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Karakterizacija i modelovanje procesa susenja ras@ivanjem u
razvoju ¢vrstih farmaceutskih oblika primenom koncepta dizapiranja
kvaliteta

Rezime

Koncept dizajniranja kvaliteta predstavlja sisteskapristup farmaceutskom razvoju proizvoda
koji podrazumeva procenu, unageaje razumevanja i optimizaciju formulacije i prazinog
procesa kombinovanom primenom prethodnog znangizarrizika i izvalenja eksperimenata.
Tehnologija suSenja rasprSivanjem nasla je primeniarmaceutskoj industriji zahvaljuju
jednostavnosti i fleksibilnosti procesa, kao jedapeni proces kojim se deost pretvara u
praSak cije se brojne osobine mogu kontrolisati maniputaij procesnih promenljivih.
Razumevanje kako promene proceshih parametara micati na fizEkohemijske osobine
dobijenog proizvoda posebno je vazno u proizvodwistin doziranih oblika koja ima za cil]
obezbdenje preduianja i kontrole performansi. Cilj ovog istraZivanja unaprdenje
razumevanja susenja rasprSivanjem kroz karaktéuzacmodelovanje procesa, primenom
koncepta dizajniranja kvaliteta. IstraZivanje sstgaiz dva dela sa ciljevima: razvoja procesa
susenja rasprsivanjem kao tehnologije pogodne zzbativanje homogenosti praskova i,
posledéno, ujednaenosti doziranja nisko doziranih lekovitih supstag@model supstanca
naratriptan hidrohlorid); i razvoja procesa suSeagprsivanjem u postupku proizvodnje praska
sa tesSko rastvorljivim model supstancama, u cilpbgdjSanja rastvorljivosti formiranjem
kompleksa sa ciklodekstrinima (model supstancekeogazol i aripiprazol). Istrazivanje tak®
obuhvata ispitivanje mogunosti primene dva derivata beta-ciklodekstrina:idrdksipropil-
beta-ciklodekstrina (HPBCD) i 2-O-metil-beta-cikiddtrina (2-O-MBCD) u razvoju
formulacije rastvora za rasprSivanje sa ciliem fi8baoja rastvorljivosti i brzine rastvaranja
odabranih model supstanci.

Tokom razvoja, u skladu sa ciljanim profilom pra&ie meéuproizvoda definisanom u smislu
kvaliteta, identifikovani su kritini atributi kvaliteta méuproizvoda, zatim definisani kriti
atributi kvaliteta ulaznih parametara (osobine miale, procesni parametri) i odiwane su
njihove funkcionalne veze sa ktitim atributima kvaliteta proizvoda. U prvom delu
istrazivanja ispitivani su efekti procesnih paraanat suSenja rasprSivanjem (temperatura
ulaznog vazduha, brzina pumpe, brzina aspiratovacdntracija rastvora) na karakteristike
procesa i kompozitnog praska naratriptan/laktozlidmiekstrin (proizvodni prinos, sadrZaj
vlage i srednja velinacestica). U drugom delu istraZivanja sprovedendugtije rastvorljivosti
teSko rastvorljivih model supstanci sa ciklodeksinia, simulacije molekularnog vezivanija,
izvrSena je karakterizacija praSkova dobijenih Bjga rasprSivanjem rastvora
lek:ciklodekstrin. Na odabranoj formulaciji sa api@zolom i HPBCD, izvrSena je
karakterizacija i modelovanje suSenja raspr3ivanjepitivani su efekti procesnih parametara
suSenja rasprSivanjem (temperatura ulaznog vazdwh@aa pumpe, koncentracija rastvora) na
karakteristike procesa i kompozitnog praska lekodikkstrin (proizvodni prinos, sadrzaj vlage).
U karakterizaciji i modelovanju procesa primenjeni eksperimentalni dizajn, metodologija
povrSine odgovora (RSM) i vegta neuronska mreza tipa viSeslojnog perceptronaRML
Primena frakcionog faktorijalnog dizajna*{® kao skrining metode omogjla je procenu
zn&ajnosti ispitivanih parametara, na osnovu kojezjaaljeg istrazivanja iskljena brzina
aspiratora. Primena centralnog kompozitnog dizaj@&€D), RSM i MLP omogtila je



modelovanje i karakterizaciju procesa susenja sasprjem ispitivanih formulacija sa sve tri
model supstance, tako $to su razvijenicaja modeli (p-vrednost<0.05). Analizom rezultata
primene RSM opisane su funkcionalne veze tumalaznih parametara i genih odgovora. U
slitaju naratriptan hidrohlorida i aripiprazola, poatajsu skina zapazanja. Parametar koji je
imao najvéi uticaj na svaki ispitivani odgovor bila je brzimumpe. U sldaju naratriptan
hidrohlorida polinom drugog reda dobijen je samo szalrZzaj vlage, i za ovaj odgovor,
interakcija izmédu temperature ulaznog vazduha i koncentracije osatje bila jedina statistki
zn&ajna interakcija. Analiza rezultata za formulagpuaripiprazolom nije pokazala postojanje
statisttki znatajnih interakcija méu faktorima, a samo kod proizvodnog prinosa su jdabi
polinomi drugog reda koji opisuju postojanje kvddom efekta brzine pumpe. Sa obe model
supstance modelovanjem suSenja rasprSivanjem poimeMLP mreZe koja optimizuje
odgovore istovremeno, dobijeni su modeli sa bolj&orelacijom izméu predvidenih i
zabeleZenih rezultata, jer MLP poseduje bolju sposst modelovanja nelinearnih, sloZenih
sistema u odnosu na RSM. Za praSak sa naratriptanhloridom dobijeni su koeficijenti
korelacije: za prinos #g.p1=0.898, Bre:=0.842; sadrzaj vlage ’Rp.=0.642, Frey:=0.550:;
srednju vekinu ¢estica Rypi=0.779, Rrewi=0.712 i temperaturu izlaznog vazduha
R3.p1=0.933, Risu=0.862. Za praSak sa aripiprazolom dobijeni su ltaetiu za prinos
R?wLp1=0.854, Rzsui=0.846; sadrZaj vlage’RR.»=0.886, Rrsu:=0.871; temperaturu izlaznog
vazduha Ry p;=0.893, Rrsyi=0.899.

Ispitivanjem novih né&na kombinovanja RSM i MLP prepoznat je potencfjeinene MLP u
dopunjavanju podataka u setu definisanom ekspetaimem dizajnom neophodnim za primenu
RSM, tako da se omogusmanjenje broja prakino izvedenih eksperimenata. Za praSak sa
naratriptan hidrohloridom dobijeni su koeficijeritbrelacije: za prinos: Rsu=0.828; za
temperaturu izlaznog vazduhdgg,=0.786. Za prasak sa aripiprazolom dobijeni su ltatiu
za prinos Bigy2=0.828, Frew2=0.338; sadrzaj vliage “Rsmz=0.783, Rrsum2=0.656, i
temperaturu izlaznog vazduh&gBy,=0.856, Rzsmz=0.737. Model sa boljom sposobiio$
predvitanja je bio RSM2a model, 5to je bila posledicaibglfeformansi MLP2a modela koji je
kori&¢en za dopunjavanje grupe podataka u sklopu CCDmélaiu sldaju praska sa
aripiprazolom, u dopunjavanju dela podataka Kern& su dve ve3tke neuronske mreZe sa
razlicitim kvalitetom preduwianja (MLP2a i MLP2b modeli). Dobijeni rezultati padili su
pretpostavku da se poiho eksperimentalnog dizajna (DOE) mogu obezbeditiapo boljeg
kvaliteta jer iz njih proizilaze modeli koji boljepisuju sistem i vrSe taija predvdanja.
Medutim, vazno je da je mreZa MLP koja se koristi e avrhe dovoljno robusna.

Takale je prepoznat i potencijal primene modelovanjan@eanog na DOE u deSifrovanju
“crne kutije” vesStékih neuronskih mreza (definisanje zag@ i veza méu faktorima).
Predvitanja MLP1 modela (najbolji % za sve eksperimente u okviru CCD, atmiaa su
primenom RSM i dobijeni su modeli RSM3. Za praSakaratriptan hidrohloridom dobijeni su
koeficijenti korelacije: za prinos R0.994; sadrzaj vlage R0.961; temperaturu izlaznog
vazduha R=0.916. Za praSak sa aripiprazolom dobijeni sultatiuza prinos R=0.931; sadrZaj
vlage R=0.920; temperaturu izlaznog vazduh&®941. Ovaj pristup modelovanju procesa
omoguio je prikaz veza izndu faktora i odgovora koje su mnogo sloZenije neggodkazuju
modeli RSM1, Sto bi mogao biti razlog za bolju sgwsost predvanja modela MLP1.
Zaklju¢eno je da se kombinovanom primenom RSM i MLP objegli prednosti obe
metodologije zahvaljujti ¢emu je poboljSano razumevanje procesa.

Primenom pristupa pozeljnosti izvrSena je nutterioptimizacija procesnih parametara za
rastvor koncentracije 25%, sa zahtevima za pogtz&io véeg prinosa i Sto manjeg sadrzaja



vlage u prasku. Kor&njem modela RSM1 odvojeno razvijenih za svaku rhedpstancu,
definisani su optimalni procesni parametri za praganaratriptan hidrohloridom: brzina pumpe
10%, temperatura ulaznog vazduha 190°C, i za prs&akipiprazolom: brzina pumpe 10 %,
temperatura ulaznog vazduha 180°C. lIzvedeni sueeksenti pod definisanim procesnim
parametrima, i rezultati dobijeni za prinos, sagvlage i temperaturu izlaznog vazduha bili su
slicni sa predwenim vrednostima kod obe formulacije. Jedino jelu¢sgu aripiprazola za
proizvodni prinos ugena nesto @ razlika izmédu predvitenih i realno dobijenih vrednosti,
Sto je objaSnjeno vem vredno&u parametra.ack of fit(mera neuskienosti).

Karakterizacija praSkova dobijenih suSenjem rasanjem ispitivanih formulacija sa sve tri
model supstance pokazala je atinee sknosti meu prasSkovima. Proizvodi osuSeni
rasprSivanjenguvani tokom duzeg vremena (6-12 meseci) u blagirij@mtalnim uslovima su
bili bez kristalne lekovite supstance (odsustvaaksaristénih pikova kod DSC termograma i
FTIR spektara) ukazuguna relativno dobru fiziku stabilnost formulacija. Na laboratorijskom
uredaju za rasprSivanje prilikom suSenja rastvora adiklsa eekivanjima, dobijen je sitan,
voluminozni praSak koji se karakteriSe loSom pEpt®u. Medutim, u pilot i industrijskim
uredajima se zbog i@ komore za suSenje i mdgwsti da se ostvari dobro suSenje krupnijih
kapi i dobiju krupnije sfernéestice, moze &kivati da bi se dobili znatno pratdiji praskovi.
Vizuelizacijacestica je vrSena portio skenirajde elektronske mikroskopije. Fotomikrografije
pokazuju da su dobijeriestice sfernog oblika, glatke do vrlo smeZurana$ioeg, a priméeno

je i prisustvo 3Supljih¢estica. U sltaju nisko dozirane model supstance, naratriptan
hidrohlorida, pokazano je da se dobija praSak wyjgoin&enog sadrzaja (RSD 0.23%).

U drugom delu istraZivanja pre odabira formulacige modelovanje procesa, sa obe tesko
rastvorljive model supstance sprovedeno je ispifvauticaja ciklodekstrina na solubilizaciju
leka i karakteristike praSkova dobijenih suSenjeasprSivanjem pripremljenih rastvora
kompleksa lek:CD. Prema izvedenim studijama ra§ivosti sa vorikonazolom, 2-O-MBCD
derivat je bio efikasniji u kompleksaciji nego HPBCdok u sldaju aripiprazola kompleksacija
je rezultovala séinim poveanjem rastvorljivosti leka sa oba CD. Ovi zakfjusu potvideni
studijama sprovedenim u vidu faktorijalnog ekspertalnog dizajna. Kapacitet solubilizacije
aripiprazola zavisio je od pH i jonskog sastavavas pufera viSe nego od tipa ciklodekstrina,
a maksimalna solubilizacija je postignuta u citoatnpuferu pH 3.0. Analizom dobijenih kriva
rastvorljivosti zaklj@geno je da je najverovatnija stehiometrija vezivdalaHPBCD 1:3 sa obe
model supstance, i aripiprazolom i 2-O-MBCD, a $totte kompleksacije vorikonazola sa 2-
O-MBCD, nije mogao biti izveden zakljak. Sprovedene simulacije molekularnog vezivanja
lek:CD doprinele su razumevanju prirode kompleksadi kako ona moZe uticati na
rastvorljivost, brzinu rastvaranja i stabilnost dekJ slé&aju obe teSko rastvorljive model
supstance, suSenjem rasprSivanjem dobijeni su@rasé velikom brzinom rastvaranja (viSe od
80 % leka za 10 minuta). Tokom kondicioniranja ktekpa sa aripiprazolom potiena je
dobra hemijska stabilnost aripiprazola (svéistece manje od 0.05%). Meatim, u kompleksu
sa oba ispitivana derivata vorikonazol nije bio @mo zaStten od hemijske degradacije
(Necistaca 1: 0.24%, 0.16%; Nestota 2: 0.46%, 0.31% sa HPBCD, odnosno 2-O-MBCD,
respektivno). Stoga je za karakterizaciju i modalgg suSenja rasprSivanjem odabrana
formulacija sa aripiprazolom i HPBCE&ji se kompleks priprema u citratnom puferu pH 30,
zatim prevodi u praSak suSenjem raspr3ivanjem seekdracijom leka u pradku od 5%. Ispitana
je i primenljivost razvijenih modela na druge folamije sa ciklodekstrinima: aripiprazol-
HPBCD-PVP-citratni pufer, aripiprazol-2-O-MBCD-atni pufer, vorikonazol-HPBCD-voda.
Poratenjem dobijenih rezultata zakfjeno je da se u formulacijama sa HPBCD dobija raiati



dobro slaganje sa predeainjima modela. Sa 2-O-MBCD dobijen je neSto marijigs i vei
sadrzZaj vlage, jer se 2-O-MBCD derivat susi neste hego HPBCD.

Susenje rasprSivanjem pokazalo se kao tehnologgagna za dobijanje praskova ujedraog
sastava, i u staju teSko rastvorljivih supstanci pogodna za dalpdalako rastvorljivih
kompleksa sa ciklodekstrinima. U formulacijama s&lodekstrinima, kombinovanje
primenjenih metoda pomoglo je u unaierju razumevanja prirode kompleksacije lek:CD.
Primenom koncepta dizajniranja kvaliteta i prikdbametoda za karakterizaciju formulacije i
procesa, postignuto je unapemje razumevanja procesa susenja rasprSivanjertivaspin
formulacija. Zaklj@eno je da je za postizanje Sto boljeg proizvodnogopa a Sto manjeg
sadrZaja vlage u pradku, kao osnovnih parametaitdda procesa i proizvoda, potrebno da se
procesni parametri izbalansiraju kako bi se obeilth&tb efikasnije suSenje i separadigstica
(kapi optimalne vetiine, koncentracije i viskoziteta; dovoljino toplotmmergije naspram
kolicine tenosti koja se dovodi u sistem i koja treba da i3paiakljuceno je da svaka od
primenjenih metodologija u modelovanju suSenja m&Esanjem ima svoje prednosti i
nedostatke, i kada je potrebno izvrSiti karaktemijzai uspostaviti bolje razumevanje procesa
najbolje je kombinovati viSe metoda. Korigt®RSM, mogue je identifikovati efekte nezavisnih
promenljivih i njihove interakcije. Mautim, kod sistema kod kojih postoji éiebroj odgovora
kao Sto to mozZe biti skaj sa suSenjem rasprSivanjem, primena MLP mreAdtugz modelom
koji moZe da optimizuje odgovore istovremeno sgobolkorelacijom izméu predvidenih i
zabeleZenih rezultata. Demonstrirani¢ina kombinovanja RSM i MLP prikazali su nove
potencijale u karakterizaciji i modelovanju procesa

Klju¢ne rei: suSenje rasprSivanjem, eksperimentalni dizagtoaiologija povrSine odgovora,
veStake neuronske mrezZe, naratriptan hidrohlorid, vordaml, aripiprazol, ciklodekstrini.
Nawna oblast: Farmacija

UZa nadna oblast: Farmaceutska tehnologija

UDK broj:



Spray drying process characterisation and modellingn the solid
dosage forms development by application of qualitipy design concept

Abstract

Quality by design concept represents systematicroagh to pharmaceutical product
development which consists of assessment, improvenaeé formulation and process
understanding and optimization by combined use reVipus knowledge, risk analysis and
experimental work. Spray drying technology has tbits use in pharmaceutical industry thanks
to process simplicity and flexibility, as a singi®p process in which liquid is transferred into
powder with properties easily controlable by pracgariables manipulation. Understanding
how changes in process parameters can influencphysicochemical properties of resulting
product, is especially important in production aflié dosage forms where assurance of
predictions and control of performance are the ngaials. Main goal of this research is spray
drying understanding improvement through processatterization and modelling performed
by quality by design concept. The research conefstwo sections with following goals: spray
drying process development as technology suitaiiepfoviding homogeneous powders and
subsequently, dose uniformity of low-dose drug safses (model substance naratriptan
hydrochloride); and spray drying process develognmemproduction of powders with poorly
soluble drug substances (model substances voriotmand aripiprazole). The research is also
dealing with examination of potential use of two tabeyclodextrin derivatives: 2-
hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPBCD) and 2-O-imgdtbeta-cyclodextrin (2-O-MBCD) for
the purpose of solubility and dissolution improvernef selected model substances.

Within the development process, according to quaditget product profile for powder as a
intermediate product, critical product quality étites were identified, and then critical quality
attributes for input parameters (material propsrtfgocess parameters) were defined and their
functional relationships with critical product gitalattributes were determined. In first section
of research, effects of spray drying process patensidinlet air temperature, pump speed,
aspirator, feed concentration) on process and poaftracteristics (production yield, moisture
content and mean particle size) were examinedhénsecond section of research solubility
studies with poorly soluble substances and cyclooiesxwere conducted, as well as molecular
docking simulations, and characterisation of sphagd drug:CD powders was performed. For
selected formulation with aripiprazole and HPBCpray drying process characterisation and
modelling was performed. Effects of spray dryinggqass parameters (inlet air temperature,
pump speed, feed concentration) on process andegyostdhracteristics (production yield and
moisture content) were examined. Design of experimyeesponse surface methodology (RSM)
and artificial neural networks multilayer perceptroMLP) were used in process
characterisation and modelling.

Fractional factorial design {2) applied as a screening method enabled examinedngéers
significance assessment, based on which paramstgatr was excluded from further study.
Use of central composite design (CCD), RSM and Midped in spray drying process
characterisation and modelling for formulationshwill threee model drug substances, and
significant models were developed (p-value<0.08MRresults analysis resulted in definition
of functional relationships between input parangweteand monitored responses. In case of
naratriptan hydrochloride and aripiprazole formiolat observations were similar. Parameter



that had the greates influence on each investigegsdonse was pump speed. In case of
naratriptan hydrochloride second order polynome alasined only for moisture content, for
which interaction between inlet air temperature gl concentration was the only statistically
significant interaction. Result analysis for arigipole formulation did not show any statistically
significant interaction between the parameters, anly for yield second order polynomial
equation were obtained which described quadrafiecefof pump speed. With both model
substances, models developed by MLP which considersitored responses simultaneously,
had better predictability expressed as correlabietween predicted and experimental results,
because MLP has the ability to better model noalinmtricate systems in comparison to RSM.
For powder with naratriptan hydrochloride followingrrelation coefficients were obtained: for
yield Royp1=0.898, Rrewi=0.842; moisture content 2Rp;=0.642, Rgsw=0.550; mean
particle size Ryp1=0.779, HRrewi=0.712 and outlet air temperature?;R,=0.933,
R%swi=0.862. For powder with aripiprazole following réisuwere obtained: for yield
R%p1=0.854, Rgswi=0.846; moisture content *Rp;=0.886, Rrswi=0.871; outlet air
temperature & »1=0.893, Brgy:=0.899.

By investigation of new ways in combining RSM and.®/ for the purpose of lowering the
necessary humber of practically executed experispgrutential of MLP use for completion of
the data set defined by a experimental design sape$or RSM application, was recognized.
For powder with naratriptan hydrochloride followingrrelation coefficients were obtained: for
yield Rrsu=0.828; outlet air temperature 2Ru~=0.786. For powder with aripiprazole
following results were obtained: for yieIdZFBMza:O.SZS, Rrsw2=0.338; moisture content
R%rsm2=0.783, Rrsma=0.656; outlet air temperaturédlu»=0.856, Brsw2=0.737. Model with
better predictability was RSM2a, which was the Itestiusing MLP2a neural network with
better performance for CCD data completion. Nami@case of powder with aripiprazole, in
data completion two neural networks were used, Wwhiad the different predictability
performance (MLP2a and MLP2b models). Obtainedlt®swonfirmed the assumption that by
design of experiments (DOE) data of better quality be provided because they render models
which are better describing the system and resuthdre accurate predictions. However, it is
important that the MLP use is robust enough.

Also, potential of DOE based modelling was recogdifor decoding the black-box nature of
neural networks predictions (determination of digance and relationships between factors).
Predictions of MLP1 model (best)Rfor all the experiments within CCD, were procesby
RSM and models RSM3 were developed. For powdets netatriptan hydrochloride following
correlation coefficients were obtained: for yieI6=R.994; moisture content’®0.961; outlet air
temperature £0.916. For powder with aripiprazole following résuvere obtained: for yield
R?=0.931; moisture content*R0.920; outlet air temperature’#.941. This approach in
process modelling enabled determination of relatigrs between factors and responses which
are much more complicated than RSM1 models indicatdich could be the reason for better
predictability of MLP1 model. It has been concludedt by combined application of RSM and
MLP benefits of both methodologies are gained,dtoee process understanding improvement
was achieved.

By application of desirability approach numericakimization of process parameters for 25%
solutions was performed, with requirement for maxzing the yield while minimizing the
moisture content in powder. By using the RSM1 mediveloped separately for each drug
substance, optimal process parameters were ddfingabwder with naratriptan hydrochloride:
pump speed 10% and inlet air temperature 190°C, fanghowder with aripiprazole: pump



speed 10% and inlet air temperature 180°C. Expetisneere executed under these process
parameters and results obtained for yield, moistmetent and outlet air temperature were
similar to predicted values for both formulatiof@®nly in case of aripiprazole, there was a
slightly bigger difference in predicted and obsedryéeld, which was explained by a larger
value obtained foLack of fit

Spray dried powders characterisation of formulaianth all three model substances revealed a
certain similarities between the powders. Spragdproducts stored under mild ambient
conditions during prolonged time period (6-12 mapthwere all without the presence of
crystalline drug (absence of characteristic peaksD&C thermograms and FTIR spectra),
indicating relatively good physical stability ofrfoulations. As expected, on laboratory spray
drying device, powder with small particles, andwoinous powder of poor flowability were
obtained. However, on pilot and industrial scalgicks, due to larger drying chamber and the
ability for efficient drying of larger droplets anthrger particle production, significant
improvement in resulting powders can be expectedtide visualization was performed by
scanning electron microscopy. Photomicrographs shi@ving that particles are spherically
shaped, with surface from smooth to shriveled, presence of hollow particles was also
observed. In case of naratriptan hydrochloride Esvadose model drug substance it has been
shown that powder of good content uniformity carob&ined (RSD 0.23%).

In second section of research, before the selectidiormulation for process modelling was
made, examination of cyclodextrin effect on drulykiization was performed with both poorly
soluble drug substances, and drug:CD spray drieed@s were characterized. According to
solubility study with voriconazole, 2-O-MBCD wasuiod to be more efficient solubilizer than
HPBCD, while in case of aripiprazole complexatiesuited in similar solubility improvement
with both CD. These conclusions were confirmed agtdrial experimental design studies.
Aripiprazole solubilization capacity was more pHldanic composition dependent than it was
influenced by CD type, and maximal solubilizatioasnvachieved in citrate buffer pH 3.0. By
phase-solubility diagrams analysis, it was condudleat the most probable drug:HPBCD
stoichiometry was 1:3 for both model substanced, aipiprazole and 2-O-MBCD, while for
voriconazole and 2-O-MBCD conclusion could not awh. Performed molecular docking
simulations drug:CD helped in better understandimgnature of complexation and how it can
affect drug’s solubility, dissolution and stabilitin case of both model substances by spray
drying, powders with high dissolution rate wereanh¢d (more than 80% of drug after 10
minutes). During conditioning of complexes with piprazole good chemical stability was
confirmed (all impurities less than 0.05%). Howevercomplexes with voriconazole and both
CD, drug was not protected from degradation (Imguti0.24%, 0.16%; Impurity 2: 0.46%,
0.31% with HPBCD and 2-O-MBCD, respectively). Fprag/ drying process characterisation
and modelling, formulation with aripiprazole and B{FD was therefore selected, with
preparation in citrate buffer pH 3.0, and then sofutransfering by spray drying into powder
with drug concentration 5%. Applicability of redolj models was also examined for different
CD formulations: aripiprazole-HPBCD-PVP-citrate fauf aripiprazole-2-O-MBCD-citrate
buffer, voriconazole-HPBCD-water. By comparisorpcédicted and experimental results it was
concluded that with HPBCD formulations relativelgaogl correlation with model predictions
existed. With 2-O-MBCD lower yield and higher maiist content was obtained because drying
of 2-O-MBCD was more difficult.

Spray drying proved to be technology suitable fdtaming the powders of uniform
composition, and in case of poorly soluble substansuitable for producing freely soluble



complexes with cyclodextrins. In formulation withyctodextrins, combining the applied
methods helped in understanding drug:CD complexatiod how it can influence drug’s
solubility, dissolution and stability. By applicati of quality by design concept together with
presented methods for process and formulation cteisation, improvement in product and
process understanding was achieved for spray drgihgexamined formulations. It was
concluded that in order to achieve the highestiplesyield and the lowest possible moisture
content in powders, process parameters need talbeded in order to provide the efficient
drying and separation of particles (droplets ofimopt size, concentration and viscosity;
sufficient heat supply against the amount of ligindt is pumped into system and that needs to
be evaporated). It was concluded that each of eghpliethodologies in spray drying modelling
has its own pros and cons, and when charactemsatid better process understanding needs to
be achieved, it is best to combine them. By usilBMRit is possible to identify effects of
process independent variables and their interaxtidowever, in systems where larger number
of responses exists as it can occur in spray drgingess, application of MLP results in model
that can optimize the responses simultaneouslyesut in better correlation between predicted
and experimental results. Demonstrated ways of gund RSM and MLP showed the new
potentials for process characterisation and madglli

Keywords: spray drying, design of experiments, oesge surface methodology, artificial neural
networks, naratriptan hydrochloride, voriconazal#piprazole, cyclodextrins.
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1. UVOD | TEORETSKE OSNOVE ISTRAZIVANJA U
FARMACEUTSKOM RAZVOJU

1.1. Koncept dizajniranja kvaliteta u farmaceutskomrazvoju

U poreienju sa konvencionalnim pristupom razvoju farmasiead proizvoda, noviji
pristup razvoju primenom koncepta dizajniranja kvaliteta (quality by desigr{engl.)
pristup, QbD), razmatran u smernicama FDA i ICH(R8), Q9 i Q10, ima tu prednost
da olakSava kontinuirano poboljSanje i deaje inovacija tokom celokupnog zivotnog
ciklusa proizvoda. U pitanju je sistematski pristapgvoju proizvoda koji podrazumeva
procenu, unaptiEnje razumevanja i optimizaciju formulacije i pnozinog procesa
kombinovanom primenom prethodnog znanja, analzkaii izvaienja eksperimenata.
Tokom farmaceutskog razvoja, u skladu sa ciljannafilom proizvoda definisanim u
smislu kvaliteta, identifikuju se krini atributi kvaliteta proizvoda, zatim se definiSu
kriticni atributi kvaliteta ulaznih parametara (osobinatenijala, procesni parametri) i
odreiuju se njihove funkcionalne veze sa Knim atributima kvaliteta proizvoda.
Ovakav pristup razvoju moze da unapredi postizaajgnog kvaliteta proizvoda, tako
Sto obezbéuje postavljanje odgovaraje strategije kontrole (definisanje prostora za
dizajn design spaceengl.) i obezbdivanje izvaienja proizvodnje unutar njegovih
granica). Alatke koje omog@avaju implementaciju koncepta dizajniranja kvaditgisu
eksperimentalni dizajn, analiza rizika i procesmaliéicka tehnologija (englProcess
Analytical TechnologyRAT) (FDA guidance, 2004; ICH Q8(R2), 2009; ICH Q905;
ICH Q10, 2007; Woodcock, 2004).

Cilini profil kvaliteta (CPK) proizvodaopisuje se karakteristikama koje duti na
performanse, klidku bezbednost i efikasnost proizvoda kao Sto su ppirhene,
dozirani oblik, doza, atributi koji uti na farmakokinetke karakteristike, stabilnost
itd.

Kriti ¢éni atributi kvaliteta (KAK) proizvoda se na osnovu CPK identifikuju tako da se
karakteristike proizvoda koje dti na performanse proizvoda mogu pratiti, analizirat
kontrolisati. Zacvrste oralne dozirane oblike to su @ aspekti koji utiu nacistocu



proizvoda, j&inu, oslobdanje leka i stabilnost. Lista potencijalnin KAK neoke
modifikovati kada su odabrani formulacija i proizh proces, i kako znanje o
proizvodu i razumevanje procesa rastu.

Kriti ¢éni atributi ulaznih parametara (atributi materijala, procesni parametri) definisSu
se u skladu sa potencijalom za uticaj na KAK proda;, koji se procenjuje primenom
analize rizika ohkino rano u procesu razvoja i moze se ponavijati kake vise
informacija postaje dostupno i kako se znanje pava. Najpre se procenjuju KAK
lekovite supstance, zatim se vrSi odabir ekscipgan proizvodne tehnologije i procena
kriticnosti njihovih atributa i parametara na kvalitediproda. Identifikacija kritinih
atributa ulaznih parametara i njihovih pozeljnihsega na osnovu ustanovljenih
funkcionalnih veza sa KAK proizvoda omdgwva definisanje prostora za dizajn.
Prostor za dizajn se sastoji od multidimenzionalne kombinacije emakcija ulaznih
promenljivih (atributi materijala, procesni paramjeti operacije u okviru tog prostora
treba da obezbede proizvod zeljenog kvaliteta.

Analiza rizika se bazira na prethodnom znanju i inicijalnim ekspentalnim
podacima i lista sa potencijalnim parametrima n&epau moze biti opSirna, ali se
vremenom modifikuje kroz dalje izdenje eksperimenata i analizu rezultata koja
omoguiava definisanje ziajnosti pojedinih promenljivih i potencijalnih imekcija
(kombinacija eksperimentalnog dizajna, matetk#ti modela i drugih studija koje
obezbéuju mehanistiko razumevanje).

Metode analize rizika koje se tage koriste u péetnim fazama razvoja proizvoda su
PHA analiza (engl.Preliminary Hazard Assesment PHA, preliminarna analiza
opasnosti) i FMEA analiza (engFailure Mode Effects Analysis FMEA, analiza
modaliteta ispada i efekata) (ICHQ9, 2005; Raus&085; Sakura tablet case study
2008;RMWG-07 case studg008).

PHA analiza se sastoji od identifikacije moguosti deSavanja riegnog dogdaja,
kvalitativne evaluacije ozbiljnosti uticaja i rdlatog rangiranja opasnosti
kombinovanjem teZine (ozbiljnosti) i verovateodogdaja, i identifikacije mogéih
korisnih mera. Definicije tezine (ozbiljnosti) i nwatn@e rizika su prikazani u
Tabelama 1.1-11 1.1-2. MoZe se Koristiti pri piti@aciji opasnosti, u dizajnu proizvoda
ili procesa. Najeke se koristi rano u razvoju projekta kada post@lannformacija o



detaljima dizajna ili operacijama, tako ¢ksto prethodi studijama gde se identifikovane

opasnosti procenjuju dalje drugim metodama.

Tabela 1.1-1. Definicija tezine rizika

TeZina Ocena Definicija
Manja 1 Nema uticaja na karakteristike kvalite
Veca 2 Odstupanje od specifikacije

na osnovu stepena uticaja rizika
Kriti ¢na 3 Zaustavljanje proizvodne linije

na osnovu stepena uticaja rizika
Katastrofalna 4 Povl&enje proizvoda

na osnovu stepena uticaja rizika

Tabela 1.1-2. Definicija verovatte rizika

Verovatn@a Ocena Definicija

Veoma neverovatno 1 Oko 1 u 100 godina ili manje

Daleko 2 Oko 1 u 10 godina

Povremeno 3 Oko 1 godisnje

Verovatno 4 Oko 1 mes&o

Cesto 5 Ne manje od 1 me&po uzimajwi u obzir

proizvodnju od oko 100 serija godisnje

Rizik se ocenjuje prema tezini posledica i verowétiavljanja i klasifikuje kao visoko
rizican (H), srednje-rizian (M) i nisko-riz€an (L) (Tabela 1.1-3).

Tabela 1.1-3. Matrica rizika

Verovatn@a/ 1 2 3 4 5

Tezina

Katastrofalna:4 M fH 'H H H
Kriti¢cna: 3 L M M H H
Veca: 2 L L M MIH
Manja: 1 L L L MM




FMEA analiza obezbduje evaluaciju potencijalnih modaliteta ispada ocesima i
verovatnog efekta na ishod i/ili performanse proda. Kada se modaliteti ispada
utvrde, smanjenje rizika se moZze koristiti da etihe, ograrii, smaniji ili kontroliSe
mogute ispade. FMEA metoéio deli analizu sloZenih procesa na korake kojnsgu
kontrolisati i m@na je alatka za sumiranje vaznih modaliteta ispddi&tora koji
uzrokuju ove ispade, i verovatne efekte ispada.ikiose za prioritizaciju rizika i
pracenje efektivnosti aktivnosti kontrole rizika. Moge primeniti u analizi proizvodnih
operacija i njihovog efekta na proizvod i procedentifikuje elemente/operacije u
sistemu koje gaine ranjivim. Rezultati analize mogu se koristi kasmova za dizajn ili
dalju analizu ili iskorienje resursa. Rizik se procenjuje na osnovu ttekjuma:

teZine, verovatnie javljanja i detektabilnosti (vremena detekcijEdl§ele 1.1-4-6).

Tabela 1.1-4. Kategorija teZine

Kategorija teZine Ocena  Napomena

Odstupanje 1 U shaju koji zn&ajno utte na kvalitet,
rangiranje iznosi 3 ili 4

ProSao ponovni test 2 e

Pod-serija ili odb&na serija 3 e

Zaustaviti tok proizvodnje 4 W na stabilno snabdevanje lekom

Povilaenje 5 e

Tabela 1.1-5. Kategorija verovatie

Kategorija verovatnie Ocena Napomena

< 10000 1 Ne viSe od jednom na 10000 serija

1/1000 2 Ne viSe od jednom na 1000 serija i nejenad
jednom na 10000 serija

1/100 3 Ne viSe od jednom na 100 serija i ne man|
jednom na 1000 serija

1/10 4 Ne viSe od jednom na 10 serija i ne maxije
jednom na 100 serija

>1/10 5 Ne manje od jednom na 10 serija

Tabela 1.1-6. Kategorija detektabilnosti

Kategorija detektabilnosti Ocena  Napomena
Pre svake pojeditae operacije T
Tokom pojedingne operacije 2 ——
Tokom serije pojedin@ih operacija 3 =~ -
Testiranje finalnog proizvoda S —
Utvrdeno od strane korisnika S




Broj prioritetnog rizika je vrednost koja se dobijanozenjem tezine, verovatie i
vremena detekcije: kada je taj broj < 20 postgakirizik; kada je> 20 i < 40 postoji
srednji rizik; kada je vrednost 40 postoji visok rizik. U skéaju visokog ili srednjeg
rizika cilj je uspostaviti kontrolu do nivoa niskogzika, primenom odgovaraje
kontrolne strategije koja proizilazi iz dizajna ¢teltog proizvoda. Smanjivanje rizika po
kvalitet proizvoda zasniva se na razumevanju izwaadjabilnosti i uspostavljanju
odgovarajde kontrolne strategije u sklopu koje se vrSi kolatratributa materijala,
procesnih parametara, in-procesno testiranje giirenje u realnom vremenu tokom

proizvodnje, definiSe specifikacija proizvoda i sl.

1.2. SuSenje rasprsivanjem

Tehnologija suSenja rasprSivanjem u farmaceutskayistriji zastupljena je skoro 50
godina, mdutim potreba za radom na novim razvojnim programimagprestaje jer je
potrebno odrazavati korak sa novim zahtevima zditkvaefikasnost i bezbednost
farmaceutskih proizvoda, im&uu vidu odgovornosti prema bezbednosti i zastiti
Zivotne sredine, kao i ekonomske elemente. O tootikdje ova tehnologija aktuelna
svedd@i i cinjenica da se koristi u pogonu oko 20,000 indjs#ith postrojenja Sirom
sveta, i verovatno postoji dvostruko vise lokad@stupnih za testiranje proizvoda na
laboratorijskoj i pilot opremi. U fokusu razvojabezbédenja napretka ove tehnologije
trenutno su sledeizazovi: usaglaSenost sa zahtevima trziSta zeifdgeecije praskova,
smanjenje formiranja nezeljenih naslaga proizvodaopremi, smanjenje troSkova
proizvodnje po jedinici tezine osuSenog proizvodsaglasenost sa sve strozim
zahtevima za bezbednost i zaStitu zivotne sreddosebno se izdvaja vaznost bliske
saradnje prakino usmerenih akademskih istrazivanja i industrige polju poboljSanja
razumevanja osnova suSenja rasprSivanjem i raztasjacomputer-friendly(engl.)
matemaitikin modela koji¢e bolje predstavljati proces i omaigfu uspesSno ostvarenje
projekata (Masters, 2004). U farmaceutskoj indjidtoja je dugo bila usmerena na
Sarzni tip proizvodnje, u poslednje vreme p@ax& se interes za susSenje rasprsivanjem
kao kontinuiranim procesom koji odgovara zahtevidi@ktiva koje su izdvojene u
okviru PAT Inicijative (FDA guidance, 2004).



Tehnologija suSenja rasprSivanjem je naSla primenufarmaceutskoj industriji
zahvaljujuii jednostavnosti i fleksibilnosti procesa. U pitarjg jednostepeni proces
kojim se té€nost pretvara u praSalije se brojne osobine mogu kontrolisati (oblik i
veli¢ina ¢estica, poroznost, nasipna gustina, photst, sadrzaj vlage, stabilnost, oblik
¢vrstog stanja itd.), izborom odgovaréu opreme | manipulacijom procesnih
promenljivih, tako da se smanji broj procesnih kerado finalnog proizvoda. U
poreienju sa drugim konvencionalnim procesima granwdadjvaj proces se smatra
relativno robusnim i jednostavnim zscale-up(engl.). SuSenje rasprSivanjem nudi
nekoliko prednosti i kada treba promeniti osobinestog stanja lekovitih supstanci, jer
je mogute poveati rastvorljivost i brzinu rastvaranja tesko rastywih materijala, kao

I ostvariti zn&ajno poboljSanje stabilnosti amorfnog oblika. Sgorsxst brzog dobijanja
pojedin&nih ¢estica obezhkije uslove za inZenjeringestica pogodan za proizvodnju
praskova za inhalacionu primenu, mikrokapstéstica sa kontrolisanim oslatanjem,
nana@estica, liposoma (Snyder i Lechuga-Ballesteros82Q@lik i Wendel, 2005).
Razumevanje kako promene procesnih parametara mbgati na fiztkohemijske
osobine dobijenog proizvoda posebno je vazno wzpooinji ¢vrstin doziranih oblika

koja ima za cilj obezlienje predwianja i kontrole performansi.

1.2.1. Teorija procesa susenja rasprsivanjem

Proces susSenja rasprSivanjem je konceptualno jemrans ténost (rastvor, suspenzija,
emulzija) se pumpa kroz rasprdlyaformiraju se kapi t@nosti sa ¢vrstim
komponentama i izlaZzu se pogodnoj struji gasa lpmgpomaze isparavanje putem
brzog masenog transferame@g noséa u gas. Kada se dovoljna kafia t&ne mase
transformiSe u paru, preostalirsti materijal u kapi formira pojedigau cesticu koja se
zatim odvaja iz struje gasa. Vreme postojanja kdpkzina formiranjacestice traje od
nekoliko milisekundi do nekoliko minuta. Vreme pino za formiranjecestice
kontrolisano je inicijalnom vealinom kapi i brzinom isparavanja. Isparavanje je
kontrolisano transferom toplote u kapi, transfenorase pare van kapi u struju gasa i
specifinim sastojcima formulacije (Snyder i Lechuga-Bd#ess, 2008).

Brzina formiranjacestice je klj@ni parametar koji je odden veltinom komore za

suSenje te stoga i dimenzijama opreme potrebneazavpdnjucestica zeljene valine,
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pri zeljenoj brzini proizvodnje. SuSenjem rasprijean ob&éno se dobijajucestice
protainosti pogodne za prikupljanje pod uticajem silazaedusne struje. Ovaj koncept
je implementiran u sklopu opreme r&ik velicine od laboratorijskih udaja do
viSespratnih komercijalnih kula za suSenje. Brzinaizvodnje za tigini laboratorijski
uredaj za susenje rasprsivanjem je redacuadi nekoliko grama na sat, dok komercijalni
uredaji proizvode nekoliko tona godisnje (Snyder i Lega-Ballesteros, 2008).
Bez obzira na tip utaja, cetiri fundamentalna podprocesa moraju se dogoddiiju
uspesnog susenja rasprsivanjem (Slika 1.2-1) ($nydechuga-Ballesteros, 2008):

e priprema medijuma za rasprsSivanje;

e rasprSivanje medijuma,

* suSenje kapi ili formiranjéestica;

e odvajanjecestica od vazdusne struje.

Rezervoar

Rasprgivac v %  Cestica A 'zlazni gas
¢- By \Eap tecnost g, ¢ k

AT PrasSak

Priprema te€nog Raspréivanje Suenje kapi ili Odvajanje ¢estica
meduy_ma Za  medijuma formiranje ¢estica od vazdu$ne struje
rasprsivanje

Slika 1.2-1. Sematski prikaz procesa susenja rasmjgm (Augsburger i Hoag, 2008).

1.2.1.1. Priprema medijuma za rasprSivanje

Medijumi razliitih reoloSkih osobina se mogu susiti rasprSivanjeastvori, suspenzije,
emulzije niskog viskoziteta itiak i vrlo viskozne suspenzije. Dizajn medijuma &siu
skladu sa odienim ciljnim karakteristikama proizvoda, stabiltos rastvorljivogu
sastojaka formulacije, povrSinskim naponom, vistanim. Najjednostavnija priprema
SarZze podrazumevala bi pripremu vodenog rastvaiegiviskoziteta rastvaranjem svih
sastojaka meSanjem u sudu i pumpanje dajrea susenje rasprSivanjem. Vehikulum je
obicno vodeni, ali koriste se i organski rastvanaz odreiene mere opreza i dodatke
ureiaju. Priprema treba da osigura da dobijeni medijaen rasprSivanje bude

odgovarajdih reoloskih karakteristika zbog rasprSivanja, kakb bila formirana



odgovarajda velcina kapi i odgovarajte osobine praska. Za bilo koju formulaciju,
sistem koji se dovodi u uitaj za suSenje rasprSivanjem, tj. konzistencijesist koji se
procesira tokom oddenog vremena vrlo je vazna kako bi se kvalitet zuada

odrzavao konstantnim kroz celu Sarzu. (Snyder huge-Ballesteros, 2008).

1.2.1.2. RasprSivanje medijuma (atomizacija)

Medijum za rasprSivanje se dovodi do rasp&veengl.atomization nozzlegtomizer)
gde se prevodi u kapi. Glavni parametar performdizsijna rasprsiva je rezultujda
distribucija velEine kapi, jer srednja vrednost i Sirina distribav krive utéu na
veli¢inu cestica finalnog proizvoda kao i na prinos u procedsiealno bi bilo da
distribucija velEine kapi bude Sto uza, kako bi bilo obed®o ujedn&eno susenje i
kako bi bili izbegnuti gubici na zidu suda daga zbog nepotpunog susenja krupnijih
kapi (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).

Proizvaiati opreme za suSenje rasprSivanjem za farmaceutskemnpu nude viSe tipova
rasprSivéa, a naje&i su mlazni rasprsivasa dva fluida i rotacioni rasprsizaMlazni
rasprSivai koriste struju gasa velike brzine (vazduha Wwau vodenih sistema ili
inertnog gasa azota u 8fju rada sa organskim rastvdma), kojim se ténost
rasprSuje u kapi kao Sto je ilustrovano na Sligi2A..

“— I CON>IL

Slika 1.2-2. Mlazni rasprSi¥asa dva fluida (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008)

Atomizer rasprsuje t@ost u vidu pojedinaih kapi i ovo prvobitno razdvajanje delova
tecnosti u kapi prvi je faktor koji oddeije velcinu osuSeniktestica. Smatra se da je
veli¢ina ¢estica finalnog proizvoda prvenstveno zavisna acljane veliine kapi, a u

manjoj meri od koncentracije rastvora i odnosaigagstastvora testica. Metoda kojom



se vrSi ekstrakcij@estica iz struje procesnog vazduha tekanenja krajnju vetinu
¢estica. Ako je proizvod dobijen suSenjem raspr§ermansamo méuproizvod koji se
dalje procesira kompaktiranjem, granulacijom ibl&iranjem, stroga kontrola veéiine
kapi ne mora biti glavha promenljiva procesne kaletr(Snyder and Lechuga-
Ballesteros, 2008).

1.2.1.3. SuSenje kapi ili formirangestica

Proces formiranj@&estica uklj@uje prevaenje rasprsenih kapi ¢vrste ¢estice koje je
viSestepeno i traje dok je kap izlozena gasovitoedijumu za suSenje. N@&a je
konfiguracija urdaja u kojoj se sprej i gas za suSenjelrkroz ureaj u istom smeru,
kada postoji tzv. ko-kurentni protokd-current engl.) (Celik i Wendel, 2005).
Formiranjecestica se moze podeliti u tri faze (Slika 1.2-3):

* inicijalna faza porasta brzine suSenja koja sewdesaposredno nakon kontakta

kapi sa gasom za suSenje;

» faza u kojoj je brzina suSenja najad konstantna;

« finalna faza u kojoj brzina suSenja opada.
Brzina suSenja se menja tokom vremena i zavisi blika kapi, sastava, fizke
strukture, koncentracijévrstin materija, temperature i vlaznosti vazduha &kruzuje
kap (Celik i Wendel, 2005).

F 3

Brzina susenja

-
Pogetni - Period : Period s

P4~ LKonstantne =P=—— opadanja =——p

period ! brzine ! brzine
Vreme

Slika 1.2-3. Kriva brzine suSenja (Snyder i LechBgdlesteros, 2008).

Najpre se temperatura kapi menja u skladu sa teatygem u okolini rasprsiva. Kod
rasprSivéa sa dva fluida koji koristi vazduh za rasprSivamjeog jakog pritiska pod

kojim je gas koji vrSi atomizaciju taosti, dolazi do pada lokalne temperature kapi.



