, + (m) Ky, %min Q= kolicina lijeka otopljena u
vremenu to

K= konstanta oslobadanja 1. reda
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m = udio lijeka u otopini u vremenu t
a, -
) log[— In(1 — m)] o = vremenska skala procesa
Weibull model & 8, - i
= Blog(t — T;) — loga ) 8 = parametar oblika
Ti, min
T; = vrijeme kaSnjenja

Q= kolicina lijeka otopljena u
Higuchi model Qi =Kyt Ky, Y%omin™ vremenu t
Kwn = Higuchijeva konstanta

% = udio lijeka koji se oslobada u
Korsmeyer — Q; , Ky, %min™ vremenu t
= Kyp *t RS
Peppas model Qq KP , - Kike = kineticka konstanta

n = eksponent difuzijskog

oslobadanja

K1 = konstanta koja se odnosi na

Fickovu kinetiku

. K1, %min™
Peppas — Sahlin Qr = ky xt™ + k; _ K, = konstanta erozije
Kz, %min-2m
model * t2m m = eksponent dizufije za uredaj bilo
m, -

kojeg oblika koji inhibira

kontrolirano oslobadanje

Model nultog reda predstavlja idealni slucaj otapanja djelatne tvari, daje linearni
graficki prikaz rasta koncentracije proporcionalno u odnosu na vrijeme. Ovaj model moze se
koristiti kod opisivanja otapanja djelatne tvari kod nekoliko vrsta razli¢itih dozirnih oblika, kao
u slu€aju nekih transdermalnih dozirnih oblika, tableta s niskom topljivos¢u djelatne tvari,
osmotskih sustava, itd. Model prvog reda kaze da promjena koncentracije djelatne tvari u
odnosu na promjenu vremena ovisi iskljucivo o koncentraciji. Ovaj model moze se koristiti za
opisivanje profila otapanja djelatne tvari u onim lijekovima koji sadrZe porozne matrice.
Weibull model moZe se primijeniti na gotovo sve sustave. Takoder, koristan je kod istraZivanja
I ispitivanja gdje je potrebno mnogo analiza, koristi se kod usporedivanja profila oslobadanja
djelatne tvari te sluzi kao referenca za provjeru to¢nosti ostalih modela. Model postoji u Cetiri
oblika u kojima se koriste razliiti navedeni parametri za taj model. Higuchijev model je prvi
matematicki model koji opisuje oslobadanje lijeka iz matricnog sustava, a temelji se na
pretpostavkama: pocetka koncentracija djelatne tvari u matrici je puno veca od njezine
topljivosti, difuzija lijeka odvija se samo u jednom smjeru, ¢estice djelatne tvari su jako male i
bubrenje je zanemarivo. Korsmeyer—Peppas model je poluempirijski model, a koristi se kada je

oslobadanje djelatne tvari temeljeno na vise mehanizama poput difuzije, erozije, otapanja, itd.
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Peppas—Sahlin model je takoder poluempirijski, a pomocu njega moguce je procijeniti doprinos
procesa difuzije i relaksacije, odnosno erozije.***?

Osim navedenih, postoji jo§ mnogo razli¢itih matemati¢kih modela za opisivanje
oslobadanja djelatne tvari, a neki od tih modela su Hixon-Crowel, Gompertz, Probit, Logistic,
Hopfenberg, itd.*?

Odabir prikladnog modela za prilagodavanje podataka o otapanju kljucan je ne samo za
kvantitativnu procjenu karakteristika oslobadanja lijeka, ve¢ i za usporedbu profila otapanja
koriStenjem razli¢itih modela. Postoji niz statistiCkih parametra za procjenu odgovarajuceg
modela, neki od njih su: koeficijent korelacije (R), koeficijent determinacije (R?), srednja
kvadratna pogreska (MSE), standardna devijacija rezidua (MSE_root), Akaike informacijski
kriterij (AIC), kriterij odabira modela (MSC), itd. Medu tim kriterijima, najpopularniji u
podruéju identifikacije modela otapanja su prilagodeni R?, AIC i MSC.%

Za modele oslobadanja s istim brojem parametara, koeficijent determinacije (R?) moze
se koristiti za razlikovanje najprikladnijeg modela. Medutim, kada se usporeduju modeli s

razli¢itim brojem parametara, treba koristiti prilagodeni koeficijent determinacije:
R? -2y Ry
adjusted — n—op

gdje je n broj podataka, a p broj parametara u modelu. To je zato §to ¢e se R? uvijek
povecavati ako je ukljudeno vise parametara, dok se podeseni R%agjusted moZe smanjiti ako dode
do pretjeranog uklapanja. Stoga bi najbolji model trebao biti onaj s najvisim podesenim RZagjusted
, @ ne onaj s najvisim R2.%

Akaikeov informacijski kriterij koristi se za odabir optimalnih modela vise od 35
godina. Njegova opca primjenjivost 1 jednostavnost ¢ine ga izvrsnim i popularnim kriterijem za
razne svrhe, ukljucujuéi analizu podataka o otapanju lijeka. AIC kako je definiran u nastavku
ovisi o veli¢ini podataka kao 1 o broju podataka:

