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SAZETAK

U farmaceutskoj industriji se velika pozornost pocela obracati na odgodeno otpustanje lijeka.
Vecina aktivnih tvari se otpusta odmabh iz lijeka te je njihovo djelovanje trenutno, zbog toga
se nastoji pronaci formulacija koja ¢e kontrolirano otpustati aktivnu tvar i tako djelovati kroz
duZe vrijeme u tijelu. Bitno je i da je lijek stabilan i otpusta aktivnu tvar na to¢no odredenom

podrudju.

U ovom radu je ispitana djelotvornost mikroinkapsuliranja dronedaron hidroklorida s
arapskom gumom kao i njegovo nanoSenje na nosa¢, mikrokristalnu celulozu. Dronedaron
hidroklorid je lijek za regulaciju sr¢ane aritmije koji svoju komercijalnu primjenu pronalazi u
tabletama Multag 400 mg. Eksperimenti su provedeni u laboratorijskom suSioniku s
raspr§ivanjem, Biichi B-290. Mijenjani su protoci zraka za rasprsivanje od 30 do 60 %.
Morfologija dobivenih uzoraka ispitana je pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa

(SEM). Kinetika otpustanja je opisana pomoc¢u matematickih modela.

Rezultati su pokazali da je iskoriStenje dronedarona vece kod mikroinkapsuliranja arapskom
gumom nego kod nanoSenja na nosa¢. Najveée iskoriStenje dronedarona dobiveno je za
uzorke GA 40 i MCC 50. SEM mikrografije su potvrdile da su dobivene mikrokapsule
dronedarona s arapskom gumom, a na uzorcima MCC vidljive su Cestice dronedarona
deponirane na povrsini. Otpustanje dronedarona je vrlo brzo i neujednaceno u odnosu na
komercijalnu tabletu. Najbolje rezultate daje uzorak s arapskom gumom Kkoji je pripremljen

pri protoku od 60 %. Za taj uzorak su dobivene vrlo sitne i sferi¢ne mikrokapsule.

Kljuéne rijeci: kontrolirano otpustanje, dronedaron hidroklorid, arapska guma,

mikrokristalna celuloza, mikroinkapsuliranje, susenje rasprsivanjem.



Microencapsulation of active ingredient

In recent years, pharmaceutical industry pays a great attention to the delayed drug release
from different dosage forms. Most of the active substances are released immediately from the
dosage form; therefore it is challenging to find a formulation for the controlled release as well
as prolonged effectiveness in the body. It is important that the drug is stable and releases the

active substance to a targeting area.

This paper deals with microencapsulation efficiency of dronedarone hydrochloride with gum
arabic, as well as the efficiency of his imobilization onto drug carrier, microcrystal cellulose.
Dronedarone hydrochloride is a drug for regulation of cardiac arrhythmia, which finds its
commercial application in Multag 400 mg tablets. The experiments were performed in the
laboratory spray-dryer, Biichi B-290. Flow rates of atomizing air were changed from 30 to
60 %. Scanning electron microscopy was used to characterize the morphology of prepared

samples. Release kinetics is described by mathematical models.

From the results it is evident that utilization is much higher in microencapsulation then in
deposition onto carrier. Best results were obtained for GA 40 and MCC 50 samples. SEM
micrographs confirmed that microcapsules of dronedarone and gum arabic were prepared. It
was also confirmed that dronedarone was successfully deposited onto the surface of cellulose
carrier. The release of the drug is very fast and uneven compared to the commercial tablet
Multag. Best results are obtained with microcapsules which have been prepared at an air flow
of 60 %. Microcapsules obtained at those process conditions are very small and mostly

spherical.

Keywords: controlled release, dronedarone hydrochloride, Arabic gum, microcrystalline

cellulose, microencapsulation, spray drying
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1. UvOD

Mikroinkapsuliranje se moze definirati kao proces hvatanja lijeka pomocu polimernog sloja.
Svrha mikroinkapsuliranja je zastita djelatne tvari od raznih utjecaja poput temperature, pH i
kemijske nekompatibilnosti, zatim modificiranje kemijskih i fizikalnih svojstava te kontrola
oslobadanja lijeka. Nekoliko je metoda koje se mogu koristiti za mikroinkapsuliranje kao §to
su koacervacija, dvostruka emulzifikacija, ekstruzija te susenje rasprSivanjem. Izbor postupka
treba biti takav da se zadrzava stabilnost i biologka aktivnost lijeka te reproducibilnost.! U
farmaceutskoj industriji je vrlo bitno posti¢i formulaciju lijeka koja ¢e biti stabilna te u to¢no
odredenom trenutku 1 na odredenim mjestima u tijelu ¢ovjeka otpustati djelatnu tvar. U vecini
slucajeva djelatna tvar se otpusta odmah i njeno djelovanje je trenutno. Prilikom formuliranja
lijeka potrebno je obratiti pozornost na svojstvo topljivosti pomoc¢ne tvari. Ukoliko topljivost
nije zadovoljavajuca postoji opasnost da se formulacija lijeka neé¢e u potpunosti otopiti, §to
znali da djelatna tvar nece biti otpuStena. Svojstva Cestica su usko povezana sa stabilnoScu

formulacije, njenim transportom ali isto tako i aktiviranjem djelatne tvari./?

Najcesce koriStena metoda u proizvodnji lijekova je susenje rasprSivanjem, brza je i lako
prilagodljiva, nema gotovo nikakva ograni¢enja prilikom odabira pomoc¢ne i djelatne tvari,

. R . wiei [2
sve dok se izvorni oblik tvari moze rasprs1t1.[ ]

Cilj ovog rada bio je ispitati djelotvornost mikroinkapsuliranja dronedaron hidroklorida
pomoc¢u arapske gume kao 1 njegovog nanoSenja na nosac, mikrokristalnu celulozu.
Eksperimenti su provedeni u suSioniku s rasprSivanjem. Profili otpuStanja dronedaron
hidroklorida dobiveni su u invitro ispitivanjima te usporedeni s profilom otpustanja

komercijalnog dozirnog oblika dronedaron hidroklorida, Multaga 400.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Mikroinkapsuliranje

Mikroinkapsuliranje je proces kojim se u farmaceutskoj industriji postize kontrolirano
oslobadanje lijeka, fizikalna ili kemijska stabilnost, oblaganje Cestica te stabilizacija okusa.
Ova metoda se primjenjuje i u drugim industrijama kao $to su prehrambena (aditivi, boje,
arome), kozmeticka, tekstilna i poljoprivredna. Tehnologijom mikroinkapsuliranja se moze
posti¢i veéa djelotvornost raznih spojeva u industriji. Mikroinkapsulacija kao i1 druge
tehnologije kontroliranog otpustanja, omogucuju preoblikovanje mnogih farmaceutskih i
prehrambenih proizvoda, pa tako i poboljsanje bioaktivne uloge tih proizvoda u tijelu.
Istrazivanja su pokazala da je mogudée zastititi aktivnu tvar formulacije, smanjiti njenu
reaktivnost s vanjskim faktorima, smanjiti brzinu prijenosa od aktivne tvari do povrSine
formulacije, kao i1 kontrolirati otpustanje aktivne tvari. Mikroinkapsulacija omogucuje lakse
rukovanje proizvodom, prikrivanje okusa aktivne komponentete, njeno razrjedenje u krajnoj
formulaciji ukoliko je sama aktivna tvar pretoksi¢na. 1z tog razloga se mogu komponente,
osjetljive na temperaturu, pH ili grijanje, koristiti povoljnije. Moze se izbje¢i i gubitak
mnogih tvari kao $to su vitamini, proteini, enzimi i mineralne soli, tijekom odredenih

industrijskih procesa. ©!

2.1.1. Mikrokapsule

Mikrokapsule se pripremaju oblaganjem cestica ili tekuéih kapljica s biorazgradljivim
polimerom. Djelatna farmaceutska komponenta se najcesce zato¢i unutar kapsule ili matrice.
Mikrokapsule su obi¢no male kuglice promjera izmedu nekoliko mikrometara i nekoliko
milimetara. Veli€ina, struktura i oblik mikrokapsule ovisi o materijalima koji su koriSteni pri

postupku proizvodnje. 1!
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Slika 1. Morfologija razlicitih vrsta kapsula: A — matrica; B — jednostavna mikrokapsula; C —

mikrokapsula nepravilnog oblika; D — visepregradna mikrokapsula; E — viSejezgrena

mikrokapsula; F — agregati mikrokapsule

Kako bi inkapsuliranje bilo u¢inkovito i ovojnica stabilna potrebno je odabrati odgovarajuca
sredstva. Kriterij za odabir materijala stijenke temelji se na fizikalno — kemijskim svojstvima
tvari za inkapsuliranje (poroznost, topljivost) i sredstva za inkapsuliranje (viskoznost,
mehanicka svojstva), kao i kompatibilnosti izmedu tih dviju tvari (stijenka materijala treba
biti netopiva i ne smije reagirati s aktivnom tvari). Potrebno je obratiti pozornost na
ekonomske faktore i faktore obrade. Drugi kriterij koji se uzima u obzir jest zamisljena
veli¢ina kapsule. Ukoliko jedna tvar za inkapsuliranje nema sve potrebne karakteristike mogu
se sredstva kombinirati kako bi se dobio spoj trazenih karakteristika. NajceS¢e odabrani
materijali su polimeri. Arapska guma se smatra jednim od najvaznijih inkapsulirajué¢ih

sredstava. Problem s ovim polimerom je u njegovoj dostupnosti i cijeni. &

2.1.2. Tehnike mikroinkapsuliranja

Nekoliko je tehnika mikroinkapsuliranja, razliCitih karakteristika i prilagodbi. Odabiru se
ovisno o vrsti mikrokapsule (veli¢ini i obliku), kemijskim i fizikalnim svojstvima formulacije,
vrsti pripravka s kontroliranim otpustanjem i opsegu proizvodnje. Najvaznije tehnike su
emulgiranje, koacervacija, suSenje rasprSivanjem, hladenje rasprSivanjem 1 rotiraju¢i disk. 31
Zbog svoje jednostavnosti i fleksibilnosti naj¢esce je koristena metoda suSenje rasprSivanjem.
Proces inkapsuliranja je postignut u jednom koraku istovremenim otapanjem i povezivanjem