Temperatura kapi zatim postepeno raste, kako ggSexse kapi meSaju sa gasom za
susenje.

Druga faza deSava se kada je u kapi postignutibkjaim isparavanja rastvata u
okolnu struju gasa. Tokom perioda suSenja konstamtorzinom, brzina isparavania

biti pokretana toplotnim transferom na kap, kojirmala izbalansira energiju koja se
uklanja usled efekta hdanja tokom isparavanja. Dok traje period konstarirene
isparavanja, kap teosti dostize temperaturu koja je Zagno ispod lokalne temperature
gasa kojim se vrsi suSenje. Na primer, kamasti dostiZze temperaturu samo 40°C kada
je unutrasnjost komore za suSenje ispunjengiwvrwazduhom koji ima temperaturu
80°C i relativnu vlaznost 10 % (Snyder i Lechugdl&deros, 2008).

Tre¢a faza formiranj&estica deSava se poSto deo rastiaaresda ispari, i kad&vrsti
sadrzaj u kapi wte na brzinu isparavanja u gasoviti medijum. &bi ovo redukuje
maseni transfer preostalog rastvarazbog toga se ova faZasto zove period opadanja
brzine suSenja. U ovoj vremenskajka posto koncentracija rastvorka dostize vrednost
koja odgovara njegovoj rastvorljivosti, povrSingokaccinje da @vrscava i da formira
ljusku. Ovo stvara maseni transfer kontrolisan tagirtjom fuzijum u kapi, kojim se
usporava bekstvo rastvéeaiz unutrasnjeg jezgra na povrsinu pre isparavamgasoviti
medijum (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).

Za medijum za rasprsSivanje tipa rastvatestina morfologija se formira u ovoj ttej
fazi suSenja. Kinetika formiranjatestice, kontrolisana brzinom isparavanja u
kombinaciji sa porastom viskoziteta kapi, stvareesne stresne uslove koji ditina
formiranje povrsingtime se kontroliSe morfologijaestica.Cestice dobijene pri V@
brzini suSenja imaju povrsinu sa otvorima, dok rbzzaina susenja dovodi do stvaranja
sfernijih ¢estica sa manje naboranom povrSinom. Detaljniji anedgmi nastanka
kompletnih¢estica od kapi, vrlo su kompleksni i zavise od kai broja mdusobno
isprepletenih faktora, kao Sto su procesni paranndtei cko-hemijske karakteristike
formulacije (Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).

Tokom procesa se deSavaju promene u energiji legeltuju poreméjem kristalne
reSetke, formiranjem polimorfnih i/ili pseudopolinimh oblika, eliminisanjem
kristalnosti ili u sldaju viSekomponentnih sistema formiranjem kompleRéavedene
promene mogu zkajno uticati na biofarmaceutske osobine i stabtldoziranih oblika
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I mogu se kvalitativno i kvantitativho evaluiratimenom termalnih analitkih metoda
(Corrigan, 1995).

1.2.1.4. Odvajanjéestica od vazdusne struje

Na zavrSetku faze formiranj&estica, u urdaju za suSenje rasprSivanjem stvara se
dispergovani aerosol u kome je visoka koncentrasijatih ¢estica koje treba odvoijiti

iz struje procesnog vazduha. Kod farmaceutskognguidasprsivanjem, postoje dve
razlicite metode prikupljanja proizvoda i to su sepaeaciklonom i filtracija poméu
vrecastih filtera. Ciklonski separatori imaju prednost prikupljanju ¢estica u
farmaceutskim procesima susenja rasprSivanjemyduglici mehantku jednostavnost
bez pokretnih delova, visoku efikasnost i pogodméneneciSéenja u mestu (engl.
cleaning in place CIP). Nedostaci uklguju velicinu opreme i efikasnost prikupljanja
zavisnu od vetiine ¢estica koje treba imati u vidu tokom transfera peaciscale-upa.
Ciklon, ili inerciona separaciona metoda zasnivaaeazlici u gustinama izrie faza.
Ovaj koncept je pogodan za gustestice jer dolazi do usporavanja brzine kretanja
ovakvih ¢estica u odnosu na vazduh kao medijum niske gustipelju rotirajuieg
vrtloga. Efikasnost separacije ciklonom zavisnaog dizajna ciklona, procesnih
parametara¢estne raspodele ulaznog materijala i mekiki osobinacvrstih ¢estica

(Snyder i Lechuga-Ballesteros, 2008).

1.2.2. Aspekti primene suSenja rasprSivanjem ogabkeaistrazivanje

Primenom suSenja rasprsivanjem mogu se kontrolsapne osobine praska kao Sto su
oblik, velicina ¢estica, nasipna gustina, poroznost, sadrzaj vipg®ocnost, ¢vrsto
stanje, stabilnost, disperzibilnost, frijabilno§usenje rasprSivanjem ima veliki broj
ulaznih parametara kojima se moze uticati na ispomtesa i definisati prostor za
dizajn, i neophodno je sprovesti sister@ati pristup izdavanja kao Sto je QbD pristup
kako bi se prepoznali faktori najziagniji za odréeni cilj primene (Snyder i Lechuga-
Ballesteros, 2008; Gonnissen i autori, 2008; Nekkiaautori, 2009; Billon i autori,
2000; Vaithiyalingam i Khan, 2002; Tagne i aut@006; Tajber i autori, 2009).
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Obezbéenje ujedn&nosti doziranja u smeSama praskova za tabletjrggeekad
moze biti problematho zbog raslojavanjaestica razliitih veli¢ina ili razlicite
adhezivnosti na unutrasnje zidove ni@SaDovoljna ujedn&genost smeSe se ponekad
teSko moZze posii posebno kod smeSa koje sadrze male doze lekougenie
rasprSivanjem multikomponentnih rastvora mogla i hlternativna i pogodnija
metoda za dobijanje kompozitnih praskova sa niskboraom leka, obezldejuci
konstantan sastav svakestice (Corrigan i autori, 2006). Naratriptan hidosid je
odabran kao model supstanca koja je prisut@arstim doziranim oblicima u malim
dozama.

Poznato je da je broj novih lekovitih supstancieksu tesSko rastvorljive u vodi u
porastu, tako da je istrazivanje ¢im@ poboljSanja njihove rastvorljivosti i
bioraspolozivosti vrlo aktuelna tema. Jedna odtesgiga u poboljSanju rastvorljivosti
lekova je kompleksiranje sa ciklodekstrinima, sgirka je mogde na relativho
jednostavan n@n pripremiti vodeni rastvor kompleksa lek:ciklodggtn i prevesti ga u
¢vrsto stanje suSenjem rasprSivanjem (Nekkanti orauR009, Brewster i Loftsson,
2007; Challa i autori, 2005; Szejtli, 2004). Vonikazol i aripiprazol su odabrani kao
model supstance koje su tesko rastvorljive.

Bez obzira na cilj primene, procesni parametridrela obezbede postizanje najboljeg
procesnog prinosa kao jednog od glavnih pokazakeipiteta procesa. Miel brojnim
osobinama proizvoda dobijenog suSenjem rasprSirargadrZaj vlage i velina ¢estica
se izdvajaju kao n&g&e praeni zbog njihovog uticaja na procesibilnost, perfanse i
stabilnost proizvoda (Adamiec i Modrezejewska, 20C5egini i Ghobadian, 2005;
Goula i Adamopoulos, 2004; Goula i Adamopoulos,@@Boula i autori, 2004).

1.3. Ciklodekstrini u farmaceutskoj industriji

Komercijalna upotreba ciklodekstrina (CD) u farmaskoj industriji ustanovljena je
prisustvom brojnih lekova sa ovim ekscipijensimatriaStu. Njihova primena pruza
nove mogdnosti za poboljSanje kvaliteta lekova (nezZeljengstaa, terapijska

aktivnost, rastvorljivost), jer proces kompleksacigkova i ciklodekstrina moze da
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doprinese poboljSanju fidkohemijskih svojstava farmaceutskih supstanci (Bzej
2004; Challa i autori, 2005; Brewster i Loftsso02; Mosher i Thompson, 2007).
Ciklodekstrini su cikkni oligosaharidi koji se sastoje od 6, 7, ili 8 kypiranoznih
jedinica i nazivaju se-, B-, i y-CD. Svaka jedinica ima dva sekundarna alkohol€+2a

I C-3 i primarni alkohol na C-6 poziciji, tako dabgioji 18-24 mesta za hemijsku
modifikaciju i derivatizaciju (Slika 1.3-1) (MosheiThompson, 2007).
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Slika 1.3-1. Hemijska strukturg-CD. Strelice pokazuju 2-, 3- i 6-hidroksilne grupe
glukopiranozne jedinice (Mosher i Thompson, 2007).

Trodimenzionalna struktura ciklodekstrina moze kestiovati kao Supljina koja je

hidrofobna u odnosu na vodenu sredinu (Slika 1.3-2)

Hidrofilna

/' spoljasnjost

H(
E——

"H-OH
CH Hidrofobni o\ Lek:CD
lek ompleky

Hidrofobna_/ CH,OH

Supljina

Slika 1.3-2. Kompleksacija leka unutar hidrofobnplgne CD (Mosher i Thompson, 2007).

Ciklodekstrini su primer supstanci koje grade izikiune komplekse koji nastaju tako
Sto se molekul gost deligmo ili potpuno uklapa u molekul ciklodekstrina bez
kovalentnog povezivanja. Ukkivanje hidrofobnih lekova unutar Supljine CD moze
poboljSati rastvorljivost i stabilnost leka u vodbrzinu rastvaranja kompleksa lek:CD,
I potencijalno bioraspolozivost (Challa i autoriQ(®b; Brewster i Loftsson, 2007,
Mosher i Thompson, 2007). Qo su pozeljne slede karakteristike lekovite
supstance kako bi bila pogodna za kompleksacijaildadekstrinom: skelet molekula

sa ne viSe od pet atoma (C, P, S, N), temperatapienja susptance ispod 250°C,
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rastvorljivost u vodi manje od 10 mg/ml, molekulsk&ruktura sa manje od pet
kondenzovanih prstenova, molekulska masa dzmi®0 i 400 (Vyas i autori, 2008).
Prilikom rada na formulaciji sa CD potrebno je miovarajdi natin proceniti njihovu
sposobnost kompleksacije sa atineim lekom. Jedna od kage kori&enih metoda je
tehnika fazne rastvorljivosti (engbhase-solubility. Tehnika podrazumeva dodavanje
jednake koltine supstance koja treba da se kompleksira {kali v&a od
rastvorljivosti) u nekoliko sudova, jednake Kaotie rastvaréa i sukcesivno rastih
kolicina kompleksirajiéeg agensa, koji se zatim zatvoreni meSaju daire vreme i na
odraienoj temperaturi. U fazi rastvora se zatim ddye kolicina rastvorene supstance.
Fazni dijagram se konstruiSe u vidu zavisnosti mm@akoncentracije rastvorene
supstance (y-osa) od molarne koncentracije dodabogpleksirajéeg agensa (x-o0sa).
Generalno postoje dva tipa faznih dijagrama: tipgde se formiraju rastvorljivi
kompleksi, i tip B gde se formiraju kompleksi saragéenom rastvorljivo&u (Slika
1.3-3). Kod tipa A dijagrama, rastvorljivost supsta raste sa porastom katie
kompleksirajdeg agensa i u zavisnosti od tipa kompleksa kojiosmira dijagram
moze biti linearan (f#), pozitivno (A) ili negativho zakrivljen (4) (Brewster i
Loftsson, 2007; Mosher i Thompson, 2007).

[Lek]
u rastvoru

So B,

[Ciklodekstrin]

Slika 1.3-3. Moguii tipovi dijagrama fazne rastvorljivosti (Moshefihompson, 2007).

A\ tip dijagrama se tundakao posledica toga da u svakom komplek&estvuje jedan
molekul kompleksiraj¢eg agensa, A kada je to viSe molekula, anAmoze biti
posledica samoasocijacije, ili promene prirodeviarsta pri visokim koncentracijama
kompleksirajéeg agensa. U siaju postojanja kompleksa viSeg reda tdemge
rezultata dobijenih primenom ne saiploase-solubilitytehnike, nego i drugih razltih

metoda u karakterizaciji kompleksa moze biti ve@ho@eno (Loftsson i autori, 2005).
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Razlog tome moze biti i to Sto se razmatra samoetkaji pretpostavlja da se izihe
leka i CD deSava samo interakcija u vidu formirajakovalentnih inkluzionih
kompleksa, a ne uzimaju se u obzir méguneiusobne interakcije ovih kompleksa,
neinkluzione interakcije, interakcije &he onima kod povrSinski aktivnih supstanci i
molekularna agregacija, koji take doprinose korisnim efektima ciklodekstrina (Slika
1.3-4) (Loftsson i autori, 2002; Loftsson i aut@@Q04; Messner i autori 2010; Mosher i
Thompson, 2007).

=

@& %E%%QG x ge

U i
{J S (e al a( ] %
& s o pa ¥
@ J & @ °© §® S
I\ J QS%
° oy @y e
J 3
< slobodan molekul leka
<  Lek u neinkluzionom kompleksu
\ Lek u inkluzionom kompleksu
< Prazan molekul ciklodekstrina
5 Lek/CD inkluzioni kompleks

Slika. 1.3-4. llustracija nekonvencionalnih komalciklodekstrina

Faktori koji utcu na kompleksaciju pored tipa CD i dimenzija Sugjjesu sterni efekti,
stanje jonizacije odnosno naelektrisanje CD i Igkiai autori, 1998). Ciklodekstrini
formiraju komplekse sa supstancamig je velcina kompatibilna sa dimenzijama
Supljine. Kada je lekovita supstanca&ed Supljine, kompleksi se mogu graditi tako da
samo odréene grupe ili béni lanci ulaze u ugljovodotini kanal. Derivatizacija
hidroksilnih grupa CD tj. prisustvo voluminoznihuga moze sterno da ometa prilaz
supstance Supljini CD. Metim, moguée je i da odréene grupe, u zavisnosti od
njihovog broja, fleksibilnosti i pozicije dovedu dproSirenja Supljine i olakSaju
kompleksaciju. Tako na primer, metil supstitucija pozicijama 2- i 6- dovodi do
proSirenja, dok istovremeno postojanje supstitienatpozicijama 2-, 3- i 6- dovodi do
smanjenja Supljine. Krupniji supstituent kao Sto h@roksipropil grupa, iako je
hidrofilnija 1 povetava rastvorljivost CD u vodi, voluminoznija je odefih grupe i
zahteva manji stepen supstitucije kako bi se olakgazivanje bez sternog ometanja
ulaza u Supljinu CD. MoZe secieda postoji kompromis izndel sternog ometanja

supstituenata i njihove sposobnosti da proSire ofodnu Supljinu, kao i izmi
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sposobnosti formiranja kompleksa i péagja rastvorljivosti u vodi. Sto seld
naelektrisanja, ukoliko je suviSe blizu Supljine @Dze poremetiti termodinamiku koja
dovodi do kompleksacije. Talle je vazna miusobna pozicija i interakcija
naelektrisanih grupa leka i CD. Faktori koji mogaddtno olakSati solubilizaciju i
poveati kompleksaciju CD i leka su podeSavanje pH nuedg u kojem se vrSi
rastvaranje, hidrosolubilini polimeri, hidroksi kighne (Brewster i Loftsson, 2007;
Challa i autori, 2005; Loftsson i autori, 1999; Mesr i autori, 2010; Mosher i
Thompson, 2007; Redenti i autori, 2000).

Postoji nekoliko metoda pripreme kompleksa lek:@Dnajefikasnijima se smatraju
suSenje rasprsivanjem i susenje zamrzavanjem @ialitori, 2005).

Kompleksacija lekova ponta ciklodekstrina poboljSava karakteristike njihove
isporuke i ne utie na njihovu aktivnost jer je kompleksacija revieitan proces. U
vodenom rastvoru, kompleksi lek:CD se kontinuirafismiraju i disociraju sa
vremenima trajanja od milisekunde ili manje. lalgora kinetika disocijacije postoji
kod ja’eg vezivanja, brzina je i dalje velika i sustinl@nutna. Razblazenje 1:100 se
ostvaruje za intravenske proizvode kao i tokom lezanja u stom#mom i crevnom
sadrzaju. Posle primene, lek se ositzb& kompleksa tokom razblazenja, i u nekim
slicajevima tome doprinosi kompetitivna zamena sa eadiog lipofilnim
supstancama. (Mosher i Thompson, 2007; Challaora@®005).

1.3.1. Derivati ciklodekstrina

Medu brojnim derivatima CD, samo oni koji se sastojehidroksipropil (HP), metil
(M) i sulfobutiletar (SBE) supstituenata u poziagji da se koriste komercijalno kao
farmaceutski ekscipijensi. Dobijaju se reakcijomje@nom ili viSe hidroksilnih grupa
glukopiranoznih jedinica.

Hidroksipropilacija se izvodi na primarnim i sekamdim alkoholnim grupama,
dovodé€i do stvaranja smeSe brojnih izomernih formi, Sexultuje heterogenim
proizvodima amorfne prirode. Hidroksipropil derivat i B-CD su derivati od interesa
za farmaceutsku industriju, od kojih je hidroksipite-CD (HPBCD) méu nage&e
koris¢enim i izwtavanim derivatima CD, zahvaljuvelikoj rastvorljivosti u vodi i

pogodnosti za oralnu i parenteralnu primenu, sa kegistrovanim proizvodima
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(Mosher i Thompson, 2007; Brewster i Loftsson, 2087ejtli, 2004; Loftsson i autori,
2005).

Uvodenjem metil supstituenata rastvorljivost u vodpseetava u odnosu na roditeljski
ciklodekstrin do broja metil grupa 14, pa se sm@njkako se broj priblizava 21.
Supstitucija na pozicijama C-2 i C-6 pdawa sposobnost kompleksiranja. Supstitucija
na pozicii C-3 smanjuje sposobnost kompleksiraryarovatno zbog promene
konformacije koja se deSava (Mosher i Thompsony7R0@etil derivati su lipofilniji od
hidroksipropil derivata, i imaju e toksicni potencijal pa je njihova primena
ograntena (Brewster i Loftsson, 2007; Mosher i ThompstQ)7). Metil derivati koji
su od interesa za farmaceutsku industriju su ramdmano metilovan-CD (RAMEB),
dimetilovani (DIMEB) i monometilovani (2-O-MBCD).-©-MBCD je noviji derivat i
stoga manje iztavan i za sada ne postoje proizvodi registrovanirfigtu (Mosher i
Thompson, 2007). Prednosti primene u odnosu na HPBIOmogle biti potencijalno
veca efikasnost kompleksacije usled blago proSirengljida i linearnog porasta
rastvorljivosti sa porastom koncentracije CD, begape samoasocijacije pri viSim
koncentracijama (Roquette, Francuska).

Ciklodekstrini koji su odabrani za istrazivanje BIPBCD i 2-O-MBCD i njihove
osnovne karakteristike prikazane su u Tabeli 1.3-1.

Tabela 1.3-1. Osnovne karakteristike odabranih odigkstrina (www.roquette-
pharma.com)

Ciklodekstrin 2-hidroksipropil-beta-ciklodekstrin 2-O-metil-beta-ciklodekstrin
(HPBCD) (2-O-MBCD)
lzgled Beli amorfni prasak Beli praSak sa sposotmos

kristalizacije iz vode i nastanka
Staptastih bezbojnih kristala koji
sadrze 13% vode

Proseéna 1135+ 7x MS x58.1 1135+ 7xMS x 14
molekulska masa

Rastvorljivostu 65 % (25°C) 20 % (20°C)

vodi 80 % (50°C) 65 % (70°C)

Temperatura >300°C >300°C

raspadanja

Sadrzaj vlage Max. 5 % Max. 5 %

Unutradnji 0.62 nm, delimino zaklonjena 0.62 nm, blago proSirena

precnik Supljine

MS je proséni molarni stepen supstitucije
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1.3.2. Prednosti i ogratenja upotrebe ciklodekstrina

Formulacije sa ciklodekstrinima obeziogu rastvorljivost u vodi lekovima koji su teSko
rastvorljivi, i kompleksi lek:CDc¢esto ispoljavaju poboljSane karakteristike brzine
rastvaranja u podenju sa drugim formulacijama leka. PoboljSanje n@ziastvaranja
leka mozZe poboljsati brzinu resorpcije leka. Smajejeremena kontakta izrde leka i
tkiva sluzokoZze moze da doprinese smanjenoj ijitdava od strane lekova. Take,
kompleksacija moze dovesti do maskiranja neprigtgorkog ukusa lekova (Mosher i
Thompson, 2007; Challa i autori, 2005; Szejtli, 200

Ciklodekstrini se uoldajeno smatraju stabilizirajim agensima u farmaceutskim
formulacijama. Postoje primeri stabilizacije aldestabilizacije lekova na hidrolizu,
hidroliticku dehalogenizaciju, oksidaciju, dekarboksilacijmamerizaciju, i u rastvoru i
u ¢vrstom stanju. Priroda uticaja kat&hog CD zavisi i od pozicije molekula unutar
CD. Kada pozicija dozvoljava interakciju sa mestomdloZnom hidrolizi moze dodo
smanjenja stabilnosti, ali ako je to mesto locirgmtpuno unutar CD oémo to
rezultuje  poboljSanjom stabiln@g Stepen stabilizacije/destabilizacije leka
kompleksiranog sa CD zavisi ne samo od brzine diegipe unutar kompleksa, nego i
od frakcije leka koja je u kompleksu i od stehionjpetkompleksa. Pov@na stabilnost
se cesto zapaza za supstance koje imaju visoke komestamticijacije i one koji imaju
sklonost ka formiranju kompleksa viSeg reda (Moshdhompson, 2007; Challa i
autori, 2005; Vyas i autori, 2008).

Primena CD je ograbéna samo na lekove odenih fizickohemijskih osobina koje
moraju biti ispunjene da bi kompleksacija sa CDabimogéa. Neizbezan
ograntavajui faktor je i doza kompleksa odnosno leka koja nimase primeni. Ako
se ima u vidu da je pozeljno da masa tablete ne ke@ od 500 mg i da je molekulska
masa lekova koji se kompleksiraju 100-400 i da @ixju veliku molekulsku masu
(>1000), 100 mg kompleksa @b sadrzi oko 5-25 mg leka. Ako je doza leka manja
25 mg onda je i koncentracija 5% leka u komplekesuotjna da obezbedi potrebnu
dozu u tableti od 500 mg. Ako je dozacaeod 25 mg, treba razmotriti maguost
formulacije u vidu praska u kesicama (enghche} ili Sumeiih tableta. U slaaju
kompleksacije lekova, odnos izthe potrebne doze i molekulske teZine diije

izvodljivost oralne primene u obliku kompleksa da (Szejtli, 2012).

18



1.3.3. Simulacija molekularnog vezivanja lek:cilkéédtrin

Simulacija molekularnog vezivanja je¢taarska procedura koja pokuSava na efikasan
nain da predvidi nekovalentno vezivanje makromolekiilace&e, makromolekula
(receptor, protein, ciklodekstrin) i malog molekylegand, lek), polaz& od njihove
strukture u nevezanom obliku (Trott i Olson, 200@ya metoda predda orijentaciju
molekula u prostoru nakon povezivanja s drugim kdlmn. Poznavanje orijentacije
molekula pruza informacije o tome kolikorsta vezate se uspostaviti iznde ta dva
molekula. Cilj je predvideti vezane konformacijafinitet vezivanja, tako da jedaost
predvidanja najvéa a vreme potrebno za proéuva najkrge. U tom smislu neophodno je
da postoje oddene aproksimativne pretpostavke. Pretpostavlja sseseal odréeno
protonovano stanje molekula i raspored naelektiasa@ menjaju u njihovim vezanim i
nevezanim stanjima. Dodatno, prepostavlja se dajedeo makromolekula rigidan,
kovalentne duzine i uglovi konstantni, dok se samabrani set kovalentnih veza smatra
slobodno rotirajaim. Simulacija se bavi aproksimacijom hemijskih guatijala sistema
koji odreiuju najverovatniju konformaciju u vezanom stanjuslobodnu energiju
vezivanja, pricemu softverski programi korisgeoringfunkciju tj. funkciju ocenjivanja

(engl.scoring functioi (Trott i Olson, 2009).

1.3.3.1. Péetna podeSavanja pre simulacije

Za male molekule (ligande, lekove) dobragma téka je njihova kristalna struktura.
Koordinate kristalne strukture se mogu préna bazi podatak&ambridge Structural
Databaseli, kreira se molekularni model i njegova geomatise optimizuje na nivou
molekularne mehanik&CHARMmM force field parameterslomany i Rone, 1992).

Neki programi za simulaciju, kadutoDock Vinazahtevaju specifikaciju prostora za
pretraZzivanje u koordinatnom sistemu receptora uirokkoga se razmatraju razni
polozaji liganda, koji treba da bude dovoljno vetila omogudi rotaciju liganda (Trott i
Olson, 2009). Program zahteva i da se ligandimaeldodharcijalna atomska
naelektrisanja. Grafki interfejs AutoDockToolADT) se koristi da se nepolarni atomi
vodonika (vezani za atome ugljenika) identifikujuzostave iz razmatranja, a da se

polarni atomi vodonika zadrze (atomi vezani za tetelegativne atome kao Sto su
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kiseonik i azot), i da se molekulima dodaju patoganaelektrisanja (kork&njem
metoda dodavanj&ollman united-atomili Gasteiger naelektrisanja). Takie je
potrebno opisati rotirajie veze u ligandu (Morris i autori, 1998; Huey i@ut2011;
Stigliani i autori, 2012). Ono Stéini program kao Sto jAutoDock Vinalakim za
koris¢enje, je to Sto nije potrebnodno podeSavanje parametara jer program automatski
brzo vrSi potrebna iztanavanja i rangira i grupiSe rezultate bez predisiga
medukoraka korisniku (Trott i Olson, 2009). Atomskirpmetri solvatacije se talte
mogu dodeliti poméu ADT (Morris i autori, 1998). Softverski prograrkao NAMD
molecular dynamics prograniPhillips i autori, 2005), omogavaju minimizaciju

energije vezivanja.

1.3.3.2.Scoringfunkcija i algoritam pretrazivanja

Klju¢ni rezultati u simulaciji su dobijene vezane konfacije i energije ovih vezanih
struktura i njihova m@usobna stinost. Najbolji rezultati vezivanja se rangiraju na
osnovu odréene scoring funkcije (engl.scoring. Koliko ¢e simulacija biti uspesSna
zavisi odscoringfunkcija i algoritma pretrazivanj&coringfunkcije predstavljaju skup
matematikin metoda koje sluze za eliminaciju n&tdn struktura kompleksa dobijenih
eksperimentalnim metodama. Njima se moze ustan@fitiitet vezivanja izmdéu
liganda i receptora, a temelje se na elékim karakteristikama molekula, hidrofobnosti
povrSina i raznim drugim hemijskim i meha&kim karakteristikama interakcija.
Algoritam pretrazivanja pronalazi strukture za kgeoring funkcija daje visoku
verovatn@u vezivanja, koja je zavisna od konformacije i nmelekularnih i
intramolekularnih doprinosaAutoDock Vina program koristi sofisticirani metod
optimizacije gradijenta u svojoj proceduri lokalmgtimizacije. Optimizacioni algoritam
pokuSava da m@ globalni minimum funkcije tokontega se vrSi pt@scavanije
strukture, a zatim se konformacije grupisu (Tradison, 2009).

1.3.3.3. Grupisanje konformacijelgstering engl.)

Slicnost vezanih struktura (konformacija) koje se gsupmeri se profanavanjem

RMSD vrednosti (englroot-mean-square-deviatipnkoja predstavlja meru prasee
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udaljenosti koja se meri uz pom&oordinata atoma. Ovaj proces uklije rangiranje
svih konformacija prema energiji od najnize do gy Konformacija sa najnizom
energijom se koristi kao prvElan prve grupe (englcluste). Zatim se druga
konformacija poredi sa prvom. Ako se dobija rezultaokviru RMSD tolerancije,
pridodaje se prvoj grupi. U suprotnom, postaje plamn nove grupe. Proces se ponavlja
sa ostalim rezultatima simulacije vezivanja, grapjsm u porodice <inih
konformacija (Huey i autori, 2011).

Za dve strukturea i b, identénog molekula, RMSD se definiSe na sl@dein:

RMSD,p = max(RMSDap, RMSD ), (1.3-1)
gde je
1 2
RMSD',, = |—Zm_i’n r2
|N 7Y
N (1.3-2)

I sumiranje se vrSi za sviN teSkih atoma u struktug; minimum udaljenostmin r se
odnosi na sve atome u strukthrsa istim tipom elementa kao atom strukturia (Trott

i Olson, 2009).

Tokom prorg&una vezivanja programdana slobodnu energiju vezivanja (Huey i autori,
2011).

1.3.3.4. Optimizacija posle simulacije

Kombinovanje simulacije vezivanja i semiempirijskaptimizacije geometrije je
pogodno jer moze da poiee ta&nost simulacije. Suienje energije na minimum
(minimizacija) svih vezanih konformacija moZze da sevede Kkorigenjem
semiempirijskih izraunavanja. Na primeBM6 Hamiltonianmetod se koristi u proceni
entalpija interakcija i u cilju boljeg opisa nekdeatnih interakcija kao Sto su interakcije
vodoninih veza. Dodavanjem korekcije prenosivih vodar veza koriéenjem
modifikovanePM6-DH2 metode moZe se izvrsiti dalja minimizacija eneré§égliani i
autori, 2012).

Energije vezivanjaAE, mogu se izfanati iz razlike u toploti formiranjad:H,
individualnih komponenti i njihovih kompleksa, pragedn&ini:

AE = AiH(ligand-receptor kompleks)4H(ligand) —4:H(receptor), (2.3-3)
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gde na primer, ligand moze biti lek, a receptotodkkstrin.

Potrebni proréuni se mogu vrSiti korienjem programa MOPAC koji se i&koristi
za izw&avanje hemijskih reakcija ndie@ molekulima, jonima i linearnim polimerima,
tako Sto se vrSi implementacija semiemprijske metdamiltoniani kombinuju se razni
prorauni vibracionih spektara, termodinatkih parametara itd. u potpuno
integrisanom programu (Stewart, 1990). Dodatno sgusimulirati i efekti solvatacije
pomaiu kontinuum modela COSMO (Klamt i Schiimann, 1993).

1.3.3.5. Vizuelizacija

Program simulacije molekularnog vezivanja moZe sl&tuelnu prezentaciju vezanih
konformacija. Vizuelna provera interakcija izéwevezanog liganda i makromolekula se
koristi za evaluaciju da li su, na primer, nepolatomi u ligandu pozicionirani blizu
okolnih nepolarnih atoma u receptoru, polarni atontigandu blizu polarnih atoma u
receptoru, da li su neke poznate interakcije pakazi u simuliranom rezultatu, da li
interakcije deluju razumno u kontekstu onoga Stwesezna o izdavanom kompleksu

ligand-receptor na osnovu drugih eksperimentaledultata (Huey i autori, 2011).

1.4. Metodologija za karakterizaciju i modelovanje procesa suSenja

rasprSivanjem

1.4.1. Modelovanje primenom eksperimentalnog deajn

Primena eksperimentalnog dizajna je sistetmaatipristup u izéavanju faktora koji
mogu uticati na kvalitet procesa i proizvoda. Daeksperimentalni dizajn bio Sto je
mogute jednostavniji i uskiden sa zahtevima problema, neophodno je da postbjod
definisan cilj istrazivanja, zatim poznavanje nemeateorije eksperimenata e
teorijskih osnova i prirode objekta istrazivanj&illon i autori, 2000; Gonnissen i
autori, 2008; Ibi, 2006; Nekkanti i autori, 2009; Snyder i Lechugai&stros, 2008;
Tagne i autori, 2006; Tajber i autori, 2009; Vardlingam i Khan, 2002).
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Dizajn je zapravo skup eksperimenata u eksperirimenta prostoru. Eksperiment je
termin koji opisuje eksperimentalnu probu kao prakt manipulaciju faktorima
izvedenu pod definisanim uslovima (nivo réiih faktora, nezavisno promenljivih,
koji se menjaju u dizajnu i onih koji se odrzavaja konstantnom nivou), tako da se
dobija jedna vrednost za svaki odgovor, zavisnongmjivu, koja se meri. Obino se
polazi od modela tipa “crne kutije” koji se sastmji nekoliko diskretnih ili kontinualnih
ulaznih faktora koji se mogu kontrolisati, i nelkaliizlaznih odgovora, za koje se
pretpostavlja da su kontinualni (Slika 1.4-1). Naultate eksperimenatasto utéu i
nekontrolisani faktori koji mogu biti diskretni (®iae, operateri) ili kontinualni
(ambijentalni uslovi) €-Handbook of Statistical Methqd012).

Nekontrolisani ulazi
(Ko-faktori)

te

masine

P

operateri
«

Razli¢l
Razligit

Diskretni

5 =
S — 53
=] 3 3 ﬁ%
g ———— — =3
£ . Proces e
=~

c

o

X

Kontinuirani

TemperaturaT V\aga]\ L T

Slika 1.4-1. Sema tiphog procesa sa kontrolisanim ulazima, izlazimakongrolisanim
faktorima tipa “crne kutije” ¢-Handbook of Statistical Methqdz012).

Nakon odabira dizajna, formira se eksperimentdian za odréeni broj eksperimenata
sa definisanim uslovima i poretkom iziemja eksperimenata koji treba da bude
nasuméni (randomizacija) (Ibg, 2006).
Treba istéi prednosti koje eksperimentalni dizajn (viSefakior metod) ima u
poreienju sa klasinim konceptom promene samo po jednog faktora (jedbarski
metod): (Lazt¢, 2004)

* mogunost u@avanja odréenih zakonitosti ispitivanog fenomena u okviru

celog domena prostora tako da zakljanje na osnovu rezultata ima Siru

upotrebu;
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« Sira moggnost testiranja efekata variranja faktora na finabzultat jer se
koriste rezultati svih eksperimenata u &mavanju efekata;

* mogunost odrdivanja j&ine interakcije faktora;

* bolja tanost prikupljenih podataka nudi kompletnije i pegje informacije;

e krajnji cilj istrazivanja se ostvaruje na sistertati, dobro osmisljen i
organizovan nan za kratko vreme sa zfgno smanjenim brojem
eksperimenata i smanjenim troSkovima materijala;

* randomizacija omodava postizanje nasudmog karaktera faktora koji su
nekontrolisani i koji se tesko stabiliSu (oneméapa uticaj nekontrolisanih
faktora na rezultat);

* postoji osobina sukcesivnosti, Sto Znala je svaka sleda faza izvdenja
eksperimenata bazirana na rezultatima prethodije s&sperimenata;

* menja se nan razmisljanja istraziv&, povéava se njegova intuicija i pos@va
aktivno wee u planiranju narednih faza iatenja eksperimenata, koje zahteva
upotrebu empirijskog i n&aog predznanja;

* dobija se informacija o ukupnom efektu promenljiyg@r se sve istovremeno
variraju u eksperimentima.

Eksperimentalni dizajn koristi dobijene eksperinaémé podatke u razvijanju
matematikin modela sistema. Vazno je imati na umu da jekiswaodel priblizno
reSenje i generalno nijedan opis predmeta istrazivanja Sto je sa jedneestilabro jer
model nije previSe komplikovan, ali sa druge strgneedovoljno realan Sto smanjuje
pouzdanost reSenja (L&z2004).

Najéceke se dobijaju modeli koji odgovaraju linearnonkiliadratnom modelu.

Primer linearnog modela sa tri faktora, i jedningodorom bi izgledao ovako:

Y=o+ BXa + BXo + BaXa + ProXeXo + BraXeXs + BaaXoXs + BroaXiXoXs + eksp. gredka; (1.4-1)
gde jeY posmatrani odgovorX su glavni efekti, zatim postoje 3 dvostruke i jadn
trostruka interakcija (koja seéesto izostavlja zbog jednostavnosti). Kada se podac

analiziraju, svi nepoznati paramefgrise procenjuju i koeficijeni uX se testiraju da se

proceni koji su zné&jni.

24



Kvadratni model se uotajeno koristi kod metodologije povrSine odgovorane
ukljucuje trostruke interakcije ali ukljwje noveclanove kao na primet, X, + X" +
B3Xs?. Pun model bi podrazumevao ukijvanje mnogih ukrstenibinilaca i interakcije
sa X?, ali generalno oni nisu neophodni i¢ira softvera ih izostavlja iz modela-(
Handbook of Statistical Method2012).

Medu ¢esto korigenim metodama eksperimentalnog dizajna u farmakentsazvoju
nalaze se frakcioni faktorijalni dizajn kao skrigimetoda (englscreeniny pomau
koje se od mnogih faktora izdvajaju oni koji suzmagajniji, i metodologija povrsine
odgovora koja pomaze u razumevanju efekata intgealadnosno kombinovanih

efekata i u preddanju performansi (Allen, 2006).

1.4.1.1. Skrining pomiu frakcionog faktorijalnog dizajna

Skrining dizajn je ekonorini eksperimentalni plagiji cilj nije dobijanje kompletnih i
egzaktnih numetkih podataka o osobinama sistema koji omiagaju kompletan opis
sistema, vé dobijanje odgovora da li odteni faktori imaju ili nemaju efekta na
ispitivani proces ili sistem. Izvodi se na samomigtku istrazivanja kako bi se
pojednostavio problem i omoglo eksperimentatoru da obrati paznju na detaljnija
ispitivanja faktora od zriaja (Ibric, 2006). Eksperimentalni plan se naziva frakcionim
jer su zasnovani na frakciji svin kombinacija nivedh faktora od interesa (Allen,
2006).

Primena skrining dizajna podrazumevala bi nekolkayaka: definisanje problema,
definisanje eksperimentalnog polja, dizajn ekspenata poméu kodiranih vrednosti
promenljivih, definisanje eksperimentalnog planeneaom kodiranih vrednosti faktora
realnim vrednostima, definisanje redosleda d@arga eksperimenata (randomizacija),
dobijanje matematkog modela, izrdunavanje efekata, iztanavanje preciznosti
eksperimenta (eksperimentalna ponovljivost), did@nje aktivnih efekata, odluka da li
¢e se manje aktivni efekti drzati na konstantnonouiu sledém istrazivanjima, ilice

biti nekontrolisani (Ibr¢, 2006).

Vrednosti izrgunatih efekata ovakvog dizajna su uvek pomeSang patrebno imati
na umu koliko je ozbiljino mesanje efekata, Stogénisano rezolucijom. Na primef2

dizajn ima rezoluciju IV Sto ziada se svi glavni efekti mogu iznanati nezavisno i
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nisu pomesani sa interakcijama prvog red&, s@mo sa interakcijama drugog reda.
Medutim, vrednosti interakcija prvog reda su pome§adee sa drugim.

Kada se faktori variraju na dva nivoa @i su predstavljena kodiranim vrednostima -1
i + 1, tako da -1 zamenjuje realnu vrednost zaofakfn nizem nivou, a +1 na viSem
nivou, Sto pojednostavljuje postavljanje matetiiat modela i interpretaciju dobijenih
koeficijenata. Koeficijenti jedriiana se réaunaju korig€enjem kodiranih vrednosti; na taj
nain se razkite promenljive mogu direktno porediti bez obzira mjihovu veléinu.
Izratunavanje koeficijenata modela izvodi se wa@no primenom kompjuterskih
programa kori&enjem multiple regresije zasnovane na metodi ngjmakvadrata
(Ibri¢, 2006). Pozitivan predznak koeficijenta za dereg parametar govori da se izlaz
poveava povéanjem nivoa promenljive, a negativan predznak godar se izlaz
pove&ava smanjenjem nivoa promenljive. Pritom treba rigditi i koja je Zeljena
verovatnga da se pod standardnim pretpostavkama geoua je znéajan bar jedan
faktor, kada u realnosti nijedan faktor necetina izlaz i olino se uzima da je ta
verovatngéa 5 % (Allen, 2006).

1.4.1.2. Karakterizacija i modelovanje primenomadetogije povrSine odgovora

Nakon skrining studije koja se izvodi u g@noj fazi istrazivanja, i nakon izbora
nekoliko faktora koji imaju uticaj na odgovore iBpanog sistema, sledi detaljna
kvantitativna studija uticaja faktora od zag. Metodologija koja se€esto Koristi
prilikom razvoja formulacije i procesa je metodajagpovrSine odgovora (engl.
Response Surface MethodolpdgSM), koja predstavlja sistematsku i istovremenu
evaluaciju vise promenljivin (procesnih ili formalanih) u cilju razvoja proizvoda sa
Zeljenim atributima kvaliteta. Ova metodologija &ta ostalog pruza mogunost i
predvidanja odgovora u celoj eksperimentalnoj oblasti lBudda se dobijaju
matemaitiki modeli koji adekvatno opisuju promene, zahvakutome Sto se uzimaju
u obzir i interakcije odnosno kombinovani efektktfara (Gonnissen i autori, 2008;
Nekkanti i autori, 2009; Billon i autori, 2000; \thiyalingam i Khan, 2002; Tagne i
autori, 2006; Tajber i autori, 2009). Stoga je ikoin primene ove metode vaznije
definisati adekvatnost modela od interpretacijeimiddialnin koeficijenata u modelu.

Modeli koji se koriste za opisivanje odgovora sitege polinomi prvog i drugog reda.
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Cesto se u farmaceutskim realnim sistemima zavishofje opisuju modelima drugog
reda tj. kvadratnim modelima, koji ukfuju i kvadratne efekte promenljivin ptemu
je povrSina takvog modela zakrivljena. Za &mavanje koeficijenata kvadratnog
modela potrebno je vrednost faktora varirati nanaegje tri nivoa (Ibid, 2006). Jedan
od cesto korigsenih metoda je centralni kompozitni dizajn (enggntral composite
design Box-Wilsondizajn), koji odgovara eksperimentalnom planu kajrira faktore
na 5 nivoa (Allen, 2006). U svom sastavu sadrztdijalni ili frakcioni faktorijalni
dizajn rezolucije V (jasno odieranje glavnih efekata i dvofaktorskih interakcjja)
centralne t&ke, i joS dodatno grupu zvezdastih (aksijalnih, viisgkih) tataka koje
omogiavaju procenu kvadratnih efekata odnosno zakrigg&npovrsine odgovora.
Centralni kompozitni dizajn uvek sadrzi duplo videezdastih téaka nego ispitivanih
faktora. One predstavljaju nove ekstremne vrednostke i visoke) za svaki faktor u
dizajnu. Originalni oblik centralnog kompozitnogzdina za tri faktora omogava
kvalitetna predwanja u okviru celog prostora za dizajn zahvaljujpodeSavanjima
ispitivanih faktora van opsega obulkieaog faktorijalnim delom dizajna. Naziva se
sfernim, jer take njegovog dizajna opisuju loptu oko faktorijalkecke (Slika 1.4-2)
(e-Handbook of Statistical Methqd012).
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Slika 1.4-2. Sematski prikaz kruznog centralnbg poritnog dizajna (MathWorkser
Documentation Centgr

PosSto ove metode zahtevaju viSe eksperimenataredend broj faktora, nego sto je to
slieaj sa skrining metodom kao Sto je frakcioni faktdni dizajn, za dobijanje
odgovarajdih modela vazno je da su svi faktori koji se ispitenaajni. Naziv
metodologije potie od mogudnosti da se modeli za predanje mogu iskoristiti za
dobijanje trodimenzionalnih dijagrama povrSine éhll 2006).

Zn&xaj uticaja faktora se ispituje primenom raznih istagkih analiza kao Sto je

ANOVA test koji u okviru multiple regresije omogava ispitivanje odnosa izrde
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jedne zavisno promenljive i jedne ili viSe nezawigoromenljivin koristéi metodu
najmanjih kvadrata. F-test ili FiSerov odnos varga predstavlja vrlo pouzdan test za
ispitivanje stepena uticaja faktora pri uklapanjodela u eksperimentalne podatke i
cesto se naziva testom zaga regresije. Ovaj test pruza mogast za istovremeno
ispitivanje zn&aja viSe parametara ili za ispitivanje slaganja tipatametarskog
modela sa eksperimentalnim podacima.dunate vrednosti g testiraju se u odnosu na
tabelarne vrednosticf pri datom nivou pouzdanosti i ukoliko jgsPFqit, uticaj faktora

je zn&ajan. Test koji se koristi za procenu adekvatnostdela je tzvLack of fittest,
kojim se utvduje da li se neuskiignost eskperimentalno dobijenih odgovora i onih
predvidenih modelom moze objasniti eksperimentalnom gmeSk@a ovaj test
neophodno je izvesti ponovljeni eksperiment u eerksperimentalnog polja. Dobijena
F vrednost za ovaj test mora biti manja od teceij$k vrednosti pri datom nivou
verovatnge. Ukoliko je véa, zaklj@Euje se da se neusHinost eksperimentalnih
podataka i onih dobijenih modelom ne moZze objaskiperimentalnom greSkom i tada
se model odbacuije.

Prilikom primene metodologije povrSine odgovorgilju optimizacije procesa sa vise
pratenih odgovora, moze se primeniti pristup funkcigggjnosti kao jedan odesto
koris¢enih metoda u industriji (Castillo, 2007). Proizvitidproces retko imaju samo
jednu pozeljnu karakteristiku. Qimio ih ima viSe icesto su tako povezane da
poboljSanje jedne uzrokuje pogorSanje druge kariskitee. Bilo koji proizvod je
zapravo kompromis iznd@ tih raznih poZzeljnih izlaznih karakteristika. Razevanje
ograntenja kompromisa omogdava pravljenja ispravnih izbora. Ovo se postize ili
konstrukcijom tezinske objektivne funkcije (funlkecipozeljnosti) i njene optimizacije,
ili ispitivanjem konturnih dijagrama odgovora kiaiih kompjuterskim programone-
Handbook of Statistical Method®012). Metod pronalazi uslove pod kojima se dgbij
najpozeljnije vrednosti odgovora. Za svaki odgovonkcija pozeljnosti dodeljuje
brojeve izmdu 1 i 0 mogdim vrednostima odgovora, gde O predstavlja potpuno
nepozeljnu vrednost odgovora, a 1 predstavlja pwtpoozeljnu ili idealnu vrednost
odgovora. Pojedirtme pozeljnosti su zatim iskombinovane korkstgeometrijsku
srednju vrednost, Sto rezultuje ukupnom pozefjno® zavisnosti da li je za pojedini
odgovor cilj da bude naj¢e najmaniji ili da ima konkretnu ciljnu vrednosipriste se

razlicite funkcije pozeljnosti (Castillo, 2007). PristppZeljnosti se sastoji od nekoliko
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koraka: posle izudenja eksperimenata se razvijaju modeli za sve aogowzatim se
definiSu pojedinéne funkcije pozeljnosti za svaki odgovor, i na krag maksimizira
ukupna pozeljnost odgovrdjm odabirom faktora uticajae¢Handbook of Statistical
Methods 2012).