AIC = n*In(WSS) + 2p

gdje je n broj podataka, WSS je ponderirani zbroj kvadrata, a p je broj parametara u
modelu. Kada se usporeduju dva modela s razli¢itim brojem parametara, model s nizom AIC
vrijedno$¢u moze se smatrati boljim modelom, ali koliko nizZa vrijednost treba biti da bi razlika
izmedu modela bila statisticki znacajna ne moze se odrediti jer distribucija AIC vrijednosti nije
poznata. Treba napomenuti da kada se radi usporedba, shema ponderiranja koja se koristi u
svakom modelu mora biti ista.>®

MSC jos je jedan statisticki kriterij za odabir modela koji privlaci sve veéu pozornost u

podruc¢ju modeliranja podataka o otapanju. Definira se kao:
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MSC = ln( ?:1 Wi * (yiobs - }_’obs)2 _2_10
?=1Wi * (yiobs - yipre)2 n

gdje je wi tezinski faktor, koji je obi¢no jednak 1 za prilagodbu podataka o otapanju,

Vi, J€ I-ta opaZena y vrijednost, Yipre je i- ta predvidena y vrijednost, y,,s Srednja je vrijednost

svih promatranih y toc¢aka, p je broj parametara u modelu, a n je broj podataka. MSC je

modificirani recipro¢ni oblik AlC-a i normaliziran je tako da je neovisan o skaliranju toc¢aka

podataka. Usporeduju¢i razli¢ite modele, najprikladniji ¢e biti onaj s najve¢im MSC-om. Stoga

je prili¢no lako razviti osjec¢aj za to Sto MSC znaci u smislu toga koliko dobro model odgovara

podacima. Op¢enito, MSC vrijednost izmedu dva i tri ukazuje na dobro pristajanje modela.*

Matematicki model koji namjerava opisati dinamiku sustava kontroliranog oslobadanja

lijeka trebao bi omoguditi:

1.

predvidanje kinetike oslobadanja lijeka i ukljucenih pojava, izbjegavajuéi time
ponavljajuée eksperimente koji zahtijevaju vrijeme i novac,

optimiziranje kinetike oslobadanja lijeka,

procjenu ué¢inka parametara dizajna polimerne matrice, tj. oblika, veli¢ine i sastava na
kinetiku oslobadanja lijeka,

predvidanje globalne terapijske ucinkovitosti i sigurnosti lijekova i

opcenito, dizajniranje novog sustava za isporuku lijeka ovisno o kinetici oslobadanja

koju namedu terapijski zahtjevi.*®
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S. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. Karakterizacija ¢vrstih disperzija
5.1.1. Podatci toplinske analize tvari - DSC analiza

Na slici 23. prikazani su termogrami Ciste djelatne tvari X, mehanokemijski tretirane
djelatne tvari X te PVP-a. Termogram Cciste netretirane djelatne tvari X prikazuje visoku
kristalnu uredenost djelatne tvari zbog karakteristi¢og uskog endotermnog prijelaza s izrazenim
minimumom pri 288 °C koji odgovara faznom prijelazu taljenja djelatne tvari. Drugi, manji
endotermni prijelaz u Sirem temperaturnom podruc¢ju posljedica je termicke degradacije
djelatne tvari $to je dodatno povrdeno termogravimetrijskom analizom. Takoder, vidljiv je i

prijelaz pri otprilike 120 °C koji odgovara oslobadanju vode iz kristalne resetke jer djelatna tvar

dolazi u obliku monohidrata.

egro. T grijanje
o T, =281°C
= W
u
&
%
8
a
o
H
—PVP
— API X MILL T, =288 °C
— API X
T T T I T I T I T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

T, °C

)

Slika 23. DSC termogrami ¢istih komponenti - djelatne tvari i polimera
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Uzorak djelatne tvari X koji je mehanokemijski tretiran u odredenoj mjeri je
amorfiziran, sto potvrduje promjena endotermnog prijelaza taljenja i temperaturnog minimuma
(281 °C). Sto se ti¢e karakteristi¢nih endotermnih faznih prijelaza za oslobadanje vlage i za
termi¢ku degradaciju, u oba slu¢aja oni su manji od istih prijelaza na termogramu tretirane
djelatne tvari X. Iz termograma cistog PVP-a vidljiv je staklasti prijelaz pri temperaturi od 184
°C koji je karakteristi¢an za amorfne polimere.

Termogrami ¢vrstih disperzija vidljivi su na slici 24. Kod ¢vrstih disperzija pripravljenih
u posudi od cirkonijeva oksida bila su potrebna 2 ciklusa zagrijavanja, kako bi u 1. ciklusu iz
uzorka izasla voda oslobodena iz kristalne reSetke uslijed mehanokemijske aktivacije, zbog
koje je bilo nemoguce ocitati temperature staklastog prijelaza. Pri ponovnom zagrijavanju nisu
uoceni prijelazi koji bi odgovarali oslobodenoj vodi §to potvrduje da nema zaostale vode u
kristalnoj reSetki. Kod ¢vrstih disperzija pripravljenih u ahatnoj posudi koriSten je samo jedan

ciklus zagrijavanja buduci da je dio vode zaostao u Kristalnoj resetki tijekom mehanokemijske
aktivacije.