Cestica pri ¢emu nastaje obloZena Cestica. [4]



2.1.3. Primjena mikroinkapsuliranja

Najbolji primjer primjene mikroinkapsuliranja je prehrambena industrija, gdje je razmatranje
troSkova puno stroze nego u farmaceutskoj ili kozmetickoj industriji. Za primjer se mogu
navesti patenti, u 2002. godini podneseno je vise od 1000 zahtjeva za patent vezan uz proces
mikroinkapsuliranja, a od toga je viSe od 300 patenata povezano s nekim sastojkom hrane.
Ipak neki od njih nemaju industrijsku primjenjivost zbog visokih troskova, problema s
mogucnos$cu uvecanja te uskog opsega primjenjivosti. (Gouin, 2004.) Prema istrazivanju
Gouin-a primjenjivost procesa mikroinkapsuliranja u prehrambenoj industriji treba biti u

ravnoteZi izmedu konacne cijene proizvoda i njegovih prednosti.
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Slika 2. Kumulativni broj objavljenih ¢lanaka o mikroinkapsuliranju i mikroinkapsuliranju
provedenom susenjem rasprsivanjem od 1974. godine

Kao $to je ve¢ re€eno mikroinkapsuliranje se ¢esto koristi i u drugim industrijama, osobito u
farmaceutskoj industriji. Najces¢i razlozi za mikroinkapsuliranje u farmaceutskoj industriji

Su.

e zaftita inkapsuliranih sastojaka od nepovoljnih utjecaja okoline kao §to su vlaga,
svjetlost, toplina,

e sprjecavanje isparavanja lako isparljivih sastojaka,

e inkapsuliranje kapljevina u c¢vrste nosace zbog pogodnije manipulacije tijekom

proizvodnog procesa,



e poboljsanje tecljivosti tvari koje slabo teku (nepravilan oblik, povrSinski naboj),
e zaStita organizma od nezeljenog djelovanja aktivnih sastojaka; nekad je potrebno zastiti
organizam od nezeljenog djelovanja aktivne tvari, §to je moguce posti¢i sprjeCavanjem

njenog oslobadanja i djelovanja na mjestima koja nisu ciljana. 5]

Posljednjih godina se obratila velika pozornost na hitin i hitozan te njihove derivate kao
moguce polimere koji mogu biti koriSteni u procesu mikroinkapsuliranja. Provedena
istrazivanja su pokazala kako hitozan osim biorazgradljivosti i biokompaktibilnosti
karakteriziraju i antimikrobna i antioksidansna svojstva (Kanatt et al., 2008). Jedno od
najvaznijih svojstava hitozana je efekt redukcije kolesterola. Provedeno je nekoliko studija
kako bi se objasnio taj efekt. Posljednja otkri¢a razlog tog fenomena nalaze u kombinaciji
faktora (Muzzarelli et al., 2006; Zhou et al., 2006). Hitozan se koristi kao nosa¢ za
isporuku lijeka u farmaceutskoj industriji. U procesu mikroinkapsuliranja veliku ulogu
ima u kontroliranom otpustanju bioaktivnih spojeva (Ko, Park, Park, Hwang, &Park,
2003).1%!

2.2.  SuSenje rasprSivanjem

SuSenje rasprSivanjem je dobro uspostavljena i Siroko primjenjiva tehnologija proizvodnje
praSaka za razliCitu primjenu. Tesko je posti¢i proizvodnju praha Zeljenih svojstava, zbog toga
su se znanstvenici koncentrirali na razvoj sistematizirane proizvodnje Cestica sa Zeljenim
svojstvima.[G] SuSenje rasprSivanjem je metoda suSenja tekucih 1 polutekucih otopina,
suspenzija, emulzija i pasti u samo jednom koraku proizvodnje. Nacelo susenja rasprsivanjem
je da se otopina lijeka rasprsi u vrlo male kapljice u rasprSivacu, zatim se brzo upari otapalo u
vruéem suhom mediju, npr. vru¢éem zraku, da se dobije suhi produkt u obliku praha ili
granula. Ovim procesom se dobiva produkt s visokim stupnjem ¢istoce i uskom raspodjelom
veli¢ina &estica.l Dakle, susenje rasprsivanjem je kontinuirani, ciklicki proces, koji se zbog
svojih prednosti u odnosu na druge metode najéesce koristi u farmaceutskoj industriji.® lako
farmaceutska industrija ima stroge zahtjeve Sto se tiCe svojstava Cestica, suSenje
rasprSivanjem nema neka bitna ograni¢enja. Budu¢i da se u konvekcionalnim rasprsivacima
stvaraju kapljice s razli¢itim velicinama dobivaju se Siroki rasponi profila susenja, zbog cega
cestice dobivene suSenjem rasprSivanjem su gotovo uvijek polidispergirane, razlicitih oblika i

morfologije. 1z tog razloga upitna je ponovljivost eksperimenata u smislu ponaSanja Cestica



tijekom otpustanja, odnosno teSko je definirati korelaciju fizikalno-kemijskih svojstava

o . .. . . .Y g . .. o . )
Cestica s njihovom funkcionalno$¢u, pri ¢emu se misli i na otapanje i otpustanje. 21

Postoje neki nedostaci vezani uz tehniku susenja rasprSivanjem. Protok zraka usisava Cesticu
Sto rezultira gubitkom, odnosno niskim prinosom proizvoda. U farmaceutskoj industriji neki
lijekovi nisu stabilni pri poviSenim temperatura pa imaju tendenciju razgradnje. Kako bi se
nedostaci prevladali, koriste se nosaci koji se mijeSaju s djelatnom tvari, a njihova uloga je
zastita djelatne tvari §to omoguéava provodenje susenja rasprSivanjem. Kako bi se ostvarili
zadani ciljevi idealni nosaci bi trebali imati nisku gustocu, dobru raspodjelu veli¢ina, dobru
protocnost i obnovljivost kao i zadovoljavajuéi stupanjsferi¢nosti.”) Do danas su utjecaji
mikrostrukturnih i morfoloskih svojstava na svojstva kontroliranog otpustanja Cestica
dobivenih suSenjem rasprSivanjem zanemarena. Ipak, potrebno je naglasiti da bi mogli biti
ograni¢avajuci ¢imbenici u dizajnu i kontroli kvalitete farmaceutskih proizvoda, ali isto tako

prilikom uvecanja (scale up) laboratorijskih uvjeta na proizvodne procese. [2]
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Slika 3. Shematski prikaz procesa susenja rasprsivanjem (1, 2 — otopina za susenje, 3 —

gotov proizvod)



2.2.1. Koraci procesa

Proces se sastoji od nekoliko koraka: napajanje rasprSivaca otopinom ili suspenzijom,
rasprSivanje, mijeSanje spreja sa suhim zrakom, uparavanje otapala, odvajanje suhog

proizvoda.™

Prvi korak je razviti formulaciju koja ¢e se rasprSivati, a sastoji se od otopine/suspenzije
polimera i lijeka (aktivne komponente) koja ¢e biti kapsulirana u odgovarajuce otapalo.
Formulacija se rasprSuje u komoru za susenje gdje dolazi u kontakt sa zagrijanim zrakom, $to
dovodi do isparavanja otapala. Prema tome, polimerna tvar talozi i hvata rasprSenu djelatnu
tvar u suspenziji 1 stvara mikrokuglice. SuSenje je brzi proces, oblik mikrosfera je fiksan 1
odgovara strukturi osuSene Cestice. Parametri koji se mogu mijenjati su: protok pumpe,
promjer mlaznice rasprSivaca, protok zraka, tlak komprimiranog zraka, ulazna i izlazna

temperatura. Ovi parametri su kljuéni za kvalitetu zavrinog produkta.
Rasprsivanje

Rasprs$ivanje je proces u kojem se tekuca pojna suspenzija ili otopina dovodi pomocu

peristalticke pumpe i rasprSuje u fine kapljice.[™

Ovaj korak je najvazniji za postizanje idealnih uvjeta isparavanja otopine i na kraju 1 za
stvaranje suhog produkta Zeljenih svojstava. Na veli¢inu i raspodjelu veliina cestica
kona¢nog produkta kao 1 na prinos u procesu izravno utjee veli¢ina kapljica nastalih u
procesu rasprSivanja. Idealno rasprSivanje bi bilo ono u kojem bi se dogodilo rasprSenje u
kapljice jednakih veli¢ina Cime bi se osiguralo ujednaceno suSenje. Rezultat idealnog
rasprSivanja bi bili smanjeni gubici zbog nepotpunog suSenja velikih kapljica i dobili bi se
prasci ujednacenih karakteristika. U realnim uvjetima se postavlja §to uZa raspodjela veli¢ina

kapljica.