1.4.2. Modelovanje primenom vegk#éh neuronskih mreza

Primena veStkih neuronskih mreza sa eksperimentalnim dizajnemqviji pristup u
prowavanju farmaceutskih sistema koji ima &ajae prednosti kao Sto su modelovanje
I optimizacija. Koriste se u dizajniranju formulgciekova (Ibré i autori, 2002; I i
autori, 2010), optimizaciji proizvodnih procesa (Kaglu i autori, 1999), kontroli
kvaliteta, stabilnosti lekova (i autori, 2007), in vitro ispitivanjima oslohanja leka
(Leane i autori, 2003), i in vitro-in vivo korelg@igiParogi¢ i autori, 2007). Novi aspekti
primene obuhvataju kombinovanje eksperimentalnagpjda, metodologije povrSine
odgovora i vesSikih neuronskih mreza u modelovanju i karakterizgaijmaceutsko-
tehnolosSkih proizvodnih procesa (Hussain i autd®94; Plumb i autori, 2002;
Miguelez-Moran, 2009).

Vestake neuronske mreze (enghrtificial Neural Networks ANN) su bioloSki
inspirisani sistemi za obradu podataka i daju daemultate prilikom preddanja i
modelovanja sistema gde fiki procesi nisu jasni ili su veoma kompleksnicigne
su od velikog broja miisobno povezanih oliajuc¢ih elemenata (neurona) koji su,
slicno bioloSkim neuronima, povezani vezama koje sadpfepusne (tezinske)

koeficijente, koje su po ulozi ghe sinapsama (Slika 1.4-3).
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Slika 1.4-3. Sematski prikaz strukture neurama, ulazni podaciw,_, — teZinski koeficijenti;
f( ) — aktivaciona funkcija; — izlazni podatak) (16, 1999).
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Vec¢ina mreza ima neku vrstu pravila za ¢awanje,cime se koeficijenti veza iznde
neurona podeSavaju na osnhovu ulaznih podataka. dbinih vrednosti neurona
pomnoZenih sa odgovargjm tezinskim koeficijentima se propusta kroz aktigau
funkciju i dobijena vrednost predstavlja izlaz irunona (lIg, 1999; Kasabov, 1996;

Krose i van der Smagt, 1996).

1.4.2.1. Procesdenja veSt&ke neuronske mreze

Postoji tri tipa obtiavanja u zavisnosti od vrste podataka koji se paefjaju mrezi
(nadgledano, olavanje ocenjivanjem, samoorganizacija), i c¢edje se Koristi
nadgledano ohiavanje gde se mrezi predstavljaju ulazni podactekivani izlazni
podaci. Generalno je procegemja neuronske mreze opisan karakteristikom koja se
zove konvergencija. &nje se odigrava kroz nekoliko ciklusa (iteracigpoha)
propagacije jednog ili viSe primera za trening knoezu, dobijene vrednosti na izlazu
mreze se upodelju sa @ekivanim, vrSi se iziunavanje greSke i podeSavanje tezine
veza kako bi se smanjila razlika izéwetrenutnog i Zeljenog izlaza. Mreza reaguje sve
bolje na podatke za treniranje Sto se viSe putdspagljaju mrezi tokom treniranja, sve
dok se ne postigne zeljeni izlaz¢dhje je zavrSeno kada se tezine sik&gtiveza visSe

ne menjaju (li§, 1999; Kasabov, 1996).

Druga generalna karakteristika neuronskih mrezaggeeralizacija. Po zavrSenom
treniranju mreze, novi ulazni podaci predstaviyanezi aktiviraju poznate procedure, tj.
mreza proizvodi izlaz slan izlazu prilikom treniranja, ukoliko je ulaz &n onom iz
faze treniranja, tj. sini stimulusi izazivaju stine reakcije (Kasabov, 1996).

Tokom wenja mreze dolazi do podeSavanja tezine vezaduanedinica u skladu sa
odreienim pravilima modifikacije (Krose i van der Smagi996). Primena
generalizovanog delta pravila om@gua pronalazenje optimalnih vrednosti tezina koje
minimizuju greSku metodom koja se zove pad grathjeRravi pad gradijenta zahteva
da se izvrSavaju vrlo mali koraci. 1z praktih razloga treba izabrati Sto éeebrzinu
ucenja, a bez stvaranja oscilacija. Jedan atinaada se izbegnu velike oscilacije je
stvaranje zavisnosti promene tezine od prethodoen@me tezine veze, dodavanjem
momentuma koji doprinosi inerciji pre slégepromene tezine u zavisnosti od pravca

prethodne promene. Kada se ne koristi momentunmalim brzinama &enja potrebno
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je mnogo vremena kako bi se postigao minimum gred&k se pri velikim brzinama
ucenja minimum nikada ne postize zbog oscilacija. dd&vgpem momentuma minimum
se postize brze (Slika 1.4-4) (Krose i van der SpE@P6).

Slika 1.4-4. Prostor opadanja tezine: (a) malanlrzitenja; (b) velika brzina denja gde su
primetne oscilacije; (c) velika brzingenja sa dodatim momentumom (Krose i van der Smagt,
1996).

Evaluacija greSke aproksimacije mreze moze daveslezkroz procenu dva tipa greske.
Prvi tip je greSka koja procenjuje koliko dobronirana mreza aproksimira primere
koris¢ene za trening. Drugi tip greSke procenjuje kolidobro mreza moze da
generalizuje odnosno reaguje na nove ulazne vekt@sabov, 1996).

Opsta formula za izéanavanje greSke bila bi:
RMSE=[X(yi p — Y m)?/n] (1.4-2)

gde je RMSE koren kvadrata srednje greskge predvideni odgovor,ym je odgovor
dobijen u eksperimentunije broj eksperimenata, podataka za treniranje NRiBhop,
1995).

GreSka aproksimacije je pod uticajem nekoliko fektcalgoritma za ¢enje i broja
ciklusa jer to odréuje koliko je greSka smanjena posle treniranjainzaid broja i
kvaliteta uzoraka zacenje jer je pitanje koliko dobro uzorci predstaujaktuelnu
funkciju, 1 na kraju od broja skrivenih jedinica @ odretuje ekspresivhu niomreze
(Krose i van der Smagt, 1996).

Veliki broj skrivenih jedinica vodi ka maloj greStbkom treniranja ali to ne vodi
obavezno ka maloj greSci kod testiranja. Moze seddsiti da je mreza odho
usklaiena sa uzorcima zatenje ali zbog prevelikog broja skrivenih jedinicema
funkcija moZze biti mnogo sloZenija u odnosu naiagatnu funkciju i sa test podacima

moze davati loSa predianja. Mreza takde moze da fituje i “Sum” koji postoji kod
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svakog realnog uzorka, umesto da izvrSi aproksimaako da “Sum” ne naruSava
predvidanje sa test podacima (Krose i van der Smagt, 1996)

Preterano treniranje (engbvertraining je fenomen koji se deSava kada posle
odraienog broja ciklusa greSka testiranj&ipge da raste a greSka treniranja nastavi da
opada i u tom trenutku bi trebalo prekinuti protregiranja (Kasabov, 1996).

Sa porastom broja uzoraka zé&nje obéno greSka &enja raste, a test greSka opada
(Slika 1.4-5). (Krose i van der Smagt, 1996).
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Slika 1.4-5. Efekat grupe podataka zgenje na generalizaciju. Isprekidana linija predgav
Zeljenu funkciju, primeri zadenje su krudii, aproksimacija od strane mrezZe je puna linija.
Korid¢eno je 5 skrivenih jedinica i (a) 4 primera zsenje; (b) 20 primera zatanje (Krose i
van der Smagt, 1996).

1.4.2.2. Viseslojni perceptron

NajceZe kori¥ena veStéka neuronska mreza danas je viSeslojni percepteogl.(
Multiple Layer PerceptronMLP). U pitanju je viSeslojna neuronska mrezaakppred
ulaznog i izlaznog sloja sadrzi neurone na bar gedrsrednjem (skrivenom) sloju
(Slika 1.4-6).

Slika 1.4-6. Model neuronske mreze sa ulaznimyshkim i izlaznim slojem (16, 1999).

Povezivanje neurona u viSeslojnu mrezu ontaga obradu veoma slozenih

(nelinearnih) funkcija, zahvaljugu nelinearnim aktivacionim funkcijama na skrivenim

slojevima. Arhitekturu ANN odiduju broj neurona, broj neuronskih slojeva i spé&nibi

ureienje i povezivanje neurona u okviru mreze. Prvj §ltazni) je jedini sloj koji

prima signale iz okruzenja i prenosi ih slégla sloju (skriveni sloj), koji obraje ove
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podatke i izdvaja osobine i Seme iz primljenih sign Podaci koji se smatraju vaznim
upwuju se izlaznom, poslednjem sloju mreze kada sgajotkonani rezultati obrade
(lli¢, 1999). Informacije se pri tom prostiru samo un@th smeru, od ulaza ka izlazu
(engl. feedforward. Prilikom obuwavanje mreze koristi se nelinearna, sigmoidna
aktivaciona funkcija, a algoritam koji nadzire ¢buanje je BP algoritam, Sto znala

se signal propagira unapred a greska unaaadr(backpropagatior{engl.)) (Slika 1.4-

7) (lli¢, 1999).

Signal Greska
% — 44— |y,-0]

Y
-—

(Zeljeni izlaz)

Ulazni sloj Skriveni sloj 1zlazni sloj

Slika 1.4-7. Sematski prikazenja MLP (Kasabov, 1996).

Algoritam se razvija postupno kroz odem broj epoha. U svakoj epohi podaci za
treniranje se ponovo Salju u mrezu, i ciljni i réaklazi se porede i tana se greska.
Patetna konfiguracija mreze je nasuwma a treniranje prestaje kada geamdreieni broj
epoha, kada gresSka dostigne prihvatljivi nivok#lda prestane smanjenje greske.
Jedan od problemétiih aspekata primene viSeslojnog perceptrona sal@®itmom je
reSavanje pitanja na koji &ia izabrati optimalne parametre kao Sto su brojvekih
slojeva i broj jedinica u ovim slojevima i podesitkoliko kontrolnih parametara kao
Sto su broj epoha (ciklusa), brzingenja, momentum i dr (Bishop, 1995; Haykin, 1994,
Kasabov, 1996).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA:

Cilj istrazivanja je unapredenje razumevanja procesa suSenja rasprSivanjem
primenom koncepta dizajniranja kvaliteta u farmaceuskom razvoju (Quality by

Design, engl.).
IstraZzivanje se sastoji iz dva dela koja imajuifja c

1. Razvoj procesa suSenja rasprsSivanjem kao tehnelogpgodne za
obezbalivanje homogenosti praskova i, posledno, ujednatenosti
doziranja nisko doziranih lekovitih supstanci (model supstanca
naratriptan hidrohlorid ). Istrazivanje obuhvata karakterizaciju i
modelovanje procesa suSenja rasprSivanjem odaldanaulacije, kao i
optimizaciju procesa primenom metodologije povr3govora i vestkih
neuronskih mreza, uz fikohemijsku karakterizaciju polaznih materijala

(lekovite supstance i ekscipijenasa) i dobijencagka.

2. Razvoj procesa suSenja rasprSivanjem u postupkizvoanje praska sa
teSko rastvorljivim model supstancama u cilju poboljSanja rastvorljivosti
formiranjem kompleksa sa ciklodekstrinima (modgdstancevorikonazol i
aripiprazol). Istrazivanje obuhvata ispitivanje magosti primene dva
derivata beta-ciklodekstrina i razvoj formulacigstvora za rasprSivanje sa
slabo rastvorljivim supstancama, karakterizacijunodelovanje procesa
suSenja rasprSivanjem odabrane formulacije, kagtimizaciju procesa
primenom metodologije povrSine odgovora i vékita neuronskih mreza, uz
fizickohemijsku karakterizaciju kodénih polaznih materijala (lekovite

supstance i ekscipijenasa) i dobijenih praskova.
U okviru razvoja procesa suSenja rasprSivanjem jeildefinisati kriti ¢ne atribute
kvaliteta proizvoda, kriti éne atribute polaznih materijala i procesa a zatim

okarakterisatprostor za dizajn kvaliteta.
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3. PRVI DEO ISTRAZIVANJA

3.1. UvOD

U skladu sa principima dizajniranja kvaliteta unf@aceutskom razvoju proizvoda
(QbD), na osnovu fizkohemijskih karakteristika odabrane model lekogitgstance i
karakteristikacvrstin farmaceutskih oblika sa trenutnim oslddnrgem leka, najpre je
definisan ciljani profil kvaliteta praska kao duproizvoda koji se mozZze u daljim
fazama razvoja koristiti u proizvodrgvrstih doziranih oblika.

Na osnovu ciljanog profila kvaliteta praska defams su kriténi atributi kvaliteta
praska, i izvrSena je analiza rizika u cilju defamja potencijalno Kkritnih
formulacijskih i procesnih promenljivih za suSengsprSivanjem vodenog rastvora

formulacije sa nisko doziranom lekovitom supstancom
3.1.1. Fiz€kohemijske karakteristike naratriptan hidrohlorida

Naratriptan hidrohlorid je relativno nova lekovisupstanca iz grupe selektivnih 5-
hidroksitriptamin agonista (triptana) koja se kbristerapiji migrene.

Hemijska struktura leka prikazana je na Slici 3.1..1

CHy

e

J \

Slika 3.1.1-1. Naratriptan hidrohlorid (N-metil-3-Metil-4-piperidinil)-1H-indol-5-
etansulfonamid hidrohlorid, molekulska formulgt;sNsO,S- HCI, Mr 371.93).

Naratriptan hidrohlorid je skoro beo do bledo zustalan prasak sa temperaturom
topljenja oko 246°C. Ne ispoljava polimorfizam. [&laje organska baza sa pKa
vrednogu 9.7 (piperidinil azot). Nepolarna je lekovita stgnca sa koeficijentom

distribucije logD= -0.34. Naratriptan hidrohlorié jako rastvorljiv u dimetilsulfoksidu
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I tesko rastvorljiv. u metanolu P¢oduct information, Naramig tablets,
GlaxoSmithKling

Jedna od vaznijih karakteristika lekovite supstanee rastvorljivost u vodenim
medijumima, jer ona mozZe biti ogréavajti faktor u pripremi rastvora za
rasprSivanje, kao i faktor vazan za oslidoge iz lekovitog oblika. Rezultati ispitivanja
rastvorljivosti u vodenim medijumima raglih pH vrednosti, dobijeni primenom
standardneshake-flasiengl.) metode, prikazani su u Tabeli 3.1.lrthousemetoda,
Hemofarm a.d., Srbija). Na osnovu dobijenih rezaltaastvorljivost naratriptan
hidrohlorida u ispitivanom pH opsegu definiSe s® kanerena, prema definicijama
rastvorljivosti iz Evropske farmakopeje.

S druge strane, prema FDA smernici za Biofarmakesistem klasifikacije (BCS) u
cilju klasifikacije leka potrebno je razmotriti tasrljivost i permeabilnost leka. Moglo
bi se réi da naratriptan hidrohlorid pripada BCS klasi 3 g& odlikuje visokom
rastvorljivoZu i niskom permeabilnés. Naime, lek se smatra visoko rastvorljivim ako
se maksimalna doza rastvara u manje od 250 ml wodgpitivanom opsegu pH
vrednosti, $to je ispunjeno za rastvorljivost maiane doze 2.5mg naratriptana. Sto se
tice permeabilnosti, lek se smatra visoko permeabibdumje nivo resorpcije kod ljudi
veti od 90 % od primenjene doze u pdeeju sa intravenskom referentnom dozom
(apsolutna bioraspolozivost). Studija u kojoj jeraditvana apsolutna bioraspolozivost
naratriptana pokazuje da bioraspolozivost poslnergrimene u odnosu na intravenski

put primene iznosi 63-74 %P(oduct information, Naramig tablets, GlaxoSmithi

Tabela 3.1.1-1. Rastvorljivost naratriptan hidreida u razlEitim vodenim
medijumima

Medijum Rastvorljivost (mg/ml)

na 37°C na 25°C
Preis¢ena voda 28.1 27.4
0.1M hlorovodonina kiselina pH 1.2 115 9.4
Acetatni pufer pH 4.5 27.6 26.8
Fosfatni pufer pH 6.8 30.4 23.6

Studije forsirane degradacije ukazuju da je u pitarelativno stabilna lekovita
supstanca, termostabilna i fotostabilna je, a kabbdegradacije izdvaja se oksidacija
(Naratriptan hydrochloride Drug Master File, HeteBrugs Limited Indija).
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3.1.2. Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda (CPK)

Ciljani profil kvaliteta méuproizvoda (praska) sa naratriptan hidrohloridorkgzan je
u Tabeli 3.1.2-1.

Tabela 3.1.2-1. Ciljani profil kvaliteta rdeproizvoda

Elementi kvaliteta Cil]
Meduproizvod Prasak
Put primene Oralni
Profil oslobaanja leka Trenutno oslobanje leka
Koncentracija leka 1.3%
Izgled
Identifikacija
Sadrzaj
Ujedna&enost sadrzaja Specifikacije u skladu sa oficinalnim ili
_— . Brzina rastvaranja drugim standardima kvaliteta koje patuju
Atributi kvaliteta Hemijska stabilnost bezbednost i efikasnost tokom roka trajanja
Fizicka stabilnost leka

Rezidualni rastvara
SadrZaj vlage
MikrobioloSkadistota

Terapijska oralna doza naratriptan hidrohlorida2js mg tako da bi w@vrstim doziranim
oblicima koncentracija leka bila niska, a za potrédiraZivanja kao ciljna koncentracija leka u
prasku kao méuproizvodu definisana je koncentracija 1.3%.

3.1.3. Kiritiéni atributi kvaliteta me duproizvoda (KAK)

Kada je koncentracija leka u doziranom obliku nigka Sto je to skaj sa naratriptan
hidrohloridom (manja od 5 %), postizanje ujetkr@osti sadrzaja moZe biti poseban
izazov. Imajdi to u vidu, kao i karakteristike naratriptan hidkarida, kao potencijalno
pogodan proces izrade praSka odabrana je tehrelsgfienja rasprSivanjem vodenog
rastvora lekovite supstance i ekscipijenasa. U sdnoa tu polaznu osnovu, kao i
uzimaji u obzir ciljani profil definisani su kri¢ni atributi kvaliteta méuproizvoda

(praska dobijenog suSenjem rasprSivanjem) (Tah&l8-3).
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Tabela 3.1.3-1. Kritini atributi kvaliteta méuproizvoda (KAK)

Atributi kvaliteta Cilj Kriticnost Opravdanost

Izgled Homogeni izgled Ne Izgled nije direktno ppae sa bezbednasi efikasnogu.

Identifikacija Pozitivha na lekovitu supstancu 'Da lako je identifikcija krittna za bezbednost i efikasnost, ovaj atribut se
moze efikasno kontrolisati i pratio bi se tokomtan§a leka u promet.

Sadrzaj 95-105% od deklarisane vrednosti Da Vahijebt sadrZaja ute na bezbednost i efikasnost. Procesne
promenljive mogu uticati na ovaj atribut.

Ujedna&enost 90-110%, RSDB<5% Da Varijabilnost u ujedanosti sadrzaja ut na bezbednost i efikasnost.

sadrZaja Formulacijske i procesne promenljive mogu uticatiovaj atribut.

Brzina rastvaranja

Hemijska
stabilnost

Fizicka stabilnost
Rezidualni

rastvarai
SadrZaj vlage

Mikrobioloska
gistota

Ne manje od 80% od deklarisane Da
vrednosti za 45 minuta

Profil netistoca u skladu sa oficinalnim Da
zahtevima/ICH smernicama i u skladu sa
profilom ne&istota referentnog
proizvoda.

Sto manja promena tokom vremena Da

Profil rezidualnih rastvata u skladu sa Dat

oficinalnim zahtevima/ICH smernicama
Pratiti Da

U skladu sa EP 2.6.12i2.6.13 Da

NeusaglaSenost sa specifikacijom za brzinu aeastya moze da ug
na bioraspolozivost. Formulacijske i procesne prjive mogu uticati
na ovaj atribut.

Degradacioni proizvodi mogu dadutina bezbednost i efikasnost i
moraju biti kontrolisani. Formulacijske i procegm@menljive mogu
uticati na ovaj atribut.

zi¢kai stabilnost moZe uticati na kvalitet i mora kditrolisana.
Formulacijske i procesne promenljive mogu uticatiavaj atribut.
Rezidualni rastvatamogu uticati na bezbednost. U proizvodnji se ne
bi koristili organski rastvara.

SadrZaj vlage moZze utitatiiegradaciju i mikrobioloSki rast u
lekovitom proizvodu. Formulacijske i procesne praoijige mogu
uticati na ovaj atribut.
NeusaglaSenost sa specifikacijont@tna bezbednost pacijenta.
Generalno, rizik od mikrobiolo3kog rasta je maldkwerstih doziranih
oblika.

'Formulacijske i procesne promenljive necutina ove kriine atribute kvaliteta, tako da se izostavljaju @jety razmatranja iako su vaZni elementi kvaliteta.
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Kao kriticni atribut kvaliteta méuproizvoda posebno se izdvaja homogenost praska,
odnosno ujedn#nost sadrzaja lekovite supstance u prasku.cMrifatributi kvaliteta
svakako bi bili i odgovarajia hemijska stabilnost, kao i profil oslalzenja lekovite
supstance sa ciljem da se obezbedi trenutno aldap@ Posto na ove atribute dodatno
mogu da utiu ekscipijensi i procesni parametri proizvodnihaf&oje bi usledile nakon
proizvodnje praska susSenjem rasprSivanjem, fokusreseutho ne usmerava na ove
atribute. S druge strane, poSto bi se u fazi pommje praskova suSenjem
rasprSivanjem, podeSavanjem procesnih parametagionudicati na sadrzaj vlage u
praskovima i sa tog aspekta potencijalno na stastijnkao krittni atribut kvaliteta
proizvoda izdvaja se i sadrzaj vlage u dobijeniasgovima.

3.1.4. Definisanje potencijalno kriténih atributa kvaliteta polaznih

materijala i procesnih parametara

3.1.4.1. Analiza rizika za atribute kvaliteta lekevsupstance

Na osnovu fiztkohemijskih i bioloskih osobina lekovite supstancey odnosu na
odabranu tehnologiju izrade (suSenje rasprSivangstvora) izvrSena je analiza rizika
atributa lekovite supstance za Kkiite atribute kvaliteta ndeiproizvoda.

U analizi rizika korigena je tehnik@reliminarne analize opasnosti (engteliminary
Hazard Analysis- PHA) (Rausand, 200Sakura tablet case stud3008).

Najpre su iz ciljanog profila izdvojeni sledgarametri kvaliteta: sadrzaj, ujedeaost
sadrzaja, brzina rastvaranja, hemijska i¢kai stabilnost i sadrzaj vlage. Zatim su
izdvojene osobine lekovite supstance koje mogutda ma parametre kvaliteta: oblik
¢vrstog stanja (amorfno ili kristalno), vé&la cestica, hemijska stabilnost, prétmst.
Za svaku od tih osobina procenjen je nivo rizikeaja korigenjem PHA na osnovu
teZine (ozbiljnosti) rizika i verovatide deSavanja.

Rezultati ocene i rangiranja rizika za atributelitgta lekovite supstance prikazani su u
Tabeli 3.1.4-1
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Tabela 3.1.4-1 Analiza rizika za atribute kvalitetlaovite supstance

Rizik

Dogalaj

Tezina

Verovatn@a

Ocena rizikg

Oblik ¢vrstog stanja

SadrZaj

Ujednaenost sadrzaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Veli¢inagestica

SadrZaj

Ujednaenost sadrzaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Hemijska stabilnost

SadrZaj

Ujednaenost sadrzaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Protanost

Sadrzaj

Ujedna&enost sadrZaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

HN»—\NwNHNwHHNH'—‘I—\wwwNNNNHH
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L — nizak nivo rizika; M — srednji nivo rizika.

Proizvodni postupak podrazumeva rastvaranje le&osipstance i susSenje rastvora

rasprSivanjem. Na taj tim je rizik svih navedenih polaznih atributa kveld lekovite

supstance, osim hemijske stabilnosti, mali za dvibude kvaliteta méuproizvoda.

Hemijska stabilnost lekovite supstance Kna je za atribute kvaliteta kao Sto su sadrzaj

I degradacioni proizvodi. lako se zahvalitijuelativno dobroj stabilnosti lekovite

supstance odabrana tehnologija moze smatrati pogoger moze rezultovati praSkom

homogenog sastava i dobre rastvorljivosti, zbdgkivanog prelaska u amorfni oblik

stabilnost moze biti smanjena Sto bi se ispitivatialjim fazama razvoja.
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3.1.4.2. Odabir ekscipijenasa

Prilikom odabira ekscipijenasa pogodnih za proizyograska susenjem rasprSivanjem
rastvora, kriténi atributi bili su njihova rastvorljivost u vodi,procesibilnost odnosno
mogutnost efikasnog susenja rasprSivanjem. Rastvarap@aznih materijala mogu se
eliminisati razlike u osobinama e razl¢itim proizvodnim serijama, kao Sto je
veli¢ina cestica koja moZze biti uzrok nehomogenosti prask@aai drugih proizvodnih
problema. Prednost u formulacijama sa niskim udelekovite supstance je ta Sto u
formulaciji dominiraju osobine ekscipijenasa zalyjaki kojima je olakSano izuienje
proizvodnog procesa.

Odabrani su ekscipijensi laktoza i maltodekstrimzmati po relativno dobroj
rastvorljivosti u vodi i procesibilnosti prilikomusSenja rasprSivanjem (Chidavaenzi i
autori, 1997; Gonnissen i autori, 2007; Goula i Adaoulos, 2008). Vodeni rastvor
naratriptana, laktoze i maltodekstrina je kéei$ kao najprostiji tip medijuma za
rasprSivanje. Laktoza monohidrat ima ulogu puniogaisutna je u najwem udelu
(83.4 %). Maltodekstrin (15.3 %) obezioge poboljSanje proizvodnog prinosa prilikom
susenja rasprSivanjem i inhibitor je kristalizacipahvaljuj¢i tome Sto povéava
temperaturu staklastog prelaza komponenata fornellgidhikari i autori, 2004; Goula

i Adamopoulos, 2008). Lekovita supstanca prisuta yelativno niskoj koncentraciji
(1.3%).

3.1.4.3. Analiza rizika za procesne parametre sagasprsivanjem

lako se smatra slozenim tehnoloSkim procesom, ggasprsivanjem omogava da se
podeSavanjem brojnih procesnih parametara u skdadpostavljenim ciljem definiSe
Sirok prostor za dizajn. Kao ciljna osobina kopsi@nog praska sa naratriptan
hidrohloridom definisana je Sto manja vrednost adr&aj vlage, a Sto se&di kvaliteta
procesa kao cilj je definisano postizanje Stéegeproizvodnog prinosa.

Za definisane ciljeve, izvrSena je inicijalna apalrizika za sled® procesne parametre:
temperaturu ulaznog vazduha (temperaturu vazduhsuzenje na ulazu u komoru),
brzinu pumpe (brzinu kojom se rastvor dovodi d@rsisaa), brzinu aspiratora (brzinu

protoka vazduha za suSenje podeSavanjem radataspitia brzinu kojom se vazduh za
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susenje izvlé kroz uretaj), koncentraciju rastvora (medijuma koji se ras),
vlaznost ulaznog vazduha, i atomizaciju (Kmlu energije koja se troSi za rasprSivanje)
(Tabela 3.1.4-2.). Analiza rizika izvedena je pnmomn FMEA analize (englFailure
Mode Effects Analysis Rizik je procenjen na osnovu tri Kriterijuma: Zitee,
verovatna@e javljanja i detektabilnosti (vremena detekcijeko Sto je broj prioritetnog
rizika dobijen mnozenjem ove tri vrednosti kéga u rangiranju rizikaSakura tablet
case study2008;RMWG-07 case stud2008).

Za ispitivanje uticaja i optimizaciju odabrana &tiri potencijalno krittna procesna
parametra: temperatura ulaznog vazduha, brzina eumpzina aspiratora |
koncentracija rastvora. Temperatura ulaznog vazdobezbduje dovod toplotne
energije, brzina pumpe i koncentracija rastvoréuutia koltinu teinosti koja se dovodi
za isparavanje i samim tim na ishod prenosa maseeigije i formiranjetestica, a
aspirator moze da @t na ukupnu ulaznu energiju i da dovede do ¢@ava
temperature izlaznog vazduha. Uticaj parametara rkep ukljueni u optimizaciju
smanjen je odrZzavanjem u uskim granicama ili odzagam konstantnih vrednosti
(vlaznost ulaznog vazduha, atomizacija).

Parametri koji su odabrani da se dodatno prateubepred definisane specifikacije su
temperatura izlaznog vazduha (koja odgovara tenyrenaroizvoda tokom procesa) i
velicina¢estica dobijenog praska, i za njih nije izvrSenanf@na analiza rizika.

3.2. MATERIJALI | METODE

3.2.1. Materijali

Naratriptan hidrohloridHetero Drugs Limited|ndija), maltodekstrin DE 14Qargill,
Belgija), laktoza monohidrat 200 meslAldavit, Nemaka), i preiS¢ena voda

(Hemofarm a.d., Srbija) su sastojci formulacijekjg bila korigena u eksperimentima.
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Tabela 3.1.4-2. Analiza rizika za procesne parar®igenja rasprsivanjem

Ciljni profil Potencijalni Verovatn@a Broj
proizvoda/svojstva S Efekat TeZina R Detektabilnost| prioritetnog
kvaliteta modalitet ispada javljanja rizikal
Sadrzaj vlage Temperatura Na nizim temperaturama zbogéeerelativne viaznost 2 5 3 30
ulaznog vazduha vazduha kojim se vrSi suSenje i manje efikasnosti
suSenja, moze dodo poveanja sadrzaja rezidualne
vlage u prasku.
Sadrzaj vlage Brzina pumpe &&ebrzina moze da dovede do péaeja sadrzaja 3 5 3 45
vlage zbog toga Sto treba da ispaav&olicina vode.
Sadrzaj vlage Brzina aspiratora Veca brzina moze da dovede do péaeja sadrzaja 1 5 3 15
vlage u prasku zbog skenog zadrzavanja u komori
Sadrzaj vlage Koncentracija Niza koncentracija moze da dovede do gavéa 4 5 1 20
rastvora sadrZaja vlage jer ima viSe vode za isparavanije.
Sadrzaj vlage Vlaznost vazduha | Veéa vlaznost vazduha moze da dovede do {amja 3 2 1 6
sadrzaja vlage jer je smanjen kapacitet suSenjacli
uraiaja u klimatizovanom prostoru smanjuje rizik.
Sadrzaj vlage Atomizacija Nema direktnog uticaja na sadrzaj vlage u prasku. - - -
Proizvodni prinos Temperatura ViSa temperatura ulaznog vazduha moZe da dovede do 3 4 4 36
ulaznog vazduha pove&anja prinosa zbog toga Sto je suvlji proizvod
manje lepljiv.
Proizvodni prinos Brzina pumpe Y@ brzina moze da dovede do smanjenja prinosd 3 5 4 60
ako se dobija vlazniji proizvod pa je vise lepljiv.
Proizvodni prinos Brzina aspiratora Veca brzina moze da dovede do péaeja prinosa 1 5 4 20
zbog boljeg odvajanja u ciklonu.
Proizvodni prinos Koncentracija Veca koncentracija moze da dovede do gavga 4 5 1 20
rastvora prinosa zbog toga Sto se krupnifstice bolje
odvajaju u ciklonu.
Proizvodni prinos | Vlaznost ulaznog Veca vlaznost vazduha moze da dovede do smanjgnja 3 2 1 6

vazduha prinosa jer moZe da se pdedepljivost proizvoda, ali
rad urelaja u klimatizovanom prostoru smanjuje rizik.
Proizvodni prinos Atomizacija Nema direktnog utecag prinos. - - - -

'Kada je broj prioritetnog rizika: < 20, postoji akzrizik; > 20 i < 40, postoji sredniji riziks 40, postoji visok rizik.
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3.2.2. Priprema praskova

Kompozitni sistemi su suSeni rasprSivanjem vodeastvora na uiaju Buchi 290-
Mini Spray Dryer (Biichi Laboratoriums-Technik AGyajcarski opremljenom sa
standardnim mlaznim rasprsSiean sa dva fluida. U svim eksperimentima &ola
rastvora je bila 100 g i brzina vazduha za rasprjev je bila podeSena na 600L/h.
Preostali procesni parametri su bili podeSeni premahtevima pojediriih

eksperimenata odienih eksperimentalnim dizajnom.

Temperatura izlaznog vazduha je merena gantemperaturnog senzora koji se nalazi
u delu urdaja za suSenje rasprSivanjem odmah posle cilindraome se vrSi
rasprSivanje (koji je ujedno i komora za suSenfako da je omogieno merenje
temperature vazduha koji nasirstecestice pre njihovog ulaska u ciklonski separator.

Stoga se merena temperatura ¢ana kao temperatura izlaznog vazduha.

Proizvodni prinos, odnosno masa praska prikuplposle svakog eksperimenta susSenja
rasprSivanjem izrazena je kao procenatebae koltine praskova od kojih je

pripremljen rastvor.

3.2.3. Karakterizacija praskova

Odreiivanje sadrzaja vlage i véine ¢estica praskova vrseno je za svaki eksperiment u
okviru odretenog eksperimentalnog dizajna, dok su ostale osgmaskova ispitivane

na uzorcima dobijenim nakon optimizacije procesa.

3.2.3.1. Sadrzaj vlage

SadrZaj vlage (gubitak suSenjem) alivan je termogravimetrijski na aparatlettler-
Toledo HR 83 Halogen moisture analyzer (MettlereBiol, Svajcarskina temperaturi
105°C i u trajanju testa do postizanja pada masgj@gaod 1 mg na 50 sekundi, na
veli¢ini uzorka od 1 g. Prikazani rezultati predstaujayednje vrednosti od najmanje
dva merenja.
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3.2.3.2. Veltina¢estica

Velicina ¢estica praskova je odiwana metodom koja se zasniva na difrakciji lasersk
svetlosti korisenjem urdajaMalvern Mastersizer 2000 particle size analyzer (Man
Instruments, Velika Britanijg. Dispergovanjecestica je vrSeno ponio ureiaja
Scirocco 2000 dry powder feeder (Malvern Instruragvielika Britanijg sa pritiskom
2 bar i brzinom rada udeja za dispergovanje 50-70%. Raspodela¢wedicestica
odreiivana je korisenjem pratéeg softvera uz odabiFraunhoferovog modela.

Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednodthajmanje dva merenja.

3.2.3.3. Vizuelizacij&estica praska

Vizuelizacija praskova sa ciljem opisivanja oblikagrfologije i karakteristika povrSine
¢estica, izvrSena je porao skenirajieg elektronskog mikroskopzhilips ESEM XL 30
FEG (Philips Electron OpticsHolandijg. Uzorci su fiksirani poméu karbonskog
adheziva na aluminijumski dr&a previteni zlatom i zatim fotografisani pri naponu od
10kV. Posmatrani su pod uianjem od 1000 do 5000 puta.

3.2.3.4. Ujedné&enost sadrzaja naratriptan hidrohlorida

Ujednaenost sadrzaja naratriptan hidrohlorida u praskavidobijenim suSenjem
rasprSivanjem proverena je odgovaéaqm HPLC metodom. Analiza je vrSena na
ureiaju Agilent HPLC system, 1200 Seri€¢Agilent, SAD). Kori&ena je kolona
150x4.6mm punjena silik&esticama sa hemijski vezanim fenil grupama,éusdi 3um
(Waters Spherisorb Phenyl, Waters Corporati&AD). Mobilna faza se sastojala od
natrijum dihidrogen fosfatnog pufera (pH 5.0) i propanola u odnosu 90:10. Protok
mobilne faze je bio 1.3 ml/min, injekciona zapreanb0 ul, temperatura kolone 35°C, i

UV detektor je bio podeSen na 282 nm.
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3.2.3.5Diferencijalna skenirajta kalorimetrija (DSC)

Termicka karakterizacija praskova vrSena je pomdiferencijalnog skenirageg
kalorimetra Shimadzu DSC-50 Differential Scanning Calorimet€¢himadzu
Corporation, Japan). Ispitivani su uzorci: polazni materijalijggbnatno (naratriptan
hidrohlorid, laktoza, maltodekstrin), njihove fike smeSe dobijene meSanjem u kesi i
meSanjem pontw tarionika i pistila, i praSak dobijen suSenjensprdivanjem.
Ispitivani uzorci (2-5 mg u zatvorenoj aluminijunagkposudici) su bili tretirani u
temperaturnom opsegu 30-300°C, pri brzini zagrevaa 10°C/min u struji inertnog
gasa azota, pri protoku od 25 ¥min. Prazna aluminijumska posudica je kéei$a kao

slepa proba.

3.2.3.6. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovaamdformacijom (FTIR)

ATR-FTIR spektroskopija, primenjena je za snimaRj€IR spektara direktno iz
praskova, pomi&u Shimadzu IR-Prestige-21 FT-IR spektromef&himadzu Europa
GmbH, Nemaka), kuplovanog sa horizontalnim sistemom za snmg@jeotalne
refleksije Golden Gate MKII single-reflection ATR systéBpecac,Velika Britanija)
opremljenim sa savom od cink-selenida, kojim se omagva direktno snimanje
uzoraka. Ispitivani su uzorci: sirovine pojedina (naratriptan hidrohlorid, laktoza,
maltodekstrin), njihova fizka smeSa dobijena meSanjem u kesi, i praSak dobijen
suSenjem rasprsivanjem. Spektri su snimani u dbB&@-4000crit, pri rezoluciji od

4cm’, sa 32 skeniranja za svaki spektar.

3.2.3.7. Nasipna i tapkana gustina praskova

Nasipna i tapkana gustina praskova je diana pomoéu graduisane menzure i aparata
za merenje tapkane zapremiBeveka SVM(Erweka, Nemaka). Nasipna gustina je
odraefivana tako Sto je prethodno prositan praSak (sitonth) paZzljivo sipan u
graduisanu menzuru od 100 ml (sa podeocigitawanja do 1 ml), do zapremine od
100ml i nakon oitane masan izvrSen je prer&n nasipne gustingy(g/ml)=m/100
Zatim je menzura fiksirana na aparaturu, na kogjvjSeno tapkanje praska do
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postizanja smanjenja nivoa praska u menzur2 ml, izmelu dva uzastopna seta
tapkanja. Pomau vrednostim i ocitane tapkane zapreminéf izvrSen je preraun
tapkane gustingr(g/ml) = m/Vf Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednod

najmanje tri merenja.

3.2.3.8. Proténost praskova

Protainost praskova je odierana na aparatiErweka GWF (Erweka, Nemaka),
merenjem vremena potrebnog za proticanje dalre koléine praska iz levka kroz
kruzni otvor promera 12.5 mm, sa ukimom vibracijom. Prikazani rezultati

predstavljaju srednje vrednosti od najmanje trieng.

3.2.4. Eksperimentalni dizajn: skrining ispitivanje i metodologija

povrSine odgovora

Eksperimentalni dizajn je izveden iz dva korakavi frorak je bila skrining studija i
drugi korak je bilo modelovanje povrSine odgovd@ea ispitivanja koja se zasnivaju na
eksperimentalnom dizajnu bila su podrzana primersmfiverskog paketdesign-
Expert® 7.0.0(Stat-Ease IncCSAD).

3.2.4.1. Skrining ispitivanje

Budwi da izbor eksperimentalnog dizajna zavisi od edjeeksperimenata i broja
faktora koje treba ispitati, u svrhu razvoja praidwog procesa, izveden je set
viSefaktorskih eksperimenata prema takozvanom ioaken faktorijalnom dizajnu, koji
ukljucuje samo deo punog seta eksperimenata. Svrhagedailse ispita efek&etiri
procesna parametra: temperature ulaznog vazduhmebpumpe, brzine aspiratora i
koncentracije rastvora na prinos, sadrzaj vlagejelmh praskova, i na temperaturu
izlaznog vazduha (Tabela 3.2.4.-1). Procesni parasie podeSavani u skladu sa'2
frakcionim faktorijalnim dizajnomCetiri procesne promenljive su varirane na dva

nivoa, tako da je ukupno bilo osam eksperimenateazi&itim kombinacijama nivoa
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promenljivih, izvedenih nasugnim redosledom. Realne i kodirane vrednosti
ispitivanih promenljivih su prikazane u Tabeli 3-A. Eksperimenti 3 i 6 su ponovljeni

kako bi se izréunao statistiki znataj nezavisnih promenljivih.

Tabela 3.2.4-1INezavisnerocesne promenljive u*2frakcionom faktorijalnom dizajnu
(kodirane i realne vrednosti) i @eni odgovori

X, =Brzina X, = Brzina Xz =Temp. X4 = Konc.
Eksp. aspiratora pumpe (%) ulaznog rastvora (%) ;
br. (%) vazduha (°C) Odgovori
kodirano realno kodirano realno  kodirano realno  kodirano realno
1 -1 80 -1 10 -1 170 -1 10
2 +1 100 -1 10 -1 170 +1 30 Y = Prinos (%)
3 -1 80 +1 30 -1 170 +1 30
4 41 100 +1 30 4 170 1 10 Yz Sadrzg
vliage (%)
5 -1 80 -1 10 +1 190 +1 30
6 +1 100 1 10 +1 190 1 10 Ys= Temperatura
izlaznog vezduha
7 -1 80 +1 30 +1 190 -1 10 (C)
8 +1 100 +1 30 +1 190 +1 30

Vrednosti za brzinu aspiratora: 100% predstavljaksimalni protok vazduha od 40°h i 80%
predstavlja protok vazduha od 33/m

Vrednosti za brzinu pumpe: 10% odgovara protokivosa od oko 3 ml/min, i 30% odgovara protoku
rastvora od oko 9 ml/min.

Opsezi ispitivanih parametara su izabrani kakceelpastigli najvéi moguwi proizvodni

prinosi. lzabrane vrednosti za podeSavanje brzigpiratora i brzine pumpe su
definisane prema preporukama proidata urefaja, imajii u vidu osnovne principe
suSenja rasprSivanjem. ViSa vrednost za podeSavamzjee aspiratora (100%, Sto

odgovara protoku vazduha od 46/m) moZe da obezbedi bolje ciklonsko odvajanje i

bolji proizvodni prinos, dok niza vrednost za paleje aspiratora (80%, Sto odgovara
protoku vazduha od 32 %h) moZe da dovede do postizanja nizeg sadrZage \tako
Sto se vreme zadrZzavanja proizvoda u komori zangaij@veava kada je izvigenje
vazduha niZzeg intenziteta. Brzina pumpe 10% (Sgowedra protoku medijuma od oko
3 mi/min) ili 30% (Sto odgovara protoku medijuma oko 9 ml/min) su vrednosti
izabrane u skladu sa preporukom prottat@ urefaja. Uobéajeno je da se rastvori ili

suspenzije laktoze suSe rasprSivanjem pri nesty) t@gperaturi ulaznog vazduha, oko
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170-190°C, i ove vrednosti su izabrane za eksperimentalni jaliz@erggren i
Alderborn, 2004; Chidavaenzi i autori, 1997). Nk@mprimovanog vazduha kojim se
vrSi rasprSivanje medijuma je bio podeSen na 4 enskali na uréaju (Sto odgovara
400L/h), Sto je u okviru opsega vrednosti koje sbidajeno koriste, i bio je fiksiran na
ovoj vrednosti za sve eksperimente (Berggren i Adden, 2004; Goula i Adamopoulos,
2004; Mosen i autori, 2006; Murtoma i autori, 2Q0ktpbrane vrednosti koncentracije
rastvora za susenje rasprSivanjem su bile 10% i @0%e ovaj opseg korg&n u nekim
prethodnim studijama suSenja rasprSivanjem rastuaspenzija koji su sadrzali laktozu
(Cassidy i autori, 2000; Islam i Langrish, 2010).

Rezultati dobijeni primenom FFD evaluirani su kéesjem linearnog modela:

Y =y + biXy + boXo + baXs + baXy (324-1)

gde vrednostb;-b, predstavljaju regresione koeficijenté;je predvidena vrednost za
praceni odgovor: prinosY), sadrzaj vlageYp), i temperaturu izlaznog vazduhg); a
vrednostiX predstavljaju glavne efekte variranih promenljiviltzine aspiratoraX),

brzine pumpeX_), temperature ulaznog vazduh&@)( koncentracije rastvoray).

3.2.4.2. Metodologija povrSine odgovora (engResponse surface
methodologyRSM)

Posle izvdenja skrining ispitivanja, tri procesna paramettazina pumpe A),
temperatura ulaznog vazduhB),( koncentracija rastvoraC], izabrana su za dalju
analizu primenom trifaktorskog sfernog centralnognkozitnog dizajna (engCentral
composite desigrGCD) s&injenog od 20 eksperimenata. Analiza varijanse (AMRp
je izvrSena kako bi se odredio zapsvakog faktora, pri nivou zéajnosti od 5%.
Polinomne jednane su kreirane kako bi se ustanovile vezedundaktorima i
odgovorima. Pré&ni odgovori su bili prinosR;); sadrzaj vlageR;); srednja veliina
cestica Rs); i temperatura izlaznog vazduh&,). Realne i kodirane vrednosti
evaluiranih promenljivih, pkgenih odgovora i eksperimentalni matriks prikazamius
Tabeli 3.2.4-2.
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Tabela 3.2.4-2. Nezavisne procesne promenljive nir@@om kompozitnom dizajnu
(kodirane i realne vrednosti) i @eni odgovori

A = Brzina B = Temp. C = Koncentracija
umpe (% ulazno rastvora (% .

Eﬁf.p' pumpe (%) Joazne %C) (%) Odgovori

kodirano realno kodirano realno kodirano realno
1 -1.68 3.18 0 180 0 20
2 +1 30 +1 190 -1 10
3 0 20 0 180 0 20
4 -1 10 +1 190 +1 30
5 +1.68 36.82 0 180 0 20
6 0 20 0 180 0 20 Ry= Prinos (%)
7 0 20 0 180 +1.68 36.82
8 0 20 0 180 0 20
9 0 20 0 180 0 20 R,= Sadrzaj vlage (%)
10 0 20 -1.68 163.18 0 20
11 -1 10 +1 190 -1 10
12 0 20 0 180 0 20 Rs= Srednja vetiina ¢estica (um)
13 -1 10 -1 170 -1 10
14 +1 30 -1 170 -1 10
15 0 20 0 180 0 20 Re=Temperatura izlaznog vazduha
16 1 10 1 170 +1 30 ()
17 0 20 +1.68 196.82 0 20
18 0 20 0 180 -1.68 3.18
19 +1 30 +1 190 +1 30
20 +1 30 -1 170 +1 30

Vrednosti za brzinu pumpe: 3.18% odgovara prot@siviora od oko 1 ml/min, 10% odgovara protoku
rastvora od oko 3 ml/min, 20% odgovara protokuvast od oko 6 ml/min, 30% odgovara protoku
rastvora od oko 9 ml/min i 36.82% odgovara protad&tvora od oko 11 ml/min.