i .
egzo. | grijanje

T, =311°C

T,= 188 °C

1,=194°C r,=310°C

Toplinski tok, W g-1

P o
Ig—l(w() C

1,=316°C
—— ahat 500 rpm 1h

—— ahat 600 rpm 1h
—— ZrO, 500 rpm 1h
—— ZrO, 600 rpm 1h

.
[ 50 100 150 200 250 300 350
T.°C

Slika 24. DSC termogrami ¢vrstih disperzija pripravljenih pri razli¢itim uvjetima
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Na termogramima mozZe se uociti povecanje termicke stabilnosti djelatne tvari u ¢vrstim

stupnjevi kristalnosti uzorka.

disperzijama zbog pomaka talista prema vis§im temperaturama u odnosu na ¢iste komponente.
Najmanji relativni stupanj kristalnosti uocen je kod Cvrste disperzije uzorka mase 1 g,
pripravljene u posudi od cirkonijevog oksida pri 500 min™. Relativni stupnjevi kristalnosti
izraunati su iz podataka eksperimentalnih i teoretskih vrijednosti specificnih entalpija uzoraka.
Sve Cvrste disperzije sadrze djelatnu tvar masenog udjela 25 %. U tablici 6 prikazane su

teorijske i eksperimentalne vrijednosti specificne entalpije taljenja uzorka i proraunati relativni

Tablica 6. Teorijske i eksperimentalne vrijednosti; specificne entalpije taljenja uzorka i
proracunati relativni stupnjevi kristalnosti uzorka

UZORAK hfteor/J gt RDCreor/% | hfeksp./J g | RDCeksp/%
SD(fZaLngkgi“'l 2379 25,00 9,77 10,27
SD (alhgtui%?k“;)i”_l 2379 25,00 11,33 11,91
SD érgzugg?kg‘)i”l 2379 25,00 23,11 24,29
SD érgﬁfgfkg)"”l 2379 25,00 24,28 25,51
SD (ergﬁ fgf’kgi”_l -23,79 25,00 -9,39 0,87
SD (ergafgf’kgi”_l -23,79 25,00 -10,13 10,65

djelatna tvar X -95,16 100,00 -95,16 100,00
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5.1.2. Podatci difrakcijske analize tvari — XRPD analiza

Na slici 25 prikazani su difraktogrami poli(vinil-pirolidona), netretirane djelatne tvari i
mehanokemijski tretirane djelatne tvari. Difraktogram ¢istog polimera ukazuje na potpunu
amorfnu strukturu, dok difraktogram netretirane djelatne tvari pokazuje kristalnu strukturu zbog
izrazenih oS$trih maksimuma karakteristiénih za visoko uredene kristalne strukture. Kod
mehanokemijski tretirane djelatne tvari uocena je djelomi¢na promjena faznog sastava u odnosu

na ishodnu djelatnu tvar.

—— PVP
— APl X MILL
—API X
A Ay
i o Fittiundl
g
§.\
=
ot
k=
T T T T T T T
10 20 30 40 50

26CuK ),°

Slika 25. Difraktogrami ¢istih komponenata - djelatne tvari i polimera

Na slici 26. prikazani su difraktogrami ¢vrstih disperzija pripravljenih u posudama od
ahata 1 cirkonijevog oksida. U slufaju posude od cirkonijevog oksida uocena je veca
amorfizacija uzoraka u odnosu na slucaj gdje je koriStena posuda od ahata. Prema prethodno
navedenoj teoriji, pretpostavlja se da bi amorfni oblik pogodovao povecanju topljivosti djelatne
tvari X jer su amorfne tvari termodinamicki nestabilnije, stoga se Cesto 1 lakSe otapaju od
kristalnih.'3

XRPD analiza potvrduje rezultate DSC analize gdje se zakljucuje da su optimalni uvjeti
priprave postignuti koristenjem posude od cirkonijeva oksida. Sto se ti¢e broja okretaja, nisu

vidljive razlike jer u oba slucaja dolazi do istog stupnja amorfizacije uzoraka.
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Slika 26. Difraktogrami ¢vrstih disperzija pripravljenih u a) ahatu, i b) ZrO-
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5.1.3. Podatci spektroskopske analize tvari — FTIR analiza

Na slici 27 prikazani su FTIR spektri Ciste djelatne tvari X, ¢istog PVP-a i disperzija

pripravljenih pri razli¢itim uvjetima u posudi od ahata i cirkonijeva oksida. Na FTIR spektru

djelatne tvari X prisutne su apsorpcijske vrpce karakteristi¢ne za rastezanje -NH skupine pri

3456 cm™ te rastezanje -OH skupine pri 3203 cm™. Spektar polimera pokazuje apsorpcijske

vrpce koje odgovaraju rastezanju C=0 veze pri 1610 cm™. U slucaju ¢&vrstih disperzija

apsorpcijske vrpce odgovaraju rastezanju veza HC=CH pri valnoj duljini od 1581 cm™,

savijanju -OH veza pri 1412 cm™ te prikazuju apsorpcijske vrpce karakteristiéne za veze C-O

pri 997 cm™, veze C-Cl pri 767 cm™ i veze N-O pri 1501 cm?
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e