Najces¢i tipovi rasprSivaca su: rotacijski, kineticki, tlacni i ultrazvuéni. Rotacijski ili
centrifugalni rasprsivaci koriste rotiraju¢i disk da bi raspsili tekucinu u kapljice, dok kineticki
koriste kineticku energiju za rasprsenje. Kod tlacnih rasprSivaca se pojna smjesa komprimira
pomocéu pumpe i potiskuje kroz otvore rasprSivaca pri velikoj brzini. Ultrazvuéne
karakterizira niski tlak 1 prilagodavanje protoka za rad s korozivnim 1 abrazivnim
materijalima. U farmaceutskoj industriji najcesc¢e koriSteni su kineticki i tla¢ni, zbog njihove

jednostavnosti, lakog ciS¢enja, fleksibilnosti i moguénosti viSestrukog punjenja. Tlacni se



koriste kada je potrebno rasprsiti vece koli¢ine jer daju vece i jednoli¢nije kapljice, a kineti¢ki
su prikladniji za viskoznije tekuéine ili ukoliko je potrebno dobiti manje &estice.[’! Struktura

kapljica ovisi o dizajnu rasprsivaca, protoku tekucine i primjenjenoj energiji.

a) b)
Slika 4. Vrste rasprsivaca a) rotacijski, b) tla¢ni
MijeSanje

Kapljice koje su nastale u procesu rasprSivanja odvode se u komoru za suSenje gdje se
mijesaju u struji vruéeg zraka i dispergiraju. Brzina susenja i kona¢ni sadrzaj vlage materijala
odreden je nacinom na koji kapljice dolaze u kontakt sa strujom vruéeg zraka. Kontakt je
odreden poloZajem raspSivaca u odnosu na ulaz zraka za suSenje. RasprSene kapljice 1 struja
vruceg zraka u suSioniku s raspr§ivanjem mogu strujati u tri osnovna rezima: istostrujnim,
protustrujnim ili mijeSanim tokom.[! Kod istostrujnog toka ulazna otopina se rasprSuje u
istom smjeru kao 1 vru¢i zrak. Kapi dolaze u kontakt s vru¢im zrakom u trenutku kada sadrze
najvecu koli¢inu vlage. Zbog efekta hladenja tokom isparavanja tvar se odrZava na niskim
temperaturama pa je zbog toga ovakav tok pogodan za toplinski osjetljive tvari. Protustrujni
tok je ipak pogodan za toplinski stabilne tvari budu¢i da se produkt grije do vrlo visokih
temperatura. Kod ovakvog protoka otopina se dispergira u suprotnom smjeru od toka vruceg
zraka. Dok kap dode u dodir sa strujom vruceg zraka dio vlage, koju je sadrzavala, je vec
ispario. MjeSoviti tok je takav da se ulazna otopina rasprSuje suprotno od smjera strujanja
zagrijanog zraka. Pogodan je takoder za toplinski nestabilne tvari. U ovom slu€aju
zadrzavanje kapi u vrucoj zoni zraka je vrlo kratko pa zbog gravitacije kapi padaju u hladniju

zonu.



— 1 ]' 3C_1[_, 1
= /IS i

. — 2 2

_— L T L=

=\~

Slika 5. A) Istostrujni tok, B) Protustrujni tok, C) MjeSoviti tok;

1 — ulaz zraka za suSenje, 2 — rasprsivac, 3 — izlaz zraka, 4 — otvor za odnoSenje suhog praha

SuSenje

Proces susenja se odvija prilikom kontakta kapljica s vru¢im zrakom pri ¢emu se istovremeno
odvijaju i procesi prijenosa koli¢ine gibanja i tvari. Toplina potrebna za isparavanje prenosi se
konvekcijski iz struje vruceg zraka na kapi, potom isparena vlaga konvekcijski prelazi u struju
zraka kroz grani¢ni sloj oko kapi. Brzine prijenosa topline i tvari ovise o temperaturi,
vlaznosti i prijenosnim svojstvima zraka, veli¢ini kapi te relativnoj brzini strujanja kapi i
zraka. Kinetiku suSenja prikazuje se kineti¢cnom krivuljom susenja koja ima tri karakteristi¢na
podrucja odnosno perioda: period stabilizacije, period konstantne brzine suSenja te period
padajuce brzine susenja. Prvo se temperatura kapi mijenja s temperaturom okolnog zraka.

Temperatura kapi raste postepeno kako se rasprSene kapi mijeSaju s plinom za suSenje.

U periodu konstantne brzine suSenja materijal je potpuno prekriven tankim slojem vlage 1 nije
u direktnom kontaktu sa susnim medijem. Dovedena toplina se koristi za isparavanje vlage pa
se temperatura povrSine odrZzava na stalnoj vrijednosti koja odgovara temperaturi mokrog
termometra. Proces odvodenja vlage kontroliran je svojstvima toplog zraka, koji se koristi za
suSenje, tlakom 1 vanjskom povrSinom materijala odnosno oblikom.

U trenutku kada viSe nije moguce odrzavati povrSinu materijala u potpunosti prekrivenu
tankim slojem vlage zapocinje period padajuce brzine suSenja. Ovo se dogada zbog toga Sto
brzina dostavljanja vlage iz unutrasnjosti materijala prema njegovoj povrsini nije dovoljno
velika. Kriticnim sadrzajem vlage naziva se sadrzaj vlage materijala na pocetku perioda
padajuce brzine suSenja. Brzina suSenja ovisi i o svojstvima materijala koji se susi, a ne samo

0 vanjskim uvjetima. !



Posljedica nedovoljnog sadrzaja vlage na povrsini Cestice je oCvrs¢ivanje povrSine kapi i
stvaranje Cvrste povrsine (ljuske). Nastala ljuska predstavlja dodatni otpor prijenosu tvari i

topline te se vlagazadrzava unutar Cestice ¢ime se direktno utjece na svojstva produkta.

A period

padajuce period
brzine period konstantne  stabilizacije
suSenja brzine suSenja

brzina susenja

sadrzaj vlage
Slika 6. Krivulja susenja

Temperatura suSenja je vazan parametar, jer utjeCe na svojstva proizvoda 1 troSkove
proizvodnje. Niske temperature suSenja su poZeljne u farmaceutskoj proizvodnji jer se tako
uspijeva sacuvati svojstva aktivnih sastojaka. Temperatura suSenja u praksi treba biti jednaka
temperaturi na kraju suSenja pocetne rasprSene kapljice tako da se moze posti¢i razuman

prinos proizvodnje u kratkom vremenskom razdoblju.

Odvajanje praha

Suhi proizvod je potrebno odvojiti od zraka uklanjanjem praSka iz suSionika, pri ¢emu
separacija treba biti $to ucinkovitija dok izlazni tok ne smije sadrzavati Cvrste Cestice.
Primarna separacija se odvija pri dnu komore za suSenje, a sekundarna obi¢no u ciklonu, a
koriste se joS i vrecasti filtri i skruberi. Cikloni imaju prednost u prikupljanju Cestica u
farmaceutskim procesima suSenja rasprSivanjem, ukljucuju¢i mehani¢ku jednostavnost bez
pokretnih djelova i1 visoku djelotvornost. Ciklon je jednostavne konstrukcije i najraSireniji
uredaj za otpraSivanje. Sastoji se od ulazne komore i konusnog dijela u kojem je intenzivno

vrtloZenje, sabirne komore (primarne posude) za prah te izlazne cijevi za plin koja je uronjena
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u unutra$njost ciklona. Smjesa plina i Cestica se uvodi tangencijalno, $to uzrokuje rotacijsko
gibanje plina i Cestica. Stvara se dvostruki vrtlog u kojem se plin krec¢e spiralno odozgo prema
dolje, a onda kroz sredinu komore odozdo prema gore, pa kroz uronjenu cijev. Centrifugalna

sila nosi ¢vrste Cestice prema zidu ulazne i vrtloZzne komore i skupljaju se u komori za prah.[10]

2.3. Dronedaron

Dronedaron je lijek za regulaciju sr¢ane aritmije. Nazvan je ,,viSestruki bloker* , ali je nejasno
koji centri dronedarona imaju klju¢nu ulogu u njegovoj uspjesnosti. Kemijski, dronedaron je
derivat benzofurana vezanog na amiodaron, popularnog antiaritmika. Uporaba amiodarona je
ograni¢ena zbog svoje toksi¢nosti, jer ima visoki sadrzaj joda, kao i zbog bolesti jetre koje
uzrokuje. Dronedaron nema vezan jod na sebe Sto smanjuje toksi¢ne ucinke na Stitnjacu 1
druge organe. Manje je lipofilan nego amiodaron, ima manje vrijeme distribucije zbog Cega
moze biti lakSe konzumiranje nego amiodarona. Klinicka ispitivanja usporedbe dronedarona s
amiodaronom su pokazala da dronedaron pomaze pacijentima povratak na normalni sr¢ani
ritam, pri ¢emu je smanjena smrtnost kao i hospitalizacija pacijenata. Njegova najveca
prednost je smanjen toksi¢ni utjecaj na druge organe zbog nesadrZavanja jodne grupe. U
jednom istrazivanju (EURIDIS i Adonis), gdje se dronedaron usporedivao s placebom,
pokazano je da je puno uéinkovitiji, pri ¢emu nema $tetnog utjecaja na druge organe. Ipak, u
studiji Andromeda 2007. godine pokazano je kako dronedaron udvostruc¢io stopu smrtnosti u
odnosu na placebo. Novija istrazivanja su pak dovela do zakljucka da je stopa smrtnosti zbog
kardiovaskularnih bolesti kao 1 mozdanog udara smanjena koriStenjem dronedarona kao
lijeka, u odnosu na placebo. Ipak, ces¢a je pojava nekih nusreakcija konzumiranjem

dronedarona u odnosu na druge antiritmijske lijekove, poput osipa, povracanja i sli¢no. ™
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Slika 7. Dronedaron kao bijeli prah