3.2.5. VeSté&ka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptrona

U modelovanju procesa susSenja rasprSivanjem dem& je veStika neuronska mreza
tipa viSeslojnog perceptrona (enilultilayer perceptron, ML Pre treniranja mreze i
razvoja modela, definisana je specifikacija za Iskijvenih slojeva i broj jedinica u
ovim slojevima. Za aktivaciju neurona odabrana iggm®idna transfer funkcija. Za
treniranje mreze odabran je BP algoritam (ehgtk-propagationBP) i podeSavani su
parametri kao Sto su broj epoha, brziganja, momentum, broj kombinacija. MLP je
primenjen koriéenjem komercijalno dostupnog softvefatistica Neural Network
software (StatSof§AD).
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3.2.6. Ispitivanje potencijala novih n&ina kombinovanja vestakih

neuronskih mreza i metodologije povrSine odgovora

Ispitivan je potencijal kombinovane primene metodge povrSine odgovora (RSM) i
vesSta&kih neuronskih mreza (MLP) u poboljSanju razumesapjocesa i kvaliteta
razvoja procesa (Miguélez-Moran, 2009; Plumb i au2002). Neuronske mreze su
kori&ene za upotpunjavanje liste podataka koji se dalpgu obraditi matemakim
modelovanjem zasnovanom na eksperimentalnom dizég®M). S druge strane,
metodologija povrSine odgovora kamha je za deSifrovanje predanja vestékih
neuronskih mreZa koja imaju prirodu takozvane &utge (Miguélez-Moran, 2009).
Sema eksperimenata koji su kégdi u razvoju i testiranju razliih modela

predstavljena je na Slici 3.2.6-1.
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Slika 3.2.6-1Sema eksperimenata koji su k6g8i u razvoju i testiranju razitih modela.
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Najpre su razvijeni modeli kodénjem samo eksperimentalno dobijenih podataka CCD
dizajna (eksperimenti 1-20, Tabela 3.2.4-2, Slika.681.), primenom metodologije
povrSine odgovoraRSM1 model) i neuronske mreze tipa viSeslojnog perceptrona
(MLP1 model).

Zatim, kako bi se ispitao potencijal MLP za upofjaaranje liste podataka (koja
odgovara odr@enom eksperimentalnom dizajnu) iz koje je magizvrsiti matematiko
modelovanje (RSM), koré&njem jednog manjeg dela eksperimentalnih podataka
trenirana je neuronska mreza kako bi se dobodel MLP2. Koris&eni su
eksperimentalni podaci koji odgovaraji® faktorijalnom dizajnu u okviru CCD
(eksperimenti 2, 4, 11, 13, 14, 16, 19, 20, TaBelad-2., Slika 3.2.6-1.). Model MLP2
koris¢en je za preddianje rezultata i upotpunjavanje grupe podatakareaspalih 12
eksperimenata koji po dizajnu odgovaraju CCD. Najoma&in omogueno je
matematiko modelovanje (primena RSM) dobijene grupe podatala se sastoji od
kombinacije eksperimentalnih i predenih rezultata, i dobijeni smodeli RSM2
(Slika 3.2.6-1).

U cilju ispitivanja potencijala primene RSM u de8ifanju takozvane prirode crne
kutije predvidanja vest&kih neuronskih mreza, kofiéni su samo predieni rezultati

za sve eksperimente koji pripadaju CCD, i to orbipimi predvdanjem MLP modela sa
najboljom korelacijom izm#u predvdenih i stvarno dobijenih rezultata. Primenom
RSM na taj n&n dobijeni SURSM3 modeli za svaki odgovor kako bi bili definisani
zn&aj i veze mdu faktorima (Slika 3.2.6-1). Dobijene mateniké jedngine su
analizirane kako bi se na osnovucsbsti i razlika mdéu modelima unapredilo
razumevanje procesa i objasnilo zasSto jedan madal bolju mé predviianja od
drugog.

Sposobnost predi@nja modela ispitivana je test eksperimentom (akseat br. 21,
Slika 3.2.6-1) korist@ novi set ulaznih promenljivih (brzina pumpe 6 fémperatura
ulaznog vazduha 175°C, koncentracija rastvora 15 %)

Sposobnost predd@nja razléitih modela izrazavana je kroz préua koeficijenata

korelacije (R) za eksperimentalno dobijene i prathie rezultate.
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3.2.7. Optimizacija suSenja rasprSivanjem

Nakon izvrSene analize procesa, kégi§em softverskog pakef2esign-Expert® 7.0.0
(Stat-Ease Inc, SAD) izvrSena je nunika optimizacija procesnih parametara za
rastvor koncentracije 25%, sa zahtevima za pog@zaajvé€eg moguieg prinosa i
najmanjeg mogteg sadrzaja vlage, primenom takozvanog pristup&lpasti (engl.
Desirability approach (Nekkanti i autori, 2009). Zatim je izvrSena &izohemijska
karakterizacija dobijenog praska.

3.3. REZULTATI | DISKUSIJA

3.3.1. Skrining ispitivanje

Dobijene eksperimentalne vrednosti (Tabela 3.3)1zh pr@ene odgovore nakon
sprovedenog ' FFD dizajna uklapane su u linearni model i dotjesu sledée

jedn&ine (u obliku kodiranih faktora):

Y1=78.05+ 0.72%X - 6.28%*% + 1.85*X3 - 2.50*% (3.3.1-1)
Y2 =3.26 - 0.013*X + 0.29*X; - 0.24*X% - 0.29*% (3.3.1-2)
Y3 =81.00 + 0.25%X - 0.25*% + 2.50*X3 + 0.00*X4 (3.3.1-3)

gde vrednostlY predstavljaju preddene vrednosti za pfane odgovore: prinosyy),
sadrzaj vlage Y,), | temperaturu izlaznog vazduh#), a vrednostiX predstavljaju
glavne efekte variranih promenljivin: brzine asfra (X;), brzine pumpe X)),

temperature ulaznog vazduh&), koncentracije rastvoray).
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Tabela 3.3.1-1. Nezavispeocesne promenljive U"2frakcionom faktorijalnom dizajnu (kodirane i reaednosti) i dobijeni odgovori

Odgovori
Br X1 = Brzina X, = Brzina Xz =Temperatura X,;=Koncentracija Y;= Prinos Y= SadrzZaj Y ;= Temperatura
robe aspiratora pumpe ulaznog vazduha rastvora vlage izlaznog vezduha
P (%) (%) (0) (%) (%) (%) (C)
kodirano realno kodirano realno kodirano realno kodirano realno
1 -1 80 -1 10 -1 170 -1 10 84.4 3.1 81
2 +1 100 -1 10 -1 170 +1 30 84.6 3.0 81
3 -1 80 +1 30 -1 170 +1 30 62.7 3.8 77
4 +1 100 +1 30 -1 170 -1 10 73.1 4.1 75
5 -1 80 -1 10 +1 190 +1 30 82.9 2.5 80
6 +1 100 -1 10 +1 190 -1 10 85.4 3.3 83
7 -1 80 +1 30 +1 190 -1 10 79.3 3.7 85
8 +1 100 +1 30 +1 190 +1 30 72.0 2.6 86

Vrednosti za brzinu aspiratora: 100% predstavljasimalni protok vazduha od 40*%h i 80% predstavlja protok vazduha od 3%tm
Vrednosti za brzinu pumpe: 10% odgovara protoktveaa od oko 3 ml/min, i 30% odgovara protoku rasivod oko 9 ml/min.
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Dobijeni rezultati za 2* FFD pokazali su da samo za proizvodni pringg postoji
statistéki znatajan faktor, brzina pumpexy), gledajéi izracunatu p-vrednost <0,05
(5% nivo zndajnosti). Véa brzina pumpe je rezultovala smanjenim proizvodnim
prinosom jer je uticala na razliku u temperatuméu ulaznog i izlaznog vazduha,
odnosno pad temperature izlaznog vazduha je bén $to je protok rastvora ve
potrebno je viSe energije za susenje kapi i akoltgrce cestice nisu dovoljno osusSene,
dolazi do lepljenja proizvoda na zidove u cilindremanjenja prinosa. Za odabrani
faktorijalni dizajn i formulaciju, nisu prodani zn&ajni modeli. Stoga su iztanati
regresioni koeficijenti iskori&ni da se na osnovu njihove apsolutne vrednostiige

iz daljeg ispitivanja faktor sa najmanjim uticajera prgéene odgovore, a to je brzina
aspiratora. Uticaj tri preostala procesna paramg@irzna pumpe, temperatura ulaznog

vazduha i koncentracija rastvora) ispitivan je gnmom CCD.

3.3.2. Metodologija povrsine odgovora (RSM)

Primenom metodologije povrSine odgovora (RSM) ienes je obrada rezultata svih 20
eksperimenata CCD dizajna (Tabela 3.3.2-1) i ramvisu modeli RSM1 za prane
odgovore.

Za vetinu odgovora, interakcija iznde faktora nije bila statistki znaajna za ispitivani
sistem ispitivan pri nivou zgajnosti 5%. S druge strane, neki autori su z&kijda
kod suSenja rasprSivanjem mnoge interakcijeiungrocesnim parametrima mogu biti
zn&ajne za osobine praskova, kao Sto sucirdi cestica i efikasnost separacije u
kolektoru, odnosno proizvodni prinos (Chawla i aitb994; Tajber i autori, 2009).
Polinom drugog reda je dobijen samo za sadrzajeylagle je interakcija iznde
temperature ulaznog vazduha i koncentracije ragtbila najznaajnija. Svi dobijeni
RSM1 modeli su procenjeni kao zagni. Regresioni koeficijenti koji povezuju
odgovore sa eksperimentalnim promenljivama i ilegjama su prikazani u Tabeli
3.3.2-2. Posmatranjem izianatih p-vrednosti, identifikovani su najziagiji parametri

I detaljnije analizirani nakon sagledavanja rezaltgprimene obe razmatrane

metodologije u modelovanju i karakterizaciji proges
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Tabela 3.3.2-1. Nezavisne procesne promenljiventra@om kompozitnom dizajnu (kodirane i realnedvresti) i dobijeni odgovori

Odgovori
B A = Brzina pumpe B = Temperatura C = Koncentracija R.= Prinos  R,= Sadrzaj Rs= Srednja R,= Temperatura
probe ulaznog vazduha vlage velicinacestica  izlaznog vazduha
(%) (%) (%) (Hm) (‘C)
kodirano realno realno realno

1 -1.68 3.18 180 20 87.3 3.0 4.94 105
2 +1 30 190 10 74.7 3.6 452 90
3 0 20 180 20 74.2 3.2 5.16 20
4 -1 10 190 30 83.3 2.3 5.64 106
5 +1.68 36.82 180 20 63.8 3.3 6.30 82
6 0 20 180 20 81.2 3.2 5.21 94
7 0 20 180 36.82 72.7 29 6.25 89
8 0 20 180 20 79.0 3.1 6.14 95
9 0 20 180 20 79.5 3.1 5.87 95
10 0 20 163.18 20 81.2 3.3 5.18 78
11 -1 10 190 10 80.0 2.7 3.92 104
12 0 20 180 20 77.2 3.2 5.38 89
13 -1 10 170 10 85.0 2.6 3.72 97
14 +1 30 170 10 72.0 2.9 5.43 79
15 0 20 180 20 79.4 29 4.35 94
16 -1 10 170 30 82.6 2.8 6.89 101
17 0 20 196.82 20 79.6 2.7 5.67 103
18 0 20 180 3.18 78.3 2.8 2.67 95
19 +1 30 190 30 65.9 2.4 5.77 96
20 +1 30 170 30 67.3 2.8 7.28 85

Vrednosti za brzinu pumpe: 3.18% odgovara protasivora od oko 1 ml/min, 10% odgovara protoku @stwod oko 3 ml/min, 20% odgovara
protoku rastvora od oko 6 ml/min, 30% odgovaragiotrastvora od oko 9 ml/min i 36.82% odgovaragkotrastvora od oko 11 mi/min.
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Tabela 3.3.2-2. Regresioni koeficijenti koje pojezparametre suSenja rasprSivanjem (kodirani faksarodgovorima

R; / Prinos R/ Sadrzaj vlage R Srednja vetiina R,/ Temperatura izlaznog
cestica vazduha
F-vrednost F-vrednost F-vrednost F-vrednost
(p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost)
Model 77.21 28.52 3.03 3.43 5.31 21.03 93.35 33.31
. 80.45 3.81 4.95 61.48
A/ Brzina pumpe 663 coooony O (0.0710) +0.37 (0.0399) 708 (< 0.0001)
0.31 1.44 38.04
B / Temperatura ulaznog vazduha -0.42 (0.5806) -0.081 (0.2498) / / +5.57 (< 0.0001)
N 4.76 2.07 37.11 0.41
C / Koncentracija rastvora -1.61 (0.0444) -0.098 (0.1714) +1.03 (< 0.0001) +0.58 (0.5303)
. . 5.78
BC / Interakcija izméu faktora B i C / -0.21 (0.0306) / /
C?/ Kvadratni efekat faktora C / 013  *05 / /
' (0.0636)
Lack of fit (neuskl@enost) 1.38 (0.379) (:'05;()) 0.98 (0.547) 1.86 (0.253)
R® 0.842 0.550 0.712 0.862

R? — koeficijent korelacije
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3.3.3. Vesté&ka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptrona

Vestaka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptronaRMje odabrana u cilju
razvoja modela MLP1 kort&njem podataka iz svih 20 eksperimenata CCD dizagna
unos vrednosti ulaza i izlaza (Tabela 3.3.2-1).

PodeSavanje parametara neuronske mreze je podreaionaefinisanje broja skrivenih
slojeva i neurona, tipa aktivacione funkcije, bezimtenja, momentuma, i broja
kombinacija. U aktivaciji neurona koésna je hiperbofina tangens sigmoidna transfer
funkcija. Za krosvalidaciju mreze koéEno je 15% podataka, i dodatni set podataka je
koris¢en za testiranje mreze.

Period @enja je bio zavrSen kada je dostignuta najmanja RMS
RMSE=[2(y: p — Y m)2/n] 2 (3.3.3-1)

gde je RMSE koren srednje vrednosti kvadrata gregkie predvideni odgovorynm je
odgovor dobijen u eksperimentuy je broj eksperimenata, podataka za treniranje MLP
(Bishop, 1995).

Kada je proces treniranja zavrSen, MLP mreZa jirdes sa test podacima. Test uzorak
je pripremljen kako bi se proverila sposobnost mared predvanje, koristéi brzinu
pumpe 6 %, temperaturu ulaznog vazduha 175°C, kbraszju rastvora 15 %.

Odabrana struktura MLP (Slika 3.3.2-1) je imalastoja: prvi sloj sa tri ulazne jedinice,
drugi sloj sa tri skrivene jedinice, i tiesloj sa 4 izlazne jedinice. Struktura i optimalne
vrednosti za treniranje MLP mreze su bili sl@d®érzina &enja 0.6, momentum 0.3,
RMSE treniranja 0.15, RMSE krosvalidacije 0.24,jlemoha 10,000.

skriveni sloj
e
O—|
40
ulazi— o— <«— izlazi
40
Oi
g

Slika 3.3.3-1. Struktura mreZze tipa viSeslojnogcpptrona (MLP).
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Performanse modela ve&ta neuronske mreze procenjene su preko RMSE i
koeficijenta korelacije Rizmeiu eksperimentalnih i prediénih vrednosti.

Poreienje sposobnosti predidnja odgovora korégnjem modela RSM1 (modeli
dobijeni metodologijom povrSine odgovora) i MLP1dael dobijen primenom vegiee
neuronske mreze tipa viseslojnog perceptrona) faefisno je u Tabeli 3.3.3-1. i na
korelacionim graficima (eksperimentalno dobijenespram predwdenih vrednosti;
Slika 3.3.3-2). Na osnovu prikazanih rezultata MLfa bolju sposobnost predwanja
odgovora u poienju sa RSM1 modelima. PovrSine odgovora, kreifeorscenjem
MLP1, predstavljene su na Slici 3.3.3-3. One pomaxizruelizaciji modela.

Brzina pumpe je imala naj¥e uticaj na proizvodni prinos (Slika 3.3.3-3a). e
vrednost brzine pumpe imala je negativan uticajpniaos, zato Sto je uzrokovala
smanjenje temperature izlaznog vazduha, i toploamergija obezhiena kroz
temperaturu ulaznog vazduha nije bila dovoljna atpyno susSenje. Zbog lepljenja u
komori za suSenje, prinos je bio snizen i sadrdapes je bio poviSen. Sho je
primeteno i u nekim drugim studijama (Billon i autori,@0 Tajber i autori, 2009).

Za sadrzaj vlage, interakcija izthebrzine pumpe i koncentracije rastvora se pokazala
kao zng&ajna. Koncentrovaniji rastvori sa amm temperaturom ulaznog vazduha
rezultovali su uzorcima sa nizim sadrzajem vladein$ je priméeno od strane autora
Goula i Adamopoulos (2004) koji su to objasnili kposledicu uticaja povanja
sadrzajacvrstih supstanci na formiranje suve povrSine. Ratuka sadrzaj vlage su
prikazani u Tabelama 3.3.2-1 i 3.3.3-1 i izrazankao srednje vrednosti najmanje dva
merenja, sa standardnom devijacijom u opsegu 0.0&%0 (u proseku 0.07%).

Efekat temperature ulaznog vazduha nije bioc@js za proizvodni prinos, Sto se
podudara sa zakigima autora Tajber i autora (2009). Koncentra@jstvora je imala
negativan uticaj na proizvodni prinos. Mnogi auted pronasli da koncentracija
medijuma za rasprSivanje ima pre svega pozitivacejuha prinos u procesu susenja
rasprSivanjem (Billon i autori, 2000; Chawla i autd994; Prinn i autori, 2002). Pri
viSim temperaturama i ¢en koncentracijama medijuma, potpunije suSenje g
lepljenje proizvoda i deSava se bolja ciklonskaasagija (Billon i autori, 2000).
Takade, koncentrovaniji rastvori obezhgu krupnije ¢estice koje se bolje odvajaju u
ciklonskom separatoru (Prinn i autori, 2002).
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Tabela 3.3.3-1. Podenje sposobnosti predidanja RSM1 i MLP1 za modelovane odgovore

Prinos (%) SadrZaj vlage (%) Srednja #iela cestica (um)  Temperatura izlaznog vazdi@) (

Parametrl RSM1 MLP1 RSM1 MLP1 RSM1 MLP1 RSM1 MLP1
RSME 2.44 1.98 0.347 0.190 0.573 0.528 2.98 2.13
R? 0.842 0.898 0.550 0.642 0.712 0.779 0.862 0.933
Test uzorak 84.21 85.43 2.64 2.74 4.43 4.76 101 103.2
Predvidene
vrednosti
Test uzorak Eksperimentalno Eksperimentalno Eksperimentalno Eksperimentalno

dobijena 86.7 dobijena 2.88 dobijena 4.98 dobijena 104

vrednost vrednost vrednost vrednost

RSME - koren kvadrata srednje vrednosti greSke

R? - koeficijent korelacije

RSM1 — Modeli dobijeni primenom metodologije pomeiodgovora (RSM)

MLP1- Modeli dobijeni primenom neuronske mreZza tiggslojnog perceptrona (MLP)
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Slika 3.3.3-2. Porenje eksperimentalnih i predgnih podataka ponda MLP1 i RSM1 modela za slegkeodgovore: prinos (a), sadrzaj vlage (b),
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Slika 3.3.3-3. Grafici povrSine odgovora koji polprefekte dva glavna parametra od né@geuticaja na dati odgovor. Ostali parametri smimaima
koji obezbeéuju maksimalni odgovor: prinos (a), sadrZaj vlagg $rednja vetina ¢estica (c) i temperatura izlaznog vazduha (d).
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Sa druge strane, Elversson i autori (2003) suiliumize prinose pri véim
koncentracijama medijuma Sto se moze objasniti tolaepovéan sadrzajévrstih
supstanci u medijumu moZe da péaesklonost kapi da koalesciraju po sudaru jedna sa
drugom ili sa zidom, zbog ve sile udara. Goula i Adamopoulos (2004) sdiluda
vece koncentracije suvih supstanci uzrokuju smanjeiveste mase koja se ke
zajedno sa izlaznim vazduhom zbog uticaja nac¢welicestica. Véa koncentracija
uzrokuje i nesSto @ viskozitete, pousava veltinu kapi a time i veliinu cestica.
Temperatura izlaznog vazduha je najviSe pod uticggedeSavanja pumpe, kao Sto je i
o¢ekivano. Sto je w& brzina pumpe, vise deosti se dovodi do komore za suSenje i
stvara se w@ kolicina pare rastvata, Sto dovodi do pada izlazne temperature (Slika
3.3.3-3d). Ovi zakljuci su u skladu i sa radom Tajber i drugih autoG0&).

Velic¢ina cestica je dodatno ptana kako bi se proverilo koji se opseg &iek cestica
moze dobiti na kori&nom urdaju za suSenje rasprSivanjem. Dobijene vrednosti za
veli¢inu ¢estica prikazane su u Tabelama 3.3.2-1. i 3.3i3&razene su kao srednje
vrednosti hajmanje dva merenja, sa péasen standardnom devijacijom 0.13 pm. Osim
brzine atomizacije koja je odrzavana konstantnowmckntracija rastvora i brzina
pumpe bili su parametri sa naju®m potencijalom za uticaj na veéinu cestica.
Pronaeno je da najrazblazeniji rastvori rezultuju najgin cesticama, i da brzina
pumpe negativno ute na vekinu cestica (Slika 3.3.3-3c). Kao 5to je opisano u nekim
drugim studijama, kada je koncentracija medijunskaj formiraju se sitn&estice zato
Sto je kolEina ¢vrstih supstanci po kapi koja izlazi iz raspr§@amanjena, tako da po
isparavanju vode iz kapi, ostaje sittestica (Chawla i autori 1994; Corrigan i autori,
2006; Gonnissen i autori, 2008; Elversson i au@03; Prinn i autori, 2002; Tajber i
autori, 2009). Takde, veltina kapi obéno raste sa porastom koncentracije medijumaili
viskoziteta, i energija dostupna za atomizacijudapadNa taj néin, efekat koncentracije
medijuma na velinu osuSenecestice potie od efekta na velinu kapi (Goula i
Adamopoulos, 2004). Sa druge strane, pri konstam@oonizaciji, prilikom povéanja
brzine pumpe, nema dovoljno energije za atomiza@gtvora povéanog protoka i
formiraju se krupnije kapi, Sto rezultuje krupnijitasticama. Ovo je prinéeno kako u
ovoj tako i u nekim drugim studijama (Chegini i Glaglian, 2005; Tajber i autori,
2009; Gonnissen i autori, 2008).
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Vizuelizacija cestica je vrSena pordo skenirajde elektronske mikroskopije.
Fotomikrografije ¢cestica osuSenih rasprSivanjem su predstavljene lica $3.3-4.
Prime&uje se da su dobijenestice sfernog oblika i glatke povrSine. Ovo jeidaj@no
za suSenje rasprSivanjem rastvora gde su sve kanpodobro rastvorljive i powa se
kontinuirano kako se kap susi, rezulitijglatkim, sferniméesticama. Prim&no je i
prisustvo Supljirtestica. Suplja unutradnjost moze nastati zbogjdigasa u kapima sa
formiraju¢im filmom (ljuskom) koji teSko propusta paru, ibag vazduha zarobljenog u
tecnosti. Filmovi koji nastaju na povrSini kapi tokosuSenja i formiranjatestica

sainjeni od hidrofilnih materijala kao Sto je laktgzemaju sposobnost propustanja

vode, pa je mogie da se tokom isparavanja vode formira negativaisaik.

Slika 3.3.3-4. Sfern&estice osuSene rasprsivanjem rastvora naratripdaohtorida, laktoze i
maltodekstrina pri uv@nju 1000 puta (a) i 3000 puta (b).

Zapaza se i da su nekestice smezurane. PoSto je kinetika formiradgstica
kontrolisana brzinom isparavanja i u vezi sa porasviskoziteta kapi, tokom suSenja
su kapitestice izlozene stresnijim uslovima koji duti na formiranje povrSine i
kontroliSu morfologiju dobijenihkcestica. Smatra se da sestice nastale pri ¢en
brzinama suSenja smeZuranije usled kolapsa kogeieSava, dok siestice nastale pri
manjim brzinama suSenja sfernijeg oblika. Procassfiormacije kagestica vrlo je
sloZzen i zavisi od mi#usobne povezanosti procesnih promenljivih ickmhemijskih
osobina formulacije (Snyder i Lechuga-Ballester2308). Uslovi suSenja kojima su

izlozene pojedintne kapi moZe zrajno da varira, tako da se moze desiti da su
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prisutnecestice koje su smezurane i Suplje, nastale usledemosti véim brzinama
suSenja.

Fotomikrografija skenirajte elektronske mikroskopije smeSe praSkova kens za
pripremu rastvora za suSenje rasprSivanjem (Slika33®a), pokazuje nasudni
raspored ighiastih kristala naratriptan hidrohlorida u smesSiajok dominiraju cestice
laktoze i maltodekstrina, i ukazuju da postoji poi@l za loSu homogenost

neprocesiranog praska.

(a 00086676 -1 (b 00086678 v MB,

Slika3.3.3-5. Smesa praskova naratriptan hidrotidofiaktoze i maltodekstrina pre rastvaranja i
susenja rasprsivanjem pri @aamju 1000 puta (a) i 5000 puta (b).

3.3.4. Ispitivanje potencijala novih n&ina kombinovanja vestakih

neuronskih mreza (MLP) i metodologije povrSine odgeora (RSM)

3.3.4.1. Primena MLP u dopunjavanju podataka u sifinisanom

eksperimentalnim dizajnom neophodnim za primenu RSM

Upotreba MLP mreze (MLP2 model) u dopunjavanju gaginlela podataka u sklopu
seta definisanog eksperimentalnim dizajnom dalzagovoljavajde rezultate za neke
odgovore (prinos, temperatura izlaznog vazduha)imazci u obzir broj
eksperimentalnin podataka koji su kdégBi za modelovanje (Tabela 3.3.4-1, Slika
3.3.4-1). Ova ideja moze biti korisna u karakterigasuSenja rasprSivanjem i
modelovanju, jer moZe da omdgsmanjenje broja izvedenih eksperimenatadivien,

mreZa koja se koristi u ove svrhe morala bi da lmeljno robusna. Ipak, model sa
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najboljom sposobndésd predvidanja bio je MLP1 model, dobijen iz é& grupe podataka
(Tabela 3.3.4-1).

Tabela 3.3.4-1. Koeficijenti korelacije {Rza eksperimentalne i predeine podatke za
razlicite modele

Izlaz RSM1 MLP1 MLP2 RSM2
Prinos 0.842 0.898 0.790 0.828
SadrZaj vlage 0.550 0.642 0.328 0.368

Temperatura izlaznog vazduh®.862 0.933 0.776 0.786
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Slika 3.3.4-1. Powenje eksperimentalnih i predenih podataka dobijenih poiwo razlgitin
modela, za odgovore: prinos (a), sadrZaj vlagetémperaturu izlaznog vazduha (c)
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3.3.4.2. Primena RSM u dobijanju matertldh modela kori&enjem

predvidanja MLP mreZe u cilju boljeg razumevanja procesa

Predviteni rezultati MLP1 modela (najbolji%Robrateni su primenom RSM i dobijene
matematike jedng&ine su analizirane (RSM3 modeli) kako bi se vidslgnosti i
razlike sa jednanama RSM1 modela (Tabela 3.3.4-2).

Primeeno je da modeli RSM3 koji su dobijeni na osnovadpidanja MLP1 imaju
vece vrednosti Ru porelenju sa modelima RSM1 (Tabele 3.3.4-1 i 3.3.44@ddeli
predstavljeni u Tabeli 3.3.4-2 pokazuju da su viemeaiu faktora i odgovora mnogo
slozenije nego Sto pokazuju modeli RSM1, Sto bi lmdifi razlog za bolju sposobnost
predvidanja modela MLP1.

Slicno kao kod modela RSM1, generisane su kvadratimearina jedn&na za sadrzaj
vlage i1 temperaturu izlaznog vazduha, redom. ®dakoizraunati koeficijenti
parametara bili su vrlo ghi (Tabela 3.3.2-2. 1 3.3.4-2).

Tabela 3.3.4-2. Regresioni koeficijenti koje pojazparametre suSenja rasprSivanjem
sa odgovorima — RSM3 modeli dobijeni kéagjem samo pred#enih vrednosti

Ulaz R (p) R (p) Rs (p)
A -6.21 (<0.05) +0.20 (<0.05) -7.35 (<0.05)
B - -0.12 (<0.05) +5.17 (<0.05)
C -2.18 (<0.05) -0.12 (<0.05) +0.14 (0.834)
AB +0.56 (<0.05) - -
BC - -0.12 (<0.05) -
AC -1.04 (<0.05) -0.06 (<0.05) -
A? -0.87 (<0.05) -0.11 (<0.05) -
B? . -0.07 (<0.05) -
c? -0.39 (<0.05) -0.17 (<0.05) -
R? 0.994 0.961 0.916

A — brzina pumpe; B — temperatura ulaznog vazdha;koncentracija rastvora; R prinos;
R, — sadrZaj vlage; R- temperatura izlaznog vazduhd,-Rkoeficijent korelacije.

Opsti zakljiak bi bio da se bolja predianja obéno dobijaju primenom MLP modela.
lako matematiki modeli (u ovoj studiji dobijeni primenom RSM) m&ju podjednako
dobro predwianje vrednosti, analizom mateng&th jedna&ina mogu se dobiti korisne
informacije o na&inu i zna&aju uticaja ispitivanih faktora koje mogu poénou
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poboljSanju razumevanja suSenja rasprSivanjem. Kmmabnom primenom objedinjuju

se prednosti obe metodologije.

3.3.5. Optimizacija suSenja rasprSivanjem

Nakon izvrSene analize poiho softveraDesign-Expert® 7.0.{Stat-Ease Inc, SAD)
primenom pristupa pozeljnosti (enddesirability approach (Nekkanti i autori, 2009)
izvrSena je numetka optimizacija procesnih parametara za rastvocé&otnacije 25 %,

sa zahtevima za postizanje Stoteg prinosa i Sto manjeg sadrZaja vlage u prasku.
Koris¢eni su modeli RSM1 i modeli RSM3 dobijeni obradonmednosti predwenih
pomau MLP1, i dobijene su sihe vrednosti optimalnih parametara. Izveden je
eksperiment pod definisanim procesnim parametrimdobijeni su rezultati sini

predvidenim vrednostima (Tabela 3.3.5-1).

Tabela 3.3.5-1. Optimizacija procesnih parametara

ReSenja Eksperiment
Zahtevi za parametar Cilj RSM1 RSM3 (MLP1)
Brzina pumpe U opsegu 10 % 10 % 10 %
Temperatura ulaznog vazduha U opsegu 190°C 188°C 0°C19
Koncentracija rastvora 25 % 25 % 25 % 25 %
Prinos Maksimalni 82.62 % 82.41 % 85.76 %
Gubitak suSenjem Minimalni 2.57% 2.65% 2.50 %
Temperatura izlaznog vazduha U opsegu 104.6 °C 104.6 °C 102°C

PozZeljnost 0.860 0.844

3.3.6. Karakterizacija dobijenih praskova

Nakon izvrSene optimizacije susSenja rasprSivanjetabcane formulacije izvrSena je

karakterizacija dobijenog praska.
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3.3.6.1. Ujedn&nost sadrzaja naratriptan hidrohlorida

Rezultati analize ujeddanosti sadrzaja naratriptan hidrohlorida pokaz@yeddobijen
prasak vrlo ujedngenog sastava (RSD=0.23%b%), u skladu sadekivanjima (Slika
3.3.6-1.).
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Slika 3.3.6-1. Rezultati analize ujedeaosti sadrzaja naratriptan hidrohlorida u prasku
dobijenom suSenjem rasprSivanjem

3.3.6.2. Diferencijalna skenirdja kalorimetrija (DSC)

Primenom diferencijalne skenirgg kalorimetrije izvrSena je tertika karakterizacija
uzoraka dobijenih suSenjem rasprSivanjem u deng sa polaznim materijalima i
njihovim fizickim smeSama (Slika 3.3.6-2.).

Termogrami uzoraka osuSenih rasprSivanjem, zbogsbes pikova karakterigtih za
sastojke formulacije, ukazuju da je tokom proceseirana amorfna struktura uzorka.
Iz termograma izostajecekivana rekristalizacija amorfne laktoze, verovaumied
stabiliSiteg efekta maltodekstrina koji se molekularno digpeao u amorfnoj laktozi
tokom procesa suSenja rasprSivanjem, tako da mostw interakciju sa molekulima
laktoze gradé medumolekulske vodorne veze (Takeuchi i autori, 1998). Istog
izgleda je i termogram dobijen analizom uzorka polmg suSenjem rasprSivanjem
skladistenog u staklenoj &ici na sobnoj temperaturi 12 meseci, Sto moze wkdizna
dobru fizku stabilnost formulacije.
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Slika 3.3.6-2. Reprezentativni DSC termogrami ukaranaratriptan hidrohlorid (a),
laktoza monohidrat (b), maltodekstrin (c), &ka smeSa naratriptan hidrohlorida,
laktoze monohidrat i maltodekstrina dobijena medanju kesi (d), uzorak dobijen
susenjem rasprSivanjem rastvora, inicijalno (eprak dobijen suSenjem rasprSivanjem
rastvora, nakon godinu dana stajanja (f) icka smeSa naratriptan hidrohlorida, laktoze
monohidrat i maltodekstrina dobijena meSanjem pantarionika i pistila (g).

Na termogramu fizke smeSe sastojaka formulacije, jasno s&auaju pikovi
karakteristéni za a-laktozu monohidrat, gde prvi endotermni pik na penaturi oko
150°C odgovara procesu dehidratacije (gubitak wvezddaistalne vode), a drugi
endotermni pik oko 210°C odgovara topljenju uz easmje. Tré pik koji se javlja na
temperaturi oko 175°C, mogao bi se pripisati andzaeiji a-laktoze up-laktozu, koja
se deSava ukoliko je u uzorku preostala dovoljni&ka vode posle dehidratacije na
150°C (Listiohadi i autori, 2009). $hi pikovi se u@avaju na termogramu same
laktoze monohidrat, gde se do temperature 130°€musudava i gubitak slobodne,
povrSinske vode (Listiohadi i autori, 2009). Smefkzbijena meSanjem pistilom u
tarioniku taka@e pokazuje dva karakterigtia pika laktoze monohidrat na oko 150°C i
210°C. Melutim, treti pik koji se vidi u fizékoj smeSi dobijenoj prostim meSanjem u
kesi ovde je vrlo slabo dhiv, Sto znd&i da je verovatno meSanjem pistilom uzrokovana
neka vrsta promene kristalne strukture laktozenautike gubitka hidratisane vode.
Karakteristéni pik naratriptan hidrohlorida se ne dgawva u fiztkoj smeSi verovatno

zbog toga Sto je prisutan u niskoj koncentracgbog teSkée da se uniformno umeSa
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uzorak, tako da se lek & u dovoljnoj kokini u uzorku od 2-5 mg smeSe da bi bio
detektovan DSC metodom.

Tokom suSenja rasprSivanjemc¢eekolicine rastvora, u kolektoru koji je odmah ispod
komore za suSenje, prideno je izdvajanje male kélha prasSka. Nakon analize DSC
termograma ovog uzorka (Slika 3.3.6-3), prepozi@fwisustvo anhidrovanelaktoze
zahvaljujii odsustvu pika koji odgovara dehidrataciji na diaD°C i prisustvu pika

koji odgovara topljenju na oko 210°C (Listiohadiutori, 2009).
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Slika 3.3.6-3. Reprezentativni DSC termogrami ukarauzorak dobijen suSenjem
rasprSivanjem rastvora iz kolektora ispod komore sedenje (a), uzorak dobijen
suSenjem rasprsSivanjem rastvora iz kolektora ispklbnskog separatora (b), féka
smesSa naratriptan hidrohlorida, laktoze monohidna&ltodekstrina dobijena meSanjem
u kesi (c).

Moze se ré&i da se u ovom staju struktura praska prikupljenog u kolektoru ispod
komore za suSenje razlikuje od strukture u prasdvajenom u kolektoru ispod
ciklonskog separatora (gde nijedeno prisustvo pikova i pretpostavljena je amorfna
priroda uzorka), i odkkeno je da se ova manja kahia praska ne pripoji prasku iz
ciklonskog separatora. Moguazlog ovoj pojavi mogla bi biti razlika u putanma
kretanja i duzini zadrZzavanja tokom suSenja édeine frakcije kaptfestica tako da je
proces suSenja trajao nesSto duze i da je umestrasia amorfne strukture makar
delimicno doslo do stvaranja kristalne bezvodnkaktoze, odnosno u toj meri da se
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moZze detektovati DSC metodom. Tome doprinosi i Kekgnost ponaSanja laktoze u
smislu broja faznih promena kroz koje mozeéptokom procesiranja, éemu svedde
brojni radovi (Chidavaenzi i autori, 1997; Kirk wtari, 2007; Listiohadi i autori, 2009;
Takeuchi i autori, 1998).

3.3.6.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovaeamdformacijom (FTIR)

FTIR spektri dobijeni analizom ragiiih uzoraka prikazani su na Slici 3.3.6-4.
Karakteristéni pikovi FTIR spektra naratriptan hidrohlorida ot od vibracije
istezanja N-H veze na oko 3220&nzatim vibracije istezanja alifétie C-H veze na
oko 2964crit, vibracije istezanja NH veze na oko 2685cMh vibracije savijanja
alifaticne C-H veze na oko 1474€mvibracije istezanja C-N veze na oko 1314tm
vibracije istezanja S=O veze na oko 115Z¢wibracije savijanja aromatie C-H veze
na oko 856cnl i vibracije istezanja C-S veze na oko 637cnMedutim, pikovi
naratriptana su teSko &lpvi u spektru fizcke smeSe, mozda zbog problema sa
uniformnogu uzorka ili su maskirani pikovima laktoze koja doma u formulaciji.
FTIR spektri laktoze i maltodekstrina suésii u oblasti oko 3000-3500¢h jer
poseduju Siroku traku koja p®&& od vibracije istezanja O-H veze, i u oblasti oko
1000cnt, zbog postojanja vibracije istezanja C-O veze U@ i autori, 2008). U
spektru laktoze monohidrat, i u fikioj smesi, primetne su trake na oko 3524dmja
poti¢e od slobodnih O-H vibracija slobodnih molekula eo&iroka vibracija koja se
deSava oko 3300chmodgovara intramolekulskom istezanju O-H veza. Reisipod
1500cn je regija otiska prsta i trake iz ovog dela spek tesko pripisivati, ali su
karakteristine za uzorak. U oblasti nizih talasnih brojeva (9¥6cm') nalazi se
relativnho dobra dijagnosta regija po pitanju prisustva tipa polimorfnih il laktoze
jer razliito izgleda u zavisnosti od polimorfa (Kirk i auito2007). Ova regija se vezuje
uglavnom za istezanje i uvrtanje C-H veza koje @ prstena. Kod laktoze monohidrat
kakva postoji i u fiztkoj smesi, karakteristan pik se nalazi na oko 915¢mali on
izostaje kod amorfne laktoze, Sto pdivye da je u uzorku dobijenom susSenjem

rasprSivanjem laktoza prisutna u amorfnom oblikwopog pika nema.
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Slika 3.3.6-4. Reprezentativni ATR-FTIR spektri tedaa: naratriptan hidrohlorid (a),

laktoza monohidrat (b), maltodekstrin (c), &k smeSa naratriptan hidrohlorida,
laktoze monohidrat i maltodekstrina dobijena mesSanu kesi (d), uzorak dobijen

susenjem rasprSivanjem rastvora, inicijalno (eddrak dobijen suSenjem rasprSivanjem
rastvora, nakon godinu dana stajanja (f).

U spektrima uzoraka dobijenih suSenjem rasprSivangpaza se pomeranje pika koji
se pripisuje C-O vezi ka viSim talasnim brojevirdtp moze ukazivati na formiranje
vodoninih veza izméu C-O grupa i O-H grupa u koprocesiranom praSkuu(@o i
autori, 2008). Takide, ovi spektri potwtuju prisustvo iskljgivo amorfnog materijala jer
se razlikuje od spektra sa kristalnim materijalambpoju pikova i po tome Sto su pikovi
slabije definisani (Listiohadi i autori, 2009). %@ ostaju nepromenjeni i kod uzoraka
skladiStenih 12 meseci na sobnoj temperaturi ukézma potencijalno dobru fizku

stabilnost formulacije.

3.3.6.4. Nasipna i tapkana gustina praskova

Zbog male veliine ¢estica (srednja veilina cestica 5-6 um), koja je karakterista za
uzorke dobijene suSenjem rasprSivanjem rastvorabwatorijskom uréaju (koji ima
malu komoru za susSenje i kapi moraju biti sithnedék se obezbedilo dobro susenje i

izdvajanje proizvoda), dobijeni prasak je vrlo keivan i voluminozan. Dobijene
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vrednosti za nasipnu gustinu su bile 0.29 g/ml, aatapkanu gustinu 0.63 g/ml.
Izratunavanjem odnosa tapkane i nasipne gustine dobjgenveednost za Hausnerov
odnos 2.17 > 1.60 Sto svrstava dobijeni prasakay vrlo loSe proténe praskove, Sto je
ocekivano s obzirom na veélnu cestica praska (<1174> Powder FlowWSP 29-NF
24).

3.3.6.5. Proténost praskova

Zbog izrazene voluminoznosti i kohezivnosti pragkgdamim tim i loSe protmosti
dobijenih praskova, oddesanje prot@nosti merenjem protoka kroz otvor, moralo je
biti vrSeno sa naj\@m promerom otvora na levku (12.5 mm), i uz kéei§je vibracije
kako bi se podstakao protok praska. Rintst je bila izrazena kao vreme potrebno da
odreiena koltina praska (10 g) protekne kroz levak i dobijenargednost od 8.3 sec
(standardna devijacija tri merenja 0.9 sec). ddjepruza mogénost odrdivanja i
nasipnog uglao kao mere protnosti i dobijena je vrednost od 50° (standardna
devijacija tri merenja 1.7°). Vrednosti 46-55° gakeju prasak u grupu slabo prétd
praskova (<1174> Powder Flow ibWSP 29-NF 24 kojima je potrebna agitacija,
vibracija kako bi se odrzavao protok, Sto se u st obicno smatra neprihvatljivim.
Medutim, treba napomenuti da se na laboratorijskondajueza rasprSivanje prilikom
suSenja rastvora uvek dobijaju vrlo sittestice, koje se ik@ karakteriSu loSom
protatno&u, dok se u pilot i industrijskim udajima zbog vée komore za suSenje i
moguenosti da se ostvari dobro susenje krupnijin kaijdgu krupnije sfern€estice tj.

moze se &ekivati da bi se dobili znatno pratuji praskovi.
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4. DRUGI DEO ISTRAZIVANJA

4.1. UVOD

U skladu sa principima dizajniranja kvaliteta unf@aceutskom razvoju proizvoda
(QbD), na osnovu fizkohemijskih karakteristika odabranih model lekdvupstanci i
karakteristikacvrstin farmaceutskih oblika sa trenutnim oslddnrgem leka, najpre je
definisan ciljani profil kvaliteta praska kao duproizvoda koji se mozZze u daljim
fazama razvoja koristiti u proizvodrgvrstih doziranih oblika.

Na osnovu ciljanog profila kvaliteta praska defams su kriténi atributi kvaliteta
praska, i izvrSena je analiza rizika u cilju defamja potencijalno Kkritnih
formulacijskih i procesnih promenljivih za suSengsprSivanjem vodenih rastvora

kompleksa lekovite supstance i ciklodekstrina.

4.1.1. Fizekohemijske karakteristike vorikonazola

Vorikonazol je antifungalni lek novije generacigegrupe triazola i koristi se u terapiji
gljivi ¢nih infekcija.

Hemijska struktura leka prikazana je na Slici 41..1

F
Slika 4.1.1-1. Vorikonazol ((2R,3S)-2-(2,4-difludeail)-3-(5-fluoro-4-pirimidinil)-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)-2-butanol, molekulska formula¢8:4FNsO, Mr 349.3).

Vorikonazol je beo do skoro beo kristalan praSdib&je organska baza sa dve pKa

vrednosti 4.98 i 12.0. Ima dva hiralna centra irfakoloski aktivan je 2R, 3S izomer
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(Buchanan i autori, 2007). Nepolarna je lekovitpstanca sa logP vredrios2.561
(Spriet i autori, 2009).

Vorikonazol ispoljava polimorfizam, a u ovom istirgnju koristi se vorikonazol
kristalne forme | (Benito i autori, 2009). Bez atazna polimorfni oblik, vorikonazol se
smatra u vodi vrlo teSko rastvornom supstancomoljakastvoran u acetonu i metilen
hloridu (Voriconazole monograph 2576, European pharmacopo&a

Jedna od vaznijih karakteristika lekovite supstanee rastvorljivost u vodenim
medijumima, jer ona moZe biti ogréavajti faktor u pripremi rastvora za
rasprSivanje, kao i faktor vazan za oslidige iz lekovitog oblika. Rezultati
rastvorljivosti vorikonazola u vodenim medijumimazlicitih pH vrednosti, dobijeni
primenom standardnshake-flask(engl.) metode, prikazani su u Tabeli 4.1.1ki- (
housemetoda, Hemofarm a.d., Srbija). Na osnovu dobijeeitultata vorikonazol se
svrstava u grupu tesko do vrlo tesko rastvorljighpstanci, prema definicijama

rastvorljivosti iz Evropske farmakopeje.

Tabela 4.1.1-1. Rastvorljivost vorikonazola u ré&@tin vodenim medijumima

Rastvorljivost (mg/ml)

Medijum na 25°C na 37°C
PretiS¢ena voda 0.57 0.78
0.1M hlorovodonina kiselina pH 1.2 2.87 3.35
Acetatni pufer pH 4.5 0.40 0.52
Fosfatni pufer pH 6.8 0.44 0.65

U Klinickim studijama sa vorikonazolom, ova lekovita supstase svrstava u BCS
klasu 2, zbog niske rastvorljivosti i visoke pertigzosti FDA accessdata, Vfehd
Studije forsirane degradacije ukazuju da je u pitarelativno stabilna lekovita
supstanca, termostabilna i fotostabilna, a kao drgradacije izdvaja se oksidacija
(Voriconazole Drug Master File, Medichem ManufaatgrLimited Malta).

4.1.2. Fizekohemijske karakteristike aripiprazola

Aripiprazol je relativho nova lekovita supstancgakpripada tréoj generaciji atiginih

e e

Hemijska struktura leka prikazana je na Slici 41..2
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Slika 4.1.2-1. Aripiprazol (7-[4-[4-(2, 3-dihlorafd)-1-piperazinil] butoksi]-3, 4-
dihidrokarbostiril, molekulska formula,gH,;CI,N;O,, Mr 448.39).

Aripiprazol je beo do skoro beo kristalan prasSalkab& je organska baza sa pKa
vrednosu 7.6 (20% etanol, na 25°C). Particioni koeficij¢Rt,) krece se od 3.4 pri
pH 2.0 do >1000 pri pH 6.0P¢oduct information, Abilify tablets,Otsuka
Pharmaceutical Cp

Aripiprazol ispoljava polimorfizam, a u ovom istre@nju koristi se aripiprazol
kristalne forme Il (Braun i autori, 2009). Bez atazna polimorfni oblik, aripiprazol se
smatra u vodi gotovo nerastvornom supstancom.