J‘ I‘ I"‘I\ ‘h‘ ‘i‘ ‘."I

I ‘1'1 ‘“.‘.‘J\ i \"I
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Slika 27. FTIR spektri djelatne tvari, polimera i ¢vrstih disperzija

Iz rezultata FTIR analize mozZe se zakljuciti da nije doslo do pomaka apsorpcijskih vrpci

karakteristi¢énih za funkcionalne skupine u strukturi polimera i djelatne tvari koje bi se

potencijalno mogle povezati vodikovom vezom. Analizom nisu detektirane potencijalne

medumolekulske interakcije izmedu polimera i djelatne tvari.
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5.2. Karakterizacija oralnog dozirnog oblika
5.2.1. Ujednacenost masa tableta

Prvi korak u karakterizaciji pripravljenih tableta je odredivanje ujedna¢enosti njihovih
masa. U tablici 7. prikazane su vrijednosti masa 10 nasumi¢no odabranih tableta, srednje
vrijednosti masa te standardne devijacije s centrom tendencije na aritmetickoj srednjoj
vrijednosti mase.

Srednja vrijednost masa tableta API X MILL iznosi 232,7+9,76 mg, srednja vrijednost
masa tableta SD iznosi 203,9+7,74 mg te srednja vrijednost masa tableta PM je 209,5+8,30 mg.
Najbolja ujednacenost masa tableta postignuta je kod uzoraka SD, takoder, mase tih tableta

najblize su ciljanoj masi tablete od 200 mg. Na slici 28 prikazan je stupcasti dijagram masa

tableta APl X MILL, SD i PM.

Tablica 7. Ujednacenost masa ispitivanih raspadljivih tableta

API X MILL SD PM
Uzorak m/mg Uzorak m/mg Uzorak m/mg
1 229,5 1 204,4 1 2144
2 241,1 2 212,0 2 209,4
3 209,2 3 210,5 3 209,0
4 230,9 4 200,1 4 199,0
5 230,4 5 190,5 5 202,5
6 241,1 6 193,2 6 213,3
7 228,0 7 200,4 7 198,5
8 236,3 8 205,5 8 218,7
9 238,8 9 212,1 9 206,4
10 2412 10 210,2 10 223,9
Srednja Srednja Srednja
vrijednost el vrijednost 2 vrijednost A3
Standardna Standardna Standardna
devijacija e devijacija 0 devijacija Sl

Dakle, iz testa ujednacenosti masa odredene su srednje vrijednosti masa tableta API X

MILL 232,7+9,76 mg, SD 203,9+7,74, PM 209,5+8,30 mg. Najbolja ujednacenost masa tableta

postignuta je kod uzoraka SD. Takoder, mase tih tableta najblize su ciljanoj masi tablete od 200

mg.
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Slika 28. Graficki prikaz masa tableta za uzorke ALI X MILL, SD i PM.
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5.2.2. Testovi tvrdoée

Test tvrdoce proveden je na uzorku od 6 tableta mehanokemijski tretirane djelatne tvari

(API X MILL), ¢vrste disperzije (SD) te komercijalno dostupnog oblika. Dobivene vrijednosti

prikazane su u tablici 8.

Tablica 8. Tvrdoce ispitivanih tableta.

KOMERCIJALNO
AP = DOSTUPNE TABLETE
Uzorak F/N Uzorak F/N Uzorak F/N
1 51,7 1 98,9 1 108,0
2 46,8 2 109,7 2 99,4
3 39,2 3 110,4 3 103,1
4 49,0 4 135,4 4 87,2
5 42,5 5 93,6 5 94,1
6 49,0 6 95,8 6 95,9
Fsr. 46,4 Fsr. 107,3 Fsr. 98,0
S 4,7 S 15,5 S 7,3

Srednja vrijednost tvrdo¢e uzorka API X MILL iznosi 46,4+4,7 N te je puno manja od

tvrdoc¢e uzorka SD koja iznosi 107,3+15,5 N. Tvrdo¢a komercijalno dostupnih tableta iznosi

98,0+7,3 N. Iz rezultata, vidljivo je da je tvrdoca tableta ¢vrstih disperzija (SD) bliza vrijednosti

tvrdoc¢a komercijalno dostupnih tableta.
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5.2.3. Raspadljivost tableta

Test raspadljivosti proveden je na 6 tableta uzoraka API X i SD. U tablici 9 prikazana

su vremena potrebna za potpuno raspadanje tableta API X MILL i SD. Vrijeme raspada tableta
API X MILL iznosi 396,17 = 19,91 s, a tableta SD 804,83 + 17,86 s.

Tablica 9. Vrijeme raspadljivosti za tablete AP1 X MILL i SD

t/s UZORAK t/s UZORAK t/s
1 369 785
2 380 788
3 390 800
4 APl X MILL 405 SD 807
5 412 818
6 421 831
tsr 396,17 804,83
S 19,91 17,68

Iz rezultata, vidljivo je da tablete APl X MILL imaju duplo manje vrijeme raspada od

tableta SD. Vrijednosti testa raspadljivosti u skladu su s rezultatima testa tvrdo¢e. Najmanja

tvrdoc¢a odgovara najbrzoj raspadljivosti tableta.
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5.2.4. Sadrzaj djelatne tvari u disperziji

Tablica 10 prikazuje rezultate sadrzaja djelatne tvari u tabletama cvrste disperzije.