2.4. Arapska guma

Arapska guma je svoj naziv dobila po tome $to su ju u Europu donijeli Arapi. Guma arabica,
odnosno arapska guma se dobiva od raznih vrsta akacija, ponajvise od grma Acacia Senegal
(Slika 8). Guma nastaje u unutarnjoj kori stabla i grana, $to se naziva gummosis. Prema nekim
autorima gummosis nastaje od gljiva i bakterija te od ozljeda Zivotinja, ili suviskom
fermenata, medutim prema drugoj skupini autora gummosis ovisi 0 starosti i hranidbi akacije.
Guma izlazi iz stabla odmah nakon perioda kisa, prije nego Sto se liS¢e razvije te se drvo
dobro osusi i kora puca, pri ¢emu dolazi do curenja gume. Guma je spoj kalija, kalcija i
magnezija s kiselinskim ugljicnim hidratom, koji se topi u vodi. Guma sadrZi 1 posebne
katalizatore za oksidaciju od kojih se lako oksidiraju spojevi s karbolnom skupinom i neki
drugi poput adrenalina, morfina, kokaina i sl.

Arapska guma je dodatak prehrani. Zgus$njiva¢ je prirodnog porijekla. Uloga joj je dakle
zguSnjavanje, stabiliziranje, povecanje gusto¢e i1 volumena. Lako se otapa u vodi. U
prehrambenoj industriji se koristi 1 kada se Zeli poboljsati struktura i viskoznost hrane.
NajceS¢a primjena arapske gume je u sladoledima, umacima, keCapu, raznim preljevima,

slatkiSima i sliénim proizvodima.
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Slika 8. Stablo akacije

Osim u prehrambenoj industriji primjena gume je i u bojama i temperama, u pirotehnici, kao
liepilo na postanskim markama i sI.*® U farmaceutskoj industriji se koristi kao sredstvo za
stabilizaciju suspenzija, emulzija te kao dodatak pilulama 1 pastilama. Moze se koristiti i kao
omota¢ djelatne tvari u procesu mikroinkapsulacije, medutim njeni nedostaci su cijena i

dostupnost. &

Aeac 851 grade of pure £
Cia Saneggal andAF.Arabiw _
e :

Slika 9. Arapska guma
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2.5.  Mikrokristalna celuloza

Mikrokristalna celuloza (engl. Microcrystalline cellulose MCC) je jedan od tipova
nanoceluloznih materijala. Celulozna vlakna se pripremaju hidrolitickom razgradnjom s
kiselinom nakon ¢ega slijedi mehanicka razgradnja. Procesom hidrolize celulozni nanokristali
se razgraduju na cCestice nalik na rizu. Mikrokristalna celuloza se sastoji od nakupina
kristalita, a proizvodi se uklanjanjem dijela celuloze pomocu klorovodi¢ne kiseline.
Mikrokristalna celuloza ima Siroku primjenu u farmaceutskim proizvodima, ali i u
kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. Bijele je boje, bez mirisa i okusa. Dostupna je u
razlic¢itim veli¢inama Cestica 1 oblicima. Stabilna je 1 higroskopna tvar. MCC se ne otapa u
vodi, kao ni u razrijedenim kiselinama. Zbog jednostavnog presanja u farmaceutskoj industriji
nalazi primjenu kao nosa¢ lijekova. Klasicna metoda proizvodnje MCC je hidroliticka
razgradnja u Sarznom (kotlastom) reaktoru. Novopatentirana metoda je reaktivna

ekstruzija.™

CELULOZA AMORFNI DIO
= _’JLE(—
%, T
KRISTALITI 1HIDROL|ZA

POJEDINACNI
NANOKRISTALI
"\ CELULOZNI POLIMERI

Slika 10. Shematski prikaz dijagrama hidrolize celuloze i stvaranja nanokristala
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2.6. Kineticki modeli otpuStanja lijeka

Postignut je znacajan medicinski napredak u podrucju isporuke lijeka uz razvijene oblike
doziranja s kontroliranim otpusStanjem. Uzorci otpustanja se mogu podijeliti na one koji sporo
oslobadaju lijek nultom brzinom ili brzinom prvog reda i na one koje brzo osiguravaju

pocetnu dozu, nakon ¢ega slijedi, nultog ili prvog reda, sporo oslobadanje komponente. [15]

Svrha sustava s kontroliranim otpustanjem je u odrzavanju koncentracije lijeka u krvi ili
ciljnim tkivima na zeljenoj vrijednosti Sto je duZze moguce. Prema tome, sustav kontroliranog
oslobadanja otpusti dio doze kako bi se brzo postigla djelotvornost ljekovite koncentracije
lijeka. Kinetika oslobadanja lijeka slijedi dobro definirano ponaSanje kako bi se opskrbila
odrziva doza omogucéujuéi postizanje zeljene koncentracije lijeka. Kako bi se predvidjela
kinetika oslobadanja lijeka iz razli¢itih sustava otpustanja, koriste se matematicki modeli.
Matematicki modeli omogucuju mjerenje nekih vaznh fizickih parametara, kao Sto je
koeficijent difuzije lijeka te koriStenje podesivih modela na eksperimentalnim podacima
otpustanja. Matematicko modeliranje se Siroko primjenjuje u razli¢itim disciplinama poput

genetike, medicine, psihologije, biologije, ekonomije, inZenjerstva i tehnologija.

Temeljni princip za procjenu kinetike otpustanja lijeka pruzili su Noyes i Whitney, 1897.

godine kao jednadZbu:

dM

F=Ks(c -c,) (1)

gdje M predstavlja masu prenesenu s obzirom na vrijeme, t, otapanjem iz krute Cestice iz
povrsine, S, pod utjecajem prevladavajucih koncentracija pokretacke sile (Cs-Ct), pri Cemu je Cq
koncentracija u vremenu t, a Cs ravnotezna koncentracija otopljene tvari pri odredenoj
temperaturi. Brzina otapanja dM/dt predstavlja koli¢inu otopljenog po jedinici povrSine u
jedinici vremena, a za veéinu materijala se moze izraziti u jedinicama g em? s Kada je ¢
manja za 15% od ravnoteZne, ima zanemariv utjecaj na brzinu otapanja krutine. PovrSina S
nije konstantna, osim kada koli¢ina materijala premasuje topljivost zasi¢enja, ili u pocetku,
kada su samo male koli¢ine lijeka otopljene.

Brunner 1 Nernst koriste¢i Fickov zakon difuzije uspostavili su odnos izmedu konstanti

jednadzbe i koeficijenta difuzije:

DS

K=—-=2
hy

)
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gdje D predstavlja koeficijent difuzije, S podrucje otapanja povrsine ili povrsinu difuzijskog
sloja, y volumen otopine te h debljinu difuzijskog sloja. U formuliranju svoje teorije, Nernst i
Brunner su pretpostavili da se proces na povrsini odvija mnogo brze nego transportni proces
te da je linearni koncentracijski gradijent ograni¢en na sloj otopine vezane za ¢vrstu povrsinu.
Idealno stanje se nikad ne moZze postici jer se povrSina stalno mijenja s napretkom procesa
otapanja tijekom uobicajenog odredivanja otpustanja lijeka. U Noyes-Whitneyjevoj jednadzbi

proces otapanja odgovara reakciji prvog reda.

Metode pristupa za ispitivanje kinetike otpustanja lijeka iz formulacije s kontroliranim

otpustanjem mogu Se svrstati u tri kategorije:
1. Statisticke metode

i) istrazivacka metoda analize podataka — ovaj postupak se moze koristiti u prvom

stupnju za usporedbu podataka o profilu otapanja, na oba nacina, graficki i numericki,
i) ponovljena mjerenja,

iii) raznoliki pristup — ove metode temelje se na dizajnu ponavljanja mjerenja, gdje je

vrijeme ponavljajuci faktor, a postotak otopljenog predstavlja zavisnu varijablu.

2. Metode ovisne o modelima — temelji se na razli¢itim matematickim funkcijama koje
opisuju profil otapanja. Jednom kada je odabrana prikladna funkcija, profil otapanja se

ocjenjuje ovisno o izvedenim parametrima modela.

Dijele se na:

i) Model nultog reda — oslobadanje lijeka iz dozirnog oblika koji se ne razdvaja i sporo

otpusta lijek, moZze se prikazati jednadzbom:

Qo _Qt = Kot (3)

Sredivanjem slijedi jednadzba:

QI = Qo + Kot (4)
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gdje Q; predstavlja koli¢inu lijeka otopljenog u vremenu t, Qgpocetnu koli¢inu lijeka u
otopini, a Kp konstantu otpustanja nultog reda izrazenu u jedinicama
koncentracija/vrijeme. Dobiveni podaci iz in vitro studije oslobadanja lijeka prikazuju
se kao kumulativna koli¢ina otpustenog lijeka u odnosu na vrijeme. Ovaj odnos se
moze koristiti za opisivanje topljivosti nekoliko tipova modificiranih farmaceutskih
oblika otpustanja kao Sto su oblozene tablete s niskom topljivosti lijekova, osmotski

sustavi, transdermalni sustavi itd.