Rastvorljivost u vodenim medijumima je jedna od nipii karakteristika lekovite
supstance, jer ona moze biti ogkavajti faktor u pripremi rastvora za rasprsSivanje,
kao i faktor vazan za oslot@nje iz lekovitog oblika. Rezultati rastvorljivosti
aripiprazola u vodenim medijumima rafih pH vrednosti, dobijeni primenom
standardnehake-flaskKengl.) metode, prikazani su u Tabeli 4.1.2#-housemetoda,

Hemofarm a.d., Srbija).

Tabela 4.1.2-1. Rastvorljivost aripiprazola u ré@th vodenim medijumima

Rastvorljivost (mg/ml
Medijum ) (mg/mb)

na 25°C na 37°C
PreiiS¢ena voda 0.001 0.001
0.1M hlorovodonina kiselina pH 1.2 0.14 0.20
Acetatni pufer pH 4.5 0.10 0.13
Fosfatni pufer pH 6.8 0.001 0.001
FosfatnipuferpH 3.0- 0.86 0.98
Citratni puferpH 3.0 0.22 0.38
Acetatni pufepH 4.1 0.23 0.29
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Na osnovu dobijenih rezultata aripiprazol se déénikao vrlo teSko rastvorljiva
odnosno gotovo nerastvorljiva supstanca, premaidgéima rastvorljivosti iz Evropske

farmakopeje.

Prema studiji u kojoj je vrSena procena rezultasivorljivosti, brzine rastvaranja i
permeabilnosti, aripiprazol se svrstava u BCS kldswbog niske rastvorljivosti i

permeabilnostiKDA accessdata, Abilify

Studije forsirane degradacije ukazuju da je u pitarelativno stabilna lekovita

supstanca, termostabilna i fotostabilna, a kao dagradacije izdvaja se oksidacija

(Aripiprazole Drug Master File, Neuland Laboratorjésdija).

4.1.3. Ciljani profil kvaliteta meduproizvoda (CPK)

Ciljani profil kvaliteta meuproizvoda (praska) sa odabranim model supstancama

prikazan je u Tabeli 4.1.3-1.

Tabela 4.1.3-1. Ciljani profil kvaliteta rdeproizvoda

Elementi kvaliteta Cil]
Meduproizvod PraSak
Put primene Oralni
Profil oslob&anja leka Trenutno oslobanje leka
Koncentracija leka 5%
Izgled
Identifikacija
SadrZaj
Ujedn&enost sadrzaja Specifikacije u skladu sa oficinalnim ili
Atributi kvaliteta Brzin:a rastvargnja drugim standar(.jima kvaliteta koje po:tu]:u .
Hemijska stabilnost bezbednost i efikasnost tokom roka trajanja
Fizicka stabilnost leka

Rezidualni rastvata
SadrzZaj vlage
MikrobioloSkagistota

Terapijska oralna doza aripiprazola éeese od 2 mg do 30 mg, a za vorikonazol je 50 ing il
200 mg; za potrebe istrazivanja kao ciljna kon@amija leka u prasku kao mheproizvodu,
formulisanom sa ciklodekstrinom, definisana je laricacija 5%.
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4.1.4. Kritiéni atributi kvaliteta me duproizvoda (KAK)

Kada su u pitanju teSko rastvorljive lekovite sapse kao Sto su vorikonazol i
aripiprazol, postizanje trenutnog osldbaja leka iz lekovitog oblika moglo bi biti
poseban izazov. Imajuto u vidu, kao i karakteristike odabranih modepstanci, kao
potencijalno pogodan proces izrade praska odaleatehologija suSenja rasprsivanjem
vodenog rastvora kompleksa lekovite supstance loadkstrina. U odnosu na tu
polaznu osnovu, kao i uzimauu obzir ciljani profil definisani su kritni atributi
kvaliteta méuproizvoda (praska dobijenog susSenjem rasprsSivgnj€abela 4.1.4-1).

Kao kriticni atribut kvaliteta méuproizvoda posebno se izdvaja brzina rastvaranja
lekovite supstance. Kritni atributi kvaliteta svakako bi bili i odgovargéa hemijska
stabilnost i ujedngenost sadrzaja. Posto je odabrana tehnologija pugasprSivanjem
rastvora koja se smatra pogodnom za dobijanje pvaSkomogenog sastava, fokus se
trenutno ne usmerava na ovaj atribut. S druge estrpasto bi se u fazi proizvodnje
praskova susSenjem rasprSivanjem, podeSavanjemgpibggarametara moglo uticati na
sadrzaj vlage u praskovima i sa tog aspekta pgatmaina stabilnost, kao ki
atribut kvaliteta proizvoda izdvaja se i sadrzaigd u dobijenim praskovima.

4.1.5. Definisanje potencijalno kriténih atributa kvaliteta polaznih

materijala i procesnih parametara

4.1.5.1. Analiza rizika za atribute kvaliteta lekevsupstance

Na osnovu fizzkohemijskih i bioloSkih osobina lekovitih supstanciu odnosu na
odabranu tehnologiju izrade (suSenje rasprSivanjerastvora kompleksa
lek:ciklodekstrin), izvrSena je analiza rizika btria lekovite supstance po kéite
atribute kvaliteta méuproizvoda.

U analizi rizika korigena je tehnikd@reliminarne analize opasnosti (engteliminary
Hazard Analysis- PHA) (Rausand, 2005; Sakura tablet case stutH$SN2008).
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Tabela 4.1.4-1. Kritini atributi kvaliteta méuproizvoda (KAK)

Atributi kvaliteta Cilj Kriticnost  Opravdanost

Izgled Homogeni izgled Ne Izgled nije direktno ppae sa bezbednasi efikasnogu.

Identifikacija Pozitivha na lekovitu supstancu 'Da lako je identifikcija krittna za bezbednost i efikasnost, ovaj atribut se
moze efikasno kontrolisati i pratio bi se tokomtan§a leka u promet.

Sadrzaj 95-105% od deklarisane vrednosti Da Vahijebt sadrzaja ute na bezbedost i efikasnost. Procesne
promenljive mogu uticati na ovaj atribut.

Ujedna&enost 90-110%, RSDB<5% Da Varijabilnost u ujedanosti sadrzaja ut na bezbednost i efikasnost.

sadrZaja Formulacijske i procesne promenljive mogu uticatiavaj atribut.

Brzina rastvaranja

Hemijska
stabilnost

Fizicka stabilnost
Rezidualni

rastvarai
Sadrzaj vlage

Mikrobioloska
gistota

Ne manje od 80% od deklarisane Da
vrednosti za 45 minuta

Profil netisto¢a u skladu sa oficinalnim Da
zahtevima/ICH smernicama i u skladu sa
profilom ne&istota referentnog
proizvoda.

Sto manja promena tokom vremena Da

Profil rezidualnih rastvat@ u skladu sa Da
oficinalnim zahtevima/ICH smernicama
Pratiti Da

U skladu sa EP 2.6.12i2.6.13 Da

Neusaglasenost sa specifikacijom za brzinu aestya moze da g na
bioraspoloZivost. Formulacijske i procesne promemlinogu uticati na
ovaj atribut.

Degradacioni proizvodi mogu dadutina bezbednost i efikasnost i
moraju biti kontrolisani. Formulacijske i procegm@menljive mogu
uticati na ovaj atribut.

zi¢kai stabilnost moZe uticati na kvalitet i mora kditrolisana.
Formulacijske i procesne promenljive mogu uticatiavaj atribut.
Rezidualni rastvata mogu uticati na bezbednost. U proizvodnji se ne b
koristili organski rastvara

SadrZaj vlage moze utizatilegradaciju i mikrobioloSki rast u
lekovitom proizvodu. Formulacijske i procesne praijige mogu uticati
na ovaj atribut.
NeusaglasSenost sa specifikacijont@tna bezbednost pacijenta.
Generalno, rizik od mikrobiolo3kog rasta je maldkwerstih doziranih
oblika.

'Formulacijske i procesne promenljive necutina ove kriine atribute kvaliteta, tako da se izostavljaju @jey razmatranja iako su vaZni elementi kvaliteta.
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Najpre su iz ciljanog profila izdvojeni sledgarametri kvaliteta: sadrzaj, ujedeaost

sadrzaja, brzina rastvaranja, hemijska ic¢kai stabilnost i sadrzaj vlage. Zatim su

izdvojene osobine lekovite supstance kao rizicii kopgu da utiu na parametre

kvaliteta: oblik ¢vrstog stanja (amorfno ili kristalno), véla cestica, hemijska

stabilnost, proténost. Za svaku od tih osobina procenjen je nivakaizuticaja

koris¢enjem PHA na osnovu tezine (ozbiljnosti) rizikeerevatndée deSavanja.

Rezultati ocene i rangiranja rizika za atributeliketa lekovite supstance prikazani su u

Tabeli 4.1.5-1.

Tabela 4.1.5-1. Analiza rizika za atribute kvahtétkovite supstance

Rizik

Dogataj

Tezina

Verovatn@a

Ocena rizikd

Oblik ¢vrstog stanja

SadrZaj

Ujednaenost sadrzaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Veli¢inagestica

SadrZaj

Ujedna&enost sadrZaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Hemijska stabilnost

SadrZaj

Ujednaenost sadrzaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Protanost

SadrzZaj

Ujedna&enost sadrZaja

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage
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L — nizak nivo rizika; M — srednji nivo rizika.

Proizvodni postupak podrazumeva rastvaranje (kokspkmnje) lekovite supstance

pomciu ciklodekstrina i suSenje rastvora rasprSivanj®&a. taj n&in je rizik svih

navedenih polaznih atributa kvaliteta lekovite $apse, osim hemijske stabilnosti, mali
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za sve atribute kvaliteta r@proizvoda. Hemijska stabilnost lekovite supstakrtecna

je za atribute kvaliteta kao Sto su sadrzaj i dggeceoni proizvodi. Njena inicijalna
hemijskacistoca bi se pratila prilikom ulazne kontrole kvalitetako se zahvaljuiti
relativno dobroj stabilnosti lekovite supstance nneni ciklodekstrina odabrana
tehnologija moze smatrati pogodnom jer moze regatigoraskom homogenog sastava
I dobre rastvorljivosti, zbogdekivanog prelaska u amorfni oblik stabilnost moi#e b

smanjena Sto bi se ispitivalo u daljim fazama rgzvo

4.1.5.2. Odabir ekscipijenasa

Prilikom odabira ekscipijenasa pogodnih za proizyod praska suSenjem
rasprSivanjem, uzeto je u obzir prethodno znanjevezi sa odabranim model
supstancama i formulacijama sa tesSko rastvorljivliekovitim supstancama i
ciklodekstrinima (CD). Kada su teSko rastvorljivepstance u pitanju, formulacija
doziranih oblika sa ciklodekstrinima deluje kao dbbreSenje problema niske
bioraspolozivosti. Dodatno, tehnologija suSenjeapraivanjem se smatra pogodnom za
efikasno prevadenje rastvora kompleksa lek:ciklodekstrin u praggkingenog sastava
i velic¢ine ¢estica.

Potencijal aripiprazola i vorikonazola da budu ddkandidati za kompleksaciju sa
ciklodekstrinima je vé prepoznat, i na trziStu postoji proizvod sa korkpten
aripiprazola i derivata beta-ciklodekstrina u oblikntramuskularnog rastvora za
injekciju, i sa kompleksom vorikonazola i derivdtteta-ciklodekstrina u obliku praska
za rastvor za intravensku injekciju.

Dva nejonska derivata beta-ciklodekstrina odabrasia za istrazivanje: (2-
hidroksi)propil-beta-ciklodekstrin (HPBCD), poznad svojoj dobroj rastvorljivosti u
vodi i niskoj toksénosti, i 2-O-metil beta-ciklodekstrin (2-O-MBCD)pwiji metilovani
derivat dobre rastvorljivosti, efikasan solubilizai sa potencijalom da se koristi i za
parenteralnu primenu.

Razvoj formulacije sa vorikonazolom obuhvatao jealmd ciklodekstrina i uslova
pogodnih za kompleksaciju i pripremu vodenog rastvkompleksa, sa cillem da se
ostvari kompleksacija leka do koncentracije 5% uaul@jucem prasku osuSenom

rasprSivanjem rastvora.
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S druge strane, zbog svoje ¢ee molekulske mase, kompleksacija aripiprazola i

ciklodekstrina bila je nesSto izazovniji zadatakodit je pored odabira odgovarégg
derivata ciklodekstrina razmatrana mégost dodatnog povanja efikasnosti
kompleksiranja manipulacijom faktora koji &di na interakciju lek:ciklodekstrin, kao
Sto su pH medijuma (vrsta pufera) i dodatak hidwdsbhog polimera. Za ispitivanje su
odabrani sled#® medijumi: voda, citratni pufer (pH 3.0), fosfatpufer (pH 3.0) i
hidrosolubilni  polimer polivinilpirolidon (PVP). Dde, razvoj formulacije sa
aripiprazolom obuhvatao je neSto slozeniju analizodabir ekscipijenasa i uslova
pogodnih za kompleksaciju i pripremu vodenog rastwompleksa, sa ciljem da se
takaie ostvari kompleksacija leka do koncentracije 58éaultujutem prasku osusenom

rasprSivanjem rastvora.

4.1.5.3. Analiza rizika za pripremu rastvora korkpkelek:ciklodekstrin

IzvrSena je analiza rizika za pripremu rastvoradédodekstrin. U preliminarnoj analizi
rizika kori¥ena je tehnik&Preliminarne analize opasnosti (enBleliminary Hazard
Analysis— PHA) (Rausand, 20033akura tablet case stud2008). Najpre su iz ciljnog
profila izdvojeni sledé parametri kvaliteta ndproizvoda: sadrzaj, ujedéenost
sadrzaja, brzina rastvaranja, hemijska i¢kai stabilnost i sadrzaj vlage. Zatim su
izdvojeni potencijalno rizini faktori koji mogu da utiu na parametre kvaliteta
meduproizvoda: tip ciklodekstrina (CD), koncentradi®, pH medijuma, vrsta pufera,
prisustvo hidrosolubilnog polimera, vreme meSadmsvaku od tih osobina procenjen
je nivo rizika korigenjem PHA na osnovu teZine (ozbiljnosti) rizika erevatngée
deSavanja.

Rezultati ocene i rangiranja rizika za pripremuvasa lek:CD prikazani su u Tabeli
4.1.5-2.

Odabran je opseg koncentracija CD koji obuhvattveoalivost CD u vodi na sobnoj
temperaturi. Prilikom izvienja uporednih studija u okviru istog seta ekspenata
koris¢eno je isto vreme mesanja.

U slwaju vorikonazola ispitivan je uticaj tipa ciklodéksa (HPBCD i 2-O-MBCD) na

efikasnost kompleksiranja i osnovne karakteristigbijenih kompleksa.
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U slwaju aripiprazola, najpre je sa HPBCD izvrSeno dgfal ispitivanje uticaja

faktora kao Sto su vrsta medijuma i prisustvo rsdtobilnog polimera na efikasnost
kompleksiranja. Zatim je pod odabranim optimalnisionima ispitivan uticaj tipa

ciklodekstrina (HPBCD i 2-O-MBCD) na efikasnost koleksiranja.

Na odabranoj formulaciji izvrSena je optmizacijaggsa susenja rasprsivanjem.

4.1.5.4. Analiza rizika za procesne parametre gasasprsivanjem

lako se smatra slozenim tehnoloSkim procesom, ggasprsivanjem omogava da se
podeSavanjem brojnih procesnih parametara u skdadpostavljenim ciljem definiSe
Sirok prostor za dizajn. Kao ciljna osobina kopsi@nog praSka definisana je Sto
manja vrednost za sadrzaj vlage, a Sto & kvaliteta procesa kao cilj je definisano
postizanje Sto &g proizvodnog prinosa.

Za definisane ciljeve, izvrSena je inicijalna amalrizika sledéh procesnih parametara:
temperature ulaznog vazduha (temperature vazduhsu&enje na ulazu u komoru),
brzine pumpe (brzine kojom se rastvor dovodi dpn&Esaia), brzine aspiratora (brzine
protoka vazduha za suSenje podeSavanjem radataspitja brzine kojom se vazduh za
susSenje izvlé kroz ureiaj), koncentracije rastvora (medijuma koji se rasm),
vlaznosti ulaznog vazduha, i atomizacije (Kimie energije koja se troSi za rasprSivanje)
(Tabela 4.1.5-3.). Analiza rizika izvedena je pnmoen FMEA analize (englFailure
Mode Effects Analysis Rizik je procenjen na osnovu tri Kriterijuma: Zitee,
verovatna@e javljanja i detektabilnosti (vremena detekcij@ko Sto je broj prioritetnog
rizika dobijen mnozenjem ove tri vrednosti kog8 u rangiranju rizikaSakura tablet
case study2008;RMWG-07 case stud2008).

Za ispitivanje uticaja i optimizaciju odabrana su gotencijalno krittna procesna
parametra: temperatura ulaznog vazduha, brzina eumpfoncentracija rastvora.
Temperatura ulaznog vazduha obelzlpe dovod toplotne energije, brzina pumpe i
koncentracija rastvora dti na koltinu tetnosti koja se dovodi za isparavanje i samim
tim na ishod prenosa mase i energije i formiramgstica. Uticaj parametara koji nisu
ukljuceni u optimizaciju smanjen je odrzavanjem u uskiangama ili odrzavanjem

konstantnih vrednosti (vlaznost ulaznog vazduh@anatacija).
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Tabela 4.1.5-2. Analiza rizika za pripremu rastoenpleksa lek:CD

Rizik

Dogataj

Tezina

Verovatn@a

Ocena
rizika

Tip CD

SadrZaj

Ujedna&enost sadrzZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizi¢ka stabilnost

SadrZaj vlage

Koncentracija CD

SadrZaj

Ujedna&enost sadrZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

pH medijuma

SadrZaj

Ujedna&enost sadrZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Vrsta pufera

SadrZaj

Ujedna&enost sadrZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Prisustvo hidrosolubilnog
polimera

Sadrzaj

Ujedna&enost sadrZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage

Vreme meSanja

SadrzZaj

Ujedna&enost sadrzZajal

Brzina rastvaranja

Hemijska stabilnost

Fizicka stabilnost

SadrZaj vlage
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L — nizak nivo rizika; M — srednji nivo rizika; Hwisok nvo rizika.
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Tabela 4.1.5-3. Analiza rizika za procesne paragr®igenja rasprsivanjem

Ciljni profil Potencijalni Verovatn@a Broj
proizvoda/svojstva S Efekat TeZina R Detektabilnost| prioritetnog
kvaliteta modalitet ispada javljanja rizikal
Sadrzaj vlage Temperatura Na nizim temperaturama zbogéeerelativne viaznost 2 5 3 30
ulaznog vazduha vazduha kojim se vrSi suSenje i manje efikasnosti
suSenja, moze dodo poveanja sadrzaja rezidualne
vlage u prasku.
Sadrzaj vlage Brzina pumpe &&ebrzina moze da dovede do péaeja sadrzaja 3 5 3 45
vlage zbog toga Sto treba da ispaav&olicina vode.
Sadrzaj vlage Brzina aspiratora Veca brzina moze da dovede do péaeja sadrzaja 1 4 3 12
vlage u prasku zbog skenog zadrzavanja u komori
Sadrzaj vlage Koncentracija Niza koncentracija moze da dovede do gavéa 4 5 1 20
rastvora sadrZaja vlage jer ima viSe vode za isparavanije.
Sadrzaj vlage Vlaznost vazduha | Veéa vlaznost vazduha moze da dovede do {amja 3 2 1 6
sadrzaja vlage jer je smanjen kapacitet suSenjacli
uraiaja u klimatizovanom prostoru smanjuje rizik.
Sadrzaj vlage Atomizacija Nema direktnog uticaja na sadrzaj vlage u prasku. - - -
Proizvodni prinos Temperatura ViSa temperatura ulaznog vazduha moZe da dovede do 3 4 4 36
ulaznog vazduha pove&anja prinosa zbog toga Sto je suvlji proizvod
manje lepljiv.
Proizvodni prinos Brzina pumpe Y@ brzina moze da dovede do smanjenja prinosd 3 5 4 60
ako se dobija vlazniji proizvod pa je vise lepljiv.
Proizvodni prinos Brzina aspiratora Veca brzina moze da dovede do péaeja prinosa 1 4 4 16
zbog boljeg odvajanja u ciklonu.
Proizvodni prinos Koncentracija Veca koncentracija moze da dovede do gavga 4 5 1 20
rastvora prinosa zbog toga Sto se krupnifstice bolje
odvajaju u ciklonu.
Proizvodni prinos | Vlaznost vazduha | Veca vlaznost vazduha moze da dovede do smanjg¢nja 3 2 1 6

prinosa jer moze da pose se lepljivost proizvoda, al

rad urelaja u klimatizovanom prostoru smanjuje rizik.

Proizvodni prinos

Atomizacija

Nema direktnog utecag prinos.

'Kada je broj prioritetnog rizika: < 20, postoji akzrizik; > 20 i < 40, postoji sredniji riziks 40, postoji visok rizik.
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Izlazni parametar koji je odabran da se dodatnati gpaz unapred definisane
specifikacije je temperatura izlaznog vazduha, nganije izvrSena formalna analiza

rizika.

4.2. MATERIJALI | METODE

Materijali i metode koji su kor&eni kod izabranih model supstanci vorikonazola i

aripiprazola Sematski su prikazani na Slici 4.2-1.

Vorikonazol Aripiprazol
I I
Studije rastvorljivosti Studije rastvorljivosti
i} ni d Fazna rastvorljivost
Faktorijalni dizaj . . L
. axtorljaini cizajn HPBCD (48h): voda, Faktorijalni dizajn
Fazna rastvorljivost tip CD, koli¢ina citratni pufer pH 3, fosfatni tip CD, konc. CD
*HPBCD (48h): voda lekovite supstance, pufer pH 3, PVP ! o
*2-OMBCD (48h): voda vreme mesanja *HPBCDi 2-OMBCD (4h): vreme mesanja
citratni pufer pH 3

|
Simulacijamolekularnogvezivanjalek:CD
vorikonazol i dva derivata CD: HPBCD i 2-O-MBCD Simulacijamolekularnogvezivanjalek:CD
aripiprazol i dva izomera HPBCD
Semiempirijska optimizacija geometrije
I I

Priprema praskova Priprema praskova
. . Susenje Zajednicko o } Suienje Zajednicko
Fizicka smesa raspréivaniem usitnjavanje Fizicka smesa raspriivaniem usitnjavanje
prsivanj saCD prsivanj saCD
I I
Karakterizacija praskova Karakterizacija praskova

SadrZaj vlage, TGA, DSC, FTIR, brzina rastvaranja,

o, Sadrzaj vlage, TGA, DSC, FTIR, brzina rastvaranja
neclistoce

T
Modelovanje, karakterizacijaioptimizacija procesa
odabrane formulacije

DOEi ANN- K(.)mbmovana. Optimizacija Primenljivost
RSM MLP primena RSMi procesa modela
ANN-MLP

I
Dodatnakarakterizacija praskova

Ispitivanje stabilnosti:
sadrzaj, neCistoce, brzina
rastvaranja

SEM, nasipna/tapkana
gustina, proto¢nost

Slika 4.2-1. Sematski prikaz koé@nih materijala i metoda za model supstance vogkoh
(levo) i aripiprazol (desno).
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4.2.1. Materijali

U istrazivanju su korieni su sled@ materijali; vorikonazol (Medichem
Manufacturing Limited Malta); aripiprazol (Neuland Laboratories,Indija); (2-
hidroksi)propil-beta-ciklodekstrin, stepen molasgstitucije MS~0.99K]eptose HP,
Roquette, Francuska); 2-O-metil beta-ciklodekstrin, MS~0.5{Kleptose Crysmeb,
Roquette,Francuska); polivinilpirolidon MW 50,000BASF, Nemaka). Svi drugi
sastojci su bili analitkog kvaliteta (p.apro analysj lat.).

4.2.2. Studije rastvorljivosti

4.2.2.1. Studije fazne rastvorljivogphase-solubilityengl.)

PoboljSanje rastvorljivosti lekovite supstance samgem kompleksa lek:CD ispitivan je
u sklopu studija fazne rastvorljivosph{ase-solubilityengl). U vodene rastvore ra&tu
koncentracija ciklodekstrina, 2-O-MBCD (0-160 mM) HPBCD (0-320 mM),
dodavana je lekovita supstanca u viSku. Nakon 4@&Sama (osim kod uporednog
ispitivanja uticaja tipa CD na rastvorljivost appazola gde je meSanje trajalo 4h),
magnentnom mesalicom na sobnoj temperaturi, izerfeEodvajanje bistrog rastvora iz
suspenzije filtriranjem kroz 0.45um membranskefiltiz koga je nakon odgovaragg
razblazenja merenjem na odgovaéajualasnoj duzini (255 nm asorikonazol, 217.5
nm zaaripiprazol), spektrofotometrijski oddvana dobijena rastvorljivost lekovite
supstance Gamspec M330 UV spectrophotometer (Camspec Welika Britanija);
8453 UV-visible spectrophotometer (Agil€BAD).

U slwaju vorikonazola korig&ena je voda, a u slaju aripiprazola su pored vode
koris¢ena i dva raztita pufera pH vrednosti 3.0, citratni (Ph. Eur. 8000) i fosfatni
pufer (Ph. Eur. 4010000).

Na osnovu dobijenih rezultata, konstruisan je fadijigram u vidu zavisnosti molarne
koncentracije rastvorene supstance (y-osa) od molloncentracije ciklodekstrina (x-
osa). Analizom oblika dobijenih dijagrama rastvedgti izvrSena je klasifikacija po
tipu dijagrama. Primenom regresione analize izwgenuklapanje krive sa linearnim,

kvadratnim ili kubnim modelom Microsoft Office Excel 97-2003, Microsoft
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Corporation SAD), i na osnovu koeficijenata korelacije za igiaie modele izvedena je
pretpostavka o tome koji kompleksi lek:CD su napwaitniji: 1:1, 1:2 ili 1:3:

y = ax + b, za kompleks 1:1 (4.2.2-1)
y = aX + bx + ¢, za kompleks 1:2 (4.2.2-2)
y = axX + bx® + cx + d, za kompleks 1:3 (4.2.2-3)

gde jex molarna koncentracija ciklodekstrinamolarna koncentracija rastvorene

supstance, a-d su konstante.

4.2.2.2. Primena faktorijalnog dizajna

Faktorijalni dizajn 2 koji je primenjen zavorikonazol, podrazumevao je ispitivanje
statisttkog zn&aja uticaja tipa CD (HPBCD, 2-O-MBCD), kaiine lekovite supstance
(500 mg i 1000 mg) i vremena meSanja (30 i 60 nainmesanja), na solubilizaciju
vorikonazola. U svim eksperimentima k@e#i su 5 % vodeni rastvori CD. Nakon
dodatka lekovite supstance u viSku, dobijene dBmelsu meSane odieno vreme
magnetnom mesSalicom na sobnoj temperaturi, p&si@ su centrifugirane i dobijeni
supernatanti su na odgovardjmacin razblazeni i analizirani spektrofotometrijski na
talasnoj duzini 255 nnB@53 UV-visible spectrophotometer, AgileéBAD).

Faktorijalni dizajn 2 koji je primenjen zaaripiprazol, podrazumevao je ispitivanje
statisttkog zn&aja uticaja tipa CD (HPBCD, 2-O-MBCD), koncentracD (12.5% i
25%) i vremena meSanja (60 i 120 minuta meSang@saitubilizaciju aripiprazola. U
svim eksperimentima dodato je 1000 mg aripipraZdigperzije su meSane magnetnom
mesSalicom na sobnoj temperaturi, pastga su centrifugirane i dobijeni supernatanti su
na odgovarajti natin razblazeni i analizirani spektrofotometrijski telasnoj duzini
250nm B453 UV-visible spectrophotometer, Agil€BAD).

Dobijeni rezultati za rastvorljivost statigki su analizirani kao odgovori na raite
kombinacije ispitivanih faktora, uz pofg@rogramaDesign-Expert 7.0 softwartat-
Ease IncSAD).
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4.2.3. Simulacija molekularnog vezivanja lek:ciklogkstrin (molecular

docking simulation, engl.)

U cilju boljeg razumevanja dobijenih rezultata g@mdrastvorljivosti simulacija
molekularnog vezivanja lek:CD izvrSena pamge programaAuto-Dock Vinakoji
primenjuje r&unarsku proceduru u pred@nju najverovatnije konformacije molekula u
vezanom stanju i slobodne energije vezivanja

U slwaju vorikonazola simulirano je molekularno vezivanje leka sa dvaatiCD:
HPBCD i 2-O-MBCD. P¢etne koordinate koje odgovaraju kristalnoj struktur
vorikonazola preuzete su iz baze podat&leambridge Structural Databas@CSD)
(Ravikumar i autori, 200/GCSD Ref CEXMAYL

PoSto je praktno nemogue da se simuliraju svi moguizomeri supstituisanih
ciklodekstrina, jedan reprezentativni izomer HPBf@bzabran za simulaciju ha osnovu
deklarisane molekularne supstitucije (M.S.) komaheog proizvoda (Kleptose HP, sa
M.S.0.99), sa ukupno sedam (2-hidroksi)propil Stystta: sacetiri supstituenta
pozicionirana na O6 atomima kiseonika kao najreakgm mestu, i tri na sledem

najreaktivnijem mestu, O2 atomima kiseonika (GrameZaimi, 1969) (Slika 4.2.3-1a).

HOH,C HOH,C

0 o
0 0
ROH,C 0 HOH,C 0
OH OR
HO Y HO on
0 CH,OR 0 CH,OH
OH HO OH HO
o oH o OH
0 0
HO RO
ROH,C OH HOH;C OH
HO 0 HO O
0 0
OR OR
OH OH
CH,O0H CH,OH
0 OH RO 2 0 OH RO 2
0 OH o 4 0 oOH o d
HOH,C OH HOH,C
|
a o R= —C —CHCH, b ©

CH,OR CH,0H R=—CH

Slika 4.2.3-1. Izomeri (2-hidroksi)propil-beta-aklekstrina (a), i 2-O metil-beta-ciklodekstrina
(b) kori&ene u simulaciji.

Za 2-O-MBCD (Slika 4.2.3-1b), getne koordinate su uzete iz kristalne strukture
objavljene u bazi podatakdambridge Structural Databad€€SD Ref code 1QOZ)X
prilagaiene deklarisanoj molekularnoj supstituciji M.S. 0.pozicioniranjemcetiri

metil grupe na O2 atomima kiseonika. Inicijalnametrija svih struktura optimizovana
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je pre simulacije vezivanja, koésnjem parametara polja silANIMP force field
program implementiran u softvef¥egaZZ molecular modeling softwafPedretti i
autori, 2002)). Zatim su spojeni nepolarni atomideoika, dodeljena suKollman
united-atomnaelektrisanja i solvatacioni parame#utoDockToolgprogram Morris i
autori, 1998).

U slkaju aripiprazola, simulirano je molekularno vezivanje leka sa dzamera
HPBCD. Pgetne koordinate koje odgovaraju kristalnoj strukaripiprazola preuzete
Su iz baze podatakaambridge Structural Databag€SD Ref No 285534), definisani
su parametri polja sileCHARMmM program, Momany i Rone, 1992), dodeljena su
Gasteiger naelektrisanja atomima ligand&¥EGA ZZ molecular modeling software
program, Pedretti i autori, 2002), i izvrSena jenimizacija energijeNAMD molecular
dynamicsprogram, Phillips i autori, 2005). Zatim su spojeepolarni atomi vodonika, i
definisane su veze koje mogu da rotiraju.

PoSto je praktno nemogue da se simuliraju svi moguizomeri supstituisanih
ciklodekstrina, za simulaciju su izabrana dva repngativna izomera (2-
hidroksi)propil-beta-ciklodekstrina na osnovu deidane molekularne supstitucije
(M.S.) kori&enog CD (Kleptose HP, M.S.0.99) (Slika 4.2.3-2).

ROH.C ROH,C
0

0
) )
ROH,C o HOH,C o
OH OR
HO oH HO o
) CH.OR ) CH,OH
OH HO o HO
g oH g oH
0 0
HO RO
ROH,C OH ROH,C OH
HO O HO O
0 0
oH OR
OH OH
0 OH  HO CH0R 0 OH  HO CH:OR
o OH o d o OH o d
ROH,C HOH,C OH
R i C“HCH
a 0 b 0 = 3

CH,OR CH,OR

Slika 4.2.3-2. Izomeri (2-hidroksi)propil-beta-aklekstrina kori&ni u simulacijamazomer
a, sa supstitucijom na O6 poziciji (ajzomer b sa suptituentima na O6 i O2 pozicijama (b).

Izomer aima sedam (2-hidroksi)propil supstituenata pozicemih na O6 atomima
kiseonika kao najreaktivnijim mestima (Gramera iifda 1969), a nasumino
supstituisaniizomer bima cetiri (2-hidroksi)propil supstituenta pozicionirama O6
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atomima kiseonika, i tri na sleéEm najreaktivniiem mestu, O2 atomima kiseonika
(Gramera i Caimi, 1969). Zatim su spojeni nepolatomi vodonika, dodeljena su
Kollman united-atormaelektrisanja i solvatacioni parametiiu¢oDockToolgprogram
Morris i autori, 1998).

4.2.3.1. Dodatna semiempirijska optimizacija geoijeet kompleksa

vorikonazol:CD

U slwaju vorikonazola je nakon simulacije molekularnog vezivanja izvigen
semiempirijska optimizacija geometrije kompleksankbinovana primena simulacije
vezivanja sa semiempirijskom optimizacijom geonpetrdloprinosi boljoj tanosti
simulacije vezivanja (Stigliani i autori, 2012).

IzvrSena je optimizacija onih pozicija leka i CDkampleksu koje su imale naje
vrednostscoring funkcije, korigenjem AMMP force fieldprograma. Za komplekse sa
najnizom energijom izvrSena je puna optimizacijargetrije na semiempirijskom nivou
teorije, kori€enjem funkcije PM6 Hamiltonian sa lokalizovanom molekularnom
orbitalnom metodom, i simulacijom efekata solvgeagomdau kontinuum modela
COSMOsa dielektiinom konstantom 78.&lamt i Schumann, 1993). IzvrSena je dalja
obrada strukture uzimanjem u obzir efekata nekowale interakcija (disperziono i
vodonino vezivanje), primenom PM6-DH2 metodgir(gle point energy ryn(Korth i
autori, 2010). Energije vezivanjaE, raunate su na osnovu razlike u toploti
formiranja, 4:H, individualnih komponentiA:H(lek), 4:H(CD)) i njihovih kompleksa
(4:H(lek:CD komplekg) prema jednéni (4.2.3-1):

AE = AiH(lek:CD kompleks) A:H(lek) —4:H(CD) (4.2.3-1)

Svi pror&uni su vrSeni kori&njem programa MOPAC (evaluacija rezultata
koris¢enjemWinMostar (TENCUBE Institute, Ltdgyafickog korisnékog interfejsa).
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4.2.4. Priprema praskova

4.2.4.1. Praskovi dobijeni suSenjem rasprSivanjem

Inicijalno, ¢vrsti sistemi lek:ciklodekstrin pripremljeni su smem rasprSivanjem
bistrih rastvora dobijenih nakon filtracije suspganz dobijenih tokom studija
rastvorljivosti, na laboratorijskom utaju za susenje rasprSivanjediichi B-191-Mini
Spray Dryer (Biichi Laboratoriums-Technik ASajcarski(Slika 4.2.4-1a). Korigeni

su sledé procesni parametri: temperatura ulaznog vazduB8°d, temperatura

izlaznog vazduha 70°C, brzina pumpe 15%, rad @epird 00%, atomizacija 550I/h.

Temperatura izlaznog vazduha je merena kao odgowmaiu temperaturnog senzora
koji se nalazi u delu udaja za suSenje rasprSivanjem odmah posle cilind@ame se
vrSi rasprSivanje (koji je ujedno i komora za sysgrtako da je omog@no merenje
temperature vazduha koji nasirstecestice pre njihovog ulaska u ciklonski separator.

Stoga je merena temperatura aare kao temperatura izlaznog vazduha.

Proizvodni prinos je fanat tako Sto je masa praska prikupliena posle agyak
eksperimenta suSenja rasprSivanjem izrazena kaemab poetne koléine praskova od
kojih je pripremljen rastvor, umanjen za dobijeatlszaj vliage.

U fazi modelovanja i optimizacije suSenja raspmjgm odabrane formulacije sa
aripiprazolom, kori&en je urdaj Buchi 290-Mini Spray Dryer (Bichi Laboratoriums-
Technik AG Svajcarskopremljen sa standardnim mlaznim raspr&a sa dva fluida
(Slika 4.2.4-1b). U svim eksperimentima Kaolia rastvora je bila 10 g osim ako nije
drug&ije navedeno, brzina aspiratora je bila podeSenal®@% (Sto odgovara
maksimalnom protoku vazduha za susenje od #B)mbrzina vazduha za rasprsivanje
na 600L/h. Odabrane su ove vrednosti parametarsejeohbiajeno koriste kod susenja
rasprSivanjem na pomenutom da@ (Goula i autori, 2004). Preostali procesni
parametri su bili podeSeni prema zahtevima pojédihaeksperimenata odtenih

eksperimentalnim dizajnom.
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(a
Slika 4.2.4-1. Laboratorijski udaji za suSenje rasprSivanjeBtichi B-191-Mini Spray
Dryer (a); Buichi 290-Mini Spray Dryefb).

4.2.4.2. Praskovi dobijeni drugim metodama pripreme

Praskasti uzorci su pripremljeni i tehnikom zajélog usitnjavanja u prisustvu male
koli¢ine rastvar&a. U sliaju vorikonazola kori&en je odnos CD:lek 1:1, a u &hju
aripiprazola, kori¥en je odnos CD:lek 16:1 sa HPBCD, i 40:1 sa 2-O-NdB@rema
studiji rastvorljivosti u ¢istoj vodi sa najveom ispitivanom koncentracijom CD).
Ciklodekstrin je okvasSen pordo nekoliko kapi metanola u keratkom tarioniku.
Postepeno je dodavana definisana diod#i lekovite supstance i praskovi su meSani
pomau keramékog pistila oko 15 minuta. Tokom ovog procesa, datge metanol u
kapima kako bi se odrzala pogodna konzistencijaSsmEinalni proizvod je suSen u
komornoj susnici na temperaturi 40°C oko 2h i zatistavljen da se uravnotezi na
sobnoj temperaturi oko 24h.

Fizicke smeSe lekovite supstance i ciklodekstrina pmijene su meSanjem praskova u

polietilenskoj vréi simulirajuti meSanje u kontejnerskom meégai kori&ene su za

poreienje tokom analiza.
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4.2.5. Karakterizacija praskova

4.2.5.1. Odréivanje sadrzaja vode

Poznato je da ciklodekstrini formiraju hidrate, zavisnosti od stanja hidratacije sadrze
odreienu koltinu vode, tako da je za pripremu vodenih rastvarAntane molarne
koncentracije potrebno i to uzeti u obzir kako biigmerila odgovarajia kolicina
ciklodekstrina. Za inicijalnu karakterizaciju ciklekstrina i analizu oddenih
kondicioniranih praskova osuSenih rasprSivanjem,SEno je semi-mikro oddevanje
vode Karl Fischer titrimetrijom, koja se zasniva na kvantitativh@akciji vode sa
sumpor dioksidom i jodom u pogodnom bezvodnom moedij u prisustvu baze
dovoljnog puferskog kapaciteta (Ph.Eur. 2.5.12 Me#fy, na urdaju Karl Fischer
titrator (835 Titrando,Svajcarskj

4.2.5.2. Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage (gubitak suSenjem) ativan je termogravimetrijski na aparaulettler-
Toledo HR 83 Halogen moisture analyzer (Mettleretiol, Svajcarskna temperaturi
105°C i u trajanju testa do postizanja pada masejageod 1 mg na 50 sekundi, na
veli¢ini uzorka od 0.5 g. Prikazani rezultati predstguljsrednje vrednosti od najmanje

dva merenja.

4.2.5.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

TGA merenja na praskovima izvrSena su pémoureiaja Shimadzu TGAS50
Thermogravimetric Analyzer (Shimadzu Corporatidapan. Gubitak mase je péan

tokom zagrevanja uzoraka (2-5 mg) u aluminijumsgdagudici, pri temperaturi 30°C do
120°C, pri brzini 10°C/min, u inertnoj atmosferbg (protok 25criimin).
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4.2.5.4. Diferencijalna skeniraja kalorimetrija (DSC)

DSC merenja na praskovima izvrSena su nalajeShimadzu DSC50 Differential
Scanning Calorimeter (Shimadzu Corporatiodapa). Termalno ponaSanje je
izu¢avano zagrevanjem uzoraka (2-5 mg) u presom zatgpeduminijumskoj posudici,

pri temperaturi 30°C do 300°C, pri brzini 10°C/mininertnoj atmosferi azota (protok

25cnt/min). Prazna aluminijumska posudica je kéeisa kao slepa proba.

4.2.5.5 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovaansformacijom (FTIR)

ATR-FTIR spektroskopija primenjena je za snimanj€lRF spektara direktno iz
praskova, u oblasti od 500 do 4000 tmri rezoluciji 4 cn, sa 64 skeniranja za svaki
spektar. Koriden je urdaj Shimadzu IR Prestige 21 spectromgi®himadzu Europa
GmbH,Nemaka), kuplovan sa horizontalnim sistemom za smaeajéstalne refleksije
Golden Gate MKII single-reflection ATR systépecacyelika Britanija) opremljenim

sa s@ivom od cink-selenida, kojim se oma@va direktno snimanje uzoraka.

4.2.5.6. Ispitivanje brzine rastvaranja

Ispitivanje brzine rastvaranja izvrSeno je udaja Dissolution Tester DT800 (Erweka,
Nemaka), 37+0.5 °C, u 900 ml medijuma. Kofeni su sled@medijumi: 0.1M
hlorovodonéna kiselina (pH 1.2), acetatni pufer (pH 4.5) if&dsi pufer (pH 6.8).
KoriS¢ena je aparatura sa rotiréum lopaticom sa brzinom meSanja 50 rpm. Samo su u
slicaju aripiprazola kod ispitivanja u 0.1M hlorovodémoj kiselini kori€ene dve
brzine meSanja: (a) 60 rpm kako je navedeno u adataka za metode za ispitivanje
brzine rastvaranja (www.fda.gov), i (b) 50 rpm f(stardna brzina mesSanja,
diskriminatorniji uslov).

Cvrste formulacije ista lekovita supstanca, kompleksi leka i CD dabijsuSenjem
rasprSivanjem i fizslkka smesSa leka i CD) punjene su u tvrde Zelatinsipsile (veliine
0), sa masom punjenja koja odgovara oko 10-11 rkag. g definisanim vremenskim
tatkama izvrSeno je uzorkovanje medijuma koji je ptofan kroz 0.45um membranski
filter, iz koga je spektrofotometrijski odtiwan sadrzaj leka merenjem na odgovataju
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talasnoj duzini, poenjem sa kalibracionom krivom koja je konstruis&naséenjem
referentnog standarda vorikonazola (kégisa je talasna duzina 255 nm za
vorikonazol, 250 nm zaaripiprazol) (8453 UV-visible spectrophotometer, Agilent,
SAD). Test je ponovljen tri puta, i izZkanate su srednje vrednosti i relativna standardna

devijacija.

4.2.5.7. Odréivanje neistoca vorikonazola

U kompleksimavorikonazola dobijenim suSenjem rasprSivanjem ¢@ao je nekoliko
netistoca: Neistoca 1 (4-etil-5-fluoropirimidin) i Neéistoca 2 (1-(2,4-difluorofenil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon) koje su degradacioproizvodi (Slika 4.2.5-1), i
Necistoca 3, epi-vorikonazol, koja je 2S, 3R izomer of konazola.

F

HaC

(@) (b)

Slika 4.2.5-1. Néistoca 1 (4-etil-5-fluoropirimidin) (a); Né&stoc¢a 2 (1-(2,4-difluoro fenil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon) (b).

Necistoce su odréivane odgovarajjom HPLC metodom. Analiza Nistote 1 i
Necistoce 2 je vrSena na utaju Agilent HPLC system, 1200 Serig&gilent Santa
Clara, SAD). Hromatografska procedura je izvrSepnaskenjem kolone tipa C-18,
dimenzija 100 x 4.0 mm napunjena sa sildesticama (3um)Hypersil Thermo,
Thermo Fisher Scientific Inc, SAD). Koégna je mobilna faza sa 0.0125 M rastvorom
natrijum-dihidrogen-fostfat-dihidrata (pufer pH %.D acetonitrilom u odnosu 90:10.
Koris¢en je protok 1.0 ml/min, injekciona zapremina 5agmperatura kolone 35°C i

UV detektor podeSen za rad na 254 nm. PripremBenstandradni rastvori korigie
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vorikonazol, i referentne standardedid¢oce 1 i Ne&istoce 2 proizvdaca, acetonitrila i
diluenta, koncentracije 2g/ml vorikonazola i Néistoce 1 i 2.

Necistoca 3 je analizirana na ut&ju Agilent HPLC system, 1200 Seriggilent Santa
Clara, SAD). Hromatografska procedura je izvrSepnaskenjem kolone tipa C-18,
dimenzija 150 x 4.6 mm napunjena sa siltkaticama (5um)Zorbax EclipsgeAgilent,
Santa Clara, SAD). Korégna je mobilna faza sa 0.01M rastvorom amonijuntasze
0.02 g/ml HPBCD (pufer pH 5.0) i acetonitrilom unmdu 78:22. Kori&n je protok
2.0ml/min, injekciona zapremina 50ul, temperatwkke 25°C i UV detektor podeSen
za rad na 254 nm. Pripremljeni su standradni raskewistei vorikonazol, i referentni
standard N&stoce 3 proizvdaca, acetonitrila i diluenta, koncentracijeud@mi
vorikonazola i Néistoce 3.

U analizi uzorka praSak je odmeren prenet u normslidl i nakon odgovarajeg
razblazenja dobijeni test rastvor je injektovanRLE sistem. Odgovori (povrSina pika)
glavnih pikova su izmereni i izvrSen je pré&wa kori€enjem formuleCs x (Au/As)gde
je Au povrsina pika u test rastvorAs je povrSina pika u standardnom rastvofdsije

koncentracija ispitivanih supstanci u standardnastvioru.

4.2.6. Modelovanje, karakterizacija | optimizacija suSenja

rasprSivanjem za odabranu formulaciju sa aripiprazdom

Odabrana je formulacija aripirazola sa HPBGID se kompleks priprema u citrathnom
puferu pH 3.0, a zatim prevodi u prasak suSenjapréavanjem sa koncentracijom leka

u prasku od 5%.

4.2.6.1. Eksperimentalni dizajn i metodologija Fone odgovora

Tri procesna parametra, faktora (koncentracijavoaat (A), brzina pumpe (B),
temperatura ulaznog vazduha (C)), izabrana su zdelowanje procesa primenom
centralnog kompozitnog dizajna (en@entral composite design, CgBainjenog od
20 eksperimenata. Analiza varijanse (ANOVA) je §ama kako bi se odredio ziaa
svakog faktora, pri nivou zsiajnosti od 5%. Polinomne jedfiae su kreirane kako bi

se ustanovile veze rle faktorima i odgovorima. Péani odgovori su bili prinos (£

98



sadrzaj vlage (B i temperatura izlaznog vazduhasfRRealne i kodirane vrednosti
evaluiranih promenljivih, pkgenih odgovora i eksperimentalni matriks prikazamius
Tabeli 4.2.6-1.