Ciljani sadrZaj djelatne tvari u tableti iznosi 10 %. Prema Ph. Eur., stvarna masa djelatne tvari

moze se razlikovati za 15 % od ocekivane mase. Iz rezultata, vidljivo je da samo 3 tablete od

10 testiranih zadovoljavaju taj kriterij, dok ostale tablete imaju znatno manji sadrzaj djelatne

tvari. Kako se radi o malim koli¢inama djelatne tvari, to odstupanje i nije tako veliko. Moguc¢i

su brojni razlozi zbog kojih dolazi do odstupanja. Neki od njih su promjena kemijske strukture

djelatne tvari prilikom mehanokemijske aktivacije ili nastajanje nusprodukta. Takoder, mogué

je gubitak dijela djelatne tvari zbog lijepljenja sadrzaja na stijenke posuda. Na slici 29 prikazan

je stupcasti dijagram udjela djelatne tvari X u tabletama SD i oznacen je raspon udjela koji je

prihvatljiv prema Ph. Eur.

Tablica 10. Rezultati sadrzaja djelatne tvari u tabletama ¢vrste disperzije

m (tablete), A ¢, ppm c (stvarna), | O¢ekivana m |Oc¢ekivana %gd m (API )_() % API X
mg ppm (APl X), mg | c, ppm cilja | utableti | utableti
SP / 0,000 0,00 0,00 / / / / /
1 204,4 2,326 30,69 306,86 20,44 408,80 75,06 15,34 7,51
2 212,0 2,934 38,71 387,07 21,20 424,00 91,29 19,35 9,13
3 210,5 2,527 33,34 333,38 21,05 421,00 | 79,19 16,67 7,92
4 200,1 2,730 36,02 360,16 20,01 400,20 | 89,99 18,01 9,00
5 190,5 2,758 36,39 363,85 19,05 381,00 95,50 18,19 9,55
6 193,2 2,383 31,44 314,38 19,32 386,40 81,36 15,72 8,14
7 200,4 2,396 31,61 316,09 20,04 400,80 | 78,87 15,80 7,89
8 205,5 2,353 31,04 310,42 20,05 401,00 77,41 15,52 7,55
9 2121 2,611 34,45 344,46 21,21 424,20 81,20 17,22 8,12
10 210,2 2,442 32,22 322,16 21,02 420,40 76,63 16,11 7,66
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Slika 29. Stupicasti dijagram masenog udjela djelatne tvari X
u tabletama pripravljenih od ¢vrste disperzije.

1z rezultata ujednacenosti sadrZaja djelatne tvari X u tabletama, odredeno je da 7 od 10
tableta ne zadovoljava uvjete Europske farmakopeje. Ciljani sadrzaj djelatne tvari u tableti
1znosi 10 %, odnosno 20 mg koji se moze razlikovati za 15 % od oc€ekivane vrijednosti prema
smjernicama Ph. Eur. Obzirom da se radi o maloj masi djelatne tvari, odstupanja nisu tako

velika.
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5.2.5. Profili oslobadanja djelatne tvari X iz tableta

Profili oslobadanja API X iz pripravljenih raspadljivih tableta za usta odredeni su in
vitro testovima otapanja. Na slici 30 prikazana je usporedba profila oslobadanja djelatne tvari
X iz tableta koje sadrze ¢istu djelatnu tvar (API X), mehanokemijski tretiranu djelatnu tvar (API

X MILL), fizikalnu mjesavinu s PVP-om (PM) te ¢vrstu disperziju (SD).

100

80 -
>
=
z
Q 60
E
2
=
2
5 401
3 —+—PM
S —— API XMILL
78 API X

——5sD
NS 20 —
0 T | T | T I T
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{, min

Slika 30. Usporedni prikaz profila oslobadanja djelatne tvari iz tableta koje sadrze
Cistu djelatnu tvar (API X), mehanokemijski tretiranu djelatnu tvar (API X MILL), fizikalnu
mjesSavinu (PM) 1 ¢vrstu disperziju (SD).
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Tablica 11. Rezultati profila oslobadanja djelatne tvari X iz tableta

SD PM API X API X MILL
i sredgj;)ap\\/;ilje)((jnost sD sredr;/j;)aA\\/Fr)ilje)?nost sD sredg/j;)aA\\/Fr}ilje)?nost sD sredg/j;)aA\\/Fr}ilj(;((most sp

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 18,64 3,44 6,55 3,97 21,48 10,51 18,79 3,88
5 - - 12,90 3,66 30,26 2,87 30,08 4,16
10 39,74 3,13 27,48 1,03 52,30 2,88 60,01 12,84
15 50,47 2,76 41,65 0,37 62,68 0,85 78,04 23,06
20 59,63 1,63 53,09 0,38 63,40 1,48 80,54 21,38
30 68,57 0,65 61,31 0,38 64,33 1,78 80,94 9,54
45 72,15 0,87 65,83 0,28 64,44 2,08 79,86 17,06
60 72,23 0,49 65,92 0,05 64,34 2,09 81,73 19,23
75 72,59 1,26 66,24 0,05 65,07 2,10 82,13 19,92
90 73,48 0,50 66,09 0,05 65,59 2,40 82,31 19,72
105 73,56 1,65 66,88 0,62 65,70 2,12 82,71 19,82
120 74,46 2,42 66,97 0,29 66,22 1,84 83,11 19,91