Model prvog reda — koristi se za opisivanje apsorpcije i/ili eliminacije nekih lijekova.

Oslobadanje lijeka, koji slijedi kinetiku prvog reda moze se izraziti jednadzbom:

dc
— =-Kc 5
o ()
gdje K predstavlja konstantu otpustanja prvog reda izrazenu u jedinici vremena.
Gornja jednadZba mozZe se izraziti kao:

Kt

logc =logc, =303 (6)

gdje je ¢ pocetna koncentracija lijeka, K je konstanta brzine otpusStanja prvog reda, a t
vrijeme. Dobiveni podaci prikazani su kao logaritam ukupnog postotka preostalog
lijeka u odnosu na vrijeme. Ovaj odnos se moze koristiti za opisivanje topljivosti lijeka
u farmaceutskim oblicima doziranja kao §to su oni koji sadrze vodotopljive lijekove u

poroznim matricama.

iii) Higuchijev model — ovaj model se temelji na sljede¢im pretpostavkama:

(1) pocetna koncentracija lijeka u matrici mnogo veca od topljivosti lijeka,
(2) difuzija lijeka odvija se samo u jednoj dimenziji,
(3) cestice lijeka su puno manje od debljine dozirnog oblika,

(4) oticanje i topljenje matrice je zanemarivo,
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(5) difuzivnost lijeka je konstantna,

prema tome, izraz modela dan je jednadzbom:
f,=Q=AyD(2c-c,)ct (7)

gdje Q predstavlja koli¢inu lijeka koja je oslobodena u vremenu t po jedinici povrsine
A, c je pocetna koncentracija lijeka, Cs je topljivost lijeka u matricnom mediju, a D je
difuzivnost molekule lijeka (koeficijent difuzije) u matricnom sadrzaju. Ovaj odnos
vrijedi cijelo vrijeme, osim kada je postignuto ukupno iscrpljivanje lijeka u
terapijskom sustavu. Prou¢avanje otapanja od planarnog heterogenog sistema matrice,
pri ¢emu je koncentracije lijeka u matrici niza od topljivosti i oslobadanje se dogada

kroz pore u matrici, daje jednadzbu:

f=Q=A D—5(20—cs)cst (8)

T

gdje je D difuzijski koeficijent molekule lijeka u otapalu, 6 poroznost matrice, ¢
zakrivljenost matrice, a Q, A, Cs i t imaju gornje znacenje. Opcenito, moguce je
pojednostaviti Higuchijev model kao:

f,=Q=K, t* 9)

gdje Ky predstavlja Higuchijevu konstantu otapanja. Ovaj odnos moze se koristiti za
opisivanje topljivosti nekoliko vrsta modificiranih farmaceutskih oblika otpustanja,

kao Sto su tablete s vodotopljivim lijekovima i neki transdermalni sustavi.

Hixson-Crowellov model — Hixson i Crowell su uocili da je redovno podrucje Cestica

poporcionalno korijenu volumena kocke. Izveli su jednadzbu:

W2 —WYe = k-t (10)

gdje Wy predstavlja pocetnu koli¢inu lijeka u farmaceutskom obliku doziranja, W;
preostalu koli¢inu djelatne tvari u farmaceutskom obliku doziranja u vremenu t i «

konstantu ugradnje povrSno-volumnog odnosa. Jednadzba opisuje otpustanje iz
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vi)

sustava gdje postoji promjena povrSine i promjera Cestice ili tableta. Ovaj izraz se
odnosi na farmaceutske oblike za doziranje kao $to su tablete, gdje se otapanje odvija
u ravninama koje su paralelne sa povrSinom lijeka ako se dimenzije tableta smanjuju
proporcionalno, na takav nacin da se pocetni geometrijski oblik odrzava konstantnim

kroz cijelo vrijeme.

Korsmeyer-Peppasov model — Korsmeyer i suradnici izveli su jednostavnu

jednadzbu koja opisuje otpustanje lijeka iz polimernog sustava:

LKL (12)

gdje je MJ/M,, dio otpustenog lijeka u vremenu t, K konstanta brzine otpustanja, a n
eksponent otpustanja. Vrijednost n se koristi za karakterizaciju razli¢itih otpusStanja za

cilindri¢ne oblike matrica.

Baker-Lonsdaleov model — ovaj model razvijen je od strane Bakera i Lonsdalea iz

Higuchijevog modela i opisuje oslobadanje lijeka iz sferne matrice prema jednadzbi:

(12)

gdje konstanta brzine oslobadanja k, odgovara nagibu. Ova jednadzba se koristi za

linearizaciju podataka otpustanja iz nekoliko formulacija mikrokapsula ili mikrosfera.

vii) Weibullov model*** — ovaj model vrijedi za razli¢ite procese otapanja, a izraZen je

jednadzbom:

(T
M=M,|1-e 2 (23)
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U ovoj jednadzbi, M je koli¢ina lijeka otpusStenog u vremenu t, a Mg je ukupna koli¢ina
otpustenog lijeka. T je zaostalo vrijeme mjereno kao rezultat procesa otapanja.
Parametar a oznacava parametar skale koji opisuje vremensku ovisnost, a b opisuje
oblik krivulje pomaka topljivosti. Za b=1, oblik krivulje odgovara eksponencijalnom

obliku s konstantom k=1/a.

M =M,[1-e ] (14)

Kada je b> 1 krivulja dobiva sigmoidalan oblik sa zakrivljenim vrhom, a kada je b<'1
krivulja pokazuje strmi porast. Weibullov model je koristan za usporedivanje profila

otpustanja lijeka iz matrica.

3. Metode neovisne o modelima — ove metode koriste se za usporedbu profila otapanja i ne
zasnivaju se na kinetickim modelima. Jednostavan neovisni model pristupa koristi faktor
razlike (f) 1 faktor slicnosti (f;) kako bi se usporedili profili otapanja. Faktor razlike
izracunava razliku u postotku izmedu dviju krivulja u svakoj vremenskoj tocki i mjera je

relativne greSke izmedu dviju krivulja. IzraZzava se kao:

f= —{é(R{ _Tt)} 100

n

2R

t=1

(15)

gdje je n broj vremenskih toc¢aka, R je vrijednost otapanja referentne serije u vremenu t, a
T: je vrijednost otapanje ispitivane serije T u vremenu t. Faktor sli¢nost je logaritamska
vrijednost recipronog kvadrata korijena transformacije od zbroja kvadrata pogreske, te je
mjera sli¢nosti u postotnom raspadu izmedu dviju krivulja. Ovaj model neovisne metode je
najpogodniji za usporedbe profila otapanja kada su na raspolaganju tri do cetiri ili vise

to¢aka vremena otapanja.[15]

20



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Dronedaron hidroklorid

Dronedaron hidroklorid je derivat benzofurana vezanog na amiodaron. U farmaceutskoj
industriji je poznat kao lijek za sr¢ane aritmije. Kemijski naziv dronedarona je N-(2-butil-3-
(p-(3-(dibutilamino)propoksi)benzoil)-5-benzofuranil) metan sulfonamid. Njegova
molekulska formula je C3;H4sCIN,OsS. Molekulska masa dronedaron hidroklorida iznosi
593,22 g mol™, a gusto¢a 1143 kg m™. Dronedaron hidroklorid se topi pri temperaturi od 141
do 143 °C. Proizvodac je PLIVA Hrvatska d.o.o.

Slika 11. Kemijska struktura dronedarona

3.1.2. Arapska guma (Gummi arabica)

Arapska guma ili guma arabika (GA) je spoj kalija, kalcija i magnezija s kiselinskim
uglji¢énim hidratom, koji se topi u vodi. Koristi se naj¢eS¢e u prehrambenoj industriji, ali
pokazuje i dobra svojstva kao nosa¢ lijekova. Nedostatak gume je njena teska dostupnost i

cijena. U radu je koristena arapska guma proizvodaca KEMIG d.o.0.
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3.1.3. Mikrokristalna celuloza

Mikrokristalna celuloza (MCC) dobivena je iz tvrtke Pliva d.o.o, Farmaceutska tehnologija,

Zagreb.

3.1.4. Priprema otopina

Pripremljene su dvije vrste otopina:

1. Dronedaron i arapska guma — 0,5 grama dronedarona otopljeno je u 100 mililitara etanola,
a 1,5 gram arapske gume otopljen je u 150 mililitara vode. Otopine su pomijeSane i susene
u susioniku s rasprSivanjem. pH otopina iznosio je priblizno 5,6. Oznaka uzoraka je GA.

2. Dronedaron i mikrokristalna celuloza — 2 grama dronedarona otopljeno je u 50 mililitara
etanola, a 4 grama MCC-a je pomijesano je sa 150 mililitara vode. Suspenzija i otopina su
pomijesane i suSene u suSioniku s raspSivanjem. pH mjesavina iznosio je priblizno 5,1.

Oznaka uzoraka je MCC.