Tabela 4.2.6-1. Nezavisne procesne promenljive nir@@om kompozitnom dizajnu
(realne i kodirane vrednosti) i @eni odgovori

A, Konc. rastvora B, Brzina pumpe C, Temperatura

Eksp (%) (%) ulaz. vazd. (°C) Odgovori
kodirano realno kodirano realno kodirano realno
1 0 20 -1.68 3.18 0 170
2 -1 10 +1 30 -1 160
3 +1 30 +1 30 -1 160
4 0 20 0 20 -1.68 153.18
5 0 20 0 20 0 170
6 +1 30 +1 30 +1 180
7 -1.68 3.18 0 20 0 170 )
8 0 20 0 20 0 170 Ry= Prinos (%)
9 -1 10 -1 10 -1 160
10 +1.68 36.82 0 20 0 170 R,= Sadrzaj vlage (%)
11 0 20 0 20 0 170
12 0 20 0 20 0 170 )
13 0 20 0 20 0 170 Rs= Tempderﬁturgclzlaznog
14 1 10 +1 30 +1 180 vezduha (C)
15 +1 30 -1 10 +1 180
16 +1 30 -1 10 -1 160
17 0 20 +1.68 36.82 0 170
18 0 20 0 20 0 170
19 -1 10 -1 10 +1 180
20 0 20 0 20 +1.68 186.82

Vrednosti brzine pumpe 3.18%, 10%, 20%, 30%, i 3&$redstavljaju brzinu koja odgovara protoku
oko 1ml/min, 3ml/min, 6ml/min, 9ml/min i 11ml/mimespektivno.

Opsezi ispitivanih parametara su birani tako dadgje najbolji proizvodni prinos uz
minimalni sadrzaj vlage u praskovima. Opseg za @atpru ulaznog vazduha je
odabran na osnovu nekoliko preliminarnih eksperat@ntako da se postigne
temperatura izlaznog vazduha oko 70-80°C, kojagasétena u nekim prethodnim
studijama o suSenju rasprSivanjem formulacija &todekstrinima (Ribeiro i autori,
2008; Fini i autori, 2008). Koncentracija rastvgeaodabrana da bude 10% i 30% (Sto
odgovara vrednostima -1 i +1 u CCD, respektivne}, j¢ sltan opseg ispitivan u
nekim prethodnim studijama suSenja rasprSivanjemi (F autori, 2008; Goula i
Adamopoulos, 2004). Opseg za brzinu pumpe koji edgovrednostima -1 i +1 CCD,
10% i 30%, odabran je kao optimalan u skladu spgitkom proizvdaca uretaja.
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Odabrana formulacija sastojala se od aripiprazoliabdizovanog u rastvoru HPBCD u
citratnom puferu pH 3, bududa je izdvojena kao najpogodnija sa aspekta gostog
poveanja rastvorljivosti. Sva ispitivanja koja se zasiil na eksperimentalnom dizajnu
bila su podrzana primenom softverskog pakeesign-Expert® 7.0.qStat-Ease Inc,
Minneapolis, SAD).

4.2.6.2. VesStéka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptrona

U modelovanju procesa susSenja rasprSivanjem dem& je veStka neuronska mreza
tipa viSeslojnog perceptrona (enljlultilayer perceptron, MLIP. Pre treniranja mreze i
razvoja modela, definisana je specifikacija za Iskijvenih slojeva i broj jedinica u
ovim slojevima. Za aktivaciju neurona odabrana ipgm®idna transfer funkcija. Za
treniranje mreze odabran je BP algoritam (ehgtk-propagationBP) i podeSavani su
parametri kao Sto su broj epoha, brzikanja, momentum, broj kombinacija. MLP je
primenjen koriéenjem komercijalno dostupnog softvefatistica Neural Network
software (StatSof§AD).

4.2.6.3. Ispitivanje potencijala novih dm@a kombinovanja veStaih

neuronskih mreza i metodologije povrSine odgovora

Razmotreno je nekoliko pristupa modelovanju proc&esma eksperimenata koji su
koris¢eni u razvoju i testiranju modela predstavljenange Slici 4.2.6-1. Sposobnost
predvitanja modela izraZavana je izumavanjem koeficijenta korelacije YRizmeiu

eksperimentalno dobijenih i predenih razultata.

Najpre su razvilenmodeli RSM1 i MLP1 pomau eksperimentalnih podataka CCD
dizajna (Tabela 4.2.6-1, Slika 4.2.6-1), primenoretadologije povrSine odgovora
(RSM) i neuronske mreze tipa viSeslojnog perceptr(MLP), respektivno. Rezultati
dodatno izvedenih 9 eksperimenata sa naswndizajniranim ulaznim parametrima,

koris¢eni su za testiranje predwanja dobijenih modela (Tabela 4.2.6-2, Slika 4D).6-
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Eksp. br. RSM1 RSM2a RSM2t RSM3 MLP1 MLP2a MLP2b
1 | Jwveill | .
2 1N I I
3 N e I
4 N |
s I N
¢ N N [T I
7 .

s N .
o N N " I
N  Nwvipoal | . .
11 . .
12 . .
13 . .
14 I . I
15 [ . I
10 N N I
17 . .
15 .
10 [ N mpil N |
20 [N I | |
21 [ N D N e
22 [ N D N e
23 [N - § 1 ¥ |
24 N - § 1 ¥ |
25 [N - § ¥ |
2 I I I D DN S e
27 I I N B N e
22 [ I N B DN S .
<ay § 5 5 1 71 J |
I EXsperimentalni podaci koriséeni za razvoj modela
I Predvideni podaci koriséeni za razvoj modela
- Eksperimentalni podaci koriSéeni za testiranje modela
Eksperimenti koji nisu uklju ¢eni u analizu

Slika 4.2.6-1. Sema eksperimenata koji su keri§u razvoju i testiranju modela

Zatim, kako bi se ispitao potencijal MLP za upofjawanje liste podataka (koja
odgovara odrdenom eksperimentalnom dizajnu) iz koje je magizvrsiti matematiko
modelovanje (RSM), trenirane su dve répli neuronske mreZze za popunjavanje
nedostajdih podataka u okviru CCD dizajna. U prvomdgju, korig€eni su podaci koji
odgovaraju 2faktorijalnom dizajnu u okviru CCD (Tabela 4.2.69lika 4.2.6-1) i koji
predstavljaju sistem&mo osmisljene, dizajnirane eksperimente, tako dalgbijen
MLP2a model. U drugom sltaju, kori€eni su podaci dobijeni iz 8 eksperimenata sa
nasuméno dizajniranim ulaznim parametrima (Tabela 4.2.@Ksperiment br. 1, 10 i
20; Tabela 4.2.6-2, eksperiment br. 21-25; Slilka641), koji predstavljaju podatke koji
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se ob&no dobijaju prilikom takozvanih pokuSaj-greSka ekamenata Sto zgada nisu
sistematino osmisljeni i izvedeni, tako da je dobijgt.P2b model.

Tabela 4.2.6-2. Nezavisne procesne promenljivemgsw dizajniranih eksperimenata
I praceni odgovori

A, Konc. B, Brzina C, Temperatura .
Eksp. Odgovori
br rastvora pumpe ulaz. vazd.
' (%) (%) (O
21 20 10 160
22 10 20 165
23 20 15 170 R Pri o
24 22 13 180 1, Prinos (%)
R,, Sadrzaj vlage (%)
25 15 15 180 ) o
Rs, Temp izlaz.vazduha ("C)
26 22 15 160
27 10 10 170
28 15 10 165

Vrednosti brzine pumpe 10%, 13%, 15% i 20% predjstavbrzinu koja odgovara protoku oko 3ml/min,
3.9ml/min, 4.5ml/min i 6ml/min, respektivno.

Modeli dobijeni na ovaj nan su zatim korini u predwianju rezultata i
upotpunjavanju grupe podataka koji po dizajnu odgap CCD, Sto u stiaju modela
MLP2a zn&i predvidanje za preostalih 12 eksperimenata, a dagluMLP2b modela
preostalih 17 eksperimenata (Slika 4.2.6-1). Ng a&in omoguieno je matematko
modelovanje (primena RSM) dobijene grupe podataka ke sastoji od kombinacije
eksperimentalnih i pred#enih rezultata, i dobijeni smodeli RSM2ai RSM2b modeli
(Slika 4.2.6-1). Za testiranje ovih modela kéesi su rezultati dobijeni izvi@njem
eksperimenata br. 26-28 (Tabela 4.2.6-2, Slika6412. u cilju pordenja sposobnosti
predvidanja modela sa predianjima dobijenim od strane RSM1 i MLP1 modela koji
su dobijeni kori&enjem samo eksperimentalnih rezultata. Bekeazmatrano je da li se
mogu dobiti korisne informacije iz nasumo dizajniranih ekspermenata (koji
predstavljaju istorijski tip podataka koji se dalpj primenom metode pokuSaj-greska),
koris¢enjem MLP u modelovanju, a ne samo iz onih eksparata koji pripadaju
speciftnom eksperimentalnom dizajnu i za koje se smatrprdaaju rezultate boljeg
kvaliteta.

U cilju ispitivanja potencijala modelovanja zasnoeg na eksperimentalnom dizajnu u
deSifrovanju takozvane prirode “crne kutije” prethuija vestékih neuronskih mreza,
koris¢eni su samo predieni rezultati za sve eksperimente koji pripadajubCCto oni

dobijeni preduitanjem MLP modela sa najboljom korelacijom iziuepredvienih i
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stvarno dobijenih rezultata. Primenom RSM na t&madobijeni SURSM3 modeli za

svaki odgovor kako bi bili definisani z&& | veze méu faktorima (Slika 4.2.6-1).
Dobijene matematke jedng&ine su RSM1 i RSM3 modela su analizirane kako mae
osnovu sknosti i razlika unapredilo razumevanje procesajasiilo zasto jedan model

ima bolju ma predviianja od drugog.

4.2.6.4. Optimizacija susenja rasprsivanjem

Nakon izvrSene analize procesa, poémeoftveraDesign-Expert® 7.0.QStat-Ease Inc,
SAD) primenom pristupa poZeljnosti (englesirability approach (Nekkanti i autori,
2009), izvrSena je numeékia optimizacija procesnih parametara za rastvocé&otmacije
25% (odrédena kao najpogodnija za kompleksaciju). lzvrSenaopgimizacija sa
zahtevima za postizanje nafeg prinosa i najmanjeg sadrzaja vlage. Zatim jeSeava

fizickohemijska karakterizacija dobijenog praska.

4.2.6.5. Primenljivost dobijenih modela na régé formulacije

Koristeti optimalne uslove dobijene za odabranu formula@jpiprazol-HPBCD-
citratni pufer, izvrSeno je suSenje rasprSivanjeekofiko razltitih formulacija:
aripiprazol-HPBCD-PVP-citratni pufer (0.1% w/w PMPrastvoru), aripiprazol-2-O-
MBCD-citratni  pufer, vorikonazol-HPBCD-voda. U svimformulacijama je
koncentracija leka u prasku bila 5%. Zatim je iemd pordenje dobijenih rezultata sa
predvidanjima modela u cilju procene primenljivosti na lrée formulacije sa

ciklodekstrinima.

4.2.6.6. Dodatna karakterizacija dobijenih prasSko&kon optimizacije

4.2.6.6.1. Vizuelizacijgestica praska

Vizuelizacija praskova sa ciljem opisivanja oblikagrfologije i karakteristika povrSine
cestica, izvrSena je pordow skenirajéeg elektronskog mikroskopBhenom G2 Pro
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(Phenom-World Holandija). Uzorci su fiksirani ponéa karbonskog adheziva na
aluminijumski drzg, postavljeni u vakuumsku komoru i fotografisanimaponu 5 kV.
Posmatrani su pod u¢@njem od 1600 do 11500 puta.

4.2.6.6.2. Nasipna i tapkana gustina praskova

Nasipna i tapkana gustina praskova je disiana pomoéu graduisane menzure i aparata
za merenje tapkane zapremiBeveka SVM(Erweka, Nemaka). Nasipna gustina je
odraefivana tako Sto je prethodno prositan praSak (sitonth) pazljivo sipan u
graduisanu menzuru od 100 ml (sa podeocigitavanja do 1 ml), do zapremine od
100ml i nakon 6itane masan izvrSen je prer&n nasipne gustingy(g/ml)=m/100
Zatim je menzura fiksirana na aparaturu, na kogjvySeno tapkanje praska do
postizanja smanjenja nivoa praska u menzur2 ml, izmeu dva sukcesivha seta
tapkanja. Pomau vrednostim i ocitane tapkane zapreminéf izvrSen je preraun
tapkane gustingr(g/ml) = m/Vf Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednod

najmanje tri merenja.

4.2.6.6.3. Proténost praskova

Protanost praskova je odievana na aparatieErweka GWF (Erweka, Nemaka),
merenjem vremena potrebnog za proticanje daire koléine praska iz levka kroz
kruzni otvor promera 12.5 mm, sa ukimom vibracijom. Prikazani rezultati

predstavljaju srednje vrednosti od najmanje trieng.

4.2.6.6.4. Kondicioniranje odabranih uzoraka spiprazolom u komorama za studije

stabilnosti

Odabrani uzorci su upakovani u tamne staklen&cbokoje su u zavisnosti bile ili
otvorene ili zatvorene zatvawm punjenim silika gelom kao desikantom i
kondicionirane u komorama pod uslovima dugotrajstarenja (25°C/60% RH) i
ubrzanog starenja (40°C/75% RH) u periodu od 90ad@gomorePharma 2000i
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Pharma 600, Weiss Technikemaka). Pra@eni su sadrzaj, gestoce i profil brzine
rastvaranja aripiprazola i sadrzaj vlage u praskavi

Sadrzaj aripiprazola u kondicioniranim praskovinaedivan je odgovarajom HPLC
metodom. Analiza je izvrSena na diagu Agilent HPLC system, 1200 Serigsgilent,
SAD). Hromatografsko razdvajanje je postignuto &@mjem C-18 kolone ,150 x 4.6
mm, 5um Zorbax Eclipse XDB, AgilenSAD). Mobilna faza je uxiena u aparat iz
dva odvojena kanala u odnosu 50:50; mobilna fagadnom kanalu se sastojala od
fosfatnog pufera pH 3.0 (dobijenog rastvaranjen® 3yhatrijum dihidrogen fosfata u
1000 ml vode, uz dodatak 5.0 ml trietilamina i uarékciju do pH 3.0 pontm
ortofosforne kiseline), a u drugom kanalu od sma&anol:acetonitril (1:1). Protok
mobilne faze je bio 1.0 ml/min, zapremina injektopgalO pl, temperatura kolone 25°C

i koris¢en je UV detektor na 255 nm.

U kompleksima dobijenim suSenjem rasprSivanjentgira su dve poznate dngtoce
aripiprazola: N-oksid ristoca (7-[4-[4-(2,3-dihlorofenil)-piperazin-1-illoutols3,4-
dihidrohinolin-2(1H)-on) i dehidro rgstoca (7-[4-[4-(2,3-dihlorofenil)-1-piperazinil]
butoksi]-2(1H)-hinolinon) koje su degradacioni mwodi kako se navodi u DMF-u
proizvadaca sirovine Aripiprazole Drug Master File, Neuland Laboratorjeldija)
(Slika 4.2.5-1). Né&stoce su odrdivane odgovarajjom HPLC metodom. Analiza je
izvrSena na udaju Agilent HPLC system, 1200 Seri@gyilent, SAD). Hromatografsko
razdvajanje je postignuto koéEnjem C-18 kolone, 250 x 4.6 mm, 5Surhuia,
PhenomenexSAD). Mobilna faza se sastojala od fosfathog mufgH 3.0 (dobijenog
rastvaranjem 1.11 g kalijum dihidrogen fosfata2 @.natrijum pentan-sulfonata u 1000
ml vode, uz korekciju do pH 3.0 poiho ortofosforne kiseline) u kombinaciji sa
acetonitrilom. Korisena metoda je tipa gradijenta, protok mobilne fgzedio 1.0
ml/min, zapremina injektovanja 20 pul, temperatu@oke 25°C i kori€en je UV
detektor sa analizom na 215 nm.

Metode za odrdivanje ostalih préenih parametara opisane su u poglavlju 4.2.5.

105



H
i o A S s o 0 5
= Ifr Pl mm\v) ="’

g cl - HCI
(a) ¢ (b) Ci

Slika 4.2.6-2. Degradacionedigtoce aripiprazola: N-oksid (a) i dehidrodistoca (b).

4.3. REZULTATI | DISKUSIJA

4.3.1. Studije rastvorljivosti sa vorikonazolom

4.3.1.1 Odréivanje sadrzaja vode u ciklodekstrinima

Analiza inicijalnog sadrzaja vode u ciklodekstrimirfe pokazala da se &li rezultati

dobijaju Karl Fischer metodom i gravimetrijskom metodom halogenog aasbia

vlage (Tabela 4.3.1-1, rezultati izrazeni kao sjedmnednosti tri odréivanja). Rezultati
dobijeni na uréaju za TGA analizu su se neSto viSe razlikovalye®m standardnom
devijacijom. Rezultati dobijeniKarl Fischer metodom su kor&eni u preraunu

odgovarajdih kolicina HPBCD i 2-O-MBCD, u pripremi vodenih rastvorafidisane
koncentracije potrebnih za studije rastvorljivosti.

Tabela 4.3.1-1. Rezultati odiiganja sadrzaja vode u CD raatim metodama.

tip CD

Metoda HPBCD 2-0-MBCD

: 6.12 % 5.09 %
: . TGA lizat
Gravimetrijska anaiizator (1.2%) (0.8 %)
metoda Halogeni 4.27 % 4.16 %
analizator viage (0.14%) (0.13 %)
. 4.38 % 3.96 %
Karl Fisch tod

arl Fischermetoda (0.15%) (0.06%)

Standardna devijacija je predstavljena u zagradama
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4.3.1.2. Studije fazne rastvorljivospiase-solubilityengl.)

Slika 4.3.1-1 objedinjuje rezultate studija fazastvorljivosti.

Vorikonazol (mM)
Vorikonazol (mM)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
(a) HPBCD (mM) (b) 2-OMBCD (mM)

Slika 4.3.1-1. Dijagrami fazne rastvorljivosti vikonazola u vodenim rastvorima HPBCD (a) i
2-O-MBCD (b). Uklapanje sa linearnom funkcijom - nau linija, uklapanje sa kubnom
funkcijom - isprekidana linija.

Za oba ciklodekstrina, 2-O-MBCD i HPBCD, rastvoryjst vorikonazola linearno raste
sa porastom koncentracije CD do koncentracije 18 Bto odgovara takozvanom A
tipu dijagrama (Brewster i Loftsson, 2007). Sa HEB@osle 160mM koncentracija
leka dolazi do postizanja platoa Sto je indikagijatipa dijagrama (Brewster i Loftsson,
2007). Za rastvore vorikonazola i HPBCD, Buchanaawuiori (2007) prepoznali su
postojanje A tip dijagrama u nizem opsegu koncentracija HPBKHAD, i postojanje A
tipa dijagrama pri viSim koncentracijama. Profiliy Au objasnjenibulk promenama
rastvarga uzrokovanih solubilizatorom (HPBCD) i/ili samoagaciom solubilizatora
pri vecim koncentracijama. Slaganje sa linearnim delomekrastvorljivosti moglo bi
da se koristi u protainu konstante vezivanja, koja pruza informacijelatrvnoj j&ini
interakcije lek:CD. M@utim, rastvorljivost teSko rastvorljive lekovite patance je
obi¢no toliko niska da je teSkodao odrediti je, a ta vrednost zf@gno utte na t&nost
dobijene vrednosti konstante vezivanja (Brewstasfisson, 2007; Miro i autori, 2012).
Stoga, kada se porede ciklodekstrini u datom mediju posmatranje razlika u
postignutoj rastvorljivosti leka pri istim konceatijama CD moZe biti pogodnije
(Buchanan i autori, 2007). Sa 2-O-MBCD se postiBavrastvorljivost nego sa

HPBCD pri istim molarnim koncentracijama. PoStonggib prave dobijen sa 2-O-
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MBCD veti nego sa HPBCD, izgleda da je 2-O-MBCD efikasisgilubilizator za
vorikonazol. Jednostavnhom analizom dijagrama faas#vorljivosti teSko je odrediti da

li se formiraju jednostavni kompleksi (1:1) ili kqbeksi viSeg reda (Brewster i
Loftsson, 2007; Loftsson i autori, 2005).

Stehiometrija sistema se moze naslutiti uklaparkeine sa linearnim, kvadratnim ili
kubnim modelom, i u ovom ispitivanju je kriva rastiivosti sa HPBCD malo bolje
odgovarala kubnoj funkciji (0.978) nego linearnoj i kvadratnoj funkciji 0.958,
R?=0.958, respektivno), sugeri§uformiranje 1:3 lek:CD kompleksa verovatnije nego
1.1 ili 1:2 kompleksa (Slika 4.3.1-1a). 8la stehiometrija je sugerisana i u patentu za
formulaciju vorikonazola sa sulfo-butil-etar-bet&ladekstrinom (Harding, 2003).

Sto se e kompleksacije sa 2-O-MBCD, kriva podjednako dobdgovara linearnoj,
kvadratnoj i kubnoj funkciji (R=0.9990, 0.9992 i 0.9994 respektivno), stoga ne
pruzaji informaciju o tome da li se grade kompleksi llilkompleksi viSeg reda
(Slika 4.3.1-1b). Za 2-O-MBCD, beta-ciklodekstriarivat koji joS nije u Siroj upotrebi,
navodi se od strane proizi@a (Kleptos€ Crysmeb expe-brosura), da bi
solubilizacija lekova u vodenim rastvorima 2-O-MBQCikbalo da bude visoka i
linearno zavisna od koncentracije CD. Ne bi trelsidala@e do komplikacija kao Sto su
samoasocijacija ili nelinearno opadanje efikasnostlubilizacije pri visokim
koncentracijama CD, koje su uohjene za neke derivate CD kao Sto je i HPBCD
(Buchanan i autori, 2007; Loftsson i autori, 20@4el i autori, 2006). Ovo se moze
objasniti veltinom metil supstituenata, koji su mali i ne funkdiu kao gosti koji teze
da se uklope u Supljinu CD, pri viSim koncentratiga CD. Takde, Supljina beta-
ciklodekstrina je blago proSirena metil supstitumat koji su podjednako stereorigidni
kao i sama Supljina (Mosher i Thompson, 2007). Swa govori u prilog
solubilizacionoj méi 2-O-MBCD, §to je u saglasnosti sa dobijenim regtitha. Owens

I autori (2000) su iztavali prirodu interakcije izm#i vorikonazola i brojnih derivata
CD i zaklj&ili su da veléina toroidne Supljine CD ali i priroda &ah lanaca zn&jno
uticu na prirodu kompleksacije, i da je vazno razmdgran trodimenzionalnog
prostornog rasporeda svakog ispitivanog stereoizmmerikonazola. Stoga, primena
tehnika molekularnog modelovanja moze koristitiazjaSnjavanju prirode interakcije

leka i CD dajii predloge za stabilne trodimenzionalne modele Hekga.
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4.3.1.3. Primena faktorijalnog dizajna

Rezultati analize faktorskih efekata pokazuju dangzna&ajniji faktor (p<0.05) za
solubilizaciju vorikonazola tip ciklodekstrina (Tella 4.3.1-2 i1 4.3.1-3).

Tabela 4.3.1-2. Dizajn eksperimenata i odgovorijgéabza 2 faktorijalni dizajn
Uzorak br. Nezavisno promenljive Odgovor

A B C R
1 +1 +1 +1 7.20
2 +1 -1 +1 6.95
3 +1 +1 -1 4.65
4 +1 -1 -1 4.55
5 -1 +1 +1 4.64
6 -1 -1 +1 4.28
7 -1 +1 -1 4.52
8 -1 -1 -1 4.17

Sifre faktora i nivoa faktora: A = tip ciklodeksts: - 1 odgovara HPBCD, + 1 2-O-MBCD; B =
vreme meSanja: - 1 odgovara 30 minuta, + 1 60 mjr@it= koltina vorikonazola: - 1 odgovara
500 mg, + 1 1000 mg; R = rastvorljivost vorikonaz@ihg/ml).

Tabela 4.3.1-3. Rezultati dobijeni katighjem 2 faktorijalnog dizajna (ANOVA).

Suma Stepeni Srednja F p-vrednost
Faktor ili interakcija kvadrata  sloboderrednost kvadratavrednost prob > F
Model 10.38 6 1.73 785.86 0.0273
A —tip ciklodekstrina 411 1 411 1867.45  0.0147
B — vreme meSanja 0.14 1 0.14 64.92 0.0786
C — kolkina vorikonazola 3.33 1 3.33 1512.21  0.0164
AB interakcija 0.017 1 0.017 7.75 0.2195
AC interakcija 2.78 1 2.78 1261.39  0.0179
BC interakcija 3.170x 10 1 3.170 x 10 1.44 0.4423
Ostatak 2201xTd 1 2.201 x 10
Cor Total 10.38 7

R? 0.9998

Kolicina leka koji se dodaje u visku je taleo zn&ajna, jer se smatra da se u
koncentrovanijim sistemima olakSava interakcijaedmleka i CD i kompleksi se brze
stvaraju (Borghetti i autori, 2009). Jedina &aa interakcija je ona izrde tipa
ciklodekstrina i vremena mes$anja. Sto je duZe vreme8anja, sa HPBCD se postize
veca rastvorljivost vorikonazola, a sa 2-O-MBCD isttransolubilizacije se odigrava za
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krace vreme (Tabele 4.3.1-2 i 4.3.1-3). Prémeo je da se posle dodatka 1000 mg
vorikonazola rastvara va koli¢ina vorikonazola u ispitivanom periodu meSanja-€2 2
MBCD, nego sa HPBCD u rastvoru (Tabela 4.3.1-2)zfai da je solubilizacija leka
lakSa i brza sa 2-O-MBCD, Sto je talepretpostavljeno na osnovu vizuelnog izgleda
disperzija (prisustva vidljivin nerastvorentiestica) tokom meSanja. Stoga, rezultati
primene faktorijalnog dizajna sugerisu da je 2-O®IB efikasniji solubilizator nego

HPBCD, Sto je u skladu i sa rezultatima ispitivaliaane rastvorljivosti.

4.3.2. Simulacija molekularnog vezivanja vorikonazbciklodekstrin

Simulacija molekularnog vezivanja i naknadna optewija geometrije kompleksa sa
najveéom vredno&u scoring funkcije, pokazala je da je najstabilniji komplakseaiu
vorikonazola i 2-O-MBCD formiran kada je fluoropmidinski prsten ukljgen u
Supljinu CD (Tabela 4.3.2-1, Slika 4.3.2-1 (aAE= -14.6 kcal/mol), dok je manje
stabilan kompleks koji ima triazolni i difluoroféni prsten u Supljini (Tabela 4.3.2-1,
Slika 4.3.2-1 (a2 i a3)AE= -9.1 i -6.0 kcal/mol, respektivho). Moze se&irda su
interakcije odgovorne za inkluziju iskfjivo hidrofobne prirode, jer nema indikacija da

postoji sistem vodotinih veza u optimalnim geometrijama kompleksa.

Tabela 4.3.2-1. Semiempirijski nivo energija venigavorikonazol-CD kompleksa,
izracunat korigenjemPM6-DH2 Hamiltonianfunkcije.
PM6-DH2 energija vezivanjaE (kcal/mol)

Kompleks braj 2-O-MBCD HPBCD
1 -14.6 -88.9
2 9.1 -84.8
3 -6.0 -57.3

Yoznaka kao na Slici 4.3.2-1.

Sa druge strane, za HPBCD je pokazano da je najnip i najstabilniji kompleks u
kome je difluorofenilni prsten u Supljini CD (Tabe#l.3.2-1, Slika 4.3.2-1 (b1 i b3);
AE= -88.9 i -57.3 kcal/mol, respektivno) ili fluropmidinski prsten (Tabela 4.3.2-1,
Slika 4.3.2-1 (b2)AE=-84.8 kcal/mol). Owens i autori (2000) su opisiujuterakciju
HPBCD i vorikonazola i njegovih stereoizomera, diskali o verovatnoj inkluziji

difluorofenilnog prstena u Supljinu CD, i interajkdbo¢nih lanaca CD i triazolnog i
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pirimidinskog prstena vorikonazola. Jake hidrofiliméerakcije uklj@uju¢i vodonicne
veze izmdu hidroksipropil grupa HPBCD i nekoliko hidrofilnigrupa vorikonazola

mogu biti razlog za izgkaunatu nisku energiju vezivanja unutar kompleksa.

Slika 4.3.2-1. Kompleksi sa najniZzom energijom vamja: vorikonazol-2-O-MBCD (al-3), i
vorikonazol-HPBCD (b1-3), dobijeni poré® minimizacije energije primenom PM6-DH2
funkcije.

Zanimljivo je da je izré&unata energija vezivanja vorikonazol:HPBCD kompéeks
mMnogo niza nego za komplekse sa 2-O-MBCD, Sto &titnda bi HPBCD trebalo da
bude mnogo bolji solubilizator vorikonazola (Tabelz3.2-1). Neslaganje iznrie
racunarskih simulacija i eksperimentalnih rezultataZemase objasniti fenomenom
samoasocijacije koji je karakterigin za HPBCD i formiranjem sloZzenih kompleksa sa
HPBCD, Sto je u skladu i sa rezultatima studijanfarzastvorljivosti na osnovu kojih je
pretpostavljeno da se iziae HPBCD i vorikonazola deSava slozenija komplekaaci

111



nego Sto je to formiranje 1:1 kompleksa. Samoaaog@ HPBCD molekula je vrlo
verovatna jer su prisutne grupe koje su donoridegkori vodoninih veza na obodu
Supljine CD. Formiranje HPBCD-HPBCD kompleksa bi gimo da spré& ulaz

vorikonazola u Supljinu CD i formiranje stabilnilorkpleksa preddienih simulacijama

vezivanja 1:1.
4.3.3. Karakterizacija praskova sa vorikonazolom

4.3.3.1. Termalna analiza

Na DSC termogramima (Slika 4.3.3-1), cawa se topljenje vorikonazola sa
maksimumom endoterme topljenja na 133°C, Sto jekuirw opsega temperature
topljenja 128-132C koji se moze ra u literaturi (Herbrecht i autori, 2004), i moze s
re¢i da vorikonazol pripada polimorfnom obliku | opman u patentu US patent
US20090023922 (Benito i autori, 2009).
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Slika 4.3.3-1. Reprezentativni DSC termogrami: komniazol (a), HPBCD (b), 2-O-MBCD (c),
fizicka smeSa vorikonazola i HPBCD (d), &iza smeSa vorikonazola i 2-O-MBCD (e),
vorikonazol-HPBCD inkluzioni kompleks dobijen sufan rasprSivanjem rastvora sa
koncentracijom 160mM CD (f), vorikonazol -2-O-MBCIkluzioni kompleks dobijen

suSenjem rasprSivanjem rastvora sa koncentracij@@ &M CD (g), praSak dobijen
zajednékim usitnjavanjem vorikonazola i HPBCD u prisustastvarda (h) i praSak dobijen

zajednEkim usitnjavanjem vorikonazola i 2-O-MBCD u prisustrastvaraa (i).
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Kod proizvoda suSenja rasprSivanjem, endotermgetgpl izostaje, dok u fizkim
smeSama i proizvodima zajedkog usitnjavanja postoji, Sto govori o prisustvu
vorikonazola u kristalnom obliku (pik topljenja r82FC sa HPBCD i na 133°C sa 2-O-
MBCD za fizikke smeSe, i za usitnjene proizvode 129°C sa HPBAB1°C sa 2-O-
MBCD). Ovo blago smanjenjediee topljenja moze ukazivati na neku vrstu intergkci
koja se deSava sa ciklodekstrinima tokom zajddmg usitnjavanja (Lin i autori, 2012),
iako u nekim prethodnim studijamacsio smanjenje temperature topljenja vorikonazola
u prisustvu polimera nije smatrano Zagim (Beinborn i autori, 2012). lako metoda
zajednékog usitnjavanja u prisustvu male kKofie rastvaré&a moze biti privlana sa
aspekta utroSka kdéine rastvaréa i energije potrebno je joS eksperimentalnog rada
kako bi se ispitala mogunost optimizacije parametara.

Odsustvo endoterme topljenja leka u proizvodima&esim rasprSivanjem ukazuje da je
ukupna koléina vorikonazola u kompleksiranom obliku i amorfea(Slika 4.3.3-1 f i

g). JoS jedna zanimljiva karakteristika termograjmgorisustvo Siroke endoterme u
opsegu od sobne temperature do 100°C, sa maksimumapsegu 79-80°C Sto
verovatno odgovara gubitku vode jako vezane zapdédtstrin. Méu termogramima
dobijenih analizom uzoraka osuSenih iz rastvoreagkcitim koncentracijama CD, nije
bilo razlike Sto moze z®idi da je u dobijenim rastvorima koji su osuSergpigivanjem
kolicina CD bila dovoljna da ostvari inkluziju leka u lekularnom stanju.

Rezultati termogravimetrijske analize praskova poih razltitim metodama su

predstavljene u Tabeli 4.3.3-1.

Tabela 4.3.3-1. Rezultati termogravimetrijske areapraskova pripremljenih ra&ikim
metodama.

Uzorak tipCD HPBCD 2-O-MBCD
Fizicka smeSa (CD i lek) 6.04 % 4.04 %
Kompvl_eks _Iek:CD dobijen suSenjem 297 % 739 0%
rasprSivanjem

Uzorak dobijen zajedkim

usitnjavanjem u prisustvu rastvasa 4.68 % 6.01 %
(CD i leka)

Standardna devijacija <1.2%
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Rezultati za fiztke smeSe i uzorke dobijene usitnjavanjem leka i €risustvu
rastvarga, slcni su rezultatima dobijenim z&ste ciklodekstrine (Tabela 4.3.1-1). Za
uzorke sa dva razita ciklodekstrina, pripremljene susenjem raspr§ea pri istim
procesnim parametrima, pridfige se da proizvodi sa 2-O-MBCD imajuévesadrzaj
vode nego proizvodi sa HPBCD, verovatno zato Sgigjorazlika u hidrataciji ova dva
ciklodekstrina u rastvoru, ili u dehidrataciji takosuSenja. Formulacija sa 2-O-MBCD
je higroskopnije nego sa HPBCD, odnosno teZze se &0sbi moglo da ute na odnos
utroSka energije i efektivnosti procesa suSenjargaganjem i potencijalno na stepen
fizicke i hemijske stabilnosti rezultilh praskova i budtih ¢vrstih doziranihoblika,

tokom duzeg vremenskog perioda.

4.3.3.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovoangformacijom (FTIR)

Slika 4.3.3-2 pokazuje ATR-FTIR spektar vorikonagzokiclodekstrina, proizvoda
osusSenih rasprSivanjem i odgovardjufizickih smeSa. Vorikonazol (Slika 4.3.3-2a)
pokazuje karakteristne trake polimorfa | (patent US20090023922), Sta gkladu sa
zabelezenim opsegom topljenja na DSC termograma.
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Slika 4.3.3-2. Reprezentativni ATR-FTIR spektri: rikonazol (a), HPBCD osusen
rasprSivanjem (b), 2-O-MBCD osusen rasprSivanjemfizicka smeSa vorikonazola i HPBCD
(d), fizicka smeSa vorikonazola i 2-O-MBCD (e), vorikonaz&BCD inkluzioni kompleks
dobijen susenjem rasprSivanjem rastvora sa koramjom 160mM CD (f), i vorikonazol -2-O-
MBCD inkluzioni kompleks dobijen suSenjem raspréjesn rastvora sa koncentracijom 160
mM CD ().
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Specifino, CN, CF i CC trake istezanja pojavljuju se n@®B8046 crit, 1495-1451
cm’ i 1585-1451 chirespektivno, u skladu sa navodim Xiang-Gen i au@p11).

FTIR spektri ciklodekstrina osuSenih rasprSivanj&iika 4.3.3-2 b i ¢) pokazuju Siroku
traku refleksije u 3100-3600 ¢hsa maksimumom oko 3340 &msto se pripisuje
vibracijama istezanja OH grupa, i ukazuje na snagsucijaciju hidroksilnih grupa u
vidu vodonénih veza. Mdutim, postojanje oStrih pikova manjeg intenzitetapsegu
3600-3700 cnl, ukazuju na prisustvo slobodnih OH grupa koje ndegie da pripadaju
adsorbovanoj vodi koja nije ukijena u vodorine veze.

Spektri fiziékih smeSa CD i vorikonazola (Slika 4.3.3-2 d i ek@zuju tiptne trake CD

I vorikonazola, Sto zréa da ne postoji ili je vrlo slaba interakcija iztheleka i CD.
FTIR spektri dobijeni za vorikonazol-CD komplekssudene rasprSivanjem (Slika
4.3.3-2 f i g) pokazuju samo tifrie trake CD, a slobodni vorikonazol se ne moze
detektovati u uzorcima. Moglo bi setrela je vorikonazol potpuno ukijen u Supljine
ciklodekstrina, stino kao Sto su Yang i autori (2010) povezali odsu&arakteristnih
traka iz FTIR spektra i definisanje mesta kompleksatrakonazola i HPBCD, i time
potvrdili postojanje pravih inkluzionih kompleks@vi podaci zajedno sa rezultatima
studije fazne rastvorljivosti i simulacije molekmlag vezivanja mogu doprineti u

definisanju mesta vezivanja leka i CD u kompleks{Peeters i autori, 2002).

4.3.3.3. Ispitivanje brzine rastvaranja

Brzina rastvaranja je ispitivana u tri r&fia medijuma u cilju procene poboljSanja
brzine rastvaranja vorikonazola Slika 4.3.3-3 poi@zprofile brzine rastvaranja za
komplekse vorikonazol:HPBCD i vorikonazol:2-O-MBCDu poreenju sa
odgovarajdim fizickim smeSamadistim vorikonazolom.

Medu pomenutim uzorcima postojkigledna razlika u brzini rastvaranja. U &ikim
smeSama leka i CD, prisustvo CD doprinelo je pdaolju brzine rastvaranja-vitro.
Vorikonazol se brze rastvarao iz fike smeSe sa HPBCD nego iz ize smeSe sa 2-O-
MBCD ili iz kapsula s&istim vorikonazolom.

Razlog za razliku u brzini rastvaranja iz smeSadga CD mogao bi biti razlita
rastvorljivost derivata CD i/ili manja veélna cestica 2-O-MBCD i vazduh adsorbovan

na njihovoj povrsini, Sto nije bio staj sa krupnijimcesticama HPBCD. Takie, tokom
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pripreme rastvora ciklodekstrina pridemo je dacestice 2-O-MBCD plutaju po

povrsSini i bilo je potrebno intenzivnije meSanjek&ai se prasak pokvasio i rastvorio.
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Slika 4.3.3-3. Profili brzine rastvaranja vorikon&z iz razlgitih ¢vrstih uzoraka — uslovi:
aparatura Il (lopatice), brzina meSanja 50 rpm, @0@edijuma: 0.1M hlorovodo&ina kiselina
(pH 1.2) (a), acetatni pufer (pH 4.5) (b) i fosfgtnfer (pH 6.8) (c)

Iz uzoraka osusenih rasprSivanjem viSe od 80 %kepazola je rastvoreno u sva tri
medijuma u roku od 10 minuta, bez obzira na tipoci&kstrina. Ako se uzme u obzir da
je rastvorljivost vorikonazola pH zavisna, zaniwdji je da je profil rastvaranja

vorikonazola iz kompleksa osusenih rasprSivanjepavistan od pH sredine medijuma.
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Mogucnost promene profila rastvaranja leka putem kongaelke sa ciklodekstrinima
ispitivana je od strane Nacsa i autora (2009) ifBman i autora (2007). Pdenjem
vrednosti relativne standardne devijacije (predgaa u vidu tzverror bars, engl., na
Slici 4.3.3-3), zakljduje se da je brzina rastvaranja vrlo brza i ujédna samo iz
uzoraka osusSenih rasprSivanjem, Sto je dakowazna karakteristika profila brzine
rastvaranja.

Na osnovu prikazanih rezultata moglo bi sé da je kompleksacija vorikonazola sa
oba derivata beta-ciklodekstrina dobra formulaciosiategija za poboljSanje
rastvorljivosti i brzine rastvaranja. Nije bilo uet razlike izmé&u maksimalne
rastvorljivosti izméu kompleksa i smesSa leka i CD, verovatno jer su sktaju smesSa
formiranje kompleksa i solubilizacija odigrali u digmu. Meiutim, ova pojava se
mozda ne bi odigrala u gastrointestinalnom trakjde se deSava resorpcija nakon

rastvaranja, tako da je&ekivano da je prethodno formiranje kompleksa popelj

4.3.3.4. Dugoréna stabilnost kompleksa vorikonazol:ciklodekstrin

Nakon 12 meseci stajanja u ambijentalnim uslovigpativana je stabilnost kompleksa
vorikonazol:ciklodekstrin, primenom diferencijalneskenirajiée kalorimetrije i
termogravimetrijske analize. Na termogramima nisimgieni znaci Kkristalizacije
vorikonazola (potpuno odsustvo endotermnih pikovaji kodgovaraju topljenju
vorikonazola). Dodatno, ispitivanje sadrzaja vodeémpnom TGA nije pokazalo
zna&ajne promene. Ovi rezultati mogu ukazivati na ddimidku stabilnost.

lako je inicijalno nivo néistoca vorikonazola u praskovima bio ispod 0.05%, zateie
porast néistoca nakon 12 meseci u uzorcima sa oba ciklodekstukazuje na
potencijalne probleme sa hemijskom stabitto@ abela 4.3.3-2).

Sto se e Netistoce 3 ili epi-vorikonazola nije zabelezen porast, Zteti da postoji
mala verovatnéa epimerizacije vorikonazola tokom pripreme kompkeki rastvoru i
tokom suSenja rasprSivanjem, i stajanjem tokom ereanNeéistoca 1 i Neistoca 2 su
degradacioni proizvodi koji su rezultat cepanja ekala vorikonazola na butanolnom
lancu (Slika 4.2.5-1). Prindena razlika u nivou r&stoca u kompleksima sa HPBCD i
2-O-MBCD, iako je mala, mogla bi biti u vezi sa Iilkama u afinitetu vezivanja i

orijentaciji molekula vorikonazola u inkluzionom rkgleksu sa raalitim derivatima
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CD, kao sto je prim&no i u studiji fazne rastvorljivosti i simulacijanmolekularnog
vezivanja. U sltaju 2-O-MBCD, nesto proSirena Supljina u odnostHRBCD mogla

bi dodatno doprineti boljoj stabilnosti leka.

Tabela 4.3.3-2. Rezultati zadm&toce u praskovima dobijenim suSenjem rasprSivanjem
posle 12 meseci stajanja.

Necistoca Kompleks sa HPBCDKompleks sa 2-O-MBCD
Negistoca T 0.24% 0.16%
Negistoca 2 0.46% 0.31%
Negistoca 3 0.05% 0.06%
Ukupne néistoce 0.75% 0.53%

"Netistota 1: 4-etil-5-fluoropirimidin

*Negistoca 2: 1-(2,4-difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1)dtanon

*Netistoéa 3: (2S,3R)-2-(2,4-difluorofenil)-3-(5-fluoropiridin-4-il)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-
illbutan-2-ol; (epi-vorikonazol)

U svakom slaaju, kompleksacija ni sa HBCD ni sa 2-O-MBCD nijeresila
degradaciju vorikonazola koji je u kompleksu bioisptan u manje stabilnom,
amorfnom obliku. Kao Sto je pokazano i u nekim dmugtudijama, véa pokretljivost
amorfnog lek:CD kompleksa moze biti uzrok hemijgkestabilnosti bez obzira na
hemijsku prirodu bé&nog lanca ili dimenzija Supljine CD (Hong i auta2Q11). Drugi
razlog za nestabilnost bi mogla biti spegibst vezane konformacija lek:CD
kompleksa, koja nije mogla da stabilizuje lek (Mesh Thompson, 2007). Rezultati
molekularnog modelovanja su otkrili da su delovil@kala vorikonazola koji su unutar
Supljine ciklodekstrina zapravo samo njegovi prster{difluorofenil, fluoropirimidin,

ili triazol). Stoga, sa oba derivata ciklodekstritak i u sligaju formiranja viSestrukih
izvan Supljine CD i stoga neza&n od degradacije i formiranja Bstoce 1 i 2.
Moguce je da bi u cilju spkavanja degradacije vorikonazola u kompleksu, bilo
neophodno kao kompleksirgju agens Kkoristiti derivat ciklodekstrina sa ¢im
supstituentima kako bi se obezbedila sterna bari@ja bi mogla da stabilizuje lek
(Mosher i Thompson, 2007).
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4.3.4. Studije rastvorljivosti sa aripiprazolom

4.3.4.1. Studije fazne rastvorljivospi{ase-solubilityengl.)

4.3.4.1.1. Uticaj pH i jonskog sastava medijum@dgdatka polivinilpirolidona (PVP) na
kompleksaciju sa HPBCD

Kolic¢ina ciklodekstrina potrebna da se postigne maksianedstvorljivost leka moze se
odrediti u studijama fazne rasvorljivosti. Aripig je lek baznog karaktera, i pokazuje
pH zavisnu rastvorljivost koja je neSto¢aeu kiselom opsegu pH vrednosti. Procena
efekta pH i jonskog sastava medijuma na rastvadjivaripiprazola u prisustvu CD
vrSena je sa HPBCD, a kao medijumi su kans: voda, citratni pufer pH 3.0 i fosfatni
pufer pH 3.0. Takéde, ispitivan je potencijal za dodatno poboljSamgstvorljivosti
dodatkom male kaline PVP posSto je poznato da moze imati uticajaahabdizacioni
efekat HPBCD (Mura i autori, 2001). Pored toga, P)}Ppoznat kao inhibitor
nukleacije (Brewster i Loftsson, 2007; Raghavamitod, 2001), tako da bi mogao da
doprinese stabilnosti uzoraka. Rezultati su sumimarSlici 4.3.4-1 i u Tabelama 4.3.4-

1i4.3.4-2.

2007 o HPBCD. voda

+ HPBCD, fosfatni pufer pH 3
v  HPBCD, citratni pufer pH 3
O HPBCD, citratni pufer pH 3, PVP

=

100 4

Aripiprazol (mM)

50

0 50 100 150 200 250 300
CD (mM)

Slika 4.3.4-1. Dijagrami fazne rastvorljivosti zdpgprazol i HPBCD u razéitim medijumima.