Iz tablice 11, vidljivo je da u vremenu t = 20 min najmanji udio oslobodene djelatne
tvari pokazuje uzorak PM sa iznosom od 53,09 %, dok se nesto veci udio djelatne tvari od 59,63
% oslobodio kod uzorka SD. Iz tablete API X oslobodeno je 63,40 % djelatne tvari, dok je
najveci udio oslobodene djelatne tvari u slucaju uzorka APl X MILL te iznosi 80,54 %

Konaéni oslobodeni udio djelatne tvari u vremenu t = 120 min za uzorak APl X MILL
iznosi 83,11 %, a za Cisti API X 66,22 %. U slucaju ¢vrste disperzije SD taj iznos je 74,46 %,
dok kod fizikalne mjesavine iznosi 66,97 %. %. 1z profila Ciste djelatne tvari API X vidljivo je
da udio na pocetku vrlo brzo raste do otprilike 65 %, te ostaje na toj vrijednosti do 120-te
minute.

1z slike 30. moze se uociti postojanje dva razliCita profila oslobadanja djelatne tvari.
Uzorci API X MILL 1 API X pokazuju sli¢an profil gdje dolazi do naglog i brzog oslobadanja
djelatne tvari s maksimumom oslobadanja ve¢ nakon 20 minuta. Uzorci SD i PM pokazuju

kontroliranije oslobadanje djelatne tvari s maksimumom oslobadanja tek nakon 45 minuta. lako
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je koli¢ina oslobodene tvari manja, kontroliranim oslobadanjem djelatne tvari postize se
kontinuirani farmakoterpijski u¢inak putem kojeg je moguce eliminirati potrebu za uzimanjem
doze nekoliko puta u danu.

Tablete koje sadrze tretiranu djelatnu tvar (API X MILL i SD) pokazuju ve¢i postotak
topljivosti u odnosu na tablete koje sadrze ne tretiranu djelatnu tvar (API X i PM). Prilikom
mehanokemijske aktivacije doslo je do smanjenja veli¢ine Cestica djelatne tvari u odnosu na
polaznu sirovinu ¢ime se povecava specifina povrSina Cestica koja utjeCe na bolje vlazenje
Cestica djelatne tvari u kontaktu sa ispitivanim medijem.

Svim mehanokemijski tretiranim uzorcima uspjesno je povec¢ana konac¢na koncentracija
oslobodene djelatne tvari. Za postizanje kontroliranog oslobadanja moguce je koristiti druge
polimere kao $to je HPMC (hidroksipropil-metil-celuloza) koji je primjenu u industriji pronasao
upravo u tu svrhu.

Zakljucno, vidljiva su dva karakteristi¢na profila oslobadanja djelatne tvari. Uzorci API
X MILL i API X pokazuju sli¢an profil gdje dolazi do naglog oslobadanja djelatne tvari u prvih
20 minuta. Uzorci SD 1 PM pokazuju takoder slican profil oslobadanja djelatne tvari. Ovdje je
to oslobadanje djelatne tvari kontinuiranije, gdje maksimum od 60-70 % postiZzu nakon 45
minuta. Dakle, uzorci koji sadrze poli(vinil-pirolidon) pokazuju kontinuirano oslobadanje
djelatne tvari, a veci postotak ili dulje vrijeme oslobadanja moze se postici koriStenjem nekog
drugog polimera. Takoder, tablete koju su pripravljene uz prethodni mehanokemijski tretman
(APl X MILL i SD) pokazuju ve¢i udio oslobodene djelatne tvari u odnosu na uzorke koji

sadrze netretiranu djelatnu tvar (APl X i PM).
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5.2.6. Matematicki opis oslobadanja djelatne tvari X iz tableta

Matematicki opis oslobadanja djelatne tvari X iz tableta SD, PM, API X MILL i
API X proveden je na svim dostupnim matematickim jednadzbama u programskom dodatku za
Microsoft Excel, DDSolver-u. Uoceno je slaganje istih modela s eksperimentalnim podatcima
za tablete AP1 X MILL i API X te drugih modela za tablete SD i PM. Razlog tome su sli¢ni
profili oslobadanja djelatne tvari u tabletama API X MILL i APl X gdje dolazi do naglog
odlobadanja djelatne tvari u prvih 20 minuta, dok je u sluc¢aju uzoraka SD i PM to oslobadanje
je vise kontrolirano te se maksimum postiZe iza 45 minuta. Zbog toga, cilj je bio pronaci dva
modela koja bi najbolje opisala oslobadanje djelatne tvari X.

Za tablete APl X MILL i API X pronadena su dva matematicka modela koja dobro
opisuju oslobadanje djelatne tvari. To su Logisticki 2 model i Probit 2 model. Na temelju
kriterija procjene odgovaraju¢eg modela izabran je Logisti¢ki 2 model jer bolje opisuje profile
oslobadanja djelatne tvari za navedene uzorke. U tablici 12 prikazani su rezultati i parametri

modela te kriterij procjene odgovaraju¢eg modela.