3.2.  SuSionik

Pripremljene otopine susene su u susionku s rasprsivanjem Biichi B-290 (Biichi Labortechnik
AG, Switzerland) (Slika 12.). Procesni uvjeti prikazani su u tablici 1. U tablici 2 prikazane su

oznake uzoraka koje odgovaraju odredenim otopinama i procesnim uvjetima.

Tablica 1. Procesni uvjeti

Ulazna temperatura/°C 120

Protok pojne smjese/ m®s™ 7,5x10°®

1,2x10™ (oznaka: 30 %)
1,9x10 (oznaka: 40 %)
Protok zraka za rasprSivanje/ m>s™ 2,9x10™ (oznaka: 50 %)
4,8x10™ (oznaka: 60 %)
8,1x10™ (oznaka: 70 %)

Protok zraka za suSenje/ m3s™? 1,06x107

Promjer mlaznice/mm 1,4;2
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Slika 12. Susionik s rasprsivanjem B-290 (Biichi Labortechnik AG, Switzerland)

Tablica 2. Oznake uzoraka

Uzorak Protolf.zralfa za Promjer
raspriivanje/% mlaznice/mm
GA 30 30 1,4
GA 40 40 14
GA 50 50 1,4
GA 60 60 1,4
MCC 30_2 30 2
MCC 50 2 50 2
MCC 30 30 1,4
MCC 40 40 1,4
MCC 50 50 1,4
MCC 60 60 1,4
MCC 70 70 1,4
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3.3.  Odredivanje sadrzaja dronedarona na UV/VIS spektrofotometru

Sadrzaj dronedarona odreden je pomo¢u UV/VIS spekrofotometra Perkin Elmer, Lambda 35
(Slika 13). Spektrofotometar je dvozracni s kvarcnim zrcalima i holografskom mrezicom.
Moze se koristiti za mjerenja tekucih, ¢vrstih i praskastih uzoraka, kao i razli¢itih pasti. Radno
podrugje spektrofotometra je od 190 do 1100 nm, a Sirina vrpce se krec¢e od 0,5 do 4 nm. Ima
dva izvora zradenja: deuterijevu i volframovu lampu. Karakterizira ga velika brzina snimanja

spektara, visoka to¢nost i rezolucija.

FHEEEEEE TR RRTATE N NN

Slika 13. UV/VIS spekrofotometar Perkin elmer, Lambda 35

3.3.1. Priprema standardnih otopina dronedarona

Temeljna standardna otopina dronedarona priprema se to¢nim vaganjem odredene mase
na analitickoj vagi te otapanjem odvaga u odredenom volumenu etanola, odnosno pufera.
Daljnjim razrjedivanjem pripremaju se ostale radne standardne otopine koncentracija 1, 5,
10, 25, 50, 80 i 100 mg/L. Spomenute standardne otopine su se koristile radi odredivanja
umjernog pravca (Slika 14) na osnovu kojeg je u uzorcima odredena masa inkapsuliranog

ili deponiranog dronedarona.
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Slika 14. Umjerni pravac (dronedaron u etanolu)

3.3.2. Odredivanje sadrZaja dronedarona u uzorku

Prije pocetka mjerenja potrebno je podesiti valnu duljinu uredaja na 290,3 nm Sto odgovara
maksimumu apsorpcije dronedarona. Zatim se u obje kivete ulije deionizirana voda i u
programu se pokrene automatsko podeSavanje nule. Kada je uredaj podeSen u jednoj kiveti
ostaje deionizirana voda, a u drugu se ulije uzorak. Mjerenje se zapocinje sa standardnim
otopinama dronedarona koje se izmjenjuju redom od najmanje prema najvecoj nakon Cega se
u kivetu stavljaju redom uzorci dobiveni u suSioniku s rasprSivanjem. Kako bi se odredila
masa deponiranog dronedarona, odvagano je 0,2 g uzorka koji je otopljen u 200 mL etanola
kako bi se dronedaron ponovo otopio. Prije ispitivanja, otopine su filtrirane pomocu filtra
Chromafil Xtra PET-120/25 1,2 pm. Koli¢ina dronedarona u svakom pojedinom uzorku

odredena je 1z prethodno konstruiranog umjernog pravca.

3.4.  Morfologija mikrokapsula

Morfologija mikrokapsula istraZzena je U pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM)

pomocu uredaja Tescan Vega 3 SEM (Slika 15). Prije analize morfologije uzorka, potrebno je
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1zvrsiti njegovu pripremu. Uzorak se nanosi na vodljivu vrpcu te se fiksira na metalni nosac,
koji se potom stavlja u komoru naparivaca (Sputter coater) Quorum SC7620 u atmosferu
inertnog plina (Ar). Radna komora mora biti pod tlakom < 10-2 mbar, koji se ostvaruje
ukljuéivanjem rotacijske pumpe. Katoda, omota¢ komore, gradena je od platine i rodija te
sluzi za oblaganje uzorka ovim metalima. Kada se elektrode prikljuce na visoki napon (800 —
1200 V), elektriéno polje ionizira argon te njegovi ioni udaraju u katodu i izbijaju atome
platine i rodija koji oblazu uzorak te time uzorak postaje vodljiv i spreman za analizu
elektronskim mikroskopom. Navedeni uredaj namijenjen je uvidu u strukturu povrsine sve do

nanometarske razine i s moguéno§¢u povecanja do milijun puta.

Slika 15. Pretrazni elektronski mikroskop

3.5. Ispitivanje brzine otpuStanja dronedarona

Ispitivanje je provedeno na uredaju za ispitivanje otpusStanja djelatnih tvari (Dissolution tester
RC-6D, Zhengzhou Nanbei Instrument) (Slika 16.). Kao medij je koristen fosfatni pufer
volumena 1000 ml, pH 4,5, a za mijesanje su koriStene lopatice. Temperatura pufera podesena
je na 37,5 £ 0,5 °C, a broj okretaja lopatica na 75 o/min. Uzorkovanje je provedeno u
vremenima 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 i 120 minuta u skladu sa FDA metodom za ispitivanje
otpustanja dronedarona iz tableta.l’® Prilikom uzorkovanja uzorci su filtrirani pomocu filtra
Chromafil Xtra Pet-120/25 veli¢ine pora od 1,20 um nakon ¢ega su analizirani na UV/Vis
spektrofotometru Perkin Elmer, Lambda 35 pri valnoj duljini 250,53 nm S$to odgovara
maksimumu apsorbancije dronedarona u fosfatnom puferu.
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Slika 16. Uredaj za ispitivanje brzine otpustanja djelatne tvari RC-6D, Zhengzhou Nanbei

Instrument

Na temelju dobivenih vrijednosti apsorbancija i umjernog pravca (Slika 17.) izraunate su

vrijednosti koncentracija dronedarona u navedenim vremenima te je prikazan njegov profil

otpustanja.
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Slika 17. Umijerni pravac (dronedaron u puferu)
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3.6. Obrada podataka (DDSolver)

Podaci su obradeni u besplatnom dodatku za Microsoft Excel, DDSolver. Dodatak je
namijenjen upravo analizi kinetike otpuStanja djelatne tvari s ve¢ unaprijed ugradenim
modelima koriStenim u farmaceutskoj industriji. Ispitana je primjenjivost Weibullovog i
Makaid-Banakarovog modela. Kada se usporeduju modeli koji ne sadrze jednak broj

parametara uobicajeno je koristiti prilagodenu vrijednost R? koja se izraCunava iz izraza:

R? =1—M(1— R?) (16)

(n-p)

gdje je p broj parametara modela, a n broj eksperimentalnih podataka.

Makoid-Banakarov model: Lo kyg - t" k) (17)
Co
c (T
Weibullov model: C—zl—e a (18)
0
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4. REZULTATI

4.1. IskoriStenje i udio dronedarona

Tablica 3. Udio DNR i iskoriStenje u mikrokapsulama GA pri razli¢itim procesnim uvjetima

Uzorak Udio DNR, % Iskoristenje DNR, %
GA 30 29,79 4,46
GA 40 26,03 50,39
GA 50 18,09 23,88
GA 60 23,73 38,87
50
45
40
35 Vece iskoriStenje —
= 30 X
@
X
£ 25 %
2
T 20 >
15
10
5
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

protok zraka za rasprSivanje, %

Slika 18. Ovisnost udjela DNR-a o protoku zraka za rasprsivanje (Uzorci GA)
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Tablica 4. Udio i iskoristenje DNR na MCC pri razli¢itim procesnim uvjetima

Uzorak Udio DNR, % Iskoristenje DNR, %
MCC 30_2 25,20 1,93
MCC 50_2 25,67 10,57
MCC 30 25,65 4,49
MCC 40 31,02 10,04
MCC 50 34,40 22,11
MCC 60 27,67 13,35
MCC 70 24,67 12,16

50

45

udio DNR, %
BN W W S
0 © &t & & o

=
o

Najvece iskoristenje

X
X
X
X
X
20 40 60

protok zraka za rasprsivanje, %

80

Slika 19. Ovisnost udjela DNR-a o protoku zraka za rasprsivanje,

pri razli¢itim promjerima mlaznice (uzorci MCC)
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Slika 20. Usporedba iskoristenja DNR u uzorcima GA i MCC

4.2. Morfologija uzoraka

SEM HV: 10.0 kV WD: 13.46 mm I VEGA3 TESCAN

View field: 63.3 pm Det SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly): 06/28/16

Slika 21. Mikrografija uzorka GA 40 (uvecanje 2000x)
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SEM HV: 20.0 kV WD 14.09 mm I VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WOD: 14.05 mm

View field: 63.1 pm Det SE 20 pm View field: 25.2 pm Det SE
SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly): 06/28/16 SEM MAG: 5.01 kx | Date(m/dly): 06/28/16

Slika 22. Mikrografija uzorka GA 50 (uvecanje 2000x i 5000x)

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.05 mm I VEGAJ TESCAN SEMHV.200kV | WD: 14.02mm

View field: 63.2 pm Det: SE 20 pm View field: 12.6 pm Det: SE 2 pym
SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly). 06/28/16 SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 06/28/16

Slika 23. Mikrografija uzorka GA 60 (uvecanje 2000x i 10000x)
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SEMHV:100kv | wp:1662mm | | SEM HV: 10.0 KV WD: 16.62 mm
View field: 126 ym | Det: SE | 20 ym View field: 63.2 ym Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx | Date(midly): 06/01116 | SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 06/01/16

SEMHV:10.0kV | WD:16.22mm SEMHV10.0KV | WD:1622mm
View field: 126 pm ‘ Det: SE View field: 63.2 pm Det SE
SEM MAG: 1.00 kx | Date(m/dly). 06/01/16 | SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/dly): 06/01/16 [

Slika 25. Mikrografija uzorka MCC 50 (uve¢anje 1000x i 2000x)
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4.3.