Vidi se da je rastvorljivost aripiprazolacisto vodenim rastvorima CD niska, ali da se
zna&ajno poboljSanje postize u citratnom puferu pH @@bela 4.3.4-1). Li i autori
(1998) su opisali zrtaj kombinovanog efekta pH i kompleksiranja na radjivost i
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vaZnost jonizovanih vrsta u doprinosu sveukupnainpieksaciji lekova.Cesto se

pretpostavlja da su prvenstveno nejonizovane wadg®vorne za formiranje kompleksa
I posledéni porast rastvoljivosti. Mautim, jonizacija leka takte moZe da rezultuje
poboljSanjem kompleksacije, i rastvorljivost konksda sa jonizovanim lekom moze

ponekad da bude ¥& od rastvorljivosti kompleksa sa nejonizovaninolak

Tabela 4.3.4-1. Uticaj pH i jonskog sastava medgura rastvorljivost aripiprazola sa i
bez HPBCD

Rastvorljivost

Medijum aripiprazola (mM)
Voda 0.009
Citratni pufer pH 3 1.576
Fosfatni pufer pH 3 2.420

160 mM HPBCD rastvor u vodi 1.508
160 mM HPBCD rastvor u citrathom puferu pH 3 144.88
160 mM HPBCD rastvor u fosfathnom puferu pH 3 13.68

Tabela 4.3.4-2. Uticaj dodatka PVP na rastvorljivargpiprazola sa i bez HPBCD

Rastvorljivost

Medijum aripiprazola (mM)
Voda 0.009
Citratni pufer pH 3 1.576
Citratni pufer 3, 0.2%w/w PVP 0.934
260 mM HPBCD rastvor u vodi 9.729
260 mM HPBCD rastvor u vodi, PVP/CD 0.605 10.961

260 mM HPBCD rastvor u vodi, PVP/CD 0.0625 7.788

260 mM HPBCD u citratnom puferu pH 3 172.502
260 mM HPBCD u citratnom puferu pH 3, PVP/CD 0.005 155.032

260 mM HPBCD u citratnom puferu pH 3, PVP/CD 0.0025 184.317

! PVP koncentracija 0.2%w/w
2 PVP koncentracija 0.1%w/w

Moze se primetiti da je rastvorljivost aripiprazaavisna ne samo od pH medijuma

nego i od tipa pufera prisuthog u medijumu. Poéedastvorljivost leka u fosfathom
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puferu pH 3.0 (neorganska so) i u citratnom pufpth 3.0 (hidroksikarboksilna
kiselina), u odsustvu HPBCD nema velike razlike ditem, u prisustvu HPBCD uticaj
vrste pufera je zrmajan za rastvorljivost leka. Ovaj fenomen su tekaoopisal
Buchanan i autori (2007) kod antimikotika i HPBCRosmatranjenst/Soodnosa $t
predstavlja rastvorljivost leka u prisustvu HPBCBSg rastvorljivost leka u istom
medijumu bez HPBCD), iztanate vrednosti zé&isto vodeni medijum su 167.6, za
fosfatni pufer 6.5, a za citratni pufer 95.1. Jagnda ciklodekstrin igra vaznu ulogu u
solubilizaciji aripiprazola, zajedno sa jonskim teasm pufera, viSe nego sama pH
vrednost medijuma. Rastvorljivost odgovataju kompleksa moze biti mnogo é&ee
nego Sto bi se moglocekivati povéanjem ukupne rastvorljivosti leka samo pdmo
odgovarajdeg podeSavanja pH. To je ma@guzbog specifine interakcije hidroksi
kiseline sa sistemom vod@nih veza “doméina“ i/ili modifikacije mreze vodorinih
veza okolnih molekula vode (Redenti i autori, 20003kovi mogu biti jako vezani
unutar CD Supljine iako su u jonizovanom oblikuaz&to se njihov bazni centar (a
samim tim i naelektrisanje) moze nalaziti @nio daleko od hidrofobnog dela molekula
koji se nalazi u Supljini CD, tako da sposobnoshhteksacije nije zrisjno ugrozena.
Dodatno, hidroksi kiselina moze da stupi u intefjaksa spoljnim sistemom vodamih
veza ciklodekstrina mehanizmom koji ukdjye vezivanje hidrofobnog dela leka i
iIstovremeno formiranje jakog jonskog para. Redeaitori (2000) izdvojili su nekoliko
zahteva za iskort&nje tehnologije viSekomponentne kompleksacijedunieojima su
rastvorljivost leka manja od 0.1 mg/ml, prisustvmi@o grupe sa blago baznim
karakterom (pKa>5.0).

Sto se e efekta PVP, na Slici 4.3.4-1 vidi se da dodatéR Pmaseni odnos PVP/CD
0.005) dovodi do pada rastvorljivosti, Sto je uaskl sa nekim prethodnim studijama
(Quan i autori, 2009), i moZe se pripisati komppgtpolimera i leka za kompleksaciju
sa ciklodekstrinom. M#utim, optimizacijom koncentracije PVP moglo bi srsiti
poboljSanje rastvorljivosti leka Sto sugeriSu réatul dobijeni u rastvorima
ciklodekstrina iste koncentracije, ali sa raitiim koncentracijama PVP (razlt maseni
odnos PVP/CD; Tabela 4.3.4-2).

Na osnovu rezultata studija fazne rastvorljivostiPBCD, moze se zakditi da je

poboljSanje rastvorljivosti aripiprazola najzagije u citrathom puferu pH 3.0. U ovom
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medijumu, kompleksacija aripiprazola pofuoo HPBCD je bila najefikasnija pri
koncentraciji 160mM, Sto se odrazava na najmanganaodnos CD/rastvoreni lek.

4.3.4.1.2. Analiza dijagrama fazne rastvorljivestiHPBCD

Generalno, na osnovu oblika kriva rastvorljivoshpze se identifikovati nekoliko
tipova dijagrama tj. profila rastvorljivosti prildm kompleksacije (Loftsson i autori,
2005). Dobijene krive rastvorljivosti u ragtim medijumima (Slika 4.3.4-1), pokazuju
da su u solubilizaciju aripiprazola ukieni slozeni mehanizmi. Rastvorljivost
aripiprazola je ispitivana u Sirokom opsegu kon@mife ciklodekstrina, i u zavisnosti
od posmatranog opsega moze se prepoznati nekalzkditih A tipova dijagrama.

Kod takozvanog A tipa dijagrama, rastvorljivostdataste u funkciji koncentracije CD.
U vodenom medijumu koji se sastoji samo od arigplai HPBCD, udava se A tip
dijagrama, sugeriguda se pri viSoj koncentraciji CD formiraju komkée viSeg reda
(Slika 4.3.4-2). Posto se stehiometrija sistemaenwetpostaviti uklapanjem dijagrama
u linearne, kvadratne ili kubne modele, za ovulkikubna funkcija je pokazala najbolje

uklapanje (R=0.996), sugerigii formiranje 1:3 kompleksa (lek(CE)

20

Aripiprazol (mM)
3

0 50 100 150 200 250 300
€D (mM)

Slika 4.3.4-2. Dijagrami fazne rastvorljivosti agmzola u HPBCD rastvoru u vodi.

Krive dobijene u citratnom puferu sa i bez dodak&P (Slika 4.3.4-3) pokazuju da
dijagrami mogu biti klasifikovani kao f\tip zato Sto pri viSim koncentracijama CD

postoji negativno odstupanje od linearnosti, Steczda je CD manje efektivan pri
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viSim koncentracijama. Najbolje uklapanje dobijgeotakaie sa kubnom funkcijom
(R’=0.996 sa PVP, ®0.987 bez PVP) sugeri&formiranje 1:3 kompleksa (lek(CE))

200 200
a b

°
150 1 3 150 4

100 4 /

50 / 50 ]
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. ; ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
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100 4

Aripiprazol (mM)
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Slika 4.3.4-3. Dijagrami fazne rastvorljivosti dgpazola u medijumima sa najzZfanijim
pove&tanjem rastvorljivosti: citratni pufer pH 3.0 (agitratni pufer pH 3.0 sa PVP (b).

Sli¢ni oblici krive dobijeni su u studijama rastvorlpsti autora Buchanan i drugih
(2007) za antimikotike i HPBCD u nekim puferima. jeni Ay profili su objasnjeni
bulk promenama rastvafa uzrokovanih prisustvom solubilizatora pri raiim
koncentraciiama i/ili  samoasocijaciji  solubilizaaor (HPBCD) pri  viSim
koncentracijama.

Dijagram odnosno profil rastvorljivosti bi tat®@ mogao biti okarakterisan i kao
normalan profil sa negativnom devijacijom pri niskkoncentracijama CD (A), sa
ods€kom na y-osi u negativnom delu ose. Ovo ponaSanmpssali i Loftsson i autori
(2005) i objasnili samoasocijacijom teSko rastvierriekova i lek:ciklodekstrin
kompleksa, neinkluzionom kompleksacijom i intergeia méu ekscipijensima.
Moguce je da je ueeni porast rastvorljivosti aripiprazola posledicaogerativhog
efekta nekoliko raztitih solubilizacionih procesa i interakcija. R&me nepravilnosti
primetene u dijagramima fazne rastvorljivosti, kao Sto zoaajna devijacija
eksperimentalno dobijene rastvorljivosti bez cildkstrina od rastvorljivosti koja se
ocCitava na preseku sa y-osom, ilidaek i negativha vrednost, ukazuju na mégost
formiranja multikomponentnih kompleksa i istovreroeformiranje inkluzionih i
neinkluzionih kompleksa, ili fenomen samoasocigc{Brewster i Loftsson, 2007,
Loftsson i autori, 2005; Messner i autori, 2010).
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4.3.4.1.3. Uticaj tipa ciklodekstrina na rastvandist — dijagrami fazne rastvorljivosti

Kako bi se ispitao uticaj tipa CD na efikasnost kbteksacije i rastvorljivost
aripiprazola, sprovedena je studija fazne rastwodii u rastvorima HPBCD (0O-
160mM) i 2-O-MBCD (0-160mM) u vodi i citrathom pute Sa oba derivata beta-
ciklodekstrina dobijene su 8&he krive rastvorljivosti, i sa najboljim uklapanjesa
kubnom funkcijom (u vodi: B0.996 sa HPBCD, £0.992 sa 2-O-MBCD; u citrathom
puferu: B=0.968 sa HPBCD, &0.993 sa 2-O-MBCD), i verovatnim formiranjem 1:3
kompleksa (lek(CD) (Slika 4.3.4-4).Cini se da se u oba ispitivana medijuma krive
malo zn&ajnije razilaze pri koncentraciji CD 160 mM.
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501 + HPBCD
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Slika 4.3.4-4. Krive rastvorljivosti aripiprazola $iPBCD i 2-O-MBCD isto vodenim

rastvorima (@) i citratnom puferu pH 3.0 (b).

Kako bi se dodatno ispitao uticaj tipa CD na rasjivost aripiprazola, primenjen je*2
faktorijalni dizajn.

4.3.4.1.4. Uticaj tipa ciklodekstrina na rastvandigt — primena faktorijalnog dizajna
Faktorijalni dizajn 2 primenjen je kako bi se proverio 2w uticaja tipa CD,
koncentracije CD i vremena meSanja na solubilipaatjipiprazola (Tabela 4.3.4-3).

Dobijeni rezultati za rastvorljivost aripiprazolar gatim statistiki analizirani kao
odgovori na razéite kombinacije ispitivanih faktora (Tabela 4.3 .4-4
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Tabela 4.3.4-3. Dizajn eksperimenata i dobijeniaxdgi za Zfaktorijalni dizajn

Eksperiment Nezavisno promenljive  Odgovor

br. A B C R

1 +1 +1 +1 18.98
2 +1 -1 +1 12.86
3 +1 +1 -1 13.33
4 +1 -1 -1 10.43
5 -1 +1 +1 4.79
6 -1 -1 +1 3.28
7 -1 +1 -1 3.91
8 -1 -1 -1 2.73

Sifre realnih vrednosti: A = koncentracija CD: edgovara 12.5%, + 1 25%; B = tip CD: - 1
odgovara HPBCD, + 1 2-O-MBCD; C = vreme meSanjapdgovara 60 minuta, + 1 120
minuta; R = rastvorljivost aripiprazola (mg/ml).

Tabela 4.3.4-4. Rezultati dobijeni primenoffaktorijalnog dizajna (ANOVA)

Suma  Stepeni Srednja vrednost F p-vrednost
Faktor ili interakcija  kvadrata slobode kvadrata vrednost prob > F
Model 237.42 3 79.14 24.12 0.0051
A — koncentracija CD 209.00 1 209.00 63.71 0.0013
B —tip CD 17.19 1 17.16 5.23 0.0841
C — vreme meSanja 11.27 1 11.27 3.43 0.1375
Residual 13.12 4 3.28
Cor Total 250.55 7

R?% 0.9476

U rastvorima iste koncentracije CD i sa istim vreme mesSanja, dobijena je nesto
veca rastvorljivost aripiprazola sa 2-O-MBCD nego 2BED Sto mozZe da ztiada je
kompleksacija nesSto efikasnija i lakSa sa 2-O-MBCBa ovom model supstancom
(0.05<p-vrednost<0.10), kao Sto je to pokazanoudagh vorikonazola. Méutim, za
ispitivane opsege odabranih parametara i odabraaiverovatnée (p-vrednost<0.05),
nije pronaena statistiki znatajna razlika, odnosno rezultati pokazuju da je rjedi

zna&ajan faktor za rastvorljivost koncentracija CDaimema znajnih interakcija.
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4.3.5. Simulacija molekularnog vezivanja aripiprazticiklodekstrin

U cilju boljeg razumevanja dobijenih rezultata f@drastvorljivosti sa HPBCD,
izvrSena je simulacija njegovog molekularnog veajaaa aripiprazolom.

Aripiprazol moze da formira stabilne komplekse Zm#juci razlicite konformacije.
Slika 4.3.5-1 a i b ilustruje reprezentativne koelgke aripiprazola sa HPBCD
izomerom aa Slika 4.3.5-1 c i d ilustruje reprezentativr@miplekse aripiprazola sa
HPBCDizomerom knepolarni atomi vodonika su uklonjeni radi ja&mo Najstabilniji
kompleks se formira kada aripiprazol zauzima sauijgonformaciju (Slika 4.3.5-1a),

iako je mogude formiranje kompleksa i kada je u linearnoj konfeciji (Slika 4.3.5-
1b).

Slika 4.3.5-1. Reprezentativne konformacije arigamia u kompleksu sa ragtim izomerima
HPBCD: kompleksi aripiprazola sa HPBGibdmerom a(a) i (b); kompleksi aripiprazola sa
HPBCDizomerom b(c) i (d).
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NajviSi procenjeni afinitet vezivanja je —7.6 keadl i odgovara kompleksu sa HPBCD
izomerom a(Slika 4.3.5-1a). Postojanje vodone veze izméu N-H vodonika
aripiprazola i susednog O-H kiseonika HPBCD sakoso energijom —0.54 kcal/mol
(raunato koristti CHARMmparametre polja sile) ukazuje na gajainterakcija u vidu
vodoninih veza u stabilizaciji kompleksa. Procenjeni i vezivanja u kompleksima
u kojima je aripiprazol u linearnoj konformaciji [(& 4.3.5-1b) su generalno nizi.
Lokacija (2-hidroksi)propil supstituenata izgleda thkate uticu na vezivanje. NajvisSi
izracunati afinitet vezivanja z&omer bkoji ima neke (2-hidroksi)propil supstituente
nasuméno rasporéene na mestu O2 primarnih hidroksil grupa (Slika%t1c, d) bio je
—6.4 kcal/mol, i energija vodaine veze izméu N-H i susedne hidroksil grupe HPBCD
iznosila je —0.36 kcal/mol. Slabije vezivanje apigizola i HPBCDzomera bmoze se
pripisati sternom efektu i spf@vanju pristupa u hidrofobnu Supljinu. Imé&ju vidu da
su komercijalni proizvodi obno smeSe izomera koji se uglavhom sastoje od O6
supstituisanin HPBCD iZomer g, sa izvesnom kalinom O2 i O3 supstituisanih
HPBCD, razléiti afiniteti vezivanja bi mogli dodatno zakomplikati interpretaciju
rezultata studija rastvorljivosti.

Iz oblika krivih dobijenih u razéitim medijumima (Slika 4.3.4-1), i uzimajuu obzir
raznolikost konformacija koje aripiprazol moze dauzme u kompleksima sa HPBCD
razlicite stabilnosti, moze se pretpostaviti da su ulsbaaciju aripiprazola ukljgeni

sloZzeni mehanizmi.

4.3.6. Karakterizacija praskova sa aripiprazolom

4.3.6.1. Termalna analiza

Na termogramima dobijenim diferencijalnom skenitajm kalorimetrijom (Slika 4.3.6-
1), vidi se da aripiprazol usled topljenja ima eedmni pik u opsegu 138-150°C sa
maksimumom na 141°C, Sto zZnda sirovina pripada kristalnoj formi 11l (13), saalim
sekundarnim endotermnim pikom na 150 °C koji se emp#pisati prisustvu male
kolicine forme 1. Odsustvo endotermnog pika usled topjeleka u proizvodu
dobijenom suSenjem rasprSivanjem pokazuje da jeipaazol ukljiten u Supljinu
ciklodekstrina u amorfnom obliku (Slika 4.3.6-1c).
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Ostali termogrami koji su dobijeni sa uzorcima sa dazltita CD su vrlo skni. U
fizickoj smesSi, méutim (Slika 4.3.6-1d), endotermni pik usled topjgene prisutan,
potvidujuéi postojanje kristalnog leka i usled toga nemmst da se formira inkluzioni
kompleks fizEkim meSanjem. JoS jedna zanimljiva odlika termogrape Sirok
endotermni pik koji obuhvata temperaturu od sobpnel@0°C, sa maksimumom u
opsegu 79-80°C Sto verovatno odgovara gubitku jekaane vode sa hidrofilnog dela
ciklodekstrina. Na termogramima se necama razlit uticaj molarne koncentracije
ciklodekstrina u rastvoru za suSenje rasprSivanjé&to, govori da su kaline
ciklodekstrina kori&ene u ovoj studiji bile odgovarde i dovoljne za potpunu inkluziju
leka u molekularnom stanju.

Uzorci pripremljeni zajedikim usitnjavanjem u prisustvu male kotie rastvaréa
aripiprazola sa ciklodekstrinom kot&nim u ovoj studiji (Slika 4.3.6-1e) pokazuje mali
endotermni pik na 141°C otkrivajyprisustvo male kodiine kristalnog aripiprazola koja
je odmerena u smesi i koja nije ukigna u Supljinu ciklodekstrina. lako ova metoda
predstavlja alternativu sa manjom potroSnjom efjerpirastvarda, potrebno je jos

eksperimentalnog rada kako bi se se ispitala @magt optimizacije parametara.
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Slika 4.3.6-1. Reprezentativni DSC termogrami ukaraaripiprazol (a), HPBCD (b), 2-O-
MBCD (c), aripiprazol-HPBCD kompleks dobijen sud&amj rasprSivanjem rastvora sa
koncentracijom CD 160 mM (d), aripiprazol-2-O-MBCRompleks dobijen suSenjem
rasprSivanjem rastvora sa koncentracijom CD 160 (@MW fizicka smeSa aripiprazola i HPBCD
(f), fizicka smeSa aripiprazola i 2-O-MBCD (g), uzorak dabijiehnikom zajedikog
usitnjavanja aripiprazola i HPBCD u prisustvu méatdicine rastvar&a (h), uzorak dobijen
tehnikom zajedrtkog usitnjavanja aripiprazola i 2-O-MBCD u prisustynale koléine
rastvarda (i).
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Termogravimetrijska analiza uzoraka pokazuje sledgubitak mase: 6.0, 5.9 i
5.5%w/w za HPBCD, aripiprazol-HPBCD kompleks osuseasprSivanjem i
aripiprazol-HPBCD fiztku smesu, redom (standardna devijacija <1.5%). @kilthase
se deSava skoro od sobne temperature do oko 90°@osirzava prethodno &eni
gubitak vode u ovom temperaturnom opseguc¢duo gubitak mase na termogramima
blizak je vrednostima koje su dobijene za sadrbaieKarl Fischer titrimetrijom, a u
proizvodima osuSenim rasprSivanjem postoji blagiapbu sadrzaju vode, verovatno
kao posledica dalje hidratacije ciklodekstrina stvaru. Voda hidratacije je jako vezana
I ne moze se lako osloboditi uprkos povisenim temapeama tokom procesa susenja
rasprsivanjem.

4.3.6.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovoandformacijom (FTIR)

Slika 4.3.6-2 ilustruje ATR-FTIR spektre aripipréao ciklodekstrina, proizvoda
osusSenih rasprsivanjem, i odgovataudizicke smesSe.
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Slika 4.3.6-2. Reprezentativhi ATR-FTIR spektripgrazol (a), HPBCD osu3en rasprSivanjem
(b), 2-O-MBCD osusen rasprSivanjem (c), fka smeSa aripiprazola i HPBCD (d), &iza
smeSa aripiprazola i 2-O-MBCD (e), aripiprazol-HHBCkompleks dobijen suSenjem
rasprSivanjem rastvora sa koncentracijom CD 160 (f)Maripiprazol-2-O-MBCD kompleks
dobijen suSenjem rasprSivanjem rastvora sa korazjom CD 160 mM (g).
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Aripiprazol (Slika 4.3.6-2a) pokazuje karaktekise trake polimorfa Il (13), Sto je u
skladu sa temperaturnim opsegom toplienja zabetedema DSC termogramu.
Preciznije, NH rastezna vibracija se pojavljuje3n90 cnt, CH2 rastezanje se vidi na
2,945 cmt, karbonil rastezna vibracija je locirana na 1,88#, i O-Ar istezanje veze
polazuje viSestruke pikove na 1,291, 1,275, i 1,288 FTIR spektar ¢istog
ciklodekstrina osuSenog rasprSivanjem bez prisuldka u rastvoru (Slika 4.3.6-2b)
pokazuje Siroku traku u opsegu 3,100-3,600csB maksimumom oko 3,340 ¢nito
se moze pripisati OH rasteznim vibracijama, kojeaaufu na snaznu asocijaciju
hidroksilnih grupa preko vodomih veza. Mdutim, prisustvo pikova manjeg
intenziteta ali vée ostrine u opsegu 3,600-3,700 tmkazuje na prisustvo slobodnih
OH grupa koji verovatno pripadaju apsorbovanoj vkaja nije potupno ukljgena u
mrezu vodoninih veza.

Ostali spektri koji su dobijeni sa uzorcima sa daaicita CD su vrlo skini. Sto se tie
inkluzionih kompleksa pripremljenih suSenjem ras@gjem (Slika 4.3.6-2c), lek se
moze identifikovati u CH, CO i regiji otiska prstaneiutim intenzitet pikova
aripiprazola u inkluzionoom kompleksu je nizi, ur@ienju sa spektrom fizke smeSe
(Slika 4.3.6-2d), gde lek jasno pokazuje intenZe/pikove, ukazujéi na to da postoji
slaba ili nikakva interakcija iznd@ leka i ciklodekstrina u fizkoj smesi.

4.3.6.3. Ispitivanje brzine rastvaranja

Brzina rastvaranja je ispitivana u tri r&zia medijuma: 0.1M hlorovodo&moj kiselini
(pH 1.2), acetatnom puferu (pH 4.5) i fosfatnom gouf (pH 6.8), u cilju procene
poboljSanja brzine rastvaranja aripiprazola. N&iSli3.6-3 prikazani su profili brzine
rastvaranja za aripiprazol-HPBCD kompleks, u gergu sa odgovaragom fizickom
smesSom i cistim aripiprazolom, pri raztitim brzinama meSanja u 0.1M
hlorovodonénoj kiselini.

Iz kompleska sa HPBCD se rastvorilo vise od 80%iarazola vé posle 10 minuta bez
obzira na brzinu meSanja, Sto nijecslusa ostalim uzorcima. Prisustvo ciklodekstrina u
fizickoj smesSi sa aripiprazolom tak® je doprinelo poboljSanju brzine rastvaranja in-

vitro. Medutim, posmatranjem vrednosti relativne standardngjatije (predstavljena u
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vidu tzv.error bars engl., Slika 4.3.6-3) zakljeno je da samo iz kompleksa dobijenih
susenjem rasprSivanjem dolazi do brzog i uniformmagtvaranja, Sto je z&@na
karakteristika profila brzine rastvaranja. PoStaazlike me@u profilima viSe izrazene
pri manjoj brzini meSanja rotiragih lopatica u aparaturi, Sto je éekivano, brzina od

50 rpm je korigena za dalja ispitivanja, jer je diskriminatornija.
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Slika 4.3.6-3. Brzina rastvaranja aripiprazolaazlititih uzoraka, u 0.1M HCI, brzina meSanja:
60 rpm (a) i 50 rpm (b).

Imajwéi u vidu pH zavisnu rastvorljivost aripiprazolazbra rastvaranja aripiprazola iz
kompleksa sa HPBCD ispitivana je i u medijumimaykldnosti 4.5 i 6.8. (Slika 4.3.6-
4). U studiji Nacsa i autora (2009) navodi se dst@gomoguEnost da rastvorljivost leka

moze da postane pH nezavisna primenom ciklodekstinkompleksaciji leka. U
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slucaju cistog aripiprazola i fizike smeSe sa HPBCD, vidi se da je u odnosu na
medijum pH 1.2 brzina rastvaranja u acetatnom pufgt 4.5 smanjena, a n&nm u
fosfatnom puferu pH 6.8, Sto je u skladu sa re#inia dobijenim za rastvorljivost
aripiprazola koji je praktho nerastvoran u fosfatnom puferu pH 6.8. Interesaje da

je u acetatnom puferu pH 4.5 brzina rastvaranji@azola iz kompleksa sa HPBCD
slicna kao i u 0.1M hlorovodo#moj kiselini, a u fosfatnom puferu pH 6.8 Zamo

manja.
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Slika 4.3.6-4. Brzina rastvaranja aripiprazolaazliitin uzoraka, u acetatnom puferu pH 4.5
(a) i fosfatnom puferu pH 6.8 (b).

Poznato je da se u vodenim rastvorima kompleksidBkkontinuirano formiraju i
disociraju, u pH 6.8 gde je aripiprazol pré&kth nerastvoran smanjena je i hjegova
raspolozivost za formiranje odnosno odrzavanje Hekga i dobre rastvorljivosti, Sto je
jedan od mogtih razloga pada brzine rastvaranja u ovom medijutdako se
pretpostavlja da su u kompleksaciju ukguai slozeni mehanizmi zahvaljdjuprisustvu
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hidroksikarboksilne kiseline (priprema kompleksa&ittatnom puferu pH 3.0), i da u
rastvoru postoje raziite vrste kompleksa, mozda je jedna frakcija argupla ostala u
rastvornom obliku jer se ipak zapazZacaebrzina rastvaranja u odnosu Resti
aripiprazol i fizcku smeSu sa HPBCD. Dakle, promena profila rastyaran pH-
zavisnog u pH-nezavisno nije obavezna za svakwigkaupstancu i ciklodekstrin i

treba je ispitivati i razmotriti eventualni uticag bioloSku raspolozivost leka.

4.3.7. Modelovanje, karakterizacija i optimizacijasusenja

rasprSivanjem za odabranu formulaciju sa aripiprazdom

Odabrana je formulacija aripirazola sa HPBGID se kompleks priprema u citrathnom
puferu pH 3.0, a zatim prevodi u praSak suSenjespréazanjem, sa koncentracijom

leka u prasku od 5%.

4.3.7.1. Eksperimentalni dizajn i metodologija Fone odgovora

Pomau eksperimentalnih rezultata koji pripadaju CCD nm@nom metodologije
povrSine odgovora (RSM) najpre je razvijmodel RSM1 (Tabela 4.3.7-1, Slika 4.2.6-
1).

Analiza rezultata nije pokazala postojanje sta&lstiznaajnih interakcija méu
faktorima za odabranu formulaciju, pri nivou Zaposti od 5 %, iako su neki autori
zakljwili da kod suSenja rasprSivanjem mnoge interakaijegu biti znaajne za
osobine kao Sto su veiina ¢estica i proizvodni prinos (Chawla i autori, 19%kkanti

I autori, 2009; Tajber i autori, 2009). Samo kowipvodnog prinosa su dobijeni
polinomi drugog reda koji opisuju postojanje kvadog efekta. Svi dobijeni modeli su
procenjeni kao zriajni i faktori koji su prepoznati kao najvazniji &uci u vidu

izratunate p-vrednosti, analizirani su malo detaljnijal{ela 4.3.7-2).
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Tabela 4.3.7-1. Nezavisne procesne promenljiveentralnog kompozitnog dizajna
(realne i kodirane vrednosti) i dobijeni odgovori

Ulazi Odgovori — eksperimentalni podaci
Eks A, Konc. B, Brzina C, Temperatura Ry, Ro, Rz, Temp
pbr.  rastvora (%) pumpe (%) ulaz. vazd. ("C)  Prinos Sadrzaj izlaz.vazduha
Sifra realno Sifra realno Sifra realno (%) vlage (%) Q)
1 0 20 -1.68  3.18 0 170 90.7 3.0 93
2 -1 10 +1 30 -1 160 91.5 5.0 65
3 +1 30 +1 30 -1 160 79.9 4.9 65
4 0 20 0 20 -1.68  153.18 86.7 4.4 68
5 0 20 0 20 0 170 911 3.8 80
6 +1 30 +1 30 +1 180 79.0 4.5 71
7 -1.68  3.18 0 20 0 170 93.6 4.4 69
8 0 20 0 20 0 170 90.8 4.0 79
9 -1 10 -1 10 -1 160 94.4 35 84
10 +1.68 36.82 0 20 0 170 82.0 3.6 81
11 0 20 0 20 0 170 90.1 4.1 78
12 0 20 0 20 0 170 88.2 3.9 80
13 0 20 0 20 0 170 88.8 3.9 75
14 -1 10 +1 30 +1 180 90.6 4.4 72
15 +1 30 -1 10 +1 180 84.9 3.3 86
16 +1 30 -1 10 -1 160 87.1 4.0 81
17 0 20 +1.68 36.82 0 170 76.1 4.9 60
18 0 20 0 20 0 170 89.4 3.8 74
19 -1 10 -1 10 +1 180 93.1 3.4 90
20 0 20 0 20 +1.68 186.82 86.2 3.7 83

Vrednosti brzine pumpe 3.18%, 10%, 20%, 30%, i 3&$redstavljaju brzinu koja odgovara protoku
oko 1ml/min, 3ml/min, 6ml/min, 9ml/min i 11ml/mimespektivno.

Tabela 4.3.7-2. Regresioni koeficijenti koji povgeparametre suSenja rasprsivanjem
(kodirani faktori) sa odgovorima — RSM1 model

R, Prinos R, SadrZaj vlage RTemperatura
izlaznog vazduha
F-vrednost F- vrednost F- vrednost
(p- vrednost) (p- vrednost) (p- vrednost)
Model 88.89 38.54 4.03 40.88 76.7 51.53
(< 0.0001) (< 0.0001) (< 0.0001)
A, Koncentracija 66.82 2.24 1.29
rastvora 425 (< 0.0001) -0.08 (0.1535) +0.89 (0.2733)
. 36.79 105.59 132.28
B, Brzina pumpe -3.15 (< 0.0001) +0.57 (< 0.0001) -9.04 (< 0.0001)
C, Temperatura 14.79 21.02
ulaznog vazduha / / 021 00014y 380 (0.0003)
B?, Kvadratni efekat 12.03
pumpe -L74 (0.0032) / / /
Lack of fit 3.79 3.27 1.39
(neuskla@enost) (0.0764) (0.1004) (0.3784)
R? 0.878 0.884 0.906

R? — koeficijent korelacije: Podebljane vrednosti aavaju statistiki znaajne faktore/efekte.
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Proizvodni prinos je najviSe bio pod uticajem bezipumpe, koja ispoljava kvadratni
efekat. Véa brzina pumpe imala je negativan uticaj na priza$y Sto toplotna energija
koja se obezhiije u vidu temperature ulaznog vazduha nije bileotjoa da omogéi

potpuno susSenje, Sto je rezultovalo i padom temperazlaznog vazduha. Posto je
dolazilo do lepljenja u komori za suSenje, prineshjo snizen, i sadrzaj vlage je bio

poviSen (Slika 4.3.7-1a). lako si«ka na grafiku rasute moze se zapaziti trend.
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Slika 4.3.7-1. Korelacioni dijagrami: sadrZaja \@dagrinos (a) i sadrZaj vlage i temperatura
izlaznog vazduha (b).

Veca kolicina praska bila je prikupljena u kolektoru kadapsaskovi sadrzali manje
rezidualne vlage, a gho je priméeno i u drugim studijama (Billon i autori, 2000;
Nekkanti i autori, 2009; Tajber i autori, 2009). hé@ntracija rastvora je imala
negativan uticaj na proizvodni prinos,¢sld kao i u drugim istrazivanjima (Goula i
autori, 2004; Elversson i autori, 2003). Elverssantori (2003) su objasnili ovu pojavu
uticajem vée kolicine suvih supstanci u rastvoru na péweu sklonost kapi ka
koalescenciji prilikom mé&usobnih sudara ili udara o zid komore usleéevsile udara.
Goula i Adamopoulos (2004) su zapazili dacavekoncentracijac¢vrstih supstanci
uzrokuje smanjenjévrste mase koja je noSena strujom izlaznog vazdhbg njihovog
efekta na pouwsanje viskoziteta rastvora, palanje veltine kapi a time icestica. S
druge strane, mnogi autori su zaklju da poveanje koncentracije rastvora ima
pozitivan uticaj na prinos tokom suSenja raspr§amnjer pri viSim temperaturama i
koncentraciji rastvora, potpunije suSenje 8pva lepljenje proizvoda i omogava
bolje odvajanjecestica. Sa koncentrovanijim rastvorima nastaju kijepcestice i
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trebalo bi da je odvajanje u ciklonu bolje (Billoautori, 2000; Chawla i autori, 1994;
Prinn i autori, 2002). Efekat temperature ulaznagduha nije bio od zg&ajnog uticaja
na proizvodni prinos, i slho je zaklj@éeno od strane Tajber i autora (Plumb i autori,
2002).

Pored brzine pumpe, z¢ggan uticaj na sadrzaj vlage imala je i temperatiaznog
vazduha. Sa powanjem temperature ulaznog vazduha, sadrzaj vlagans@juje, jer
Sto je topliji vazduh, mozZe da zadrzi viSe vlage pego Sto postane z&sn i zaustavi
izvlacenje vode sa povrsingstica u obliku pare koja se zatim odvodi vazdulkmjn
protice kroz urdaj (Goula i Adamopoulos, 2008; Rattes i Oliveir@Q?2). Ispitivano je i
da li se mogu dovesti u vezu temperatura izlazrexgwha i sadrzaj vlage praskova.
Moze se ré da postoji veza izmi#el ovih parametara u smislu da se priine
temperaturama izlaznog vazduha, mo&ekorati nizi sadrzaj vlage u praskovima (Slika
4.3.7-1b). Ova korelacija je ta#te prepoznata od strane Billon i autora (2000) b&gj
autora (2009). Rezultati sadrzaja vlage izrazerkau srednje vrednosti najmanje dva

merenja, sa standardnom devijacijom u opsegu 0.0@%0), u proseku 0.11%.

4.3.7.2. VeSté&ka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptronaR)ML

Vestaka neuronska mreza tipa viseslojnog perceptronaRMadabrana je u cilju
razvojamodela MLP1. PodeSavanje parametara neuronske mreze obuhyataloor
broja skrivenih slojeva i neurona, tipa transfenkitije, brzine denja, momentuma i
broj kombinacija. U treniranju mreze kai&hi su poznati ulazi i izlazi dobijeni
primenom CCD. Grupe podataka su podeliene na gagpureniranje (hasugmno
odabranih 17 eksperimenata), grupu za validacipadthih 3 eksperimenata iz CCD) i
grupu za testiranje (9 eksperimenata, Tabela 8B.7Slika 4.2.6-1). U aktivaciji
neurona kori&na je sigmoidna transfer funkcija.

Period @enja je bio zavrSen kada je dostignuta najmanja RMS
RMSE=[2(y: p — Y m)&/n] 2 (4.3.7-1)

gde je RMSE koren srednje vrednosti kvadrata gregkie predvideni odgovorym je

odgovor dobijen u eksperimentuy je broj eksperimenata, podataka za treniranje MLP
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(Bishop, 1995). Podaci za testiranje su predstaivijerezi nakon zavrSenog procesa

treniranja.

Tabela 4.3.7-3. Nezavisne procesne promenljivemesw dizajniranih eksperimenata
I dobijeni odgovori

Ulazi Odgovori — eksperimentalni podaci
Eksp. A, Konc. B, Brzina C, Temperatura Ry, R>, Rz, Temp
br. rastvora pumpe ulaz. vazd. Prinos Sadrzaj izlaz.vazduha
(%) (%) (S (%) viage (%) (S
21 20 10 160 89.8 3.6 85
22 10 20 165 91.5 4.4 72
23 20 15 170 89.1 3.6 83
24 22 13 180 89.6 3.6 91
25 15 15 180 89.5 3.6 88
26 22 15 160 90.6 3.6 83
27 10 10 170 91.6 3.7 84
28 15 10 165 90.2 3.5 83
29 25 10 180 86.2 3.3 90

Vrednosti brzine pumpe 10%, 13%, 15% i 20% predjstavbrzinu koja odgovara protoku oko 3ml/min,
3.9ml/min, 4.5ml/min i 6ml/min, respektivno.

Odabrana mreza imala je tri sloja u strukturi: @haj sa tri ulazne jedinice, drugi sloj sa
3 skrivene jedinice i tk@ sloj sa 3 izlazne jedinice (Slika 4.3.7-2). St i optimalne
vrednosti za treniranje mreze su bili sl&d&000 epoha, brzinatanja 0.6, momentum
0.3, RMSE treniranja 0.058, RMSE validacije 0. RMSE testiranja 0.12.

skriveni slojevi

—O
ulazi —» —0 «—— izlazi
—O

Slika 4.3.7-2. Struktura viSeslojnog perceptrond. iy

Poreienje sposobnosti predi@anja modela RSM1 i i MLP1 predstavljeno je u vidu
korelacionih grafika (eksperimentalne naspram pdshih vrednosti, Slika 4.3.7-3).
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Slika 4.3.7-3. Poenje eksperimentalnih i prednih podataka dobijenih od strane MLP1 i
RSM1 modela za izlaze: prinos {Ryp:1=0.854; R revi=0.846) (a), sadrzaj vlage {R
wp1=0.886; B rsvi=0.871) (b), i temperaturu izlaznog vazduh3 (f:=0.893; R rgu=0.899)

(©).

Na osnovu véh vrednosti koeficijenta korelacije izahe eksperimentalnih i
predvidenih vrednosti vidi se da MLP1 pokazuje bolju spsxst predwdanja za izlaze
prinos i sadrzaj vlage u paenju sa RSM1, dok za temperaturu izlaznog vazdiblaa o

modela imaju stinu sposobnost predianja.

4.3.7.3. lIspitivanje potencijala novih dm@a kombinovanja vesStaih

neuronskih mreza (MLP) i metodologije povrSine odga (RSM)

4.3.7.3.1. Primena MLP u dopunjavanju podatakatw definisanom eksperimentalnim

dizajnom neophodnim za primenu RSM

U razvojumodelaMLP2a i MLP2b koji bi se mogli koristiti za predganje i dopunu
rezultat u setu definisanom eksperimentalnim dimajmeophodnim za primenu RSM,

primenjena je stina metodologija i struktura MLP kao prilikom razadylLP1 modela.
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MreZa MLP2a je trenirana poréw podataka koji pripadaju®Zaktorijalnom dizajnu u
okviru CCD (Tabela 4.3.7-1), predstavlja@juip podataka koji se dobija izdenjem
sistematino dizajniranih eksperimenata, i 9 eksperimenat&oj@eno za testiranje
mreze (Tabela 4.3.7-3, Slika 4.2.6-1). Strukturaptimalne vrednosti za treniranje
mreze MLP2a bili su slede 1000 epoha, brzina¢anja 0.6, momentum 0.3, RMSE
treniranja 0.29, RMSE testiranja 0.15.

Mreza MLP2b trenirana je kotisnjem eksperimentalnih podataka dobijenih iz 8
eksperimenata sa naswmd dizajniranim ulaznim parametrima (Tabela 4.3.7-1
eksperimenti br. 1, 10 i 20; Tabela 4.3.7-3, ekispenti br. 21-25), i 4 eksperimenta je
korisceno za testiranje mreze (Tabela 4.3.7-3, ekspetinben26-29, Slika 4.2.6-1).
Struktura i optimalne vrednosti za treniranje mrbHdP2b bili su sledé&: 1000 epoha,
brzina &enja 0.6, momentum 0.3, RMSE treniranja 0.065, RNM&SEranja 0.12.
Performanse razvijenih modela pdeee su kori&njem parametra RMSE |
korelacionog koeficijenta Rzmeiu predvitenih i eksperimentalnih podataka, tj. izlaza
koris¢enih za modelovanje i za testiranje. RMSE paransettili prilicno sliéni za oba
modela. B su bili ve&i kod MLP2a modela: 0.872, 0.918 i 0.873 u gergu sa R
MLP2b modela: 0.777, 0.851 i 0.852 za izlaze prirgmdrzaj vlage i temperaturu
izlaznog vazduha, respektivno. Razlog za to je wedro kvalitet podataka koji je
koris¢en za razvoj MLP2a koji su prikupljeni iz#enjem sistematno osmisljenih
eksperimenata u cilju smanjenja potrebnog rada hwppog za dobijanje
odgovarajgéeg modela, bez ugroZavanja amosti i t&nosti. U svakom skaju,
uzimajwi u obzir da je mali broj eksperimenata kées u modelovanju MLP mreza,
dobijeni su relativno dobri parametri performarsiaba modela.

Modeli razvijeni na ovaj nran kori&eni su u dopunjavanju grupe podataka Kkoji
odgovaraju CCD (Slika 4.2.6-1). Kombinovanjem siMar(eksperimentalnih) podataka
I podataka preddenih kori€enjem MLP2a i MLP2b modela, formirane su dve grupe
podataka koje odgovaraju CCD dizajnu. Kéeidjem ovih grupa podataka, razvijeni su
RSM2ai RSM2b modeli. Rezultati dobijeni iz eksperimenata br. 26-29h@dla 3.4.7-
3) kori&eni su za testiranje RSM2a i RSM2b modela. &amg sposobnosti
predvidanja dobijenih modela predstavljeno je u vidu kacanih grafika
(eksperimentalne nasuprot pretkmih vrednosti, Slika 3.4.7-4).
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Slika 4.3.7-4. Porienje eksperimentalnih i predenih podataka dobijenih od strane RSM2a i
RSM2b modela za izlaze: (a) prinos?@®@w.<0.828; R rswm2=0.338), (b) sadrzaj vlage {R
rsm2=0.783; R rsm2i=0.656), i (c) temperatura izlaznog vazduha® (Ry.=0.856; R
rsm2=0.737).

Model sa boljom sposobnas predvidianja je bio RSM2a model, Sto jeigledno
posledica boljih preformansi MLP2a modela koji jerikéen za dopunjavanje grupe
podataka u sklopu CCD. 8fhio je zakljgeno primenom stne metodologije u studiji
autora Miguélez-Moran (2009). Owvanjenica potvduje pretpostavku da se potuo
eksperimentalnog dizajna (DOE) mogu obezbediti potlaljeg kvaliteta jer iz njih
proizilaze modeli koji bolje opisuju sistem i vr&nija predvidanja, time doprinose
boljem razumevanju procesa, u pt@rju sa eksperimentima tipa pokuSaj-greska Koji
nisu sistematno osmisljeni. Sa druge strane, ideja kaema vesSté&kih neuronskih
mreZza u dopunjavanju nedosidju podataka specifnog eksperimentalnog dizajna i
razvoj RSM modela bez praktiog izvaienja svih dizajpom predignih eksperimenata

I dalje ostaje privi&na. Verovatno bi se u slaju kori€enja véeg broja eksperimenata
koji pokrivaju vei broj potencijalnih faktora od uticaja, mogkekivati modeli sa joS
boljom sposobnd@® predvdanja. U istrazivanju Miguélez-Moran (2009) gde su
analizirane vée grupe podataka, preko diee eksperimenata potrebnih za odabrani

DOE su mogli biti dopunjeni ponda istorijskih podataka (pokuSaj-greska), tako da je
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broj eksperimenata koji bilo potrebno prakty izvesti zn&ajno smanjen, i razvijeni su
modeli relativno dobre sposobnosti prethnja.

IzvrSeno je porgenje predwuanja sa modelima RSM1 i MLP1 dobijenim kéggjem
samo eksperimentalnih podataka (Slika 4.3.7-3 .i7443 i primé&uje se da se najbolja
predvidanja dobijaju pomé& MLP1 modela, zatim RSM1 modela, koji su razvijeni
vece grupe podataka. Regresioni koeficijenti jeiima koje povezuju parametre susenja
rasprSivanjem sa odgovorima modela RSM1, RSM2aM &S poregteni su i analizirani
u smislu prepoznavanja razlika u sposobnosti pdeaya, i u cilju boljeg razumevanja
veza izmdu promenljivih (Tabela 4.3.7-2, 4.3.7-4, 1 4.3.7-5)

Predviianja za prinos su bila najmanje precizna kod RSkh2lolela, zato Sto brzina
pumpe nije prepoznata kao dovoljno &maa, za razliku od RSM2a i RSM1 modela.
Osim zaklj&aka o procesu koji su izvedeni analizom RSM1 mqdeaM2a model je
prepoznao zr@jnim za prinos i kvadratni efekat koncentracijestvara, kao i
interakciju izméu koncentracije rastvora i brzine pumpe. Za sadviage, modeli
RSM1 i RSM2a nisu prepoznali Ztegnost interakcija, i dobijeni regresioni koeficife

su bili sliéni.

Tabela 4.3.7-4. Koeficijenti polinomalnih jedi@a koje povezuju parametre suSenja
rasprSivanjem (kodirani faktori) sa odgovorima -M2a model

R, Prinos R, SadrZaj vlage R Temperatura
izlaznog vazduha
F-vrednost F-vrednost F-vrednost
(p-vrednost) (p- vrednost) (p- vrednost)
Model 89.69 53.69 4.06 51.16 77.56 70.78
(<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)
Al
Koncentracija -4.49 170.85 +0.03 0.38 -0.48 0.63
rastvora (<0.0001) (0.544) (0.440)
B’ Brzina -3.00 76.58 +0.53 110.81 -7.75 160.00
pumpe (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)
C, Temperatura
ulaznog / / -0.33 42.28 +4.41 51.72
vazduha (<0.0001) (<0.0001)
- - 4.64
AB interakcija  -0.97 (0.049) / / / /
2 .
A<, Kvadratni -0.98 8.65 / / / /
efekat (0.011)
2 .
B*, Kvadratni 101 9.19 / / / /
efekat (0.009)
R? 0.950 0.906 0.930

R? — koeficijent korelacije
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Tabela 4.3.7-5. Koeficijenti polinomalnih jediiga koje povezuju parametre suSenja
rasprSivanjem (kodirani faktori) sa odgovorima -M2® model

Ri, Prinos R, Sadrzaj vlage RTemperatura
izlaznog vazduha
F-vrednost F-vrednost F-vrednost
(p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost)
Model 88.17 19.60 3.90 57.02 79.00 50.22
(<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)
A Koncentraclja  , o 5256 59 6445 533 2835
rastvora (<0.0001) (<0.0001) (0.0001)
; 0.002 160.25 156.82
B, Brzina pumpe -0.02 (0.968) +0.31 (<0.0001) -5.48 (<0.0001)
C, Temperatura / / 0.14 33.40 +2.75 39.34
ulaznog vazduha (<0.0001) (<0.0001)
AB interakcija / / / / / /
. . 4.74 5.54
BC interakcija / / +0.07 (0.047) -1.35 (0.034)
AZ? Kvadratni
ofekat / / / / / /
B? Kvadratni 6.23 22.25 21.07
efekat 089 go2ay %M (0ooos) M (0.0004)
R? 0.786 0.953 0.947

R? — koeficijent korelacije

Model RSM2b, koiji je imao pritino visok R prilikom razvoja modela za sadrzaj vlage
I temperaturu izlaznog vazduha, navodi na idejusdaveze izmdéu ulaza i izlaza
kompleksnije jer je pror®no da je viSe faktora z¢gjno, kao i neke interakcije i
kvadratni efekti nekih faktora. Na primer, prdeao je da koncentracija rastvora moze
biti znaajna za sadrzaj vlage jer se rastvorev&oncentracije lakSe suSe badda je
potrebno otpariti manju kdiinu vode iz svake kapi (Billon i autori, 2000). ek,
interakcija izmdu temperature ulaznog vazduha i brzine pumpe jpozreata kao
zn&ajna za sadrzaj vlage i temperaturu izlaznog vaadubji su u dobroj korelaciji
(Slika. 4.3.7-1b).