Tablica 12. Parametri Logistickog modela 2 za uzorke AP1 X MILL i API X

Logisticki model 2
F=Fmax*Exp/a+p*log(t)]/{1+EXp[a+p*log(?)]}

Parametri o B Frmax R?
APl X MILL -1,23 2,19 87,26 0,9429
APl X -0,75 1,91 69,53 0,9513

Logisticki model 2 je empirijski model te ne opisuje znacajna kineticka svojstva.
Parametar « je faktor razmjera, 8 oznacdava faktor oblika, a Fmax je maksimalni udio lijeka koji
se oslobada u beskonaénom vremenu.** Na slikama 31.-32. prikazano je testiranje Logisti¢kog
modela 2 s eksperimentalnim podatcima dobivenih iz provedenih testova otapanja za tablete
APl X MILL i API X,
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Slika 32. Usporedba Logistickog modela 2 s eksperimentalnim podatcima

dobivenih iz testova topljivosti za tablete API X
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Za tablete SD i PM pronadena su Cetiri matematicka modela koja dobro opisuju
oslobadanje djelatne tvari. To su Probit 2 model, Gompertz 2 model, Weibull 3 i 4 model. Na
temelju kriterija procjene odgovarajuc¢eg modela izabran je Weibull 3 model jer najbolje opisuje
modele oslobadanja djelatne tvari za tablete SD 1 PM. U tablici 13 prikazani su rezultati,

parametri modela te kriterij procjene odgovaraju¢eg modela.

Tablica 13. Parametri Weibull modela 3 za uzorke SD i PM

Weibull model 3
F=Fmax*{1-Exp[-"p)/a]}
Parametri a B Fax R?
SD 3,74 0,53 78,18 0,9829
PM 10,77 0,80 70,32 0,9667

Parametar o opisuje vremensku skalu procesa. 8 je parametar oblika koji opisuje oblik
krivulje. U slucaju 8 = 1, oblik krivulje je eksponencijalni, u sluc¢aju 8<1, oblik krivulje je
paraboli¢ni te u slucaju 8>1, oblik krivulje je sigmoidalni (u obliku slova S). Fmax je maksimalni
udio lijeka koji se oslobada u beskonacnom vremenu. Postoje Cetiri razliite modifikacije
Weibullova modela koje se opcenito razlikuju po terminima prisutnosti ili odsutnosti
parametara kao $to su Ti I Fmax. Parametar Ti predstavlja vrijeme kaSnjenja prije pocetka
otapanja. Weibull model je bio predmet kritika jer se radi 0 empirijskom modelu bez kinetickog
temelja koji karakterizira kineticka svojstva lijeka pri otapanju. Medutim, kasnije studije su
pokazale da parametar 8 se moze koristiti kao indikator za opisivanje mehanizma oslobadanja
lijeka kroz polimernu matricu. Kada je £ < 0,75 mehanizam oslobadanja lijeka se o¢ituje kao
Fickova difuzija u fraktalnim ili euklidskim prostorima. Kada je 0,75 < f < 1 prisutan je
kombinirani mehanizam oslobadanja lijeka te u slu¢ajevima kada je f > 1, prisutan je slozen
mehanizam oslobadanja lijeka.**

Iz rezultata, vidljivo je da se radi o paraboliénom obliku krivulje za oba uzorka SD i
PM. Kod SD radi se o Fickovom mehanizmu oslobadanja djelatne tvari X, a u slu¢aju PM o
kombiniranom oslobadanju. Rezultati koeficijenta determinacije (R?) za oba uzorka potvrduju

dobro slaganje modela s eksperimentalnim podatcima $to se vidi i na slikama 33.-34.
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Slika 33. Usporedba Weibull 3 modela s eksperimentalnim podatcima
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6. ZAKLJUCAK

Uspjesno su pripravljene disperzije ¢vrste djelatne tvari X i1 ¢vrstog polimera poli(vinil-
pirolidona) u planetarnom kugliénom mlinu. KoriStene su posude i tijela za usitnjavanje od
ahata i cirkonijevog oksida. Dobivene Cvrste disperzije karakterizirane su diferencijalnom
pretraznom kalorimetrijom, rendgenskom difrakcijskom analizom praha te infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovim transformacijama.

Toplinskom analizom dokazana je veca termicka stabilnost djelatne tvari u disperziji.
Najmanji stupanj kristalnosti pokazuje uzorak ¢vrste disperzija pripravljene u posudi od
cirkonijevog oksida pri 500 min™. Rendgenska difrakcijska analiza potvrdila je rezultate
toplinske analize 1 pokazala kako ¢vrste disperzije pripravljene u ahatu imaju vecu kristalnu
uredenost od onih pripremljenih u cirkonijevom oksidu koje pokazuju amorfnu strukturu.
Spektroskopskom analizom nije dokazana prisutnost potencijalnih vodikovih veza izmedu
djelatne tvari X i polimera.

Po provedenim preliminarnim testovima te kompletnoj karakterizaciji disperzija
utvrdeni su optimalni procesni uvjeti priprave disperzija mljevenjem: posuda i tijela za
usitnajvanje od cirkonijevog oksida, omjer mase uzorka i kuglica iznosi 1:20, masa uzorka 1 ¢
, te broj okretaja mlina 500 min.