Kinetika otpuStanja dronedaron hidroklorida

Tablica 5. Promjena koncentracije dronedarona s vremenom

Vrijeme, min
10 \ 15 20 \ 30 \ 45 | 60 90 | 120
Uzorak o, mg L? Koncentracija, mg L™
DNR 100,90 72,7 75,8 77,6 88,5 88,8 88,2 85,5 86,7
GA 40 27,57 11,2 145 15,5 19,7 17,6 22,1 13,6 16,7
GA 50 19,21 9,7 16,1 19,1 18,8 14,8 194 14,5 16,4
GA 60 25,79 9,7 11,8 145 11,8 11,5 13,0 12,7 11,8
MCC 40 31,58 12,7 16,7 20,3 19,7 20,6 13,9 20,6 17,6
MCC 50 36,12 18,5 19,7 23,6 21,8 23,3 20,0 25,8 19,1
Multaq 400 12,4 26,2 36,6 52,7 73,3 84,9 95,2 100,4
L2 1 == DNR
« e GA 40%
S 1 - e GA 50%
<
E == GA 60%
§ ——— = Multaq
2 08 - \/ = ®-= MCC40%
g = == MCC 50%
=
5 0,6
o
a9
~
S
< 0,4
~
=
=)
)
£ 0,2
O )
2
O T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Vrijeme, min

Slika 26. Usporedba profila otpustanja dronedarona iz GA mikrokapsula, MCC nosasa i

komercijalnih Multaq tableta
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Tablica 6. Parametri Makoid-Banakarovog modela

Uzorak kmg, min™ n k, min Ry’
Multaq 0,001 1,499 0,017 0,986
DNR 0,457 0,205 0,003 0,993
GA 40 0,123 0,588 0,011 0,863
GA 50 0,206 0,524 0,010 0,795
GA 60 0,262 0,218 0,004 0,904
MCC 40 0,232 0,322 0,006 0,805
MCC 50 0,307 0,252 0,005 0,908

Tablica 7. Parametri Weibullovog modela

Uzorak a b T, min Ry’
Multaq 8462 0,693 4 0,868
DNR 152 0,066 6 0,980
GA 40 245 0,105 6 0,719
GA 50 167 0,094 6 0,713
GA 60 247 0,043 6 0,888
MCC 40 230 0,073 6 0,776
MCC 50 192 0,038 6 0,879
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Slika 27. Usporedba eksperimenta i modela (Multaq tablete)
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Udio oslobodenog lijeka
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Slika 29. Usporedba eksperimenta i modela (GA 40)
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Slika 30. Usporedba eksperimenta i modela (GA 50)
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Slika 31. Usporedba eksperimenta i modela (GA 60)
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Slika 32. Usporedba eksperimenta i modela (MCC 40)
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Slika 33. Usporedba eksperimenta i modela (MCC 50)
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5. RASPRAVA

U ovom radu ispitana je djelotvornost mikroinkapsuliranja dronedaron hidroklorida pomoc¢u
arapske gume (GA) kao i njegovo nanoSenje na nosa¢, mikrokristalnu celulozu (MCC).
Pripremljene su otopine arapske gume i suspenzije mikrokristalne celuloze koje su mijesane s
otopinom dronedarona u etanolu. Uzorci su suSeni u suSionik s rasprSivanjem u svrhu
dobivanja mikrokapsula, odnosno nanosenja aktivne komponente na MCC. U suSioniku su
mijenjani protoci zraka za rasprSivanje te promjer mlaznice. Dobivene mikrokapsule, kao i
formulacije s MCC-om su karakterizirane, a profili otpustanja lijeka su opisani matematickim

modelima te su usporedeni s komercijalnim lijekom, tabletom Multag 400 mg.

Otopine su pripremljene kako je opisano u poglavlju 3.1.4., a potom su susene u suSioniku s
rasprSivanjem pri razli¢itim procesnim uvjetima. Mijenjan je protok zraka za rasprsivanje od
30 do 70 %, kao i promjer mlaznice (1,4 ili 2 mm) $to je prikazano u tablici 1. U tablici 2 su
definirane oznake uzoraka arapske gume i mikrokristalne celuloze pri razli¢itim procesnim

uvjetima kako bi se mogli pratiti prikazani rezultati.

U tablici 3 su prikazani udjeli DNR u dobivenim mikrokapsulama te iskoriStenje koje je
dobiveno kao omjer dronedarona u mikrokaspulama i poc¢etne koli¢ine dronedarona u otopini.
Rezultati su pokazali da je najveci udio dronedarona dobiven pri protoku zraka za rasprSivanje
30 %, medutim iskoriStenje u ovim uvjetima je bilo neprihvatljivo malo. Ostali procesni uvjeti
pokazali su da se udio dronedarona u mikrokapsulama ne mijenja znacajno (19,09 — 26,03 %),
ali promjene u iskoriStenju su znacajnije (23,88 — 50,39 %). Najvece iskoriStenje dobiveno je
pri protoku od 40 % ¢ime je dobivena optimalan omjer izmedu veli¢ina kapljica dronedarona

i arapske gume kao ovojnice.

Rezultati za nanosenje DNR na nosa¢ MCC su prikazani u tablici 4. Za uzorke MCC je osim
protoka zraka za rasprSivanje mijenjan i promjer mlaznica. Budu¢i da se radilo o rasprSivanju
suspenzija u kojima se MCC nalazila u izvornom obliku, mijenjani su i promjeri mlaznica za
rasprSivanje (1,4 1 2 mm) kako ne bi doslo do njihovog zacepljenja. 1z prikazanih rezultata
vidljivo je da je udio dobivenog DNR na nosacu neSto veéi (24,67 — 34,40 %) nego u
mikrokapsulama. Nisu dobivene znacajnije promjene udjela DNR promjenom procesnih
uvjeta. Pokazalo se da je iskoristenje DNR na nosacu najmanje (1,93 i 4,49 %) pri malom
protoku zraka za rasprSivanje (30 %) jednako kao i kod mikrokapsula. Mali protok zraka za

rasprSivanje rezultira ve¢im kapljicama koje se ne uspijevaju posusiti pri ulaznoj temperaturi
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zraka od 120 °C te rezultiraju velikim gubicima. Najbolje iskoriStenje dobiveno je pri protoku
od 50 % i mlaznici 1,4 mm. Pri istim uvjetima je dobiven i najve¢i udio DNR (slika 19). Na
slici 19 crvenom bojom su oznaceni eksperimentalno dobiveni podaci iskoristenja DNR za
promjer mlaznica 2 mm. Iz prikazanih rezultata vidljivo je kako je iskoristenje DNR za
mlaznicu 1,4 mm, pri istim protocima zraka za rasprSivanje, vece nego kod mlaznice od 2
mm. Bolje je iskoriStenje procesa i dobiva se ve¢i udio DNR ako se eksperimenti provode s

manjim promjerom mlaznice.

Na slici 20 prikazana je usporedba iskori§tenja procesa pri istim uvjetima (40, 50, 60 %,
promjer mlaznice 1,4 mm) za GA i MCC. Vidljivo je da je iskoriStenje za eksperimente
provedene s arapskom gumom puno veée nego s MCC-om $to je ukazuje na prednosti

mikrokapsula u odnosu na nosac.

Kako bi se utvrdila morfologija dobivenih mikrokapsula te uvidjelo na koji nacin su se Cestice
DNR deponirale na nosa¢ MCC, uzorci su karakterizirani pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa (SEM). Na slikama od 21 do 25 su prikazane mikrografije dobivenih uzoraka GA
i MCC kod kojih je dobiven najveci udio DNR i zadovoljavajuce iskoristenje. 1z mikrografija
uzoraka GA se moze vidjeti da su dobivene manje-vise sferi¢ne ¢estice. Pri manjim protocima
zraka za rasprsivanje (40 i 50 %) uoceno je iskrivljenje mikrokapsula koje su poprimile tzv.
oblik klobuka gljive. Ovakav oblik dobiven je zbog velikog omjera brzine isparavanja s
povrsine Cestice i brzine difuzije. Brzina isparavanja s povrsine Cestice je veca, brzo se postize
kritiéni sadrzaj vlage i trenutacno se stvara kora arapske gume na povrsini DNR. Stvaranje
spomenute kore na povrsini jezgre ima znacajan utjecaj na proces isparavanja vlage. Na
pocetku samog procesa brzine su priblizno konstantne. Kada zapocne period padajuce brzine
suSenja, nastala ¢vrsta faza pruZa sve vece otpore procesu prijenosa tvari. Brzina prijenosa
topline je mnogo veca od brzine prijenosa tvari pa dolazi do zagrijavanja kapljice. Budu¢i da
su temperature vec¢e od temperature vrelista, dolazi do isparavanja unutar kapljice'[g] Nastala
kora na povrsini kapi nije porozna, ali je zbog karakteristika arapske gume vrlo elasti¢na zbog

cega prilikom suSenja dolazi do deformiranja Cestica.