4.3.7.3.2. Primena RSM u dobijanju materiaii modela kori&enjem predvdanja

MLP mreze u cilju boljeg razumevanja procesa

Kako bi se ispitao potencijal primene modelovargarmvanog na DOE u deSifrovanju
“crne kutije” vestakih neuronskih mreza (definisanje Zag@ i veza méu faktorima),
predvitanja MLP1 modela (najbolji & za sve eksperimente u okviru CCD af&aa su

primenom RSMfodel RSM3.
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Tabela 4.3.7-6. Koeficijenti polinomalnih jediea koje povezuju parametre suSenja
rasprSivanjem (kodirani faktori) sa odgovorima -M8Smodel

Ri, Prinos R, Sadrzaj vlage RTemperatura
izlaznog vazduha
F-vrednost F-vrednost F-vrednost
(p-vrednost) (p-vrednost) (p-vrednost)
Model 89.31 50.51 4.02 61.16 76.30 60.09
(<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)
A, Koncentracija 405 98.68 -0.09 357 +1.77 7.19
rastvora (<0.0001) (0.077) (0.017)
; 77.12 162.83 20.89
B, Brzina pumpe -3.58 (<0.0001) +0.61 (<0.0001) -9.51 (<0.0001)
C, Temperatura 131 10.28 -0.20 17.08 +3.07 21.56
ulaznog vazduha (0.006) (0.0008) (0.0003)
. . 4.73
AB interakcija / / / / +1.88 (0.046)
BC interakcija / / / / / /
A? Kvadratni
efekat / / / / / /
2 .
B<, Kvadratni 157 15.95 / / / /
efekat (0.0012)
R? 0.931 0.920 0.941

R? — koeficijent korelacije

Od sva tri MLP modela, najbolja predanja dao je MLP1 model zato Sto je razvijen iz
najve&e grupe podataka, tako da su njegova pdzohja kori€¢ena u modelovanju
RSM3 (Slika 4.2.6-1). Dobijene matentke jedng&ine su analizirane kako bi se
ispitalo koje su stinosti i razlike méu jedn&inama RSM1 modela, koji je drugi po
kvalitetu preduianja (Tabele 4.3.7-2 i 4.3.7-6). Priée@o je da RSM3 modeli imaju
nesto vée R nego RSM1 modeli, odnosno da je préavie bilo preciznije (Slika
4.3.7-3). lako su izgunati koeficijenti bili sléni za RSM1 i RSM3, glavna razlika kod
RSM3 je bila ta da su sva tri procesna paramegpganata kao zidajna, za préene

odgovore, Sto bi moglo objasniti zaSto su njihokedpidanja najbolja.

4.3.7.3.3. Kratak rezime primenjenih pristupa u elodanju i tip informacija koje

pruzaju

Svaka od primenjenih metodologija u modelovanjlesjgrasprsivanjem ima prednosti
I nedostatke i kada je potrebno izvrSiti karakigeips i uspostaviti bolje razumevanje
procesa najbolje je kombinovati viSe metoddemu govore i druga strazivanja (Tabela
4.3.7-7) (Miguélez-Moran, 2009).
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Tabela 4.3.7-7. Kratak rezime prmenjenih pristupaadelovanju i vrsta informacija
koje pruzaju

Tip modela

Prednosti primene

Nedostaci primene

RSM1 — eksperimentalni
podaci

MLP1 — eksperimentalni
podaci

RSM2a - eksperimentalni +

MLP2a predwieni podaci
(MLP2a - 2
eksperimentalni podaci)

RSM2b — eksperimentalni +

MLP2b predviteni podaci
(MLP2b — nasungini
eksperimentalni podaci)

RSMS3 — svi predvieni
podaci MLP1

Pruza precizne
informacije o tome kako
svaki faktor utte na
izlaze, Sto unapteije
razumevanje procesa

Bolja sposobnost
predvitanja (R);
Moguée dopunjavanje
podataka

Smanjivanje broja
prakticno izvedenih
eksperimenata,
DOE pruza podatke
dobrog kvaliteta

Smanjivanje broja
prakticno izvedenih
eksperimenata;
Upotreba istorijskih

Ne moze se dopunjavati
novim podacima van
DOE

Crna kutija predvanja
ne omogdava
unaprdenje
raumevanja procesa
Overtraining engl.

MLP mora biti dovoljno
robustan u cilju dobrih
predvidanja

MLP mora biti dovoljno
robustan u cilju dobrih
predvidanja;
Eksperimenti koji ne
pripadaju DOE mogu

podataka (pokuSaj-gresSkayezultovati slabijim

Desifrovanje crne kutije
predvidanja

predvidanjima

Ne moze se dopunjavati
novim podacima van
DOE

4.3.7.4 Optimizacija suSenja rasprSivanjem

U cilju provere mogénosti optimizacije procesa primenom RSM1 modelar&ngh
pomaiu rezultata u okviru CCD, izvrSeno je prethmje optimalnih parametara a zatim
su praskovi proizvedeni pod definisanim uslovimezia pumpe 10 %, temperatura
ulaznog vazduha 180°C. Izvedene su tri uzastopngen@obe i proizvedena je joS
jedna véa Sarza. Vrednosti dobijene za prinos, sadrzajeviaggmperaturu izlaznog
vazduha bile su uporedive sa prefdrim vrednostima i prikazane su u Tabeli 4.3.7-8.
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Tabela 4.3.7-8. Validacija modela RSM1 - optimigaci

Odgovori Preddanje Probal Proba2 Proba3 Proba4
Prinos (%) 88.2 853 864 870 830
SadrzZaj vlage (%) 3.2 3.2 3.4 3.3 3.4
Temperatura izlaznog vazduha (°C90 90 90 90 89

! Velicina Sarze 10 g rastvora
2 Velicina arze 300 g rastvora

(a : K (b) .
Slika 4.3.7-5. Kolektor kor&n za manje Sarze (Probe 1-3) (a) i zang&arzu (Proba 4)

(b).

Za proizvodni prinos utena je nesto va razlika izméu predvdenih i realno dobijenih
vrednosti, Sto bi se i moglaiekivati ako se uzme u obzir da je paraméiack of fit
(mera neuski@&enosti) za ovaj model bio neStocveego kod modela za druge peae
odgovore.

Kod veie Sarze (Proba 4), prideno je da je prinos nesto manji nego kod manjitbg@ro
Ovo se moze objasniti razlikama u dizajnu ciklorgslseparatora koji se koristi kod
malih i velikih SarZi rastvora za suSenje, kojilu¢aju veih SarzZi nije tako efikasan u
odvajanju sitnijihcestica kao visoko-efikasan ciklon specijalno digajm i uparen sa
kolektorom pogodnim za manje Sarze (Slika 4.3.fM@ury i autori, 2005).

Sveukupno gledano, rezultati odnosno parametriitietal procesa i proizvoda su u
skladu sa teoretskim pred@anjima, potvdujuci dobru sposobnost predwnja i

validnost modela koré&&nih u primenjenom eksperimentalnom dizajnu.
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4.3.7.5. Primenljivost dobijenih modela na régé formulacije

Koristeti optimalne uslove dobijene za odabranu formula@jpiprazol-HPBCD-
citratni pufer, izvrSeno je suSenje rasprSivanjeekofiko razltitih formulacija:
aripiprazol-HPBCD-PVP-citratni pufer (0.1% w/w PMPrastvoru), aripiprazol-2-O-
MBCD-citratni pufer, vorikonazol-HPBCD-voda. Pdemnjem dobijenih rezultata moze
se réi da je u formulaciama sa HPBCD dobijeno relativdobro slaganje sa

predvidanjima modela (Tabela 4.3.7-9).

Tabela 4.3.7-9. Rezultati koji se dobijaju za ratiformulacije

Odgovori Predwanje Aripiprazol- Aripiprazol- Vorikonazol-

RSM1 modela HPBCD-PVP 2-O-MBCD HPBCD
Prinos (%) 88.2 88.1 83.9 87.0
Sadrzaj vlage (%) 3.2 3.6 4.0 3.1
Temperatura izlaznog 90 91 92 89
vazduha (°C)

Verovatni razlog tome je to Sto najvedeo formulacijecini ciklodekstrin tako da
njegove osobine dominiraju, lek je inkorporiranidwkompleksa tako da se ponaSanje
sistema tokom suSenja ne razlikuje Gao za ispitivane formulacije. Prideno je da

je sadrzaj vlage nesto viSi u formulaciji sa PV#®, j[@ mozda i dekivano jer je PVP
higroskopan i moZe uticati na higroskopnost formijga Sa 2-O-MBCD dobijen je
nesto manji prinos i \é@ sadrzaj vlage, Sto je u saglasnosti sa prethodaikijuccima u
vezi sa 2-O-MBCD, odnosno ovaj derivat CD se seSitmteZe nego HPBCD.

4.3.7.6. Dodatna karakterizacija dobijenih prasSko&kon optimizacije

4.3.7.6.1. Vizuelizacijgestica praska

Vizuelizacija cestica je vrSena pordo skenirajie elektronske mikroskopije.
Fotomikrografijecestica osuSenih rasprSivanjem su predstavljendicial 3.7-6.
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FEB 14 2013 4:59
{] 164 um ARIPIPRAZOLE

Slika 4.3.7-6. Morfologijacestica osuSenih rasprSivanjem rastvora komplekiggpeazola i
HPBCD pri uvéanju 1650 puta (a) i 11500 puta (b).

Fotomikrografije pokazuju da su dobijersestice sfernog oblika, glatke do vrlo
smezurane povrsine, a pricemo je i prisustvo Supljibestica. Suplja unutrasnjost moze
nastati zbog Sirenja gasa u kapima sa forminajufilmom (ljuskom) koji teSko
propusta paru, ili zbog vazduha zarobljenog ¢nasti. PoSto je kinetika formiranja
cestica kontrolisana brzinom isparavanja i u vezpseastom viskoziteta kapi, tokom
susenja su kagiéstice izloZene stresnijim uslovima kojidutina formiranje povrsine i

kontroliSu morfologiju dobijeniniestica. Smatra se da sestice nastale pri ¢am
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brzinama suSenja smezuranije usled kolapsa kageimdeSava, dok seestice nastale pri
manjim brzinama suSenja glatkije povrSine. Procasstormacije kaestica vrlo je
sloZzen i zavisi od niisobne povezanosti procesnih promenljivih ickmhemijskih

osobina formulacije (Snyder i Lechuga-Balleste&i%)8).

4.3.7.6.2. Nasipna i tapkana gustina praskova

Zbog male veliine cestica (vekina cestica 5-15 um, Slika 4.3.7-6), koja je
karakteristéna za uzorke dobijene suSenjem rasprSivanjem rastep laboratorijskom

uredaju (koji ima malu komoru za suSenje i kapi mofaifuisitne kako bi se obezbedilo
dobro suSenje i izdvajanje proizvoda), dobijeniSpkaje vrlo kohezivan i voluminozan
Sto je i @ekivano. Dobijene vrednosti za nasipnu gustinu &1 @/ml a za tapkanu

gustinu 0.41 g/ml. Izgaunavanjem odnosa tapkane i nasipne gustine dobiena
vrednost za Hausnerov odnos 1.95 > 1.60 Sto swstalijeni prasak u vrlo, vrlo loSe
protaine praskove, Sto jecekivano s obzirom na vélnu cestica praSka (<1174»>
Powder Flow inUSP 29—-NF 2}

4.3.7.6.3. Proténost praskova merenjem protoka kroz otvor

Zbog izrazene voluminoznosti i kohezivnosti pragkaamim tim i loSe protmosti
dobijenih praSkova, oddésanje prot@nosti merenjem protoka kroz otvor, merenje nije
moglo biti izvrSeno ni sa najuen promerom otvora na levku (12.5 mm), uz kéeigje
vibracije kako bi se podstakao protok praska. Tratepomenuti da se na
laboratorijskom uréaju za rasprSivanje prilikom suSenja rastvora usekijaju vrlo
sitnecestice, koje se irk@ karakteriSu loSom prainogu, dok se u pilot i industrijskim
uredajima zbog vée komore za suSenje i madgwsti da se ostvari dobro suSenje
krupnijih kapi dobijaju krupnije sfernéestice tj. moze secekivati da bi se dobili

znatno protoniji praskovi.
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4.3.7.6.4. Ispitivanje stabilnosti kompleksa anpiwl:ciklodekstrin

Dugorana stabilnost kompleksa je bila ispitivana posle 2 meseci skladiStenja u
ambijentalnim uslovima primenom diferencijalne dkajuce kalorimetrije |
termogravimetrijske analize (rezultati nisu prikaga Na termogramima nije bilo
uoceno prisustvo kristalizacije aripiprazola (potpwuasustvo endotermnih pikova koji
odgovaraju topljenju aripiprazola), Sto sugeriSesdankuzioni kompleksi stabilni, i da
se tokom duZeg perioda skladiStenja u blagim amtaijeim uslovima ne deSava
spontana kristalizacija leka.

Kako bi se ispitala stabilnost praskova u neSt@ssijfim uslovima, izvrSeno je
kondicioniranje praskova pod uslovima dugotrajnagrenja (25°C/60% RH) i
ubrzanog starenja (40°C/75% RH) u periodu od 9@dam&eni su sadrzaj, kestoce,
profil brzine rastvaranja i sadrzaj vlage (Tabe®&7410).

Prime&eno je da vénakon nekoliko dana kondicioniranja pod uslovingd@75% RH

u otvorenim bgicama zapdinje promena konzistencije iz prasSkaste u providnu

staklastu masu (Slika 4.3.7-7). U ostalim uzorcimaije bio sl¢a;.

(a)"
Slika 4.3.7-7. 1zgled praSka pre kondicioniranjpi(@akon 2 dana kondicioniranja u otvorenim
boticama u uslovima ubrzanog starenja (40°C/75% RH) (b

Prime&en je i porast sadrZzaja vlage u skladu sa uslowomalicioniranja, kao i to da
postoji odréena razlika u rezultatima dobijenim gravimetrijskolintitrimetrijskom

(Karl Fisher) metodom, Sto govori da pored slobodoée, u uzorcima postoji i voda
koja je u vezanom stanju. Dobijeni su neSto nizulati za sadrzaj aripiprazola, jer

tokom merenja praska za analizu nije uzet u olair&j vlage, a kada se to uzme u

149



obzir i dobijeni sadrzaj se koriguje, zapaza seakam 90 dana nije dosSlo do pada
sadrzaja aripiprazola ni u jednom uzorku. U sklasa tim nakon 90 dana
kondicioniranja nisu prorigne degradacione ni druge nepoznaté&ist@e, cak ni u
uzorcima koji su promenili konzistenciju (90 dan®)°C/75% RH) Sto govori o

relativno dobroj hemijskoj stabilnosti aripiprazel&ompleksu sa HPBCD.

Tabela 4.3.7.10. Rezultati ispitivanja stabilndsimpleksa aripiprazol:HPBCD posle
90 dana kondicioniranja

Uslov kondic.  Inicijalno Uslovi dugotrajnog starenja  Uslovi ubrzanog starenja
(25°C/60% RH) (40°C/75% RH)
Test Zatvorena Otvorena Zatvorena Otvorena
bacica bocica bacica bacica
Sadrza) 94.4% 91.6% 88.8% 91.9% 85.4%
aripiprazola
Necistoce
N-oksid <0.10% <0.10% <0.10% <0.10% <0.10%
Dehidro <0.10% <0.10% <0.10% <0.10% <0.10%
Nepoznate <0.10% <0.10% <0.10% <0.10% <0.10%
Ukupno <0.10% <0.10% <0.10% <0.10% <0.10%
Gubitak 3.5% 5.2% 9.0% 4.2% /
suSenjem
SadrZaj vode / 7.1% 11.3% 6.2% 14.1%
Korigovani
sadrZaj 97.9% 98.7% 100.1% 98.1% 99.5%
aripiprazola
Profil brzine
rastvaranja Postize se Postize se  Postize se Postize se  PostiZze se
(masa punjenja plato posle  plato posle  plato posle  plato posle  plato posle
kapsule 10 minuta na 10 minuta na 10 minuta na 10 minuta na 10 minuta na
uvetana za oko 100% oko 100% oko 100% oko 85% oko 85%
sadrzZaj vode)
Providna
Izgled praska Beli prasak Beli prasak Beli prasak eli prasak staklasta
masa

Medutim, Sto se tie profila brzine rastvaranja, plato se postizénakon 10 minuta i u
uslovima ubrzanog starenja zabelezen je pad 0d18R6, Sto bi moglo ukazivati na
neki vid fizicke nestabilnosti kompleksa u stres uslovima, kojanbgla dovesti do

destabilizacije kompleksa i “izlaska” odene frakcije aripiprazola iz kompleksa i
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posledéno pada rastvorljivosti. U cilju boljeg razumevangae pojave bilo bi
neophodno sprovesti dodatna ispitivanja.

PoSto se radi o uzorcima koji su amorfne prirodékivano je da postoji va
higroskopnost i odidena tendencija ka figkim promenama, tako da je svakako
neophodno tokom proizvodnje i skladiStenja obezbedlove niske relativne vlage od
najvise 25% RH i temperature oko 25°Cg¢msti uslovima koji se propisuju prilikom

proizvodnje efervescentnih formi koje su tdkapsetljive na uticaj vlage.
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5. ZAKLJU CAK

Prvi deo istrazivanja odnosio se na razvoj procesa susSenja rasprSivakggon
tehnologije pogodne za obeZibeanje homogenosti praskova i, posled,
ujedna&enosti doziranja nisko doziranih lekovitih supstan@nodel supstanca
naratriptan hidrohlorid).

» Efekti ispitivanih procesnih parametara susSenjar&ganjem (temperatura ulaznog
vazduha, brzina pumpe, brzina aspiratora, koncejareastvora) na karakteristike
kompozitnog praSka naratriptan/laktoza/maltodefstrisposobnost efikasnog
prikupljanja odnosno prinos, sadrzaj vlage i sradrglicina ¢estica) evaluirani su
primenom RSM i MLP neuronske mreze.

o Primena frakcionog faktorijalnog dizajna*¢® kao skrining metode omodjla
je procenu zngjnosti ispitivanih parametara, na osnovu koje zedaljeg
istrazivanja iskljdena brzina aspiratora, Sto je pojednostavilo dedgvoj
procesa susenja rasprSivanjem.

o Primena centralnog kompozitnog dizajna, metododogiovrSine odgovora
(RSM) i veStdke neuronske mreze tipa viSeslojnog perceptrona RML
omoguila je modelovanje i karakterizaciju procesa susergsprSivanjem.
Razvijeni su zn&jni modeli (p-vrednost<0.05). Parametar koji jaomajvei
uticaj na svaki ispitivani odgovor bila je brzinarmppe, odnosno zgajno je
uticala na prinos, sadrzaj vlage i ¥elu cestica. Interakcija izniel temperature
ulaznog vazduha i koncentracije rastvora je bilding statistiki znatajna
interakcija, i uticala je na sadrzaj vlage. Parankeincentracija rastvora i brzina
pumpe imali su naju@ uticaj na velkinu cestica. SuSenjem odabrane
formulacije dobijeni su prinosi koji se smatrajuateyno dobrim za rad na
laboratorijskom uréaju za suSenje rasprSivanjem (63.8-87.3%), a Sadidge
u dobijenim praskovima kretao se od 2.3% do 3.6%kljdceno je da je za
postizanje Sto boljeg proizvodnog prinosa a Stojetpeadrzaja vlage u prasku,
kao osnovnih parametara kvaliteta procesa i praiaypotrebno da se procesni

parametri izbalansiraju kako bi se obezbedilo &tasnije suSenje i separacija
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cestica (kapi optimalne veélne, koncentracije, viskoziteta, dovoljno toplotne
energije naspram kdine te&nosti koja se dovodi u sistem i koja treba da gpar

o Poreienjem dve primenjene metodologije, RSM i MLP, magezaklj¢iti da
obe imaju svoje prednosti i nedostatke. KoftisteRSM, moguée je

identifikovati efekte nezavisnih promenljivin i hpve interakcije. Lako se
koristi u sliaju da postoji jedan ili dva odgovora. 8egim, kod sistema kod
kojih postoji veliki broj odgovora kao Sto je tou&hj sa suSenjem
rasprSivanjem, primena MLP mreze rezultuje modeléwji moze da
optimizuje odgovore istovremeno sa boljom koretauijizmeiu predvdenih i
zabeleZenih rezultata (dobijen? Ra odgovore prinos: 0.842 odnosno 0.898;
sadrzaj vlage: 0.550 odnosno 0.642; srednjucwelic¢estica: 0.712 odnosno
0.779 i temperaturu izlaznog vazduha 0.862 odn@883, za modele RSM1
odnosno MLP1, respektivno). Eksperimentalni dizajmeSta&ke neuronske
mreze pokazali su se kao korisne QbD alatke u agici)i procesa susenja
rasprSivanjem, i definisanju prostora za dizajn ajein se postizu najbolji
procesni prinosi, i optimalne karakteristike praSkambinovana primena ove
dve metodologije moze dodatno doprineti poboljSaagumevanja i kvaliteta
razvoja procesa.

0 Ispitivanjem novih n&na kombinovanja RSM i MLP prepoznat je potencijal
primene MLP u dopunjavanju podataka u setu defimusa eksperimentalnim
dizajnom neophodnim za primenu RSM, jer moZe dagudicsmanjenje broja
prakticno izvedenih eksperimenata (modeli RSM2: dobijefizZ& odgovore
prinos 0.828; i temperaturu izlaznog vazduha 0.788dutim, mreza koja se
koristi u ove svrhe morala bi da bude dovoljno soiau Takde je prepoznat i
potencijal primene RSM u dobijanju matenikifn modela kori&enjem
predvidanja MLP u cilju boljeg razumevanja procesa (moéR&$M3: dobijeni
R? za odgovore prinos 0.994; sadrZaj vlage 0.961péeaturu izlaznog vazduha
0.916). Na taj nan je omoguen prikaz veza izn@el faktora i odgovora koje su
mnogo sloZenije nego Sto pokazuju modeli RSM1,b§tmogao biti razlog za
bolju sposobnost predianja modela MLP1l. Zakljeno je da se
kombinovanom primenom objedinjuju prednosti obeadelogije zahvaljujti

¢emu je poboljSano se razumevanje procesa.
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o Nakon izvrSene analize, podwsoftveraDesign-Expert® 7.0.@¢Stat-Ease Inc,
SAD) primenom pristupa pozeljnosti (englesirability approach izvrSena je
numertka optimizacija procesnih parametara za rastvocéotmracije 25 %, sa
zahtevima za postizanje Stoc¢eg prinosa i Sto manjeg sadrZaja vlage u prasku.
Koris¢enjem modela RSM1 i RSM3, definisani su optimahaigesni parametri:
brzina pumpe 10%, temperatura ulaznog vazduha 19@2C dobijenim
vrednostima parametra pozeljnost (koji istovrembatansira sve postavljene
cilieve) 0.860, i 0.844, za modele RSM1, i RSM3peddivno. Izveden je
eksperiment pod definisanim procesnim parametrimdobijeni su rezultati
sliéni predvidenim vrednostima (dobijeni rezultati za prinos:6226, 82.41%,
85.76% i gubitak suSenjem: 2.57%, 2.65%, 2.50%,R&M1 predwuianje,
RSMS3 preduianje, eksperimentalni rezultat, respektivno).

* Nakon izvrSene optimizacije susenja rasprSivanjdaboane formulacije izvrSena je
karakterizacija dobijenog praska.

0 SuSenjem rasprSivanjem rastvora ispitivane fornijeladobijen je amorfni
prasak (odsustvo karakterigtih pikova kod DSC termograma i FTIR spektara),
ujedn@&enog sastava (RSD 0.23%), relativno dobrecKezi stabilnosti tokom
skladiStenja na sobnoj temperaturi, a u naredniarfe ispitivanja potrebno bi
bilo ispitati i hemijsku stabilnost formulacije.

o Na laboratorijskom udaju za rasprSivanje prilikom suSenja rastvora adiklsa
ocekivanjima, dobijene su vrlo sitn&estice (2.67-7.28um), odnosno
voluminozni prasak (0.29 g/ml), koji se karaktedid&m proténo&u, dok se u
pilot i industrijskim urdajima zbog vée komore za suSenje i magosti da se
ostvari dobro suSenje krupnijin kapi i dobiju krijpnsferne ¢estice, moze
ocekivati da bi se dobili znatno prataji praskovi.

0 Vizuelizacija cestica je vrSena pomo skenirajde elektronske mikroskopije.
Primeeno je da su dobijenéestice sfernog oblika i glatke povrSine, Sto je
uobitajeno za suSenje rasprSivanjem rastvora lako ndigiito komponenti.
Zapazeno je i da su nekestice smezurane, Sto se pripisuje razlikama u
izloZzenosti kapi tokom prolaska kroz komorQestice nastale pri vem
brzinama suSenja smeZzuranije su usled kolapsankge deSava tokom procesa,

dok sucestice nastale pri manjim brzinama suSenja sfeymigika.
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Drugi deo istrazivanja odnosio se na razvoj procesa susenja rasprsivanjeostupku

proizvodnje prasSka sa tesSko rastvorljivim model stapcama, u cilju poboljSanja

rastvorljivosti  formiranjem kompleksa sa ciklodekstna (model supstance

vorikonazol i aripiprazol).

Sa model supstancomorikonazolom sprovedene su studije rastvorljivosti sa
HPBCD i 2-OMBCD u vodi, i izvrSena je simulacija lkularnog vezivanja sa
semiepmirijskom optimizacijom geometrije kompleksa HPBCD i 2-O-MBCD.
Zatim je izvrSena karakterizacija praskova dobhersuSenjem rasprSivanjem
rastvora kompleksa lek:CD u pdenju sa smeSama lek:CD.

o Prema izvedenim studijama rastvorljivosti sa vom&oolom, 2-O-MBCD

derivat je efikasniji u kompleksaciji vorikonazalego HPBCD, Sto je pokazano
ve¢im nagibom dobijene krive rastvorljivosti. To jetpaieno studijom u vidu
faktorijalnog eksperimentalnog dizajna, gde jedmeéspitivanim faktorima (tip
CD, vreme mesSanja, koélha vorikonazola) za solubilizaciju najzfagniji faktor
bio tip CD (p<0.05), i kompleksacija se lakSe idbarigravala sa 2-O-MBCD.
Na osnovu studija rastvorljivosti uklapanjem dobife kriva u linearne,
kvadratne i kubne modele, zakigno je da je najverovatnija stehiometrija
vezivanja lek:HPBCD 1:3 jer je najéiekoeficijent korelacije dobijen kod
kubnog modela (A tip dijagrama, B=0.978 naspram &0.958 i R=0.958 za
linearnu i kvadratnu funkciju, respektivno). Stotge kompleksacije sa 2-O-
MBCD, kriva podjednako dobro odgovara linearnoj,aétratnoj i kubnoj
funkciji (R=0.9990, R=0.9992 i B=0.9994 respektivno), stoga ne pruZaju
informaciju o tome da li se grade kompleksi 1:kdmpleksi viSeg reda.
Simulacija molekularnog vezivanja i naknadna optewija geometrije
kompleksa, pokazala je da je najstabilniji komplaseaiu vorikonazola i 2-O-
MBCD formiran kada je fluoropirimidinski prsten glten u Supljinu CDAE=
-14.6 kcal/mol), dok je manje stabilan kompleks ikapa triazolni i
difluorofenilni prsten u SupljiniAE= -9.1 i -6.0 kcal/mol, respektivno). Sa druge
kome je difluorofenilni prsten u Supljini CDAE= -88.9 kcal/mol), ili

fluropirimidinski prsten AE=-84.8 kcal/mol). Udena je izrazena razlika u
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afinitetu vezivanja lek:CD 1:1, gde je sa HPBCD igin da se formiraju
kompleksi mnogo nize energije vezivanja (-14.6 kuoal) u odnosu na 2-O-
MBCD (-88.9 kcal/mol). Ovo neslaganje izdwepredvienih i eksperimentalno
dobijenih sposobnosti solubilizaciie HPBCD sugerid® je verovatnije da
izmedu leka i CD postoji viSestruko umesto 1:1 vezivag® je u skladu sa
rezultatima studije fazne rastvorljivosti.

0 SuSenjem rasprSivanjem rastvora kompleksa sa pl&aCd pri istim uslovima u
slweaju kompleksa sa 2-O-MBCD dobijene suwee/rednosti za sadrzaj vlage
(7.39%) nego sa HPBCD (2.97%) Sto moze ukazivatveta higroskopnost
formulacije sa 2-O-MBCD, ali ova pojava nije repwidla izrazenijom
degradacijom. Sa aspekta pripremanja visoko i ledgivorljivih inkluzionih
kompleksa vorikonazola (brzina rastvaranja vise80d% leka za 10 minuta),
pokazalo se da je suSenje rasprSivanjem efikadmakee za sa oba ispitivana
derivata CD. Proizvodi osuSeni rasprSivanjéeavani tokom duzeg vremena u
blagim ambijentalnim uslovima su bili bez kristaldekovite supstance
(odsustvo karakterigtnih pikova kod DSC termograma i FTIR spektara) i
posedovali su \&I rastvorljivost i brzinu rastvaranja. Kiaim, u kompleksu sa
oba ispitivana derivata vorikonazol nije bio dowolj zaStten od hemijske
degradacije (N&stoca 1: 0.24%, 0.16%; Nestoca 2: 0.46%, 0.31% u
kompleksu sa HPBCD, odnosno 2-O-MBCD, respektivnd}ezultati
molekularnog modelovanja su otkrili da su delovi@kala vorikonazola koji su
unutar Supljine ciklodekstrina zapravo samo njegorgtenovi (difluorofenil,
fluoropirimidin, ili triazol). Stoga, sa oba derteaciklodekstrinatak i u sl&aju
butanolni lanac, verovatno bi ostao izvan Suplj@® i stoga nezas&n od
degradacije. Ovaj problem ukazuje na potrebu zaathom ispitivanjima i
optimizacijom formulacije.

o Kombinovanje primenjenih metoda pomoglo je u und@n@gl razumevanja
prirode kompleksacije vorikonazola sa dva ispitvaterivata CD i kako ona
moze uticati na rastvorljivost, brzinu rastvarangéabilnost leka.

 Sa model supstancoraripiprazolom sprovedene su studije rastvorljivosti sa

HPBCD u vodi, fosfatnom puferu pH 3, citrathom pufeH 3 sa i bez PVP, i sa 2-
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O-MBCD u vodi i citratnom puferu 3, i izvrSena jémsilacija molekularnog
vezivanja sa dva izomera HPBCD. Zatim je izvrSemaakterizacija praskova
dobijenih suSenjem rasprSivanjem rastvora kompleleéaCD u pordenju sa
smeSama lek:CD.

o Kapacitet solubilizacije aripiprazola sa HPBCD zavije od pH i jonskog
sastava rastvora pufera vise nego od tipa ciklddeks a maksimalna
solubilizacija je postignuta u citratnom puferu @D. U ovom medijumu,
kompleksacija aripiprazola porfilw HPBCD je bila najefikasnija pri
koncentraciji 160mM, Sto se odrazava na najmangeanaodnos CD/rastvoreni
lek. Na osnovu studija rastvorljivosti uklapanjerabgenih kriva u linearne,
kvadratne i kubne modele, zakigno je da je najverovatnija stehiometrija
vezivanja lek:ciklodekstrin 1:3 jer je najiekoeficijent korelacije dobijen kod
kubnog modela (u vodi je prepoznato postojanjgipa dijagrama, R=0.996; u
citratnom puferu pH 3, Atip dijagrama, B=0.996 i R=0.987 sa PVP, odnosno
bez PVP, respektivno). Radte nepravilnosti priméne u dijagramima fazne
rastvorljivosti, kao Sto su ztajna devijacija eksperimentalno dobijene
rastvorljivosti vorikonazola bez ciklodekstrina mabtvorljivosti koja se @tava
na preseku sa y-osom, éak i negativna vrednost (Atip dijagrama), ukazuju
na mogydnost formiranja multikomponentnih kompleksa i is&weno
formiranje inkluzionih i neinkluzionih kompleksdi fenomen samoasocijacije.
Na osnovu dobijenih rezultata sa PVP, pretpostadjaa bi prisustvom PVP u
rastvoru za susenje rasprSivanjem mogloé¢amm da se ute na kapacitet
solubilizacije aripiprazola, ali potrebno je izvgstS eksperimenata kako bi se
taj efekat u potpunosti razumeo. Uporedne studiggvorljivosti sa 2-O-MBCD
pokazale su da je efikasnost kompleksiranja satiplaaCD sltna (uklapanje
dijagrama rastvorljivosti sa kubnim funkcijama: adv RP=0.996 sa HPBCD,
R?=0.992 sa 2-O-MBCD:; u citratnom puferd=®.968 sa HPBCD, 0.993 sa
2-O-MBCD).

o Simulacije molekularnog vezivanja su potvrdile sgmsost aripiprazola da gradi
stabilne inkluzione komplekse sa HPBCD i sugerisaleda su komplikovane
interakcije posledica fleksibilnosti butanolnog aeiolekula aripiprazola, i

postojanja raztitin izomera HPBCD. Najstabilniji kompleks se formikada
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aripiprazol zauzima savijenu konformaciju, iako jeogue formiranje
kompleksa i kada je u linearnoj konformaciji. Pgetge vodonine veze izméu
N-H vodonika aripiprazola i susednog O-H kiseonii®BCD sa visokom
energijom —0.54 kcal/mol ukazuje na Zapinterakcija u vidu vodotinih veza
u stabilizaciji kompleksa.

0 SuSenje rasprSivanjem rastvora ciklodekstrina palkage kao efikasna tehnika
za pripremanije visoko i lako rastvorljivih inklunitn kompleksa aripiprazola sa
oba ispitivana derivata CD (brzina rastvaranja w8e80 % leka za 10 minuta).
Proizvodi osuSeni rasprSivanjeuvani tokom duzeg vremena u blagim
ambijentalnim uslovima su bili bez kristalne lekevisupstance (odsustvo
karakteristénih pikova kod DSC termograma i FTIR spektara) squovali su
vecu rastvorljivost i brzinu rastvaranja. Tokom kondigranja u stres uslovima
potvidena je dobra hemijska stabilnost aripiprazola (se@istoce manje od
0.05%), ali je priméeno snizenje platoa u profilu brzine rastvarangaqiso 100
% na oko 85 %), Sto moze biti posledicadka nestabilnosti kompleksa. U cilju
razumevanja ove pojave potrebno bi bilo sprovestiatha ispitivanja.

U cilju modelovanja i karakterizacije, kao i opt#acije procesa susenja

rasprSivanjem formulacije sa ciklodekstrinoma odabranoj formulaciji sa

aripiprazolom primenjeni su metodologija povrSine odgovora (RSMesStake
neuronske mreze (ANN). Odabrana je formulacijaieagowla sa HPBCLXiji se
kompleks priprema u citratnom puferu pH 3.0, amgdrevodi u praSak suSenjem
rasprSivanjem sa koncentracijom leka u prasku &6l Efekti ispitivanih procesnih
parametara suSenja rasprSivanjem (temperatura agazazduha, brzina pumpe,
koncentracija rastvora) na karakteristike kompamtipraska lek:CD (sposobnost
efikasnog prikupljanja proizvoda odnosno prinossadrzaj vlage) evaluirani su
primenom RSM i MLP neuronske mreze.

o Primena centralnog kompozitnog dizajna, metododogiovrSine odgovora
(RSM) i veStake neuronske mreze tipa viSeslojnog perceptrona RML
omoguila je modelovanje i karakterizaciju procesa sugergsprSivanjem.
Razvijeni su zn&jni modeli (p-vrednost<0.05). Analiza rezultatgerpokazala
postojanje statistki znaajnih interakcija méu faktorima za odabranu

formulaciju. Samo kod proizvodnog prinosa su dabijgolinomi drugog reda
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koji opisuju postojanje kvadratnog efekta brzinenpe. Koncentracija rastvora
je imala negativan uticaj na proizvodni prinos,érehi kao i u drugim
istrazivanjima. Pored brzine pumpe, &ajan uticaj na sadrzaj vlage imala je i
temperatura ulaznog vazduha. Zakfoo je da je za postizanje Sto boljeg
proizvodnog prinosa a Sto manjeg sadrzaja vlageraskp, kao osnovnih
parametara kvaliteta procesa i proizvoda, potrethacse procesni parametri
izbalansiraju kako bi se obezbedilo Sto efikassijgenje i separacif@stica.

Bolja predvdanja su dobijena ponio MLP jer poseduju bolju sposobnost
modelovanja nelinearnih, slozenih sistema, i jestganje slozenih interakcija
nije moglo biti modelovano primenom RSM (prinos %uR:=0.854;
R%rswi=0.846; sadrzaj vlage’R.r1=0.886; Rrsmi=0.871; temperatura izlaznog
vazduha Ry.p1=0.893; Rrsm1=0.899).

U dopunjavanju dela podataka koji pripadaju ekspentalnom dizajnu
koris¢ene su dve vestke neuronske mreze razvijene su iz manje ckudi
podataka, sa razltim kvalitetom predwianja (MLP2a i MLP2b modeli: Rje
bio veii kod MLP2a modela: &0.872, B=0.918 i R=0.873, u poréenju sa
MLP2b modelom: B=0.777, B=0.851 i R=0.852 za izlaze prinos, sadrZaj
vlage i temperaturu izlaznog vazduha, respektiviiae su relativno dobre
rezultate imajai u vidu broj eksperimentalnih podataka koéesih u
modelovanju. Obradom dobijene grupe podataka kejssatojala delom od
eksperimentalnih, a delom od predkmih rezultata, razvijeni su modeli (RSM2a
i RSM2b modeli). Model sa boljom sposobé&wredvidanja je bio RSM2a
model, Sto je bila posledica boljih preformansi MaPmodela koji je korien
za dopunjavanje grupe podataka u sklopu CCD (prif@&sm2+0.828;
R%rsm2=0.338; sadrzaj vlage: “Remz=0.783; Rrsm2=0.656, i temperatura
izlaznog vazduha: Rsm20.856; Rrsw2i=0.737). Ovacinjenica potvduje
pretpostavku da se poido eksperimentalnog dizajna (DOE) mogu obezbediti
podaci boljeg kvaliteta jer iz njih proizilaze mdidkoji bolje opisuju sistem i
vrSe t&nija predvdanja, time doprinoge boljem razumevanju procesa, u
poreienju sa eksperimentima tipa pokuSaj-greSka kojiu nggstematino
osmiSljeni. Sa druge strane, ideja kéeisja veSt&kih neuronskih mreza u

dopunjavanju nedostajiln podataka specifnog eksperimentalnog dizajna i
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razvoj RSM modela bez praétiog izvaienja svih, dizajnom predienih,
eksperimenata i dalje ostaje prista.

Ispitan je potencijal primene modelovanja zasnogana DOE u deSifrovanju
“crne kutije” vestakih neuronskih mreza (definisanje Zag@ i veza médu
faktorima), tako Sto su predianja MLP1 modela za sve eksperimente u okviru
CCD, obrd@ena primenom RSM (model RSM3). Najbolja predwija (najbolji
R?) u istrazivanju dao je MLP1 model zato §to je ijzviz najvée grupe
podataka, i zbog toga su njegova prdewmja korisena u modelovanju RSM3
(prinos: R=0.931; sadrzaj vlage: R0.920; temperatura izlaznog vazduha:
R?=0.941). Poréenjem sa modelima RSM1 razvijenim pafmo
eksperimentalnih vrednosti, iako su raati koeficijenti bili sléni za RSM1 i
RSMS3, glavna razlika kod RSM3 je bila ta da su svgrocesna parametra
prepoznata kao ztajna za préene odgovore, Sto bi moglo objasniti zaSto su
njihova predwvianja bila najbolja.

Zakljuteno je da svaka od primenjenih metodologija u nodelju susSenja
rasprSivanjem ima svoje prednosti i nedostatkeadak je potrebno izvrSiti
karakterizaciju i uspostaviti bolje razumevanjegasa najbolje je kombinovati
viSe metoda.

Primenom pristupa pozeljnosti koji uzima u obzifigisane ciljne vrednosti
viSe odgovora istovremeno, za odabranu formuladgfinisani su optimalni
procesni parametri suSenja rasprSivanjem za raskaicentracije 25%
(odreiena kao najpogodnija za kompleksaciju): brzina peidp %, temperatura
ulaznog vazduha 180°C. Izvedene su tri uzastopmgenpaiobe i proizvedena je
jos jedna véa Sarza. Vrednosti dobijene za prinos, sadrzajeviagmperaturu
izlaznog vazduha bile su uporedive sa préewim vrednostima. Za proizvodni
prinos u@ena je neSto v@a razlika izmdu predvdenih i realno dobijenih
vrednosti, Sto bi se i moglatekivati ako se uzme u obzir da je parametar Lack
of fit (mera neuskldenosti) za ovaj model bio neSto¢veego kod modela za
druge prédene odgovore. Kod e Sarze (Proba 4), prideno je da je prinos
nesto manji nego kod manijih proba. Ovo se mozesalijaazlikama u dizajnu
ciklonskog separatora koji se koristi kod malih elikih Sarzi rastvora za

susenje, koji u sktaju vetih Sarzi nije tako efikasan u odvajanju sitniibstica
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kao visoko-efikasan ciklon specijalno dizajniranuparen sa kolektorom
pogodnim za manje Sarze. Nakon izvrSene optimeasiiSenja rasprsivanjem
odabrane formulacije izvrSena je dodatna karaldeljg dobijenog praska.
Vizuelizacija cestica je vrSena pordo skenirajide elektronske mikroskopije.
Fotomikrografije pokazuju da su dobijedestice sfernog oblika, glatke do vrlo
smeZurane povrsine, a pritemo je i prisustvo 3upljihdestica. Suplja
unutrasnjost moze nastati zbog Sirenja gasa u kaganformirajaim filmom
(ljluskom) koji teSko propusta paru, ili zbog vazdutarobljenog u tmosti. Na
laboratorijskom uréaju za rasprsSivanje prilikom suSenja rastvora wadiklsa
ocekivanjima, dobijene su vrlo sitn&stice (5-1pm), odnosno voluminozni
prasSak (0.21 g/ml). Dugokna stabilnost kompleksa je bila ispitivana posle 6
12 meseci skladiStenja u ambijentalnim uslovimampnom diferencijalne
skenirajuée kalorimetrije i termogravimetrijske analize. Namhogramima nije
bilo ucceno prisustvo kristalizacije aripiprazola (potpuwdsustvo endotermnih
pikova koji odgovaraju topljenju aripiprazola), SsmgeriSe da su inkuzioni
kompleksi stabilni, i da se tokom duZeg periodaadi§tenja u blagim
ambijentalnim uslovima ne deSava spontana kristala leka. Ispitana je
stabilnost praskova u nesto stresnijim uslovimadkcioniranjem praskova pod
uslovima dugotrajnog starenja (25°C/60% RH) i ubozpstarenja (40°C/75%
RH) u periodu od 90 dana i geni su sadrzaj, restoce, profil brzine
rastvaranja i sadrzaj vlage. Nakon 90 dana konwii@oja nisu prondéene
degradacione ni druge nepoznateéistece, cak ni u uzorcima koji su promenili
konzistenciju (90 dana, 40°C/75% RH) Sto govorelativho dobroj hemijskoj
stabilnosti aripiprazola u kompleksu sa HPBCD.diten, Sto se tie profila
brzine rastvaranja, iako se plato u brzini rastjgpastize vé nakon 10 minuta,
u uslovima ubrzanog starenja zabelezen je pad a@d 1&6, Sto bi moglo
ukazivati na neki vid fizike nestabilnosti kompleksa u stres uslovima, koja b
mogla dovesti do destabilizacije kompleksa i “iki&s odreiene frakcije
aripiprazola iz kompleksa i poslédo pada rastvorljivosti. U cilju boljeg
objasSnjenja ove pojave potrebno bi bilo sprovestiadna ispitivanja. Posto se
radi o uzorcima koji su amorfne prirodegeivano je da postoji va

higroskopnost i odidena tendencija ka figkim promenama, tako da je
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neophodno tokom proizvodnje i skladiStenja obezbedilove niske relativhe
vlage od najviSe 25% RH i temperature oko 25°C.

* Ispitana je 1 primenljivost dobijenih modela na lr&te formulacije sa
ciklodekstrinima i dobijeno je relativnho dobro skage. Koristéi optimalne uslove
dobijene za odabranu formulaciju aripiprazol-HPB€iDatni pufer, izvrSeno je
susenje rasprSivanjem nekoliko rédiih formulacija: aripiprazol-HPBCD-PVP-
citratni pufer (0.1% PVP u rastvoru), aripipraze®2MBCD-citratni pufer,
vorikonazol-HPBCD-voda. Padenjem dobijenih rezultata moze se&iréa je u
formulacijama sa HPBCD dobijeno relativno dobrogalge sa preditanjima
modela. Verovatni razlog tome je to Sto néjvdeo formulacijecini ciklodekstrin
tako da njegove osobine dominiraju, lek je inkonmaor u vidu kompleksa tako da se
ponasSanje sistema tokom suSenja ne razlikujéapma za ispitivane formulacije sa
razlicitim lekovitim supstancama. Prirfeno je da je sadrzaj vlage nesto viSi u
formulaciji sa PVP, Sto je mozda éekivano jer je PVP higroskopan i moze uticati
na higroskopnost formulacije. Sa 2-O-MBCD dobijenngSto manji prinos i ¢e
sadrzaj vlage, Sto je u saglasnosti sa prethodakijucima u vezi sa 2-O-MBCD,

odnosno ovaj derivat CD se suSi nesto teZze negoaCHPB

SuSenje rasprSivanjem pokazalo se kao tehnologigogna za dobijanje praskova
ujedna&enog sastava, i U slaju tesko rastvorljivih supstanci pogodna za daolpgdako

rastvorljivih kompleksa sa ciklodekstrinima.
Primenom koncepta dizajniranja kvaliteta i prikahametoda za karakterizaciju

formulacije i procesa, postignuto je unaf@eje razumevanja procesa susenja

rasprSivanjem ispitivanih formulacija sa odabramiwdel supstancama.
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