Pripravljene su tablete Ciste netretirane djelatne tvari (API X), djelatne tvari tretirane
mehanokemijski (API X MILL), te tablete s Cvrstim disperzijama (SD) i fizikalnim
mjesavinama (PM) djelatne tvari. Tablete su testirane na ujednacenost masa, raspadljivost i
tvrdocu, sadrzaj djelatne tvari te otapanje i profil oslobadanja djelatne tvari.

Najbolja ujednacenost masa tableta postignuta je kod uzoraka SD, takoder, mase tih
tableta najblize su ciljanoj masi tablete od 200 mg. Rezultati ispitivanja tvrdoce u skladu su s
rezultatima ispitivanja raspadljivosti tableta. Ispitivanje sadrzaja djelatne tvari X u tabletama
pokazalo je kako samo 3 od 10 testiranih tableta zadovoljavaju uvjete propisane Europskom
farmakopejom. Ostalih 7 pokazuju veée odstupanje od ciljane mase od dopustenih 15 %.

Rezultati istrazivanja pokazuju da se ova specificna djelatna tvar X moze
mehanokemijski aktivirati u smislu poboljSanja njezinih svojstva otapanja. Testovi otapanja
pokazuju da je u slu¢aju mehanokemijskog tretmana oslobodeno viSe djelatne tvari u odnosu
na fizikalnu mjeSavinu i Cistu djelatnu tvar (netretirani uzorci). Tablete koje sadrze polimer
poli(vinil-pirolidon) pokazuju sporije, ali kontinuirano oslobadanje djelatne tvari. Kako bi se

odrzao ve¢i udio oslobodene djelatne tvari, ali 1 postiglo njeno kontrolirano oslobadanje,
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moguce je koristiti druge polimere ili njihove kombinacije. Mehanokemijskim tretmanom
dobiven je lijek poboljsanih svojstava.

Primjenom programskog dodatka DDSolver testirana je primjenjivost matematickih
modela u opisu eksperimentalnih podataka otapanja djelatne tvari X. Logisti¢ki 2 model
pokazuje najbolje slaganje s eksperimentalnim podatcima oslobadanja za tablete APl X MILL

I AP X. Weibull 3 model najbolje opisuje profile oslobadanja djelatne tvari za tablete SD i PM.
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8. POPIS SIMBOLA | AKRONIMA

Simboli:
c - koncentracija otopljene djelatne tvari u tableti (ppm)
Fsr - srednja vrijednost tvrdoce tableta (N)

hfesp. - specifi¢na entalpija taljenja, eksperimentalne vrijednosti (J g%)

hfeor. - specifi¢na entalpija taljenja, teorijske vrijednosti (J g%)

Ko - konstanta oslobadanja u modelu nultog reda (% min™)

K1 - konstanta oslobadanja u modelu prvog reda (% min™)

Kn - konstanta oslobadanja u Higuchijevom modelu (% min™)

Kkp - konstanta oslobadanja u Korsmeyer-Peppas modelu (% min™)

m - masa uzorka (ppm)

n - eksponent difuzijskog oslobadanja u Korsmeyer-Peppas modelu (-)
Qo - koli¢ina lijeka otopljena u vremenu t (ppm)

Qt - koli¢ina lijeka otopljena u vremenu to (ppm)

RCDexsp. - relativni stupanj kristalnosti uzorka, eksperimentalne vrijednosti (%)

RCDxeor. - relativni stupanj kristalnosti uzorka, teorijske vrijednosti (%)

Re? - prilagodena vrijednost srednjeg kvadratnog odstupanja kod matematickih modela
()

S - standardna devijacija s centrom tendencije na aritmeti¢koj srednjoj vrijednosti mase
(mg)

t - vrijeme (s)

ti - vrijeme kasnjenja (s)

T - temperatura (°C)

Ty - temperatura staklastog prijelaza (°C)

Tm - temperatura taljenja (°C)
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Grcki simboli:

a - vremenska skala procesa kod Weibullovog modela (-)
8 - parametar oblika kod Weibullovog modela (-)

A -valna duljina zra¢enja (nm)

6 - kut difrakcije (°)

Indeksi:

° - stupanj

Akronimi:

API - Active Pharmaceutical Ingredient, djelatna tvar

API X MILL - Milled Active Pharmaceutical Ingredient, mehanokemijski tretirana djelatna
tvar

BCS - Biopharmaceuticsl Classification System, Biofarmaceutski sustav klasifikacije

djelatnih tvari

DSC - Differential Scanning Calorimetry, diferencijalna pretrazna kalorimetrija
FDA - Food and Drug Administration, Americ¢ka agencija za hranu i lijekove
FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy, infracrvena spektroskopija s

Fourierovim transformacijama

PEG - poli(etilen-glikol)

PEO - poli(etilen-oksid)

Ph. Eur. - European Pharmacopoeia, Europska farmakopeja

PM - Physical Mixture, fizikalna mjeSavina

PTFE - politetrafluoretilen

PVP - poli(vinil-pirolidon)

XRD - X-ray Diffraction, rendgenska difrakcijska analiza

XRPD - X-ray Powder Diffraction, rendgenska difrakcijska analiza praha
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