Povecanjem protoka zraka za rasprSivanje nastaju vidljivo sitnije mikrokapsule. Najsitnije
mikrokapsule su dobivene pri protoku zraka za rasprSivanje 60 % (GA 60) Sto je 1 ocekivano.
Pri ovom su protoku uocene i puno sfericnije mikrokapsule sto je u skladu s prethodnim
tumacenjem. Kod sitnijih ¢estica ¢e put difuzije tvari biti znatno manji pa je period konstante

brzine suSenja, u kojem su jednake brzine isparavanja i difuzije, dostatan za suSenje kapljice 1
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njeno formiranje bez iskrivljenja. Na slikama 24 i 25 su prikazane mikrografije uzoraka
MCC-a. Iglicaste Cestice predstavljaju MCC, a sitne sferi¢ne Cestice i glatke nakupine dokaz

su deponiranja dronedarona na izvornu celulozu.

Na temelju izra¢unatog udjela DNR 1 iskoriStenja, odabrani su uzorci na kojima je ispitan
profil otpustanja DNR (GA 40, GA 50, GA 60, MCC 40 i MCC 50). Kinetika otpustanja
dronedarona opisana je pomoc¢u matematickih modela 1 usporedena s profilom otpuStanja
¢istog DNR i komercijalnom tabletom Multag 400 mg. U tablici 5 prikazana je promjena
koncentracije DNR u puferskoj otopini u vremenu. Podaci za komercijalnu tabletu Multaq
400 mg preuzeti su iz literature.'” Na slici 26 prikazani su eksperimentalni profili otpustanja
navedenih uzoraka, a koji su potom opisani matematickim modelima. Iz samih profila
otpustanja vidljivo je da je profil otpustanja tablete Multaq znatno ispod profila dobivenih
uzoraka. U periodu od 120 minuta iz Multaq tablete se oslobodi oko 25 % DNR. Od
pripremljenih uzoraka najbrze otpuStanje pokazao je Cisti DNR, $to je i ofekivano, a zatim
vec¢e mikrokapsule GA 40 i GA 50. OtpusStanje DNR s nosaca pokazalo se sporijim nego
otpustanje iz vecih mikrokaspula. GA 40, GA 50, MCC 40 i MCC 50 pokazuju oscilacije
koncentracija u vremenu §to se povezuje s neujednacenom veli¢inom mikrokapsula kao i
oblogom, a s druge strane kod MCC dolazi do nejednolikog otpuStanja jer je DNR
nejednoliko nanesen na nosac $to je vidljivo i iz mikrografija. Zbog toga su ovi profili praceni
skokovitom promjenom u kojoj u jednom trenutku dolazi do brzog otpustanja DNR, potom
njegovog raspada, Sto se vidi u smanjenju koncentracije, a potom opet otpuStanja.
Najujednaceniji profil otpuStanja imaju mikrokapsule GA 60 Sto odgovara njihovom
sfericnom obliku 1 ujednacenoj veli¢ini. U pocetku je registriran brzi porast koncentracije,
koji je vjerojatno posljedica neobloZzenog DNR i slomljenih mikrokapsula, a potom
ujednaceno otpusStanje i oslobadanje iz sitnih mikrokapsula. U prvih 120 minuta iz
mikrokapsula GA 60 otpusteno je oko 50 % DNR. Razlika izmedu profila otpustanja Multaq
tableta i mikrokaspula GA 60 je i dalje znacajna jer se iz mikrokapsula oslobodi gotovo dupla
koli¢ina DNR nego iz tableta. Medutim, treba uzeti u obzir da su komercijalne tablete
oblozene filmom S§to za rezultat ima sporije otpusStanje. Mikrokaspule GA 60 pokazuju
potencijal produzenog otpustanja, ali zahtijevaju ili dodatno oblaganje zeluano-otpornom

ovojnicom ili pretvaranje u pogodan dozirni oblik.

Kinetika otpustanja opisana je pomoc¢u dva matematicka modela, Makoid-Banakarovog i
Weibullovog modela. U tablici 6 su prikazane vrijednosti parametara Makoid-Banakarovog

modela, dok su u tablici 7 prikazane vrijednosi za Weibullov model. Rezultati pokazuju bolje
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slaganje Makoid-Banakarovog modela s eksperimentalnim podacima $to potvrduju i vece
vrijednosti prilagodenog koeficijenta korelacije (R,°). Slike 27 do 33 pokazuju usporedbu
procijenjenih vrijednosti koli¢ine otpustene tvari prema Makoid-Banakarovom i Weibullovom
modelu i one dobivene eksperimentalno. lako su vrijednosti koeficijenta korelacije za
Makoid-Banakarov model vece, krivulja ima trend smanjenja koncentracije s vremenom §to
se ne ocekuje niti za Multaq tabletu niti za pripremljene uzorke, buduéi da se u promatranom
vremenu nije oslobodila ukupna koli¢ina lijeka. Zbog toga Weibullov model, unato¢ manjem
koeficijentu koreacije, bolje opisuje eksperimentalne podatke. Parametar b u Weibullovom
modelu ukazuje na oblik krivulje otpuStanja. Vrijednosti manje od jedan ukazuju na strmi

oblik krivulje i brzo otpustanje lijeka $to je i vidljivo iz profila otpustanja.
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6. ZAKLJUCAK

Djelatna tvar, dronedaron hidroklorid, uspjesno je nanesena na nosa¢ mikrokristalne celuloze i

oblozena arapskom gumom ¢ime su dobivene mikrokaspule.

Iskoristenje dronedarona vece je kod mikroinkapsuliranja (uzorci GA) nego kod nanoSenja na
nosa¢ (uzorci MCC). Najvece iskoriStenje dronedarona dobiveno je za uzorke GA 40 i
MCC 50.

SEM mikrografije su pokazale neujednaceno deponiranje dronedarona na mikrokristalnu
celulozu. Mikrokapsule GA 40 i GA 50 su nesferi¢ne zbog brzeg prijenosa tvari s povrsSine
kapljice u odnosu na difuziju iz unutrasnjosti prilikom susenja. GA 60 pokazuje najmanje i

najsferi¢nije mikrokapsule.

Cilj rada bio je dobiti uzorke koji imaju odgodeno otpustanje. U odnosu na komercijalnu
tabletu, dobiveni uzorci pokazuju brze i neujednaceno otpustanje djelatne tvari. Medutim,
rezultati dobiveni za uzorak GA 60 pokazuju ujednacenije otpustanje te potencijal da postanu
dozirni oblik s profilom otpustanja najblizem Multaq tableti, trenutno jedinom komercijalnom

dozirnom obliku dronedaron hidroklorida.
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7. SIMBOLI | SKRACENICE

Skracenice

DNR — Dronedaron hidroklorid
GA — Guma arabica

MCC — Mikrokristalna celuloza

SEM — Pretrazni elektonski mikroskop (Scanning electron microscope)

Simboli

A — povrsina, m?

a — parametar skale koji opisuje vremensku ovisnost

b — oblik krivulje pomaka topljivosti

Co — pocetna koncentracija lijeka, mg L™

cs — koncentracija lijeka u matriénom mediju, mg L™

D — difuzijski koeficijent molekule lijeka u otapalu, m? s
f; — faktor razlike

f, — faktor sli¢nosti

h — debljina difuzijskog sloja, m

K — konstanta brzine otpustanja, kg m3s?

Ky — Higuchijeva konstanta otapanja, kg m>s™

Kwme — Konstanta brzine otpustanja za Makoid-Banakarov model, min™
M — koli¢ina lijeka otpustenog u vremenu, kg

Mo — ukupna kolicina otpustenog lijeka, kg

M: — koli¢ina otpustenog lijeka u vremenu t, Kg

n — eksponent otpustanja

p — broj parametara modela
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R¢— vrijednost otapanja referentne serije u vremenu t
Rp — prilagodena vrijednost R’

S — povrsina difuzijskog sloja, m?

Qo — po&etna koli¢ina lijeka u otopini, kg m™

Q: — kolic¢ina lijeka otopljenog u vremenu t, kg m™

t — vrijeme, s

T — zaostalo vrijeme mjereno kao rezultat procesa otapanja, s
T — vrijednost otapanja ispitivane serije T u vremenu t, s

W)y — pocetna kolicina lijeka u farmaceutskom obliku doziranja, kg m?

W - preostala koli¢ina djelatne tvari u farmaceutskom obliku doziranja, kg m™

GrcKki simboli

0 — poroznost matrice

» — volumen otopine, m®

k — konstanta ugradnje povr$no-volumnog odnosa

7 — zakrivljenost matrice
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